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“Ah, recomecar!

Recomecgar como cancées e epidemias.
‘Ah! Recomegar como as colheitas,
Como a lua e a covardia.

‘Ah! Recomecgar como a paixdo

E o fogo, e o fogo...”

Jodo Bosco, Caca a Raposa.

“Coragem, animo, disse para mim, ndo pensemos mais na
Sapiéncia: pede a Ciéncia que te ajude.”

Casaubon, personagem de “O Péndulo de Foucault”, de Umberto Eco



Aos meus pais,

pelo exempio de coragem,

pelo meu nome,

por todo o carinho e incentivo, sempre,

e, hoje, por terem me mostrado uma série de vezes

como escrever uma tese.



ATita,
pela amizade, imediata e sempre sincera,
pela alegria e disposigao diante de qualquer situagéo,
por todas as ajudas (incontaveis) ao longo destes oito anos,
pelas farras, pelas festas, pelos telefonemas.

Pelo amor...
“Ah!, ilusdo, o amor ndo & risco na areia, é desenho de giz.”

“Quando néo tinha nada, eu quiz.

Quando tudo era auséncia, esperel...”

“Se vocé vier, pro que der e vier,

Comigo...”

Sem vocé, nem os versos destas, ou de qualquer
outra cangdo, iriam valer.
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Resumo

As prolaminas, proteinas de reserva das sementes de cereais, sao
codificadas por uma série de genes regulados coordenativamente de forma
especifica ao nivel de tecido e estagio de desenvolvimento. Estas proteinas s&o
agrupadas em classes em funcdo das similaridades na estrutura primaria e
consequlente solubilidade. A expressao dos genes que as codificam é regulada

principalmente ao nivel da transcrigao.

As protaminas de Coix sdo chamadas coixinas e representam mais
de 70% do contetido protéico do endosperma. De acordo com sua solubilidade
diferencial, as coixinas sdo classificadas em «- e y-coixinas. Os dados
moleculares obtidos até o momento indicam um alto grau de similaridade entre

os genes que codificam as prolaminas de milho, Coix e sorgo.

A expressdo coordenada das prolaminas se da atravées de
mecanismos comuns a todas as classes. Entretanto, estudos recentes sobre a
mutacado opaco-2 mostram claramente que as o- e pB-prolaminas sao reguladas
também por um mecanismo exclusivo para estas classes. Tal fato sugere o
envolvimento varios mecanismos regulando a transcricdo dos genes de

prolaminas.

Devido principalmente a mutagcdo opaco-2, ©8 mecanismos
envolvidos na regulagao génica das a-prolaminas séo bem estudados. Pouco e
conhecido sobre estes mecanismos nas y-prolaminas. Entretanto, enquanto as
v-prolaminas sado codificadas por, no maximo, dois genes, as a-prolaminas sao
codificadas por uma familia multigénica. Tal fato torna as y-prolaminas modelos

interessantes no melhoramento molecular de cereais.

Nesta tese o gene da y-coixina (AGCX23.1) foi isolado de uma
biblioteca genémica construida no fagemideo A-dash, utilizando-se um clone de
cDNA de v-coixina como sonda. A sequéncia da regido promotora do gene foi
alinhada com as seqiéncias dos promotores das y-prolaminas de milho e sorgo,

revelando uma série de elementos conservados. Alguns destes elementos sao
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semelhantes a elementos ¢is ja descritos, como o prolamin box e os sitios de

ligagdo dos fatores GCN4 de leveduras e C/EBP de animais.

Experimentos de expressao transitéria comprovaram gque o promotor
do gene da y-coixina é capaz de dirigir a expressao do gene da p-glicoronidase
em endosperma imaturo de mitho. A analise de delecao do promotor sugere que
diversos elementos podem estar envolvidos na regulagdo de sua expressao.
Experimentos de retardamento em gel provaram que trés segmentos distintos

do promotor da y-coixina ligam-se a fatores nucleares de maneira especifica.
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Abstract

Prolamins, the major cereal storage proteins, are encoded by genes
coordinately regulated in a tissue- and developmental stage-specific manner
during seed development. There are several prolamin genes encoding proteins
of discrete molecular sizes, which are divided in classes according to similarities
in their primary structures and solubility. The expression of these genes is

regulated primarily at the transcriptional level.

The Coix prolamins, known as coixins, represent more than 70% of
the total endosperm protein. Coixins can be separated in two fractions based on
their differential solubility: a— and y—coixins. The overall molecular data shows a
high degree of similarity among the genes encoding the prolamins of maize,

Coix and Sorghum.

The coordinated expression of the prolamin genes is accomplished by
a common regulatory mechanism. Still, recent studies on the opaque-2 mutation
clearly demonstrated a distinct transcriptional regulation at the class level for the
a- and B-prolamins. Therefore, multiple complex regulatory mechanisms are

conceivably involved in the regulation of prolamin genes.

Although the mechanisms of gene regulation for the a-prolamins are
well studied, mostly because of the opaque-2 mutant of maize, little is known
about the mechanisms controlling the y-prolamin genes. Also, while the
a-prolamins are encoded by multigene families, the y-prolamins are encoded by
one or two genes, which heightens the importance of the y-prolamins in

molecular improving of cereals.

in this work the y-coixin gene (AGCX23.1) was isolated from a Coix
genomic A-dash library. The library was screened using a y-coixin cDNA clone as

probe.

In order to elucidate the transcriptional regulation of the y-prolamin

genes, the vy-coixin promoter sequence was aligned with the promoter
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sequences of the maize and sorghum y-prolamins genes. Several conserved
motifs were found in the upstream region of these genes. Some of these motifs
resembles cis-acting elements, such as the cereal prolamin box and the binding

sites for yeast GCN4 and animal C/EBP transcriptional factors.

Transient expression assays demonstrated the ability of the y-coixin
promoter to drive the expression of the f—glucuronidase reporter gene in
immature maize endosperm. Deletion analysis of the promoter sequence
suggested that several elements might be involved in its regulation. At least
three distinct segments of the y-coixin promoter bind specifically to nuclear

factors, as demonstrated by means of gel retardation assay.



Abreviagoes
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ATP adenosina 5'-trifosfato
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Preambulo:

Recentemente, Watson (1993), um dos idealizadores do modelo de
dupla hélice para o DNA, dividiu a histéria completa da genética, do inicio até
onde ele vislumbra o futuro, em sete fases. A primeira foi chamada de
Mendeliana, e compreende o periodo no qual se definiu que o gene constitui a
unidade fundamental de hereditariedade. A segunda fase abrange o periodo em
que se estabeleceu a identidade molecular do gene, ou seja, que o DNA é o
gene. Na terceira, determinou-se a base molecular da expresséo génica, com o

cunho do Dogma Central da genética: DNA — RNA — proteina.

A quarta fase compreende o problema de como a expressao génica é
regulada. Na quinta, tem inicio a utiliza¢gdo das técnicas de DNA recombinante
no isolamento e manipulagao de genes. Na sexta, o foco de entendimento deixa
de ser o gene, isoladamente, e parte-se para a obtencao de toda a informacéao
genética de um determinado organismo. Finalmente, antevé Watson, na sétima
fase todo o desenvolvimento de um determinado organismo podera ser previsto

no instante de sua concepgao.

E bastante interessante notar que qualquer uma das fases descritas
depende daquela que a antecede. Entretanto, ao passo que as trés primeiras
fases estao concluidas, as demais ainda estao sendo construidas e, se muitas
respostas ja estao disponiveis, bastante falta ainda para que se possa dominar

os problemas abragados pelas quatro ultimas fases.

Sem um entendimento profundo de como se da a regulagdo da

expressdo génica nos mais diversos organismos, a manipulagido de genes

far-se-4 de maneira absolutamente empirica, a seqiéncia compileta do DNA de
um determinado organismo ainda estara muito aquém de fornecer foda a
informagdo genética a seu respeito e a sétima fase sera apenas um sonho

irrealizavel.



16

introducao

Os fendmenos celulares responsaveis pela manutengédo da vida séo
regulados pela atividade de proteinas. Calcula-se que existam no genoma
humano cerca de 150.000 genes, responsaveis pela codificacdo de um numero
semelhante de proteinas. A importancia da regulagao do nivel de expressao de
uma determinada proteina fica evidenciada pelo fato de asma, cancer, doengas
cardiacas e imunes e infecgbes virais serem o resuitado da super ou

subprodugao de uma ou algumas poucas proteinas (Tjian, 1995).

Desde muito cedo o melhoramento de cereais utiliza mutantes que
apresentam efeitos pleiotropicos indesejaveis, como &€ o caso do fendtipo
opaco2 em milho. Entretanto, a maior parte da pesquisa com estes mutantes
esteve voltada para a produtividade e qualidade nutricional das sementes e néao
para questbes envolvendo a estrutura fisica do endosperma, seu
desenvolvimento e a base genética deste desenvolvimento (Lopes e Larkins,
1993).

O fendtipo opaco2, sabe-se hoje, é causado pela alteragao de uma
Unica proteina, um fator de regulacéo da transcrigio, responsavel pelo controle

do nivel de expresséo de varios genes especificos de endosperma.

Qualquer abordagem n&oc empirica, tanto para o meihoramento de
cereais, quanto para a cura de moléstias que vdo do cancer as infecgdes virais,
depende do conhecimento minucioso dos mecanismos por tras das alteragbes

nos niveis de expressio de proteinas.

A utilidade do estudo de genes de reserva de cereais

Entender regulagéo da expressdo génica de eucariotos

Os estudos da transcrigdo pela RNA polimerase Il tém solidificado o

conceito da conservagdo evolutiva do maquinario de transcrigdo basal e de
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ativacao entre eucariotos, desde leveduras ao homem, passando pelas plantas
(Maldonado e Reinberg, 1995).

A caracterizagdo de cereais mutantes no desenvolvimento do
endosperma comega a mostrar que complexos mecanismos geneticos estao por
tras da incrivel constancia vista em seu desenvolvimento (Goodwin, 1985;
Lopes e Larkins, 1993).

Desta forma, a elucidag@o dos mecanismos envolvidos na regulacéo
da expressdo génica de um modelo eucarioto, como no caso dos genes de
proteinas de reserva de cereais, permite estabelecer novos paradigmas ou

aprimorar os ja existentes.

Entender as particularidades da requlacao em plantas

Ainda que os genes de planta se paregam bastante com genes
animais ou de leveduras, existem algumas diferengas sutis entre eles
(Kuhlemeier, 1992). Alguns promotores de genes de plantas funcionam em
sistemas transcricionais de animais in vitro, como mostrado para o promotor do
CaMV (virus do mosaico da couve-flor) dirigindo a expressdo de genes em
células Hel.a (Burke et af,1990).

Até mesmo em sistemas in vivo ja € bem documentado o correto
funcionamento de promotores de genes de plantas em sistemas heterdlogos
(i.e., aqueles onde o promotor regulando a expressao do gene nao tem origem
no organismo no qual se encontra), como no caso de genes de zeina

funcionando corretamente em levedura (Langridge et al.,1984).

Muito mais comum, contudo, € que experimentos com sistemas
heterdlogos simplesmente nédo funcionem. Os motivos destas discrepancias néao

sao ainda conhecidos.

Entdo, mais do que langar novas luzes nos mecanismos gerais da
regulagao da expressdo génica em eucariotos, dados obtidos com o estudo dos
genes de proteinas de reserva fornecerdo subsidio para elucidagdo das

disparidades observadas na regulagéo dos genes de origem animal e vegetal.
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Gerar ferramentas para engenharia genética

As proteinas de reserva de sementes de cereais s&0, sem excegao,
deficientes em determinados aminoacidos essenciais ndo sendo, desta forma,
uma fonte nutricional adequada para seres humanos e animais monogastricos.
As coixinas e zeinas, proteinas de reserva de Coix e milho respectivamente,

apresentam niveis muito baixos de lisina e triptofano (Ottoboni et al.,1990b).

Cereais vém sendo selecionados, de maneira consciente ou néo,
desde que comegaram a ser cultivados, ha cerca de 10.000 anos. No uitimo
século, a aplicagdo de principios cientificos levou a um enorme melhoramento

em produtividade, performance agrondmica e qualidade.

O melhoramento classico, entretanto, € limitado pela variabilidade
genética da cultura em questdo, ou de espécies proximas. Alem disso, o
desenvolvimento de cultivares de milho com alta qualidade nutricional é
tradicionalmente baseado no emprego de mutagdes que tém efeitos

pleotropicos indesejaveis.

Trés estratégias s&o atualmente empregadas no melhoramento de
cereais. A mais tradicional baseia-se no cruzamento de genotipos contrastantes
(eventualimente de espécies distintas préximas) leva a novas combinacgées de
genes e posterior sele¢gao. A segunda estratégia langca mao da biotecnologia,
como a cultura de tecidos e a regeneragao de plantas, para torhar o processo
mais eficiente, ou permitir a incorporagéao de genes de espécies que ndo podem

ser cruzadas por métodos tradicionais. A terceira & a engenharia genética.

As deficiéncias nutricionais dos cereais fizeram com que a
engenharia genética de proteinas de reserva despertasse grande interesse
(Lawrence et al.,1994). Depois de uma grande euforia, mitigada por resultados
iniciais pouco satisfatérios, pesquisadores desta area sdo unédnimes quanto a
necessidade de se aprofundar nos conhecimentos basicos relacionados a

expressao génica.
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A transferéncia direta de genes e sua conseqliente integragdo, por
exemplo, € hoje um método sob 0 qual ndo se tem quase controle. Resultados
previsiveis e estaveis no processo de producdo de plantas transgénicas
necessitam uma melhor compreensao de seus mecanismos (Lazzeri e Shewry,
1993). Um dos grandes problemas com o qual a engenharia genética se depara

& conseguir altos niveis de expressdo de um gene em um determinado tecido.

Diversos exemplos recentes de promotores tecido-especificos
ilustram sua utilidade. Krebbers ef al (1983) produziram peptideos
biologicamente ativos em sementes de colza (Brassica sp.). Os préprios autores
admitem que o uso de um promotor mais forte poderia gerar niveis de
expressao até cinco vezes mais altos do que os obtidos. Percebe-se ainda que
cereais seriam melhores veiculos para producdo de tais peptideos, ja que
apresentam maior produtividade e facilidade de manejo e processamento
(Lazzeri e Shewry, 1993).

Ja Stark et al. (1992) introduziram em batatas um gene mutante de
E.coli (o glgC16, que codifica a ADP-glicose pirofosforilase, responsavel por um
passo limitante na via de sintese do amido), sob controle de um promotor
menos dependente de ativagéo que o gene de batata. As batatas provenientes
de plantas transgénicas apresentam um aumento de 35% a 60% no conteldo
de amido. Estes dois exemplos ilustram muito claramente a exequibilidade da
utilizacdo de engenharia genética no melhoramento de plantas. Deixam bem
claro também a necessidade de promotores adequados para cada caso

particular.

Uma série de trabalhos vem demonstrando a possibilidade de se
empregar plantas como biorreatores na producdo de matérias-primas para
detergentes, plasticos biodegradaveis, lubrificantes industriais, e até mesmo
vacinas (Moffat, 1995). Trabaihos como os de Topfer et al. (1995) levam a crer
que os primeiros produtos oriundos da manipulacdo de piantas por engenharia

genética produzidos em larga escala possivelmente serdo 6leos industriais.
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Vacinas produzidas em piantas contra doeng¢as que vao de diarréia
até AIDS sdo também cada vez mais provaveis (Moffat, 1995). Haq et al
(1995), por exemplo, conseguiram imunizar ativamente camundongos
alimentando-os com plantas que expressavam uma subunidade de enterotoxina
termolabil de E.cofi (LT-B). Além de vacinas, plantas surgem como possiveis
fontes de anti-soro. Em um trabalho bastante recente, Ma ef al. (1995)
produziram em tabaco anticorpos secretorios contra antigenos de superficie de

estreptococos causadores de carie.

E importante notar, entretanto, que nao é sempre que altos niveis de
transcrigdo serdo suficientes para se obter a acao esperada de um determinado
gene. A expressdo génica envolve mudancgas na estrutura da cromatina,
ativacéo génica e transcricdo. Mas envolve também processamento de mRNA,
tradugéo, modificagdo pés-traducional, dobramento (folding) correto dos novos
polipeptideos e seu deslocamento para o sitio de agéo no grao. A eficiéncia de
cada um deste processos ira influenciar o nivel de expressao final do gene. Por
isso 0 processo deve ser analisado ndo apenas em termos moleculares, mas
em um contexto celular. A elucidagéo da estrutura das proteinas de reserva, por
exemplo, surge como pré-requisito fundamental para o desenho de mutantes

estruturalmente funcionais (Utsumi, 1992).

Muitos genes de importancia econdémica potencial para o
melhoramento de cuilturas sdo expressos de maneira especifica nas sementes.
As gramineas armazenam proteinas e amido no endosperma. O estudo dos
promotores que controlam a expresséo destes genes, além de fornecer valiosas
informagdes dos mecanismos de regulagédo génica de eucariotos de um modo
geral, e das particularidades de plantas, revelaria elementos que poderiam ser
empregados para gerar, nos tecidos de reserva de sementes de cereal, niveis

altos de expressao de seqiéncias codantes interessantes (Blechl et al.,1994).
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Objetivos

Os genes que codificam as prolaminas de cereais como milho, sorgo
e Coix sao altamente conservados e provavelmente tiveram uma origem
comum, anterior a separagdo das especies. O mecanismo de controle de
expressao dos genes de prolaminas parece ser conservado nestas plantas, e
apresenta componentes classe-especificos, i.e., cada uma das classes de
prolaminas apresenta um nivel préprio de regulagao, além dos tecido- e tempo-
especificos comuns. Isto ja foi claramente demonstrado nos estudos recentes
da proteina OpacoZ2, um ativador transcricional de a- e p-prolaminas (Schmidt et
al.,1992; Ueda et al.,1992; Ottoboni et a/,1993; Ueda ef al.,1994; Vettore, 1994;
Cord-Neto et al.,1995).

Muito pouco se sabe, entretanto, sobre os mecanismos que estariam
envolvidos no controle especifico das y-prolaminas (Ueda ef af,1994). A
comparagéo de seqliéncias regulatérias destes genes pode levar a um melhor

delineamento dos elementos cis envolvidos neste controle,

Os objetivos deste trabalho sao o isolamento e sequenciamento do
gene da y-prolamina de Coix (y-coixina), a comparagao de sua regido promotora
com sequéncias ja descritas de milho e sorgo e a caracterizagdo desta regido,

delimitando porgdes envolvidas na expressao do gene.
Para tanto, as seguintes etapas foram executadas:

a) isolamento do clone gendmico da y-coixina a partir de uma

biblioteca gendmica;
b) sequenciamento do clone;

¢) comparacao da seqléncia obtida com seqiiéncias ja descritas;
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d) experimentos de expressao transitoria com extensées diversas do

promotor dirigindo a sintese de um gene indicador,

e) andlise da interacdo de fatores nucleares com segmentos
delimitados da regido promotora através de experimentos de

retardamento em gel.
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Revisao bibliografica

Cereais:

Ha cerca de 10.000 anos o homem comegou a desenvolver a
agricultura. O processo de domesticagdo de plantas praticado desde entdo,
aléem de fixar o homem primitivo a terra, fornecendo a base de nossa

organizac&o social, levou ao surgimento de varias especies de cereais.

Por sua facilidade de cultivo e alto valor nutricional, aliados ao fato de
poderem ser armazenados por longos periodos, as gramineas selvagens
desempenhavam papel fundamental na nutricdo dos povos no inicio do

desenvolvimento da agricultura.

Entre os cereais, alguns tiveram importancia especial. Tal € o caso
do milho, base da alimentag¢ido dos incas, maias e astecas, do trigo entre os

romanos e egipcios e trigo e arroz entre os asiaticos (Small, 1984)

Atualmente, cereais sdo as culturas mais importantes mundiaimente
tanto no tocante & area cultivada quanto produgdo. Em 1991, por exemplo, mais
de 700 milhdes de hectares no mundo todo foram cultivados com cereais, o que
levou a producao de 1.9 bilhdes de toneladas. Milho contribuiu com 25% desta

producdo (Lazzeri € Shewry, 1993).

Sementes de plantas leguminosas chegam a ter 40% de seu peso
seco formado por proteinas. Ainda que com teor menor de proteinas, entre 5%
e 20%, graos de cereais constituem a principal fonte de carboidratos e proteinas
na nutricao humana e de rebanhos. Em paises subdesenvolvidos, cereais sao
responsaveis pelo suprimento de cerca de 70% das necessidades protéicas
humanas. Sao também empregados largamente na producdo de bebidas

alcodlicas (Tosello, 1987; Fincher, 1989; Lazzeri e Shewry, 1893).
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Coix:

Origem

Coix lacryma-jobi €& uma (graminea pertencente a tribo
Andropogoneae, da qual fazem parte também o milho e o sorgo (Targon et
al.,1992). E originario do sudeste asiatico, onde foi largamente cultivado até que

a cultura do milho se tornasse popular (Arora, 1977).

Descrigdes da planta sao encontradas desde os tempos védicos,
cerca de 1500 a.C., na Asia. Em algum momento entre os séculos Xl d.C. e
XVl d.C. ela foi introduzida na Europa pelos arabes (Jain e Banerjee, 1974).
Seu nome vem do arabe Damu Ayub, que significa "lagrimas de J&" numa clara

referéncia ao formato de suas sementes.

Os primeiros registros escritos da comestibilidade das sementes de
Coix datam do inicio do século XVIII (Miller, 1731). Desde meados do nosso
século Coix pode ser encontrado em todas as regides tropicais (Shaafhawsen,
1952).

A variedade Adlay é uma das mais comuns na especie Coix
lacryma-jobi. Sua chegaﬁa ao Brasil, onde € popularmente conhecida como
“lagrima de Nossa Senhora®, se deu por volta de 1938, com sementes trazidas
das Filipinas. Desde entao esta variedade tem sido submetida a processos de
melhoramento visando aumento de produtividade e melhoria na qualidade

(Torres e Bergamin, 1951; Shaathawsen, 1952; Jain e Banerjee, 1974).

O valor nutricional de Coix vem sendo objeto de estudos bastante
recentes (Hwang et al.,1993), onde se avalia sua utilizagcdo como forragem ou
mesmo para o consumo humano. Novas variedades tém sido desenvolvidas e
langadas no mercado, como a "Yuimoo1" (Lee et al,1994), que se caracteriza

por ter a casca da semente mais fina e maior produtividade.

Seu valor medicinal € conhecido desde o século XIll, quando era
empregada como tonico e diurético (Jain e Banerjee, 1974). Na China, Coix

lacryma-jobi é tradicionalmente empregado no tratamento de canceres bronco-
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pulmonares, sendo indexado oficialmente na Pharmacopeia Chinesa (Pinkas et
al,,1994). Substancias antitumorais (Numata et al.,1994) e inseticidas (Ary et
al.,1989) presentes em suas sementes e substancias antimicrobianas (Ishiguro

et al.,1993) de piantulas estioladas foram recentemente isoladas e descritas.

Descrigao

O género Coix é formado por plantas mondicas que podem atingir até
1,60 m de altura. Algumas sao anuais, como Coix lacryma-jobi var. Adlay,
outras perenes. Apresentam polinizacdo anemdfila com cerca de 40% de

fecundacéao cruzada.

As sementes sdo formadas nos ramos apicais da planta, no final do
pedunculo da bainha das folhas. Cada ramo contém de 6 a 9 flores (Figura 2A).
As espiguetas femininas sao tricarpeladas, com apenas um carpelo fértil. O
invélucro, uma bainha endurecida modificada semelhante a uma conta, envolve
cada espigueta. A inflorescéncia masculina emerge através do orificio apical do
invélucro, sendo sustentada por uma haste (Figura 2B). As espiguetas
masculinas sac imbricadas em pares ou trios, com uma delas pedunculada.
Cada espigueta € formada por duas floretas estaminadas. A floreta superior
pode ser estéril (Shaafthawsen, 1952; Venkateswarlu e Chaganti, 1973; Jain e
Banerjee, 1974).

A antese varia imensamente entre os ramos e mesmo entre flores do
mesmo ramo. O invélucro da semente praticamente nao tem seu formato e
tamanho alterados durante o desenvolvimento, mas sua cor sim. Desta forma, a
cor € empregada como indicador do desenvolvimento da semente, que dura em

torno de 35 dias, arbitrariamente dividido em cinco estagios (Targon ef al., 1992).

As proteinas de reserva comegam a se acumular no estagio 1 e
atingem niveis maximos entre os estagios 4 e 5. Proteinas constituem 20% do
peso seco da semente madura de Coix lacryma-jobi var. Adlay (Ottoboni ef
al.,,1990b). Esta é uma das maiores proporgdes encontradas em cereais, duas

vezes maior do que a observada em sementes de milho.
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Figura 1: Esquema de um ramo de Coix lacryma-jobi.

A) Esquema do ramo de Coix, mostrando a posicdo de formagéo das sementes, segundo
Shaafhawsen (1952). B) No detalhe sao mostradas as espiguetas masculina e feminina de uma
inflorescéncia.
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A semente
Conquanto folhas e raizes possam ser empregadas como silagem e
forragem, a parte agronomicamente mais importante dos cereais € a semente,

formada pelo endosperma e pelo embrido.

O endosperma se origina da fusdo de um dos dois nlcieos
espermaticos do grdo de pdlen germinante com o0s dois nucleos polares da
oosfera. E, portanto, um tecido tripléide. A fusdo dos ntcleos se da no saco

embrionario, que é cercado de tecido materno.

A semente é, entdo, um tecido geneticamente bastante interessante.
O embrido, originado da fecundagao da célula-ovo materna pelo outro nicleo
espermatico do grac de pélen, &€ um tecido dipldide. O endosperma, que ira
fornecer nutrientes para este embrido, como ja foi dito no paragrafo anterior, &
tripldide (Figura 1). Os dois nucleos espermaticos, o responsavel pela
fecundagao da célula-ovo e o responsavel pela fecundagido da oosfera, sado
geneticamente idénticos, pois se originam da mitose de uma célula hapléide. O
mesmo acontece com 0s trés nucleos maternos envolvidos. Entretanto os dois
produtos de fusdo, o endosperma e o embrido, desenvolvem-se de maneira

completamente diferentes.

Desde o inicio do século as possiveis origens da dupia fecundacgéo
sdo discutidas (Sargant, 1900). Sua importancia pode estar na manutencéo de
diferengas epigenéticas que regulam o desenvolvimento do endosperma e do
embrido (Kermicle e Alleman, 1990). Um tecido tripléide pode permitir quatro
niveis efetivos de dosagem génica por imprinting gameético, ao passo que
tecidos dipldides s6 permitem trés niveis efetivos. Experimentos com
translocages cromossdmicas demonstraram a atividade de imprinting paternal
de genes que regulam o desenvolvimento do endosperma (Lin, 1982). Mutagdes
que levam a formac¢ao de endospermas com ploidias variadas mostraram que a
manuiencido da razdo de um genoma paternal para dois maternais €
fundamental para o completo desenvolvimento do endosperma de milho (Lin,
1984).
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O Endosperma:
O endosperma constitui a maior parte da semente de cereais. Nele
estio localizadas as reservas de nutrientes, entre elas as proteinas, mobilizadas

para a nutricido da plantula durante a germinagéo (Figura 1).

Este tecido foi estudado sob uma série de enfoques: evolugéo, papel
no desenvolvimento da semente e sua germinagdo, genética, fisiologia e
bioguimica. Ele constitui uma fonte renovavel e biodegradavel de materiais. Ha
um grande empenho voltado para melhorar seu emprego como alimento e fonte

de produtos secundarios, tais como plasticos e dleos (Lopes e Larkins, 1993).

Aleurona

Durante o desenvolvimento da semente, a parte mais externa do
endosperma diferencia-se em aleurona, um tecido formado por ceélulas
morfolégicas e funcionalmente distintas (Figura 1). Em milho, sorgo e trigo a
aleurona é formada por uma Unica camada de células. Em outros cereais, como
cevada e aveia, ela apresenta varias camadas de células. No endosperma,
somente as células da aleurona continuam vivas apds a maturagédo do gréo
(Fincher e Stone, 1986).

Aleurona (3n} Endosperma {3n}
- -

|~ Epicétila
I
ﬂ Eixo )
/|/ J+ Mesocotllo Embrionario
(2n)

\\;j - Hipocéti lo

e

Escutelo (2n)

Figura 2: Corte esquematico da semente de milho.

Estao indicadas na figura o nome das estruturas e seu grau de ploidia.

As paredes celulares das células do endosperma maduro s&o bem

menos espessas do que as das células da aleurona. Durante a germinagao, a
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atividade celular da aieurona €& rapidamente voltada, em resposta ao acido
giberélico produzido pelo embrido, para a sintese e secre¢do de uma bateria de
enzimas hidroliticas. Tais enzimas catalisam a hidrélise das macromoléculas de
reserva localizadas nas células do endosperma: amido, proteinas,
polissacarideos da parede celular € DNA (Fincher e Stone, 1986; Rastogi e
QOaks, 1986; Fincher, 1989).

Aumento do DNA

Durante o desenvolvimento do endosperma, € comum um aumento
considerave! do conteudo de DNA nuclear. Ele se da através de duplicagdes
cromossOmicas endonucleares sem mitose. Este processo & mantido pelo
aumento na quantidade e atividade das quinases relacionadas com a fase S do
ciclo celular, e pela inativagdo do fator ligado a fase M, o MPF (M phase-
promoting factor) (Grafi e Larkins, 1995).

Em milho, entre 10 e 20 dias apds a polinizagéo, o contelido de DNA
passa de cerca de 3 vezes o genoma hapldide para até mais de 600 vezes o
genoma hapldide. Os genes que codificam proteinas e enzimas envolvidas na
sintese de carboidratos e proteinas de reserva nao se encontram especialmente
amplificados, ie., o genéma todo & copiado em ciclos repetidos de replicagéo
(Lopes e Larkins, 1993). Assim, genes que nio sdc expressos no endosperma

tambem sao amplificados.

Este nao parece, entdo, ser um mecanismo para aumentar
especificamente a atividade dos genes expressos no endosperma, mas talvez
tenha evoluido para cumprir fungdes adicionais, como o armazenamento de
nucleotideos para futuro uso da plantula em desenvolvimento. A presencga de
quantidades consideraveis de DNA em células metabolicamente inativas do
endosperma de sementes maduras corrobora esta hipotese (McFadden ef
al.,1988). Trabalhos recentes (Diffley, 1994), ainda incipientes, associando
mecanismos de replicagdo com regulagdo transcricional, entretanto, naoc
permitem excluir a possibilidade da amplificagdo estar relacionada a ativagédo de

determinados genes.
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O Embrido

Todo o desenvolvimento do endosperma é voltado para a nutrigdo do

embrido no instante da germinagao.

O desenvolvimento do embrido de Coix ¢ classificado em 9 estagios:
pré-embrido, forma de trevo, coleoptilar, monofoliado, bifoliado, trifoliado,
tetrafoliado, pentafoliado e hexafoliado, este ultimo sendo considerado o
embrido maduro. Os embrides tri, tetra e pentafoliados apresentam 1, 2 e 3
raizes adventicias (seminais), respectivamente. O embrido maduro, assim como

o pentafoliado, apresenta 3 raizes seminais (Xi e Ye, 1984).

Na interface entre o embrido e o endosperma encontra-se uma
camada Unica de células especializadas alongadas denominada epitélio do
escutelo (Figura 1). No que tange a mobilizagdo dos recursos do endosperma,
o epitélio &, provavelmente, o componente mais importante da semente. Ele
participa tanto da secregdo, juntamente com a aleurona, de enzimas digestivas
no endosperma, em um primeiro instante, quanto da absorgdo dos produtos
resultantes da degradacido (Fincher, 1989). Posteriormente a funcao de
secrecdo de enzimas parece ser relegada apenas as células da aleurona
(McFadden et al.,1988). -

A camada de aleurona e o escutelo dos cereais sdo dois dos poucos
tecidos digestivos encontrados no reino vegetal. Como sao fundamentalmente
autotroficas, as plantas muito raramente desenvolveram tais tecidos. A aleurona
e o escutelo sdo, juntamente com as folhas modificadas de plantas carnivoras,

excecoes notaveis (Jones e Jacobsen, 1991).

O primeiro depésito dos recursos disponibilizados no endosperma de
Coix ocorre nas células do escutelo. Nove dias apdés a antese, no estagio
monofoliado, os granulos de amido se acumulam nas células do escutelo,
coledptilo e mesocétilo. Com a maturagéo do embriao, os granulos de amido se
depositam em todas as suas células. O aumento na quantidade e tamanho dos

granulos de amido estd correlacionado com o surgimento e organizagio
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crescente dos 6rgdos embrionarios, com a quantidade presente nas células do

escutelo diminuindo das fases mais tardias até a maturagdo do embrido.

Dez dias apds a antese, no estagio bifoliado, corpusculos globdides,
contendo cristais de proteina e fitina, e corpasculos lipidicos sdo encontrados
nas células do escutelo. Os corpUsculos lipidicos aumentam em tamanho e

nUmero rapidamente ao longo do desenvolvimento do embrido.

Os corpusculos protéicos logo se transformam em drusas grandes e
abundantes, com o surgimento concomitante de corpusculos protéicos sem
cristais. Posteriormente, os corpusculos protéicos contendo cristais
desaparecem, ao passo que aqueles sem cristais seguem crescendo até a
maturagao do embrido. No estagio trifoliado, 13 dias apds a antese, corpusculos
protéicos sdo formados nas células superiores do coledptilo. Quantce mais
precoce o inicio do desenvolvimento de um org&o no embrido, maior 0 nimero e

tamanho dos corpusculos protéicos contidos neste érgao (Xi e Ye, 1994).

A maturagdo &€ um passo essencial no desenvolvimento da semente.
Nela ocorre queda da sintese protéica, dessecagao e, finalmente, dorméncia.
Nos cereais a maturagdo ocorre tardiamente. Os niveis de acido abcisico se

elevam, evitando a germinagao do embrido (Lopes e Larkins, 1993).

Proteinas de reserva

Em 1746, Beccari isolou pela primeira vez proteinas de origem
vegetal. Até entao imaginava-se que as proteinas eram caracteristicas da vida
animal apenas (Osborne, 1908).

A fragdo protéica da semente contém uma enorme variedade de
proteinas, presentes individualmente em pequenas quantidades, essenciais
para a manuten¢ido do metabolismo celular. Entre as proteinas desta categoria
estdo incluidas proteinas metabdlicas e estruturais, como enzimas e
componentes de parede e membrana celulares (Lazzeri e Shewry, 1993). Uma
outra categoria € composta por um numero pequeno de proteinas, conhecidas

como proteinas de reserva, armazenadas em grandes quantidades. Estas
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proteinas possuem a fungdo de fornecer nitrogénio, enxofre, carbono e
aminoacidos a plantula em germinacdo, sendo hidrolisadas com rapidez
(Higgins, 1984). Hoje sabe-se que as proteinas isoladas por Beccari em 1746

eram proteinas de reserva de trigo (Osborne, 1908; Lazzeri e Shewry, 1993).

Landry e Moureaux (1980) propuseram uma classificagdo para as
proteinas de sementes baseada na divisdo proposta por Osborne e Mendel
(1914). Estes autores agrupam-nas em quatro classes distintas de acordo com

sua solubilidade em extragao seqilencial:
1) albuminas: sollveis em agua;
2) globulinas: soluveis em solugio saling;
3) prolaminas: soluveis em solugao alcodlica;

4) glutelinas: soldveis em solugdes aicalinas e acidas diluidas, e em

solugdes salinas ou alcodlicas que contenham um agente redutor.

Certas proteinas de semente parecem ter como Unica funcéo, a de
constituir reservas de nitrogénio, carbono e enxofre durante o desenvolvimento
da semente, fornecendo estes nutrientes ao embrido durante a germinacéo.
Essas proteinas com furicdo de armazenamento sao encontradas em grandes
quantidades, podendo ocupar até 15% do peso seco da semente em cereais, e
25% a 35% em leguminosas. Sdo formadas por uma mistura de polipeptideos
geralmente codificadas por uma grande familia génica. Sdo armazenadas em
densas organelas membranosas, o0s corplsculos protéicos. Em todos os
cereais, exceto aveia e arroz, a principal fragdo das proteinas de reserva sio
prolaminas (Leite et al,1990; Schmidt et al,1992; Lazzeri e Shewry, 1993;
Shewry, 1995).

O termo prolamina foi criado por Osborne (1908). Osborne se referia
a grande propor¢édo do aminoacido prolina encontrado por ele neste grupo de
proteinas. Hoje o nome é empregado para designar proteinas ricas nos
aminodacidos prolina e glutamina e/ou asparagina. Shewry e Tatham (1990)

definem as prolaminas como “proteinas de reserva depositadas nos
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endosperma de cereais em desenvolvimento, ricas em glutamina e prolina,

insoliveis, em seu estado nativo, em agua ou solugdes salinas diluidas”.

As prolaminas recebem nomes especificos que indicam a planta de
origem. Em milho, sdo denominadas zeinas, em Coix, coixinas e, em sorgo,
kafirinas. A denominagéo de kafirina deve-se a variedade kafir cultivada no sul
da Africa (Harlan, 1992). As coixinas, prolaminas de Coix, correspondem a mais
de 70% do total de proteinas encontrado em suas sementes (Ottoboni et
al.,1990b).

Uso pela planta

A mobilizacao das proteinas de reserva de cereais € mediada pela
acao de endo- e exopeptidases (Rastogi e Oaks, 1986), com claro predominio
em arroz, sorgo e milho da atividade das endopeptidases (Winspear et
al.,1984). Agindo em conjunto, estas peptidases secretadas no endosperma, ou
ja existentes la, realizam a hidrélise das proteinas de reserva gerando uma
mistura de aminoacidos e pequenos peptideos. As carboxipeptidases acidas
sdao as exopeptidases mais abundantes em cevada (Fincher, 1989). Estas
carboxipeptidases tém agdo muito rapida sobre grandes peptideos, mas atuam
lentamente em di- ou tri-peptideos. Estes pequenos peptideos, entretanto,
podem ser rapida e ativamente transportados para o escutelo (Rastogi e Oaks,
1986; Payne e Walker-Smith, 1987), onde s&o transformados em aminoacidos
livres para serem transportados & plantula ou utilizados nas reagdes
metabdlicas do escutelo (Fincher, 1989).

Muitas destas peptidases poderiam gerar problemas para as c¢élulas
que as sintetizam, dado seu potencial de degradar inespecificamente proteinas
celulares. Alguns trabalhos (Dol ef al.,1980; Doan e Fincher, 1988) sugerem que

estas peptidases sejam sintetizadas em forma de zimégenos.

Na céiula

O acimulo das prolaminas comeca logo apds a queda do indice

mitdético do endosperma, quando suas células iniciam o processo de
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amplificagdo génica. As proteinas de reserva s&o sintetizadas por
polirribossomos ligados a membrana do reticulo endoplasmatico e
transportadas para seu lumen, que rapidamente se fissiona para formar os

corpusculos proteicos (Feix e Quayle, 1993).

O acumulo de proteinas de reserva em corpusculos protéicos é
provavelmente uma adaptacao que evita que elas fiqguem expostas as enzimas
responsaveis pelo furnover de proteinas metabdlicas. Outra vantagem potencial
em separa-las em organelas seria tornar mais facil seu empacotamento,
reunindo-as em um ambiente composto de proteinas com propriedades
bioquimicas semelhantes que apresentam capacidade de interagir entre si.
Além disso, sua deposi¢do ocorre em um ambiente relativamente desprovido de

agua, o que facilita a secagem da semente (Lopes e Larkins, 1993).

Propriedades da estrutura primaria (seqUéncia) das proteinas de
reserva parecem dirigi-las a organelas especificas ou localizagdes determinadas
no corpusculo protéico. As y-prolaminas de trigo, por exemplo, contém
informacgéao suficiente para iniciar a formacgéao de corpusculos protéicos mesmo

em sistemas heterélogos (Altschuler et af.,1993).
Especificidade

O acumulo de coixina segue uma cinetica sigmoidal relacionada com
0 ganho de peso seco do endosperma. A coixina e seus mMRNAs comegam a se
acumular nos estagios iniciais de desenvolvimento do endosperma. Ha um claro
acumulo de mRNA polissomal nos estagios de maior taxa de sintese de coixina
e, conforme as coixinas sao sintetizadas e armazenadas, nos estagios mais
tardios, ha uma queda evidente no nivel de mRNA polissomal, sendo impossivel
sua deteccdo nas sementes maduras (Targon et al,1992). Este padrao é
observado também em milho (Feix e Quayle, 1993). Tais fatos, aliados ao fato
de as coixinas e as zeinas serem encontradas apenas no endosperma,

evidenciam sua especificidade temporal e espacial.
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Regulagao de transcrigao

A quantidade e tipo de mRNAs especificos de zeinas que podem ser
isolados nos diferentes estagios de desenvolvimento do endosperma (Feix e
Quayle, 1993), aliados a coincidéncia temporal observada entre a sintese dos
RNAs e proteinas de zeinas (Kodrzycki et af,1989) indicam a ativacdo
transcricional especifica de seus genes. Ha também uma forte correlagéo entre
o perfil de acumulo das proteinas de reserva e o nivel de RNAs polissomais nas
sementes de endosperma de Coix (Targon et al,1992). Estas evidéncias
sugerem que o controle da expressdo dos genes das prolaminas se dé

basicamente ao nivel da transcrigao.

Nas gramineas

Prolaminas do miiho

As prolaminas do milho (Zea mays), zeinas, séo subdivididas em seis
classes de peso molecular aparente de 10, 14, 16, 19, 22 e 28 kDa, quando
analisadas em SDS-PAGE. A composi¢cdo de aminoacidos das diversas classes
de zeinas é similar, no sentido de que todas sdo ricas em glutamina, leucina,
alanina e prolina. As zeinas de 28 , 16, 14 e 10 kDa sao caracterizadas pelo aito

teor de metionina e cisteina (Gianazza et al.,1976).

Esen (1986) estabeleceu as condi¢des para a divisao das prolaminas
em fung¢ac de sua solubilidade em solugdes aquosas. Trabalhando com zeinas,
prolaminas de milho, ele definiu trés classes de solubilidade, posteriormente
chamadas de a-, - e y-zeinas. Analises estruturais dos polipeptideos que
constituem as p-zeinas levaram a criagdo de uma quarta classe, as

8-prolaminas (Kirihara et al.,1988).

Assim, os polipeptideos de 19 e 22 kDa formam as a-zeinas, os de
14 kDa, as P-zeinas, os de 16 e 28 kDa, as y-zeinas e os polipeptideos de

10 kDa as d-zeinas.
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Prolaminas de Coix

A analise das coixinas, prolaminas de Coix, em SDS-PAGE mostra
cinco bandas de pesos moleculares diferentes, denominadas C1 (27 kDa), C2
(25 kDa), C3 (22 kDa), C4 (17 kDa) e C5 (15 kDa) (Ottoboni et al.,1990a) que,
por extragdo diferencial (Esen, 1986), podem ser classificadas em dois grupos
principais:

a) as o-coixinas, soliveis em 40-95% de isopropanol, sac

constituidas por 4 classes de proteinas de diferentes pesos

moleculares aparentes, C1, C2, C4 e C5;

b) a y-coixina, soliuvel em 0-80% de isopropancl na presenca de
agentes redutores (2-ME, DTT), € constituida por uma unica classe
de proteina, C3, apresentando peso molecular aparente de
22 kDa.

A analise sequUencial através de isoeletrofocalizagdo, SDS-PAGE e
"Western blot", revelou que C1 € composta, no minimo, por dois polipeptideos,
C2 por cinco polipeptideos, C3 e C4 por apenas um polipeptideo, enquanto que
C5 é constituida por 2 polipeptideos (Leite et al,1990). A fragdo que
corresponderia, pelos critérios de Esen (1986), as -coixinas € formada por uma
mistura de « e y-coixinas (Leite ef al,,1990). Posteriormente demonstrou-se que
uma das a-coixinas (C4) € estruturalmente homologa as B-zeinas e, a partir de

entdo, esta prolamina passou a ser denominada B-coixina (Leite et al., 1992).

Prolaminas de sorgo

As kafirinas, prolaminas de sorgo, assim como as de Coix, sdo
divididas por solubilidade diferencial em -, B- e y-prolaminas (Shull e Kirleis,
1989; Barros et al.,1991).

Quando separadas por SDS-PAGE, as kafirinas sdo resolvidas em
sete bandas. As o-kafirinas sao representadas pelos polipeptideos de peso

molecular aparente igual a 22, 21, 20 e 19kDa, as pB-kafirinas, pelos
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polipeptideos de 16 e 14 kDa (Shull e Kirleis, 1989) e a y-kafirina por um

polipeptidec com peso molecular aparente de 27 kDa (Barros et al.,,1991).

Classificagao

Uma série de diferengas pode ser observada entre os genes de
prolaminas de cereais. As seqiiéncias de proteinas de classes diferentes, por
exemplo, ndo guardam semelhanga entre si. Ainda assim, algumas
caracteristicas estruturais comuns sdo apresentadas por genes de todas as

classes de prolaminas.

Entre as semelhangas destacam-se a auséncia de introns, a
presenga de uma sequéncia conservada na regido promotora, conhecida como
prolamin box e a organizagao dos genes em regides de dominios estruturais
que levam a formagdo de estruturas secundarias proprias para o

empacotamento (Feix e Quayle, 1993).

a-prolaminas

Sao formadas pelos polipeptideos sollveis em solugdes aquosas
contendo 40-95% de isopropanol (Esen, 1986). As a-prolaminas constituem a
maior fragdo das proteinas de reserva de milho, compreendendc 80% da zeina
total (Shewry e Tatham, 1990), e de Coix, onde as a-coixinas representam 85%

da coixina total (Targon et a/.,1992).

Esta classe de proteinas é codificada por uma familia multigénica.
Em milho, as classes de 22 e 19 kDa sao, cada uma, codificadas por mais de
50 genes localizados em loci determinados dos cromossomos 4, 7 e 10. Estima-
se que metade destes genes de milho sejam ativos (Leite et a/.,1990; Feix e
Quayle, 1993). A a-coixina de 25 kDa e codificada por cerca de 36 genes
(Ottoboni et al.,1993) e as a-prolaminas de sorgo, por 20 genes (DeRose ef
al.,1989).

Inicialmente, a homologia existente entre as proteinas dessa classe

foi demonstrada através de experimentos de SDS-PAGE e "Western blot”,
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ocorrendo reagbes cruzadas com anticorpos produzidos contra coixinas e
zeinas e as proteinas de milho, Coix e sorgo (Shull e Kirleis, 1989; Leite et
al,1990). Essa homologia foi posteriormente confirmada através de
comparagdes de seqiléncias de aminoacidos deduzidas de clones gendmicos
de a-kafirina de 22 kDa (DeRose et al,1989), a-coixina de 25 kDa (Ottoboni ef
al.,,1993), a-zeinas de 19 kDa (Pedersen et al.,1986) e 22 kDa (Wandeit e Feix,

1989), revelando seqii&éncias muito conservadas.

As a-prolaminas sao estruturalmente bastante semelhantes entre si.
Esta classe de proteinas é caracterizada por dominios curtos nas extremidades,
com 36 ou 37 residuos na regido amino-terminal e 10 residuos na regido
carboxi-terminal, no caso das zeinas. Entre estes dominios encontram-se 9 ou
10 repeticdes de um bloco de 20 aminoacidos, sem sequéncia consenso clara.

Cada um destes blocos repetidos corresponde a uma a-hélice.

Baseado no alinhamento das repetigdes presentes nas a-prolaminas
de mitho, sorgo e Coix, e também no padréo de distribuicdo dos aminoacidos
hidrofébicos e hidrofilicos, Garrat et al. (1993) descreveram um modelo
estrutural para esta classe de proteinas. Este modelo sugere que cada par de
a-helices esteja arranjado de maneira antiparalela e que cada hélice, da
molécula como um todo, esteja arranjada em uma rede hexagonal. A maioria
das a-hélices mostram seis faces de residuos polares e hidrofobicos alternados,
o que permite um denso empacotamento dessas proteinas, caracteristica

importante para o armazenamento no interior do corpulsculo protéico.

A a-zeina de 19 kDa é menor que a de 22 kDa devido & perda de um
motivo repetido. Dois motivos repetidos ancestrais provavelmente deram origem
a parte central das moléculas de a-zeinas através de duas duplicagtes
intragénicas. Um destes motivos ancestrais gerou as repeticbes pares e o outro
as impares (Garratt ef al,1993). Estes mesmos autores consideram provavel
que a «-zeina de 22 kDa tenha originado a de 19 kDa apds a divergéncia entre

milho e Coix.
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A estrutura das a-prolaminas é muito distinta da apresentada pelas
demais protaminas. As -, y- e d-prolaminas, assim como as albuminas 2S das
dicotiledéneas mantém, em maior ou menor grau, semelhangas entre si. Desta
forma, postula-se que a origem das prolaminas seja polifilética, i.e., as
o-prolaminas e as demais (B-, y- e &-prolaminas) teriam origens distintas
(Shewry e Tatham, 1990; Shewry, 1995).

A o-zeina de 22 kDa tem recebido muita atengdo, pois além de
constituir o principal componente da fragéo total de zeinas, esta tem sua sintese
reduzida pela mutagdo opaco-2 (02) (Kodrzycki et al,1989). Esse mutante
produz um endosperma com alto teor de lisina, porém farinaceo e macio, o que
prejudica o seu armazenamento e comercializagdo. O alto teor de lisina é
devido a redugao da sintese da a-zeina de 22 kDa, o que provoca uma queda
de 50-70% no conteldo de zeina. A diminuigdo no acumulo das zeinas é
acompanhada por um aumento do conteudo das fragbes albumina, globulina e
glutelina (Burr e Burr, 1982).

Apds a clonagem e caracterizagao do gene 02 (Schmidt et al,1987;
Motto ef al,1988), foi verificado que a proteina codificada por este gene
pertence a classe de proteinas estruturalmente relacionadas denominadas ziper
de leucinas. Dois experimentos independentes demonstraram que a proteina
02 reconhece a sequéncia GATGAYRTG no promotor de uma albumina de
32 kDa, denominada B-32 (Lohmer et al.,1991), e a seqiéncia TCCACGTAGA
presente no promotor da o-zeina de 22 kDa (Schmidt et al,1992). Foi
demonstrado também, que a proteina O2 de milho reconhece a sequéncia
GACATGTC, presente no promotor da a-coixina de 25 kDa (Yunes et al., 1994).

Experimentos realizados em nosso laboratério, incluindo o isolamento
de clones de cDNA e genémico de Coix apresentando grande similaridade com
o gene 02 de milho (Vettore, 1994), sugerem um mecanismo de regulagéo
conservado entre milho e Coix apds a divergéncia das espéecies. Da mesma

forma, a estrutura conservada das «-prolaminas corrobora esta hipétese.
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As a-coixinas correspondem a 85% das coixinas e sao formadas por
um extenso grupo de proteinas agrupados em quatro classes de tamanho:
27 kDa, 25 kDa, 17 kDa e 15 kDa. Elas se caracterizam por serem ricas nos

aminodcidos leucina e alanina (Shewry e Tatham, 1990).

As o-coixinas, assim como uma série de outras a-prolaminas, sao
sintetizadas como precursores, em media 2 kDa maiores do que as proteinas
maduras (Targon ef al.,1992). O maior peso molecular se deve a presenca do
peptideo sinal que € removido durante o transporte para regides especificas do

corpusculo protéico (Feix e Quayle, 1993).
B-prolaminas

Pela definicdo de Esen (1986), as B-prolaminas sdo formadas pelo
grupo de polipeptideos sollveis em solugdes contendo 30-80% de isopropanol.
Nesta fracdo, em milho, encontra-se uma mistura de polipeptideos de 14 e
16 kDa. O de 16 kDa, devido a suas caracteristicas estruturais, & classificado
como y-prolamina. Ao contrario do que ocorre com as a-zeinas, a B-zeina é
representada somente por uma ou duas copias desse gene no genoma
hapléide do milho (Kirihara ef al.,1988). Constitui entre 10 e 15% do total das
zeinas (Shewry e Tatham, 1990).

A sequéncia de aminoacidos deduzida de cDNAs de B-zeina
(Pedersen et al,1986) ndo mostra qualquer similaridade com sequiéncias de
a-zeinas. A p-zeina ndo contém sequéncias de aminoacidos repetidas que
possam caracterizar um dominio estrutural bem definido. Experimentos de
dicroismo circular e disperséo optica rotatéria, mostraram uma composigao
deficiente em a-hélices, tendo principalmente, estruturas p-pregueadas (33% a

55%, dependendo da metodologia empregada) (Shewry e Tatham, 1990).

A homologia entre as B-prolaminas foi demonstrada através de
experimentos de SDS-PAGE e "Western blot", onde anticorpos contra p-zeina
mostraram rea¢doc cruzada com as proteinas pertencentes a classe das

B-kafirinas (Shull e Kirleis, 1989). A B-zeina encontra-se distribuida na periferia
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do corpusculo protéico, aparentemente desempenhando fungdes estruturais.
Esta idéia é corroborada pelo alto conteudo de cisteina presente nesta proteina,
visto que este aminoacido esta envolvido com a formacgdo de pontes dissulfeto
(Lending et af,1988). Além do alto contetido de cisteina, esta proteina é

também rica em metionina (Shewry e Tatham, 1990).

Muito pouco € conhecido sobre a regulacdo da expressaoc das
B-prolaminas. Poréem, através de experimentos de retardamento em gel, foi
identificado um fator protéico, presente somente em endosperma, que se liga ao
promotor da p-zeina de 14 kDa. Uma anadlise posterior através de "footprinting"
revelou que o sitio de reconhecimento dessa proteina (chamada Beta-1) esta
localizado proximo ao elemento TATA. O pico na produgao da proteina Beta-1
ocorre em torno de 16 DAP e parece estar ligada a expresséo tecido-especifica
do gene de B-zeina (So e Larkins, 1991). Mais recentemente (Cord-Neto et
al.,1995), foi demonstrado que a proteina regulatéria 02, responsavel pelo
controle transcricional das a-prolaminas, esta também envolvida na regulagéo

das B-prolaminas.

Pelo menos um dos polipeptideos da classe de 17 kDa de Coix (o
codificado pelo clone de cDNA pBCX17.98), classificado como a-coixina em
fungdo de sua solubilidade, € hoje agrupado como p-prolamina devido a

similaridades estruturais com as zeinas desta classe (Leite et al., 1992).
y-prolaminas

As y-prolaminas de cereais tropicais s&o ricas em enxofre e solGveis
em solugdes aquosas contendo 0-80% de isopropanol e agentes redutores
(Esen, 1986). Possuem, assim como as B-prolaminas, um elevado teor de
cisteina, motivo pelo qual esta classe de proteinas é sollvel somente na
presenca de agentes redutores. Sdo francamente distintas das a-prolaminas,
mas apresentam dominios similares a outras proteinas de reserva de cereais
ricas em enxofre, como as pB-prolaminas de cereais tropicais e as prolaminas de

cereais de regides temperadas, como as y-gliadinas (prolaminas de trigo), as
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prolaminas HMW de trigo e as albuminas 2S de girassol (Shewry e Tatham,
1990).

Em mitho, as y-prolaminas constituem 5% a 10% da fragao total de
zeinas e em sorgo, 2% a 5% do total das kafirinas. A y-kafirina & codificada por
um ou dois genes (Freitas et al,,1994). A y-zeina de 16 kDa e codificada por um
unico gene (Gallardo et al.,1988), enquanto a y-zeina de 28 kDa é codificada
por apenas um gene em algumas linhagens e em outras, devido a uma
duplicagdo oriunda de recombinagdo homdloga, por dois genes (Das ef
al.,1991). A fragao correspondente & y-coixina contém apenas uma proteina de
22 kDa, codificada por um unico gene, e corresponde a aproximadamente 15%

da fragao total de coixinas (Leite et al.,1990).

estrutura

A homologia existente entre a y-coixina e y-zeina foi primeiramente
demonstrada através de experimentos "Western blot" e "Southern blot" (Leite ef
al.,1990). Posteriormente, os estudos estenderam-se as proteinas de sorgo,
demonstrando-se a homologia entre as y-prolaminas destas trés espécies
(Freitas ef al.,1994).

Apos a clonagem e caracterizagéo de clones gendmico e de cDNA de
y-zeina de 28 kDa (Prat et a/,1985; Wang e Esen, 1986; Reina ef al.,1990),
clone genémico de y-zeina de 16 kDa (Reina et al.,1990a), clone gendmico e de
cDNA de y-kafirina (Barros et al.,,1991; Freitas et al.,1994), clone de cDNA (Leite
et al,1991) e gendmico (este trabalho) de y-coixina, verificou-se gque essas
proteinas possuem na regiao amino-terminal um dominio formado por
repeticbes do hexapeptideo Pro-Pro-Pro-Val-His-Leu (Prat et al., 1985), seguido
de uma regido Pro-Xaa , i.e. uma regiao com residuos alternados de prolina. A
v-zeina apresenta oito repeticdes do hexapeptideo, a y-kafirina apresenta quatro
repeticbes e trés repeticdes sdo encontradas na y-coixina (Freitas et al,1994).
As repeticoes do hexapeptideo estdo envolvidas com a retencdo da y-zeina no

reticulo endoplasmatico (Geli ef al.,1994).
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O alinhamento das segiiéncias das y-prolaminas de milho, Coix e
sorgo mostra a conservagdo de dez residuos de cisteinas, que devem
desempenhar um importante papel na formac¢ao de pontes de dissulfeto inter e
intra-cadeias (Lending et al.,1988; Freitas et al.,1994; Geli et al.,1994).

Atraves de dispersao o6ptica rotatéria e dicroismo circular, foi
demonstrado que a y-zeina de 28 kDa apresenta contetido de a-hélice variando
entre 19% e 32% e de B-pregueada variando entre 11% e 34%, dependendo do

procedimento utilizado (Shewry e Tatham, 1990).

localizagao celular

Estudos de imunocitolocalizagdo tém demonstrado que as y-zeinas,
assim como as p-zeinas, acumulam-se, principalmente, na periferia dos
corpusculos proteicos do endosperma (Figura 3), aparentemente
desempenhando uma funcdo estrutural, ja que apresentam alto teor de
cisteina(Lending et al,1988). O inicio do desenvolvimento do corpusculo
protéico € marcado pela deposicdo da B- e y-zeinas. No decorrer do
desenvolvimento do corpisculo € que se inicia a deposicao das «-zeinas no seu
interior (Lending et al.,1988; Lending e Larkins, 1989). Os RNAs de y-zeinas
também apresentam niveis mais altos de expressdo no inicio do

desenvolvimento do endosperma (Kodrzycki et al.,1989).

Em Coix ocorre o oposto: as y-coixinas sao sintetizadas tardiamente
no endosperma. Tanto a proteina como seu mRNA aparecem depois dos de
a-coixina. As moléculas de w-coixina parecem estar distribuidas por todo o
corpusculo protéico, e ndo apenas em sua parte mais interna (Targon et
al.,1992).

A diferenga observada entre milho e Coix nos padroes de expressio
e localizagdo das prolaminas n&o era esperada, dadas as semeihancas
existentes entre coixinas e zeinas. O motivo desta discrepancia ainda esta para

ser elucidado.
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Figura 3: Desenvolvimento dos corpusculos protéicos em endosperma de
milho.

O esquema ilustra a localizagdc das diferentes classes de prolaminas durante o
desenvolvimento (A-D) do corpusculo protéico, segundo o modelo proposto por Lending e
Larkins (1989).
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regulagio

Muito pouco & conhecido sobre a regulacdo das y-prolaminas. Ueda
et al. (1994) mostraram que existe um fator nuclear que se liga a uma seqiiéncia
conservada do promotor da y-zeina de 28 kDa. Mostraram ainda que esta
seqiiéncia gera uma alto nivel de atividade transcricional quando inseridos em
diferentes extens&o do promotor 358 do CaMV. O fato da seqUéncia na qual o
fator se liga (conhecido como prolamin box) ser conservada em todas as
classes de prolaminas e em varios outros genes de proteinas de reserva de
cereais, entretanto, sugere que ela esteja envolvida com mecanismos
regulatérios comuns & expressao coordenada dos genes de prolaminas, e nao

com a regulagao especifica das y-prolaminas.

Demonstrou-se gue um determinado fator nuclear liga-se de maneira
especifica a elementos cis localizados entre 900 pb e 1000 pb a montante do
ATG inicial nos promotores das y-zeinas. Este fator € uma proteina de 30 kDa
semelhante as HMGs (high-mobility-group) e nao esta presente apenas no
endosperma, mas também no embrido e nas folhas, raizes e caule da plantula
(Ponte et al,1994). Nenhuma correlagdo com atividade é testada neste
trabalho.

Este mesmo grupo (Ueda et al,1992) j4 havia mostrado que
modificagbes na seqiéncia do promotor da y-zeina de 28 kDa faziam com que a
proteina O2 o reconhecesse in vitro e promovesse a ativagio do gene indicador
in vivo. Novamente, ainda que trabalhando com uma y-prolamina, o trabaiho
nao traz qualquer contribuicdo para a compreensao da regulagio especifica das
y-prolaminas. A y-zeina é empregada apenas como ferramenta no estudo da

regulacao de «-zeina de 22 kDa.

Este mesmo grupo mostrou ainda que a eficiéncia do processamento
da extremidade 3' do mRNA da y-zeina de 28 kDa esta correlacionada com o
nivel de expressdo deste gene (Wu ef al,1993). Neste trabatho sao

identificados os elementos cis responsaveis pelo correto processamento da
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extremidade 3’, mas a especificidade do mecanismo (i.e., se ele &€ comum a

outros genes ou particular ao gene da y-zeina) ndo € determinada.

O unico trabalho voltado para o entendimento do funcicnamento dos
promotores de y-prolaminas (Freitas et al,1994) mostrou que no promotor de
v-kafirina (a y-prolamina de sorgo) o elemento responsavel pela
tecido-especificidade do promotor esta localizado na regido até 285 pares de
base a montante do ATG inicial e que o restante da regido promotora parece
conter um ou mais elementos responsaveis pela resposta quantitativa deste

promotor.

QPM

Ha alguns anos, foi verificado que uma determinada variedade de
milho 02, denominado de QPM (Quality Protein Maize), possui uma modificacao
no teor de y-zeina de 28 kDa (Geetha ef al.,1991). Essa variedade apresenta
uma mutagéo que se caracteriza pela recuperagao do aspecto vitreo do milho
normal. Alem de apresentar alto teor de lisina, com baixos niveis de «-zeina de
22 kDa, caracteristica do mutante 02, esta variedade apresenta 2 a 4 vezes
mais y-zeina de 28 kDa do que o milho normal. Uma analise no contelido de
MRNA de y-zeina de 28 kDa, indica que o aumento no acimulo desta proteina &
proporcional ao aumento na taxa de transcrigdo, produzindo niveis elevados do
mMRNA correspondente (Wallace et al.,1990; Geetha et al.,1991).

Embora o aumento no acumulo dessa proteina possa estar
relacionado com a dureza e com o aspecto vitreo da semente, isto nao explica o
alto teor em lisina, pois a y-zeina & pobre em lisina (Wallace et al.,1990).
Habben et al. (1995) observaram uma forte correlacdo entre os contetdos de
lisina e do fator de alongamento 1a (EF-1a) nos endospermas de milho, sorgo e
cevada. O diametro dos corpusculos protéicos nas variedades o2
{conseqlentemente nas QPM) é de 5 a 10 vezes menor que nas variedades
normais. Isto faz com que, mesmo com cerca de metade do conteldo de zeinas

das variedades normais, a superficie total dos corpusculos protéicos esteja
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bastante aumentada (entre duas e cinco vezes maior) nas variedades o2. Isto
explicaria o maior nivel de uma série de proteinas de citoesqueleto
(normalmente associadas com o reticulo endoplasmatico préximo aos

corpusculos protéicos), entre elas o EF-1c.
d-prolaminas

A &-zeina constitui 0 menor componente da fragao total das zeinas,
representando menos que 5% desse conteido. Com base nas caracteristicas
de solubilidade da &-zeina, similares as caracteristicas das a-zeinas, esta foi
inicialmente descrita como o-zeina (Esen, 1986). Entretanto, através do
seqienciamento de um clone de cDNA, foi possivel a deducdo da estrutura
primaria, verificando-se que esta proteina deveria constituir uma nova classe,
pois ndo apresentava a homologia esperada com a «-zeina (Kirihara et
al.,1988). Essa classe de proteina é representada por apenas uma ou duas

copias desse gene no genoma hapléide do milho.

Recentemente, foi descrito que os polipeptideos de zeinas séo
degradados seqlencialmente da periferia para o interior do corplsculo protéico
durante a germinagdo da semente, o que pode refletir na localizagdo de cada
classe dentro dessas organelas. As y-zeinas sdo degradadas antes das outras
classes, concordando com sua localizagdo na periferia dos corplsculos
protéicos. As B-, a- e &-zeinas sdo degradadas em seguida e de forma mais
gradual. Este fato sugere que essas proteinas estejam mais protegidas ao

ataque de enzimas proteoliticas (Esen e Stetler, 1992).

Mecanismos de regulagao

A regulagdo da expressdo génica é fundamental para uma infinidade
de fendmenos biolégicos como a diferenciagdo e controle celular,
desenvolvimento de organismos e resposta a estimulos ambientais. O controle
primario da expressdo génica nuclear ocorre ao nivel da transcricdo e é

mediada por proteinas que se ligam a seqléncias especificas de DNA
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(Latcman, 1990; Kuhlemeier, 1992; Meshi e Iwabuchi, 1995). A divergéncia
entre plantas e animais ocorreu entre 1,5 e 1,1 bilhdes de anos. A similitude dos
mecanismos de ativacao transcricional observada nestes dois grupos leva a crer
que a maioria dos processos basicos de transcrigao tenha sido conservada por

mais de um bilhdo de anos (Burke et al.,1990).

Os processos de ativagdo ftranscricional sao extremamente
complexos e se dao através de uma intricada rede de interagdes envolvendo
uma miriade de componentes, e provavelmente varias vias (Maldonado e
Reinberg, 1995). A taxa de transcricdo ndo €& determinada apenas pelas
propriedades de um unico fator de transcrigdo e seu sitio de ligagao, mas pela
complexa interag&o de varios fatores e varios sitios (Kuhlemeier, 1992). Alguns
sistemas, como o da regulacdo da expressdo génica pela luz em plantas

(Gilmartin ef al.,,1990), ilustram muito bem esta complexidade.

O processo inteiro de transcricido pode ser dividido em cinco fases
(Maldonado e Reinberg, 1995):
i) formagdo do complexo pré-iniciagdo, onde as proteinas
relacionadas com a transcri¢do reconhecem seus sitios;
ii} iniciag&o, onde os ativadores transcricionais levam a ativagéo

do complexo formado anteriormente;

lif) escape do promotor (promoter clearance} que € a saida da
RNA polimerasell do promotor para iniciar a transcrigdo
propriamente dita; fase na qual a RNA polimerase il inicial é

convertida para uma forma alongadora capaz de deixar o promotor;

iv} alongamento, que € a transcrigdo propriamente dita, i.e., a
sintese do mMRNA a partir do molde de DNA. Nesta fase a RNA
polimerase Il pode encontrar uma série de obstaculos: os fisicos,
como seqiiéncias de DNA reconhecidas pela prépria RNA
polimerase lI, nucleossomos e outras proteinas ligadas ao DNA, e os

funcionais, como niveis limitantes de ribonucleosideos trifosfatos;

v) terminagao.
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A regulagédo da transcrigio ocorre, na maioria das vezes, ao nivel da
iniciagdo, normalmente envolvendo elementos reunidos no complexo de

pré-iniciagao (Schleif, 1988).

Nao se deve esquecer que existem outros niveis de controle além da
transcricdo, ainda que a absoluta maioria dos genes descritos até hoje tenha
sua expressdo predominantemente controlada desta forma. Em alguns genes
de plantas, normalmente naqueles sujeitos a controle ambiental ou de
desenvolvimento (processos que demandam maior flexibilidade ou velocidade
de resposta), ndo se observa uma estreita correlagdo entre transcricdo e
alteragées no nivel de mRNA nem entre sintese protéica e nivel de mRNA.
Nestes casos, mecanismos pos-transcricionais podem estar envolvidos na
regulacac da expressdo. Entre estes mecanismos se encontram as
modificagdes no pre-mRNA, transporte do mRNA para o citoplasma, eficiéncia
de transcricdo, estabilidade do mRNA e modificagbes ou furnover de proteinas

(exemplos podem ser encontrados em Gallie (1993)).

O DNA

A analise de estruturas de cristais de oligonucleotideos mostrou que
a dupla fita de DNA é heterogénea, e que uma parte de suas caracteristicas
estruturais esta diretamente relacionada com sua seqliéncia. A estrutura do
DNA & importante em varios processos de reconhecimento molecular, como o

gue ocorre na ligagao de uma proteina com seu sitio no DNA.

As seqUéncias de DNA envolvidas em transcrigdo génica séo
chamadas de elementos cis, e podem ser divididas em duas classes. Uma é
representada pelos sitios de ligagdo do complexo da RNA polimerase,
usualmente o elemento TATA, também chamado de nucleo do promotor. A
outra é formada pelos sitios de ligagéo dos fatores de transcrigdo, proteinas que
interagem com o complexo da RNA polimerase. Alguns elementos desta

segunda classe necessitam de uma posigdo fixa com relagcdo aos demais
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elementos para funcionar corretamente. Outros podem funcionar a distancias
variadas do elemento TATA , e alguns mesmo se sua orientacdo for invertida,
como acontece com os enhancers (Kuhlemeier, 1992). Alguns autores (Tjian,
1995) subdividem esta ultima classe em outras duas. Os elementos que ativam
a transcricao sdo chamados de ativadores e os que a inibem s3o chamados

repressores.

Elemento TATA

A fungdo do elemento TATA na determinac¢éo do sitio de inicio de
transcricao vem sendo demonstrada em promotores de plantas ha cerca de dez
anos {Bruce e Gurley, 1987). Ele dirige, em plantas, fungos e animais, a
formagao de complexos de iniciagdo de transcrigao estaveis (Buratowski, 1994).
O elemento TATA parece ser ainda fundamental na modulag&o ou estabilizacéo
da formagdo do complexo de iniciacdo por algumas proteinas transatuantes
(ativadores ou repressores). Uma série de trabalhos mostra que modificagbes
na regiao do elemento TATA modificam a resposta a fatores de transcrigdo néo
ligados & transcricao basal (Lin e Green, 1991; Grayson ef al,1995; Zhu et
al,1995). Em alguns genes, a regidao do elemento TATA esta envolvida na
determinagdo da expressao 6rgao- ou tecido-especifica, como € o caso do gene
ghf-1 humano (growth hormone factor-1) (McCormick ef al.,1991) e do gene da
alcool desidrogenase (adh1) de mitho (Kloeckener-Gruissem ef a/.,1992).

Foram descritos, até hoje, apenas trés promotores em genes de
plantas que nao contém o elemento TATA (Moffatt ef al.,1994). Nos demais, o
TATA esté presente, ainda que em alguns genes a seqliéncia descrita para ele
seja discordante das descritas para a maioria dos promotores. A maior parte
dos elementos TATA descritos foi determinada pela comparagdo de

seqliéncias, e ndo experimentalmente.

O dnico artigo que descreve com detalhes a arquitetura funcional de
regibes proximais (i.e. aquelas préximas ao inicio de transcricao) de promotores
de plantas mostrou que no gene pal (phenylalanine ammonia-lyase) de arroz,

tanto o elemento TATA como o sinal cap, assim como a manutencdo da
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distAncia entre estes dois elementos, sdo necessarios para o inicio correto da
transcricdo (Zhu et al,1995). Este mesmo trabalho mostra ainda que a
composicao de bases na seqiiéncia que separa o elemento TATA do sinal cap

tem pouco efeito na transcrigao basal.

Outros elementos cis
Regides cis que controlam a transcrigdo sao tipicamente compostas
de varios sitios de ligagdo de proteinas, o que permite, a partir de variagdes no
tipo e arranjo destes sitios, a criagdo de complexos nucleoprotéicos Unicos,
gerando tanto diversidade quanto exatiddo na regulag&o deste processo (Tjian e
Maniatis, 1994; Grosschedl|, 1995).

Elemento CCAAT
Varios promotores de genes de eucariotos superiores contém o
motivo canénico CCAAT localizado entre 80 e 120 pares de base a montante do
sitio de inicio da transcricdo (Albani e Robert, 1995). Analises de mutacéao
demonstraram que esta seqlUéncia exerce efeito positivo em diversos
promotores fortes (Johnson e McKnight, 1989) € um motivo similar também
funciona como um elemento c¢is em um grande numero de genes nucleares de

leveduras (Olesen e Guarente, 1990).

Motivos semelhantes ao CCAAT podem ser encontrados em uma
série de promotores de genes de planta (Shaw et al,1984, Forde et al.,,1985;
Kreis et al,1986; Matzke et al,1990; Adachi ef al,1993; Brignon e Chaubet,
1993; Liaud et al.,1993; Higo e Higo, 1996). Alguns autores citam o elemento
CCAAT entre os elementos essenciais de promotores de plantas (Pyee e
Kolattukudy, 1995), atribuindo a este fator a mesma importdncia dada ao
elemento TATA e empregando sua presenga como prova de funcionalidade de

genes recém isolados.

Seu envolvimento com a regulagdo da expressac génica, contudo,
nao esta claro até o momento (Albani e Rabert, 1995), ainda que ja tenha sido

demonstrada a importancia da regido que o contém para a expressdc maxima
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de alguns genes de plantas (Shaw et al,1984; Odell et al,1985). Entre os
possiveis papéis deste elemento em plantas, encontra-se a regulagdo
circadiana de alguns genes de Arabidopsis (Carré e Kay, 1995) e resposta a luz
em genes de varias familias de plantas, incluindo as gramineas (Kehoe et
al.,1994). Exceto nestes trabalhos, entretanto, o elemento CCAAT é descrito

apenas pela sua presenca.

Por outro lado, alguns trabalhos mostram que sua presenga em
algumas construgcdes ndo é suficiente para o correto funcionamento do
promotor (Matzke et a/.,1990). Ainda que o elemento possa ser encontradc em
varios promotores de genes de plantas, em outros promotores ele nao existe
(Walter et al.,1994; Chung ef al.,1995; Guan et al.,1996).

Ha cerca de dez anos tem sido demonstrado que diferentes fatores
reconhecem o elemento cis CCAAT (Dorn et al,1987). Destes, o melhor
estudado é o C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protein). Este fator funciona
tanto como ativador quanto como repressor da transcrigio de varios genes e &
capaz de formar dimeros com fatores de classes distintas (Johnson et al.,1987;
lLandschulz et a/,1988; Tae et al,1994). Em milho foi demonstrado que as
proteinas HMGa/b (high mobility group) interagem com certa preferéncia com os
elementos CCAAT e TATA, e o dobramento causado na fita de DNA pela
ligagao das HMGs parece estar envolvido com estimulagdo da expressio génica
(Grasser, 1995).

Um fator heteromérico chamado CBF (CCAAT binding factor)
(também chamado de NF-Y (Nuclear Factor ¥) ou ainda CP1 (CCAAT-binding
Protein 1) (Dorn et al.,1987; Chodosh et al,1988)) de eucariotos superiores
parece ligar-se de maneira muito especifica ao CCAAT. Homélogos de duas de
suas trés subunidades ja foram isolados de milho (Li et al,1992) e nabo
(Brassica napus) (Albani e Robert, 1995). Nos dois casos, entretanto, as
seqliéncias obtidas mostram que residuos conservados nas CBFs de animais e

leveduras encontram-se substituidas nas CBFs de plantas. Os autores nao
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foram capazes de determinar se estas substituigbes refletem diferencas

funcionais ou geram diferengas conformacionais nos homoélogos de plantas.

Prolamin box

O prolamin box é uma seqUéncia de 7 pb altamente conservada
(TGTAAAG), geralmente localizada 330 pb a montante do ATG inicial,

encontrada na maioria dos genes de prolaminas ja isolados (Ueda ef al,,1994).

Este elemento parece estar envolvido com a expressao
tecido-especifica das prolaminas (Schmidt et al,1992; Hammond-Kosack ef
al,1993). Ja é sabido, entretanto, que sua presenga, apenas, nao & suficiente
para a manutencao da tecido-especificidade (Ueda et al.,1994) e experimentos
com os promotores de a-zeina e y-kafirina mostraram que a regidao do profamin
box ndo é necessdria para a conservagdo da tecido-especificidade nestes
genes (Matzke et al,1990; Freitas et al,1994). Algumas prolaminas, como a
d-zeina, ndo apresentam seqiéncias semelhantes ao profamin box em seus
promotores (Feix e Quayle, 1993), mas sdo expressas apenas no endosperma.
Assim, o prolamin box ndoc deve ser o unico elemento relacionado a
tecido-especificidade da expresséo das prolaminas, ou talvez as evidéncias que

correlacionam o profamin box e tecido-especificidade estejam equivocadas.

O prolamin box  exerce uma fungado repressora em alguns
promotores (Muiler e Knudsen, 1993). Nas glutelinas (prolaminas de trigo),
sabe-se que o fator ESBF-| encontra-se precocemente ligado ao prolamin box ,
em uma fase do desenvolvimento da semente que apresenta taxa moderada de
transcrigdo destas proteinas. Posteriormente, quando a taxa de transcrigdo ja €
alta, um segundo fator (ESBF-Il) encontra-se ligado ao motivo semelhante ao
GCN4 localizado préximo ao profamin box (Hammond-Kosack ef af.,,1993).

Uma das possiveis interpretagdes para estes achados sobre o
prolamin box seria que o fator que se liga a ele néao teria atividade positiva sobre
a transcricao do gene até o instante em que um segundo fator se ligasse ao
promotor. Supondo que a ligagdo do segundo fator dependesse da presenga do

primeiro no promotor, ou que os dois fatores fossem necessarios para a



54

ativagdo da transcricdo, um promotor que ndoc contivesse um prolamin box

funcional nao poderia ser regulado por este mecanismo.

Proteinas

As proteinas identificam as seqiiéncias nas quais se ligam através do
reconhecimento, tanto do padrdo de metilagdo e pontes de hidrogénio
especifico de cada par de bases, quanto da estrutura geral de uma determinada
regiao da molécula de DNA. Esta estrutura depende tambem da segliéncia
nucleotidica (Schleif, 1988).

A cromatina

Histonas sao proteinas relativamente pequenas com uma grande
propor¢do de aminoacidos carregados positivamente. Sdo extremamente
abundantes, sua massa total sendo bastante proéxima da do DNA. Algumas,
come H3 e H4 encontram-se entre as proteinas mais conservadas
evolutivamente, o que sugere que a absoluta maioria dos seus aminoacidos

esta implicada com suas fungdes (Alberts et al., 1989).

O nucleossomo € um cilindro formado por duas cépias de cada uma
das histonas H2A, HZ2B, H3 e H4. Ele constitui a unidade fundamental de
empacotamento de DNA. A dupla fita de DNA se encontra espiralada, com 165
pares de base dando duas voltas completas ao redor de cada nucleossomo
(Erkine et al.,1995).

Apos mais de seis anos de controvérsias, hoje € certo que as
histonas sdo removidas do DNA pelas RNA polimerases durante a transcrigao
(Kornberg e Lorch, 1995).

Durante muito tempo imaginou-se que estes complexos protéicos
cumpriam um papel apenas estrutural na organizagao da cromatina. Ainda que
a maioria dos nuclecssomos esteja aleatoriamente posicionada, alguns
encontram-se em regides absolutamente precisas, como os do promotor do

gene HSCB82 de levedura (Erkine ef al.,1995), tornando também mais precisas
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as posi¢des ocupadas peios nucleossomos proximos (Alberts ef al., 1989). Hoje
sabe-se que o enrolamento de seqiiéncias especificas de DNA ao redor de
histonas pode exercer um papel fundamental tanto na ativagdo como na

repressao da transcrigao (Wolffe, 1994a).
Esta regulagao pode ocorrer de trés formas:

I. Mantendo acessiveis os sitios de ligagao de fatores de transcrigéo.
Nucleossomos com posi¢ao precisa na fita de DNA fixam a
posicac da fita, de forma que determinadas seqUéncias estaréo
sempre voltadas para as histonas do nucleossomo, ao passo que

outras estaréo voltadas para a solugéo.

II. No caso de sitios bloqueados pela presenga de histonas,
modificagdes pods-traducionais ou remogao da(s) histona(s) que
blogqueia(m) o sitio, ou ainda a remogao do nucleossomao todo, vao

controlar o acesso dos fatores de transcrigao.

IIl.LA presenga de nucleossomos pode ainda aproximar elementos
regulatérios linearmente distantes permitinde a interagdo de

diversos fatores reguiatérios.

Exemplos destes trés mecanismos podem ser vistos na regulagéo do
gene da LTR (long terminal repeat) do virus causador de tumor mamario de
rato, o MMTV (Yoshinaga et al.,1992). Neste gene, os sitios para o receptor de
glicocorticéide sdo aproximados (forma Il de regulagao descrita acima) e
mantidos expostos (forma |) pelo nucleossomo. A ligagio do receptor ao sitio
leva a degradacdo da estrutura do nucleossomo (forma I}, permitindo a
exposigdo das demais seqiéncias regulatdrias, com conseqlente inicio de

transcri¢ao.

A alteragdo da cromatina liberando o acesso a sitios regulatorios
parece ser mediada por ativadores globais de transcrigdo, como os
pertencentes a familia SNF/SWI de leveduras e seus homologos em Drosophiia,

rato e no homem (Carlson e Laurent, 1994).
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A RNA polimerase Ii

Eucariotos possuem trés enzimas responsaveis pela sintese de
moléculas de RNA: as RNA pofimerases |, Il e lll. A RNA polimerase | esta
envolvida com a transcrigdo dos grandes genes de rRNA e a RNA
polimerase lll, com a transcrigao dos tRNAs, 58S rRNA e alguns outros snRNAs.
A RNA polimerase |l € responsave! pela sintese de genes que codificam
proteinas. As RNA polimerases || de leveduras tém 12 subunidades. Todas ja
foram clonadas. As diversas RNA polimerases Il de plantas isoladas até o
momento mantém uma estrutura semelhante de subunidades, sendo
compostas de duas subunidades grandes e oito subunidades pequenas, trés
delas presentes em duas copias por molécula e duas em quantidades

subestequiométricas (Young, 1991; Kuhlemeier, 1992).

A maior subunidade apresenta peso molecular entre 180 kDa e
220 kDa. A fosforilagdo do seu dominio carboxi-terminal (CTD) parece ser
importante para que o alongamento ocorra. Esta fosforilagdo evitaria o
recrutamento da RNA polimerase Il para um compiexo de iniciagdo durante a
transcricdo (Peterson e Tijian, 1992). O CTD é formado por repeticées, com
algumas variagdes, do heptapeptideo consenso Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser e
0 numero de repeticdes parece aumentar conforme a complexidade do
eucarioto. Enquanto leveduras apresentam até 27 repeticbes, o CTD da
subunidade maior da RNA polimerase Il de plantas tem 34-39 repetigbes do
heptapeptideo, com substituicoes na sequéncia canénica que parecem ser
caracteristicas de plantas (Dietrich ef al.,1990)

Esta enzima multimérica requer uma série de fatores gerais, num
total de mais de 20 proteinas (Buratowski, 1994}, para iniciar a transcricéo sitio
especifica (Koleske e Young, 1994). Em Saccharomyces cerevisae, a RNA
polimerase Il parece fazer parte de um complexo gigante contendo cerca de 50
componentes, de massa maior que 3MDa (Halle e Meisterernst, 1996).

Nos dltimos 15 anos, na verdade, descobriu-se que o maquinario de

transcrigdo de classe |l (i.e., que emprega a RNA polimerase Il) € um aparato
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surpreendentemente complexo, formado pelos fatores gerais (os ligados a
transcricdo basal), a RNA polimerasell e os fatores acessérios. Estudos
recentes indicam que este maquinario interage ainda com outros complexos
protéicos muito grandes, envolvidos na abertura da cromatina e reparo de DNA
(Maldonado ef af,1996). Com isso, seu tamanho se aproxima ao de um
ribossomo, o que coloca em gquestio a sua mobilidade e, consegiientemente,
habilidade para encontrar um gene. Alguns autores (Halle e Meisterernst, 1996)
sugerem mesmo que o maquinario de transcricdo néo seja capaz de se
desiocar em direcdo aos genes a serem transcritos, mas, ao contrario, talvez os

genes se movam, passando através do maquinario.

Os fatores de transcrigdo

As proteinas que se ligam as seqiiéncias de DNA ou a outras
proteinas, regulando a transcricdo génica, sdo denominadas fatores frans.
Algumas destas proteinas séo fatores de transcrigdo gerais, presentes na
maioria das células e ativos nas mais diversas condi¢des, talvez até mesmo em

todas. Outros fatores sao absolutamente especializados (Kuhlemeier, 1992).

Fatores de transcrigdo s&o proteinas de natureza modular. Tal fato
permite que um numero relativamente pequeno de modulos gere o alto nivel de
especificidade de expressac génica observado em eucariotos. Um fator de
transcrigao tipico & composto por trés mddulos: um dominio de ligagdo ac DNA,
um dominio de multimerizagdo e um dominio de ativagdo. A combinagao de

mobdulos em um fator de transcrigao o torna unico (Tjian e Maniatis, 1994).

Plantas possuem alguns dominios Unicos em seus fatores de
transcrigdo. Outros sdao comuns a fatores de transcricdo encontrados nos
demais eucariotos. Fatores ja conhecidos provenientes de animais e leveduras
podem fornecer indicios valiosos sobre os mecanismos de agao e a estrutura
dos fatores de plantas, ndo obstante os fatores destes organismos nao serem

necessariamente idénticos .
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Fatores de transcrigdo podem responder a estimulos através de trés
mecanismos distintos. O estimulo pode (1) levar a sintese do fator, (2) gerar
modificacdes no dominic de ligagao do fator ao DNA ou ainda (3} modificar o

dominio de ativagéo do fator (Gilmartin et al.,1990).

A fosforilagdo € um mecanismo comum na geracao de modificagdes
nos dominios protéicos. Ela pode regular a atividade de um fator de transcrigéo
modulando sua capacidade de interagir com outras proteinas do complexo ou
de se ligar ao DNA, como no caso do TCF (fermary complex factor) (Gille et
al.,1992), sua capacidade de ativagdo, como no caso do CREB (cAMP response
element binding protein)y (Gonzales e Montminy, 1989) ou regulando sua
localizacao celular, como no caso de algumas unidades do complexo ISGF3
(IFN-a stimulated gene factor 3), as STATs (signal fransducers and activators of

transcription) (Shuai et al,,1993).

Um segundo tipo de modificagdo covalente pode alterar a atividade
de fatores de transcrigdo. Em algumas bZIPs, como AP-1, cjun e c-fos, a
oxidacdo de uma cisteina conservada da regidoc basica pode impedir sua

dimerizac¢éo e ligagcao ao DNA (Wagner e Green, 1994).

Em diversos ativadores a montagem de complexos nucleoprotéicos
depende da interagao especifica de varios componentes. Em alguns, como no
caso do promotor da interleucina 2 ou do MHC |l (complexo principal de
histocompatibilidade classe 1), os multiplos fatores apresentam um
comportamento do tipo “tudo ou nada”, onde a auséncia de um deles faz com
que, in vivo, nenhum dos outros reconheca seu sitio de ligagdo (Garrity ef
al. 1994, Grosschedl, 1993).

Alguns fatores de transcrigdo, como o LEF-1 em ratos (Giese et
al.,1995), YY1, uma proteina zinc finger do promotor do gene c-fos {Natesan e
Gilman, 1993), e HMG [Y) em humanos funcicnam como elementos
arquiteturais (Du et al.,19983). Define-se desta forma o fatore que causa
dobramentos ao se ligar & fita de DNA, posicionando corretamente outros

fatores de transcricio e/ou aumentando a afinidade destes por seus sitios. Esta
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acdo pode se dar por alteragdes na estrutura do DNA ou por alteragées
conformacionais nos fatores de ftranscricdo com o0s quais 0s elementos
arquiteturais mantém contato. A despeito de sua acado conjunta com outros
fatores de transcrigdo, regulando a expressdo génica, a fungédo arquitetural
prescinde de um potencial de ativagéo transcricional na proteina que a cumpre
(Wolffe, 1994b).

Os fatores de transcricdo podem ser divididos segundo a forma como
agem. Os fafores ligados a transcrigdo basal s&o aqueles que junto com a RNA
polimerase Il formam o complexo multiprotéico, ou holoenzima, responsavel
pela transcrigdo, nas suas cinco fases. Determinados tipos celulares ou genes
possuem fatores especificos que podem reconhecer elementos cis e modular a
atividade da holoenzima (ativadores ou repressores), normalmente nas fases de
ativagdo e escape do promotor.. Por fim, existem ainda fatores protéicos
necessarios para a comunicagdo entre determinados ativadores (ou
repressores) € a holoenzima, os fafores intermediarios (Buratowski, 1994,
Swaffield et al.,1995; Tjian, 1995).

Fatores ligados a Transcri¢do basal

Em animais foram identificados seis fatores de transcrigcao,
necessarios para a transcricdo basal pela RNA polimerase Il: TFIA, TFIIB,
TFIID, TFIE, TFIIF e TFIIH (Buratowski, 1994). Destes, apenas TFIilA e TFIID
foram caracterizados em plantas (Kuhlemeier, 1992). O TFIIA de plantas parece

ser extremamente parecido com o de animais (Burke et al.,1990).

O TFHD, na verdade, € um complexo protéico formado pela TBP
(TATA binding protein) e, pelo menos, 8TAFs (IBP associated factors) (Tjian,
1995).

A TBP é necessaria para a transcrigdo efetivada por qualquer uma
das RNA polimerases (I, Il ou Ill) (Goodrich e Tjian, 1994), sendo por isto
chamada de fator de transcrigio universal (Struhl, 1994).
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De todas as proteinas do complexo basal de transcri¢géo, a TBP e a
Gnica que se liga especificamente ac elemento TATA. Ela &€ uma das proteinas
mais conservadas no curso da evolugdo dos eucariotos. Apresenta mais de
80% de identidade no dominio carboxi-terminal de 180 aminoacidos numa
grande variedade de espécies (Struhl, 1994). A conservagdo das TBPs de
diferentes reinos é também funcional. Uma TBP de Arabidopsis, a TBP-1,
substitui a TBP humana em sistemas de transcricac em ceélulas Hela
(Mukumoto et al.,1993) e TBPs de milho complementam uma TBP mutante de
levedura (Vogel et af.,1993).

A molécula da TBP tem a forma de uma sela, com duas metades
bastante simétricas. O que seria a parte de dentro da sela interage com o sulco
menor do elemento TATA, causando distorgao e desenrolamento no DNA (Kim
et al,1993). A parte de fora da molécula fica acessivel para interagbes com
outros fatores de transcrigdo (Buratowski, 1994). Ainda que tanto a TBP quanto
o elemento TATA exibam simetria bilateral, o complexo formado entre os dois
tem uma orientacdo preferencial, o que provaveimente explica a

unidirecionalidade da transcrigdo (Kim ef al.,1993).

Mais do que um Gnico papel em todos os complexos do qual faz
parte, esta proteina exibe uma dualidade estrutural: ac passo que enquanto
parte do TFIID ela se comporta como descrito no paragrafo anterior, nos demais
complexos (SL1, TFHIIB e SNAP.) a TBP interage com o DNA de maneira

diferente, ou nem mesmo interage diretamente com ele (Struhl, 1994).

A TBP sozinha, entretanto, ndo intermedeia a regulag&o por fatores
especificos (ativadores/repressores). Este papel requer a presenca dos TAFs
{Buratowski, 1994).

Os TAFs, por sua vez, ndo sao necessarios ou causam qualquer
estimulo a transcricio basal (Tjian e Maniatis, 1994). Alguns TAFs servem como
pontes de ligacdo entre os dominios de ativagdo dos fatores de transcrigao e o
complexo basal (Goodrich et al.,1993; Gill et al.,1994), se enquadrando, entéo,

na classe dos fafores intermediarios. TAFs ainda interagem com outros fatores
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basais, como o TFIIB (Goodrich et al.,1993). Provavelmente sdo os TAFs que
definem o tipo de promotor ao qual um dado complexoe TBP-TAF ira se ligar
(Goodrich e Tjian, 1994). Existem pelo menos oito TAFs, e n&o se descarta a
possibilidade da existéncia de TAFs subestequiométricos ou mesmo TAFs
tecido-especificos (Tjian e Maniatis, 1994). Cogita-se, ainda, a possibilidade de
TAFs estarem envolvidos em diversos estagios da transcrigdo: iniciagéo, escape

do promotor, alongamento e terminagéo.

Além dos TAFs, sdo descritos em leveduras fatores intermediarios
que interagem ndo com a TBP, mas com o CTD da RNA polimerase |
(Maldonado e Reinberg, 1995; Swaffield ef af.,1995).

Em leveduras, antes de se ligar aoc DNA, a RNA polimerase 1l forma
uma holoenzima com TFIiB, TFIIF e TFIIH. Esta associagao provavelmente ¢
estabilizada pelas SRBs (suppressors of RNA Pol B (ou II)) (Koleske e Young,
1994; Maldonado et al.,1996). Este achado diverge do modelo proposto até
entdo, no qual os fatores ligar-se-iam ao promotor de maneira sequencial:
primeiro o TFIID, depois o TFIIB, entdo a RNA polimerase Il e o TFIIF. A este
complexo ja ligado ao promotor viriam se juntar o TFIE e o TFIIH (Buratowski,
1994).

O modelo de holoenzima, contraric ac modelo anterior de ligagao
seqlencial, & corroborado por um outro trabalho (Kim et al,1994). Neste
trabalho, entretanto, a holoenzima identificada & formada por outras
subunidades. Dos fatores gerais de transcri¢do, apenas TFIIF se encontra
presente. Estes dois modelos de holoenzima (Buratowski, 1994; Kim et
al.,1994), por apresentarem apenas uma fragdo da RNA polimerase |l celular e
nao conterem todos os fatores gerais de transcrigao, nao invalidam o modelo de
ligacdo sequencial. A ordem de ligagdo dos elementos pode depender de uma
série de fatores e os dois achados talvez reflitam dois instantes distintos,

isolados, do ciclo celular.

Até o momento, os estudos de transcricdo basal empregaram um

pequeno conjunto de promotores que contém elemento TATA. Nao se sabe se
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outros tipos de promotores requerem este mesmo conjunto de fatores basais
(Buratowski, 1994).

Ativadores/Repressores

Uma vez montado o complexo no ativador, os dominios de ativagao
de alguns fatores devem interagir, direta ou indiretamente, com os componentes
do complexo basal de transcrigdo. Considera-se que o TFIID seja a unidade
central de processamento dos sinais regulatérios dos ativadores (Tjian, 1995). A
poténcia final de um ativador de transcricdo € determinada por caracteristicas
que vao desde sua afinidade pelo sitio de ligagdo ao DNA até a for¢ca da

interacao entre seu dominio de ativagéo e seu alvo (Tjian e Maniatis, 1994).

Alguns ativadores, segundo evidéncias recentes (Yankulov et
al.,1994), parecem estimular também a fase de alongamento pela RNA

polimerase |, aumentando a processividade.

Um fator pode ter afinidades diferentes para diversos sitios, pode se
ligar ao DNA de maneira cooperativa com outros fatores, ou pode ainda
competir com outros fatores pelo sitio de ligagdo. Esta competicao pode se dar
porque ambos reconhecem o mesmo sitio. Pode se dar ainda porgue seus sitios
se sobrepdem, ou estao préoximos o suficiente para que os dois fatores nao

possam estar simultaneamente ligados ao DNA.

A acdo de um repressor pode também ser ocasionada por mudancas
de conformacdo do DNA. No caso da proteina YY1, por exemplo, ainda que em
alguns contextos ela possa funcionar como ativadora, no gene c-fos ela parece
organizar a topologia do DNA de uma maneira tal que deixa de existir a
interagdo entre um ativador de transcricho e o complexo basal (Natesan e
Gilman, 1993).

Os fatores de transcricdo podem ser agrupados em classes em
funcdo do emprego de estruturas comuns no reconhecimento do sitio de ligagéao
ou na formagao de dimeros. A existéncia de familias distintas mostra que ha

varias solucdes para o problema do reconhecimento do DNA por proteinas.
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Cada vez se torna mais evidente que os motivos de reconhecimento de DNA,
de multimerizagdo e ativacao sao méduios com plasticidade suficiente para

funcionar em mais de uma combinagao.

Uma série de fatores de transcricdo ainda ndo pertencem a familias
determinadas. Uma série de outras familias existem, e imagina-se que muitas
serdo ainda descobertas. Mesmo com o grande numero de fatores de
transcricao identificados nos Ultimos anos, a compreensao dos mecanismos de
regulagdo transcricional em plantas ainda esta distante. Os genes alvo da
maioria dos fatores ainda n&o foram delimitados de maneira conclusiva (Meshi e
Iwabuchi, 1995).

As classes mais importantes de fatores de transcrigio de plantas s&o
as bZIPs (regido basica/ziper de leucinas), as bHLH (basic helix-loop-helix), as
MYB, as proteinas que contém o homeodominio (HDs)}, as MADS box e as Zinc
Finger (Kerstetter et al.,1994; Ramachandran et al,1994; Takatsuji et al, 1994,
Bonven ef al., 1995; Meshi e lwabuchi, 1995; Purugganan et al., 1995). Representantes
destas classes podem ser encontrados tambem em fungos e animais. Algumas
classes de fatores de transcrigdo, entretanto, sdo formadas exclusivamente por
proteinas de plantas, como as HD-Zip. As proteinas desta classe distinguem-se
por possuirem um ziper de leucinas (como os existentes nas bZIP) adjacente ao
dominio HD. Este arranjo torna evidente que os motivos de reconhecimento de
DNA, de multimerizagdo e ativagdo sdo moddulos com plasticidade suficiente
para funcionar em mais de uma combinagdo (Matisson et al.,1992;
Ramachandran et al.,1994; Baima ef al.,1995; Kawahara ef al.,1995).

A interag&o entre proteinas envolvidas na regulagéo da transcrigao é
muito importante. A possibilidade de formagéo de heterodimeros é comum nas
bZIPs, nas bHLH (Benezra et al,1990) e nas MADS box (Schwarz-Sommer et
al.,1992; Goto e Meyerowitz, 1994).

Uma série de interagdes entre proteinas de classes diferentes ja
foram descritas. O gene de Bz7 (UDP-glicose:flavonol 3-O-glicosil transferase,

responsavel por um dos ultimos passos da via de sintese da antocianina) de
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milho, por exemplo, é regulado pela MYB C1 e por um membro da familia R/B
(que sdo bHLH), e esta regulagao envolve interagdes entre as regibes amino
terminal das duas moléculas (Goff et a/,1990; Roth ef al,1991, Meshi e
lwabuchi, 1995). A interacdo entre proteinas MYB e bHLH na ativacdo dos
genes da via da antocianina é considerado por muitos autores uma das
caracteristicas mais interessantes da pesquisa de fatores de transcrigao de
plantas (Ramachandran et al,1994). Interagcbes entre zinc fingers e bZIPs
(Nishio et al.,1993) e zinc fingers e bHLH (Henderson e Stein, 1994) tém sido

também encontradas com relativa frequéncia.

Em leveduras ja foi demonstrado ha algum tempo que proteinas
MADS e HD interagem na regulacdo de alguns genes (Herskowitz, 1989). A
descrigao recente de um gene HD, BEL1, agindo no desenvolvimento floral de
Arabidopsis (Reiser et al.,1995) levanta a possibilidade de membros destas

duas familias interagirem também em plantas (Gasser, 1996).

bZIP (regido basicalziper de leucinas)

Em milho, opaco2 (02) & o Unico gene descrito envolvido no controle
da expresséao de genes de proteinas de reserva. Genes similares foram isolados
em Coix e sorgo. O produto do gene 02 de milho € uma proteina bZIP formada
por 437 aminoacidos (Schmidt et al,1990), cuja regido bZIP encontra-se
conservada quando comparadas as proteinas Opaco2 (O2) de sorgo e Coix
(Vettore, 1994).

A proteina Opaco-2 regula a expressdo de algumas classes de
prolaminas, conforme descrito anteriormente (Schmidt et af,1992), e também
de um gene que codifica uma RIP (proteina inativadora de ribossomos) (Bass ef
al.,1992). Sementes que ndo expressam esta proteina mostram uma redugado

de 50 a 70% no conteudo de zeinas (Schmidt ef al,1990), a maior parte desta

reducdo devido a queda da expresséo dos genes das a-zeinas de 22 kDa.

O dominio de ligacdo ao DNA das proteinas desta familia usualmente

apresentam 60 a 80 residuos formando dois subdominios distintos.
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O primeiro destes dominios, a regido basica, responsavel peio
reconhecimento da seqiiéncia de ligagao ao DNA, & formada por cerca de 30
residuos. Esta intera¢do ocorre no sulco maior do DNA e o contato entre a
proteina e a molécula de DNA determina conformacgéo o-hélice para esta regido
da proteina. A seqiéncia alvo de nucleotideos reconhecida na fita de DNA é
primariamente determinada pela combinagao dos aminoéacidos deste dominio
(Kim ef al,1993), mas a regiao do ziper de leucinas (descrito logo abaixo) e
mesmo aminoacidos fora destes dois dominios podem estar envolvidos na

determinagao da especificidade de ligagdo (Niu et al., 1994).

O segundo dominio, conhecido como ziper de leucinas, responsavel
pela dimerizagao das bZIPs, caracteriza-se por apresentar residuos repetidos
de leucina a cada 7 aminoacidos, numa extensao de 30 a 40 residuos. A trés
residuos das leucinas, no sentidoc amino terminal, predominam aminoacidos
hidrofébicos (normaimente valina ou isoleucina). O ziper de leucinas gquando
dimerizado forma uma a-hélice com arranjo coiled-coil. Como o cofled-coil tem o
passo de helice de 3.5 aminoacidos, cada sétimo residuo encontra-se no
mesmo ambiente estrutural, i.e., na mesma face da molécula. A estrutura desta
regido determina a dimerizagao dos ziperes de leucinas através das interagbes

entre os aminoacidos hidrofébicos e as leucinas (Pabo e Sauer, 1992).

Os heterodimeros de ziperes de leucina detém papéis importantes na
regulagéo de sua atividade bioldgica. Alguns fatores de transcricdo sdo ativos
apenas quando encontram-se heterodimerizados. Este € o caso da proteina
Fos, que & incapaz de formar homodimeros, mas apresenta atividade quando
heterodimerizada com a proteina Jum. Qutros tém sua atividade diminuida,
como é o caso de CREB (cAMP response element binding protein) ao ligar-se a
CREM. Heterodimeros podem ainda apresentar especificidade diferente da
apresentada pelos homodimeros de seus componentes, reconhecendo sitios
distintos ou mesmo levar a novas combinagbes de dominios de
ativacao/repressdo, mudando, desta forma, a fungdo regutatéria das moléculas
ligadas a um determinado sitio (Curran e Franza, Jr, 1988; Folkers et al.,1991;
Wagner e Green, 1994).
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Até 1994, 22 bZIPs ja haviam sido identificadas em plantas (Foster et
al.,1994). Hoje, 48 proteinas pertencentes a esta classe em plantas podem ser
encontradas nos bancos de dados de seqiéncia. A regido basica das bZIPs de
plantas apresentam maior similaridade entre si mesmas do que com bZIPs de
outros organismos, 0 que sugere que elas sejam um grupo de bZIPs
relacionadas evolutivamente (Niu et a/,1994). Todas as bZIPs de planta que
tiveram sua especificidade de ligagdo determinada até o momento se ligam a
segliéncias contendo o motivo central ACGT. As seqiiéncias adjacentes ao
nucleo ACGT exercem muita influéncia na afinidade de ligagao entre proteina e
DNA (lzawa et al.,1993).

Alguns autores dividem as bZIPs em duas subclasses, em fungao do
sitio que reconhecem: uma formada pelas bZIPs similares aos fatores que se
ligam ao elemento G (GBFs - G-box binding factors) e outra formada pela
familia TGA (Meshi e lwabuchi, 1995).

As similares aos GBFs reconhecem o elemento G (G box -
CACGTG). A regido bZIP destas proteinas se localiza na porgio carboxi-
terminal da molécula. Na regido amino-terminal existe uma regido rica em
prolina, ou rica em prolna e alanina que, em GBF1 de Arabidopsis e em
HBP-1a (histone promoter-binding protein) de trigo, mostrou possuir potencial
ativador (Meshi e lwabuchi, 1995). Sao incluidas ainda nesta classe as GBF2 e
3 de Arabidopsis (Schindler et al,1992), GBF4, 9 e 12 de tomate (Meier e
Gruissem, 1994) e GBF1 de milho (de Vetten e Ferl, 1995), além da EmBP1
(Em gene binding protein) de trigo, TAF-1 (transcription activator factor) de
tabaco e os CPRF-1 e -3 (common plant regulatory factor) de salsa (Weisshaar
et al.,1991; Meshi e lwabuchi, 1995).

As bZIPs agrupadas na subfamilia TGA, reconhecem o eiemento cis
as-1 (activation sequence 1, localizado no promotor do gene 35S do CaMV). As
proteinas reunidas nesta subclasse apresentam as seqiiéncias de aminoacidos
da regido basica extremamente conservadas entre si. Diferente das bZIPs

anteriormente descritas, o quarto, e nao o terceiro aminoacido apds a leucina da
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regido do ziper de leucinas é que & hidrofébico. Esta caracteristica faz com que
proteinas desta classe formem heterodimeros entre si, mas n&o com as
pertencentes as classes das semelhantes a GBF (Meshi e lwabuchi, 1995). Na
subfamilia TGA podem ser incluidas TGA1a ¢ PG13 de tabaco (Fromm ef
al,1991), TGA1, 2 e 3, OBF4 (ocs-element binding factor), OBF5 e bA19 de
Arabidopsis, OBF3.1 e OBF3.2 de milho, HBP-1b de trigo e MBF1, MBF2 e
MBF3 (mas-binding factor) de batata (Feltkamp et a/.,1994; Miao ef al.,1994).

Algumas bZIPs apresentam caracteristicas intermediarias (i.e., entre
estas duas familias bem definidas) de especificidade de ligacdo ao DNA. Entre
elas, TGA1b de tabaco, O2 de milho, RITA-1 de arroz e CPRF-2 de saisa.
Nestas bZIPs, assim como nas bZIPs GBF, o segundo residuo hidrofébico se

localiza a trés aminoacidos (no sentido N-terminal).

02 de milho, especificamente, liga-se a sitios alternativos nos
promotores de a-prolaminas e do gene b-32 que, no lugar da seqliéncia central
ACGT, apresenta a seqliéncia CATG (Yunes et a/.,1994).

Varias bZIPs estao presentes simultaneamente em uma mesma
celula. O fato de poderem dimerizar em diversas combinagdes e reconhecerem
seqliéncias similares dificulta bastante esclarecer os fendmenos nos quais as

bZIPs identificadas até hoje estao envolvidas.
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Materiais e métodos

Material vegetal

As sementes de Coix flacryma-jobi L. var. Adlay foram obtidas da
colecdo de germoplasma do Departamento de Genética da Universidade
Estadual de Campinas. As plantas foram mantidas em fecundacao aberta na
area experimental do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética da
UNICAMP.

Sementes de milho (Zea mays L.} F352AG (Agroceres) foram obtidas
por autofecundagdo ou cruzamentos entre 0s mesmos gendtipos na area
experimental do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética da
UNICAMP.

Linhagens de bactérias

Em seguida sao descritas as linhagens de bactéria (Escherichia coli)

utilizadas durante a execucio dos trabalhos.

DL538

Gendtipo relevante: hsdR mcrA merB recD sbeC (Whittaker et
al,1988)

Esta linhagem foi utilizada como hospedeira do bacteriéfago ADASH
durante a sele¢do de clones recombinantes da biblioteca genémica de Coix. A
mutacao do gene recD que elimina a atividade de exonuclease V, bem como a
mutacdo sbcC, supressora de mutantes do sistema recBC agem diminuindo a
perda de fagos recombinantes que carregam fragmentos de DNA gendmicos
com segliéncias invertidas repetidas. As mutagdes mcrA e merB evitam a
restricio de DNAs contendo metil-citosinas nas seqiéncias 5-G"CGC-3' e
5-AG™CT-3', o que favorece a construgdo de bibliotecas gendmicas de plantas,

cujo DNA é rico em citosinas metiladas (Whittaker et al.,1988).
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XL1-Blue

Gendtipe relevante: supE44 endA1 thi-1 lac A(lac-proAB) gyrA96
hsdR17 recA1 F" proAB" lacl® lacZAM15 Tn10 (tet’) (Bullock et al.,1987).

A linhagem lac’, supressora de mutagdo ambar (supE44), defectiva
em recombinagéo (recAT), deficiente em restrigao e proficiente em metilagao no
sistema Eco K (hsdR17), foi utilizada como hospedeira do bacteriéfago AZAP
durante a selegado de clones recombinantes da biblioteca gendmica de Coix e

nos experimentos de excisdo dos fagemideos dos clones positivos.

Bactérias apresentando o fendtipo F* (contendo um epissomo do tipo
F', tal como XL1-Blue) codificam para proteinas de pilus, permitindo a infecgao
por fagos fita simples macho especifico, tais como fagos filamentosos do tipo f1.
O epissomo F' desta linhagem contém uma delecdo na regido amino-terminal
do gene lac Z (lacZ4M15), o que permite a a—complementacao do segmento do
gene presente em determinados plasmideos como pBluescript. O epissomo F'
contém também o gene para superprodugdo de repressor do operon lac (fac ),
bem como os genes marcadores: o que confere resisténcia a tetraciclina (Tn10)
e os genes envolvidos no metabolismo de prolina (proAB). A linhagem
apresenta as marcas cromossdmicas para resisténcia ao acido nalidixico (gyrA)
e requerimento de tiamina para crescimento em meio minimo. A mutagio
endA1 no gene que codifica para endonuclease |, aumenta o rendimento e a
qualidade do DNA plasmidial preparado através de técnicas rapidas de
minipreparacio (Butlock et al.,1987)

DHb5a

Gendtipo relevante: F- supE44A(lacZYA - argF) U169 (¢ 80
facZAM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1.

Esta linhagem, defectiva em recombinacdo (recA7), foi utilizada na

preparacdo de ceélulas competentes para os experimentos de transformagao
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realizados em todas as subclonagens. A delegdo dos genes do operon fac
(4lacl/169) e a presenga do fragmento /lacZAM15 no profago ¢ 80 permite a
utilizagdo de a-complementagido na selegcido de recombinantes. A auséncia de
superprodugdo do repressor do operon fac (fac %) possibilita a realizagdo do

teste de complementagdo na auséncia de IPTG (Hanaham, 1983). Os demais

marcadores foram descritos anteriormente para XL.1-Blue.

Purificacdo de DNA de bacteriéfago )

A purificacdo de DNA do bacteriéfago lambda foi realizada conforme
a técnica de Yamamoto et al. (1970) descrita em Sambrook et al. (1989) com

algumas adaptagdes as condigbes do laboratério.

Inoculou-se 15 ml de meio LB (Sambrook et al,1989) contendo
10 mM de MgSO. com a bactéria E. coli (DL-538), incubando-se durante a noite
a 37°C, sob agitagéo vigorosa (300 rpm).

Em um tubo de cultivo, misturou-se 1x10'° células (DO = 1
corresponde a 8x10° células/ml) com 5x10° fagos, incubando-se durante 25
minutos a 37°C sob leve agitagdo (100 rpm). O conteudo deste tubo foi
inoculado em um Er!enméyer com 500 ml de meio de cultura LB (Sambrook et
al.,1989) contendo 10 mM de MgSO., previamente aquecido a 37°C, e mantido
sob vigorosa agitagdo (300 rpm) nesta temperatura. A ocorréncia de lise foi
verificada através do acompanhamento da DO. do cultivo a partir de 3 horas
apoés o in6culo, com intervalos de 30 minutos, sendo a lise indicada por uma

queda brusca da absorbancia.

Apds essa etapa, adicionou-se 10 mi de cloroférmio ao cultivo, e
incubou-se a 37°C durante 10 minutos. O cultivo foi mantido em gelo durante 15
a 20 minutos, sendo em seguida, transferido para tubos de polipropileno de
250 ml e centrifugado a 10.000 rpm em rotor Beckman JA-14 por 10 minutos, a
4°C. O sobrenadante foi transferido para um Erlenmeyer de 2 litros, ao qual
adicionou-se RNAse e DNAse | para uma concentragado final de 1 ug/ml, para

eliminacdo de DNAs e RNAs bacterianos. O lisado foi incubado por 1 hora a
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37°C, e adicionou-se NaCl para uma concentragao final de 1M (29,2 g para 500
ml). O NaCl auxilia na precipitagdo de proteinas bacterianas. Apés a dissolugao
do NaCl, o lisado foi mantido em gelo por 1 hora. Em seguida, foi transferido
para tubos de polipropileno de 250 ml e centrifugado a 10.000 rpm (rotor
Beckman JA-14), durante 10 minutos, a 4°C.

O sobrenadante foi transferido para um Erlenmeyer de 2 litros, e a
precipitagdo das particulas de fagos foi realizada através da adicdo de
polietilenoglicol (PEG-8000) para uma concentragdo final de 10% (m/v) (50 g
para 500 ml de sobrenadante). Essa solugdo foi mantida em gelo durante a

noite.

O lisado foi transferido para tubos de polipropilenc de 250 ml e
centrifugado a 10.000 rpm (rotor Beckman JA-14), a 4°C, durante 30 minutos. O
sobrenadante foi descartado e os sedimentos secos por 10 a 15 minutos a
temperatura ambiente. O precipitado foi suspenso em 4 mi de tampao SM. A
suspensao foi transferida para tubos Falcon de 15 ml. Adicionou-se 4 mi de
cloroférmio, seguida de rapida agitagdo. O lisado foi centrifugado por 12

minutos a 1.500 rpm (centrifuga de mesa Beckman GPR).

A fase superior foi transferida para um tubo e mantida a 4°C até o
momento da ultracentrifugagéo. Para proceder a ultracentrifugagao, adicionou-
se 0,5g de CsCI por mililitro de suspensdo de bacterioéfago. A suspensao foi
depositada no topo de um gradiente descontinuo de CsCl em SM. O gradiente
foi montado com as seguintes fases do topo para o fundo do tubo: 1 ml de CsCl
1,45 g/ml (indice de refragdo 1,3768), 1,5ml de CsCl 1,50 g/ml {indice de
refragdo 1,3815) e 1,5 ml de CsCl 1,7 g/ml (indice de refragao 1,3990). Os tubos
foram ultracentrifugados em rotor Beckman SW41 durante 4 horas, a 4°C, a
22.000 rom. Apos a centrifugag&o, a banda esbranquigada contendo o fago,
depositada entre as fases contendo 1,45 e 1,50 g/ml de CsCl, foi retirada com o
auxilio de uma pipeta P1000.

A suspensao de bacteriéfagos foi dialisada por duas vezes, durante 1

hora, em 1,5 litro (~1000 vezes o volume de fago recolhido) de solugio
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contendo 50 mM de Tris-HCI (pH 8,0); 10 mM de NaCl; 10 mM de MgCl. Ap¢és a
didlise, o contetdo da membrana foi transferido para tubos de microcentrifuga,
e adicionou-se EDTA, para uma concentracao final de 20 mM, Pronase-E, para
uma concentracao final de 0,5 mg/ml e SDS, para uma concentragio final de
0,5%. Nesta etapa os capsideos dos bacteriofagos sado rompidos e seu
conteldo, o DNA, é liberado. A amostra foi misturada por repetidas inversoes e

incubada por 1 hora a 37°C.

Apés o resfriamento, a amostra foi submetida a extragao com fenol
equilibrade com Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), seguida de uma nova extragdo com
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e, por ultimo, uma extragdo com
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). O DNA particiona na fase aquosa, e as

proteinas na fase organica.

Apds a dltima extracéo, o DNA do bacteriéfago foi precipitado com a
adigdo de 0,1 volumes de acetato de sédio 3 M (pH 7,0) e 2 volumes de etanol
gelado. A suspensdo foi mantida a temperatura ambiente por 30 minutos e, em
seguida, centrifugada por 30 minutos, a 4°C, em microcentrifuga. O sedimento
obtido foi lavado com etanol 70%. Apés a secagem, o sedimento foi solubilizado
em 2 mi de TE contendo RNAse (40 mg/ml).

{solamento de DNA nuclear de planta

O DNA de Coix foi extraido de plantulas segundo a técnica de Rivin

et al. (1882), com algumas modifica¢bes.

Aproximadamente 1 a 2g de folhas de plantulas obtidas em
condigcbes estéreis e armazenadas a -70°C foram pulverizadas em nitrogénio
liquido até a obtengdo de um pé fino. A amostra foi homogeneizada em 10 a
20 ml de tampao Tris-HCI 50mM pH8.0; contendo 0,3 M de sacarose e 5§ mM de
MgCl,, em um homogeneizador do tipo "polytron” por 30 segundos, na
velocidade maxima. O homogenato foi filtrado em 3 camadas de gaze estéril em

funil de Buchner com ajuda de bomba de vacuo.
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Os nucleos foram sedimentados através de centrifugagao a 350 x g
por 10 minutos, a 4°C (2.000 rom em rotor Beckman JA-20). O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi suspenso em tampéo de lise (Tris-HCI 50mM;
contendo 20 mM de EDTA). Adicionou-se sarcosil (n-fauril-sarcosinato de s4dio)
suficiente para obter-se uma concentragao final de 2%, incubou-se por 1 hora a
50°C.

Apos a incubagao, adicionou-se 0,95 g de CsCl por mi de lisado. As
proteinas insollveis e polissacarideos foram removidos por centrifugacéo a
17.000 x g (12.000 rpm em rotor Beckman JA-20), por 15 minutos, a 4°C. Ao
sobrenadante coletado adicionou-se brometo de etidio, para uma concentragao
final de 300 ug/ml. A concentragdo de CsCl foi ajustada para o indice de
refracdo da solugdo de 1,3895. As amostras foram transferidas para tubos de
ultracentrifuga e submetidas a ultracentrifugagao a 50.000 rpm, por 20 horas, a
20°C em rotor VTi-80 {Beckman).

A banda de DNA cromossdmico foi removida, cuidadosamente, sob
exposicao a luz UV e com o auxilio de uma seringa munida de agulha 30x12. O
brometo de etidio foi removido por sucessivas extragdes com n-butanol
equilibrado com agua. As extragdes foram realizadas até o desaparecimento de
cor na fase alcodlica. A solugio contendo o DNA foi dialisada por 2 vezes contra
1.000 volumes de TE (Sambrook et al.,1989), por 24 horas cada, obtendo-se
um volume final de cerca de: 2 ml. A concentragdo de DNA foi determinada

espectrofotometricamente.

Isolamento em larga escala de DNA de plasmideo

Para o isolamento de DNA de plasmideo em larga escala foi utilizada
a técnica de lise alcalina descrita em Sambrook et al. (Sambrook ef al.,1989),

com algumas adaptagbes as condigdes do laboratério.

A etapa de amplificagdo descrita no método original foi dispensada
para os plasmideos contendo origem de replicagéo derivada de Col E1, como
no caso de pBluescript KS*". A origem de replicagdo Col E1 apresenta um
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controle relaxado de replicagao plasmidial, resultando em um alto numero de

cépias do plasmideo por célula, e portanto dispensa a amplificagao.

A bactéria hospedeira (DH5a), contendo o plasmideo, foi inoculada
em 25 ml de meio liquido LB/ampicilina (60 ug/ml) (Sambrook et al.,1989) e
incubada a 37°C durante a noite. Esse cultivo foi utilizado para inocular 500 m|
de LB/ampicilina liquido, que foi incubado sob vigorosa agitagdo (300 rpm)
durante a noite a 37°C. O cultivo foi centrifugado a 7.000 rpm em rotor Beckman
JA-14, por 10 minutos, a 4°C e o sedimento foi ressuspenso em 4 ml de
Solugdo | (Tris-HCI 26 mM pH 8,0, contendo 50 mM de glicose e 10 mM de
EDTA).

A suspenséo foi transferida para um tubo de centrifuga proprio para
rotor Beckman JA-20, adicionou-se 1 ml de solugdo de lisozima (25 mg/ml em
Solugao I). A suspenséo foi misturada e mantida a temperatura ambiente por 10
minutos. Em seguida, adicionou-se 10 ml de solugéo [I (NaOH 0.2 M; SDS 1%),
recentemente preparada, misturando-se por repetidas inversdes. A suspensao
foi mantida em gelo por 10 minutos. A cada tubo, adicionou-se 7,5 ml de
solucao gelada de acetato de potassio 3 M pH 4.8, misturando-se por inversio
até o desaparecimento das diferentes fases. A suspensao foi mantida em gelo
por 10 minutos e centrifugou-se a 12.000 rpm por 20 minutos, a 4°C em rotor
Beckman JA-20. O sobrenadante foi filtrado em gaze e transferido para novo
tubo de rotor Beckman JA-20. Adicionou-se 0,6 volumes de isopropanol e
incubou-se a temperatura ambiente por 10 minutos. Centrifugou-se a
11.000 rpm em rotor Beckman JA-20 por 10 minutos, a temperatura ambiente, e

o sedimento obtido foi lavado com etanol 70% a temperatura ambiente.

Apds a secagem, o sedimento foi solubilizado em 4 ml de TE.
Adicionou-se 4.4 g de CsCl e 0,4 ml de solugdo de brometo de etidio (10 mg/ml)
e a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm, durante 5 minutos, a temperatura
ambiente em rotor Beckman JA-20 para retirar proteinas precipitadas. A
concentracdo de CsCl foi corrigida para um indice de refragdo da solucdo de
1,3860. As amostras foram submetidas a ultracentrifugacdo em rotor Beckman
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VTi-80, a 60.000rpm, por 20horas, a 20°C. A retirada da banda
correspondente ao DNA plasmidial e a remogédo do brometo de etidio foi feita
conforme anteriormente descrito para o isolamento de DNA nuclear de plantas.
A concentracdo de DNA foi determinada através de espectrofotometria

empregando-se a equacgao:
C = dA x d x 50 ug de DNA.m/I”’

onde:

dA = absorbancia a 260 nm
d = fator de diluicdo

50 pg de DNA.mI" = 1 unidade de densidade optica

Purificagdo de fragmentos de DNA a partir de géis de agarose

Apds a digestdo com enzimas de restricdo apropriadas, o DNA foi
submetido a eletroforese em gel de agarose contendo 0,5 pg/ml de brometo de
etidio. A concentragio do gel de agarose variou de acordo com os tamanhos
dos fragmentos produzidos na digestdo do DNA. Os insertos foram isolados dos
géis utilizando-se papel DEAE (DE-81, Whatman), de acordo com a técnica
descrita por Lewis (Chodosh, 1996).

Os fragmentos de DNA foram transferidos eletroforeticamente para
papel DE-81 inserido na frente da banda de interesse. A eluicdo do DNA
adsorvido no papel foi realizada incubando-se o pape! DE-81 em 800 pul de
tampao de eluigdo (Tris-HCI 10 mM pH 7,9, contendo 10 mM de EDTA ¢ 10 M
de NaCl)), durante 30 minutos em banho-maria a 68°C. Apo6s este periodo, o
pape! DE-81 foi retirado, e a solugdo restante foi centrifugada por 15 minutos a
4°C. A solucao foi transferida para outro tubo de microcentrifuga, tomando-se o
cuidado de deixar a solugdo mais préxima ao fundo do tubo (cerca de 20 ul} no
primeiro tubo. O DNA foi precipitado com a adigdo de 1 ml de etanol gelado e
4 ul de MgCl; 1M e incubagédo a -20°C durante a noite. Apés centrifugagao por
15 minutos a 4°C, os sedimentos foram solubilizados em TE (Sambrook et

al.,1989). A concentragido de DNA foi determinada espectrofotometricamente
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ou, aproximadamente, por analise visual das bandas em gel de agarose com

brometo de etidio.

Extracdo de proteinas nucleares de sementes de Coix

A metodologia empregada na extragdo de proteinas nucleares de
sementes de Coix se baseia na descrita por Maier et al. (1987) para proteinas

nucleares de endosperma de milho.

As sementes de Coix foram cothidas conforme o estagio (Targon et
al.,1992), imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -70°C

por até 1 ano.

Todos os procedimentos foram realizados a 4°C. Vinte gramas de
sementes no estagio 2 tiveram suas cascas removidas e foram gentilmente
maceradas em 90 mi de tampao de homogeneizagdo (Tris-HCI 25 mM, pH8,5;
EDTA 25 mM; 0,44 M sacarose; 2,5% ficoll 400 (m/v); 5% dextran T-40 (mv/v);
0,5% Triton X-100 (v/v); 2mM espermina; 0,5 mM espermidina; 10 mM
;-mercaptoetanol). O homogenato foi filtrado em nitex (poros de 100 um) em

tubos de vidro e centrifugado por 5 min a 1.000 g.

O sedimento foi suspenso em um total de 10 ml do tampéo de
solubilizagao (Tris-HCI 50 mM, pH8,5; MgCl, 5 mM; 25% glicero! (v/v); 10 mM
B-mercaptoetanol) e centrifugado por 20 min a 20.000 g. O sedimento foi
suspenso em 10 ml do tampéo de sonicacdo (Hepes 20 mM, pH 7,5; 25%
glicerol (v/v); MgCl; 1,5 mM; NaCl 420 mM; EDTA 0,2 mM; PMSF 0,5 mM: DTT

0,5 mM) e tratado com ultra-som para lisar os nucleos.

A suspensdo resultante foi centrifugada por 10 min em
microcentrifuga para remog¢édo dos granulos de amido. O sobrenadante foi
dialisado durante a noite contra 100 ml do tampéo de dialise (Hepes 20 mM, pH
7,5, 20% dglicerol (v/v); KCI 100 mM; EDTA 0,2 mM; PMSF 0,5 mM; DTT

0,5 mM), aliquotado em tubos de microcentrifuga e armazenados a -70°C.
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Constru¢cao da biblioteca genémica

O DNA de Coix extraido de plantulas foi digerido parcialmente com a
enzima de restricdo Mbo | e fracionado através de centrifugacdo em um

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

FragSes contendo fragmentos entre 9 kb e 23 kb foram reunidos e
clonados no bacteridfago ADASH (Stratagene) previamente digerido com a
enzima de restricao Bam HI. Os bacteriéfagos recombinantes foram
empacotados in vitro com o kit GIGAPACK |l - PACKING EXTRACT
(Stratagene).

Obtengao de placas de lise

Para selecdo de clones, cerca de 7 x 10° placas de lise do
bacteriéfago foram geradas sobre 23 placas de Petri de 135 mm de diametro.
Para cada uma das placas, um volume da suspensdo de bacteribfagos
equivalente a 30.000 pfu foi misturada, em um tubo de ensaio estéril, com 100
ul de uma suspenséac de bactéria XL1-Blue em MgS0O4 10 mM (Sambrook et
al.,1989) e incubado a 37°C em um agitador a 100 rpm por 20 minutos. Em
seguida, 8 m! de top-agarose previamente aquecida a 60°C foram adicionados
ao tubo, acompanhado de leve e breve agitagdo manual e, rapidamente, todo o
contelddo do tubo foi vertido sobre a placa de Petri contendo meio LB sélido
(Sambrook et al,1989). Apds a gelificagdo da top-agarose as placas foram

incubadas a 37°C durante a noite.

Transferéncia para as membranas

As placas foram mantidas em geladeira por 30 minutos, e em
seguida, cobertas com membranas de nailon (Hybond-N, Amersham). As
membranas foram marcadas em trés posigdes assimeétricas com uma agulha
contendo tinta nanquim e foram deixadas sobre as placas durante 1 minuto. As
membranas foram entao submetidas a incubag¢éo por mais 1 minuto em solugéo

de desnaturagdo (NaOH 05M; NaCl 1,5M). Apds a desnaturagdo, as
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membranas foram incubadas por 5 minutos em solugao de neutraliza¢ao (NaOH
0,25 M; NaCl 1,5 M) sendo em seguida, lavadas em 2X SSC (1X SSC contém
0,15 M de NaCl e 15 mM de citrato de sédio) por 15 minutos. Apés a secagem,
as membranas foram incubadas por 2 horas em estufa a 80°C.

Sonda

Apos dupla purificagdo em gel de agarose, o fragmento de cDNA de
y-coixina pBCX22.5 (Leite et al,1991) foi marcado pela incorporagio de
nucleotideos radioativos ([u-P*’] dNTPs), através de reacdo de extensao
catalisada pelo fragmento Klenow da DNA-polimerase |, utilizando-se como

iniciadores hexanucleotideos aleatérios (Feinberg e Vogelstein, 1984).

Este clone de cDNA é formado por 840 pb, contendo uma fase de
leitura de 600 nucleotideos precedida por 12 nucleotideos nao traduzidos e 15
nucleotideos do adaptador de Eco RI (empregado na construgdo do banco de
cDNA do qual este clone foi isolado), seguida de 207 nucleotideos nao
traduzidos e do adaptador de Xho | (também utilizado na clonagem).

A sonda foi obtida com atividade especifica de 10% a 10° cpm/ug e foi
adicionada as solugdes de hibridizagdo para uma atividade final de
aproximadamente 10° cpm/ml. Antes de serem utilizadas nas hibridagdes as

sondas foram desnaturadas em banho-maria fervente por 5 minutos.
Hibridacdo

As membranas foram pré-hibridadas a 42°C, por 4 horas, em uma
solugao contendo 5X SSC, 0,05X BLOTTO, 0,02% SDS, 0,1% sarcosil {n-lauril-
sarcosinato de sédio) e 50% de formamida deionizada. As hibridagdes foram
realizadas por 12 horas nas mesmas condigdes da pré-hibridagdo, utilizando-se

como sonda o fragmento de cDNA de y-coixina pBCX22.5 (Leite ef al.,1991 ).

Os recombinantes positivos foram isclados das placas de Petri
(Sambrook et al,1989) e posteriormente submetidos a mais duas analises
sucessivas de hibridagao em placas de 85 mm contendo de 1.000 a 3.000 pfu.
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Southern Blot

As preparagdes de Southern Blot foram realizadas essencialmente
como descrito por Sambrook et al. (1989)

Seqiienciamento de DNA

Os sequenciamentos foram realizados com DNA dupla fita de
plasmideos recombinantes de pBluescript KS*". Amostras de 40 ul, contendo
8 ng de DNA plasmidial obtidos através de minipreparagdo (Sambrook et
al.,1989), foram desnaturadas adicionando-se 40 pul de uma solugdo contendo
0,4 M de NaOH e 0,4 mM de EDTA. As amostras foram incubadas por
5 minutos a temperatura ambiente, e a desnaturacido foi interrompida pela
adigdo simultanea de 8 ul de acetato de aménio 2M pH 4,5 e 176 ul de etanol
gelado. As amostras foram mantidas a -20°C por 1 hora e centrifugadas por 20

minutos.

O sedimento foi lavado com etanol 70% e centrifugado novamente
por 15 minutos. Apds a secagem do sedimento, o mesmo foi dissolvido em 25 pl
de agua. Aliquotas de 10 ul foram utilizadas nas reagdes de sequienciamento
segundo a técnica de dideoxinucleotideos (Sanger et al,1977). As reacdes
foram realizadas conforme as instrugdes fornecidas pelo fabricante do "T7

Sequencing Kit" (Pharmacia).

Foram utilizados os iniciadores direto, fornecido pelo kit, e o reverso
(Boehringher-Mannhein). Os produtos da reagao de segiienciamento, marcados
radioativamente pela incorporagdo de (35S)dATPaS (Amersham), foram
analisados através de eletroforese em géis desnaturantes de poliacrilamida. A
eletroforese dos produtos de reagéo foi realizada carregando-se 2 pul de reagéo
em geis desnaturantes de poliacrilamida nas concentragbes de 5% e 6%
(Sambrook ef al.,1989).

Para a confecgdo dos geéis, 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 recomendagtes do fabricante.
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As amostras foram incubadas por 3 minutos a 80°C antes de serem aplicadas
nos geis. Os dois géis foram submetidos a aproximadamente 2.000 volts, sendo
que a poténcia maxima foi estabelecida para 50 watts para o conjunto dos géis,
os quais foram montados no sistema de eletroforese Macrophor (LKB). O gel,
para leitura da seqiiéncia localizada proxima ao iniciador (gel de 6%) foi
submetido a eletroforese até a saida do corante azul de bromofenol. O gel para
leitura da seqiéncia mais afastada do iniciador (gel de 5%) foi submetido 2

eletroforese por 2 horas adicionais ap6s a saida do corante xileno cianol.

Apds a eletroforese, os géis aderidos as placas foram incubados por
30 minutos sob leve agitagdo em uma solugio contendo 10% de acido acético e
10% de metanol (para retirada de uréia e fixagcdo do DNA), e em seguida,
lavados exaustivamente em agua corrente. Os géis foram secos a 45°C durante
a noite, e submetidos a auto-radiografia através de exposicdo de filmes

sensiveis a radiagao (Hyperfilm - Amersham) por 1 a 4 dias.

Dele¢do unidirecional com a enzima Exonuclease Il

A técnica utilizada foi a descrita por Henikoff (Henikoff, 1987) com

algumas adaptac¢des as condigdes do laboratoério.

O clone pPH/C (Tabela IV e Figura 11) cujo inserto havia sido
clonado nos sitios Hind 1l e Pst | do plasmideo pBluescript KS, foi digerido com
as enzimas Hind lll e Apal. Estas enzimas produzem extremidades 5' e 3
protuberantes, respectivamente. A Exonuclease Ili age uniformemente sobre
extremidades 5' protuberantes ou abruptas, ndo atacando extremidades 3'
protuberantes. Portanto o tratamento do inserto Hind lll/Apal com

Exonuclease il permitiu a delegao unidirecional a partir da extremidade Hind |Il.

Trinta microgramas de DNA foram digeridos com Apa | por 2 horas, a
25°C. O DNA digerido foi entao extraido uma vez com fenol/cloroférmio/aicool
isoamilico (25:24:1) e uma vez com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apos a
tltima extragdo, a fase aquosa foram adicionados 0,1 volumes de cloreto de

sodio 2 M e 2 volumes de etanol gelado. A suspensao foi incubada a -70°C, por
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30 minutos e, em seguida, centrifugada por 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante
foi descartado, e o precipitado foi lavado com etanol 70%. O precipitado
liofilizado foi suspenso em 57 ui de TE (Sambrook et al,1989), digerido com
Hind Il por 2 horas a 37°C e extraido e precipitado como apoés a digestdo com

Apa l.

O liofilizado foi solubilizado em 65ul do Tamp&o de Exonuclease Il
(Tris-HCI 66 mM pH 8.0, contendo 66 mM de MgCl;). Uma aliquota de 5 pl foi
submetida a eletroforese em gel de agarose para confirmar a completa digestao
do DNA. Aos 60upl restantes da amostra, foram adicionadas 300U de
Exonuclease lll (GIBCO-BRL). Esta reacdo foi realizada a temperatura
ambiente. Foram retiradas 25 aliquotas, contendo 2,5 pul, a cada 30 segundos.
Estas aliquotas foram, imediatamente transferidas para tubos de
microcentrifuga que continham 7,5 pul de Mistura de S1 Nuclease {(Acetato de
Potassio 30 mM; NaCl 250 mM; ZnSO4 10 mM; 5% glicerol (v/v); S1 Nuclease
0,2 U/ul). Esta reacao foi incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente.
Adicionou-se entdao, 1 pl do Tampao de Parada de S1 Nuclease (0,3 M de
Trizma Base; 50 mM de EDTA), e incubou-se por 10 minutos a 70°C.

Aliquotas de ' 2ul, da reagdo foram retiradas e submetidas &
eletroforese em gel de agarose para conferir a extensao das dele¢des ocorridas.
Ao restante das amostras, adicionou-se 1 ul de Mistura de Klenow (Tris-HCl
10 mM pH 8.0, contendo 200 mM de MgCl, e 0,1 U/ul de polimerase Klenow) e
1 ul de Mistura de Nucleotideos 0,4 mM. As reagdes foram incubadas por 10
minutos, a 37°C. Apos esta incubagao, adicionou-se 40 ul da Mistura de Ligase
(Tris-HCI 50mM (pH 7.6); MgCl; 5 mM; DTT 1 mM; ATP 1 mM; PEG-600 5%
(v/v), Ligase 5U/ml), incubando-se, por 2 horas, a 16°C.

Os plasmideos assim obtidos foram utilizados na transformacao de
bactérias DH5a. Apds a seleg¢éo dos clones, foram realizadas minipreparagdes

(Sambrook et al.,1989) para obtencédo do DNA utilizado no seqienciamento.
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Bombardeamento com microparticulas

Preparacdo dos vetores de expressao

O piasmideo pDMC202 (cedido pelo Dr. Jefferson, R.A. - CAMBIA,
Australia), esquematizado na Figura 4, foi empregado como vetor de
expressao. Este plasmideo permite a insergcdo de seqiiéncias imediatamente a
montante da regido estrutural do gene da [-glucuronidase, permitindo a
avaliagdo da atividade de tais seqliéncias na indugdo da transcrigdo do gene

indicador.

Os oligonucleotideos mostrados na Tabela | foram utilizados em
reagcbes de PCR para gerar os fragmentos descritos na Tabela Il e
esquematizados na Figura 12. Todas as reagdes utilizaram o oligonucleotideo
GC4 na geragéo da extremidade a jusante do fragmento amplificado gerando o

sitio para Nco | nesta extremidade em todos os fragmentos.

As reacdes de amplificacdo através de PCR foram realizadas
utilizando-se a enzima Vent (exo’) (BioLabs). Apés uma primeira etapa de
desnaturagdo a 94 C por 4 minutos e subsequente adicdo 0,25 U da
polimerase, foram realizados 20 ciclos constituidos por 1 minuto de
desnaturagao (94°C), 1 minuto de anelamento (50°C) e 1 minuto de extensao
(72°C). Apés o ultimo ciclo as reagées foram mantidas por 10 minutos a 72°C.
As reagdes foram realizadas em Tampao Vent (Tris-HCI 20 mM pH 8,8, KCi 10
mM,(NH4)2504 10 mM, MgSQ,4 10 mM, Triton X-100 0,1% (v/v)), empregando-se
200 ng de DNA molde, 100 pmoles de cada iniciador e 200 uM de cada um dos

desoxinucleotideos.

Apos digestdo do produto da reagio de PCR com Nco | e a enzima
indicada na Tabela ll, os fragmentos foram inseridos no plasmidec pDMC202
(aberto com as enzimas apropriadas) e introduzidos em bactérias DH5«. Todas

as construgtes foram seqlienciadas e nio apresentavam erros.
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nome seqliéncia anel. Descrigao
iniciado posigbes | Anela na regido a montante do sitio
r GGAAACAGCTATGACCATG 808a | de policlonagem do plasmideo KS™
reverso 826 do
KS*
DEL posicbes | Anela na regido a montante do sitio
ARGCTCGAGATTAARCCCTCAC 779a | de policlonagem do plasmideo KS™.
799 do | Gera a substituigdo da G, daCeda A
KS* | originais pelas T, A e G, respecti-
vamente criando o sitio de Xhol na
posicao 795
GC1 posigdes | Gera a substituicdo da G, daAedaC
TATACTCGAGATGATCATCAARC -314 a criginais pelas T, G e A, respecti-
-293 do | vamente, criando o sitio de Xho | na
gene da | posicao -309
y-Coixina
GC2 posicdes | Gera a substituicdo da G e da C
TACACTCGAGTTGCTACATAAAG -162 a originais pelas A e G, respecti-
-153 do | vamente, destacadas na descricdo da
gene da | sequéncia, criando o sitio de Xho |
y-coixina | na posigcao -217
GC3 posicdes | Gera a substituicdo da A e das Cs
AAAGCTCGAGAGCCGTCGTCAGTAG -162a | originais pelas C e Gs, respecti-
-153 do | vamente, criando o sitio de Xho | na
gene da | posigéo -157
y-Coixina
GC4 posiches | Anela na regido do inicio da
CACCTCCATGGTGTCGATC -10a+9 | transcrico do gene da y-coixina.
do gene | Gera a substituicdo da T original pela
da C, criando o sitio de Nco | na posigcéo
y-coixina | +3

Tabela |: Oligonucleotideos utilizados na construgao dos insertos
empregados nos experimentos de expressao transitoria.

Todas as seqiéncias sao mostradas no sentido §'-3'. As bases destacadas em negrito estéo
substituidas nos oligonucleotideos em relagdo as seqléncias originais do DNA molde das
reagdes de PCR em gue foram utilizados. Os dois nucleotideos grifados em cada segiiéncia

indicam a posicdo de corte da enzima de restri¢ao indicada.

Preparagao de microparticulas

A precipitacdo do DNA plasmidial, sobre as microparticulas de ouro,

foi essencialmente realizada conforme descrito por Sanford et al. (1993).

Sessenta miligramas de particutas de ouro de 1 a 3 um (Alpha®

Johnson Matthey) foram pesadas em um tubo de microcentrifuga siliconizado.
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Adicionou-se 1 ml de etanol 70%. Apds breve agitagdo, centrifugou-se em
microcentrifuga durante 1 minuto. O sobrenadante foi eliminado e adicionou-se
1 ml de agua destilada estéril, agitando levemente. O processo de lavagem com

agua foi repetido mais trés vezes.

As particulas foram suspensas em 1 ml de glicerol 50% e

conservadas a 4°C por uma semana no maximo.

_gonstrugao oligo DNA molde | extremidade | extensdo
rev iniciador reverso pP/H C Hind Ili 708 pb
3.10 del del3(10) Xho'| 495 pb
GC1 GC1 pP/HC Xho | 312 pb
GC2 GC2 pP/HC Xho | 220 pb
GC3 GC3 pP/H C Xho | 160 pb
6.10 del del6(10) Xho | 161 pb

Tabela Il: Oligonucleotideos utilizados na construgao dos insertos
empregados nos experimentos de expressio transitoria.

A coluna oligo indica apenas o oligonucleotidec que anela na regido a montante € a coluna
extremidade indica a enzima empregada na digestdo desta regido. Em todas as construgdes o
oligonucleotideo que anela na regido a jusante &€ o GC4 e a enzima empregada na digestio é
Nco I. A coluna extensdo indica ¢ tamanho do fragmento, em pares de base, apés a digestdo
com as enzimas. As construgfes 3.10 e 6.10 possuem 46 pb do KS em sua regi&o a montante.

Precipitagcio de DNA com microparticulas

Todas as solugdes empregadas na preparagdo das microparticulas

sdo estéreis.

Em um tubo de microcentrifuga estéril e siliconizado, sob agitagao,
contendo 50 ul de microparticulas de ouro, 20 pl de espermidina 0,1 M (base) e
50 ul de CaCl, 2,5 M, foram adicionados 5 ul de DNA dos vetores de expressao
a concentragdo de 1 pg/ul. A solugdo de espermidina, apés preparada, foi

dividida em aliquotas de aproximadamente 500 pul em tubos de microcentrifuga



85

e conservada a -70°C por um periodo maximo de 2 meses. Aliquotas ja

utilizadas néo voltaram a ser congeladas.
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Figura 4: Esquema do plasmideo pDMC202 empregado na construgio dos
vetores de expressao.

A regifio codificadora do gene gus estd representada pelo quadrado cinza mais escuro. A seta branca mostra
a diregio em que ocorre a transcrigdo. Os nomes das enzimas de restrigiio indicarn sua posigio de corte.
Enzimas que possuem apenas um sitio de restricdo no plasmideo s3o destacadas em negrito. As
empregadas na construgiio dos vetores de expressdo estiio indicadas pelas setas cinzas. A adenina na
posi¢io -3 relativa a0 ATG inicial maximniza a iniciag®o transcricional em eucariotos. O plasmideo carrega
a resisténcia ao antibiético ampicilina como marca seletiva (ndo mostrada na figura).
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A mistura foi agitada durante 5 minutos e centrifugada em
microcentrifuga  por 15 segundos a 6.000 rpm. O sobrenadante foi
cuidadosamente retirado com pipeta de 200 pl, o sedimento lavado com 140 ul
de etanol 70% e novamente centrifugado por 15 segundos a 6.000 rpm. O

processo de lavagem com etanol 70% foi repetido mais duas vezes.

O sedimento foi suspensc em 50 ul de etanol absoluto e sonicado 3
vezes por trés segundos em banho-maria com agua a temperatura ambiente.
Cinco microlitros das microparticulas foram dispersadas sobre as telas

carreadoras, secadas sob vacuo e transferidas para um dessecador.

Bombardeamento de tecidos

Espigas de mitho F352AG foram colhidas 16 dias apés a polinizagao
e esterilizadas superficialmente por 5 minutos na Solugdo de Esterilizacdo
(hipoclorito de sédio 5% contendo 50 ul/l de Tween 20). A parte distal das
sementes foi eliminada e o pericarpo removido cuidadosamente para expor a
camada de aleurona. As sementes foram transferidas para placas de Petri
contendo Meio de Cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) e posicionadas com a
aleurona para cima. As microparticulas foram preparadas com as construcées

esquematizadas na Figura 12.

O bombardeamento dos tecidos foi realizado com um acelerador de
microparticulas que utiliza o gas hélio para acelerar as microparticulas (Sanford
et al,1991). A camara de disparo e componentes internos do acelerador de
microparticulas foram esterilizados pulverizando-se alcool 70% e deixando
secar em condigbes estéreis. As telas de ago inox (malha 50) foram
esterilizadas através de autoclavagem a 121°C e 1 kgf/cm? durante 20 minutos.
Os disparos foram realizados a 1.200 psi com 9 cm de distancia entre o tecido
alvo e a ponta do canhao. Para cada disparo, vacuo de 710 mmHg foi realizado
na camara de disparo. Gas hélio foi liberado no interior do canh&o provocando a
quebra do disco de ruptura. Imediatamente apés a ruptura, o vacuo foi desfeito

permitindo a entrada de ar no interior da cdmara de disparo.
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Apdés o bombardeio as placas de Petri foram mantidas na camara de
crescimento durante 48 horas, para subseqlente revelagdo da atividade

histoquimica de GUS.

Ensaio histoquimico de GUS

A atividade da B-glicoronidase foi analisada histoquimicamente de

acordo com a metodologia descrita por Jefferson ef al. (1987).

As sementes foram incubados com tampédo de revelagdo X-GLUC
(Tampéo fosfato de sédio 100 mM pH 7,0; DTT 1mM; Na>EDTA 10 mM; Triton
X-100 0,1%; KsFe(CN)s 5 mM; KsFe(CM)g.3H20 5 mM e X-GLUC 1 mM) a 37°C
durante 24 horas. Adicionou-se 20% de metanol ao tampao X-GLUC para inibir
a degradagio endogena de X-GLUC nos tecidos analisados (Li et al.,1993).
Apods a revelagdo os tecidos foram conservados em glicerol 50% a 4°C. O
numero de pontos azuis visualizados nos tecidos decorrentes da atividade de
GUS esta diretamente correlacionado com as células que receberam uma ou
mais microparticulas e que expressaram a atividade da enzima (Morrish e
Fromm, 1992).

As contagens ‘dos pontos azuis foram realizadas com auxilio de um
estereoscopio. Cada construgdo foi disparada sobre uma placa de Petr
contendo nove sementes preparadas conforme descrito anteriormente e para
cada constru¢do 1 repeticdo foi realizada. A soma dos resuitados das nove
sementes de cada placa foi considerada um resultado. O desvio padréo (o) da

amostra foi calculado atraves da férmula:

. =\/n2x2 - %)’

n(n—1)

onde:
n = numero de repeticdes

x =valor de cada repeti¢do
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O intervalo de confianga foi calculado, com nivel de significancia 0,05

(nivel de confianca = 95%), através da férmula:

X +1,96(—)

Jn

onde:
x = média das repeticGes

c =desvio padrdo da amostra
n = numero de repetigdes

Experimentos de retardamento em gel

Preparagao das sondas

O clone pP/H C foi digerido com a enzima Tagq |, gerando fragmentos
de 104 pb , 462 pb e 593 pb. O maior fragmento (593 pb) foi isolado, inserido

em KS" e clonado em DH5¢. , recebendo o nome de pyHT (Figura 11).

A digestao do inserto do clone pyHT com a enzima Alu | gera
fragmentos de 42 pb, 226 pb e 319 pb. Os dois maiores fragmentos foram
isolados, inseridos em KS* e clonados em DH5a, recebendo os nomes de

pYHT Alu 1 226 e pyHT Alu | 319, respectivamente (Figura 11).

Os fragmentos 319 e 226 empregados nos experimentos de
retardamento em gel foram isolados através da excisdo do inserto dos
respectivos clones e purificados em gel de agarose. Os subfragmentos oriundos
destes fragmentos foram isolados em gel de agarose a partir da digestdo do

inserto purificado.

Apds a purificagdo os fragmentos foram marcados através do
preenchimento das extremidades 3' com nucleotideos radioativos ([o-P*?]

dNTPs), catalisada pelo fragmento Klenow da DNA-polimerase | e purificados
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pelo método crush & soak (Sambrook ef al,1989). As sondas purificadas

apresentavam atividade especifica de cerca de 12.000 cpm.ng’.

Experimentos de retardamento

Um volume contendo aproximadamente 5 ug de proteina de extrato
nuclear de sementes de Coix no estagio 2 foi adicionado ao tampao de reacao
(Tris-HCI {pH 7.,5) 10 mM, glicerol 10% (v/v), NaCl 60 mM, 0,05 % NP-40 (v/v),
0,5 mM DTT). Nos experimentos que empregavam as sondas 319, 226, 177 e
142, 2 ng de poli-didC foram adicionados ao tamp3ao. Naqueles com as sondas
menores (75, 63 e 22), apenas 400 ng de poli-dldC foram adicionados. Nas
reagbes de competicdo, o competidor, no excesso molar indicado, foi

adicionado juntamente com o poli-didC ao tampéo de reagéo.

As reagbes foram pre-incubadas por 5 minutos a 25°C. Cerca de 5 ng
de sonda recentemente marcada foram adicionados e a reag&o incubada por
mais 20 minutos. As reagbes foram corridas em gel ndo desnaturante 5%
poliacrilamida/bis-acrilamida (75:1) em tampio TBE 0,5X (Sambrook et
al.,19889), contendo 5% glicerol, a 4°C durante 2 horas a 35 V/cm,

Apos a corrida o gel foi transferido para papel-filtro, seco e auto-

radiografado.

Métodos computacionais

Todos os programas utilizados foram executados em
microcomputadores tipo IBM PC (386 SX, 486 DX2 ou Pentium®).

A edigado das seqiiéncias, a montagem da seqiéncia completa do
clone gendmico de y-coixina e a tradugédo da regido codante deste gene foi
realizada com auxilio dos programas DNASIS v 6.0 (Hitachi) e Gene Runner
v3.0 (Hasting Software, Inc.).

A analise de sitios semefthantes aos ja descritos para fatores de
transcricdo foi feito com o auxilio do programa Matilnspector (Quandt et

al,1993). Alem do banco de dados de matrizes que acompanha o programa,
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foram construidas novas matrizes com auxilio do programa Matind (Quandt ef
al ,1995) para o elemento TATA, sinal cap e elemento CCAAT a partir dos
dados compilados por Bucher {1990), e para o elemento CATC empregando-se
os dados de Forde ef al. (1985).

O alinhamento das seqiiéncias de DNA dos promotores y-prolaminas
foi realizada com auxilio dos programas Clustal V (Higgins e Sharp, 1989) e
ESEE v 1.09g (Cabot e Beckenbach, 19809).

Importante notar que a integragcéo das informagbes provenientes de
cada um dos programas para a confec¢do final dos resultados foi feita de
maneira manual, ie., os resultados apresentados aqui ndo sao reprodutiveis
pela simples repeticdo dos parametros utilizados em um Unico programa, mas
pela interpretacao dos resultados obtidos em cada um e subseqiente alteragao

dos dados e pardmetros empregados nos demais.
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Resultados

Sele¢do do clone genémico

Os clones foram isolados através de trés selecbes sucessivas. Na
primeira, 700.000 placas de lise foram transferidas para membranas de nailon
(Hybond-N, Amershan) e hibridadas com a sonda pBCX22.5, resultando no

isolamento de cinco possiveis clones positivos. Destes, apenas um, o 123.1, foi

confirmado nas duas hibridagdes seguintes.

Segiienciamento
Subclonagem

Devido ao seu tamanho (aproximadamente 22,7 kb), o clone 123.1 foi
digerido com uma série de enzimas de restrigdo, como pode ser observado na
Figura 5A, para obtengdo de fragmentos menores (aproximadamente 2 kb)

contendo o gene da y-coixina.

O Southern blot do gel (Figura 5B) revelou a existéncia de dois
fragmentos de tamanho apropriado para a continuidade dos trabalhos: o
fragmento Eco RI/Hind Iil C, de aproximadamente 3.000pb e o fragmento
Sal I/Hind 1l B, de cerca de 2.000 pb. Iniciou-se o trabalho de segilenciamento
com o fragmento Eco RI/Hind Il C, uma vez que seu maior tamanho aumentava
a probabilidade do fragmento conter a regido a montante da parte estrutural do

gene, normalmente envolvida no controle de transcrigéo.

O clone pE/H yCX23.1

O fragmento Eco RI/Hind ill C foi isolado em gel e subcionado no
plasmideo pBluescript KS" dando origem ao clone pE/H yCX23.1 (Figura 7).
Para obter-se seqiéncias do interior do clone, o mesmo foi digerido com uma
série de enzimas de restricdo, mostradas na Figura 6A, para as quais o
pBluescript KS™ possui um Gnico sitio de clivagem, localizado na regido de

policlonagem.
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Figura 5: Andlise de restrigdo do clone gendmico A23.1.

A) O clone gendmico 2.23.1 foi digerido com as enzimas de restricio indicadas na figura. As digestdes
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%. Estdo indicadas as bandas produzidas pelas duplas
digestdes com as enzimas Eco RI/Hind I1I e Sal /Hind I1l. B) Apés a eletroforese, o gel foi fotografado e
procedeu-se a transferéncia alcalina para uma membrana de nailon, com posterior hibridagéio com a sonda
pBCX22.5 (Southern Blot). As bandas indicadas na Figura A que hibridaram com a sonda estdo
identificadas.
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O Southern blot dos fragmentos gerados (Figura 6B) revelou a
existéncia de um sitio de Pstl, ja descritoc no clone de cDNA, na regido
codificadora do gene. Este Southern blot mostrou ainda que a digestao do clone
pE/H yCX23.1 com a enzima de restrigdo Sal | ou com as enzimas de restricao
Eco RV e Hind lll simultaneamente gerava fragmentos menores que 2.000 pb

que possivelmente incluiam todo o gene da y-coixina.

Alguns dos fragmentos listados na Tabela lll foram seqlenciados e

foi possivel iniciar o esbogo do mapa de restrigdo do clone pE/H yCX23.1.

Enzimas Fragmentos Nomes dos clones
clonados
Pst {/Hind 11l B,CeD pP/H B (ou C ou D)
Eco R V/Hind Il BeC pEV/H B (ou C)
Sal | AeB pSA (ou B)

Tabela llll: Fragmentos provenientes do clone pE/H yCX23.1 clonados em
pBluescript KS+.

Os fragmentos obtides com a digestdo do clone pE/H yCX23.1 com
as enzimas indicadas foram designados conforme seu tamanho
relativo, o maior sendo o A, 0 seguinte o B e assim por diante.
Compare com a Figura 6.

Devido a sua extensdo, o clone pP/HC ndo foi completamente
sequenciado. Nao foi possivel encontrar, no seglienciamento parcial do clone
pP/H C, sitios de restrigho que pudessem ser empregados na obtengdo de
subclones. Entretanto, o esbogo do mapa de restricdo do clone pE/H yCX23.1
indicava que o subclone pP/H C apresentava justamente as sequéncias a

montante da regiao estrutural do gene da y-coixina.

Desta forma procedeu-se a delegéo unidirecional com exonuclease ||
do subclone pP/H C para gerar fragmentos menores que pudessem ser usados

na obtengéo de sua seqiéncia completa.
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Figura 6: Andlise de restricdo do clone pE/H yCX23.1.

A) O clone pE/H yCX23.1 foi digerido com as enzimas de restricdo indicadas na figura. As
reacSes de digestdo foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%. Estdo indicadas
as bandas produzidas pelas digestées com as enzimas Pst I/Hind Ill, Sal | e Eco RV/Hind lll. B)
Apods a eletroforese, o gel foi fotografado e procedeu-se a transferéncia alcalina para uma
membrana de nailon, com posterior hibridagdo com a sonda pBCX22.5 (Southern Blot). Estao
identificadas as bandas indicadas na Figura A que hibridaram com a sonda.
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A estratégia empregada no sequienciamento do clone pE/H yCX23.1,
assim como sua posigéo dentro do clone gendmico A23.1, esta esquematizada
na Figura7. Nesta mesma figura, os subfragmentos empregados no
seqilenciamento tém definidas suas posicdes no clone pE/HyCX23.1. A

TabelalV mostra a descricdo de todos os clones empregados no

seqlienciamento.
Clone Extremidades | Tamanho (pb) Origem
pE/H yCX23.1 | EcoRI e Hindlll ~3000 sub-fragmento do A23.1
pEV/H C EcoRV 722 sub-fragmento do pE/H yCX23.1
pP/H C Pstl e Hindlll 1161 sub-fragmento do pE/H yCX23.1
pP/H D Pstl 403 sub-fragmento do pE/H yCX23.1
pS A Sal | e EcoRI ~1200 sub-fragmento do pE/H yCX23.1
pS B Sal | e Hindlll 1835 sub-fragmento do pE/H yCX23.1
Del3(1) Kpnl e Pstl 427 delegdo unidirecional do pP/H C
Del3(10) Kpnl e Pstl 844 delecao unidirecional do pP/H C
Del3(12) Kpnl e Pstl 1032 delecdo unidirecional do pP/H C
Del6(10) Kpnl e Pstl 569 delecdo unidirecional do pP/H C

Tabela IV: Fragmentos utilizados no seqiienciamento.

Todos os fragmentos se encontram clonados em pBluescript KS*. A
coluna “Extremidades” indica a extremidade dos insertos nestes
clones e a coluna “Tamanho” indica o tamanho apenas do inserto.
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Clone A23.1
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Figura 7: Mapa de restricao do clone 123.1 e estratégia de
seqlienciamento do clone pE/H yCX23.1.

Esta figura mostra a posi¢do do fragmento do clone A23.1 que originou o inserto do clone
pE/H yCX23.1 (fragmento Eco RI/Hind Ill C, na Figura §). Em ambos os casos apenas 0s
insertos estdo esquematizados, os vetores ndo. O clone 123.1 esta clonado em Adash e o
pE/H yCX23.1 em pBluescript KS*. Os nimeros sob os nomes das enzimas de restricdo
indicam a distancia, em pb, relativa ao ATG inicial. O retangulo azul identificado por “y-coixina”
no esquema do clone pE/H yCX23.1 indica a regido estrutural do gene. A seta cinza indica o
sentido da transcrigdo. As linhas sob o esquema do clone pE/H yCX23.1 indicam as posigoes
dos subfragmentos (Tabela lll) empregados no seqtenciamento.
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Seqliéncia

Foram seqiienciados 2.225 pb contiguos do gene da y-coixina no
clone pE/H yCX23.1 contendo uma fase de leitura de 600 pb precedida por
705 pb e seguida por 905 pb (Figura 8).

O motivo TGTAAAG (conhecido como endosperm box, prolamin box
ou elemento -300), encontrado na maioria genes de prolaminas até hoje
descritos (Ueda et al.,1994), ndo estd presente no gene da y-coixina. O
posterior alinhamento das segléncias de y-prolaminas revelou, na regiao
ocupada pelo prolamin box nas demais y-prolaminas, uma seqiiéncia similar ao
elemento -300 no promotor da y-coixina. Na sequéncia encontrada em Coix, a

primeira timidina encontra-se substituida por uma citosina (CGTAAAG).

Na seqiléncia a jusante da regiao estrutural do gene de y-coixina foi
encontrado um possivel sinal de poliadenilagdo (AATGAA), localizado a 761 pb
do ATG inicial, a 161 pb do cédon de terminagéo da regiao estrutural do gene e

a 23 pb do provavel! sitio de poliadenilagao.
Comparacdo com seqiiéncias ja descritas
Regido codificadora

A seqiéncia obtida para a regido codificadora € idéntica a descrita
para o cDNA (Leite et al,1991) e caracteriza-se, assim como todas as

prolaminas, pela auséncia de introns.

Regido promotora

Foram seqgiienciados 705 pares de base da regido a montante da
regido estrutural do gene de y-coixina. O alinhamento com sequéncias ja
descritas de genes de y-prolaminas de milho (clone Zc1 (Reina et a/,1990a) e
Zc2 (Reina et al,1990b)) e sorgo (clone 10S (Freitas et al.,1994)) revelou a
existéncia de regides conservadas em posicdo e orientagdc nas quatro

seqliéncias utilizadas nas analises.
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O alinhamento final da regiao a montante dos genes de y-prolamina
foi precedido pela procura de sitios conhecidos de fatores de transcrigdo em
cada uma das seqiéncias. A identificagdo de um sitio conservado em posigéo,
orientagdo e seqgiiéncia nos quatro promotores analisados sugeriria a
importancia da regido contendo tal sitio no controle dos genes de y-prolaminas.
Este controle poderia mesmo ocorrer atraves de mecanismos semelhantes aos
descritos para os fatores que originalmente foram empregados na descrigéo dos
sitios.

Analise computacional

Para que a analise fosse bastante completa, construiu-se, com
auxilio do programa Mat/nd (Quandt et al.,1995), uma biblioteca de matrizes de
sitio de fatores de transcricdo a partir dos dados compilados por Bucher (1990)
e dos dados propostos por Forde ef al. (1985). De posse desta biblioteca,
utilizou-se o programa Matinspector (Quandt et al.,1995) e suas bibliotecas

padrao de fatores de transcrigdo para realizar a inspegao das seqiiéncias.

Empregando-se 0,8 como valor minimo tanto para a similaridade de
matriz, quanto para a similaridade de ndcleo, foram identificadas, nos 705 pb a
montante do gene de y-coixina, 504 fragmentos de seqUéncias que
apresentavam semelhanga com sequéncias alvo ja descritas para fatores de
transcrigdo. Um namero de fragmentos préximo a esse foi encontrado também

nos 800 pb investigados dos genes de y-prolamina de milho e sorgo.

Comparacao de resultados

A andlise do resultado obtido para cada um dos genes de y-prolamina
mostrou que entre os 504 fragmentos encontrados no gene de y-coixina, 459,
provenientes das descricbes de 84 matrizes distintas, estavam representados
simultaneamente nas seqliéncias de y-kafirina e y-zeinas (Figura 9B, barras em
azul). Entre estes 459 fragmentos, apenas 32 mantinham conservadas posigao

(i.e., permitiam a sobreposicdo de suas regies sem prejudicar o alinhamento
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das quatro seqiéncias) e orientagdo entre as quatro seqiéncias (Figura 9B,

barras em vermelho, Figura 9A e Tabela V).

Foi observada a ocorréncia, entre estes 32 fragmentos, de regiées de
sobreposigcdo, i.e., numa dada regido varias matrizes distintas compartithavam
os mesmos nucleotideos. Neste caso, toda a regido delimitada pelas matrizes
sobrepostas foi considerada como um bloco uUnico a ser analisado, restando
assim 13 regides distintas conservadas (Tabela V). Observando o Grupo 8
(Tabela V), por exemplo, dizemos que as matrizes V$SHFH2_01, VENF1_Q8,
ccaat e ISHAIRY _01 formam um Gnico grupo porque os sitios descritos por suas

matrizes encontram-se sobrepostos no promotor das y-prolaminas.

Possiveis sitios encontrados
TATA

Das 13 regides descritas, apenas uma, bastante semelhante ao
elemento TATA, obteve resultados de similaridade de matriz maiores que 0,85
em todas as seqiéncias analisadas (Figura 9A e Tabela V). Este possivel
elemento TATA estd representado em Coix pela sequéncia
CTATAAATAACCCTA, localizada 105 pb a montante do ATG inicial. Sua
posigdo varia apenas 9 pb entre as seqléncias analisadas. A conservagio de
posicdo entre os varios clones de y-prolaminas analisados, o alto valor obtido na
comparagdo com a matriz que descreve o elemento TATA e o fato de haver
duas sequiéncias consenso do sinal cap (Bucher, 1990), uma 35pb e a outra e
24 pb a jusante de sua posigdo, indicam que o sitio analisado possivelmente

representa um elemento TATA funcional.
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Figura 9: Andlise da Regido Promotora dos Genes de y-Prolaminas.

A) Valores de similaridade de matriz das 13 regides que apresentam similaridade com seqiiéncias alvo ja
descritas para fatores de transcrigdo e os 32 resultados que a compdem (Tabela V). Os quadros verdes na
abscissa agrupam as varias matrizes que formam algumas regides. A barra vermelha representa a média dos
valores encontrados nos promotores de y-prolaminas para a matriz indicada na abscissa. A barra azul indica
o valor mais baixo empregado no calculo da média. B) Os valores de similaridade de matriz de todos os
459 fragmentos encontrados em Coix semelhantes a seqiiéncias alvo ja descritas para fatores de transcrigdo
estdo representados em azul, em fungdo da posigdo da extremidade 5° do elemento no promotor. Em
vermelho, os valores médios encontrados para as 32 matrizes conservadas em posigdo e orientagdo nos
promotores de y-prolaminas na posigdo em que sdo encontradas no promotor de Coix. As linhas pontilhadas
relacionam as 32 matrizes conservadas em posi¢do e orientagdo nos promotores de y-prolaminas em ambos
os graficos. Note que algumas vezes duas matrizes foram descritas na mesma posi¢do e, neste caso, a de
maior valor é a que se observa no grafico B.

B r-cobana
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média menor fator
grupo| rel. matriz pos. | valor | o | valor {origem nome origem referéncia
4 |as| V$HSF1_01 |_g72|0.858 [ocat| 0.813 | zeina2s HSF1 vertebrados | (Kroeger e Morimolo, 1994)
as usf ¢ 665 | 0.887 [0022| 0.855 | coixina USF vertebrados |  (Quandt at al,1985)
2 a V$CMYB_01 -545 0.872 | 0011 ]| 0.858 | zeina28 c-Myb vertebrados wm?&‘;g;’l ;'993%
3 a VSUSF_Q6 | -477 | 0.897 |0037| 0.859 | kafirina USF vertebrados (Quandt et al,1995)
4 s | VSHNF3B_01 | .463 | 0.834 |00 | 0.808 | kafrina | HNF-3beta | vertebrados (Quandt et al,1995)
5 a I$HB_01 424 | 0.883 | 0036 | 0.822 | zefna 16 Hb Drosaphil (Stanojevic et al,1989)
a | ISBRCZ1_01 | -424 | 0.851 008 | 0.826 | zeinats | BR-CZ1 Drosophila |  (von Kaim et al, 1594)
a | ISBRCZ3 01 | -421|0.844 |0027| 0820 | zeinat6 | BR-CZ3 Drosophila | (von Kalmet al,1884)
a I$SN_02 -420 | 0.873 |0037| 0.824 | coixina Sn Drosophila (Kasai ot al,1982)
6 a | VSCREB_01 | _-378 | 0.884 [0054]| 0.815 | comina CREB vertebrados | (Benbrook e Jones, 1994)
7 a | I$SBRCZ1_01 | -303 | 0.821 |o012| 0.803 | coixina BR-CZ1 Drosophila | (von Kalm ef a1, 1994)
8 ! V$HFH2_01 | 278 | 0.836 | 0002 | 0.834 | zeinats HFH-2 vertebrados | (Overdier etal,1994)
! VSNF1_Q6 | .274 | 0.834 |ocotc| 0.825 | zeina28 NF-1 vertebrados |  (Quandt et al, 1885)
! ccaat -267 | 0.831 [0015| 0.804 | zeina it eucariolos (Bucher, 1990)
! ISHAIRY_01 | 265 | 0.849 [0004 ] 0.844 | zeina28 Hairy Drosophila | (van Doren et al,1994)
9 ! FSGCN4 -198 | 0.960 |ovs0 | 0.856 | zeina2e GCN4 leveduras (Oliphant ef al,,1983)
I | PSATHB1_01 | -1g7 | 0.865 |0043| 0.824 | coixina Athb-1 Arabidopsis (Sessa et al,1993)
! VSNFE2_01 |-195 | 0.889 |o0.034| 0.832 | zeina2s NF-E2 vertebrados | (Andrews ef al,1993)
I | VSAP1FJ_Q2 | -194 | 0.918 [co015| 0.890 | zeina28 AP-1, vertebrados | (Quandtetal,1995)
c-Jun/c-Fos
! V$AP1_Q4 | 194 | 0.915 |co08 | 0.866 | zeina28 AP-1 vertebrados |  (Quandt et al, 1995)
! VSAP1_Q2 |.194 | 0.898 (0017 | 0.869 | zeina28 AP-1 vertebrados (Quandt et al, 1995)
! api_c -193 | 0.945 | 0081 | 0,805 | zeina28 AP-1 eucariotos (Quandt et af.,1985)
! gen_c -192 | 0.930 | 0006 | 0.921 | zeinaz28 GCN4 micsiiolza (Quandt et al, 1995)
10 ! cebp ¢ -183 | 0.897 |ome| 0.870 | kefina | C/EBPbeta | eucariotos (Quandt et al, 1995)
I | VSCEBPB_01 | .182 | 0.937 |0026 | 0.892 | kefiina | C/EBPbeta | vertebrados (Axira et al, 1980)
| | VSCEBPB_02 | .182 | 0.923 |0032| 0.867 | kafirina | C/[EBPbeta | vertebrados |(Johnson e Williams, 1894)
! VENF1_Q6 | -180 | 0.950 [0o040| 0.880 | kafirina NF-1 vertebrados (Quandt et al, 1995)
1 ! V$HNF1_01 | _108 | 0.830 |vo14| 0.822 | coixina HNF-1 vertebrados | (Tronche e Yaniv, 1992)
! tata_c -106 | 0.832 |oooo | 0.832 | coixina TBP relrovirus (Quandt ef al, 1995)
! tata -105 | 0.955 | 0001 | 0.953 | coixina TBP eucariotos (Bucher, 1990)
12 | @ VENFY_QB6 69 | 0.825 [000s| 0.818 | zeinats NF-Y vetiabrndos. (Quandt ef al, 1895)
13 s | VSTH1E47_01| -28 | 0.860 | 0007 | 0.852 | kafirina | TH1/E47 | vertebrados | (Hollenberg etal 1995)

sinal | indica que as regifes descritas estdo conservadas em segiéncia, posigdo e orientagao;

conhecidos.
A coluna grupo mostra as 13 regibes de sobreposicdo encontradas para os 32 fragmentos. Os nomes na coluna Matriz
se referem ao nome que as matrizes empregadas recebem no programa Matinspector (Quandt et al,,1995), ou o nome
dado para as matrizes descritas em Bucher (1990). A coluna rel. Indica a relevancia das seqiéncias encontradas: o

Tabela V: Regides de alta similaridade com seqiiéncias alvo de fatores de transcricao

s” significa que as

seqiéncias encontradas nos quatro promotores so discrepantes; a’ significa que o alinhamento da regido descrita nos
quatro promotores iria prejudicar o alinhamento como um todo; a's’ indica que as seqléncias, além de discrepantes, se
alinhadas, prejudicariam o restante do alinhamento. A posigdo (pos.) se refere a distincia em pares de base entre a
base mais a montante da seqiiéncia descita pela matriz e o ATG inicial no promotor da y-coixina. Média mostra o valor
da média aritimética do valor encontrado para a matriz em posigdes equivalentes nos quatro promotores analisados, e o
o desvio padrio para esta média. A coluna menor mostra 0 menor valor empregado no cdlculo da média e de qual
promotor ele provém (origem). Fator mostra o nome do(s) fator(es) empregado(s) na determinacéo das matrizes e em
que grupos de organismos tal fator ja foi descrito (origem).
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CCAAT

Dos trés elementos conhecidos como CCAAT (Bucher, 1990)
encontrados na regido a montante do gene de y-coixina, apenas um,
representado pela seqiéncia ATGAGCCACGCA, encontra-se conservado em
todos os clones analisados (Figura 9A e Tabela V). Este possivel elemento
CCAAT localiza-se 267 pb a montante do ATG inicial, o que, neste gene,
significa 188 ou 199 pb a montante dos provaveis inicios de transcri¢gdo (sinal

cap descrito no paragrafo anterior).

GCN4 e C/EBP

Duas outras regides conservadas nos promotores estudados
apresentam alta similaridade com seqiiéncias alvo de fatores de transcrigéo ja
descritos. A 192 pb a montante do ATG inicial do gene de y-coixina, encontra-se
um sitio muito semethante ao descrito para GCN4, um fator de transcricido de
leveduras (Hinnebusch, 1984; Oliphant et al,1989). Em Coix o sitio esta
representado por TGAGTCATAA.

Logo adiante, a 180 pb a montante do ATG inicial, observa-se uma
regido com seqiéncias (ATTTGGCAAGAAACCGTG) bastante similar as
descritas para o C/EBP, um fator de transcricdo especifico de figado de ratos
(Johnson et al.,1987).

Demais sitios

Entre as nove regides restantes, sete ocupam posi¢cdes cuja
justaposicao acabaria por impossibilitar o alinhamento de varias outras regides
ou obrigaria a insergdo de extensas lacunas em trés das quatro seqiéncias
empregadas no alinhamento (Tabela V, matrizes identificadas pela letra a” na
coluna rel.), enquanto quatro ndo mantém similaridade de seqiiéncia entre os
diversos genes (Tahela V, matrizes identificadas pela letra 8" na coluna rel.).
Estas regides de seqiéncias divergentes sdo descritas pelo programa
Matinspector como um mesmo sitio devido a variagdo na seqiiéncia consenso

gue pode ser observada em alguns fatores de transcrigéo.
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O alinhamento final dos promotores de y-prolaminas pode ser
observado na Figura 10. Nela os sitios conservados que apresentam
semelhanc¢a com sitios ja descritos de fatores de transcrigdo s&o identificados
pelo nome destes fatores, sem que isso signifique envolvimento de tais fatores
com a transcricdo destes genes. Sao indicadas ainda na Figura 10 a regido
onde se encontra o elemento -300 (prolamin box) e duas regides bastante
conservadas, identificadas por Palind e Desconhecido, para as quais nao foi
possivel encontrar similaridade com sitios ja descritos de fatores de transcrigéo.
A regiao identificada por Palind destaca-se por ser palindrdmica e, ainda que
distante do sitio de inicio de transcrigdo (cerca de 500 pb), estar absolutamente
conservada em todas as seqliéncias. A posicdo das regies conservadas

encontra-se descrita também na Figura 10.

Experimentos de expressao transitéria

Para investigar a atividade do promotor de y-coixina, a superficie do
endosperma imaturo de sementes de milho foi bombardeada com construgGes

contendo o gene gus sob controle do promotor de y-coixina.

A opgéo por sementes de milho, e ndo de Coix, deve-se ao fato de a
polinizagdo em milho poder ser controlada - condi¢do necessaria para a
obtencdo de grupos de sementes com estagio determinado de
desenvolvimento. Experimentos anteriores demonstram a conservagao entre
Coix, sorgo e milho, dos fatores que controlam a tecido-especificidade das
y-prolaminas. Demonstraram também que a variagdo nos niveis de resposta a

y-kafirina € mantida nas trés espécies (Freitas et al., 1994).

De posse dos resultados do alinhamento do promotor do gene da
y-coixina com promotores de y-prolamina (Figura 10) as seis construgGes
ilustradas na Figura 11 foram empregadas em experimentos de

bombardeamento com microparticulas.
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Figura 10: Alinhamento dos promotores de y-prolamina.

Esta figura mostra o alinhamento final obtido para as regides a montante da fase de leitura dos genes de
y-prolamina. ze28 indica a sequiéncia da zeina de 28 kDa, kafi, a seqiiéncia da y-kafirina e zel6 a da zeina de
16 kDa. A seqiiéncia da y-coixina esta representada na ultima das quatro linhas. Os nimeros a esquerda da
seqiiéncia representam a distancia, em pb, do primeiro caracter desta linha em relagdo ao ATG inicial.
Nucleotideos conservados nas quatro seqiiéncias estdo representados em negrito e indicados por um
asterisco (*). As setas assinalam a posigio de corte das enzimas de restrigio indicadas. Os nomes sobre as
seqiiéncias indicam motivos conservados (destacados em fundo amarelo) descritos em Resultados.
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Os niveis de expressdo obtidos com cada uma das construgdes
encontram-se descritos na Figura 12. Com os limites determinados por
intervalos de confianga, foi possivel distinguir quatro grupos distintos de nivel de
expressdo. Os intervalos de confianga de duas construgdes, a 3.10 e a gc2,
apresentam uma grande amplitude, englobando os trés dltimos grupos de nivel

de expressao.

Experimentos de retardamento em gel.

A interacdo de proteinas nucleares com regiées determinadas da
regido promotora do gene da y-coixina foi estudada através de experimentos de
retardamento em gel empregando os fragmentos esquematizados na Figura 11.
Nesta mesma figura encontram-se sumariados os resultados de cada um

destes fragmentos.
Regido do fragmento 226

226

Conforme se observa na Figura 13, o fragmento 226 forma cinco
bandas de retardamento’ao ser incubado com extrato de proteinas nucleares. A
banda E resiste as competi¢des mais fortes, o que sugere que ela seja formada
pela interagdc da sonda com proteinas abundantes no extrato nuclear. As
bandas A, B, C e D nao resistem a competicdo especifica, mas resistem a

inespecifica, indicando especificidade na ligacdo proteina-DNA.
151
A divisdo do fragmento 226 com a enzima Hinf | gera os fragmentos

151 e 75 (Figura 11). Nao é possivel obter um retardamento especifico com o

fragmento 151.
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N 319 .
B Fragmentos retardados de maneira especifica. '?et_iiaamfnlo
em e

B Fragmentos sem retardamento especifico.
Especificidade do retardamento nao determinada.

Figura 11: Fragmentos do promotor de y-coixina empregados nos
experimentos de expressao transitéria e retardamento em gel.

Os numeros proximos as enzimas de restrigdo indicam a posigdo de corte das enzimas em relagdo ao ATG
inicial do gene de y-coixina. Os quadrados amarelos identificados nos 2 clones referem-se as regides
conservadas mostradas na Figura 10. Os fragmentos empregados nos experimentos de retardamento em gel
estdo identificados por seu tamanho em pares de base, na regido da figura identificada por Retardamento
em Gel. Os resultados destes experimentos estio indicados pelas cores dos nomes dos fragmentos,
conforme legenda na figura. A origem dos fragmentos do clone pPH/C utilizados nos experimentos de
expressdo transitoria esta marcada pelas setas identificadas por Expressdo Transitéria.
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75

O fragmento 75, como se pode ver na Figura 14, forma trés bandas
de retardamento ao ser incubado com o extrato de proteinas nucleares. A
banda C’ resiste & competicdo especifica, de onde se infere que pode ser
produzida por proteinas abundantes no extrato nuclear. As bandas A’ e B’, por
sua vez, resistem a competicdo inespecifica, mas ndo a especifica o que indica
a especificidade da ligagdo entre as proteinas que as causam e o fragmento 75.
As posicdes e resisténcia as competigdes das bandas A’ e C’ do fragmento 75
no gel sugerem uma relacdo com as bandas A e E do fragmento 226. Ainda, a
posicao da banda B’ do fragmento 75 poderia ter relagdo com uma das bandas
na posigao ocupada pelas B, C e D do fragmento 226.

53 e 22

A divisdo do fragmento 75 com a enzima de restricdo Sau3A | gera
os fragmentos 53 e 22 (Figura 11). Nenhum dos dois apresenta retardamentos

resistentes as competicdes inespecificas.

Regiao do fragmento 319
319

Na Figura 15 € possivel verificar que o retardamento do fragmento
319 apresenta uma definicao inferior aos descritos anteriormente. Este fato
deve-se, provavelmente, ao seu tamanho, considerado excessivo para este tipo
de experimento. Mesmo assim, é possivel distinguir quatro regies de
retardamento quando se observa diversos géis com tempos de exposicio
diferentes. Destas quatro regides, A, B e C apresentam resisténcia as
competicbes num padrdoc que pode ser considerado como resultante de

interagbes especificas entre proteinas nucleares e o fragmento.
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Figura 12: Resultados dos experimentos de expresséo transitéria.

A altura das barras vermelhas representa a média obtida para cada uma das construgdes e seu valor esta
indicado logo acima da barra. As linhas pretas acima e abaixo do topo das barras vermelhas indicam o
intervalo de confianga para as médias. As letras sobre as barras indicam a sobreposi¢do dos intervalos de
confianga. Construgdes cujos intervalos de confianga s¢ sobrepdem sdo identificadas pela mesma letra. A
atividade ¢ expressa em niumero de pontos azuis, conforme explicado em Materiais e Métodos. Os esquemas
abaixo do gréfico ilustram a seqiiéncia do promotor de y-coixina que dirige a expressio do gene gus em
cada uma das construgdes. O mimero a esquerda de cada um dos esquemas indica a posigdo de sua
extremidade 5 relativa a0 ATG inicial.
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177

A digestao do fragmento 319 com a enzima de restricdo Sau3A | gera
os fragmentos 177 e 142. O fragmento 177, como pode ser visto na Figura 15
apresenta 3 bandas de retardamento. A banda A, extremamente fraca e muito
pouco definida, s6 & perceptivel com tempos de exposigao maiores do que o da
foto mostrada. A banda B apresenta alguma resisténcia a competicéo especifica

e a banda C parece nao resistir bem a inespecifica.

142

O fragmento 142 (Figura 16) apresenta quatro bandas retardadas.
As duas primeiras, A e B, sb podem ser distinguidas, uma da outra, em
condigbes especiais de exposigdo. Apenas a banda C resiste levemente a
competicdo especifica. As demais parecem ser resultantes de interacdes

especificas entre as proteinas nucleares e o fragmento 142.

Demais fragmentos

Nao foi possivel determinar a especificidade das interagbes nos
subfragmentos oriundos dos fragmentos 177 e 142 (Figura 11). Os resultados

obtidos em repeticdes dos experimentos sdo inconsistentes.
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Figura 13: Experimento de Retardamento em Gel do fragmento 226.

O esquema abaixo da foto mostra a localizagdo do fragmento 226 na regidio a montante do gene de
y-coixina. Os nimeros ao lado dos nomes das enzimas de restrigdo indicam a posi¢do do corte relativa ao
ATG inicial. O sinal de mais (+) indica a presen¢a de proteina na reagfio de ligagdo. O zero (0) indica a
auséncia do reagente. Os nimeros 1X, 10X e 100X descrevem o excesso molar do reagente. Os tridngulos
azuis identificam grupos de reagdes com quantidades crescentes do reagente indicado. As letras identificam
os complexos DNA-proteina.
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Figura 14: Experimento de Retardamento em Gel dos Fragmentos 226 e 75
Simultaneamente.

O esquema abaixo da foto mostra a localizagdo dos fragmento 226 e 75 na regifio a montante do gene de
y-coixina. Os nimeros proximos as enzimas de restri¢do indicam a posi¢do de corte das enzimas em relagéo
ao ATG inicial do gene de y-coixina. O sinal de mais (+) indica a presenga de proteina na reagdo de ligagdo.
O zero (0) indica a auséncia do reagente. Esp. indica a presenga de competidor especifico na reagio e Inesp.
a de inespecifico (em ambos os casos com excesso molar de 30X). As letras identificam os complexos
DNA-proteina.
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Figura 15: Experimento de Retardamento em Gel do fragmento 319.

O esquema abaixo da foto mostra a localizagdo do fragmento 319 na regiio a montante do gene de
y-coixina. Os nimeros proximos as enzimas de restrigdo indicam a posi¢do de corte das enzimas em relagio
ao ATG inicial do gene de y-coixina. O sinal de mais (+) indica a presenga de proteina na reagdo de ligagdo.
O zero (0) indica a auséncia do reagente. Os nimeros 1X, 10X e 100X descrevem o excesso molar do
reagente. Os trifingulos azuis identificam grupos de reagdes com quantidades crescentes do reagente
indicado. As letras identificam os complexos DNA-proteina.
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Figura 16: Experimento de Retardamento em Gel dos fragmentos 177 e 142.

O esquema abaixo da foto mostra a localizagéo dos fragmento 177 e 142 na regido a montante do gene de
y-coixina. Os niimeros proximos as enzimas de restri¢do indicam a posi¢io de corte das enzimas em relagio
ao ATG inicial do gene de y-coixina. O sinal de mais (+) indica a presenga de proteina na reagdo de ligagdo.
O zero (0) indica a auséncia do reagente. Esp. indica a presenga de competidor especifico na reagdo e Inesp.
a de inespecifico (em ambos 0s casos com excesso molar de 30X). As letras identificam os complexos

DNA-proteina.
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Discussao

Andlise da seqiiéncia do promotor

Estudos do promotor de um gene de Drosophila (Ludwig e Kreitman,
1995) revelaram que, entre duas espécies proximas, o grau de conservacao de
regibes envolvidas na regulagdo da expresséo deste gene & menor que o
normalmente observado para os dominios de ligagdo de fatores de transcricao
(Joly et al.,1993). Devido a presenca de sitios muitiplos de ligagao para quatro
fatores de transcricdo, os autores sugerem que a multiplicidade de sitios na
regido estudada fornece uma redundéancia funcional que permite flexibilidade na

sequéncia destes sitios e na estrutura do promotor (Ludwig e Kreitman, 1995).

A Figura 9A mostra a preseng¢a de um grande nimero de possiveis
sitios envolvidos na regulagdo da expressao do gene da y-coixina, que poderiam
corresponder as redundancias observadas no promotor de Drosophila.
Interessante tambéem perceber na Figura 9B (barras em azul) que o nimero de
possiveis sitios € maior na regido distal do promotor do que nas regides

proximas ao sitio de inicio da transcrigao.

Uma possivel explicagdo para este fato seria que o surgimento de um
sitio para um fator qualquer nas regides envolvidas na regulacdo de genes pode
gerar efeitos regulatorios indesejaveis. A presenga do sitio para um fator de
transcrigéo, ativo em varios tecidos, no promotor de um gene cuja expressao é
limitada a um determinado tecido poderia levar & expressao deste gene em
tecidos onde seu efeito fosse prejudicial ao organismo, ou eliminar a expresséo
em tecidos onde o mesmo € necessario. Nesta situagdo os organismos cujo
genoma contivesse este sitio deslocado sofreriam selegdo. O surgimento do
mesmeo sitio em uma regido nao envolvida na regulacdo de genes teria menor
probabilidade de causar alteragdes adversas ao organismo, mesmo porque tais

regides costumam ser menos acessiveis aos fatores de transcrigao.
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A identificagdo de elementos conservados nac significa que estes
elementos serdo reconhecidos pelas mesmas proteinas em todos os
promotores. Nao se pode também dizer que um determinado gene sera ativado
por um fator particular apenas baseado na preseng¢a do sitio reconhecido por
este fator no promotor. O contexto de promotor é importante, como fica claro na
caso do elemento em cis octamer , reconhecido por Oct-1 em uma série de
genes e por Oct-2 no gene da cadeia « leve da imunoglobulina onde o

reconhecimento por Oct-1 ndo ocorre (Lewin, 1994).

A despeito destas considerag¢ées, a identificacdo de possiveis sitios
regulatérios € importante para o planejamento dos experimentos. A procura de
sitios regulatorios potenciais no promotor de y-coixina foi realizada utilizando-se
o programa Matinspector descrito por Quandt ef al (1990). Por empregar
matrizes ponderadas das seqléncias consenso, este programa apresenta maior
fidelidade ao universo de informagbes ja disponiveis, quando comparado com
métodos baseados simplesmente na coincidéncia de seqliéncias. Esta busca foi
realizada também nos genes homaélogos de milho e sorgo. O cruzamento destes
resultados, aliado com o alinhamento das seqiiéncias, restringiu
consideravelmente o numero de possiveis sitios envolvidos na regulagao destes

genes, outrossim aumentando a significancia dos resultados obtidos.

Elemento TATA

Os elementos TATA dos genes da y-kafirina e das y-zeinas que
encontram-se alinhados na Figura 10 com o possivel elemento TATA do gene
da y-coixina correspondem aos motivos previamente descritos (Reina ef
al.,1990; Reina et al,1990; Freitas et al.,1994).

A conservagido das TBPs, e das seqliéncias por elas reconhecidas,
entre animais, leveduras e plantas € muito alta. Isto pode ser reflexo das
dificuldades de modificagdo do modo ancestral de reconhecimento de promotor
(Mukumoto et al,1993), e permite que conclusdes obtidas de um modelo

possam ser extrapoladas para organismos de grupos distintos.
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Partindo da sequéncia TATATATA, Mukumoto ef al. (1993) testaram
as 21 mutagdes pontuais possiveis nas primeiras sete posigdes e concluiram
que, além de seqiiéncia original, os mutantes TATATAAA e TATAAATA sao
reconhecidos eficientemente pelas TBPs humana e de Arabidopsis. Este ultimo
elemento (TATAAATA) é idéntico ao encontrado conservado nos promotores de
y-prolaminas (Figura 10) e é o que apresenta atividade transcricional mais alta
entre os analisados por Mukumoto et al. (1993). Este mesmo elemento pode ser

ainda encontrado em outros 17 promotores funcionais de plantas (Joshi, 1987).

Bucher (1990), apds analisar 502 promotores eucariotos, concluiu
que o elemento TATA localiza-se normalmente entre 20 e 36 pb a montante do
sinal cap. Dois possiveis sinais cap foram encontrados no promotor de y-coixina.

Um localizado a 24 pb do elemento TATA e o outro a 35 pb (Figura 10).

O segundo cap é idéntico ao encontrado no promotor do gene
cab ABBO de ervilha (chlorophyll a/b-binding polypeptide), no qual a
funcionalidade do sinal cap e do elemento TATA ja foi determinada {Cashmore,
1984). Mais interessante, a distancia entre o elemento TATA e o sinal cap
difere em apenas 3 pb nos genes da y-coixina e cab AB80 e as seqiiéncias dos
elemento TATA, assim como as distancias entre o cap e o ATG inicial (68 pb),

s&o tambeém idénticas nestes dois genes (Joshi, 1987).

Elemento CCAAT

O valor obtido para similaridade com a matriz do elemento CCAAT
nos promotores analisados nos resultados é baixo (Figura 9A). Métodos
tradicionais de procura de seqgiiéncias consenso (codigo IUPAC, e.g.) poderiam
nao té-lo encontrado. A necessidade de um elemento CCAAT nos promotores
eucariotos nac esta clara conforme discutido na revisao bibliografica. Se as
seqléncias nos promotores de y-prolaminas descritas nesta tese sao
funcionalmente semelhantes ao elemento CCAAT de outros promotores de
plantas depende do aprofundamento do trabalho, assim como da determinagao

de seu papel nos demais promotores onde o sitio foi descrito.
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O elemento CATC é uma seqiéncia semelhante ao elemento CCAAT
encontrado no alinhamento dos primeiros genes de prolaminas descritos. Esta
seqiéncia foi descrita em varios genes de cereais, mas ndo foi encontrada em
genes de plantas dicotiledéneas (Forde et al,1985). A época do trabalho,
entretanto, o autor dispunha de cerca de 15 seqléncias de genes de plantas
dicotiledéneas incluindo a regido promotora, € um ndmero préoximo a este de
genes de cereais, a maioria de proteinas de reserva. Hoje, as sequéncias de
mais de 10.000 genes de plantas (2.600 de cereais) contendo a regi&o

promotora encontram-se disponiveis nos bancos de dados.

Desde a descricdo do elemento CATC, poucos autores (Kreis et
al ,1986; Rodriguez-Palenzuela et al.,1988; Huang et al.,1990; Qu e Huang,
1990; Ofttoboni et al,1993; Freitas et al,1994) descreveram seqliéncias
similares em promotores de genes de plantas. Foi mesmo cogitado que o
elemento CATC seria, em cereais, 0 equivalente ao elemento CCAAT. Nenhum
destes autores, entretanto, levantou evidéncias experimentais da fungdo do
elemento CATC.

Ha cerca de dois anos, Freitas et al. (1994) descreveram um possivel
elemento CATC nos promotores da y-kafirina e das y-zeinas. Os resultados
apresentados nesta tese revelam que este elemento CATC, que Freitas ef al. ja
mostravam nao estar conservado no promotor da y-zeina de 28 kDa, nao existe
também no promotor da y-coixina. Os autores niao mencionam a existéncia de

um elemento CCAAT nestes promotores.

A analise das regides promotoras dos genes de y-prolaminas com o
programa Matinspector (Quandt et al.,1995), empregando a matriz construida
com o auxilio do programa Matind a partir dos dados empregados originalmente
na descricdo do elemento CATC (Forde ef al,1985), mostrou que esta
seqiiéncia nao pode ser encontrada conservada em posi¢do nas sequéncias

analisadas.
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Sitios de GCN4 e C/EBP

A sintese de prolaminas é modulada em funcéo da disponibilidade de
nitrogénio, tanto na forma de NH4sNO3, quanto na forma de aminoacidos. Esta
modulacdo se da ao nivel transcricional. Uma prolamina de cevada apresenta
envolvimento de motivos similares ao sitio de GCN4 na resposta ao nitrogénio
(Muller e Knudsen, 1993). A proteina GCN4 é uma bZIP de leveduras que
modula a transcrigdo de uma série de genes em fungdo dos niveis de

aminoacidos (Hinnebusch, 1984).

Seqliéncias similares ao sitio de GCN4 ja foram encontradas em 31
genes especificos de endosperma e em outros 16 genes de planta. Sua
funcionalidade como elemento cis ja foi demonstrada em, pelo menos, 4 destes
genes, onde parece estar sempre relacionado com a resposta aos niveis

nitrogénio (Lohmer et al.,1991; Baumlein et al.,1892; Muller e Knudsen, 1993).

Nos promotores dos genes das prolaminas de cevada, trigo e centeio
e nos das a-prolaminas de 22 kDa de milho motivos similares ao sitio de GCN4
sao encontrados oito nucleotideos a jusante do prolamin box. Alguns autores
sugerem o nome de endosperm box para o conjunto dos dois sitios (cerca de
25 pb) (Muller et al.,1995). Ja foi mostrado, em trigo, que fatores transatuantes
ainda nao isolados ligam-se aos dois motivos: o ESBF-I (endosperm box factor
/) liga-se ao prolamin box e o ESBF-ll ao motivo semelhante ao sitio de GCN4.
Estes fatores protéicos encontram-se ligados as seqiéncias do endosperm box
apenas no endosperma, e ndo nos demais tecidos de trigo, o que indica a

tecido-especifidade de sua atividade (Hammond-Kosack et a/.,1993).

Recentemente foi demonstrado que o fator Opaco-2 de mitho é capaz
de ativar um promotor de glutelina ao ligar-se de maneira especifica a um sitio
similar ao de GCN4 (Holdsworth et al.,1995). Os autores sugerem que o fator
ESBF-II de trigo pode conter um componente relacionado a proteina Opaco-2, e
que a diversidade de sitios de ligagao descritos para Opaco-2 pode refletir sua
interagdo com diferentes heterodimeros. O fato deste fator ser encontrado

ligando-se a um elemento envolvido na resposta aos niveis de nitrogénio, assim



121

como sua semelhanga com o fator GCN4, uma bZIP de leveduras ligada a esta
resposta, permitem especular que Opaco-2 efou seus heterodimeros seriam os
mediadores da resposta a disponibilidade de nitrogénio nas gramineas. Exceto
pela B-zeina, as prolaminas de milho também tém sua proporgédo na semente

modulada pela disponibilidade de nitrogénio (Singletary et al.,1990).

O envolvimento de Opaco-2 com a regulagéo das y-prolaminas nao
foi demonstrado até hoje. A presenca de sitios semelhantes aos reconhecidos
por bZIPs nos promotores das y-prolaminas, como C/EBP e GCN4 (Figura 9}, e
a demonstragao recente de que a proteina Opaco-2 reconhece um sitio similar
ao de GCN4 em trigo (Holdsworth et al.,1995) levantam a possibilidade deste
fator, ou uma bZIP semelhante a ele, estar relacionado com a regulagdo da

expressio das y-prolaminas.

Se a presenca de um sitio similar ao reconhecido pelo fator GCN4 de
leveduras em um promotor de plantas € relativamente comum, 6 mesmo nao

pode ser dito da presenca de um sitio similar ao reconhecido pelas C/EBPs.

As C/EBPs constituem uma familia de bZIPs envolvidas em uma
grande variedade de fungées regulatdrias da expressdo génica de vertebrados.
Entre estas fungbes encéntram-se a ativagcao de genes constitutivos no figado,
o controle da diferenciagao de adipdcitos e a regulagédo de genes em monocitos
(Johnson e Williams, 1994).

Neste trabalho, nenhuma evidéncia direta do envolvimento do sitio
semelhante ao de C/EBPs na regulagdo das y-prolaminas foi obtida. Um
fragmento de 142pb que contém o sitio similar a C/EBP interage
especificamente com proteinas nucleares (Figura 16). A delegdo de um
fragmento de 153 pb contendo este sitio causa uma queda de cerca de 50% no

nivel de expressao do gene indicador (Figura 12).

Entretanto, a extensdo dos fragmentos testados nestes

experimentos, assim como a presenga de outros possiveis sitios de ligagao de
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fatores de transcrigdo, ndo permite delimitar os sitios envolvidos nas interagdes

com proteinas nucleares e/ou aqueles ligados & modulagao da expressao.

Até hoje nac foi encontrada em plantas uma bZIP semelhante a
C/EBPs. As sequéncias reconhecidas pelas bZIPs de plantas sao
extremamente divergentes daquelas as quais as C/EBPs se ligam. As C/EBPs
conhecidas podem formar heterodimeros em todas as combinagdes entre si
(Olive et al,1996). Sua regido do ziper de leucinas, contudo, €& pouco
semelhante a encontrada nas bZIPs de planta ja descritas (Pabo e Sauer,
1992), o que torna pouco provavel a formagao de heterodimeros entre bZIPs ja

descritas de plantas e proteinas semethantes a C/EBPs.

Foi demonstrado em nosso laboratédrio (Yunes et al., em preparagio)
que dois sitios de ligagdo de bZIPs préoximos podem facilitar a ligagdo destes
fatores. Os fatores que se ligam em cada um dos sitios interagiriam e
aumentariam a estabilidade da ligagdo. Este mecanismo de cooperatividade de
ligagdo € comum entre os elementos que reconhecem sitios similares ao ocs
(octopine synthase) (Singh et al,1990; Tokuhisa et al,1990; Ulmasov et
al,1994). A presenga de dois sitios conservados de ligacdo de bZIPs, GCN4 e
C/EBP, préoximos, como-os descritos nos resultados (Figura 10) pode indicar
que interagdes como esta ocorram também nos promotores de y-prolaminas. Se
tal hipotese estiver correta, o(s) fator(es) que se liga(m) ao sitio semelhante ac
reconhecido pelas C/EBPs de vertebrados seria, pelo menos no tocante a

seqliéncia de reconhecimento de DNA, até agora desconhecido(s) em plantas.

Prolamin box

A diferenca observada no nosso trabalho entre a seqiiéncia na regiéo
do prolamin box das demais gramineas (TGTAAAG) e da de Coix (CTGAAAG)
(Figura 10) poderia explicar a discrepancia observada entre Coix (Targon et
al,1992) e milho (Lending e Larkins, 1989) nos padroes de expressio e

localizacdo das diferentes classes de prolaminas.
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Ao contrario do que acontece com as a-prolaminas, ndo se cbserva
nas y-prolaminas um sitio similar ao de GCN4 nas proximidades da regiéo do
prolamin box. Este fato levanta a possibilidade de que o envolvimento do
profamin box na regulacédo das y-prolaminas de milho, sorgo e Coix ocorra por
mecanismos distintos aos observados nas a-prolaminas, o que seria coerente
com o fato de estas duas classes de prolaminas apresentarem padrées de

expressao temporal e espacial distintos.
Seqiiéncias palindromicas (Palind)

Uma série de autores descreve o envolvimento de elementos
palindrédmicos na regulagdo mediada por alguns promotores de genes de
plantas (Liaud et al,1993; Nielsen e Gausing, 1993; Shiel et a/.,1995; Inada ef
al.,1996; Weaver et al.,1996). As possiveis proteinas que se ligam a estes
elementos nao foram ainda caracterizadas. Uma série de classes de fatores de
transcricao sao capazes de reconhecer sequéncias palindrémicas. Entre as
classes que contém tais fatores, ja estdo bem caracterizadas em plantas as
bZIPs (Izawa et al.,1993; Meier e Gruissem, 1994; Niu et al.,1994), as bHLH
(Consonni ef al.,1993; Purugganan e Wessler, 1994) e as zinc fingers (Takatsuji

ef al.,1992; Speulman e Salamini, 1995).

O envolvimento de seqléncias palindrdbmicas nao descritas
anteriormente na regulagcao de genes eucariotos acontece com certa frequéncia
(Antoniewski et al.,1996; Wey e Schafer, 1996). Em alguns casos o isolamento
do fator que reconhece o palindromo envolvido na regulagédo revela que este
fator pertence a uma classe ja descrita de fatores de transcrigdo. Tal & o caso
no estudo dos elementos envolvidos na regulagdo do promotor do gene da
cutinase de fungos. Foi demonstrado que um palindromo era necessario para a
indugdo do gene pelo monédmero de cutina (Kamper ef al,,1994). Mais tarde, o
fator que medeia esta resposta foi clonado e identificado como uma nova

proteina do tipo zinc finger (Li e Kolattukudy, 1995).
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A segiiéncia palindrémica descrita em nossos resultados (ATCTGAT)
encontra-se conservada nos quatro promotores analisados (Figura 10). Esta
seqiiéncia nao €& reconhecida por qualquer dos fatores descritos até o momento
e nem tampouco foi descrito seu envolvimento nos processos regulatérios de
expressao génica. Entretanto, conforme sera discutido, a delegdo de um
fragmento incluindo este palindromo provoca uma queda significativa nos niveis
de expressdo do gene indicador (Figura 12). Além disso, fragmentos bastante
delimitados que o contém interagem especificamente com fatores nucleares
(Figura 14).

Sinal de poliadenilagao

O processamento da regido terminal 3’ da molécula de mRNA pode
exercer um papel importante na regulagdo da expressao génica. Ele estimula o
transporte do mRNA do nucleo para o citoplasma (Eckner et al,1991) e pode
influenciar a estabilidade (Birnstiel ef al.,1985) e tradutibiiidade desta molecula
(Jackson e Standart, 1990). Ao contrario do que acontece em mamiferos
(Manley e Proundfoot, 1994), os mecanismos envolvidos no processamento da
regido terminal 3' da molécula de mRNA nuclear de plantas ndo estao bem

definidos.

Sabe-se que para que este processamento ocorra corretamente é
necessario um sinal de poliadenilagdo semelhante ao AATAAA de mamiferos
assim como uma seqiéncia rica em TG a montante do sinal de poliadenilagac
(Wu et al.,1995).

O possivel sinal de poliadenilagdo (AATGAA) descrito para o gene da
y-coixina (Figura 8) é idéntico ao descrito para o gene da y-zeina de 28 kDa e

encontra-se a mesma distancia do sitio de poliadenilagao (Wu et al.,1993).

Na zeina de 28 kDa, duas outras seqiéncias sdo essenciais para o
correto processamento da regido terminal a jusante da molécula de mRNA (Wu
et al.,1993). uma seqiéncia “rica em TG" (CATGGGTGG) encontrada 38 pb a
montante do sinal de poliadenilagdo e uma seqiiéncia GTAATAATG localizada



125

13 pb a montante da rica em TG. Seqiéncias similares podem ser vistas nesta
regiao do gene de y-coixina. A seqiéncia CATGGGTGA, semelhante aquela
rica em TG, encontra-se 40 pb a montante do sinal de poliadenilagdo e a
sequéncia GTAATAAAAG localiza-se 13 pb a montante da rica em TG.

Experimentos de expressao transitoria

A grande variagdo dos resultados obtidos para algumas construgdes
(rev, 3.10 e gc2) parece, a primeira vista, muito discrepante dos resuitados mais
definidos das construgdes gct, gc3 e 6.10 (Figura 12). A variagdo observada
para as construgdes 3.10 e gc2 chega mesmo a obrigar a separacdo dos
resuitados em dois grupos: um, ¢ grupo a, formado pelos experimentos que
empregam o fragmento rev e outro, grupo bed, formado pelos demais
experimentos. Esta divisdo implica na conclusdo de que, para o nivel de
resolucdo dos experimentos realizados, a unica regido na qual se consegue
detectar variagdo na atividade do promotor corresponde aquela que inclui os

258 pb removidos na constru¢ao 3.10.

Entretanto, como os experimentos sdo independentes, a néo
realizagdo dos testes com as construgdes 3.10 e g¢2 nao causaria alteragdo
nos resultados obtidos para as demais construgdes, e os resuitados estariam

agrupados em quatro classes distintas, a, b, ce d.

Experimentos de delecdo como os realizados neste trabalho
apresentam o inconveniente de ndo se conhecer de antemao os elementos que
estdo sendo eliminados em cada construgdo. Uma grande extensdo do
promotor pode ser eliminada e nao acarretar mudanga significativa nos niveis
de expressdo do gene indicador sob seu controle. Entretanto, ndo se pode
deste resultado concluir a inexisténcia de elementos envolvidos na regulagao.
Poderiam existir nesta regido dois elementos, um reprimindo e transcrigdo e
outro eliminando esta repressao, cuja eliminagdo simultdnea mantivesse

inalterados os niveis de expresséo, por exemplo. Assim, estes experimentos
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normalmente nao sdo conclusivos, mas geram indicios importantes sobre os

quais outros experimentos podem ser realizados.

reve 3.10

Os experimentos de expressdo ftransitbria demonstraram a
capacidade da regiac a montante da sequéncia codificadora do gene de
y-coixina dirigir a expressao de um gene indicador em endosperma de milho. A
diferenca nos niveis de expresséo entre as construgoes rev e 3.10 (Figura 12)
deixa clara a necessidade da presenga da regido a montante da posicao -446
do ATG inicial para a expressao maxima do gene indicador. A grande extenséo
desta delegdo (258 pb), entretanto, impede a delimitacdo do(s) fator(es) cis
envolvido(s) nesta diferenga de resposta. O Unico elemento conservado nesta

regido nos promotores estudados corresponde ao elemento Palind (Figura 10).

ge1

Os experimentos de expresséo transitoria ndo detectaram diferencas
significativas nos niveis de expressdo com a remogdo de um fragmento de
141 pb contendo o prolamin box (constru¢des 3.10 e gc1). Este resultado

diverge de trabalhos anteriores (Matzke ef al.,1990; Thompson et al.,1990}).

Estes trabalhos, entretanto, sdo também divergentes entre si. Ao
passo que Thompson et al. (1990) demonstram que a regido do prolamin box
aumenta a atividade de um gene sob seu controle, e que o prolamin box
propriamente dito ndo tem muita influéncia nesta atividade, Matzke et al. (1990)
demonstram que a remog¢ao da regido contendo o profamin box determina um
aumento da atividade do promotor em relagdo a observada em promotores
contendo regiées mais extensas de seqiéncias a montante dos genes de
prolaminas. Nos dois casos, entretanto, os autores testaram a atividade do
promotor em sistemas heterologos: Thompson et al. em protoplastos de
cenoura e Matzke et al em plantas transgénicas de tabaco, ambas

dicotiledéneas.
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Em sistemas homélogos (protoplastos de endosperma de milho),
regides contendo o profamin box aumentam a atividade dos promotores (Quayle
e Feix, 1992; Ueda ef al.,1994). A ligagao especifica de fatores nucleares a esta
regido foi também demonstrada nestes trabalhos. Nos dois casos, entretanto,
os testes foram realizados através de fusdes da regido do prolamin box com o
promotor do CaMV 35S (i.e., néo se tratava do promotor no qual o elemento é
encontrado naturalmente) e em um sistema que pode nao refletir com exatidao
o ambiente encontrado no endosperma de milho (protoplastos oriundos de

endosperma).

Deve-se destacar, contudo, que a incapacidade de detectar
diferengcas no nivel de expressdo, em nossos experimentos de expressdo
transitoria, pode estar relacionada com a grande dispersdo dos resultados
obtidos nas repeti¢ées dos experimentos com o construgdo 3.10. Os valores
medios de expressao obtidos para as construgdes 3.10 e gc1 sdo proximos.
Contudo, o intervalo de confianga para a média da constru¢éo 3.10 & bastante
extenso. Assim, ainda que as médias dos valores obtidos com as duas
construgdes sejam semelhantes, o verdadeiro valor da expressao dirigida pelo
fragmento 3.10 pode ser até 1,5 vezes maior ou menor que a média obtida nos

experimentos com a construgao gc1 (Figura 12).

Demais delegdes

Assim como acontece com a regido contendo o prolamin box, a
delegéo de 93 pb incluindo o elemento CCAAT parece néo ter efeito significativo
nos niveis de expressdo do gene indicador (Figura 12). Ja havia sido
demonstrado que a presenga deste elemento em algumas constru¢ées nao é
suficiente para o correto funcionamento do promotor (Matzke et al,1920). O
resultado obtido para similaridade com matriz do elemento CCAAT foi baixo,
conforme discutido na analise da sequéncia do promotor. O conjunto dos
resuitados poderia indicar que este elemento ndo é importante na regutagéo das

y-prolaminas.
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A delegao de mais 60 pb contendo os possiveis sitios de ligagédo de
GCN4 e C/EBP (construgdo gc3, Figura 12) reduz o nivel de atividade do
promotor pela metade. Conforme discutido anteriormente, este € um dos
indicios de que fatores envolvidos na regulacao da expressao das y-prolaminas

podem estar reconhecendo estes dois sitios.

E importante ressaltar que a afirmacio possivel a partir dos
resultados aqui apresentados & que a eliminagado dos 153 pb da regiao 5 do
fragmento gc1, gerando o fragmento gc3, acarreta a redugdo em cerca de 50%
na atividade do promotor. Desta forma, os elementos c¢is envolvidos nesta
resposta podem estar localizados em qualquer posi¢do da seqiléncia eliminada,
0 que inclui novamente o elemento CCAAT, assim como os possiveis sitios de
ligagdo de GCN4 e C/EBP ou ainda outras seqiiéncias contidas neste

fragmento.

A remocado de outros 40 pb, gerando a construgdo formada pelos
112 pb a jusante do promotor da y-coixina (construgdo 6.10, Figura 12), causa
nova reducgao, cerca de trés vezes, na atividade do gene indicador. Isto sugere
o envolvimento de seqliéncias incluidas nesta regido também na regulacdo dos

genes de y-prolaminas.

Experimentos de retardamento em gel

A interacdo de proteinas presentes no extrato nuclear de Coix com
regides delimitadas do promotor da y-coixina foi comprovada através de

experimentos de retardamento em gel.

A presenca de mais de uma banda de retardamento neste tipo de
experimento pode ser vista com certa freqiéncia. Em alguns casos sugere uma
série de fatores (proteinas ou complexos protéicos) ligando-se a regides
distintas do fragmento, ou até mesmo a regides sobrepostas (Carré e Kay,
1995).

A composigéo das bandas observadas em nossos experimentos nao

foi determinada. Elas podem ser formadas por ligagbes sucessivas de
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mondémeros de um peptideo, pela interacdo do fator ja ligado ao DNA com
outras proteinas, ou ainda pela ligagdo de varios fatores distintos, reconhecendo
um ou mais sitios no fragmento analisado. Nao existe, nos experimentos

descritos nesta tese, evidéncias fortalecendo qualquer das possibilidades.

Regiao do fragmento 226

A regiao com os resultados mais claros nos experimentos de
retardamento em gel € a delimitada pelo fragmento 226 (Figura 11). Nesta
regido, que compreende 226 pb (de -476 a -704 do ATG inicial), um ou mais
polipeptideos ligam-se ao DNA e produzem, pelo menos, cinco bandas de

retardamento, das quais quatro parecem ser especificas (Figura 13).

As tentativas de delimitacdo da regido de interacido com as proteinas
neste fragmento, através dos experimentos com os fragmentos 151 e 75
(Figura 13) mostraram que o primeiro (151) ndo é especificamente retardado e
o segundo (75} apresenta pelo menos trés bandas de retardamento, das quais

duas especificas (Figura 14). Trés hipéteses podem explicar estes resultados.

Na primeira, as trés bandas observadas no fragmento 75 seriam
geradas pelo(s) mesmo(s) fator(es) que gera(m) as bandas do fragmento 226.
Nenhum fator interagiria com o fragmento 151. O diferente nimero de bandas
dever-se-ia as diferentes conformagdes estruturais assumidas pelos dois
fragmentos de DNA quando da ligagdo com o(s) fatore(s) protéico(s) (Lane et
al.,1992).

Uma segunda possibilidade seria que um ou mais fatores que se
ligam ao fragmento 226 teriam os seus sitios de ligacdo na regido
compreendida pelo fragmento 151. A ligagdo deste(s) fator{es), entretanto,
estaria condicionada a ligacao de outro(s) fator(es) na regido delimitada pelo

fragmento 75.

Existiria ainda a terceira alternativa de o sitio responsavel por duas
das cinco bandas estar localizado na regido de corte do fragmento 226 (-554

em relacao ao ATG inicial, Figura 11). Como nenhum dos dois fragmentos teria
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o sitio inteiro, as interagdes deixariam de existir. Alternativamente, o sitio
poderia estar muito proximo da extremidade dos fragmentos gerados (préximo
da posicdo -554, portanto) e, desta forma, assumir uma conformagao estrutural
diferente da que apresenta quando no interior de uma fita, deixando de ser

reconhecido pelo(s) fator{es).

A divisdo do fragmento 75 em dois fragmentos menores, de 53 pb e
22 pb, elimina a ligagdo de fatores nucleares a esta regido do DNA. Isto pode
ocorrer porque o sitio completo para as interagdes deixou de existir (o corte na
posicdo -501 do ATG inicial teria dividido o sitic em dois), ou porque, por estar
proximo demais de uma das extremidades da dupla fita de DNA, sua

conformacgao ja nao seja mais reconhecida.

Assim, € possivel constatar que o fragmento 75 € o menor a
apresentar interagdes especificas com proteinas nucleares na regido que se
estende de -478 pb até -704 pb do ATG inicial.

A seqiéncia eliminada entre a construgdo rev e a construgdo 3.10
nos experimentos de expressao transitéria compreende todo o fragmento 226 e
mais 32 pb representados no fragmento 319 (Figura 11). Imagina-se que a
diferengca do nivel de expressdo observada entre as duas construgdes
(Figura 12) seja devida a interagdo de fatores de transcrigdo com a regido
eliminada.

Nesta regido, demonstrou-se que interagdes especificas ocorrem na
por¢do delimitada pelo fragmento 75 (-478 a -554 pb do ATG inicial) e,
provavelmente, préximas da posicdo -501. Na regido do fragmento 75, a Unica
sequéncia conservada entre os quatro promotores de y-prolaminas alinhados &
a descrita como Palind, que esta localizada entre -500 e -494 pb do ATG inicial
(Figura 10).

Ja foi demonstrado que seqiiéncias a montante do prolamin box sao
necessarias para expressao superior a basal de um gene indicador sob controle
do promotor do gene da C-hordeina (prolamina de cevada) (Muller e Knudsen,

1993). Apesar dos indicios apresentados aqui, o envolvimento do elemento
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Palind na formagéao das bandas de retardamento, assim como sua relagao com
a diferenga nos niveis de expressdo entre as construgdes rev e 3.10 depende

ainda de confirmagao.

Regiao do fragmento 319

A presenca de, pelo menos, 2 bandas de retardamento especificas,
mostra que na regido do fragmento 319 também existem sitios interagindo

especificamente com proteinas nucleares (Figura 15).

Na regido compreendida pelo fragmento 319, a porgdo mais a
montante do sitio de inicio de transcrigdo, representada pelo fragmento 177,
apresenta um comportamento estranho com relacdo as interagbes nucleares
(Figura 16). A Unica banda que resiste a competicdo inespecifica, a banda B,
resiste também & especifica, 0 que sugere que seja oriunda de interagbes com
fatores abundantes no extrato nuclear. As duas outras bandas no resistem

bem as competigdes inespecificas.

A porgdo mais a jusante do fragmento 319, a representada pelo
fragmento 142, apresenta 3 bandas de retardamento aparentemente oriundas
de interacdes especificas com proteinas nucleares (Figura 16). As tentativas de
delimitar as regides envolvidas com estas interacbes, atraves de experimentos

de retardamento com os subfragmentos 60, 52 e 30 {Figura 11) fracassaram.

A diferenga entre a sequéncia representada por este fragmento e o
eliminado entre as construgdes gcl1 e gc3 nos experimentos de expressao
transiente € muito pequena (o fragmento 142 é menor 2 pb na regidoc a
montante e 7 pb na regido a jusante). A delegéo desta parte do promotor reduz
pela metade a expressao do gene indicador. Novamente, é possivel imaginar
gue o fator, ou fatores, que estdo se ligando a esta regiao (Figura 16) sejam os

responsaveis pela diferenga nos niveis de expressao.
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Conclusoes

O clone gendmico da y-coixina (A23.1) foi isolado e 2.225pb
contiguos foram seglenciados. A seqiiéncia inclui toda a regido estrutural e

705 pb da seqiiéncia a montante da regiao estrutural, a regido promotora.

A comparacao com seqiéncias das y-prolaminas de milho e sorgo

revelou a existéncia de elementos conservados nos promotores destes genes.

Um fragmento do promotor localizado entre -446 e -704 pb do ATG
inicial (rev) é necessario para a expressdo maxima do gene indicador. Um
fragmento contendo apenas 112 pb a montante da regidao estrutural do gene da
y-coixina (6(10)) ainda é capaz de induzir a expressdo do gene indicador em
endosperma de milho. Sequéncias localizadas entre -112 e -446 do ATG inicial

parecem ser também importantes na expressao do gene indicador.

Proteinas nucleares de Coix ligam-se de maneira especifica a
seqiténcias do promotor da y-coixina. Foi demonstrada a existéncia de, pelo
menos, trés locais distintos onde estas interagées ocorrem. Um localizado entre

-478 e -554 pb, outro entre -303 e -478 pb e um ultimo entre -159 e -303 pb do
ATG inicial. '

A seqiiéncia de 75 pb localizada entre -478 pb e -554 pb € a Unica a
apresentar interagdes especificas com proteinas nucleares numa extensa
regidao do promotor (fragmento 226). A regido do promotor representada pelo
fragmento 226 se sobrepde aquela cuja eliminagdo (construgdo 3(10)) causa
acentuada redugdo na atividade do gene indicador. A Unica seqiéncia
conservada na regiao delimitada pelos 75 pb que interagem especificamente
com proteinas nucleares, entre os promotores de y-prolaminas analisados, € a
representada pelo elemento palindrémico Palind. Os resultados das tentativas
de se delimitar a seqUéncia onde ocorrem as interagdes proteina-DNA no
fragmento de 75pb, ainda que nado permitam afirmar o envolvimento do
elemento Palind, ndo descartam essa possibilidade.
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