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ABREVIATURAS E SIGLAS

AtCDKG;2 — CDKG;2 de Arabidopsis thaliana
atm - atmosfera

CDK - Cyclin Dependent Kinase

D. O. — Densidade Optica

E/E — estigmas/estiletes

GST - Glutathione S-transferase

His - Histidina

NtCDKG;2 — CDKG;2 de Nicotiana tabacum
pb — pares de base

g. S. p. — quantidades suficientes para
gRT-PCR - (Real Time quantitative Reverse Transcription PCR)
RNAI — interferéncia por RNA

rpm — rotagdes por minuto

SCI1 - Stigma/style Cell-cycle Inhibitor 1

T.A. — temperatura ambiente

Tm — Temperatura de melting



Caracterizacdo do gene NtCDKG;2 expresso no pistilo de Nicotiana tabacum L.

RESUMO

A biologia da reproducéo sexual de plantas é um campo de pesquisa de grande importancia, ja
gue a maioria dos alimentos consumidos pelo homem é composta de partes reprodutivas das plantas
(frutos e sementes), oriundas do desenvolvimento de partes do pistilo fertilizado. Em Nicotiana tabacum,
identificou-se um gene especifico de estigma/estilete, SCI1 (Stigma/style Cell-cycle Inhibitor 1), que atua
na inibicdo da proliferagdo celular (DePaoli et al., 2011). Através de ensaios de pull-down, verificou-se a
interacdo da proteina SCI1 com uma proteina quinase dependente de ciclina (CDK) (Strini, dados néo
publicados). Este trabalho visou & caracterizacdo dessa nova CDK, ortdloga da CDKG;2 de Arabidopsis.
A sequéncia correspondente de N. tabacum (NtCDKG;2) foi amplificada por PCR, a partir de cDNAs de
estigmas/estiletes, clonada e sequenciada, o que permitiu a confirmag&o de sua identidade. A expressao de
NtCDKG;2 foi analisada nos diferentes 6érgdos vegetativos e reprodutivos, por qRT-PCR, o que
evidenciou um perfil de expressdo ubiqua. Ao estudar o perfil de expressdo desse gene nos
estigmas/estiletes dos doze estadios de desenvolvimento floral de N. tabacum, observa-se que NtCDKG;2
€ mais expresso nos estadios tardios do desenvolvimento em direcdo & antese, indicando uma fungéo
importante de sua proteina ao final do desenvolvimento do pistilo. Analises de expressdo de NtCDKG;2
em estigmas/estiletes, de plantas de N. tabacum com producdo aumentada do horménio auxina no pistilo,
sugerem que NtCDKG;2 é regulado transcricionalmente por esse hormdnio. A expressdo transiente da
proteina de fusdo NtCDKG;2-GFP, em folhas de N. tabacum, evidenciou a localizagcdo nuclear da
proteina em estudo. Também foram geradas plantas transgénicas estaveis com superexpressao e com
silenciamento por RNAI de NtCDKG;2. Apesar dos altos niveis de transcritos de NtCDKG;2 nas plantas
de superexpressdo e dos baixos niveis nas plantas silenciadas, ndo foram observadas alteracdes
fenotipicas macroscépicas nessas plantas. Adicionalmente, obteve-se a expressao da proteina NtCDKG;2,
fusionada a uma tag de histidina em sua porcdo N-terminal, em células de Escherichia
coliBL21(DE3)CodonPIlusRP. Através dos estudos realizados neste trabalho e andlises conjuntas da
literatura, é possivel propor que NtCDKG;2 codifique uma proteina que estd envolvida no controle do

ciclo celular nos estigmas/estiletes de N. tabacum.

Palavras-chave: 1.CDKs. 2. Ciclo celular. 3. Desenvolvimento do pistilo. 4. Plantas transgénicas. 5.

Localizacdo subcelular. 6. Expressdo heterdloga.

\



Caracterization of the gene NtCDKG;2 express in Nicotiana tabacum L. pistil

ABSTRACT

The biology of plant sexual reproduction is a research field of great importance, since most of the
food consumed by humans is composed of plant reproductive parts (fruits and seeds), originated by the
development of fertilized pistil parts. In Nicotiana tabacum, it was identified a stigma/style-specific gene,
SCI1 (Stigma/style Cell-cycle Inhibitor 1), which acts in the inhibition of cell proliferation (DePaoli et
al., 2011). Through pull down assays, the interaction of the SCI1 protein with a cyclin-dependent protein
kinase (CDK) was verified (Strini, unpublished). This work aimed the characterization of this new CDK,
orthologous to the Arabidopsis CDKG;2. The N. tabacum corresponding sequence (NtCDKG;2) was PCR
amplified, from stigmas/styles cDNAs, cloned and sequenced, which allowed the confirmation of its
identity. The NtCDKG;2 expression was analyzed in the different vegetative and reproductive organs, by
gRT-PCR, evidentiating an ubiquitous expression pattern. Studying the expression pattern of this gene in
stigmas/styles of the twelve stages of N. tabacum flower development, it was observed that NtCDKG;?2 is
more expressed at the later developmental stages towards anthesis, indicating an important function of its
protein in the end of pistil development. NtCDKG;2 expression analyses in stigmas/styles of N. tabacum
plants with an enhanced auxin production in the pistil suggest that NtCDKG;2 is transcriptionally
regulated by this hormone. The transient expression of the fusion protein NtCDKG;2-GFP, in N. tabacum
leaves, evidentiated the nuclear localization of the studied protein. Stable transgenic plants overexpressing
and silencing NtCDKG;2 by RNAI were also generated. Despite the high transcript levels in the plants
overexpressing NtCDKG;2 and the low transcript levels in the silencing plants, macroscopic phenotypic
alterations were not observed on these plants. Additionally, the expression of the NtCDKG;2 protein, with
a histidine tag fused in its N-terminal, was obtained in Escherichia coli BL21(DE3)CodonPlusRP cells.
Through studies performed on this work and literature analyses, it is possible to propose that NtCDKG;2

encodes a protein that is involved in the control of cell cycle at the N. tabacum stigmas/styles.

Key words: 1. CDKs. 2. Cell cycle. 3. Pistil development. 4. Transgenic plants. 4.Subcellular

localization. 5.Heterologous expression.
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1. INTRODUCAO

Nas angiospermas, a flores sdo as estruturas responsaveis pela reproducdo e abrigam o
pistilo, o qual originara frutos e sementes. H4 uma grande dependéncia de frutos e sementes na
alimentacdo de muitos grupos animais, inclusive na dieta humana. Assim, as pesquisas com
énfase no estudo da reproducédo de plantas, especialmente estudos voltados ao pistilo, sdo de

grande interesse e importancia.

1.1. AFLOR E SUAS ESTRUTURAS

As plantas apresentam estruturas vegetativas (raiz, caule e folhas) e reprodutoras
(flores e frutos). A flor é composta por folhas modificadas que compdem os verticilos florais
internos e externos. Os verticilos externos sdo estéreis e constituidos pelo calice e pela corola, os
quais sdo formados por sépalas e pétalas, respectivamente. Os verticilos florais internos, por sua
vez, sdo ditos férteis e sdo compostos pelo androceu e o gineceu. O androceu € a parte masculina
da flor, formado pelo conjunto de estames, onde s&o produzidos os gréos de polen (gametdfitos
masculinos). O gineceu, por¢do feminina da flor, quando constituido por um carpelo
(apocarpico) ou por carpelos fundidos (sincarpicos), € denominado pistilo simples e composto,
respectivamente (Esau, 1997). O pistilo, geralmente, se diferencia em estigma, estilete e ovario,
sendo esse ultimo o local onde sdo produzidos 6vulos (gametdfitos femininos), que contém os

sacos embrionarios.A Figura 1 esquematiza a constituicdo de uma flor completa.
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Figura 1. Flor esquematica de angiospermas (adaptado de Mauseth, 2009).

O processo reprodutivo das plantas se inicia com a transferéncia do grdo de pdlen
para a superficie do estigma, a qual o gametofito masculino se adere. Apos sua adesdo, o pélen
hidrata, germina e produz o tubo polinico, que penetra e cresce através do tecido transmissor
(Lord, 2003). Dessa forma, o tubo polinico percorre o estilete, dirigindo-se ao ovario, onde se
encontram os évulos. No ovério, ocorrera a fecundacdo, levando a formagdo da semente e ao
desenvolvimento do fruto. O sucesso da reproducgéo das plantas depende, intrinsecamente, da
capacidade funcional do pistilo em receber e discernir os grdos de pdélen, além de garantir
condicdes favoraveis para o crescimento do tubo polinico (Taiz & Zeiger, 2010).

H& duas estratégias de interacdo podlen-pistilo que evoluiram nas angiospermas: 1)
espécies que apresentam estigma seco, como Arabidopsis thaliana, e 2) espécies com estigma do
tipo Umido, como € o caso do modelo de planta utilizado neste trabalho, Nicotiana tabacum. Nas
plantas de estigma Umido, os graos de pdlen entram em contato com o exsudato da superficie do
estigma, que abrange completamente os grdos e os estimula a germinar. O exsudato é secretado
nos pistilos maduros e preenche os espacos intercelulares da zona secretoria do estigma (Sanchez
et al., 2004). Ele também esta presente no tecido transmissor do estilete, onde é conhecido como
matriz extracelular. E através dessa matriz que os tubos polinicos crescem em dire¢o ao ovario.
A importancia dos compostos presentes no exsudato ja foi evidenciada nos processos de
hidratacdo e penetragdo do poélen e crescimento direcional do tubo polinico em N.
tabacum(Goldman et al., 1994; Cheung et al., 1995; Wolter-Arts et al., 1998).



Portanto, o 6rgdo reprodutor feminino das plantas desempenha um papel crucial
durante o processo reprodutivo através de muitas funcdes por ele exercidas, como: discriminagéo
entre os gametofitos masculinos das diferentes espécies (congruidade) e selecdo dos compativeis,
direcionamento do tubo polinico em crescimento, além da producdo e protecdo dos gametofitos
femininos no ovario (Sanchez et al., 2004).A espécie N. tabacum é amplamente utilizada como
organismo experimental dentre as plantas de estigma Umido por ter caracteristicas que facilitam
0 estudo da reproducéo vegetal. Elapossui um ciclo de vida relativamente curto (em torno de seis
meses), produz muitas sementes (em torno de 1000 sementes por l6culo; Huang & Russel, 1992),
possui 6rgdos florais grandes e de facil manuseio, além de estar bem adaptada a climas tropicais
e seu cultivo in vitro é relativamente facil. Entretanto, além do fato da espécie ser alotetrapldide,
seu genoma é relativamente grande e ndo foi completamente sequenciado, o que acarreta

algumas dificuldades, porém, ndo impede estudos com esse modelo.

1.2. SCI1: UM INIBIDOR DO CICLO CELULAR TECIDO ESPECIFICO

Genes expressos de forma especifica ou preferencial no pistilo possivelmente estéo
associados a processos como desenvolvimento dos tecidos especializados e/ou interacdo pélen-
pistilo. Devido a relevancia do estudo de genes com expressdo preferencial ou especifica na
espécie N. tabacum, foi construida uma biblioteca subtrativa de cDNAs de estigma/estilete de N.
tabacum em nosso laboratério (DePaoli, 2006). Um dos clones desta biblioteca foi caracterizado
por DePaoli (2010). Foram observadas caracteristicas interessantes em plantas transgénicas de N.
tabacum produzidas através do silenciamento e superexpressdo do gene. As plantas de
silenciamento por RNAI apresentaram uma area estigmatica aumentada se comparadas a plantas
selvagens. Além disso, o estilete é evidentemente mais alongado nessas plantas. Em
contrapartida, as plantas com superexpressdo desse gene mostraram uma reducdo na area do
estigma. Analises histoldgicas possibilitaram a contagem do numero de células em cortes de
estigmas/estiletes nas plantas transgénicas e selvagem. Esses estudos mostraram que o aumento
da area do estigma nas plantas com o gene silenciado se deve ao aumento do numero de células
deste 6rgao. A menor area estigmatica em plantas com superexpressao desse gene, por sua vez, €

devida a reducdo do nimero de células (DePaoli et al., 2011). Portanto, o produto proteico desse



gene mostrou ser importante na inibicdo da proliferacdo celular, controlando, coordenadamente,
a diferenciacdo apical do pistilo, e por isso, denominado SCI1 - Stigma/Style Cell-Cycle Inhibitor
l.

Sabe-se que SCI1 atua inibindo o ciclo celular, porém, ainda ndo sdo conhecidos seu
mecanismo de acdo bem como em qual fase do ciclo essa proteina atua Um modo de estudar a
funcéo de um gene é estudar as proteinas com as quais o seu produto proteico interage. Para isso,
0 doutorando Edward José Strini realizou um ensaio de pull down no qual a proteina
recombinante SCI1-GST foi retida por sua cauda de GST em uma coluna de afinidade. Aplicou-
se na coluna um extrato proteico de estigmas e estiletes, enriquecido com proteinas nucleares. As
proteinas que interagiram com SCI1 foram eluidas da coluna, desnaturadas e analisadas em
espectrébmetro de massa (4800 MALDI TOF/TOF Analyser). Assim, os peptideos puderam ser
identificados pelo softwareMascot, o qual analisa bancos de dados de sequéncias disponiveis,
como SOL (Solanaceae Genomics Network; http://solgenomics.net/) e NCBI (National Center
for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Uma das proteinas identificadas pelo Mascot foi uma putativa proteina quinase
dependente de ciclina (CDK10/11) da espécie Ricinus communis. A sequéncia correspondente
em N. tabacum ndo pode ser identificada, visto que 0 genoma desta espécie ndo esta totalmente
sequenciado e muitas sequéncias ainda ndo estdo disponiveis. A sequéncia de aminoacidos da
CDK de Ricinus foi utilizada para fazer buscas de similaridade no TAIR (The Arabidopsis
Information Resource; http://www.arabidopsis.org). ldentificou-se a CDKG;2 (At1g67580) de A.
thaliana, a qual possui uma identidade de 50% e uma similaridade de 62% com a proteina
CDK10/11 de Ricinus. As CDKs sdo conhecidas por atuarem diretamente nos eventos de ciclo

celular, mediante a realizagéo de fosforilagdes em seus substratos.



1.3. QUINASES DEPENDENTES DE CICLINA: REGULACAO E SEU
ENVOLVIMENTO NO CICLO CELULAR

A expressdo génica deve ser regulada adequadamente para que haja um correto
desenvolvimento e funcionamento dos organismos. Em eucariotos, esse controle da expressao
pode ocorrer em varios niveis, desde o transcricional até o pds-traducional. As proteinas
reguladas apos a traducdo podem sofrer uma série de modificacdes, as quais definem sua
localizacdo, atividade e interagdo com outras proteinas. Dentre as mais importantes formas de
regulagdo pos-traducional da célula eucaridtica estdo os ciclos de fosforilagdo (Snustad &
Simmons, 2008).

A fosforilacdo consiste na adicdo de um grupamento fosfato a uma cadeia lateral de
residuos de aminodcidos. Devido ao fosfato ser carregado negativamente, essa adicdo podera
alterar as caracteristicas conformacionais da proteina e, por conseguinte, sua atividade na célula.
A fosforilacdo € um processo reversivel. Portanto, através dessa modificacdo pos-traducional a
proteina pode ser ativada ou inativada, conforme a necessidade celular, reduzindo, portanto, o
gasto energético. A transferéncia do fosfato é realizada por proteinas quinases e a remogdo do
mesmo é realizada por fosfatases. Proteinas quinases e fosfatases estdo envolvidas no controle do
ciclo celular, bem como em vias de transducéo de sinal (Morgan, 1997), através das fosforilacdes
reversiveis.

Os genomas vegetais codificam um ndmero muito maior de proteinas quinases, se
comparados a outros organismos (Becraft, 2002). Aproximadamente 4% e 5% das sequéncias
codificantes de A. thaliana e Oryza sativa, respectivamente, correspondem a putativas proteinas
quinases (Champion et al., 2004; Dardick et al., 2007). Essa quantidade significativa de genes
que codificam quinases sugere que a fosforilacdo seja essencial na regulacdo de diversas
proteinas das células vegetais. As quinases podem ser divididas e classificadas de acordo com
seu ativador. Por exemplo, quinases que necessitam de célcio para seu funcionamento séo
denominadas CDPKs (Calcium-dependent Protein Kinase) e as quinases que precisam estar
associadas as ciclinas sdo denominadas CDKs (Cyclin Dependent Kinase). As fosforilagdes mais
comuns ocorrem nos grupos hidroxilicos dos residuos serina, treonina e tirosina, a uma taxa
estimada de 1000/100/1, respectivamente (Hunter, 1998). Por isso, as quinases que fosforilam

esses residuos podem ser subdivididas em duas grandes familias: tirosina quinases e



serina/treonina quinases (Becraft, 2002). As CDKs pertencem a familia de quinases responsaveis
pelas fosforilagBes dos residuos serina/treonina das proteinas. Como nos animais, nas plantas, a
divisao celular também é controlada através da atividade de CDKs (De Veylder et al., 2007). No
entanto, embora 0 mecanismo basico seja conservado em ambos 0s organismos, as plantas
possuem elementos inovadores de controle do ciclo, como, por exemplo, CDKs especificas.

O ciclo celular é dividido em interfase e mitose. A interfase € composta das fases de
parada — gapsl e 2 - e da fase de sintese e replicacdo do DNA - S. As fases gap permitem o
controle da fase anterior ter sido concluida adequadamente e possuem 0s maiores pontos de
checagem do ciclo celular. O gap 1 (G1), imediatamente anterior a sintese (S), consiste no ponto
em que a célula integra sinais externos antes de tomar a decisdo de iniciar a duplicacédo
cromossdmica. Na passagem da fase G1 para S, ocorre a maior mudanga na expressao genética
(Menges, 2005). Durante a fase S, todo o DNA celular sera duplicado. O gap2 (G2), compreende
0 periodo no qual héa sintese de RNAs e proteinas necessarios para a mitose. Na mitose, ocorre a
divisdo celular propriamente dita, com segregacdo dos cromossomos, divisdo nuclear e
citocinese (Taiz & Zeiger, 2010). As CDKs estdo presentes durante todo o ciclo celular, porém
cada qual s6 ¢ ativada em determinadas fases e quando ligada a uma ciclina (Dewitte & Murray,
2003). Conforme mostrado na Figura 2, o complexo ciclina/CDK possui papel determinante em

diversos eventos importantes do ciclo celular e sua regulacgéo.
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Figura 2: Visdo combinada da regulacdo transcricional no controle do ciclo celular em A.
thaliana, descrito por Menges et al. (2005). Em amarelo, estdo as fases do ciclo celular (GO e
G1-S-G2-M). CDK: quinases dependentes de ciclina; CYC: ciclina; KRP: Kip-related proteins;
Rb: Retinoblastome protein; WEE1, uma quinase inibidora de CDK.

As CDKs possuem papel-chave na regulacdo do desenvolvimento vegetal através do
controle da proliferacdo e diferenciacdo celular (De Veylder et al., 2007). Como o0 proprio nome
sugere, para serem ativas, elas precisam se complexar com ciclinas (Jeffrey et al., 1995). As
ciclinas séo proteinas que determinam os ciclos de divisdo das células. Elas sdo muito instaveis e
rapidamente degradadas pela via ubiquitina-proteassomo. As CDKs podem interagir com
diferentes tipos de ciclina e, por isso, o principio fundamental da transicao através das diferentes
fases do ciclo celular consiste na sintese e degradacéo das ciclinas, gerando picos de atividade
das CDKs e dirigindo as duas transi¢des cruciais do ciclo celular: a entrada na fase de sintese de
DNA, apds o gapl (G1/S) e a entrada na mitose, apds o gap2 (G2/M). As ciclinas que participam
da transicdo G1/S (geralmente do tipo D) respondem tanto a sinalizacdo celular externa (por



exemplo, hormdnios) quanto a sinais internos, como taxa de crescimento e tamanho celular
(Inzé, 2007).

De forma adicional a associacdo com ciclinas, a atividade das CDKs também ¢é
controlada mediante fosforilagbes. Existem dois a trés sitios de fosforilagdo inibitoria e um sitio
de fosforilacdo ativadora nas CDKs. As fosforilagGes inibitorias sdo realizadas pelas proteinas
quinases WEE1 e MYT1 e removidas por fosfatases da familia CDC25 (Inze, 2007). As
fosforilagOes ativadoras ocorrem em um residuo treonina conservado do T-loop e séo realizadas
por outras quinases que ativam as CDKs (as CAKs - CDKs-activating kinases). Apds a
fosforilacdo do residuo treonina o T-loop permite a entrada do substrato no centro catalitico da
CDK (Inze, 2007). De forma suplementar, as CDKs podem ser inibidas por proteinas inibidoras
de CDK (os CKIls — CDK inhibitors). Apds todas essas regulacbes, as CDKs poderdo, enfim,
interagir com seus substratos. A fosforilagdo das histonas, por exemplo, altera a condensagéo da
cromatina e torna o fragmento de DNA mais ou menos acessivel a transcricdo (Banerjee &
Chakravarti, 2011). Assim, eventos como a condensacdo da cromatina, replicacdo do DNA,
inicio da transcricio e processamento de mMRNA, montagem de fusos mitéticos e
desaparecimento da membrana nuclear sdo dependentes de fosforilagdes mediadas por CDKs.
Dessa forma, os diferentes complexos ciclina/CDK promovem a divisdo celular ao longo das
fases do ciclo celular, G1-S-G2-M (Menges et al., 2005; Inzé & De Veylder, 2006).

As primeiras CDKs descritas foram CDC28 (Hartwell et al., 1974) e CDC2(Nurse &
Thuriaux, 1980) nos fungos Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe,
respectivamente. Essas sdo as Unicas CDKs existentes nesses fungos e elas sdo capazes de dirigir
as células através das fases do ciclo celular ao se ligarem com diferentes ciclinas. Apds
caracterizagdes dos produtos proteicos dos genes (Nasmyth & Reed, 1980) e atraves de estudos
com mutantes, observou-se que o gene CDC28 restitui o fenotipo selvagem em mutantes para o
gene CDC2 (Hindley & Phear, 1984), sugerindo que ambos os genes possuam funcdes
semelhantes na progressao do ciclo celular. Essa nomenclatura foi mantida para os fungos. Os
genes estruturalmente relacionados em outros organismos foram denominados de quinases
dependentes de ciclina (CDKs) e as classes foram definidas com base nas similaridades
encontradas nas sequéncias de aminoacidos. Nos mamiferos, as diversas classes de CDKs séo
apontadas por numeros. Em plantas, essa distingdo € feita por meio da associacdo de letras e

nameros (Doonan & Kitsios, 2009).



1.4. CDKS PRESENTES EM PLANTAS

A primeira lista de putativos genes codificantes para CDKs em plantas foi publicada em
2000 (Joubés et al.) e levou em consideracdo a sequéncia de aminoécidos das proteinas,
similaridades e caracteristicas de dominios conservados. O dominio de ligacao as ciclinas serviu
como critério para extensdo dessa lista e classificagdo das CDKs em oito classes: CDKA a
CDKG e CDK-Like - CKL (Vandepoele et al., 2002; Menges et al., 2005). Em A. thaliana,
organismo modelo que possui 0 genoma totalmente sequenciado, existem 29 CDKSs que estéo
distribuidas nas oito classes da seguinte forma: uma CDKA, quatro CDKB, duas CDKC, trés
CDKD, uma CDKE, uma CDKF, duas CDKG e quinze CKL (Tank & Thaker, 2011). A
distribuicdo das CDKs de plantas em categorias, os motivos conservados e algumas de suas

fungdes estdo resumidas na Figura 3.
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Figura 3: Divisdo das CDKs em oito classes de acordo com seus dominios de ligacéo as ciclinas
e seu putativo papel exercido nas células. RBR: Retinobasltoma-related protein.



A classe CDKA ¢é ortologa a cdc28 de levedura e possui um dominio conservado
PSTAIRE. Essa classe constitui 0 maior grupo de CDKs conhecidos em plantas, incluindo 48
genes distribuidos em 33 espécies (Tank & Thaker, 2011). Enquanto existe apenas uma CDKA
descrita em A. thaliana,em N. tabacum sdo conhecidos quatro genes (CDKA1L;1 a CDKA1;4).
Foi demonstrado que a expressdo de um dominante negativo do gene CDKA;1 de A. thaliana,em
plantas de N. tabacum, é regulador-chave do controle da transi¢do entre o gapl e a sintese de
DNA (G1/S) e entre 0 gap2 e mitose (G2/M) do ciclo celular (Hemerly et al., 1995). Em A.
thaliana, CDKA;1 é uma quinase indispensavel para a divisao celular durante a gametogénese do
polen (Harashima et al., 2007). Estudos de imunofluorescéncia em Zea mays, N. tabacum e A.
thaliana mostraram que as CDKAs s@o encontradas no nudcleo celular durante a intérfase e o
inicio da profase e, em menor quantidade, no citoplasma celular (Mews et al., 2000; Dissmeyer
et al., 2007)

A segunda maior classe, CDKB, requer uma atenc¢éo especial ja que compde uma classe
de CDKs especifica de plantas. Em A. thaliana, a expressdo constitutiva de um dominante
negativo de CDKB1;1 demonstrou que essa quinase é fundamental para o desenvolvimento dos
estomatos e a manutencdo da identidade do meristema apical caulinar (Boudolf et al., 2004;
Andersen et al., 2008). Além disso, a superexpressao de um dominante negativo de CDKB1;1 de
A. thaliana atrasou a transicdo do gap2 para a mitose em células de N. tabacum (Porceddu et al.,
2001), sugerindo que essa CDKB ¢ crucial para a entrada na mitose. Estudos de
imunofluorescéncia em células BY2 de N. tabacum revelaram que o padrdo de localizagdo de
CDKB1;1 nessas células € nuclear e citoplasmatico durante a interfase e citoplasmatico apds a
divisdo do envelope nuclear (Tank & Thaker, 2011).

A classe CDKC, por sua vez, atua juntamente com a ciclina T na extensdo da transcri¢cao
através da fosforilagdo do dominio C-terminal (CTD) da RNA Polimerase Il (Fllop et al., 2005).
Adicionalmente, foram feitas analises de localizacdo subcelular em células BY2 de N. tabacum e
em celulas em suspensao de A. thaliana através da fusdo C-terminal da proteina CDKC2 de A.
thaliana com a proteina reporter GFP - Green Fluorescent Protein (Kitsios et al., 2008). Esses
estudos mostram que CDKC2 se localiza no nlcleo e em corpos nucleares, além de possuir co-
localizagdo com fatores de splicing, modificando a localizacdo desses componentes. A

maquinaria de splicing esta localizada no nucleo em uma distribuicdo ja bem caracterizada
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(Lorkovic & Barta, 2004; Tillemans et al., 2005) e, se CDKC2 desempenha papel no splicing,
pode-se esperar que a proteina encontre-se co-localizada com fatores de splicing. Visto que
essas localizagdes sdo dependentes do estado transcricional da célula, esses estudos apontam que
CDKC2 pode estabelecer uma ligagéo entre a transcricdo e a maquinaria do splicing.

A classe CDKE possui apenas um membro em cada uma das cinco especies vegetais
onde foi encontrada (Tank & Thaker, 2011). Seus membros interagem com ciclinas C e possuem
um efeito negativo na transcricdo através da fosforilagdo da subunidade CTD da RNA
polimerase 1l (Rickert et al., 1996 apud Tank & Thaker, 2011). Somado a isso, através de
estudos com mutantes de A. thaliana, mostrou-se que a CDK do tipo E também é necesséaria para
a especificacdo da identidade dos estames e carpelos e para o término adequado da divisdo das
celulas tronco do meristema floral (Wang & Chen, 2004).

Conforme mencionado anteriormente, para serem funcionais, as CDKs também
necessitam estar fosforiladas adequadamente. Essa fosforilacdo no residuo treonina do T-loop
(Thr160 ou residuo equivalente) é mediada por CDKs e induz a mudancas conformacionais,
além de tornar possivel para a CDK o reconhecimento de seus substratos (Inzé, 2007). As classes
de CDKs que fosforilam outras CDKs séo ditas CAKSs (quinases ativadoras de CDK). O genoma
de A. thaliana codifica 4 CAKs: trés delas sé@o diméricas e estdo compreendidas na classe CDKD
e a outra, monomeérica, designa a Unica CDKF presente nesse organismo. Se as condi¢Ges forem
favoraveis, as CDKFs fosforilam as CDKDs, ativando-as e desencadeando outros processos de
fosforilagdes e a divisdo celular (Shimotohnoet al., 2004). Portanto, a CDKF;1, particularmente,
¢ uma CAKAK (quinase ativadora de quinase ativadora de CDK) e somente é encontrada em
plantas (Umeda et al., 2005).

No entanto, além de fosforilar outras CDKs (Shimotohnoet al., 2006), as CDKDs e a
CDKF de A. thaliana também estdo envolvidos na iniciacdo e alongamento da transcrigdo. Os
heterodimeros CAKI/ciclina sdo componentes do complexo multiproteico do fator geral de
transcricdo TFIIH (Rossignol et al., 1997), o qual é recrutado para ativar a RNA Polimerase 11
mediante fosforilagdes no dominio CTD. Esse dominio possui repeticbes em tandem dos
residuos Tyr;-Serp-Pros-Thry-Sers-Prog-Ser;  (Morin - &  Storey, 2006). As CDKDs sdo
responsaveis pelas forforilacdes nos residuos S; e Ss e CDKF é responsavel pela fosforilacdo de
residuos S;P conservados. Foi demonstrado que a fosforilacdo pela CDKD em Ss € necessaria

para o inicio da transcricdo e o 5’-capping de precursores de pequenos RNAs. J& a fosforilacéo

11



em S; pela CDKF altera a quantidade de mRNAs totais, em especial, de pequenos RNAs, além
de causar defeitos ao final do processamento 3’ e melhorar o splicing de precursores de miRNAs
(Hajheidari et al., 2012). Assim, mutagdes nesses genes alteram o padrédo de fosforilagdes do
dominio CTD, levando a defeitos caracteristicos na transcricdo e no processamento co-
transcricional de miRNAs, ta-siRNAs e alguns transcritos que codificam componentes-chave das
vias de sintese de pequenos RNAsS.

Até o momento, hd poucos estudos envolvendo as CDKGs. Elas serdo abordadas no
proximo topico, ja que uma delas é alvo desse estudo. As CKLs foram identificadas
recentemente (Menges et al., 2005) em experimentos de larga escala realizados com o genoma
de A. thaliana. Nesse organismo, foram identificadas 15 CKLs e pouco se sabe a respeito delas.

Para avaliar a expressdo absoluta de genes reguladores de ciclo celular e genes
relacionados a regulacdo em A. thaliana, dados de 327 experimentos de microarranjo foram
analisados (Menges et al., 2005). Esses estudos revelam que, exceto as CKLs, a maior parte dos
genes regulatorios centrais do ciclo celular e genes relacionados mantém uma expressao ubiqua
nos diferentes tecidos. Através dessas analises, constatou-se que CDKA possui 0s sinais de
expressao mais elevados em todos tecidos. A CDKC;1 possui baixos niveis de expressdo em
todos tecidos. As CDKD;2 e CDKD;3 possuem niveis de expressdo médio e baixo,
respectivamente, em todos tecidos analisados. No pélen as CDKB2, a CKL1, a CKL3 e a CKL5
s80 0s genes com maiores niveis de expressao quando comparados a outras CDKs e ciclinas. As
outras CKLs, de modo geral, apresentam maior tecido-especificidade na expressdo se
comparadas a outros genes de ciclo celular. A CKL12, por exemplo, é mais expressa em folhas

em detrimento a outros tecidos, ja a CKL9 possui expressdo mais elevada em calos tumorais.

1.5. ESTUDOS REALIZADOS COM AS CDKGs

As CDKGs foram recentemente identificadas por Menges et al. (2005) atraves de
andlises de microarranjo de genes centrais na regulacdo do ciclo celular de A. thaliana. Essas
quinases compreendem uma nova classe de CDK por possuirem um motivo PLTSLRE (Anexo
V). Foram descritas duas representantes nessa espécie: CDKG;1 e CDKG;2. As CDKG;2 sao

homologas a proteina quinase humana do tipo galactosyltransferase-associated p58/GTA.
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Analises filogenéticas mostram que os genes CDKG;1 e CDKG;2 sdo proximamente
relacionados aos genes humanos CDK10 e CDK11 (Doonan & Kitsios, 2009). Estas CDKs
também tiveram suas funcGes associadas a regulacdo do processamento do mRNA. A CDK11 de
humanos pode regular a maquinaria do splicing além do seu papel na regulacdo transcricional
(Trembley et al., 2004). Sua isoforma p110 € capaz de se associar, in vivo, com os fatores de
splicing RNPS1 (RNA-binding protein with serine-rich domain 1) e 9G8 (Serine/arginine-rich
splicing factor 7), além dos promotores do splicing pré-mRNA (Loyer et al., 1998; Hu et al.,
2003). Além disso, CDK11P*? se associa com ciclinas do tipo L (CycL), as quais possuem um
dominio SR (Serine-rich). Este complexo CDK/ciclina se localiza no ndcleo, em compartimentos
de fatores do splicing, e interage com proteinas SR (Loyer et al., 2008). Os autores sugerem que
a CDK11 ¢é marcada para a maquinaria do splicing através da interacdo fisica/funcional com a
CycL.

InteracBes entre CDKG;2 de A. thaliana e demais proteinas do ciclo celular foram
testadas através de ensaios por BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation) e TAP
(Tandem Affinity Purification) em culturas celulares BY2 de N. tabacum e A. thaliana,
respectivamente. Foram identificadas interagcbes entre a referida quinase e seis ciclinas
(CycA3;4/CycD4;1/CycD4;2/CycF1/CycH1/CycL1), duas CDKs (CDKB;1/CDKF;1) e um
inibidor de CDK (KRP4) (Van Leene et al., 2007; Boruc et al., 2010a; Van Leene et al., 2010).

Embora a funcdo das CDKGs ainda permaneca desconhecida, experimentos de
localizacdo celular sugerem o envolvimento dessas proteinas na regulagdo transcricional: a
proteina recombinante GFP-CDKG;1 ¢ localizada exclusivamente no nucleo de células de A.
thaliana, mais precisamente em speckles nucleares (Kitsios, 2006 apudDoonan & Kitsios, 2009).
Entretanto, a localizag&o celular da GDKG;2 ainda néo é conhecida. De acordo com analises de
similaridade de sequéncia, CDKG;1 pode também regular a transcricdo pela alteracdo da
dindmica da cromatina, através da fosforilacdo de componentes do sistema de remodelamento da
cromatina (Doonan & Kitsios, 2009). As CDKGs séo transcricionalmente reguladas durante as
fases do ciclo celular, sendo que a CDKG;1 atinge um nivel maximo de expressdo durante as
fases GO/G1 e a CDKG;2 possui menor taxa de expressdo durante fase de sintese do DNA e
expressao constante nas outras fases, como determinado em experimentos de microarranjos e

MPSS (Massively Parallel Signature Sequencing) (Menges et al., 2005).
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Como pode ser observado, até o momento, foram realizados apenas estudos em larga
escala para verificar a expressao de CDKG;2 e ensaios somente em culturas celulares testaram
interagdes entre CDKG;2 e outras proteinas envolvidas no ciclo celular. Porém, até o presente
trabalho, ndo foi realizado um estudo mais detalhado para a caracterizagdo de CDKG;2. Em vista
disso, esse trabalho teve como objetivo a caracterizacdo de CDKG;2 em N. tabacum, visando
entender seu papel na planta, em especial no desenvolvimento do pistilo e a putativa relagdo

dessa CDK com a progresséo do ciclo celular.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
O objetivo deste trabalho foi caracterizar uma putativa proteina quinase, ortologa a

CDKG;2 de Arabidopsis, identificada como candidata a interagdo com SCI1. Esta caracterizagdo
tem o intuito de gerar dados que permitam a compreensdo do papel destas proteinas no

desenvolvimento e funcionamento do estigma e estilete de N. tabacum.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Amplificar a sequéncia codificadora (CDS) da proteina quinase em questdo (NtCDKG;2),

a partir de cDNAs de estigmas e estiletes de N. tabacum,e realizar a clonagem da mesma
em vetores especificos;

e Realizar o sequenciamento completo do cDNA da NtCDKG;2;

e Analisar a expressdo do gene da NtCDKG;2 por qRT-PCR nos diferentes 6rgdos
vegetativos e reprodutivos;

e Andlise, por qRT-PCR, a expressdo do gene da quinase nos diferentes estadios do
desenvolvimento do estigma/estilete;

e Analisar a localizagdo subcelular da NtCDKG;2 através da fusdo da sequéncia
codificadora deste gene com o gene reporter GFP (“Green Fluorescent Protein”);

e Produzir plantas transgénicas de silenciamento por RNAIi e de superexpressdo de
NtCDKG;2.

e Analisar os fenotipos das plantas transgénicas comparando-0s com o tipo selvagem.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

Sementes de N. tabacum, cultivar Petit Havana SR-1 cedidas pelo Jardim Boténico da
University of Nijmegen (Holanda) foram distribuidas em caixas (Magenta) contendo substrato
Tropstrato HT (Vida Verde) e adubo natural. As sementes foram mantidas em camara de
germinacdo com temperatura (22°C), luminosidade (16 horas/dia de luz e 8 horas/dia de escuro)
e umidade (55%) controladas. Ap6s germinarem e atingirem, aproximadamente, 2 cm, as
plantulas foram transferidas para sacos com substrato contendo pequenos furos. Quando as
mudas atingiram entre 10 cm e 15 cm de altura, foram transferidas para vasos contendo terra eo
mesmo substrato e adubo anteriormente mencionados. As plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo situada no campus da USP/Ribeirdo Preto — SP, Brasil (latitude - 21° 12' 42" Sul,
longitude - 47° 48' 24" oeste , com média de temperatura minima de 20C e maxima de 25°C). A

irrigacdo foi controlada para 45 minutos, duas vezes ao dia.

3.1.1. Esterilizacdo de sementes

Todo o processo de esterilizagdo de sementes foi realizado sob condigdes assépticas.
Primeiramente, sementes secas foram lavadas com etanol 70%(Merck) e, posteriormente,
mantidas em solucdo de hipoclorito de sédio 7% (Sigma) durante 40 minutos, sob agitacdo em
vortex. A solucdo de hipoclorito de sédio foi trocada e as sementes foram mantidas por 20
minutos nessa solucdo. A seguir, elas foram enxaguadas em &gua deionizada e mantidas sobre
papel filtro, dentro de placas de Petri seladas, até secarem completamente. Apds secas, as
sementes foram transferidas para tubos Eppendorf devidamente etiquetados e previamente
esterilizados a vapor em autoclave. As sementes foram mantidas a 4°C até sua posterior

utilizag&o.
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3.1.2. Coleta de material vegetal

Amostras de raiz, caule, folha, sépala, pétala, estame, estigma/estilete e ovario de N.
tabacum selvagem foram coletadas e armazenadas em nitrogénio liquido, estocadas a -80°C para
posterior extracdo de RNA. Para os estudos de expressdo génica no desenvolvimento floral,
estigmas/estiletes foram excisados de flores de N. tabacumnos estadios 1 a 12. Os estadios de
desenvolvimento utilizados foram descritos por Koltunow et al. (1990) e levam em consideragéo
analises feitas em antera, corola e tamanho do botdo floral. As plantas transgéncas
desenvolvidas tiveram estigmas/estiletes coletados de forma idéntica a coleta realizada nas
plantas selvagens.

3.2. PREPARO DE CELULAS ELETROCOMPETENTES

3.2.1. Preparo Escherichia coli eletrocompetentes

As células de E. coli das cepas DH10B, BL21(DE3)CodonPIlusRP, BL21(DE3)Rosetta e
Arctic Express M(DE3)RIL foram estriadas em 20 ml de meio LB sélido (item 3.21.1) com o
auxilio de uma alca de platina. A placa foiincubada de 16 a 20 horas a 37°C. No dia seguinte, foi
feito um indculo de uma coldnia isoladaem 5 ml de LB liquido e esse foi mantido a 37°C, de 16
a 20 horas, sob agitacdo de 220 rpm. Apos esse periodo, o inoculo foi transferido para 200 ml de
meio liquido LB e mantido a 37°C, sob agitagdo de 220 rpm até que a absorbancia a 600nm
(Aso0) atingisse um valor entre 0,5 e 0,8. A cultura foi mantida em gelo por 30 min, transferida
para tubos Falcon, centrifugada a 4000 rpm por 10 min, a 4°C em centrifuga Eppendorf 5810 R.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado celular de cada Falcon foi ressuspendido em 50 ml
de &gua deionizada e os tubos foram, novamente, centrifugados nas condi¢des anteriores. A
seguir, o sobrenadante foi descartado e os precipitados de cada Falcon foram ressuspendidos em
25 ml de agua deionizada. O volume total (100 ml) foi separado em dois novos tubos Falcon e
submetido a uma nova centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado, novamente, e as células
foram ressuspendidas em 5 ml de glicerol 10%. As amostras foram centrifugadas a 4000 rpm,

durante 10 min, a 4°C. O precipitado de células de cada Falcon foi, delicadamente,
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ressuspendido em 500 ul de glicerol 10%. Aliquotas de 40 ul foram feitas e estocadas a -80°C. A
agua deionizada e o glicerol 10% utilizados para ressuspender as células haviam sido,
previamente, resfriados a 4°C. Todas as manipulacdes das células foram realizadas em fluxo

laminar, sob condigdes de assepsia.

3.2.2. Preparo de Agrobacterium tumefaciens eletrocompetentes

Estriou-se A. tumefaciens da cepa C58C1RIfR (pGV2260) em uma placa contendo meio
MAS sdlido (item 3.21.2). A placa foi incubada a 28 por 48 horas. Uma colonia isola da foi
inoculada em 50 ml de meio LB 2X liquido e incubada a 2& por 16 horas sob agitacdo a 150
rpm. O indculo foi centrifugado a 12000 rpm (centrifuga Eppendorf 5810 R) por 1 minuto. As
células foram, gentilmente, ressuspendidas em 500 ul de HEPES [(4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid ] 1 mM a 4C. Os tubos foram, novamente, centrifugados por 1
minuto. O procedimento foi repetido por duas vezes. Ao final, as células foram ressuspendidas

em 20 ul de glicerol 10%. Preparou-se aliquotas de 40 ul que foram estocadas a-80°C.

3.3. TRANSFORMACAO DE BACTERIAS POR ELETROPORACAOQO

3.3.1. Transformacédo de E. coli eletrocompetentes por pulso elétrico

Para introducdo de DNA nas células bacterianas, uma aliquota de 40 pl de células
competentes de E. coliDH10B (item 3.2.1) foi mantida no gelo até descongelar. Juntamente, uma
cubeta de eletroporacédo estéril de 0.1 cm (BioAgency) foi deixada no gelo por 10 min. Foram
adicionados 1-2 pL da amostra contendo DNA de interesse a aliquota de células
eletrocompetentes. A mistura, incubada por 1 min no gelo, foi transferida ao fundo da cuveta
evitando deixar bolhas de ar ou aquecer a cubeta. O conjunto foi submetido a um pulso elétrico
(eletroporador Gene Pulse I, BioRad) de, aproximadamente, 5 segundos, mantendo as seguintes
condicdes: voltagem de 1.8Kv, capacitancia de 25uF e resisténcia de 200 ohms. Imediatamente

apos o pulso, foi adicionado 1 ml de LB liquido e as células foram, gentilmente, ressuspendidas e
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transferidas para um tubo de ensaio, o qual foi incubado de 40 minutos a 1 hora a 37°C, sob
agitacdo de 200 rpm. ApoGs esse periodo de incubacdo, um volume entre 200 pl e 500ul foi
plaqueado com auxilio de uma al¢a de Drigalski, em meio LB sélido contendo antibioticos
apropriados (item 3.22). As placas foram incubadas de 16 a 20 horas a 37°C.

3.3.2. Transformacédo de A. tumefaciens eletrocompetentes por pulso elétrico

A eletroporacdo de agrobactérias é feita de modo similar a realizada em E. coli.
Entretanto, algumas particularidades devem ser respeitadas, ja que as agrobactérias sao
encontradas no solo, o qual possui uma temperatura relativamente mais baixa que a temperatura
Otima de crescimento das bactérias E. coli. Se colocadas a uma temperatura muito superior a
28°C, as agrobactérias podem perder o plasmideo que contém 0s genes vir, responsaveis pelo
processo de infeccdo das células vegetais e transferéncia do T-DNA. Desse modo, é dado um
tempo maior de recuperacao a essas bactérias e as mesmas sdo incubadas por 4 horas, a 28°C e
agitacdo de 150 rpm antes de serem plaqueadas. O conteudo eletroporado foi plaqueado (de 200
il a 500 pl) e deixado a 28°C por 48 horas.

3.4. ESTOQUES SEMI-PERMANENTE EM GLICEROL

Durante as construgoes, foram feitos estoques semi-permanentes das células bacterianas
contendo o plasmideo desejado. Esses estoques foram feitos respeitando o minimo de 20% de
glicerol concentrado em seu volume final, seguindo recomendacGes de Sambrook (1989). Em
geral, 500 pl de cultura bacteriana foram misturados a 500 pl de glicerol 50%. Os estoques
foram armazenados a -80°C.

3.5. EXTRACAO DE DNA PLAMIDIAL DE BACTERIAS EM PEQUENA
ESCALA (MINI-PREPARACAO)

Uma coldnia isolada obtida em cultura nas placas de Petri foi transferida para um tubo de
ensaio contendo 5 ml de meio liquido LB e antibiotico apropriado. Esse inoculo foi incubado por
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16-20 horas, a 37°C, sob agitacdo (200 a 250 rpm). Ap0s esse periodo, foi feito um estoque semi-

permanente dessa cultura. O estoque foi mantido a -80°C.

3.5.1. Extracéo de DNA plasmidial de E. coli por lisozima

Um volume de 1.5 ml do indéculo foi transferido a um tubo Eppendorf e centrifugado a
13200 rpm (centrifuga Eppendorf 5415 D) por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
processo foi repetido mais uma ou duas vezes. O precipitado foi ressuspendido em 175 ul de
tampdo TES [10mM de Tris-HCI pH 8; 1mM de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) pH
8; 15% de Sacarose]. Para lisar as membranas celulares, foram adicionados 20 pl
(correspondentes a 500 mg) de lisozima, agitando, delicadamente, com a ponteira. A seguir, a
mistura foi incubada a T.A. por 10 minutos e colocada em banho-maria a 73°C, por 15 minutos.
O tubo foi centrifugado (13200 rpm) por 15 minutos para separagdo de debris celulares. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e a ele foi acrescentado 1/10 de seu volume de
acetato de sddio 3 M e 2 volumes de etanol absoluto a fim de precipitar o DNA plasmidial. O
tubo foi mantido a -20°C por, no minimo, 1 hora ou a -80°C por 15 minutos. O tubo foi
centrifugado (13200 rpm) por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado
com etanol 70% resfriado. O tubo foi, novamente, centrifugado a 13200 rpm por 2 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o tubo foi mantido aberto até a completa evaporagdo do etanol. O
precipitado de DNA plasmidial foi ressuspendido em 50 pl de 4gua deionizada e armazenado a -
20°C.

3.5.2. Extracdo de DNA plasmidial de E. coli com o Kit GeneJET™ Plasmid Miniprep
(Fermentas Life Sciences)

A mini-preparacdo de DNA plasmidial foi somente realizada, com utilizagéo de kit, para
clones que seriam submetidos a reacdo de sequenciamento, devido a necessidade de DNA de
melhor qualidade para tal reacdo. O kit utilizado faz a mini-preparacdo através de lise alcalina.
Todo o processo foi feito usando luvas e seguindo todos os padrdes recomendados pelo

fabricante.
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Inicialmente, foram transferidos 1.5 ml do inéculo para um tudo Eppendorf e submetidos
a uma centrifugacdo de 8000 rpm, por 2 minutos. O sobrenadante foi removido e o processo foi
repetido mais uma ou duas vezes. O pellet gerado foi ressuspendido (em vortex) em 250 ul de
Ressuspension Solution, que contém RNase. Foram, entdo, acrescentados 250 pl de Lysis
Solution e o contetdo foi homogeneizado por inversdo do tubo (4 — 6 vezes). Ao produto
viscoso, foram acrescentados 350 pl de Neutralization Solution. O contetddo foi, gentilmente,
homogeneizado por inverséo de 4 a 6 vezes e submetido a uma centrifugacdo, 13200 rpm, por 5
minutos a temperatura ambiente (T.A.). Ap0s precipitados debris celulares e DNA gendmico, o
sobrenadante foi transferido a uma coluna porosa (fornecida com o Kit). O aparato foi
centrifugado por 1 minuto (13200 rpm, T.A.) e o flow-through foi descartado. Foram pipetados
500 pl de Wash Solution no centro da coluna. Essa solugdo contém etanol. O contetdo foi
centrifugado por 1 minuto nas mesmas condicdes e o flow-through foi novamente descartado. O
processo foi repetido e foi adicionado 1 minuto a mais na centrifugacdo. A coluna foi transferida
para um novo tubo coletor e foram adicionados 50 pl de agua deionizada autoclavada no centro
da coluna, deixando 2 minutos a T.A. a fim de eluir o DNA plasmidial. O aparato foi
centrifugado por 2 minutos (13000 rpm, T.A.) e o DNA plasmidial correspondente foli

armazenado a -20°C ate posterior utilizacao.

3.5.3. Extracéo de DNA plasmidial de A. tumefaciens por lise alcalina

A extracdo do DNA plasmidial das agrobactérias foi feita através do método de lise
alcalina adaptado do protocolo de Brasileiro & Carneiro (1998). Diferentemente do método de
extracdo e purificacdo de DNA plasmidial descrito nos itens anteriores, o método por lise
alcalina, como o préprio nome sugere, baseia-se na diferenca de desnaturacdo, em condicdes
alcalinas, que séo apresentadas entre 0 DNA plasmidial e o DNA cromossomal.

Inicialmente, a cultura de A. tumefaciens contendo o plasmideo desejado foi crescida em
LB liquido e antibidtico de selecdo apropriado por 24 horas a 150 rpm. O estoque semi-
permanente da cultura glicerolizada foi feito de forma analoga ao item 3.4. A seguir, 1.5 ml de
cultura foram transferidos a um tubo Eppendorf e submetidos a uma centrifugacdo por 2
minutos. Todas as centrifugacOes foram feitas a 12000 rpm e T.A. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado ressuspendido em 1 ml de Tampéo | (NaCl 0,2 M em Tris-EDTA). O contetdo
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foi centrifugado por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido,
novamente, em 1 ml de Tampéo | e centrifugado nas mesmas condi¢fes. Apos as lavagens, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 200 pl de Tampéo | e foram
acrescentados 200 pl de Solugdo | (NaOH 0,2 N; SDS 1%). O contetdo foi homogeneizado por
leves inversbes (de 4 a 6 vezes) e mantido no gelo por 15 minutos. O detergente tem por
finalidade lisar membranas e desnaturar proteinas celulares. Enquanto isso, o hidréxido de sodio
eleva o potencial hidrogenionico a valores muito alcalinos. Dessa forma, 0 DNA bacteriano é
desnaturado e o DNA plasmidial permanece inalterado. A seguir, foram adicionados 150 pl de
acetato de potassio 3 M (pH 5.2) refrigerado, o tubo foi invertido manualmente 4 vezes e
mantido no gelo por 30 minutos. O conteddo foi centrifugado por 5 minutos, precipitando o
DNA cromossomal e debris celulares. O sobrenadante foi, cuidadosamente, transferido a um
tubo limpo e a ele foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto, deixando a -20°C por 1 hora,
no minimo. Apos, o contetdo foi centrifugado por 30 minutos e o precipitado, DNA plasmidial,
foi lavado com etanol 70%, centrifugado por 2 minutos, descartado o sobrenadante e o pellet foi
seco em T.A. até completa evaporacdo do alcool. O DNA plasmidial foi ressuspendido em 20 pl
de 4gua deionizada.

3.6. QUANTIFICACOES DAS AMOSTRAS

As dosagens das amostras de DNA e RNA foram feitas com o uso do NanoDrop™ 2000
(Thermo Scientific) ou do NanoDrop ND-1000 (ThermoScientific). Ambos foram
disponibilizados para o uso, gentilmente, pelo Prof. Dr. Gustavo Henrique Goldman (FCFRP-
USP) e pela Prof®. Dr®. Zila Luz Paulino Simdes (FFCLRP-USP), respectivamente. Antes das
quantificacdes, as amostras foram homogeneizadas manualmente. Para as quantificacfes, foram
utilizados 1-2 pl da amostra. A concentragdo de acidos nucleicos foi estimada a partir da leitura
da absorbancia das amostras a 260nm (Azsonm). Como 0s &cidos nucleicos absorvem luz no
comprimento de onda de 260nm, o grau de pureza foi considerado através das analises das razoes
Aosonm! Azsonm € Azsonm/ Azzonm. Para a razdo 260/280, as amostras foram consideradas puras
quando o valor foi proximo a 1.8 e 2.0, para amostras de DNA e RNA, respectivamente. Razdes
menores do que estes valores podem indicar presenca de proteinas, fenol ou outros

contaminantes que absorvem a luz em 280 nm. Para a razdo 260/230, valores entre 2.0 — 2.2,
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tanto para DNA quanto para RNA, indicam amostras livres de outros contaminantes que
absorvem a luz préximo ao comprimento de 230 nm, como EDTA e fenol. Dessa forma, valores
menores aos geralmente aceitaveis indicam amostras impuras para serem utilizadas em outras

aplicacdes (Thermo Fisher Scientific).

3.7. DIGESTOES COM ENZIMAS DE RESTRICAO

Todas as amostras de DNA plasmidial extraido foram checadas com auxilio de enzimas
de restricdo. Foram utilizadas enzimas insensiveis a qualquer tipo de metilacdo, cujos produtos
gerados pelas clivagens possuam tamanhos distinguiveis entre si em gel de agarose. As sele¢oes
das enzimas foram feitas de acordo com o softwareNEBCutter V2.0, o qual indica os sitios de
restricdo presentes nas sequéncias de interesse. Para cada enzima, foram respeitados a utilizacao
do tampdo correto, a necessidade de Bovine Serum Albumin (BSA), a temperatura e tempo
adequados de incubagdo. Em geral, 1 unidade de enzima é necessaria para a clivagem de 1 ug de

DNA no tempo de 1 hora. As reacGes utilizaram agua deionizada autoclavada em g.s.p. 20 pl.

38. GEL DE AGAROSE E ELETROFORESE PARA SEPARACAO
DEFRAGMENTOS DE DNA

As amostras foram preparadas com quantidades apropriadas de tampao de carregamento
(loading dye). As corridas eletroforéticas foram realizadas em gel de agarose 1% preparado com
TBE 0,5X (Solugéo estoque 5X: 54 g Tris base; 27.5 g Acido Bérico; 20 ml de EDTA 0.5 M, pH
8.0) e brometo de etideo 0,5 pg/ml (Sambrook et al., 1989). O brometo de etideo € um agente
intercalante de acidos nucléicos, permitindo a visualizagdo de bandas quando exposto a luz
ultravioleta (UV). O gel de agarose (ainda liquido) foi colocado em uma bandeja apropriada para
insercdo de pentes, possibilitando a formacgdo de canaletas onde as amostras foram inseridas.
Apos solidificagdo, o gel ficou disposto em uma cuba de acrilico e esta foi preenchida com
tampdo TBE 0,5X e a cuba ligada a um gerador que a polariza. Devido ao DNA possuir carga

elétrica negativa, ele migra entre os poros do gel em direcdo ao polo positivo da cuba. Tal
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fendmeno permite a formacdo de bandas separadas de acordo com o tamanho molecular do
fragmento de DNA. A voltagem utilizada e a duracdo do tempo de corrida variaram conforme o
tamanho da cuba e do gel preparados, além do tamanho esperado dos fragmentos. As bandas
foram visualizadas em fotodocumentador expondo os géis a luz ultravioleta. A excessiva
exposicdo a luz UV foi evitada quando se tratavam de géis para purificacdo de bandas, a fim de
evitar possiveis mutagdes no DNA. Os tamanhos dos fragmentos de DNA foram inferidos
comparando-0s com a migracdo dos fragmentos do marcador de peso molecular (1 kb Plus DNA
Ladder — Invitrogen).

3.9. PURIFICACAO DE DNA DE BANDAS EM GEL DE AGAROSE

Bandas oriundas de PCR que necessitavam ser recortadas e utilizadas para posterior
reacdo, foram submetidas a um protocolo simples de purificacdo. Foram encaixados dois tubos
Eppendorf de modo que simulassem uma coluna. A parte inferior do tubo interno foi perfurada
com agulha quente e nele foi posicionada (em forma de funil) uma membrana de 0,22 um de
poro (Millipore) umedecida em TE (Tris-EDTA). A banda com o fragmento desejado foi
recortada do gel com auxilio de um bisturi novo e colocada dentro da coluna que foi centrifugada
por 10 minutos a 13200 rpm. O conteddo filtrado que ficou no tubo externo foi recuperado,

colocado em um novo tubo e submetido a limpeza por fenol/cloroférmio.

3.10. TRATAMENTO DAS MINI-PREPARACOES DE DNA COM RNase

Quando necessario, as amostras de interesse foram submetidas a um tratamento com a
enzima RNase, a qual degrada RNA presente nas amostras. Para tanto, o volume de amostra foi
completado com q.s.p. 200 pl de &gua deionizada autoclavada. Ao volume final, foram

acrescentadas 40 pg de RNase, permanecendo a 37°C por 30 minutos.
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3.11. LIMPEZA DO DNA COM FENOL/CLOROFORMIO

Todo processo de manuseio de fenol e cloroférmio foi realizado em capela usando luvas.
Cada amostra a ser tratada teve seu volume ajustado para 200 ul, adicionando, quando
necessario, agua deionizada autoclavada. A seguir, foi adicionado 1 volume de fenol tamponado
pH 8.0 (Invitrogen). Apds, a amostra foi agitada (em vortex) e centrifugada (13200 rpm, por 3
minutos a T.A.). A fase superficial da mistura foi removida, cuidadosamente, e transferida a um
novo tubo Eppendorf, ao qual foi adicionado um volume de alcool isoamilico:cloroférmio (1:24).
Foi repetido o processo de agitacéo e centrifugacdo nas mesmas condi¢des do fenol. Novamente,
foi removida a fase superficial da mistura, a qual foi submetida a precipitacdo adicionando-se
1/10 de volume de acetato de sodio 3 M e 2 volumes de etanol absoluto gelado. A precipitacéo
foi feita deixando a amostra por 15 minutos a -80°C ou, no minimo, 1 hora a -20°C. Apo0s esse
periodo, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 13200 rpm, em T.A. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado com 500 pl de etanol 70% gelado. A amostra foi centrifugada
por 3 minutos (13200 rpm em T.A.) e, apos descarte do sobrenadante e evaporacao do etanol, o
precipitado foi ressuspendido em 50 pl de &gua deionizada autoclavada.

3.12. PLASMIDEOS UTILIZADOS

3.12.1. Plasmideo intermediario para clonagem

A clonagem em vetores circularizados oferece maior estabilidade aos fragmentos de
interesse se comparado ao DNA dupla fita com as extremidades expostas. Portanto, apds o
isolamento do cDNA de NtCDKG;2, este material genético foi inserido no plasmideo

intermediario PCR® 2.1-TOPO® Cloning (Invitrogen) - apresentado na Figura 4.
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Figura 4: Mapa do vetor PCR® 2.1-TOPO®. Plac: promotor do gene lacZe; lacZe: gene
codificador da e-galactosidase; o plasmideo confere resisténcia aos antibidticos canamicina e
ampicilina. O gene de interesse € inserido no gene lacZe, impossibilitando sua transcricao.

O vetor TOPO contém a sequéncia do gene lacZ codificadora da « -galactosidase.
Quando expressa seu produto, utiliza o substrato fornecido X-gal, formando col6nias azuladas. O
gene da quinase foi inserido no meio da sequéncia do gene lacY, bloqueando sua transcrigdo e
gerando coldnias brancas, facilitando, assim, a selecdo das coldnias. Além disso, o vetor possui
residuos de desoxitimidina pendentes (overhanging) nas extremidades 3’. Este vetor se utiliza de
uma DNA topoisomerase | ligada covalentemente a ele a qual possui uma atividade de
transferase terminal que ndo depende de template. A enzima adiciona uma desoxiadenosina ao

final das extremidades 3’ de produtos de PCR.

3.12.2. Plasmideos do Sistema Gateway Cloning Technology

Como vetor de entrada no sistema Gateway, foi utilizado o vetor pPDONR221 (Figura 5) o
qual possui sitios de recombinacdo attP1 e attP2. Foram utilizados vetores de destino (contendo
sitios attR1 e attR2) para expressdo em plantas e em bactérias. Para expressdo em plantas, 0s
vetores utilizados foram pK7WG2, pK7GWIWG2(l) e pK7FWG2, (Figuras 6, 7 e 8,

respectivamente). Esses plasmideos possuem como regido regulatéria o promotor do virus do
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mosaico da couve-flor CaMV 35S, o qual confere transcricdo constitutiva e em altas taxas nas
células vegetais. Os plasmideos conferem, em células procariéticas, resisténcia a estreptomicina
e espectinomicina e apresentam, entre as bordas do T-DNA, um gene que confere resisténcia a
canamicina as células vegetais transformadas. Ja os vetores pDEST 15 e pDEST17 (Figuras 9 e
10) foram utilizados para expressdo heterologa de NtCDKG;2 em bactérias. Esses dois vetores
foram utilizados para gerar uma fusdo na por¢do N-terminal da NtCDKG;2 com tags que podem
ser utilizadas para futura purificagdo por cromatografia por afinidade. O produto do gene ccdB,
localizado entre os sitios de recombinagdo de cada plasmideo, quando presente, inibe o
crescimento na maioria das linhagens de E. coli. Isso se deve a proteina ccdB atuar como uma
toxina ao ligar-se a DNA girase, dessa forma, facilitando a selecdo dos clones desejados. Os
vetores pDEST possuem o promotor T7, o qual é altamente expresso pela T7 polimerase,
produzindo um alto rendimento da proteina de interesse. Para a producdo de proteina de forma
heterdloga, outro ponto de controle € crucial: 0 momento certo em que deve ocorrer a transcri¢cao
deve ser bem regulado. Nos vetores pDEST, a transcrigdo da T7 polimerase é induzida mediante
a adicdo de IPTG (Isopropyl <-D-1-thiogalactopyranoside) e, somente entdo, ela podera
reconhecer o promotor T7 e iniciar o processo transcricional do gene alvo.

O vetor pDONR221 (figura 5) é utilizado na clonagem de fragmentos com extremidades
attB, por recombinacdo com os sitios attP presentes no vetor, permitindo que as sequéncias,
guando inseridas no vetor de entrada, possam ser transferidas para diversos outros vetores de
expressdo do sistema Gateway. Na recombinacdo BP um segundo vetor recombinante é criado,

chamado vetor de entrada (PENTRY), este vetor possui o0 inserto e 0s cassetes de recombinacéo.
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Figura 5: Mapa de restricdo do vetor pDONR221; attP1 e attP2: sitios de recombinagdo; CmR:
resisténcia a cloranfenicol; ccdB: sequéncia codificadora da proteina ccdB , a qual € responsavel
por se ligar a DNA girase, impedindo o crescimento da maioria das linhagens de E. coli.; Kan:
marcador de resisténcia a canamicina.

O vetor pK7WG2, mostrado na Figura abaixo (6) é destinado a superexpressdo da
sequéncia de DNA. O promotor CaMV35S garante uma elevada e constitutiva taxa de

transcricao.
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Figura 6: Mapa de restricdo do vetor pK7WG2; RB: Borda direita do T-DNA; P35S: promotor
do virus do mosaico do couve-flor; attR1 e attR2: sitios de recombinagdo; ccdB: sequéncia
codificadora da proteina ccdB , a qual é responsavel por se ligar 8 DNA girase, impedindo o
crescimento da maioria das linhagens de E. coli.; T35S: Terminador do virus do mosaico do
couve-flor; Kan: marcador de resisténcia a canamicina; LB: borda esquerda do T-DNA; Sm/SpR:
marcador de resisténcia a espectinomicina e a estreptomicina.

Um dos meios para obter o silenciamento pos transcricional consiste na ativacdo de um
mecanismo mediado por RNAs dupla-fita (double-stranded RNA - dsRNA) conhecido como
interferéncia por RNA, RNAI (Hamilton et al., 2002). Para isso, o vetor pK7GWIWG2(I)
(Figura 7)possui duas cépias do ccdB flanqueadas pelos sitios attR1 e attR2 dispostos
inversamente entre si e separados por uma sequéncia de intron. Essa configuracdo permite, apds
a transcricdo, a formacdo de um RNA em forma de grampo, o qual desencadeara o silenciamento

génico pos transcricional.
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Figura 7: Mapa de restricdo do vetor pK7WG2; RB: Borda direita do T-DNA; P35S: promotor
do virus do mosaico do couve-flor; attR1 e attR2: sitios de recombinagdo; CmR-ccdB: CmR:
resisténcia a cloranfenicol, ccdB: sequéncia codificadora da proteina ccdB em ordem reversa,;
ccdB: sequéncia codificadora da proteina ccdB na orientacdo normal , a qual é responsavel por se
ligar a DNA girase, impedindo o crescimento da maioria das linhagens de E. coli.; T35S:
Terminador do virus do mosaico do couve-flor; Kan: marcador de resisténcia a canamicina; LB:
borda esquerda do T-DNA; Sm/SpR: marcador de resisténcia a espectinomicina e a
estreptomicina.

Por sua vez, vetor pK7FWG2 (Figura 8)apresenta um dos sitios de recombinacao (attR2)
entre a sequéncia do gene de interesse (sem o stop codon) e a sequéncia do gene reporter GFP
(Green Fluorescent Protein), possibilitando a fusdo da GFP na porcdo C-terminal da proteina de

interesse.
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Figura 8: Mapa de restricdo do vetor pK7FWG2; RB: Borda direita do T-DNA; P35S: promotor
do virus do mosaico do couve-flor; attR1 e attR2: sitios de recombinagdo; ccdB: sequéncia
codificadora da proteina ccdB , a qual é responsavel por se ligar 8 DNA girase, impedindo o
crescimento da maioria das linhagens de E. coli. Egfp: sequéncia codificadora do gene da GFP;
T35S: Terminador do virus do mosaico do couve-flor; Kan: marcador de resisténcia a
canamicina; LB: borda esquerda do T-DNA; Sm/SpR: marcador de resisténcia a espectinomicina
e a estreptomicina.

O plasmideo pDEST15 (Figura 9)é destinado & formacdo do vetor de expressdo de
proteinas em fusdo com uma cauda (tag) de GST (Glutathione S-transferase), a qual é expressa
na mesma fase de leitura e na porcdo N-terminal da proteina de interesse, auxiliando em
experimentos de purificacdo e deteccdo da proteina recombinante. O cassete de expressdo esta
sob controle do promotor T7 RNA polimerase viral. As células que conterdo o plasmideo de

expressao apresentardo resisténcia ao antibiotico ampicilina.
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Figura 9: Mapa de restricdo do vetor pDEST15. T7: Promotor T7; GST: tag de Glutathione S-
transferase; attR1 e attR2: sequéncias reconhecidas pelas recombinases; Cm: Resisténcia ao
cloranfenicol; ccdB: sequéncia codificadora da proteina ccdB; T7: Terminador T7.

O plasmideo pDEST17 (Figura 10) é semelhante ao pDEST15, porém, a construcéo final
sera a fusdo do DNA de interesse com uma cauda de 6 residuos de aminoacido histidina
dispostos upstream ao gene de interesse. O cassete de expressao também esta sobcontrole do
promotor T7 RNA polimerase viral e a resisténcia conferida pelo plasmideo é ao antibiotico

ampicilina.

lﬂm ATG 6xHis |attRl Cm® |ccdB attR2 I

Figura 10: Mapa de restri¢do do vetor pDEST17. T7: Promotor T7; 6xHis: tag de seis histidinas;
attR1 e attR2: sequéncias reconhecidas pelas recombinases; Cm: Resisténcia ao cloranfenicol;
ccdB: sequéncia codificadora da proteina ccdB; T7: Terminador T7.
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3.13. SEQUENCIAMENTO

3.13.1. Preparo das reagoes

As reacBes de sequenciamento foram preparadas com o kit ABI PRISM® BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Ready(Applied Biosystems) Foram utilizadas microplacas de 96
pocos. Para cada reagéo utilizou-se 200-500 ng de DNA (1 a 4 l), 2 pl de primer (5 pmoles/ul),
2 ul de Big Dye (deoxinucleotideos, dideoxinucleotideos fluorescentes e enzima Taq DNA-
Polimerase), 2 ul de tampéo Big Dye (2,5X) e &4gua deionizada estéril em g.s.p. 10 pl de volume

final. As microplacas foram seladas, levadas ao vortex e rapidamente centrifugadas até 800 rpm.

3.13.2. Programa de PCR utilizado

" 1. Desnaturagéo - 96°C por 2 minutos (passo inicial);
. 2. Desnaturacéo - 96°C por 45 segundos;

= 3. Pareamento - 50°C por 30 segundos;

. 4. Extensdo - 60°C por 4 minutos;

" 5. Repeticéo dos ciclos 2 a 4: 35 vezes;

. 6 Manutenc&o: 10°C por tempo indeterminado.

3.13.3. Precipitacdo das amostras

Apos o término da reacdo, as amostras foram precipitadas para retirada dos
dideoxinucleotideos fluorescentes ndo incorporados durante a sintese das moléculas de DNA,
pois estes interferem na leitura das bases durante o sequenciamento. A precipitacéo foi feita com
isopropanol 75% (80 pl/poco).

Depois de adicionado o alcool, as amostras foram levemente agitadas em vortex e
incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos. Centrifugou-se por 45 minutos, a 4.000rpm

(Centrifuga Eppendorf 5810R), e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado duas
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vezes com 200 pl de etanol 70% e centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos. O etanol foi

removido completamente por centrifugacao (spin até 800 rpm), com a placa invertida e apoiada

em papel absorvente. O precipitado foi incubado a temperatura ambiente por 1 hora e,

posteriormente, ressuspendido em 10 pl de Formamida Hi-Di (Applied). As amostras foram

desnaturadas a 95°C por 5 minutos e a placa foi levada ao sequenciador ABI 3100 (Applied

Biosystems).

3.13.4. Primers utilizados

Os primers utilizados para o sequenciamento completo da sequéncia codificadora de

NtCDKG;2, bem como para checagem das construcfes apds recombinagédo estdo demonstrados

na Tabela 1.

Tabela 1: Primers utilizados nas reagdes de sequenciamento de acordo com o vetor utilizado

para cada construcdo. Tm: Temperatura de melting

Construcéo Vetor Primer Sequéncia (5’23’) Tm (°C)
50mM
Clonagem de | PCR®2.1- M13_Fw GTAAAACGACGGCCAGT 42
NtCDKG;2 TOPO® M13_Rv CAGGAAACAGCTATGAC 50
SGN-U423624-Fw ATGGCTGCCGGAAGACATGGT 61.7
SGN-U423624-Rv TTAGCAAAACAAGCCACCAGTC 56
GL-Kin_Interno_Fw GTAGGAAATCACTGACCCC 52.3
GL-Kin_Interno_Rv CGGTTCTTTCCTCAGCAATTC 54.1
SGN-U423624-FW-gPCR | ACTGGTAGCTGCTAAGGTGCAGAA 60.1
Entrada no | pPDONR221 M13_Fw Vide acima descrito 42
Gateway M13_Rv Vide acima descrito 50
Superexpressao pK7WG2 Promotor 35S_Fw ATGACGCACAATCCCACTATCC 57.1
em planta Terminador 35S_Rv CCCTATAAGAACCCTAATTCCC 52.1
Silenciamento pK7GWIWG2(I) | Promotor 35S_Fw Vide acima descrito 57.1
em planta Terminador35S Rv Vide acima descrito 52.1
Fusdo com GFP | pK7TFWG2 Promotor 35S_Fw Vide acima descrito 57.1
em folha GFP-PK7TWFS7-Rv GAAGCACTGCACGCCGTAGGTC 68
Expresséo em E. | pDEST15 Seq p15 - ver com Ed AACGTATTGAAGCTATCCCAC 52.4
coli — GST tag
Expressdo em E. | pDESt17 Terminador T7-Fw TAATACGACTCACTATAGGG 56
coli — His tag
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3.14. AMPLIFICACAO DA SEQUENCIA CODIFICADORA DE NtCDKG;?2

Com base em analises in silico(item 4.1 dos Resultados e Discussdo), foram
desenhados primers especificamente localizados nas regifes da metionina inicial (forward) e
stop codon (reverse) do gene NtCDKG;2, conforme descritos na tabela 2. Dessa forma, a
sequéncia codificadora da referida proteina quinase foi amplificada por PCR a partir de cDNA de

estigma e estilete (estadios 1 e 2) de N. tabacum.

Tabela 2: Primers para amplificacdo da sequéncia codificadora de NtCDKG;2

Primer Sequéncia (5’2 3’) Tm (°C) 50mM
SGN-U423624-Fw ATGGCTGCCGGAAGACATGGT 61.7
SGN-U423624-Rv TTAGCAAAACAAGCCACCAGT 56

A reacgéo de PCR para clonagem da sequéncia codificadora da respectiva quinase foi feita
com a enzima Platinum®Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). Para a reacéo,
utilizou-se 30 ng de cDNA de estigma/estilete em estadios iniciais de desenvolvimento (1 e 2), 5
ul de 10X High Fidelity PCR Buffer, 0,2 pl Platinum®Taq DNA Polymerase High Fidelity, 1ul
dNTP 10 mM, 2 ul de sulfato de magnésio 50 mM, 1ul de cada primer (forward e reverse) 10
UM e g.s.p 50 pl de &gua deionizada autoclavada.

A reacdo de PCR se baseou em um passo inicial de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos,
passando para 35 ciclos de: 94°C por 30 segundos (desnaturacdo), 59°C por 30 segundos
(pareamento dos primers) e 68°C por 2,5 minutos (extensdo). Apo6s os ciclos, a reagdo foi
submetida a 68°C por 10 minutos para completa adi¢do de nucleotideos e mantida a 10°C.

Apos a PCR, a identidade do material obtido foi investigada por eletroforese em gel de

agarose ultrapura (item 3.8), a banda foi excisada e purificada (item 3.9).

3.15. CLONAGEM DA SEQUENCIA CODIFICADORA DE NtCDKG;?2

O fragmento gerado pela PCR e ja purificado foi clonado no vetor pCR®2.1-TOPO®
(Invitrogen). A reacdo de clonagem foi feita com 4ul do produto da PCR purificado, 1ul da
solucédo 1,2M de NaCl e 0,06M DE MgCI, presente no kit do vetor diluida 4X e 1ul do vetor. A

ligacdo foi mantida por, no minimo, 30 minutos a temperatura ambiente.

35



A ligacéo foi eletroporada em células de E. coli eletrocompetentes da cepa DH10B (item
3.3.1), plagueada em meio LB e antibidtico canamicina e deixada de 16-20 horas a 37°C. Da
placa gerada, foram selecionadas 4 coldnias, colocadas em meio LB liquido com canamicina e
deixadas de 16 a 20 horas a 37°C sob agitacdo de 220 rpm. Apds esse periodo, foram feitos
estoques em glicerol e mini-preparacGes de DNA por lisozima, as quais foram digeridas com a
enzima Hinlll. As amostras foram aplicadas em um gel de agarose e submetidas a uma corrida
eletroforética. O DNA relativo a mini-preparacdo escolhida foi tratado com RNase, limpo pelo
método fenol/cloroférmio e o clone foi sequenciado de acordo com o item 3.13.

3.16. REACOES DE RECOMBINACAO E CONSTRUCAO DOS VETORES
DE EXPRESSAO

Para a introducdo das sequéncias de interesse relativas ao gene NtCDKG;2 no sistema
Gateway, € necessario a incorporacdo de sequéncias para o reconhecimento na reagdo de
recombinacdo, o que pode ser feito por reacdo de PCR. Assim, os primers utilizados para
amplificar a regido de interesse devem conter nas extremidades as sequéncias dos sitios attB1 e
attB2. Essa insercdo dos sitios foi feita através de duas reacdes de PCR, conforme descrito para
cada construcéo.

3.16.1. PCRs 1 - inserc¢ao de partes dos sitios attB1 e attB2

Para dar inicio as clonagens pelo sistema Gateway, a primeira PCR foi realizada de modo
semelhante, porém, atendendo a certas particularidades de cada tipo de construcdo. O primer
forward foi o mesmo para todas construgdes. Porém, os primers reverse foram diferenciados,
conforme constam na tabela 3. Por isso, as temperaturas de anelamento foram diferentes. Além
disso, visto que o tamanho do amplicon esperado foi diferente entre as construcdes, o tempo de

extensdo dado a polimerase também diferiu.
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Tabela 3: Primers utilizados nas primeiras reacées de PCRs para entrada no Sistema Gateway

Primer Sequéncia (5'>3) | Tm (°C) 50 mM
Nt-GL-KIN-attB1-Fw AGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGGCTGCCGGAAGAC | 69.9
Nt-GL-KIN-New-attB2-Rv | CAAGAAAGCTGGGTCTTACGAAAACAAGCCACCAGTCC 66.4
Nt-GL-KIN-ss-attB2-Rv GTACCAGAAAGCTGGGTCGCAAAACAAGCCACCAGTCC 68.6
Nt-GL-KIN-RNAi-Rv GAAAGCTGGGTCGTGAAATTGTAC 56.4

O primerNt-GL-KIN-attB1-Fw contém os primeiros 10 nucleotideos da sequéncia de
recombinacdo attBl do gateway, sequéncia de reconhecimento Shine Dalgarno destinada a
expressao em procariotos, sequéncia de Kozak, para reconhecimento e expressdo em eucariotos e
parte da sequéncia destinada ao alinhamento com o clone da quinase. Os outros primers estdo no
sentido reverso. O primer Nt-GL-KIN-New-attB2-Rv possui parte do sitio de recombinacédo
attB2 e o restante com complementacdo a sequéncia da quinase incluindo o stop cédon. Ja o
primer Nt-GL-KIN-ss-attB2-Rv difere desse ultimo primer por ndo possui o cédon de
terminacgéo, podendo ser usado em fusédo C-terminal com outro gene para outras finalidades. Por
sua vez, o primer Nt-GL-KIN-RNAIi-Rv, possui parte do sitio de recombinagédo attB2 e o
restante possui complementacdo a parte final da sequéncia da quinase que desejamos ter o
hairpin.

As reacOes de PCR para insercéo de partes dos sitios attB1 e attB2 foram feitas com 30ng
de DNA molde (NtCDKG;2 no vetor pCR2.1-TOPO®), 1 ul de dNTPs (10 mM), 2 ul de
MgSO4 (50mM), 5 ul de tampédo 10X High Fidelity PCR Buffer, 0,2 pl de enzima Platinum®
Tag DNA Polymerase High Fidelity, 1 pl de primer forward (10_moles/ul), 1 ul de primer
reverse (10 nmoles/ul) e 4gua deionizada autoclavada em g.s.p. 50 pl de volume final.

As condicdes estabelecidas para cada reagdo no termociclador foram de: um passo inicial
de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, passando para 34 ciclos de 94°C por 30 segundos
(desnaturacdo), segundos na temperatura de pareamento estabelecida para cada par de primers e
68°C por 60-160 segundos. Apo6s os ciclos, a reagdo foi submetida a 68°C por 10 minutos e
mantida a 10°C.

As particularidades de cada reacédo e o tipo de amplicon gerado sdo descritos nos itens

abaixo.
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Superexpressdo de NtCDKG;2

Na construcao para superexpressao de NtCDKG;2 em plantas, o fragmento amplificado
abrange toda a regido codificadora (da metionina inicial para transcri¢do até o stop codon). Os
primersNt-GL-KIN-attB1-Fw e Nt-GL-KIN-New-attB2-Rv foram utilizados nessa reagdo. A
temperatura de anelamento dos primers foi de 65°C e o tempo de extensdo dado a polimerase foi

de 160 segundos.

RNAI de NtCDKG;2

O tamanho do fragmento selecionado para uma maior eficiéncia no silenciamento de
plantas varia de 300 a 600pb (Helliwell & Waterhouse, 2003). Fragmentos entre esses valores
parecem ser mais estaveis e efetivos nas construgdes de hairpin de RNA com intron. Além disso,
fragmentos muito grandes aumentam a probabilidade de perda de especificidade no
silenciamento de um unico transcrito alvo. Para o silenciamento de NtCDKG;2 em N. tabacum,
foi escolhida para hairpin a regido dos primeiros 373 pares de bases sem dominios conservados
em quinases. Os primers para RNAI foram desenhados com base em andlises feitas no Motif
Scan (http://hits.isb-sib.ch/cgi-bin/PFSCAN) e Conserved domains do NCBI - National Center
for Biotechnology Information - (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd). Para ver os resultados das
analises, consultar o item 4.3 de Resultados e Discussdo. O par de primers utilizado para essa
reacdo foi Nt-GL-KIN-attB1-Fw e Nt-GL-KIN-RNAIi-Rv. A temperatura de pareamento
estabelecida para os primers nessa PCR foi de 56°C e o tempo de extenséo foi de 1 minuto.

NtCDKG;2 sem stop codon para fusdes C-terminal

Na construgdo visando uma fusdo na por¢do C-terminal da proteina NtCDKG;2, é
necessaria a auséncia do cédon de terminacdo, possibilitando, assim, a codificagdo conjunta de
outra proteina sem mudanca da fase de leitura. Para tanto, o par de primers Nt-GL-KIN-attB1-
Fw e Nt-GL-KIN-ss-attB2-Rv foi utilizado a uma temperatura de anelamento de 66°C e um

tempo de extenséo de 160 segundos.
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3.16.2. PCRs 2 e insercdo completa dos sitios attB1 e attB2

A fim de complementar os sitios de reconhecimento pelas recombinases attB1 e attB2,

fez-se outra PCR com os seguintes primers demonstrados na tabela 4.

Tabela 4: Primers utilizados para completar os sitios de recombinagdo (attB1 e 2) e permitir a
entrada do inserto no sistema Gateway de recombinacéo

Nome do primer Sequéncia (5’2 3’) Tm (°C) 50mM
BP1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC | 61.7
BP2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC | 63.8

O DNA molde para as PCRs2 foi o produto gerado pela purificacdo das bandas das
PCRs1. O programa de PCR usado foi: um passo inicial de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos,
passando para 34 ciclos de 94°C por 30 segundos (desnaturacdo), 1 minuto a 57°C (anelamento)e
3 minutos a 68°C (extensdo). Apos os ciclos, a reacdo foi submetida a 68°C por 10 minutos e
mantida a 10°C. 40ul de cada reacéo foram aplicados em gel de agarose (ultrapura) 1% e, apés
corrida, as bandas esperadas foram recortadas e purificadas.

Os produtos finais gerados nas PCRs2 foram denominados: NtCDKG;2_cs = contém a
sequéncia codificadora completa de NtCDKG;2 com os sitios attB1l e attB2 completos;
NtCDKG;2 ss = contém a sequéncia codificadora de NtCDKG;2 excluindo o stop codon e
contendo os sitios attB1 e attB2 completos; e NtCDKG;2_373 = contém os primeiros 373 pb
de NtCDKG;2 com os sitios attB1 e attB2 completos.

3.16.3. Recombinacéo das construcgdes no vetor pPDONR221-Reacdes BP

As ligacdes foram feitas entre os fragmentos gerados pelas PCRs (contendo sitios attB1 e
attB2) e o vetor para entrada do sistema Gateway, pDONR221 .Elas foram feitas com o auxilio
do Kit Gateway BP Clonase Enzime Mix (Invitrogen). Em um tubo Eppendorf, foram misturados
250 ng de DNA de interesse a ser inserido no vetor, 150 ng de vetor pPDONR221, 2 il do tampéo
5X BP Clonase ™ e 1 pl do mix de enzimas BP Clonase e tamp&o TE em q.s.p. 10 pl de reac#o.
A ligacdo foi deixada em temperatura ambiente por, no minimo, 3 horas. A fim de parar a
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ligacdo, foram acrescentados 2 pg de Proteinase K e a reacdo foi incubada em banho-maria a
37°C, por 10 minutos. As ligacbes foram eletroporadas em células eletrocompetentes de DH10B
e 200ul a 250ul do conteudo foi plaqueado em meio seletivo LB + canamicina. Apds a
incubacdo overnight, foram feitos indculos que ficaram de 16 a 20 horas sob agitagdo de 220
rpm, a temperatura de 37°C. A seguir, foram feitos estoques em glicerol, mini-preparac6es
atraves do método da lisozima, digestdo e sequenciamento para confirmacao dos plasmideos. Os
DNAs foram tratados com RNase, limpos pelo método fenol/cloroférmio. Todas as construgdes
de entrada para o sistema Gateway foram quantificadas e ficaram assim denominadas:
PENTRY-NtCDKG;2 ¢cs = NtCDKG;2 com stop codon; pENTRY-NtCDKG;2 ss=
NtCDKG;2 sem stop codon; pPENTRY-NtCDKG;2_ 373 = NtCDKG;2 para RNA..

3.16.4. Recombinacgdo dos pENTRY com seus respectivos vetores de destino — reacfes LR

A reacdo LR consiste na recombinagdo entre sitios L e sitios R. As transferéncias das
regibes codificadoras das construgdes pENTRY-NtCDKG;2 cs, pPENTRY-NtCDKG;2_ss e
PENTRY-NtCDKG;2 373 do pDONR221 para os vetores pK7WG2, pKF7TWG2 e
pK7GWIWG2(I), respectivamente, foram feitas via reacdo LR. Para cada uma das reacoes,
foram utilizados 150 ng da construcdo pENTRY e 300 ng do respectivo vetor de expressao.
Essas diferentes quantidades foram colocadas visto que os vetores de destino possuem, no
minimo, 7 kb a mais que o vetor pDNOR221. Aos plasmideos, foram adicionados 2 pl do
tampdo 5X LR Clonase™ (Invitrogen), 1 pl do mix de enzima LR Clonase™ (Invitrogen) e
tampédo TE (pH 8.0) em g.s.p. um volume final de 10 pl. A reagdo foi incubada por, no minimo 3
horas a T.A. e, logo apos, foi adicionado proteinase K, deixando-se a 37°C por 10 minutos.

As ligacdes foram eletroporadas em células da linhagem DH10B de E. coli e plaqueadas
em meio LB com selecdo pelos antibidticos estreptomicina e espectinomicina. A seguir foram
feitos indculos, estoques em glicerol e mini-preparacfes de DNA.

As construcdes finais geradas foram assim denominadas:

PEXP-NtCDKG;2_Ove = NtCDKG;2+pK7WG2 = plasmideo de superexpressao —
overexpression - de NtCDKG;2 em células vegetais;

PEXP-NtCDKG;2_GFP = NtCDKG;2_ss +pK7FWG2 = plasmideo de expressdo de
NtCDKG;2 com fusdo C-terminal a GFP;
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PEXP-NtCDKG;2 RNAi = NICDKG;2 373+pK7GWIWG2() = plasmideo de

expressdo dos primeiros 373 pb da sequéncia codificadora de NtCDKG:;2 para RNAI em células

vegetais.
Os plasmideos foram confirmados através de digestGes com enzimas de restricdo e por
sequenciamento. As mini-preparacfes de DNA selecionadas para transformacdo em A.

tumefaciens foram tratadas com RNase, limpas com fenol/cloroférmio e quantificadas.

3.17. ANALISE DA EXPRESSAO NtCDKG:2

3.17.1. Desenho dos primers

Para estudar somente o nivel de expressdo de NtCDKG;2 sdo necessarios primers que
anelem apenas com o cDNA da quinase em questdo. Para tanto, foram desenhados primers cujo
produto corresponde a amplificacdo de uma sequéncia que ndo contém dominios conservados
conhecidos em quinases. Foram investigados dominios conservados em quinases nos programas
Motif Scan e Conserved domains do NCBI. Para maior detalhamento da anélise, ver item 4.3 de
Resultados e Discussao.

O desenho dos primers utilizados nas reagdes de RT-PCR em tempo real foi feito no
programa  PrimerQuest  (http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest/)  da
Integrated DNA Technologies. No desenho dos primers, levou-se em consideracdo a temperatura
de melting (em torno de 60°C), a porcentagem das bases guanina e citosina (50%), a formacdo de
dimeros e hairpin (busca-se por primers que, preferencialmente, ndo estabelecam estruturas
secundarias). Foram selecionados os pares de primers que melhor atenderam aos quesitos
anteriores. A regido para a qual foram desenhados primers a fim de avaliar o nivel expressao do
gene compreende os primeiros 900 pb da sequéncia génica de NtCDKG;2. Os primers (tabela 5)

se localizam entre as posic¢oes 372 (pb) e 515 (pb) do gene, gerando um ampliconde 144 pb.

Tabela 5: Sequéncia dosprimers utilizados para reagdes de quantificacdo da expressédo de
NtCDKG;2 em tempo real (QPCR)

Primer Sequéncia (5’2 3’) Tm (°C) 50 mM
SGN-U423624-FW-qPCR ACTGGTAGCTGCTAAGGTGCAGAA 60.1
SGN-U423624-RV-gPCR ACCTCAACAGGAGGCGTCAAAGAT 60.3
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3.17.2. Coleta do material vegetal para extracdo de RNA

Para extracdo de RNA total foram coletados raiz, caule, folha, sépala, pétala, estame,
estigma/estilete e ovario de plantas selvagens (SR1) de N. tabacum. Foi feito um pool de cada
orgdo em diferentes estadios do desenvolvimento, tanto vegetativo quanto floral. Para os 6rgaos
vegetativos (raiz, caule e folha) foram feitas coletas em trés estadios diferentes: plantas com
aproximadamente seis semanas ap0s germinacao, plantas de aproximadamente trés meses apds
germinacdo e plantas adultas, j& com flores. Para os tecidos florais (sepala, pétala, estame,
estigma/estilete e ovario), foi feito um pool dos 12 estadios de desenvolvimento floral descritos
por Koltunow et al. (1990) para cada oOrgdo. Os oOrgdos coletados foram imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C.

Estigmas/estiletes dos 12 estadios de desenvolvimento, tanto de plantas selvagens, quanto

de plantas transgénicas, foram coletados e armazenados a -80°C.

3.17.3. Extracgéo de RNA de N. Tabacum

A extracdo foi feita pelo método do TRIzol (Invitrogen), seguindo-se o protocolo do
fabricante conforme descrito. Os cadinhos e os pistilos utilizados na maceracdo foram
anteriormente tratados a 180°C em estufa de esterilizacdo por, no minimo, 4 horas. Todo o
procedimento foi feito com luvas e mascara adequadas para evitar qualquer contaminacdo do
material durante a extracao.

Para analises de comparacdo da expressdo em diferentes tecidos, foram macerados
separadamente, 0,59 de folha, sépala, pétala e estames e 1g de raiz, caule, estigma/estilete e
ovario de plantas de N. tabacum. As quantidades finais dos tecidos folha, sépala, pétala, estames,
raiz e caule foram compostas com as respectivas partes de plantas em 3 estadios de
desenvolvimento: plantas novas ( com até 4 semanas), plantas jovens (com até 2 meses) e plantas
maduras (com até 6 meses). J& os tecidos E/E e ovéarios continham quantidades aproximadas de
partes de cada um dos 12 estadios de desenvolvimento descritos por Koltunow et al. (1990). Para
as analises de comparacdo da expressdo de NtCDKG;2 nos diferentes estadios de

desenvolvimento floral de N. tabacum, foram macerados 100 mg de cada estadio.
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Homogeinizacao:O tecido macerado foi transferido para um Falcon de 15 ml ao qual foi
adicionado 1 ml de TRIzol a cada 100 mg de tecido vegetal O material foi homogeneizado com
auxilio de vértex. Um passo adicional foi feito somente para o macerado de raiz, visando
remover o material insoldvel com centrifugacdo (12000 Xg a 4°C por 10 minutos). O
sobrenadante foi transferido a um novo tubo.

Fase de Separacéo:As amostras homogeneizadas foram incubadas por 5 minutos a T.A.
para permitir a completa dissociacdo de complexos nucleoproteicos. Foi adicionado 0,2 ml de
cloroférmio para cada ml de TRIzol adicionado. Os tubos foram agitados vigorosamente por 15
segundos e incubados a T.A. por 2-3 minutos. A seguir, o conteudo foi centrifugado (12000 Xg
por 15 minutos a 4°C). Observou-se a formacdo de uma solucdo trifasica no tubo. A primeira
fase, incolor, corresponde ao RNA a ser recuperado a um novo tubo. A interfase e a fase inferior
correspondente ao fenol/cloroférmio foram devidamente descartadas.

Precipitacdo: A fase aquosa transferida a um novo tubo foi adicionado 0.5 ml de alcool
isopropilico/ml TRIzol e o conteddo foi misturado levemente por inversdo. A amostra foi
incubada a T.A por 10 minutos e, apds, centrifugada a 12000 Xg por 10 minutos a 4°C.

Lavagem do RNA: O sobrenadante foi descartado cuidadosamente por inversao. O pellet
foi lavado adicionando 1 ml de etanol 75%/ ml de TRIzol e misturado, levemente, em vortex. A
seguir, a amostra foi centrifugada a 7500 Xg, 5 minutos a 4°C.

Ressuspensao do RNA: O RNA extraido foi ressuspendido com pipeta em dgua DEPC
0.1% (Dietil Pirocarbonato). Amostras de E/E e ovario foram ressuspendidas em 20 pl e 0 RNA
do restante dos tecidos foi ressuspendido em 50ul. Apos, as amostras foram incubadas por 10
minutos de 55-60°C.

As amostras foram quantificadas em NanoDrop e armazenadas a -80°C.

3.17.4. Confirmacéo da integridade do RNA

Para checagem da integridade do RNA feito um gel de agarose. As corridas de
eletroforese foram realizadas em gel de agarose 1% de forma semelhante ao item 3.8 Porém,
foram utilizados materiais livres de RNAse. A agua utilizada para o tampao TBE, para o tampéo

de carregamento e para a solugdo estoque de brometo de etideo foi agua destilada tratada
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overnight com DEPC (Dietil Pirocarbonato) a 0.1% e, posteriormente, autoclavada. A cuba e os
pentes também haviam sido lavados previamente com agua DEPC. Além disso, ao gel ainda
liquido, foram adicionados 20 pl de isotiocianato de guanidina 1M (agente desnaturante) para
cada ml de tampédo TBE. Foi aplicado 1 pg de RNA em cada canaleta do gel. O tamanho dos
fragmentos foi inferido através da comparacdo com a migracdo de fragmentos de marcador de
peso molecular (1kb DNA Ladder plus — Invitrogen) também aplicado no gel. Ao final, as

eletroforeses foram fotografadas no aparelho Gel Logic 100 (Kodak).

3.17.5. Tratamento com DNase

Para deixar 0 RNA livre de DNA, submeteu-se 10 pg a um tratamento especifico
utilizando Kit DNA-free™ (Ambion®). Para tanto, em um tubo Eppendorf ao RNA foi adicionada
agua DEPC em q.s. p. 44 ul, 1 ul de rDNasel e 5ul Buffer 10X. O contetdo foi homogeneizado,
gentilmente, com auxilio da pipeta e incubado a 37°C por 20-30 minutos. A seguir, foi
adicionado 5 pl de DNase Inactivation Reagent e incubado por 2 minutos a T.A., mexendo
ocasionalmente. O conteudo foi submetido a uma centrifugacdo de 14000 rpm por 2 minutos e a

fase superior foi recuperada, transferida a um novo tubo e armazenada a -80°C.

3.17.6. Detecgdo de contaminagdo com DNA gendmico

As possiveis contaminacOes das amostras de RNA com DNA gendémico foram checadas
atraves de reacdes de PCR em tempo real. Para isso, utilizaram-se microplacas de 96 po¢os. As
reagOes-teste foram feitas adicionando, em cada pogo, 1ul de cada primer (5 mol/ul), forward e
reverse, de um gene de referéncia 0 GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), 5ul
do mix GoTaq® qPCR Master Mix(Promega), 1pl de 4gua deionizada estéril e 2ul de RNA de
cada tecido. As condi¢cdes da termociclagem foram: um passo inicial de 50°C por 2
minutos,passando a 95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C

por 1minuto

44



3.17.7. Reagdo de cDNA com a transcriptase reversa

As amostras foram convertidas a cDNA por tratamento enzimatico com a transcriptase

reversa (Superscript™ I1I

—200U/ul, Invitrogen). O volume méaximo de RNA permitido para a
reacdo com a transcriptase reversa € de 12ul. Para tanto, as amostras de RNA ressuspendidas em
50pl foram concentradasem SpeedVac. Para cada reagdo, foram utilizados 5 g de RNA de cada
tecido vegetal, seguindo-se o protocolo do fabricante. Aos 5 pg de RNA, foi adicionada agua
DEPC em q.s.p. 10 pl. A esse volume, foram acrescidos 1 pl de oligo (dTV) e 1 ul de DNTP 10
mM. Essa mistura foi deixada a 65°C por 5 minutos e, ap6s, no gelo por 1 minuto. Apds um
spin, foram acrescentados 4 pl de Buffer 5X, 1 ul de DTT 0.1 M, 1 ul de RNase OUT
Recombinant RNase Inhibitor e 2 ul de enzima Super Script Ill. Depois de misturar
manualmente, o conteudo foi deixado a 25°C por 5 minutos, 50°C de 30-60 minutos, 55°C por
20 minutos e, por fim, a 70°C por 15 minutos. Os cDNAs resultantes foram armazenados a -

20°C.

3.17.8. Andlises quantificagdo dos transcritos

Para andlises de expressdo (de forma relativa) de cada gene, as reacGes de qRT-PCR
foram feitas como descrito no item 3.17.6, utilizando-se 21 da diluicdo de cada cDNA para cada
pogo. Como referéncia interna, foram utilizados dois genes, analisados em nosso laboratorio, de
expressao constitutiva em N. tabacum: um gene de uma proteina ribossomal (RPL2 — ribosomal
protein L2) e 0 gene GAPDH. Para cada tecido e para cada gene de estudo, foram feitas reacGes
em duplicatas técnicas, permitindo a deteccdo de possiveis erros. As reacdes de PCR em tempo
real (QRT-PCR) foram feitas em méaquinas 7500 Fast Real-Time PCR System, Applied
Biosystems®, gentilmente disponibilizados para uso pelos professores Dra. Zila Luz Paulino
Simbes (FFCLRP-USP) e Gustavo Henriqgue Goldman (FCFRP-USP). Os calculos das
quantificacbes génicas foram feitos pelo método Delta-Delta-CT (Pfaffl, 2001). As curvas de
dissociagdo também foram feitas ao término das reacdes. Foram utilizados controles negativos

(NTC= no template control), sem a adi¢do de cDNA.
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3.17.9. Anélise dos resultados

Os resultados de cada placa foram analisados no programa 7500 Software — Version
2.0.4. Este programa permite analisar a qualidade das duplicatas técnicas, bem como o padrdo
das curvas de dissociacdo. Além disso, permite manipulagdes na escolha do valor do
cyclethreshold (numero de ciclos requeridos para o sinal de fluorescéncia cruzar o limiar
escolhido) e também do numero de genes de referéncia, a serem usados como controle interno.
No caso dos valores das duplicatas técnicas apresentarem uma variagdo maior que 1/2 ciclo, o
valor foi omitido e, se necessario, a reacdo da placa foi repetida para garantir a validade dos
resultados. Foram gerados graficos de expressao relativa para cada gene analisado, comparando-

se com 0s genes de referéncia..

3.18. TRANSFORMACAO DE PLANTAS

3.18.1. Transformagcé&o e sele¢do dos clones de A. tumefaciens

Os vetores de expressdo oriundos de mini-preparacao por lisozima (item 3.5.1) foram
transferidos para A. tumefaciens por eletroporacdo, de acordo com Brasileiro & Carneiro (1998)
(item 3.3.2). Para confirmar a presenca dos plasmideos em células de A. tumefaciens, foram
feitas reacdes de PCR ap0s preparacdes de DNA plasmidial de agrobactérias por lise alcalina
(item 3.5.3). Para checagem de cada construcdo, foi utilizado um primer interno (dentro da
regido do fragmento de interesse) e um primer externo, que pareia na sequéncia do vetor de
expressdo. As reagbes de PCR foram feitas utilizando 1pl de DNA plasmidial extraido das
coldnias de cada construgéo, 5ul de tampédo 10X da reacdo (Biotools), 2ul de MgCl, 50mM, 1ul
de cada primer (10 *mol/ul cada), 1ul de dNTPs 10mM, 1 Unidade da enzima Biotools DNA
Polymerase (temperatura de extensdo requerida pela enzima: 72°C) e éagua deionizada
autoclavada g.s.p. 50pl. O conjunto de primers utilizados para cada checagem esta representado
na tabela 6.
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Tabela 6: Primers utilizados nas reacfes de PCR de Agrobacterium para checagem da
transformacéo. Fw: primer forward; Rv: primer reverso

Construcéo Primers Sequéncia Tm (°C) 50 mM

NtCDKG;2_Ove Fw: Promotor 35S ATGACGCACAATCCCACTATCC 57.1
Rv: SGN-U423624-RV-qPCR | ACCTCAACAGGAGGCGTCAAAGAT | 60.3

NtCDKG;2_GFP | Fw: Promotor 35S Vide acima descrito 57.1
Rv: SGN-U423624-RV-qPCR | Vide acima descrito 60.3
NtCDKG;2_RNAI | Fw: Promotor 35S Vide acima descrito 57.1

Rv: GL-KIN-RNAi-attB2-Rv | GAAAGCTGGGTCGTGAAATTGTAC | 56.4

O programa utilizado no termociclador foi: um passo inicial de desnaturacdo a 94°C
por 2 minutos, apds seguiram-se 34 ciclos de 94°C por 30 segundos, 30 segundos para
anelamento em temperatura que variou para cada par de primers e 72°C de 60-70 segundos
(extensdo). Apo6s os ciclos, a reacdo teve a temperatura fixada 10 minutos em 72°C para a
polimerase terminar a sintese, e, ap0s, mantida a 10°C até sua utilizacdo. As temperaturas de
anelamento dos utilizadas para checagem das construcdes foram: 57°C para NtCDKG;2_Ove e
para NtCDKG;2_GFP, e 56°C para NtCDKG;2_RNAI.

3.18.2. Infeccdo de discos foliares e obtencéo de transgénicos estaveis

As plantas de N. tabacum crescidas em condigdes estéreis (item 3.1) ao atingirem em
torno de 6 semanas, tiveram duas folhas excisadas. Foram utilizados discos foliares retirados da
parte interna da lamina foliar para obtencéo das plantas transgénicas estaveis (superexpresséo e
RNAI) (Figura 11).
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Figura 11: Todo o perimetro do segmento foliar foi ferido, durante o préprio processo de corte,
para haver a liberacdo de moléculas sinalizadoras (acetoceringonas) reconhecidas por A.
tumefaciens, induzindo a transferéncia do T-DNA dessas bactériaspara 0 genoma vegetal
(Stachel et al. , 1985).

Esses discos foram colocados em uma placa de Petri com a face abaxial para cima e em
contato com uma solucdo de 20 ml de MS sdlido e 200 pl de suspensdo de A. tumefaciens
contendo a construgdo de interesse (Figura 12-A). ApOs incubacdo (ndo ultrapassando
temperatura de 28 °C) por dois dias, na auséncia de luz, os discos foram lavados com agua
destilada esteéril e transferidos para placas de Petri contendo meio MS 300 (item 3.21.5), para que
haja inducédo de calos (Figura 12-B). Com duas a quatro semanas, apds atingirem em torno de 1
cm de didmetro, os mesmos calos foram transferidos para novas placas de Petri contendo meio
M250 (item 3.21.6)de inducdo da parte aérea (Figura 12—-C). Ap0s crescerem as partes aereas,
elas foram excisadas (com um bisturi esterilizado) e transferidas para meio (MS + 200 pug/ml de
canamicina) de indugdo de raizes (figura X-D). Todas as placas de cultura de tecidos ficaram
armazenadas em camara de germinagédo sob condicdes controladas (16 horas de luz/ 8 horas de
escuro, a 27°C). Essa metodologia foi seguida para a construcdo ambos os tipos de plantas
transgénicas: com superexpressdao e com silenciamento de NtCDKG;2.Assim que as plantas
transgénicas enraizaram, atingindo em torno de 10 cm de tamanho, foram transferidas para sacos
com pequenos furos com substrato apropriado (Tropstrato HT - Vida Verde) e irrigacdo diaria
(Figura 12-E). Foram tratadas, a partir de entdo da mesma forma que as plantas selvagens (vide
item 3.1). Permaneceram com 0s mesmos cuidados e também foram levadas a casa de vegetacdo
(Figura 12-F).
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Figura 12. Passo-a-passo para obtencdo das plantas transgénicas. A) Discos foliares estéreis de
N. tabacum selvagem foram infectados com Agrobacterium contendo a construcdo de interesse.
B) Calos originados das bordas dos discos foliares. C) Partes aéreas originadas a partir dos calos;
cada calo representa um transformante independente, sendo que brotos originados do mesmo
calo sdo considerados iguais. D) Planta em meio de inducdo de raiz. E) As plantas foram
transferidas para saquinhos contendo substrato e adubo natural, cobertas por saco umedecido
para aclimatacdo. F) Planta transgénica adulta, em vaso contendo substrato, terra e adubo,
mantida em casa de vegetacdo com irrigacdo controlada.

3.18.3. Extracdo de DNA gendmico de N. tabacum

Todas as plantas tiveram a confirmacgdo de que realmente eram plantas transgénicas. Para
tanto, extraiu-se DNA gendmico e uma PCR foi feita utilizando-o como molde.O DNA
gendmico das plantas transgénicas e selvagens foi extraido seguindo o protocolo de Edwards et
al. (1991). Para a extracdo, um pedaco de folha foi pressionado entre a tampa e o corpo de um
tubo Eppendorf. Com isso, forma-se um disco foliar com tamanho uniforme para todas as
extragdes das diferentes plantas. O tecido foi macerado dentro do mesmo tubo, utilizando-se
pistilos de maceracdo estéreis, durante 15 segundos. Foram adicionados 400 ul do tampdo de
extracdo (200 mM Tris HCI pH 7.5; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA; 0.5% SDS). Apés agitadas
em vortex por 5 segundos, as amostras foram deixadas a temperatura ambiente por 1 hora.
Passado esse periodo, os tubos foram centrifugados a 13000 rpm por 1 minuto e 300 ul do
sobrenadante foram transferidos para novo tubo. Foram adicionados 300 ul de isopropanol e as
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amostras foram deixadas por 2 minutos a T.A. Centrifugou-se a 13000 rpm por 5 minutos, 0
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente, sendo
posteriormente ressuspendido em 100 pl de agua deionizada autoclavada. As reacdes de PCR
foram feitas utilizando-se 2,5 pl do DNA extraido de cada amostra. Depois de utilizadas, as

amostras extraidas foram armazenadas na geladeira, a 4°C.

3.18.4. PCR para checagem dos transgénicos

Para confirmar que o T-DNA estava presente nas plantas e elas eram, portanto,
transgénicas, foram feitas reacfes de PCR com DNA gendmico extraido de cada construcdo
(NtCDKG;2_Ove e NtCDKG;2_RNAI) e de N. tabacum selvagem (como controle negativo). Os
primers foram selecionados visando amplificar um produto que sé pode ser encontrado se a
planta for transgénica.. Para ambas construces, foi utilizado um primer interno (anela dentro do
gene de NtCDKG;2) e um primer externo, o qual reconhece uma sequéncia pertencente a regido
do T-DNA, porém, ndo pertencente ao gene. Os primers utilizados para amplificacdo de cada

construcao estdo representados na tabela 7.

Tabela 7: Primers utilizados para amplificacdo a partir de DNA genémico das plantas
transgénicas e checagem das construcoes

Construcéo Par de primers Sequéncia (5’2 3") Tm (°C) 50 mM

NtCDKG;2_Ove Promotor 35S ATGACGCACAATCCCACTATCC 57.1
SGN-U423624-Rv-gPCR | ACCTCAACAGGAGGCGTCAAAGAT | 60.1

NtCDKG;2_RNAI SGN-U423624-FW-gPCR | ACTGGTAGCTGCTAAGGTGCAGAA 60.1
INTRON CCACTAAGCGTGACCAGATAAAC 55.1

3.18.5. Expresséao transiente de NtCDKG;2_GFP em folhas de N. tabacum

A localizagcdo subcelular da proteina NtCDKG;2 foi determinada por expressdo
transitoria da proteina fusionada a proteina reporter GFP (Green Fluorescent Protein). Para isso,
células competentes de A. tumefaciens foram eletroporadas com a constru¢cdo NtCDKG;2_GFP e
utilizadas para infiltracdo de folhas jovens de N. tabacum. A preparagéo e infiltracdo da cultura

de A. tumefaciens foram feitas segundo Sawers et al. (2006). Uma coldnia de Agrobacterium
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contendo a construgdo NtCDKG;2_GFP, ja checada por PCR foi inoculada em 5ml de meio LB
liquido com os antibioticos adequados ( item 3.22), deixando-se os inoculos a 28°C com agitacao
de 200 rpm. Apos 24 horas, cada cultura foi centrifugada em um tubo Eppendorf, a 8000 rpm
por 2 minutos. O precipitado de células foi ressuspendido em 500 pl de meio de infiltracdo
(MES 10 mM e MgCI2 10 mM). A densidade oOptica (D.O.) de cada suspenséo foi determinada
por leitura da absorbancia a 600 nm,sendo a D.O. entre 0,2-0,3 ideal para infiltracdo. A D.O. foi
ajustada para tais valores, acrescentando-se meio de infiltracdo. Apos ajustes, foi adicionado
acetoseringona 100 uM ao meioCada suspensao foi utilizada para infiltrar folhas de N. tabacum,
com auxilio de uma seringa. Apos leve ferimento com a seringa na superficie abaxial das folhas,
uma pequena pressdo foi exercida permitindo a entrada do meio de infiltracdo, contendo as
agrobactérias transformadas, dentro dos tecidos foliares. Apoés infiltracdo, as plantas foram
mantidas a temperatura ambiente por 4-5 dias. Cortes das folhas infiltradas foram colocados em
laminas cobertas por laminulas e analisados em microscopio de fluorescéncia, em um
comprimento de excitacdo de 488 nm e de emissdo 510-590 nm. Para controle negativo de
infiltracdo e marcagéo por GFP, foram utilizadas folhas ndo infiltradas de plantas selvagens de
N. tabacum.

3.19. EXPRESSAO HETEROLOGA

Apds a obtencédo do plasmideo pENTRY-NtCDKG;2_cs, o mesmo foi transferido para os
vetores de expressdo de proteinas pDEST15 e pDEST17 via reacdo LR de recombinacdo
conforme descrito no item 3.16.4. Os plasmideos resultantes, agora denominados pEXP15-
NtCDKG;2(plasmideo de Expresséo de NtCDKG;2 com cauda de GST) e pEXP17-
NtCDKG;2(plasmideo de Expressdo de NtCDKG;2 com cauda de histidina), foram utilizados
para transformar células de E. coliDH10B por eletroporagdo. Apds confirmacdo por digestdo e
sequenciamento, estes vetores foram utilizados para transformacdo de 3 linhagens de E. coli:
BL21(DE3)CodonPlusRP, BL21(DE3)Rosetta e Arctic Express' "(DE3)RIL apropriadas para a
expressao de proteinas heterologas.

Na tabela 8, estdo dispostas algumas caracteristicas descritas paras as cepas utilizadas
nesse trabalho.
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Tabela 8: Linhagens de expressdo utilizadas e um resumo de suas caracteristicas
v . Positiva para o aspecto em questdo; X: negativa para o aspecto em questdo; PH:

Proteina heterologa;

Linhagem tRNASs para os seguintes | Promotor que | Indutor Deficiéncia | Chaperonas
bacteriana cédons raros em E. coli controla em EndAl
expressdo da PH
BL21(DE3) Codon Arginina (AGA e T7 viral IPTG v X
plus RP AGG) e Prolina
(CCC)
BL21(DE3)Rosetta Arginina (AGG e AGA), Idem acima IPTG v X
Glicina (GGA),
Isoleucina (AUA),
Leucina (CUA) e Prolina
(CCQC)
Arctic Express'™ Arginina (AGA, Idem acima IPTG v Cpn60 e
(DE3)RIL AGG), Isoleucina Cpn10
(AUA) e Leucina
(CUA)

3.19.1. Inducdo da expressao da proteina NtCDKG;2

Cada uma das cepas foi eletroporada com cada uma das duas construcdes (pEXP15-
NtCDKG;2 e pEXP17-NtCDKG;2) separadamente. Devido as diferencas existentes nas cepas,
algumas distin¢cbes como quantidade de IPTG adicionado e tempo de inducdo foram respeitadas

para cada cepa. Além disso, visando otimizar a expressdao, ambas as cepas

BL21(DE3)CodonPIlusRP e BL21(DE3)Rosetta foram submetidas a duas temperaturas de
inducdo, 37 °C e 28°C. No total, foram feitas 10 expressOes separadamente. Para facilitar a

visualizacdo dos experimentos, os dados foram dispostos na tabela 9.

52




Tabela 9: Diferencgas na expressao em cada cepa

Plasmideo de | Cepa Antibidticos (cepa e T (°C) de Indutor - T (°C) de Tempo de
expressao plasmideo) incubagdo e | concentracdo inducéo inducéo
rpm
pEXP15- BL21(DE3) Cloranfenicol -50 pg/ml 28-150rpm | IPTG-0.5mM | 28 4 horas
NtCDKG;2 CodonPlusRP Ampicilina 50 pg/ml 37 -220 rpm 37
pEXP15- BL21(DE3) Cloranfenicol - 34 pg/ml 28-150rpm | IPTG-0.1mM | 28 3 horas
NtCDKG;2 Rosetta Ampicilina 50 pg/ml 37 — 220 rpm 37
Idem acima Arctic Express'™ | Gentamicina - 20 pg/ml 30-230rpm | IPTG -1mM 11 24 horas
(DE3)RIL Estreptomicina - 75 pg/ml
Ampicilina 50 pg/ml
pEXP17- BL21(DE3) Cloranfenicol -50 pg/ml 28-150rpm | IPTG-0.5mM | 28 4 horas
NtCDKG;2 Codon plus RP Ampicilina 50 pg/ml 37 — 220 rpm 37
Idem acima BL21(DE3) Cloranfenicol - 34 pug/ml 28-150rpm | IPTG-0.1mM | 28 3 horas
Rosetta Ampicilina 50 pg/ml 37 — 220 rpm 37
Idem acima Arctic Express'™ | Gentamicina - 20 ug/ml 30-230rpm | IPTG-1mM 11 24 horas
(DE3)RIL Estreptomicina - 75 pg/ml
Ampicilina 50 pg/ml

Apo6s serem transformadas com as constru¢bes pEXP15-NtCDKG;2 e pEXP17-
NtCDKG;2, as células das linhagens BL21(DE3) CodonPlusRP, BL21(DE3)Rosetta e Arctic
Express'™ (DE3)RIL foram submetidas & indugdo de expressdo das proteinas recombinantes,
conforme descrito a seguir. Da placa contendo células de E. coli transformadas com os
plasmideos de expressdo, uma colbnia isolada foi recuperada, e um in6culo foi preparado com 5
mL de meio LB suplementado com os antibioticos adequados, nas concentragbes apropriadas.
Ap0s crescimento (16-20 horas), a 37°C, sob agitacdo (200 rpm), em um Erlenmeyer, contendo
50 mL de meio LB suplementado com os antibidticos apropriados, foram adicionadas
quantidades diferentes dos pré-indculos: das células Codon Plus e Rosetta, colocou-se 1 ml de
cultura; das células ArcticExpress, foram colocados 60 pl de cultura. A seguir, esses novos
inoculos foram incubados (até 0 momento da indugdo) em temperaturas e agitacbes tambem
distintas (ver tabela 9). Apds as culturas atingirem D.O. goonm ~ 0,4 — 0,6, foi retirada uma
aliquota de 1mL, que foi utilizada como tempo zero (pré-inducéo), e adicionou-se IPTG (para
todas as construc@es), para inicio de inducdo da expressdo. As quantidades de IPTG adicionadas

variaram entre 0.1 mM e 1mM, as temperaturas de inducdo variaram de 11°C a 37°C, enquanto
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0s tempos de inducdo variaram de 3h a 24h, para as duas proteinas recombinantes, nas trés cepas
diferentes. Para maiores detalhes, consultar a tabela 9. Ao término das indugdes, as culturas
foram centrifugadas a 4°C, por 10 minutos, a 5000 rpm, para a obtengdo dos precipitados
celulares. Ao final das centrifugacGes, o sobrenadante foi descartado, e as células precipitadas
foram estocadas em freezer -20°C, para posterior lise celular, e analise dos extratos proteicos em
SDS-PAGE.

3.19.2. Lise bacteriana para liberacéo das proteinas

Apds as culturas terem sido induzidas e peletizadas, os precipitados bacterianos foram
ressuspensos em 5 ml de tampdo de lise [Fosfato de potassio 1M (2 ml), acrescido do inibidor de
proteases (500ul), lisozima (5 ml), glicerol (1 ml) e 4gua deionizada autoclavada (em g. s. p. 100
ml)]. Apoés estes precipitados serem incubados em gelo, nestas solugdes de lise, por 30 minutos,
deu-se inicio ao processo de sonicacdo, para a lise celular. Todas as amostras foram sonicadas,
empregando-se 6 pulsos de 30 segundos cada (Vibracell ™ - Sonic & Materials Inc, Dunbury,
CT, USA) a 60W de poténcia, com intervalos de 1 minuto mantidos no gelo. Ao final, a
suspensdo celular resultante foi centrifugada por 40 minutos, a 12000g e 4°C, em centrifuga
Eppendorf (modelo 5810R), o sobrenadante transferido para um novo tubo, e o precipitado foi,
entdo, ressuspenso com 5 ml do mesmo tampédo de lise. ApGs 0 preparo, 0s extratos proteicos

foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

3.19.3. SDS-PAGE

Tanto os géis que foram corados com Comassie Blue quanto os géis cujas proteinas
foram transferidas por Wester foram preparados e corridos conforme descrito a seguir. O tempo
de corrida foi de aproximadamente 30 minutos até o empacotamento das amostras (60 V)
acrescidos a 2 horas (corrida a 100 V).

Os geis de separagdo foram feitos na concentragdo de 12.4%. Para fazer 2 géis, mistura-se
2 ml de BisAcrilamida, 1.25 ml de Tris (1.5M e pH 8.8), 50 ul de SDS (10%), 25 pl de
persulfato de amonénio (10%) (PlusOne), 2.5 ul de TEMED (Sigma) e 1.35 ml de agua
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deionizada autoclavada. Os géis de empacotamento diferem dos géis de separagdo na
porcentagem de acrilamida. No caso, fez-se dois géis a 3% misturando 175 ul de BisAcrilamida,
190 pl de Tris (1 M e pH 6.8), 15 ul de SDS (10%), 15 ul de persulfato de aménio (10%), 1.5 ul
de TEMED e 1.3 ml 4gua deionizada autoclavada.

O marcador de peso molecular utilizado nos géis corados com comassie foi o LMW
Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare). Ja 0 marcador de peso molecular
utilizado no gel para transferéncia foi o Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder
(Thermo Scientific).

3.20. TRANSFERENCIA PARA MEMBRANA E WESTERN BLOT

Depois de submetidas a eletroforese em gel de acrilamida, as amostras foram transferidas
a uma membrana para deteccdo de proteinas com anticorpos. A membrana e o gel sdo dispostos
lado-a-lado e submetidos a uma corrente de forma que as proteinas possam ser movidas do gel
para a membrana e, entdo, reconhecidas pelos anticorpos especificos.

Inicialmente, cortou-se o material a ser utilizado: membrana de transferéncia Hyband-C
extra, papel filtro (4 por gel), fibra (2 por gel). Esse material foi deixado por 30 minutos no
tampéo de transferéncia. A seguir, preparou-se o aparato de transferéncia na seguinte ordem:
fibra, 2 papéis-filtro, membrana, gel a ser transferido, 2 papéis-filtro e fibra. Tudo isso foi
colocado em um cassete, dentro da cuba com tampéo e gelo. O aparato foi submetido a uma
corrente de 100 V por 1 hora. Apds a corrida, a membrana foi corada com solucdo de Ponceau
por 3 minutos, agitando manualmente. Os po¢os e o marcador foram delineados a lapis. A seguir,
foi acrescida a solucdo bloqueadora (1 g de leite em pd diluido em 20 ml de TBS) deixando
overnight a 4°C. No dia seguinte, a membrana é lavada 3 vezes (10 minutos cada lavagem) com
TBS. A seguir, ela é incubada com o anticorpo primario (ver tabela 10) por 2 horas. Apos esse
periodo, ela é lavada com TBS por mais 3 vezes de 10 minutos cada e incubada com o anticorpo
secundario (Anti-mouse IgG conjugado a peroxidase— A4416/Sigma) por 1 horas. Apés a
marcacgdo do anticorpo secundario, a membrana foi lavada 3 vezes (10 minutos cada) com TBS e

revelada.
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Tabela 10: anticorpos utilizados para marcacao

Plasmideo | Tag Anticorpo primario Produzido em | Diluicdo utilizada
pDEST15 | GST Anti-GST Rato 1:2000
pDEST17 | HIS Anti-His Rato 1:4000

3.20.1. Revelacédo do Western por ECL (Enhanced Chemiluminescent)

Esse protocolo de revelagéo foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Luis Lamberti Pinto da
Silva. Ap6s a lavagem final, a membrana é lavada com PBS para retirar 0 Tween e nédo
comprometer a deteccdo. Em sala escura, foram misturadas as solucbes 1 e 2 (itens 3.23.4 e
3.23.5), deixando-as em contato com a membrana a ser marcada por 2 minutos. A membrana foi
colocada dentro de um plastico, em um cassete de autoradiografia. O filme foi colocado em
contato com a membrana. A incubacdo inicial foi feita por 3 minutos. A seguir, um novo filme
foi colocado em contato por 30 minutos. Apos a revelacdo do filme a marcagdo foi muito forte.

Por isso, a membrana foi colocada em contato com um novo filme, por 1 minuto.

3.21. MEIOS DE CULTURA

Meios de culturas foram preparados dissolvendo 0s componentes abaixo em agua
destilada ou agua deionizada. A esterilizagdo foi feita autoclavando os meios por 20 min a 1 atm
(autoclave vertical 415-Fanem) ou, quando necessario, por filtracéo.

3.21.1. Meio LB (Luria-Bertani)

Adicionar 10g/L triptona, 5g/L extrato de levedura e 10g/L NaCl em qg. s. p. 1 litro de
agua destilada. Para obtencdo do meio sélido foram acrescentados 1g de agar por cada 100ml de
meio liquido. Depois de preparado, o meio foi autoclavado.
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3.21.2. Meio MAS para Agrobacterium (Mininum A sucrose)

Foram adicionados 50 ml de meio 5X A, 2,5 ml de sacarose 20%, 0,5 ml de MgSO4
20%, 0,125 ml de tiamina (10 mg/ml) em g.s.p. 245 ml de agua destilada contendo agar (192ml
de &gua destilada + 3g de bacto Agar) previamente autoclavada. Os componentes desse meio
devem ser preparados separadamente e esterilizados de forma adequada.
Sacarose 20%
Este componente deve ser esterilizado em filtro de 0,22 pm e armazenado a 4°C.
MgSO,4 20%
Autoclavado e armazenado a 4°C.
Tiamina (10mg/ml) - Esse componente deve ser esterilizado em filtro de 0,22um e armazenado a
-20°C.

3.21.3. Meio 5X A

Foram misturados 13,8 g de K2HPO4, 4,5 g de KH2PO4, 1,0 g de (NH4)2S04, 0,5 g de

citrato de sddio em g.s.p. 200 ml de agua destilada. O meio foi autoclavado e armazenado a 4°C.

3.21.4. Meio MS para plantas (Murashige e Skoog, 1962)

Foram adicionados 4,49 de sais MS, 30g de sacarose, 0,5 g de MES em g.s.p. 1 litro de
agua destilada. O pH do meio foi ajustado para 5,8 com KOH 4N. Para obtencdo do meio sélido

foram acrescentados 1,75¢ de agar (DIFCO) para cada 250ml de meio liquido.

3.21.5. Meio MS 300 — Inducéo de calos

A 40 ml de MS sdlido foram adicionados 0,8 pl de NAA (estoque - 5 mg/ml), 40 ul de
BAP (estoque - 1 mg/ml), 80 pl de cefotaxina (estoque - 250 mg/ml) e 160 pl de canamicina
(estoque - 50 mg/ml).
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3.21.6. Meio MS 250 - Inducéo de parte aérea

Para 40 ml de MS solido foram acrescentados 40 pl de BAP (estoque - 1 mg/ml), 40 ul

de cefotaxina (estoque - 250 mg/ml) e 160 pl de canamicina (estogue - 50 mg/ml).

3.21.7. MES (100mM) — 25 ml

Foram adicionados 0,5331 g de MES em 20 ml de agua destilada. O pH foi ajustado para
5,6 com KOH e o contetdo foi completado em q.s.p. 25 ml com &gua deionizada. Filtrar com

seringa com filtro 0,45 uM e estocar a 4°C.

3.22.ANTIBIOTICOS

Quantidades apropriadas de cada antibidtico foram pesadas e dissolvidas em agua
deionizada. Em seguida, a solucéo foi esterilizada em filtro de 0,22 um. Foram feitas aliquotas
que permaneceram estocadas a -20°C. A concentracao final dos antibioticos em meios de cultura

esta descrita na tabela 11 para E. coli e A. tumefaciens.

Tabela 11: Concentracdo final dos antibidticos utilizados nos meios de cultura, para selecdo de
bactérias

PLASMIDEO CONSTRUCAO Antibiético Concentracéo indicada para
E. coli A. tumefaciens

TOPO _TAPCR 2.1 | Clonagem Canamicina 50 pg/ml -

pDONR221 Entrada no sistema Gateway

pK7WG2 Superexpressao Estreptomicina 12,5 pg/ml 300 pg/ml

pK7FWG2 Fusdo com GFP Espectinomicina 50 pg/ml 100 pg/ml

pK7GWIWG2(I) RNAI

pDEST15 Expressdo em E. coli - tag GST Ampicilina 100pg/ml -

pDEST17 Expressdo em E. coli — tag HIS

A fim de eliminar resquicios de Agrobactérias apds a infeccdo dos discos foliares, foi
utilizado o antibiético cefotaxima sédica. A canamicina também foi acrescentada ao meio de

cultura de plantas visando selecionar apenas as celulas transformadas que possuem o vetor de
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expressdo de interesse. Ambos antibidticos foram colocados nas concentracdes designadas nos
itens 3.21.5e 3.21.6.

3.23. TAMPOES E SOLUCOES

3.23.1. Tampao de transferéncia

Esse tampédo é preparado adicionando 3.03 g de Tris, 14.4 g de glicina e 200 ml de

metanol a g.s.p. 1 litro de agua deionizada. O tampao foi colocado a -20°C para refrigerar.

3.23.2. Solucéo corante de Ponceau

Dissolveu-se 0,5 g de Ponceau e 2,5 ml de acido acético em 250 ml de agua destilada.
Apbs solubilizado, filtrar em papel filtro e estocar em vidro ambar.

3.23.3. TBS

Misturou-se 1.21 g de Tris, 4.38 g de NaCl e 250 pl de Tween 20 a g. s. p 500 ml de agua

deionizada.

3.23.4. ECL-Solucéo 1

Misturou-se 1ml de Tris/HCI 1M pH 8.5, 100 pl de Luminol 250 mM, 44 ul de p-
coumaric acid 90 mM e 8.85 ml de &gua deionizada.
Lumilol = 3-aminophthalhydrazide (Fluka): 0.44 g em 10 ml de DMSO (Dimetilsulfoxido —
Sigma).
p-coumaric acid (Sigma): 0.15 g em 10 ml de DMSO.
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3.23.5. ECL-Solugéo 2

Misturou-se 6 pl de H,O, 30%, 1 ml de Tris/Hcl 1M pH 8.5 e 9 ml de 4gua deionizada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ANALISES IN SILICO EM BUSCA DA SEQUENCIA CODIFICADORA
COMPLETA DA CDK DE N. TABACUM

SCI1é um inibidor do ciclo celular tecido-especifico, capaz de regular a proliferacdo e a
diferenciacédo celular na zona secretoria do estigma e no tecido transmissor do estilete (DePaoli
et al., 2011). A fim de auxiliar na compreensdo do mecanismo de acdo da proteina SCI1 no ciclo
celular, o aluno Edward José Strini (atual Doutorando da PG-Genética, FMRP) realizou um
ensaio de pull-down utilizando a proteina recombinante SCI1-GST como isca e um extrato
proteico de estigmas/estiletes, enriquecido com proteinas nucleares, como presas para detectar as
proteinas que interagem com SCI1. Dentre as proteinas identificadas, havia a CDK10/11 de R.
communis, cuja sequéncia de aminoacidos esta disponivel no Anexo I.

A sequéncia correspondente @ CDK10/11 de R. communis foi buscada para a espécie N.
tabacum em bancos de dados online publicos, como SOL (Solanaceae Genomics Network -
http://solgenomics.net/) e DFCI (Tobacco Gene Index - http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-
bin/tgi/gimain.pl?gudb=tobacco). O banco de dados DFCI contém as sequéncias de ESTs de
estigmas/estiletes de N. tabacum pertencentes ao banco de dados TOBEST (Tobacco Expressed
Sequence Tags; Quiapim 2009). Utilizando a sequéncia de aminoacidos da CDK10/11 de R.
communis como query no DFCI, as buscas por tBLASTn resultaram na sequéncia TC113039 de
N. tabacum. O alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos de R. communis e de TC113039
esta disposto no Anexo Il. A seguir, a sequéncia de nucleotideos de TC113039 foi utilizada para
analises no banco de dados SOL, encontrando a sequéncia unigeneSGN-U423624 de N.
tabacum. Apds alinhamento entre essas sequéncias, constatou-se que a sequéncia proveniente do
DFCI era incompleta e correspondia a porc¢éo final (3”) da sequéncia codificadora de interesse. O
alinhamento entre as sequéncias recuperadas nos bancos de dados DFCI e SOL séo apresentadas
no Anexo Ill. Uma busca no banco de dados TAIR (The Arabidopsis Information Resource —
www.arabidopsis.org), utilizando a ferramenta tBLASTx e fornecendo a sequéncia SGN-
U423624 como query, recuperou o gene At1g67580.1 de A. thaliana, o qual corresponde a uma

quinase da classe G e tipo 2 - CDKG;2. O alinhamento entre os aminoacidos dessas sequéncias
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(Anexo 1V) sugere que SGN-U423624 contém a sequéncia codificadora da CDK de N. tabacum
completa. A quinase pertencente a classe G das CDKs de A. thaliana ainda ndo havia sido
descrita até o inicio do presente trabalho. Para cloné-la e estudar sua fungdo em N. tabacum, os
primers foram desenhados baseando-se na sequéncia codificadora de SGN-U423624 disponivel
no SOL.

4.2. AMPLIFICACAO DA REGIAO CODIFICADORA DE NtCDKG;2

A partir da sequéncia obtida no banco de dados SOL, SGN-U423624, foramdesenhados
primers flanqueando a sequéncia codificadora do gene (item 3.14). A amplificacdo por PCR da
regido codificadora da CDKG;2 de N. tabacum foi feita a partir de cDNAs de estigma e estilete
de N. tabacum. O produto da PCR foi aplicado em gel de agarose e submetido a uma corrida de
eletroforese, sendopossivel a visualizagdo da banda de tamanho esperado, aproximadamente
2010 pb (Figura 13).

B
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Figura 13: Analise por eletroforese, em gel de agarose 1%, do produto da PCR para
amplificacdo da sequéncia codificadora completa do gene NtCDKG;2. M: Marcador de peso
molecular (1 kb Plus DNA ladder - Invitrogen); A banda de ~2010pb corresponde a regido
codificadora do gene NtCDKG;2.

A banda,de aproximadamente 2010pb, foi excisada do gel e purificada pelo método

fenol/cloroférmio. O produto foi clonado no vetor pPCR®2.1-TOPO®e transferido a bactérias
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competentes. O tamanho do plasmideo gerado é de 5941 pb. Apos a clonagem, foram feitas
mini-preparacdes de DNA plasmidial, pelo método da lisozima, de 8 col6nias isoladas. A seguir,
esses DNAs foram digeridos com a enzima Hindlll, a qual possui um sitio de clivagem na
sequéncia do vetor pCR®2.1-TOPO® outro sitio a 910 nucleotideos do inicio da sequéncia
codificadora. Apos a clivagem com a enzima de restricdo, os padrbes de bandas esperados dos
fragmentos inseridos eram de 4973 pb e 968pb. Caso a clonagem tenha ocorrido na orientacao
inversa, o plasmideo seria linearizado e constituiria um fragmento de 5941 pb. Os resultados

podem ser visualizados no gel de agarose da Figura 14.

@2341\455?3

R - e Al
E—
. - —
~ 4973 pb - ==
._-- s

—
—

~968ph-| @

Figura 14: Checagem da clonagem da sequéncia codificadora de NtCDKG;2 no vetor pCR®2.1-
TOPO®. Os DNAs das mini-preparacdes foram digeridos com a enzima Hindlll e submetidos a
uma eletroforese. M: Marcador de peso molecular (1 kb Plus DNA ladder - Invitrogen); 1 a 8:
amostras de DNA plasmidial digeridas com a enzima de restricdo. A amostra 1 possui o padréo
de bandas esperado,4973pb e 968pb.

O DNA relativo a amostra 1 apresentou o padrdo de fragmentos desejados apds a
clivagem com Hindlll. A amostra foi, entdo, tratada com RNase, limpa pelo método
fenol/cloroférmio, quantificada (1,1 pg/ul) e denominada NtCDKG;2_TOPO. Apds o
sequenciamento do clone, o gene foi denominado NtCDKG;2 (CDKG;2 de N. tabacum), como
uma inferéncia ao seu ortdlogo em A. thaliana, CDKG;2 . A sequéncia NtCDKG;2 possui 2010

pb, codificando uma proteina de 669 aminoacidos, incluindo a metionina inicial. A sequéncia

63



completa da codificadora de NtCDKG;2 ¢é apresentada no Anexo V. Ap0s 0 sequenciamento
completo de NtCDKG;2, foi possivel realizar analises in silico com o objetivo de encontrar

dominios conservados em quinases ¢ CDKSs.

4.3. ANALISES IN SILICO DA SEQUENCIA NtCDKG;2

O alinhamento entre a sequéncia NtCDKG;2 e a sequéncia SGN-U423624 resulta em
99% de identidade e é apresentado no Anexo VI.A fim de descobrir regibes que possuam
dominios conservados para quinases, foram feitas analises com a sequéncia de aminoacidos de
NtCDKG;2 nos programas Conserved domains do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) e Motif Scan (http://hits.ishb-sib.ch/cgi-
bin/PFSCAN).

A andlise da sequéncia de aminoacidos de NtCDKG;2 no NCBI mostrou que os dominios
conservados em quinases cobrem grande parte da regido C-terminal da proteina (Figura 15).
Podem ser visualizados os dominios: STKc_CDC2L1 [Serine/Threonine Kinases (STKSs)
subfamilia Cell Division Cycle 2-like 1 (CDC2L1); E-value 0e+00] entre os aminoacidos 318 a
614; e PLNO009 (dominio tipico de CDKs; E-value 1,8e-100) entre os aminoacidos 321 a 617.
Entre os aminoacidos 320 e 620 foram encontrados também os sitios de ativacdo, ligagdo a ATP,
ligacdo a substrato, loop de ativagéo e a interface CDK/ciclina.

Os resultados das anélises no NCBI(Figura 15) indicam que os principais dominios
conservados em quinases encontram-se na por¢cdo C-terminal da proteina NtCDKG;2, assim
comonos resultados obtidos atravésdas analises realizadas noMotif Scan (Figura 16). Além disso,
foram encontrados putativos dominios de sinalizagdo para localizacdo nuclear. Todos o0s

dominios encontrados através dessas analises estdo indicados no Anexo V.
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Figura 15:Resultado da analise de dominios conservados na NtCDKG;Z feita pelo software
Conserved Domains (NCBI).
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Figura 16: Analises in silico realizadas no software Motif Scan em busca de dominios
conservados na sequéncia de aminoacidos de NtCDKG;2. Os dominios caracteristicos de
quinases e CDKs estdo situados na porcdo C-terminal da sequéncia de aminoacidos de
NtCDKG;2.

Foram feitas analises da sequéncia gendmica do ortélogo de NtCDKG;2 em A.
thaliana(At1g67580) no banco de dados TAIR, ja que esse organismo possui 0 genoma
sequenciado. A sequéncia gendmica de A. thaliana possui 6 éxons, sendo que o primeiro e maior

deles, possui 1716 nucleotideos.
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4.4. ANALISE DA EXPRESSAO DO GENE NtCDKG;2 EM PLANTAS
SELVAGENS

A partir da sequéncia de NtCDKG;2, foram desenhados primers para estudar os niveis de
expressdo do gene nos estigmas/estiletes em diferentes estadios de desenvolvimento floral e nos
diversos 6rgdos de N. tabacum. A quantificacdo dos transcritos foi realizada por gqRT-PCR e 0s
primers foram desenhados em uma regido ndo conservada do gene, entre as bases 372 e 515, a
fim de ndo mensurar equivocadamente transcritos de outras CDKs. Para a andlise de expressao,
os diferentes Orgdos (raiz, caule, folha, sépala, pétala, estame, estigma/estilete e ovario) de
plantas selvagens (SR1) foram coletados e tiveram seu RNA extraido. Esses RNAs serviram
como moldes para a sintese de cDNAs pela transcriptase reversa. Para normalizacdo das
expressdes, foram utilizados os genes de referéncia GAPDH (glyceraldehyde 3- phosphate
dehydrogenase) e RPL2 (ribosomal protein L2). Ambos 0S genes possuem expressao

constitutiva nos diferentes 6rgaos de N. tabacum.

4.4.1. NtCDKG;2 é expressa nos diferentes 6rgdos de N. tabacum

A fim de mensurar o nivel de expressdo de NtCDKG;2 nos diferentes 6rgdos de N.
tabacum, foi extraido RNA total de duas amostras bioldgicas, conforme descrito no item 3.17.3.
Apos extragdo do RNA, o mesmo teve sua integridade analisada por corrida em gel de
eletroforese. No gel (Figura 17) observam-se os de RNA totais extraidos, além de bandas mais
demarcadas, as quais correspondem as subunidades ribossomais 18S e 28S, indicando a
integridade do RNA extraido.
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Figura 17:Gel de RNAs extraidos dos diferentes 6rgdos de N. tabacum. R: raiz; C: caule; F:
folha; S: sépala; P: pétala; Est: estame; E/E: estigma/estilete e Ov: ovario. Pode ser visualizado
um rastro de RNA, bem como duas bandas mais definidasem todas as amostras. Essas bandas
correspondem as subunidades 18S e 28S, evidenciando a integridade do RNA extraido.

Apos extraido, foi avaliado se 0 RNA apresentava contaminacdo com DNA gendmico.
Essa analise foi realizada através de teste de amplificacdo por qRT-PCR com primers do gene de
referéncia GAPDH.N&o houve amplificacdo em nenhuma amostra, portanto, o RNA foi
considerado livre de DNA. Assim, os RNAsdos oito 6rgdos selecionados para analise da
expressdo foramutilizados como molde para a sintese de cDNA. As reacfes de gRT-PCR foram
feitas pelo método relativo com base nos genes de referéncia GAPDH e RPL2. Os graficos de
expressao relativa foram gerados apoOs analises pelo método delta-delta Ct (Pfaffl, 2001),
comparando-se as médias dos valores obtidos para o gene NtCDKG;2 com as médias dos genes
de referéncia. As médias de expressdo das duplicatas bioldgicas e o desvio padrdo apresentado

entre elas sdo mostrados na Figura 18.

67



NtCDKG;2

Q 25

ua 2 -
nti 1,5
fic 1- I I E
ac o5 -
ao 0 - | | | |
o »

Re b A% > D
Q‘) Cjbo Q %' Q_,Q‘b ,Q'Q'\"b Q)%\%&

& Q X
Q) Q"b*\
§)

Diferentes

Figura 18: Analise da expressao relativa de NtCDKG;2 nos érgdos de N. tabacum. O nivel de
expressdo de NtCDKG;2 no estigma/estilete (E/E) é igual a 1 u.a (unidade arbitraria). A
expressdo de NtCDKG;2 nos demais orgaos foi analisada em relacdo ao resultado obtido para
estigma/estilete utilizando os genes de referéncia GAPDH e RPL2. As barras indicam os valores
médios da expressdo de NtCDKG;2 apresentados para as duplicatas bioldgicas de O6rgaos
analisados.

Pode ser observado que o gene NtCDKG;2 possui expressdo ubiqua em todos os 6rgdos
de N. tabacum. O gene possui 0 menor nivel de expressao no estigma/estilete, seguido por uma
expressao em torno de 1,8 vezes maior em caule e 1,9 vezes maior em pétala e ovario. Estames e
folhas expressam o gene NtCDKG;2 em torno de 2,2 vezes maisque estigma/estilete. A seguir,
0s 6rgdos com maiores niveis de expressdo sao raiz (2,5 vezes mais expresso) e sépala, sendo
que, nas sepalas, NtCDKG;2 é 2,7 vezes mais expresso quando comparado aos niveis de
expressao no estigma/estilete.

Com a finalidade de analisar se esse padrdo de expressdo ubiquo da CDKG;2 também é
observado em outras espécies, fez-se uma analise in silico da expressdo no ortélogo de CDKG;2
em A. thaliana, o gene At1g67580 (AtCDKG;2), no software Arabidopsis eFBrowser do banco
de dados The Bio-array Resource for Plant Biology(http://bar.utoronto.ca/welcome.htm). Para

fins de comparagdo com as estruturas analisadas em N. tabacum, foram utilizados dados de
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expressao absoluta dos seguintes orgdos de A. thaliana: raiz, caule (do segundo internd), folha
em roseta (estadio 12), sépala, pétala, estame e carpelo (esses quatro ultimos provenientes de
botBes florais no estadio 15). As folhas do caule e as outras estruturas nos demais estadios foram
desconsideradas. As quantidades absolutas de transcritos AtCDKG;2 presentes nas diferentes

estruturas sdo encontradas na Figura 19.
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(The Bio-array Resource for Plant Biology; http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/output/efp-vz6aoA.html)
Figura 19: Andlise da expressao absoluta do gene AtCDKG;2(acesso At1g67580) nos diferentes
orgdos de A. thaliana. A expressdo absoluta considerada é baseada em experimentos de
microarranjo e as unidades sao arbitrarias.

Pode-se observar que, de modo semelhante ao que acontece em N. tabacum, esse gene €
expresso em todos os Orgaos analisados. Entretanto, em A. thaliana, os menores niveis de
expressdo sao encontrados na folha em roseta, seguido do caule e da raiz. A seguir, sépala,
estame e carpelo possuem indices de expressdo absoluta menores que os anteriormente citados,
porém, semelhantes entre si. Em A. thaliana, o 6rgdo que possui niveis mais elevados de

transcritos de CDKG;2 ¢ a pétala.

69



Experimentos de microarranjo, gRT-PCR e MPSS (Massively Parallel Signature
Sequencing) foram realizados por Menges et al (2005) a fim de estudar os padrdes de expressao
absoluta de genes reguladores de ciclo celular em duas linhagens celulares de A. thaliana. O
estudo expds dados de experimentos contendo anélises dos niveis absolutos de transcritos de
CDKs, inibidores de ciclo celular e ciclinas.As expressdes foram categorizadas em trés niveis:
alta, média e baixa. Os tecidos analisados foram agrupados em: mudas inteiras, plantas inteiras,
tecidos aéreos, folhas em roseta, folhas do caule, raiz, flores, pélen, peciolo, tumor de caule e
calos celulares. Em A. thaliana, as CDKs sdo expressas, em menor ou maior grau, em todos 0s
tecidos analisados. De acordo com os autores, as CKLs sdo as quinases que apresentam maior
tecido-especificidade se comparadas as outras CDKs. A CDKA;1 é a Unica entre das CDKs que
possui altos indices de transcritos em todos grupos de tecidos. A CDKG;1 apenas nao possui alta
expressdo em polen e calos, porém, nesses tecidos sua expressao € média. As maiores diferencas
em niveis absolutos de expressao sdo encontradas em CDKB2;2. Esse gene possui altas taxas de
transcritos em flores e polen, taxas meédias em mudas, tumor de caule e calos e baixos niveis em
plantas inteiras, tecidos aéreos, raiz e flores. Nessas analises, 0 gene CDKG;2 de A. thaliana teve
sua expressao analisada somente por microarranjo e MPSS. De acordo com esses experimentos,
0 gene CDKG;2 apresentou transcricdo em todos tecidos analisados, com altos niveis de
expressdao em mudas e calos e a menor expressdao foi verificada em polen.Dessa forma, as
andlises de expressdo de CDKG;2 realizadas em A. thaliana, tanto in silico quanto por Menges et
al. (2005),indicam que a expressao desse gene ocorre em todos tecidos. Esses resultados sé&o
semelhantes aos encontrados para o estudo de expressdo de NtCDKG;2 nos diversos 6rgéaos de

N. tabacum.

44.2. A expressaio de NtCDKG;2 é regulada ao longo do desenvolvimento do
estigmal/estilete

Para compreender a funcdo de NtCDKG;2 no desenvolvimento do pistilo, o seu nivel de
expressao foi avaliado em cada um dos 12 estadios de desenvolvimento floral de N. tabacum
(Koltunow et al., 1990),através deqRT-PCR. O padrdo de expressdo de NtCDKG;2 nos
estigmas/estiletes nos diferentes estadios de desenvolvimento floral foi comparado aos genes de
referéncia, GAPDH e RPL2 e é mostrado na Figura 20.
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Figura 20: Padréo de expressao do gene NtCDKG;2 nos diferentes estadios de desenvolvimento
floral de N. tabacum. O grafico mostra a quantificacdo relativa dos transcritos de NtCDKG;2

normalizada em relacdo a expressao dos genes de referéncia GAPDH e RPL2.

Pode-se observar que os niveis de expressdo de NtCDKG;2 ao longo dos diferentes
estadios de desenvolvimento floral sdo bem diferenciados. Durante os estadios iniciais de
desenvolvimento floral, estadios 1, 2 e 3, os niveis de expressao desse gene encontram-se entre
0,77 (estadio 2) e 1 (estadio 1). A seguir, 0 gene possui uma expressdo diminuida nos estadios 4
a 8, oscilando entre 0,54 (estadio 5) e 0,63 (estaddio 4). Durante o estadio 9, observa-se que
NtCDKG;2 possui expressdao equivalente ao estddio inicial. Entretanto, nos estadios
imediatamente anteriores a antese (10 e 11), os niveis aumentam consideravelmente. O estadio
10 possui uma expressdo 1,7 vezes maior e o estadio 11 possui 2,6 vezes mais transcritos de
NtCDKG;2 quando comparados ao primeiro estddio. Em estigmas/estiletes do estadio 12a
expressdo do gene NtCDKG;2 é aumentada mais de 3 vezes se comparada com 0 primeiro
estadio. Esses resultados sugerem que o gene NtCDKG;2 é regulado transcricionalmente ao
longo do desenvolvimento floral, apresentando baixos niveis de expressdao no inicio do
desenvolvimento, com aumento nos estadios anteriores a antese e maior indice de expressdo

durante a antese. Estes resultados sugerem que esse gene sSeja importante para o0
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desenvolvimento dos tecidos dos estigmas/estiletes, principalmente nos estadios tardios, quando
0 pistilo estd aumentando em tamanho e se preparando para receber os gréos de polen.

Andlises da expressdo do inibidor de ciclo celular SCI1, parceiro de interacdo com
NtCDKG;2, mostram que seus transcritos sdo produzidos em maior quantidade nos estadios
iniciais de desenvolvimento floral (De Paoli et al., 2011), estadios em que sdo mensuradas as
menores quantidades dos transcritos de NtCDKG;2. Por outro lado, os menores niveis de
transcritos SCI1 sdo encontrados nos estadios tardios de desenvolvimento, quando o gene
NtCDKG;2 é mais expresso. Considerando que as quantidades dos transcritos de SCI1 e
NtCDKG;2 equivalem as quantidades finais de proteinas produzidas e ressaltando a hipotese de
que SCI1 possa ser um inibidor de CDKG;2, € possivel sugerir que, nos estadios tardios de
desenvolvimento dos estigmas/estiletes, a atividade de NtCDKG;2 deve estar sendo pouco
inibida, j& que as quantidades de SCI1 sdo menores, resultando em maior proliferacdo celular e
crescimento acelerado. Por outro lado, nos estadios iniciais do desenvolvimento, um controle
mais refinado da proliferacdo celular deve ser necessario, o qual ocorreria com uma menor
quantidade de NtCDKG;2 e a presencga de maior quantidade do inibidor SCI1. Estes resultados
sugerem que a quantidade de transcritos e, provavelmente proteinas, de NtCDKG;2 e SCI1 esteja

sendo coordenadamente regulada para garantir o desenvolvimento adequado do pistilo.

45.NtCDKG;2 E REGULADO, A NIVEL TRANSCRICIONAL, POR
AUXINA

Estudos apontam que diversos genes exibem expressdo regulada por uma série de
horménios e a auxina (AlA) desempenha um papel importante regulando transcricionalmente
muitos genes envolvidos com o ciclo celular (Dudits et al., 2011). Por exemplo, em alfafa, a
CycA2;2 tem sua expressdo induzida por auxina nos eventos de iniciagdo e alongamento da raiz
lateral (Roudier et al., 2003). Tratamentos com auxina e citocinina em plantas jovens de A.
thaliana aumentam a transcricdo de CDKA;1, CycD1;1 e CycD1;2, enquanto diminuem 0s
niveis de transcritos do inibidor KRP4 (Cho et al., 2010). DePaoli et al. (2012) sugeriram que
SCI1 participa da via de sinalizagdo de auxina durante o desenvolvimento do pistilo e sua

transcricdo € ligeiramente reduzida em resposta a niveis aumentados de auxina no pistilo
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(Toledo-Filho, 2012). Visto que SCI1 é parceiro de interacdo de NtCDKG;2, é oportuno analisar
se NtCDKG;2 é reguladotranscricionalmente pelo horménio auxina.

Durante seu trabalho de Mestrado, Toledo-Filho (2012) produziu plantas transgénicas de
N. tabacum com niveis de auxina aumentados no pistilo. Para tanto, ele fusionou o promotor
especifico de estigma, STIG1 (Goldman et al., 1994) com o gene iaaM, o qual codifica uma das
enzimas da via de biossintese da auxina a partir do triptofano(Zhao, 2010). Nos
estigmas/estiletes de plantas transgénicas com maior producdo de auxina no pistilo (plantas
STIG1pom::iaaM)foram quantificadas as expressdes dos genes NtCDKG;2 e Aux/IAA19. A
auxina causa diminuicdo nos niveis de proteinas Aux/IAA. No entanto, os niveis de transcricdo
de genes Aux/IAA aumentam em resposta a auxina, demonstrando-se a existéncia de um
mecanismo de compensacdo. Assim, ao medirmos os niveis de transcritos de Aux/IAA19,
avaliamos, indiretamente, se houve um aumento nos niveis de auxina nas amostras analisadas.
Foram coletados estigmas/estiletes nos estadios 3, 7 e 10 de desenvolvimento floral, de trés
plantas transgénicas independentes. Cada uma das trés plantas transgénicas foi considerada uma
réplica biologica, assim, seus resultados de expressdo em cada estadio de desenvolvimento foram
somados e foi considerada a média aritmética resultante. As andlises foram realizadas também
em estigmas/estiletes de plantas selvagens. O gene de referéncia utilizado foi GAPDH e os dados
de expressao sdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21:Expresséo relativa dos genes NtCDKG;2 (barras pretas) e Aux/IAA19 (barras cinza)
em plantas selvagens (SR1) e transgénicas STIG1pom::iaaM. As analises foram feitas com cDNA
de estigmas/estiletes, nos estadios 3, 7 e 10, coletados das trés plantas transgénicas. As
expressdes foram quantificadas em relagdo a expressdo dos genes em planta selvagem SR1, no
estadio 3. As expressdes foram normalizadas usando o como referéncia a expressao do gene
GAPDH.

Analises dos resultados permitem observar que a expressao de NtCDKG;2 no estadio 3
das plantas transgénicas STIG1yom::iaaM € um pouco superior que em SR1. Essa expressdo
diminui levemente nas plantas transgénicas no estadio 7 e, por fim, diminui consideravelmente
nas plantas transgénicas no estadio 10. As medicOes de expressdo de Aux/IAA19 foram
equivalentes as relatadas por Toledo-Filho (2012) e servem para confirmar o efeito do aumento
de auxina nas amostras bioldgicas usadas na analise. Os resultados obtidos com a analise da
expressdo de NtCDKG;2,nas plantas transgénicas com maior producdo de auxina no pistilo,
sugerem que o hormonio auxina regula transcricionalmente a expressao desse gene nas células
do estigma e do estilete.

Estudos realizados com genes de ciclo celular de Oryza sativa (arroz) analisaram a
expressdo de Oryza;CDKG;2 ap6s submeter raizes de plantas jovens (plantas com 2 semanas) a
tratamentos hormonais (Guo et al., 2007). Apos a imersdo das raizes em 10 uM de AIA (auxina),

observou-se que o gene Oryza;CDKG;2 possui 0 nivel de expressdo inalterado. Entretanto,
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depois de imergir as raizes de arroz em 5 UM de 6-BA (citocinina), esse mesmo gene teve seu
nivel de transcritos reduzido. Esses dados indicam que, nas células de raizes de arroz, a
expressdo de CDKG;2 é regulada pelo horménio citocininae ndo por auxina. No entanto, a agdo
dos horménios vegetais pode ser diferente nos diversos 6rgdos da planta. Até o momento, ndo ha
estudos sobre a regulacdo hormonal de CDKG;2 nos 6rgédos reprodutivos de arroz, apenas na

raiz. Também néo ha estudos da regulacéo dessa quinase por horménios em outras plantas.

4.6. CONSTRUCOES DE VETORES DE EXPRESSAO EMPLANTAS

Para estudar a funcdo de genes, a construcdo de plantas transgénicas, com aumento ou
diminuicdo na expressdo de determinado gene, é uma ferramenta bastante utilizada. Com esse
intuito, foram desenvolvidas plantas transgénicas com modificagdo na expresséo de transcritos
atraves da superexpressao e silenciamento por RNAi do gene NtCDKG;2 em N. tabacum.

As sequéncias de interesse do gene foram inseridas no sistema de clonagem por
recombinacdo sitio-especifica (Gateway) e introduzidas em discos foliares por transformacéo
mediada por A. tumefaciens. Para incorporacdo de determinada sequéncia de DNA no sistema
Gateway € necessaria a insercao, através de PCR, de sequéncias para o reconhecimento (attB) na
reacao de recombinagdo. O primeiro passo das clonagens foi acrescentar os sitios attB1 e attB2
no fragmento desejado, para permitir a realizagéo da reagdo BP. Para isso, foram feitas 2 reacOes
de PCR consecutivas: a PCR1 (item 3.16.1), onde os primers possuiam complementaridade a
parte da sequéncia codificadora da NtCDKG;2 e parte da sequéncia dos sitios attB1 e attB2, e a
PCR2 (item 3.16.2), utilizando-se primers quetornam completas as sequéncias dos sitios attB1 e
attB2.0 DNA NtCDKG;2 _TOPO, referente a amostra 1 (Figura 14), foi utilizado como molde
para as primeiras reagdes de PCR de cada construcdo, como descrito abaixo.

4.6.1. Obtencao das construcdes de superexpressdo, RNAI e fusédo com GFP

Superexpressao
Para a construcdo de superexpressdo da proteina NtCDKG;2, foram utilizados primers

conforme descrito no item 3.16, gerando um amplicon de 2050 pb (Figura 22, canaleta 2). O

75



resultado dessa amplificacdo serviu de molde para a segunda reacdo de PCR, a qual completou
os sitios attB1 e attB2, utilizando os primers BP1 e BP2, e gerou um produto de 2078 pb (Figura
22, canaleta 3).

Fusdo com GFP

A Unica diferenca existente entre a construgdo de superexpressdo e a construcdo que visa
a fusdo com a proteina verde fluorescente (GFP) esta na auséncia dostop codonno primer reverso
para amplificacdo da sequéncia codificadora de NtCDKG;2. Portanto, os fragmentos esperados
para as PCR1 e PCR2 eram, respectivamente, iguais a 2047 pb e 2075 pb (Figura 22, canaleta 4).

Silenciamento por RNAI

Para a construcdo de RNAI, os primersforam desenhados com base em andlise de
dominios conservados em quinases. Essa medida foi necessaria a fim de evitar que a sequéncia
amplificada, depois de inserida no vetor de expressdo, formasse um grampo que silenciasse
também outras quinases ou CDKs. Com base nas analises realizadas no NCBI e no Motif Scan
(Item 4.3), a regido 5’ da sequéncia codificadora foi escolhida para silenciamento e a sequéncia
compreende os nucleotideos 1 a373. ApOs a primeira reacdo de PCR, foi amplificado um
fragmento de tamanho esperado de 410 pb (Figura 22, canaleta 5). A seguir, de modo similar ao
realizado para construcdo de superexpressdo, os sitios attB1 e attB2 ficaram completos apos
nova reacdo de PCR, a qual gerou um amplicon de 438 pb (Figura 22, canaleta 6).

Os fragmentos com os tamanhos esperados para cada uma das constru¢fes podem ser

visualizados na Figura 22.

76



~1000 -

~500-

Figura 22: Analise por eletroforese, em gel de agarose 1%, dos produtos de cada uma das
amplificacdes da sequéncia codificadorade NtCDKG;2. M1: Marcador de peso molecular (1 kb
Plus DNA ladder - Invitrogen); 1: sequéncia codificadora de NtCDKG;2 (sem primers attB); 2:
PCR1 de NtCDKG;2 com stop codon 3: PCR2 de NtCDKG;2 com stop codon; 4: PCR2 de
NtCDKG;2 sem stop codon; 5: PCR1 de NtCDKG;2 para RNAI; 6: PCR2 de NtCDKG;2 para
RNAI; M2: Marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen).

4.6.2. Recombinacéo dos fragmentos de interesse com o vetor de entradapDONR221

Apds sua obtencdo, as construcdes NtCDKG;2 com e sem stop cddon eNtCDKG;2 para
RNAI foram transferidas para o vetor de entrada do sistema Gateway, pDONR221,através de
recombinacdo entre os sitios attBl/attP1 e attB2/attP2. Apds a recombinacdo, o conteudo foi
eletroporado em E. coli linhagem DH10B. A seguir, foram feitas mini-preparaces de DNA pelo
método de lisozima. Para checar a presenca dos fragmentos desejados novetor pPDONR221, 0s
DNAs originarios das mini-preparacdes foram clivados com enzimas de restricdo. Para a
confirmacéo da clonagem do fragmento NtCDKG;2 com stop codon no pDONR221, o DNA foi
digerido com a enzima de restricdo Dral, com tamanhos de fragmentos esperados de 3315 pb e

1212 pb, conforme apresentado na Figura 23. O DNA correspondente a amostra 2 foi
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selecionado para continuar os experimentos e a construcdo foi denominada pENTRY-
NtCDKG;2_cs (plasmideo de entrada contendo NtCDKG;2com stop codon).

M 1112 4 56 7 8 9 10

~3315pb -

~1212 ph -

Figura 23:Anélise por eletroforese, em gel de agarose 1%, das mini-preparacdes de DNA,
provenientes da clonagem do fragmento NtCDKG;2 com stop codonno vetor de entrada do
sistema Gateway de clonagem,pDONR221, digeridas com a enzima de restricdo Dral. As bandas
possuem tamanhos de, aproximadamente,3315 pb e 1212 pb, conforme esperado para essa
digestdo. M: marcador de peso molecular (1 kb Plus DNA ladder - Invitrogen); 1.1 a 10:
amostras de DNA plasmidial digeridas com enzima de restricdo, sendo que 1.1 e 1.2
correspondem ao DNA proveniente de mini-preparagéo a partir da mesma colonia.

A checagem da clonagem do fragmento NtCDKG;2 para RNAI, no vetor pPDONR221, foi
realizada atraves da digestdo do DNA com a enzima de restricdo Pvul. Fragmentos de tamanhos
aproximados aos esperados (1942 pb e 948 pb) podem ser visualizados na Figura 24.0 DNA
correspondente a amostra 2 foi selecionado para dar continuidade aos experimentos e a
construgdo foi denominada pENTRY-NtCDKG;2_373(plasmideo de entrada contendo o0s
primeiros 373 nucleotideos da sequéncia codificadora de NtCDKG;2).
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Figura 24:Anélise por eletroforese, em gel de agarose 1%, das mini-preparacdes de DNA,
provenientes da clonagem do fragmento NtCDKG;2 para RNAI no vetor pDONR221, digeridas
com a enzima de restricdo Pvul. As bandas possuem tamanhos de, aproximadamente,1942 pb e
948 pb. M: marcador de peso molecular (1 kb Plus DNA ladder - Invitrogen); 1 a 10: amostras
de DNA plasmidial digeridas com enzima de restrigéo.

A confirmagdo da insercdo do fragmento NtCDKG;2 sem stop codon no vetor
pDONR221 foi feita com digestdo do DNA pela enzima de restricdo Dral. Os fragmentos de
tamanhos esperados (3312 pb e 1212 pb)sdo apresentados na Figura 25. Entre as 10 amostras
digeridas com a enzima Dral, o DNA da amostra 7 foi selecionado para dar seguimento aos
experimentos e a construgdo foi denominada pENTRY-NtCDKG;2_ss (plasmideo de entrada

contendo NtCDKG;2sem stop codon).
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Figura 25:Analise por eletroforese, em gel de agarose 1%, das mini-preparacfes de DNA,
provenientes da clonagem do fragmento NtCDKG;2 sem stop codon no vetor pDONR221,
digeridas com a enzima de restricdo Dral. As bandas esperadas possuem tamanhos de,
aproximadamente,3312 pb e 1212 pb e podem ser visualizadas nas amostras 3, 5, 6, 7, 8 e 10.

M: marcador de peso molecular (1 kb Plus DNA ladder - Invitrogen); 1 a 10: amostras digeridas
com enzima de restricao.

4.6.3. Reag0es de recombinagao entre as construcdes pENTRY e vetores deexpresséo

Depois de obtidas, as construcdes pENTRY puderam ser destinadas a recombinagdo com

outros vetores do sistema gateway de clonagem, denominados vetores de destino.

Construcao de plasmideo para superexpressdo de NtCDKG;2 em plantas

A fim de estudar o efeito da superexpressao do gene NtCDKG;2, em plantas transgénicas
de N. tabacum, foi feita uma reacdo de recombinacdo entre pPENTRY-NtCDKG;2 cs e 0
plasmideo pK7WG2. O produto da recombinacao foi introduzido em células de E. coli linhagem
DH10B por eletroporacdo. As mini-preparagdes de DNA plasmidial foram digeridas com a

enzima Spel e submetidas a uma corrida eletroforética. Conforme apresentado na Figura
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26,foram produzidos os fragmentos de tamanho esperado (10635 pb e 904 pb).Apés a
confirmacdo da clonagem do fragmento NtCDKG;2 cs no vetor pK7WG2, o DNA
correspondente a amostra 7 foi tratado com RNase, limpo pelo método fenol/cloroférmio e
quantificado (12,7 ng/ul). Ele foi sequenciado e o clone foi denominado pEXP-

NtCDKG;2_Ove (plasmideo de superexpressdo —overexpression - de NtCDKG;2 em células

vegetais).

~ 10635 pb -

Figura 26:Anélise por eletroforese, em gel de agarose 1%, das mini-preparacdes de DNA,
provenientes da clonagem do fragmento NtCDKG;2_cs no vetor pK7WG2, digeridas com a
enzima de restricdo Spel. Os fragmentos esperados, de 10635 pb e 904 pb, podem ser
visualizados nas amostras 6,7, 8, 9 e 10. M: marcador de peso molecular (1 kb Plus DNA ladder
- Invitrogen); 1 a 10: amostras digeridas com enzima de restri¢do.

Construcao de plasmideo para silenciamento de NtCDKG;2 em plantas

Para a construgéo de silenciamento por RNAI, foi feita a reagéo de recombinagéo entre os
vetores pENTRY-NtCDKG;2 373 e pK7GWIWG2(l). Apls a eletroporacdo da reacdo de
recombinacdo em células de E. coli DH10B, foram feitas mini-preparacbes de DNA. Essas
amostras foram digeridas com a enzima de restricdo Hindlll (com fragmentos de tamanhos
esperados de 9337 pb e 2098 pb) e submetidas a uma corrida eletroforética (Figura 27).Apds
confirmagdo da clonagem por digestdo, 0 DNA correspondente & amostra 9 foi tratado com

RNase, limpo com fenol/cloroférmio e quantificado (22,5ng/ul). O DNA foi sequenciado
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parcialmente e analisado no softwarePhred/Phrap, a fim de confirmar sua identidade, e o clone
foi denominado pEXP-NtCDKG;2 RNAI (plasmideo de expressdo de parte da sequéncia

codificadora de NtCDKG;2 para silenciamento por RNAi em células vegetais).

M1234567 38010
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~2098 ph -

Figura 27: Analise por eletroforese, em gel de agarose 1%, das mini-preparacGes de DNA,
referentes a clonagem do fragmento NtCDKG;2_373 no vetor pK7GWIWGZ2(I), digeridas com a
enzima HindlIll. As amostras 5 a 10 geraram bandas de aproximadamente 9337 pbe 2098 pb,
conforme esperado para essa digestdo. M: marcador de peso molecular (1 kb Plus DNA ladder -
Invitrogen); 1 a 10: amostras digeridas com enzima de restri¢ao.

Construcao de plasmideo para producéo da proteina NtCDKG;2 fusionada a GFP

O vetor de expressdao pK7FWG2 foi utilizado com o objetivo de obter a proteina GFP
fusionada a porcdo C-terminal da proteina NtCDKG;2 para analises posteriores de localizacdo
subcelular da proteina. A reacdo LR foi preparada com o plasmideo pENTRY-NtCDKG;2_ss e
0 vetor pK7FWG2. Apds eletroporadas, foram feitas mini-preparacfes de DNA plasmidial das
bactérias. As amostras de mini-preparacao foram digeridas com a enzima HindlIl (com producéo
de fragmentos de tamanhos esperados de 10222 pb e 2028 pb) e submetidas a corrida de
eletroforese conforme mostrado na Figura 28.A amostra 1 foi tratada com RNase, limpa com
fenol/cloroférmio, quantificada (241ng/ul) e parcialmente sequenciada. Apo6s confirmacdo, o
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clone foi denominado pEXP-NtCDKG;2_GFP (plasmideo de expressdo de NtCDKG;2 com
fusdo C-terminal a GFP).
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Figura 28: Andlise por eletroforese, em gel de agarose 1%, das mini-preparagdes de DNA
referentes a clonagem de NtCDKG;2_ss no vetor pK7FWG2, digeridas com a enzima HindllIl.
Todas as amostras geraram bandas de, aproximadamente,10222 pb e 2028 pb, conforme
esperado para essa digestdo. M: marcador de peso molecular (1 kb Plus DNA ladder -
Invitrogen); 1 a 8: amostras digeridas com enzima de restricdo. O rastro escuro situado na
porcdo inferior do gel corresponde a alta concentragdo de RNA extraido juntamente ao DNA
plasmidial.

4.7. OBTENCAO DE COLONIAS DE AGROBACTERIUM CONTENDO
OSPLASMIDEOS DE EXPRESSAO EM PLANTA

As construgdes contendo NtCDKG;2 nos plasmideos de expressdo, pEXP-
NtCDKG;2_Ove, pEXP-NtCDKG;2_RNAI e pEXP-NtCDKG;2_GFP, foram eletroporadas em

A. tumefaciens. Para checar a presenca dos plasmideos nos transformantes, foram feitas mini-
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preparacdes de DNA plasmidial atraves do metodo de lise alcalina. A seguir, foram feitas PCRs
de confirmacao usando as amostras de DNA como templates, cujos resultados podem ser vistos
na Figura 29. Foram obtidos todos osamplicons esperados(711 pb para superexpressdo,591 pb
para silenciamento por RNAIi e 728 pb para fusdo com GFP) e, assim, comprovou-se gque as

agrobactérias foram devidamente transformadas.

A B
M 1T 2 3
~728 pb -
-.-
~7llpb- | -
~ 591 pb - E=9

Figura 29: Confirmacédo por PCR da presenca dos plasmideos pEXP-NtCDKG;2_Ove, pEXP-
NtCDKG;2_RNAi e pEXP-NtCDKG;2_GFP em colbnias de A. tumefaciens. M: marcador de
peso molecular (1 kb Plus DNA ladder - Invitrogen). A: amostras amplificadas de: 1-pEXP-
NtCDKG;2_Ove. Fragmento esperado com 711 pb; 2 — Respectivo controle negativo de
amplificacdo; 3-pEXP-NtCDKG;2_RNAIi. Fragmento esperado contendo 591 pb ; 4 -
Respectivo controle negativo de amplificacdo. B: Amostras amplificadas de: 1 a 3: de pEXP-
NtCDKG;2_GFP. As bandas correspondem, aproximadamente, a um fragmento de 728 pb.

A seguir, as agrobactérias transformadas com o plasmideo de expressdo de NtCDKG;2
fusionada a GFP (pEXP-NtCDKG;2_GFP) foram utilizadas para ensaios de expressao transiente,
mediante infeccdo foliar de N. tabacum. Ja as agrobactérias contendo os plasmideos de
superexpressdo e RNAI de NtCDKG;2 (pEXP-NtCDKG;2 Ove e pEXP-NtCDKG;2_RNAI,
respectivamente) foram empregadas na infec¢do de discos foliares de N. tabacum e geragéo de
plantas transgénicas.
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4.8. LOCALIZACAO SUBCELULAR DA PROTEINA NtCDKG;2 EM
CELULAS EPITELIAIS DEN. TABACUM

A proteina verde fluorescente é amplamente utilizada como proteina repdrter, inclusive
fusionada a uma proteina de interesse. Neste ultimo caso, ela fornece uma marcacéo
fluorescente, a qual permite monitorar atividades subcelulares, dentre elas, localizacdo
subcelular. A fim de estudar a localizacdo subcelular de NtCDKG;2, as agrobactérias
transformadas com o plamideo pEXP-NtCDKG;2_GFP foram utilizadas para infiltracdo das
folhas de N. tabacum. Apds 4-5 dias decorridos do processo de infiltragdo, observacdes da
proteina de fusdo NtCDKG;2-GFP, realizadas em microscopio de fluorescéncia, apontam que a

localizagdo de NtCDKG;2 é nuclear. Este resultado pode ser visualizado nas Figuras 30a e 30b.
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Figuras 30a e 30b: Folhas de N. tabacum em ensaios de localizacdo subcelular de pEXP-
NtCDKG;2_GFP, visualizadas por microscopia de fluorescéncia. As setas vermelhas apontam
para estruturas nucleares onde pode ser visualizada a proteina reporter GFP.
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Complementarmente, foram realizadas andlises in silico no software Cell eFP Browser
do banco de dados The bio-array resource for plant functional genomicspara avaliar qual a
localizac@o subcelular da proteina ortéloga de NtCDKG;2 em A. thaliana. Os resultados in silico
indicam que a proteina codificada pelo seu ortélogo em A. thaliana também possui localizacdo

exclusivamente nuclear (Figura 31), como encontrado para NtCDKG;2.

At1g67580 Cell eFP Browser - bar.utoronto.ca
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Figura 31: Andlise in silico para identificar a localizacdo subcelular da proteina At1g67580,
ortdloga a NtCDKG;2 em A. thaliana.Os niveis de confiabilidade oscilam de amarelo (minima) a
vermelho (alta).

Andlises de localizagdo subcelular de proteinas de ciclo celular de Arabidopsis foram
realizadas em células Bright Yellow 2 (BY2) de N. tabacum,por Boruc et al. (2010b). Essas
células foram sincronizadas para estarem todas em interfase. Nesse estudo, a maior parte das
proteinas de ciclo celular foi encontrada somente no nucleo (CycAl;l, CycB2;1, KRP1,
CDKD;1, CDKD;3), ou no nucleo e no citoplasma (CycD4;1, CDKA;1; CDKB2;1,CDKB2;2,
CDKF;1, KRP4, KRP7) das células BY2. Dentre as proteinas analisadas por Borucet al.
(2010Db), é importante destacar que a ortdloga de NtCDKG;2 em A. thaliana também possui
localizagdo nuclear nas células BY2 interfasicas. Sendo as CDKs importantes na regulacdo e

progresso do ciclo celular, € plausivel encontra-las no nucleo celular.

87



49. OBTENCAO DAS PLANTAS TRANSGENICAS ESTAVEIS:
SILENCIAMENTO ESUPEREXPRESSAO DE NtCDKG;2

Para obtencdo das plantas transgénicas com NtCDKG;2 silenciada por RNAi e com
NtCDKG;2 superexpressa, foram utilizadas as respectivas colonias de A. tumefaciens,
confirmadas por PCR. Discos foliares, depois de infectados, apresentaram crescimento de calos.
No total, foram transferidos 161 calos de RNAI e 56 calos de superexpressdo para 0s meios de
crescimento e inducdo de calos (M300) e, apds, 50 calos de RNAI e 50 calos de superexpressao
foram transferidos para meio de inducdo de parte vegetativa (M250). As partes aéreas, geradas
nestes calos, foram transferidas para o0 meio MS sem hormonios para enraizarem. ApOs
enraizamento, as plantulas foram transferidas para sacos com substrato e levadas a casa de
vegetacdo: 20 plantulas de RNAI (provenientes de 18 transformacdes genéticas independentes) e
30 pléantulas de superexpresséo (19 transformagdes independentes). Algumas plantas morreram
prematuramente, devido a acdo de um herbicida utilizado nas proximidades da casa de
vegetacao, impossibilitando coletas de material para analise. Ao final, 13 plantas transgénicas de
cada uma das construgdes, todas advindas de transformacGes genéticas distintas, foram usadas
para a coleta de material e analises. A Figura 32 apresenta a obtencdo das plantas transgénicas

estaveis.
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Figura 32: Discos foliares infectados com A. tumefaciens (A) e plantas transgénicas adultas
mantidas em casa de vegetacdo (B). As plantas transgénicas estdo em diferentes fases de
desenvolvimento, ja que os calos cresceram em tempos diferentes.

Todas as plantas transgénicas com silenciamento ou superexpressdo de NtCDKG;2
tiveram suas estruturas florais e vegetativas cuidadosamente observadas a nivel macroscopico. A
analise dos fenotipos das plantas transgénicas se baseou em caracteres morfologicos e
reprodutivos. As comparacdes foram feitas com plantas selvagens. Todas as plantas transgénicas
apresentaram um desenvolvimento semelhante as plantas selvagens, além de formacdo e
disposicdo de estruturas reprodutivas de forma correta, ndo tendo apresentado, portanto,
diferencas fenotipicas evidentes a nivel macroscopico.

Foram feitas polinizacdes controladas em flores das plantas transgénicas e selvagens, a
fim de analisar a existéncia de possiveis problemas de formacao de frutos no pistilo, nas anteras,
ou mesmo problemas resultantes de autopolinizacdo nas plantas transgénicas. As poliniza¢Ges
foram feitas entre plantas transgénicas e selvagens da seguinte forma: 1) polen de planta
selvagem no pistilo de flores de cada planta transgénica; 2) pélen de cada planta transgénica em
pistilos de planta selvagem; 3) autopolinizacGes em flores transgénicas e 4) autopolinizacfes em
flores selvagens. N&o foram observadas alteracGes evidentes em tamanho de frutos e producéo

de sementes.
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Confirmacéo do transgene em plantas de RNAI e Superexpressao

A confirmacéo da transgenia das plantas foi feita por PCR, por amplificacdo de parte da
sequéncia de T-DNA que fora efetivamente inseridano genoma de cada uma das plantas. Um
dosprimer era complementar ao gene (NtCDKG;2) e, o outro, complementara uma regido
externa ao gene, porém localizada no T-DNA. Portanto, a presenca do ampliconconstata a
presenca do transgene nas plantas obtidas. Como molde para as amplificacdes, foi utilizado
DNA gendmico extraido de folhas de cada uma das plantas. As amostras, que ndo amplificaram
na primeira reacdo de PCR, foram submetidas a novas reagdes. Para a amplificacdo e
confirmacéo da presenca do T-DNA em plantas de superexpressao, o amplicon esperado era de
728 pb. Ja o amplicon esperado nas amplificagdes para confirmagdo do transgene em plantas
silenciadas era de 567 pb.Ao final, todas as plantas tiveram a transgenia confirmada,
necessitando ou ndo de amplificagOes posteriores (Figura 33). Ao total, foram confirmadas 13

plantas transgénicas de superexpressdo e 13 plantas transgénicas de silenciamento por RNA..
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Figura 33: Andlise por eletroforese para confirmacéo da presenga do transgene em plantas de
superexpressdo e silenciamento de NtCDKG;2. As amplificagdes esperadas resultaram em
bandas de ~728 pb para plantas de superexpressdo (A) e de ~567 pb para plantas de
silenciamento (B). M: Marcador de peso molecular (1 kb Plus DNA ladder - Invitrogen); 1 a 14:
amostras de DNA extraido de plantas transgénicas; SR1: amostra de DNA extraido de planta
selvagem SR1 — controle negativo de amplificacdo; C-: mix de PCR sem amostra de DNA —
controle negativo de amplificacao.

4.10. ANALISE DA EXPRESSAO DE NtCDKG;2 NASPLANTAS
TRANSGENICAS DE SUPEREXPRESSAO E SILENCIAMENTO

Ap0s a transgenia ter sido confirmada nas plantas de superexpresséo e silenciamento por
RNAI, foi necessario analisar se havia realmente alteracdo nos niveis dos transcritos de

NtCDKG;2 produzidos. Para esse estudo, foram coletados estigmas/estiletes das plantas
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transgénicas de superexpressdo e RNAI e das plantas selvagens para a extracdo de RNA. O
estadio 11 de estigma/estilete foi utilizado para comparar a expressdo de NtCDKG;2 em plantas
transgénicas e selvagens, devido a facilidade em identificd-lo e tambem pelo fato das anteras
ainda ndo terem liberado os gametdfitos masculinos, o que poderia influenciar no resultado, caso
fossem coletados estigmas/estiletes ja polinizados. AFigura 34 apresenta 0s géis que comprovam

a integridade do RNA extraido das plantas.

]
— - - - - e O e

wowswewlvween.. “”m
SRARRERRRE Ry TTTRTIRNNececee

Figura 34:Gel de RNA extraido de estigmas/estiletes no estadio 11 de 14 plantas transgénicas
com superexpressdo de NtCDKG;2(A) e de 15 plantas com silenciamento de NtCDKG;2 por
RNAI (B). Foi aplicado 1 pg de cada amostra de RNA extraido. Géis de agarose 1% contendo
isotiocianato de guanidina e corado com brometo de etideo (item 3.17.4).

Os RNAs extraidos de estigmas/estiletes das plantas transgénicas de superexpressdo e
silenciamento por RNAIi foram convertidos em cDNAs e a quantificacdo da expressdo de
NtCDKG;2 nas plantas foi feita através de analises de qRT-PCR, conforme descrito no item
3.17.9. Os genes de referéncia utilizados foram GAPDH e RPL2. Os resultados das analises de
quantificacdo dos transcritos de NtCDKG;2 em plantas transgénicas de superexpressdo podem
ser observados no grafico apresentado na Figura 35. Houve um aumento na expressao de
NtCDKG;2 em todas as plantas de superexpressdo desse gene. Em 12 plantas transgénicas
analisadas, esses niveis estdo mais que triplicados quando comparados a planta selvagem SR1,
chegando a um aumento de 10 vezes na planta 9.2. Em todas as plantas transgénicas de
silenciamento por RNAI houve diminuicdo na expressédo de NtCDKG;2 (Figura 36).A expresséo
do gene foi reduzida, no minimo, pela metade, chegando a reducGes de quase 10 vezes na planta
54A.
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Figura 35: Expressdo de NtCDKG;2 nos estigmas/estiletes (estddio 11) de 13 plantas de
superexpressdo comparadas a selvagem SR1. Barra cinza: planta selvagem de N. tabacum -
SR1. Barras pretas: plantas transgénicas de superexpressao indicadas na parte inferior de cada
barra.
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Figura 36: Expressdo de NtCDKG;2 nos estigmas/estiletes (estadio 11) del3 plantas
transgénicas de silenciamento para gene, comparadas a selvagem SR1. Barra cinza: planta
selvagem de N. tabacum- SR1. Barras pretas: plantas transgénicas de silenciamento indicadas
na parte inferior de cada barra.
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Apesar da obtencéo efetiva de plantas transgénicas com altas taxas de expressdo do gene
NtCDKG;2 (plantas de superexpressdo) e plantas transgénicas com grande silenciamento do
gene NtCDKG;2, (plantas de silenciamento por RNAI), néo foi observada nenhuma modificagéo
fenotipica evidente nessas plantas em relacdo a plantas selvagens. Sabendo-se que as quinases s6
desempenham sua funcdo quando complexadas as ciclinas, a alta expressdo somente de
NtCDKG;2, sem aumento de expressdo da ciclina correspondente, talvez ndo tenha sido
suficiente para afetar os niveis de atividade dessas enzimas e provocar possiveis alteracdes
fenotipicas nas plantas de superexpressao.

A auséncia de fenoétipo diferencial nas plantas transgénicas de silenciamento pode ser
devido a alguma outra proteina quinase que esteja exercendo o mesmo papel de NtCDKG;2 nas
plantas. A auséncia de estudos publicados sobre alteragdes em fendtipos de plantas transgénicas
desenvolvidas com superexpressdo e silenciamento de outras CDKs também limita comparacGes

e 0 estabelecimento de parametros de discusséo.

4.11. EXPRESSAO HETEROLOGADA PROTEINA NtCDKG;2 EM E.
COLI

A producdo de proteinas em outros organismos que ndo seja o0 nativo, isto €, de forma
heter6loga, € um dos métodos utilizados quando se deseja obter uma grande quantidade da
proteina de interesse. Diversos hospedeiros podem ser utilizados para a expressao de proteinas,
como bactérias, fungos, mamiferos e plantas. Porém, o sistema para expressdo heteréloga mais
utilizado € a E. coli. Essa bactéria foi o primeiro hospedeiro a ser utilizado e, até hoje,
aproximadamente 60% das proteinas recombinantes foram expressas em E. coli (Cohen et al .,
1973; Sorensen, 2010). Portanto, optou-se pela expressdo de NtCDKG;2 em células de E. coli,
devido ao baixo custo para producdo e familiaridade com seu manuseio.

Foram realizadas andlises da sequéncia nucleotidica codificadora de NtCDKG;2 em
busca da presenca dos codons raros para leucina, arginina, glicina, prolina e isoleucina. A
presenca de codons raros na sequéncia de interesse deve ser considerada para a escolha da cepa
de E. coli que sera utilizada para expressdo de NtCDKG;2 recombinante. No total, foram
localizadas 16 cddons raros que codificam arginina, 10 para glicina, 9 para isoleucina, 9 para

leucina e 6 para prolina.Dessa forma, a escolha das cepas a serem utilizadas foi feita com base na
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presenca de genes para tRNAs que reconhecem tais codons raros e, também, baseada na
presenca do promotor T7, induzivel por IPTG. As trés cepas distintas de E. coli escolhidas
foram: BL21(DE3)CodonPlusRP, BL21(DE3)Rosetta e Arctic Express™ (DE3)RIL. Os cddons
raros codificados, bem como algumas caracteristicas principais destas cepas estdo destacados na
tabela 8 (Materiais e Métodos).

A proteina NtCDKG;2 foi expressa em fusdo com as caudasde GST ou Histidina,as quais
facilitam a posterior purificacdo dessas proteinas. Para expressdo das proteinas recombinantes,
com as respectivas caudas, foi necessario inserir a sequéncia de NtCDKG;2 nos plasmideos
pDEST15 e pDEST17,0s quais permitem a fusdo N-terminal da proteina de interesse com as
caudas GST e histidina, respectivamente. As caracteristicas principaisde ambos os plasmideos

sdo apontadas no item 3.12.2.

4.11.1. Producéo heterdloga da proteina recombinante NtCDKG;2-GST

O plasmideo contendo a sequéncia codificadorade NtCDKG;2 e a cauda GST em fuséo
N-terminal, apds recombinacéo, foi transformado por eletroporacéo na cepa de E. coli DH10B.
Apos crescimento, foram feitas 5 mini-preparagdes de DNA plasmidial por lisozima. O DNA
foi, entdo, submetido a duas digestdes pelas enzimas de restricdo Hindlll e BsrGl (Figura 37).0
padrdo esperado para digestdo com Hindlll era de ~ 5861 pb e 1718 pb, sendo que a enzima
cliva 1 vez dentro do inserto NtCDKG;2. J& 0 padrdo esperado para a digestdo com a enzima
BsrGl era de ~ 5328 pb, 1840 pb e 411 pb.
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Figura 37: Eletroforese em gel de agarose das mini-preparagdes de DNA plasmidial digeridas
pelas enzimas de restricdo Hindlll e BsrGl. Os padrfes esperados de tamanho de inserto apos
clivagempara digestdo com Hindlll eram de ~5861 pb e 1718 pbe com BsrGl era de ~ 5328 pb,
1840 pb e 411 pb. M: Marcador de peso molecular (1 kb Plus DNA ladder - Invitrogen);1 a 5:
amostras de DNA plasmidial digeridas com as respectivas enzimas de restricao.

A amostra 1 foi tratada com RNase, limpa (fenol/cloroférmio) e quantificada (993 ng/ul).
A amostra recebeu o nome da construcdo pEXP15-NtCDKG;2 (plasmideo de expressdo de
NtCDKG;2 com cauda de GST). A seguir, a amostra foi eletroporada nas 3 cepas de E. coli
[BL21(DE3)CodonPIlusRP, BL21(DE3)Rosetta e Arctic Express™ (DE3)RIL] escolhidas para
expressdo heterdloga da proteina recombinante. Depois de transformadas, a expressdo nas cepas
foi induzida com IPTG, conforme descrito no item 3.19.1. Baixas temperaturas durante o
periodo de indugdo sdo utilizadas a fim de reduzirem o metabolismo das bactérias e,
consequentemente, melhorar o dobramento das proteinas que estdo sendo produzidas. Devido a
iss0, apds a adicdo do indutor IPTG, as linhagens BL21(DE3)CodonPIlusRP e BL21(DE3)Rosetta
foram submetidas a duas temperaturas distintas (28°C e 37°C) e a linhagem Arctic Express™
(DE3)RILfoi mantida a 11°C. O lisado celular das cepas de expressdo foi analisadopor SDS-
PAGE (Figura 38).
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Figura 38:Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) de proteinas totais
obtidas apds lise celular. As cepas foram induzidas com IPTG a fim de expressar
NtCDKG;2_GST. R: expressdao na cepa BL21(DE3)Rosetta nas respectivas temperaturas de
inducdo de 37°C e 28°C; CP: expressao na cepa BL21(DE3)CodonPlusRP nas temperaturas de
inducdo 37°C e 28°C; AE: lisado proteico relativo & expressdo na cepa Arctic Express™
(DE3)RIL a temperatura de inducéo de 11°C; P: Precipitado - corresponde a fracdo das proteinas
ndo soluveis;S: Sobrenadante - corresponde a fracdo soltivel. M: Marcador de peso molecular
LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare).A proteina recombinante
NtCDKG;2 com cauda de GST possui um tamanho esperado de, aproximadamente, 102 kDa. As
setas indicam a possivel expressao da proteina recombinante.

A banda esperada, correspondente a proteina recombinante NtCDKG;2 com caudade
GST, tem, aproximadamente, 102 kDa. Uma banda situada acima da banda de 94 kDa do
marcador de peso molecular pode ser visualizada nas frac6es do precipitado de todas as cepas e
temperaturas de expressdo, conforme as indicagfes das setas. Para confirmacdo de que essa
banda corresponde a proteina recombinante foi feito um Western blot. Neste experimento foi
usado o anticorpo primario anti-GST, o qual produziu muitas marcag6es inespecificas. Portanto,

os resultados foram inconclusivos e necessitam de ajustes na quantidade do anticorpo primario e,
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até mesmo, testes em sua efetividade de reconhecimento através de novos ensaios de expressdo

com outras proteinas recombinantes.

4.11.2. Producédo da proteina recombinante NtCDKG;2-HIS

A construcdo NtCDKG;2 contida no vetor de entrada do sistema Gatewaytambém foi
recombinada com o plasmideo pDEST17, o qual permitea expressdoda proteina de interesse em
fusdo N-terminal com seis residuos de Histidina. Apds o plasmideo de expressdo ser
eletroporado em células de E. coli da cepa DH10B, foram feitas mini-preparacGes de DNA
plasmidial das bactérias, as quais foram submetidas a digestdo com a enzima EcoRI (Figura 39)

e eram esperados fragmentos de 6394 pb e 661 pb.

~ 6394 pb -

~ 661 ph -

Figura 39: Eletroforese em gel de agarose das mini-preparacdes de DNA plasmidial digeridas
pela enzima de restricdo EcoRI. Foram obtidos padrdes de bandas de, aproximadamente,6394
pbe 661 pb, conforme esperado. M: Marcador de peso molecular (1 kb Plus DNA ladder -
Invitrogen); 1 a 7: amostras de DNA plasmidial digerido com enzima de restricao.

Apbs as confirmacdo por digestdo, a amostra 1 foi tratada com RNase, limpa com
fenol/cloroférmio e quantificada (310 ng/ul) e recebeu o nome de pEXP17-NtCDKG;2
(plasmideo de expressdo de NtCDKG;2 com cauda de histidina). A seguir, 0 DNA da amostra
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foi eletroporado em células de E. coli das 3 linhagens selecionadas para
expressdo[BL21(DE3)CodonPlusRP, BL21(DE3)Rosetta e Arctic Express™ (DE3)RIL]. Depois
de transformadas, induziu-se a expressdo da proteina recombinante NtCDKG;2, com cauda de
histidina,pela adi¢éo de IPTG, conforme descrito no item 3.19.1. A Figura 40 apresenta o padréo

de proteinas obtido ap6s SDS-PAGE de lisado celular.

M B37°C B28°C CR3T7°C CP28°C AE11°C
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Figura 40:Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) de proteinas totais
dos lisados celulares. As cepas foram induzidas a fim de expressar NtCDKG;2_His. R:
expressdo na cepa BL21(DE3)Rosetta,nas respectivas temperaturas de indugdo de 37°C e 28°C;
CP: expressdo na cepa BL21(DE3)CodonPlusRP,nas temperaturas de inducdo 37°C e 28°C; AE:
lisado proteico relativo & expressdo na cepa Arctic Express™ (DE3)RIL & temperatura de
inducdo de 11°C; P: Precipitado - corresponde a fracdo das proteinas ndo sollveis; S:
Sobrenadante - corresponde a fracdo soltvel. M: Marcador de peso molecular LMW Calibration
Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare). A proteina recombinante NtCDKG;2 com cauda
de histidina possui um tamanho esperado de, aproximadamente, 79,3 kDa. As setas indicam a

possivel expressdo da proteina recombinante.
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A banda esperada, correspondente a proteina recombinante NtCDKG;2 com cauda de
histidina (NtCDKG;2-His), tem, aproximadamente,79,3 kDa.Bandasmais proeminentes
(indicadas pelas setas) podem ser visualizadas entre as bandas 66kDa e 94 kDa do marcador de
peso molecular, nas canaletas correspondentes ao precipitado do lisado celular de
BL21(DE3)CodonPlusRP, nas duas temperaturas de indugcdo. O Western blot (Figura 41),
utilizando o anticorpo anti-His, confirma que estas bandas correspondem a proteina
recombinante NtCDKG;2-His.Houve reconhecimento da proteina heterdloga, com o tamanho
esperado, no precipitadoe na fracdo soltveldo lisado celular de BL21(DE3)CodonPIlusRP, com
expressao induzida nas duas temperaturas (28°C e 37°C). Analisando os padrdes de migracédo do
marcador,pode ser observado que a proteina reconhecida pelo anticorpo anti-His possui um
tamanho entre 70 e 100 kDa, correspondente ao tamanho da proteina recombinante
NtCDKG;2_His, a qual deve possuir, aproximadamente, 79,3 kDa.

R R CP CP AE
37°C  28°C 37°C 28°C 11°C
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—_—
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Figura 41:Western Blot de proteinas expressas nas diferentes cepas bacterianas. As cepas foram
induzidas a fim de expressar NtCDKG;2_His. R: expressdo na cepa BL21(DE3)Rosetta nas
respectivas temperaturas de indugdo de 37°C e 28°C; CP: expressdo na cepa
BL21(DE3)CodonPlusRP nas temperaturas de inducdo 37°C e 28°C; AE: lisado proteico
relativo & expressdo na cepa Arctic Express™ (DE3)RIL & temperatura de inducdo de 11°C; P:
Precipitado- corresponde a fragdo das proteinas ndo solUveis; S: Sobrenadante - corresponde a
fracdo solavel.
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A expressdo da proteinaNtCDKG;2 ocorreu com maior eficiéncia na cepa
BL21(DE3)CodonPlusRP, a qual possui tRNAs para os codons raros dos aminoacidos arginina e
prolina. A obtencdo da proteina NtCDKG;2 com cauda de histidina solivel fornece uma
importante ferramenta para estudos posteriores. Essa proteina recombinante podera ser expressa
em maior escala e utilizada para fazer ensaios de interacdo com outras proteinas, como pull
down. Além disso, anticorpos podem ser desenvolvidos a partir da proteina purificada para serem
utilizados em ensaios como a imunoprecipitagdo. Esses ensaios permitirdo uma melhor
caracterizacdo da proteina NtCDKG;2, bem como um possivel estabelecimento de sua fungéo no

ciclo celular de N. tabacum.

4.12. CONSIDERACOES FINAIS

E relatado que CDKs como CDKA, CDKB2;1, as CDKCs, CDKD;2, CDKD;3, CDKE,
CDKEF, além das CDKGs possuem expressao em todos os tecidos analisados de A. thaliana
(Menges et al., 2005). Devido a NtCDKG;2 possuir uma expressdo em todos orgaos analisados
de N. tabacum, acredita-se que ela esteja envolvida na regulagdo do ciclo celular na planta
inteira. Entretanto, os estudos realizados no presente trabalho tiveram como foco o estudo do
desenvolvimento do pistilo de N. tabacum, em especial das estruturas estigma e estilete, e 0
envolvimento da NtCDKG;2 no desenvolvimento desse importante 6rgdo floral. Para tanto, as
analises de quantificacdo dos transcritos e caracterizacdo da expressao de NtCDKG;2 mostram
que esse gene possui aumento de seu nivel de expressdo,em estigmas/estiletes, nos estadios
imediatamente anteriores a antese (10 e 11). Os resultados sugerem que, apesar de NtCDKG;2
possuir expressdo ubiqua nos diferentes Orgdos, sua proteina pode possuir consideravel
importancia no desenvolvimento dos estigmas/estiletes, especialmente nos estadios mais tardios
de desenvolvimento floral emN. tabacum. Somando-se as analises de expressao, foram feitos
estudos de localizacdo subcelular da proteina NtCDKG;2 fusionada a proteina reporter GFP, em
células epiteliais foliares de N. tabacum. Enquanto algumas CDKSs possuem padrdo de
localizagdo nuclear e citoplasmatico, como CDKA;1, CDKB1;1, CDKB1;2, CDKB2;1,
CDKB2;2, CDKF;1, outras possuem localizagdo exclusivamente nuclear, como CDKC2,
CDKD;1, CDKD;2, CDKD;3, CDKE;1 (Kitsios et al., 2008; Boruc et al., 2010b). Os resultados

obtidos neste trabalho mostram que a proteina NtCDKG;2 ¢ localizada, exclusivamente, no
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nucleo das celulas epiteliais. Adicionalmente, cabe lembrar que SCI1, parceiro de interacdo e
putativo inibidor da NtCDKG;2, possui tecido-especificidade, com transcricdo altamente
preferencial nos estigmas/estiletes, em especial na zona secretéria do estigma e no tecido
transmissor do estilete. Além disso, assim como NtCDKG;2, SCI1 possui localizagdo nuclear em
células de N. tabacum (DePaoli et al., 2011).

Estudos de expressdo de CDKG;2, realizados por Menges et al.(2005), em culturas de
células de A. thaliana, mostraram que esse gene atinge um pico maximo de expressdo durante
osgapO/gapl. No entanto, sua expressao ndo varia muito entre as diferentes fases do ciclo celular
quando comparada a expressao de outras proteinas de ciclo celular avaliadas. Essas andlises
demonstram que as CDKGs séo reguladas transcricionalmente, porém, possuem um nivel basal
de expresséo durante o ciclo celular, sugerindo que CDKG;2 seja importante, principalmente,
antes da sintese do DNA. Dados recentemente publicados de intera¢fes proteicas em A. thaliana
mostram a interacdo entre a CDKG;2 e a CDKF;1 (Van Leene et al., 2010). E reportado, também
pela literatura, que CDKF;1, além de fosforilar outras quinasescomo a CDKD (Shimotohno et
al., 2004), fosforila 0 dominio CTD da RNA polimerase Il (Hajheidari et al., 2012) e, portanto,
afeta a interacdo do complexo de transcricdo com enzimas implicadas no processamento do
MRNA. O dominio CTD constitui-se na repeticdo de uma sequéncia heptapeptidica (YSPTSPS)
(Morin & Storey, 2006). Atraves das sequenciais fosforilacdo/defosforilacdo nos residuos de
aminoacidos desse dominio, as modificagBes resultantes na arquitetura da proteina permitem o
reconhecimento e ligacdo por diferentes fatores de transcricdo durante as fases da transcrigéo e
processamento simultaneo do mRNA (Zorio & Bentley, 2004).

Em sintese, somando-se os dados apresentados neste trabalho aos experimentos
reportados pela literatura, sugere-se que NtCDKG;2 possa estar envolvida na regulagéo do ciclo
celular dos tecidos especializados dos estigmas/estiletes de N. tabacum. Esta regulacdo poderia

acontecer de duas formas hipotéticas:

1- A primeira possibilidade seria a CDKF fosforilar a NtCDKG;2 do complexo
CDK/ciclina, tornando-a funcional e capaz de fosforilar e ativar uma proteina-chave
que acionaria o ciclo celular. Da mesma forma, nas células especializadas do pistilo,
SCI1 inibiria a diviséo celular ao inibir NtICDKG;2.
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2- Na segunda hipdtese, a quinase NtCDKG;2 seria uma CDK ativadora de quinases
(CAK) e, ao se complexar com uma ciclina, fosforilaria a CDKF que, por sua vez,
torna-se-ia ativa e fosforilaria 0 dominio CTD da RNA polimerase 1l, tornando a
RNA polimerase funcional e desencadeando o0s processos de transcricdo e
processamento simultdneo de mMRNAS cujas proteinas, por eles codificadas (ou até
mesmo os proprios mMRNAS), seriam responsaveis por regular e permitir a sintese de
DNA e, consequente, entrada no ciclo celular nesses tecidos. Em estigmas/estiletes,
SCI1 inibiria o processo de divisdo celular ao interagir com NtCDKG;2, inibindo sua

acao.

Para testar estas hipdteses, sdo necessarios experimentos para detectar as proteinas
parceiras de interagdo com NtCDKG;2, como yeast two hybrid, por exemplo. A partir disso, se
for confirmada a interacdo entre NtCDKG;2 e a putativa CDKF de N. tabacum, serdo necessarios
ensaios de fosforilacdo entre ambas.

Com base na formacdo de complexos entre a CDKG e o SR-like splicing domain da
CYCL1 de Arabidopsis, Van Leene et al. (2010) sugeriram que esta proteina tenha uma funcéo
na transcricdo e processamento de transcritos. As plantas transgénicas de N.
tabacum,desenvolvidas com superexpressao de NtCDKG;2 e silenciamento por RNAI, poderdo
ser utilizadas para testar esta hipdtese e verificar se a transcricdo e processamento de transcritos
estdo alterados nestas plantas, em comparagdo com as plantas selvagens.

Adicionalmente, analises de microscopia do pistilo com avaliacdo do nimero de celulas e
tamanho das células também poderdo ser realizadas a fim de verificar se ha diferenca (ndo
detectada a nivel macroscopico) entre as plantas selvagens e transgénicas. Além disso, as
sementes geradas a partir das polinizagbes controladas podem ser utilizadas para o cultivo de
uma geracdo F2 homozigota para a transgenia, analise de fenotipo e avaliacdo dos niveis de
transcritos de genes importantes para a regulacdo do ciclo celular e parceiros de interacdo de
NtCDKG;2.
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5. CONCLUSOES

Durante o presente trabalho, o gene N. tabacum CDKG;2 (NtCDKG;2) e sua respectiva
proteina, que interage com SCI1, foram caracterizados. Os experimentos realizados permitiram
alcancar as seguintes conclusoes:

1 - A sequéncia codificadora de NtCDKG;2 foi amplificada a partir de cDNAs de
estigma/estilete de N. tabacum e clonada, com sucesso, em plasmideos intermediarios e de
expressao.

2 - Foi realizado o sequenciamento completo da regido codificadora de NtCDKG;2, confirmando
a identidade com a CDKG;2 de A. thaliana.

3 - A expressdao do geneNtCDKG;2 foi avaliada, por qRT-PCR, em diferentes 6rgdos de N.
tabacum. Os resultados obtidos permitem afirmar que o gene NtCDKG;2 é expresso em todos
Orgéos vegetativos e reprodutivos analisados.

4 - A expressdo do gene NtCDKG;2 foi avaliada, por qRT-PCR, em estigmas/estiletes de
diferentes estadios do desenvolvimento floral de N. tabacum. Foi verificado que o gene
NtCDKG;2 é expresso em todos os 12 estadios de desenvolvimento floral, porém é regulado
durante o desenvolvimento, com um aumento significativo da expressdao em estadios tardios e
anteriores a antese.

5 - A expressdo do gene NtCDKG;2 também foi analisada em estigmas/estiletes de 3 plantas
transgénicas STIG1y0m::iaaM, com aumento dos niveis de auxina no pistilo. Os resultados
obtidos sugerem que o hormdnio auxina regula, em nivel de transcricdo, a expressdo
deNtCDKG;2 nas células do estigma/estilete.

6 - Através de analises de microscopia de fluorescéncia da proteina NtCDKG;2 em fusdo com a
proteina repdrter GFP, pode-se verificar a localizagcdo dessa quinase no nucleo das células de
N.tabacum.

7 - Foram geradas, com sucesso, plantas transgénicas com superexpressdo de NtCDKG;2 e,
também, plantas transgénicas com silenciamento de NtCDKG;2, mediado por RNAI. Todas as
13 plantas de superexpressao analisadas apresentaram niveis aumentados de transcritos do gene
NtCDKG;2, sendo que 12 plantas possuiam até trés vezes mais transcritos quando comparados as
plantas selvagens. Foi verificado um aumento de dez vezes no ndmero de transcritos de
NtCDKG;2 na planta 9.2.
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8 - Foram geradas, com sucesso, plantas transgénicas com silenciamento de NtCDKG;2,
mediado por RNAI. As 13 plantas de RNAI, que tiveram 0s niveis de transcritos do gene
NtCDKG;2 mensurados, possuiam, no maximo, 50% desses transcritos, quando comparados a
planta selvagem. Foi verificado que a planta 54A possui apenas 14% dos transcritos NtCDKG;2
comparada a selvagem.
9 - Néo foram evidenciadas alteracBes fenotipicas morfologicas nas plantas transgénicas de
superexpressao ou silenciamento, quando comparadas a plantas selvagens de N. tabacum.
10 - A proteina recombinante NtCDKG;2 com tag de histidina foi produzida, com sucesso, na
cepa BL21(DE3)CodonPIlusRP de E. coli.

Todos os objetivos propostos nesse trabalho foram alcangados e alguns experimentos
adicionais foram realizados, no intuito de compreender o papel de NtCDKG;2 no

desenvolvimento do pistilo.
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ANEXOS

ANEXO |

Sequéncia de aminoécidos da CDK10/11 de Ricinus communis identificada pelo Mascot.
Em negrito e sublinhado estdo identificados os aminoacidos reconhecidos pelo
espectrometro de massa.

MAAGG IDVSRRRSNNCYSNNHLDRYKNGTHHLVYNKNGHHYCSSSRSFSFKRDG I SCRDEEKEL
GEIEAGYGLDRLEDGE 1PVCEDG IKLHLERKRKFSP I IWDVEDNLSLKKKALSNFSKLSPPGAC
GHGLNNVTDAVVAKDTVPAGLEHTADKASGTGGSLGASGSESKSPVIASPSCQEKNGNDDQEKG
QREEEEGFPEARNISMSRWASDSDSPRDASFSDDEGSPGETVYRKDSSTRILGGNRLTPTGSIG
RDCSAGSSRGDEDFGNQSENGDLMDVDQTRDV IHDVNQMDDSCCQAEEP IAATQRSVDMLEGCR
SVYEFERLHE INEGTYGKVYKALDKKTGKPVALKKVKMDVGRDRNLEEYGFPITSLREINILLS
FHHPSIVNVREVVVGGLDSVFMVMEYMEHDLKGFMQVRKQPFSTSEVKCLMLOQLLEGVKYLHDN
WVLHRDLKTSNLLLNNEGDLK1CDFGMSRQYGSPLKSYTSLVVTLWYRAPELLLGAKQYSTAID
MWSVGCIMAELLSKEPLFKGKSE IDQLAKIFGVLGTPSEKIWPGFSNLPGAKANFVKQPYNLLR
KKFPATFFTGSPVLSDLGLDLLNKLLTYDPEKRLTAEDALNHAWFREVPLPTSKEFMPTLPPQY
AKNR
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ANEXO II

Alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos da CDK10/11 e de TC113039
(identificada por andlise de similaridade no DFCI) de N. tabacum. As
sequénciasapresentaram 74% de identidade e 81% de similaridade.

>tobacco|TC113039 similar to UniRefl00_A7QBS4 Cluster: Chromosome chrl
scaffold_75, whole genome shotgun sequence; n=1; Vitis
vinifera]Rep: Chromosome chrl scaffold_75, whole genome shotgun
sequence - Vitis vinifera (Grape), partial (35%)
Length = 1197

Score = 941 (336.3 bits), Expect = 1.5e-94, P = 1.5e-94
Identities = 177/239 (74%),Positives = 195/239 (81%), Frame = +1

Query: 406 MVMEYMEHDLKGFMQVRKQPFSTSEVKCLMLQLLEGVKYLHDNWVLHRDLKTSNLLLNNE 465
MVMEYMEHDLK M+ KQ F+ SEVKCLMLQLLEGVKYLHDNWVLHRDLKTSNLLLNN+
Sbjct: 1 MVMEYMEHDLKALMETMKQRFTQSEVKCLMLQLLEGVKYLHDNWVLHRDLKTSNLLLNNQ 180

Query: 466 GDLKICDFGMSRQYGSPLKSYTSLVVTLWYRAPELLLGAKQYSTAIDMWSVGCIMAELLS 525
G+LKICDFG++RQYGSPLK+YT LVVTLWYR PELLLGAKQYSTAIDMWS+GCIMAELL
Sbjct: 181 GELKICDFGLARQYGSPLKTYTQLVVTLWYRTPELLLGAKQYSTAIDMWSLGCIMAELLR 360

Query: 526 KEPLFKGKSEIDQLAKIFGVLGTPSEKIWPGFSNLPGAKANFVKQPYNLLRKKFPATFFT 585
KEPLF GKSE+DQL KIF +LGTP+E IWPGFS LPG K NFVK YNLLRK+FPAT F
Sbjct: 361 KEPLFNGKSEVDQLNKIFRILGTPNET IWPGFSKLPGVKVNFVKHKYNLLRKEFPATSFM 540

Query: 586 GSPVXXXXXXXXXXXXXXXXPEKRLTAEDALNHAWFREVPLPTSKEFMPTLPPQYAKNR 644

P P++R+TAE ALNH WFREVPLP SKEFMPT P Q+A++R
Sbjct: 541 -EPGLSDAGFDLLNKLLTYDPDQRITAEAALNHEWFREVPLPKSKEFMPTFPAQHAQDR 714
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ANEXO I11

Alinhamento entre as sequéncias TC113039 (query - DFCI) e SGN-U423624 (subject -
identificada pelo SOL)de N. tabacum. Pode ser observado que a sequéncia TC113039
possui 99% de identidade com a porcéo 3’ da sequéncia SGN-U423624.

>1cl|14769
Length=2597

Score = 2204 bits (1193), Expect
Identities = 119671197 (99%), Gaps
Strand=Plus/Plus

0.0
171197 (O%)

Query 1 ATGGTGATGGAATACATGGAGCATGACCTGAAGGCGTTAATGGAGACAATGAAACAACGA 60

. RN RN RN RN RN RNy
Sbjct 1402 ATGGTGATGGAATACATGGAGCATGACCTGAAGGCGTTAATGGAGACAATGAAACAACGA 1461

Query 61 TTTACCCAAAGTGAAGTCAAATGCCTTATGCTCCAGCTTTTGGAGGGTGTCAAGTATCTT 120

LR e e e e e e e e e e el
Sbjct 1462 TTTACCCAAAGTGAAGTCAAATGCCTTATGCTCCAGCTTTTGGAGGGTGTCAAGTATCTT 1521

Query 121 CATGATAACTGGGTGCTTCACCGAGATCTGAAGACTTCAAATTTACTTTTAAATAACCAA 180

LR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1522 CATGATAACTGGGTGCTTCACCGAGATCTGAAGACTTCAAATTTACTTTTAAATAACCAA 1581

Query 181  GGTGAGTTGAAGATTTGTGACTTTGGATTGGCTCGTCAATATGGGAGCCCCCTGAAAACG 240

EELREEER e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1582 GGTGAGTTGAAGATTTGTGACTTTGGATTGGCTCGTCAATATGGGAGCCCCCTGAAAACG 1641

Query 241  TATACTCAATTGGTGGTTACTTTGTGGTACAGGACACCTGAACTTCTTTTGGGAGCGAAA 300

CEEELERE R e e e e e e et
Shjct 1642 TATACTCAATTGGTGGTTACTTTGTGGTACAGGACACCTGAACTTCTTTTGGGAGCGAAA 1701

Query 301 CAATATTCCACTGCTATTGACATGTGGTCATTGGGTTGTATCATGGCTGAATTGCTGAGG 360

LEEEEERLR e e e e e e e e e e el
Sbjct 1702 CAATATTCCACTGCTATTGACATGTGGTCATTGGGTTGTATCATGGCTGAATTGCTGAGG 1761

Query 361  AAAGAACCGCTTTTCAATGGGAAATCAGAAGTTGATCAACTTAACAAGATTTTCAGAATC 420

FEELEEELR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1762 AAAGAACCGCTTTTCAATGGGAAATCAGAAGTTGATCAACTTAACAAGATTTTCAGAATC 1821

Query 421  CTTGGCACCCCAAATGAGACGATATGGCCGGGATTTTCCAAACTCCCTGGGGTGAAAGTC 480

EELREEER e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1822 CTTGGCACCCCAAATGAGACGATATGGCCGGGATTTTCCAAACTCCCTGGGGTGAAAGTC 1881

Query 481  AACTTTGTAAAGCATAAGTATAACTTGCTAAGAAAGGAATTTCCGGCCACATCCTTCATG 540

FELLEREEEE e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1882 AACTTTGTAAAGCATAAGTATAACTTGCTAAGAAAGGAATTTCCGGCCACATCCTTCATG 1941

Query 541  GAACCTGGACTATCTGATGCTGGTTTTGACCTGTTGAACAAGCTACTCACTTATGATCCG 600

LR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1942 GAACCTGGACTATCTGATGCTGGTTTTGACCTGTTGAACAAGCTACTCACTTATGATCCG 2001

Query 601  GATCAGAGGATAACTGCTGAAGCTGCGTTGAACCATGAGTGGTTTCGTGAAGTTCCTCTT 660

LEELEEELE R e e e e e e e e e e e el
Sbjct 2002 GATCAGAGGATAACTGCTGAAGCTGCGTTGAACCATGAGTGGTTTCGTGAAGTTCCTCTT 2061
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Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

Query

661

2062

721

2122

781

2182

841

2242

901

2302

961

2362

1021

2422

1081

2482

1141

CCCAAGTCCAAAGAATTCATGCCTACCTTCCCTGCACAGCATGCGCAAGACAGGCGTACG

RN AN RNy
CCCAAGTCCAAAGAATTCATGCCTACCTTCCCTGCACAGCATGCGCAAGACAGGCGTACG

CGAAGAGTAGTGAAGAGTCCAGATCCGCTAGAGGAGCAGCGAAGAAAGGAATTGCAGCAG

LEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e el
CGAAGAGTAGTGAAGAGTCCAGATCCGCTAGAGGAGCAGCGAAGAAAGGAATTGCAGCAG

GGGGAGTTGGGGACTGGTGGCTTGTTTTGCTAAGATAATTGAATAGCATGCAGTAACTGT

ERRETEERRR e e e e e e e e el
GGGGAGTTGGGGACTGGTGGCTTGTTTTGCTAAGATAATTGAATAGCATGCAGTAACTGT

TGGTGTTTTGTCTAATACTCAGGGTCGATGTGGTTAAGGTTAGAGAGCCATGCGTTGAAA

EELER R e e e e e e e e e e e e e e et
TGGTGTTTTGTCTAATACTCAGGGTCGATGTGGTTAAGGTTAGAGAGCCATGCGTTGAAA

GGAAGATGCAAAACTTGTTTTGACGATCACTTGTGTTGTTCTTTTAGCAGGGCACTTTTG

R e e e e e e e e e e e e el
GGAAGATGCAAAACTTGTTTTGACGATCACTTGTGTTGTTCTTTTAGCAGGGCACTTTTG

ACAGTATATCGCGGAAAAAATGCTTTGACTATTGTACATGTCTCAGATTTTGTTGCAGGT

TR e e e e e e e e e e e e el
ACAGTATATCGCGGAAAAAATGCTTTGACTATTGTACATGTCTCAGATTTTGTTGCAGGT

TGACTATCACTGGGCGCTGGAACCTTATCATGTAACTGCTTGCATGGCTGGGTGGCGTAG

CEELEE LR e e e e e e e e e el
TGACTATCACTGGGCGCTGGAACCTTATCATGTAACTGCTTGCATGGCTGGGTGGCGTAG

TCAGTTTATCTATTAAGGAACTGTTTCCAAGGAAACTCGTGTATGTAACATATTTCGATT

LR e e e e e et e e e e el
TCAGTTTATCTATTAAGGAACTGTTTCCAAGGAAACTCGTGTATGTAACATATTTCGATT

720

2121

780

2181

840

2241

900

2301

960

2361

1020

2421

1080

2481

1140

2541

AAACAATTTTCTCGCAAATTGATTTGGATACCTGAGTATTTTGGATTATATCGTATA 1197

IEEERERR e P e e e e e e el
Shjct 2542 AAACAATTTTCTCGCAA-TTGATTTGGATACCTGAGTATTTTGGATTATATCGTATA 2597
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ANEXO IV

BLASTp no banco de dados TAIR utilizando a sequéncia de aminoacidos de SGN-U423624

(SOL) como query resulta no gene Atlg67580. O alinhamento entre as sequéncias

de

aminoacidos sugere que a sequéncia do SOLesteja completa (possui desde a metionina
inicial até o codon de terminacdo). As sequéncias possuem mais aminoacidos conservados

na porgao C-terminal.

>AT1G67580.2 | Symbols: | Protein kinase superfamily protein |
chrl:25327727-25330965 REVERSE LENGTH=752
Length = 752

Score = 664 bits (1714), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 403/741 (54%), Positives = 470/741 (63%), Gaps = 89/741 (12%)

Query: 1 MAAGRHGGYRDDEFRGQGLEFEVSRREVGYSKRNYDGFRNG--—====—==————————— 41
MAAGR+ Y D E R Q SRR+ Y+ +Y+ RNG
Sbjct: 1 MAAGRN IRYPDHELRDQESNSRFSRRDSAYANEDYNHVRNGA I DNGKGRVSNLRHGDRDR 60

Query: 42 ———————————- DSGVRLRRMNLKEREMMSN———————— SGRS-DREPGELXXXXXXXX 79
SG RL + N RE+ + S RS DREPGEL
Sbjct: 61 1KSGARQEENKMVSSGFRLSKSNPGSREVF IDLGPKRCGFSARSVDREPGELSSESGSDD 120

Query: 80 XXXXXX-=———————- XDNGDQLPVQSKIRKFSPVIWDNKDAKKVNRMSNIST I -———-- 123
+N  Q PV+ K RKFSP++WD D ++ N N +
Sbjct: 121 LIESESLAKVNGVVKEVENRAQSPVEKK-RKFSPIVWDRDDHERSNLSRNEKPVEVTPLP 179

Query: 124 ————————————- SLVAAKVQNYSMTNNNTEQSQLRVKAIPVSHQVTSEFPDHISLTPPV 170
S+ +YS ++ Q +V VS S + SL V
Sbjct: 180 PPPPLVKRSSQSPSVSCGGNSHYSPAKSDMHQDPVEVGVSAVSMPALSPSVEMSSLCV-V 238

Query: 171 EVRSSNEQE----- AKILEHDEYV---HIRASRWVTDVDDFPVDDNKIPRL---KSRKLG 219
E S+ EQ+ A LE DE + HI +SRW + P D+ +1 K R+
Sbjct: 239 EQSSNAEQDDKQEHATHLEEDENMPTRHISSSRWAAG-NSSPTDEVEIVEEVGEKKRRKK 297

Query: 220 SWLTETGGRRKSLTPELGNPKKN---RAQXXXXXXXXXXXXXXXYQENNLDKNDSMDVDK 276
+ + R S TPE+G + + ++E + K+D M++D+
Sbjct: 298 PFPVQGRFRNTSQTPEVGELVREGYRSSDSDERGHHSLPGSRDDFEERDAVKSDKMEIDE 357

Query: 277 DRNYDDTSV-SQSDTEYEHEHDSCGVLEASFPPQRSVNMLQGCRSVDEYERLNKIDEGTY 335
++ + SV S S+T+ + E+ E + P RS+NMLQGCRSVDE+ERLNKIDEGTY
Sbjct: 358 EEHRRENSVDSLSETDSDDEYVRHETPEPASTPLRS INMLQGCRSVDEFERLNKIDEGTY 417

Query: 336 GVVYRARDKKTGEIVALKKVKMEKEREGFPLTSLREINILLSFYHPAXXXXXXXXXGSKL 395
GVVYRA+DKKTGE IVALKKVKMEKEREGFPLTSLREINILLSF+HP+ GS L
Sbjct: 418 GVVYRAKDKKTGEIVALKKVKMEKEREGFPLTSLREINILLSFHHPSIVDVKEVVVGSSL 477

Query: 396 DNIFMVMEYMEHDLKALMETMKQRFTQSEVKCLMLQLLEGVKYLHDNWVLHRDLKTSNLL 455
D+ I1FMVMEYMEHDLKALMETMKQRF+QSEVKCLMLQLLEGVKYLHDNWVLHRDLKTSNLL
Sbjct: 478 DSIFMVMEYMEHDLKALMETMKQRFSQSEVKCLMLQLLEGVKYLHDNWVLHRDLKTSNLL 537
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Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:

456

538

516

598

576

658

635

718

LNNQGELKICDFGLARQYGSPLKTYTQLVVTLWYRTPELLLGAKQYSTAIDMWSLGCIMA
LNN+GELK1CDFGLARQYGSPLK YT LVVTLWYR PELLLGAKQYSTAIDMWSLGCIMA
LNNRGELK1CDFGLARQYGSPLKPYTHLVVTLWYRAPELLLGAKQYSTAIDMWSLGCIMA

ELLRKEPLFNGKSEVDQLNKIFRILGTPNET IWPGFSKLPGVKVNFVKHKYNLLRKEFPA
ELL K PLFNGK+E DQL+KIFRILGTPNE+IWPGFSKLPGVKVNFVKH+YNLLRK+FPA
ELLMKAPLFNGKTEFDQLDKIFRILGTPNES IWPGFSKLPGVKVNFVKHQYNLLRKKFPA

TSFM-EPGLSDAGFDLLNKLLTYDPDQR I TAEAALNHEWFREVPLPKSKEFMPTFPAQHA
TSF P LSDAGFDLLNKLLTYDP++RIT AL H+WFREVPLPKSK+FMPTFPAQHA
TSFTGAPVLSDAGFDLLNKLLTYDPERRITVNEALKHDWFREVPLPKSKDFMPTFPAQHA

QDRRTRRVVKSPDPLEEQRRK 655
QDRR RR+VKSPDPLEEQRRK
QDRRGRRMVKSPDPLEEQRRK 738

515

597

575

657

634

717
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ANEXO V

Sequéncia codificadora de NtCDKG;2

atggctgccggaagaciiifiiggatatagagacgacgaatttaggggccagggtttggaa
M A A G R HG G Y R DDEFR G Q G L E
tttgaggtttcaaggagggaagttggttactcaaagagaaattatgatggatttcgtaac
F EV SRIREV GY S KR RNY D G F RN
ggcgatagcggggttaggttaagacgaatgaa[iiEEragaaagagagatgatgagtaat
G bsS 66V RILIRIRMNIULIKEWRIEMMS N
tcaggtagaagtgaccgtgagcccggggaattatcatcgtccagecgagagtgtttetgat
S GR S DREWPGEL S S S S E SV S D
gaccaggccagcaattcggacaatggagaccagctacc[itlzlecigagcaaaataagaaaa
D Q AS NS DNGDO QUL PV Q S K I R K
ttttcacccgttatttgggataataaagatgctaagaaagtgaatagaatgtcaaatatt
F S P v I W D N K D A K K V N R M S N 1
ctattctatgactaataataataca
s T I S LV AAKV QNY S MTNNNT
gagcagtcccagcttagggtgaaggctatacctgtttcccaccaagttacttctgaattt
E Q S QLTI RVI KA ATILIPVSHOVTSTETF
cctgaccacatatctttgacgectectgttgaggtoEliTlagcaatgaacaagaagcy
P DH I S L TWPWPV EV R S S NUEOQE A
aaaatacttgaacatgatgaatatgtgcatatacgagcgtctcgatgggtgactgatgtt
K 1 L EHDEY V HI R A SRWV T D V
gatgattccccagttgacgacaataaaattcctcgattaaagagtaggaaactagggtca
b bDbsS PV DIDNI KT PIRLKSIRK L G S
tggttgactgaaacaggtgggcgtaggaaatcactgacccctgaacttgggaaccccaag
w L T E T 6 G R R K S L T P E L G N P K
aaaaatagggcgcagtcctcagaatctgatgatcatattaggtcttctagtagagatagt
K NR A Q S S E S DDH 1T R S S S R D S
taccaggaaaataatttagacaagaatgactccatggatgtggataaggaccgtaattat
Y Q E NNL D K ND S MD V D K DR NY
gatgatflgerLigt tagccaatcagatacagaatacgaacacgagcatgattcttgtggt
b DTSV S Q S DTEYEMHEUHT DS C G
gtactagfEllasicgttccctecctcaaaggagtgtaaacatgcttcaggggtgtagaage
v L E A S F P P QR SV N ML Q G
gtggatgaatacgagaggcttaacaagatagatgaaggtacatatggagttgtttacaga
D EY E R L NK I DEGTY G V V Y R
gctagagataagaagacaggagaaattgttgctctaaagaaggttaaaatggaaaaggaa
R D K K T G E I VvV A L K K V K M E K E
cgagaagggtttcctttgacatctctaagggagataaacattctectctctttctaccat
RERERRCERENEP L T S L R EFiN s =
cccgcagttgtagatgttaaagaagtagttgtagggagcaaacttgacaacattttcatg
P AV V DV K EV V V G S KL DNT F M
gtgatggaatacatggagcatgacctgaaggcgttaatggagacaatgaaacaacgattt
vV M E Y M EH DL KALMETMIK Q R
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acccaaagtgaagtcaaatgccttatgctccagcttttggagggtgtcaagtatcttcat

T Q S E v K C LML Q L L E G V K Y L H
gataactgggtgcttcaccgagatctgaagacttcaaatttactjgaetEitaaccaaggt
DNy L H R DL K T S N L L LN O G

gaggtgaagatttgtgactttggattggctcgtcaatatgggagccccctgaaaacgtat
E vV K 1 C D F G L A RQY G S P L K T

actcaattggtggttactttgtggtacagggcacctgaacttcttttgggagcgaaacaa

T Q L vVv T L WY R APE L L L G A K

tattccactgctattgacatgtggtcattgggttgtatcatggctgaattgctgaggaaa

Yy s T A1 bDbMwS L G6GCI M A E L L R

gaaccgcttttcaatgggaaatcagaagttgatcaacttaacaagattttcagaatcc

E P L FNGIK S EVDQULNI KT F R I

ggcaccccaaatgagacgatatggccgggattttccaaactccctggggtgaaagtca

G T PN ET I WPGF S K L P G V KV

tttgtaaagcataagtataacttgctaagaaaggaatttccggccacatccttcatggaa
F v KX H K Y NL L R K EFP A T S F M

cctggactatctgatgctggttttgacctgttgaacaagctactcacttatgatccgg

P 6 L S DAGUFDULILNA KTULILT Y D P

cagaggataactgctgaagctgcgttgaaccatgagtggtttcgtgaagttcctcttccc
Q R I T A E A A L N H E W F P L P

aagtccaaalEigseatgcctaccttccctgcacagcatgcgcaagacaggcgtacgcga

t

C

t

K $S K EF MP TFPAQHAIOQDI RIRTR
agagtagtgaagagtccagatccgctagaggagcagcgaagaaaggaattgcagcagggg
RV V KSUPUDTFPLTETET QR RT RTEKTETLTGQSQ QG
gagttggggactggtggcttgttttgcigd

E L G T G G L F C =*

Legenda:

Na sequéncia de nucleotideos:

Primers paraamplificacdo de NtCDKG;2:

SGN-U423624-FW: 5’-ATGGCTGCCGGAAGACEIEEN- 3’
SGN-U423624-RV: 5’- [lBBGCAAAACAAGCCACCAGTC- 3’

Primers para entrada no sistema gateway (contendo parte dos sitios attB1 e attB2):
Nt-GL-KIN-attB1-Fw: 5-AGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGGCTGCCGGAAGAC -3
Nt-GL-KINnew-attB2-Rv: 5 -CAAGAAAGCTGGGTCBGCAAAACAAGCCACCAGTCC - 3
Nt-GL-KIN-ss-attB2-Rv: 5" -GTACCAGAAAGCTGGGTCGCAAAACAAGCCACCAGTCC -3

Primers para silenciamento por RNA.:

GL-KIN-RNAi-attB2-Rv: 5’- GAAAGCTGGGTCEICAAATICIAE - 3’

Observacdo: a sequéncia nucleotidica amplificada e utilizada para formagéo do hairpin e silenciamento
por RNAI de NtCDKG;2 esta em negrito e sublinhada.

Primers para REAL TIME - PCR (gPCR):

SGN-U423624-FW-qPCR: 5’-[lITGGTAGCTGCTAAGGTGCAGAA-3’
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SGN-U423624-RV-qPCR: 5’- ACCTCAACAGGAGGCGTCAAAGAT -3’

Sequéncias reconhecidas por enzimas de restri¢do utilizadas neste trabalho:

(eI ITGTACA
PIEIRTTTAAA
HINBGAATTC
EMGIEAAGCTT]
Pvul - SEJNI®E
SARACTAGT

Na sequéncia de aminoacidos:

Destacado em [JRI=4®), estd marcada a assinatura do Serine/Threonine protein kinases active-site. Em
0 aminoacido “D” que corresponde ao proton acceptor site. Estes importantes sitios
foram  determinados por analise da  sequéncia de NtCDKG;2 no  ScanProsite
(http://prosite.expasy.org/scanprosite/). Essa assinatura esta contida em dois grandes dominios: o dominio
Serine/Threonine Kinases que esta destacado em GINZA e o dominio PLN0009, escrito em . Esses
dois dominios se sobrepfem e as andlises relativas a eles foram feitas no NCBI. Em azul, estdo
destacados putativos dominios de localizagdo nuclear (Bipartite nuclear localization signal profile; E-
value 2.1e+04) encontrados nas anélises realizadas no Motif Scan. Em é apresentado o
motivo caracteristico da classe CDKG.
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ANEXO VI

O alinhamento entre as sequéncias nucleotidicas de NtCDKG;2 e SGN-U423624 (SOL)
resulta em 99% de identidade.

>1cl]16367

Length=2010

Score

= 3696 bits (2001), Expect

Identities
Strand=Plus/Plus

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbhjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

1

1

61

61

121

121

181

181

241

241

301

301

361

361

421

421

481

481

541

541

601

601

661

661

0.0
0/2010 (O%)

2007/2010 (99%), Gaps

ATGGCTGCCGGAAGACATGGTGGATATAGAGACGACGAATTTAGGGGCCAGGGTTTGGAA

R e e e e e e e el
ATGGCTGCCGGAAGACATGGTGGATATAGAGACGACGAATTTAGGGGCCAGGGTTTGGAA

TTTGAGGTTTCAAGGAGGGAAGTTGGTTACTCAAAGAGAAATTATGATGGATTTCGTAAC

LRt e e e e e e e e e e el
TTTGAGGTTTCAAGGAGGGAAGTTGGTTACTCAAAGAGAAATTATGATGGATTTCGTAAC

GGCGATAGCGGGGTTAGGTTAAGACGAATGAATTTAAAAGAAAGAGAGATGATGAGTAAT

LELEREER e e e e e e e e e e e e e e et
GGCGATAGCGGGGTTAGGTTAAGACGAATGAATTTAAAAGAAAGAGAGATGATGAGTAAT

TCAGGTAGAAGTGACCGTGAGCCCGGGGAATTATCATCGTCCAGCGAGAGTGTTTCTGAT

CEEELERE e e e e e e e e e e e e e e et
TCAGGTAGAAGTGACCGTGAGCCCGGGGAATTATCATCGTCCAGCGAGAGTGTTTCTGAT

GACCAGGCCAGCAATTCGGACAATGGAGACCAGCTACCTGTACAGAGCAAAATAAGAAAA

TEEERLRE e e e e e e e e e e e e e et
GACCAGGCCAGCAATTCGGACAATGGAGACCAGCTACCTGTACAGAGCAAAATAAGAAAA

TTTTCACCCGTTATTTGGGATAATAAAGATGCTAAGAAAGTGAATAGAATGTCAAATATT

LR e et e e e e e e e e e e e e el
TTTTCACCCGTTATTTGGGATAATAAAGATGCTAAGAAAGTGAATAGAATGTCAAATATT

AGTACAATTTCACTGGTAGCTGCTAAGGTGCAGAACTATTCTATGACTAATAATAATACA

LR e e e e e e e e e e e e e e el
AGTACAATTTCACTGGTAGCTGCTAAGGTGCAGAACTATTCTATGACTAATAATAATACA

GAGCAGTCCCAGCTTAGGGTGAAGGCTATACCTGTTTCCCACCAAGTTACTTCTGAATTT

LELLRE LR e e e e e e e e e e e e el
GAGCAGTCCCAGCTTAGGGTGAAGGCTATACCTGTTTCCCACCAAGTTACTTCTGAATTT

CCTGACCACATATCTTTGACGCCTCCTGTTGAGGTGCGATCGAGCAATGAACAAGAAGCG

EELEEERR R e e e e e e e e e e e e e e el
CCTGACCACATATCTTTGACGCCTCCTGTTGAGGTGCGATCGAGCAATGAACAAGAAGCG

AAAATACTTGAACATGATGAATATGTGCATATACGAGCGTCTCGATGGGTGACTGATGTT

TEEERERE R e e e e e e e e el
AAAATACTTGAACATGATGAATATGTGCATATACGAGCGTCTCGATGGGTGACTGATGTT

GATGATTCCCCAGTTGACGACAATAAAATTCCTCGATTAAAGAGTAGGAAACTAGGGTCA

LEEEREE TR e e e e e e e e e e e e el
GATGATTTCCCAGTTGACGACAATAAAATTCCTCGATTAAAGAGTAGGAAACTAGGGTCA

TGGTTGACTGAAACAGGTGGGCGTAGGAAATCACTGACCCCTGAACTTGGGAACCCCAAG

LEEERERE e e e e e e e e e e e e e e el
TGGTTGACTGAAACAGGTGGGCGTAGGAAATCACTGACCCCTGAACTTGGGAACCCCAAG

120

120

180

180

240

240

300

300

360

360
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AAAAATAGGGCGCAGTCCTCAGAATCTGATGATCATATTAGGTCTTCTAGTAGAGATAGT

PEEERERE e e e e e e e e e e e e e el
AAAAATAGGGCGCAGTCCTCAGAATCTGATGATCATATTAGGTCTTCTAGTAGAGATAGT

TACCAGGAAAATAATTTAGACAAGAATGACTCCATGGATGTGGATAAGGACCGTAATTAT

LR e e e e e e e e e e e e i e e et
TACCAGGAAAATAATTTAGACAAGAATGACTCCATGGATGTGGATAAGGACCGTAATTAT

GATGATACTAGTGTTAGCCAATCAGATACAGAATACGAACACGAGCATGATTCTTGTGGT

LR e e e e e e e e e e e e e e el
GATGATACTAGTGTTAGCCAATCAGATACAGAATACGAACACGAGCATGATTCTTGTGGT

GTACTAGAAGCTTCGTTCCCTCCTCAAAGGAGTGTAAACATGCTTCAGGGGTGTAGAAGC

IEELEEEER e e e e e e e e e e e e el
GTACTAGAAGCTTCGTTCCCTCCTCAAAGGAGTGTAAACATGCTTCAGGGGTGTAGAAGC

GTGGATGAATACGAGAGGCTTAACAAGATAGATGAAGGTACATATGGAGTTGTTTACAGA

R e e e e e e e e e e et
GTGGATGAATACGAGAGGCTTAACAAGATAGATGAAGGTACATATGGAGTTGTTTACAGA

GCTAGAGATAAGAAGACAGGAGAAATTGTTGCTCTAAAGAAGGTTAAAATGGAAAAGGAA

LR e e e e e e e e e e e e e et
GCTAGAGATAAGAAGACAGGAGAAATTGTTGCTCTAAAGAAGGTTAAAATGGAAAAGGAA

CGAGAAGGGTTTCCTTTGACATCTCTAAGGGAGATAAACATTCTCCTCTCTTTCTACCAT

EELEEEER et e e e e e e e e e et
CGAGAAGGGTTTCCTTTGACATCTCTAAGGGAGATAAACATTCTCCTCTCTTTCTACCAT

CCCGCAGTTGTAGATGTTAAAGAAGTAGTTGTAGGGAGCAAACTTGACAACATTTTCATG
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GTGATGGAATACATGGAGCATGACCTGAAGGCGTTAATGGAGACAATGAAACAACGATTT

IR e e e e e e et e e e el
GTGATGGAATACATGGAGCATGACCTGAAGGCGTTAATGGAGACAATGAAACAACGATTT
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LEEERLRR e e e e e e e e e el
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R TR e e e e e e e e e e e el
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TTTGTAAAGCATAAGTATAACTTGCTAAGAAAGGAATTTCCGGCCACATCCTTCATGGAA
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LR e e e e e e e e et
CCTGGACTATCTGATGCTGGTTTTGACCTGTTGAACAAGCTACTCACTTATGATCCGGAT

CAGAGGATAACTGCTGAAGCTGCGTTGAACCATGAGTGGTTTCGTGAAGTTCCTCTTCCC

LR e e e e e e e e e e e e e e nnnttl
CAGAGGATAACTGCTGAAGCTGCGTTGAACCATGAGTGGTTTCGTGAAGTTCCTCTTCCC

AAGTCCAAAGAATTCATGCCTACCTTCCCTGCACAGCATGCGCAAGACAGGCGTACGCGA

FEEELLEEE e e e e e e e e e e e e e it
AAGTCCAAAGAATTCATGCCTACCTTCCCTGCACAGCATGCGCAAGACAGGCGTACGCGA

AGAGTAGTGAAGAGTCCAGATCCGCTAGAGGAGCAGCGAAGAAAGGAATTGCAGCAGGGG

TR e e e e e e e e et e e e e e e et
AGAGTAGTGAAGAGTCCAGATCCGCTAGAGGAGCAGCGAAGAAAGGAATTGCAGCAGGGG

GAGTTGGGGACTGGTGGCTTGTTTTGCTAA 2010

ELLRRELRE LRl
GAGTTGGGGACTGGTGGCTTGTTTTGCTAA 2010

1680

1680

1740

1740

1800

1800

1860

1860

1920

1920

1980

1980

125



	ABREVIATURAS E SIGLAS
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO
	1.1. A FLOR E SUAS ESTRUTURAS
	1.2. SCI1: UM INIBIDOR DO CICLO CELULAR TECIDO ESPECÍFICO
	1.3. QUINASES DEPENDENTES DE CICLINA: REGULAÇÃO E SEU ENVOLVIMENTO NO CICLO CELULAR

	De forma adicional à associação com ciclinas, a atividade das CDKs também é controlada mediante fosforilações. Existem dois a três sítios de fosforilação inibitória e um sítio de fosforilação ativadora nas CDKs. As fosforilações inibitórias são realiz...
	1.4. CDKS PRESENTES EM PLANTAS
	1.5. ESTUDOS REALIZADOS COM AS CDKGs

	2. OBJETIVOS
	2.1. OBJETIVO GERAL
	2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

	3. MATERIAL E MÉTODOS
	3.1. MATERIAL VEGETAL
	3.1.1. Esterilização de sementes
	3.1.2. Coleta de material vegetal

	3.2. PREPARO DE CÉLULAS ELETROCOMPETENTES
	3.2.1. Preparo Escherichia coli eletrocompetentes
	3.2.2. Preparo de Agrobacterium tumefaciens eletrocompetentes

	3.3. TRANSFORMAÇÃO DE BACTÉRIAS POR ELETROPORAÇÃO
	3.3.1. Transformação de E. coli eletrocompetentes por pulso elétrico
	3.3.2. Transformação de A. tumefaciens eletrocompetentes por pulso elétrico

	3.4. ESTOQUES SEMI-PERMANENTE EM GLICEROL
	3.5. EXTRAÇÃO DE DNA PLAMIDIAL DE BACTÉRIAS EM PEQUENA ESCALA (MINI-PREPARAÇÃO)
	3.5.1. Extração de DNA plasmidial de E. coli por lisozima
	3.5.2. Extração de DNA plasmidial de E. coli com o Kit GeneJETTM Plasmid Miniprep (Fermentas Life Sciences)
	3.5.3. Extração de DNA plasmidial de A. tumefaciens por lise alcalina

	3.6. QUANTIFICAÇÕES DAS AMOSTRAS
	3.7. DIGESTÕES COM ENZIMAS DE RESTRIÇÃO
	3.8. GEL DE AGAROSE E ELETROFORESE PARA SEPARAÇÃO DEFRAGMENTOS DE DNA
	3.9. PURIFICAÇÃO DE DNA DE BANDAS EM GEL DE AGAROSE
	3.10. TRATAMENTO DAS MINI-PREPARAÇÕES DE DNA COM RNase
	3.11. LIMPEZA DO DNA COM FENOL/CLOROFÓRMIO
	3.12. PLASMÍDEOS UTILIZADOS
	3.12.1. Plasmídeo intermediário para clonagem
	3.12.2. Plasmídeos do Sistema Gateway Cloning Technology

	3.13. SEQUENCIAMENTO
	3.13.1. Preparo das reações
	3.13.2. Programa de PCR utilizado
	3.13.3. Precipitação das amostras
	3.13.4. Primers utilizados

	3.14. AMPLIFICAÇÃO DA SEQUÊNCIA CODIFICADORA DE NtCDKG;2
	3.15. CLONAGEM DA SEQUÊNCIA CODIFICADORA DE NtCDKG;2
	3.16. REAÇÕES DE RECOMBINAÇÃO E CONSTRUÇÃO DOS VETORES DE EXPRESSÃO
	3.16.1. PCRs 1 – inserção de partes dos sítios attB1 e attB2
	3.16.2. PCRs 2 e inserção completa dos sítios attB1 e attB2
	3.16.3. Recombinação das construções no vetor pDONR221-Reações BP
	3.16.4. Recombinação dos pENTRY com seus respectivos vetores de destino – reações LR

	3.17. ANÁLISE DA EXPRESSÃO NtCDKG;2
	3.17.1. Desenho dos primers
	3.17.2. Coleta do material vegetal para extração de RNA
	3.17.3. Extração de RNA de N. Tabacum
	3.17.4. Confirmação da integridade do RNA
	3.17.5. Tratamento com DNase
	3.17.6. Detecção de contaminação com DNA genômico
	3.17.7. Reação de cDNA com a transcriptase reversa
	3.17.8. Análises quantificação dos transcritos
	3.17.9. Análise dos resultados

	3.18. TRANSFORMAÇÃO DE PLANTAS
	3.18.1. Transformação e seleção dos clones de A. tumefaciens
	3.18.2. Infecção de discos foliares e obtenção de transgênicos estáveis
	3.18.3. Extração de DNA genômico de N. tabacum
	3.18.4. PCR para checagem dos transgênicos
	3.18.5. Expressão transiente de NtCDKG;2_GFP em folhas de N. tabacum

	3.19. EXPRESSÃO HETERÓLOGA
	3.19.1. Indução da expressão da proteína NtCDKG;2
	3.19.2. Lise bacteriana para liberação das proteínas
	3.19.3. SDS-PAGE

	3.20. TRANSFERÊNCIA PARA MEMBRANA E WESTERN BLOT
	3.20.1. Revelação do Western por ECL (Enhanced Chemiluminescent)

	3.21. MEIOS DE CULTURA
	3.21.1. Meio LB (Luria-Bertani)
	3.21.2. Meio MAS para Agrobacterium (Mininum A sucrose)
	3.21.3. Meio 5X A
	3.21.4. Meio MS para plantas (Murashige e Skoog, 1962)
	3.21.5. Meio MS 300 – Indução de calos
	3.21.6. Meio MS 250 – Indução de parte aérea
	3.21.7. MES (100mM) – 25 ml

	3.22.ANTIBIÓTICOS
	3.23. TAMPÕES E SOLUÇÕES
	3.23.1. Tampão de transferência
	3.23.2. Solução corante de Ponceau
	3.23.3. TBS
	3.23.4. ECL-Solução 1
	3.23.5. ECL-Solução 2


	4. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	4.1. ANÁLISES IN SILICO EM BUSCA DA SEQUÊNCIA CODIFICADORA COMPLETA DA CDK DE N. TABACUM
	4.2. AMPLIFICAÇÃO DA REGIÃO CODIFICADORA DE NtCDKG;2
	4.3. ANÁLISES IN SILICO DA SEQUÊNCIA NtCDKG;2
	4.4. ANÁLISE DA EXPRESSÃO DO GENE NtCDKG;2 EM PLANTAS SELVAGENS
	4.4.1. NtCDKG;2 é expressa nos diferentes órgãos de N. tabacum
	4.4.2. A expressão de NtCDKG;2 é regulada ao longo do desenvolvimento do estigma/estilete

	4.5.NtCDKG;2 É REGULADO, A NÍVEL TRANSCRICIONAL, POR AUXINA
	4.6. CONSTRUÇÕES DE VETORES DE EXPRESSÃO EMPLANTAS
	4.6.1. Obtenção das construções de superexpressão, RNAi e fusão com GFP
	4.6.2. Recombinação dos fragmentos de interesse com o vetor de entradapDONR221
	4.6.3. Reações de recombinação entre as construções pENTRY e vetores deexpressão

	4.7. OBTENÇÃO DE COLÔNIAS DE AGROBACTERIUM CONTENDO OSPLASMÍDEOS DE EXPRESSÃO EM PLANTA
	4.8. LOCALIZAÇÃO SUBCELULAR DA PROTEÍNA NtCDKG;2 EM CÉLULAS EPITELIAIS DEN. TABACUM
	4.9. OBTENÇÃO DAS PLANTAS TRANSGÊNICAS ESTÁVEIS: SILENCIAMENTO ESUPEREXPRESSÃO DE NtCDKG;2
	4.10. ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE NtCDKG;2 NASPLANTAS TRANSGÊNICAS DE SUPEREXPRESSÃO E SILENCIAMENTO
	4.11. EXPRESSÃO HETERÓLOGADA PROTEÍNA NtCDKG;2 EM E. COLI
	4.11.1. Produção heteróloga da proteína recombinante NtCDKG;2-GST
	4.11.2. Produção da proteína recombinante NtCDKG;2-HIS

	4.12. CONSIDERAÇÕES FINAIS

	5. CONCLUSÕES
	6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	ANEXOS
	ANEXO I
	ANEXO II
	ANEXO III
	ANEXO IV
	ANEXO V
	ANEXO VI


