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“...transposases are the most abundant genes
in both completely sequenced genomes
and environmental metagenomes,

and are the most ubiquitous...”
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Resumo

RESUMO

Os elementos transponiveis constituem grande parte do genoma das plantas,
particularmente em gramineas, constituem entre 50 a 80% do conteddo gendmico.
Recentemente, foi demonstrado que estes elementos servem como fonte de material
genético para a formagcdo de novos genes e novas redes regulatérias. O SUCEST,
projeto de seqienciamento de ESTs de cana-de-agucar da FAPESP, gerou a
sequéncia parcial de 237.954 mRNA de diversos tecidos e condi¢des fisiologicas,
fornecendo valiosa informacdo sobre o transcriptoma deste cultivo. Um levantamento
dos elementos transponiveis nesse genoma mostrou que o transposon Mutator € o
mais expresso. A superfamilia Mutator foi amplamente estudada em cana-de-acUcar,
arroz e Arabidopsis thaliana e se constatou que o sistema esta composto por dois
clados de transposons “verdadeiros” (Classe | e Classe Il) e dois clados de
transposases domesticadas (Classe Ill e Classe 1V), chamadas mustang. As
transposases domesticadas sao sequéncias derivadas de transposons, que perderam a
capacidade de se mobilizar, e adquiriram funcdo celular. Recentemente, foram
clonadas e sequenciadas, pelo nosso grupo, duas copias gendmicas da Classe Il e
uma da Classe IV. Para somar evidéncias que permitam desvendar a funcdo das
proteinas MUSTANG, este trabalho realizou uma andlise comparativa destes genes em
gramineas assim como o estudo da atividade transcricional em cana-de-acUcar. Desta
forma, foram identificados os loci ortdlogos no genoma de sorgo e milho, e foi possivel
verificar que 0s genes mustang sdo altamente conservados. As putativas regides
regulatérias dos genes de cana-de-agUcar apresentaram diversos motivos de unido a
fatores de transcricdo envolvidos na resposta a luz, horménios e estresse. Fusfes com
genes reporteres permitiram demonstrar que as regides estudadas sdo promotores
transcricionais ativos. Adicionalmente, a obtengcdo de linhagens de células de fumo

transgénicas viabilizou experimentos que permitiram revelar que os promotores dos
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genes mustang sdo modulados por fitohormonios. O perfil transcricional para ambas as
classes revelou que estes genes sao expressos de forma ubiqua, sendo o meristema o
tecido que apresenta maiores niveis relativos de mRNA. A andlise integrada dos
resultados obtidos sugere o possivel envolvimento das proteinas MUSTANG na

manutencdo da homeostase da resposta hormonal.



Abstract

Abstract

Transposable elements constitute a vast quantity of plant genomes, particularly
in grasses, they comprise between 50 to 80% of genomic content. Recently, it has been
demonstrated that these elements are source of genetic material for new genes creation
and new regulatory network establishment. The Brazilian Sugarcane EST Sequencing
Project, SUCEST, financed by FAPESP, generated 237.954 mRNA partial sequence
derived from several tissues and different physiological conditions, providing a wide
range of information of sugarcane transcriptome. A wide spectrum of transposable
elements was identified, revealing the Mutator transposon as the most abundantly
expressed transposable element in sugarcane genome. The Mutator superfamily was
deeply explored in Arabidopsis, sugarcane and rice and it was found that the system
comprises two clades of bona fide transposons (Class | and Class Il), and two clades of
domesticated transposases (Class Il and Class 1V), named mustang. The domesticated
transposases are sequences that have lost their movement capacity and, acquired
cellular function. Recently, two genomic copies of Class Ill and one for Class IV have
been cloned and sequenced by our group. In order to gain evidences for unraveling the
function of MUSTANG proteins, this work performs a comparative sequence analysis of
these genes in grass genomes and a transcriptional activity profile study in sugarcane.
Thus, the orthologous loci from sorghum and maize were identified, and it was verified
that mustang genes are highly conserved in grass genomes. The putative promoter
region of sugarcane genes displayed several transcription factor motifs involved in light,
hormone and stress response. Reporter gene fusions showed that the studied regions
are indeed transcriptional active promoters. Furthermore, transgenic lines of tobacco
BY-2 cells demonstrated that the sugarcane mustang genes are modulated by

phytohormones. The expression profile revealed that both classes are ubiquitously



Abstract

transcribed being the meristem the tissue that shows higher relative expression levels.
The integrated analysis of these results suggests a possible involvement of MUSTANG

proteins in the homeostasis maintenance of hormonal response.
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l. Introducéo.

1. Elementos de transposicao (TES).

Os elementos transponiveis (TEs) sdo segmentos de DNA (500bp-10.000pb)
capazes de mudar de posicdo e/ou propagar-se no genoma (Okamoto e Hirochika
2001). Os TEs foram primeiramente descritos em milho, pela citogeneticista Barbara
McClintock na década de 40, devido ao seu envolvimento na origem de mutacdes
instaveis. Ela os denominou de “elementos controladores do gene” pelo fato de
modularem a expressdo dos genes aos quais estavam associados, observando a
influéncia dos transposons no fenétipo variegado de grdos de milho (Figural). Este
fendtipo variegado € visivel devido a insercéo e posterior excisdo de um transposon em
um gene responsavel pela pigmentacéo dos graos de milho, causando a interrup¢éo do
seu produto génico e posterior restabelecimento da pigmentacdo. Desde o0s primeiros
ensaios McClintock ja observava a alternancia de fases de quiescéncia e reativacao de

transposons em milho (McClintock 1956).

A B

Insergao \

[ [ T —>

Fendtipo mutado

Excisdo A
[ I I —3 @
Fendtipo variegado

| | | | —
Gene responsavel pela

pigmentag&o Fendtipo namal ou
revertente

Fonte: Feschotte et al., 2002

Figura 1. (A) Gréaos de milho apresentando fenétipo variegado devido a atividade
de um elemento de transposicdo. (B) Representacdo esquematica da insercdo de
um elemento de transposicéo (verde) em um gene responsavel pela pigmentacao.
A insercdo do TE promove a inativacdo do gene, produzindo um fenétipo mutado.
Dependendo do estagio de desenvolvimento do grdo no momento da excisdo, o
restabelecimento da expressdo génica normal leva a reversao total ou a um
fenotipo variegado.
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Centenas de genomas eucariotos tém sido sequenciados, analisando esses
dados do ponto de vista filogenético os TEsS se mostraram ubiquos, e enquanto o
namero de genes apresenta pouca diferenca, a quantidade e diversidade dos
elementos é altamente variavel (Pritham 2009). Os TEs constituem a maior parte do
DNA repetitivo presente no genoma de plantas e animais, constituindo cerca de 45 %
do genoma humano e 50 a 80% em genomas vegetais (Feschotte et al. 2002).

Dependendo do intermediario utilizado para sua transposi¢cdo, os TEs sao
divididos em duas classes. A Classe |, ou retrotransposons, sdo elementos que se
mobilizam através de um intermediario de RNA que € reverso transcrito em uma copia
de DNA que posteriormente é inserida no genoma. Este mecanismo é chamado de
“copia e cola”. Os elementos de Classe Il, ou transposons, se mobilizam através de um
intermediario de DNA, na sua maioria, utilizam um mecanismo do tipo “corta e cola”
pelo qual o fragmento de dupla fita de DNA se excisa do genoma e se reinsere em uma
nova posicao do genoma (Pritham 2009). Em ambas as classes existem elementos
nao-autbnomos e autbnomos. Os elementos autdbnomos codificam todas as enzimas
necessarias para a sua mobilizacdo, enquanto que os elementos ndo-autbnomos sao
mutantes, dependendo inteiramente da maquinaria enzimatica dos elementos
autbnomos para se transpor (Feschotte et al. 2002).

Para facilitar a anotacdo da crescente quantidade de dados que estd sendo
gerada sobre TEs, os elementos da Classe Il ou transposons, em organismos
eucarioticos sédo divididos em duas subclasses. A Subclasse | compreende aqueles
transposons classicos que se mobilizam pelo mecanismo de “corta e cola” gerando
quebras na dupla fita de DNA durante o processo de transposi¢ao. Os elementos de
tipo Helitrons e Mavericks pertencem a Subclasse Il. Enquanto que os Helitrons

possuem um mecanismo de replicagdo do tipo circulo rolante, os Mavericks utilizam
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uma DNA polimerase propria (Sinzelle et al. 2009, Pritham 2009). Os elementos
autbnomos da Subclasse | s@o caracterizados por codificar uma transposase e pela
presenca das inversdes terminais repetidas flanqueando o elemento (TIRs). Durante o
ciclo de transposicdo, um dominio de unido ao DNA (DBD) no extremo N-terminal da
transposase reconhece as TIRs, e o sitio catalitico no extremo C-terminal quebra e
mobiliza o elemento. O sitio catalitico esta determinado pelo dominio constituido pelos
aminoacidos DDE (Haren et al. 1999). Dependendo da sequUéncia das TIRs, dos
motivos protéicos entre elas, e do comprimento das duplicacdes do sitio de insercao
(TSDs) geradas ap0s a transposicdo, esta subclasse apresenta nove superfamilias
descritas (Tabela 1) (Sinzelle et al. 2009). Um estudo recente demonstrou que 0s
genes que codificam transposases sdo 0os mais abundantes da natureza (Aziz et al.
2010).

Diversas evidéncias indicam que o tamanho do genoma estad diretamente
correlacionado com a presenca de retrotransposons, pois de acordo ao seu mecanismo
de transposicdo, apds cada ciclo, eles aumentam o numero de copias. No entanto,
essa premissa ndo se aplica para os transposons que se mobilizam, majoritariamente

através de mecanismos conservativos (Feschotte e Pritham 2007, Devos 2010).

Tabela 1. Propriedades estruturais e moleculares das nove superfamilias de DNA transposons
pertencentes a subclasse |.

. . Proteinas Ndcleo
Superfamilia Ocorréncia Tamanho (kb) TIRs (bp) TSDs (bp) codificadas DBD catalitico
Tcl/mariner Eucariotos 1,2-5,0 17-1100 2 (TA) Tnp HTH (DDE) Tnp
hAT Eucariotos 25-5,0 5-27 8 Tnp BED ZnF (DDE) Tnp
Mutator Eucariotos 13-74  O-véroskb  9-11 Tnp WRKY é CCML - (DDE) Thp
. Animais e
Merlin eubacteria 1,4-35 21-462 8-9 Tnp nd (DDE) Tnp
. Metazoarios e
Transib fungos 3-4 9-60 5 Tnp nd (DDE) Tnp
P Plantas e 3-11 13-150 8 Tnp THAP ZnF nd
matazoarios
piggyBac Eucariotos 2,3-6,3 12-19 4 (TTAA) Tnp nd nd
. . ) } 3 (CWG Tnp + proteina
PIF/Harbinger Eucariotos 23-55 15-270 ou TWA) Myb-like MyB/SANT (DDE) Tnp
Plantas,
CACTA metazoarios e 4,5-15 10-54 2-3 TnpA + TnpD nd nd
fungos
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DBD: Dominio de ligacdo ao DNA, TSD: sitio alvo duplicado, Tnp: transposase e nd: ndo determinado.
Adaptado de Sinzelle et al. 2009.

A sua natureza mutagénica, aliada a sua abundancia, levanta o questionamento
de como o hospedeiro mantém a sua viabilidade. Na verdade, a maioria dos TEs se
encontra em estado quiescente, sendo ativados em condig¢@es fisiologicas especificas
como estresses bidticos ou abidticos. Complexos mecanismos regulatérios
estabelecem um equilibrio que garantem a perpetuidade desses elementos no genoma
hospedeiro (Lisch 2009). A transcricdo € o primeiro ponto de controle da atividade dos
TEs (Grandbastien et al. 2005). Por outro lado, a transcricdo de um TE nado se
correlaciona necessariamente com a presenca de novas insercfes ja que, para
completar o ciclo de transposicdo, além da transcricdo € necessario que ocorra a
traducdo do mensageiro, transcricdo reversa no caso dos retrotransposons, e a
integracdo em um novo local. A regulacdo em qualquer destes niveis limita a
transposicéo (Slotkin e Martienssen 2007). Os mecanismos moleculares envolvidos na
regulacdo dos TEs envolvem interferéncia de RNA (RNAI) e alteracBes epigenéticas
como a modificacdo pds-traducional de histonas levando a remodelacdo da cromatina

(Sinzelle et al. 2009).

2. Impacto e domesticacao dos TEs.

Os TEs sdo comumente considerados “parasitas gendémicos” e foram
historicamente chamados de “DNA egoista”. O seu ciclo de vida compreende a
dispersdo em diversas espécies, aumento do numero de coOpias, e se perpetuar no
genoma hospedeiro até, finalmente, virarem fésseis perdendo a sua capacidade de
replicacdo e mobilizacdo. Durante a sua existéncia como elementos ativos, ao se
transpor, os TEs geram mutacdes por insercdo causando inativagdo génica ou

mudang¢as no padrdo de expressdo. Neste sentido, diversos trabalhos tem descrito
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exemplos nos quais TEs aportaram seqUéncias promotoras ou enhancers
transcricionais, sitios de splicing alternativo ou de poliadenilacdo, e motivos regulatorios
em cis (Bowen e Jordan 2002, Marino-Ramirez et al. 2005). Por outro lado, a presenca
de seqUéncias repetidas ao longo do genoma prové sitios de recombinacao ilegitima
gerando translocacbes, inversbes e delecbes. Um fenbmeno interessante e
amplamente descrito € a captura de fragmentos duplicados do genoma hospedeiro pelo
TE dando origem a quimeras (Saccaro-Jr et al. 2007). Devido ao seu mecanismo de
transposicao replicativa, a atividade dos retrotransposons € um dos maiores fatores de
variacdo no tamanho do genoma em plantas (Devos 2010).

As evidéncias expostas demonstram claramente o papel crucial que as
sequéncias moéveis possuem na evolucdo dos genomas eucariotos. O mais drastico
exemplo deste impacto € o processo descrito como “domesticacdo molecular” no qual
sequéncias derivadas de TEs dao origem a genes funcionais do hospedeiro (Benjak
2008). Alguns destes genes surgiram da fusdo de um dominio funcional com uma
transposase ou, nos casos mais extremos, da domesticacdo de uma transposase
inteira. Neste Udltimo caso, o elemento perde as suas TIRs, perdendo assim a
capacidade de se transpor, e adquire uma funcgéo celular. Estes genes sao chamados
de “transposases domesticadas”.

Como mencionado anteriormente, as transposases possuem dois dominios
funcionais: o DBD e o catalitico. Embora muitas proteinas domesticadas provéem de
uma transposase inteira e consequentemente mantém ambos os dominios, o DBD é o
preferencialmente incorporado pelo hospedeiro e consequentemente a maioria das
transposases domesticadas desempenham funcdo de reguladores transcricionais
(Feschotte 2008). Neste contexto, tém sido caracterizadas proteinas que atuam como

fatores de transcricdo (Yamashita et al. 2007, Butter et al. 2010), remodeladores da
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cromatina (Macfarlan et al. 2005), e até reguladores da traducdo (Liu et al. 2003).
Regularmente, o processo evolutivo de domesticacdo vem acompanhado da
modificacdo do dominio catalitico DDE e as proteinas derivadas de transposons tém
demonstrado ser defectivas para complementar em trans a transposi¢céo de elementos
nao-autdbnomos. A Unica excecao até o momento descrita € o caso da proteina RAG1
envolvida na recombinacdo somatica responsavel pela diversidade de imunoglobulinas
das células T em humanos e outros vertebrados (Agrawal et al.1998, Kapitonov e Jurka
2005). Levando em consideracdo o0s potenciais efeitos deletérios da atividade
transposicional, tem sido proposto que as transposases domesticadas possam
participar da regulacdo dos TEs correlatos, seja desencadeando o mecanismo de RNAI
ou como antagonistas da atividade das transposases selvagens através da
heterodimerizacdo e conseqiiente complementacdo negativa dominante (Rossi et al.
2004, Sinzelle et al. 2009).

Quando se discute sobre a origem de genes do hospedeiro derivados de
elementos moveis é importante mencionar que a evolugdo frequentemente atua de
maneira convergente e, conseqlentemente, € teoricamente possivel que as
transposases tenham surgido a partir de genes do hospedeiro. O argumento mais
contundente para estabelecer esta relacdo evolutiva prové da arvore filogenética. Por
exemplo, enquanto que as transposases domesticadas apresentam origem
relativamente recente, 0s elementos relacionados possuem uma distribuicéo
filogenética muito mais ampla podendo assim se inferir que os genes do hospedeiro
surgiram a partir de uma transposase e nao vice versa (Sinzelle et al. 2009).

Embora a maioria das transposases domesticadas nao tenha sido
completamente caracterizada ainda, em particular nas plantas alguns exemplos

interessantes foram reportados. Como o gene Daysleeper descrito em A. thaliana,
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derivado do transposon Activator da superfamilia hAT. Esta transposase domesticada
reconhece o motivo Kubox1 presente em varios promotores vegetais, incluindo o gene
da magquinaria de reparo de DNA Ku70. Plantas silenciadas ou que super expressam
Daysleeper apresentam um padrdao de desenvolvimento anormal e o perfil de
expressao génica completamente alterado. Assim, foi demonstrado que este gene € um
fator de transcricdo mestre do qual depende o padrdo morfogenético normal da planta
(Bundock e Hooykaas 2005). O fitocromo A (phyA) media diversas respostas das
plantas a estimulos luminosos. Em A. thaliana foram caracterizados os genes fhy3 e
farl que codificam proteinas relacionadas a transposase da superfamilia Mutator. Estes
dois genes atuam conjuntamente modulando a transducéo de sinal do phyA ativando a
transcricdo dos genes fhyl e fhl, os quais sdo necessarios para a acumulacao do phyA
ativado no nucleo da célula vegetal. Por sua vez, phyA regula negativamente a
expressao de fhy3 e farl. Este sistema apresenta um exemplo no qual uma proteina
com atividade de unido a DNA, altamente eficiente foi capturada pelo genoma vegetal
para manter a homeostase da resposta a luz mediada pelo phyA (Lin et al. 2007).
Finalmente, o produto do gene rosina (rsi) de Antirrhinum majus foi identificado como
uma proteina de unido a DNA, que regula genes cujos promotores possuem o motivo
CArG-box, como € o caso do gene deficiens que controla o desenvolvimento floral
nessa espécie. RSI é uma proteina do transposon Tam pertencente a superfamilia
CACTA (Roccaro et al. 2007). Plantas transgénicas silenciadas para rsi apresentaram

alteracdes morfolégicas nas sementes, relacionando mais uma vez o desenvolvimento

vegetal aos elementos genéticos moveis.

3. Superfamilia Mutator.

11
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A superfamilia Mutator (Mu) foi primeiramente relatada por Robertson (1978) em
milho, e tem sido descrito como 0 mais ativo e mutagénico transposon em plantas
descoberto até o momento. Devido a esta caracteristica, Mu tem sido usado como uma
ferramenta para a clonagem de genes por “transposon tagging” (Walbot 2000). Nos
altimos dez anos, o sistema Mutator tem sido caracterizado em diversas espécies
vegetais como Arabidopsis thaliana, arroz e cana-de-acucar (Yu et al. 2000, Saccaro-Jr
et al. 2007).

O elemento autbnomo da superfamilia Mutator, MuDR, responsavel pela
mobilizacdo do sistema, possui dois genes que sdo transcritos em sentido inverso:
mudrA e mudrB (Figura 2). A regido codificante esta flanqueada por TIRs de 220 pb
onde se localizam os promotores. O gene mudrA codifica para a transposase MURA,
enzima responsavel pela transposi¢ado, enquanto o produto de mudrB € requerido para
a integracdo. No entanto, a presenca de mudrB ndo é uma caracteristica geral dentro

da superfamilia Mutator e foi encontrado somente nos elementos do género Zea.

< TIR | mudrA |  mudrB | TIR >
4 84 kh 1kb

220pb l 1
207-167 aa

MURA transposase MURE

Figura 2. Estrutura do elemento autébnomo MuDR de milho

Além do elemento autbnomo, o0 sistema Mutator compreende um conjunto de
elementos ndo autbnomos altamente variaveis em sequéncia e estrutura denominados
MuLEs (Mutator-like elements). Estes representam a maioria dos elementos do sistema
e dependem do autbnomo para a sua transposicdo (Lisch 2002) (Figura 3). Enquanto

gue poucas linhagens de milho possuem elementos ativos, todos 0s genotipos portam
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elementos homélogos a MuDR, chamados de hMuDRs cujas regifes codificantes sdo
entre 80 e 90 % idénticas ao elemento autbhomo. Estes elementos sdo expressos e
participam da regulacdo negativa do sistema através de mecanismos de silenciamento
génico transcricional (TGS) e pds-transcricional (PTGS) (Rudenko & Walbot 2001,
Slotkin et al. 2003). Quando além de mudrA, os elementos possuem um fragmento de
DNA hospedeiro sdao chamados de Transduplicated MuLEs (Juretic et al. 2005). Em
alguns casos, 0s elementos apresentam, apenas DNA do hospedeiro entre TIRs, neste
caso, sdo definidos como Pack-MuLEs (Jiang et al. 2004). Finalmente, os genes
mustang, transposases domesticadas da superfamilia Mutator, completam a
diversidade do sistema. Estes genes, ao contrario de farl e fhy3, foram descritos tanto
em espécies de mono quanto eudicotiledéneas (Cowan et al. 2005, Saccaro-Jr et al.

2007).

nMuoR I IO E—>

Transauplicated MuLEs <—— (N>

TIR

Pack-MuLE <:] [::>
Transposasedomesticada _

Transposase

Dominio protéico do hospedeiro

OREQO

Sequéncia do hospedeiro

Figura 3. Os diferentes tipos de elementos que compdem o sistema Mutator

4. A cana-de-agucar.

A cana-de-aclcar (Saccharum spp.) € uma graminea cultivada em regides
tropicais e subtropicais destinadas principalmente a producdo de acucar e

biocombustiveis, principalmente bioetanol. E uma das culturas mais importantes
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economicamente, e esta juntamente com o milho, arroz e trigo, no topo mundial das
commodities agricolas com respeito a produtividade (Devos 2010).

Assim como o sorgo (Sorghum bicolor) e o milho (Zea mays), a cana-de-acglcar
pertence a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribo Andropogoneae. Ja outras
gramineas de importancia agronémica como o arroz (Oryza sativa) e o trigo (Triticum
aestivum) pertencem as subfamilias Ehrhartoideae e Pooideae, respectivamente. Seis
espécies de Saccharum (S. spontaneum, S. robustum, S. officinarum, S. barberi, S.
sinense e S. edule) juntamente com espécies de géneros proximos, formam o
“‘complexo Saccharum”, a partir do qual surgiu a cana de acucar cultivada (Mukerjee
1957, Daniels et al. 1975). De um ponto de vista préatico, 0os recursos genéticos da
cana-de-acucar podem ser divididos em trés grupos: (1) cultivares tradicionais, (2)
espécies selvagens aparentadas, e (3) cultivares modernos (Grivet et al. 2004).

(1) Os cultivares tradicionais, descendentes dos primeiros domesticados, ja ndo séo
cultivados para producdo, mas utilizados como genitores dos cultivares modernos e
constituem importantes fontes de germoplasma para a introducdo de caracteres de
interesse agrondmico. Estes incluem:

- O cultivar nobre S. officinarum (2n=80), rico em acucar e ainda utilizado na agricultura
tradicional especialmente na Melanésia.

- As espécies S. barberi e S. sinense que eram comumente encontradas na india e
China, respectivamente, onde provavelmente tenha-se originado a indUstria agucareira.
Estas possuem mais de 80 cromossomos e menores conteludos de acucar que S.
officinarum.

- S. edule utilizado para consumo humano na Melanésia.

(2) As espécies selvagens aparentadas, genitores dos cultivares tradicionais incluem:
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- S. spontaneum (2n=40-128) possui baixo teor de acucar e ampla distribuicdo
geografica, desde algumas ilhas do Pacifico, Melanésia e Asia Tropical, passando pelo
Médio Oriente até a Africa.

- S. robustum (2n=60 ou 2n=80) praticamente ndo acumula aclcar e € encontrada na
Melanésia.

- Espécies dos géneros Erianthus, Miscanthus, Sclerostachya e Narenga. Estes
géneros possuem ampla distribuicdo desde o Himalaia até a Melanésia. Uma particular
concentracdo de espécies destes géneros é encontrada no nordeste da india.

(3) Os cultivares modernos, que substituiram os tradicionais ao longo do século
20, foram produzidos através de cruzamentos artificiais entre S. officinarum, com alto
teor de acucar, e S. spontaneum, selvagem e vigorosa, seguidos de varias geracdes de
selecéo clonal. Assim, foi possivel aliar caracteristicas como resisténcia a doencas e
alta producdo de acucar. Desta maneira, 0s cultivares modernos possuem genomas
complexos com entre 100 a 130 cromossomos, dos quais 15-25% provém de S.
spontaneum e o restante de S. officinarum, séo altamente polipldides e apresentam
aneuplodidias (Figura 4) (D'Hont 2005).

A poliploidia tem sido o maior fator na evolucdo das linhagens de gramineas
devido ao aumento do numero de genes, ativacdo de elementos transponiveis,
alteracdo do panorama epigenético acarretando novos padrdes de expressao génica e
potencial criacdo ou perda génica (Kashkush et al. 2005). Apesar do alto nivel de
ploidia, o tamanho dos genomas monoploides de S. officinarum e S. spontaneum esta
em torno de 930 e 750 Mpb, respectivamente; enquanto que o dos cultivares hibridos é
de 1000 Mpb (D’Hont e Glaszmann 2001). Assim, para cada locus de cana-de-agucar
ha em torno de 12 cOpias ou haplétipos, a maioria proveniente do genitor S.

officinarum, alguns de S. spontaneum e outros recombinantes.
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S. spontaneum

. officinarum,
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i —

Figura 4. Representacdo esquematica do genoma
dos cultivares modernos de cana-de-aglcar.
Barras brancas e cinzas correspondem aos
cromossomos provenientes de S. officiharum e S.
Spontaneum, respectivamente (Adaptado deD’Hont,
2005).
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Em 1999, uma iniciativa da Fundacdo de Amparo a Pesquisa no Estado de S&o
Paulo (FAPESP) deu o primeiro grande passo para o conhecimento do genoma da
cana-de-acucar abrindo um amplo panorama para o desenvolvimento cientifico e
tecnolégico em torno desse cultivo de imensa importancia econémica mundial. O
Projeto SUCEST (Sugarcane Expressed Sequence Tags) foi o responsavel pelo
sequenciamento do transcriptoma da cana-de-acUcar. Foram parcialmente
sequenciados mais de 260.000 clones de cDNA, provenientes de 26 bibliotecas de
cDNA, geradas a partir de RNA extraido de diferentes tecidos e condi¢Bes fisiologicas.
Com isso foram produzidas 237.954 ESTs (Expressed Sequence Tags) de alta
qualidade. Estas ESTs foram montadas (sobrepostas) resultando em 43.141 transcritos
consenso. A anotacao dessas seqiéncias associou quase 50% destes transcritos com
metabolismo protéico, comunicacdo celular e transducdo de sinal, bioenergética e

resposta a estresse. Os elementos de transposicdo representaram 2,3% das
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sequéncias anotadas, enquanto que 16,8% das sequéncias nao apresentaram
homologia com nenhuma seqiiéncia de DNA previamente caracterizada. Uma analise
comparativa entre os 43.141 transcritos revelou uma redundancia de 22%, indicando
qgue foram identificados 33.620 genes em cana de acucar. Uma vez que em arroz ou
tomate existem aproximadamente 35.000 genes, numero também estimado para cana,

0 numero obtido equivale a mais de 90% dos genes da planta (Vettore et al. 2003).

5. Cana-de-agucar e TEs.

A partir dos dados produzidos no projeto SUCEST, foi realizado um
levantamento a procura de elementos transponiveis revelando uma grande quantidade
e diversidade de TEs no transcriptoma de cana-de-acucar (Rossi et al. 2001). Através
de uma busca adstringente foram identificados 276 cDNAs representando 21
elementos diferentes. 54% das sequéncias resultaram ser transcritos de transposons
enquanto que 46% de retrotransposons. As superfamilias mais representadas em
cana-de-acucar foram Mutator e Hopscotch para transposons e retrotransposons,
respectivamente. Em 2005, Araujo e Rossi et al. realizaram um estudo transcricional
com 68 clones de cDNA de cana-de-acgUcar, previamente descritos por Rossi et al.
(2001) demonstrando que diversas superfamilias de TEs sdo expressos em calos,
meristema apical, folhas e flores em desenvolvimento. Dentre essas superfamilias,
Mutator representou 38% dos TEs expressos, seguido por 13% do retrotransposon
Hopscotch. Analisando a distribuicdo da expressao nos diferentes tecidos testados, foi
possivel demonstrar que a cultura de tecidos induz drasticamente a transcricdo tanto
de transposons quanto de retrotransposons. Experimentos de transformacao transitéria

e estavel demonstraram, para trés dos elementos Hopscotch caracterizados, que os
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promotores s&o transcricionalmente ativos, confirmando o padrdo de expresséo
observado através de macroarranjos.

Andlises genbmicas revelaram que durante sua histéria evolutiva, 70% das
angiospermas sofreram poliploidizacdo. As espécies com origem polipléide geralmente
provéem de genitores dipldides, assim apresentam niveis mais altos de diversidade
genética e gendmica que seus ancestrais. Apos a hibridacdo, o genoma percorre um
processo de reorganizacao que inclui delecdes, translocacoes, inversdes e duplicacdes
gue resulta em um novo padrdao de expressdo génica e até no surgimento de novas
funcbes (Soltis e Soltis 2000, He et al. 2003). Também foi demonstrado que a
hibridacao interespecifica ativa a retrotransposicdo e consequentemente 0s rearranjos
cromossOmicos vinculando assim a atividade dos TEs com a reestruturacédo do genoma
apos o processo de alopoliploidizacdo (Kashkush et al. 2003, Bennetzen 2007). Por
exemplo, os trigos poliploides possuem mais copias de TEs que a soma dos seus
genitores. No entanto, quando sdo analisados hibridos sintéticos recentes nao sao
detectadas diferencas significativas (Li et al. 2004). Da mesma maneira, ndo foram
reportadas evidéncias de transposicdo em alopolipléides sintéticos resultantes do
cruzamento de Arabidopsis thaliana e Arabidopsis lyrata até a terceira geracao
(Beaulieu et al. 2009). Enquanto que néo foi demonstrado um aumento da transposicao
em curto prazo apos a alopoliploidiza¢édo, as mudancas epigenéticas drasticas, como a
alteracdo no padréo de metilacdo, levam a uma consequente ativacdo da transcricéo
dos TEs (Parisod et al. 2010). Neste sentido, a cana-de-agucar é um perfeito exemplo
do “estresse gendmico” produzido pela hibridacdo recente reforcado pela sua
propagacéo vegetativa. Os altos niveis de TEs presentes no transcriptoma descritos
reforcam a hipotese de que o0 progressivo aumento da expressdo apds a

alopoliploidizagédo poderia resultar num aumento da transposicdo e consequente
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aumento no numero de copias no genoma. Apesar disso, a "explosao” no niumero de
coOpias ndo parece ser uma regra e pode estar restrita exclusivamente a algumas

familias de elementos (Parisod et al. 2010).

6. Superfamilia Mutator em cana-agUcar.

Nos genomas de arroz, cana, milho e sorgo a superfamilia de transposons
Mutator € uma das mais representadas (Rossi et al. 2001; Paterson et al. 2009). Em
2004, Rossi et al. realizaram um estudo aprofundado sobre a diversidade das
sequéncias de cana-de-acucar homodlogas ao gene que codifica para a transposase do
elemento autbnomo do sistema Mutator, mudrA. A analise filogenética comparativa
com Arabidopsis thaliana e Oryza sativa mostrou a existéncia de quatro clados que
foram denominados Classe |, Classe Il, Classe Ill e Classe IV. A identificacdo de
sequéncias ortologas de arabidopsis e cana-de-acucar em cada um dos ramos permitiu
concluir que a diversificagdo do sistema Mutator ocorreu precocemente nas
Angiospermas previamente a divergéncia de mono e eudicotiledoneas. Tanto o
dominio de unido a DNA quanto o sitio catalitico da transposase MURA foi identificado
nas sequéncias pertencentes as quatro classes (Rossi et al. 2004).

Com o intuito de conhecer o nimero de copias e a estrutura dos elementos de
cada classe no genoma de arroz e cana-de-acgucar, Saccaro-Jr et al. (2007) adotou trés
estratégias: i) a triagem de uma biblioteca gendémica de cana-de-acglcar utilizando
sondas especificas para cada classe, ii) 0 mapeamento in silico de todas as sequéncias
homélogas a transposase mudrA no genoma de arroz e, iii) a caracterizacdo da
estrutura de cada elemento de arroz identificado. Os resultados revelaram dados
interessantes sobre a histdria evolutiva do sistema Mutator em gramineas. Ponderando

0s genomas monoploides, e levando em consideracdo que a hibridacdo molecular é
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mais adstringente que o mapeamento in silico, nimero de cépias semelhantes foram
observadas para cada classe em ambas as espécies (Tabela 2). No entanto, entre as
classes foram observadas diferencas de uma ordem de magnitude, onde Classe Il é a
mais abundante seguida de Classe | revelando que a amplificacdo diferencial das
classes foi anterior a divergéncia entre as espécies. As analises estruturais permitiram
revelar que enquanto as Classes | e Il possuem TIRs e constituem elementos de
transposicdo verdadeiros, os elementos de Classe Ill e IV sdo transposases
domesticadas do tipo mustang (Cowan et al. 2005) ndo apresentando mais estrutura de
transposon. A andlise filogenética dos genes mustang descritos em arroz, arabidopsis,
e cana-de-acUcar revelou um Unico evento de domesticacdo seguido de uma
duplicacdo que deu origem as classes Ill e IV (Figura 5). Os genes de Classe Il
apresentam dois clados enquanto que os de Classe IV estdo divididos em trés ramos
(Tabela 2). A topologia da arvore esta perfeitamente de acordo com o numero de
copias de cada classe indicadas na Tabela 2. A presenca de mais de uma sequéncia
de cana dentro de cada clado é devida a poliploidia, lembrando que o genoma de cana-

de-acUcar apresenta aproximadamente 12 haplotipos para cada loci.

Tabela 2. NUmero de cépias das sequéncias semelhantes a MudrA em cana-de-agUcar e arroz.

Numero de cépias no genoma monopléide Numero de cépias no genoma
(1000 Mb) de cana-de-agucar monopléide (430 Mb) de arroz
Classe | 28 50
Classe Il 172 386
Classe Il ~1 2
Classe IV 3 3

Finalmente, Saccaro-Jr (2007) sequenciou duas coépias gendémicas dos genes
mustang de cana-de-acgucar de Classe Il provindas de cada um dos genitores: S.
officinarum e S. spontaneum. As analises comparativas com arroz demonstraram uma

perfeita colinearidade entre as regifes gendmicas que contém estes genes. Desta
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maneira, as relacoes filogenéticas e de sintenia suportam sua ortologia e descartam a
possibilidade de que a ampla distribuicdo destes genes seja devida a transferéncia
horizontal. A ampla diversidade e distribuicdo dos genes mustang gera perguntas sobre
a possivel funcdo desta familia multigénica. Ha especificidade funcional entre as
classes? Existe especializacdo funcional entre os diferentes clados de cada classe? Ha
mais de uma coépia ativa dentro de cada classe ou clado?

Com o intuito de acrescentar informacdes sobre a funcionalidade das
transposases domesticadas MUSTANG em cana-de-acUcar este trabalho prop6s
ampliar a analise comparativa para outras espécies de gramineas cujos genomas

foram recentemente sequienciados e, estudar a atividade transcricional destes genes.

21



Introducao

MURA468

100

TE165

TE109

Figura 5. Arvore filogenética dos genes MUSTANG em gramineas. Arvore publicada por Saccaro-Jr

et al. (2007).
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II. Objetivo

O objetivo geral do projeto foi aprofundar no estudo dos genes mustang em
gramineas. Por um lado, foram realizadas analises comparativas com 0Ss genomas
recentemente sequenciados de sorgo e milho. Além disso, foi proposta a
caracterizacdo funcional com o intuito de somar dados sobre o possivel papel destes
genes e avaliar se as diferentes cOpias de um mesmo gene sdo ativas no genoma
polipldide da cana de agucar.

Desta maneira foram propostos os seguintes objetivos especificos:
1. Realizar uma analise comparativa entre 0os genes mustang de cana-de-acUcar,
Oryza sativa, Sorghum bicolor e Zea mays.

1.1. Acrescentar a filogenia dos genes mustang existente as sequéncias
gendmicas de cana-de-acucar, sorgo e milho.

1.2. Realizar um estudo comparativo entre as sequéncias codificantes e
regulatorias dos genes mustang de cana-de-acglcar, sorgo, milho e arroz.

2. Caracterizar a atividade transcricional de trés genes mustang de cana-de-acUcar,
dois Classe Ill e um de Classe IV.

2.1 Obter construcdes de fusdo contendo os promotores dos genes mustang de

cana-de-aclcar a montante dos genes repérteres GFP (green fluorescent

protein) e GUS (B-glucoronidase).

2.2 Avaliar as construcdes através de ensaios de expressdo transitoria por

bombardeamento.

2.3 Obter linhagens de células de Nicotiana tabacum (BY-2) transgénicas para

as construcdes de fuséo.

2.4 Avaliar a inducédo hormonal dos promotores nas linhagens transgénicas.

2.5 Avaliar o padréao de expressao espacial e temporal dos genes endégenos em

cana-de-acucar.
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Ill. Materiais e Métodos

1. Anélise comparativa entre os genes mustang de cana-de-agucar, Oryza sativa,

Sorghum bicolor e Zea mays.

1.1. Analise filogenética dos genes mustang.

Os genes mustang objeto de estudo deste trabalho, foram identificados por
Saccaro-Jr et al. (2007) a partir de uma biblioteca genémica da variedade de cana-de-
acucar R570, construida no vetor pBeloBAC11 pelo CuUGlI
(http://www.genome.clemson.edu/protocols/), utilizando como sonda 0s clones de
cDNA de mudrA TE266(Classe Ill) e TE148 (Classe IV) (Rossi et al. 2004).
Posteriormente, as sequéncias completas dos genes foram obtidas por Saccaro-Jr
(2007).

Os trés loci mustang de cana foram chamados de: SCMUG266 BAC148
(GU080318), haplotipo proveniente do genitor Saccharum spontaneum; SCMUG266
BACO095 (GU080321), haplétipo proveniente do genitor Saccharum.officinarum; e o
SCMUG148 BAC249 (GU080320) haplétipo proveniente do genitor
Saccharum.officinarum.

A andlise filogenética dos genes mustang foi realizada com as sequéncias
codificantes completas dos genes de Classe lll e Classe IV de cana-de-aclcar,
previamente descritas, as de arroz e arabidopsis ja analisadas por Saccaro-Jr et al.
(2007), e as de sorgo e milho identificadas neste trabalho. Os genes mustang de sorgo
e milho foram identificados nos respectivos bancos de dados através do algoritmo
BLAST (Altschul et al. 1990, Zhang et al. 1997) utilizando as sequéncias de cana-de-

acucar e arroz.
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As sequéncias de arroz foram obtidas do banco de dados TIGR Rice
(http://rice.plantbiology.msu.edu), os loci sdo: LOC_0s01g41210 (OsMUGO01),
LOC_0s02g09900 (OsMUGO02), LOC_0s06g42640 (OsMUGO06), LOC_0s10g01550
(OsMUG10) e LOC_0s12g40530 (OsMUG12).

As sequéncias de Arabidopsis foram retiradas do banco de dados TAIR
(htttp://www.arabidopsis.org) com o0 seguinte loci, AT5G16505.1 (AtMUG5a),
AT5G34853.1 (AtMUGS5b), AT2G30640.1 (AtMUG2), AT1G06740.1 (AtMUGO01),
AT3G04605.1 (AtMUG3a) AT3G05850.1 (AtMUG3b), AT3G06940.1 (AtMUG3c) e
AT2G07100.

A partir do banco de dados do Phytozome (http://www.phytozome.net) foram
identificadas as sequéncias de sorgo dos seguintes loci: Sb01g027410.1 (SbMUGO01),
Sb03g002010.1 (SbMUG03), Sh04g006220.1 (SbMUG04), Sh05g027680 (SbMUGO05),
Sb08g020220.1 (SbMUGO08) e Sh10g024700.1 (SbMUG10).

No banco de dados MaizeGDB de milho (http://www.maizegdb.org) foram
identificadas as sequéncias de milho dos seguintes loci: AC177909 (246.725-245.351
parcial, ZmMUGO0la) AC190982 (202.769-204551, ZmMUGO03a), AC201818 (110.632-
112.416, ZmMUGO08), AC204517 (72.081-74.315, ZmMUGO01b), AC194150 (47.510-
49.765, ZmMUG10), AC221000 (28.198-30.453, ZmMUGO03b), AC202094 (94.687-
100.808, ZmMUGO01c), AC215910 (131.798-132.870 parcial, ZmMUG09a) e AC209850
(21.913-24.150, ZmMUGO09b).

As sequéncias foram alinhadas com o programa ClustalW (Higgins et al. 1994).
A matriz de distancia foi construida com o algoritmo de neighbor-joining (Saito e Nei
1987) utilizando o programa MEGA 3.1 (Kumar et al. 2004). A analise de bootstrap foi

realizada com 1000 replicatas.
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1.2. Estudo comparativo entre as sequéncias codificantes e regulatérias dos genes

mustang de cana-de-acucar, sorgo, milho e arroz.

O grau de identidade entre as sequéncias dos genes ortélogos de cana-de-
acucar, sorgo, milho e arroz foi calculado por alinhamento global com o EMBOSS
Pairwise Alignment Algorithm (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/).

A busca por motivos de unido para fatores de transcricido sobre as regides

promotoras dos genes foi realizada com o programa PLACE (Higo et al. 1999).

2. Caracterizacdo da atividade transcricional dos genes mustang de cana-de-

acucar.

2.1. Cepas bacterianas.

Para a obtencdo das construcdes de fusdo entre os promotores dos genes de
cana-de-acgucar e 0s genes repérteres foi utilizada a cepa de Escherichia.coli DH10B.
Para o cultivo das bactérias foi utilizado o meio liquido Luria Bertani (LB) (Sambrook et
al. 1989).

Para a transformacdo de células de fumo BY-2 foi utilizada a cepa de
Agrobacterium tumefaciens GV3101. A mesma foi cultivada em meio LB com
rifampicina (20 pg/ml), gentamicina (50 pg/ml).

As cepas bacterianas, assim como todos os clones obtidos foram estocados a -

80°C com 25% de glicerol.
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2.2. Material vegetal.

Para o estudo da expressdo em sistema heterdlogo, foram transformadas
células de Nicotiana tabacum L. cv. bright yellow-2 (BY-2) (Nagata et al. 1992). As
células foram mantidas em meio BY-2 em estufa com agitacdo (130rpm) a 28°C no
escuro, e repicadas semanalmente.

Para o estudo do perfil transcricional dos genes mustang foram cultivadas
plantas de cana-de-acucar da variedade R-570. Fragmentos de colmo contendo um né
foram cultivados em casa de vegetacdo em vasos plasticos contendo terra vegetal e
vermiculita (1:1). Amostras de tecidos de 15 e 30 dias, apdés emergéncia da gema,
foram coletadas. Foram coletados os seguintes tecidos: folha mais jovem totalmente
expandida (2° metéfilo e 4° metéfilo para 15 e 30 dias, respectivamente), meristema
caulinar contendo parte da bainha da folha e do caule, e as raizes.

As amostras de tecidos adultos foram coletadas de plantas adultas de
aproximadamente 3 anos e 1,70 m de altura, mantidas no Jardim do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sado Paulo. Foram coletados os seguintes tecidos: a
folha mais jovem totalmente expandida, meristema caulinar e raizes.

Todas as amostras foram limpas com etanol 70% e/ou lavadas com agua para a
retirada da terra vegetal. Rapidamente foram congelados em nitrogénio liquido no local

da coleta e armazenados em freezer -80°C até o momento da extragdo de RNA.

2.3. Vetores.

Durante o processo de obtencdo das construcdes de fusdo entre os promotores
dos genes mustang e 0s genes repoérteres foram utilizados trés vetores plasmidiais

(Figura 6). O pGEM T-Easy (Promega Cat. No. A1360) com resisténcia a ampicilina
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(100 pg/ml). O vetor de entrada do sistema GATEWAY de recombinacédo pDONR ™221

(Invitrogen, Cat. No. 12536-017) que possui resisténcia a canamicina (50 pg/ml).

Finalmente, o vetor de destino pHGWFS7 (Karimi et al. 2002) com resisténcia a

estreptomicina (20 pg/ml) e espectinomicina (50 pg/ml) que contém o sitio de

recombinacdo a montante de uma proteina de fusdo entre 0s genes reporteres da

Green Fluorescent Protein (GFP) e da B-glucuronidase (GUS). Este ultimo vetor é

binario possibilitando a transformacédo genética de células vegetais via Agrobacterium

tumefaciens.

Como controle positivo dos experimentos de bombardeamento foi utilizado o

vetor pCambial391Z.35S que possui resisténcia a canamicina (50 pg/ml) e contém o

gene reporter GUS sob controle do promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor.
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2.4. Meios de cultura para bactérias e células vegetais.

LB (Luria Bertani): 10 g/l de bactotriptona, 5 g/l de extrato de levedura e 10 g/l de NacCl.

Ajustar o pH 7,0 com NaOH 5N. Esterilizar na autoclave por 20 minutos a 120°C.

SOB: 20 g/l de bactotriptona, 5 g/l de extrato de levedura, 0,5 g/l NaCl, 2,5 mM KCl e 1

mM MgCl,. Esterilizar na autoclave por 20 minutos a 120°C.

SOC: 20 g/l de bactotriptona, 5 g/l de extrato de levedura, 0,5 g/l NaCl, 2,5 mM KCI, 1

mM MgCl, e 20 mM de glicose. Esterilizar na autoclave por 20 minutos a 120°C.

YEB: 5 g/l de extrato de carne, 1 g/l de extrato de levedura, 5 g/l de peptona, 5 g/l de
sacarose e 240 mg/l de MgSO,4. Ajustar o pH 6,8 com NaOH 0,1N. Esterilizar na

autoclave por 20 minutos a 120°C.

Meio BY-2: 500 mg/l de MES, 4,3 g/l de sais basicos do meio MS (Murashige e Skoog
1962), 30 g/l de sacarose, 10 ml/l de B1- Inositol, 3 ml/l de vitamina Millers, 1 uM de
2,4-D , 6 g/l de phytoagar (para meio solido). Ajustar o pH 5,7 com KOH. Esterilizar na

autoclave por 20 minutos a 120°C.

Solugbes estoque:
Bl-Inositol: 0,1 g/l Tiamina; 10 g/l de mio-inositol. Dividir a solu¢do em tubos de 10 ml.
Congelar.

Vitamina Millers: 60 g/l de KH4PO4.Colocar em tubos de 1,5 ml e congelar.
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2.5. Extracdes de DNA.

2.5.1. Extracdo de DNA de BACs (adaptado de Sambrook et al. 1989).

1. Colocar um pré-inoculo de bactéria para crescer em 2 ml de meio LB com 12,5 mg/I
de cloranfenicol durante 4-6 horas.

2. Inocular 100 pl do pré-inéculo em 100 ml de meio LB com antiobidtico e deixar
crescer durante 14-16 horas.

3. Apos periodo, centrifugar por 10 minutos a 6500 RPM (Centrifuga MPW-350R, rotor
n° 11469) a temperatura de 4° C.

4. Descartar sobrenadante.

5. Ressuspender o precipitado através de agitacdo leve, sem pipeta, em 4 ml de GTE
[Glicose 50 mM, Tris (trishidroximetilaminometano)-HCI 25 mM e EDTA (&cido
etilenodiamino tetra-acético) 10 mM]. Transferir o tubo para o gelo por 10 minutos.

6. Adicionar 8 ml de uma solu¢cdo NaOH 0,5N e SDS (dodecil sulfato de sédio) 1%.
Misturar e deixar no gelo por 10 minutos.

7. Adicionar 6 ml de solucdo KOAc (Para 60 ml de acetato de potassio 5M adicionar
11,5 ml de acido acético glacial e 28,5 ml de 4gua. A concentracao final sera 3 M para
potassio e 5 M para acetato.) e deixar novamente no gelo por 10 minutos.

8. Centrifugar a 4 °C por 50 minutos a 11000 RPM (Centrifuga MPW-350R, rotor n°
11454).

9. Transferir para outro tubo e adicionar um volume de isopropanol correspondente a
80% do volume contido no tubo. Incubar de 30 a 60 minutos a temperatura ambiente.
10. Centrifugar por 20 minutos a 7000 RPM (Centrifuga MPW-350R, rotor n°® 11454).a
temperatura ambiente. Descartar o sobrenadante.

11. Ressuspender o precipitado, gentilmente e sem micropipeta, em 500 pl de tampéao

TE (Tris-HCI 10 mM e EDTA 1 mM).
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12. Transferir para um microtubo e adicionar 500 ul de uma solucéo de cloreto de litio 5
M a 4°C.

13. Centrifugar a 4 °C por 10 minutos a 14000 RPM (Centrifuga eppendorf, rotor F45-
24-11).

14. Transferir 0 sobrenadante para tubos novos e adicionar 500 pl de isopropanol.
Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

15. Centrifugar por 10 minutos a 14000 RPM (Centrifuga eppendorf 5415D, rotor F45-
24-11) a temperatura ambiente. Descartar 0 sobrenadante.

16. Ressuspender o DNA em 200 pl de TE.

17. Adicionar 4 pl de RNAse A 10 mg/ml e incubar por 15 minutos.

18. Adicionar 400 pl de NaCl 1,6 M/PEG8000 13% gelado. Agitar gentilmente.

19. Incubar no gelo por 30 minutos.

20. Centrifugar por 5 minutos a 10000 RPM (Centrifuga eppendorf, rotor F45-24-11) a
temperatura ambiente.

21. Descartar o sobrenadante, sem inversao, com ajuda de uma micropipeta.

22. Ressuspender o DNA em 200 ul de TE.

22. Adicionar 150 pl de solucdo NH4OAc 7,5 M, misturar por agitacao.

23. Adicionar 1100 pl de etanol absoluto a temperatura ambiente.

22. Deixar durante 14-16 horas a -20 °C.

23. Centrifugar e diluir em 100 pl de tampéo TE.

24. A integridade do DNA foi conferida por eletroforese em gel de agarose.

2.5.2. Extracdo de DNA de cana-de-aclcar

Para a extracdo de DNA de cana-de-acucar foi usado o método de CTAB

(Bernatzky e Tanksley 1986):
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1. Macerar o material vegetal em cadinho com nitrogénio liquido e PVPP
(polivinilpolipirrolidona).

2. Com o auxilio de uma espatula transferir o macerado para um tubo falcon contendo
o tampao CTAB (vide receita abaixo). Para cada 3 g de material vegetal usar de 18 mi
de tampé&o CTAB + 36 ul de B-mercaptoetanol.

3. Colocar em banho-maria a 65°C por 30 minutos. Invertendo o tubo algumas vezes.

4. Retirar o tubo do banho-maria e colocar na estante.

5. N&o realizar movimentos bruscos com o tubo.

6. Colocar 18 ml de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1).

7. Fechar o tubo e misturar levemente. Levar para a centrifuga a 5000 RPM (Centrifuga
MPW-350R, rotor n® 11469) por 20 minutos em 22°C.

8. Transferir a fase aquosa para um tubo novo.

9. Acrescentar o dobro do volume de fenol equilibrado: cloroférmio: alcool isoamilico
(25:24:1).

10. Colocar novamente na centrifuga para mais 20 minutos 5000 RPM (Centrifuga
MPW-350R, rotor n°® 11469) a 22°C.

11. Retirar a primeira camada e colocar em um tubo de ensaio (10 ml).

12. Colocar o dobro de volume da solucdo de fenol equilibrado: cloroférmio: alcool
isoamilico (25:24:1).

13. Colocar novamente na centrifuga para mais 20 minutos 5000 RPM (Centrifuga
MPW-350R, rotor n® 11454) a 22°C.

14. Retirar a primeira camada e colocar em um tubo de ensaio (10 ml).

15. Colocar o dobro de volume da solucéo de cloroformio: alcool isoamilico. (24:1)

16. Centrifugar novamente por mais 20 minutos 5000 RPM (Centrifuga MPW-350R,
rotor n® 11454) a 22°C

17. Retirar a primeira camada e colocar em um tubo de ensaio.
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18. Colocar 2/3 de isopropanol e inverter o tubo.

19. Ocorrendo a visualizacdo do enovelado de DNA, retirar com uma pipeta Pasteur
com a ponta torta colocando em um microtubo com Etanol 70%.

20. Colocar a amostra para centrifugar por 5 a 10 minutos a 3000 RPM (Centrifuga
MPW-350R, rotor n® 11454) a 22°C.

21. Retirar da centrifuga. Inverter o tubo para a retirada do isopropanol.

22. Colocar a amostra na centrifuga a vacuo, para evaporacao do etanol.

23. Depois dissolver a amostra com 100 ul de TE (10 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 1mM de
EDTA (pH 8,0).

24. A integridade do DNA purificado foi conferida por eletroforese em gel de agarose.

Tampado CTAB: 4 g de CTAB (brometo de cetil-trimetilamoénio), 56 ml de cloreto de
sédio 5 M, 8 ml de EDTA 0,5 M, 20 ml de Tris pH 8 e 2 g de PVP (polivinilpirrolidona).
Completar o volume para 200 ml. Esterilizar na autoclave e depois adicionar (-

mercaptoetanol 400 yl com a concentracao final de 10 mM.

2.5.3. Extracdo de DNA de células BY-2.

Para conferir a presenca do transgene por PCR nas linhagens de células de
fumo BY-2, o DNA foi purificado usando o kit DNeasy Plant Minikit QIAGEN (Cat. No.

69104).

2.5.4. Midi-preparacoes de DNA plasmidial.

Para a purificacdo de DNA plasmidial, tanto no processo de obtencdo das

construgdes de fusdo assim como para bombardeamento, 2 ml de LB foram inoculados
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com uma coldnia bacteriana e mantidos a 37°C com agitacdo por 16 a 18 horas.
Depois desse periodo, o cultivo bacteriano foi transferido para um microtubo de 2 ml,
centrifugado por 1 minuto a 7000 RPM (Centrifuga eppendorf, rotor F45-24-11) e o
meio de cultura foi retirado. O precipitado foi usado para a extracdo de DNA plasmidial
com o kit QlAprep Spin MiniprepKit - QIAGEN (Cat. No. 27104). A integridade do DNA

purificado foi conferida por eletroforese em gel de agarose.

2.6. Eletroforese em gel.

Para a analise de DNA gendmico, plasmidial ou produtos de PCR foi realizado
eletroforese em gel de agarose. Dependendo do tamanho dos fragmentos, a
concentracdo de agarose foi entre 0,8% a 1,0%, dissolvida em tampao TBE 1/2X (TBE
10x: 108 g/l de Tris-base, 55 g/l de acido borico, 40 ml de EDTA 0,5M pH 8,0).

Para carregar as amostras no gel foi utilizada uma solucéo contendo: 50 mg azul
de bromofenol, 50 mg xileno cianol, 6 ml de glicerol e 14 ml de 4gua deionizada.

Para a visualizacdo, os géis foram corados em uma solu¢do de brometo de
etideo (Fluka, Cat. No. 46067) de 5 pg/ml, lavados em agua destilada e visualizados

em um transiluminador da marca Vilber Lourmart.

2.7. Obtencéo de bactérias competentes.

2.7.1. Escherichia coli.

A obtencdo de bactérias competentes foi realizada segundo descrito por

Hanahan et al. (1983):
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1. A partir de uma colénia de E.coli DH10B cultivar um in6culo de 2 ml em meio SOB
durante 18 horas a 37°C sob agitacao constante.

2. Inocular 50 ml de meio SOB com 2 ml de cultivo e incubar a 37°C sob agitacao
constante até atingir 0,6 de densidade Optica a 600 nm.

3. Adicionar 0,5 ml de MgCl, e incubar no gelo por 15 minutos.

4. Centrifugar a 3000 RPM (Centrifuga MPW-350R, rotor n° 11469) por 20 minutos a
4°C.

5. Descartar 0 sobrenadante, ressuspender as bactérias em 15 ml de solucdo RFI e
manter por 10 minutos no gelo.

6. Centrifugar a 3000 RPM (Centrifuga MPW-350R, rotor n°® 11469) por 20 minutos a
4°C.

7. Descartar o sobrenadante e ressuspender as bactérias em 2 mL da solucdo RFII.

8. Aliquotar as bactérias em tubos com de 50 pl.

9. Congelar com nitrogénio liquido e manter em freezer a -80°C.

Solucédo RFI: Acetato de potassio pH 6,9 (30 mM), cloreto de manganés (50 mM),
cloreto de potéassio (100 mM), cloreto de célcio (10 mM) e glicerol (15%). Esterilizar em
autoclave por 15 minutos a 120°C.

Solucdo RFIl: MOPS pH 7,0 (10 mM), cloreto de calcio (75 mM), cloreto de potassio

(10 mM) e glicerol (15%). Esterilizar em autoclave por 15 minutos a 120°C.

2.7.2. Agrobacterium tumefaciens.

A obtencdo de bactérias competentes foi realizada segundo descrito por

Brasileiro et al. 1998.
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1. A partir de uma colbénia de Agrobacterium cultivar um in6culo de 3 ml em meio YEB
durante 16-18 horas a 28°C sob agitacao constante.

2. Inocular 50 ml de meio YEB com 2 ml de cultivo e incubar a 28°C sob agitacdo
constante até atingir 0,5-1,0 de densidade Optica a 600 nm.

3. Centrifugada a 5000 RPM (Centrifuga MPW-350R, rotor n°® 11469) a 4°C por 5
minutos.

4. Descartar o sobrenadante e ressuspender as bactérias em 1 ml de solucéo de CacCl,
20 mM e glicerol 10%.

5. Aliquotar as bactérias em tubos com de 100 pl.

6. Congelar com nitrogénio liquido e manter em freezer a -80°C.

2.8. Transformacé&o bacteriana

2.8.1. Transformacao de Escherichia.coli

A transformacdo de E. coli foi realizada por choque térmico (adaptado de

Hanahan et al.1983):

[ERN

. Descongelar uma aliquota de 50ul de bactérias competentes (DH10B) no gelo.
2. Adicionar 2 pl de reacao de ligacdo ou recombinagéo.

3. Incubar em gelo por 30 minutos.

4. Colocar no banho a 42°C por 45 segundos.

5. Colocar imediatamente no gelo por 2 minutos.

(0]

. Adicionar 500 ul de meio SOC e incubar com agitacdo a 37°C por 40 minutos.

~

. Centrifugar rapidamente e descartar aproximadamente 300 ul de meio de cultura.
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8. Distribuir o resto em uma placa de Petri contendo meio LB com o antibiético
apropriado, X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo, 40 ug/ml) e IPTG
(Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo, 200 pg/ml) segundo corresponda.

9. Incubar as placas a 37°C por 18 horas.

2.8.2. Transformacdo de Agrobacterium tumefaciens por choque térmico.

A transformacédo de A. tumefaciens foi realizada por choque térmico (adaptado

de Brasileiro et al. 1998):

[ERN

. Descongelar uma aliquota de 100 ul de bactérias competentes no gelo.

N

. Adicionar 1 pug de DNA plasmidial e misturar delicadamente.

w

. Incubar no gelo por 30 minutos.

4. Incubar no nitrogénio liquido por 2 minutos.

o

. Incubar a 37°C por 5 minutos.

(o2}

. Adicionar 1 ml de meio YEB e incubar por 2 horas a 28°C sob agitacdo de 140 RPM.

~

. Plaquear 100 ul da cultura em meio LB soélido contendo rifampicina (20 pg/ml),
gentamicina (50 pg/ml), estreptomicina (300 pg/ml) e espectinomicina (100 pg/ml).

8. Incubar a 28°C durante 2-3 dias.

2.9. Amplificacéo e clonagem das regiées promotoras.

Para a amplificacdo da possivel regido promotora dos genes mustang foram
desenhados iniciadores, baseados nas sequéncias obtidas por Saccaro-Jr (2007). Os
iniciadores foram ancorados de forma que amplificassem um fragmento de
aproximadamente 2000 pb a montante do inicio da transcricdo, determinado pelo

comeco do cDNA, ou até a presenca do gene vizinho.
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Para ambos haplétipos de Classe lll, SCMUG266 BAC148 e SCMUG266
BACO095, a sequéncia dos iniciadores foi: senso 5> CCTTGTGAGAAACCTTCAAG 3, e
reverso 5° CGACTCCGCTCCACTCTC 3’. Para o gene de Classe IV, SCMUG148
BAC249, os iniciadores foram: senso 5 CACCTGTACATGATCCAAGGAGT 3, e
reverso 5 GGTCTGGCTCGGGGATAAG 3.

Utilizando como molde DNA dos respectivos clones de BAC, BAC148 e BAC095,
foram amplificadas por PCR (Polymerase Chain Reaction) as putativas regides
promotoras. As condicfes da PCR foram: 200 ng de DNA, 400 nM de cada iniciador,
200 nM de dNTPs, 2,5 U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Cat. No. 11615-010), 2,5
mM de MgCl,, 1X buffer. O programa de PCR utilizado foi: 94°C por 10 minutos; 30
ciclos de 94°C por 30 segundos, 50-65°C (dependendo dos iniciadores) por 30
segundos. 72°C por 2 minutos (1 minuto por Kb); 72°C por 10 minutos.

Os fragmentos amplificados foram clonados no vetor pGEM-T Easy Vector. A
partir dos clones obtidos, uma segunda PCR dos fragmentos de interesse foi realizada.
Desta vez, além de conter as sequéncias especificas, os iniciadores continham parte
da sequéncia do vetor doador pDNOR 221 que permitiria recombinar os fragmentos
incorporando-os ao novo vetor. Para Classe Il os iniciadores foram: senso 5
TACAAAAAAGCAGGCTCCTTGTGAGAAACCTTCAAG 3, e reverso 5
CAAGAAAGCTGGGTCTCCGCTCCCTCTCCG 3'. Para Classe IV os iniciadores foram:
senso 5 TACAAAAAAGCAGGCTATGATCCAAGGAGTTTTAC 3, e reverso
5 CAAGAAAGCTGGGTGTCTGGCTCGGGATAAG 3. Os fragmentos amplificados
foram purificados com o kit GFX (GE Healthcare, Cat. No. 28-9034-70). Apés uma nova
amplificagdo com os iniciadores AttB1 (5' GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
3) e AttB2 (5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 3') os fragmentos de
interesse continham em ambos os lados as regides de recombinacdo completas para

serem introduzidos no pDNOR 221. A reacdo de recombinacao foi realizada com a
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enzima ClonaseBP® (Invitrogen, Cat. No. 11789-020). O produto dessa reacgao foi
utilizado para a transformacéo de E.coli por choque térmico. DNA plasmidial dos clones
obtidos em pDONOR 221 foi utilizado para, finalmente, incorporar o0s putativos
promotores ao vetor de destino pHGWFS7. Esta segunda recombinacéo foi realizada
pela enzima ClonaseLR®(Invitrogen, Cat. No. 11791-019). Assim, finalmente, foram

obtidos os plasmidios: pHGWFS7prom095, pHGWFS7prom148 e pHGWFS7prom249.

2.10. Avaliacdo da presenca dos fragmentos de interesse nos sucessivos passos de

clonagem.

ApoOs cada passo da clonagem, a presenca dos fragmentos de interesse
contendo os putativos promotores nos respectivos vetores foi conferida por digestao
com endonucleases de restricdo, por PCR e finalmente por sequenciamento.

Para o vetor pGEM-T Easy foi utilizada a enzima Notl que libera o inserto. Para o
vetor de entrada pDONR 221, o DNA plasmidial foi digerido com a endonuclease Ndel.
Finalmente, para o vetor pHGWFS7 foi realizada uma dupla digestdo com Ndel e Sacl.
Todas as digestbes foram realizadas com aproximadamente 300 ng de DNA e
guantidade de enzima e tampao de acordo as especificacbes do fabricante (New
England Biolabs).

Para a verificacdo das clonagens por PCR foram usados os iniciadores
especificos utilizados na amplificacdo dos putativos promotores assim como as
condi¢bes de reacgao descritos no item 2.9.

As reacbes de sequenciamento foram realizadas com 200-350 ng de DNA, 5
pmols de iniciadores (T7 para pGEM-T Easy e iniciador 5 especifico para cada
promotor para pDONOR 221 e pHGWFS7), 2 ul de Big Dye Terminator V3.1 Cycle

Sequencing Ready kit (Applied Biosystems, Cat. N0.4336919), e agua deionizada para
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completar o volume final de 10ul. Os tubos foram colocados no termociclador Bioclycler
MJ96G (Biosystems) com a seguinte programacao 96°C por 3 minutos e 25 ciclos de
96°C por 10 segundos, 48°C por 20 segundos e 60°C por 4 minutos. Posteriormente,
0s produtos de reacéo foram precipitados de acordo com o protocolo abaixo:

- Adicionar 80 ul de isopropanol 65% e agitar por 10 segundos.

- Incubar por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente.

- Centrifugar por 25 minutos a 14000 RPM (Centrifuga Eppendorf 5415D, rotor

F45-24-11).

- Descartar o sobrenadante.

- Adicionar 150 pl de etanol 70 % gelado.

- Centrifugar 15 minutos a 14000 RPM (Centrifuga Eppendorf 5415D, rotor F45-

24-11).

- Descartar o sobrenadante e deixar as amostras no escuro por 1 hora a

temperatura ambiente para a evaporac¢ao do alcool.

- Ressuspender as amostras em 10 ul de formamida (“Hi Di formamide — Perkin

Elmer Biosystems).

- Desnaturar o DNA por 4 minutos a 96°C e deixar 10 minutos no gelo.

As amostras foram lidas em um aparelho ABI PRISM 3700 DNA Analyzer
(Applied Biosystems/Hitashi). O BioEdit 7.0 foi o programa usado para a andlise das

sequéncias obtidas.

2.11. Andlise das construgdes por ensaios de bombardeamento.

Para a analise através de ensaios de expressdo transitoria das construcdes
contendo os putativos promotores dos genes mustang foi utilizada a técnica de

bombardeamento génico. Catéfilos de cebola (Allium cepa) foram bombardeadas com
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particulas de tungsténio cobertas com DNA dos plasmidios a serem testados:
PHGWFS7prom095, pHGWFS7prom148 e pHGWFS7prom249. Como controle positivo
foi utilizado o vetor pCambial391Z.35S que possui 0 gene GUS sob controle do
promotor 35S e o vetor pHGWFS7 vazio como controle negativo.

Para a preparacdo das particulas, 48 mg de particulas de tungsténio (BIORAD
M-10) foram lavadas duas vezes com 1 ml de etanol 100% e resuspendidas em 500 pL
de glicerol 50%. Para cada vetor a ser utilizado no bombardeamento 22,5 upl de
particulas foram misturadas sob agitacdo constante por 5 minutos a 2 pg de plasmideo
(22,5 ul), 37,5 pl de CaCl, 2,5 M (8°C) e 15 ul de espermidina (Sigma) 0,1 M. Apés
centrifugacdo a 12000 RPM (Centrifuga eppendorf 5415D, rotor F45-24-11) por 5
minutos, 0 sobrenadante foi retirado, o precipitado lavado com 500 pl de etanol 70%, e
as particulas ressuspendidas em etanol 100%. Para cada bombardeamento foram
usadas aliquotas de 6 ul da preparacéo.

As particulas foram depositadas sobre a membrana carregadora (24 mm de
didmetro e 50um de espessura) e disparadas sob vacuo de 27 Hg, com 1200 Wi de
pressdo de hélio gerada com 4 discos de ruptura (13,2 mm, 300 Wi/membrana). O
bombardeador utilizado foi fabricado e adquirido no CENARGEN (Dr. Elibio Rech).

Foram realizados trés bombardeamentos com cada vetor. O material depois de
bombardeado foi deixado no escuro a temperatura ambiente por de 24h.
Posteriormente, a epiderme dos catafilos foi removida para a realizacdo do ensaio

histoquimico.

2.12. Ensaio histoquimico para detec¢éo da atividade da S-glucuronidase.

O ensaio histoquimico da B-glucuronidase (GUS) descrito por Jefferson et al.

(1987) € um método qualitativo, baseado na clivagem do substrato 5-bromo-4-cloro-3-
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indol-B-D-glucoronideo (X-gluc) pela B-glucuronidase. O produto dessa reacdo na
presenca de oxigénio, forma dimeros, resultando em um precipitado insolavel de cor
azul.

O material vegetal, epiderme de cebola ou células BY-2, foi colocado em solucéo
tampédo contendo X-gluc (0,5 mg/ml) durante 24h a 37°C no escuro. ApoOs este
periodo, retirou-se o tamp&o, lavou-se o material com etanol 70% e observou-se na

lupa.

Tampao de reacado para ensaio histoquimico (McCabe et al. 1988):

NaH,PO,4 H,0 100 mM
Na,EDTA 2H,0 10 mM
K4Fe(CN)s 3H20 0,5 mM

Triton X-100 (Sigma) 0,1 %

Agua ultrafiltrada completar 100 ml

Ajustar o pH em 7,0, com NaOH, esterilizar a solu¢éo por filtracdo e armazenar a

—20°C em aliquotas de 10 ml.

2.13. Transformacdao estavel de células de fumo BY-2.

A transformacao de células BY-2 foi realizada segundo descrito por An (1985).
1. Quatro mililitros de células BY-2 de 3 ou 4 dias foram dispostos em placas de Petri
as quais foram acrescentados 100 pl de cultura de Agrobacterium contendo cada um
dos plasmidios de interesse (pHGWFS7prom095, pHGWFS7prom148 e
pHGWFS7prom249 e pHGWFS7 vazio).
2. As placas foram vedadas com papel filme e incubadas em local escuro durante dois

dias.
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3. As células foram transferidas para uma placa contendo meio BY-2 sdélido com
higromicina (30 pg/ml) e carbenicilina (100 pg/ml) e mantidas em estufa a 28°C durante
duas semanas.

4. As coldnias de células desenvolvidas foram transferidas para meio seletivo fresco.
Cada colbnia foi considerada uma linhagem independente.

5. As células foram repicadas a cada duas semanas.

A presenca do transgene foi confirmada por PCR utilizando os iniciadores
especificos dos putativos promotores assim como as condi¢des de reacdo descritos no
item 2.9. Também a expressao do gene reporter GUS foi verificada através de ensaios

histoquimicos como descrito no item 2.12.

2.14. Andlise microscépica para visualizacao da Green Fluorescent Protein (GFP).

Para a deteccao de GFP foi utilizado o microscépio confocal LSM (Laser Scan
Microscopy) 410 Zeiss, que possui um filtro de excitacdo de 488nm e filtro de emissdo
LP515. Para a visualizacdo das imagens foi usado o programa Axionvision (Zeiss).
Foram preparadas laminas (76 x 26 mm, Knittel Glaser) com 100 ul de células
contendo cada uma das linhagens de células transformadas assim como um controle

sem transformar.

2.15. Tratamentos hormonais das linhagens de células transgénicas.

As linhagens transformadas de células de fumo foram tratadas com &cido
indolbutirico (AIB), isopentenil adenina (IP) e acido abscisico (ABA). Para este ensaio

células de 6 a 7 dias foram tratadas com doses 10 uM de AIB,10 pM de IP e 20 pM
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ABA durante 24h. O esquema de coletas esta apresentado na figura 7. As células
amostradas (2 ml) foram precipitadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenada
em freezer a -80°C até o momento da extracdo de RNA. O experimento foi realizado

em triplicata.

Coleta de material

Figura 7. Sequéncia de coletas das amostras de células BY-2 tratadas com AIB,IP e ABA.

2.16. Extracdo de RNA e sintese de cDNA.

Para a extracdo de RNA de células BY-2 e tecido de cana-de-agucar foi utilizado
0 método de Trizol (Invitrogen, Cat. N0.15596-026). As amostras de RNA foram
ressuspendidas em 30 uL de 4gua DEPC 0,1%. A concentracdo e a integridade do
RNA foram avaliadas por espectrofotometro Nanodrop ND-100 (Nanodrop
Technologies) e por eletroforese em gel de agarose. Para a remo¢cédo de DNA das
amostras foi usada a DNAse | (Invitrogen, Cat. No0.18068-015). Para analisar a
efetividade da DNAse nas amostras de RNA de células de fumo foi realizada uma PCR
com iniciadores que se anelam em éxons diferentes do gene de actina de batata
(senso 5 TGGCATCATACCTTTTACAA 3' e reverso 5' TCCGGGCATCTGAACCCTCT
3’). O fragmento amplificado a partir de DNA gendmico é de 812 pb e a partir de cDNA
de 521 pb. Ja para as amostras de RNA de cana-de-acucar foi realizada uma PCR com
os iniciadores que amplificam os fragmentos dos putativos promotores. A sintese de
cDNA foi feita com o kit SuperScript® Ill Reverse Transcriptase (Invitrogen, Cat. No.
18080-044).
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2.17. PCR em tempo real (Real Time PCR).

Para os experimentos com células BY-2, foram desenhados iniciadores sobre a
sequéncia do gene reporter GUS (senso 5 GGACAAGGCACTAGCGGGACTT 3,
reverso 5° CCGACGCGAAGCGGGTAGATAT 3, amplicon de 131 pb,) e dois genes
endogenos: proteina ribossomal L25 (senso 5 CCCCTCACCACAGAGTCTGC 3,
reverso 5° AAGGGTGTTGTTGTCCTCAATCTT3’, amplicon de 51 pb) e o fator de
elongagcdo la (senso 5 TGAGATGCACCACGAAGCTC 3, reverso 5
CCAACATTGTCACCAGGAAGTG 3’, amplicon de 51 pb,) como controle constitutivo.

Para avaliar o padréo de expressao espacial e temporal dos genes endégenos
em cana-de-acucar foram desenhados um par de iniciadores para Classe Il (senso 5'
CCGGACAGGACCCACTGG 3, reverso 5' CGACCACACTGAACGATCCG 3', amplicon
de 170 pb) e outro para Classe IV (senso 5 TTAGCTGTTCTTCAAATAGGTGGAG 3,
reverso 5 GAATGCGAACTGGTCAGGC 3’, amplicon de 171 pb). Como gene de
expressdo constitutiva foi utilizado o que codifica para ubiquitina (senso 5
CGTCCGCAGTCCCCAAT 3, reverso 5 TGAGAGGATCGCGAGGATTC 3’, amplicon
de 100 pb).

Os cinco pares de iniciadores foram avaliados utilizando DNA gendmico para
verificar a presenca de um Unico amplicon e estabelecer a temperatura de anelamento.

Para otimizar a reacdo de PCR em Tempo Real, foram testadas diferentes
concentracdes de iniciadores (100, 200 e 300 nM) assim como diferentes diluicbes de
cDNA (1/2, 1/3 e 1/4) através de RT-PCR. Estabelecendo-se como concentragdo 6tima
de iniciadores para ubiquitina, Classe Ill e IV 200 Nm, 500 nM para GUS, 78nM para
proteina ribossomal L25 e 313nM para o fator de elongagédo la. A diluicdo de cDNA

usada para todos os experimentos foi 1/3.
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Para cada gene foi construida uma curva de calibragcdo para calcular a
qguantidade de cDNA em cada amostra. A mesma foi realizada utilizando uma mistura
de todas as amostras de cDNA de cada experimento e as seguintes diluicdes seriadas:
1/3, 1/9, 1/27 e 1/81. As amostras foram amplificadas nas mesmas condicdes ideais
acima citadas. A partir dos valores de Ct (cycle threshold) obtidos e as respectivas
diluicdes de cDNA foi calculada a equacado de regressdo e o R? utilizando o programa
Excel (Microsoft).

As condi¢cdes da PCR em Tempo Real foram: 1 pL de uma diluicdo 1/3 de cDNA
(~15ng) , 200 a 300 nM de iniciadores (dependendo do par de iniciadores) e 12,5 uL de
SYBR Green® Master Mix (Cat. No. 4309155, Applied Biosystems), completando com
agua deionizada para um volume final de 25 uL. O programa utilizado foi: 10 minutos a
95°C, 40 ciclos de 20 segundos de 95°C, 20 segundos a temperatura de anelamento
(especifica para cada par de iniciadores) e 60 segundos a 72°C. O equipamento
utilizado foi o0 7500 PCR Real Time da Applied Biosystems.

Os dados obtidos em forma de valores de Ct (cycle threshold) foram convertidos
a quantidade de cDNA através da curva de calibracdo e analisados estatisticamente
com o programa InfoStat (www.infostat.com Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional

de Cordoba, Argentina) utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis.

46



Resultados

IV. Resultados

Capitulo 1. Andlise comparativa entre os genes mustang de cana-de-acuUcar,

Oryza sativa, Sorghum bicolor e Zea mays.

1.1 Andlise filogenética dos genes mustang.

Saccaro-Jr et al. (2007) realizaram uma analise filogenética da familia de genes
mustang utilizando as sequéncias de arabidopsis, arroz e cDNAs de cana-de-acgUcar
previamente identificados por Rossi et al. (2004). Neste trabalho, com o objetivo de
aprofundar o conhecimento sobre 0os genes mustang em gramineas, foi realizada uma
nova andlise onde foram incluidos os genes de milho e sorgo cujos genomas foram
recentemente disponibilizados. Ainda, nesta andlise foram utilizadas as sequéncias
codificantes completas dos genes, e ndo apenas um dominio conservado como nas
analises publicadas anteriormente pelo grupo (Saccaro-Jr et al. 2007, Rossi et al.
2004), a fim de avaliar se os clados previamente descritos eram mantidos. Assim, de
cana-de-acucar foram utilizados apenas o0s trés genes mustang totalmente
sequenciados caracterizados por Saccaro-Jr (2007): SCMUG266 BAC148 (haplétipo de
Classe Il proveniente do genitor Saccharum spontaneum), SCMUG266 BACO095
(haplotipo de Classe Il proveniente do genitor Saccharum officinarum) e o SCMUG148
BAC249 (haplétipo de Classe IV proveniente do genitor Saccharum officinarum).

Utilizando as seqUéncias de cana de acucar e de arroz foi realizada uma busca
in silico nos bancos dos genomas de milho (Maize GDB Database) e sorgo
(Phytozome). A Tabela 1 apresenta o numero de coOpias por classe identificadas nos
genomas monopléides de milho e sorgo, comparando com 0s ndmeros previamente
descritos para cana e arroz descritos por Saccaro-Jr et al. (2007). De forma geral, os

nameros revelam a presenca de 1 a 2 copias de Classe lll, e 3 a 4 copias para Classe
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IV nas quatro espécies comparadas. Estes numeros coincidem com os clados
identificados na analise de Saccaro-Jr et al. (2007). O Unico nimero que se destaca € o

referente as 6 copias de Classe lll identificadas em milho.

Tabela 3. NUmero de cOpias de genes mustang em arroz, milho, sorgo e cana-de-agucar.

NUmero de cOpias por genome monopléide
Espécies / Tamanh_o do genoma mustang Classe llI mustang Classe IV Referéncia
monoploide
Arroz (Oryza sativa) (430Mb) 2 3 In silico *
Milho (Zea mays) (3283Mb) 6 3 In silico ?
Sorgo (Sorghum bicolor) (760Mb) 2 4 In silico
Cana-de-agucar (Saccharum sp.) 1 3 Hibridizacéo
(~1000Mb) molecular *

1 Saccaro-Jr et al. (2007).
2 Presente trabalho.

A topologia da arvore obtida é semelhante a descrita anteriormente por Saccaro-
Jr et al. (2007) (Figura 8). O filograma apresenta as Classe Ill e Classe IV como grupos
irmaos, sugerindo apenas um evento de domesticacdo antes da divergéncia entre
Mono e Eudicotiledéneas. O gene ancestral domesticado sofreu um evento de
duplicacdo dando origem a ambas as classes e a histéria evolutiva dentro de cada uma
é diferente. A Classe Ill apresenta dois clados que divergiram antes da separacao de
Mono e Eudicotiledbneas. Diferentemente, a Classe IV de genes mustang em
gramineas apresenta trés clados que divergiram mais tardiamente jA que ndo contém
os ortélogos correspondentes de arabidopsis. O estudo permitiu acrescentar aos
grupos de genes ortologos os representantes de sorgo e milho. E interessante ressaltar
que milho apresenta 3 genes dentro de cada clado de Classe Il refletindo,
provavelmente, diferentes haplétipos presentes no ancestral poliploide desta espécie.
Por outro lado, um dos clados de Classe IV ndo apresenta o correspondente ortélogo
de milho. Foram identificados os genes ortélogos de sorgo para todos os clados. O
namero de copias presentes em sorgo coincide com arroz, com excec¢ao do cladol de
Classe IV para o qual em sorgo foram identificados dois genes. Os genes de cana-de-

acucar apresentaram 0 posicionamento esperados: as copias genémicas SCMUG266
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BAC148 e SCMUG266 BACO095 situaram-se no clado do cDNA SCMUG266 utilizado
como sonda na identificacdo dos clones gendmicos. Da mesma forma, o gene
SCMUG148 BAC249 se localizou no mesmo clado que o cDNA SCMUG148 com o

qual foi identificado (Saccaro-Jr et al. 2007).
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Figura 8. Arvore filogenética dos genes mustang de gramineas.

(A) AtMUGXX, OsMUGXX, SCMUGXXX, SbMUGXX e ZmMUGXX sdo genes mustang de
arabidopsis, arroz, cana-de-acUcar, sorgo e milho, respectivamente. Todas as sequéncias de arroz e
arabidopsis usadas foram descridas por Saccaro-Jr et al. (2007). As sequéncias de sorgo e milho
estdo disponiveis no site: http://www.phytozome.net/sorghum e http://www.maizegdb.org/
respectivamente. Retangulos indicam grupos ortologos da Classe Ill e Classe IV. A arvore foi
enraizada nas sequéncias mudrA ndo MUSTANG TE165, TE109 e At2G7100 também utilizadas por
Saccaro-Jr et al. (2007). As retas laranjas indicam os genes de mustang de milho provavelmente
originados a partir da poliploidizacéo.
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1.2. Estudo comparativo entre as sequéncias codificantes e regulatérias dos genes

mustang de cana-de-aguUcar, sorgo, milho e arroz.

Identificados os grupos ortdlogos de genes mustang em gramineas foi realizada
uma andlise comparativa das regides regulatorias e codificantes dentro do clado 1 de
Classe Ill e clado 3 de Classe IV (Figura 1), para os quais foram identificadas as cépias
gendmicas das quatro espécies: cana-de-aclcar, sorgo, milho e arroz. Como regido
regulatéria, promotora da transcricao, foi considerado o fragmento de 2000 pb a montante
do inicio de transcricdo de acordo com o cDNA de cada gene, ou até o comeco da regido
codificante do gene adjacente.

As sequéncias codificantes de cana, sorgo e milho apresentam uma alta
porcentagem de identidade acima de 90%. J& a identidade das sequéncias destas
espécies com arroz diminui para ~70%. Como esperado, as regifes regulatorias sdo
menos conservadas e a identidade diminui para 40-50 % entre as diferentes espécies.
Excepcionalmente, as regifes regulatérias do mustang da Classe IV de milho e sorgo

apresentaram identidade de 59% (Tabela 4).

Tabela 4. Porcentagem de identidade entre os genes ort6logos de mustang em cana-de-
aclcar, (SCMUGXX), sorgo (SbMUG), arroz (OsMUGXX) e milho (ZmMUGXX).

SCMUG266. SCMUG266. SbMUGO03 ZmMUGO08 OsMUGO01
BACO095 BAC148 promotor promotor promotor
Classe I promotor(1685pb)/ | promotor(1921pb)/ (2000pb)/ (2000pb)/ (2000pb)/
sequéncia sequéncia sequéncia sequéncia sequéncia
codificante codificante codificante codificante codificante
(1785bp) (1785bp) (1785bp) (1725pb) (2070bp)
SCMUG266
BACO95 100/100 81/98 44/97 42/91 45/72
SCMUG266
BAC148 - 100/100 45/97 44/91 46/73
SbMUGO03 - - 100/100 43/90 42[72
ZmMUGO08 - - - 100/100 42/69
OsMUGO01 - - - - 100/100
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SChS a8 SbMUGL0 ZmMUGO9b OsMUG06
Classe IV promotor(2000pb)/ promotor(2000pb)/ promotor(1444pb)/
promotor(2000pb)/ sequéncia codificante | sequéncia codificante sequéncia
sequéncia codificante (2163bp) (2233ph) codificante (2169bp)
(2237bp)
SCMUG148.
BAC249 100/100 45/95 46/93 40/81
SbMUG10 - 100/100 59/96 43/84
ZmMUGO09b - - 100/100 42/84
OsMUG06 - - - 100/100

Um dos objetivos deste trabalho é a caracterizacdo da atividade transcricional dos
mustang de cana-de-acuUcar assim, foi realizada uma busca para a identificacdo dos
elementos em cis de unido a fatores de transcricdo que pudessem aportar evidéncias do
perfil de expresséo dos trés genes sob estudo. Para definir os motivos em cis foi usado o
programa PLACE que é um banco de dados especifico de plantas. Foram considerados
apenas aqueles previamente caracterizados funcionalmente. Os mesmos foram
agrupados nas seguintes categorias: inicio de transcricdo, resposta a luz, resposta a
horménios, resposta a frio e desidratacéo, tecido-especifico e outros. A figura 9 apresenta
um grafico com a diversidade de elementos encontrados para cada categoria. A analise
permitiu identificar a presenca dos elementos essenciais presentes nos promotores
eucariotas como o CAATbox, iniciador (Inr) e TATAbox, este Ultimo elemento ndo foi
encontrado na regido promotora do gene mustang de SCMUG266.BAC095 da Classe llI.
A maioria dos motivos € comum aos trés promotores analisados. Em relacdo aos
elementos diferenciais, € interessante notar que existem motivos especificos de classe ou
de copia. Os motivos CATATG (responsivo a auxina), CPBCSPOR (responsivo a
citocinina), DRE (responsivo a desidratacao e frio) e IBOX (responsivo a luz) mostraram-
se presentes em pelo menos um dos promotores de Classe Ill e ausentes na Classe IV.
Elementos presentes somente na Classe IV ndo foram identificados, todos os elementos
sdo compartilhados com uma das copias da Classe Ill. Dentro da Classe Il alguns

elementos responsivos a acido giberélico, ciclo celular, frio e elementos tecido-especificos

(raiz) foram encontrados unicamente em uma das cépias (Tabela 5).
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| Inicio de transcri¢do
Resposta a luz

B Resposta a frio e
desidratacédo

B Resposta a hormonios

= Tecido espécifica

W Outros

Figura 9 Categorizacao
funcional dos elementos em
cis das regides promotoras
dos genes mustang de
cana-de-agucar.

Todos os motivos de ligacao a
fatores de transcricao
identificados in silico nos
promotores dos genes
mustang de cana-de-agucar
(Tabela 3) foram agrupados
de acordo a sua fungéo.
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Tabela 5. Elementos em cis presentes nas regifes promotoras dos genes mustang de cana-de-

aclcar.

Elemento em cis Potencial funcéo Sitio 095 148 249
CAAT box Sitio comum de inicio de transcrigéo CAAT X X X
TATA box Sitio comum de inicio de transcricéo TTATTT X X

Inr Sitio comum de inicio de transcricao YTCANTYY X X X
CURE Resposta a cobre e 02 GTAC X X X
BIHD1 Resposta a defesa a doencas TGTCA X X

e e MG X X
-10PEHVPSBD Resposta a luz TATTCT X X X
CGCG box Resposta a luz VCGCGB X X X
GATA Resposta a luz GATA X X X
GT-1 CONSENSUS Inducdo por sal e patégenos, resposta a luz GRWAAW X X X
IBOX Resposta a luz GATAA X X
DRE Responsivo a desidratacéo e frio RCCGAC X
LTRE Responsivo a frio CCGAC X X
MYC Responsivo a desidratagéo CANNTG X X X
ABRE Responsivo a desidratacdo, escuro e ABA ACGTG X X X
ARF Responsivo a auxina TGTCTC X X X
ARR1 Responsivo a citocinina NGATT X X X
ASF1 Responsivo a auxina e acido salicilico VCGCGB X X X
CATATG Responsivo a auxina CATATG X X
CGCG box Etileno e ABA VCGCGB X X X
CPBCSPOR Responsivo a citocinina TATTAG X X
DOFCORE Responsivo a hdrmonios (GA) e sinais de estresse. AAAG X X X
DPBF Responsivo a ABA ACACNNG X X X
GARE Responsivo a GA TAACAAR X X
MYBCORE Estresse hidrico, ABA e sinal de agucar CNGTTR X X X
SORLIAP Responsivo a ABA. GCCAC X X X
W-box Acido salicilico, ferimento e sinal de actcar TGACY X X X
WRKY Responsivo para ABA e reprimido por GA TGAC X X X
CACTF Tecido especificidade (mesdfilo) YACT X X X
DOFCORE (endosporma, célias-guarda o fahas) ARAG X X X
EBOX Tecido especificidade (pdlen) CANNTG X X X
GTGANT Tecido especificidade (pdlen) GTGA X X X
POLLEN1LELAT52 Tecido especificidade (pblen) AGAAA X X X
RAVIAT Tecido especificidade (folhas e raizes) CAACA X X X
RHEs Tecido especificidade (diferenciacéo de raizes) KCACGW X X
ROOT motif Encontrado em promotores de raiz ATATT X X X
SORLIAP Tecido especificidade (embriéo) GCCAC X X X

AsletrasN: A,C,GouT;V:A,CouG; W:AouT;Y:CouTeR:AouG

095: regido promotora do gene mustang SCMUG266 BACO095, 148: regido promotora do gene mustang SCMUG266 BAC148

e, 249: regido promotora do gene mustang SCMUG148 BAC249.
As cores correspondem as categorias funcionais de acordo a figura 2.
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Capitulo 2. Caracterizacdo da atividade transcricional de trés genes mustang de

cana-de-agucar.

2.1 Obtencéo das construcdes de fusdo contendo os promotores a montante dos

genes repoérteres GFP (green fluorecense protein) e GUS (B-glucoronidase).

A partir do DNA dos BACs que contém as coOpias gendmicas de cada um dos
trés genes mustang de cana-de-agucar, e utilizando pares de iniciadores especificos
para cada classe foram amplificadas as possiveis regides promotoras. O tamanho

esperado de cada fragmento € apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Tamanho da regido promotora amplificada de BACs

BAC Tamanho Classe
SCMUG266 BAC095 1612pb Il
SCMUG266 BAC148 1849pb Il
SCMUG148 BAC249 1983pb \Y%

Os produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose confirmando-se, em cada caso, a presenca do amplicon esperado (Figura
10A). Os fragmentos purificados foram clonados no vetor pGEM T-Easy obtendo-se os
plasmidios recombinantes pGEMpro095, pGEMpro148 e pGEMpro0249.

A partir deste ponto, e até a obtencao do vetor binario final para a transformacéao
genética, foi utilizado o sistema GATEWAY de clonagem pelo qual, os fragmentos séo
introduzidos nos vetores através de recombinacao genética (Karimi et al. 2002). Para
isso, aos fragmentos especificos foram acrescentadas as sequiéncias de recombinacéo
AttB1 e AttB2 através de duas PCRs sucessivas (Figura 10B). Esses fragmentos foram
entdo inseridos no vetor doador pDONR ™221 obtendo-se os vetores pDONRpro095,
pDONRprol48 e pDONR249 (Figura 10C). Finalmente, os promotores foram

incorporados ao vetor binario pHGWFS7 gerando-se os plasmidios pHGWFS7pro095,

55



Resultados

pHGWFS7prol48 e pHGWFS7pro249. Os mesmos foram, entdo, utilizados para a

transformacao genética vegetal.
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Figura 10. Clonagem dos promotores no vetor binario pHGWFS7.

(A) Gel de agarose mostrando os trés promotores amplificados a partir dos clones de BACs respectivos.
(B) Preparacédo dos fragmentos para a recombinacdo com o vetor pDONOR ™221 através de duas
PCRs utilizando iniciadores contendo sequéncias da regido de interesse (laranja) e especificas da
regido de recombinacdo (attBl:verde e attB:azul). (C) Recombinacdo dos fragmentos com o vetor
pDONOR. (D) Incorporacdo dos fragmentos no vetor binario pHGWFS7. CanR: resisténcia a
canamicina. Sp/StR: resisténcia a espectinomicina e estreptomicina. ccdB:gene letal. Tamanhos dos
fragmentos esperados para digestdo do pDONRpro095: 692pb e 3730pb; pDONRprol48: 711pb e
4014pb; pDONRpro249: 2161pb e 2639pb; pHGWFS7pro095: 809pb, 1275pb, 2486pb, 3525pkbé
4906pb; pHGWFS7prol148: 797pb, 711pb, 809pb, 2486pb, 3525pb e 4910pb e pHGWFS7pro249:
1323pb e 12575pb.
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2.2 Avaliacdo das constru¢cdes através de ensaios de expressao transitoria por
bombardeamento.

Obtidas as construcfes contendo as possiveis regides promotoras a montante
dos genes reporteres GFP (Green Fluorescent Protein) e GUS (B-glucuronidase), foi
realizado um ensaio de expressao transitéria por bombardeamento, para verificar a
atividade promotora dos fragmentos clonados.

Catéfilos de cebola foram bombardeados com particulas de tungsténio cobertas
de DNA plasmidial dos vetores pHGWFS7prom095, pHGWFS7prom148,
pHGWFS7prom249, pCambial391Z.35S (controle positivo) e pHGWFS7 vazio
(controle negativo) utilizando um canhdo génico. Foram realizados trés
bombardeamentos independentes com cada vetor.

A figura 11 apresenta imagens representativas dos tecidos bombardeados apd6s
a revelacdo da atividade de GUS. O experimento demonstrou que os trés fragmentos
clonados possuem atividade promotora. E interessante ressaltar que ambas as copias
do gene mustang de Classe Il (pHGWFS7prom095 proveniente do genitor Saccharum
officinarum e pHGWFS7prom148 proveniente do genitor Saccharum spontaneum)

apresentaram promotores transcricionalmente ativos.

Classe lli Classe IV Controle + Controle -

095 148 249

Figura 11. Atividade do gene reporter GUS em ensaio de expressdo transitéria por
bombardeamento.

Catéfilos de cebola foram bombardeados com particulas cobertas por DNA plasmidial das construcfes
contendo as possiveis regides promotoras dos genes mustang: pHGWFS7prom095 (095),
pHGWFS7prom148 (148) e pHGWFS7prom249 (249). Os vetores pCambial3917.35S (controle +) e
pHGWEFS7 vazio (controle -) foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente.
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2.3 Obtencédo de linhagens de Nicotiana tabacum (BY-2) transgénicas para as
construcdes de fusao

Com o intuito de avaliar a atividade dos promotores em ensaio de expresséo
estavel, foram obtidas linhagens de células de fumo BY-2 transgénicas. Primeiramente,
os vetores binarios pHGWFS7prom095, pHGWFS7prom148, pHGWFS7prom249 e
pHGWFS7 vazio foram introduzidos na cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101
por choque térmico. Os clones foram selecionados na presenca dos antibidticos
especificos e a confirmacdo da incorporacdo dos respectivos vetores verificada por
PCR.

Células BY-2 foram inoculadas e co-cultivadas com as diferentes linhagens de
Agrobacterium durante dois dias, ap0s este periodo as células foram transferidas para
um meio seletivo permanecendo até o crescimento de calos. Depois de dois meses de
selecdo, foram obtidos 5 clones contendo a regido promotora do gene mustang
SCMUG266 BACO095, 3 clones contendo a regido promotora de SCMUG266 BAC148, 2
clones contendo a regido promotora do gene mustang SCMUG148 BAC249 e 1 clone
contendo o vetor pHGWFS7 vazio. A presenca do transgene nas linhagens
selecionadas foi confirmada por PCR utilizando iniciadores especificos da regiao
promotora e do gene reporter GUS e correlacionou com a atividade das proteinas
codificadas por ambos 0s genes reporteres (Tabela 7). Para isto, as células foram
transferidas para meio liquido até a obtencdo de uma cultura de células em suspensao
homogénea. A figura 12 apresenta as imagens de trés linhagens visualizadas no
microscopio confocal onde é possivel identificar a fluorescéncia da proteina GFP. A
figura 13 apresenta o resultado da revelacéo da atividade da proteina GUS para outras

trés linhagens. A maior intensidade de GFP, assim como da atividade de GUS, para a

59



Resultados

construcdo contendo o promotor do gene de Classe IV, SCMUG148 BAC249, sugere

que, entre os trés promotores estudados, este apresenta maior atividade transcricional.

Tabela 7. Clones transgénicos de células BY-2.

Linhagens Clones PCR*' GUS? GFP?
BY-
2.111.095.1 * * *
BY-
2.111.095.2 * * *
Classe Il BY- + + +
SCMUG266 BAC095 2.111.095.3
BY-
2.111.095.4 * * *
BY-
2.111.095.5 i i i
BY-
2.111.148.1 * * *
Classe lll BY- + + +
SCMUG266 BAC148 2.111.148.2
BY-
2.111.148.3 " " "
BY-
Classe IV 2 1V.249 1 + + +
BY-
SCMUG148 BAC249 2 V249 2 + + +
pHGWEFS7 vazio vetor & + = =
1 identificacdo da presenca do transgene nas limnhagens de células BY-2
transformadas.

2 deteccdo da atividade da B-glucuronidase pelo ensaio histoquimico.
3 deteccdo da atividade da proteina GFP através da visualizacdo no
microscépio confocal

Classel lll Classe IV

25um 25um 25um 25pum

BY?2 BY2.111.095.2 BY2.111.148.2 BY2.IV.249.1

Figura 12. Microscopia confocal das linhagens de células BY-2.

BY-2: células nado transformadas. BY-2. 111.095.2, BY-2.111.148.2 e BY-2.IV.249.1: indicam as
diferentes linhagens transgénicas. Painéis superiores: imagens de luz transmitida. Painéis inferiores:
imagens de fluorescéncia. Barras brancas: 25um.
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Classellll Classe IV

Figura 13. Ensaio
histoquimico para a
deteccdo da atividade de
B-glucoronidase em
células BY-2. BY-2:
células ndo transformadas.
BY-2.111.095.5, BY-
2.111.148.3 e BY-2.1V.249.1:
indicam as  diferentes
linhagens transgénicas.

2.4 Avaliacdo da inducdo hormonal dos promotores nas linhagens transgénicas.

Tendo demonstrado que as putativas regides regulatorias dos genes mustang
sdo de fato promotores transcricionais, somado a identificacdo de motivos de unido a
fatores de transcrigdo responsivos a diferentes fitohormonios, foi investigado o efeito da
auxina AIB, da citocinina IP e do acido abscisico (ABA) sobre a atividade dos
promotores. Células de 6-7 dias foram tratadas por 24 h com cada regulador de
crescimento e a quantidade de mRNA do gene repérter GUS foi avaliado por PCR em
tempo real. Foram realizados trés experimentos independentes com cada hormonio.
Para a analise de expressao foram utilizados iniciadores especificos para o gene GUS
e para os genes de referéncia L25 e elongation factor 1a (EF1a). A figura 7 os niveis de
expressao relativa de GUS apds tratamento hormonal normalizados com os valores da
cultura sem tratar.

Interessantemente, o0s promotores dos genes SCMUG266 BAC148 e
SCMUG148 BAC249, de Classe Ill e IV respectivamente, apresentaram um
comportamento similar com uma redugdo do 30-40 % no nivel de expressdo em
resposta ao tratamento com auxina. Ja o promotor do gene SCMUG266 BAC095
mostrou uma discreta modulagéo frente ao tratamento com citocinina e acido abscisico

reduzindo a atividade em aproximadamente 10 %.
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Expresséo relativa tratado/néo tratado

AIB P ABA

| BY2.11.095.2 @ BY2.111.148.2 L BY2.1V.249.2 |

Figura 14. Expresséo relativa do gene GUS nas linhagens transgénicas de células
BY-2 apds tratamento com auxina, citocinina e acido abscisico.

Linhagens transgénicas de células BY-2 contendo o gene reporter GUS sob controle dos
trés promotores dos genes mustang foram tratadas por 24 h com acido indolbutirico
(AIB), isopentenil adenina (IP) e acido abscisico (ABA). O experimento foi repetido trés
vezes. Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas ao controle sem
tratar segundo o teste n&o paramétrico de Krustal Wallis (p<0,05).

2.5 Avaliacdo do padrédo de expressao espacial dos genes enddégenos em cana-

de-acucar.

Com a intencéo de investigar a expressao dos genes mustang das Classes Il e
IV nos seus correspondentes contextos genémicos, foram desenhados iniciadores
especificos sobre as regides codificantes para cada uma das classes, e foi avaliado o
perfil transcricional por PCR em tempo real na variedade R-570 de cana-de-agucar. Os
niveis de mRNA foram quantificados em folhas, meristemas caulinares e raizes
coletados ao longo do desenvolvimento da planta. Como controle constitutivo de
expressao foi quantificado o mMRNA do gene da ubiquitina para a normalizagcdo dos
dados. As figuras 9 e 10 apresentam os niveis relativos de expressao para as Classes
Il e IV, respectivamente. E importante ressaltar que os iniciadores n&o discriminaram
entre as diferentes copias génicas de cada classe. De maneira geral as diferengas nos
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niveis de expressdo apresentaram pouca significancia estatistica, o qual foi mais
acentuado para Classe IV.

Os genes de Classe lll apresentaram o maior nivel de expressao no meristema
em todos os estagios de desenvolvimento estudados. Em folhas e meristemas foi
observado um pico de expressao nas plantas de 30 dias. J4 na raiz 0 maior nivel de
expressao foi observado em plantas adultas (Figura 15).

Para os genes de Classe IV, o perfil tecidual de expressao foi semelhante,
sendo o meristema o tecido com maiores niveis de expressado relativa. Ao longo do
desenvolvimento, as folhas e meristemas mais jovens apresentaram as maiores
guantidades de mRNA as quais foram caindo ao longo do tempo (Figura 16).

A Classe IV apresentou um valor médio de expressédo maior que Classe lll. Esta
diferenca é claramente evidenciada em plantas de 15 dias, onde todos os tecidos
apresentaram o dobro da expresséo relativa de genes de Classe IV comparada com 0s

genes Classe lll.
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Figura 15. Expresséo relativa dos genes mustang da Classe Il ao longo do desenvolvimento de
plantas de cana-de-agUcar.

O experimento foi repetido trés vezes. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas
segundo o teste ndo paramétrico de Krustal Wallis (p<0,05). Letras vermelhas indicam comparacao entre
0 mesmo tecido de diferentes idades. Letras verdes indicam comparacdo entre diferentes tecidos da
mesma idade.
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Figura 16. Expressao relativa dos genes mustang da Classe IV ao longo do desenvolvimento de
plantas de cana-de-agUcar.

O experimento foi repetido trés vezes. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas
segundo o teste ndo paramétrico de Krustal Wallis (p<0,05). Letras vermelhas indicam comparacgéo entre
0 mesmo tecido de diferentes idades. Letras verdes indicam comparacao entre diferentes tecidos da
mesma idade. A auséncia de letras representam resultados sem diferenca estatistica significativa.
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V. Discusséao

1. O genoma das gramineas e 0s genes mustang

Em 2004, Rossi et al., analisando sequéncias de arabidopsis, arroz e cana-de-
acucar, descreveram a existéncia de quatro classes de sequéncias homélogas a
transposase mudrA em plantas que foram nomeadas como Classe I, I, lll e IV.
Posteriormente, Saccaro-Jr et al. (2007), demonstraram que as classes Ill e IV
correspondem a transposases domesticadas do tipo mustang (Cowan et al. 2005).

As gramineas apresentam genomas com um diverso espectro de tamanho e
complexidade (Gaut et al. 2000) (Figura 17). Por um lado se encontra o arroz (Oryza
sativa) dipléide de 12 cromossomos (2n=24) e com genoma monoploide de 430 Mb. No
outro extremo, estd o género Saccharum altamente polipléide, com mais de 100
cromossomos e 1.000 Mb. No meio se encontra o milho, Zea mays, dipléide (2n=20) e
com 3.283 Mb. Esta ampla diversidade, somada a recente disponibilidade das
sequéncias gendmicas de cana-de-acucar, milho e sorgo incentivaram a realizacdo de
um estudo mais representativo sobre a distribuicdo dos genes mustang no genoma das
gramineas. De tal forma, foram identificados e caracterizados nove e seis genes
ortélogos em Zea mays e Sorghum bicolor, respectivamente. A topologia da arvore
apresentada neste trabalho corrobora a existéncia de dois clados para a Classe lll e
trés para a Classe IV (Figura 8). Dentro de cada clado a posicédo dos genes ortélogos,
assim como a porcentagem de identidade entre suas sequéncias (Tabela 4), esta de
acordo com as relacdes filogenéticas entre as espécies analisadas (Roulin et al. 2009).
Como esperado, de forma geral, a distribuicio dos genes mustang de sorgo
acompanham os ortologos de arroz, ambas as espécies dipldides e sem eventos de
duplicacao recente (Adams e Wendel 2005). Contrariamente, assim como em cana-de-

acucar sao observados diferentes haplotipos dentro de cada clado devido a ploliploidia
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(Saccaro-Jr et al. 2007), em milho foram identificados trés genes para cada clado da
Classe Il (Figura 8). Este resultado é claramente explicado devido a origem do genoma
de milho. Os genomas das plantas modernas apresentam evidéncias de eventos de
poliploidizacdo seguidos de silenciamento massivo e eliminacdo de genes duplicados
(Adams e Wendel 2005). No caso particular do milho, as evidéncias indicam que o0s
seus genitores dipldides divergiram ha ~20,5 milhGes de anos atras. Posteriormente,
entre 16,5 e 11,4 milhdes de anos, e depois da divergéncia de Sorghum, o milho teria
surgido a partir de um evento de alotetrapoliploidizacdo segmental seguida da re-
diploidizacao (Figura 17). Desta forma, o 72 % dos genes de coOpia Unica em arroz ou
sorgo estdo duplicados no genoma diploide de milho sendo que foram mantidos os
genes duplicados que diversificaram a sua funcéo. E interessante ressaltar que genes
cujos produtos desempenham funcfes de fator de transcricdo ou transducéo de sinal
sdo predominantemente retidos apds a duplicacdo do genoma, aumentando a
plasticidade das respostas e, consequentemente, a capacidade de adaptacdo do
organismo (Gaut et al. 2000, Adams e Wendel 2005). Isto explicaria 0 maior nimero de
genes mustang — que possuem dominios de unido a DNA - de Classe Ill existentes no
genoma de milho. Por outro lado, a cana-de-acucar, hibrido polipléide recente,
apresenta 0 mesmo namero de cépias por classe que as espécies dipldides, no entanto
uma célula somatica possui 5 e 26 copias de Classe lll e 1V, respectivamente (Saccaro-
Jr et al. 2007). Deste modo, os genes de Classe lll teriam sido preferencialmente
retidos durante o surgimento do milho.

Os argumentos expostos indicam que a poliploidizacdo envolve muito mais do
que a simples mistura de dois genomas, mas um amplo repertério de ajustes
moleculares e fisiologicos. Estes abrangem rearranjos gendmicos, perda génica e
mudanca no padrdo de expressdo. Ainda mais, para alguns sistemas tem sido

demonstrado que a poliploidizacdo protege o genoma frente as mutagcdes aumentando
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a taxa de transposicdo (Gaut et al. 2000). Contudo, surgem organismos com Nnovos
fendtipos expandindo a diversificacdo evolutiva. Fica evidente, entdo, que a
poliploidizacdo é uma forca importante na evolucdo vegetal e que o conteddo génico

diferencial observado entre as espécies reflete a histéria evolutiva do genoma.

Hordeum vulgare, 10.9

A Sorghum ] B Aegilops spp., 11.8
_|—_Triricmn monococcum, 11.3
Succharum Panicoideae ] ———————— Festuca ;Lolium spp., 5.6
Oryza sativa, 0.9
L Zeu | Zea luxurians, 8.8
Phyllostachis ] Bambusoideae ¥ Zea mays, 5.7
Triticum -
\— Pooideae Tripsacum dactyloides , 7.7
<l7 Hordewmn i ——— Sorghum bicolor, 1.6
Oryza J Ehrhartoideae Penniseiuwm spp., 4.8

Figura 17. Filogenia das gramineas.
A: Filogenia segundo Roulin et al. (2009). B: Filogenia segundo Gaut et al. (2000). A seta assinala o
evento de alopoliploidizagdo segmental. Os nimeros indicam o valor do contetdo do genoma 2C.

2. O padréao de expressao dos genes mustang

A transcricdo € um processo celular muito importante no controle de regulacdo
da expressao génica e consequentemente o estudo dos promotores pode proporcionar
valiosa informacao sobre a funcionalidade dos genes. Os elementos regulatérios em cis
presentes nos promotores sdo reconhecidos por fatores de transcricdo de forma
especifica. De tal modo, agem como interruptores sincronizando redes génicas, e
controlando assim os mais diversos processos bioldgicos, em resposta a estimulos
internos (ex. reguladores de crescimento) e do meio ambiente (ex. estresses bidticos e
abidticos) (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki 2005). Esses elementos se encontram
organizados em modulos regulatérios onde, a combinacdo deles e a interacdo dos

fatores de transcricdo que os reconhecem determinam o padrao de expresséo
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temporal-espacial do gene (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki 2005). Assim, neste
trabalho foi realizado um estudo in silico das regifes regulatérias dos trés genes
mustang de cana-de-agucar: SCMUG266 BAC095 e SCMUG266 BAC148 de Classe
lll, e SCMUG148 BAC249 de Classe IV. Foram consideradas como regido regulatéria
as sequéncias nao transcritas a montante do inicio da transcricdo até o fim do gene
vizinho, resultando em fragmentos de aproximadamente 2.000 pb. Embora muitos
estudos sobre expressdo génica em plantas tém mostrado que a maioria dos
elementos regulatorios se encontra imediatamente a montante do sitio de inicio de
transcricdo, usualmente nas primeiras 1.000 pb (Xiao et al. 2010), é importante
salientar que existem motivos de unido a fatores de transcricdo importantes para a
atividade do promotor que podem estar localizados em posi¢des distantes do genoma
(Stam et al. 2002). O recrutamento dos fatores de transcricao e a interagéo destes com
o complexo da RNA polimerase determina o posicionamento da maquinaria
transcricional sobre o TATA box. No entanto, a presenca de elementos TATA néo é
imprescindivel para a transcricdo dos genes. Em arabidopsis menos de 39% dos genes
apresentam este motivo, sendo que outros sitios de inicio de transcricdo, como CAAT
box e Inr, podem substituir a atividade do TATA box (Bernard et al. 2010). Este parece
ser 0 caso do gene SCMUG266 BACO095.

Uma ampla gama de elementos em cis responsivos a horménios, luz, e tecido
especificos foi identificada nos trés genes sob estudo. Os estudos funcionais sobre
transposases domesticadas tém focado no papel regulatério da transcricdo destas
proteinas, mas nenhum trabalho tem explorado profundamente o perfil de expresséo
das mesmas, nem estudado os seus promotores. Desta maneira, ndo ha trabalhos que
associam os motivos de unido a fatores de transcricdo presentes nos promotores com
dados funcionais. No entanto, a partir da analise integrada dos motivos presentes nos

promotores dos genes estudados neste trabalho, junto aos dados funcionais dos genes
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onde esses motivos foram identificados e de transposases domesticadas ja
caracterizadas funcionalmente, € possivel revelar interessantes evidéncias sobre a
funcdo das proteinas MUSTANG. A seguir sdo discutidos alguns pontos que
apresentaram maior interesse no contexto deste trabalho.

A regidao 5 néo transcrita do SCMUG266 BAC095 e do SCMUG148 BAC249
apresentou o elemento E2F, presente em promotores de genes envolvidos na
progressdo do ciclo celular e metabolismo de DNA. Estudos funcionais de duas
transposases domesticadas da superfamilia P tém demonstrado o seu envolvimento na
regulacdo do ciclo celular. A proteina LIN-36, de C. elegans, atua como regulador
negativo na progressao para a fase G1 do ciclo celular (Boxem e van den Heuvel
2002). Por sua vez THAPL1, de vertebrados, possui funcéo de unido a DNA participando
nos processos de proliferacdo celular e remodelacdo de cromatina (Clouaire et al.
2005).

Outro elemento identificado nos trés promotores estudados foi o ARF, presente
em genes responsivos a auxina como o0s pertencentes a familia génica GH3 (Hagen e
Guilfoyle 2002). Foi demonstrado que produtos protéicos desta familia génica estdo
relacionados com a na transducdo do sinal do phyA durante a fotomorfogénese, da
mesma maneira que as transposases domesticadas FAR1 e FHY3. O papel destas
proteinas estaria associado a comunicagao entre a sinalizacdo do phyA e a resposta a
auxina mantendo a homeostase hormonal através da conjugacdo do AIA com
aminodacidos (Hsieh et al. 2000, Liscum e Reed 2002, Terol et al. 2006, Lin et al. 2007).

Dois motivos presentes em genes responsivos a citocininas foram identificados
nos genes mustang: o ARR1 e o CPBCSPOR. O primeiro foi caracterizado em
promotores de genes envolvidos no transporte de oxigénio (Ross et al. 2004), e o
segundo esta presente no promotor do gene da enzima protoclorofilideo oxidoredutase

envolvida na rota biossintética de clorofila a (Fusada et al. 2005). Estas evidéncias
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indicariam a participagdo dos genes mustang na regulacdo do estabelecimento da
autonomia metabolica da célula.

Um dos maiores desafios da gendmica atual € decifrar o papel biolégico de cada
gene dentro de um organismo, e para isso € fundamental conhecer o perfil de
expressdo. Desta maneira, a identificacdo e estudo dos motivos de unido a fatores de
transcricdo colaboram para o entendimento das redes regulatorias que determinam a
transcricdo dos genes (Vandepoele et al. 2006). Experimentos de mutagénese dirigida
poderdo ser desenvolvidos futuramente para demonstrar definitivamente e delimitar os
elementos em cis funcionalmente ativos nos genes mustang de cana-de-agucar.

Quando as regides propostas como regulatorias dos trés genes estudados foram
fusionadas a genes reporteres, experimentos de expressao transitoria demonstraram
gue os fragmentos analisados sdo promotores ativos. Este resultado esta de acordo
com estudos anteriores que mostraram que a maioria dos elementos regulatérios se
encontra usualmente nas primeiras 1.000 pb a montante da regido codificante, como
mencionado anteriormente (Xiao et al. 2010). Ainda mais, isto demonstra que além de
ambas as classes serem transcricionalmente ativas, mais de um gene por classe é
funcional jA que ambos os promotores de Classe Ill promoveram a transcricdo. Neste
estudo foi avaliada a expressdo de dois genes repdrteres: GUS (B-glucuronidase) e
GFP (Green Flurescent Protein). Tanto 0s ensaios de expressao transitéria quanto de
expressdo em células BY-2 transgénicas revelaram maior atividade de ambas as
proteinas reporteres quando a transcricdo estava dirigida pelo promotor do gene
SCMUG148 BAC249 de Classe IV (Figuras 11, 12 e 13).

O estabelecimento de linhagens de células transgénicas permitiu testar se o0s
elementos em cis identificados nas regides promotoras sdo ativos modulando a
funcionalidade dos promotores estudados. Devido a existéncia de dados sobre o papel

das transposases domesticadas no desenvolvimento vegetal (Bundock e Hooykaas
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2005), como também a identificacdo de diversos motivos responsivos a hormonios
vegetais e relacionados a progressao do ciclo celular, a atividade dos promotores foi
avaliada em resposta ao tratamento com AIB, IP e ABA, que sdo 0os hormdnios mais
abundantes e de ocorréncia natural em plantas (Davies 2010). Interessantemente, 0s
trés promotores estudados demonstraram ser reprimidos quando as células de fumo
BY-2 foram tratadas por 24 h com qualquer dos trés horménios testados. Nao foi
observada resposta diferencial para cada classe. Pelo contrario, enquanto que o
promotor do gene SCMUG266 BAC095 da Classe Ill apresentou uma queda da
atividade transcricional ap6s o tratamento com citocinina e acido abscisico, o promotor
do outro gene da Classe Ill, SCMUG266 BAC148, apresentou o mesmo padrdo que o
do gene de Classe IV, SCMUG148 BAC249, sendo reprimidos pela auxina. Estes
resultados levantam uma importante discussao a respeito da diferenciacdo funcional
dos genes mustang. A andlise filogenética apresentada neste trabalho e andlises
evolutivas dos genes mustang realizadas pelo nosso grupo (dados nao publicados)
demonstraram que estes genes sdo altamente conservados e possuem forte selecao
purificadora. Assim como foi discutido anteriormente a integracdo das evidéncias
sugere que a diversificacdo funcional das diferentes classes e haplétipos desses genes
contribuiram para a sua conservacao.

O papel inibitério de ABA na transicdo da fase G1 para a fase de sintese (S) do
ciclo celular, através da regulacdo negativa de genes requeridos para o inicio de
replicacdo de DNA, tem sido bastante descrito, inclusive em culturas de células BY-2
de fumo (Swiatek et al. 2002). Pelo contrario, as auxinas e citocininas estimulam o
acumulo de ciclina G1 para o comec¢o de um novo ciclo e induzem a transcricdo da fase
G2 para a mitose (M) (Wolters e Jurgens 2009). O fato do promotor SCMUG266
BACO095 ter sido reprimido pelo ABA e pela citocinina pode, a priori, parecer

contraditorio, entretanto, ambos fitohormdnios controlam pontos chave de regulacao do
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ciclo celular (transicdo G1-S e G2-M), chamados checkpoints, que poderiam ter
elementos regulatérios comuns. A presenca do motivo E2F e de varios responsivos a
ABA, auxinas e citocininas somada a repressdao da atividade transcricional dos
promotores estudados, associa a atividade dos genes mustang com o controle
hormonal da divisdo celular. Neste sentido, futuros experimentos poderiam ser
desenhados para investigar detalhadamente a expresséo dos mustang durante o ciclo
celular e células sincronizadas e submetidas a diferentes tratamentos hormonais.

Os baixos niveis da repressédo observada podem ser devidos a caracteristicas
intrinsecas do sistema utilizado que mascarem o efeito dos tratamentos hormonais
testados. Estudos com células BY-2 demonstraram que estas possuem mecanismos
para minimizar as flutuacbes exdgenas de citocinina, sendo este controle alcancado
por um aumento da atividade de citocinina oxidase, enzima que degrada a citocinina
(Motyka et al 2003; Hartig & Beck, 2005). No caso da resposta a auxina, 0 crescimento
normal da cultura de células BY-2, requer da suplementacdo desse hormdnio para
garantir a progressao do ciclo podendo assim reduzir o efeito do tratamento (Del Pozo
et al. 2005). O estudo funcional de genes em sistemas heterdlogos é uma pratica
amplamente empregada (Rossi et al. 1998, Yesilirmak e Sayers 2009), em particular
nos casos onde a transformacao genética da espécie original ndo € possivel ou, como
no caso da cana-de-acucar, onde devido a complexidade do genoma, o transgene é
alvo de intrincados sistemas de silenciamento génico (Kajihara, Rossi e Van Sluys
dados nao publicados). Desta maneira foi escolhido o sistema das células de fumo BY-
2 pela sua simples propagacao e rapida transformagcdo compativel com o presente
projeto. No entanto, € importante ter conhecimento que a expressao em sistemas
heter6logos pode néo refletir fielmente o padrédo de expressao enddgeno devido a

problemas no reconhecimento dos promotores pela maquinaria transcricional

heterdloga (Diener e Hirschi 2000).
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O perfil de expressdo dos genes mustang em diferentes tecidos de diferentes
idades foi analisado utilizando a técnica de PCR em tempo real de maneira de
mensurar a quantidade de mRNA de Classe Ill e Classe IV separadamente mas sem
discriminar ambos haplétipos de Classe Ill. Pode-se observar que o tecido que
apresenta maiores niveis de expressédo de ambas as classes é o meristema. Os genes
de Classe Ill apresentaram um pico de expressao em folhas e meristemas de plantas
de 30 dias, enquanto que os genes de Classe IV apresentaram 0s niveis mais altos de
expressdo nos mesmos tecidos de plantas de 15 dias caindo ao longo do
desenvolvimento. De maneira geral as diferencas nos niveis de expressao
apresentaram pouca significancia estatistica, o qual foi mais acentuado para Classe IV.
A principal justificativa para esta observacéo é o fato dos iniciadores nao discriminarem
entre as diferentes copias de cada classe, sendo que no genoma da cana-de-acucar
existem 6 e 26 copias de Classe Ill e Classe IV, respectivamente. No entanto, um
estudo de expressdo mais refinado seria interessante uma vez que os dados
apresentados indicam a diversificacdo funcional dos haplétipos de Classe Ill sendo que
um deles possui perfil de modulacdo da expressdo semelhante ao MUSTANG de
Classe IV analisado. Por outro lado, € conhecido que 0s genes que participam da
diferenciacdo e desenvolvimento sdo expressos em poucas quantidades e com
localizagbes muito determinadas (Wolters e Jurgens 2009), desta maneira, a dissec¢ao
pouco precisa dos tecidos poderia ter levado a diluicdo das quantidades de RNA
mensageiros mascarando as diferencas. Os dados de expresséo dos genes enddgenos
estdo de acordo com os niveis de expressdo de GUS e GFP, obtidos por testes de
expressao transitoria e expresséo estavel em células BY-2, que indicaram o promotor
de Classe IV como o mais ativo.

O silenciamento e/ou a super expressdo dos genes mustang seria uma

estratégia muito informativa para acrescentar dados funcionais sobre o papel destes
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genes na fisiologia vegetal. No entanto, seria conveniente a utilizacdo de arroz como
planta modelo ja que, como mencionado anteriormente, o complexo genoma da cana-
de-acucar constitui um empecilho para a analise da expressao de transgenes. Por sua
vez, experimentos de hibridizac&o in situ assim como de localizagédo subcelular também
aportariam dados sobre a distribuicdo da expressao ao longo dos tecidos e a organela
onde as proteinas desenvolvem a sua funcdo. Finalmente, ensaios de precipitacdo de
cromatina ou de interacdo DNA-proteina esclareceriam o mecanismo molecular de
acao destas proteinas.

Desde a sua descoberta os TEs tém suscitado inUmeras questdes polémicas. No
comeco foram chamados de “DNA egoista” ou “DNA lixo” (Volff 2010). No entanto,
recentemente foi demonstrado que os genes que codificam para transposases sao 0s
mais abundantes da natureza e possuem um importante papel no nascimento de novos
genes (Sorek 2007, Aziz et al. 2010). Sua ampla distribuicdo na arvore da vida indica
gue ha um longo tempo residem em organismos eucarioticos e, as evidéncias da forte
interacdo com o genoma hospedeiro demonstraram que a sua atividade € determinante
na estrutura, evolucdo e dinamica funcional dos genomas. Desta maneira, hoje sao
‘respeitosamente” chamados de “simbiontes genémicos” (Pennisi 2007; Feschotte

2008).
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Considerac0es finais

Embora ainda muitas perguntas permanecam sem resposta sobre a funcéao das
transposases domesticadas, desde o seu descobrimento, diversas evidéncias vém
sendo coletadas. Primeiramente todos os genes derivados de transposases conservam
seus dominios de unido a DNA intactos (Sinzelle et al. 2009), em particular as
proteinas MUSTANG de cana-de-acucar conservam tanto o dominio de unido a DNA
quanto o sitio catalitico (Rossi et al. 2004). Estudos de transcriptdmica demonstraram
que os produtos dos genes Daysleeper, farl e fhy3 sao fatores de transcricdo que
regulam a expressdo de diversos outros genes. Em particular, Daysleeper esta
diretamente envolvido na morfogénese, sendo que o seu silenciamento provoca
graves alteracdes no desenvolvimento da planta perdendo a sua organizacdo 6rgao-
tecidual (Bundock e Hooykaas 2005). Ja as proteinas FAR1 e FHY3 modulam a
resposta a luz dependente de phyA. Ambos os genes sédo regulados negativamente
pelo phyA ativado mantendo a homeostase do sistema sinalizador (Lin et al. 2007).

Para os mustang, originalmente descritos em arroz (Cowan et al. 2005), as
analises filogenéticas apresentadas neste trabalho demonstram alto grau de
conservacdao em diferentes espécies vegetais e foram caracterizados os genes
ortélogos de cana-de-acucar, sorgo e milho. Estudos evolutivos realizados pelo nosso
grupo revelaram que 0s genes mustang em gramineas apresentam selecéo
purificadora sinalizando a sua necessidade para o normal funcionamento do
hospedeiro (Manetti et al. dados nao publicados).

Por outro lado, os resultados deste trabalho demonstraram que estes genes sao
de expressdo ubiqua, em concordancia com o observado para os ortélogos de A.
thaliana (Schmid et al. 2005); e regulados negativamente pelos fitohorménios

testados (AIB, IP e ABA). E importante lembrar aqui, que os promotores dos genes
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mustang de cana-de-agUcar apresentam motivos regulatérios para estes trés
horménios e para varios outros estimulos morfogenéticos.

Assim, integrando todos os resultados discutidos propomos um modelo
preliminar hipotético no qual as proteinas MUSTANG funcionariam como fatores de
transcricdo, mantendo a homeostase da sinalizacdo hormonal garantindo a capacidade
de resposta e desta maneira o padrdao normal de desenvolvimento (Figura 18). As
diversas abordagens experimentais mencionadas ao longo da discussdo permitirdo
testar o modelo e refinar os mecanismos envolvidos.
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Figura 18. Esquema hipotético de acdo das proteinas MUSTANG na célula vegetal.

Estimulos do meio interno ou externo sé@o sinalizados através dos hormdnios (Aux, Ct, ABA). Apés o
reconhecimento do sinal pelo receptor especifico (R), a resposta é desencadeada pela mudanca no perfil
de expressao génica através dos fatores de transcricao (FT). Neste processo é necessaria a participagao
do produto protéico de um gene cuja transcricdo é ativada pela proteina MUSTANG (MUG). Entre as
possiveis respostas aos estimulos hormonais esta o controle do ciclo celular regulando o padrdo de
desenvolvimento. Como conseqiiéncia da resposta, a transcricdo dos genes mustang € inibida. Assim os
niveis de MUSTANG caem, baixando a intensidade da resposta e restabelecendo as quantidades de
MUSTANG aos niveis iniciais. Desta maneira é mantida a homeostase do sistema e a célula esta pronta
para perceber um novo estimulo. MUG; proteina MUSTANG. Aux: auxina, Ct: citocinina e ABA: acido
abscisico. FT: fator de transcricao especifico a cada horménio. M: mitose. S: sintese. G1 e G2: intervalos
do ciclo celular. Setas indicam estimulo e barras repressao.
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VI. Conclusdes

- Foram identificados os genes mustang de Classe Il e IV de milho e sorgo.

-A andlise filogenética das sequéncias codificantes completas dos genes mustang em
gramineas confirmaram a presenca de dois clados de Classe Il e trés clados de Classe
V.

- A identificacdo de motivos de unido a fatores de transcricdo revelou a presenca de
sitios exclusivos de Classe lll responsivos a auxina, citocinina, desidratacéo, frio e luz;
e diferenciais entre ambas as copias responsivos a acido giberélico, ciclo celular, frio e
elementos tecido-especifico.

- As trés sequéncias clonadas demonstraram ser promotores transcricionais.

- A presenca da construcdo de fusdo entre os promotores e 0s genes reporteres
correlacionou com a atividade de ambas as proteinas codificadas em linhagens de
células de fumo transgénicas.

- Os promotores dos genes SCMUG266 BAC148 e SCMUG148 BAC249, de Classe llI
e IV respectivamente, mostraram ser modulados negativamente pela auxina; enquanto
gue o promotor do gene SCMUG266 BAC095 mostrou uma discreta modulacao frente
ao tratamento com citocinina e 4cido abscisico.

- Os genes mustang de Classe Il e Classe IV apresentaram perfis de expressao
tecidual semelhantes, sendo o meristema o tecido com maior expressao.

- Os genes de Classe Il apresentaram um pico de expressao em plantas de 30 dias,
enquanto que os genes de Classe IV apresentaram uma queda nos niveis de
expressao ao longo do desenvolvimento.

- Os experimentos de expressdo transitoria, assim como estavel em células BY-2
mostraram que o promotor de Classe IV estudado possui maior atividade transcricional.

De acordo com os dados de expressao enddgena, em plantas de 15 dias os genes da
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Classe IV apresentaram o dobro de expressao relativa comparada com o0s genes da

Classe IlI.
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