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do banco de dados (o mimero de acesso € X14709). Utilizou-se a por¢do final deste

gene para se definir a sequéncia dos oligos frps12 e drps12. 133
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e milho, com a sequéncia do tRNAM™ de batata. Os asteriscos indicam identidade de

nucleotideo nas trés sequéncias. 153
¢ Figura 29: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos das proteinas NAD3 (A) e
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¢ Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos, temperatura de anelamento calculada e
empregada nas amplificagdes. A) oligonucleotideos utilizados para amplificacdes das
orfs mitocondriais da briéfita M. polymorpha; B e C) oligonucleotideos utilizados para

sintese e amplificagio dos cDNAs; D) oligonucleotideos utilizados para amplificagédo

de fragmentos clonados em plasmideos. 44
¢ Tabela 2. Quantidade de material vegetal empregado para a realizag8o das extragdes, €

o total, em pg, de DNAmt ou DNA de cloroplasto {DNAct) obtido. 89
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RESUMO

Com o objetivo de identificar e clonar um gene novo do DNA mitocondrial
(DNAmt) de Coix lacryma-jobi L. (coix), utilizou-se a estratégia da hibridizagéo
heteréloga. Para tanto amplificou-se por PCR um fragmento correspondente a um quadro
de leitura aberto (“open reading frame”-orf), denominado orf167, presente no DNAmt da
briéfita Marchantia polymorpha, e tido como um possivel gene. Marcou-se
radioativamente e utilizou-se esta sequéncia como sonda em hibridizac6es com o DNAmt
de coix digerido com vérias enzimas. Identificou-se um fragmento homélogo Bgl i1/ Bgl Il
de 1,4 kb, o qual foi clonado em pBluescript. Elaborou-se o mapa de restri¢do deste
fragmento e localizou-se nele a exata regido de homologia com a orfI67. A regido de
homologia estava presente em um fragmento interno de 0,5 kb Spe I / Pvu II. Este
fragmento de 0,5 kb, homélogo 2 orf167, foi utilizado em hibridizacdes com o DNAmt de
vdrias espécies de plantas superiores (alfafa, batata, coix, couve-flor, ervilha, milho e soja),
verificando-se que o mesmo correspondia a uma sequéncia altamente conservada. Este
mesmo fragmento foi também hibridizado em membranas contendo o RNAmt total de coix
e de outras espécies de plantas superiores (milho e couve flor). Os resultados revelaram
que ele é transcrito na mitocdndria das espécies analisadas. O fragmento original de 1,4 kb
Bgl II / Bgl II foi divido em 5 subfragmentos, os quais foram clonados e sequenciados.
Ap6s a andlise da homologia desta sequéncia com outras presentes nos bancos de dados,
verificou-se que o fragmento de 1,4 kb Bgl II / Bgl II, isolado do DNAmt de coix, contém
um “cluster” génico onde estdo presentes o gene que codifica o tRNA serina (tRNA%D), um

Phe

pseudo-gene provavelmente originado do tRNA fenilananina (tRNA™™), os genes nad3 e

rpsl2. Tais genes presentes em coix sdo muito similares aqueles presentes em trigo e
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milho, os quais se organizam também em um “cluster" génico muito similar ao existente
em coix.

Estudos de expressdo realizados através de “Northern Blotting” ¢ RT-PCR
mostraram que os genes tRNAS, nad3 e rpsi2 sdo transcritos, sendo os dois tltimos
cotranscritos. Vinte e trés clones de cDNA dos transcritos dos genes nad3 e rpsi2 foram
sequenciados, € tiveram suas sequéncias comparadas com a sequéncia gendmica.
Encontrou-se 21 sitios de edi¢@o nos transcritos do gene nad3 e 8 sitios nos transcritos do
gene rpsl2. Apds comparagdes entre a sequéncia de aminoécidos predita a partir do clone
gendmico ¢ do c¢DNA, observou-se que todas as edi¢des modificam o aminoicido
especificado pelo codon onde o evento de edigdo foi detectado, tornando a sequéncia de
aminoécidos editada diferente da prevista pela sequéncia gendmica. Vinte sitios de edigéo
no gene nad3, € 6 no gene rpsi2, alteram a identidade do codon, de modo a especificar um
aminodcido mais conservado durante a evolugdo entre diferentes espécies vegetais. Os
outros trés sitios, sendo 1 no gene nad3 e 2 no gene rpsi2, acarretam mudancas raras,
espécie-especificas € ndo conservativas. Todos os 23 clones de cDNA investigados estavam
diferentemente editados, predominando os cDNAs com sitios parcialmente editados. Nio
foi encontrada nenhuma orientacdo preferencial (5° para 3°, ou 3° para 5°) para o
processamento da edi¢do. Discute-se os motivos do reconhecimento do gene nad3 de coix

pela orfl167 de M. polymorpha.
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ABSTRACT

We have cloned and sequenced the nad3 and rpsi2 mithocondrial genes from Coix
lacryma-jobi L., whose sequence were found to be similar to the corresponding genes in

wheat and maize. In addition, we have indentified a tRNASET

and a pseudo-tRNA genes on
the 5° upstream of nad3, generating a locus organization which is identical to what has been
observed in wheat and maize. The locus identification was performed with a heterologous
hibridization using the mitochondrial probe orfl167 from Marchantia polymorpha. The gene
expression was analysed using Northern hybridization and RT-PCR, indicating that nad3
and rpsi2 gene were cotranscribed in a 1.3 kb RNA molecule. Concernig the RNA editing,
we have found 21 and 8 sites in the nad3 and rpsl2 genes respectively. In general terms,
the observed coix mRNA editing has changed the codon identities in such a way that the
NAD?3- and RPS12- protein aminoacid sequence was kept closer to the corresponding ones
in other organisms. However, we have detected three specie-specific editing sites which
were not conservative. As for the editing processing, we have analysed 23 ¢cDNA clones

which showed different editing patterns. A predominance of partial editing was observed

where the edited sites were randomly distributed.
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1. INTRODUCAO

Desde a descoberta de que as mitocdndrias possuem informag¢ao genética propia
sob a forma de DNA (Nass e Nass, 1963), um grande nimero de estudos foram realizados
para compreender sua organizagio, estrutura € expressao.

O genoma mitocondrial parece ser remanescente de um antigo evento
endosimbidtico, a partir do qual o seu ancestral foi adquirindo especializacdo na conversdo
de energia quimica, particularmente a respiragdo (Gray, 1989a; Gray, 1989b). As
mitocéndrias de plantas, animais e fungos possuem fun¢bes comuns, refletindo
similaridades entre seus genomas ao nivel funcional. Assim, um grupo comum e basico de
genes estd presente em todos os genomas mitocondriais: geralmente eles possuem genes
que codificam RNAs ribossdmicos, RNAs transportadores mitocondriais, algumas
proteinas ribossdmicas, bem como alguns polipeptideos que fazem parte da cadeia de
transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa, localizados na membrana mitocondrial
interna (Binder et al., 1996).

Embora as funcdes genéticas do DNA mitocondrial (DNAmt) sejam bem
conservadas, o tamanho, a estrutura e a organizagio dos genes sfo radicalmente diferentes
entre, € muitas vezes dentro, dos quatro reinos eucaridticos: Animais, Vegetais, Fungos e
Protistas.

O genoma mitocondrial das plantas superiores € muito maior € mais complexo que
o de outros eucariotos (Newton, 1988). A estrutura “in vivo” deste genoma tem sido alvo
de muitas discussdes mas edificou-se, no decorrer da década de 80 e inicio de 90, um sélido

consenso de que a estrutura do genoma mitocondrial de plantas superiores € formada por
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uma populagdo de moléculas subgendmicas circulares, as quais tem origem a partir de um
cromossomo principal (“master”) circular. (revisto por Lonsdale, 1984; Newton, 1988;
Gray, 198%a; 1989b; Breiman e Galun, 1990; Hanson e Folkerts, 1992 ).

O grande tamanho do genoma mitocondrial de plantas superiores, em relagio ao
DNAmt em animais e fungos, pode ser explicado em funggo de trés fendmenos especificos:
a mitocOndria de plantas codifica duas a trés vezes mais genes, muitos dos quais ainda sio
desconhecidos; as frequentes recombinacdes e rearranjamentos de sequéncias levaram a
formacio de pseudogenes, os quais se mantém no genoma; a integragdo de sequéncias de
outros compartimentos celulares, tais como sequéncias do DNA do nicleo e do cloroplasto
(DNAct) (Schuster e Brennicke, 1988).

Mais de 300 polipeptideos estdo envolvidos no funcionamento mitocondrial
Estima-se que somente 10 a 15% deles sejam codificados pelo genoma mitocondrial, sendo
os outros codificados pelo niicleo, sintetizados no citoplasma e importados para a
mitocondria (Attardi e Schatz, 1988).

Os polipeptideos codificados por genes mitocondriais sdo sintetizados dentro da
mitocOndria, pois ela possui seu préprio sistema de sintese protéica. O DNAmt de
Angiospermas e da bridfita Marchantia polymorpha contém genes que codificam trés
TRNA (268, 5S e 188), varios tRNAs e vérias proteinas ribossdmicas.

O DNAmt da M. polymorpha foi analisado por microscopia eletrénica, mapeado
com base nos sitios de cortes de endonucleases de restrigio € completamente sequenciado
{Oda et al., 1992). Tais estudos mostraram caracteristicas as quais sugerem que o genoma
mitocondrial da bridfita se assemelha a forma primitiva do genoma mitocondrial de plantas,
a qual teria se originado a partir de um endossimbionte {Gray, 1989%a; 1989b; Oda et al.,

1992).
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O conhecimento da informagdo genética do genoma mitocondrial das plantas
avan¢ou muito com a determinagdo da sequéncia gendmica completa do DNAmt de M.
polymorpha (revisto por Schuster e Brennicke, 1994). Verificou-se que este genoma
apresenta praticamente todos os genes ja descritos nas mitocdndrias de plantas superiores.
Quando da publica¢io da sequéncia de nucleotideos do genoma mitocondrial desta bridfita,
28 orfs identificadas tinham funcdo desconhecida, devido a auséncia de homologia com
qualquer sequéncia génica presente nos bancos de dados.

Essas orfs mitocondriais sdo quadros de leitura aberta, que apresentam um codon
de iniciagdo e um codon de terminagdo. Algumas destas orfS j4 foram confirmadas como
genes, pois tiveram suas funcdes elucidadas. Este fato faz com que outras orfs sejam fortes
candidatas a genes funcionais. As orfs que tiveram sua fun¢do elucidada encontram-se
justapostas no DNAmt da briéfita e codificam 4 proteinas homélogas a polipeptideos
envolvidos na biogénese do citocromo c, os quais foram descritas em Rhodobacter
capsulatos.

Com o intuito de se identificar novos genes mitocondriais em plantas superiores
analisamos seis orfs da bri6fita M. polymorpha. Analisamos a conservagdo destas orfs no
DNAmt de sete espécies de plantas superiores (alfafa, batata, coix, couve flor, milho, sojae
ervilha). Dados sobre a conservag@o destas orfs poderiam gerar mais evidéncias sobre o
fato delas serem novos genes. As orfs analisadas foram: orf86a, orf99, orfl09, orfl36,
orfl67 e orf207. Dentre estas, a orflI67 foi a que apresentou o resultado mais promissor,
pois verificou-se que o DNAmt de batata, coix, ervilha, mitho e soja apresentavam
sequéncias homélogas a ela. Este resultado levou-nos a estudar em detalhes um fragmento,
presente no DNAmt de coix, homélogo a orf167. Realizou-se a clonagem deste fragmento e

estudou-se a estrutura e transcri¢do do mesmo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Organizacio do DNAmt de plantas superiores

O genoma mitocondrial de plantas superiores € major e mais complexo que o de
outros eucariotos (Newton 1988). Dentre as espécies ja estudadas, o tamanho varia de 200
kb, em Brassica oleraceae, a mais de 2400 kb, em Cucumis melo (Ward et al., 1981), sendo
que em fungos e protistas ele varia de 6 a 180 kb, e em animais, de 14 a 40 kb (revisto por
Gray 1989a).

Muito j4 se discutiu sobre a estrutura “in vivo” deste genoma e um sélido consenso
formou-se em torno da aceitacio de que a estrutura do genoma mitocondrial das plantas
superiores € constituida por um conjunto de moléculas subgendmicas circulares que tem
origem a partir de um cromossomo principal circular. Este cromossomo representa o
genoma completo e, através de recombinagOes intra ¢ intermoleculares via sequéncias
repetidas diretas e invertidas, ele gera moléculas subgendmicas ou formas isdmeras do
circulo principal (revisto por Lonsdale, 1984; Newton, 1988; Gray, 1989a; 1989b; Breiman
e Galun, 1990; Hanson e Folkerts, 1992 ).

Com base neste modelo, foram construidos mapas fisicos do DNAmt de varias
espécies de plantas, baseados nos sitios de corte de endonucleases de restrigdo. Assim, sao
conhecidos, entre outros, os mapas do DNAmt de milho (Zea mays) citoplasma fértil
(Lonsdale et al., 1984), de Brassica campestris (nabo redondo — “turnip”), o qual revelou
uma estrutura "tripartite” em func¢@o de um par de sequéncias repetidas diretas de 2 kb
(Palmer ¢ Shields, 1984) ¢ de Beta vulgaris (beterraba) (Brears e Lonsdale, 1988). O mapa

fisico do DNAmt de Brassica hirta (mostarda branca) (Palmer e Herbon, 1987) ¢ M.
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polymorpha (Oda et al., 1992), entretanto, revelou uma estrutura centrada em um
cromossomo circular tnico, o qual ndo sofre recombinagdes, devido i auséncia de
sequéncias repetidas recombindveis.

Desta forma, com base nos dados de mapas fisicos, € na estrutura circular
comprovada por microscopia eletronica das pequenas moléculas de DNAmt das células
animais, assumiu-se que a estrutura do DNAmt de plantas e fungos & circular.

Porém, Bendich (1993) e Schuster e Brennicke (1994) contestaram este consenso,
devido a dificuldade de se visualizar, através de microscopia eletrénica, moléculas
circulares gendémicas ou subgen6micas do DNAmt de plantas superiores. Estes
pesquisadores consideram que a principal forma "in vivo" do DNAmt de plantas e fungos
s30 moléculas de DNA lineares, devido a abundéincia de formas lineares (muitas vezes
maiores que o tamanho predito para o genoma mitocondrial) encontrada nestes estudos.
Eles também questionam se ¢ mapa de restrigio € realmente um critério adequado para
inferir a circularidade de uma molécula de DNA. Através da migracio do DNAmt de
plantas e fungos em gel de agarose, utilizando-se eletroforese em campo pulsado (“Pulse-
field”), Bendich (1993) detectou extensas moléculas de DNA lineares e um rastro de DNA
(“smear”) representando uma populagao heterogénea de moléculas lineares. Ele interpretou
estes resultados como sendo devido a existéncia de moléculas lineares como a principal
forma “in vivo” do DNAmt de plantas e fungos.

Sob o ponto de vista exposto anteriormente, os circulos, que representariam
somente uma pequena fracdo do DNAmt em muitos eucariotos, sdo formas opcionais da
estrutura do genoma mitocondrial, sem importincia para a fungdo mitocondrial. Estes
circulos sdo, segundo estes autores, produtos de eventos de “recombinacgédo acidental” entre

sequéncias repetidas diretas, dentro de ou entre moléculas lineares. A recombinacdo seria
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necessdria para alguns processos importantes, como replicagao (semelhante ao modelo de
replicagdo “rolling-circle” encontrado em fagos) e reparo, e, ocasionalmente, geraria
produtos circulares subgendmicos.

A mitocdndria de vérias espécies de plantas contém, além do DNAmt principal,
pequenas e abundantes moléculas de 4cido nucléico autoreplicativas. Estas moléculas,
representadas por fitas de DNA lineares e circulares, assim como RNA simples e dupla-fita,
sdo independentes do DNAmt principal, podendo ou ndo apresentar homologia com
sequéncias do cromossomo principal (Lonsdale, 1984). Muitas dessas moléculas
minicirculares e minilineares foram sequenciadas. Demonstrou-se que vérias delas possuem
orfs de funcdes desconhecidas. Verificou-se a relevincia de somente um plasmideo de 2,3
kb presente em milho, visto que ele possui a iinica c6pia funcional do gene que codifica o
tRNAT™ (revisto por Newton, 1988).

A andlise da sequéncia gendmica mitocondrial completa da bridfita M. polymorpha
(Oda et al., 1992) foi um dos principais avangos no conhecimento do conteido de
informacdo presente no genoma mitocondrial de plantas. H4 mais genes no DNAmt de
plantas que no DNAmt dos mamiferos. Encontrou-se 94 “open reading frames” no DNAmt
de M. polymorpha, um nimero que € sete vezes maior que o nimerc encontrado no
DNAmt de animais (13 “open reading frames”- revisto por Schuster ¢ Brennicke, 1994).

A diferenca de tamanho observada entre 0 DNAmt de mamiferos € 0 DNAmt da
bridfita é, em grande parte, o resultado da presenca de introns e de sequéncias duplicadas
na bridfita (Oda et al., 1992; Ohta et al., 1993). Nas bri6fitas, nenhuma destas sequéncias
duplicadas possuem capacidade recombinatéria. Porém, nas plantas superiores, algumas
destas sequéncias podem ter vdrios kilobases de tamanho e participar de recombinagdes

homélogas, o que resulta em um arranjo complexo de moléculas (Wissinger et al., 1991).
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As recombinagdes e amplificagdes de sequéncias respondem pela diferenca de
tamanho verificada entre o genoma mitocondrial da bridfita e 0 genoma mitocondrial das
plantas superiores, os quais diferem em fatores que variam de 1 a 15. A integracdo de
sequéncias oriundas do cloroplasto ¢ do nicleo também contribuem para a expansdo do
genoma mitocondrial das plantas superiores. O nimero de genes do DNAmt da briéfita e
das plantas superiores € similar. Somente o gene nad7 e as varias orfs relacionadas com
CMS (“Cytopiasmic Male Sterility”), presentes no DNAmt das plantas superiores, nio
foram encontrados no DNAmt da hepética (revisto por Schuster € Brennicke, 1994).

Nas diferentes espécies estudadas, observou-se que as sequéncias integradas,
origindrias do genoma nuclear ou do cloroplasto, bem como o seu local de inser¢do no
genoma mitocondrial sdo aleatdrios (Stern e Palmer, 1984; Wintz et al., 1988). Sequéncias
que codificam tRNAs ou outros genes, origindrios do genoma do cloroplasto, uma vez
integradas no DNAmt, podem ou n&o conservar a capacidade de se expressar (Breiman e
Galun, 1990). Foram identificadas algumas sequéncias de origem nuclear integradas no
DNAmt de Oenothera berteriana (Hanson e Folkerts, 1992; Schuster e Brennicke, 1988:
1994). O fluxo de material genético da mitocdndria para ¢ nicleo também ocorre em
plantas: o plasmideo S1, presente na mitocondria de milho, e alguns genes da cadeia de
transporte de elétrons, de origem mitocondrial, foram encontrados no micleo. Néo se
conhece 0 mecanismo de transferéncia nem a natureza da molécula integrada (DNA ou
RNA) durante o processo de transferéncia. Muitas hipéteses jé foram formuladas,
sugerindo-se que moléculas de RNA estejam envolvidas na transferéncia e/ou integragio

das sequéncias (Schuster ¢ Brennicke, 1988).

10
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2.2. Genes mitocondriais

2.2.1. Genes presentes no DNAmt das plantas superiores

Mais de 300 polipeptideos estio envolvidos no funcionamento mitocondrial
Estima-se que somente 10 a 15% deles sejam codificados pelo genoma mitocondrial. Os
outros genes sdo codificados pelo nicleo, sintetizados no citoplasma e importados para a
mitocondria (Attardi e Schatz, 1988). Na membrana mitocondrial externa de batata, foram
identificados cinco proviveis receptores de superficie, envolvidos na importacdo de
proteinas (Heins e Schmitz, 1996).

Quase todos os genes que codificam subunidades dos complexos protéicos da
cadeia respiratéria, presentes no genoma mitocondrial de animais, com excegdo do gene
atp8, ja foram identificados no genoma mitocondrial de M. polymorpha e Arabidopsis
thaliana, cujos genomas mitocondriais foram recentemente sequenciados (Oda et al., 1992;
Unseld et al., 1997), sendo eles:

- 9 subunidades do complexo I (NADH-ubiquinona-oxidoredutase): nadl-7, nad9
e nad4l (Stern et al., 1986; Xue et al., 1990; Gualberto et al., 1988; Wintz et al., 1989;
Pereira de Souza et al., 1991; Haouazine et al., 1992; Gébler et al., 1994).

-1 subunidade do complexo II (ubiquinol-citocromo ¢ oxidoredutase): cob
(Dawson et al., 1984).

-3 subunidades do complexo IV (citocromo ¢ oxidase): cox], cox2 e cox3 (Issac et

al., 1985b; Fox e Leaver, 1981; Hiesel et al., 1987).

11
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-3 subunidades do complexo ATP sintetase: atpe, atp6 e ap9 (Issac et al., 1985a;
Dewey et al., 1985a; 1985b).

Os polipeptideos codificados por genes mitocondriais sdo sintetizados dentro da
mitocdndria, pois ela possui seu proprio sistema de sintese protéica (Figura 1). O DNAmt
das Angiospermas e da M. polymopha contém genes que codificam trés fRNA (268, 55 e
18S), varios tRNAs e vdrias proteinas ribossomicas.

O genoma dos plastideos contém genes que codificam todos os tRNA necesséarios
a sintese protéica. Entretanto, ainda ndo encontrou-se um grupo completo de tRNAs nos
genomas mitocondriais de plantas superiores estudados até o presente (Ceci et al., 1996).

Ha claramente uma tendéncia evolutiva em dire¢ao a uma substitni¢ao funcional, e
subsequente perda dos genes mitocondriais que codificam tRNAs em plantas superiores. A
bridfita M. polymorpha contém 29 genes que codificam tRNAs, enquanto que o girassol
possui apenas 11 (sendo que 10 se expressam) e o milho somente 10. Por exemplo, o gene
que codifica o tRNA™ foi clonado a partir do DNAmt de uma Gimnosperma, mas estd
ausente do DNAmt das Angiospermas; os genes para tRNAP™ e t(RNA® ndo existem em
muitas espécies, tendo sido substituidos por genes presentes em fragmentos de origem
cloroplastidial que foram inseridos no genoma mitocondrial, ou por tRNAs importados do
citossol (revisto por Marechal-Drouard et al., 1996). Em arroz, nove genes que codificam
tRNAs foram localizados em sequéncias oriundas do genoma do cloroplasto. Sete destas
sequéncias sdo transcritas € corretamente processadas sendo, portanto, funcionais (Miyata
et al., 1998).

Um quinto dos tRNAs usados no sistema de tradugdo das mitocOndrias de plantas

sdo codificados por genes derivados do cloroplasto. Com o intuito de entender-se como as

12



Revisdo de Literatura

mitochondrial DNA
RNA transcripts

outer mitochondrial
membrane

inner mitochondrial
membrane

mitochondrial
ANA polymearase

aming

acrds

~

4
mitochondrial DNA
mitochandrial raplication anzrymas
aminoacy!-tRNA \ . - / /
synthases proteing synthesized in ————— mitochondrial
cytosol ; ribosomal proteins

L

Figura 1: Esquema representando o maquindrio de sintese protéica mitocondrial.
Verifica-se que, mesmo possuindo seu proprio maquinario de sintese, a mitocondria ainda
necessita de proteinas e tRNAs importados do citossol para o seu funcionamento (Alberts et

al., 1994).
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aminoacil-tRNA sintetases se adaptaram a presenca destes tRNAs de origem cloroplastidial
nas mitocondrias. Menand et al. (1998) estudaram os cDNA dos transcritos nucleares da
metionil-tRNA sintetase, em Arabidopsis thaliana. O gene que codifica a enzima estd no
niicleo, mas € origindrio do cloroplasto, e os estudos indicaram que a proteina codificada
por ele € transportada tanto para o cloroplasto como para a mitocdndria, sendo processada
para a sua forma madura em ambas as organelas.

Em M. polymorpha identificou-se 16 genes que codificam proteinas ribossdmicas
{Oda et al., 1992; Takemura et al., 1992). Os mesmos 16 genes para proteinas ribossdmicas
descritos na briéfita foram encontrados no DNAmt de plantas superiores, sendo eles: rps/,
rps2, rps3, rpsd, rps7, rps8, rpsl0, rpsli, rpsi2, rpsi3, rpsid, rpsl9, rpl2, rpl5, rpl6 e
rpli6 (revisto por Schuster e Brennicke, 1994; Zalungo et al., 1994; Zalungo et al., 1993;
Knoop et al.,1995; Lippok et al., 1996; Unsel et al.,1997; Handa et al., 1998).

O gene rpsi0 foi identificado no DNAmt de batata, mas estd ausente do DNAmt
de trigo e ervilha. Nestas espécies, ele se encontra no DNAmt como uma cdpia nio
funcional, tendo sido, provavelmente, translocado para o ndcleo (Zalungo et al., 1994;
Zalungo et al., 1995). Knoop et al., (1995), ao contrario do apresentado por Zalungo et al.,
{1994 e 1995), verificaram que o gene rps/0 estd presente como cépia funcional no
DNAmt de ervilha, mas estd ausente do DNAmt de Arabidopsis thaliana e Oenothera
berteriana. O gene rps4 foi identificado na regido 5° dos exons a e » do gene mitocondrial
nad2, em A. thaliana (Lippok et al., 1996). O gene rps4 foi recentemente descrito no
DNAmt de mostarda e de arroz, tendo sido também detectado no DNAmt de trigo, milho,
soja e rabanete através de hibridizagdes (Handa et al., 1998). O sequenciamento do genoma
mitocondrial de Arabidopsis thaliana (Unsel et al.,1997) revelou os genes rps2, rps8, rpsi !

e rpli6.
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Yang e Mulligan (1996) identificaram uma molécula de RNA mitocondrial do tipo
4,58 na mitocdndria de milho, a qual possui um segmento idéntico a uma sequéncia de 15
nucleotideos presente em uma regifio aitamente conservada no RNA 4,58 de Esclerichia
coli. Este RNA se complexa como uma ribonucleoproteina e parece ter fungido no processo
de traducio e/ou direcionamento de proteinas para a membrana mitocondrial interna.

Um novo grupo de genes mitocondriais foi identificado em vegetais com base na
similaridade de sequéncia com genes bacterianos, os quais sdo essenciais a biogénese do
citocromo c. Na bactéria Rhodobacter capsulatos, estes genes se organizam em dois locos:
o0 loco ccl, o qual contém dois genes cujos produtos provavelmente atuam como proteinas
do tipo chaperoninas, com orientag¢@o para o periplasma; ¢ o loco kel, o qual contém cinco
genes, helA-D, que codificam o transportador do grupo heme tipo ABC, e helX que codifica
uma enzima, dissulfido oxidoredutase, necessdria & mediacdo de diferentes reagdes de
6xido-redugdo (revisto por Handa et al., 1996 e Schuster, 1994).

Nesta bactéria fotossintética existem duas vias funcionais necessérias a biogénese
dos citocromos tipo-c: a primeira via estd envolvida na liberagdo do grupo heme (Ccl2,
HelX e Cycl), enquanto a outra estd envolvida na apresentagdo do apocitocromo e na tio-
reducio (Ccl2, HelX, e CycH) (revisto por Kranz et al., 1998).

O gene helC de R. capsulatos, cuja proteina parece ser necesséria a exportagao de
oxigénio para o periplasma, possui homologia com a orf240, descrita em trigo. Este gene
também ¢ homélogo & orf228, presente no DNAmt de M. polymorpha (Bonnard e
Grienenberger, 1995), a qual, até entéo, ndo tinha a sua fungdo conhecida. No DNAmt de
arroz e de Oenothera berteriana também foram encontrados orfs com homologia ao gene
helC, sendo elas, respectivamente, a orf240 (Nakazono et al., 1996a) e a orf250 (Jekabsons

¢ Schuster, 1995).
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O gene helB de R. capsulatos ¢ homélogo & orf206, presente no DNAmt de O.
berteriana, ¢ & orf277, presente no genoma mitocondrial de M. polymorpha (Schuster,
1994). Este gene (helB) € igualmente homélogo 2 orf206 presente no DNAmt de tomate
(Shikanai et al., 1996), ao gene ccbh206 descrito no genoma mitocondrial de A thaliana
(Unseld et al., 1996), a 0rf206 encontrada no DNAmt de trigo (revisto por Itani ¢ Handa,
1998) e ao gene ccb206 encontrado no genoma mitocondrial de Brassica napus L.
(mostarda) (Itani e Handa, 1998)

O gene ccll, presente em R. capsulatos, € homélogo a orf589, presente no DNAmt
de trigo, e a orf509 de M. polymorpha (Gonzalez et al., 1993). Em 0. berteriana, anélises
das regiGes transcritas do gemoma revelaram uma orf de 577 codons (orf577), que €
também conservada em cenoura (0rf579), e apresenta homologia a regido N-terminal da
proteina Ccll (Schuster et al., 1993). Em O. berteriana identificou-se a orf454, homéloga a
regido C-terminal da proteina Ccll de R.capsulatos. A orf454 é também similar a duas orfs
que se sobrepde, presentes no DNAmt de M. polymorpha: orfl69 e orf322. No genoma
mitocondrial de mostarda (Brassica napus L.) foi indentificada a orf577, também homéloga
ao gene bacteriano ccl// (Handa et al., 1996).

Na bridfita M. polymorpha, as orfs 228, 277, 509, 169 e 322, homélogas ao genes
helC (orf228), helB (orf277) e ccll (orf509 e as orf169 e orf322, que sio sobrepostas) de R.
capsulatos, estdo agrupadas em um “cluster”, assim como estdo seus genes homélogos
presentes na bactéria.

Pelo menos 10 orfs foram descritas em vérias espécies de plantas superiores, sendo
elas conservadas entre diferentes espécies de plantas. Entretanto, suas fun¢des ndo foram
ainda elucidadas (revisto por Schuster e Brennicke, 1994). Entre elas, estd a orf221,

inicialmente designada como orf25 e primeiro descrita em milho CMS-T. A presenca de
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sequéncias homélogas a orf22], no genoma mitocondrial de todas espécies de plantas
examinadas, a verificagcio de que ela € transcrita e a descoberta de que os transcritos sdo
editados sugeriam que a orf22] codificava um polipeptideo na mitocdndria de plantas. Em

1993, Prioli et al., demonstraram a existéncia de uma proteina de membrana codificada pela

orf221.

2.2.2. Introns mitocondriais

Alguns genes mitocondriais de plantas superiores possuem introns. Os introns
organelares s3o classificados como do Grupo I ou do Grupo II, segundo sua estrutura
secunddria e seu modo de excisdo (Michel et al., 1989). Até 1994, nenhum intron do grupo
I havia sido encontrado em genes mitocondriais de Angiospermas, de forma que se
acreditava que eles poderiam estar completamente ausentes destes genomas (Schuster e
Brennicke, 1994). Porém a andlise do gene cox!/ de Peperomia polybotrya revelou a
presenca de um intron do grupo I, o qual, baseado na homologia com o intron al4 do gene
cox] de levedura, provavelmente codifica uma endonuclease sitio especifica. Esta
endonuclease permitiria que o intron funcionasse como uma ribozima durante sua auto-
excisdo. Acredita-se que este intron tenha surgido por transferéncia horizontal a partir de
um fungo doador (Vaughn et al., 1993).

O processamento dos transcritos primdrios de genes, que possuem introns do
grupo II, envolve eventos em "cis" e/ou em "trans" para a excisdio dos introns (Schuster e

Brennicke, 1994).
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2.2.3. Edicao

RNAs mitocondriais de plantas superiores sofrem modificagbes pos-
transcricionais pré-determinadas, conhecidas como edigdo. O evento de edi¢do geralmente
envolve trocas de C para U, e ocasionalmente de U para C, na molécula precursora do
mRNA.

Até o presente, a maioria absoluta dos transcritos dos genes que codificam
proteinas na mitocdndria de plantas superiores sofrem edigdo, com excegdo do gene T-urf3.
Este gene mitocondrial € especifico de milho com citoplasma macho estéril do tipo Texas
{(Ward e Levings, 1991). Os genes ap6 ¢ nad3-rpsi12 do DNAmt de rabanete (Krishnasamy
et al., 1994; Rankin et al., 1996), também ndo sofrem edicio. O gene atp6 possui todas as
posi¢cbes normalmente editadas nas outras espécies ji pré-editadas na sua sequéncia
gendmica, ndo necessitando, portanto, de sofrer edicdo no transcrito. J4 os genes rad3-
rpsi2 possuem algumas posigbes de edigdo j& pré-editadas; as demais, porém, ndo sdo
editadas na molécula de mRNA, sugerindo fortemente que estes dois genes nio so ativos
na mitocdndria de rabanete.

Héa uma forte tendéncia para edi¢des no mRNA que alterem os aminoicidos
especificados pelos codons (Handa, 1992; Ito et al., 1996) e, muitas vezes, as sequéncias
editadas correspondem aquela conservada evolutivamente entre diferentes organismos. No
entanto, os sitios de edicio podem também estar fora de regides codificadoras, aparecendo
nas sequéncias 5’ e 3’ ndo traduzidas dos genes (revisto por Walbot, 1991). Ji foi
verificado que o processo de edigdo € capaz de criar codons de iniciagio (AUG) (Kadowaki

et al., 1995) e de terminacfo da tradug@o, como nos transcritos do gene aip6 de milho,
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sorgo e Qenothera berteriana (Kumar ¢ Levings, 1993), assim como remover codons de
terminagdo (revisto por Hanson e Folkerts, 1992).

A edicdo pode também ocorrer em rRINA. Sitios de edi¢io foram encontrados no
rRNA 26S em O. berteriana, e no rRNA 18S em trigo (revisto por Maier et al., 1996).

Até entdo, poucos sitios de edigdo foram observados em tRNAs. Estes eventos de
edi¢do geralmente ocorrem para corrigir pareamentos errdneos de bases, o0s quais
impediriam a formagdo da estrutura secunddria correta no tRNA e, por conseguinte, seu
processamento. Um evento de edicdo no tRNA™® (GAA) da mitoc6ndria de ervilha e batata
corrige um pareamento errdneo C-A na regido aceptora (Marechal-Drouard et al., 1993).
Recentes estudos mostraram que a conversao C-para-U na posi¢do 4 do tRNAP™ (GAA),
em batata, ndo € necessdria para a aminoacilagio com fenilalanina, mas € essencial para o
processamento correto deste tRNA (Marechal-Drouard et al., 1996). Na mitocondria de O.
berteriana o mesmo evento de edicdo ocorre no tRNAP (GAA), ¢, também nesta planta,
outra edi¢do corrige um pareamento errado no "stem" do anticodon do tRNA® (GCA)
(revisto por Maier et al., 1996).

Encontrou-se sitios de edigdo em introns presentes no pré-RNA. Também neste
caso, a edigdo possibilita a formacdo correta da estrutura secundéria do intron, o que €
necessario para sua auto-excisdo. Por exemplo, o intron nadl-c/d do grupo II ndo pode ser
excisado do transcrito primdrio sem uma edigido prévia no seu dominio 6 (Bdmer et al,,
1995).

Begu et al., (1998) estudaram a sequéncia da orf mat-r de batata e o estado de
edicdo dos transcritos em dois sistemas, trigo e batata. Esta orf codifica uma proteina
similar as transcritases reversas retrovirais. Nestas plantas, a orf faz parte de introns que

sofrem “trans-splicing”, os quais estio em duas diferentes configuragbes, conforme a
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espécie, em relagd0 a posicdo dos exoms “d” e “e” do gene nadl. Em geral, nas
monocotileddneas, ¢ intron que contém a orf estd fisicamente ligado a0 exon “e”, e, nas
dicotiledoneas ja estudadas, verificou-se que ele estd ligado ao exon “d” (revisto por Begu
et al., 1998). Os estudos revelaram que os transcritos desta orfs sofrem edi¢des, muitas das
quais se acumulam nos dominios transcriptase reversa e maturase do gene mat-r, 0 que
aumenta a similaridade da protefna com as proteinas homélogas presentes em outros
organismos, e sugere que a proteina codificada € funcional nestas plantas.

Trés possivets mecanismos bioquimicos foram propostos como sendo responsaveis
pelo fenémeno de edigdo: 1) substituicio de todo o nucleotideo; 2) troca da base
nitrogenada por reagio de trans-glicolisagdo 3) alteracdo da base nitrogenada por ac¢do de
deaminase (Araya et al., 1994). Recentes experimentos excluiram as hipSteses de que a
edicdo pudesse ser obtida por um mecanismo de substituicio de todo o nucleotideo, ou por
troca da base nitrogenada através de uma reagdo de trans-glicosilagdo. Desta forma,
atualmente acredita-se que o mecanismo envolve a alteracdo da base nitrogenada por agio
de alguma enzima deaminase (revisto por Mayer et al., 1996).

Tem-se pesquisado as bases da especificidade do processo de edi¢do que permite a
escolha das citidinas a serem editadas, mas nenhuma sequéncia consenso ou estrutura
secundaria comum foi encontrada. Desta forma, parece altamente improvavel que a selecéo
do sitio de edicao seja realizado por fatores protéicos especificos.

Acredita-se que a sequéncia ao redor dos sitios de edigfio seja importante para o
reconhecimento do sitio a ser editado. Este reconhecimento poderia ser realizado por
pequenas moléculas de RNA que atuariam como guias (gRNA), assim como ocorre no
processo de edigdo em Tripanossomatideos, ¢ seriam codificadas por genes nucleares

(Walbot, 1991; Bock e Maliga, 1995; revisto por Mayer et al., 1996).
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Kumar e Levings (1993) acreditam que os transcritos do gene quimérico C-ap6,
presente em milho citoplasma macho estéril, sejam editados de maneira sequéncia-
especifica. Uma vez que o transcritoc do gene quimérico C-afp6 apresenta grande
similaridade, no mimero e posi¢do dos sitios de edigdo, em relagdo ao transcrito do gene
atp6 de sorgo e O berteriana, supde-se que sequéncias ao redor dos sitios de edigdo sejam
importantes para 0 processo.

Com o intuito de examinar os fatores determinantes para o reconhecimento do
sitios de edigao, analisou-se sequéncias repetidas de DNA mitocondrial com nucleotideos
editados, como substratos de edi¢cdo. Assim, em milho, foram analisados quatro sitios de
edicdo presentes no gene rpsI2 e em uma cdpia da parte interna deste gene, conhecida
como rpsl2b e originada pela recombinagéo entre os genes rpsl2, o intron 1 do gene rpsi3
e uma regido do plasmideo de 2,3 kb tipo S1 (Willians et al., 1998). Observou-se uma inica
mutacfio de base na posi¢do -5, em relagdo ao primeiro sitio de edigfio do segmento rpsi2b.
Verificou-se que a edi¢do foi eliminada neste sitio de edi¢@o da copia rpsi2b. Os demais
sitios continuaram sendo editados no rpsi2b. Estudos de predi¢do de estrutura secundédna
sugeriram que a mudanga no reconhecimento do sitio de edigdo ndo se correlaciona com
diferengas pa estrutura secunddria, e que a sequéncia primdria do RNA pode ser a
responsavel pela especificagao do sitio de edigio. Estas constatagdes favorecem a hipétese
da existéncia de moléculas de gRNA como responséveis pelo reconhecimento da sequéncia
primdria a ser editada, e como orientadoras do aparato de edi¢@o, por conseguinte.

Andlises de ¢cDNA revelaram trés categorias de genes com relagio a extensdo de

edi¢do nos seus transcritos: na primeira categoria estdo os genes que apresentam todos 0s
seus transcritos completamente editados, tendo-se como exemplo os transcritos do gene arp9

de diferentes espécies; na segunda categoria encontram-se 0§ genes cujos transcritos sao
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heterogéneos com relagdo i extensdo de edigdo, sendo os transcritos parcialmente editados
até mesmo mais abundantes que os transcritos completamente editados, como no caso do
gene atp6 em petunia; a Ultima categoria inclue genes cujos transcritos requerem excisao de
introns ou outro tipo de processamento para maturagio. Nesta categoria, os transcritos
correspondendo ao mRNA maduro destes genes apresentam maior niimero de sitios editados
que 0s seus respectivos transcritos precursores. Pode-se dizer, assim, que o processo de
edi¢do acompanha a maturacio do transcrito, tendo, ou ndo, relagio direta com este processo.
Como exemplo desta terceira categoria tem-se os transcritos do gene cox2 de petunia e milho
(revisto por Lu et al., 1996).

Transcritos totalmente editados e transcritos parcialmente editados do gene nad9
parecem estar engajados no processo de tradugdo em batata, uma vez que ambos estio
associados a polissomos. Porém, andlises de sequenciamento da proteina NADSY, extraida
do complexo I mitocondrial, em batata, revelou somente a versdo "editada" da proteina.
Estes resultados sugerem que, caso sejam formados polipeptideos a partir da traducdo dos
transcritos parcialmente editados, estes sdo rapidamente degradados e/ou ndo sio
incorporados ao complexo I, da membrana interna mitocondrial (Lu e Hanson, 1996).
Phreaner et al., (1996), estudando transcritos totalmente editados € parcialmente editados
do gene rpsi2 em milho, revelaram, por anélises imunoldgicas, que transcritos ndo editados
ou parcialmente editados sdo de fato traduzidos, mas seus produtos protéicos nio se
acumulam nos ribossomos mitocondriais. Estes polipeptideos talvez funcionem como
proteinas de ligacdo ao RNA, para facilitar a excisdo de introns e o dobramento das
moléculas de RNA, necessdria & formacdo de sua estrutura secundiria funcional. As
mesmas andlises foram feitas para os transcritos do gene rpsI2 em petunia, onde se

constatou que multiplas formas da proteina RPS12 existemn nesta planta, assim como em
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outras espécies. Porém, em petinia, os polipeptideos gerados por transcritos parcialmente
editados se acumulam em ribossomos (Lu et al., 1996).

Estudos de edigao dos transcritos do gene rpsi3 presentes na mitocdndria de milho
indicaram que apenas uma pequena propor¢do do total de cDNAs analisados estava
parcialmente editada. Andlises imunoldgicas demonstraram que o produto de tradugdo de
transcritos totalmente editados se acumula nos ribossomos, porém o produto de tradugio
dos transcritos parcialmente editados néc foram detectados na fragéo ribossomal, e nem no
sobrenadante pés-ribossomal, sugerindo que eles s@o instdveis (Williams et al., 1998).

Sugere-se que a edicdo do RNA poderia ser utilizada para a regulacdo da
expressdo génica. Por exemplo, a edicdo do RNA poderia ser modulada durante o
desenvolvimento de maneira sitio-especifica, de forma a produzir diferentes polipeptideos
sob viarias condi¢gbes ambientais ou diferentes estigios de desenvolvimento. Pesquisas
feitas com os genes nad3, atp9 e coxZ2 revelaram que predominam mRNAs
incompletamente editados para alguns genes mitocondriais de planta, e que o grau de
edicio pode mudar de acordo com as condi¢des de crescimento e desenvolvimento
(Grosskopf e Mulligan, 1996).

O processo de edigio € essencial para a correta expressdo de praticamente todos os
genes mitocondriais j4 analisados, uma vez que afeta todos os mRNAs ja estudados e vérios
RNAs estruturais. Como a edi¢do é um processo de extrema importéncia, chegou-se a
conclusdo que, antes de analizar-se a funcdo de uma orf, € necessdrio verificar se sua
sequéncia € editada, pois a identificagdo de sitios de edi¢do em uma orf € uma indicagio de

que ela corresponde a um gene funcional.
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2.2.4. Transcricfio dos genes mitocondriais de plantas superiores

O desenvolvimento recente de sistemas in vitro de inicia¢do da transcri¢do e
processamento de tRNAs tem produzido detalhes interessantes e intrigantes sobre a
regulacio transcricional e pds-transcricional em mitocondria de plantas.

Muitas das regies codificadoras sdo separadas por vérios kilobases de sequéncias
intergé€nicas. Esta organizacio implica em que a maior parte da informagfo codificada seja
expressa como transcritos monocistrénicos com promotores individuais, como acontece por
exemplo com os genes atp9 (Grabau et. al., 1990; Kaleikan et al., 1993), cox! (Kemmerer
e Wu, 1990) e cox3 (Gualberto et al., 1990). As frequentes recombinagbes gendmicas, que
ocorrem no DNAmt de plantas superiores, podem colocar préximos, em umas espécies,
genes que estdo distantes em outras espécies.

Genes que estdo localizados muito préximos quase sempre sdo cotranscritos. Os
genes nad3-rpsi2 estdo bastante préximos e sdo cotranscritos em Pinus sylvetris L.
(Karpinska et al., 1995), Triticum aestivum (trigo) e Zea mays L. (milho) (Gualberto et al.,
1988). Também s80 cotranscritos os genes: cox3-orfB do genoma mitocondrial de
Heliantus annuus (girassol) (Quagliariello et al., 1990), rrmi85-rm3S em Zea mays
(Maloney e Walbot, 1990), rpl5-nad3 em O. berteriana (Schuster, 1993), orf87-nad3-rpsi2
e orf87-nad3-nadi/A em Nicotiana sylvestris. Os "clusters” orf87-nad3-nadl/A e orf87-
nad3-rpsi2 do DNAmt de N. sylvestris foram, provavelmente, gerados por eventos de
recombinacio homdéloga entre a regifio intergénica de nad3-rpslI2 e a regido 3" de um gene
ancestral nadl (Gutierres et al., 1997). Sd3o cotranscritos os genes nad6-atp6, em milho
(Haouazine-Takvorian et al., 1997), nad6-nadil/D, em trigo (Haouazine et al., 1993), rps4-

nad2/A-nad2/B em A. thaliana (Lippok et al., 1996), orf25-cox3 em Oryza sativa (arroz)
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(Liu et al., 1992) e trmA(GCU)-trnF(GAA)-trnP(UGG) em Solanum tuberosum (batata)
(Remacle e Marechal-Drouard, 1996).

A presenca de numerosas unidades transcricionais implica na existéncia de muitos
promotores individuais, cuja existéncia tem sido confirmada através de vérios trabathos.
Alguns genes possuem promotores miltiplos, os quais estdo ativamente envolvidos na
transcricdo, e podem estar sendo usados para uma regulag@o diferencial da respectiva
atividade génica (revisto por Binder et al., 1996). Nakazono et al., (1996b) identificaram
virios sftios de iniciagado da transcrigio no gene atp! do DNAmt de arroz.

O padrdo de transcri¢iio de genes individuais pode também ser complicado pela
presenca de vérias cépias do gene no genoma. O gene atpA pode ser encontrado em
miltiplos contextos de sequéncias no DNAmt de soja, devido a presenca nele de duas
repeti¢es com capacidade recombinatéria. Analisando-se o padrio de transcricdo deste
gene através de experimentos de "Northern Blotting" e ensaios de protegdo de nuclease S1,
verificou-se a existéncia de miltiplos transcritos com uma extremidade 3’ 1inica ¢ uma
populagdo heterogénea de extremidades 5’ (Chanut et al., 1993).

Como ja discutido, uma grande parte dos genomas mitocondriais de plantas
superiores existe como moléculas subgendmicas, provavelmente devido a recombinagdo
entre as sequéncias repetidas. Este fato possibilita que dominios subgendmicos, replicando
independentemente, resultem na variacio do nimero de c6pias de alguns genes. Muise e
Hauswirth (1995), através de hibridizagSes com o DNAmt de milho digerido ou intacto,
demonstraram que hd diferencas gene-especificas no mimero de copias entre dois gendtipos
de milho, e que as taxas trancricionais destes genes crescem em relagéo direta ao nimero de

cOpias do gene.
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2.2.5. Promotores de genes mitocondriais de plantas superiores: sequéncia e

atividade transcricional

Até o presente ndo foi possivel transformar-se mitocdndrias de plantas, de modo
que ndo pdde-se realizar, por estas vias, estudos de expressio génica, assim como estudos
da for¢ca do promotor.

Com o intuito de identificar os sitios de inicia¢8io da transcrigio na mitocdndria de
trigo, as extremidades 5° de RNAs nascentes foram marcadas pela técnica “in vitro
capping”, e as sequéncias de quatro mRNA foram determinadas. Um motivo conservado foi
descrito na regido 5° destes genes (Covello e Gray, 1991). O desenvolvimento dos sistemas
de transcri¢do in vitro para mitocdndria de diferentes espécies de plantas permitiv a
determinacdo detalhada da influéncia de nucleotideos individuais na atividade promotora.
A inspegdo das sequéncias nestes sitios de iniciagfio revelou sequéncias conservadas, as
quais s&o sitios promotores da transcrigio. O motivo CRTA (R=purina) esti presente em
vérias monocotiledéneas ¢ dicotiledoneas, sendo esta a sequéncia promotora mais
conservada entre as plantas superiores (revisto por Binder et al., 1996). Este motivo CRTA
jé foi encontrado na regido 5’ dos genes rrm26 e trnM do DNAmt de arroz (Nakazono et al.,
1995), do gene rrmi8 do DNAmt de ervilha, batata e A. thaliana (Giese et al., 1996) e em
varios sitios de iniciac@o estudados em O. berteriana (Binder e Brennicke, 1993).

Estudos de delegdo, mutagdo pontual, entre outros, mostraram que, em adi¢@o a0
tetranucleotideo conservado, outras sequéncias localizadas na regiio 5° dos gemes em
monocotiledéneas sdo importantes para a formagdo de um promotor eficiente, incluindo
uma regido rica em bases purina localizada 15 pb aquém do sitio de inicia¢@o da transcrigio

(revisto por Binder et al.,, 1996). Em dicotiledéneas, assim como em monocotiledéneas,
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também h4 uma regido A/T-rica, ¢ o motivo CRTA estd presente em uma sequéncia
nonanucleotidica altamente conservada, a qual possui o primeiro nucleotideo transcrito
(Brown et al., 1991; Binder e Brennicke, 1993; revisto por Binder et al., 1996; Giese et al,,
1996; Caoile e Stern, 1997).

Estabeleceu-se um sistema de trancri¢do in vitro a partir de mitocondrias de
ervilha. Através dele verificou-se que a iniciagdo da transcricdo das constru¢des testadas
ocorreu a partir de promotores de genes que codificam proteinas, assim como de genes que
codificam tRNAs, indicando um modo comum de iniciacdo da transcri¢do para diferentes
tipos de RNA. O sistema reconhecen também moldes heterélogos, indicando um papel
geral do motivo nonanucleotidico dentro de promotores mitocondriais de mono e
dicotiledbéneas. Além disso, estudos da estrutura do promotor, realizados através de andlises
de delegdo, indicaram que sequéncias localisadas a mais de 25 nucleotideos, antes do inicio
da transcrigfio, também s3o importantes para o evento de iniciagdo (Binder et al., 1995). O
gene atp9 de batata possui um padrédo simples de transcricdo, pois identificou-se um dnico
transcrito nos experimentos de “Northern Blotting”. Seu sitio de inicia¢do da transcri¢do foi
determinado, ndo possuindo, a sequéncia ao redor, qualquer homologia com as sequéncias
consensos de promotores mitocondriais. Discute-se, assim, a existéncia de mais um
mecanismo de transcri¢io na mitocdndria de plantas (Lizama et al., 1994).

Experimentos de transcri¢do “run-on” mitocondriais foram usados para determinar
a taxa transcricional de nove genes mitocondriais de miltho, a saber: rpsi2, rrn26, atp6,
rml8, cox2, atpa, atp9, cox3 e cob (Muise e Hauswirth 1992). Detectou-se uma variagao
de 15 vezes entre as taxas trancricionais. Posteriormente, analisou-s¢ se a taxa

transcricional de cada gene era dependente do genétipo citoplasmadtico, ou do tecido a partir
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do qual as mitocdndrias foram isoladas. N3o se detectou diferengas tecido-especificas nas
taxas trancricionais, mas a variacfo significativa da for¢a do promotor, de pelo menos um
dos genes, foi dependente do gendtipo citoplasmatico. O mesmo experimento foi feito para
outros setes genes mitocondriais (rrml8, rrn26, atpl, atp6, atp9, cob e cox3) também a
partir de mitocdndrias de milho, obtendo-se o mesmo resultado. Encontrou-se uma variag¢ao
na taxa de transcrigdo de aproximadamente 14 vezes, e concluiu-se que a forga do promotor
€ o principal determinante desta variagdo (Mulligan et al., 1991). No primeiro trabalho o
gene rpsl2 foi o mais transcrito, enquanto que no segundo os genes mais transcritos foram
os que codificam os TRNA 1885 e 26S. Mulligan et al., (1991) concluiram que os processos

pés-transcricionais também sdo importantes na modulagfo da abundancia de mRNAs,

2.2.6. Processamento dos transcritos mitocondriais de plantas superiores

A marcacdo especifica da extremidade 5° do RNA através de experimentos de
capeamento in vitro tem permitido a distingdo entre a terminacio 5° derivada de iniciacbes
de novo, daquelas oriundas de eventos de processamento na extremidade 5°. Este método
baseia-se na marcagdo especifica das extremidades 5° nascentes, as quais sio
polifosforiladas nos transcritos primdrios, com GTP marcado radioativamente, através da
enzima guanidiltransferase. Com a utilizagdo desta técnica verificou-se que a extremidade
5’ de varios genes, determinadas por ensaios de "extensdo de primers” e digestio com
nuclease S1 correspondiam, de fato, a sitios genuinos de inicio da trancri¢@o, e ndo a sitios
de processamento. Estes resultados mostraram que o processamento da extremidade 5° em
mitocdndria de plantas ndo é obrigatério. Andlises de "extensdo de primer" indicaram que a

extremidade 5° do transcrito maduro do rRNA 26S € criado pelo simples inicio da
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trancri¢cdo, nao havendo qualquer processamento posterior nesta regido (revisto por Binder
et al., 1996).

Os diferentes passos de processamento na maturagdo do RNA em mitocéndrias de
plantas constituem niveis potenciais da regulaciio pés-transcricional na organela. Em
mitocOndrias e cloroplastos de plantas, os mRNA e rRNA ndo possuem a estrutura “cap” na
extremidade 5°, ¢ os mRNA n3o sio poliadenilados em suas extremidades 3°. Ocorrem
clivagens endonucleoliticas na terminacdo 5° dos rRNAs, nas terminagdes 3’ ¢ 5’ dos

tRNAs e em precursores dos mRNA.

2.2.6.1. rRNA

A organizacio e a estrutura dos genes que codificam rRNAs da mitocondria de
plantas sZo diferentes daquelas de animais € fungos. Os TRNAs de plantas s&o maiores e
contém um rRNA 58S na subunidade ribossdmica maior (Leaver e Harmey 1976). Os genes
que codificam rRNA 18S e 5S foram encontrados em estreita ligacdo, no DNAmt de trigo e
de outras espécies analisadas, estando, entretanto, bem distantes e em sentido oposto ao
gene que codifica o rRNA 268 (Cunningham et al., 1976; Brennicke et al., 1985; Manna e .
Brennicke 1985; Leujene et al., 1987; revisto por Falconet et al., 1988).

Maloney e Walbot (1990) examinaram a transcricdo dos genes para os IRNA 18S
¢ 5S da mitocondria de milho, como um passo incial na busca da elucidagdo do mecanismo
de transcri¢do e processamento da mitocOndria de plantas. Experimentos de “Northern
Blotting” indicaram que estes dois genes sdo cotranscritos €, através de analises de prote¢ao

por endonuclease S1, verificou-s¢ que este transcrito maior sofre processamento
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endonuclolitico em vérios pontos, tendo sido determinado as extremidades 5'e 3° dos
transcritos monocistronicos obtidos ap6s maturagdo do transcrito primério.

Muitas terminagdes 5° derivam de eventos de processamento e as sequéncias ao
redor destas terminacbes foram investigadas com o objetivo de se identificar sinais
potenciais de processamento. Incluindo as sequéncias terminais dos genes para rRNA, dois
blocos de sequéncias estdo conservados nestas regides e atuam como sinais potenciais de
processamento (Maloney et al., 1989; Schuster ¢ Brennicke, 1989). Sitios de processamento
no 57, pelo menos nos rRNA, muito provavelmente derivam de clivagens endonucleoliticas
nestas regides sinalizadoras conservadas, e devem, portanto, gerar produtos detectiveis em
ensaios in vitro. Em diferentes espécies de plantas, o rRNA 18S € sintetizado a partir de
promotores que estdo bem aquém da sequéncia, requerendo, portanto, processamento na
regiao 5 para a remogdo de 25-120 nt. Em trigo, um gene para tRNA, que estd 1 nt anterior
a regido codante do rRNA 18S, € usado como sinal de processamento na maturagio
simultinea das extremidades 3 do tRNA e da regido 5° do rRNAI18S (Maloney e Walbot,
1990; Gray et al., 1992).

Em diferentes espécies vegetais observou-se uma elevada similaridade de
sequéncia, entre a regido 5 terminal do transcrito maduro do gene rRNA26S, e a mesma
regido do transcrito do gene ap9. Este fato sugeriu que esta sequéncia conservada talvez
seja responsavel por guiar uma atividade especifica de processamento (Schuster e
Brennicke, 1989). Observou-se que todos os rRNAs mitocondriais maduros e precursores
contém um tetranucleotideo, AAU(A)C na sua extremidade 5°. Esta sequéncia é também
vista, na mesma posi¢do, em varios outros mRNAs de plantas, de modo que propde-se uma
func@o de iniciagdo da trancrigdo e/ou processamento para tal sequéncia (Maloney et al.,

1989).
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2.2.6.2. mRNA

Na mitocondria de plantas e nos cloroplastos 0s mRNA nao sdo poliadenilados,
necessitando, assim, outros mecanismos para sua estabilizag@o. Provavelmente € necesséario
um processamento extensivo da regido 3°, uma vez que, regides adicionais ndo
codificadoras, sdo muitas vezes incluidas nos transcritos. Terminais 3" miltiplos sdo
observados somente excepcionalmente, de modo que as extremidades Unicas vistas em
unidades individuais de transcrigdo sugerem fatores regulatérios especificos para estas
regibes (revisto pos Binder et al., 1996). A inspegfio das sequéncias presente nos arredores
das terminagdes 3 identificou um grupo de 15 nucleotideos conservados, que se dobram
em uma estrutura secunddria do tipo “stem-loop”, imediatamente antes do término dos
transcritos dos genes cox2 e atpl de O. berteriana (Schuster et al., 1986). A andlise de
sequéncias presentes na regifo 5° de outras terminagdes 3° mapeadas mostraram que estas
sequéncias também possuem uma capacidade para se dobrar em estruturas “stem-loop”,
como foi verificado em milho, arroz, ervilha, petunia e sorgo (revisto por Binder et al.,
1996).

S0 necessdrias clivagens exonucleoliticas no terminal 3’ dos TRNA e mRNA. As
estruturas secundérias semelhantes a "loops” que ocorrem no terminal 3’ dos mRNAs sio
sinais potenciais para digestdo endonucleolitica adicional ou para atenuagfo da digest&o
exonucleolitica 3’—5’, funcionando, assim, como estabilizadores dos transcritos, ou ainda
para a terminac@io da transcri¢fio (revisto por Binder et al.,, 1996). Dombrowski et al.,
(1997) mostraram, através de ensaios de transcrigdo in vitro, que as sequéncia invertidas

repetidas responsdveis pelos "loops”, presentes nas extremidades 3° do mRNA do gene
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atp9, atuam como sinais de processamento exonucleolitico 3°—5° e como sinais

estabilizadores dos transcritos precursores, mas ndo como terminadores da transcrico.

2.2.6.3. tRNA

Sistemas de processamento in vifro desenvolvidos para lisados mitocondriais de
trigo (Hanic-Joyce e Gray, 1990) e O. berteriana (Marchfelder et al., 1990), e extratos
mitocondriais de batata (Marchfeider e Brennicke, 1994) e ervilha (Marchfelder et al.,
1996) confirmaram que a mitocdndria de plantas possui a capacidade de excisar moléculas
de tRNA de transcritos maiores. O processamento do tRNA envolve clivagens
endonucleoliticas por enzimas em seu terminal 5° (RNase P) e em seu terminal 3’ (3’
endonuclease). A enzima tRNA nucleotidil transferase adiciona a sequéncia CCA ao
terminal 3’ do tRNA em maturacdo. Andlises do processamento in vitro de extratos
mitocondriais de trigo e batata demonstraram que tRNAs de origem do cloroplasto,
integrados no DNAmt, sdo corretamente reconhecidos e processados pela RNase P e
sofrem o processamento 3’ (Hanic-Joyce e Gray, 1990; Marchfelder e Brennicke, 1993;
Marchfelder e Brennicke, 1994). tRNA adicionais sdo importados do citoplasma, mas ainda
ndo sabe-se se eles sofrem o processamento dentro ou fora da organela (revisto por Binder
et al., 1996).

O processamento de tRNA mitocondriais de plantas talvez seja um regulador para
o funcionamento dos tRNA mitocondriais, dos tRNAs de origem do cloroplasto e daqueles
importados do nticleo. O processamento € controlado por diferentes fatores inerentes ao

proprio tRNA, como pode ser deduzido da eficiéncia varidvel de excisdo. O processamento
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do tRNAF™, por exemplo, é regulado pelo nivel de edi¢do do precursor. Precursores nao
editados ndo sdo reconhecidos pela RNase P e nfo sdo processados, ja as moléculas
precursoras editadas sfo rapidamente convertidas em moléculas maduras (Marchfelder et

al., 1996).

2.3. DNAmt de Marchantia polymorpha

O DNAmt da bridfita M. polymorpha foi analizado em microscopia eletronica,
mapeado com base nos sitios de cortes de endonucleases de restricio e completamente
sequenciado (Oda et al., 1992). Tais estudos determinaram que este DNA mitocondrial €
representado por uma molécula circular tnica de 186.608 pares de bases, sem repeti¢des
recombindveis, portanto incapaz de gerar moléculas subgendmicas ou formas isdmeras.
Este DNAmt também ndo apresenta inser¢des de segmentos de DNAs exdgenos,
origindrios do cloroplasto ou do niicleo, e os transcritos de seus genes nio sofrem edigdo.
Além disto ele apresenta organizacido génica semelhante aos operons bacterianos. Seus
genes que codificam protefnas ribossémicas formam dois grupos principais, sendo assim
muito similares, quanto a sua organizacio, aos operons de protefnas ribossdmicas de E. coli
(operons str e S10-spc-a) (Takemura et al., 1992). Estas caracteristicas sugerem que o
genoma mitocondrial da briéfita provavelmente se assemelha 3 forma primitiva do genoma
mitocondrial de plantas, originado a partir de um endossimbionte (Gray, 1989; Oda et al.,
1992).

O conhecimento da informagiio genética do genoma mitocondrial das plantas

avancou consideravelmente com a determinagdo da sequéncia gendmica completa do
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DNAmt de M. polymorpha (revisto por Schuster e Brennicke, 1994) o que mostra a grande
importancia que teve o estudo do genoma mitocondrial desta bridfita. Verificou-se que este
genoma apresenta praticamente todos os genes jd descritos na mitocondria de plantas
superiores, possuindo, estes genes, um alto grau de identidade entre as diversas espécies do
reino vegetal. Quando da publicagdo da sequéncia do genoma mitocondrial desta briéfita,
28 orfs permaneceram com suas fun¢des ndo identificadas, devido a auséncia de
similaridade a qualquer sequéncia mitocondrial, presente nos bancos de dados.

Estas orfs mitocondriais s3o quadros de leitura aberta, assim caracterizados por
apresentarem um codon de iniciagdo € um codon de terminacdo. Este dado, somado ao fato
destas sequéncias apresentarem preferencialmente codons que obedecem ao "codon usage”
de genes mitocondnais da bridfita (conteido de C+G na primeira, segunda e terceira
posicéo do codons de 42 + 10.9%, 37 + 13.2% e 26.4 + 9.4%, respectivamente - Oda et al.,
1992), tornam tais orfs fortes candidatas a genes funcionais. Algumas destas orfs j4 foram
confirmadas como genes e tiveram suas fungdes elucidadas, o que faz com que as outras
orfs sejam fortes candidatas a serem reconhecidas como genes funcionais. As orfs que
tiveram sua funcdo elucidada sdo: orf322, orfl69, orf509, orf228 e orf277, as quais
encontram-se agrupadas no DNAmt da briéfita. Estas orfs codificam 4 proteinas homélogas
a polipeptideos envolvidos na biog€nese do citocromo ¢, como descrito para 0s genes

homdlogos a elas, os quais estdo presentes em R. capsulatos.
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2.4. Caracteristicas evolutivas do genoma mitocondrial de plantas

Fortes evidéncias apontam na dire¢do de uma origem endossimbidtica para a
mitocdndria e o cloroplasto, sendo que as duas organelas originaram-se a partir de
procariotos distintos. Segundo a hipétese endossimbidtica, as organelas teriam se originado
a partir da evolugdo de progenitores procaridticos, que viviam em associagio simbidtica
com a célula hospedeira nucleada. Ndo € conhecido se a origem das organelas € mono ou
polifilética, existindo argumentos contra e a favor de ambas as origens. A grande
conservacio genética, em nivel da fungdo mitocondrial, do conjunto de genes ¢ de sua
sequéncia de bases, entre 0 DNA mitocondrial de diversos organismos, favorece a hipotese
da origem monofilética para as mitocdndrias (Gray, 1989a; 1989b; Gray et al., 1989; Oda et
al., 1992). A Figura 2 mostra uma 4rvore filogenética da provdvel evolugio das
mitocdndrias e cloroplasto a partir de uma bactéria ancestral.

Em recente revisdo, Gray et al. (1999) apresentaram que estudos recentes de
eucariotos unicelulares (protistas) tem fornecidos evidéncias que contestam a tradicional
teoria da endossimbiose serial. Esta teoria defende que as mitocéndrias sdo os decendentes
diretos de um endossimbionte eubacterial que se estabeleceu, em um estdgio inicial da
evolugdo, em uma célula hospedeira com niicleo, mas amitocondriada. Os estudos recentes
indicam que a mitocdndria surgiu de um ancestral comum a todos eucariotos existentes e
levantou a possibilidade de que esta organela tenha se originado essencialmente no mesmo
tempo que o componente nuclear da célula eucaridtica, ao contrdrio de ter surgido em um
evento separado e subsequente.

Através de estudos extensivos de comparagbes de sequéncias, tarnanho do

genoma, contetdo e organiza¢do génica do DNAmt, entre diversas espécies vegetais,
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Figura 2: Esquema da arvore filogenética da possivel evolugdo da mitocondria, do

cloroplasto e de seus ancestrais bacterianos (Alberts et al., 1994).
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concluiu-se que 0 genoma mitocondrial de plantas varia enormemente em tamanho e
organizacdo dos genes, por€ém apresenta uma baixa taxa de substituicio de nucleotideos
(mutacdo) quando comparado ac genoma do cloroplasto. Desta forma, o genoma
mitocondrial de plantas possui grande capacidade de evoluir rapidamente em estrutura,
porém lentamente em sequéncia. Tal fato resulta em grande conservagdo da estrutura
primaria (sequéncia de nucleotideos) dos genes entre diferentes espécies de plantas
(Palmer, 1990), sendo a organizacdo génica mitocondrial completamente diferente de uma
espécie para outra, devido a elevada taxa de recombinagdes.

Nustrando o processo evolutivo do DNAmt de plantas superiores, encontra-se o
trabalho de Palmer e Herbon (1988). Estes autores, estudando seis espécies do género
Brassica, demonstrararn que o DNAmt destas espécies era constituido por um mesmo
grupo de sequéncias. As sequéncias se ordenavam diferentemente em cada uma das
espécies, como resultado, principalmente, de inversdes e rearranjos aleatorios ocorridos nos

genomas.

2.5, Estratégias para a descoberta de novos genes mitocondriais

Sabe-se que mudancas no conteido génico ndc € um componente importante
responséavel pela variagdo de tamanho entre os genomas mitocondriais de plantas (revisto
por Palmer, 1990). Desta forma, entre as diferentes espécies, hd pouca variaco da
capacidade codificadora do DNAmt.

Observa-se que ocorre uma diferenca entre o nimero de polipeptideos resultante
de sintese protéica organelar (20 polipeptideos ou mais), visualizados como bandas em gel

ap6s eletroforese, € o nimero de proteinas conhecidas através da clonagem de genes
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mitocondriais em Angiospermas. Desta forma, espera-se que no futuro mais genes
codificadores de protefnas mitocondriais sejam identificados no DNAmt de plantas
superiores (revisto por Breiman e Galun, 1990).

A identificagio de novos genes mitocondriais em plantas tem sido feita através de
diferentes estratégias. Por exemplo, no final da década de 80 utilizou-se mapas de
transcri¢do, onde colegdes de clones do DNAmt, representando o genoma mitocondrial
completo, foram usadas como sondas para hibridiza¢tes com o RNAmt. Os fragmentos que
se hibridizavam eram analisados em detalhes, pois podiam representar novos genes. Além
desta estratégia, também foram estudados mutantes mitocondriais, onde a caracterizagio de
sequéncias alteradas do DNAmt em mutantes levou a identificagio de novos genes
funcionais (Newton, 1988).

O sequenciamento de fragmentos do DNAmt de plantas e comparacio com
sequéncias mitocondriais, nucleares ou do DNAct de outros organismos também € um
caminho para a identificagBo de novos genes mitocondriais em plantas. Este foi o
procedimento adotado para o estudo do genoma de M. polymorpha (Oda et al., 1992).

Bonnard e Grienenberger (1995), identificaram uma nova orf em trigo, através do
estudo das regibes transcritas do genoma mitocondrial do trigo. O RNAmt total marcado
radioativamente foi usado como sonda em hibridizacio com uma cole¢io de clones do
DNAmt representando o genoma completo. Os clones positivos, que nfo cedificavam
genes mitocondriais j& conhecidos, foram analisados em detalhes. Um fragmento de 3.7 kb
identificado foi sequenciado, revelando uma nova orf. Apés comparagdes com sequéncias
nos bancos de dados, observou-se que a nova orf identificada em trigo apresentava

similaridade com o gene bacteriano helC, envolvido na sintese do citocromo ¢, e com a
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orf228, com func¢Zo até entdo desconhecida, presente no genoma mitocondrial de M.
polymorpha.

As hibridizactes heterélogas também s3o um recurso bastante utilizado na
identificacdo de novos genes no genoma mitocondrial de plantas superiores. Estes estudos
tem sido feitos com sucesso, mesmo quando as sondas heter6logas provém de organismos
de reinos diferentes (Dawson et al., 1988). Resultados melhores podem ser esperados,
entdio, com o uso de sondas obtidas a partir de diferentes espécies do mesmo reino. Em
plantas observa-se que, mesmo entre espécies evolutivamente distantes, hd elevada

conservacgio das sequéncias génicas.

2.6. Estratégia utilizada neste trabalho para a descoberta de novos genes

mitocondriais

Neste trabalho, a busca de novos genes mitocondriais foi efetuada adotando-se,
como estratégia, o emprego de hibridizacbes heterélogas. Seis orfs de M. polymorpha
(orf86a, orf99, orfl09, orfi36, orfl67 e orf207) foram utilizadas como sondas em
hibridizacBes que visaram verificar a conservagio delas no DNAmt de seis espécies
vegetais. Estas espécies foram escolhidas de forma que fossem distantemente relacionadas
e constituissem uma amostra representativa da diversidade das Angiospermas.

Esperava-se que as orfs presentes no DNAmt da bridfita, e que ainda permanecem
com a fungiio desconhecida, fossem novos genes conservados entre as plantas superiores,
pelos seguintes fatores:

1. Estas orfs, por definigdo, apresentam um codon de iniciagdo e um codon de terminagéo

para tradugdo.
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2. Os codons utilizados estdo em consondncia com o “codon usage” dos genes
mitocondriais da bridfita.

3. Ha evidéncias de que ainda hd genes mitocondriais em plantas superiores a serem
descobertos.

4. Existe elevada conservagio da sequéncia de bases entre os mesmos genes presentes em
diferentes espécies de plantas.

Inicialmente as seis orfs foram caracterizadas quanto a sua conservacio entre as
plantas superiores, o que forneceu evidéncias a sua classificagdo ou ndo como genes.
Quatro das seis orfs (orfs 86a, orfl67, orf99 e orf207) revelaram-se conservadas no
DNAmt das espécies vegetais analisadas.

Dentre estas, a orfI67 despertou interesse por apresentar homologia com
sequéncias presentes no DNAmt de batata, coix, ervilha, milho e soja. Este resultado
determinou o estudo detalhado do fragmento homélogo a orfI67 presente no DNAmt de
coix. Esta planta foi escolhida como modelo, devido ao sinal intenso verificado na
autoradiografia, obtido apés a hibridizagdo da orfI67 com o DNAmt desta espécie. Este
sinal intenso indicou que a sequéncia do DNAmt de coix, homdloga a orf, era bastante

similar & sequéncia da orfl67, fato que facilitou seu isolamento e estudo, neste trabalho.
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3. OBJETIVOS

¢ Estudo da conservagao das orf86a, orf99, orfl109, orf136, orfl67 e orf207, originérias
do DNAmt de Marchantia polymorpha, no genoma mitocondrial de alfafa, batata, coix,
couve-flor, ervilha, mitho e soja.

¢ Clonagem do fragmento mitocondrial identificado em Coix lacrima-jobi L, homélogo a
orfl67 de M. polymorpha.

+ Estudo da estrutura e express@o dos genes presentes neste fragmento.

¢ Estudo da conservagio do fragmento homdélogo a orf167 de M. polymorpha, presente

no DNAmt de coix, em diferentes espécies vegetais.
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4. MATERIAL

4.1. Material vegetal

As espécies escolhidas para extragdo de DNAmt foram selecionadas de forma que
representassem os dois grandes subgrupos das Angiospermas: as monocotiledéneas e as
dicotiled6neas. Outro critério empregado foi a escolha de espécies pertencentes a familias
distantes, de maneira que pudessem corresponder a uma amostragem representativa da
diversidade do grupo, dentro de nossas possibilidades de trabalho. Além disso, considerou-
se também a disponibilidade de material vegetal, facilidade na realizacdo das extragdes e
rendirnenfo em DNAmt adequado aos experimentos.

Seguindo estes critérios, entre as monocotiledéneas escolheu-se as espécies Coix
lacryma jobi L. (coix) € Zea mays (milho) (hibrido simples comercial AGF352).
Representando as dicotiledéneas foram escolhidas espécies de trés grupos distantes:
Leguminosas, Solaniceas e Brissicas. Assim, selecionou-se Glycine max (soja) (variedade
CV-IAC- 5), Pisum sativum (ervilha) (variedade MIKADQ), Medicago sativa (alfafa)
(adquirida no comércio local); Solanum tuberosum (batata) (adquirida no comércio local)
e Brassica oleracea (couve flor) (adquirida no comércio local).

Utilizou-se também uma briéfita do mesmo género da Marchantia polymorpha,
denominada Marchantia chenopoda. M. chenopoda é uma espécie brasileira,
abundantemente encontrada em SZo Paulo e morfologicamente muito semelhante a M.
polymorpha. Esta espécie foi coletada no Instituto de Botinica, Sdo Paulo - SP, sob a

orientacdo do Dr. Daniel Moreira Vital.
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4.2. Oligonucleotideos

Todos os oligonucleotideos utilizados para as reagdes de amplificacio de DNA,

sintese e amplifica¢do de cDNA estfo listados na Tabela 1.

4.3. Sondas

Foram usadas como sondas heter6logas 6 orfs amplificadas por PCR a partir do
DNA total de M. polymorpha. Para escolha destas orfs, foram feitas pesquisas em bancos
de dados, utilizando-se a sequéncia de viérias orfs mitocondriais da M. polymorpha. Estas
andlises revelaram que as seis orfs escolhidas permaneciam com suas funcdes
desconhecidas, sendo elas: orf86a, orf99, orfl09, orfl36, orfl67, e orf207. A localizagio

destas orfs no mapa fisico da bri6fita é dada na Figura 3.
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OLIGO calculada usada
86a | 5’ dentrodaorf 61,2°C 56°C |5’ GAA ACC TTA GGG CAT TGG CTT CTT C3’
3 fora daorf 59,5°C 5" GAC TAT AAG GAC AGG GGA GAG CACGY®
99 5’ dentro da orf 61,7°C 57°C |5 GCA GGC ACA GGT AAT GAA AAC GAA G3°
3’ fora daorf 60,2°C 5" GAA CAT AAC CGT CCC AGG GTA ATG AY
109 5’ fora daorf 58,9°C 53°C |5’ TTA AGG AAC ACT TGG GAC TAC CGA AY’
3’ fora daorf 58,9°C 5’AAG AGA ATC AAA CGC ACA GAA AAGCY
167 5’dentro da orf 57,7°C 55°C |5’ AGT TGG AGG AGA TAG GAT TTC GTG T3’
| 3 fora daorf 58,2°C 5 GTT ACT TCT TTT GCG GCT GTT TTC T3’
136 { 5 fora daorf 56,9°C 45°C |5 CGT TTT TCG GCG AGT CTA TGT CAT T3’
3’ fora daorf 57,2°C 5" TTA GAG AAG CAA CCA GTG GCA ATA TS
207 | 5 fora daorf 62,4°C 58°C 15" TAT GCC GCT TTG CTG AAT GTTTIGT ¥
1 3’ dentro da orf 62,0°C 5' TTC ATT GGT AAG TTG GTG GAC GAC C¥’

OLIGO
OLIGO MAP5 5" denrodo genenad3/ | 634 °C | 61.0°C | 5°CGA CTT CTG GCA TCA CCG 3"
amplifica 3’ —»5" em
relagdo ao gene
OLIGO FNAD3 S foradogenenady/ | 62.0°C | 61.0°C 5°GCG AGA GAA CGA AGT GGG 3
amplifica 5'—=3" em
relacio ao gene
OLIGO DNAD3 | 5 demrodogenenads/ | 61,7°C | 61.0°C 5GCTTIG GTG ATGTCG GAAT 3"
amplifica 5’3" em
relacdo ao gene
OLIGO DRPS12 3 dentrodo gene 512/ | 61.2°C | 61.0°C 5'CGT AAT AAG GGA AAG GAAGC 3"
amplifica 3"-5" em
relacfo ao gene
CLIGO FRPS12 3 forado gene rps12/ | 63.2°C Nizo 5°GAG GCA TCT TCC ATTCATTTAG 3"
amplifica 3" =5 em .
: relagio ao gene funcionou
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OLIGO COM CAUDA | Tm usada | SEQUENCIA

POLIT
-oligonucleotideo 1]  50°C Sst1
R 5°CTC.GAG CTCCTG CAGT(16) 3°
5 Xho [ Pst 1
oli 50°C _ Sstl
o 5CTC GAGCTCCTGCAGTT 3
Xho I Pst I

-

OLIGO PARA Tm usada | SEQUENCIA
AMPLIFICACAO DE
PLASMi])EO
AN T2 ' 55°C 5" ACG ACGTTG TAA AACGACGGCCAGT 3
CV 76 55°C 5 AAACAGCTATGACCATGATTACGCC 3

Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos, temperatura de anelamento calculada
e empregada nas amplificagdes. A) oligonucleotideos utilizados para amplificagdes das orfs
mitocondriais da briéfita M. polymorpha; B e C) oligonucleotideos utilizados para sintese e
amplificagdo dos cDNAs; D) oligonucleotideos utilizados para amplificacdo de fragmentos

clonados em plasmideos.
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DNA mitocondrial de
M. polymorpha

Figura 3: Mapa fisico do DNAmt de M. polymorpha (Oda et al., 1992). As orf 86a,

99, 109, 136, 167 e 207 estao indicadas por setas.
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5. METODOS

5.1. Escolha das orfs de M. polymorpha.

As 28 orfs de M. polymorpha, publicadas por Oda et al. (1992) como sequéncias
sem homologia com nenhuma sequéncia g€nica conhecida, foram comparadas com
sequéncias presentes nos bancos de dados. Para tanto, as sequéncias de bases das offs foram
convertidas nas suas sequéncias de aminodacidos, ¢ comparadas utilizando-se o programa
BLAST (disponivel pela internet, pagina http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Foram
selecionadas aquelas que permaneciam desconhecidas, ndo estavam localizadas em introns
e apresentavam tamanho suficiente pra codificar um polipeptideo. S&o elas : orf86a, orf99,

orfl09, orf136, orfl167 e orf207.

5.2. Desenho dos oligonucleotideos

Para cada orf do DNAmt de M. polymorpha foi desenhado um par de
oligonucleotideos. A determinagio da sequéncia dos oligonucieotideos foi feita com base
na sequéncia da orf ou em sequéncias vizinhas & orf, usando-se o programa OLIGOS. Estes
oligonucleotideos foram utilizados como iniciadores para a amplificacéo das orfs, através
de reagdes de amplificagio a partir do DNA total de M. polymorpha.

Para o desenho de oligonucleotideos eficientes foram observadas algumas regras
simples: todos eles possuiam aproximadamente 25 nucleotideos de extensdo, 50-60% de
composigdo C+G e auséncia de complementariedade de sequéncia na porgdo 3’ terminal de

cada par.
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A sequéncia de bases dos oligonucleotideos, sua Tm (temperatura de anelamento)
calculada e a usada nas reaces de PCR, e sua posico em relagdo a orf que amplifica, so
dadas na Tabela 1A.

Para a determinacdo da temperatura de anelamento que seria empregada nas
reagdes de amplificacdo para cada par de oligonucleotideos, verificou-se a Tm de menor
valor do par, ¢ desta subtrafu-se de 2,2°C a 5,9°C, para a obtencdo da temperatura de
anelamento mais especifica.

Utilizando-se o programa GENERUNNER (Hastings Software, Inc. 1994),
desenhou-se cinco oligonucleotideos, com tamanhos variando de 18 a 22 bases, que foram
usados para a sintese e amplificacdo dos cDNAs. Quatro combinagdes tiveram por objetivo
a confecgéio do cDNA da regido codificadora da fita de mRNA, para posterior amplificacdo
da fita por PCR, clonagem e sequenciamento. Um oligonucleotideo tinha por objetivo o
mapeamento da regido 5° do mRNA, também através de sintese de ¢cDNA desta regido,
amplificacdo por PCR, clonagem e sequenciamento. As sequéncias foram escolhidas de
modo que ndo formassem palindromes, “hairpin loops”, dimeros, “buige loops”e “loops”
internos. Analisou-se também, através do programa, todas as combinacbes de
oligonucleotideos para verificar a viabilidade de seu uso em pares. Na Tabela 1 sio
mostradas as sequéncias destes oligonucleotideos, as Tm calculadas e as Tm empregadas

para amplificagio dos cDNAs.

5.3. Extracdo de DNAmt

A metodologia usada foi baseada na descrita por Vedel e Quetier (1974). Para

extracdo do DNAmt de milho, soja, ervilha e coix foram utilizadas plantulas germinadas no
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escuro por 7 a 8 dias. As sementes foram plantadas em vermiculita autoclavada, em
bandejas esterilizadas por UV. As plantulas foram regadas em dias alternados com agua
destilada autoclavada e tratadas diariamente com fungicida. Plantulas de alfafa foram
adquiridas no comércio local. Utilizou-se tubérculos de batata e inflorescéncias de couve
flor para a extragdao do DNAmt.

As plantulas foram cortadas na base e lavadas em &4gua fria para retirada do
fungicida; os tubérculos foram descascados e cortados em cubos e as inflorescéncias foram
picadas em pedacos pequenos. Toda a extragdo, até o passo de lise das mitocOndrias, foi
feita mantendo-se sempre as solugdes resfriadas em gelo, bem como toda a vidraria
utilizada e o material vegetal. O tecido foi pesado (foram usados entre 200-250 g de tecido)
e colocado imediatamente no liquidificador. A ele adicionou-se 700-800 ml de tampao A
gelado (Tris-HCl 0,05M pHB8, Manitol 0.3M, EDTA tetraNa 3mM, BSA 0,1% e B-
mercaptoetanol 0,028%) de forma a cobrir completamente os tecidos. Em seguida eles
foram moidos em liquidificador 3 vezes, durante 5 segundos, na velocidade baixa,. O tecido
macerado foi filtrado em Blutex, o qual € um tecido de “nylon” com poros de 50 ym de
didmetro, seletivo para mitocondrias. Centrifugou-se o filtrado a 1.400 x g por 10 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi recuperado, e passou por nova centrifugacio a 10.400 x g por 30
minutos a 4°C. Com esta centrifugacdo as mitocdndrias foram sedimentadas. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido cuidadosamente com pincel, em
10m] de tampdo. As mitocdndrias ressuspendidas foram colocadas em um frasco “Potter”,
onde efetuou-se sua homogeneizacdo. A esta solucio adicionou-se, lentamente, 10mM de
MgCl, e 100 pg/ml de DNase. Ap6s 1 hora a 4°C adicionou-se a solugdo 3 volumes de

tampdo B frio (Tris 0,05M pHS.0, sacarose 0,3M, EDTA tetraNa 20mM) e centrifugou-se a
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12.000 x g por 15 minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante, ressuspendeu-se
suavemente o precipitado em 4 ml de tampdo B frio e homogeneizou-se a solucdo de
mitocdndrias no “Potter”. O volume obtido foi dividido em dois gradientes de sacarose
preparados em tampéo C (Tris 0,05M pHS8, EDTA tetraNa 20mM). Os gradientes foram
formados por sacarose em duas concentragdes: a 53% e 30%. Estes gradientes foram
centrifugados a 110.000 x g por 1 hora a 4°C. Recuperou-se as mitocdndrias purificadas, as
quais se alojaram na interface das duas concentragdes de sacarose, € adicionou-se
lentamente ao volume recuperado 4 volumes de tampéo B frio. Centrifugou-se 2 17.200x g
por 15 minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspendido em 5 ml de tampdo C. Adicionou-se
1 ml de Sarkosyl a 10% e 100 pg/mi de proteinase K. Apés 30 minutos a temperatura
ambiente, o lisado foi vertido em uma proveta contendo 10,5 g de CsCl, e o volume foi
completado para 12,5 ml com tampao C. Em um tubo "Quick Seal” introduziu-se 150 pl de
Brometo de Etideo a 10 mg/ml e o lisado mitocondrial misturado ao CsCl. Este tubo foi
selado e centrifugado a 140.000 x g por 36 horas a 20°C. O DNAmt foi retirado do tubo
com o auxilio de uma pipeta "Pasteur”, ¢ o BET foi eliminado da solugio de DNA através
de quatro lavagens com 1 volume de Butanol saturado em agua. A solucdo limpa foi
passada para um tubo "Corex" e adicionou-se a ela 3 volumes de Etanol 70% gelado. Apds
2 horas a -20°C, o DNA foi centrifugado a 5.800 x g por 15 minutos a 4°C. Descartou-se o
alcool e secou-se 0 DNA, o qual foi ressuspendido em 400-800 ul de TE pH 8.0 (10mM
Tris pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0).

O DNAmt foi quantificado em espectrofotdmetro a 260 nm e 280nm. Em seguida,
verificou-se a qualidade do DNA através da digestdo do mesmo (1 pg) com enzima de

restricdo, e separacdo dos fragmentos através de eletroforese em gel agarose 0,8% a 80V
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em tampao TAE 1X (40mM Tris Base, 2mM EDTA, 200mM Acido Acético). Um DNAmt
de boa qualidade, quando digerido, deve apresentar as bandas dos fragmentos obtidos bem
separadas umas das outras, pois 0 DNAmt € relativamente pequeno. Isso faz com que ele,
quando digerido, mostre uma diversidade de tamanho de fragmentos menor do que a

apresentada por um DNA gendmico digerido.

5.4. Extracao de DNAct

A extracdo de DNA de cloroplasto (DNAct) foi feita a partir de plantulas de coix e
milho. Dada a grande conservagdo do genoma do cloroplasto entre as plantas superiores a
nivel de estrutura, sequéncia e conteddo génico, os DNAct destas duas espécies podem ser
tomados como representantes do grupo das Angiospermas.

As sementes foram colocadas para germinar em vermiculita estéril sob a
incidéncia de luz, por sete dias. As plantulas foram regadas em dias alternados com 4gua
destilada esterilizada. No sétimo dia, as plantulas foram protegidas da luz, e mantidas no
escuro por dois dias, para que a quantidade de carboidratos acumulados diminuisse.

Toda a extragdo foi feita mantendo-se sempre resfriados as solugdes, vidrarias
usadas ¢ o material vegetal em extra¢do. Para isolar-se os cloroplastos procedeu-se da
seguinte maneira: cortou-se as plantulas na base, as quais foram lavadas em 4gua fria e
pesadas (usou-se aproximadamente 200 g). As plantulas foram picadas e colocadas no
"Mixer" (liquidificador) contendo 700 ml de tampédo A (o suficiente para cobrir os tecidos -
Tris-HC] 0,05M pHS8, Manitol 0.3M, EDTA tetraNa 3mM, BSA 0,1% e p-mercaptoetanol

0,028%). Homogenizou-se 3 vezes, na velocidade lenta, por 3 segundos cada vez. O
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material foi filtrado em filtro de "nylon" contendo poros de 50 um. Centrifugou-se o
filtrado a 40 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recuperado e centrifugado
novamente nas mesmas condi¢des. Recuperou-se o sobrenadante e centrifugou-se a 740 x g
por 10 minutos a 4°C. Ressuspendeu-se o precipitado em 20 ml de tampdo A para cada 100
X g de material verde. Acrescentou-se 10mM de MgCl e 100 pg/mi de DNase. A DNase
agiu por 1 hora a 4°C. Apés este tempo adicionou-se 3 volumes de tampZo B e centrifugon-
se a 1.075g por 10 minutos a 4°C. O precipitado foi ressuspendido em 10 ml de tampio B
(Tris 0,05M pHS.0, sacarose 0,3M, EDTA tetraNa 20mM) e centrifugado a 1.075g por 10
minutos a 4°C. Recuperou-se os cloroplastos sedimentados, os quais foram
homogeneizados em 5 ml de tampédo C (Tris 0,05M pH8, EDTA tetraNa 20mM) contendo
1,6 g de CsCl e 100 pg/ml de proteinase K. Adicionou-se 1 ml de Sarkosyl 10% (preparado
em tampdo C). A mistura foi levemente agitada e deixada por 1 hora a 37°C. Apés este
tempo ela foi mantida em geladeira de um dia para o outro. Centrifugou-se a 1.075g por 30
minutos a 4°C. O sobrenadante foi recuperado em uma proveta contendo 8,6 g de CsCl. O
sal foi dissolvido lentamente, ¢ o volume foi completado para 12 ml com tampido C.
Colocou-se 150 ul de BET a 10 mg/ml em um tubo "Quick Seal” e adicionou-se a este tubo
o lisado de cloropasto contendo o CsCl. Centrifugou-se a 140.000 x g por 40 horas a 20°C.
A recuperacao do DNAct, limpeza com butanol e precipitagdo com alcool foram feitas
como descrito anteriormente para extracio de DNAmt.
Apds a extragdo o DNAct foi quantificado em espectrofotdometro, digerido e
analisado em gel de agarose 0,8% quanto a sua qualidade e pureza (presenca de

contarmninante gendmico).
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5.5. Extraciio de DNA total de Marchantia chenopoda

O DNA total desta espécie foi usado como controle positivo nas hibridizagdes
realizadas entre as orfs de M. polymorpha e 0 DNAmt das plantas superiores. Optou-se pela
utilizago desta espécie como controle pois era necessirio grandes quantidades de DNA
para a confeccdo de membranas. Desta forma foi conveniente utilizar 0 DNA de uma
espécie relacionada a M. polymorpha disponivel no Brasil.

A metodologia usada foi adaptada pela Dra. Marie Catherine Boisselier (Museu de
Histéria Natural., Paris -Franca ) a partir da metodologia descrita por Doyle (1988) e
Rogers e Bendich (1985). As plantas coletadas foram lavadas, fragmentadas com tesoura,
congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -70°C.

Colocou-se 10 ml de tamp&o de extracdio (100mM Tris-HC] pH 8.0, 1,4M NaCl,
2% CTAB -p/v-, 20mM EDTA tetraNa, 1% PVP -p/v- , 1% - mercaptoetanol -v/v-) em
um tubo “Corex” de 30ml e incubou-se a 65°C. Pesou-se de 0,5 a 1,0 g de material vegetal
congelado, e macerou-se este material em N liquido até a obteng@o de um péd fino.
Adicionou-se 0 macerado ao tamp&o de extragfo a 65°C, e agitou-se com uma espétula para
que os aglomerados de tecido fossem desfeitos. Deixou-se sob incubagio a 65°C por 30
minutos, com agita¢io ocasional. Dez mililitros de cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1)
foram acrescentados e homogeneizados com espétula. Centrifugou-se a 5.850 x g por 15
minutos a 20°C. Recuperou-se a fase aquosa em outro “Corex” e adicionou-se 2/3 do
volume de isopropancl. Deixou-se de 20 a 30 minutos sob a temperatura ambiente. A
solugio foi centrifugada a 5.850 x g por 15 minutos a 20°C. Descartou-se o isopropanol ¢

adicionou-se 10 ml de “Wash 2” (76% Etanol, 10mM NH4OAc) para a lavagem do
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sedimento; manteve-se por 20 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-se a 5.850 x g
por 10 minutos a 20°C. Descartou-se o “Wash 2” cuidadosamente, e ressuspendeu-se o
precipitado em 1 ml de TE contendo 250 pg de RNase. A RNase agiu por 2 horas a
temperatura ambiente. Precipitou-se o DNA adicionando-se 0,5 ml de Acetato de Amdnio
7,5M e 3,75 ml de Etanol absoluto. A soluc8o foi reservada a temperatura ambiente por 20
minutos. Centrifugou-se a 5.850 x g por 15 minutos a 4°C. O 4lcool foi descartado e o
sedimento lavado com 3 ml de Etanol 70% gelado. Descartou-se o dlcool 70% e
ressuspendeu-se 0 DNA em 150400 pl de TE. Devido as dificuldades encontradas na
ressuspensdo do DNA, adicionou-se 750 pl de TE total em duas etapas, centrifugou-se,
salvou-se o sobrenadante e descartou-se o precipitado que se formou.

Assim como para 0 DNAmt e o DNAct, o DNA total da briéfita foi quantificado
em espectrofotdmetro, digerido, e teve seus fragmentos separados através de eletroforese

em gel de agarose 0,8%, para verifica¢Zo de sua integridade.

5.6. Extracio de RNAmt

A metodologia empregada foi bastante semelhante aquela utilizada para extragio
de DNAmt. Sementes de coix e milho foram plantadas em vermiculita esterilizada e
mantidas protegidas da luz para germinagio.

Aproximadamente 150 g - 200 g de material vegetal picado foram colocados em
um liquidificador contendo 3 a 4 volumes de Tampido W (Manitol 0,33M, Tris-HCI 0,05M
pH 8.0, KCI 0,3M, Acetado de Magnésio 0,01M, EDTA 0,005M, 1g/l de Soroalbumina

Bovina, B-Mercaptoetanol 1mM ). As solugdes ¢ materiais empregados no experimento
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foram resfriados (préximo a zero grau), a fim de impedir a oxidacdo ¢ o rompimento das
mitocondrias. O material foi triturado em liquidificador e a solugdo obtida foi filtrada em
membrana “Blutex” sendo, entdo, centrifugada a 1460 x g por 10 minutos a 4°C.
Recuperou-se¢ o sobrenadante e centrifugou-se a 10.400 x g por 30 minutos a 4°C. O
precipitado foi recuperado e ressuspendido em 10 ml de Tampdo W sendo, logo apds,
centrifugado a 16.200 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as
mitocdndrias foram ressuspendidas em 4 ml de Tampéio W.

A solugio obtida foi homogeneizada em um “Potter”, sendo, em seguida, colocada
sobre um gradiente de sacarose (60%, 52% e 30%) feito com Tampao W (sem BSA e 8-
Mercaptoetanol). O gradiente foi centrifugado a 110.000 x g por 1 hora a 4°C. Com a
centrifugacio ocorreu a separacdo das mitocOndrias do restante dos componentes celulares
tais como nicleos, cloroplastos e restos de membranas. As mitocdndrias foram recuperadas
e a elas foram adicionados 3 volumes de Tampio W (sem BSA e pB-Mercaptoetanol).
Centrifugoun-se esta solugio a 5.800 x g por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e
obteve-se um sedimento que correspondeu as mitocondrias purificadas.

Na segunda etapa do procedimento ocorreu a extragao dos dcidos nucléicos totais.
A partir daqui, todo cuidado foi tomado para que ndo ocorressem contaminagdes com
RNases. Os tubos e vidrarias foram limpos com 4dgua oxigenada 30 vol. diluida (1:10) em
4gua autoclavada, e as solucdes foram preparadas e usadas exclusivamente para extragdo de
RNA. Além disto, todo o processo foi executado utilizando-se luvas. As mitocondrias
foram ressuspendidas em 4 ml de Tampéao TNT (Tri-iso-propilnaftaleno-sulfonato de S6dio
2% -p/v-, NaCl 0,01M, Tris-HCl 0,05M pH 8.0). Quando necessdrio, as extracGes foram

feitas com uma substincia protetora de RNA, chamada Acido Auriltricarboxilico (ATA). O
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ATA foi adicionado, juntamente com o tampio TNT, na concentracdo final de 1mM
(estoque a 100mM ATA, Tris-HC1 0,05M pH 8.0). O tampao TNT tem a fun¢io de romper
as mitocdndrias, fazendo-as liberar seu contetido. Adicionou-se, entdo, ¥2 volume de fenol
saturado pH 8.0 e mais Y2 volume de cloroférmio:4lcool isoamilico (24:1). Centrifugou-se
por 15 minutos a 5800 x g a 4°C. A fase aquosa foi cuidadosamente recuperada e
transferida para um outro tubo. Adicionou-se novamente 4 ml do Tampdo TNT contendo
ImM de ATA a fase fendlica, e centrifugou-se a 5800 x g por 15 minutos. Recuperou-se a
fase aquosa e adicionou-se esta a primeira fase aquosa recuperada. Fez-se novas extracdes
com fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico (25:24:1) até que a interface protéica
desaparecesse. Assim, a fase aquosa “limpa” foi precipitada com 1/10 do volume de
Acetato de Sédio 3M, pH 5.3 e 2 volumes de Etanol absoluto gelado. A solugdo ficou por
uma noite a -20°C. Centrifugou-se a 5.800 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento seco a temperatura ambiente. Tal sedimento corresponde ao
RNAmt e DNAmt. Ressuspendeu-se o sedimento em 4 ml de TE e, novamente, precitou-se
o mesmo com sal e dlcool por 1 hora a -20°C, com o intuito de eliminar qualquer trago de
fenol. Centrifugou-se a 5800 x g por 15 minutos a 4°C, descartou-se o sobrenadante ¢
secou-se 0 sedimento a temperatura ambiente. Ressuspendeu-se o precipitado em 1 ml de
TE contendo 50uM de ATA.

Quantificou-se o RNA total obtido utilizando o aparelho “GeneQuant”
(Pharmacia). Quando o RNA medido continha ATA, o “branco” empregado para a leitura

da concentragdo foi TE adicionado de ATA 0,5uM, dado que esta substincia absorve no

comprimento de onda de 260nm.
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Ap6s a quantificacdo, 10 pug do RNA total obtido migrou por eletroforese em gel
de agarose 1% preparado em tampio TAE para verificar a qualidade do mesmo. Os
materiais empregados foram previamente tratados com H,0; 30 vol. diluida (1:10) em 4gua
autoclavada, para evitar a presenca de RNases. Ao restante da solugio de 4cidos nucléicos

adicionou-se sal e dlcool e armazenou-se a mesma, aliquotada em tubos contendo 100-200

pg de RNA, a -20°C.

5.6.1. Tratamento do RNAmt com DNase livre de Rnase

Para eliminagdo do DNAmt, o qual foi extraido juntamente com o RNA,
empregou-se ¢ seguinte procedimento: os 4cidos nucléicos utilizados foram centrifugados
por 5 minutos a 8.000 x g a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se o precipitado com
300 pl de Etanol 70%. Centrifugou-se brevemente e descartou-se novamente o
sobrenadante, deixando-se que o precipitado secasse a 37°C. Este foi, entéo, ressuspendido
em 50 ul de TE estéril.

Elevou-se o volume para 100 pl, adicionando-se &dgua Milli-Q estéril.
Acrescentou-s¢ os demais componentes da reagdo: MgCl, 10mM, 1.000 U de
desoxiribonuclease I (livre de RNase) e 20 U de RNasina (inibidor de RNase). A reagédo se
processou a 25°C por 30 minutos e, ap6s este tempo, fez-se uma extragdo com fenol-
cloroférmio-dlcool isoamilico (25:24:1). Procedeu-se com a precipitacdo utilizando-se
Acetado de Sédio 3M pH 5.2 e 4lcool absoluto. Apds secagem, o precipitado foi

ressuspendido em 50 pl de TE estéril.
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Apds o tratamento, submeteu-se 10 pug de RNA & migragio em gel de agarose 1%
(preparado em tamp&o TAE) através de eletroforese, para certificar-se de que todo o DNA

havia sido eliminado da solucio.

5.7. Quantificacio do DNA

As concentragbes do DNAmt, DNAct ¢ DNA total da M. chenopoda obtidas por
leituras da D.O em dois comprimentos de onda (260 e¢ 280 nm) realizadas no
espectrofotdmetro, foram confirmadas através de eletroforese em gel de agarose. Para tal
propdsito comparou-se a intensidade das bandas destes DNA (coradas com BET e
visualizadas sob UV) com a intensidade das bandas de DNA de fago A, contendo

quantidades conhecidas desta molécula.

5.8. Reacdes de PCR

5.8.1. Amplificacdo de DNA

As reagbes de PCR (Polymerase Chain Reaction) foram efetuadas em um aparelho
termociclador Perkin-Elmer modelo 480.

As reacOes de amplificagio das orfs (a partir o DNA total de M. polymorpha) e de
insertos ligados a plasmideos continham 2,5mM de MgCl,, tamp3o de reagdo a 1X (Gibco

BRL, Pharmacia), 100pM de cada dNTP, 2,5 pmoles (para 25 pl de volume final de

reagdo) ou 10 pmoles (para 100 pl de volume final de rea¢do) de cada oligonucleotideo, 2,5
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unidades da enzima Taqg polimerase e 5-10 ng de DNA total de M. polymorpha, DNA
plasmidial preparado por miniextrag@o. Os ciclos de amplificacdo foram padronizados pelo
Lab. de Anailise Genética e Molecular (CBMEG-Unicamp), sendo:

- desnaturagio inicial do DNA a 94°C por 3 minutos;

- 30 ciclos de: *desnaturagio a 92°C por 1 minuto;

*anelamento por 1 minuto e 30 segundos. A temperatura variou em
funcio da Tm calculada para os oligonucleotideos (ver Tabela 1).
*extensdo a 72°C por 2 minutos;

- extensdo final a 72°C por 7 minutos.

O teste dos oligonucleotideos empregados na sintese e amplificagdo do cDNA de
coix contendo o “cluster” nad3-rpsi2, foi feito utilizando-se 5 ng de DNAmt, as mesmas
quantidades de reagentes e os mesmos ciclos descritos acima. As reagdes que utilizaram a
combinagio de oligonucleotideos dnad3/frps12 e fnad3/frpsl2, uma vez que nao estavam
gerando amplificacdo especifica, foram testadas com 10% de glicerol e 1,25%, 2,5% ¢
5,5% de formamida. Estas substidncias foram utilizadas na tentativa de facilitar o
anelamento especifico dos oligonucleotideos  fita molde.

Realizou-se a amplificagfio de culturas de bactérias transformadas e mantidas em
glicerol utilizando-se algumas particularidades. As reagdes continham tampédo 1X (Gibco
BRL), 2 mM de MgCl,, 50 uM de cada dNTP, 2,5 pmol de cada oligonucleotideo (CV72 ¢
CV76, Tabela 1D), 0,5 U de enzima, 4gua para completar 25 pl e 1-2 pl da cultura mantida
em glicerol. A reagio de amplificagdo se processou com os seguintes ciclos:

- desnaturagdo inicial do DNA a 94°C por 2 minutos € 30 segundos;

- 30 ciclos de: *desnaturagdo a 94°C por 1 minuto;
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*anelamento a 55°C por 2 minutos;
*extensdo a 72°C por 3 minutos;

- extenséo final a 72°C por 7 minutos.

Apés a amplificacdo, uma aliquota de 5-10 ul do produto amplificado foi
adicionado a 2 ul de tampao "stop” tipo III concentrado 10X (0,25% “Bromophenol Blue”,
30% glicerol em TE pH 8.0), e 4gua destilada para obten¢do de um volume final de 20 pl.
Este volume total foi submetido a eletroforese a 80V em gel de agarose 1%, feito em
tamp3o TAE, por 1 hora. Paralelamente as amostras, migrou-se um marcador de peso
molecular (1 kb “Ladder” da Gibco-BRL, ou o DNA de fago A digerido com Hind Ill ¢
misturado ao DNA do fago ¢x174 digerido com Hae III), para a verificacdo do tamanho do

fragmento amplificado.

5.8.2. Amplificacéio de cDNAs

As reagdes de PCR foram feitas empregando-se técnica de “Hot Start” quando o
intuito era de amplificar a regido 5° do cDNA com cauda poli-A, e sem “Hot Start” para
amplificar o "cluster” nad3-rpsi2 a partir do ¢cDNA sem cauda, utilizando-se dois
oligonucleotideos gene-especificos. Na técnica “Hot Start” a enzima é adicionada 2 reagdo
apés a desnaturagio do DNA e imediatamente antes do inicio dos ciclos de amplificagio,
para evitar que oligonucleotideos anelados ao molde, em baixas temperaturas, amplifiquem
sequéncias inespecificas. Este passo é importante pois a temperatura de anelamento nos

ciclos € 50 °C, em func¢fo do uso dos oligonucleotideos poli-T.
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5.8.2.1. Amplificacdo sem '"Hot Start"

A reagdo de PCR continha 10 ul de cDNA, 2,5 ou 10 pmoles (dependendo do
volume final da reagdo- 25 ou 100 pl, respectivamente) de cada oligonucleotideo gene
especifico, 2,5mM de MgCl, tampdo PCR a 1X, 150uM de cada dNTP, 2.5 U de Tagq
polimerase (Gibco BRL ou Boehringer) e dgua para completar o volume necessario. Os
ciclos se caracterizaram por

- desnaturagio inicial do DNA a 94°C por 6 minutos e 30 segundos;

- 25 ciclos de: *desnaturag@o a 94°C por 1 minuto;

*anelamento a 61°C por 1 minuto e 30 segundos;
*extensdo a 72°C por 2 minutos;
- extensdo final a 72°C por 10 minutos.

Utilizou-se 20 pl da amplificagdo para verificagao em gel de agarose 1 %.

5.8.2.2. Amplificaciio com ""Hot Start"”

Esta amplificacdo utilizou os oligonucleotideos 1 e 2, ambos com trés sitios para
corte de enzimas de restricio € uma cauda poli-T, com dois residuos de T no
oligonucleotideo 1 e com 16 residuos de T no oligonucleotideo 2 (ver Tabela 1C). O
oligonucleotideo 1 (com cauda poli-T longa) foi adicionado em quantidade 9 vezes menor
que o oligonucleotideo 2 (com canda poli-T menor), para que se liguasse & cauda poli-A
mais facilmente, e introduzisse, nas cadeias amplificadas, os sitios de restri¢do presentes
em sua sequéncia. Uma vez inserido estes sitios de restrigdo, o outro oligonucleotideo, gue

estava presente em uma quantidade bem maior e possui uma cauda menor, teve seu
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anelamento facilitado e p6de levar a formagdo de cadeias com cauda poli-A mais curtas.
Caudas poli-A curtas sd3o importantes para facilitar a leitura dos resultados de
sequenciamento.

A reacgdo continha 10 pl de cDNA, 0,1 pmol/ul de um dos oligonucleotideo gene
especifico (drps12), 0,01 pmol/ul do oligonucleotideo 1, 0,09 pmol/ul de oligonucleotideo
2, 2,5mM de MgCl,, tampdo PCR 1X, 150mM de cada dNTP e dgua para completar o
volume necessdrio.

Os ciclos se caracterizaram por

- desnaturagdo inicial do DNA a 94°C por 6 minutos e 30 segundos;

- tempo para aplicagdo da enzima Tagq, (2,5 U da enzima da Gibco BRL ou da

Boehringer): 72°C por 5 minutos;
- 25 ciclos de: *desnaturagio a 94°C por 1 minuto;
*anelamento a S0°C por | minuto e 30 segundos;
*extensdo a 72°C por 2 minutos;
- extensdo final a 72°C por 10 minutos.

Utilizou-se 20 ul da amplificagdo para verificagdo em gel de agarose 1%.

5.9. Purificacio do DNA apés eletroforese

Os fragmentos amplificados, ou originados da digestio de DNAmt ou plasmidial,
foram purificados antes de sua utilizag@io. Para tanto, fez-se inicialmente eletroforese em
gel de agarose, para separacdo do fragmento. O DNA foi isolado da agarose, empregando-

se um dos trés métodos descritos a seguir.
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5.9.1. Centrifugacio

Adicionou-se, a 25 pl do produto de amplificacdo, 3 ul de tampdo "stop”. Esta
mistura foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1% em tampdo TAE 1X, paralelo a
um marcador de peso molecular. O gel foi corado por 20 minutos em uma solugdo de BET
(0,5 pg/ml). O fragmento de DNA visualizado através de luz ultra violeta, foi recortado em
bloco do gel, com o auxilio de uma lamina de bisturi nova, em dimensoes suficientes para
que toda a banda de DNA fosse extraida, mas com o minimo de agarose possivel. O bloco
de agarose foi colocado em um tubo “Eppendorf” de 1,5 ml com um pequeno furo na base,
coberto com 13 de vidro. Este tubo “Eppendorf” foi encaixado em um segundo tubo
“Eppendorf” de 1,5 ml. Os dois tubos foram mantidos a -20°C por aproximadamente 20
minutos. Centrifugou-se por 10 minutos a 6.000 rpm (centrifuga MicroMax-IEM). Um
liquido, constituido de tampdo TAE ¢ do DNA, passou através da 13 de vidro e ficou retido
no tubo “Eppendorf” inferior. A este liquido adicionou-se 1/10 do volume de Acetato de
Sédio 3M pH 5.2, 2 volumes de Etanol absoluto gelado, € manteve-se a mistura a -20° C
por 30 minutos. Centrifugou-se por 15 minutos a 11.700 x g. Descartou-se o Etanol.
Adicionou-se 300 pl de Etanol 70% gelado, inverteu-se cuidadosamente o tubo e
centrifugou-se a 11.700 x g por 5 minutos. Descartou-se o &lcool e ressuspendeu-se 0 DNA
precipitado em 20 ul de TE.

Apés a purificagdo, os fragmentos de DNA foram quantificados através de
comparacio com um DNA padrio de peso molecular e concentragdo conhecidos.

Dependendo do rendimento da purificagdo, dilufu-se 2 pl do fragmento amplificado em 8

ul de dgua, e 2 pl desta diluigdo, adicionados de solugdo "stop” e dgua, ou 1 ul do produto
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ndo diluido, adicionado de 4gua e tampdo "stop”, foram submetidos a eletroforese em gel

de agarose 1%.

5.9.2. Eletroeluiciao

Os fragmentos de DNA que foram clonados passaram, antes, por uma purificaco.
Empregou-se o método da eletroeluicdo, o qual produziu DNA de maior pureza e elevado
rendimento apds purificacéo.

Primeiramente, efetuou-se uma eletroforese em gel de agarose para a separacéio da
banda de DNA contendo o fragmento de interesse. Os géis foram corados por 20 minutos
em uma solugdo de BET (0,5 pg/ml) e descorados, em 4gua destilada, por 10 minutos. A
banda foi retirada do gel conforme explicado no item 5.9.1. Os blocos de agarose foram
mantidos protegidos da luz direta, visto que eles continham BEt, o qual degrada,
juntamente com o DNA, sob a agdo da luz. Posteriormente, o bloco de agarose foi
introduzido em um saco de didlise contendo 300 ul de tampio TBE 0,5X, sendo, em
seguida, fechado nas suas extremidades com grampos plésticos. O saco de didlise fechado
foi colocado em uma cuba de eletroforese contendo tampdo TBE 0.5X. Procedeu-se a
cletroforese por 3 horas a 100V, mantendo-se, sempre, a cuba protegida por papel aluminio
para evitar a entrada de luz. Ap6s este tempo, fez-se uma reversio da corrente elétrica por
45 segundos, para que as moléculas de DNA aderidas a parede do saco de didlise se
desprendessem da mesma. Todo o contetido do saco foi cuidadosamente recuperado em
tubo “Eppendorf” de 1,5 ml. Completou-se o volume recuperado para 300 pl com tampao

TE, e adicionou-se o mesmo volume de fenol:cloroférmio (1:1). Misturou-se
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vigorosamente as fases e centrifugou-se a 8.000 x g por 2 minutos. Recuperou-se a fase
aquosa ¢, nesta, adicionou-se a mesma quantidade de cloroférmio. Misturou-se e
centrifugou-se a 8.000 x g por 15 minutos. Apds a centrifugacdo, a fase aquosa foi
recuperada € o DNA precipitado pela adi¢do de 1/10 de Acetato de Sédio 3SM pH 5.2 ¢ 2
volumes de Etanol absoluto gelado. Apés 20 minutos a -20 °C, centrifugou-se a 8.000 x g

por 15 minutos. O DNA precipitado foi ressuspendido em 40 ul de TE.

5.9.3. Colunas de purificacao (“kit” QIAEX II, Gel Extraction kit - Qiagen)

Muitos dos fragmentos de DNA que foram marcados radioativamente, dos que
foram subclonados, € dos que foram produzidos por amplificagdo passaram por uma
purificacdo utilizando-se "kit" QIAEXII da Qiagen. Este método foi adotado devido a
combinagio entre maior rapidez e boa eficiéncia em relagdo aos outros métodos. O

protocoio utilizado foi o proposto pelo fabricante.

5.10. Hibridizacao radioativa

5.10.1. Transferéncia do DNA para membranas de "nylon" - "Southern

blotting"

Apoés digestdo, os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gei de
agarose. Uma vez separados, os fragmentos foram transferidos para membranas de "nylon”

utilizadas nas hibridizagGes.
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Utilizou-se gel de agarose 0,8% e tampdo TAE 1X. As amostras de DNA e os
marcadores de peso molecular @x/(Hae III)-A/(Hind III) no gel foram aplicadas no gel e
submetidas & migracdo em corrente de 20V por aproximadamente 18h. Em seguida o gel
foi corado em banho com Brometo de Etidio -BET- (0,5 pg/ml) por 20 minutos.
Fotografou-se o gel em cémera "Polaroid”, com iluminagfio ultravioleta. O gel foi
fotografado com uma régua fluorescente ao lado, para poder-se calcular o tamanho dos
fragmentos reconhecidos pela sonda apés as hibridizagdes.

O DNA presente no gel foi transferido para uma membrana de "nylon" (Hybond-
N+ da Amershan). Inicialmente, tratou-se o gel com uma solucfo de depurinagédo (0,25M
HCI) por 10 minutos, a temperatura ambiente, sob leve agitacdo. Lavou-se ¢ gel em dgua
destilada e, em seguida, ele foi transferido para uma solugéo de desnaturacdo (0,5N NaOH,
1,5M NaCl) por 15 minutos. Lavou-se o gel brevemente com agua destilada e repetiu-se
este passo. Apds a segunda desnaturagdo, o gel foi lavado em &gua destilada e foi
neutralizado em uma solugdo de neutralizacdo (NaCl 1,5M; Tris-HC! 1M pH 7.4) por 15
minutos. Repetiu-se este passo duas vezes. A transferéncia foi feita em solugéo SSC 10X
(NaCl 1,5M, Citrato de Sédio 0,15M). Uma plataforma foi colocada sobre um reservatério
preenchido até a metade com a solugdo de transferéncia. Sobre a plataforma foram
depositadas 3 folhas de papel "Whatman 3MM" cortadas pouco mais largas que o gel, e
longas o suficiente para que as extremidades do papel entrassem em contado com a solugéo
de transferéncia. O gel foi invertido e posicionado sobre estes papéis, e sobre ele foi
depositada a membrana de "nylon" (Hybond-N), a qual possuia dimensdes pouco maiores
que as do gel. Sobre a membrana foram colocadas outras trés folhas de papel “Whatman

3MM?” do mesmo tamanho da membrana, e sobre estas depositou-se uma pilha de papel de
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germinacdo de aproximadamente 7 cm de altura, contendo as mesmas dimensdes da
membrana. Sobre a pilha de papel foi colocado um peso de aproximadamente 250-350 g. A
passagem do tampdo pelo gel, por capilaridade, ¢ transferéncia do DNA prosseguiu por 18
a 20h. Apds este periodo, o sistema foi desmontado, a membrana foi retirada, lavada em 2X

SSC para a eliminacdo de vestigios de agarose e seca a temperatura ambiente. O DNA foi

fixado na membrana por secagem da mesma a 80°C por 2h. A membrana foi guardada a

temperatura ambiente, em um envelope feito com papel absorvente.

5.10.2. Transferéncia do RNA para membranas de '"nylon" - 'Northern

Blotting"'

Os géis de RNAmt foram preparados com tampido MOPS 1X e formaldeido, ou
seja, a migracio ocorreu em condigdes denaturantes para evitar a formagio de estruturas
secunddrias e ligacdo entre as moléculas de RNA.

Para a preparagdo de um gel de 300 ml, 3 g de agarose foram dissolvidas em 250
m! de 4gua estéril. A parte, aqueceu-se a 55°C 17,5 ml de formaldeido adicionado de 30 ml
de tampdo MOPS [4cido 3-(N-morfolino)propanesulfonico] 10X (20,6 g/l do 4cido, EDTA
0,005M pH 8.0). Apés a dissolugiio da agarose, resfriou-se a solugio a 55°C e adicionou-se
a ela a mistura de MOPS e formaldeido. Verteu-se a mistura em um suporte de acrilico para
a solidificacdo do gel.

As amostras de RNAmt de coix, milho, couve flor e batata foram preparados da

seguinte forma: em cada tubo “Eppendorf” de 1,5 ml adicionou-se 10 pug (no caso de coix,

milho, couve flor) ou 20 ug (no caso de batata) de RNA total tratado com DNase, 5,5 ul de
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formaldefdo, 15 pl de formamida, 1,5 pl de MOPS 10X e dgua Milli-Q para completar o
volume final de 30 ul. A formamida e o formaldeido, como ja mencionado, sdo substancias
denaturantes que mantém o RNA nas condigdes adequadas para a migragdo. Aqueceu-se as
amostras a 35°C por 15 minutos e, em seguida, transferiu-se as mesmas para o gelo por 5
minutos. Adicionou-se 3 pl de tampdo "stop” 10X (“bromophenol blue” 0,25%, EDTA
0,25M pH 8.0, glicerol 50%).

O marcador de peso molecular utilizado foi o 0,24-9,5 kb "Ladder" de RNA
(Gibco BRL) a 1 pg/pl (utilizou-se 9 pg de marcador). O marcador foi preparado da mesma
maneira que as amostras de RNA, com a diferenca de que, apés a colocagio do "stop" 10X,
adicionou-se 3 pug de Brometo de Etideo.

As amostras e o marcador foram aplicados no gel e efetuou-se a eletroforese por 5
horas a 80V. Apds a eletroforese, a coluna contendo o marcador foi isolada do restante do
gel. Esta coluna foi descorada em 4gua pura até que as bandas adquirissern uma coloragdo
adequada para serem fotografadas. Fotografou-se a coluna de gel contendo as bandas do
marcador com uma régua fluorescente ao lado, para que fosse possivel conhecer a relagdo
distdncia migrada e o tamanho em pb das bandas de RNA.

O restante do gel foi submetido a 2 lavagens iniciais, de 15 minutos cada, com
agua destilada estéril, e, em seguida, passou por 2 outras lavagens com SSC 10X de 15
minutos cada. Apds isto, montou-se um sistema de transferéncia por capilaridade, do
mesmo modo que para a tranferéncia de DNA. Todo o material e solugdes empregados
foram tratados para estarem livres de RNases. A transferéncia se processou por 16 horas e a

membrana obtida foi queimada a 80°C por 2 horas para fixagcdo das moléculas 2 membrana.
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Para testar a qualidade do RNAmt presente nas membranas as mesmas foram
hibridizadas com o gene mitocondrial de Oenothera berteriana que codifica a subunidade
o do complexo ATPase, o qual é bastante conservado entre as éspecies de plantas
superiores (Braun e Levings III, 1985; Schuster e Brennicke, 1986). Os transcritos deste
gene sao abundantes, dado a importincia do complexo ATPase para a geracdo de energia
durante a fosforilagdo oxidativa. Desta forma, este transcrito € facilmente detectado em
hibridizacdes e, dependendo da aparéncia do sinal detectado na autoradiografia da banda
que se hibridiza ao gene marcado radioativamente, pode-se inferir sobre a integridade das
moléculas de RNNA presentes na membrana: se o sinal apresenta-se difuso, como um
“smear”, € indicativo de que as moléculas estdo bem degradadas e membrana pode néo ser
adequada para a detec¢do do RNA que se procura; porém se o sinal se apresentar uniforme
¢ intenso deduz-se que os RNAs estdo integros e a membrana estd adequada.

Para obter-se este gene, amplificou-se o inserto que o continha e que estava
clonado em pGEM7+, utilizando-se os oligonucleotideos CV72 e CV76 (vide Tabela 1D).
A reacdo de PCR estd descrita no item 5.8.1. O fragmento foi digerido para retirar pedacgos
de "polylinker” de suas extremidades. Apds isto, migrou-se ¢ mesmo através de
eletroforese em gel de agarose 1%, isolou-se o fragmento do gel e o purificou-se (item

5.9.3).

5.10.3. Marcacio radioativa das sondas (Kit Prime-a-Gene/ Promega)

O protocolo utilizado na marcacio das sondas foi baseado no método do

"Random-Priming" descrito por Feinberg e Volgstein (1983), empregando-se a
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incorporagdo de nucleotideos marcados radioativamente nos fragmentos de DNA. Foi
utilizado o "kit" de marca¢do “Prime-a-Gene” da Promega, seguindo-se as especificacoes
do fabricante. A reagdo de "Random-Priming" consiste na polimerizacio do DNA por agio
do fragmento "Klenow" da DNA polimerase I a partir de oligonucleotideos (hexameros)
aleatorios. A reagao se processou num volume final de 50 ul da seguinte forma: adicionou-

se em um tubo “Eppendorf” de 1,5 ml 25 ng de DNA e H,O suficiente para completar 30

pl. Esta mistura foi entdo aquecida a 100°C por 5 minutos para a desnaturacdo do DNA.
Ap0s a desnaturagio foram adicionados 10 pl de tampio de reacéio fomecido pelo "kit", 2
pl de uma mistura de dNTPs ndo marcados, contendo 2 pl de cada ANTP a 1,5mM, 2 pul de
BSA (1 mg/ml), 1 ul (5 unidades) da enzima e 5 pl do dNTP marcado radioativamente (a-
32ZP[dATP] ou a-32P[dCTP]). A reagdo foi mantida de 2 a 4 horas a temperatura ambiente.

Em funcdo da conhecida riqueza do DNAmt de M. polymorpha em adeninas,
utilizou-se o deoxinucleotideo dATP marcado radicativamente para marcagio dos
fragmentos do DNAmt da bridfita. Quando o fragmento a ser marcado era oriundo do
DNAmt de planta superior, o qual tem, aproximadamente, a mesma percentagem de A+T e

C+G, utilizou-se tanto o dCTP quanto o dATP marcado radioativamente.

5.10.4. Separacio dos nucleotideos nao incorporados

Apés a reag@o de marcagdo, foram adicionados a sonda 50 pul de STE (0,1M NaCl,
10mM Tris-HCL pH 8.0, ImM EDTA). Em seguida purificou-se a sonda para eliminagio
dos nucleotideos marcados e ndo incorporados, através de passagem em coluna de

"Sephadex” G50 montada em STE e equilibrada com 100 pl do mesmo tampéo.
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Esta coluna foi construida da seguinte forma: em uma seringa de 1 ml (sem
émbolo e agulha), compactou-se uma pequena quantidade de 13 de vidro siliconizada, de
forma que fosse obstruido o orificio de conexdo com a agulha. Em seguida, a seringa foi
preenchida com a resina “Sephadex G507 (preparada em tampdo STE), sendo esta
compactada através de sucessivas centrifugacdes. Quando o volume da resina compactada
atingiu a marca de 0,7 ml, a minicoluna foi colocada em um tubo de polipropileno de 15 ml
contendo, no fundo, um microtubo sem tampa. Aplicou-se, sobre a coluna, o volume da
reacdo de marcacdo acrescido de 50 pl de tampdo STE e centrifugou-se o conjunto por 2
minutos a 3.100 x g. Apds a centrifugacdo, os nucleotideos ndo incorporados ficaram
retidos na coluna e a sonda foi recuperada no microtubo.

O volume recuperado foi desnaturado a 100°C por 5 minutos imediatamente antes

do uso. Para a purificacio das sondas também foi utilizado o "kit" "Qiaquick Removal" da

Qiagen.

5.10.5. Medida de incorporacio de radioatividade

Para as hibridiza¢Ges nas membranas contendo RNA, realizou-se medidas da taxa
de incorporagdo de nucleotideos marcados em um contador de cintilago liquida. Fez-se
isto para se ter um pardmetro na decisdo sobre o tempo de exposi¢do das autoradiografias.

Em dois pedacos de papel DE81 (1 em®) colocou-se 1 pl da reagio de marcagdo
antes ¢ depois de passar na coluna. Apds secarem, os papéis foram colocados
separadamente em frascos de vidro no suporte apropriado do cintilador. Efetuou-se a leitura

em Cherenkov (leitura de P*? no canal de tritium). A amostra que ndo passou pela coluna
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indicou a radiotividade total na reagio e a amostra que passou pela coluna, indicou a
radioatividade incorporada na sonda. A sonda marcada foi utilizada quando apresentou um

minimo de 50% de incorporacio de radioatividade.

5.10.6. Hibridizacio do DNA

As hibridizacées foram realizadas segundo dois protocolos bdsicos, diferenciados
pela estringéncia das condigOes empregadas. Esta estringéncia se definiu basicamente pela
presenca ou ndo de formamida na solugdo de pré hibridizagéo e hibridizagdo, e pela
concentracdo de sal nas solugdes de lavagem. A presenca de formamida e uma menor
concentragdo de sal nas solugdes de lavagens determinam uma maior estringéncia, isto €,
maior possibilidade de hibridizac&o entre fragmentos com maior similaridade de sequéncia.
Assim, conforme a combinagfo entre a origem da sonda ¢ do DNA presente nas
membranas onde foram feitas as hibridiza¢bes, e em funcdo do propdsito da hibridizagéo,

optou-se por um protocolo “mais” ou “menos estringente”.

5.10.6.1. Hibridizacdo em baixa estringéncia

HibridizacGes nestas condigbes foram utilizadas quando as sondas empregadas
eram as orfs de M. polymorpha e as membranas continham o DNAmt das Angiospermas.
As condigtes empregadas permitiram hibridizagdo entre sequéncias com aproximadamente
50% de similaridade. A pré hibridizagdo foi feita a 45°C por 4-24 horas, em meio contendo
5X SSC (750mM NaCl, 75mM Citrato de Sédio), 10X Denhardt’s (1% Ficoll, 1% PVP,

1% BSA-p/v), 0,1% de SDS, 20mM de Tris HCI pH 7.5, 100 pg/mi de DNA de esperma de
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salmdo desnaturado e agua. Apds este tempo, metade desta solugdo foi descartada e 2
metade restante adicionou-se a sonda desnaturada e purificada. A hibridizagdo prosseguiu
por 16 horas a 45°C. Em seguida, a membrana foi lavada brevemente com 1X SSC/0,1%
SDS a temperatura ambiente, e, por duas vezes, 15 minutos cada, nesta mesma solugdo a
45°C (para a orf99, orfl80 e orf86a), a 50°C (na hibridizacio da orf136 e orfl167) e 2 48 °C
(na hibridizacio da orf207). Estas temperaturas de lavagens foram as que, entre as testadas,
apresentaram o melhor resultado para a orf em questdo.

Apés as lavagens, as membranas foram acondicionadas em sacos plasticos e
expostas a filmes autoradiograficos dentro de cassetes com intensificador de sinal, a -70°C
e pelo tempo adequado. Apés a exposicdo, as autoradiografias foram reveladas, e as

membranas tiveram as sondas removidas sua posterior reutilizacdo. Para remogdo das

sondas lavou-se as membranas em uma solugiio de NaOH 0,4N a 45°C por 30 minutos, sob
fraca agitagdo. Em seguida as membranas foram lavadas por 15 minutos a 45°C, em 0,1X
SSC, 0,1% SDS, 0,2M Tris-HCl pH 7.5. As membranas foram armazendas a -20°C em

sacos plasticos hermeticamente fechados.

5.10.6.2. Hibridizacdo do DNA em alta estringéncia

Sabe-se que existe, de uma espécie de angiosperma para outra, uma alta
conservacdo das sequéncias primérias entre os mesmos genes mitocondriais. Esta
similaridade permite que hibridizagdes, entre genes mitocondriais de plantas superiores
(fixados em membrana) e sondas sintetizadas de genes mitocondriais de plantas superiores,

sejam efetuadas em alta estringéncia. Assim, as condigdes de hibridizagdo foram as mesmas
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de uma hibridizacio homdloga, ou seja, em alta estringéncia. Estas condigSes também
foram empregadas, quando tanto a sonda quanto 0 DNAmt aderido & membrana eram orfs
amplificadas de M. polymorpha.

As hibridizacbes em alta estringéncia foram realizadas nas seguintes condigGes:
pré-hibridizacdo por 4-24 horas em meio contendo 5X SSC, 10X Denhardt’s, 20mM de
Tris-HCL pH 7.5, 1% SDS, 50% de Formamida e 100 pug/m! de esperma de saimdo
desnaturado, a 42°C. Metade desta solugio foi descartada e, 3 metade restante, adicionou-se
a sonda desnaturada. A hibridizag3o ocorreu por 16 horas a 42°C. Apés a hibridizagdo, a
membrana foi lavada 2 vezes, por 10 minutos, em 2X SSC / 1% SDS, a temperatura
ambiente, e depois por mais 2 vezes, 10 minutos cada, em 0,1% SSC/0,1% SDS, a 42°C.

Apés a hibridiza¢ao, as membranas foram colocadas em contato com filmes
autoradiograficos. Nas hibridiza¢fes em alta estringéncia, por serem os DNAs envolvidos
altamente similares, as sondas se ligam mais fortemente ao DNA, e, assim, as membranas

necessitam de menor tempo de exposi¢io para gerarem bons sinais na autoradiografia.

5.10.7 Hibridizacio do RNA

A reag@o de hibridizagdo foi feita em alta estringéncia, cujas condigdes estdo
descritas no item 5.10.6.1, dado que estas hibridizacbes ocorreram sempre entre genes
mitocondriais e RNAmt de plantas superiores.

Uma varidvel, em relagdo ao descrito nos itens acima, foi o tempo de exposicdo
das autoradiografias, que chegou a ser de mais de dez dias dependendo da forga do sinal

emitido pela radioatividade. Se o RNA que se hibridizou a sonda estava pouco
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representado, pouca sonda se ligou a este RNA e vérios dias foram necessdrios para se
detectar o sinal emitido pela radioatividade. As membranas contendo RNA nio tiveram as
sondas removidas para posterior utilizagdo, pois observou-se que o processo de remogio
das sondas removeu todo o RNA aderido a ela. Assim, para cada hibridizagdo foi

necessario utilizar uma nova membrana.

5.11. Clonagem de insertos em plasmideos

Todos os fragmentos analisados neste trabalho foram clonados em vetor
pBluescript KS* (Stratagene) ou pGEM-T (Promega).

Os fragmentos clonados foram inicialmente obtidos por digestdo ou amplificacdo
por PCR de DNAmt ou cDNA, separados por eletroforese em gel de agarose 1%, isolados
do gel, purificados e precipitados conforme descrito no item 5.9.

A ligagao inserto-vetor foi efetuada utilizando-se 1-2 U da enzima T4 DNA ligase
(Gibco BRL), quando o inserto possuia extremidades coesivas, ou 7,5-15 U de T4 DNA
ligase (Pharmacia) quando o mesmo possuia extremidades abruptas.

Cerca de 100 ng do plasmideo pBluescript KSII+ [previamente aberto com a(s)
enzima(s) adequada(s)] foram adicionados ao inserto, e ambos foram precipitados juntos e
depois sedimentados por centrifugacio a 8.000 x g por 15 minutos. O sedimento obtido foi
ressuspendido em 14 pl de tampao de ligagdo 1X (50 mM Tris-HC] pH 7.6, 10mM MgCl,,
ImM ATP, ImM DTT, 5% PEG). Adicionou-se a este volume 1-2 U da enzima T4 DNA

ligase. A reagdo foi realizada a 16°C por 16 horas.
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Quando necessdrio, o inserto teve suas extremidades preenchidas para que
ficassem abruptas ("blunt"), possibilitando, assim, sua ligagdo ao plasmideo digerido com
Sma I. A reagio de preenchimento foi realizada da seguinte forma: o fragmento purificado
foi precipitado e o sedimento foi ressuspendido em 17,5 pl de d4gua. Acrescentou-se tampao
“react 2” da Gibco BRL para concentracdo final de 1X (50mM Tris-HCI pH 8.0, 10mM
MgCl,, 50mM NaCl) em 25 pl de reaggo, 0,08mM dNTP e 1 U de enzima “Klenow
fragment” (Gibco BRL). A reagdo foi incubada por 20 minutos a 37°C. Ap6és isto misturou-
se a ela 100 ng do plasmideo digerido com Sma I e o volume nescessério de dgua para
completar 300 pl. Adicionou-se fenol:cloroférmio 1:1. Agitou-se e centrifugou-se a 8.000 x
g por 2 minutos. Recuperou-se a fase aquosa e adicionou-se 0 mesmo volume de
cloroférmio. Centrifugou-se a 8.000 x g por 15 minutos e recuperou-se, novamente, a fase
aquosa. Precipitou-se o DNA (fragmento a ser clonado mais plasmideo digerido) comeo j4
descrito. Para execugdo da reacdo de ligacéo, o sedimento de DNA foi ressuspendido em 10
ul de dgua, tampao de ligagdo 1X (10mM Tris-acetato, 10mM Acetato de Magnésio, 50mM
Acetato de Potassio), 7,5-15 U de T4 DNAligase e 1 mM ATP. A reacdo foi mantida em
banho maria 2 16 °C por 16 horas.

Para a clonagem de fragmentos amplificados por PCR utilizou-se o "kit" "pGEM-

T vector System I" (Promega) conforme instru¢des do fabricante.

5.12. Obtencdo de células competentes

O protocolo a seguir foi adaptado de Sambrook et al (1989) por Avi Levy

(comunicacgédo pessoal).
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Cresceu-se uma inica colbénia de E. coli, linhagem DHRa, em 5 ml de LB (1%
triptose, 0.5% extrato de levedura, 1% NaCl -p/v) sem antibidtico, durante a noite a 37 °C.
Cem microlitos desta cultura foram colocados em 10 ml de meio TYM (2% triptona -p/v-,
0.5% extrato de levedura -p/v-, 0,58% NaCl -p/v-, 0,25% Mg SO,. TH,O -p/v) e incubados a
37 °C até obter-se DO 600 = 0,2-0,6. Os 10 ml de meio com as bactérias foram adicionados a
40 ml de TYM e, novamente, colocou-se a 37 °C para crescimento das bactérias até DO 600 =
0,5-0,9. Em seguida nestes 50 m] foram acrescentados 200 ml de TYM, e incubou-se a cultura
a 37 °C até obter-se DO 600 = 0,6. A cultura foi rapidamente colocado em gelo. O volume
total foi vertido em dois frascos, previamente resfriados, de 250 ml. Centrifugou-se a 3.000 x
g por 15 minutos a 4 °C. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado em 100
ml de TBF1 gelado (0,03M KOAC, 0,05M MnCl; 4 H;O, 0,1M KClI, 0,01M CaCl; 2 H;0,
0,01M KCl, 15% glicerol -p/v). Centrifugou-se novamente a 3000 x g por 8 minutos a 4 °C.
Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado em 10 ml de TBF2 (0,01M
MOPS, 0,075M CaCl,. 2H,0, 0,01M KCl, 15% glicerol -p/v). A solucdo contendo as
bactérias competentes foram aliquotadas em tubos "eppendorfs” previamente resfriados (100

ul por tubo), os quais foram armazenados a -80 °C.

5.13. Transformacio de bactérias

A reacdo de ligacdo inserto-vetor foi diluida 5X em tampéo de transformagdo 1X
(100mM KCl, 30mM CaCl,, 50mM MgCl,, PEG 1,5 %) e utilizada para transformacao de
bactérias E. coli DH5a competentes, preparadas pelo método descrito no item acima.

Aliquotas de 5 pl, até todo o volume da reagdo de ligagdo, diluidas em tamp&o foram
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utilizadas na transformagdo de 100 ul de bactérias competentes. Misturou-se a ligacio
diluida as bactérias e manteve-se a mistura no gelo por 15-30 minutos. Em seguida, os
tubos foram retirados do gelo e mantidos a temperatura ambiente por 10 minutos.
Acrescentou-se 1 ml de LB sem ampicilina e colocou-se a 37 °C para que as bactérias se
muitiplicassem e expressassem a resisténcia ao antibidtico. Entre 100-150 pl de cada
cuitura, mais 30 pl de IPTG (24 pg/ml) e 30 ul de X-gal (2%) foram espalhadas em placas
de petri contendo meio de cultura LB sélido e ampicilina (100 ug/ml). As placas foram
incubadas a 37 °C por 16 horas para o crescimento das coldnias transformadas.

As coldnias contendo os plasmideos recombinantes puderam ser reconhecidas com
a utilizagdo do ensaio IPTG / X-gal. Os plasmideos pBluescript ¢ pGEM-T possuem no
“polylinker” uma porc¢éo do gene Lac Z (originario do operon Lac de E. coli) que codifica a
subunidade O da enzima P-galactosidase. Quando nZio hi disrupgdo desta sequéncia, a
subunidade 9 € produzida € faz a-complementagdo com a porgio o da enzima produzida
pela bactéria, formando, assim, uma enzima $-galactosidase intacta ¢ funcional dentro da
célula. Esta enzima atua sobre o substrato fornecido pelo ensaio (X-gal), quebrando-o e
originando, assim, um composto de cor azul que se acumula na coldnia e é facilmente
visivel. Desta forina pode-se detectar as coldnias contendo os clones ndo recombinates.
Quando hd inser¢do de fragmento, a porcdo do gene lacZ presente no “polylinker”é
rompida, ndo ocorre o-complementacio e quebra do substrato X-gal. Deste modo as
coldnias contendo os plasmideos recombinates podem ser detectadas pela auséncia de cor
azulada. O IPTG € um composto empregado para impedir a atuagdo do repressor deste

sistema, constitutivamente expressado pela bactéria.
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5.13.1. Preparo de estoque de bactérias transforinadas em placas de

microtitulo

Preparou-se as placas de microtituio colocando-se, em cada alvéolo, 120 ul de LB
adicionado de ampicilina (100 pl/ml). Coldnias brancas foram recolhidas com a ponta de
um palito de madeira autoclavado e inoculadas, cada uma, em um alvéolo. As placas foram,
entdo, colocadas na estufa a 37 °C para o crescimento das col6nias, por 16 horas. Apés isto,
cada alvéolo recebeu 80 ul de LB + ampicilina (100pg/ml) + glicerol (50%). As placas

foram estocadas a -80°C para as anilises posteriores.

5.13.2. Preparo de estoque de bactérias transformadas em tubos de 2ml

Uma colénia foi inoculada em 2 ml de meio liquido LB acrescido de ampicilina
(100 pg/ml). Apés incubagio a 37°C durante a noite com agitagdo vigorosa, uma aliquota
de 750 pl da cultura foi misturada a 250 pl de glicerol em tubo apropriado. As culturas em

glicerol foram armazenadas a -70°C.

5.14. Extracao de plasmideos

5.14.1. Lise alcalina 1

A extracdo baseou-se no protocolo de Sambrook et al. (1989), com algumas

modificagdes. Um mililitro e meio de cultura de células transformadas foram centrifugados
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por 1 minuto a 8.000 x g a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 100 pl de Solugdo I (Glucose 50mM, Tris-HCl pH 8.0
25mM, EDTA pH 8.0 10mM). Em seguida, foram adicionados 200 ul da Solugédo IT (NaOH
0,2N, SDS 1%), e misturou-se por inversdo. Adicionou-se 150 pl da Solugdo III (Acetato
de Potéssio 5M; Acido Acético 2M). A mistura foi centrifugada por 3 minutos a 8.000 x g,
a temperatura ambiente. Transferiu-se 400 pl do sobrenadante para um tubo contendo 720
ul de Etanol absoluto e centrifugou-se a solugdo por 1 minuto a 8.000 x g. Descartou-se o
glccol e lavou-se o precipitado com 600 pl de Etanol 70%. Nova centrifugac¢do por 1
minuto a 8.000 x g foi efetuada e o precipitado liofilizado e ressuspendido em 40 ul de TE
(Tris-HC] 10mM pH 8.0, EDTA 1mM) contendo 10 pg de RNAse. A concentragdo do
plasmideo foi determinada por eletroforese em gel de agarose 1% preparado em tampdo
TAE 1X, tendo-se, como pardmetros de concentragdes, 100 ng do DNA do fago ¢X174 e

do fago A digeridos, respectivamente, por Hae IIl e Hind I1I.

5.14.2. Lise alcalina I1

Para tal preparac¢do cresceu-se uma colbnia de bactéria transformada em 3 ml de
LB acrescidos de ampicilina (100 pg/ml). Centrifugou-se o volume em duas etapas (com
1,5 ml cada) por 30-60 segundos a 16.000 x g. Ressuspendeu-se o sedimento em 300 ul de
P1 (Tris-HC1 pH 8.0 50mM, EDTA pH 8.0 10mM, Rnase 100 ug/ml!). Adicionou-se 300 pl
de P2 (NaOH 200mM, SDS 1%), inverteu-se snavemente e incubou-se por 5 minutos.
Adicionou-se 300 pl de P3 (Acetato de Potdssio 3M pH 5.5) e agitou-se por inversao suave.

Centrifugou-se por 10 minutos a 16.000 x g. Coletou-se 700-800 pl do sobrenadante e a
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este adicionou-se 400 ul de isopropanol. Centrifugou-se por 10 minutos a 16.000 x g.
Lavou-se o precipitado com Etanol 70%. O precipitado foi ressuspendido em 40 pul de TE.

Este protocolo além de ser bem mais répido em relagdo aos outros, rendeu boa quantidade

de DNA com pureza adequada para as reagOes de sequenciamento.

5.14.3. "Boiling"

Este método também foi empregado para as prepacdes de plasmideos que foram
utilizados para sequenciamento.

Para a execug@o deste método centrifugou-se 1,5 ml de cada pré-cultura por 45
segundos a 13.800 x g. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 600 pul de STET
(Sacarose 8%, Triton X-100 1%, EDTA 50mM pH 8.0, Tris-HCI 50mM pH 8.0), com o
qual ressuspendeu-se o precipitado de bactérias. Adicionou-se 40 ul de Tris-HCI 50mM pH
8.0, Lisozima 10mg/ml e incubou-se a temperatura ambiente. Em seguida aqueceu-se a
mistura a 100°C por 2 minutos. Centrifugou-se por 5 minutos a 8.000 x g e retirou-se o
precipitado com o auxilio de um palito de madeira. Adicionou-se 640 pl de Isopropanol
75%/ NH4AcO 2,5M e centrifugou-se a 13.800 x g por 10 minutos. Lavou-se o precipitado
com Etanol 70% e centrifugou-se novamente por 4 minutos a 13.800 x g. O precipitado foi
seco a 37°C e ressuspendido em 60 pl de TE-RNase (20 pg/ml).

Para verificag@o e quantificagdo da preparagao de DNA plasmidial preparou-se um
gel de agarose 0,8% onde migrou-se 1 pl - 5 ul da amostra além de 60-400 ng do marcador

A(Hind III). Ap6s migracio corou-se o gel com BET. A quantificacio efetuou-se através da
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comparacdo da intensidade da banda da amostra com as bandas do marcador de tamanho

semelhante, para os quais sabe-se a quantidade de DNA presente.

5.13. Verificac@o dos clones recombinantes

Ap6s obtengdo das coldnias, os clones recombinantes (contidos em coldnias
brancas) foram repicados em LB contendo ampicilina (100 pg/ml). Apés incubagio por 16
horas a 37 °C, extrafu-se o DNA das coldnias pelo método da lise alcalina descrita no item
5.14.1. O plasmideo foi, entfo, digerido empregando-se as mesmas enzimas utilizadas para
a clonagem (no caso de clonagens direcionais) ou enzimas vizinhas ao sitio Sma I
(clonagens entre extremidades abruptas). Alternativamente também empregou-se
amplifica¢@o do inserto por PCR, diretamente a partir da cultura mantida em glicerol.

Para verificagéo do tamanho do inserto efetuou-se eletroforese em gel de agarose
0,8-1%. Quando necessdrio, efetuou-se a transferéncia do DNA para membranas e

hibridizou-se as mesmas com a sonda adequada para confirmacio da identidade do clone.

5.16. Sequenciamento

5.16.1. Preparo do DNA utilizado

Os plasmideos sequenciados foram, nas primeiras preparagdes, extraidos segundo o

método de lise alcalina descrito no item 5.14.1., ou segundo o método do “Boiling” descrito
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no item 5.14.3. Posteriormente estes métodos foram substituidos pelo método simplificado
de lise alcalina (item 5.14.2), o qual gera bom rendimento e boa qualidade de DNA.

Para verificagdo e quantificacdo da preparacdo de DNA plasmidial preparou-se um
gel de agarose 0,8% onde migrou-se 1 pl-5 pl da amostra além de 60-400 ng do marcador
de peso molecular DNA de A digerido com Hind III. Apds migragio, corou-se o gel com
Brometo de Etideo. A quantificag8o efetuou-se através da comparacio da intensidade da
banda da amostra com as bandas do marcador de tamanho semelhante e quantidade de
DNA conhecida.

O produto de minipreparacdo foi purificado com PEG (Polietilenoglicol). Ao
volume obtido na minipreparacdo de plasmideos (método Lise Alcalina I ou “Boiling™)
acrescentou-se d4gua para completar o volume de 200 pl, e 200 pl de PEG 8.000 13%, NaCl
1,6M. Misturou-se bem e deixou-se a 4°C por 1 hora. Centrifugou-se por 20 minutos a
13.800 x g e adicionou-se 100 pl de 4gua ao precipitado obtido. Precipitou-se com 1/10 do
volume de NaAcO 3M pH 5.2 e 2 volumes de Etanol absoluto, deixando-se por 1 hora a -
70°C. Centrifugou-se por 20 minutos a 13.800 x g e lavou-se o precipitado com Etanol
70%. Centrifugou-se por mais 9 minutos e secou-se o precipitado a vicuo. Em seguida, o
precipitado foi ressuspendido em um volume apropriado de 4gua, de modo a se ter uma
concentracao de aproximadamente 100 ng/pl. Apds a purificagdo com PEG, fez-se nova

quantifica¢do em gel de agarose.
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5.16.2. Reacéo de sequenciamento

Os plasmideos foram sequenciados utilizando-se o sequenciador automético ABI
PRISM/ Modelo 310 e 377 da Perkin Elmer do Laboratério Genoma do CBMEG (Centro
de Biologia Molecular e Engenharia Genética- Unicamp) e sequenciadores automaticos do
Nucleic Acid Service Laboratory da University of British Columbia (Canad4). As reagdes
de sequenciamento realizadas no CBMEG utilizaram o "kit" "Thermo Sequenase Dye
Terminator Cycle Sequencing Pre-Mix" (Amersham), ou o "kit" “Big Dye Terminator”

(Perkin Elmer), seguindo as instru¢des do fabricante.

5.16.2.1. “Kit Thermo Sequenase” (Amersham)

Em uma quantidade que variou de 200 ng a 1000 ng de DNA plasmidial, foram
acrescentados 10 pmoles do oligonucleotideo apropriado (Universal ou Reverso), 8 ul de
“pré-mix” (125mM Tris-HCI pH 9.5, 5SmM MgCl,, 1,25mM dITP, 0,25mM dATP, dCTP,
dTTP ¢ ddNTP marcados com os fluorocromos especificos, Termo Sequenase DNA
polimerase, pirofosfatase inorgénica termoestavel, Nonidet ™ p40, Tween ™ 20 e 6,25%
glicerol) e dgua suficiente para elevar o volume da reagdo a 20 ul. As condi¢des da reagéo
de amplificacdo foram: desnaturagfo inicial de 1 minuto a 96°C; 20 ciclos de desnaturagio
a 96°C por 30 segundos, anelamento a 45°C por 15 segundos, e extensdo a 60 °C por 4
minutos. Apds o término da reacdo, o DNA foi precipitado com 7.5 pl de Acetato de
Aménio 7,5M e 68 ul de Etanol absoluto gelado por 20 minutos a -70 0C, e, a seguir,

centrifugado a 13.800 x g por 20 minutos. O precipitado foi lavado com Etanol 70%, seco a
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vdcuo, mantido a -20 °C até a ressuspensdo em tampdo de corrida (“Formamide Loading

Dye”) e aplicagio no sequenciador automatico.

5.16.2.2. “Kit Big Dye Terminator” (Perkin Elmer)

Para as reagdes com este "kit" empregou-se 1 pg de plasmideo, 3 pl do “Mix”
fornecido pelo "kit", 2 ul do oligonucleotideo apropriado (Universal ou Reverso) a5 uM e
dgua para completar o volume final de 15 pl. Os ciclos empregados na reagdo de
amplificacdo foram: desnaturacéo inicial de 1 minutos e 30 segundos a 96°C; 25 ciclos de
desnaturagdo a 96°C por 12 segundos, anelamento a 50°C por 6 segundos, e extensdo a
60°C por 4 minutos. Apds a reacdo de extencdo o DNA foi precipitado adicionando-se 80
ul de Isopropanol 75%. Apés 20 minutos a temperatura ambiente, centrifugou-se a 13.000
X g por 30 minutos. Adicionou-se ao precipitado 250 ul de isopropanol 75% e centrifugou-
se a 13.000 x g por 20 minutos. Ressuspendeu-se o precipitado em 250 pl de isopropanol e

centrifugou-se por 10 minutos a 13.000 x g.0 precipitado foi seco a vacuo e ressuspendido

no tampao de corrida do "kit" (TSE).

5.17. Analises da sequéncia de bases

As sequéncias obtidas foram analisadas pelos programas Edit Seq (DNASTAR,
Inc. 1989-1992), através do qual removeu-se as sequéncias do “polylinker” do plasmideo, e
Segman (DNASTAR, Inc. 1989-1992), através do qual foi possivel alinhar as sequéncias.

Ambos os programas sdo utilizados no computador Macintosh II SI. Foram também
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utilizados os programas CLUSTAL X (configurado para PC) e CLUSTAL W (configurado
para Macintosh).

Através do  programa Internet Explorer acessou-se a  pagina
http://www.ncbi.nlm.nih.gov, na qual utilizou-se o programa BLAST para comparagio de
sequéncias. A sequéncia completa do fragmento estudado foi comparada com as outras

sequéncias existentes no banco, sob a forma de sequéncia de nucleotideos.

5.18. Sintese de cDNA

Foram empregados oligonucleotideos especificos para amplificacio dos cDNA
(drpsi2 e o map5’).

Misturou-se 1 pg de RNAmt extraido sem ATA com 10 pmoles de
oligonucleotideo, em um volume final de 3 pl. Aqueceu-se por 10 minutos a 65°C. Em
seguida, mantendo-se os tubos no gelo, adicionou-se o tampio da enzima para uma
concentracao final de 1X, 10mM de DTT, 1mM de cada dNTP, 20 U de RNAsina, 50 U da
enzima “Expanded™ Reverse Transcriptase” da Boehringer e 4gua para completar o
volume de 20 pl. Manteve-se a reagéo por 60 minutos a 42°C, e, apés isto, inativou-se a

enzima por aquecimento a 95°C por 2 minutos.

5.18.1. Purificaciio de cDNA

Para eliminagio do oligonucleotideo gene-especifico e das pequenas cadeias de

c¢DNA, efetuou-se a passagem da reacgéo de sintese de cDNA por uma coluna de Sephadex,
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chamada “cDNA Spun Column S-300 (Pharmacia). As colunas foram equilibradas com
tampdo STE (10mM Tris-HCl pH 7.4, ImM EDTA, 150mM NaCl) conforme especificado
pelo fabricante. Para purificacdo do cDNA, colocou-se a coluns em tubo *“Corex” de 30 mis
e centrifugou-se a 400 x g utilizando-se rotor do tipo “Swing” por 2 minutos. Descartou-se
o STE recolhido com a centrifugacdo. Aplicou-se o cDNA a ser purificado bem no centro
da superficie do ge! da coluna. Colocou-se um tubo “Eppendorf” de 1,5 mi no fundo do
tubo “Corex” de 30 ml e, em seguida, colocou-se a coluna dentro deste mesmo “Corex”, de
forma que a sua extremidade inferior ficasse dentro do tubo “Eppendorf’ de 1,5 ml
Centrifugou-se a 400 x g por 2 minutos. Mediu-se o volume do liquido presente no tubo
“Eppendorf” e precipitou-se o mesmo com 1/10 vol de Acetato de Sédio 3M pH 5.2 ¢ 2

volumes de Etanol.

5.18.2. Sintese de cauda poli-A

Os ¢DNA purificados e precipitados foram ressuspendidos em 10 pl de TE, e, a
este volume, adicionou-se: tampio da enzima a uma concentragdo final 1X, 10 U da enzima
Terminal Transferase (TdT da Gibco BRL), 20 uM de dATP e 4gua para completar 10 pl.
Manteve-se a mistura a 37°C por exatos 3 minutos. Parou-se a reagdo colocando-se, a

mesma, a 65°C por Sminutos. Diluiu-se a mistura com TE para o volume final de 250 ul.
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6. RESULTADOS

6.1. 1° ETAPA: Estudo da conservacio de diferentes orfs do DNAmt de M.

polymorpha no DNAmt de plantas superiores

A primeira etapa do estudo teve por objetivo verificar a conservagdo, no DNAmt
de algumas espécies de plantas superiores, de um grupo de orfs descritas no DNAmt da

briéfita M. polymorpha.

6.1.1. Extracdes de DNAmt, DNAct e DNA total de M. chenopoda
6.1.1.1. DNAmt e DNAct

Para a maioria das espécies a qualidade do DNA extraido foi adequada para os
objetivos do trabalho. Pode-se observar a qualidade do DNA apés digestdo com enzimas de
restricio e migracio através de eletroforese dos fragmentos obtidos. Quando ndo ha
degradacido, observa-se bandas bem definidas ¢ auséncia de “smear”, ou seja, rastro de
DNA degradado. O DNAmt de plantas apresenta-se, apds digestdo, como bandas discretas,
devido ao tamanho relativamente pequeno deste genoma, em comparagao com um genoma
nuclear.

Na Tabela 2 sdo apresentados a quantidade de material vegetal utilizado para
extracdo e o total de DNAmt obtido.

O rendimento em DNAmt, para cada espécie, € bastante diferente. Verificou-se,
que couve-flor e coix foram capazes de render mais DNA que as espécies das quais

utilizou-se grandes quantidades de tecido vegetal para a extragdo, como batata ¢ alfafa.
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Rendimento
zetal

Batata . 500g 76,2 ug

-couve-flor _ 480g 144 pg -
-alfafa - 350g 40 ug -
ooix . - 320g 256 ug -
ervilia oo 230g 5 ng -
-soja : 200g 16,5 ug -
itho .. - : 160g 55 g -
coix 60g - 6,25 ug

Tabela 2. Quantidade de material vegetal empregado para a realizacdo das

extracoes, € o total, em ug, de DNAmt ou DNA de cloroplasto (DNAct) obtido.

89



Resultados
]

Estas diferengas podem refletir, entre outros fatores, maior riqueza de mitocdndrias dos
tecidos de couve-flor e coix utilizados nas extra¢des.

Para a extragcdo de DNAmt de ervilha, soja, milho, e DNAct de coix utilizou-se
menores quantidades de material. Isto se refletiu na obtencdo de menor quantidade de
DNA, ndo havendo, novamente, entre as espécies, uma relacio proporcional entre o
decréscimo da quantidade de tecido utilizada e a diminuicdo de DNA organelar obtido. Esta
auséncia de relacédo direta decorre de diferengas naturais entre as espécies, e talvez a falhas
durante o processo de extragdo que possam ter afetado o rendimento.

Apesar das diferengas especificas no rendimento de DNAmt, decidiu-se que a
quantidade de tecido ideal para as extra¢des € 200 g - 250 g devido a particularidades do
protocolo empregado. A limitag@o, apesar de diminuir o rendimento, facilitou a extragio,
pois foi possivel utilizar-se menor volume das solucdes, e, assim, realizar cada passo de
centrifugagc@o uma tnica vez.

O DNAmt extraido de alfafa ¢ o DNAct obtido de milho apresentaram-se
contaminados com DNA gendmico por razdes desconhecidas, uma vez que o mesmo
protocolo rendeu DNAmt ¢ DNAct de excelente qualidade para as outras espécies
analisadas. Assim o DNAct de milho ndo foi utilizado nos experimentos, e somente o
DNAct de coix foi transferido para as membranas. Mesmo contaminado com DNA
gendmico o DNAmt de alfafa foi incluido no grupo de espécies utilizadas nos experimentos

de hibridizacfo ¢ os resultados obtidos serio discutidos posteriormente.
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6.1.1.2. DNA total de M. chenopoda

O protocolo descrito no item 5.5 produziu um DNA com qualidade

suficientemente adequada para a realiza¢io dos experimentos de hibridizacdo.

6.1.2. Amplificacio das orfs do DNAmt de M. polymorpha

As reacles de amplificagdo resultaram em produtos abundantes e altamente
especificos, indicando que as condi¢des empregadas foram adequadas. As mesmas
condi¢des de reacdo foram usadas para amplificagdo das seis orfs, sendo que a tnica
varidvel foi a temperatura de anelamento dos oligonucleotideos.

O DNA usado para as reagbes de polimerizagdo em cadeia foi o DNA total de M.
polymorpha. M. polymorpha é uma espécie européia, adaptada a clima temperado, portanto
néo existe no Brasil. O DNA total dessa espécie nos foi gentilmente cedido pela Dra. Marie
Catherine Boisselier Dubayle (Museu Nacional de Histéria Natural - Laboratério de
Criptégamas / Paris - Franca).

A determinacgio da quantidade de DNA total de M. polymorpha que seria utilizada
nas as reacoes foi efetuada testando-se 5, 10, 25 € 50 ng de DNA total. Cinco nanogramas e
10ng mostraram resultados satisfatdrios, estabelecendo-se, entfo, a utilizagdo de uma ou
outra quantidade, dependendo do volume final da reagéo.

Os fragmentos obtidos com as reacdes de PCR possuiam os tamanhos esperados,
sendo eles: 246 pb (orf86a), 297 pb (orf99), 327 pb (0rf109), 408 pb {orfl136), 501 pb

(orf167) e 621 pb (orf207).
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6.1.3. Hibridizaces

Para confecgdo da membrana 1Mp efetuou-se eletroforese de 1,7 ug de DNAmt de
couve-flor digerido com Eco RI ¢ da mesma quantidade deste DNAmt digerido com Bam
HI, 1,5 ug de DNA total de M. chenopoda digerido com Bam HI e 100 ng de marcador de
peso molecular A (Hind III) / ox (Hae HI). A membrana 1Mp foi usada para testar algumas
condi¢cdes de hibridizagfio e lavagens em baixa estringéncia, de forma a se obter as
melhores condicbes de hibridizacdo, assim como para verificar a viabilidade do uso do
DNA total da M. chenopoda como controle positivo das hibridizagdes.

Assim, realizou-se uma hibridizagio da membrana em condigio de alta
estringéncia (tal condi¢do € descrita no item 5.10.6.2). O resultado foi uma forte ligagdo da
sonda (fragmento do DNAmt de M. polymorpha) a um unico fragmento de alto peso
molecular presente no DNA total de M. chenopoda, e nenhum sinal de hibridiza¢io com os
fragmentos do DNAmt de couve-flor.

A hibridizagdo indicou elevada similaridade de sequéncia entre a sonda e o
fragmento complementar do DNA de M. chenopoda. Se, em condi¢cdes de hibridizacdo
homéloga, ocorreu pareamento entre sonda ¢ molde, concluiu-se que também ocorreria
hibridizagido entre as outras orfs de M. polymorpha e 0 DNA de M. chenopoda, uma vez
que as condi¢des empregadas seriam de bem menor estringéncia. Estes resultados
sugeriram grande similaridade destas sequéncia entre 0 DNAmt de M. polymorpha e M.
chenopoda.

Para a membrana 2Mp foram transferidos os fragmentos gerados por digestdo

enzimatica de 7 diferentes DNAmt, 1 DNAct e 0 DNA total de M. chenopoda. Assimn, 2 ng
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do DNAmt de alfafa, batata, coix, couve flor, ervilha, milho e soja, bem como 2 pg do
DNAct de coix (0 DNAct de milho ndo foi usado pois apresentou baixa qualidade, em
fun¢do de contaminagdo com DNA genbmico e degradagio), e o DNA total da briéfita
foram digeridos, todos, com Bam HI. Migrou-se também 10 ng do marcador de peso
molecular A (Hind IIT) / @ox (Hae III).

Foi preparada uma terceira membrana, contendo somente o DNA da briéfita em
maiores quantidades, e uma pista desta membrana foi usada ao lado da membrana 2Mp,
durante as hibridizagGes. Isto foi necessério para corrigir a pequena quantidade do DNA da
bridfita presente na membrana 2Mp.

A membrana 2Mp foi empregada para as hibridizagbes com as seis orfs estudadas:
orf86a, orf99, orfl09, orfl67, orf207 e orfl36 (Figura 4). Nesta membrana estavam
fixados os DNAmt das 7 espécies de plantas em estudo, 0 DNA total da bridfita M.
chenopoda e o DNAct de coix, todos digeridos pela mesma enzima de restricdo (Figura
4A). O DNA da bridfita foi colocado como controle positivo. O DNAct de coix foi
utilizado por dois motivos: a) verificar se a orf utilizada como sonda era uma sequéncia
unicamente mitocondrial; b) servir como controle de contaminagdo do DNAmt de coix com
DNAct.

Caso a orf hibridizasse com o DNAmt ¢ ¢ DNAct de coix, revelando uma ou mais
bandas com peso molecular idéntico nos dois DNA, concluir-se-ia que esta orf € uma
sequéncia do DNAct de coix, e, possivelmente, do DNAct das outras plantas, uma vez que
o genoma do cloroplasto € altamente conservado entre as espécies vegetais. Caso esta
mesma orf hibridize com o DNAmt das outras espécies presentes seria necessario verificar

se a hibridizagdo estava ocorrendo devido a contaminagao do DNAmt com DNAct, ou se
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Figura 4 A: Gel que originou a membrana 2Mp e que contém o DNAmt, digerido

com Bam HI e migrado através de eletroforese, de sete espécies de angiospermas: alfafa
(alf), batata (bat), DNA cloroplastidial de coix (coix ct), DNA mitocéndrial de coix (coix
mt), couve-flor (c.f), ervilha (erv), milho e soja. B-G: Hibridizagdo com a orf86a (B), or/99
(c), orf109 (D), orf136 (E), orfl167 (F) e orf207 (G). M: marcador AHind IlI | @XHae III.
M.C.: DNA total de M. chenopoda presente em uma membrana hibridizada juntamente

com a 2Mp.

94

milho
soja

M.C.




Resultades

tal orf encontra-se presente, de fato, no DNAmt, ou nos dois genomas. Vale ressaltar que
ndo ha possibilidades de contaminagéo inversa, ou seja, do DNAct com DNAmt, devido as
centrifugacgdes diferenciais efetuadas durante a extragio.

Se a hibridizagdo da orf de M. polymorpha fosse com bandas presentes no DNAmt
e DNAct, que apresentassem pesos moleculares diferentes, terfamos uma orf conservada no
DNAct e no DNAmt de coix. Esta orf ndo seria, portanto, unicamente mitocondrial. Orfs
que fossem encontradas no DNAct das plantas estudadas ndo eram de interesse para este
trabalho.

Vérias condi¢des de hibridizag&o foram analisadas no estudo da homologia entre
as orfs usadas como sonda ¢ o DNAmt das espécies vegetais estudadas. As primeiras
condigdes testadas foram de alta estringéncia, tanto na hibridizacdo (com 50% de
formamida e a 42°C) quanto nas lavagens (lavagens com solugdes pouco salinas)
Posteriormente utilizou-se condigdes para hibridizagdo em baixa estringéncia e testou-se
algumas temperaturas de lavagem. Estas novas condi¢bes foram baseadas nos experimentos
de clonagem dos genes mitocondriais cob (Dawson et al., 1984), do gene para subunidade
a do complexo Fi-ATPase (Issac et al., 1985a), e cox] (Issac et al., 1985b), em plantas
superiores. Todos estes genes foram clonados empregando-se hibridizagdo com sondas
mitocondriais oriundas de levedura, em condigdes que permitiram hibridizagdo entre
fragmentos com similaridade igual ou mator a 50%. Este patamar minimo de similaridade
foi, portanto, adotado neste traba.lho, uma vez que, tendo funcionado para sondas oriundas
de levedura, acreditou-se que seria adequado para sondas origindrias de plantas inferiores.

As condi¢Bes que foram empregadas na hibridizacdo da orfs com a membrana

2Mp, cujos resultados sdo apresentados a seguir, estdo descritas no item 5.10.6.1.
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6.1.3.1. Hibridizacfo do fragmento correspondente a orf86a

Observou-se hibridizagdo especifica com fragmentos do DNAmt de batata e
couve-flor. Algumas bandas puderam ser visualizadas no DNAmt de alfafa, coix, ervilha,
milho e soja, porém, apresentando menor intensidade (Figura 4B). Apés nova lavagem da
membrana a 52°C, com a mesma solu¢do empregada na lavagem anterior, e exposicéo por 5

dias, observou-se sinal apenas dos fragmentos do DNAmt de batata e couve-flor.

6.1.3.2. Hibridizacdo do fragmento correspondente a orf99

O resultados indicaram uma banda homéloga de sinal autoradiogrifico intenso no
DNAmt de batata, duas no DNAmt de coix, uma no DNAmt de milho e uma no DNAmt de
soja (Figura 4C). Este resultado mostra que a orf99 possui homologia a fragmentos no
DNAmt destas 4 espécies, ¢ ndo estid presente no DNAct de coix. Néo foi observada
hibridizagdo da orf com o DNAmt de alfafa, mesmo empregando-se condigdes de
estringéncia muito baixa. Isto se deve ou a auséncia total de fragmentos homdélogos, ou a
pequena quantidade de DNAmt presente na membrana. O DNAmt de couve-flor ¢ ervilha
s4 apresentaram sinais de hibridizagdo em condigbes muito pouco seletivas, o que indica
que nio possuem sequéncias com similaridade suficiente para serem consideradas
homélogas a orf99.

E interessante ressaltar a existéncia de sequéncia homéloga a orf99 no DNAmt de
soja € auséncia no DNAmt de ervilha. Nugent e Palmer (1991) relataram que o gene cox2
migrou da mitocdndria para o nicleo durante a evolugdo das Angiospermas. Entre um

grupo de leguminosas estudadas, o gene foi encontrado na mitocdndria e no niicleo de
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ervilha, soja e em Phaseolus vuigaris ("common bean"), enquanto que somente no nicleo
de Vigna radiara ("mung bean") e Vigna ungiculata ("cowpea"), tendo sido, nestas
espécies, transferido para o nicleo. Além disto, verificou-se que o gene é transcrito,
unicamente, na mitocondria de ervilha, e, unicamente, no nidcleo das outras espécies
estudadas. Um estudo mais aprofundado da orf99 no DNAmt e nuclear da ervilha poderia

revelar se a sequéncia homdloga a orf99 fora transferida para o niicleo.

6.1.3.3. Hibridiza¢fo do fragmento correspondente i orf109

A orf109 hibridizou-se fracamente com dois fragmentos do DNAmt de soja, ndo
havendo intensificagdo do sinal mesmo ap6és 7 dias de exposicdo (Figura 4D). Este
resultado mostrou que, além de ser pouco conservada no DNAmt das espécies em estudo, a
orfl09 nio apresenta muita similaridade de sequéncia aos fragmentos com os quais se
hibridizou, quando comparada as outras orfs estudadas. Utilizando-se condigbes de
hibridizacio menos estringentes, poderiam ser revelados outros fragmentos. Entretanto
estes teriam ainda menor similaridade a orf109. Conclui-se que a orfI09 ou sé estd
conservada no DNAmt de soja, ou os fragmentos com os quais se hibridiza neste DNA
apresentam téo baixa similaridade, que ndo se poede considerd-los como sendo sequéncias
homélogas a orf109. Desta forma, pode ser que a orfl09 esteja ausente do DNAmt das
espécies avaliadas, €, consequentemente, do DNAmt das plantas superiores. A hibridizagio
da orf109 foi repetida. O resultado obtido confirmou a auséncia de conservagio da orf109
no DNAmt da maioria das espécies estudadas, exce¢do feita as duas bandas presentes no

DNAmt de soja.
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6.1.3.4. Hibridizacado do fragmento correspondente a orf136

A orfl36 hibridizou-se apenas com o DNAmt de coix (Figura 4E), sendo,
portanto, pouco conservada entre as espécies estudadas e, provavelmente, entre as
Angiospermas em geral.

Esta orf foi marcada utilizando-se o "kit" da Gibco BRL ¢ a autoradiografia
mostrou-se repleta de manchas. Conclufu-se, posteriormente, que o problema era o "kit"
utilizado para a marcacdo da sonda, que era empresa Gibco BRL ("Random Primer
Labeling Sytems"). Ou o "kit" empregado estava com problemas de natureza desconhecida,
ou as condigdes de hibridizacdo em baixa estringéncia, que foram otimizadas utilizando-se
o "kit" da empresa Promega, ndo podem ser empregadas para o uso do "kit" da Gibco BRL.
Resultados paralelos, os quais empregaram o "kit" da empresa Gibco BRL para a marcagio
de sondas homélogas (cujas condigoes de hibridizagdo sZo bem mais estringentes),

revelaram um perfeito funcionamento deste “kit".

6.1.3.5. Hibridizacdo do fragmento correspondente a orf167

O DNAmt de batata, coix, ervilha, milho e soja apresentaram sequéncias
homédlogas a orfl67 (Figura 4F). Nao houve hibridizagdo com o DNAct de coix, o DNAmt
de alfafa, e o de couve-flor. Conclui-se que, se 0 DNAmt de couve-flor e 0 DNAct de coix
possuem fragmentos homélogos a orfl67, estes tem similaridade baixa, de modo que teria
sido necessdrio alterar as condigdes de estringéncia para detecta-los

Um detalhe importante pdde ser observado quando se sobrepds o filme

autoradiogréfico obtido da hibridizacdo da orf99, com o filme obtido da hibridizagdo da

o8



Resultados
- ——

orfl67. Observou-se que o mesmo fragmento do DNAmt de coix e de soja hibridizou-se 4
orf99 e & orfl67. Verifica-se na Figura 3 que estas duas orfs sdo "vizinhas" no DNAmt de
M. polymorpha. Assim, provavelmente, as sequéncias do DNAmt de coix e soja homélogas
a estas duas orfs apresentam a mesma organizacio das duas orfs no DNAmt de M.

polymorpha.

6.1.3.6. Hibridizacio do fragmento correspondente a orf207

Devido aos problemas gerados pelo "kit" empregado (da empresa Gibco BRL), a
membrana foi lavada 48°C. Esta temperatura foi tomada por precaugio, uma vez que, caso
demonstrasse ndo ter sido suficiente, seria ficil simplesmente relavar a membrana a uma
temperatura mais alta. O filme autoradiografico obtido apresentou-se com manchas,
entretanto uma lavagem a 50°C certamente ndo iria melhorar o sinal, de forma que néo foi
tentada. Apesar do resultado possuir muitas manchas, pdde-se tirar conclusdes claras. A orf
207 hibridizou-se com bandas tnicas, presentes no DNAmt de batata, coix, ervilha e soja
(Figura 4G). Assim, esta sequéncia revelou-se bem conservada entre as plantas estudadas.
Curiosamente, a orf207 mostrou-se presente no DNAmt de apenas uma das duas
monocotileddneas analisadas. Estes resultados indicaram que a orf207 é uma sequéncia
interessante para estudos mais aprofundados sobre sua conservagio no DNAmt de outras
plantas superiores. H4 possibilidades da orf207 ser um gene on alguma sequéncia
importante para o DNAmt de plantas, que se conservou desde a briffita até as plantas
superiores estudadas. A clonagem desta sequéncia a partir do DNAmt das plantas
disponiveis, estudos de expressdo por técnicas de "Northern Blotting" e, talvez, estudos de

funcio da proteina codificada poderiam revelar a existéncia de um novo gene.
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6.2. 2° ETAPA: Estudo de estrutura do fragmento do DNAmt de coix

homologo a orf167

Quatro das seis orfs estudadas, a saber, orf86a, orfl67, orf99 e orf207,
apresentaram-se conservadas entre as plantas analisadas. Dentre estas, a orf167 foi a mais
conservada, possuindo homologia com 0 DNAmt de batata, coix, ervilka, milho e soja. O
fragmento homdélogo presente no DNAmt de coix foi o que gerou o sinal autoradiografico
mais intenso, o que indicou que a similaridade entre as sequéncias da orfI67 e do
fragmento homdlogo presente no DNAmt de coix devia ser maior que a similaridade entre a
sequéncia desta orf e a sequéncia dos fragmentos homélogos detectados na outras espécies
(batata, ervilha, milho e soja). Por este motivo escolheu-se o fragmento homélogo a orf167

de M. polymorpha identificado no DNAmt de coix para estudos de estrutura e transcrigéo.

6.2.1. Hibridizacdo da orf167 com as membranas 6Mp e 7Mp

Para confec¢iio da membrana 6Mp utilizou-se 0 DNAmt de coix (2 pg) digerido
com as enzimas Bam HI, Bgl I, Eco RI, Hind III, Kpn I, Nru I, Pst I, Sal [, e Xho I, ¢
fracionado por eletroforese em gel de agarose 0,8%. A membrana 7Mp foi confeccionada
com DNAmt de coix (2 ug) digerido com Bgl I, Eco RV, Mlu I, Nco I, Pvu I, Pvu I, Sma [
e Sst 1. As digestdes foram efetuadas por duas horas a 37°C.

A hibridizagio foi realizada utilizando-se as condi¢des descritas no item 5.10.6.1.

Entretanto as lavagens foram realizadas a 52 °C. O resultado € mostrado na Figura 5.
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Figura 5: Géis que deram origem as membranas 6Mp (A) e 7Mp (B) apés
eletroforese do DNAmt de coix digerido com varias enzimas, e as respectivas
autoradiografias obtidas através da hibridizagdo das membranas com a orf167. M: marcador
de peso molecular AMHind III / X Hae III. Indicado por seta esta o fragmento de 1,4 kb Bg!

11/ Bgl II, homoélogo a orf167, que foi isolado e clonado.
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Na Figura 5B observa-se uma banda de 1,4 kb obtida pela digestdo do DNAmt de
coix com Bg! IT, homdloga a orfl67. Este fragmento foi escolhido para ser clonado por ter
sido o Uinico que se hibridizou com a sonda apés digestdo com esta enzima, 0 que garantiria
que toda sequéncia homoéloga a sonda estaria presente neste fragmento. Além disto ele fot 0

menor fragmento, gerado pela digestdo com as diferentes enzimas, que se hibridizou com a

orfl67.

6.2.2. Clonagem do fragmento de 1,4 kb Bgl II / Bgl II do DNAmt de coix

homoélogo a orfl167 de M. polymorpha (clone A8)

Para isolamento do fragmento homdlogo identificado na Figura 5B foi necessdrio
preparar um banco subgendmico dos fragmentos do DNAmt de coix, que variavam de 1,0
kb a aproximadamente 1,8 kb. Esta medida foi importante porque a sequéncia homologa
estava em uma regiio de pouca defini¢do das bandas, ou seja, ndo era possivel distinguir ¢
isolar a banda correspondente ao fragmento de interesse. Foi necessdria tal amplitude na
variagio do tamanho dos fragmentos isolados para certificar-se de que o fragmento
desejado seria recuperado. Os fragmentos isolados no bloco de gel foram purificados,
ligados ao vetor pBluescript e usados para transformar células competentes de E. coli. As
colbnias recombinantes foram repicadas em placas de microtitulo. Uma aliquota de cada
cultura foi utilizada em amplifica¢gdes por PCR. Cinco microlitros de cada produto de
amplificagdo migrou através de eletroforese em gel de agarose 1%, sendo posteriormente
transferido para membranas de “nylon” gerando as membranas Gell e Gel2. A hibridizacao
destas membranas com a orfl67 identificou dois clones positivos (homélogos 4 orf167).

Estes clones foram o A8 e o E11 (Figura 6).
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Figura 6: Géis que originaram as membranas Gell (A) e Gel2 (B), as quais contém
o produto de amplificagdo por PCR de 72 clones do banco subgenémico de coix migrados
através de eletroforese. Ao lado de cada foto de gel, os resultados autoradiograficos da
hibridizag¢do da respectiva membrana com a orfI67. M: marcador de peso molecular AHind

11l / 9XHae III. Indicado por setas estdo os clones positivos A8 ¢ E11.
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Os dois clones foram analisados por digestdo com enzimas de restricio. As
digestdes com Hind I, Spe I, Sst I ¢ Xho I dos insertos amplificados por PCR mostraram
claramente que os dois clones eram idénticos, e estavam inseridos no vetor na mesma
orientacdo. O clone A8 foi utilizado nos estudos que se seguiram.

A digestio do plasmideo contendo o clone A8 com as enzimas Hind IIl e Sst I, as
quais estdo no "polylinker" do vetor, mostraram que este clone nido possui sitio interno para
corte desta enzimas. Portanto, quando empregadas separadamente, esta enzimas
linearizavam o plasmideo. Estas enzimas foram utilizadas em conjunto para poder liberar o
inserto do vetor. Néo foi possivel liberar o inserto através do uso da enzima Bam HI, a qual
foi empregada para clonagem, pois as extremidades do inserto foram originadas pelo corte
com Bgl II. A colocacdo do inserto no sitio Bam HI destruiu ambos os sitios,
impossibilitando sua retirada por Bam HI ou Bgl I1.

O clone A8 foi digerido por Hind IIl e Sst I, os fragmentos gerados foram
separados por eletroforese. O inserto de 1,4 kb foi isolado do gel, purificado e empregado
como sonda em hibridiza¢do de alta estringéncia com a membrana “DNAmt coix-clone”.

A membrana foi confeccionada com 2 pg do DNAmt de coix digerido por Bgl II
(enzima que gerou o fragmento homélogo clonado), Eco RV e Hind III, e 20 ng do inserto
purificado do clone A8 .

Esta membrana foi hibridizada com a orfI67 em condi¢cdes de baixa estringéncia
(item 5.10.6.1) e com o inserto do clone A8 em condig¢des de alta estringéncia (item
5.10.6.2). Estas hibridiza¢des tiveram por objetivo comprovar que o clone A8 possuia o

fragmento homdliogo & orfI67 presente no DNAmt de coix. O resultado indicou que o clone
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A8 possui a sequéncia homéloga a orfI67 (Figura 7), dado que reconheceu, no DNAmt de

CoiX, as mesmas bandas que a orf/67 reconhece.

6.2.3. Construciio do Mapa de Restriciio do clone A8 e identifica¢do da regiiio

de homologia com a orf167 de M. polymorpha

Para montagem do mapa de restri¢fo inicialmente digeriu-se o plasmideo contendo
o inserto de 1,4 kb Bgl II / Bgl II (clone A8) com 17 enzimas (Figura 8). Os resultados
obtidos indicaram que o inserto néo tem sitio de corte para as enzimas de restrigio Bam HI,
Bgll, BglIl, Eco RV, Hinc II, Kpn I, Not I, Pst I, Sal I, Sma I e Sst I. Bam HI ndo possui
sftio de restri¢iio no vetor, portanto verificou-se no gel, apés reagéo de digestdo com esta
enzima, as formas circularizadas relaxadas e super enroladas do plasmideo. As enzimas Eco
RV, Hinc Il, Kpn I, Not I, Pst I, Sal I, Sma I e Sst I s6 possuem um sitio no vetor, na regiao
do “polylinker”. A digestdo com estas enzimas sé gerou somente uma banda de 4,4 kb, que
equivale ao plasmideo linearizado. As enzimas Bgl I e Pvu I, por sua vez, possuem dois
sitios de restrigdo no vetor, fora da regiio do "polylinker”. A digestio com as mesmas
produziu duas bandas cujos tamanhos concordam com o tamanho de bandas previsto com o
corte das enzimas nos sitios conhecidos do vetor. Este fato indicou que estas enzimas
também ndo possuem sitios de corte no inserto (Figura 8).

A digestdo com Ava [ levou a formagdo de duas bandas, uma de 1,1 kb e outra de 3
kb. Sabendo-se que Ava I possuia dois sitios no vetor ¢ sabendo-se a posi¢do destes sitios,
concluiu-se que a banda de 3 kb deveria corresponder a um fragmento formado por parte do

vetor mais um pedago de aproximadamente 300 pb do inserto. A banda de 1,1 kb
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Figura 7 A: Gel contendo o DNAmt de coix digerido com as enzimas
especificadas, e o clone A8, migrados através de eletroforese. B e C: autoradiografias
resultantes da hibridizagdo da membrana "Coix-clone" com a orf167 (B), e com o clone A8

(C). M: marcador de peso molecular AHind Il / oXHae I11.
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose do clone A8 digerido com diferentes
enzimas de restri¢do. Hind III e Sst [ sdo digestdes controle (liberam o inserto inteiro). M:

marcador de peso molecular AHind Il | ¢XHae Il
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corresponderia ao restante do inserto. Porém, com estes resultados, ainda no era possivel
identificar a posi¢io do sitio no inserto, em relagdio ao "polylinker" do vetor,

A enzima Eco RI gerou duas bandas: uma de 3 kb (vetor) e outra de 1,4 kb (inserto
quase inteiro). Eco RI possui somente um sitio no vetor, de modo que a presenca de duas
bandas indicou a existéncia de outro sitio Eco RI no inserto. Em fungio da localizagdo do
sitio de Eco RI no vetor foi possivel afirmar que o sitio de Eco RI do inserto estd localizado
bem na extremidade do fragmento clonado, do lado oposto aquele onde localiza-se o sitio
Eco RI no vetor (Figura 8).

A digestdo com Pvu II proporcionou trés bandas: 2,5 kb, 1,1 kb e 0,8 kb. Pvu II
possui dois sitios no vetor. Os resultados obtidos indicaram que havia também um sitio para
esta enzima no inserto, o qual estaria dividindo-o em um fragmento de 600 pb e outro de
800 pb. Assim o primeiro fragmento, mais uma parte do vetor (maié ou menos 200 pb),
geraram a banda de 0,8 kb, enquanto que o segundo fragmento, adicionado a outra regido
do vetor (aproximadamente 300 pb), originaram a banda de 1,1 kb. A terceira banda
corresponderia ao restante do vetor (Figura 8).

A utilizagdo da enzima Spe [ revelou a existéncia de um sitio para esta enzima
inserto. Esta enzima possul um sitio no "polylinker” do vetor, porém a digestdo com ela
gerou uma banda de aproximadamente 4 kb. Portanto, Spe 7 possufa um sitio no inserto,
cujo corte gerou um fragmento de 400 pb. Este sitio estava localizado na extremidade do
inserto, proxima ao sftio do vetor. O fragmento ndo aparece no gel provavelmente porque
estava em uma quantidade insuficiente para ser detectado (Figura 8).

Finalmente, a enzima Xho I possui um sitio no vetor mas sua utilizag@o na digestdo
levou a formacio de duas bandas, indicando a existéncia de um sitio Xhe I no inserto, na

extremidade oposta ao sitio Xho I do "polylinker"”. Assim, a banda de 1,1 kb encontrada

108



Resultados

W

seria constituida por 1 kb de inserto e 100 pb do vetor, e a banda de 3,2 kb seria resultante
do restante do vetor e 300 pb do inserto.

Realizou-se vérias digestbes duplas, empregando-se a enzima para qual se desejava
confirmar a presenga e a localizagio do sitio no inserto, e uma outra enzima cuja posigdo do
sitio ja havia sido confirmada no inserto. Utilizou-se também enzimas sem sitio no inserto,
mas com sitio de corte em posi¢do estratégica no vetor.

As membranas “Mapa de restrigio I'” e “Mapa de restricio IT” foram confeccionadas
para auxilio na construgdo do mapa de restrigdo do clone A8 e para identificar-se a regido do
clone homéloga a o7f167. Elas foram produzidas pela eletroforese, em gel de agarose 1%, dos
fragmentos gerados pelas digestdes duplas do clone A8, e transferéncia destes fragmentos
para as membranas de "nylon". As membranas foram hibridizadas com a orfI67 (Figura 9).
A unido dos dados obtidos com as digestSes e as hibridizacdes possibilitou a construgio do
mapa de restri¢do do clone A8, e identificar nele a localizaggio exata da regido de homologia 2
orf167. Neste mapa encontra-se evidente a regido homéloga & orfI67, presente dentro do

clone A8, a qual foi entdo subclonada e denominada Subl (Figura 10).

6.2.4. Subclonagem

6.2.4.1. Clonagem do subclone 1

Cerca de 1,6 pg do clone A8 foram digeridos com as enzimas Spe I e Pvu II. O

fragmento de 500 pb, formado pela digestdo, foi isolado do gel, purificado e inserido no

plasmideo pBluescript, no sitio para Sma [. Bactérias E. coli foram transformadas com os
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Figura 9: Géis que deram origem as membranas “Mapa de Restri¢do I” (A) e
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“Mapa de Restrigdo II” (B). Ao lado de cada foto do gel estdo as autoradiografias obtidas
apés hibridizagdo da orfI67 com as membranas. Hind Il e Sst I sdo digestdes controle
(liberam o inserto inteiro). M: marcador de peso molecular AHind Il / ¢XHae I11.
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Figura 10: Mapa de restrié&o indicando (fora de escala) os sitios de restri¢do
presentes no clone 1,4 kb Bgl II / Bgl II e no "polylinker" do plasmideo. Os 5 subclones
obtidos sdo indicados: Subl, Sub2, Sub3, Sub4 e Sub5. O Subl (barra em vermelho)
possue a regido de homologia a orf167, a qual esta também evidenciada em vermelho no

clone 1,4 kb Bgl Il / Bgl 1I.
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plasmideos e plaqueadas em meio sélido. Doze col6nias “brancas” foram escolhidas ao
acaso para serem analisadas na busca daquela que continha o fragmento de 300 pb. Para a

andlise, extrafu-se o0 DNA plasmidial das bactérias, ¢ digeriu-se o plasmideo com as
enzimas Eco Rl e Bam HI, presentes no "polylinker.” do vetor e sem sitio de restrigdo na
regido clonada. Seis coldnias possuiam o inserto desejado de S00pb. A Figura 11 mostra o

inserto de 0,5 kb Spe [/ Pvu II liberado do plasmideo apds digestéo.

6.2.4.2. Conservaciao do fragmento de 500 pb Spe I / Pvu II (subclone 1) no

DNAmt de outras espécies de plantas superiores

O fragmento de 500 pb Spe [ / Pvu II foi marcado radicativamente e empregado
como sonda em uma hibridizagdo em alta estringéncia com uma membrana que possuia o
DNAmt (2 ug) de sete espécies de plantas superiores digeridos com Bam HI (alfafa, batata,
coix, couve-flor, ervilha, milho e soja). O resultado (Figura 12) obtido indicou claramente
que sequéncias homdlogas ao Subl foram encontradas no DNAmt de todas as espécies
presentes na membrana. A existéncia de mais de uma banda por DNAmt sugeriu que a
sequéncia homdloga estava presente em mais de uma regifio no genoma, que a sequéncia
homdloga apresentava um sitio Bam HI, ou que o fragmento estaria reconhecendo mais de
um gene.
Com estes resultados ficou evidente a conservagio do fragmento 0,5 kb Spe 1/ Pvu
II, originado do DNAmt de coix e homélogo a orf 167 de M. polymorpha. Tal fato
constituiu-se em mais uma evidéncia de que este fragmento correspondia a um gene

mitocondrial.
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose dos subclones 1 a 5 apés digestdo com

enzimas que liberam o inserto. M: marcador de peso molecular AHind III / 9XHae II1.
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Figura 12 A: Gel contendo o DNAmt das espécies especificadas digeridos com
Bam HI. B: Autoradiografia mostrando o resultado da hibridizagdo do fragmento 0,5 kb
Pvu II'/ Spe I (Subl) com a membrana originada deste gel. M: marcador de peso molecular

AHind III | 9XHae III.
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6.2.4.3. Clonagem dos subclone 2, subclone 3, subclone 4 e subclone 5

Para a obtencfo dos fragmentos que geraram estes 4 subclones digeriu-se o clone
1.4 kb Bgl Il / Bgl IT com as enzimas adequadas, migrou-se ¢ produto de digestio em gel de ‘
agarose, isolou-se e purificou-se os fragmentos de interesse. O mapa de restrigdo mostrando
as regides cobertas pelos insertos dos subclones dentro do clone 1.4 kb Bgl [T / Bgl I pode
ser visto na Figura 10,

Os fragmentos foram inseridos no plasmideo pBluescript e transformados em E.
coli, linhagem DHS5a. Para selecio das coldnias transformadas com os plasmideos
recombinantes utilizou-se o ensaio IPTG/X-gal. Seis coldnias brancas de cada
transformacgéo foram analisadas para verificar se possuiam o inserto correto. Uma coldnia
possuia o fragmento 0,3 kb Sst [/ Xho I (Sub2), cinco possuiam o inserto 0,4 kb Eco RI /
Spe I (Sub3), duas coldnias possuiam o inserto 0,6 kb Ava I'/ Pvu Il (Sub4).e outras cinco
continham o inserto 0,5 kb Pvu 1T/ Pst I (Sub5). Na Figura 11 observa-se os insertos dos
clone Sub2, 3, 4, e 5, liberados apds digestdo com as enzimas adequadas e separados por

eletroforese em gel de agarose 1,2%.

6.2.5. Sequenciamento dos subclones
As duas fitas dos 5 subclones foram sequenciadas nos sequenciadores automaticos

existentes no CBMEG e na University of British Columbia, no Canadd. A unido dos

resultados possibilitou-nos conhecer as sequéncias dos cinco subclones.
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Durante a andlise destas sequéncias retirou-se o que se identificou com sendo
pertencente ao "polylinker” do vetor, e utilizou-se o programa Seqman (DNASTAR, Inc.
1989-1992) para alinhéa-las.

O sequenciamento revelou um dado interessante sobre os sitios de corte das
enzimas de restri¢do identificados com o mapa de restricdo mostrado na Figura 10. O sitio
reconhecido pela enzima Xho I (CTCGAG) € exatamente o mesmo reconhecido pela
enzima Ava I (CPyCGPuG), ndo existindo dois sitios separados por uma pequena regio
conforme mostrado na Figora 10. O tamanho do fragmento verificado com o
sequenciamento foi de 1.422 bases, bem préximo do estimado pela eletroforese em gel de
agarose. PGde-se identificar os sitios do "polylinker" do vetor, os quais foram previstos
estarem presentes no fragmento 0,3 kb Sac I / Xho I, devido ao processo de clonagem (ver
Figura 10), o sitios Bam HI+Bg! II, que indicam as extremidades do clone 1,4 kb Bgl Il /
Bgl II, e o sitio Sma I previsto estar na extremidade do fragmento 0,5 kb Pvu II / Pst 1. O
sitio Pst I ndo aparece provavelmente porque ele foi eliminado durante a reacio de
preenchimento realizado pela enzima “Klenow fragment”, a qual possui atividade de

exonuclease 3’5,

6.2.6. Comparacio do clone de 1,4 kb Bgl II / Bg III com sequéncias do banco

de dados

Andlise da sequéncia de DNA do fragmento 1,4 kb Bgl II / Bgl II revelou a

presenca de quatro “open reading frames”: uma de 84 bp, uma orf incompleta de 121 bp,

uma orf de 354 bp (orfl18) e uma orf de 344 bp (orfl16). A comparacao destas quatro orfs
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com sequéncias presentes no banco de dados, através do programa BLAST, revelou elevada
similaridade destas orfs com sequéncias do DNAmt de trigo e milho (Gualberto et al.,
1988), as quais codificam o tRNA-Ser (homélogo aos 84 pb), um pseudo-tRNA (homdlogo
a orf incompleta de 121 pb), a subunidade 3 do complexo NADH-desidrogenase (nad3-
homélogo a orf118) e a proteina ribossdmica mitocondrial S12 (rpsi2-homdlogo a orfl 16).
Verificou-se, através da comparacdo da sequéncia deste dltimo gene com a sequéncia
homologa presente em outros organismos, que ele estava incompleto no fragmento 1,4 kb
Bgl IT / Bgl II clonado do DNAmt de coix. Para obter a por¢éo final do gene, o "cluster”
nad3-rpsi2 foi amplificado a partir do DNAmt de coix, clonado e sequenciado. A
sequéncia da orfl16 completa possuia, na realidade, 375 bp (orfi25). Encontrou-se uma
alta similaridade entre as orfs identificadas no fragmento 1.4 kb Bgl Il / Bgl II de coix, e as
sequéncias que codificam o "cluster” nad3-rps12 e o tRNA presentes no DNAmt de
muitos outros organismos. Assumiu-se, portanto, que os 84 pb, a orf incompleta de 121 pb ,
a orfl18 e a orfl25, presentes no fragmento 1,4 kb Bgl II / Bgl Il do DNAmt de coix,
codificam, respectivamente, os genes tRNA-Ser, um pseudo-tRNA, rad3 e rpsi2. A
sequéncia completa do clone 1,4 kb Bgl II / Bgl II, com os genes em destaque, é
apresentada na Figura 13. A posicdo dos subclones em relagdo aos genes encontrados no
clone é apresentada na Figura 14.

A sequéncia de bases do gene nad3 de coix mostrou 100% e 99,7% de
similaridade com as sequéncias correlacionadas presentes, respectivamente, em milho e
trigo. A similaridade de sequéncia de bases entre o gene rps/2 de coix e 0 mesmo gene
presente em milho e trigo, respectivamente, é de 99,4% e 100%. A extensdo da regifo
intergénica existente ente nad3 e rpsI2 é de 44 bp, exatamente o mesmo tamanho da regido

espacadora existente entre estes genes em milho e trigo (Gualberto et al., 1988). O
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BamAT + Bglll

— inicio inserto
_ZiGiTAGAG’IC’I’I’IC'ICTIC'ICGCTC&GT&AAGAAGLGTACGCGCGCT&CGGC’ITACGC AGTG
GATCTICGGGCAACCAAATIGATCCAATICCGATCAACAAC TIGGATGGAGGTATGGCTGAGTGGC TTAAGGCATIGGTTT

GCTAAATCGACATACAAGAAGATTGTATCATGGGTTCGAATCCCATTTCC TCCGGCACGGAAGTIGAACGGGCGGGCGAA
ATTACGTGAGAGAAAGAACCTCAGATTGATGGAGTCCGCCGTCGGACAGAATAGC ACTACTTAGTGACTAGGAGCGGAGC
GCCCCTTTCTIGTIC TTGGTGGCGTC TATAGCGAAGAAGACCTTCCCCGAACGAGGGCCGTCCAGTCCC TGGC CGGCTCTC
GG’I'IE%’ '?AGCAAGC’IYICTCCAC'IGCGGGTAGGA'IGCTC CTAGATGAAGAAAAGAGACTTTAGGCAAGT GO TTCTRCTA

AL TTAGAGCAAACGGACTTAAAATCCTTTITICGCTIGTTTCAGTG GG AACGAGCAACGGGGCATICCCCTIGAAAL

M T ACTEOTTIE CAA T CAC AT TSACGC CTCTITTTTTICGGTATGC CGCTCCGC GAGCAAGGA GCGCCGCCAGGGAG
AGCGAGAGAACGAAGTGGGCTTIGGTGATC TCGGAATTTGCACCTATITGTATC TATTTAGTGATCAGTCC GC TAGTTICT
TIGATICCACTCGG TG TICCTITICCATTIGC TICCAATAGTICGACCTATCCAGAA AAMATIGTCGGCCTACGAATSTGGTT

TCGATCCCTCCOGTGATGCCAGAAGTCGTTTCGATATACGATTITATCCGGTICCTATITTATTITATTATCCC TGATCCGG

AAGTCACCTITIC TTITCCTIGGGCAGTACC TCCTAACAAGATTGATCTG im-sﬂcw;cg:r:fqtr; ATGGCCTITITATIG
0

ATTTTGACGATIGGATC TCTCTATGAATGGAAAAGGGGTGC TTCGGATC GGG AGTA A 4 AAGGGCTAAGGGG

GGAAGGAATAGGMAGAGGG.u. TGCCTACAAAAAATCAATIGATICGTCATCGTAGAGAAGAAAAACGGCGCACGGACC

‘v’.'AAD_‘I'-_"Z‘i SGATCAA TG TCCCCAGAAGCAAGGAGTATECCTECGTGTTICGACGAGAACACCGAAAAAACCTAA

TTCAGC TCTACGTAAGATAGC AL AAGTACGGTIGAGC AATCGACATGATATATTTGC TCACATICCAGGC GAAGGTC ATA

ATICGCAGGAACATICTATAGTUTTAG TUAGAGC AGG TG ACTCAAACATICGCCAGOTG TOAMATECCATCG TATTC G
EcoRI inserto
SCAGTCAACCATTTSC THGCERTIRG GG ATC GTAG A AAGGCARGA THCACTAGTIC TAGAGC GGCCGCLALCGCGGTGG
Spel NotI Sacll
BamHT + Bglll

Figura 13: Sequéncia completa do fragmento 1,4 kb Bg/ I / Bgl II. Estdo indicados
os sitios de restrigdo presentes no “polylinker” do vetor, préximos ao sitio de clonagem
(Bam HI). Também estdo indicados os sitios de restrigdo presentes no inserto. A sequéncia
do tRNAS esta em azul, do pseudo tRNA em rosa, do nad3 em vermelho, e do rps/2 em

verde.
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Pseudo
tRNAT®T CRNA nad3 rpsi2
«<— « ' >

Ps Bg By $ AX EBg S
Subclone 3 Subglone 2
;
® ® Subclone 3
Subclone 1

insercio de 48 pb

Figura 14: Mapa de restrigdo do fragmento 1,4 kb Bgl Il / Bgl II. Os genes estdo
representados por retdngulos pretos, e a inser¢do de 48 pb do pseudo tRNA, por um
retangulo hachurado. As regides cobertas pelos subclones também estdo indicadas. A -
regidgo homéloga a orfI67 € a que corresponde ao subclone 1. A diregﬁo de transcrigdo estd
indicada por setas. Os sitios de restri¢do indicados sdo: Ava [ (A), Bgl II (B), Eco RI (E),
Pst I (Ps), Pvu IT (Pv), Sst I (8), Spe I (Sp), Xho I (X) Os sitios Pst I e Sst I estdo presentes

no “polilynker” do plasmideo pBluescript.
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alinhamento dos genes rnad3 e rpsl2, presentes no DNAmt de coix, milho, trigo, petunia e
tabaco, mostrou que existe elevada similaridade entre as sequéncias (Figura 15).

O gene tRNAS® presente em coix, é 100% similiar, a nivel de bases, aos genes
presente em milho, trigo (Gualberto et al., 1988) e arroz (Suzuki et al., 1991). A sequéncia
homologa ao pseudo-tRNA existente no genoma mitocondrial de milho (Wintz et al.,
1988), trigo {Gualberto et al., 1988) e arroz (Suzuki et al., 1991) foi encontrada, no DNAmt
de coix, 258 bp apds o gene tRNAS". Este pseudo-gene, em coix, possui uma insergio de
48 pb, exatamente como aquela existente no pseudo-gene de milho. Esta inser¢do em coix é

99% similar a inser¢do em milho.

6.2.7. Clonagem da orf 167 de M. polymorpha

Uma vez tendo sido confirmado que a orf /67 havia, por algum motivo,
reconhecido um fragmento do DNAmt de coix que possufa os genes nad3-rpsi2, o gene
para tRNA®" e a sequéncia de um pseudo-tRNA (mais especificamente, a orf se hibridizou
com a regido do fragmento contendo os genes nad3 e uma porgio do pseudo-tRNA, Figura
14), restou a divida do porque que ela se hibridizou com esta regifio, dado que, na bridfita,
a orfl167 reconhecidamente nio corresponde ao gene nad3 ou a um pseudo-tRNA.

Elaborou-se a hipdtese de que a regido amplificada do DNA total de M.
polymorpha com o qual se trabalhou no projeto pudesse n#o ter sido a equivalente a orf167.
Por algum motivo, o fragmento amplificado, mesmo possuindo o tamanho exato previsto,
poderia ser um produto de amplificacdo ndo especifica. Entretanto, o produto de
amplificagdo, quando migrado em gel de agarose, ndo apresentava rastro indicando

amplificagdo ndo especifica, e somente uma banda do tamanho esperado foi visualizada.
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nad3milho ATGTCGGAATTTGCACCTATTIGTATCTAT I TAGTGATCAGTCCGCTAGTTTCITTGATT

nad3trigo ATGTCGGAAT T TGCACC TATTIGTATCTATT TAGTGATCAGTCCGCTAGTTTCTTTGATT

nad3coix ATGTCGEAAT T TGCACCTAT TTGTATCTAT TTAGTGATCAGTCCGCTAGTITCTITGATT

nadlpetuni ATGTCAGAAT TTGCACCTATTTGTATCTAT T TAGTGATCAGT CCGCTAGTTTCTTTGATC

nad3tabaco ATGTCAGAATTTGCACCTATTTGTATCTATITAGTGATCAGICCGCTAGTTICTITGETE
A st rEEEE -

nadimilho CCACTCGG TG T TCCT T T TCCAT TTGC TTCCARTAGTTCGACCTATCCAGRAAAATTGTCS

nad3trigo CCACTCGGTGTTCCTT T ICCAT T TGCTICCAATAGT TCGACCTATCCAGRARMATTGTCS

nad3coix CCACTCGGTGTTCCT T T TCCAT TIGCTICCAATAGTTCGACC TATCCAGAAAAATTGTCG

nadipatuni CCACTCGGTC T TCC T TTTC AT TT TC T ICCARTAG T TCGACCTATCCAGARARATTTICG

nad3tabaco CCACTCGETCTTCCTTTTICTAT I TTC T ICCAATAGT TCGACCTATCCAGRARAATTGTICS
THERE T Eh bR RvREbwhy EhwE ww . =

nad3milho GCCTACGAATGTGGE T TCCGATCCCTCCGGTGATGCCAGAAGTCGTTTCGATATACGATTT

naditrigo GCCTACGRATGTGETTCCGATCCCTCCGETGATGCCAGRAGTCGTTTCGATATACGATTT

nadlcoix GCCTACGAATG TG T I TCGATCCCTCCGGTGATGCCAGARGTCGTTTCGATATACGATTT

nadipetuni GCCTACGAATGTGET I TCGATCCTTCUGOTGATGCCAGAAGTCGTTTTGATATAAGATTT

nadlcabaco GoCTACGRATGIGGTTICGATCCTTLCGGTGATGCCAGAAGTCGTTTIGATATRAGATTT
BEE R RSP R e e b TR GEErbE AR PR TR RPN R TR RAE T TR TETAY AT ARSI wEEwE

nadimilho TATCCGGTTCCTATT T TAT TTATTATCCC TGRCCCGGRAGTCACCTTITCTTITCCTTG

naditrigo TATCTGGTTCCTATTTTATT TATTATCCCTGATCCGGRAGTCACCTTITCTTTTCCTTG

nadicoix TATCCGGT TCCTAT T T TAT I TAT TATCCC TGATCCGGAAGTCACCTTTTCTTITCCTTG

nadlpatuni TATCITGI T TCCAT T I TAT T TAT TAT TCCTGATCCGGAAGTAACCTTTTCCTTTCCTTG

nad3tabaco TATCTIGT T CCAT T TTAT T TAT TAT TCCTGATCCGGAAGTAACT TT I TCCTTTCCTTG
EEd HEF W PRI EAIRRAITRD SE AFTEFTRRETREN PR E T TR TEwsww

nadimilho GECAGTACCTCC TAACAAGATTGATC IGTTIGGATCTTGGTCCATGATGGCCTTTTTATT

nad3dtrigo GuCHCTALCTPC“EACAnuhITuAIFTGTT‘GGATC*'GGTFCA'uATbGCCT*“T-AT*

nad3colx GGCAGTACCTCCTAACAAGATIGATCTGTTT TGATGECCTTTITIATT

nad3ipatuni GECAGTACCTTOCAACAAGATTGATT TGATGGCCTTTTTATT

nad3cabaco JI.F\G"”AC:"'CCCF\.’\(‘MT"GF\TCCGTT"‘SGAT\. GETCCATGATGGEL TTTIATT
FARR AR TR HAINT FTATITTRFTARRNT S HRFTRAFTIRRAII4T e FAssanrsse o4

nadimilho GATTTTGACCATTGEATCTCTCTATCAATGGAAAAGELGTECTTCGGATC JAu‘haCC

naditrigo GATTT TGACGATTGGATC TC T TATGAA TGEAAARGGGGTGC TTCGGATL!

nad3coix GATTTTGACGATTGEATCTCTCTATGAA TGGARARAGGEGTGC TTCGEGATCGEGAGTAACT

nad3petuni GATTTTGACGATTGGATCTCTC TATGAATGGARAAGSGETGC T TCGGATCGGGAGTAACC

nad3tabaco GATTTTGACGATTGGATCTC ICTATGAATGGARARGGGGTGCT TCGEATCGGEAGTAACC
EE R R e R -

rpsl2milho ACTAGTGAAAGGGUTAAG---GGEGGAAGGACA TAGGRAAGAGGG

rpal2trigo ACTTTAGARAGGGCAARAG---GGGGGAAGGACATAGGARAGAGSG

cpsllcoix ACTAGTGAAAGGGC TARG- -~ GGEGGAAGGACA TAGGAAAGAGGG”

cpsllpetuni ACTAGTGAGAGGGCAAAAA TAGGGGGRAGGACARAGGAARGACG-" T

rpsl2tabace ACTAGTGAGAGGGCAARRATTGGEEE!
. R kEEEE e FEREBFARTETIFT FTRERRRT b R - A AR S

rpsl2milho

epslltrigo

cpslicoix

rpsllpetuni

rpslltabaco

rpslimilhe

rpal2trigo

cpslZcoix

cpsl2petuni

rpsl2tabaco

rpslZmilho

rpslltrigo

rpsl2coix

rpslZpetuni

rpsl2tabaco

rpslimilho

rpsl2trigo

rpsl2coix

rpsl2petuni

rpsl2tabaco

rpslZmilhe

cpslitrigo

rpalZcoix

rpsl2patuni

rpslitabaco

rpslimilho

rpalitrigo

rpsl2coix

rpsllpetuni

rpsl2tabaco e ==

i R ET AT FTAFEITREEEAEETS FEE e e

cpslimilho

rpsl2trigo

rpsl2coix

rpslipetuni

rpsl2tabaco

Figura 15: Alinhamento entre as sequéncias dos genes nad3 e rps/2 do DNAmt de
coix, milho, trigo, petunia e tabaco. A identidade de bases entre as quatro sequéncias €
indicada por um asterisco.

121



Resultados
e

Mesmo assim a sequéncia dos oligonucleotideos foi novamente verificada, constatando-se
que estavam corretas.

O passo seguinte foi a clonagem do fragmento amplificado, seu sequenciamento e
compara¢do com a sequéncia da orfl67 presente nos bancos de dados, para confirmar se o
fragmento clonado correspondia, de fato, & orfi67 de M. polymorpha. Uma série de testes
foram feitos para se ter certeza de que o fragmento amplificado, clonado e sequenciado
seria 0 mesmo que foi utilizado em todos os experimentos até entdo. Verificou-se que
ambos fragmentos, se tratavam da mesma sequéncia amplificada.

Ap6s sequenciamento do clone e alinhamento da sequéncia obtida com a
sequéncia da orfl67 presente no banco de dados, conclui-se que o fragmento amplificado e
clonado foi a orfl167 de M. polymorpha.

O alinhamento da sequéncia da orfl67 com a regido do clone de 1,4 kb Bgl I / Bgl
II, que € reconhecida na hibridizag@o, e corresponde ao subclone 1, indica que existem
regides de homologia dispersas entre as duas sequéncias. Estas regides foram suficientes
para promoverem hibridizagdo nas condigSes de estringéncia utilizadas, ou seja,
hibridizagdo com 50% de similaridade entre a sonda e o DNA imobilizado na membrana
(Figura 16 A).

No entanto, pode-se observar na Figura 16 B, que ndo hd homologia a nivel de
aminodcido entre o polipeptideo predito a partir de cada uma das sequéncias, indicando que

elas ndo codificam a mesma proteina.
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A orf - o o e e e e o o GTTACTTCTT
clone 1,4 kb CCCGAACGAGGGCCGTCCAGTCCCTGGCCGGCTCTCGGTTCCTTGAGCAAGCTCCTCCAC
* &* kk *
orf TTGCGGCTGTTTTCTTAARATACAGCGARAGGATTTGGATATATGTCGATGAAGTACATT
clone 1,4 kb TGCGGGTAGGATGCTCCTAGATGAAGAARAGAGACTTTAGGCAAGTGGTTCTGGTAGCTC
* t* * * k% * * * ke h * * * *k * * ¥ ¥ & o
orf AACTAATCGGATCGTGCG-CGTGGCARATTCCTTGGGAGGGTTTGCTGCTGGAGCATG-G
clone 1,4 kb AGCTGGTTAGAGCAAAGGACTTAAAATCCTTTTTTGCTTGTTTCAGTGGGGAAGAGCAAG
* k% *® kk * * * * * * ki * * *K * & * & *
orf GGTCTTCATCAAACAAGCGCTTATGTGATTTAGGTTCTCACGACATAACTTGTTTTCTTC
clone 1,4 kb GGGCATTGCCCTTGAAATCCTTCAGTGGTTTCGAATC-CACATCTGAGCGTCTTTTTTTT
ke * * - 4 * k& whkk Fhk & ¥k Fhkk * * * % kkhkk k¥
orf TGATAGACTAGGACAATGTATCTCAGGGTCTCTCATTATTTCCGTAGCATCCTGGTICAGS
clone 1,4 kb CGGTATGCC-GCTCCGCGAGCAAGGAGCGCCGCGAGGGAGAGCGAGAGAACGAAGTGGGC
* & * a* * * o * - * * * * W *
orf CATAGAAAGAGCCCACTTCGCTATCTCACTTATCTCCTCGGCCAGTGGTCC-—=====—~
clone 1,4 kb TTTGGTGATGTCGGAATTTGCACCTATTTGTATCTATTTAGTCGATCAGTCCGETAGTTTC
* % * * * *k hx Lk * * * LR
orf CATGAATAGACCATGCTCTTCTTTGATAAGGAATTTCTTAAGATGGAC———====~~ AGC
clone 1,4 kb T TGATTCCACTCGETGTTCCTTTTCCATTTGCTTCCAATAGTTCGACCTATCCAGAAASR
TRk K * o * kW * *%k * k¥ * Fhkih *
orf ATCATGAGCTGGAAAGACTATCATTCTTCTCGCTAGAGCT-CCTGAAGTC--TCTGACAT
clone 1,4 kb ATTGTCGGCCTACGAATGTGGTTTCGATCCCTCCGGTGATGCCAGARGTCGTTTCGATAT
* % L4 * W - * * *k * * * k * kk khkkkhk * *® *%k
orf ACCGAGATATTCATTACCTACGATGAGTACCCAACCTGAATAGCTGAATTCATGTCTTAC
clone 1,4 kb ACGAT T T TATCCGGTTCCTATTTTATTTATTATCCCCTGATCCGEGAAGTCACCTTTTCTT
* & *hkk * kk ki * * & o A * % w * *
orf ATTTGCATGTTTTAGTTTACACGAAATCCTATCTCCTCCAACT————————===—=====
clone 1,4 kb TTCCTTGGGCAGTACCTCCTAACAAGATTGATCTGTTTGGATCTTGGTCCATGATGGCCT
* * * & * * * % LR * *
orf === e mmm e m e e e e —m e — e
clone 1,4 kb TTTTATTGATTTTGACGATTGGATCTCTCTATGAATGGAAAAGGGGTGCTTCGGATCGGS
OFf 30 e e e e e e e e e e e e m m s e S e S e
clone 1,4 kb AGTAACTACTAGCTGAAAGGGCTAAGGGGGGAAGGACATAGGAAAGAGGGATGCCTACARAA
B
orfle? MLIVVNDSPEYKGDTAILRQLVGGDRISCKLKHANVRHEFSYSGWVLIVGNEYLGMSETS
nadicoix W ====== MLEFAP-—-ICIYLVISLLVFLILLGVPFLFASNSSTYPEKLSAYECGFDPFG
* * 4 % * # *
orfle’ GALARRMIVFPARNAVHLKKFLIKEEHGLFMGPLAEEISEIAKWALSMPDQDATEIMRDP
nad3coix DARSRFDIRFYL=====—=m—eae- VSILFIIF-DLEVTFFFPWAVSL-~-NKIDLEG——
+* * * ¥ ¥ & * *d A
orfle’7 EIHCPSLSEENKLCRENLNHISACLMKTPCSSSKPSQGICHAHDPIS
nadi3coin @ = | 06mmmmmmmmmmmmm—— FWSMMAFLLILTIGFLYEWKRGALDWE~--~
W ¥* *

Figura 16 A: Alinhamento entre a sequéncia da orf/67 amplificada a partir do
DNA total de M. polymorpha, e as sequéncias do pseudo-tRNA (azul) e nad3 (vermelho).
B: Alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos do gene nad3 de coix ¢ a sequéncia do
polipeptideo deduzido a partir da orf767. Os asteriscos correspondem a homologia de bases
(A) e aminoacidos (B) entre as duas sequéncias.
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6.2.8. Verificacdo se a orfl67 de M. polymorpha reconhece o gene nad3 e o

pseudo-tRNA no DNAmt de outras espécies vegetais

Hibridizou-se o DNAmt de alfafa, batata, coix, couve flor, ervilha, milho e soja,
contidos na membrana 2Mp, com o gene nad3 de trigo e o pseudo-tRNA de coix (Figura
17) com o intuito de verificar se a orf/67 reconhece estas sequéncias também em outras
espécies vegetais além de coix. Utilizou-se o gene nad3 de trige devido ao fato dele estar
clonado sem a sequéncia do pseudo-tRNA adjacente. O clone do gene nad3, originado do
DNAmt de coix, possui o pseudo-tRNA ao lado. Como os genes nad3 de coix e trigo
apresentam 95% de similaridade, pode-se dizer que os resultados obtidos com o gene de
trigo seriam idénticos aqueles que seriam obtidos com o gene de coix. O pseudo-tRNA foi
obtido através da amplificagfo por PCR desta sequéncia a partir do subclone 1 (ver Figura
10)

A compara¢io do resultado da hibridizagdo da membrana 2Mp com a orfI67, com
o gene nad3 de trigo e o pseudo-tRNA, indicou que o gene nad3 e o pseudo-tRNA
reconheceram simultaneamente o mesmo fragmento que a orfl/67 no DNAmt de coix ¢
milho. A orfI67 reconheceu fracamente uma banda do DNAmt de ervilha que se hibridiza
com o gene nad3, e uma banda do DNAmt de batata que reconhece 0 pseudo-tRNA. Muito
provavelmente a banda que a orfl67 reconheceu no DNAmt de batata possui de fato o
tRNA™, 0 qual é muito similar ao pseudo-tRNA (Figura 28). Entretanto, nas outras
espécies, a orfl67 de hibridizou 2 fragmentos que ndo possuem o gene nad3 ¢ nem o

pseudo-tRNA (Figura 17).
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Figura 17: Resultado obtido apés hibridizagdo da orf167 (A), do gene nad3 de

trigo (B) e do pseudo-tRNA (C) com a membrana 2Mp. As setas indicam bandas idénticas

reconhecidas pelas duas sondas. M: marcador de peso molecular AHind Il / X Hae 111,
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6.3. 3° ETAPA: Estudo da transcricio do fragmento do DNAmt de coix

homoélogo a orfl167 e de edigio dos transcritos

6.3.1. Estudo da transcrigiio dos genes presentes no fragmento de 1,4 kb Bgl IT

/ Bgl IT do DNAmt de coix

Foram feitos testes de extragdo do RNAmt total com e sem Acido
Auriltricarboxilico (ATA), o qual funciona como protetor das moléculas de RNA.

Observou-se que o ATA diminuiu muito a degradagio do RNA (Figura 18),
passando, entdo, a ser utilizado nas extragdes de RNAmt total, quando o emprego deste
fosse a confecgdo de membranas com RNA. Sabe-se que RNA extraido com ATA nio pode
ser empregado para reacOes, de, por exemplo, sintese de cDNA. Portanto, para estes fins
extraimos o RNA total sem o protetor ATA.

Membranas contendo o RNAmt total de coix, milho, batata e coix foram
preparadas conforme descrito no item 5.10.2.

A qualidade do RNAmt extraido de cada uma das 4 espécies, bem como a
qualidade das membranas, foi verificada através de hibridizagSes das mesmas com o gene
que codifica a subunidade o da por¢lio F; do complexo ATP sintetase (ATP-a) (Figura
19). O resultado indicou que, tanto as membranas, quanto o RNAmt de coix, milho e
couve-flor estavam com boa qualidade. Houve problema com o RNAmt total de batata, o

qual, por algum motivo, ndo foi transferido.
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Figura 18: Eletroforese em gel de agarose do RNAmt total de coix extraido sem
ATA (A), com ATA, antes do tratamento com DNase (B), e com ATA, apos o tratamento

com DNase (C). M: marcador de peso molecular AHind Il / 9XHae I1I.
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Figura 19: Hibridizagdo do gene da proteina ATP-a, usado como controle, com a
membrana que contém o RNAmt total de batata, coix, couve-flor ¢ milho. M: marcador de

peso molecular “0.24 - 9.5 kb RNA Ladder”.
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Os subclones Subl, Sub2 e Sub3 e Sub5 foram hibridizados com o RNA total de
coix para o estudo de suas transcri¢des. Os subclones Sub3 e Sub4 possuem unicamente o
gene rpsl2, e o Sub5 possui o gene para tRNA® (Figura 14).

Os subclones 1, 2 e 3 se hibridizaram a transcritos do RNAmt total de mesmo
tamanho (Figura 20). Provavelmente, os trés fragmentos hibridizaram-se ao mesmo
transcrito. Curiosamente a intensidade do sinal gerado pela banda que se hibridizou com o
Sub2 é maior que a intensidade do sinal daquela que se hibridizou com o Sub3. Tal fato é
estranho pois a sequéncia do Sub3 estd presente no Sub2 (Figura 10). A medicio da taxa
de incorpora¢do de nucleotideos radioativos, feita durante a sintese das duas sondas,
indicou que os valores foram muito semelhantes para as duas sondas, de modo que a taxa
de incorporagdo ndo explicaria esta diferenga. Duas hipéteses foram levantadas: a de que a
membrana de RNA que se hibridizou ao Sub2, por algum motivo, possuia mais RNA que a
membrana utilizada na hibridizagdo com o Sub3, ou que houve inversdo das sondas, e/o ou
membranas durante a hibridizacdo.

Urma vez que o Subl possui o gene nad3, e os Sub2 e Sub3 possuem o gene rpsi2, e
visto que estes subclones reconheceram o mesmo transcrito, concluiu-se que os genes nad3
e rpsl2 sdo cotranscritos (Figura 20).

Os subclones 1, 3 e 5, correspondendo respectivamente aos genes pseudo-tRINA-
nad3, rpsi2 ¢ trnS (gene para tRNA"), foram utilizados para estudo de transcrigio
utilizando-se RNAmt de coix, couve-flor, batata e milho (Figura 21). Com exce¢do do
RNAmt de batata, para o qual ndo houve sinal de hibridizagdo (vide Figura 19), observou-
se expressdo dos genes analisados nas outras trés espécies.

A hibridizagdo do Subl, que possui 0 gene nad3 e parte do pseudo-tRNA, e do

Sub3, que possui o gene rpsi2, revelou para ambos os subclones um mesmo transcrito de
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Figura 20: Hibridizagdo dos subclones 1 (gene nad3 e pseudo tRNA), 2 (gene
rpsl2), 3 (gene rpsi2) e 5 (gene que codifica o tRNA>*") com o RNAmt total de coix. M:

marcador de peso molecular “0.24 - 9.5 kb RNA Ladder”.
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nad3 + pseudo-gene rpsl2 trnS

Figura 21: Hibridizagdo do RNAmt total de coix, milho, batata e couve-flor com o
subclone 1 (gene nad3), subclone 3 (gene rps/2) e subclone 5 (gene para tRNAS). M:

marcador de peso molecular “0.24 - 9.5 kb RNA Ladder”.
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1,3 kb em coix, um transcrito de 1 kb em milho, além de alguns transcritos entre 2,3 kb e 1
kb no DNAmt de couve-flor. Estes dados indicaram que os genes rad3 e rpsi2 sdo
provavelmente cotranscritos em coix, mitho e couve-flor.

Em couve-flor, a hibridizagdo do Subl revelou um Franscrito pequeno, de 200 pb,
além do transcrito correspondento ao gene nad3. Levantou-se a hipétese de que este
pequeno transcrito seria devido ou 2 transcri¢do do pseudo-tRNA, ou & existéncia de um
verdadeiro tRNA, homdélogo ao pseudo-tRNA, transcrito. Para verificar estas suposigdes
hibridizou-se 0 RNAmt total de couve-flor com somente o pseudo-tRNA e somente o gene
nad3. A hibridizagdo com o pseudo-tRNA ndo reconheceu nenhuma banda em duas
tentativas. Entretanto a hibridizacdo com somente o gene nad3, diferentemente do resultado
obtido com a hibridizagdo com o Subl, ndo revelou a banda de cerca de 200 pb. Estes
resultados pde em didvida se este pequeno fragmento identificado estd relacionado com o
pseudo-tRNA, assim como ao processamento do transcrito do gene nad3 (o qual ndo se
sabe se € realmente cotranscrito com o rps{2 em couve-flor). Uma outra hipétese levantada
é a de que o produto identificado na hibridizagdo do Subl com a amostra de RNAmt de
couve-flor presente naquela membrana seria originado da hibridizagdo do gene nad3 com
um produto de degradagdo do transcrito deste gene, presente naquela amostra.

O tRNA-Ser (presente no Sub3) é transcrito nas 3 espécies analisadas, resultando

em uma molécula de RNA de 200 pb.

6.3.2.Sintese e andlise de cDNAs dos genes nad3 e rpsi2 de coix

A posigdo dos oligonucleotideos desenhados, a sequéncia deles bem como as

temperaturas de anelamento so apresentadas na Figura 22.
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101
151
201
251
301
351
400
451
501
551
601
651
701
751

801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401

GGATCTGGAT
GCTACGGCTT
ATCAACAACT
CTAAATCGAC
CCGGCACGGA
CAGATTGATG
GAGCGGAGCG
CTTCCCCGAA
GCAAGCTCCT
TTAGGCAAGT

TCCTTTTTTG
4 b

CGCTCCGCGA
CTTTGGTGAT
CCGCTAGTTT
TAGTTCGACC
—
3 GCCACT

CCTCCGGIGA

AGAGTCTTTC
ACGCAGTGGA
TGGATGGAGG
ATACAAGAAG
AGTTGAACGG
GAGTCCGCCG
CCCCTTTCTT
CGAGGGCCGT
CCACTGCGGG
GGTTCTGGTA

TCTTCTCGCT
TCTTCGGGCA
TATGGCTGAG
ATTGTATCAT
GCGGGCGAAA
TCGGACAGAA
GTTCTTGGTG
CCAGTCCCTG
TAGGATGCTC

GCTCAGCTGG

CAGTAAAGAA
ACCAAATTGA
TGGCTTAAGG
GGGTTCGAAT
TTACGTGAGA
TAGCACTACT
GCGTCTATAG
GCCGGCTCTC
CTAGATGAAG

CGTCTTTTTT
GAGCGAGAGA

GAGTACGCGC
TCCAATTCCG
CATTGGTTTG
CCCATTTCCT
GAAAGAACCT
TAGTGACTAG
CGAAGAAGAC
GGTTCCTTGA
AARAGAGACT

Pseudo
tRNA

GGACTTAA

COCCCTTRAAR
ool Liansae

TTCGGTATGC /
ACGAAGTGGG

GTATCTATTT

AGTGATCAGT

CTTTGATTCC A

TATCCAGAARA AATTGTCGGC

ACGGTCTTCA
TGCCAGAAGT

CCTTTTCCAT
CTACG ﬁATPT

GC 5
CGTTTCGATA

ATTTTATTTA
AGTACCTCCT
TTTTATTGAT
TCGGATCGGG

GAAAGAGGGA
AARACGGCGC
ARAGGAGTATG
GCTCTACGTA
TGCTCACATT
TAGTCAGAGG
ATTCGAGGAG
ATE 3°

TTATCCCTGA
ARCAAGATTG
TTTGACGATT

AGTARACTACT
TGCCTACRAA
ACGGACCGTA

CCTGCGTGTT

AGATAGCAAA

CCAGGCGAAG

AGGTAGAGTG

TCAAGGATTT GC

TCCGGAAGTC
ATCTGTTTGG

GGATCTCTC

AGTGAARAGGG
AARTCAATTG
CTCGAGCTTC
TCGACGAGAA
AGTACGGTTG

GTCATAATTC

AMADGATTCGC

133

TGGGAATT CC

TACGATTTTA
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TTGCTTCCAA
GTTTCGATC

ACCTTITCET T

ATCTTGGTCC

ATGAATGGAA |

CTAAGGGGGG
ATTCGTCATG
GGATCAATGT
CACCGAAAARA
GCAATCGAC
GCAGGAACAT
CAGGTGTGAA
GGATCGTA

AAGGACATAG
GTAGAGAAGP—% Rpel2
CCCCAGRAAGC
ACCTAATTCA
ATGATATATT

TCTATAGTCT
ATCCCATCGT

GAAAGGGAAG



Resulorios

5
1295 ATGCCTACAA AAAATCAATT GATTCGTCAT GGTAGAGAAG AARAALGGCG
1345 CACGGACCGT ACTCGAGCTT CGGATCAATG TCCCCAGAAG CAAGGAGTAT

1395 GCCTGCGTGT TTCGACGAGA ACACCGARAAR AACCTAATTC AGCTCTACGT

1445 AAGATAGCAA AAGTACGGTT GAGCAATCGA CATGATATAT TTGCTCACAT

1495 TCCAGGCGAR GGTCATAATT CGCAGGAACA TTCTATAGTC TTAGTCAGAG
1545 GGGGTAGAGT GRAAGATTCG CCAGGTGTGA ARATCCCATCG TATTCGAGGA
1595 GTAAAGGATT TGCTGGGAAT TCCGGATCGT AGAAAGGGAA GATCTAAARTA

g
3 GATTTACTTA CCTTCTACGG AG S

1645 TEGGCGCAGAR AGACCAAAAT CTAAATGAAT GGAAGATGCC TCTGAACTTA

Oligo drps12

3’ CGAAG GAAAGGGAAT d
Oligo fips12
1695 TTGGTTATTT TGGGGGGGCG ATATGGAAGC AGCTAGCTTC CTTTCCCTTA
AATGC 5°

1745 TTACGTTACC AGCCCACCGC TATTCCAAAA ACCTTAGCTT CATATGGCTC
1795 CTCTATGATC AGGTTCTCAA AAGAATTTCC TTTCCTTGAA AAACCAAGGA
1845 CAACCCCTAT CTCAGTCTCC TTTCTCTTTT GGGAGCAGAG CTGAGCTTCA
1895 AAGTTTAGAG TAACTATGAG ATGAGATTTAG 3°

Figura 22 A: Sequéncia de nucleotideos do fragmento 1,4 kb Bg/ II / Bgl II do
DNAmt de coix. A sequéncia dos oligonucleotideos, utilizados para a confecgdo e
amplificagdo do cDNA, esta sublinhada. B: Sequéncia de nucleotideos do gene rps/2 de
milho obtida do banco de dados (o0 numero de acesso € X14709) . Utilizou-se a porgdo final

deste gene para se definir a sequéncia dos oligos frps12 e drps12.

134



Resultados
— |

Somente o oligonucleotideo frpsl2 nfo funcionou em nenhuma das condicdes
testadas. Ele foi desenhado a partir da sequéncia de milho, partindo-se da suposi¢do de que
a regido 37, logo apds o "stop" do gene rps/2 em milho, seria tdo conservada em coix,
como o € a regido codificadora deste mesmo gene. Aparentemente este ndo € 0 caso pois

ndo conseguiu-se amplificacio do DNAmt de coix com este oligonucleotideo.

6.3.2.1. Sequenciamento da por¢ao final do gene rpsi2

Analisando-se a Figura 14 pode-se ver que o clone 1,4 kb Bgl Il / Bgl II ndo
possui a parte final do gene rps/2, de modo que se procurou conhecer esta porgdo através
da amplificagdo do "cluster" nad3-rpsi2, utilizando-se um oligonucleotideo posicionado na
regido 3‘do gene rpsi2. Este oligonucleotideo, denominado drps12, foi desenhado baseado
na sequéncia conhecida da por¢do deste gene, em milho e trigo.

ApGs clonagem do fragmento amplificado pelos oligonucleotideos fnad3 e drpsl12,
a partir do DNAmt de coix, ¢ transformacio de bactérias E. coli, analisou-se seis colOnias
transformadas. Verificou-se que cinco delas possuiam o inserto correto de 800 pb. Os

clones foram sequenciados revelando a porgao final do gene rps/2 (Figura 23).
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TAAAACCAGAAAGACGTGGTATAAAT

Figura 23: Esquema de um clone formado pela ligacdo do plasmideo pGEM-T
com os genes nad3-rpsl2 amplificados a partir do DNAmt de coix. O sequenciamento

deste clone com o oligonucleotideo Sp6 revelou a porgao final do gene rpsi2.
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6.3.2.2. Sintese dos cDNA, clonagem e sequenciamento

6.3.2.2.1. ¢cDNA do "cluster" nad3-rps12 obtido pela combinacio dos

oligonucleotideos fnad3/drps12 e dnad3/drps12

O cDNA foi sintetizado utilizando-se o oligonucleotideo drps12. Fez-se dois lotes
de cDNA com este oligonucleotideo. O cDNA obtido foi amplificado por PCR utilizando-
se as combinagdes fnad3/drps12 e dnad3/drps12.

Ap6s amplificacio por PCR migrou-se 50 pl do produto de amplificacdo em gel de
agarose, isolou-se a banda, ¢ purificou-se 0 DNA. Em seguida o DNA foi ligado ao
plasmideo pGEM-T, e introduzido em E. coli linhagem DHSa. Os c¢cDNA foram
denominados de 1 a 4 de acordo com os oligonucleotideos utilizados para sua
amplificag@o/confeccdo € o lote de cDNA empregado (Figura 24). O resultado obtido com
a amplificacdo confirmou a cotranscri¢io dos genes nad3 ¢ rpsi2.

Foram sequenciados 23 clones de cDNA do "cluster" nad3-rpsI2. As sequéncias
obtidas foram alinhadas com a sequéncia do DNA gen6mico, buscando eventos de troca de
citidina, as quais estdo presente na sequéncia de DNA, para uracila, presentes no mRNA, e,
consequentemente, timidina no ¢cDNA. Este evento de troca é conhecido como edicéo e
afeta quase todos os mRINA mitocondriais estudados até agora. Encontrou-se 21 eventos de
edicdo no gene nad3, e 8 eventos no gene rpsl2. Alguns codons possuem dois sitios de
edi¢do, de modo que existem 29 sitios editados no “cluster” génico, mas apenas 25 codons
sdo alterados. Os sitios de edi¢do, encontrados no “cluster” nad3-rpsl2, sdo apresentados

na Figura 25.
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Figura 24: cDNA amplificado por PCR e migrado em gel de agarose. A) cDNA 1

(dnad3/drps12, lote 1); B) cDNA 2 (dnad3/drps12, lote 2); C) cDNA 3 (fnad3/drpsl2, lote

1); D) cDNA 4 (fnad3/drps12, lote 2). M: marcador AHind Il | pXHae III.
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5 GGATCTGRATAGAGTCTTTCTCT TCTCGCTCAGTAAAGAAGASTACGLGCGC TACGGCT TACGCAGTGRAT LT TCEGEC ~530

ARCCAAATT GATCCAATTCCGAT CAACAM TTGGATCGAGGTATGGC TGAGT GGCTTAAGGCAT TGGT TTGETARATCG —501
TENA-Ser

ACATACAAGAAGAT TGTATCATGCGT TCGAATCCCAT TTCCT CCGCCACCRAAG TTGAACGGEC GGGC GAAAT TACGT G -422

AGAGAAAGAACCTCAGAT TCATGGACTC CGCCGTC GEACAGAATAGCAC TAC TTAGT GACT AGGAGCCGRAGCGCCCCTT 343
TCITGITCT IGCTGCCCT CTATAGCCAAGAAGACC TTCCCCCAAC GACGGCCCT CCACT CCCTGGCCCLECTCTCGGTTC ~264

CTTGAGCAAGC TCOTCCACTGCGOCTASGATSC TCCTACGATGAACAA AR RACAC TTTACCCAAC TCCT TCTCCTAGCTC 185
5 pseudo tINA
AGCTGGTTAGAGCARLGGACT TAAAATCCT TTT TTGCTTGTT TCACT SOGAAGAGCAAGGGGCATTGCCCTTGAAATCC ~106
insergao
TTOAGTGGT TTCGAAT CCACATC TGAGEGICTT IT TT TICGG TAT GC CGCTC COCRACC RAGGAGC GO CGC GAGGGAGA  -27
3’ pseudo tRMNA 1
1M [s=Lje P A P I ¢ I Y L vV I
Gc&&mmccmmﬁmmcm ATG|TcG| GAA TTT GCA CCT ATT TGT ATC TAT TTA GTG ATC 39
fnadB Tads »
P>-L SLI4LGVPI~’5FASNSS
AJ.';T c:c cm G-TT 1' T| TTG ATT CTC GGT GIT CCT TIT lecAl TTT GCT TCC AAT AGT TCG 39
LSEYECGFDP'SSH?GDAR

m:c mr cc:-. cm. Aax TTG TCG c;c m: GAA TGT GGT TTIC GAT CCC |TcC|GGT GAT GCC AGA 159
$ » *F D I R ¥ v ILFII5DIUE
AGT CGT TTC GAT ATA CGA TIT r.u c GTT |oCT| ATT TTA TTT ATT ATIC cc::r GAT [CcG| GRA 219
v T Fllss¥]lr p» w 'vlzanH K I D L cl4w
GIC ACC TTT |TcT| TTT CCT TCGE cca. GTA .uc. .a.rr c;m: CIG rrr GGA |IcTl TGG 279

& M ® & F L L IG E W K R ©
TCC_ATG ATG GCC TTT TTA TTGATT TTGACGATT GGA rcrc m‘r GAL TGG AAA AGG GGT 2339
al6E<tin 17Ew e+ M P T
GCT |TcG| GAT [cGG| GAG TAlActactagtomasguyct aagyygygeagyacatagyaaagagyy ATG CCT ACA 3329
KHQLIRHGAREKRRTDRTIA
AAA AAT CAA TTG ATT CGT CAT GGT AGA GAL GAA ARA CGG CGC ACC GAC CCT ACT |cGA] GCT 459
ZDQCPQKQGVCLRVSTRTPK
T

GAT CAA TGT CCC CAG AAG CAA GGA GTA TGC CTG CGT GTT TCG ACG AGA ACA CCG AAA 519
K P N 8 A L R ¥ I &8 K V R L 5 N R H D I
Akl CCT AAT TCA GCT CTA CGT AAG ATA GCA AAR GTA CGG TTG AGC AAT CGA CAT GAT ATA 579

FASIPGEG-HH“QEHSIVLWR
TTT GCTi{cal| ATT CCA GGC GAA GGT CAT AAT |TcG| CAG GAA CAT TCT ATA GIC TTA GTC AGA 639
GGRVKDsPGVKHTIRGVKD
GGA GGT AGA GTG AAA GAT [ToG| €CA GGT GTG AAA|TcC| CAT [c3T ATT CGA GoA GIC AAG GAT 699
LLGIPDRRHGRSKBGAERPK
TTG CTG GGA ATT CCG GAT CGT AGA AAG GGA AGA TCT ARA [tAT| GGT GCA GAA AGA CCA AAA 759

s K 2
T AAA TGA atggaagatgocte 782

drpsl2 3

Figura 25: Sequéncia de nucleotideos do loco frnS/pseudo-tRNA/mad3/rpsi2
presente no DNAmt de coix. A sequéncia de amonidcidos ¢ dada acima da sequéncia
gendmica. Os codons alterados pela edicio do mRNA, e as correspondentes alteragdes
dos aminodcidos codificados, estio dentro de retdngulos numerados. Os nucleotideos
alterados sdo apresentados por letras mintisculas. As posi¢des dos oligonucleotideos

usados para a sintese dos cDNAs e/ou amplificagdes por PCR estdo indicados por setas.
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Todos os eventos de edigdo detectados resultaram em mudanca de aminodacido,
isto €, ndo foi observado nenhum caso de edigdo silenciosa. Edigéo silenciosa corresponde
a edi¢3o e uma base do codon, que n#o leva a uma alteracdo do aminoécido especificado
por ele. Ela ocorre sempre na segunda ou terceira base do codon. Vinte e duas alteragdes de
codons devido a edicdo, em um ou dois sitios, aumentaram a similaridade da sequéncia de
aminodcidos das proteinas NAD3 e RPS12 de coix, as sequéncias das mesmas proteinas de
outros organismos. No gene nad3, foram dezesseis as alteragdes de codons que resultaram
em aminoacidos conservados durante a evolugdo, correspondendo a 13,5% do total de
residuos codificados. No gene rpsl2, encontrou-se seis alteragdes levando a aminoacidos
conservados entre diferentes espécies de plantas, o que determinou 4,8% do total de
residuos codificados.

Observou-se que trés alteragdes de codons, uma no gene nad3, e duas no gene
rpsi2, s@o espécie-especificas e determinam mudangas ndo conservativas, isto &,
aminoécidos diferentes daqueles conservados evolutivamente. Estas alteragcbes ocorreram
no sitio de edicdo 4 (presente no 3° codon alterado) do gene rad3, e nos sitios 1 ¢ 8
(presentes nos 1° e 8° codons alterados) do gene rpsI2. Estes eventos de edi¢fio foram
considerados raros, pois foram detectados somente em um clone entre os 23 analisados.

Estes sitios determinaram rudangas de S-para-F (sitio 4 do gene nad3), de R-para-
codon "stop" (sitio 1 do gene rpsI2) e Y-para-H (sito 8 do gene rpsi2). No sitio de edicdo 8
do gene rpsi2 ocorre uma troca U-para-C, diferentemente de todos os outros sitios de
edigdo. Este tipo de edi¢do € dificil de ser encontrado no RNAmt de plantas, havendo
poucos casos ja relatados.

A anilise da quantidade de sitios editados, em cada cDNA sequenciado, revelou

que existern cDNAs ndo editados e cDNAs parcialmente editados, refletindo a presenca de
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transcritos com diferentes graus de edicdo na mitocOndria. Desconsiderando-se as trés
edi¢Ges raras € ndo conservativas, os resultados obtidos mostraram que, aproximadamente,
26% dos transcritos do gene nad3 estavam completamente editados, 44% estavam
extensivamente editados, 17% estavam pouco editadas e 13% estavam completamente nio
editados (Figura 26). O gene rpsi2 apresentou 53% dos transcritos completamente
editados, 17% extensivamente editados, 17% pouco editados e 13%, nio editados. E
interessante notar que mais de cinquenta por cento dos transcritos nad3-rpsl2 possuem
todos os sitios editados na porgdo correspondente ao gene rpsl2, enquanto que somente a
metade deste grupo apresenta todos os sitios do gene nad3 ji editados. Estes resultados
sugeriram que o O gene rpsi2 é primeiramente ou mais rapidamente editado que o gene

nad3.

6.3.2.2.2. Mapeamento da regido 5" do transcrito dos genes nad3-rps12

Como se observou um unico transcrito de 1,3 kb do "cluster” nad3-rpsi2, nao
havendo moléculas maiores ou menores, sugere-se que este transcrito seja o resultado de
um processamento muito rapido, n3o sendo possivel, portanto, observar-se transcritos
primarios. Este transcrito poderia sofrer novo processamento rdpido apés o término da
transcric@o, impossibilitando a detecgdo de transcritos intermedidrios. O conhecimento do
sitio de inicio da transcricdo e dos sitios de processamento € importante para o
conhecimento do processo de transcri¢do dos genes mitocondriais de plantas.

Para poder-se conhecer a regidio 5° do mRNA utilizou-se a estratégia conhecida

como RACE (“Rapid Amplification of cDNA Ends”). Esta técnica permite conhecer o sitio
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Figura 26: Representacdo do loco mitocondrial nad3-rpsi2 e da localizagdo dos
sitios de edi¢3o encontrados nos 23 clones de cDNA sequenciados. Os sitios de edigdo
estdo indicados nos genes nad3 e rpsl2. Na posicdo correspondente a cada sitio de edigio,
um ponto indica que houve edigdo no clone de cDNA sequenciado. Um circulo vazio indica
que ndo se conhece a situacdo de edi¢fo do sitio no cDNA. Ao lado do esquema dos clones
estd indicado quantos sitios foram editados de C para U no gene nad3, primeiro e no gene

rpsi2, depois.
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de inicio da transcri¢io do mRNA, ou de processamento da molécula precursora, na regifio
5" néo traduzida.

Para a sintese da regifo 5° nio traduzida do gene nad3, desenhou-se um
oligonucleotideo, denominado o map5", cuja sequéncia permite seu anelamento préximo a
extremidade 5° do gene nad3 (Figura 22). Adicionou-se uma cauda homopolimérica
(composta de adenina ou guanina) na extremidade 3° do cDNA sintetizado, de modo que o
fragmento pudesse ser amplificado por PCR através de anelamento de oligonucleotideo
com cauda homopolimérica compativel.

O cDNA sintetizado foi amplificado, originando uma banda de 700 pb. Este
fragmento foi clonado, e analisou-se 12 col6nias transformadas contendo o inserto vindo do
lote 3, e 13 colbnias com o inserto vindo do lote 4. Apds extragdo dos plasmideos, eles
foram digeridos com Sst I e Sst II para liberagdo do inserto, e com Pvu I1, para se conferir a
identidade do inserto. Os resultados da digestdo ndo mostraram as bandas esperadas.
Mesmo assim, virios destes clones foram sequenciados com os oligonucleotideos T7 e Sp6.
Nas sequéncias obtidas foi possivel identificar o oligonucleotideo map5", porém a
sequéncia adjacente nfio era aquela do gene nad3. O sequenciamento a partir da outra
extremidade dos clones revelou a presenca da cauda poli-T, ap6s a qual ndo havia a
sequéncia esperada, ou seja, aquela presente na regiio 5° do gene nad3 (Figura 27). Esta
figura ilustra o sucesso da técnica no sentido de viabilizar a confecdo do cDNA com o
oligonucleotideo map5™ e sua amplificagdo em conjunto com os oligonucleotideos com
cauda poli-T.

As sequéncias obtidas foram analisadas pelo programa BLAST, e os resultados

indicaram que o cDNA clonado correspondia a uma porg¢io do gene rRNA mitocondrial
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pGEMT oligonucleotideo 1/2 cauda poliT
TCGCTGCTCCGGCCGCATGGCNGC GG GATT CTCGAGCTCTGCA
TTTITTITTITTITI A AGGCGCGCCCCTCOGGGGCGCCGOGCTGCAACGGCCTGCG
AGCTCCCCATCCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGGAGTCTGACATGCGT
GCGAGTCGACGGGTTCTAAAACCTGGGGATGCGCAAGGGAAGCTGACTAGCGG
GCGAGGCCTTCACGGGCCGCACCGCTGGCCGACCCTGATCTTCTGTGAAGGGTTC
GAGTTGGAGCACGCCTGTCGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAGCGG
GGCGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGAAGCGATACTGACGTGCAA
ATCGTICGTCTGACTTGGGTATAGGGGCGAAAAGACTAATCGAACCATCTAGT
NGCTGGTTCCCTCCGAAAGTITCCCTCAGGATAGCTGGAGCCCATTACGAGTTC
TATCGGGTTAAAGCCAATGATTANAGGCTCGGGGGGCGEGCAACGCCCTCGACCT
ATTCTCAAACTTTAAATAGGTTAGGAACGGCCCGGCT

Figura 27: Sequéncia de um dos clones do cDNA sintetizado com o iniciador
map5”, adicionado de cauda poli-A e amplificado por PCR utilizando-se os

oligonucleotideos 1 e 2 com cauda poli-T (vide Tabela 1).
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268, devido a elevada similaridade observada com o rRNA mitocondrial 26S de vérias
espécies.

O fato de todos os clones analisados apresentarem o ¢cDNA do rRNA 268, e ndo o
cDNA correspondente a porgdo 5° do transcrito do "cluster" nad3-rpsi2, indicou que o
oligonucleotideo map5" foi capaz de se anelar a uma regido de baixa similaridade presente
no tRNA 268, provavelmente devido a baixa temperatura usada para a sintese do cDNA
(42° C). A Tm do oligonucleotideo é 61°C. A baixa temperatura utilizada permitiu a sintese
de cDNA inespecifico, o qual foi amplificado posteriormente, na reagio de amplificaczo,
uma vez que esta também utiliza baixa temperatura de anelamento (50°C). Esta baixa
temperatura € devido ao uso dos oligonucleotideos com cauda T. Provavelmente o cDNA
correto também foi sintetizado, porém a amplificagio dele né@o ocorreu devido as condigdes
de anelamento da reacio de amplificacdo do cDNA favorecerem o anelamento inespecifico.
Além disto o fato do rRNA estar representado em muito maior porcentagem no RNAmt
total, do que o mRNA dos genes nad3-rpsl2, provavelmente fez com que um niimero
muito maior de moléculas de cDNA do rRNA fossem sintetizadas.

Em contrapartida, o sucesso obtido na amplificagio, a partir do cDNA sintetizado
com o oligonucleotideo drps12, do "cluster” nad3-rpsl12 se deveu, muito provavelmente, as
condigdes altamente seletivas da amplificacio, a qual utilizou dois oligonucleotideos gene-
especificos, tendo sido possivel, entdo, utilizar-se suas Tm adequadas.

A reagdo de sintese do cDNA com o oligonucleotideo map5™ foi repetida,
empregando-se uma temperatura mais alta (55°C). Entretanto, mesmo a esta temperatura, o
oligonucleotideo se anelou ao transcrito ribossémico, e este foi novamente amplificado.

Um novo experimento foi realizado utilizando-se o cDNA confeccionado com o

oligonucleotideo drps12 para o mapeamento da regido 5°. Adicionou-se uma cauda poli-A
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ao cDNA, e este foi utilizado nas reacdes de amplificagio empregando-se o protocolo de
amplificagdo com "Hot Start” (item 5.8.2.2). Como controle, amplificou-se o cDNA
utilizando-se os oligonucleotideos drps12 e dnad3, para verificar-se a integridade do cDNA
apos reacao de adi¢do de cauda poli-A. O controle amplificou o fragmento de 800 pb
esperado. A reagdo com os oligonucleotideos drpsi2 e oligonucleotideos 1 e 2 (com cauda
poli-T), produziu uma banda de 200 pb. Apéds clonagem e sequenciamento deste fragmento,
verificou-se que ele era um dimero entre os oligonucleotideos. Mesmo os aumentos da
temperatura de anelamento para 55°C e 60°C, continuou a possibilitar a formagio dos
dimeros, no primeiro caso, e ndo possibilitou a amplificagdo de nenhum fragmento, no
segundo caso. A temperatura de 60°C foi, provavelmente, muito elevada para o anelamento
dos oligonucleotideos 1 e 2. A conclusio tirada foi a de que algum problema ocorreu na
purificacdo do cDNA, que fez com que os oligonucleotideos niio fossem eliminados.
Assim, os oligonucleotideos acabaram por receber uma cauda poli-A, e foram,
preferencialmente, amplificados. Desta forma, n3o foi possivel sintetizar-se o cDNA

correspondente 4 regifio 5° n#o traduzida do gene nad3.
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7. DISCUSSAO

7.1. Existe alguma correlacio entre a orf167 ¢ o gene nad3?

A orf167 foi descrita por Oda et al., (1992) como uma proteina hipotética de 18,6
kDa, codificada na regifio intergénica nad3-nad7 do genoma mitocondrial da briéfita M.
polymorpha. Quando a orf167 foi empregada como sonda em hibridizagio com
estringéncia média, a qual permitia a hibridizagio de fragmentos com 50% de similaridade,
ela reconheceu um fragmento do DNAmt de coix de 1,4 kb. O mapeamento dos sitios de
restricdo deste fragmento, e a identificagdo da regifio exata de homologia a orf167,
revelaram que tal regido correspondia a 0,5 kb do fragmento inteiro e estava delimitada
pelos sitios Pvu Il e Spe 1. Apos subclonagem (Subl) e sequenciamento do fragmento de
0,5 kb Spe I/ Pvu I identificou-se que ele apresentava a sequéncia de um pseudo-tRNA e
o gene nad3. O alinhamento entre a sequéncia deste subclone com orf7167, revelou que
havia uma similaridade de 40-50% entre as bases das duas sequéncias (Figura 16A). A
confirmagdo experimental desta similaridade foi realizada hibridizando-se 0 DNAmt de
alfafa, batata, coix, couve flor, ervilha, milho e soja com o gene nad3 de trigo e a sequéncia
do pseudo-tRNA de coix (Figura 17). Utilizou-se o gene nad3 de trigo devido ao fato dele
estar clonado sem a sequéncia do pseudo-tRNA adjacente. O clone do gene nad3, originado
do DNAmt de coix, possui o pseudo-tRNA ao lado. Como os genes nad3 de coix e trigo
apresentam 95% de similaridade, pode-se dizer que os resultados obtidos com o gene de
trigo seriam idénticos aqueles que seriam obtidos com o gene de coix.

A comparagio do resultado da hibridizagdo da membrana 2Mp com a orf167, com

o gene nad3 de trigo e com o pseudo-tRNA de coix indicou que o gene nad3 e o pseudo-
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tRNA reconheceram o mesmo fragmento que a orf167 no DNAmt de coix (banda de cerca
de 20 kb) e milho (banda de cerca de 6 kb). A orfI67 reconheceu fracamente uma banda do
DNAmt de ervilha que se hibridiza com o gene nad3, e uma banda do DNAmt de batata
que reconhece o pseudo-tRNA. Muito provavelmente a banda que a orf167 reconheceu no
DNAmt de batata possui de fato o tRNAP™, o qual é muito similar ao pseudo-tRNA
(Figura 28). Entretanto, nas outras espécies, a orfI67 de hibridizou & fragmentos que nio
possuem o gene nad3 ¢ nem o pseudo-tRNA (Figura 17).

O fato do gene nad3 e do pseudo-tRNA de coix possuirem similaridade maior que
95% ao gene nad3 e ao pseudo-tRNA de de milho explica porque a orf167 se hibridizou ao
gene nad3 e ao pseudo-tRNA de coix e de milho, nas condigBes de estringéncia
empregadas. As condi¢cdes empregadas na hibridizacio heteréloga eram bastante sensiveis,
e podiam resultar na presenga de muitas bandas ou na auséncia total de bandas, com
pequenas alteragdes na temperatura ou concentracéo de sal. Neste sentido, nas condicBes
empregadas, a orf167 pdde se hibridizar com o gene nad3 e o pseudo-tRNA do DNAmt de
coix e milho, cujas sequéncias sfo muito similares, mas néo péde reconhecer o gene nad3 e
o pseudo-tRNA no DNAmt das outras espécies. E interessante ressaltar que o resultado
autoradiografico obtido da hibridizagdo da orf/67 com a membrana contendo 0 DNAmt das
vérias espécies vegetais, apresentado na Figura 17, resulta de lavagem da membrana, apés
hibridizaggo, & 50 °C. Uma lavagem a 52 °C foi feita e o resultado mostrou a permanéncia,
na autoradiografia, de somente a banda de cerca de 20 kb do DNAmt de coix e a banda de
cerca de 6 kb do DNAmt de milho. Este resultado indicou que estas bandas possuiam uma
similaridade maior & orfI67 que as demais bandas, um indicativo forte de que poderiam

possuir sequéncias semelhantes entre si.
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Em alfafa, batata, coix, soja, milho e ervilha existem bandas que se hibridizam
com a orfl67, mas ndo correspondem ao gene nad3 e ao pseudo-tRNA (Figura 17). Nio se
sabe a que correspondem estas bandas. O reconhecimento delas podem ser o produto de
uma ligacdo inespecifica da orfI67, de modo que cada uma pode corresponder a uma
sequéncia, gene ou néo, diferente.

A comparagio entre a sequéncia do gene nad3 e a da orfl67 indicou que as bases
idénticas estdo espalhadas ao longo da sequéncia, nio formando regides ou dominios de
maior similaridade. Além disto observou-se, através da hibridizagdo da membrana 2Mp
com o gene nad3, que a associagdo nad3-orfl67 nio & conservada em todas as espécies
estudadas. Portanto parece provavel que a orfl67 reconheceu, com a hibridizacio
heterdloga, a sequéncia do pseudo-gene do DNAmt de coix ¢ a do gene nad3, do DNAmt
de coix e milho, devido a similaridade de sequéncia dispersa ao longo do fragmento.
Embora nfo se possa descartar uma possivel correlacdo evolutiva entre o gene nad3 e a
orfl167, os resultados ndo apoiam esta hipétese. Entretanto € ainda bastante intrigante o fato
da orfl67 estar localizada préxima do gene nad3 no genoma mitocondrial de Marchantia

polymorpha (vide Figura 3).

7.2. A conservacio do loco tRNAS*/pseudo-tRNA/nad3/rps12 entre

monocotiledoneas
Investigagdes do genoma mitocondrial de plantas superiores demonstram que ¢

contelido € a organizacdo de seus genes pode diferir, mesmo entre espécies estreitamente

relacionadas. Transferéncias recentes de sequéncias mitocondriais para 0 genoma nuclear

149



Discusséo

podem responder por parte desta variacdo, entre os diferentes genomas mitocondriais de
plantas superiores (Brennicke et al., 1993).

Neste trabalho identificou-se os genes nad3 e rpsi2 do DNAmt de coix, os quais
estdo organizados ern um "cluster" génico, onde o gene nad3 corresponde ao primeiro gene
transcrito do “cluster”. Esta mesma organizagdo génica ja foi encontrada no genoma
mitocondrial de varias outras espécies vegetais, como em trigo e milho (Gualberto et al.,
1988), Allium cepa, Hellianthus annus e Magnolia spp (Perrotta et al., 1996), Luppinus
mutabilis (Rurek et al., 1998), Sorghum bicolor (Howad e Kempken, 1997), petunia
(Rasmussen e Hanson, 1989), Panax ginseng (Kim et al., 1991), Brassica napus (Itani e
Handa, 1998), Arabidopsis thaliana (Grohmann et al., 1993) e outras. Em Oenothera sp
(Grohmann et al., 1992), somente uma pequena por¢ao do gene rpsi2 ainda estd presente
no genoma mitocondrial, sendo cotranscrita com o gene nad3, enquanto que o gene
funcional foi transportado para o genoma nuclear. Na solanicea Nicotiana sylvestris,
encontrou-se a orf87 € o gene nad3 em duas regides diferentes do genoma mitocondrial.
Uma das regides apresenta a organizagao orf87-nad3-rpsi2, enquanto que na outra regifo a
organizacio é orf87-nad3-nadl/A, onde nadi/A significa exon A do gene nad! (Gutierres
et al., 1997). A presenca de uma unidade nad3-rpsi2 foi também confirmada em vérias
espécies de Gimnospermas (Karpinska et al.,, 1995). Andlises de expressdo génica e
sequenciamento de clones de cDNA revelaram que os dois genes sdo cotranscritos em coiXx,
e em todas as espécies vegetais nas quais sabe-se que esta unidade estd presente. Em
Nicotiana sylvestris os genes nad3, nadl/A e rpsi2 sao exclusivamente transcritos em um
mRNA policistrénico. O mesmo foi verificado para os genes nad3 e rpsi2 em trigo
(Gualberto et al., 1991) e para a orf25 e o gene cox3 em arroz (Liu et al., 1992), assim

como para os genes rrni8 e rrm5 em milho (Mulligan et al., 1988). Entretanto, a maturagao

150



Discussédo

e - ————— ]
pos-transcricional dos transcritos primdrios codificados no "cluster” génico nad3-rpsi2
parece diferir entre as espécies. De fato, em N. sylvestris, transcritos contendo os genes
nad3 e rpsl2 podem ser produzidos, uma vez que um sitio de processamento foi detectado
na regido intergénica. Entretanto, na mmitocéndria de trigo, detectou-se apenas transcritos
dicistronicos contendo nad3-rpsi2. Além disto ndo se encontrou nenhum sitio de
processamento na regido intergénica (Gualberto et al., 1988). Uma vez que a regido
intergénica presente entre os genes nad3 e rpsi2 de trigo é muito similiar (91%) 4 mesma
regido presente no cotranscrito nad3-rpsi2 de coix, e ndo existem transcritos menores que
1,3 kb em coix, acredita-se que, em coix, assim como em trigo, os cotranscritos nad3-rpsi2
ndo sdo processados para transcritos menores.

A ligacdo nad3-rpsi2 € filogeneticamente conservada na mitocdndria das
espermatdfitas, mas ndo nas bridfitas. Nas briéfitas, os genes que codificam proteinas
ribossdmicas estio organizados em “clusters”. Entretanto, as frequentes recombinagdes
entre sequéncias repetidas especificas, observadas em quase todos o0s genomas
mitocondriais de plantas superiores, dispersaram os genes que codificam proteinas
ribossomais, € determinaram novas associagdes destes com outros genes. Considerando-se
as frequentes recombinagdes no DNAmt de plantas superiores, pode-se sugerir que uma
pressdo seletiva especifica deve ter atuado de forma a manter a associagio entre genes
envolvidos em complexos proteicos muito diferentes, como, por exemplo, os genes nad3-
rpsi2.

A associagio génica tRNAS/pseudotRNA €& outra associagio conservada,
encontrada no genoma mitocondrial de coix (este trabalho), milho, trigo (Gualberto et al.,
1988) e arroz (Suzuki et al., 1991). Em coix, milho e trigo estes genes estdo na regido 5° do

"cluster” nad3-rpsi2, porém, em arroz, eles foram encontrados na regifio 5° do gene cox/. A
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organizagdo diferente do loco tRNA3/pseudo-tRNA/nad3/rps12 em arroz, indicou a
ocorréncia de um evento de recombinaco na sequéncia imediatamente ap6s o pseudo-
tRNA.

O pseudo-tRNA, presente em arroz, parece ter evoluido a partir do tRNA™™, uma
vez que ele apresenta elevada similaridade a este gene (Suzuki et al., 1991). O alinhamento
do pseudo-tRNA, descrito em mitho, com aquele de coix e com o tRNA™ de batata
(Marechal-Drouard et al., 1993) revelou uma similaridade interessante. A sequéncia do
tRNA™ de batata pdde ser dividida em duas partes. A primeira parte é 95% similar 2
porgdo 5° do pseudo-tRNA gene de coix ¢ milho, e a segunda parte é 88% similar 2
por¢ao3” do pseudo-tRNA destas espécies (Figura 28). Em milho, assim como em coix,
parece que este pseudo-gene foi inativado durante a evolugéo, através da insergio de um
segmento de 47 bp, em milho, ¢ de 49 bp, em coix. Sugere-se, portanto, que este gene tenha
evoluido a partir de uma sequéncia ancestral correspondente ao gene tRNAF™
Curiosamente, em batata, o tRNAP™ est4 localizado apés o gene tRNAS, e antes do gene
tRNA™, formando, assim, o loco tRNASARNAMARNA®,

Uma vez que o pseudo-tRNA ndo foi encontrado ainda nas dicotiled6neas, pode-se
sugerir que ele foi formado apds a divergéncia entre monocotiledéneas e dicotileddneas.
Provavelmente outro evento de recombinagdo, também apés a divergéncia entre estes dois
grupos, colocou o loco tRNA%/pseudo-tRNA na regiio 5° do "cluster” nad3-rpsi2, dado
que a organizagio tRNAS“/pseudogene/nad3/rps12 foi encontrada somente em

monocotiledéneas.
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tRNA Phe GTTCAGGTAGCTCAGCTGCTTACGAGCAAAGGACTGAAMATCCTT =~ —mm e m == ——
pseudo coix GTTCTGGTAGCTCAGCTGGTTAGAGCARAGGACTTAARATCCTITTTTGCTTGTTTCAGT
pseudomilho  [GTICTGGTAGCTCAGCTGGTTAGAGCAAAGGACTTAAAATC CTITTITGCTIGTTICAGT

EEEN FEXEERNERNERNNERNEERTERRRTTRRNTTL X HFTT ¥
— regiio 5° insercio

tRNAPRe o GTGTCAGTGGTT CGAATCCACTICT
pseudo cOiX  GGGAAGAGC AAGGGGCATTGCCC TTGARATCCTT-— ——CAGTGGTT CGARTCCACATCT
pseudomilho  GGGAAGAGE AAGG--CATTGCCC TTGARATCCTT-- ~—CAGTGGTT CGAATCCACATCT

KEXXXEEE TEERXERLEL K%%

tRNA Phe ALGCA

pseudo coix GAGLG

seudomilhe  |GAGEG e
P ULl regiio 3

Figura 28: Alinhamento das sequéncias de bases do pseudo-tRNA mitocondrial de
coix e milho, com a sequéncia do tRNAP™ de batata. Os asteriscos indicam identidade de

nucleotideo nas trés sequéncias.
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7.3. Edicéio do mRNA dos genes nad3 e rps12 em plantas superiores

O alinhamento da sequéncia de aminoacidos das proteinas NAD3 e RPS12 de M.
polymorpha com aquelas presentes em uma espécie de Gimnosperma, e diferentes espécies
de monocotileddneas e dicotileddéneas permitiu-nos algumas conclusdes sobre mudanga do
aminodcido especificado na sequéncia génica via edig@o nos transcritos destes genes.

E interessante notar que a sequéncia de aminoécidos, predita a partir da sequéncia
de bases dos genes nad3 e rpsi2 de mostarda (Brassica napus), corresponde a sequéncia de
aminoacidos que se obtém apds a edicdo de 50% dos sitios em outras espécies. O niimero
de codons afetados por eventos de edigo, silenciosos ou nao, variou de 10 a 21 no gene
nad3, e de 5 a 10 no gene rpsi2, entre as diferentes espécies analisadas (Figura 29). Em
Brassica napus, hi 10 c6dons modificados na sequéncia do genes nad3, e 6 codons no gene
rpsl2 (Itani e Handa, 1998). Os outros codons ja encontram-se pré-editados na sequéncia
gendmica. Da mesma forma, os genes mitocondriais de rabanete (da familia Brassicaceae)
j4 examinados contém um niimero significante de bases pré-editadas, quando comparados a
outras dicotiledéneas (Rankin et al., 1996). Por outro lado, os transcritos nad3-rpsi2 de
Magnolia sdo os mais editados dentro do grupo das dicotileddneas analisadas. Vinte e um
codons sdo afetados pela edicio no gene nad3, enquanto que dez codons sdo afetados no
gene rpsi2 (Perrotta et al., 1996). Este fato sugere que as Magnoliales ocupam uma posi¢o
ancestral dentro das Angiospermas (Cronquist, 1988). No grupo das dicotileddneas, as
espécies evolutivamente mais avancadas que Magnolia spp parecem ter uma acentuada
tendéncia a perder, ao contrario de ganhar sitios de edigdo, para os genes nad3-rpsl2 no

decorrer da evolucido (Perrotta et al., 1996).
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DICCT Imostarda ?PF’IFASHSST—YPEKLSAYECGFDP;GDLRSRFDIRFYLVSILFLIFDLEVTFFFPI-IA
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B [Bagnolie HPTLNQLIRHGREEKRRTDRTRA{DQ CPQRO GVCLRYLTRTPKRPNSALRKIAKVRL SH
Giressol  MPTLEQLIRHGREEKRRTDRTRALDQCPQKQGVCLRVETRTPKKPNSALRRIAKVRL SH
DICOT. IMostarde  MPTFNQLIRHGREEKRRTDRTRALDKCPQKL GACL RVS’I‘RTPKKPHSAE RKIAKVRLSH
Petunia  MPSLNQLIRHGREEKRRTDRTRALDQCPOKQGVCLRVSTRTPKKPNSALRKIAKVRL SH
0enothera FATMNQLIRHGREERKHRSDRKRALGKCPQKQGYCLRYSTRTPRKPNSAL GRIAKVRL SN
[Coix MPTRNQLIRHGREEKRRTDRTUALDQ CPOKGGVCL RVSTRTPKR PNSAL RKTAKVRL SE
Milho MPTRNQLIRHGREEKRRTDRTRALD(Q CPOKQGVCLRVSTRTPKR PNSAL RKIAKVRL SN
Trigo MPTKNQLIRHGREEKRRTDRTRALDQCPQKQGVCLRVSTRTPKK PNSALRKIAKVRL SN
MONOCC. | 50rga MPTEN( L IREGREEKRRTDRTRALDQ CPQKQGYCL RVSTRTPRKPNSALRKTAKVRL ST
Arroz MPTKNQLIRHGREEKQRTDRTRASDA CPGKQAGVCLRVSTRTPKK PNSAL RKIAKVRL SH
Cebola mmm.mrxmzmmnmﬁm CPQKQ GVC{RVLTITPKKPHSALRKIAKVRL'I‘H
GYMNOSP. [Pinus MPTSNQS IRHGREKKRRTDR’I‘RAIEKCPOKRG?CLRVS‘I‘RTPKKPHS&L RKIARVRLSN
Harchantia MPTHN IJLVRKGRESKRRTK‘RTRALM( CPQKQ GYCLRVSTRSPRRPNSALRKIARVRLTE
Magnolia RHDIFAYIP GEGI-IEILE!EHSIVLIRGGR?RDLP GVI{FHCIRGVKDL LGIPDRREGRSKYG
Girassol REDIFAYIPGEGHNLQEHSMVLIRGGRVKDLPGVKRHCIRGVKDL LGIPNRRRGRSKYGC
DICOT. |Mostards REDIFAYIPGEGHNLQEHSQVLIRGGRVKDLPGVKFHCIRGVKDLMGIPGRRRORSKYG
Petunia  REDIFAYIP sr:srm.umsnvunssnmip GVKFHCIRGVKDLLGIPDRRRGRSKYG
Oenothera RRDVFAYIPGEGHNLQEHSHVLVRGGRVKDLPGYEFHCIRGVKDL LGIPDRRRGRSKY G
Coix RHDIFAEIP GEGHHE umswimsamép GW{%_HEIRGML LGIPDRREGRSKNG
Hilho RHDIFAYIP GEGHNLQEHSIVLYRGGRVKDLP GVKFHCIRG VKDL LGIPDRRKGRSEYG
Trigo REDIFAYIP GEGHNIQEHSMVRGGR?RDIP GVRFHCIRGVKDL LGIPDRREGRSKYG
MONOC. | sorgo REDIFAYIP GEGHNLOEHSIVLYRGGRVED LP GVRFALTRGVIDL LGI PDRRRGRSKYG
arroz REDIFAHIP GEGHN SQEH 51VLVRGGRVRDSP GVRS HRIRG VKDL LG1 PDRRRGRSKY G
Cebola  oHpYFAYTPGEGHNSOEHSIVLVRGGRVKDLP GYRFHCIRGVKDL LGIPDRRRGRSKY G
GYMNOSP.[Pinus RHDTFAYIP GEGHN LOEH SMVLIRGGRVKDLY GYKFERIRG VKDL LG LPGRKRGRSKY G
Mer chantie REETTAYIP GEGHNLQEHSYVMVRGGRVQDLP GYRYHCIRGVRDL QGIPGRRRORSKYG
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Figura 29: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos das proteinas NAD3 (A) e RPS12 (B), as
quais sdo afetadas por edi¢des silenciosas (indicados por setas brancas) e ndo-silenciosas (indicadas por setas
pretas), de diversas espécies de monocotileddneas (MONOC), dicotileddneas (DICOT), uma espécie de
Gimnosperma e Marchantia polymorpha. Os asteriscos indicam identidade de aminoédcidos em todas as
sequéncias alinhadas. A sequéncia de aminoécidos dos genes NAD3 e RPS12 de arroz disposta dentro de um
retingulo ndo teve a edigdo estudada (Suzuki et al., 1991). A sequéncia de aminodcidos da protefna RPS12 de
Oenothera correponde A versdo completa do gene rpsi2 que estd no nicleo. Os sitios de edig2o estdo pré-

editados na sequéncia gendmica (Grohmann et al., 1992).
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Tem-se observado que o processo de edi¢io geralmente é mais frequente nas
Gimnospermas em relagio as Angiospermas (Glaubitz e Carlson, 1992; Hiesel et al., 1994).
Muitas diferengas entre os sitios editados séo devido ao fato de que codons pré-editados ji
estdo presentes na sequéncia gendmica. De fato, os transcritos dos genes nad3 e rpsI2 sdo
editados em 27 (23 codons afetados) e 8 (8 codons afetados) sitios, respectivamente, em
Pinus silvestris (Karpinska et al., 1995).

Entre as monocotileddneas foram observados 19 codons afetados pela edigdo
(incluindo mudangas silenciosas) no gene nad3 de cebola (Perrotta et al., 1996) e milho
(Grosskopf e Mulligan, 1996), 17 no gene nad3 de coix (este trabalho) e trigo (Gualberto et
al., 1991), e 15 no gene nad3 de sorgo (Howad e Kempken, 1997); no gene rpsI2 verificou-
se 8 codons modificados por edigdo em coix (este trabalho), 7 codons em cebola (Perrotta
et al., 1996) e 6 codons em milho (Phreaner et al., 1996), trigo (Gualberto et al., 1991) e
sorgo (Howad ¢ Kempken, 1997). Estes mesmos valores para o grupo das dicotileddneas
sd0 : no gene nad3 ele varia de 21 codons alterados por edi¢iio, em Magnolia spp (Perrotta
et al., 1996), a 9 codons em mostarda (Itani e Handa, 1998); no gene rpsi2 a variagio é
entre 10 codons, em Magnolia spp (Perrotta et al., 1996) e 5 em petunia (Wilson ¢ Hanson,
1996). Nas espécies de Angiospermas analisadas, a média de sitios de edigéo verificada foi
de 16 codons alterados, no gene nad3 e 7 codons alterados, no gene rpsi2.

A maioria dos eventos de edig@o detectados nos transcritos nad3-rpsi2 de coix sdo
também verificados em vérias outras plantas, especificamente nas posigdes 115 ¢ 117 da
sequéncia de aminodcido, as quais estdo conservadas em todas as plantas, incluindo as
Gimnospermas, como pode ser visto na Figura 29. Estes eventos de edi¢@o parecem ter,
portanto, uma origem filogenética comum, ¢ talvez datam de antes da separagio evolutiva

entre as Angiospermas e as Gimnospermas.
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Existem eventos de edicdio que resultam na conversioc de um aminoécido
conservado em outro menos conservado. Estes eventos geralmente sio raros. Por exemplo,
um deste eventos ocorre na posi¢do 2456 da sequéncia de nucleotideos do gene rpsl2,
presente no DNAmt de rabanete citoplasma Ogura. Encontrou-se edigdo neste sitio somente
uma vez no lote de cDNAs analisados, e esta edi¢fo resultou na conversdo de uma serina
conservada para uma fenilalanina. Os autores (Rankin et al., 1996) ndo a consideraram
como evento de edi¢do por ter sido detectada somente uma vez. Seis potenciais novos sitios
de edicdo foram identificados durante as andlises de edigdo dos transcritos do gene atp6 de
Sorghum bicolor. Trés sdo silenciosos e os outros trés ndo o sdo. Cinco destes sitios
ocorreram somente uma vez nos 51 clones analisados e, portanto, foram considerados como
provaveis erros das enzimas Transcritase Reversa ou Tag polimerase. Entretanto discutiu-se
se 0s eventos silenciosos ou os eventos raros, nio silenciosos, nao poderiam ser resultantes
de uma baixa taxa de erro do sistema de edigdo em plantas superiores. Esta baixa taxa de
erros poderiam ter alguns efeitos paralelos benéficos, como a introdugiio de mutagGes
pontuais em um pequeno nimeros de mRNA, os quais, quando traduzidos poderiam
resultar em proteinas ATP6 com uma sequéncia de aminoacidos mais vantajosa para a sua
atividade (Kempken et al., 1995). A posicdo 5 do gene nad3 € editada somente em
Magnolia, e em mais nenhuma outra espécie onde estes transcritos tenham sido estudados,
sendo, portanto, um sitio de ediciio espécie-especifico. Esta modificagdo determina uma
mudanca do codon alanina para um codon valina, sendo que o significado funcional deste
evento ndo foi esclarecido. A similaridade quimica entre este dois residuos pode fazer com
que a troca de um pelo outro ndo cause nenhum efeito na funcionalidade da proteina.
Discute-se também se este evento ndo poderia ser resultado de uma necessidade especifica

deste amino4cido, na proteina NAD3 presente na mitocondria de Magnolia (Perrotta et al.,
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1996). Outro exemplo € a nio detecgdo de edigdo na posigdo 74 dos transcritos do gene
rpsi2 de cebola. Entretanto a auséncia de edi¢io nesta posi¢fio, na mitocondria de cebola,
leva a incorporag@o de uma aminodcido “errado” no polipeptideo S12, uma vez que leucina
€ o aminodcido conservado nos genes homdlogos (Perrotta et al., 1996).

Uma situacdo andloga a estas descritas no pardgrafo acima foi descrita neste
trabalho, em trés posicdes de edigdo: uma no gene nad3 (codon 18) e duas no gene rpsi2
(codons 22 ¢ 118) (Figura 25). Em dois casos, um residuo de aminodcido, conservado
evolutivamente, foi mudado para outro. Um residuo de Ser foi editado para um de Phe
(posi¢do 18) na sequécia do NAD3, e no RPS12 uma Tyr foi substituida por uma His
(posi¢do 118). Entretanto, no caso da alteracdo do codon 22 do gene rpsi2, se ela de fato
existe, tem um significado importante para a traducdo da proteina rpsi2. Esta alteragdo
causa uma mudanga do codon, que determina o aminodcido Arg, para um codon "stop"
(TGA). Entretanto, somente estudos de "Western Blot" e o sequenciamento direto das
proteinas NAD3 e RP12 da mitocOndria de coix poderiam, inequivocamente, responder a
questdo sobre qual aminoicido esta presente nestas posi¢oes, e se a proteina rpsI2 estd
truncada na mitocondria de coix.

Estes sitios de edigio espécie-especificos ou conservados somente em algumas
espécies de plantas, sugerem que mutagdes gendmicas pontuais podem ter levado a
eliminac@o, ou criacao de sitios especificos em somente algumas linhagens, durante a
evolugdo do grupo Spermatophyta. Uma vez que se tem descrito evidéncias pra edigéio de
RNA em representantes das Gimnospermas, mas ndo nas bridfitas, sugere-se que a origem
deste mecanismo bioquimico predata a divergéncia de todos os grupos taxondmicas de
plantas vasculares lenhosas (Hiesel et al., 1994). Covello e Gray (1993) propuseram um

modelo baseado em trés etapas, ndo necessariamente consecutivas ¢ em alguma ordem
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especifica, para a evolugdo da edi¢do de RNA e dos sitios de edi¢do. Este modelo sugere
que o aparecimento da atividade de edi¢cdo de RNA, e das posicdes de nucleotideos
editdveis, ocorreu através de mutagbes que se fixaram por deriva genética. Assim, o
processo teria se tornado co-evoluciondrio, no sentido de que a evolugio da atividade de
edi¢do afetou a evolugdo dos sitios editdveis, o que levou & manutencdo da atividade de
edi¢do por sele¢do natural. Sob este aspecto, a manutengido de vdrias posices de edigdo
altamente conservadas, entre diferentes espécies de plantas, tem ocorrido em funcdo das
vantagens seletivas dbvias, uma vez que o processo torna a sequéncia mais similar aquela
evolutivamente conservada, e que corresponde a proteina funcional. Neste caso a
manutengio de eventos de edicdo espécie-especificos pode significar requerimentos
especificos para a proteina na planta onde ocorre.

Analisando-se os sitios de edi¢do silenciosos pode-se observar que a localizacdo
destes sitios € menos conservada que a localizac@o de sitios de edi¢do que alteram um
aminodcido critico. A andlise de 51 clones de ¢cDNA do gene aip6, preparados de 4
linhagens de sorgo (Kempken et al., 1995), revelou que muitos sitios de edigdo silenciosos
foram editados com menos frequéncia, em relagdo aos sitios néo silenciosos. Isto acontece,
provavelmente por ndo ocorrer selegio contra mutacdes que destroem a eficiéncia de edigao
em um sitio, onde a alteragdo de C para U (ou o contrdrio) ndo tem efeito sobre a proteina
codificada (Wilson e Hanson, 1996).

Outro ponto a se discutir, sobre a edigdo dos transcritos dos genes nad3 e rpsi2 de
coix, € a extencdo de edi¢ao verificada nos clones de cDNA. Em Magnolia spp (Perrotta et
al., 1996), apés andlise dos cDNAs, observou-se que todos os 23 sitios de edicdo
encontrados no gene nad3 estavam completamente editados, enquantos que os sitios de

edicdo do gene rpsl2 estavam somente parcialmente editados. Transcritos parcialmente
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editados parecem predominar no cDNA do gene rpsi2, em Magnolia, havendo uma
distribui¢do randdmica dos sitios editados. Em cebola, todas as posigdes de edi¢io do gene
rpsi2 estavam parcialmente editadas (Perrotta et al., 1996). Encontrou-se, em diferentes
espécies vegetais, uma populagdo de ¢cDNAs, parcialmente e completamente editados,
derivados do loco nad3-rpsl2, como, por exemplo, em trigo (Gualberto et al., 1991),
Oenothera sp (Schuster et al,, 1990) ¢ pinho (Karpinska et al., 1995). A porcentagen
relativa de C ndo editados e T editados difere entre os sitios hom6logos presentes nestas
trés espécies, e esta variagdo sugere diferencas espécie-especificas no tocante a eficiéncia
do processo de edi¢do (Perrotta et al., 1996).

Em trigo, a andlise dos clones de cDNA obtidos a partir de moléculas de pré-
mRNA do loco nad3-rpsi12 mostraram a presenga de um grande niimero de transcritos
parcialmente editados de ambos os genes, ndo sendo encontrada nenhuma polaridade
evidente para o processo de edigdo. Além disto o estudo da taxa de edi¢%o nos pré-mRNAs,
mRNAs e mRNAs acoplados aos polissomos mostraram que principalmente os mRNA
completamente editados sdo usados para a tradugio (Gualberto et al., 1991). Neste sentido,
foram os transcritos rad3-rpsi2 de 0,9 kb encontrados associados ao polissomos,
correspondentes a0 mRNA, que estavam completamente editados. Resultados similares
foram descritos para o gene cox2 do DNAmt de milho (Yang e Mulligan, 1991) ¢ de
petunia (Sutton et al., 1991).

Wilson ¢ Hanson (1996) determinaram uma correlagdo entre a porcentagem de
edigéo do transcrito, € a abundéncia de transcritos do gene nad3 na mitocdndria de petunia.
Ambos os cariteres sdo controlados por um tnico alelo nuclear. Nos genétipos que exibem
transcritos em pequena quantidade, a correlagdo poderia ser explicada devido ao "turn-

over" répido dos transcritos, antes que edicdo fosse completamente terminada; nos
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gendtipos que exibem abundincia de transcritos, a meia vida deles é maior, o que
possibilitaria a finalizagdo do processo de edigao. Uma hipétese alternativa seria a de que a
existéncia de um processo de edi¢ao menos eficiente levaria a um “turn over” mais rapido
das moléculas de RNA, visto que a falta de edigdo poderia causar uma desestabilizagdo dos
transcritos; jé uma edi¢do rdpida levaria a estabilizacdo dos transcritos. Para muitas
espécies analisadas a ocorréncia de transcritos parcialmente editados tem sido
correlacionada com a complexidade do padrio de transcri¢do em mitocndria de plantas
(Bonnard et al., 1992).

Assim, considerando-se o exposto, o fato dos transcritos nad3-rps12 de coix
estarem extensivamente editados pode ser explicada pelo padrdo de transcrigdo simples
deste "cluster” génico, representado por uma iunica banda (Figura 20), e estabilidade
elevada do transcrito. Se existe algum transcrito primdrio, este ¢ rapidamente processado
originando o mRNA de 1,3 kb, o qual se acumula em um alto nivel no “steady-state”.
Assim, o mecanismo de edicio disporia de um longo periodo de tempo, durante o qual ele
poderia encontrar os sitios a serem editados. Da mesma forma, em girassol e cebola

(Perrotta et al., 1996), onde encontrou-se um tinico e abundante transcrito dos genes nad3-

rpsi2, observou-se a ocorréncia de poucos cDNAs com edigdo incompleta.
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Quatro das seis orfs analisadas neste trabalho (orfs 86a, orf167, orf99 e orf207)
possuem fragimentos homoélogos no DNAmt de muitas das espécies vegetais analisadas.
O isolamento e sequenciamento do fragmento de DNAmt de coix reconhecido na
hibridizagdo com a orfI67 revelou um “cluster” que contém os genes frnS/pseudo-
tRNA/nad3/rpsi2. A regiio de homologia deste “cluster” com a orf167 compreende o
pseudo-tRNA e o gene nads.

Estudos de expressdo dos genes nad3 e rpsi2 mostram que eles sdo cotranscritos em
uma molécula de 1,3 kb, a qual ¢ editada em varios pontos. A maioria destas edigdes

sfo fundamentais para a expressio da proteina correta.
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9. PERSPECTIVAS

Além da orf167, outras orfs também se mostraram conservadas, entre as diversas
espécies de plantas estudadas neste trabalho, e poderiam ter seu estudo aprofundado, de
modo a verificar a identidade de seus fragmentos homélogos da mitoc6ndria de plantas
superiores.

Seria interessante verificar o que a orf167 reconheceu nas outras espécies de plantas,
uma vez que se sabe que em milho e coix a orf767 se hibridizou com o gene nad3, mas
nas outras espécies reconheceu bandas que néo correspondem ao gene nad3.

Muitos estudos podem ser feitos no transcrito do "cluster" rad3-rpsi2, buscando
reconhecer sitios de iniciagdo da trancriciio e processamento, caso existam, e assim
conhecer o padrido de transcrigdo destes genes em coix. Seria também interessante
determinar-se a regido promotora do transcrito, buscando motivos conservados, e sitios

de ligagéo de ribossomos dentro do transcrito.
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