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RESUMO:

Proteinas que se ligam a RNAs geralmente regulam estabilidade,
localizacdo e traducdo de mensageiros por interacdo com seqiiéncias
especificas na regido 3’ ndo traduzida. A proteina PUMILIO foi descrita pela
primeira vez em Drosophila, apresentando a fungédo de controlar a traducao de
mensageiros alvo durante o desenvolvimento. Homodlogos podem ser
encontrados em outras espécies filogeneticamente distantes com fungdes
similares.

O seqglienciamento do genoma de Arabidopsis thaliana indicou a
presenca de quatro genes que codificam homoélogos ao PUMILIO de Drosophila.
Trés deles estdo no cromossomo Il (APUM-1, 2 e 3), com alto grau de
identidade e situados muito préximos uns dos outros. A terceira cépia estad no
cromossomo IV (APUM-4) e sua sequéncia tem menor similaridade em relacéo
aos trés anteriores.

Neste trabalho, foi clonado e caracterizado APUM-2. Ensaios de northern
blot e RT-PCR indicaram que o mensageiro de Apum-2 pode ser encontrado em
amostras de raiz, caule, folha, flores e frutos. Entretanto, sistemas reporteres,
APUM-2::GUS e APUM-2..GFP, foram introduzidos no vegetal e a expresséo foi
observada nos 4apices do caule e raizes, especificamente nas regides
meristematicas. Também foram feitas construgdo para ensaios de genética
reversa e as plantas contendo construcdes constitutivas (35S::APUM-2) se
desenvolveram sem domindncia apical e com grande quantidade de ramos,
folnas e raizes secundarias, mostrando perturbacdées nos meristemas. Os
resultados obtidos sugerem que APUM-2 possui papel relevante durante o
desenvolvimento meristematico, possivelmente através de interacdes com
MRNAs.
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ABSTRACT:

RNA-binding proteins often regulate the stability, localization, and
translation of mRNAs by interaction with specific motifs in the 3-UTR. The
PUMILIO protein from Drosophila was shown to control translation of specific
mRNAs during development. PUMILIO homologs were found in several species
and constitute the “PUF” family.

The Arabidopsis thaliana sequencing project revealed four genes
homolougs to PUMILIO. Three are situated in chromosome Il (APUM-1, 2, and
3) that are nearly identical among themselves, and that contain a region that is
52% homologous to the PUMILIO. RNA-binding domain. The fourth is in
chromosome IV (APUM-4), and shows low similarity to the other three.

In this work, we characterized APUM-2 in further detail. Northern blots
indicated that Apum-2 is expressed in shoot and root apices. Reporter
transgenic plants were made that contained either APUM-2::GUS or Apum-
2::GFP constructs. Reporter gene expression confirmed that APUM-2 is active in
shoot and root apices, specifically in the meristematic regions. Finally transgenic
plants containing the 35S::APUM-2 construct were created. Constitutive APUM-2
expression resulted in plants with no apical dominance and a high number of
leaves, stems and lateral roots. These results suggest that APUM-2 plays an
important role during meristem development, possibly through a mRNA

interaction.



| -INTRODUGAO.

O requerimento de produtos protéicos no interior da célula ndo é
uniforme, as diferentes regides executam fungbes especificas e portanto
exigem um conjunto distinto de proteinas. Grande parte das atencdes tem
sido direcionada em torno do mecanismo pelo qual as proteinas séo
distribuidas nos diferentes compartimentos celulares e, apesar disso, pouco
se sabe a esse respeito (ALBERTS et al., 1994).

O controle da expressao dos genes é freqlientemente considerado no
nivel transcricional mas revisées de MICKLEM (1995) e HALZERIGG (1998)
indicam que o principal mecanismo para a obtencéo de altas concentracées
de proteinas em regides especificas é realizado por localizacdo de RNA. A
partir de um Unico mensageiro pode-se gerar varias moléculas de proteinas
desde que esteja associado aos componentes responsaveis pela traducéo e,
além disso, existe uma série de fatores de regulagdo que irdo modular
diretamente a sintese dos produtos protéicos no interior da célula.

Elementos que regulam a traducdo e tempo de meia vida de
mensageiros sdo freqlentemente encontrados dentro da cauda 3’ néo
traduzida (3'-UTR). Essas regides, contendo seqiiéncias especificas que
interagem com proteinas regulatérias, tém sido detectadas numa grande
variedade de transcritos em numerosos organismos (DECKER & PARKER,
1995). Varios tipos de proteinas que interagem com seqiiéncias especificas
dentro da 3-UTR estdo sendo identificadas, entretanto, o mecanismo pelo
qual estas proteinas lideram mudangas no comportamento dos mRNAs nao é
muito bem compreendido (OLIVAS & PARKER, 2001). Talvez a ligac&o
dessas macromoléculas possa interferir com a estabilidade destes
mensageiros. Este conjunto de proteinas esta se tornando cada vez mais
importante na medida em que se descobre seu envolvimento em processos
biolégicos fundamentais.

Um conjunto de proteinas que se ligam a RNA bastante conservada é

a familia PUF cujo primeiro membro estudado foi a proteina PUMILIO de



Drosophila melanogaster mas também foram observados miultiplos
representantes espalhados em diversos organismos como humanos, vermes,
plantas e leveduras (WHARTON et al., 1998; ZAMORE et al., 1999).

A familia PUF (sigla proveniente das proteinas PUMILIO de Drosophila
e FBF de C. elegans) é definida pela presenga de um dominio constituido de
oito repeticbes imperfeitas de 36 aminoacidos, formando oito a-hélices,
seguidas de uma extensdo C-terminal: o Dominio de Homologia ao PUMILIO
(PUM-HD) (EDWARDS et al., 2000 e 2001). Em adigdo, as proteinas PUF
estdo contidas na superfamilia de proteinas com a-hélices repetidas, na qual
a o-IMPORTINA (transportador da membrana nuclear) e a B-CATENINA
(proteina sinalizadora) também fazem parte. A estrutura do PUM-HD esta

ilustrada na Figura 1.

Dominio
Puf

x Repeticiao
Figura 1: Modelo do PUM-HD (EDWARDS et al., 2001).

O PUM-HD contém, em média, 37 KDa e liga-se especificamente a
uma seqiiéncia bipartida de 32 nucleotideos conhecida como NRE (“Nanos
Response Elements”) (WHARTON & STRUHL, 1991; MURATA &
WHARTON, 1995) presente na 3'-UTR dos mensageiros alvos.

A fungdo do PUMILIO foi inicialmente descrita em Drosophila e, em

seguida, outras proteinas PUF foram estudadas em outros organismos



também apresentando grande importancia em processos biologicos
fundamentais onde a regulacao da traducio tem papel de destaque.

A proteina PUMILIO de Drosophila desenvolve sua atividade no inicio
do desenvolvimento da célula-ovo. Durante os primérdios da embriogénese
do inseto, a formacao dos eixos que determinam a simetria do organismo é
conduzida por certos mensageiros maternos, chamados morféticos, que séo
distribuidos e traduzidos de forma controlada. Estes, por sua vez, ativam ou
reprimem genes a jusante promovendo a diferenciacido entre os diversos
compartimentos (LEWIN, 2000). A formacdc do eixo anterior-posterior do
embrido é determinada pelo morfético HUNCHBACK (HB), um repressor de
estruturas abdominais que se apresenta em altas concentracbes na regido
anterior, pemitindo a formacédo de estruturas como cabeca e térax, e nado
traduzido no pdlo posterior (CURTIS et al., 1995; LEWIN, 2000).

O mRNA HUNCHBACK é distribuido uniformemente ao longo do
embrido e sua repressao é resultado da interacdo das proteinas PUMILIO
(PUM), NANOS (NOS) e BRAIN TUMOR (BRAT); com sua 3-UTR, formando
um complexo quaternario (TAUTZ, 1998, WHARTON & STRUHL,1991;
MURATA & WHARTON, 1995; SONODA & WHARTON, 1999 e 2001). Como
PUMILIO e BRAT tém presenga uniforme no embrido, quem limita
espacialmente a producdo de HB é NOS, ja que sua distribuicdo forma um
gradiente onde a maior concentracido reside no polo posterior. Desta
maneira, os repressores de HB estdo em maior concentracdo no pdlo
posterior € menor no anterior, permitindo que a traducdo de HB ocorra
somente neste polo.

Mutantes de Drosophila que n&o sintetizam a proteina PUMILIO
apresentam traducdo uniforme de HB por todo o embrido e como
consequéncia ndo ocorre a segmentacao corporal (MURATA & WHARTON,
1995).

Dados cristalograficos recentes sugerem que o PUMILIO de
Drosophila tem uma estrutura ndo globular com uma superficie concava onde

se liga o mensageiro HB e outra convexa que interage com as proteinas NOS



e BRAT (EDWARDS et al., 2000 e 2001). Desta forma, o PUMILIO tem o
papel de reconhecer os sitios de ligagédo na regido regulatéria do mensageiro,
especificando a ligagcdo de NOS e BRAT para que juntos reprimam sua

tradugdo, como mostra a Figura 2.

Model of the
“repression complex”

hbh mRNA

Figura 2: Modelo do complexo quaternario de
Drosophila (EDWARDS et al., 2000).

O mecanismo de repressdo da tradugdo de HB ainda nao foi
totalmente entendido embora alguns estudos sugerem que a deadenilagao
seletiva do mRNA pelo complexo PUM/NOS/BRAT parece reprimir sua
traducdo (WREDEN et al., 1997).

O sistema PUMILIO/NANOS também executa papel importante nas
células germinativas de Drosophila durante a formacgdo das gbdnadas
(FORBES & LIN, 1998; PARISI & LIN, 1999, 2000). No desenvolvimento
inicial do embrido, a divisdo celular € altamente regulada tanto nas células
somaticas quanto nas células polares (células que ficam no pélo posterior e
que dao origem aos gametas). Na gastrulacéo, as células polares cessam a
mitose e permanecem quiescentes durante sua migragéo até as gonadas, ao
passo que, as células somaticas continuam a se proliferar durante o resto da
embriogénese (RICHTER & THEURKAUF, 2001).

Os detalhes sobre os eventos que processam esta migragdo ainda

estdo sendo estudados, mas pode-se dizer que um dos responsaveis pela



detencdo do ciclo celular na fase G2 é a interagdo das proteinas NOS e
PUMILIO com o mensageiro da CICLINA B, que contém seqiiéncias similares
ao NRE de HB em sua 3-UTR, de forma a impedir sua tradu¢cdo (ASAOKA-
TAGUCHI et al.,, 1999). Neste sistema, BRAT ndo é requerido para esta
funcdo e talvez outra proteina se combine para especificar o reconhecimento
do mensageiro da CICLINA (RICHTER & THEURKAUF, 2001).

Quando PUMILIO e NOS estido ausentes, as células polares sdo
formadas mas séo incapazes de migrar para as gonadas embribnicas e de se
diferenciar como células germinativas funcionais (ASAOKA-TAGUCHI et al.,
1999).

Durante o ciclo celular, as CDKs (Quinases Dependentes de Ciclinas)
iniciam as ftransicées através da ligacdo com CICLINAS, formando o
complexo ativado que fosforila substratos alvos de forma a cumprir todas as
tarefas da fase do ciclo celular em questdo. A entrada em uma nova fase
requer a sintese de novas CICLINAS e a atividade dos proteossomas que
destréem as da etapa anterior (BUCHANAN et al., 2000). A divisdo celular
pode ser vista como uma simples cascata de kinases e de degradacgdo
protéica onde a fosforilagdo e a protedlise colaboram interdependentemente
(KING et al.,1996).

O acimulo e destruicdo de fatores do ciclo celular, as CICLINAS, é
essencial para a progressdo do ciclo celular e este modelo de regulacédo
baseado na degradacao protéica € axiomatico (RICHTER & THEURKAUF,
2001), entretanto, o papel do PUMILIO e NOS em células polares de
embrides de Drosophila mostra que o controle no nivel de traducdo também
pode ser importante para a progressao do ciclo celular.

Caso similar ocorre em Xenopus laevis. No periodo de maturacdo dos
odcitos, também ocorre detencédo da divisdo celular através da interagdo de
uma proteina homdloga ao PUMILIO associada a um homologo de NOS, o
XCAT-2, com o0 mRNA da CICLINA B1.

Neste estudo feito com Xenopus, algumas observac¢des em relagao ao

mecanismo pelo qual o PUMILIO exerce sua fungdo foram levantadas. O



inicio da maturagdo dos o6citos requer proteinas iniciadoras que sao
sintetizadas a partir de mRNAs dormentes. Estes sdo estocados e
preservados por caudas curtas de poliadenina e, quando os odcitos s&o
induzidos a entrar em processo mitético, estas caudas sio alongadas e a
traducao pode ser iniciada (NAKAHATA et al., 2001).

O controle traducional € mediado por motivos (seqiiéncia caracteristica
de certos elementos de controle) ricos em uridina, UssA4.2U, chamados de
elementos de poliadenilagdo citoplasmatico (CPE) presentes na 3-UTR.
Estes CPEs sdo alvos da proteina CPEB cujo o papel é recrutar outros
fatores responsaveis pela poliadenilagdo. Neste artigo, foi comprovado que o
homdélogo do PUMILIO interage fisicamente com a CPEB em odécitos e isto
pode indicar que ele impega o alongamento da cauda bloqueando a traducéao.

Nesses exemplos, aparentemente o PUMILIO apenas inibe a tradugao
de certos MRNAs nos estagios iniciais da embriogénese. Entretanto, estudos
realizados com leveduras mostram que suas proteinas PUF também
interferem na estabilidade dos mensageiros devido a interacdo com fatores
que regulam a concentracdo de mRNAs no interior da célula.

Cinco linhagens de Saccharomyces cerevisiae mutantes, cada uma
com um dos homodlogos do PUMILIO inativo (JSN1, PUF2, PUF3, PUF4 e
MPTS5), apresentaram expressdo diferenciada de alguns mRNAs. O
homélogo MPT5 age sobre o mensageiro da proteina HO, uma endonuclease
que promove rearranjo génico responsavel pela definicio do tipo de
reproducdo da levedura, numa sequéncia similar ao NRE de HUNCHBACK.
Quando é superexpressa ocorre um aumento na velocidade de degradacéo
de HO, devido a destruicdo da cauda poli(A) (TADAUCHI et al., 2001).

A proteina PUF3 promove a deadenilacdo e a degradacao especifica
do mensageiro COX77 (OLIVAS & PARKER, 2000). Isto implica que as
proteinas PUF nao sé inibem a tradu¢cdo como também podem interferir na
maquinaria de degradacdo dos mensageiros via deadenilacac ou em outros
passos como na eliminacdo da estrutura 5 ou na digestdo exonucleotidica

35 5.



Analisando o comportamento das proteinas PUF em todos estes
organismos filogeneticamente distantes, pode-se dizer que a fungéo exercida
por elas parece ser conservada ao longo da evolucédo. Além disso, deve-se
destacar também que, em todos os casos citados sua acgdo esta ligada a
processos de formacgao do padrao de desenvolvimento.

O PUMILIO também foi estudado nas espécies Caernohabditis
elegans e Dictyostelium discoideum, tendo envolvimento semelhante aos
organismos citados anteriormente. E interessante destacar que nestas duas
espécies as proteinas PUF coordenam processos de desenvolvimento
associados a mudanca no estilo de vida desses organismos.

Em Caernohabditis elegans, o FBF é o homdlogo ao PUMILIO que foi
bastante estudado. Esta proteina estd diretamente ligada ao processo de
diferenciacao sexual do animal. A escolha entre produgédo de espermatécitos
ou odcitos é realizada através do controle traducional do mensageiro FEM-3,
cujo o produto € um fator de transcricdo que ativa outras proteinas envolvidas
na espermatogénese (ZHANG et al., 1997).

O FBF também liga-se a motivos estruturais similares ao NRE de
HUNCHBACK em FEM-3 e reprime sua fraducdo, desviando a
gametogénese para a producdo de oocitos. Desta forma, é possivel encontrar
na natureza animais machos ou hermafroditas e este mecanismo faz com
que a espécie tenha vantagens na sua proliferacdo, podendo se reproduzir
por acasalamento ou por auto-fertilizacao (KUWABARA, 1999).

Semelhante ao que ocorre com os demais organismos citados, o FBF
ndo exerce sua fungdo sozinho requerendo a agdo de um homdlogo ao NOS
(KRAEMER et al., 1999) para que juntos impecam a traducdo de FEM-3.

Em Dictyostelium discoideum, a agado das proteinas PUF é observada
em resposta a baixas quantidades de alimento no meio. Nesta situagéo,
ocorre a transi¢cdo de crescimento para desenvolvimento, ou seja, a parada
do ciclo celular permite o inicio de um programa de producéo de esporos que

garanta sua sobrevivéncia.



O provavel alvo para o homodlogo de PUMILIO, o PUF-A, é o
mensageiro da PKA-C, uma proteina quinase que estd envolvida na
coordenacdo da morfogénese do corpo de frutificacdo com a diferenciagéo
terminal em esporos e talos. Entretanto, quem detecta a baixa concentragao
de alimento no meio é a proteina YAK-A que reprime a expressao de PUF-A,
liberando a sintese de PKA-C, conduzindo ao inicio do desenvolvimento
(SOUZA et al., 1999). E importante citar que em Dictyostelium nenhuma
proteina homologa a NOS de Drosophila foi identificada como membro
participante deste evento celular até o momento.

Em Arabidopsis e humanos, o significado da existéncia de genes que
codificam proteinas PUF em seus genomas ainda ndo foi esclarecido.
Entretanto, € muito provavel que estejam envolvidas na regulacdo de

traducao e talvez em processos de desenvolvimento.

O vegetal Arabidopsis thaliana é uma dicotiledonea, membro da
familia da mostarda com o numero dipléide igual a dez. Ela tem sido
largamente utilizada como modelo para o estudo de biologia molecular
vegetal devido ao seu pequeno porte, curto tempo de geragao, facil insercéo
de genes estranhos ao seu genoma (transformacéo) e estudos genéticos
(TAIZ et al., 1998). Foi recentemente seqlienciado e a anotacdo do genoma
determinou a presenca de quatro proteinas contendo o PUM-HD (THE
ARABIDOPSIS GENOME INICIATIVE, 1999).

A Figura 3 representa uma Arabidopsis thaliana adulta onde pode-se
observar os varios érgaos do vegetal. O caule que termina na inflorescéncia e
as folhas correspondem aos érgaos aéreos que sdo desenvolvidos a partir de
grupos pequenos de células totipotentes, os meristemas do caule. As folhas
sdo produzidas pelo meristema caulinar e, no periodo de florescimento, este
comeca a formar as flores no lugar das folhas sendo agora chamado
meristema de inflorescéncia. Tipicamente em Arabidopsis thaliana a floragéo

acontece concorrentemente com o desenvolvimento do caule. Durante a



formacgéo das flores, os diversos 6rgéos que as compdem sado desenvolvidos
a partir do meristema floral (LYNDON, 1990; STEEVES & SUSSEX, 1991;
TAIZ et al., 1998).

-
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Figura 3: O vegetal Arabidopsis thaliana e seus 6rgaos aéreos.

Os 6rgdos ndo aéreos, as raizes, sdo produzidos pelos meristemas
radiculares ou da raiz. Usualmente, a raiz principal da lugar a formagéo das

raizes secundarias que incrementam a absor¢ao de agua e de minerais.

(A) Meristema Caulinar:

O meristema do caule pode ser visto de duas formas diferentes. Na
primeira, trés zonas distinas sdo definidas pela densidade citoplasmatica e
taxa de divisdo celular: a zona periférica (PZ), a central (CZ) e a “rib zone”
(RZ), como ilustrado na figura 4(a). Os érgaos laterais s&o produzidos a partir
de células da PZ, que possui alta freqiiéncia de divisdo celular, da mesma
maneira que a extensdo do caule é derivado de células da RZ. A CZ age
como um reservatério de células-tronco que abastece as duas outras zonas.
Na segunda, mostrada na Figura 4(b), o meristema do caule € organizado em

camadas de células distintas: L1 epidermal que tem o padrdo de divisdo
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celular anticlinal, L.2 subepidermal que também se divide anticlinalmente
(perpendicular a superficie do meristema) menos dentro dos 6érgdos em
desenvolvimento nos quais se replicam num padrdo periclinal (paralela a
superficie do meristema) e, L3 mais interna que se divide sob varias
orientagdes. A natureza estritamente anticlinal da proliferagcéo celularde L1 e
L2 resulta na formacgdo de populagdes clonalmente separadas, contendo
grupos separados de células-tronco, sendo que todas compdem os o6rgéo
primordiais. O fato da zona periférica e central bem como os 6rgéos laterais
conterem células provenientes das trés camadas indica que a comunicacao

entre essas camadas € requerida para o processo de desenvolvimento
coordenado (SUSSEX, 1999; BOWMAN & ESHED, 2000; CLARK, 2001).

L1

W JJr .1?3 I 2 : . ..—.- '?;WJ *,r"_”!j:‘ ‘

Flgura 4: Duas wséeé da orgamzag:éo hlstologlca do menstema- aplcal do caule (BOWMAN &
ESHED, 2000).

(B) Meristema Floral:

Quando uma planta é induzida a florescer, alguns ou todos os
meristemas caulinares se comprometem a desenvolver flores que produz
seqliencialmente as sépalas, seguidas das pétalas, estames e finalmente os
carpelos. As sépalas protegem e cercam o broto enquanto que as pétalas,
em varias espécies, servem para atrair os polinizadores. Estas circundam os
estames que produzem o polen e os carpelos que contém o évulo (IRISH,
1999; SMYTH, 2001; GOTO et al., 1991; HEMPEL et al., 1997).
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O meristema floral € um meristema caulinar modificado, tendo
estrutura e funcdo muito similares e expressando genes em comum que
regulam aspectos fundamentais como a manutencdo de células-tronco,
diferenciacdo e formacgdo de o6rgaos (CLARK et al., 1993; ENDRIZZ] et al.,
1996; LAUX et al.,, 1996). Em contraste com o meristema do caule, o floral
forma um numero fixo de 6rgaos e termina num gineceu central. Contudo, os
genes LEAFY e APETALA1 estdo envolvidos na especificagdo dos
meristemas florais, ja que mutagcdes em suas seqiéncias convertem-nos a
caulinares (SHANNON & MEEKS-WAGNER, 1993). Por outro lado, o gene
TERMINAL FLOWER (TFL) quando mutado converte o meristema caulinar
em floral (ALVAREZ et al., 1992).

(C) Meristema da Raiz:

A raiz de dicotiledéneas, esquematizada na Figura 5(a), pode ser vista
como um conjunto de cilindros concéntricos: quatro camadas externas,
epiderme, cértex, endoderme e periciclo circundando o tecido vascular na
regido central. A epiderme apresenta dois tipos de células, as que
desenvolvem pélos absorventes e as que ndo os produzem. O coértex e a
endoderme sao originados cada um por apenas um unico tipo de célula. O
periciclo € um meristema secundario constituido de células capazes de iniciar
a formacgéo de raizes laterais, mas sob condi¢cées normais apenas as células
mais internas promovem esta funcdo. No centro, a disposicdo dos tecidos
vasculares tem simetria bilateral com vasos lenhosos no eixo de simetria e os
liberianos de ambos os lados (BENFEY & SCHERES, 2000; TAIZ et al.
1998).

Numa raiz em crescimento, as novas células se originam a partir do
meristema situado na ponta distal: quatro conjuntos de células iniciadoras
sdo localizadas ao redor de células com baixa taxa de divisdo celular
conhecidas como Centro Quiescente (QC). Este centro mantém as

iniciadoras num estado indiferenciado e apresenta uma ultra-estrutura e
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expressao génica distintas. Apds cada divisdo celular (Figura 5b), uma célula-
filha é desconectada do QC permitindo que ocorra a inducgéo da diferenciagao
produzindo uma iniciadora (BENFEY & SCHERES, 2001).

Current Biology

Quiescent
center

NH and RH

Xylem and e
phloem - Cortex initial i)
I:l Pericycle Cortex; Lateral root

endodermis cap
Figura 5: Histologia da raiz. (a) representa os tecidos internos da raiz e (b) as células
iniciadoras e quiescentes, que geram os cilindros radiculares, e suas diregdes de divisao
celular (BENFEY & SCHERES, 2000).

O meristema é protegido do solo por varias camadas de células que
constituem a columela. Ela tem um conjunto de célula geradoras préprio da
mesma forma que o tecido vascular, entretanto, sua parte externa é
produzida pelas mesmas células que dao origem a epiderme. O cértex e a
endoderme séo desenvolvidos a partir da mesma célula iniciadora.

Cada grupo de iniciadoras sofre um padrdo de divisdo estereotipado
gerando sua progene. Como as células vegetais ndo se movem uma em
relagdo a outra, as divises produzem colunas ou filas de células, sendo que,
a relacdo espacial reflete a idade de cada componente. As células mais
jovens estdo préximas da ponta da raiz enquanto que as mais velhas estao
mais distantes desta.

Os meristemas do caule e da raiz podem ser vistos superficialmente

como objeto e imagem num espelho: ambos dado lugar a estruturas
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ramificadas, mas sdo responsaveis pela formacdo de o6rgédos diferentes
(BOWMAN & ESHED, 2000; TAIZ et al., 1998).

A organizagdo basica dos tipos de meristemas sdo similares em
termos de ter uma regido central de células quiescentes ou de multiplicagdo
lenta. Além disso, 0 mecanismo celular de manutencdo também parece
semelhante: na raiz, o centro quiescente controla o comportamento das
células iniciadoras, que sdo na sua maioria células-tronco unipotentes, via um
sinal de curto alcance (VAN DEN BERG et al., 1997). No caule, uma pequena
populacdo de células expressando o gene WUSCHEL (LAUX et al., 1996;
KLAUS et al.,, 1998) age como um centro organizador para especificar o
padrdo de camadas de células-tronco pluripotentes (MAYER et al., 1998).
Entretanto, os conjuntos génicos que regulam cada meristema sao diferentes.

Mutacdes que afetam os dois meristemas podem apresentar lesdes
em genes requeridos para a organizacdo fundamental de ambos os
meristemas. Esses mutantes ndo tém sido extensivamente analisados e,
além disso, a maioria que desenvolve defeitos na formacao e/ou manutengao
dos meristemas apicais é especifico para cada um (MEYEROWITZ, 1997).
Sao conhecidos apenas dois genes que afetam o desenvolvimento de ambos
os meristemas: DEFECTIVE EMBRYO AND MERISTEM (DEM) de tomate e
os genes FASCIATA (FAS1 e FAS2) de Arabidopsis. O primeiro é requerido
para a formacdo do padrdo embridbnico bem como a formagdo dos
meristemas codificando uma proteina nova de fungdo bioquimica
desconhecida (KEDDIE et al, 1998). FAS1 e FAS2 codificam duas
subunidades do Fator de Montagem da Cromatina (CAF-1). Em humanos,
CAF-1 é associado com a sintese das histonas H3 e H4 e localiza-se na
forquilha de replicacdo, estando envolvido com o enovelamento do DNA
durante a duplicacéo e o reparo (VERREAULT, 2000).

Nos organismos citados anteriormente, as proteinas PUF apresentam

funcbes similares, isto €, em todos eles alteram a taxa de traducdo de
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mMRNAs alvos e este mecanismo esta ligado a sistemas de diferenciagao
celular. Isto faz com que os homélogos do PUMILIO de Arabidopsis sejam

interessantes para futuros estudos.
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Il - OBJETIVOS.

O objetivo deste trabalho foi clonar e caracterizar um dos genes
homélogos ao PUMILIO, o APUM-2. de Arabidopsis thaliana. A expresséo
deste gene foi analisada por sistemas repérteres com GUS e GFP, que
possibilitou determinar em que tecidos e etapas da vida do vegetal ele é
expresso. Além disso, foi efetuada analise por genética reversa alterando a
expressao normal de APUM-2 para constitutiva (substituindo a regido
promotora do gene pelo promotor viral CaMV 35S) e reprimida (promotor 35S

ligado a uma seqiiéncia antisense de APUM-2).
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Il - MATERIAIS E METODOS.

l1l.I-ANALISE DAS SEQUENCIAS DOS GENES APUM.

As seqiiéncias dos genes APUM estdo disponiveis no enderego
hitp://www.ncbi.nim.nih.gov do GenBank sendo que APUM-1, APUM-2 e
APUM-3 estdo no BAC F16P2 (gi: 6598426) e APUM-4 estd no BAC
F14M19.

Os genes e proteinas foram analisados utilizando a ferramenta BLAST
(“BASIC LOCAL ALIGNMENT SEARCH TOOL”), também encontrada no

endereco do GenBank, através do programa ClustalW, obtido pelo endereco

hitp://clustalw.genome.ad.jp.

IILII-KNORTHERN BLOT E RT-PCR DE AMOSTRAS DE PLANTAS

SELVAGENS.

(A) Semeadura de Arabidopsis thaliana:

Um volume de sementes de Arabidopsis, da variedade WS
(Wassilewskija), foi incubado com trés volumes de uma solugao 50% candida
e 0,1% de Tween 20 durante dez minutos para esterilizar. Em seguida, foram
lavadas varias vezes com agua deionizada estéril para retirar os residuos de
candida e do tensoativo. Apoés eliminar o excesso de agua, as sementes
foram ressuspendidas em seis volumes de uma solugéo 0,1% de agar estéril
e aplicadas com uma pipeta Pasteur sobre placas de Petri com 2,16g/L de
meio sélido para plantas MS (MURASHIDE & SKOOG, 1962) da GIBCO.

As placas foram seladas com esparadrapo microporoso, embrulhadas
em papel aluminio e conservadas em geladeira por quatro dias. Em seguida,
foram colocadas numa estufa a 22°C com 24 horas de luz. Apés dez dias,

aproximadamente, as plantas foram transferidas para pequenos vasos.
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(B) Extragao de RNA de plantas:

Os experimentos com RNA foram feitos levando em consideracédo sua
labilidade e, portanto, agua deionizada e solugbes foram incubadas com
DEPC 0,1% durante uma noite e em seguida autoclavadas.

Vérias plantas selvagens foram semeadas e cresceram até a floragao
e formacgao de frutos. Em seguida, foram separados os varios 6rgaos de cada
uma delas: flores, folhas, frutos, caule e raiz. Cada parte foi congelada em
nitrogénio liquido, pulverizada num almofariz e o RNA total foi extraido com o
reagente Trizol da GIBCO, seguindo seu protocolo. O RNA obtido foi
ressuspendido em &agua deionizada estéril suficiente e entdo dosado por

espectrometria.

(C) Northern blot:

Este experimento também foi feito levando em consideragdo a
labilidade do RNA e, portanto, todas as solucdes utilizadas foram incubadas

com DEPC 0,1% durante uma noite € em seguida autoclavadas.

- Gel de agarose com formaldeido:

A analise do RNA obtido acima por Northern Blot foi realizado de
acordo com o protocolo da referéncia SAMBROOK et al. (1989), utilizando
gel de agarose 1% com formaldeido. Aplicou-se 20ug de RNA de cada
preparacdo como o sugerido.

As amostras foram transferidas do gel para uma membrana de nylon,
da marca BIODYNE, por capilaridade. Em seguida, o RNA foi ligado
covalentemente a membrana através da exposicdo da membrana a luz UV,

seguindo a mesma referéncia.
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- Preparagéo da sonda:

A sonda radioativa foi feita com o kit Random Primer Labeling System
da GIBCO, de acordo com seu protocolo, e a sequéncia do primeiro exon de
APUM-2 foi escolhida como molde para a preparacao.

Antes de ser usada na hibridizagdo, a sonda foi purificada numa
coluna de Sephadex G50 em tampdo TE. A coluna foi preparada numa
seringa de 1 mL selada na parte inferior com 1& de vidro, preenchida com
Sephadex em TE e centrifugada a 1600g durante 5 minutos. O produto da
reacao foi aplicado na coluna e o conjunto centrifugado por 5 minutos a
1600g. O eluido foi desnaturado a 100°C por 5 minutos e colocado

imediatamente no gelo por alguns minutos estando pronto para ser usado.

- Hibridizagéo:

Foram preparados 15 mL da seguinte solugao:

- 10% Dextran Sulfato (massa molecular de 500.000);
- 1% SDS;
- 1M NacCl.

A membrana previamente umidecida em agua deionizada foi aderida
na parede de um frasco de hibridizacdoc com o lado do RNA voltado para o
centro. A solugado acima foi adicionada e a membrana ficou pre-hibridizando a
65°C por uma hora num forno de hibridizacdo. Apos este periodo, adicionou-
se DNA de salmdo na concentragao final de 100ug/mL, previamente
desnaturado a 100°C, e em seguida a sonda. O conjunto ficou incubando
durante uma noite a 65°C.

A membrana foi lavada duas vezes por 10 minutos a temperatura
ambiente com um pequeno volume de 0,1% de SDS e 1x SSC (SAMBROOK
et al., 1989). Em seguida, trés lavagens de 15 minutos a 55°C com uma
solugdo 0,1% de SDS e 0,1x de SSC foram feitas para eliminar as
hibridizagdes néo-especificas. Apbés as lavagens, a membrana & envolvida
em filme plastico para ndo secar e colocada para expor num “storage

phosphor screen”.
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Apds a obtencdo dos dados de hibridizacdo, a membrana foi lavada
com uma solucdo 0,1% de SDS para a remoc¢do da primeira sonda e
posterior hibridizacdo com uma sonda de controle que foi preparada da

mesma maneira.

(D) Reagdes de RT-PCR:

A partir das amostras de RNA, foram realizados ensaios de RT-PCR
com o kit SuperScript || RNAse H™ Reverse Trancriptase da GIBCO, seguindo
seu protocolo. A reacao de PCR foi feita com a enzima Taq Polimerase High
Fidelity da GIBCO utilizando termociclador da Perkin Elmer GenAmp PCR
System 2400 com o seguinte programa: 94°C por dois minutos (1 ciclo); 94°C
por trinta segundos, 56°C por trinta segundos e 68°C por quatro minutos (40
ciclos).

Antes da reacao de formacao do cDNA, o RNA foi tratado com DNAse
livre de RNAse, também da GIBCO, seguindo seu protocolo.

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose com baixo
ponto de fusdo de 3% em tampao TBE 0,5x (SAMBROOK et al., 1989).

LI - CLONAGEM DO PROMOTOR E GENE APUM-2.

(A) Maxi-preparacao de DNA:

A obtencao de larga escala de DNA foi efetuada com uma coluna de
purificacdo da Qiagen de acordo com as instrucées do fabricante, sem
nenhuma alteragao.

Para vetores com baixo numero de cdpias por célula, como os BACs,
foram inoculados trés litros de meio 2xTY e para vetores com alto nimero de
copias, como o pBINPLUS (VAN ELEGENS et al, 1995) e o pBl221
(Clontech), partiu-se de 500mL de meio 2xTY.
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(B) Digestao com enzimas de restricao:

Todas as enzimas de restricdo utilizadas agem a 37°C e sdo da New
England BiolLabs. As reacdes foram feitas durante a noite com pelo menos
5ng de DNA e 0,4U de enzima em 10ulL finais, seguindo o protocolo de cada
enzima.

A maioria das digestdes precisavam de duas enzimas diferentes,
sendo que, quando possivel, elas eram adicionadas juntas. Quando existia
incompatibilidade de tampdes, a digestado era realizada sequencialmente, isto
€, primeira digestdo com a enzima que precisasse de menor forga idnica
seguida de precipitacdo do DNA (SAMBROOK et al.,, 1989) e finalmente a

digestdo com a segunda enzima.

(C) Reagdes de PCR:

Nestas reacoes, foi utilizada a enzima Taq polimerase High Fidelity da
GIBCO com os seguintes reagentes e concentracdes:
- 50ng de DNA molde;
- 1x tampéao da enzima (faz parte do Kit da enzimay);
- 2mM de cloreto de magnésio;
- 0,2mM de cada dNTP;
- 0,2uM de cada oligonucleotideo (sintetizados pela GIBCO);
- 2U de enzima;
- completar a reacdo com agua deionizada para o volume final
adequado.
Os oligonucleotideos utilizados para todas as construcdes estio

indicados na Tabela 1.
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Tabela 1: Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados para as todas as construcoes.

Regido a ser
amplificada

Oligonucleotideos

Promotor de APUM-2

5- C ATG GAA GTC GAC ATG AGC GCA CTG TGA TAATCA
AAG AATTGG C

Sal |, 44 pares de bases, Tm=53,2°C

3- CAGTT CCG GGA TCC TTA TCA CCT AAA CAA CAA AAA
CCC TATAACC

BamH |; 45 pares de bases, Tm=56°C

Gene (exons mais
introns)
APUM-2

5 -GT TGT TTA GGA TCC AAT GAT ACC GGA ACT GGG
BamH |, 32 pares de bases, Tm=55°C

3 - TC TGC ATA GAG CTC CTC TTA CTC ATC AGC CTA AAG
TGG GAT G

Sac |, 42 pares de bases, Tm=54,6°C

Exon 1 de APUM-2

5 -TTGT TGT GAG CTC GTG ATA ATG ATA CCG GAA CTG
G

Sac |, 35 pares de bases; Tm=55,6°C

3 - T GGA CCA GGA TCC CAA ACT CAT GCT GCT TCC TCT
G

BamH |, 35 pares de bases, Tm=56°C

As reacdes foram efetuadas no termociclador da Perkin Elmer,

GenAmp PCR System 2400 com o seguinte programa: 94°C por dois minutos

(1 ciclo); 94°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos, 68°C por 1 minuto

para cada 1 Kb a ser amplificado (35 ciclos).

Os produtos de PCR foram purificados por precipitagdo com acetato
de sédio (3M pH=6,2)/etanol (SAMBROOK et al., 1989).

(D) Separacao de DNA por eletroforese em gel de agarose com

baixo ponto de fusao, e purificagdo com a enzima B-agarase:

A separacdo do DNA clivado por enzimas de restricdo foi feita

utilizando eletroforese em gel de agarose com baixo ponto de fusédo
(SAMBROOK et al., 1989). Os fragmentos de interesse foram cortados do gel
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e extraidos utilizando a enzima p-agarase (GIBCO). Esta enzima digere a
agarose, liberando o DNA para posterior precipitacéo.

Primeiro, a massa do bloco de agarose com o fragmento foi medida,
para determinar a quantidade de enzima a ser utilizada (1U para cada 100uL
de agarose, considerando densidade de 1g/mL), e incubado por 10 minutos a
65°C com o tampao da enzima, para fundir a agarose. Em seguida, adiciona-
se a enzima e a reacido deve ser incubada por uma hora a 42°C. Apds este
periodo, a mistura é centrifugada por vinte minutos a 14000rpm, para separar
a fase liquida do gel que ndo sofreu digestdo e o sobrenadante é recolhido
para posterior precipitacdo com acetato de sédio (3M, pH=6,2)/etanol
(SAMBROOK et al., 1989).

(E) Reacoes de ligagao:

As reacdes de ligacdo foram feitas utilizando a enzima T4 DNA Ligase
(New England BiolLabs). Os insertos e os vetores a serem ligados foram
misturados numa propor¢ao de 4:1, respectivamente, para evitar auto-ligagao
do vetor. As condi¢Oes utilizadas foram: 2U de enzima em 10uL finais a 16°C
durante uma noite.

Estas reagbes foram precipitadas com acetato de sédio/etanol
(SAMBROOK et al., 1989) e ressuspendidas em 10uL de agua deionizada.

Foi utilizado 2uL desta solugéo para as eletroporacées em células de E. coli.
(F) Eletroporacao em E. coli:

As reacdes de ligacdo foram transformadas na cepa DH10B de E.coli
por eletroporacdo e o método esta descrito no artigo de TUNG & CHOW
(1996). As condigdes utilizadas foram:

- 40uL de células competentes DH10B a 10"-10"células/mL;
- cubetas de eletroporacgéo de 0,2mm;

- voltagem: 2,5kV ;
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- capacitancia: 25uF (para BACs) e 50uF (para os demais
vetores);
- resisténcia: 100Q.

Apobs a eletroporagdo, as células foram incubadas em 800uL de meio
SOC por 40 minutos e em seguida plaqueadas em meio sdlido TYE com o
antibiético adequado para cada vetor.

Para monitorar a eletroporagéo, foram feitos dois controles: o negativo
onde somente as células foram eletroporadas (sem nenhum vetor incluido)
para determinar a existéncia de contamina¢des nas cubetas ou nas proprias
bactérias, e o positivo onde € utilizado um vetor conhecido para determinar a
eficiéncia da transformacéo.

As colbnias obtidas nas placas de Petri foram inoculadas em 1,5mL de
meio 2xTY e efetuou-se uma mini-preparagdo de DNA (SAMBROOK et al.,
1989). Os plasmideos obtidos foram confirmados por digestdo com enzimas

de restricdo apropriadas e por seqiienciamento em ABI 377 da Perkin Elmer.

(G) PCR de seqiienciamento:

As reacdes de sequenciamento foram feitas utilizando o kit Big Dye
Terminator Ready Reaction Mix da Applied Biossystems, utilizando os
seguintes reagentes:

- 6uL de tampéao “save money” (200mM de Tris-Cl pH=9,0 e
5mM de Cloreto de Magnésio);

- 3,2pmol de oligonucleotideos (sintetizados pela GIBCO);

- 200 a 500ng de DNA;

- 2uL de Terminator Ready Reaction Mix;

- completar o volume com agua deionizada para 20uL.

Os oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo estéo ilustrados na
Tabela 2 e se alinham a cada 350 pares de bases das seqiéncias

analisadas.
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Tabela 2; Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados parao seqilenciamento das construgdes.

Regido a ser seqiienciada

Oligonucleotideos

Promotor de APUM-2

1: 5 C ATG GAA GTC GAC ATG AGC GCA CTG TGA TAA
TCA AAG AAT TGG C (utilizado na a ampilificagéo);

2: 5 CAA CGT GAG CTGATACTT AC;

3: 5 GGG AAATTG TGA AGG AGA GC ;

4:5 GCTAGT TTGCAATCTTCTT;

§: 5 CAT CTT GAC CACCAC TTG AC;

15 CTTCTTCAACTCTICTGT CG;

: 3 CA GTT CCG GGA TCC TTA TCA CCT AAA CAA CAA
AAA CCC TAT AAC C (utilizado na amplificacéo).

6
7

Gene APUM-2

1: 5 GT TGT TTA GGA TCC AAT GAT ACC GGA ACT GGG
(utilizado na amplificagéo);

2: 5 AGT TGAATC CGAGGT TGC CA ;

3: 5 GCTTTG ATACTT TGT TAATG;

4: 5 TTG GGA GTG GGA GAG TGA GT ;

5: 5 AAT GAT GGA GGT GGA GTAGC ;

6: 5 GGA CGT GAACTT TAT GGG TA ;

7: 5 GCT GGC CAT GTT GTAGAG TT;

8: 5 GAG AAG AGAATT GGC AGA TA;

9: 5 GCAATG TIGTGACCC TCT CC;

10: 5 CAC GGA AAG CCT GAT GAG CG;

11: 5 GAG CTG ATC CTT GGT CGT AT ;

12: 5 ACA GCT TAA CTA GGG TGG AT ;

13: 3 TC TGC ATA GAG CTC CTC TTA CTC ATC AGC CTA
AAG TGG GAT G (utilizado na amplificag&o).

Todas as reacdes foram feitas no Termociclador da Perkim Elmer,

GenAmp PCR System 2400 com o seguinte programa: 96°C por dez

segundos, 50°C por cinco segundos e 60°C por quatro minutos (40 ciclos).

Os produtos de PCR foram precipitados adicionando 80uL de 2-

propanol 75% e incubando a temperatura ambiente por 15 minutos. Em

seguida, foram centrifugados por 20 minutos a 14000rpm. O sobrenadante foi

eliminado e o precipitado lavado com 250uL de 2-propanol 75%. A mistura foi

novamente centrifugada por 10 minutos a 14000rpm e o DNA seco sob vacuo
(PERKIN ELMER PROTOCOLS).
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Os produtos de PCR foram ressuspendidos em 4ulL de uma solucdo
com 50mg/mL de Blue Dextran e 25mM de EDTA (pH=8,0) em formamida
deionizada e, em seguida, aquecidos a 95°C por dois minutos para
desnaturar o DNA. As amostras foram imediatamente colocadas no gelo por
alguns minutos e aplicadas no gel de poliacrilamida em TBE 1x (PERKIN
ELMER PROTOCOLS). O sequenciador utilizado foi o ABI 377 da Perkin

Elmer.

lI1.IV - TRANSFORMAGCAO EM ARABIDOPSIS THALIANA.

(A) Eletroporagao em Agrobacterium tumefaciens:

O método utilizado para a eletroporacdo em Agrobacterium foi

baseado nos varios protocolos descritos em sites como http.//genome-

www.stanford.edu/Arabidopsis e http://informa.bio.caltech.edu e nos artigos
de WEN-JN & FORBE (1989) e LIN et al. (1994). Foi utilizada a cepa

LBA4404 com resisténcia a estreptomicina.

- Preparo de Células competentes:

Uma cultura de Agrobacterium em LB foi incubada a 29°C e 200rpm
até atingir densidade o6ptica a 600nm entre 0,5 e 0,7 de absorbancia. Em
seguida, as células foram centrifugadas a 4°C e 5000rpm por cinco minutos e
o sobrenadante descartado. O sélido foi ressuspendido com o mesmo volume
da cultura de uma solucao 10% glicerol € 1mM de HEPES pH=7,0. As células
foram novamente centrifugadas e ressuspendidas na solugdo acima de forma
a se obter uma concentragdo entre 10''-10™ células/mL. A suspensio foi
aliquotada e congelada por alguns minutos em gelo seco com etanol e, em

seguida, armazenada a -80°C.

- Eletroporagéo:

Na eletroporacéo foram utilizadas as seguintes condicdes:
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- 40pL de células competentes LBA4404;
- cubeta de eletroporacio de 0,2mm;

- voltagem: 2,5kV ;

- capacitancia: 25uF;

- resisténcia: 200Q.

Apds a exposicdo ao campo elétrico, as células foram incubadas em
800uL de meio YM durante trés horas a 29°C e 250rpm. Apds este periodo,
200uL da cultura foram plagqueados em YM soélido com 50uL/mL de
estreptomicina e de kanamicina. As colbnias transformadas comeg¢am a

aparecer depois de dois dias de incubagao a 29°C.

(B) Transformacao de Arabidopsis thaliana mediada por

Agrobacterium tumefaciens:

O método utilizado para transformar Arabidopsis com Agrobacterium

foi baseado em varios protocolos descritos em sites como hitp.//genome-

www.stanford.edu/Arabidopsis e http://informa.bio.caltech.edu.

A bactéria Agrobacterium ja transformada com o plasmideo de
interesse foi incubada em 20mL de meio LB contendo estreptomicina e
kanamicina (50uL/mL de cada) a 29°C e 250rpm durante dois dias. Em
seguida, as células foram centrifugadas e o precipitado lavado com uma
solucdo de 5% sacarose e 0,005% Silwet L-77. Foram novamente
centrifugadas e ressuspendidas em 1mL da solugédo anterior.

Quando cresceram os primeiros botdes das plantas, os ramos
primarios foram cortados para a proliferacdo dos secundarios e no tecido
lesado foi pingado a suspensdo de Agrobacterium. Este procedimento foi
repetido mais duas vezes, de cinco em cinco dias. Apdés a morte do vegetal,
os frutos foram colhidos e as sementes separadas e secas num dessecador
por uma semana para posterior semeadura em placas de Petri com 2,16g/L
de meio MS (MURASHIDE & SKOOG, 1962) sdlido e 50ul/mL de

kanamicina.
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l1l.V - ANALISE DOS TRANSFORMANTES.

(A) Extracdo de DNA gendmico de plantas:

Trés folhas de tamanho médio de cada transformante foram
recolhidas, congeladas em nitrogénio liquido e imediatamente pulverizadas
num eppendorf, com o auxilio de um pistiio. O DNA foi extraido com o
reagente Plant DNAzol (GIBCO) seguindo seu protocolo. O material final
obtido para cada planta foi ressuspendido em 50ulL de agua deionizada

estéril e quantificado por espectrofotometria.

(B) Reagao de PCR com o DNA genémico:

Nestas reacoes, foi utilizada a enzima Taq Polimerase High Fidelity da
GIBCO com as seguintes quantidades dos reagentes:
- 100ng de DNA gendmico acima;
- 1x tampéao da enzima (fornecida junto com a enzima);
- 2mM de cloreto de magnésio;
- 0,2mM de cada dNTP;
- 0,2uM de oligonucleotideos;
- 2U de enzima;
- completar a reacdo com agua deionizada estéril para volume
final de 50pL.
As reacgdes foram feitas no termociclador da Perkin EImer GenAmp
PCR System 2400 com o seguinte programa: 94°C por dois minutos (1 ciclo);
94°C por trinta segundos, 56°C por trinta segundos e 68°C por dois minutos
(40 ciclos).
Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1% com
tampao TAE 1x (SAMBROOK et al., 1989).
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(C) Southern blot:

- Digestédo do DNA genbémico com enzimas de restricdo:

O DNA, 5ug de cada amostra, foi clivado com 0,4U de enzima de
restricdo (New England BiolLabs) durante uma noite seguindo os protocolos
das enzimas utilizadas.

Apds o periodo de reagédo, os fragmentos gerados foram separados
num gel de agarose 1% sem brometo de etideo em TAE 1x. Em seguida, as
amostras foram transferidas do gel para uma membrana de nylon, da marca
BIODYNE, por capilaridade e o material foi ligado covalentemente a
membrana através da exposicdo da membrana a luz UV, seguindo o
protocolo da referéncia SAMBROOK et al. (1989).

- Preparacédo da Sonda e Hibridizagéo:
A preparacédo da sonda e a hibridizagéo foram feitos da mesma forma

que para o Northern blot.

(D) Analise da atividade enzimatica da B-glicuronidase:

O protocolo utilizado nesta etapa foi baseado nos experimentos dos
trabalhos de BLAZQUEZ et al. (1997) e HEMPEL et al. (1997). As plantas
transformadas com o repérter GUS foram mergulhadas na solu¢éo abaixo e
incubadas no gelo sob vacuo por duas horas.

- 5mM de X-Glu;
- 50mM de tampao fosfato pH=7,0;
- 0,2% de Triton X-100;
- 3mM de K4[Fe(CN)g;
- 3mM de K;[Fe(CN)g];
- 20% de metanol.
Apés este periodo, as amostras foram mantidas a 37°C no escuro por

16h. Por ultimo, as plantas ja coradas com o substrato, foram tratadas com
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uma solugdo de 70% etanol, para eliminar a clorofila e facilitar a observacao

do repbérter.
(E) Western blot:

As proteinas vegetais foram extraidas utilizando o reagente Trizol
(GIBCQO), seguindo seu protocolo, e separadas em SDS-PAGE 15% de
acordo com a referéncia SAMBROOK et al. (1989).

A transferéncia para membrana de nitrocelulose foi efetuada com o
equipamentoTrans-Blot Semi-Dry Eletrophoretic Transfer Cell seguindo suas
especificacdes, com 0,8mA/cm? por uma hora.

Apds a transferéncia, a membrana foi incubada a temperatura
ambiente em TBST por uma hora com anticorpo contra GFP
(GIBCO/Invitrogen) e, em seguida, com anticorpo ligado a fosfatase alcalina
também por uma hora. A membrana foi lavada com TBST a temperatura
ambiente e a reacdo imunolédgica foi detectada com o kit ECF-Detection

System (Amershan Pharmacia Biotech).
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IV - RESULTADOS.

IV.l — ANALISE DAS SEQUENCIAS DOS GENES APUM.

O genoma de Arabidopsis thaliana foi recentemente seqlenciado
(THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE, 2000 e 2001) e a anota¢do do
genoma determinou a presenca de quatro proteinas contendo o PUM-HD.
Trés delas estdo situadas no cromossomo Il, sendo que duas copias estdo
lado a lado e a terceira esta a 8800 pares de bases de distdncia destes com
a janela de leitura invertida. A quarta copia situa-se no cromossomo V.

A analise gendomica foi realizada através de bibliotecas de YACs,
BACs e cosmideos, que podem ser acessados através do GenBank pelo
endereco http://www.ncbi.nlm.nih.gov, sendo que a parte correspondente ao
cromossomo |l foi clonada no BAC F16P2 (gi:6598426) € a do cromossomo

IV no F14M19 (gi: 4539290). Neste trabalho, os genes foram numerados de

acordo o numero do cromossomo e com a ordem de aparicdo nos fragmentos
sequenciados. Para facilitar a visualizacdo, esses genes foram
esquematizados na Figura 6, sendo utilizada a nomenclatura APUM-1,
APUM-2, APUM-3 e APUM-4 para os genes homologos ao PUMILIO de

Arabidopsis 1, 2, 3 e 4; respectivamente.

APUM-1 APUM-2 APUM-3
Cromossomo I ——- — - ~<—
APUM-4
Cromossomo IV —(-

Figura 6: Esquema da disposi¢do dos homologos ao PUMILIO de Arabidopsis thaliana nos
fragmentos clonados em BACs.

O tamanho da regidao estrutural e do cDNA, numero de exons e
tamanho das proteinas, de acordo com a anotagdo do genoma estio

ilustrados na Tabela 3:
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Tabela 3: Dados dos genes APUM de Arabidopsis disponiveis no GenBank.

gene namero de cDNA proteina
(pares de bases) exons (pares de bases) (aminoéacidos)
APUM-1 3902 9 2907 968
APUM-2 4009 9 2919 972
APUM-3 3866 9 2895 964
APUM-4 3561 10 2550 849

Os trés primeiros genes, situados no mesmo cromossomo,
apresentam alto grau de similaridade, fato que pode ser observado nos
alinhamentos efetuados com o auxilio da ferramenta BLAST (“Basic Local
Alignment Search Tool"), anexados a este trabalho. Devido a proximidade e a
grande identidade entre eles pode-se dizer que essas duplicacées s&o
recentes e provenientes do mesmo evento de expanséo e talvez a funcdo de
cada proteina seja redundante. J& os alinhamentos entre esses trés genes
com o quarto, situado no outro cromossomo, ndo demostram a mesma
similaridade.

Quando as regides promotoras sdo alinhadas duas a duas, utilizando a
mesma ferramenta, apenas pequenas seqiiéncias de aproximadamente 30
pares de bases mostram alguma identidade (dados em anexo).

A andlise da seqiiéncia de aminoacidos, utilizando o programa

ClustalW (http://clustalw.genome.ad.jp), revela que os trés genes do

cromossomo |l apresentam mais de 87% de identidade enquanto que o

quarto em relagao aos demais néo chega a 30%, como indicado na Tabela 4.

Tabela 4: Alinhamentos entre as quatro sequéncias de aminoacidos dos APUM de
Arabidopsis.

APUM-1 APUM-2 APUM-3 APUM-4
APUM-1 - 90,1% 88,8% 28,4%
APUM-2 90,1 % - 87,1% 28,5%
APUM-3 88,8% 87,1% - 28,1%
APUM-4 28,4% 28,5% 28,1% -

Os alinhamentos feitos apenas com o PUM-HD mostram que o grau

de identidade entre os trés genes do cromossomo Il fica em torno de 95%
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enquanto que estes em relagdo ao do cromossomo IV esta ao redor de 52%,

como pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5: Alinhamentos entre as sequéncias de aminoacidos dos APUM-HD de Arabidopsis.

APUM-HD 1 APUM-HD2 APUM-HD3  APUM-HD 4

APUM-HD 1 - 95,3% 96,8 % 53,1 %
APUM-HD 2 953 % - 95,3 % 52,8 %
APUM-HD 3 96,8 % 95,3 % - 53,1 %
APUM-HD 4 53,1 % 52,8 % 53,1 % -

O genoma de Arabidopsis esta coberto de grandes duplicagdes de
segmentos de DNA e pouco se sabe a respeito de suas origens (VISION
et.al.,, 2000). Muitos dos genes presentes nestes blocos podem ter funcdes
redundantes, mas o longo periodo no qual o genoma se estabilizou pode ter
dado a oportunidade de ocorrer divergéncia funcional (THE ARABIDOPSIS
GENOME INITIATIVE, 2000). A observacdo do grau de identidade entre as
seqiiéncias génicas e principalmente entre as de aminoacidos pode sugerir
que os trés genes do cromossomo |l apresentam o mesmo papel, mas as
diferencas existentes nas regides promotoras podem indicar que cada um
seja expresso em circunstancias diferentes e/ou seus sistemas de regulagéo
sejam distintos. Entretanto, a analise funcional de todos os representantes
torna-se indispensavel para se determinar qual a funcdo de cada um e,
posteriormente, afirmar se ha ou ndo a ocorréncia de redundancia.

As proteinas homdlogas ao PUMILIO desses varios organismos
apresentam tamanhos e seqiiéncias particulares e os alinhamentos entre
seus PUM-HD também mostram diferentes graus de identidade, como
indicam a Tabela 6. Nesta tabela, estdo ilustrados apenas os dados de
alinhamentos feitos com APUM-2 ja que ele foi o objeto de estudo desta
dissertacdo. Pode-se observar que os valores sao muito discrepantes,
entretanto APUM-2 junto com PUM-HD de Dictyostelium apresentam os
menores valores de identidade quando alinhados com os demais, fato
coerente com a distancia filogenética destas espécies com as outras em

questao.
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Tabela 6: Alinhamentos entre as sequéncias de aminoacidos do PUM-HD de varias
espécies.

Dominio PUF Dictyostelium Drosophila Xenopus Homo APUM-2
(344 aa) (339 aa) (345 aa) (343 aa) (343 aa)

Dictyostelium 53,4 % 55,0 % 55,7 % 50,1 %

Drosophila 53,4 %

- 76,7 % 77,3 % 51,9 %

Xenopus 55,0 % 76,7 % - 95,3 % 50,7 %

Homo 557 % 77,3 % 953 % - 53,1 %
APUM-2 50,1 % 51,9 % 50,7 % 53,1 % -

Em geral, a duplicacdo génica € acompanhada por alteragéo funcional
(HUGHES, 1994) e a identificacdo destes “novos” genes pode auxiliar na
determinaca@o de novas fungdes celulares que podem ser muito interessantes
para pesquisadores e para a agricultura. Entretanto, em C. elegans foram
encontradas cinco coépias homologas ao gene PUMILIO (SUBRAMANIAN &
SEYDOUX., 1999) que nado possuem diferentes papéis. Ja em Drosophila, foi
descoberto que o PUMILIO codifica uma proteina que se converte em duas
isoformas requeridas redundantemente na formacado do eixo anterior-
posterior (PARISI & LIN, 1999). Sendo assim, este trabalho se restringe ao
entendimento do papel do APUM-2 de Arabidopsis thaliana.

IV.Il - NORTHERN BLOT DE AMOSTRAS DE PLANTAS SELVAGENS.

A expressdo dos genes APUM foram rastreadas através da analise de
amostras de RNA extraidas dos 6rgédos de plantas selvagens adultas: flores,
folhas, frutos, raiz e caule. A partir deste material, foram realizados
experimentos de Northern blot e RT-PCR. Os frutos ndo apresentam
quantidade significativa de RNA, talvez por serem tecidos de reserva, e
portanto, a extracdo ndo forneceu material suficiente para a realizacao do
Northern.

Apds a transferéncia do material para a membrana, a marcagéo foi
feita com o produto da amplificacdo do exon 1 de APUM-2 (de 20077 a 19490
pares de bases do BAC F16P2, gi: 6598426) com dCTP radioativo, a partir
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dos oligonucleotideos da Tabela 1. Esta seqiiéncia tem grande similaridade
com os outros dois genes APUM do cromossomo |l (Figura 12) sendo

possivel o rastreamento dos trés ac mesmo tempo.

1 2 34 12 3 4

3Kb. ! =

0,9Kb . !
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¥
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(A) (B) (C)

Figura 7: Northern blot de amostras de RNA dos varios 6rgaos da planta. (A) representa a
membrana marcada com exon 1, (B) com o produto da amplifica¢do da proto-clorofilil

redutase (POR) e (C) representa o gel antes da transferéncia para a membrana. A linha 1

corresponde & amostra de raiz, 2 de caule, 3 de folhas e 4 de flores.

A Figura 7(A) mostra o resuitado do Northern blot onde é possivel
observar bandas marcadas com aproximadamente 3000pb, que
correspondem ao tamanho dos APUM (ver Tabela 3), em todos os pog¢os.
Isto significa que este gene pode ser encontrado em todos esses tecidos da
planta. Entretanto, a membrana também apresentou marcacgdes
inespecificas, mesmo apds lavagens com alta adstringéncia.

Sendo assim, a avaliagdo das quantidades de mRNA presentes na
membrana foi feita com uma nova hibridizagdo com outra sonda que tinha a
seqiiéncia da proto-clorofilil redutase (POR). Esta enzima € responsavel por
uma das etapas da biossintese da clorofila e € expressa constitutivamente na
presenca de luz em tecidos fotossintetizantes. A Figura 7(B) mostra o
resultado desta hibridizacdo e pdde-se observar uma unica banda marcada

de 0,9Kb em todos os tecidos verdes como o esperado e sem hibridizagbes
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inespecificas. A raiz ndo tem mensageiros de POR pois ndo é tecido
clorofilado. As amostras de tecidos de flores e folhas contém
aproximadamente a mesma quantidade de RNA, entretanto, a marcacdo com
o exon 1 foi mais intensa na linha correspondente a de flores, indicando que
esta contém mais mensageiros do que folhas. Ja caule e raiz contém
quantidades inferiores aos demais e mesmo assim, o tecido de raiz
apresentou marcagdo consideravel. Portanto, os tecidos com maior
expressao dos genes APUM parecem ser raiz e flores.

A comprovacao dos resultados do Northern blot foi feita por reacdes
de RT-PCR com as mesmas amostras de RNA. A técnica de RT-PCR
corresponde a uma reacgédo de transcriptase reversa para a producao de
cDNA a partir dos mensageiros presentes na amostra e posterior
amplificagdo do cDNA de interesse por PCR.

A sonda utilizada para o Northern detecta os trés mensageiros ao
mesmo tempo e o discernimento entre eles foi feito por RT-PCR utilizando
oligonucleotideos que amplificam cada um dos genes gerando produtos com
diferentes tamanhos (Tabela 7 e Figura 8). Além disso, estes oligos estao
entre os exons 1 e 2 e se caso houvesse contaminagcao de DNA gendémico,
os fragmentos produzidos também poderiam ser reconhecidos pelo nimero
de pares de bases. A Figura 8 ilustra a regido a ser amplificada, sendo que,
as bases em vermelho representam os oligonucleotideos utilizados e as em
azul o intron 1 de cada APUM.

Tabela 7: Tamanhos esperados dos fragmentos apés a reagdo de RT-PCR.

Gene Tamanho do cDNA Tamanho do DNA
(com intron)

APUM-1 436 pares de bases 564 pares de bases

APUM-2 457 pares de bases 619 pares de hases

APUM-3 417 pares de bases 507 pares de bases
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APUM-1 CCGCCTTTGATGTCTAGGGAGGATTTGAGGGTTGCTCAGAGGCTTAAAGGGAGTAATAATGTGTTAGG
APUM-3 CCTCCTTTGATGTCTAGGGAGGATTTGAGGGTTGCTCAGAGGCTTAAAGGGAGTAATAATGTGTTAGG

APUM~2 CCGCCTTTGATGTCTAGGGAGGATTTGAGGETTECTCAGAGECTTARAGEGAGTAGTAATGTTITTAGG
T R L R R g N L e L

APUM-1 TGGTGTTGGGGATAGGAGAAAAGTTAATGATAATCGATCTTTGTTCTCTATG CCACCGGGTTTT-—~
APUM-3 TGGTGTTGGGGATAGGAGAAAAGTGAATGACAGTCGGTCTTTGTTCTCTATG CCACCTGGTTTT—~-

APUM-2 TGGTGTTGGGGATAGGAGGAAAGTTAATGATAGT CAATCTTTATTCTCTATGCCACCTGGTTTTGATC
Aok kkk kR kAR Rk khF Ak k hkdhk hkkhk K hk,  kkkkk hkkdkkkkkkhkkk |k kkF

APUM-1 -——————————————————— GAAGGTGAGAAAACTGGTGCTTCTGCTTCTGAATGGGATGCTAATGGA
APUM-3 -———————~————~-———~— GAGGCTGGAAAACCTGGTGCTTCTGCTTCTGAGTGGGATGCTAATGGA

APUM-2 AGAGGAAGCAGCATGAGTTTGAGGTTGAGAAAACTAGTGCTTCTTCTTCTGAATGGGATGCTAATGGA
ok ok kk | kkk kk kkkkkkkk hkkhkhk ok kA kA kh A hkkokkok ok

APUM-1 TTGATTGGTTTACCGGGTTTGGGACTTGGAGGCAAGCAGAAGAGTTTTGCTGATATCTTTCAGGTTGG
APUM-3 TTGATTG--—--————- GTTTGGGACTTGGAGGCAAGCAGAAGAGTTTTGCTGATATCTTTCAGGTTG-
APUM-2 TTGATCGGTTTGCCGGGTTTGGGGATTGGAGGCAAGCAGAAGAGTTTTGCTGATATCTTTCAGGTTGG

****. * *******. .******************************************

APUM-1 TGATACCTCTTCTTATTTA-—-—-—————————————— CTTCTTTTGGTTGTCTATAGTTGATTATGCT

APUM= 3 o e e e e e it s i e R o i R e s S R i GTTATTTT
APUM-2 TGATACCTCTTCTTATTACGACAACGCTTCTTGTTAGCTTCTTTCTGGTGTCTATAGTTGATTATGCT

.****..*

APUM-1 TTGACGCTTTGCTAATG--T TTTCTCTGTGTGTGTGTTG——————-— TGTATATTTCTCCTT--GATA
APUM-3 TTGATACTCTGCTAATGT-T TCTCTGTGTGTATGTGTTG—~—~~——~ TGTATAGTTCTCCTG~~AATA
APUM-2 TTGATACTTTGTTAATGTTTTCTCTCARAGATAATTCTCTCTGTATTTGTATATTTCTGCAACAGATA

Fohkkk | kE kk kkk kx| kk kkk Lk, Lk, * kkkkkk kkkk * ok

APUM-1 TTCTTCCTTATGTAAACTTGGTGTATTGCTTTTG-TGCAGGCTGATATGGGGCATGGACATCCTGTCG

APUM-3 CTCTTGCTTATATARACTTGGTGGATTACTTTTG-TGTAGGCGGATATGGGGCAT—————— CCTGTTG
APUM-~2 TTCTTGCTTATGTAAACTTGATGGATTGCTTTTTGTGCAGGCTGATATGGGGCATGGACATCCTGTCA
Lk | kdkokk  kkkkkkkk ko kkok  kkkkk | kk kkokk  kkkkkkkkkokokk ok kk

APUM-1 CACAACAGCCCTCACGTCCTGCAAGTCGTAATACCTTTGATGAAAATGTTGACTCTAATAATAATCTG
APUM-3 TACAGCAGCCCTCACGTCCTGCTAGTCGTAATACCTTTGATGAGAATGTTGACTCTAATAATAACCTG

APUM-2 CTAAGCAGCCCTCACGTCCTGCAAGTCGTAATACCTTTGATGAAAATGTTGACTCTAAGAATAATCTG
I g N R L At T R b R L

APUM-1 TCTCCGTCTGCATCACAAGGCATTGGTGCACCATCTCCATACAGCTATGCAGCTGTTCTAGGCTCTTC
APUM-3 TCTCCATCTGCATCACAAGGCATTGGAGCGCCATCTCCATACTGCTATGCAGCTGTTCTGGGTTCATC
APUM-2 TCTCCATCTGCATCGCAAGGCATTGGTGCACCATCTCCATACAGCTATGCAGCTGTTCTGGGTTCGTC

*****_********. ***********_ * & _************.****************.**_**'**

APUM-1 TTTGTCTAGAAATGGAACTCCAGATCCACAGGCCATTGCTAGGGTGCC
APUM-3 TTTGTCTAGAAATGGAACTCCAGATCCACAGGGCATTGCTAGGGTGCC
APUM-2 TTTGTCTAGAAATGGALC WGATCCACAGGCCATTGCTAGGGTGCC

dhkkhkhkdhhhhhkdhkhhhhhkhbdhkhhkhrrirhtk .***************

Figura 8: Regido a ser amplificada por RT-PCR entre os exons 1 e 2. Os oligonucleotideos
utilizados est&o destacados em vermelho e a regido em azul corresponde ao intron 1 dos
genes APUM.

A Figura 9 representa o resultado do RT-PCR visualizado num gel 3%
de agarose de baixo ponto de fusdo em TBE 0,5x, onde pode-se observar

varias bandas e mesmo apds o tratamento com DNAse é possivel observar
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amplificac6es a partir do DNA gendmico, como pode ser deduzido pelo
tamanho das bandas. As trés bandas debaixo para cima representam os
fragmentos dos trés APUM. O mensageiro de APUM-2 (terceira banda
debaixo para cima) esta presente em todos os tecidos enquanto que APUM-3
(Ultima banda) foi detectado em todas as estruturas menos em fruto. Ja
APUM-1 néao é produzido em caule, folha e frutos estando presente apenas
na raiz e nas flores.

Este resultado é condizente com o Northern que apresentou bandas
marcadas em todos os tecidos e além disso, mostrou outras marcagdes

inespecificas.

1018pb—

amplificages
do DNA
gendmico

517/506pb™

396— ol

Figura 9: Produto do RT-PCR das amostras dos varios 6rgéos da planta. M é marcador de
peso molecular 1Kb da GIBCO, C & o controle (amplificagdo a partir da constru¢éo no
pBINPLUS devendo apresentar 619 pb), 1 corresponde ao tecido de raiz, 2 de caule, 3 de
folhas, 4 de flores em desenvolvimento, 5 de flores maduras e 6 de frutos em
desenvolvimento.

IV.IIl - CLONAGEM DO PROMOTOR E DO GENE APUM-2.

(A) Preliminares:

A expressdo de APUM-2 foi estudada mais a fundo através de
construcoes reporteres, expressao constitutiva e reprimida.
O gene e a regido promotora foram clonados a partir do BAC F16P2

fornecido pelo Arabidopsis Biological Resourse Center. O F16P2 tem o
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fragmento do cromossomo Il de Arabidopsis, com 130141 pares de bases
contendo os trés genes APUM, clonado no vetor pBeloBAC-Kan de 10752
pares de bases (MOZO et al., 1998) com resisténcia a kanamicina. Como dito
anteriormente, esta seqiiéncia esta disponivel no GenBank (gi: 6598426).
Mesmo utilizando um fragmento de DNA menor para amplificar as
seqliéncias de interesse ao invés do DNA gendmico, foram necessarios
alguns ajustes. O BAC apresenta uma coépia por célula e devido ao seu
tamanho a estabilidade € menor dificultando a obtencao de larga escala, uma
vez que o vetor foi fornecido transformado em E.coli DH10B. Para facilitar o
trabalho, o BAC foi reduzido de tamanho através da digestdo com enzima de
restricdo. A seqiiéncia do F16P2 foi analisada numa ferramenta do endere¢o

http://www.arabidopsis.org que simula clivagens com varias enzimas. Sendo

assim, a enzima escolhida foi BamH | que mantém intacta a regido contendo
os trés APUM (caso o laboratério fosse clonar os outros genes), situada
antes do primeiro sitio na porgdo até 50000 pb da Figura 10, eliminando ao
maximo as outras seqiéncias desnecessarias. A Figura 10 ilustra as digestéo
do F16P2 com BamH | e também com MIlu |, esta ultima utilizada para

separar os trés genes como explicado a seguir.

pb
: e - s

22 2 s 4 2
i

5. e —

Figura 10: Esquema da digestdo do inserto do BAC F16P2 cor‘n BamH | e com Mlu I. )

Apés a clivagem com BamH |, o vetor foi diretamente ligado com T4
DNA ligase, sem purificagdo prévia, em condigdes bastante diluidas para
facilitar a auto-ligagdo sem interferéncia dos demais fragmentos gerados.

Outro problema a ser contornado foi a alta taxa de identidade entre os
trés genes, que impossibilitou desenhar oligonucleotideos especificos para
cada um dos genes APUM. Sendo assim, a sequéncia do novo BAC foi
analisada pelo programa GENE RUNNER para a determinagdo de enzimas

de restricdo que separasse o promotor e o gene de APUM-2 dos demais e, a
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escolhida foi a Mlu | (Figura 10). A digestado gera trés bandas com 19426,
11967 e 5633 pares de bases e as reagdes de PCR a seguir foram feitas com
o fragmento de 11967 pares de bases que contém as seqiéncias

reguladoras e o gene APUM-2.

(B) Construcao dos reporteres:

Os dois repodrteres foram construidos com a regido promotora de
APUM-2, amplificada a partir do fragmento de 11967 (descrito acima) por
reacdo de PCR, em seguida ligada ao cDNA dos repérteres GUS (B-
Glicuronidase) e GFP (Proteina Verde Fluorescente), seguidos do terminador
NOS da enzima Nopalina Sintase de Agrobacterium. Foi considerado como
promotor os 2050 pares de bases anteriores ao ATG inicial.

Foi utilizado o gene GUS porque mesmo sendo expresso em baixas
quantidades é possivel observar quebra de substrato e formacgéo de cor azul,
entretanto, € necessario sacrificar o vegetal. Ja4 a GFP foi utilizada devido a
possibilidade da expresséo ser observada in vivo através da inscidéncia de
luz com comprimento entre 396 e 475nm sobre o tecido e deteccdo da
fluorescéncia em até 508nm. Mas a GFP precisa ser produzida em grande
quantidade para ser detectada (DAVIS & VIERSTRA, 1996).

Todas as construgdes foram feitas no vetor binario (definido mais
adiante) pBINPLUS (VAN ENGELENS et al, 1995), na regidao do T-DNA,
mostrado na Figura 11(A). O reporter GUS mais o terminador NOS foram
extraidos por digestdo do vetor pBlI221 (Clontech) e ligados nos sitios de
BamH | € EcoR | do pBINPLUS. O promotor de APUM-2 foi amplificado
utilizando oligonucleotideos desenhados, com o auxilio do programa GENE
RUNNER e identificados na Tabela 1, com sitios de BamH | e Sal | nas
pontas para a posterior ligacéo a construgao final, ilustrada na Figura 11(B).

O repoérter com GFP, mostrado na Figura 11(C), foi construido da

mesma maneira utilizando as mesmas enzimas de restricdo e estratégia de
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clonagem. Entretanto, o cDNA deste repérter mais o terminador NOS foram
extraidos do vetor p35S-GFP da Clontech.

(A) Inserto

Borda
Esquerda NPT I ( B)

Promotor APUM~-2 GUS NOS
(2050 pb)
= = 1 = e R
—» Sal | BamH i 8acl EcoRI|
j Inserto
4 (C)
Borda
pBINPLUS Direita Promotor APUM-2 GFP NOS
T-DNA (2620 pb
N 0 |
Sall BamH ! Sacl EcoR|

Figura 11: Esquema do vetor bindrio pBINPLUS. (A) mostra o T-DNA delimitado pelas
bordas direita e esquerda. (B) e (C) correspondem as construgdes reporteres com o cDNA de
GUS e com o de GFP, respectivamente, clonadas no sitio de restricao do vetor.

Em dicotiledoneas, o cDNA da GFP sofre um “splicing” aberrante e
parte da sequiéncia que codifica o croméforo responsavel pela fluorescéncia é
perdida, gerando uma proteina insoltvel que nao fluoresce. O vetor utilizado
(p35S-GFP) contém uma mutagao pontual no sitio que é reconhecido com
regido de “splicing”, reduzindo o risco da produgédo de GFP inativa (DAVIS &
VIERSTRA, 1996).

Apoés as clonagens, os vetores finais foram seqlienciados para garantir
gue ndo ocorreu nenhuma mutagdo durante a amplificagdo e verificar a
orientacdo dos fragmentos. Para as reag¢des de PCR, foram desenhados
outros oligonucleotideos, com o programa GENE RUNNER, que se alinham
na seqliéncia promotora a cada 350 pares de bases, mostrados na Tabela 2.

As seqiiéncias de cada construcdo foram comparadas com a do BAC
F16P2 (gi: 6598426 do GenBank) através da ferramenta BLAST do site

hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov. Ambos os repérteres apresentaram sequéncias

idénticas as do banco de dados e, portanto, prontos para serem

transformados nas plantas.
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(C) Genética reversa:

A anélise da fungdo de APUM-2 também foi realizada por genética
reversa, ou seja, foram feitas duas construgées: um que expressa a proteina
APUM-2 de forma constitutiva e o outro que interfere com a expresséo dela
na planta (RNA antisense).

Para a obtencdo da constru¢do de expressao constitutiva, foi utilizado
o promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV), que mantém uma
taxa de transcricao alta em quase todos os tecidos (NAGY & CHUA, 1985),
associado ao gene estrutural de APUM-2 (fragmento gendémico contendo
exons e introns) com 4009 pares de bases (Tabela 3).

O mapa de restricdo de APUM-2 mostrou que ndo existem sitios para
as enzimas BamH | e Sac | e, portanto, foi decidido transferir todo o inserto
do pBI221 (35S::GUS::NOS) para o pBINPLUS e em seguida substituir o
gene GUS pelo produto de PCR de APUM-2. Os oligonucleotideos para a
amplificacdo também foram desenhados com esses sitios de restricdo nas
pontas e com o auxilio do programa GENE RUNNER, mostrados na Tabela
1.

O gene APUM-2 no vetor final, esquematizado na Figura 13(B), foi
seqlienciado para garantir a inexisténcia de mutagdes e verificar a orientacéo
do fragmento. As reacbdes de PCR foram feitas com os oligonucleotideos
também desenhados com o programa GENE RUNNER mostrados na Tabela
2, que se alinham na regiao estrutural a cada 350 pares de bases.

As seqliéncias obtidas foram comparadas da mesma forma que para a
construcao anterior e nao apresentaram mutacgdes.

A segunda construcdo para os ensaios de genética reversa, a que ira
interferir com a expressdo de APUM-2, foi gerada a partir da ligagcado do
promotor 35S a uma seqiéncia antisense de parte da regido estrutural mais o
terminador NOS, mostrada na Figura 13(C). Os trés genes APUM do
cromossomo |l tem alto grau de homologia, como relatado na se¢ado IV.l, e

isso pode indicar que todos exercam a mesma funcdo no vegetal. Sendo



assim,

42

para garantir que esta construcdo desenvolvesse algum fendtipo

observavel nas plantas transformadas, a seqiiéncia antisense foi feita com o

exon 1 de APUM-2 que possui identidade elevada com os outros dois genes,

apresentada na Figura 12, de forma a interferir na expresséo de todos.

APUM-1
APUM-3

APUM-1

APUM-2

APUM-1
APUM-3
APUM-2

APUM-1

APUM-2

APUM~1
APUM-3
APUM-2

APUM-1
APUM-3
APUM-2

APUM-1
APUM~3
APUM-2

APUM-1
APUM-3
APUM-2

ATGATACCGGAACTAGGGAGAAGACCGATGCATAGAGGTAACGAAGAT TCATCTTT TGGGGATGAT TATGAGAAAGAG
ATGATACCGGAACTAGGGAGAARGACCGATGCATAGAGGTAACGAAGATTCATCTTTTGGGGATGAT TACGAGAAAGAG
ATGATACCGGAACTGGGGAGAAGACCGATGCATAGAGGGAACGAAGATTCATCTTTTGGGGATGAT TATGAGAAAGAG

Fhkhkkkhhkhkhhhhdh hhkhkhhhhdrhhhhhkdhhhhkdhhhd Frxhhdhdddhrdkkrkhhkhkdhdkhhhhdd dkrkrhdit

ATTGGAGTATTGCTTGGTGAGCAGCAGAGAAGGCAAGTAGAAGC TGATGAGCTTGAGAGAGAGCTTAACTTGTTTAGA
ATTGGAGTATTGCTTGGT GAGCAGCAGAGAAGGCAAGTAGAGGCGGATGAGCTTGAGAGAGAGCTTAACTTGTATAGA
ATTGGAGTATTACTTGGTGAGCAGCAGAGAAGGCAAGTAGAAGCTGATGAGCT TGAGAGAGAGCTTAATTIGTATAGG

hhkhkhkkhhkdhd dhkhkhkbhhhkhhhdhddhhhhhhkdhdhhbhdk hd dhhkdhhhdhhhrhkbdhkhhhddr *kdd &kt

AGTGGCTCTGCTCCACCGACTGTTGATGGTTCTGTTAGTGCTGCCGGAGGGCTTTT TAGCGGCGGAGGTGGGGCTCCT
AGTGGCTCTGCTCCACCGACTGTTGATGGTTCTCTTAGTGCTGCCGGAGGGCTTTTTAGCGGCGGAGGTGGGGCTTCT
AGTGGCTCTGCTCCACCGACTGTTGATGGTTCTGTTAGTGCTGCTGGAGGGCTTTTTAGCGGCGGAGGTGGGGCTCCT

kkkkkkdhhhkhxkhhhhdhkdhhdkdhhrhddrkdd *xdhdhdhhdhk dhdhddrddbdhrrhodrhhdbrhhbhbhkhrs *¥

TTTTTG GAGTTTGGTGGTGTTAATAAGGGTAATGGGTTTGGTGGTGATGATGAGGAGTTTAGGAAAGATCCGGCTTA
TTTCTG GAATTTGGIGGAGTTAATAAGGGTAATGGGTTTGGTGGTGATGATGAGGAGTTTAGGAAAGATCCAGCTTA
TTTTTG GAGTTTGGTGGAGGCAACAAGGGTAATGGGTTTGGTGGCGATGATGAGGAGTTTAGGAAAGATCCGGCTTA

& kok Kk ****_********:*' .**.********************_**************************.*****

CTTGTCTTATTACTATGCTAATATGAAGTTCGAATCCGAGGTTGCCACCGCCTTTGATGTCTAGGGAGGATT TGAGGGT
CTTGTCTTATTACTATGCTAATATGAAGTTGAATCCGAGGTTGCCACCTCCTTTGATGTCTAGGGAGGATTTGAGGGT
CTTGTCTTATTACTATGCTAATATGAAGTTGAATCCGAGGTTGCCACCGCCTTTGATGTCTAGGGAGGATTTGAGGGT

hkkkhkhkhkhkhkkdkdhhkhhkhhkhdhkdrhhrxhhkrk kb hhddrdrhkirkhhhd . kkkhhkhkhkhkhhkhxhkkhrhdktxxxr bk hdr it

GCTCAGAGGCTTARAGGGAGTAATAATGTGTTTAGGTGGTGTTGGGGATAGGAGAAAAGTTAAT GATAATCGATCTTT
TGCTCAGAGGCTTAAAGGGAGTAATAATGTGTTAGGCTGGTGTTGGGGATAGGAGAAAAGTGAATGACAGTCGGTCTTT
TGCTCAGAGGCTTAAAGGGAGTAGTAATGTTTTAGGTGGTGTTGGGGATAGGAGGAAAGTTAATGATAGTCAATCTTT

**********‘k************_******.***********************_*****'*****_*'**. '*****

GTTCTCTATGCCA CCGGGTTTT-—--—-—-————————————————— GAAGGTGAGAAARACTGGTGCTTCTGCTTCTG
GTTCTCTATGCCA CCTGGTTTT-———-——————————————————— GAGGCTGGAAAACCTGGTGCTTCTGCTTCTG
ATTCTCTATGCCA CCTGGTTTTGATCAGAGGAAGCAGCATGAGTTTGAGGTTGAGAAAACTAGTGCTTCTTCTTCTG
kkkkkkkkhkkk kk kkkkkk Kk ok _kk | kkk _kk kkkkkkkk Kk kkkk

AATGGGATGCTAATGGAT TGATTGGTTTACCGGGTTTGGGACTTCGAGGCAAGCAGA-GAGTTTTGCTGATATCTTTC

AGTGGGATGCTAATGGATTGATTG-————~~~~ GTTTGGGACTTGGAGGCAAGCAGAAGAGTTTTGCTGATATCTTTC
AATGGGATGCTAATGGATTGATCGGTTTGCCGGGTTTGGGGATTGGAGGCAAGCAGAAGAGTTTTGCTGATATCTTTC
K Kk AkkkhkkkkhhF Ak A RA K K N TR T T T TS T2

APUM-1 AG

ADPUM-3 AG

APUM-2 AG

* %

Figura 12: Alinhamento dos primeiros exons de APUM-1, 2 e 3 utilizando o programa

Clustaw.

Semelhante a construcdo para a expressdo constitutiva, o gene

antisense foi amplificado com os oligonucleotideos mostrados na Tabela 1 e

ligado

ao pBINPLUS, com o inserto de pBI221 (35S::GUS::NOS), na posicéo

do gene GUS. O produto deste PCR também foi utilizado para fazer as

sondas radioativas na hibridizacdo do Northern e Southern blots.
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(A) Inserto
Borda
Esquerda NPT I ( B)
Promotor APUM-2 NOS
\\ 358 (4009 ph)
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( C) Promotor Exon1 NOS
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T-DNA A —
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Figura 13: Esquema do vetor binario pBINPLUS com as construgdes para genética reversa.
(A) mostra o T-DNA delimitado pelas bordas direita e esquerda. (B) corresponde a
construgéo para expressao constitutiva e (C) para reprimir APUM-2.

A construgao obtida foi sequenciada, aproveitando os oligos utilizados
para a amplificagdo (Tabela 1) mais o de numero 2 utilizado para a
confirmagdo do vetor constitutivo (Tabela 2), e a orientacdo e seqliéncia

estavam corretas.

IV.IV - OBTENGAO DAS PLANTAS TRANSGENICAS:

(A) Transformacgao vegetal:

A infecgdo de plantas por Agrobacterium é o Unico exemplo natural de
troca genética entre os reinos procarioto e eucarioto e € um método
largamente utilizado para a obtengao de plantas transgénicas. Este processo
tem eficiéncia e estabilidade suficientemente altas permitindo que grandes
colecbes de insertos independentes sejam geradas rapidamente
(SPRINGER, 2000).

No processo de infecgcdo, a Agrobacterium tumefaciens transfere um
segmento de DNA, o T-DNA do plasmideo Ti (indutor de tumor), para a céiula
vegetal e é integrado de forma estavel no DNA gendmico da planta. O
plasmideo Ti contém genes para a expressdo da maioria dos produtos

requeridos no processo de transformacgéo, entre eles genes de viruléncia
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(VIR), de fitormbnios que causam o crescimento neoplasico e de enzimas
envolvidas na sintese de aminoacidos especificos chamados opinas
(CANGELOSI, et al., 1991).

O sistema de transformacédo que foi empregado € mediado por dois
plasmideos compativeis (sistema binario), o auxiliar contendo apenas os
genes VIR essenciais para a infeccdo, e outro carregando o T-DNA com o
inserto desejado (neste trabalho o pBINPLUS). A cepa utilizada, a LBA4404,
contém o plasmideo auxiliar pAL4404 com resisténcia a estreptomicina. O
uso de dois vetores facilita o processo devido a diminuicdo do tamanho do
vetor e da possibilidade de manipular o DNA em Escherichia coli antes de ser
introduzido em Agrobacterium (HOEKEMA, et al., 1983).

O pBINPLUS foi transformado em Agrobacterium por eletroporacdo e
0 protocolo utilizado foi montado de acordo com as vantagens descritas nos
métodos da literatura. A principal diferenca entre a eletroporacéo em E. coli e
em Agrobacterium sdo os meios de cultura utilizados apoés a transformacao e
para o plaqueamento. Para Agrobacterium, a literatura recomenda o uso de
manitol, uma vez que este reagente diminui a agregacao entre as células.

A infeccdo das plantas por Agrobacterium também foi baseada em

diversos protocolos  disponiveis nos enderecos  http://genome-

www.stanford.edu/Arabidopsis e hitp://informa.bio.caltech.edu. Foi decidido

cortar os ramos primarios para induzir o crescimento de novos ramos e
utilizar o tecido lesado como via de entrada (com o auxilic do tensoativo
Silwet L-77) para as bactérias. Inicialmente, tinha-se a idéia de transformar
pelo método de infiltracdo & vacuo (BECHTOLD et al., 1993), mas segundo
os protocolos utilizados, o sucesso da infeccdo depende principalmente da
saude das plantas.

Foram obtidas muitas sementes das quatro plantas infectadas para
cada construgcdo sendo em seguida selecionadas em meio MS sdlido
contendo kanamicina. O total de plantas transformadas para cada vetor

inserido esta identificado na Tabela 8.
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Tabela 8: Nimero de transformantes obtidos para cada construgéo.

Construgao Transformantes obtidos Transformantes que néao
produziram sementes
Repérter GUS 4 0
Repérter GFP 11 1
35S::APUM-2::NOS 9 2
35S::Antisense2::NOS 0 0

Essas plantas cresceram para produzir sementes e gerar novos
descendentes com os quais foram efetuados experimentos de southern blot,
para determinar o nimero de insertos e a independéncia nos eventos de
inser¢do, bem como Northern blots, ensaios enzimaticos e reagdes de PCR e
RT-PCR.

(B) Analise das plantas transformadas com o repérter GUS:

As sementes extraidas dos primeiros transformantes foram
plagueadas em meio MS com o antibiético kanamicina. Antes de efetuar o
tratamento das plantas obtidas com o substrato X-Glu, o DNA de ftrés
representantes de cada transformante foi extraido e digerido com as enzimas
BamH | e EcoR | para analise de Southern blot, utilizando como sonda
marcada o produto da amplificacdo do cDNA de GUS. Como controle foi

utilizado o DNA de uma planta selvagem.

At 2 2 s ars TS IRRR0: Sk ke dhdd

(A) (B)
Figura 14: Southern blot de plantas transformadas com o repérter GUS. (A) DNA cortado

com BamH | e (B) com EcoR |. A nomenclatura n, n’ e n” correspondem a trés descendentes
distintos da planta n e s corresponde a planta tipo selvagem.
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O Southern blot da Figura 14 mostra que os descendentes do terceiro
e do quarto transformantes ndo apresentaram bandas marcadas, o que
significa que o inserto por algum motivo ndo foi incorporado ao genoma
vegetal. Entretanto, essas plantas e seus decendentes ndo sdo sensiveis a
kanamicina, indicando a ocorréncia de alguma anormalidade no processo de
inser¢do que danificou apenas a construcdo repérter sem afetar o gene que
codifica a enzima de resisténcia, a NPT Il (nopalina fosfotransferase Il). A
planta 1" ndo apresentou banda no Southern devido a baixa quantidade de
material para efetuar este tipo de ensaio.

O primeiro e o segundo transformantes contém o gene GUS e as
bandas obtidas para cada planta estdo em fragmentos de tamanhos distintos,
podendo-se concluir que foram gerados por eventos independendes e que a
planta 1 contém apenas um inserto e 2 tem ao menos quatro.

A confirmacdo da auséncia da construgdo repérter no genoma das
plantas transformadas foi feita por rea¢cées de PCR a partir do DNA gendmico
de uma planta de cada, onde a construcao total foi amplificada (promotor de
APUM-2 com 2050 pb e cDNA de GUS com 1050 pb, totalizando 3100 pb).
Neste experimento, mostrado na Figura 15, as plantas trés e quatro também

ndo acusaram a existéncia da construgao:

+ 3,0Kb

+«1,5Kb
+«1,0Kb

Figura 15: Produtos das rea¢des de PCR para a confirmar a introdugéo do T-DNA. Os
nimeros 1, 2, 3 e 4 correspondem a cada uma das representantes e M ao marcador de peso
molecular de 1Kb Ladder da GIBCO.
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Alguns representantes das quatro transgénicas, em estagios diferentes
do desenvolvimento, desde a abertura dos cotilédones até a formagdo das
vagens, foram utilizados em ensaios enzimaticos com o substrato X-Glu,
sendo que, apenas as descendentes de 1 e 2 apresentaram expressao da
enzima B-Glicuronidase, o que era esperado, € nas mesmas posi¢cdes. Como
controle foram utilizadas plantas selvagens com a mesma faixa etaria que os
transformantes e ndo apresentaram atividade enzimatica. Todas as figuras
mostradas abaixo sdo descendentes da planta 1.

Apoés a abertura dos cotilédones, pdde-se observar um pequeno ponto
azul no meristema apical e na regido interna da raiz, ilustrado na Figura 16. A

medida que a planta se desenvolveu, os meristemas laterais também

apresentaram expressao da enzima podendo ser observados na Figura 17.

Figura 16: Expressdo de GUS em Figura 17: Expressédo de GUS em planta com
planta com uma semana. vinte dias.

A Figura 18 é uma ampliacdo da Figura 17, dando importancia aos
meristemas, sendo que, o apical € o maior ao centro. Também pode ser visto
mais um ponto azul, que correspohde ao meristema lateral que dara origem a
novos o6rgaos (ramos ou folhas). Para ilustrar melhor os meristemas laterais,
é interessante observar a Figura 19: ha dois pontos azuis cada um saindo por

cima de uma folha.
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Figura 18: Expressao de GUS no Figura19: .Exresséo de_GUS nos
meritemas apical e laterais. meristemas laterais.

Nas plantas jovens (sem raizes secundarias), como a da Figura 16, a
expressio da enzima nas raizes € observada apenas na por¢ao central, zona
de diferenciacdo celular. A analise de uma planta mais velha, como a da
Figura 17, mostra a presenca da cor azul também nas raizes secundarias e
nos pontos que contém os meristemas. Pode-se visualizar, nas Figuras 20,
21 e 22, que nas pontas das raizes a coloracéo azul € mais intensa indicando
gue nesta zona (regido com alta taxa de mitose) a expressdo de APUM-2

deve ser mais acentuada.

-

Figura 20: Raizes de planta adulta Figura 21: P(_;:éo central das raizes
expressando GUS. expressando GUS.
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_F‘
4 o
Figura 22: Expressdo de GUS em raiz secundaria emergindo.

Também foram analisadas plantas com flores e com frutos. E possivel
ver na Figura 23 dois pequenos pontos azuis nas axilas das folhas préximos
ao botdo menor que serdo responsaveis pela origem de duas novas
inflorescéncias. A Figura 24 ilustra melhor este fato, pois pode-se visualizar
trés botdes jovens sem manchas azuis e um quarto azulado que ainda n&o

desenvolveu as estruturas florais.

p

Figura 24: Flor em desenvolvimento
flores em formagéo. expressando o repérter GUS.

Figura 23: Expressao de GUS nas

Depois de desenvolvidas, as flores aparentemente ndo apresentaram
mais marcacdes azuis. Sendo assim,a partir das Figuras 23 e 24, pode-se
dizer que a expressdo de APUM-2 nas flores ocorre antes do processo de

diferenciacéo de suas estruturas.
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Os frutos também foram observados e ndo apresentaram manchas
azuis em nenhum momento do seu desenvolvimento, indicando que neste

tipo de tecido ndo ocorre a expressédo de APUM-2.

(C) Analise das plantas transformadas com o repérter GFP:

Foram obtidas 11 plantas com resisténcia a kanamicina. Da mesma
forma que com o repérter GUS, as sementes destes representantes foram
plagueadas a fim de se preservar os individuos para futuras andlises. Os
descendentes de uma das plantas transgénicas contendo GFP eram estéreis.

O DNA gendmico de descendentes de cada transformante foi extraido
e digerido com a enzima EcoR | para posterior ensaio de Southern blot,

utilizando como sonda marcada o gene GFP, como o descrito para GUS.

Figura 25: Southern Eot de pIanta tfansfc;fmadas com o repérter GFP. Os nimeros
correspondem as plantas obtidas e S € DNA de planta do tipo selvagem.

A Figura 25 mostra que todas as transgénicas apresentam no minimo
um inserto e que cada uma foi gerada por eventos independentes de

insercdo, pois as bandas marcadas para cada planta estdo em fragmentos de
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tamanhos distintos. As plantas de nimero 9 e 10 por ter pouco material, ndo
mostraram marcacdes fortes.

Um representante com apenas uma insercgdo, a planta 7 da Figura 25,
foi observado num microscopio Confocal Laser Scanning Fluorescence. Essa
planta foi analisada quando bem jovem, apés a abertuda dos cotilédones
(cinco dias de crescimento num regime de luz 18h/6h), devido a maior
transparéncia. A observacdo de outras faixas etarias deve ser realizada
através de cortes histologicos, devido a baixa taxa de expressao da GFP.

Da mesma forma que as plantas transformadas com o reporter GUS,
as com GFP foram comparadas com plantas selvagens (controle), e foi
possivel observar o mesmo padrdo do repérter GUS. expressdo no
meristema apical e na porgao interna da raiz (devido a idade, a planta n&o
tinha desenvolvido raizes secundarias), mostradas nas Figuras 26 e 27

respectivamente.

Figura 26: Imagem da GFP, porgédo verde no centro, sende expressa no mefistema apical. A
clorofila emite fluorescéncia na regido do vermelho go ser excitada com luz UV.
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(A) ; (B) ;
Figura 27: Expressao de GFP nas raizes. (A) mostra a porgéo interna da raiz e (B) a ponta
da raiz, sendo que a esfera verde encima é uma bolha de ar

A Figura 27 ilustra dois angulos da ponta da raiz e pode-se 6bservar
fluorescéncia a uma certa distancia da columela. Devido a baixa expfesséo
de GFP e baixa resolugéo da imagem, nao foi possivel identificar
precisamente as regides que expressam o reporter. Para este nivel de
detecgdo € necessario fazer cortes histologicos e/ou estudos de
imunolocalizacao da proteina GFP.

A confirmacgédo da expressao de GFP foi feita por Western blot. Assim,
a Figura 28 mostra que a planta transformada numero 8 tem uma banda
marcada de 28 KDa (massa molecular da GFP), o que indica a expresséo

desta proteina.

36KDa —>

29KDa - >

Figura 28: Western blot da planta de GFP nGimero 8. M é o marcador de peso molecular
(SIGMA), S é material da planta selvagem e GFP da planta transformada niamero 7.



53

O repoérter GFP € menos sensivel a detecgdo em relagdo ao de GUS
sendo necessaria uma quantidade razoavel de proteina para poder ser
observado e, além disso, a planta apresenta auto-fluorescéncia. Desta forma,
GFP ndo € um bom repérter para este caso e neste trabalho foi decidido
estudar melhor as plantas transformadas com GUS e, portanto, as outras

transgénicas com a construgdo de GFP nao foram analisadas.

(D) Genetica Reversa - expressao constitutiva:

As plantas transformadas com o vetor de expressao constitutiva, que
contém o transgene 35S:APUM-2.::NOS, foram selecionadas com
kanamicina sendo que 9 mostraram resisténcia ao antibidtico, mas duas
delas eram estéreis. Algumas das representantes destas transgénicas
apresentaram fenotipos diferentes como grande produgdo de ramos, folhas e
raizes, cada uma em grau diferente. O DNA gendmico das representantes
com fenétipos aparentemente diferenciados de cada uma das 7 plantas foi
extraido e digerido com a enzima de restricdo Hind Il para posterior ensaio
de Southern blot. A sonda marcada utilizada contém a seqiiéncia do exon 1
de APUM-2. Neste caso, como o DNA gendmico apresenta trés cépias
naturais dos gene APUM, devem ser desconsideradas as bandas de 9375,
6250 e 3593 pares de bases onde se encontram os genes originais de
Arabidopsis (observar o controle com o tipo selvagem).

1234567

9,4Kb —»
6,3Kb —»

Figura 29: Southern blot de plantas transformadas com o vetor de expresséo constitutiva. Os
numeros indicam cada planta obtida e S indica planta do tipo selvagem.
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O resultado do Southern blot, mostrado na Figura 29, mostra que
todas as plantas foram geradas por eventos de inser¢cdo independentes.
Todas apresentaram fendtipos distintos quando comparadas com a
selvagem, sendo que umas em maior grau. Os representantes com fenétipo
mais acentuado foram as de numero 2 e 6, com trés a quatro e uma
insercdes, respectivamente. A observagao do numero de insertos presentes
em cada uma delas em relagéo ao fenétipo desenvolvido mostra que ndo ha
relacdo entre o nimero de copias e a taxa de expresséo. Isto € um resultado
tipico, jd que a posi¢ao do inserto no genoma também pode influenciar na
transcri¢do do transgene.

Para observar a quantidade de mensageiros de APUM-2 produzidos
por cada planta, foi efetuado um Northern blot. Neste ensaio também foi
utilizada o exon 1 de APUM-2 como sonda. O controle quantitativo desta
preparacdo de RNAs foi feito utilizando a amplificagdo do gene da proto-
clorofilil redutase, POR, como sonda numa hibridizacdo consecutiva. A Figura

30 representa os dois Northerns obtidos.

S 1234567 e S 458 687

3Kb

(B) (C)

Figura 30: Northern blot das plantas com a construgao constitutiva. (A) corresponde a
membrana marcada com o exon1 e (B) marcada com a amplificacdo do gene da proto-
clorofilil redutase. A figura (C) mostra o gel antes da transferéncia para a membrana.
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Observando a Figura 30(A) pode-se perceber que nenhuma
superexpressa APUM-2, quando comparadas com o tipo selvagem,
entretanto foram obtidas algumas plantas com fenétipos.

A planta 2 e 6 se desenvolveram de forma mais diferenciada
apresentando auséncia de dominancia apical, ou seja, o vegetal produziu
varios caules simultaneamente ao invés de um principal resultando numa
maior quantidade de ramos, folhas e raizes. As folhas tinham o limbo mais
largo do que o tipo selvagem, principalmente na regido do peciolo. Quando
mais jovem (como a da Figura 31) apresentam na regido central o
desenvolvimento de varias gemas ao mesmo tempo. O acompanhamento do
desenvolvimento dessas plantas mostrou que nenhuma tinha dominancia
apical (Figura 32). Além disso, todas desenvolveram um nuamero de raizes

secundarias maior do que as do tipo selvagem.

» P -# '
Figura 31: Planta nimero 6 jovem. No centro ha varias gemas se desenvolvendo
ao mesmo tempo.
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(A) (B)
Figura 32: Planta nimero 6 com expressao constitutiva de APUM-2 . Em (A) pode-se
observar o desenvolvimento de varios caules e folhas de forma desorganizada (sem
dominancia apical). Um detalhe da base da roseta é mostrado em (B), onde pode-se
visualizar multiplos meristemas axilares em desenvolvimento.

Outro fator interessante, na planta 6, foi a inflorescéncia que manteve
a filotaxia original em espiral mas com espagamentos entre as flores muito
menor de forma a produzir um buqué (Figura 33). Além disso, apresentou
desenvolvimento retardado, apdés o desenvolvimento de varios botées na
planta selvagem é que a planta 6 comegou a desenvolver seu primeiro botao,

com aproximadamente duas semanas de defasagem.

P

Figura 33: Detalhe das flores da plhta com preséo constitutiva de APUM-2.
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Ja as plantas descendentes da numero 2 tiveram desenvolvimento
floral normal, entretanto, com menor producao de sementes. Com relacéo ao
seu desenvolvimento, n&o apresentou defasagem quando comparado com a
do tipo selvagem.

As demais plantas apresentaram fenétipo intermédiario, umas com
grande quantidade de ramos, ou com folhas grandes, com grande quantidade
de raizes secundérias.

E importante destacar que os fenétipos observados, por algum motivo,

nao se perpetuaram na segunda geracéo.
(E) Genetica Reversa - expressao reprimida:

Plantas selvagens foram transformadas com o vetor contendo o
transgene para a repressdo dos genes APUM e nenhum transformante foi
obtido. Como dito anteriormente, os trés genes tém grande homologia e
talvez exercam funcdo redundante, sendo assim, foi utilizada a seqiiéncia
antisense do exon 1 de APUM-2 que reprime a traducio de todos.

Durante a sele¢ao, duas classes de plantulas foram observadas: umas
que viveram até uma semana depois da semeadura, enquanto que outras
viveram uma semana a mais (duas semanas no total). Isto pode indicar que
algum destes dois tipos de plantas corresponde aos vegetais sensiveis (néo
contendo o transgene) e a repressao de todos os genes APUM ao mesmo
tempo resulte na inviabilidade dos individuos. Sendo assim, é importante
utilizar outras estratégias para reprimir expressdo dos genes APUM, como

por exemplo vetores de expressao induzivel.
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V - DISCUSSAO DOS RESULTADOS

V.| - LocALizagAo bE APUM-2:

Na introducéo, foi ressaltado que homélogos a proteina PUMILIO
podem ser encontrados em varios organismos filogeneticamente distantes
apresentando um papel fundamental na regulacdo da tradugcdo de
mensageiros alvo em processos de desenvolvimento. Em varios organismos,
suas funcées ja foram parcialmente estudadas, entretanto, em Arabidopsis
thaliana esta permanece desconhecida.

Sendo assim, este trabalho faz uma analise inicial da estrutura e
funcdo dos genes APUM, descobertos apds o projeto de seqlienciamento do
genoma de Arabidopsis thaliana (THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE,
1999 e 2000).

Observando os alinhamentos entre as regides estruturais dos trés
genes encontrados no cromossomo |l (em anexo), pode-se dizer que a taxa
de identidade entre eles é muito alta. Como em plantas é muito comum a
observacéo de grandes blocos de duplicacées no DNA gendémico, e levando
em consideracdo a distancia fisica entre eles (talvez um evento recente),
pode-se especular que todos efetuam o mesmo papel, mesmo que
apresentem padrbes de transcricdo distintos: a traducdo pode ocorrer em
situacdes diferentes mas a proteina pode exercer o mesmo papel. Partindo
desta suposicao, utilizamos a sequéncia de apenas um deles para os estudos
preliminares e todas as construcdes deste trabalho foram feitas com APUM-
2, isto porque apresenta posicéo fisica intermediaria entre eles e tem maior
regido estrutural e de cDNA.

A principio, foram extraidas amostras de RNA das varias estruturas da
planta e ensaios de Northern blot e RT-PCR foram efetuados a fim de se
rastrear os tecidos que expressam os genes APUM. A Figura 7(A) apresenta

o resultado do Northern blot, utilizando como sonda o exon 1 de APUM-2 que
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deve identificar mensageiros dos trés APUM, e pbéde-se observar que esses
RNAs foram detectados em todos os tecidos.

Como as bandas marcadas no Northern poderiam pertencer a
qualquer um dos genes APUM, a identificacdo de cada tipo de mensageiro foi
feita por RT-PCR. Na reagdo de PCR utilizou-se oligonucleotideos que
amplificavam fragmentos de cada gene com tamanhos diferentes (ver se¢éo
dos resultados). Assim, a Figura 9 mostra a amplificacdo de varias bandas
em todos os tecidos estudados e os fragmentos correspondentes aos
mensageiros de APUM séo as trés ultimas. Podemos encontrar APUM-2
(terceira banda debaixo para cima) em todos os tecidos. Além disso, é
curioso notar que APUM-3 (lltima banda) também esta presente em todas as
estruturas menos em frutos, e APUM-1 (segunda banda debaixo para cima)
ndo foi detectado em caule, folhas e frutos estando presente na raiz e nas
flores com menor representatividade em relacéo a APUM-2.

Os resultados indicam que cada um dos genes APUM é transcrito de
forma distinta, o que diminui, a0 menos parcialmente, a possibilidade de
ocorrer redundancia completa. Nos tecidos em que dois ou trés dos genes
sdo transcritos a0 mesmo tempo, pode ocorrer algum nivel de redundancia
parcial mas, ac menos em frutos, o gene APUM-2 parece ser o Unico a ser
expresso.

O RT-PCR, da mesma forma que o Northern blot, apresentou mais
bandas do que o esperado. Parte destes fragmentos sido amplificacées
provenientes da contaminagdo com DNA gendmico, mas as demais podem
indicar que este mensageiro deve sofrer algum tipo de processamento e/ou
degradacéo. Além disso, no PCR os fragmentos maiores do que o esperado

podem ter sido gerados por amplificacdes in tandem.

A segunda etapa do trabalho foi o rastreamento da atividade do
promotor de APUM-2 através de sistemas repérteres GUS e GFP. Estes

foram efetuados utilizando como promotor os 2050 pares de bases anteriores
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ao ATG inicial de APUM-2. Assim, supomos que com esta seqii€ncia, toda a
regido a montante do inicio de transcricao e tradugédo estejam presentes para
influenciar na expresséo dos genes reporteres.

Foram obtidas quatro plantas transgénicas com o repérter GUS mas
duas delas mostraram que os eventos de insercdo que as geraram, de
alguma forma inutilizou a construcdo repérter. As outras duas continham
entre 1 e 3 insertos no genoma e mostraram reagao positiva, no contato com
o substrato X-Glu, nas mesmas posi¢des e periodo de tempo (Figuras 14 e
15).

Visando a observacdo da expressao de APUM-2 no vegetal in vivo,
foram feitas construgdes repérteres com GFP. Foram obtidas varias plantas
transgénicas sendo que algumas apresentaram mais de uma insergéo e outra
se mostrou estéril (talvez mdltiplas insercdes e/ou ruptura de algum(ns)
gene(s) importante(s) para a reproducédo). A exposicdo ao UV de uma das
plantas (contendo um inserto) mostrou que a quantidade de GFP sintetizada
pela planta era deficiente para ser detectada devido a grande auto-
fluorescéncia do vegetal. A analise num microscépio Confocal sé foi possivel
quando a planta era muito jovem (apds a abertura dos cotilédones) devido a
maior transparéncia, caso contrario seria necessario fazer cortes o que fugia
do objetivo principal que era a observacgao in vivo.

Tanto em plantas com o repérter GUS quanto com GFP de mesma
idade, foi observado o mesmo padréo de expressdo. meristemas do caule
(Figura 26) e da raiz (Figura 27). A Figura 27 n&o permite identificar se a
regido expressando GFP é de fato o centro quiescente, sendo necessério
outros experimentos, como imunolocalizagdo da proteina com o anticorpo
anti-GFP para definir as zonas que sintetizam GFP.

A andlise com GFP nao foi tao frutifera quanto o esperado devido a
baixa producéc de proteina. Portanto este trabalho focalizou a atenc&o ao
reporter GUS, ja que mostrou melhor visibilidade da expressdo nos tecidos.
Sendo assim, foram feitos alguns cortes que facilitaram a identificacéo das

zonas mais internas do vegetal.
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Em resumo, foram obtidas varias plantas transgénicas reporteres e
podemos afirmar que no minimo trés plantas (duas com GUS e uma com
GFP), produzidas por eventos de insercdo independentes, apresentaram
expressao dos repdrteres nos mesmos tecidos e intervalos de tempo. As
regides constatadas foram todos os meristemas: os da raiz e os do caule
(que produzirdo ramos, folhas e flores).

A identificagdo das proteinas repdrteres expressadas a partir do
promotor de APUM-2 foi contraditéria com a identificacdo dos mRNAs de
APUM-2 por RT-PCR em todos os tecidos analisados. Assim, é importante
questionar se o promotor utilizado para as constru¢gbes reporteres (os 2050
pb anteriores ao ATG inicial) continha todas as sequiéncias reguladoras
necessarias para a expressao normal. Em geral, os elementos cis requeridos
para a expressdo génica sdo encontrados na regido a montante do inicio de
transcricdo, entretanto, ndo é incomum encontrar seqiuéncias reguladoras
localizados na regido intragénica (DIETRICH et al.,, 1992; LARKIN et al.,
1993). O gene AGAMOUS de Arabidopsis € um exemplo deste fato, a maior
parte de seus elementos de controle estdo dentro dos introns 1 e 2
(SIEBURTH & MEYEROWITZ, 1997).

Alternativamente, a expressdo de APUM-2 nas folhas e no caule pode
ser muito baixa, o que impediria a deteccdo da atividade de GUS (dirigida
pelo promotor de APUM-2) nestes tecidos. Ao contrario, a técnica de RT-PCR
usada para amplificar o mensageiro APUM-2 é muito mais sensivel, e
permitiria a deteccdo deste mMRNA incluso nas folhas e no caule.
Futuramente, serdo realizados experimentos de hibridizacéo in situ para a
observar a localizagdo do mRNA de APUM-2 nos varios tecidos e estagios da
planta e compara-los com resultados obtidos anteriormente.

Outra possibilidade é que exista algum tipo de controle traducional
talvez influenciado por proteinas que interagem com alguma sequéncia do
MRNA no 5°-UTR, restringindo a tradugéo a este pequeno grupo de células,

0s meristemas.
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Os meristemas s&o populagdes de células pequenas e isodiamétricas
com propriedades totipotentes; esta habilidade lhes & conferida pelo nao
comprometimento com a diferenciacédo e pela retencdo da capacidade de‘
divisdo (SUSSEX, 1989). A iniciacdo e manutengdo de células-tronco e
integracdo das células-filhas aos 6rgaos em formacdo sdo a base para o
desenvolvimento pos-embridriico continuo (CLARK, 2001). Por outro lado, a
organogénese ¢é resultado principalmente do controle padronizado do
namero, posicao e planos de divisdo associados a expansao celular regulada
e coordenada (KLAUS et al., 1998).

O PUMILIO e seus homélogos se mostraram envolvidos a processos
de desenvolvimento em varias espécies, como dito anteriormente, interagindo
com mRNAs alvos que contém as seqiiéncias NREs. A embriogénese
vegetal é diferente da dos animais principalmente por ndo gerar tecidos e
orgéos do individuo adulto, mas sim, um corpo rudimentar consistindo de um
eixo embridnico e dois cotilédones (no caso de dicotiledoneas). A maioria das
estruturas que compdem a planta madura serdo desenvolvidas apds a fase
embriondria através da atividade dos meristemas (KLAUS et al., 1998). Isto
sugere que a funcédo do homdlogo do PUMILIO em Arabidopsis, APUM-2, foi
conservada em plantas, pois parece estar envolvido também nas atividades

de desenvolvimento.
V.l = APUM-2 NOS MERISTEMAS:

Os meristemas do caule e da raiz estdo organizados de forma similar
em termos de ter uma regido central de células quiescentes ou de
multiplicacdo lenta e de mecanismo celular de manutencdo (VAN DEN BERG
et al.,, 1997; LAUX et al., 1996; KLAUS et al., 1998). Entretanto, os conjuntos
génicos que regulam cada meristema sao diferentes. S&o conhecidos apenas
dois genes que afetam o desenvolvimento de ambos os meristemas, como
mensionado na Introducdo: DEM e os genes FASCIATA (KEDDIE et al.,
1998).
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Além de FAS e DEM, os resultados deste trabalho indicam que APUM-
2 parece ser bom candidato para desempenhar fungédo nos dois meristemas.
Desta forma, os meristemas talvez tenham um plano de organizagéao
homélogo fundamental e APUM-2 pode marcar sua presencga no inicio do
desenvolvimento e manutengdo de suas fungdes. Lembrando que em
Drosophila o PUMILIO interage com dois tipos diferentes de mensageiros
(HUNCHBACK E CICLINA B, SONODA & WHARTON, 2001; e ASAOKA-
TAGUCH! et al., 1999; respectivamente), no caso de Arabidopsis, esta
proteina também pode interagir com mais de um alvo, cada um podendo ser
proveniente de uma regido meristematica.

As Figuras 18 e 19 dos meristemas caulinares de plantas que contém
o transgene APUM-2:GUS:NOS, mostradas na secdo de resultados,
mostram uma visdo macroscoépica da situagcdo. Alguns cortes histolégicos
foram feitos pela Dra. Cristina Juarez com a finalidade de confirmar que o
grupo de células observadas era realmente a regiao meristematica.

A Figura 34 representa um corte da regido meristematica do caule feito
num criostato, com aumento de 400x, e pode-se verificar que os érgaos
primordiais ndo estdo corados e a sintese da enzima GUS se restringe as

células do meristema no que parece ser a PZ, a Zona Periférica.

Figura 34: Corte histlégico do meristema ap do caule (resolucao de 400x).
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A PZ contém células desdiferenciadas mas determinadas a produzir
algum orgao lateral € a localizagdo da expressdo de APUM-2 nesta zona
deve indicar que esta proteina de alguma forma participa do evento de
organogénese no vegetal.

As Figuras 20, 21 e 22 mostram que a atividade enzimatica de GUS
nas raizes primarias e secundarias parece ser central. A regido
correspondente ao centro quiescente (pontas de todas as raizes) tem
coloragdo mais acentuada. O cilindro corado parece ser o periciclo, que como
dito anteriormente tem a capacidade de desenvolver novas raizes laterais.
Esses tecidos foram seccionadas num criostato, pela Dra. Cristina Juarez,
para dar uma noc¢do maior da localizagdo do repérter, e dois cortes estdo
ilustrados abaixo. A Figura 35 foi obtida por microscopia Dark Field com

aumento de 400x.

Epiderme

Periciclo (?)

Vasos -
Condutores !

(A) (B)
Figura 35: Cortes histolégicos da raiz. (A) representa a ponta e (B) uma bifurcagao entre as
raizes principal e lateral.

Nas Figuras 35 (A) e (B), a regido interna de cor branca sdo os vasos
condutores e a camada de células proximas comeca a apresentar a
coloragdo magenta, que corresponde ao produto de degradagédo de X-Glu
visto com microscopia Dark Field. Esta regido deve englobar endoderme e
periciclo, lembrando que o ultimo & um meristema de ordem secundaria.
Estes cortes mostram que a expressdo de APUM-2 certamente ndo ocorre
nos tecidos da epiderme, do cértex e do sistema vascular, entretanto, ndo

possibilita a determinagéo do tecido expressando B-glicuronidase.
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Outros dois cortes superficiais (no comprimento da epiderme) foram
vistos com aumento de 100x e de 200x (Figura 36) e mostram que existe

uma concentragéo de GUS nas raizes secundarias em formacao.

(A) (B)
Figura 36: Cortes histolégicos no comprimento da epiderme vistos com aumento de 100x (A)
e de 200x (B). E possivel observar uma mancha azul na regido onde ira se desenvolver uma
raiz secundaria.

A observacdo dos meristemas florais das plantas reporteres (Figuras
23 e 24) indicam que a expressdo de APUM-2 se restringe ao inicio do
desenvolvimento floral, isto é, antes da total diferenciagdo dos 6rgdos. Flores
maduras foram seccionadas e ndo mostraram atividade enzimatica de GUS.
E importante citar que os frutos, provenientes do crescimento do gineceu
induzido por horménios apds a fertilizacdo, também ndo mostraram a
coloragdo azul propria da atividade de GUS em nenhuma fase de seu

desenvolvimento.

V.IIl — EXPERIMENTOS DE GENETICA REVERSA:

As plantas com inserto da construcdo constitutiva apresentaram
fendtipos variando desde o tipo selvagem até individuos com grande
produgdo de ramos, folhas e raizes, cada um em grau diferente. O fato em
comum é que as plantas observadas com fenétipos ndo selvagem adquiriram

perturbagbes na produgdo de novos 6rgaos e/ou raizes laterais, tarefa cujos
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meristemas tem grande responsabilidade. As caracteristicas destas plantas
sao condizentes com os resultados das plantas repérteres.

A observacdo do Southern blot das transgénicas de expressao
constitutiva (Figura 29) em comparagao com os fenétipos indicam que ndo ha
correlacéo entre o nimero de insertos e a forga fenotipica, mostrando que
nao ha necessariamente uma proporcionalidade entre 6 niumero de insercoes
e a taxa de expressdo. As duas plantas que apresentaram fendtipos mais
pronunciados, as de nimero 2 e 6, sdo as que contém o maior € 0 menor
numero de insertos, respectivamente. Este resultado ndo é estranho pois a
taxa de transcricdo também depende da regido do genoma onde as
construgdes foram inseridas, ou seja, certas seqiiéncias vizinhas podem
estimular ou inibir a maquinaria de transcrigcéo.

O nivel de expressdo de mRNAs dos APUM foi observado por
Northern blot de amostras das plantas transgénicas de expresséo constitutiva
para comparar a selvagem. A Figura 30(A) indica que a banda
correspondente aos APUM da planta selvagem tem quantidade maior ou
igual de mensageiros do que as das plantas transgénicas. Sendo assim, ndo
foi obtido nenhum individuo que de fato superexpresse APUM-2 e os
fenétipos obtidos parece nado ter relagdo com o aumento da taxa de
transcricdo. Talvez o promotor de APUM-2 seja igual ou mais forte do que o
35S e por isso nao foi observado superexpressdo. Em adicdo, pode-se
considerar que exista seqiiéncias de controle da expressdo dentro das
regides intronicas, ja que as construgdes foram feitas com a seqiiéncia total
do gene, incluindo exons e introns.

Apesar disso, as amostras de RNA foram extraidas das plantas
inteiras e portanto n3o € possivel determinar se a express&o do transgene é
ou ndo ectoépica. Para isso, € necessario experimentos de hibridizacdo in situ
que indicara se o mRNA de APUM-2 esta presente em todos os tecidos e se
esta numa concentragcdo maior do que no tipo selvagem.

Outro dado verificado foi que os fenétipos observados na primeira

geracdo foram atenuados ou ndo se propagaram na segunda geracao.
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Talvez, o organismo desenvolveu algum tipo de supressao do transgene que
impediu a perpetuacio de fendtipos atipicos nos individuos posteriores.

Com relacéo a repressdo da expressdo dos genes APUM, nao foi
obtida nenhuma planta transformada com a construcdo antisense. Isto pode
indicar que a transformacdo desta construcdo nado foi eficiente para gerar
individuos transgénicos ou o nocaute da expressao dos trés genes acarreta
na letalidade do vegetal, o que indicaria ao menos uma redundéancia parcial.

O Salk Institute Genomic Analysis Laboratory disponibilizou uma
biblioteca de sementes de Arabidopsis, cada linhagem contém um T-DNA
inserido num ponto da seqiiéncia do genoma vegetal (dados ndo publicados).
Nosso laboratério adquiriu sementes de duas linhagens que mostraram
insercdo do T-DNA dentro da regido estrutural de APUM-2
(http://www.ncbi.nim.nih.gov, gi: 17142008 e 17142957). Essas sementes
foram plaqueadas em meio MS com kanamicina e as etapas iniciais do

desenvolvimento foram acompanhadas e comparadas com plantas do tipo
selvagem.

A Figura 37 mostra que as plantas com APUM-2 nocauteado
apresentam atividade meristematica mais lenta do que a selvagem. Enquanto
a do tipo selvagem estd desenvolvendo o primeiro par de folhas, a
nocauteada nem apresenta sinais de atividade meristematica. Além disso, a
raiz era menor em relacdo a selvagem e ndo desenvolveu ramificagdes. E
importante lembrar que a Arabidopsis € uma dicotiledonea e apés a
germinagdo surgem os cotilédones que s&@o parecidos com folhas. Sendo
assim, na Figura 37(A) o primeiro par de folhas da planta selvagem se
desenvolvem perpendicularmente aos cotilédones enquanto que na 37(B) o
mutante n&o tem ainda folhas nascentes existindo apenas os dois

cotilédones.
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Meristema Caulinar

Cotilédones

(A)
Figura 37: Plantas com uma semana de vida, sendo que, (A) é do tipo selvagem e (B),
fotografada com maior aumento do que a selvagem, € uma planta com um T-DNA
interrompendo a sequéncia de APUM-2.

Uma semana depois, essas plantas foram observadas, Figura 38, e a do
tipo selvagem estava produzindo o segundo par de folhas enquanto que a
planta com o gene interrompido pela insercdo do T-DNA ainda estava
desenvolvendo o primeiro par. Em adicdo, essas folhas apresentaram um
aspecto diferente das selvagens, parecendo deformadas.

Na Figura 38 também é possivel visualizar as raizes, sendo que a da
planta como gene interrompido é curta e sem desenvolvimento de raizes laterais

e a da selvagem apresentou ramificagdes e crescimento longitudinal.

Meristema caulinar
desenvolvendo o
primeiro par de folhas

Ramificacoes

das raiztzsvA

Cotilédones s
Principal

(A) (B)
Figura 38: Plantas com duas semanas de vida, sendo que, (A) é do tipo selvagem e (B) é
uma planta com T-DNA interrompendo a sequéncia de APUM-2.
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O acompanhamento do desenvolvimento das plantas com APUM-2
interrompido indicam que a funcdo desta proteina envolvida com algum
aspecto da atividade dos meristemas. Comparando este dado com a nao
obtencdo de plantas com os trés APUM reprimidos, € possivel especular que
esses genes apresentem fungao parcialmente redundante, isto €, quando um
nédo esta presente os demais podem substitui-lo e a inexisténcia das trés
proteinas ao mesmo tempo conduz a letalidade.

Os resultados obtidos com o nocaute de APUM-2 sao condizentes
com a construcdo para expressdo constitutiva. A formacdo de 6rgdos nas
plantas nocauteadas esta se mostrando bastante deficiente, mais lenta e as
folhas observadas pareciam deformadas, enquanto que, a de expressdo
constitutiva, o nimero de érgdos produzidos era maior e as folhas mostravam
o limbo mais largo.

Estes estudos sdo preliminares e sera necessario um série de outros
experimentos para definir melhor o papel de APUM-2. Em primeiro lugar,
devera ser feita uma construgcdo repérter que leve em conta a regido a
jusante do ATG inicial ou entdo ensaios de hibridizacdo in situ para a
localizacdo real do mensageiro e de imunolocalizacdo da proteina nos
diferentes tecidos e estagios do vegetal. Além disso, fazer outros cortes
histoldégicos com melhor resolugdo podem auxiliar na identificacdo mais exata
das regides onde o gene em questido é expresso.

Em todos os organismos citados anteriormente, os homodlogos do
PUMILIO ligam-se a mensageiros alvos, entretanto, o papel biologico desta
proteina em Arabidopsis ainda nao foi definido sendo interessante confirmar
se esta funcéo também é conservada em plantas e se for, descobrir qual(is) €
(sé&o) o(s) alvo(s) em questao.

Outro fator aparentemente conservado nos outras espécies é a
participacdo de homoélogos da proteina NOS no desempenho da atividade
biolégica do PUMILIO. A andlise do banco génico de Arabidopsis, produzido
pelo sequenciamento (THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE, 1999 e

2000), nao indica a existéncia de nenhuma proteina similar, fato que nao
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descarta a hipotese de existir outros parceiros para APUM que ndo tenham

alguma homologia com NOS.
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VI - CONCLUSOES

Neste trabalho, gene APUM-2 foi clonado e estudado através de
Northern blot e RT-PCR de amostras de tecidos da planta selvagem, de
sistemas reporteres e de genética reversa.

Inicialmente, podemos dizer que transcritos de APUM-2 podem ser
encontrados nos tecidos de raiz, caule, folhas, flores e frutos. Entretanto, os
outros dois APUM nao apresentaram a mesma representatividade que
APUM-2, sendo expressos em quantidades diferentes em certos tecidos ou
sendo ausentes.

O promotor de APUM-2 conduziu a expressao do repérter em todos os
meristemas, incluindo os da raiz. Isto € um ponto importante, j4 que na
literatura s&o conhecidos apenas dois genes envolvidos na atividade de todos
os meristemas e pouco se sabe a respeito da similaridade na regulagao
génica entre eles.

A aparente contradicao entre os resultados de RT-PCR e a expresséo
dos genes repérteres sob o controle dos 2050pb anteriores ao ATG inicial de
APUM-2 pode ser explicada de vérias maneiras (ver Discuss&o). Outros
experimentos estdo sendo desenvolvidos a fim de determinar qual a hip6tese
correta.

Algumas plantas transgénicas contendo 35S::APUM-2::NOS
apresentaram fendtipos mostrando perturbacoes nas regides meristematicas.

Néo foram obtidas plantas transformadas com a construcdo para a
repressdo dos trés genes APUM, entretanto, a andlise de sementes com a
sequiéncia de APUM-2 interrompida mostra que a atividade meristematica é
mais lenta do que no tipo selvagem e o nocaute provoca distarbios no érgao
formado. Isto pode indicar que os trés APUM reprimidos ao mesmo tempo
conduza a inviabilidade do individuo e que o nocaute de apenas um seja
parcialmente compensado pela funcdo dos demais, podendo-se especular

funcao redundante.
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VIIl - ANEXOS

Alinhamentos entre os genes APUM, utilizando as sequéncias
disponiveis no Gen Bank (http://www.ncbi.nim.nih.gov) gi:6598426, atraves
da ferramenta BLAST.

(A) Promotores:

Foi considerada regido promotora os 2Kb a montante do ATG inicial.
APUM-1: de 27191 a 25191 pares de bases;
APUM-2: de 22077 a 20077 pares de bases;
APUM-3: de 1398 a 3398 pares de bases.

(B) Regiao Estrutural (exons e introns):

De acordo com a anotacdo do genoma de Arabidopsis:
APUM-1: de 25191 a 21290 pares de bases;
APUM-2: de 20077 a 16069 pares de bases,
APUM-3: de 3398 a 7263 pares de bases.



Blast 2 Sequences results

PubMed Entrez BLAST OMIM Taxonomy Structure
BLAST 2 SEQUENCES RESULTS VERSION BLASTN 2.2.2 [Dec-14-2001]
Match:l1 Mismatch:[-2 gap open:’5 gap extension: ’2 i
¥_dropoff: I?O :”exp?cr.:! 1 0_'090( wordsizq:hj . Filter !7 irAh-gn o
Sequence gi Arabidopsis thaliana chromosome IT section 166 of 255 of the complete sequence. Length 2001 (20077 ..
1 6598426 Sequence from clones F16P2, T27A16 ngt 22077)
Sequence gi Arabidopsis thaliana chromosome II section 166 of 255 of the complete sequence. Length 2001 (25191 ..
2 6598426 Sequence from clones F16P2, T27A16 gt 27191)
2

i
1=

n

i

¢ 1

NOTE:The statistics (bitscore and expect value) is calculated based on the size of nr database
NOTE:If protein translation is reversed, please repeat the search with reverse strand of the query sequence

Score = 152 bits (79), Expect =
Identities = 105/113
Strand = Plus / Plus

— S
— -

le-33
(92%), Gaps = 2/113 (1%}

Query: 20159 aaaaatcataaagatcaaaactttatacctcaa-tatatacaatcctcgaaatactctgt 20217

RN R R A R R A R N B RN B RN N

Sbjct: 25255 aaaaatcataaagatcaaaactttatacctcaaatatatacaatccccaaaattctctgt 25314

Query: 20218 tgt-agaactaaacccaaagatcaaaacttcattaagcgatactcaaatccat 20269

Pb BTERn R ey by e e e b kit el ey 1

Sbjct: 25315 ttttagaactaaacccaaagatcaaaactttattaagcgatactcaaacccat 25367

Score = 44.9 bits (23), bxpect
Identities = 34/37 (91%), Gaps
Strand = Plus / Plus

&

(VA
2/37

noa

(5%)

Query: 20336 agagagatagaaaaatg--ggttttatagtgttgacg 20370
PEEEEEEE el re e el

Sbjct: 25441 agagagataggaaaatgtgggttttatagtgttgacg 25477
CPU time: 0.47 user secs. 0.06 sys. secs 0.53 total secs.
Lambda K H
1.33 0.621 1.12
Gapped
Lambda K H
1.38 0.621 112

http://www.ncbi.nlm.nih. gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi
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Matrix: blastn matrix:l -2

Gap Penalties: Existence: 5, Extension: 2
Number of Hits to DB: 10

Number of Sequences: 0

Number of extensions: 10

Number of successful extensions: 92

Number of sequences better than 10.0: 1
length of query: 2001

length of database: 5,162,042,083

effective HSP length: 25

effective length of guery: 1976

effective length of database: 5,151,209,083
affective search space: 10178789148008
effective search space used: 1017878%2148008
T: O

A: 30

%X1l: 6 (11.5 bits)
K2: 26 (50.0 bits)
S1: 12 (23.8 bits)
S2: 21 (41.1 bits)

http://www.ncbi.olm nih. gov/blast/b12seq/wblast2.cgl

4/8/2002
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Blast 2 Sequences results

PubMed Entrez BLAST OMIM Taxonomy

BLAST 2 SEQUENCES RESULTS VERSION BLASTN 2.2.2 [Dec-14-2001]

Match:i : I\/J.ismatch:!_2 gap open:l5 ____gap extension: i‘

¥_dropoff: F‘O - expec-t:ﬁo'OOO( wordsize: '111  Filter F Align

Sequence gi Arabidopsis thaliana chromosome II section 166 of 255 of the complete sequence.

1 6598426 Sequence from clones F16P2, T27A16
Sequence gl Arabidopsis thaliana chromosome II section 166 of 255 of the complete sequence.
2 6598426 Sequence from clones F16P2, T27A16
2
J
1
i
i}
e
0 1

NOTE: The statistics (bitscore and expect value) is calculated based on the size of nr database

NOTE:If protein translation is reversed, please repeat the search with reverse strand of the query sequence

Score = 50.7 bits (Zb), Expect = $.0006
Identities = 26/26 {(100%)
Strand = Plus / Minus
0

Query: 3301 taaagttttgatctttgggrttagzt 3326
PR e er et
Sbjct: 25346 taaagttttgatctttgggtttagtt 25321

Score = 46,8 bits (24), Expect = 0.081
Identities = 47/36 (83%), Gaps = 1/56 (1%)
Strand = Plus / Minus

il
!

Query: 2837 atcttgaagtgttgtactttgttaaagctgtgtcct-taaacccaaaactgaaaca 2891
RN R N R e e R N N AR RN
Sbjct: 25741 atctagaagtgttgtactttggtaaaggtctctgctctaaaacccaaactgaaaca 25686

CPU time: 0.47 user secs. 0.07 sys. secs 0.54 total secs.
Lambda K H
1.33 0.621 1.12
Gapped
Lambda K H
1.33 0.621 1.12

Matrix: blastn matrix:i -2

Gap Penalties: Existence: 5, Extension:
Number of Hits to DB: 17

Number cf Seguences: 0

Number of extensions: 17

(9]

http:/fwww.ncbi.nlm.nth. gov/blast/bl2seq/whlast2.cgi
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Structure

Length 2001 (1398 .. 3398)

1 (25191 ..

Length 2001 37701
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Number of successful extensions: 10

Number of sequences better than 10.0: 1
length of query: 2001

length of database: 5,162,042,083
effective HSP length: 25

effective length of query: 1976

effective length of database: 5,151,209,083
effective search space: 10178789148008
effective search space used: 10178789148008

T:
A

X1:
X2:
S1:
S2:

30

6 (11.5 bits)

26 (50.0 bits)
12 (232.8 bits)
21 (41.1 bits)

tttp-//www ncbi.nlm.nih. gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi

4/8/2002
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BLAST Ol Taxonomy Structure

TS VERSION BLASTN 2.2.2 [Dec-14-2001]

Matchj" ) MismatChI‘a.—vz ”gap open:rgﬂm gap extension: iZ |
waropott PO oxpee] 10000 g [1T e 7 Al

Sequence gi ‘Arabidopsis thaliana chromosome II section 166 of 255 of the complete sequence.

1 6598426  Sequence from clones F16P2, T27A16 Tangth 2001 (1198 - T308)
Sequence gi Arabidopsis thaliana chromosome II section 166 of 255 of the complete sequence. Length 2001 (20077 ..
2 6598426 Sequence from clones F16P2, T27A16 ngt 22077)
4
I
¢,
S

NOTE: The statistics (bitscore and expect value) is calculated based on the size of nr database

NOTE:If protein translation is reversed, please repeat the search with reverse strand of the query sequence

Score = 46.8 bits (24), Expect = 0.081
Identities = 24/24 (100%)
Strand = Plus / Minus

0

Query: 3303 aagttttgatctttgggtttagtt 3326
FEEEY PR e
Skbjct: 20246 aagttttgatctttgggtttagtt 20223

CPU time: 0.32 user secs. 0.05 sys. secs 0.37 total secs.
Lambda K H
1.33 0.621 1.12
Gapped
Lambda K H
1.33 0.621 1.12

Matrix: blastn matrix:1 -2

Gap Penalties: Existence: 5, Extension: 2
Number of Hits to DB: 8

Number of Sequences: O

Number of extensions: 8§

Number of successful extensions: 5

Number of sequences better than 10.0: 1
length of query: 2001

length of database: 5,162,042,083

effective HSP length: 25

effective length of query: 1976

effective length of database: 5,151,209,083
effective search space: 10178789148008
effective search space used: 101787892148008
T: 0

A: 30

X1l: 6 (11.5 bits)

X2: 26 (50.0 bits)

http://www.ncbi.nlm nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi 4/8/2002
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Blast 2 Sequences results

PubMed Entrez BLAST OMIM Taxonomy Structure

BLAST 2 SEQUENCES RESULTS VERSION BLASTN 2.2.2 [Dec-14-2001]

Match:l1_- Mjsmatch:FZ‘- gap open:gd gap extension: iZ
_.\:__d:opoﬁ': 150 -32‘:pr=;c-t:j‘I 0.000¢ wordsize: ﬁ‘T—“ Fiiter i _él_lg_ni

Sequence gi Arabidopsis thaliana chromosome II section 166 of 255 of the complete sequence. Length 4009 (16069 ..
1 6598426 Sequence from clones F16P2, T27A16 gt 20077)
Sequence gi Arabidopsis thaliana chromosome II section 166 of 255 of the complete sequence. Length 3902 (21290 ..
2 6598426 Sequence from clones F16P2, T27A16 25191)
H 1 B ¥ B NN 2
B FRTEta :
PR
il ],
=
==
1/
[ ]
B
A__
fl
il
1
NOTE: The statistics (bitscore and expect value) is calculated based on the size of nr database
NOTE:If protein translation 1s reversed, please repeat the search with reverse strand of the query sequence
Scare = 2350 bits (1222), FExpect = 0.0
Identities = 1624/1805 (89%), Gaps = 51/1805 (2%)
Strand = Plus / Plus
Query: 17552 taccttctgaataacacgacaaccatacatcigtaggctaagaggcaaaacattgtcaaa 17611
0 8 4 1 O O L O . 6 4 o T O O 1 5 e 8 o
Sbjct: 22691 taccttctggatgacacggcaaccatacatctgtaagctaagaggcacsaacatggtcaaa 22750
putative pumilic/Mpt5 farily RN> 704 ==K, Q" ¥ W R -6 Wi M @ I B & & E W H B F
Query: 17612 gagtttatctgccaattctcttctctgtggtgggagtccatgetcaaagaactgtaggaa 17671
5 1 T 0 A 1 N L R S A R R R R N
Sbjct: 22751 gagtttctctgccaattctctectctgtggegggagtccatgectcaaagaactgtaggaa 22810
putative pumilio/Mpt5 family RN> 687 In K-® & K-F F-R & BRI H & #H -E F PEtessates
Query: 17672 gataagcaaaattcaggaatctcttate-————-~—~- tcaactctaaaataaaaccaaa 17721
O T T L R R AR RN
Sbjct: 22811 gataagcaaaattcaggaatcactcatcttactatggcttaacttcaaaataaaaccaaa 22870
putatlve pumilio/Mpt5 family RN> 1 A AL A AL A A A SIS A L S A A S A A s A A Ao
Quervy: 17722 gaggaagactaaataaatctaccttctgaatcacatagtttccaaaaacgtcagtcatca 17781
PITERIECEE T v L et e bbb etid
Blojet 22871 gaggaagactaaataaat-taccttctgaatcacatagtttccaaaaacgtcagtcatca 22929
putative pumilio/Mpt5 family RN> 1 e B B e e mms B0 W0 VoYW @ FOV D OB MO
Query: 17782 gggcaagagcgtgtggcatgatctcctcataaaccatgtttttctcatcacttgttgetg 17841
R o 1 1 o 0 O A 1 1 A
Shijcks 22930 ggacaagagcttgtggcatgatctcctcatagaccatgtttttctecatcagttgttgetg 22989
putative pumilio/Mpt5 family RN> 654 ek A @ewromsy Efa Y N BMOUN K BB -F W OWE

http://www.ncbi.nlm.nih. gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi 4/8/2002
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Sefptpead i - B B Y Yo HSCE R OI-FE L8 KB CF LG

tctigttttgttacttttgaactcttcaagecattgaagatccaaagecitcatccaaact
B0 T A A T R 8 A R
tecttgttttgttacttttgaactcttcaagcattgaagatccaaageccttcatcaaaact
R T EWNUE R.OEIE E M-8 :F 888 B B-E S

agcatccatgtgccaggaacccattacccctectgegtagtttettgttgcagagggata
T 1 1 I 1 0 A A O 0 1 R 4 1
agcatccatgtgccaagaacccattaaccctcecgaataatttcttgttgecagaaggaaa
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M RSP MR PR ONLE-DLYE B S Y O TM

tggatctgeccatatgtgactgaagaccagtacctcctecccatcattcgattactgaatct
0 e T R R R R RSN Nl
tgggtctaccatatgtgactggagaccagcacctcctcecatcattcgattactgaatct
BB M O EBG R @R & s M M B N€ FIOR

gccaagattacgtgattcagagaggttttgaccagatgatacataacctccaccatgaag

/8 1 1 0 1 I 1 Y A |
gccaagattacgtgattcagagaggttttgaccagaagatacaaagectcecgtccatgatyg
'L W R & § "N g @ 8 '8V F-&@& R & H H

tctggaatccattccagaaaatcccatagcagatgectgocagaagecattttcatacactygy

S LA T 1 T 1 1 Y ) PR RTIRCEY 11
tctagagtccattccagaaaatcccaaagecggatac————-—-~——= attatcatacattgg
R @ M -9 "'F @ & it 8 ¥ R Y M P

agaatagttattagttccaagttggttagccatcatagaagctacagctggatttaatcc
LR T 1T " T A P 1 1 U 6 1 A
agcaaagttattgttcccaagttggttagccatcatagaggctacagctggatttaatgc

17862

23109

1801z

23169

18072

23229

18132

23289

18192

23349

18243

23409

23529

18420

23589

18480

18540

23709

18600

23760

18660

23820
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putative pumilio/Mptb family RN> 408 A F N NN G L Q NAMMGS A V A P N L A

Query: 18661 ataattgttgagacaatagttigggctatcaagatgctggtactgagtagetactccace 18720
PETEEEER e e il PErTreer et

Sbjct: 23821 gtaattgttgagacaataatttqggctatcaagttgctggtaaggattagctaatccaac 23880

putative pumilio/Mpt5 family RN> 388 Y N N L C N P S DL © Q Y P N A L G V

Query: 18721 tccatcattataggtagatccttgtgccectctcaattgtgaattecctcaacaagecagt 18780
FEEE Trrreer e eeeeit v trrer e et et bty Lerreid

Sbhijct: 23881 tccaccattataggcagatccgtgtggecctcteaattgtgaattcctcaacgageccagt 23940

putative pumilio/Mpt5 family RN> 368 G 6 N Y A S GH P GURULOQS NI RUILS G T

Query: 18781 tgccttctgggettgatcagatttgttigggaacccatgttgattgacttegttatgeece 18840
PEELED PRt b e e et e e et b

Sbijct: 23941 tgccttatgggettgatcagatttgtttgggaactcatgttgattgacttegttatgece 24000

putative pumilio/Mptd family RN> 3248 AN K H A Q D S KN P F E H Q N V E N H G

Query: 18841 accttgcagtccaaacatatagttcctgaccttttccacatcttgctecagectgaccacg 18900
PEEETPEEETE v e e e et ettt 1l

Sbhjct: 24001 accttgcagtccaaacatatagttcctgaccttttcgacatcttgetcagectgacteceg 24060

putative pumilio/Mpt5 family RN> 328 G ¢ L. G F MY NIRWV KEV DQE A Q S R

Query: 18901 ttcatctaacccgccactgccagacaggttcatgccagataaagecattgacaagatcaga 18960
PEEEYTCREEE et e e brrr e p b e e rr e

Sbhict: 24061 atcatctaacccaacactgcatgacaggttcaagccagataaagcattgacaagatcaga 24120

putative pumilio/Mpt3 family RN> 308 LD DL GV §C 8§ L NTIL G S L A N V L D 8

Query: 18961 agactcgttgagcc-——-————-— caccgttgaacgggetttgattacttgtgttectett 19011
PETETEEEIEEE FEEE PEEEE 1t bt v il

Sbjct: 24121 agactcgttgagaccagaggtaacaccattcaatqggctctggttacttctgttcctctt 24180

putative pumilio/Mpt5 family RN> 303 S E N L G T V.G N F P S Q N § T N R K

Query: 19012 atcatttgaactcactctcccactcccaatgggagtaagacagggactaggecaccctage 19071
R R R R R N R AR RN R

Sbhijct: 24181 atcatttgaactcattcttccactcccaatgggagtaagacagggactaggecaccctage 24240

putative pumilic/Mpt5 family RN> 268 D NS §$S MR G £ G I P T L C P S P V R A

Query: 19072 aatggcctgtggatctggagttccatttctagacaaagacgaacccagaacagctgecata 19131
PECLLEEET R e et b e et et e et

Sbhijct: 24241 aatggcctgtggatctggagttccatttetagacaaagaagagectagaacagetgecata 24300

putative pumilio/Mpt5 family RN> 248 I A Q P D PTG NI RS L S S G L V A A Y

Query: 19132 gcotgtatggagatggtgoaccaatgecttgegatgeagatggagacagattattcrtaga 18191
AR R N A RN R AR R R

Sbhjct: 24301 gctgtatggagatggtgcaccaatgecttgtgatgoagacggagacagattattattaga 24360

putative pumilio/Mpt5 family RN> 228 S Y P 8 P AG I G Q s A S P & L N N N S

Query: 19192 gtcaacattttcatcaaaggtattacgactigecaggacgtgagggetgettagtgacagg 19251
PRI ET R e b et bt e et b e o (RN

Sbhict: 24361 gtcaacattttcatcaaaggtattacgacttgcaggacgtgagggctgttgtgcgacagg 24420

putative pumilio/Mpt5 family RN> 208 D VN EDF TNIRS A PR S P QO QA V P

Query: 19252 atgtccatgccccatatcagectgcacaaaaagcaatccatcaagtttacataagcaaga 198311
(RN RN R N R A R R N RN R

Sbict: 24421 atgtccatgccccatatcagectgcac-~aaaagcaatacaccaagtttacataaggaaga 24479

putative pumilio/Mpt5 family RN> 201 H G H G M D A ~e e B ARt et

Query: 19312 atatc 19316
[EEEN

Shict: 24480 atatc 24484

putative pumilio/Mpt5 family RN> 1 ~  ~~~ee

score = 1210 bits (629), kzxpect = 0.0
Identities = 865/968 (89%), Gaps = 8/968 (0%)
Strand = Plus / Plus

i F i e |-

| BRI i} | B 1
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Query:
Sbjct:
putative
Query:
Sbjct:
putative
Query:
Sbict:
putative
Query:
Sbict:
putative
Query:
Sbjct:
putative
Query:
Shjct:
putative
Query:
Sbjct:
putative
Query:
Sbict:
putative
Query:
Sbict:
putative
Query:
Sbict:
putative
Query:
Sbjct:
putative
Query:
Sbjct:
putative
Query:
Sbhjct:
putative
Query:

Sbjct:
putative

punmilio/Mpt5

pumilio/Mpt5

pumilio/Mpt5

pumilio/Mpt5

pumilio/Mpt5

pumilio/Mpt5

pumilio/Mpt5

pumilio/Mpt5

pumilio/Mpt5

pumilio/Mpt5

purilio/Mpt5

pumilio/Mpt5

pumilio/Mpt5S

family

family

family

family

family

family

family

family

family

family

family

family

family

RN>

RN>

RN>

RN>

RN>

RN>

16492
21657
936

16552

21717
916

21777
896
16672
21837
896
16732

21895

16792

21954
865

22014
845
16912
22074
831
16972

22134

RN> 1

RN>

RN>

RN>

17029

22193

812

17089

22253

794

17149

22313

17208

22373

780

17268

22433

pumilio/Mpt5 family RN> 760

http://www.ncbi.nlm mh. gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi

acatacctccagcagcaacgagtttttcaacacgagcaacgatatgctttccataagtgt
FECTEEE T e e e e e e e e e e e ey
acatacctccagcagcaacgagtttttcaatacgecgcaacgacatgetttccataagtgt
G A ANV L K E I RAV V HK G Y T Y

atttctttaaagcattgagatgcactttaatacgaccaaggatcagctcacgetgttggt

RN R AR A N N N e R N AR AN R AN AR Rl
acttttttaaagcagtaagatgcactttgatgcgagtaagtatcagectcacgttgttggt
K K L. ATULHVYV K IIRTUILTI UL EIRUQUGQTD

catcacatgtctctaaaactttttgcactacatagttggcaaactgatecttcatcatey

PEEREEE A ERE PEr e vt e et tb ribi bbb e b
catcacaggtctccaaaactttctgcactacatagtttgecgaactgatccttcatcatcg
D ¢C T E L V K Q V V Y NATF QD KMMA

cctaaatacaaaagatgaagaagcttatgagctaatagtttctttattttctccaacaat

(AN R N A R R R R R N AR NN N A A RN Rl
cctatataccaa—gaagaagaagct-atgagctaatagtttctttatttcececccgacaat

catctgaaagtatgtgtttgacaaacctgaagaggctcgttttcatcagttgtgecccage

AR N R R R AR R R R AR AR RN R R AR A R

catctgaaataaag- gtttgacagacctgaagaggctcgttttcatcagttgttcccagc
Q P E N E D T T G L

atctcatttaccagaaattcccgttoctectggccctccaaaagtcaaacatttctcaaca
(R N A N AN AR R AR AR AR A RN R R
atctcattcacaagcaattctcgttcectecaggacctccaaaagtcaaacatttctcaaca
M ENV L L E R EE P G G F T L C K E V

acgtttgaagcaaacttctgttggectcatctgaacaatcttccecgetaattecttgata
PEERELED b0 P be e e et e e et et
acgtttgatgcgaacttctqctggctcatctgaacaatcttccccgccaattctttgatt
VvV N s A F Q Q M Q0 VvV I K G A L E K I

atcacagtacgctcatcaggcttteccgtgttccaatacatgectgtcaacaaaacgtgtat
FEEEEIEE Trrerr e e eee b vt trrer et vy i
atcacagtgcgctcatcaggctttceccatgetccagecacatgetgtceccacaaaacatgtat
I VvV T R E D P K G H E L

tagtttttaagcaacctatacaaaataaccagttgtagtataactctt~—-ttttaacaa

RN N A R N R N AR A [ARRENARE
cagttttga-gcaaagtataaaaaatcaccagaaggagtaaaactcatatctttttacaa

acctgaataacatagtttccatactgatcttgggeccagcatactaatagttgacatgatt
FEETEEE TP P e b b e bbb e et et
acctgaacaacatagtttccatactgatcttgggccagcatactaacagtggacaggatt
~~Q V V Y N G Y Q D Q AL M S V T S L I

tcatccataaccttactctgagtatcagggtcatggcagtgctccaataccctctgeaac
FUTERT RNy b e br e b e e r et e P i
tcttcecataaccttactctgtgtatcagggtcatggcagtgttccaatactctctgcaac
E EMV K S Q T D P D H C H E L V R ~rmmmee

ataagacgagaa—gtgttitacttagaagcataagatcaagaactgtgtaatttttcettt

AR R R R AR AR A e AR AR RN
aggagatgaaaaagagttttacatagaagcataagatcaaaaaaggtgtcatctttctca

attactaagagcaagaacctgaataactcggcacccatatgggtgagtggagagggtcac
N R RN NN R AR R RN N A RN R AR RN RN
atcaccaatagcaagaacctgaataacacggcacccatatgggtgagtggagagggtcac
Q I v R C G Y P H T S L T V

aacattgccaaagaaggtggaaataataaattcgatgttttcticaggcacacattcaat

FEEE e b pr et et B e e e e e
cacatggccaaagaaagttgaaataataaactcgatgttttcttcaggcacacattcaat
vV H ¢ F ¥F T $ I I F EI NEE PV CE I

16551

21716

16611

21776

16731

21894

16791

21953

16851

22013

16911

22073

16971

22133

17028

22192

17088

22252

17148

22312

17207

22372

17267

22432

17327

22492
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Querys: 17328 acacttttgaaccacatggttcccattctgatcacgtacgcatcgocatcacatgtccate 17387
PEPELERER TP e bbb et e bbbty e berrev et it

Sbjct: 22493 acacttttgaaccacatggttcccattctgatcacgtacacatcgecattacatgtccatc 22552

putative pumilio/Mpt5 family RN> 740 C K g vV V B NGNUQDI RV CIRMVH G D

Query: 17388 gagttctttcaccattttaattttctggtctagatcaaccacctcaattgcctaaaagga 17447
R R R RN AR RN AN R RN A R NN AN NN AR

Sbjct: 22553 aagttctttcaccattttaattttctggtctagatcaaccacctcaattgectaaaaagg 22612

putative pumilio/Mpt5 family RN> 723 L E K VM K I K Q@ D L D V V E I A~vrvsvvwss

Query: 17448 taaacata 17455
[AREREEN!

Shijct: 22613 taaacata 22620

putative pumilio/Mpth family RN> 1 R

Score = 835 bits (434), Expect = 0.0

ldentities = 47/2/491 (Yo%)

Strand = Plus / Plus

Query: 19587 tcaaaaccaggtggcatagagaataaagattgactatcattaactttectectatcceca 19646
RN RN R AR e AR R A RN R R RN A A R A RN R

Sbijct: 24701 tcaaasacccggtggcatagagaacaaagatcgattatcattaacttttctcecctateccca 24760

putative pumilio/Mpt5 family RN> 145 E ¥ G P PM S F L S RNUDNUV KU RIRD G

Query: 19647 acaccacctaaaacattactactccectttaagectctgagcaaccctcaaatcctcoocta 19706
FERPERLRRE P by b et b r e e e et e et el

Sbhjcts 24761 acaccacctaacacattattactccctttaagectectgagcaaccctcaaatectoceta 24820

putative pumilio/Mpt5 family RN> 125 vV ¢ G L. VN NS G K L R QA V R L D E R

Query: 19707 gacatcaaaggcggtggcaacctcggattcaacttcatattagcatagtaataagacaag 19766
FCETEEEEE e e e e et et e e e e et e e e e e e e e e el

Sbict: 24821 gacatcaaaggcggtggcaaccteggattcaacttcatattagecatagtaataagacaag 24880

putative pumilioc/Mpt5 family RN> 105 s ML P P P L R PNILIKMDNMAMAMY Y Y S L

Query: 19767 taagccggatctttoctaaactccotcatcatcgocaccaaacccattacecttgttgect 19826
PERTEERLRLTEE DR R e e e e e tebe bbb e el

Sbjct: 24881 taagccggatctttectaaactcctcatcatcaccaccaaacccattacccttattaaca 24940

putative pumilio/Mpt5 family RN> 85 Y A P DK RV FZETETDUDGG GTFGNGIZ KN V

Query: 19827 ccaccaaactccaaaaaaggagccccacctcecgecgctaaaaagecctccagecagcacta 19886
R N N R N R N R AR RN R RN R AR N N RN RN

Sbjct: 24941 ccaccaaactccaaaaaaggagccccacctccgecgctaaaaagecctecggecagecacta 25000

putative pumilio/Mpt5 family RN> &5 G G F EL F P NG GG G S F L G G A AN S

Querys: 19887 acagaaccatcaacagtcggtggagcagagccactectatacaaattaagetetetctca 19946
PESELEEESA L e e ey P e e ettt b et rbe bl

Sbict: 25001 acagaaccatcaacagtcggtggagcagagccacttctaaacaagttaagetctetctca 25060

putative pumilio/Mpt5 family RN> 45 v s G D Vv TPUPWAS GS RVFILNILE R E

Query: 19947 agctcatcagcttctacttgeccttctctgetgctcaccaagtaatactccaatctettte 20006
PEETEETRCT R e et bbb b e e b e A e b ey e

Sbjct: 25061 agctcatcagcttctacttgccttctetgetgetcaccaagecaatactccaatctottte 25120

putative pumilio/Mpt5 family RN> 25 L ED AN EV QRRQQE G L L V G I E K

Query: 20007 tcataatcatccccaaaagatgaatcttegttecctetatgeateggtettectecccagt 20066
PECEETONE R DR PR e b et e e e e b e bv e bt

Sbjct: 25121 tcataatcatccccaaaagatgaatcttegttacctctatgecateggtettcteceoctagt 25180

putative pumilio/Mpt5 family RN> 5 E Y Db G F $ S D ENUGI RHMUPZ RI RGL

Query: 20067 tccggtatcat 20077
(ARRRERERNE

Sbijct: 25181 tccggtatcat 25191

putative pumilio/Mpt5 family RN> 1 E P I M

Score = 394 bits (205), Expect = e-106

hitp://www.ncbi.nlm nih gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi 4/8/2002
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ldentities = 259/281
Strand = Plus / Plus

(92%),

Gaps = 2/281

(U%)

Query: 16069 catcagcctaaagtgggatgtttggttcetatgtatagaaaaaccgtaagcaa-ctacaca 16127
FEPETEEEI L bbbt vt b et re e el
Shict: 21290 catcagcctaaagagggatgtttogttctatgtatagaaaaacegtaagcaaactacaca 21349
Query: 16128 attttacagattt-gcagagaaaacaaagctcoteocttcacaattttcccgeagattattt 16186
PEURTERET e v r b e e e b e e rrer e e e
Sbjct: 21350 attttacagatttagcagagaaaacaaagctctcocttcacaatttcccogeagattattt 21409
Query: 16187 ccggtttagattttacctaattcotcaaaacgctatggecagagecatccacectagttaag 16246
FEERTEEEEE P b e e b e e e et v e e e
Sbijct: 21410 cecggtttagatcttacctaattctcaaaacgctacggeageccccatccacectagttaag 21469
Query: 16247 ctgtacaacacttgeggecttacgecatctgaggctgggttagggactgcaaagecatee 16306
R N A N R N AR A R AN AR N
Shjct: 21470 ctgtacattacttaaggtcttaagccatctggggctgggttagggactygcaaagecattc 21529
putative pumilio/Mptd family RN> 956 MMM QP QT L S QL A MR
Query: 16307 tcctctctgtatatgagaaaaaacccacttagagacattga 16347
PEVEREEED rrir berere b b et it
Sbjct: 21530 tcctctcectgcatataagaaaagaaccacttagagacaatga 21570
putative pumilio/Mpt5 family RN> 954 R Brrrmrrmmsmsanmsma s v v s e s e
Score = 216 bits (1l2), bxpect = 2e-52
Identities = 128/136 (94%)
Strand = Plus / Plus
Query: 19432 aataagaagaggtatcaccaacctgaaagatatcagcaaaactecttctgettgectecaa 19491
POETEEETE e T e e b e e et e e v bt
Sbhijct: 24570 aataagaagaggtatcaccaacctgaaagatatcagcaaaactcttetgettgectccaa 24629
putative pumilic/Mpt5 family RN> 188 mmmmAmmmsssssansnmee 0 F T DA P S K QO K G G OL
Query: 19492 tccccaaacccggcaaaccgatcaatccattageatceccattcagaagaagaagecactag 19551
FPECEEEC T e bt ettt e e e e e e e
Shict: 24630 gtcccaaacccggtaaaccaatcaatccattagecateccattcagaagcagaagcaccag 24689
putative pumilio/Mpt5 family RN> 168 G L ¢ P L G I L GNADWE S A S A G T
Query: 19552 ttttctcaacctcaaa 19567
FEEEEEEE 1 trtd
Shjct: 24690 ttttctcaccttcaaa 24705
putative pumilic/Mpt5 family RN> 163 XK E G E F
Score = 77.6 bits (40), Expect = 9e-11
Ltdentities = Y8/6/ (86%)
Strand = Plus / Plus
0
I
Query: 19356 agagaaaacattaacaaagtatcaaagcataatcaactatagacaccagaaagaagctaa 19415
FEEEETErriir il LRI e i rn IV I
Sbhijct: 24512 agagaaaacattagcaaagcgtcaaagcataatcaactatagacaaccaaaagaagtaaa 24571
putative pumilio/Mpt5 fami ly RN> 1 B N
Query: 19416 caagaag 19422
IREREN
Sbijct: 24572 taagaag 24578
putative pumilio/Mpt5 family RN> 1 ~~emsen
CPU time: 0.22 user secs. 0.06 sys. secs 0.23 total secs.
Lambda K H
1.33 0.621 1.12
http://www.ncbi.nlm nih. gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi 4/8/2002
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Gapped
Lambda K H
1.33 0.621 1.12

Matrix: blastn matrix:1 -2

Gap Penalties: Existence: 5, Extension: 2
Number of Hits to DB: 41

Number of Seguences: 0

Number of extensions: 41

Number of successful extensions: 28

Number of sequences better than 10.0: 1
length of query: 4009

length of database: 5,162,042,083

effective HSP length: 26

effective length of query: 3983

effective length of database: 5,156,418,751
effective search space: 20538015885233
effective search space used: 20538015885233
T: O

A: 30

X1l: 6 (11.5 bits)

X2: 26 (50.0 bits)

S1: 12 (23.8 bits)

S2: 21 (41.1 bits)

http://www.ncbi.nlm nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi
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Blast 2 Sequences results

PubMed Entrez BLAST OMIM Taxonomy Structure

BLAST 2 SEQUENCES RESULTS VERSION BLASTN 2.2.2 [Dec-14-2001]

Matchs I" - Mismatch: i-2 gap open 15 gap extension: i2
X drnpnﬁ' ! Pvpecfl10 000« wnrdqlzp ! Fllt er !7 Ahgn

Sequence gi Arabldopsxs thaliana chromosome 11 section 166 of 255 of the complete sequence.
1 6598426 Sequence from clones F16P2, T2TA16 Raagth 386613358 . T30
Sequence gi Arabidopsis thaliana chromosome II section 166 of 255 of the complete sequence. Length 3902 (21290 ..
2 6598426 Sequence from clones F16P2, T27A16 gt 25191)
2

[l
(450

-

NOTE:The statistics (bitscore and expect value) is calculated based on the size of nr database
NOTE:If protein translation 1s reversed, please repeat the search with reverse strand of the query sequence

Score = 1292 hits (672),. Fxpect = 0.0
Identities = 888/979 (90%), Gaps = 16/979 (1%)
Strand Plus / Minus

Query: 5911 tttcctatttttaactttttaggcaattgaggtggttgatctagaccagaaaatccaaat 5970
FE R N AR AR AR RN R AR N AN RN |
Sbylets 22625 tttcatatgtttacctttttaggcaattgaggtggttgatctagaccagaaaattaaaat 22566
putative pumilio/Mpt5 family RN> 723 - VA NE Dol Bl @ e Ll K M
Query: 5971 ggtcaaagaacttgatggacatgtgatgcgatgtgtacgtgatcagaatgggaaccatgt 6030
O e ot T 1 e 0 0 A L T
Sbjct: 22565 ggtgaaagaacttqatggacatqtaatgcgatgtgtacgtgatcagaatgggaaccatgt 22506
putative pumilio/Mpt5 family RN> 736 K Ty =Dl IG) - SHU e B R (@ VRS R TDY TR GNPEEEE N MW
Query: 6031 gyttcaaaagtgtattgaatgtgtgectgaagaaasacattgagtttattatttcaacttt 60690
R R NN R R RN R R R N N N RN AR AR RN
Sbjct: 22505 qgttcaaaagtgtattgaatgtgtgcctgaagaaaacatcgagtttattatttcaacttt 22446
putative pumilio/Mpt5 family RN> 756 Q e Bl 3R S B | Rl SO G BT
Query: 6091 ctttggccatgtggtgaccctctccactcacccatacgggtgecgtgttattcaggttct 6150
(RN N R AR R R AN N R R A R AR AR AR R RN
Sbjct: 22445 ctttggccatgtggtgaccctctecactcacccatatgggtgecgtgttattcaggttet 22386
putative pumilio/Mpt5 family RN> 776 FrG  H V- VAT YEOIS] I CH SR Mt 46: 1@ R W EQistesms
Query: 6151 tcctactggtgattaagaaatatgacacctttttcgatcttatgettctatgtaaaactg 6210
Y e 1 11 1 T O e A e TS
Sbjct: 22385 tgctattggtgattgagaaagatgacaccttttttgatcttatgcttctatgtaaaactc 22326

putative pumilio/Mpt5 family RN> 22385 M

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi 4/8/2002



Query: 6211 tttccecatcteccectgttgcagagagtattggaacactgccataaccctgatacacagagta 6270
PO b et e ey e e e v e e e e
Sbjct: 22325 tttttcatctectgttgcagagagtattggaacactgccatgaccctgatacacagagta 22266
putative pumilio/MptS5 family RN> 794 ~ e R V L E H C H D P D T Q €
Query: 6271 aggttatggaagaaatcctgtccactgttagtatgctgacccaagatcagtatggaaact 6330
PEEETEET I T E ey e e et e e e e et bbb e e
Sbhjct: 22265 aggttatggaagaaatcctgtccactgttagtatgctggeccaagatcagtatggaaact 22206
putative pumilio/Mpt5 family RN> 807 K v™M EE I L S TV S5 ML A Q D Q Y G N
Query: 6331 atgttgttcaggtttgtaaa--—agatgagttttactgcaactcttgannnnnnnattgg 6387
FEPEREEREE et et v 1l I
Sbjct: 22205 atgttgttcaggtttgtaaaaagatatgagttttactccttctggtga-ttttttatact 22147
putative pumilio/Mpt5 family RN> 827 Y v D P A A LA AL A R A e
Query: 6388 ttgatctaaactgatacatgttttgtgtacagecatgtactggagcatggaaagectgatg 6447
A R R R N A R R RN RN
Sbjct: 22146 ttgctcaaaactgatacatgttttgtggacagcatgtgetggagecatggaaagectgatg 22087
putative pumilio/Mpt5 family RN> 831 ~ren et ~mmnn~ VL OE H G K P D
Query: 6448 agcgcactgtgataatcaaagagttagcggggaagattgttcagatgageccaacagaagt 6507
PErrerrerrerrrer et e e et e et ey e e et
Sbjct: 22086 agcgcactgtgataatcaaagaattggcggggaagattgttcagatgagccagcagaagt 22027
putative pumilio/Mpt5 family RN> 840 ER TV I I K E L A G K TI V QM S Q@ Q K
Query: 6508 ttgcatcaaacgttgttgagaagtgtttgacttttggaggtcctgaggaacgggaattge 6567
(R R R RN R NN R R R A AR
Sbijct: 22026 tcgcatcaaacgttgttgagaaatgtttgacttttggaggtecctgaggaacgagaattge 21967
putative pumilio/Mpt5 family RN> 860 F AS NV V E K C L T F G G P E E R E L
Query: 6568 tggtgaatgagatgctgggcacaactgatgaaaacgagectctticaggtttgtcaaacac 6627
P e e et vt e s e e et e ey et
Sbjct: 21966 ttgtgaatgagatgctgggaacaactgatgaaaacgagcctcttcaggtctgtcaaac c 21908
putative pumilio/Mpt$ family RN> 880 L V N M L G T T D E N E P L Q ~vrmmmsossns =~
Quervy: 6628 atgcetttcagatgatggtctgggggaacaccgaacaaagaatctaataagctcataagt— 6686
oot rer e bt [ I I O O B O
Shjct: 21907 tttatttcagatgattgtc- ggggga —————— aataaagaaact-attagctcatagctt 21856
putative pumilio/Mpt5 family RN> 21907 ~~m~rsvsmssamansssnan A s s M A e e
Query: 6687 -ttcottottgtgtatataggcgatgatgaaggatcagtttgcaaactatgtagtgcaaaa 6745
PEEETIETE e b r e r e b e e b e ey e rrrr et
Sbjct: 21855 cttettettg-gtatataggcgatgatgaaggatcagttcgecaaactatgtagtgecagaa 21797
putative pumilio/Mpt5 family RN> 21855 ~~rrmmcccin smcmmnnse A M M K D Q F AN Y V V Q K
Query: 6746 agtcctggagacatgtgatgaccaacagcgtgaactgatactgactcgtattaaagtgeca 6805
A R R N R R R A R R N R AR AN
Shjct: 21796 agttttggagacctgtgatgaccaacaacgtgagctgatacttactcgecatcaaagtgeca 21737
putative pumilio/Mpt5 family RN> 910 vV L ET ¢ D D Q ¢ R E L I L T R I K V H
Query: 6806 tctgaatgctctaaagaaatacacttacggaaagcatatcgttgcccgtgttigaaaaact 6865
R R R N R A A RN R R R
Sbjct: 21736 tcttactgctttaaaaaagtacacttatggaaagcatgtegttgcgegtattgaaaaact 21677
putative pumilio/Mpt5 family RN> 230 L T AN L K K ¥ T Y G K H V VvV A R I E K L
Query: 6866 cgttgctgctggaggtatyg 6884
(AR RN
Shjct: 21676 cgttgctgctggaggtatg 21658
putative pumilio/Mpt5 family RN> 950 V A A G~
sScore = 12i7 bits (633) Expect 0.0
Identities = 833/923 (90%), Gaps = 23/923 (2%)
Strand = Plus / Minus
T LB
[ M ]
Query: 4965 atgctgattcgtttgatcttettaatgacccttcaatggacaggaactat———-—— ggta 5018
PEErerer e s rerrt rerrr rrerr rrrrrnen ol I
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97



Sbjct:
putative pumilio/Mpt5
Query:
Shijct:
putative pumilio/Mpth
Query:
Skjct:
putative pumilio/Mpth
Query:
Sbijct:
putative pumilic/Mptd
Query:
Sbjct:
putative pumilio/Mpt$5
Query:
Sbjct:
putative pumilio/MptS
Query:
Sbhijct:
putative pumilio/Mpt5
Quexy:
Sbjct:
putative pumilio/Mptb
Query:
Sbjct:
putative pumilio/Mpt5
Query:
Skijct:
putative pumilio/Mpt5
Query:
Shjct:
putative pumilio/Mpt5
Query:
Skjct:
putative pumilio/Mpt5
Query:
Sbjct:
putative pumilio/Mpt5
Query:

Sbhijct:
putative pumilio/Mpth

family

family

family

family

family

family

family

family

family

family

family

family

family

family

RN>

RN>

RM>

RN>

RN>

RN>

RN>

RN>

RN>

23576

489

5019

23516

509

5079

23456

529

5139

23396

549

519¢

23336

569

5259

23276

589

5319

23216
609

23156

629

5439

23096

23096

5490

23036

€40

5550

22976
659

22916

679

5670

22859

22859

5730

22804
687
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atgctgattcacttgatcttctcaatgatccttccatggataggaactttatgggtggtt
Y A b s L b L L N D P S MUDIRNZFMG G

attcatacatgaatatgcttgaaattcagagggcttatctcggatctcagaaatcacagt

R R R A R AR RN R
catcatacatggatatgcttgaactccagagggcttatcttggagctcagaaatcacagt
s & Y M DMULEUL Q R AN Y L G A Q K £ Q

atggtcttccttacaaatcagggagecctaacagecatagetattatggecagtccaacat
PEECD L bt Lt e v e er i et e
atggtgtcccttacaaatcecgggagecctaacagccatagetattatgggagtceaacat
Yy G VvV P ¥ K §$ G § P N S H S Y Y G s P T

tggcagececattggetcatcatggtatgecaaactcte

RN RN AN RN AR AR RN AR

tggcagcccattggctcatcatggtatgccaaactctc
G 8 P L AN H H G M P N £

tatgtcatatc
HIIII!II\
ta qtcat tc

atce
[N
atcc
M Y P

ttatgtcaccttacagccetatgagacgaggtgaagtaaatatgegatatcccgetgeaa
PECEEE e et e bt pieri e bt At
ttatgtcaccttatagcecctatgagacgggatgaagttaatatgegatttceecttctgeaa
L M $ P Y $ PMRURDEV NMURBRVF P S5 A

caagaaactatactggaggggtaatgggttcttggcacatggatgctagtttggatgaag
PRt v b e Perr e bt b et et e
caagaaattattcgggagggttaatgggttcttgghacatcgatgctagttttgatgaag
T RN Y ¢ G 6 L M G S W HMUDAMAN E F D E

gatttggatcttcaatgcttgaagagttcaaaagtaacaaaacaagagggttcgaacttt
Porrtrrrr et e et e bbb et e e e et e i
gctttggatcttcaatgcttgaagagttcaaaagtaacaasaacaagaggatttgaacttt
G F G §s s M L E E F K SN KT R G F E L

ctgaaatagctggccatgttgtagagttcaggtattccctttaaattcttttacettttt
PEVERTERT e et e ety pere bttt i
ctgaaatagctggccatgttgtggagttcaggtatttccttgaaagtcttLtacattttc
s E I N G H V V E F ~

tcttgtgtacactttgtcccaagctaacgegtacttggggattttcat—~————-—— gac

AR R N R A R R R R R N RN R RN Ry P
tcttgtttacaatttttcccaagctaacgegtacttggggattttcatggcatgaccgac

cagttcggatcagtatggaageccggtttattcagcagaaactcgagacagcaacaactga
PERERERTE e P b T bbb et e e e e b ey e
cagttcggatcaatatggaagccgctttattcagcagaaactcgagacagcaacaactga
~~~ 8 D Q Y G &€ R F I © Q K L E T A T T D

tg gtttatgaggagatcatgccaaaagctctigeccctgatgactgacgt
IHIIHIHIHII PEETEEEE R et et re el
tgagaaaaacatggtctatgaggagatcatgccacaagectcttgtectgatgactgacgt

E K NMV Y E E I MU©PQATLV L MT DV

ttttggaaactatgtgattcagaaggtatagatttatttagtcttectetttgattttat
PEEEEEE R b e e et FERERCER Ve bl
ttttggaaactatgtoattcagaaggta-——atttatttagtcttcctctttggttttat

F G N Y V I Q K -~~~ - .

ttggagttgagagtgagacatagtaacatgagagattcctggatgttgcttatcttccta
! RN R N N N R RN AR RN
t———- ttgaagttaagccatagtaagatgagtgattcctgaattttgcttatcttccta

cagttctttgagcatggactcccaccacagagaagagaattgggagagaaactcattgac
RN N N A AR R A R N R N R R R RN R
cagttctttgagcatggactcccgccacagaggagagaattggcagagaaactctttgac
~~~F F BE H G L P P Q R R E L AN E K L F D

23517

5078

23457

5138

23397

5198

23337

5258

23277

5318

23217

5378

23157

5438

23097

5489

23037

5549

22977

5609

22917

5729

22805

5789

22745
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Query: 5790 aatgttttgcctcttagcttacagatgtatggttgtcgtgtcatccagaaggtaaagtet 5849
1000 e R A R I T
Sbjct: 22744 catgttttgcctcttagcttacagatgtatggttgeccgtgtecatccagaaggtaaagtet 22685
putative pumilio/Mpt5 family RN> 706 B Wl B =05 E B R Y4E '€ RLWIL @K ssmmmmaan.
Query: 5850 agttctcacgtgttttaatgttc 5872
YA T R R AT M
Skjete 22684 agttcccacctgttttactgtte 22662
putative pumilio/Mpt5 family RN> 22684 ~~~amnssanmsanannnana A
Score = 977 bits (508), kxpect = 0.0
Identities = 575/606 (94%), Gaps = 9/606 (1%)
Strand = Plus / Minus
Query: 3401 atgataccggaactagggagaagaccgatgcatagaggtaacgaagattcatettttggg 3460
1 T 1 T 0 1 1 1 1 e
Sbjct: 25191 atgataccggaactagggagaagaccgatgcatagaggtaacgaagattcatettttggg 25132
putative pumilioc/Mptd family RN> 1 ML -0 PFs ) Iyt @ Re R B MeTH R GAINLE . B g8 B L E
Query: 3461 gatgattacgagaaagagattggagtattgcttggtgagecagcagagaaggcaagtagag 3520
0T e 8 5 0 5 1 T 1 . T R I
Sbjct: 25131 gatgattatgagaaagagattggagtattgcttggtgagcagcagagaaggcaagtagaa 25072
putative pumilio/Mpt5 family RN> 21 B o D B E R S (G WA G R @ RYGRF 4@ WS
Query: 3521 gcggatgagcttgagagagagcttaacttgtatagaagtggctctgctccaccgactgtt 3580
R et A e G 0 Pl A
Shicti 25071 gctgatgagcttgagagagagcttaacttgtttagaagtggctctgctccaccgactgtt 25012
putative pumilio/MptS family RN> 41 7ALERUD) B-Re -E- R NS REB RS G IS AL P wB
Query: 3581 gatggttctcttagtactgccggagggetttttageggcggaggtggggcttettttetg 3640
05 e T . A 5 T Y 5 R I
Skijct: 25011 gatggttctgttagtgectgecoggagggetttttageggecggaggtggggetecttttttg 24952
putative pumilio/Mpt5 family RN> &1 DG El W S A A @ Gl W S 6 E e JBLWE P T
Query: 3641 gaatttggtggagttaataagggtaatgggtttggtggtgatgatgaggagtttaggaaa 3700
PRIV REERD TR R b e b e ey bbb rd
Shict: 24951 gagtttggtggtgttaataagggtaatgggtttggtggtgatgatgaggagtttaggaaa 24892
putative pumilio/MptS family RN> 81 E F G GV N K G N G F G G D E E F R K
Query: 3701 gatccagcttacttgtcttattactatgetaatatgaagttgaatccgaggttgecacet 3760
PREEE b rer et rt et
Sbhjct: 24891 gatccggcttacttgtcttattactatgctaatatgaagttgaatccgaggttgecaceg 24832
putative pumilio/Mpt5 family RN> 101 p P A Y L S Y Y Y A NMIE KYLN PR L P P
Query: 3761 cctttgatgtctagggaggatttgagggttgctcagaggecttaaagggagtaataatgty 3820
PEEEV TR R et e et e bbb e b e e e e e e e e b e
Sbhjct: 24831 cctttgatgtctagggaggatttgagggttgctcagaggecttaaagggagtaataatgtg 24772
putative pumilio/Mpt5 family RN> 121 P L M & R E DL RV A Q R L K G & N NV
Query: 3821 ttraggtggtgtitgggoataggagaaaagtgaatgacagtcggtctittgttctctatgeca 3880
Prerrrirrerr e e e teeet b rhrrr e e el
Sbjct: 24771 ttaggtggtgttggggataggagaaaagttaatgataatcgatctttgttctctatgeca 24712
putative pumilio/Mpt5 family RN> 141 . 6 G V.G DR R KV NDW NI RS L F S M P
Query: 3881 cctggttttgaggctggaaaacctggtgettetgettectgagtgggatgetaatggattyg 3940
[N e N A R R RN RN AR AR
Sbhijct: 24711 ccygggttttgaaggtgagaaaactggtgcttctgettoctgaatgggatgectaatggattg 24652
putative pumilio/Mpt5 family RN> 1€1 P G P E G E K T G AN & N § BE W D NN G L
Query: 3941 att—--—--—--—— ggtttgggacttggaggcaagcagaagagttttgctgatatctttcag 3991
[N PIEEEEEI PR et e e e b e b el
Sbict: 24651 attggtttaccgggtttgggacttggaggcaagcagdagagttttgctgatatctttcag 24592
putative pumilio/Mpt5 family RN> 181 I G L L G G K Q K F A D I F Q
Query: 3992 gttggt 3997
[RERRN
Sbjct: 24591 gttggt 24586
4/8/2002
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putative pumilio/Mptd tamily RN> 24591

100

Score = 873 bits (454), Expect = 0.0
Identities = 633/715 (88%), Gaps = 10/715 (1%)
‘ Strand = Plus / Minus
5 [
| SN SR L.
Query: 3992 gttggttattttttgatactctgctaatgtttctetgtgtgtatgtgttgtgtatagtte 4051
AR R R R N R N AR R DR R R
Sbijct: 24548 gttgattatgctttgacgctttgetaatgtti- tFtcrgtgtgtgfgttgtgtatatttc 24490
putative pumilio/Mptd famlly B> 24548 s s s o o o e A A AL A A e e
Query: 4052 tcctgaatactcttgettatataaacttggtggattacttttgtgtaggeggatatgggg 4111
AR R R N R N AR N AR R AR R
Sbjct: 24489 tccttgatattcttecttatgtaaacttggtgtattgettttgtgcaggetgatatgggg 24430
putative pumilio/Mptd family RN> 201  ~~~~mmmsson~ N N M NS R N S ~~A D M G
Query: 4112 cat———-—- cctgttgtacagcagcectcacgtectgectagtegtaatacetttgatgag 4165
[N (AR R e R AN R RN
Sbijct 24429 catggacatcctgtcgcacaacagcecectcacgtectgecaagtegtaatacctttgatgaa 24370
putative pumilio/Mpt5 family RN> 2085 H 6 8 P V A Q ¢ P & R P AN S R N T F D E
Query: 4166 aatgttgactctaataataacctgtctccatctgcatcacaaggcattggagagecatet 4225
PEEERTEEIErr e ey e et e by e e bt vt
Shijct: 24369 aatgttgactctaataataatctgtctccgtctgeatcacaaggcatiggtgcaccatect 24310
putative pumilio/Mpt5 family RN> 225 N vV D SN NNTL S P S A S @ G I G A P S
Query: 4226 ccatactgetatgcagetgttctgggttcatetttgtctagaaatggaactccagatcca 4285
AR RN AR N R A R A AR R RN
Sbjct: 24309 ccatacagctatgcagctgttctaggctcttctttgtctaqaaatggaactccagatcca 24250
putative punilio/Mpt5 family RN> 245 P Y 8 Y A vV L ¢ ¢ $ L ¢ R N G T P D P
Query: 4286 cagggcattgctagggtagcctagtocttgecttacteccattagcagtggaagagtgagt 4345
N el [RENEREERREEE| | [EERE RN
5 [REN PIERErrrere e rrrbrrr e | [EREN
ﬁ Sbict: 24249 caggccattgctagggtgectagtcectgtettactcocattgggagtggaagaatgagt 24190
A putative pumilio/Mpt5 family RN> 265 Q A I ARV P S P C L TP I G S G R M S
N
\‘Query: 4346 tceaatgataagaggaacacaagtaatcaaagcccgttcaacggtgttacatctggtcete 4405
AR R R R RN R A AR R RN R N
Sbhict: 24189 tcaaatgataagaggaacacaagtaaccagagcccattcaatggtgttacctctggtcte 24130
putative pumilio/Mpt5 family RN> 285 S N p K R N T S N Q & P F NGV T & G L
Query: 4406 aacgagtcttctgatcttgtcaatgetttatccggcttgaacctatcaggcactggeggy 4465
AR R R R R A R R R R AR A N R N I R
Sbjct: 24129 aacgagtcttchatcttqtcaatgctttatctggrttgaacctgtcatgcagtgttggg 24070
putative pumilio/Mpt5 family RN> 305 N E 8§ $ D L V N A L S G L N L S s vV G
Query: 4466 ctagatgaacgtggtcaggctgagcaagatgtcgaaaaggtcaggaactatatgtttgga 4525
RN R RN AR RN R R R AR A R RN R RN NN
Sbijct: 24069 ttagatgatcgqagtcaggctgagcaagatgtcgaaaaggtcaggaactaLatgtttgga 24010
putative pumilio/Mpt5 family RN> 325 L - D R Q A E Q DV E K V R N Y M F G
Query: 4526 ctgcaagatgggcataatgaagtcaatccacatgggttcccaaacagatctgatcaage— 4584
PUATEE D bty vt rprrr reb bt
Sbjct: 24009 ctgcaaggtgggcataacgaagtcaatcaacatgagttcccaaacaaatctgatcaagee 23950
putative pumilio/Mpt5 family RN> 345 L Q G G H N E V N Q HE F PN K S D Q A
Query: 4585 -~taggggaactgcttcgtgcaggaattcacaaatgagagggtcacaaggatctgecatat 4642
I R N R R AR R R R A A AR R R A
Sbict: 23949 cataaggcaactggctcgttgaggaattcacaattgagagggccacacggatctgectat 23890
putative pumilio/Mpt5 family RN> 365 H K A T G £ L R N S Q L R G P H G S A Y
Query: 4643 aatagtggaagtggagtagctaatccttaccagcecatcatgatagcocccaaactatt 4697
e R N R R e e R R R
Shijct: 23889 eatggtggagttggattagctaatccttaccagcaacttgatagcccaaattatt 23835
putative pumilio/Mpt5 family RN> 385 N G GV G L ANPY ©Q Q L D s P N Y

http://www ncbi.nlm.nih. gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi
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Score = 271 bits (141l), Expect = 3e-69
Identities = 222/260 (85%), Gaps = 3/260 (1%)
Strand = Plus / Minus

Query: 4691 aactattacgcattaaatccagctgtagcttctatgatggctaaccaacttggaactaat 4750
R RN NN RN N R R A R RN AR R R R R Y

Shjct: 23829 aacaattacgcattaaatccagctgtagcctctatgatggcectaaccaacttgggaacaat 23770

putative pumilio/Mpt5 family RN> 405 N N Y AL NP ANV A S MM~AMANQILG NN

Quervy: 4751 aactattctccaatgtatgaaaatgcecttctgccactttgggatattctgeoaatggactce 4810
[ O O o O O O O Y B O O O O Y PIELEEEE Treer bl

Sbjct: 23769 aactttgctccaatgtatgataatgtatcecge---tttgggattttctggaatggactet 23713

putative pumilio/Mpt5 family RN> 425 N F AP M Y D N V S A L G F 8 G M D s

Query: 4811 agacttcatggtggaagttttgtttecttetggtcaaaacctctetgaatcacgaaatatt 4870
R N N A R R R A R R

Sbhjct: 23712 agacatcatggacgaggctttgtatcttctggtcaaaacctctctgaatcacgtaatctt 23653

putative pumilic/Mpt5 family RN> 444 R H E 6 R G F V & ¢ G Q N L 8 E & R N L

Query: 4871 ggcagggtcggtaatcgaatgatggaaggaggtacgggtcacecgtcacatcttgecagac 4930
(REEN (R RN e N R R |

Sbhjct: 23652 ggcagattcagtaatcgaatgatgggaggaggtgctggtctceccagtcacatatggtagac 23593

putative pumilio/Mpt5 family RN> 464 G R F S NR MM GG GAGL QS HMV D

Query: 4931 ccgatgtatcatcagtatge 4950
PEorrrrer rerrrrirnd

Sbhict: 23592 ccaatgtataatcagtatgc 23573

putative pumilio/MptS family RN> 484 P M Y N Q Y A

Score = 246 bits (128), Expect = le-6l

ldentities = 261/31b (82%), Gaps = LU0/315 (3%)

Strand = Plus / Minus

i T

Query: 6956 agagagacaatataatcaattctatcgeattacaatgtctctaagtggttgtt~-cttat 7013
AR N A RN AR R R R AN

Shjct: 21601 agagagacaaaataagcatttttatgacatttcattgtctctaagtggttcttttcttat 21542

putative pumilioc/Mpt5 Family RND 2L G0 L~ s o o A L AL A A e e

Query: 7014 atgcagagaggagaatggctttgcagtcattaccccagectctggtggegtaaggccgeca 7073
T T O I O O O I

Sbict: 21541 atgcagagaggagaatggctitgcagtccctaacccagecccagatggettaagacctta 21482

putative pumilio/Mpt5 family RN> 8954  ~~~en~ E R RMAUL QS L T Q P g M A"

Query: 7074 agtgttgtacagcttaactagggtggatggctctgccataacgttttgagaattaggtaa 7133
AR R e e N R A R RN

Shjct: 21481 agtaatgtacagcttaactagggtggatggggctgccgtagegttttgagaattaggtaa 21422

Query: 7134 gatctaaacc---aaaaatctgcggagaaataatgagagagagctttgttttgttctceg 7190
R RRE AN (R e A RN R [RRERE

Shict: 21421 gatctaaaccggaaataatctgcggggaaattgtgaaggagagcttigtt—-—-ttctctg 21365

Query: 7191 caaaatctgt-acattgtgtagtttcttaccgttttgactatacatagaaccaaagatce 7249
b bl FEVEE b rirerrrer 1ve 1

Sbjct: 21364 ctaaatctgtaaaattgtgtagtttgcttacggtttttctatacatagaacgaaacatce 21305

Querys: 7250 c-ccttaggctgatg 7263
b i

Shjct: 21304 ctctttaggctgatg 21290

CPU time: 1.29 user secs. 0.03 sys. secs 1.32 total secs.

Lambda K H

1.33 0.621 1.12
http://www.ncbi.nlm.nih. gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi 4/8/2002
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Gapped
Lambda K H
1.33 0.621 1.12

Matrix: pblastn matrix:1 -2

Gap Penalties: Existence: 5, Extension: 2
Number of Hits to DB: 41

Numbsr of Sequences: 0

Number of extensions: 41

Number of successful extensions: 26
Number of sequences better than 10.0: 1
length of query: 3866

length of database: 5,162,042,083
effective HSP length: 26

effective length of query: 3840

effective length of database: 5,156,210,751
effective search space: 19799842283840

effective search space used: 1979084928384¢C
T: O
A: 30

Xl: 6 (11.5 bits)

X2: 26 (50.0 bits)
Sl: 12 (23.8 bits)
S2: 21 (41.1 bits)

http://www ncbi.nlm nth.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi 4/8/2002
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Blast 2 Sequences results

PubMed Entrez BLAST OMIM Taxonomy Structure

BLAST 2 SEQUENCES RESULTS VERSION BLASTN 2.2.2 [Dec-14-2001]

L 1 ! Mismateh: 1-2 gap open !o gap extension: j‘
x_dropoff: i expect! 0.000¢ * wordsize: ; Filter @ Align

Sequence gi Arabldops1s thaliana chromosome II section 166 of 255 of the complete sequence.

3866 (3398 .. 7263
1 6598426 Sequence from clones F16P2, T27A16 Lengis ( )
Sequence gi Arabidopsis thaliana chromosome II section 166 of 255 of the complete sequence. Length 4009 (16069 ..
2 6598426 Sequence from clones F16P2, T27A16 gt 20077)
15 O S 2
I il
S
1))
/.
—_—
03
i
o=
1
NOTE: The statistics (bitscore and expect value) is calculated based on the size of nr database
NOTLIf protein translation is reversed, please repeat the search with reverse strand of the query sequence
Score = 1140 bits (593}, Expect = 0.0
Identitiee = 856/973 (87%), Gaps = 14/973 (1%)
Strand = Plus / Mlnus
Query: 5916 tatttttaactttttaggcaattgaggtggttgatctagaccagaaaatccaaatggtca 5975
I8 10 0 T T 1 T A 1
Shijlet:: 17455 tatgtttatccttttaggcaattgaggtggttgatctagaccagaaaattaaaatggtga 17396
putative pumilio/Mpt5 family RN> 727  ~~nssssascnnvanans A I B =T o8 @ =TT R BAY
Query: 5976 aagaacttgatggacatgtgatgcgatgtgtacgtgatcagaatgggaaccatgtggtte 6035
1 I 10, o 1 1 A AT R (PR
Sbjct: 17395 aagaactcgatggacatgtgatgecgatgegtacgtgatcagaatgggaaccatgtggttec 17336

putative pumilio/Mpt5 family RN> 741 KE B Tl JBEF (G BE WS R0 S W RETDA B N i LN O W AR

Query: 6036 aaaagtgtattgaatgtgtgcctgaagaaaacattgagtttattatttcaactttctttyg 6095

8 1 1 o T A T 3 I S Y Y
Sbjct: 17335 aaaagtgtattgaatgtgtgcctgaagaaaacatcgaatttattatttccaccttetttg 17276
putative pumilio/Mpt5 family RN> 761 ) = (C RN e (TSR Ve SRR 7 et (o 5 e R o CE IR T

Query: 6096 gccatgtggtgaccctcetccactcacceatacgggtgccegtgttattcaggttcttocta 6155
R 1 1 2 T S

Sbjct: 17275 gcaatgttgtgaccctctccactcacccatatgggtgecgagttattcaggttettgete 17216

putative pumilio/Mpt5 family RN> 781 [ VR TR R R < B S R =, B B G S e S OTe s B e

http://www.ncbi.nlm nih. gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi 4/8/2002



Query: 6156 ctggtgattaagaaatatgacacctttttcgatcttatgettctatgtaaaactgtttcee 6215
e A N R AR R R R AR Il

Sbijct: 17215 ttagtaataaagaaaaattacacagttcttgatcttatgettctaagtaaaac—acttet 17157

putative pumilio/Mpt5 family RN> 17215

Query: 6216 catctcctgttgcagagagtatiggaacactgeccataaccctgatacacagagtaaggtt 6275
ettt rrre et brrr e et et

Sbhjct: 17156 cgtcttatgttgecagagggtattggagecactgccatgacectgatactcagagtaaggtt 17097

putative pumilio/Mpt5 family RN> 798 e vV L E H CHD P DT @ S K V

Query: 6276 atggaagaaatcctgtccactgttagtatgctgacccaagatcagtatggaaactatgtt 6335
(RN N R N R R A AR NN AN R AR AR RN

Sbjct: 17096 atggatgaaatcatgtcaactattagtatgctggcccaagatcagtatggaaactatgtt 17037

putative pumilio/Mpt5 family RN> 813 M I M s T I &8 ML A © D Y G N Y V

Query: 6336 gttcaggtttgtaasaagatgagttttactgcaactcttgannnnnnnattggttg-atct 6394
(R e R N N N S | e

Sbjct: 17036 attcaggtttgttaaaaaagagttatactacaactggtta-ttttgtataggttgettaa 16978

putative pumilio/Mpt5 family RN> 833 I Q e

Querys: 6395 aaactgatacatgttttgtgtacagcatgtactggagcatggaaagecctgatgagecgcac 6454
PEEEE PR rerntrr brrere et berr rr vty bl

Shjct: 16977 aaactaatacacgttttgttgacagcatgtattggaacacggaaagcctgatgagegtac 16918

putative pumilio/Mpt5 family RN> 835 ~H V L E H G K P D E R T

Query: 6455 tgtgataatcaaagagttagcggggaagattgttcagatgagccaacagaagtttgcate 6514
FEEETE rrere tr e e e e e b e e e e e il

Sbijct: 16917 tgtgattatcaaggaattagcggggaagattgttcagatgagccaacagaagtttgettc 16858

putative pumilio/Mpt5 family RN> 847 v I I K EL A G K I V ¢ M S Q Q K F A S

Query: 6515 aaacgttgttgagaagtgtttgacttttggaggtcctgaggaacgggaattgetggtgaa 6574
(RN R R R R N R e A A N R R

Sbhict: 16857 aaacgttgttgagaaatgtttgacttttggagggccagaggaacgggaatttctggtaaa 16798

putative pumilio/Mpt5 family RN> 867 N VvV VE K C L T P E E R E F L V N

Query: 6575 tgagatgctgggcacaactgatgaaaacgagcctcttcaggtttgtcaaacacatgettt 6634
(RN RN RN R R R R R RN RN R NN R AR RN R AR RN

Sbjct: 16797 tgagatgctgggcacaactgatgaaaacgagcctcttcaggtttgtcaaacacatacttt 16738

putative pumilio/Mpt5 family RN> 887 EM L G T T D ENZE P L Q

Query: 6635 cagatgatggtctgggggaacaccgaacaaagaatctaataagctcataagtttct—-~-t 6631
[ A N I R I PEREEREE T f 0 rrrererrrs i ]

Sbhict: 16737 cagatgattgt-tggagaa-—---—-— aataaagaaact-attagctcataagecttcttcat 16686

putative pumilio/Mpt5 family RN> 16737 :

Query: 6692 cttgtgtatataggcgatgatgaaggatcagtttgcaaactatgtagtgcaaaaagtcct 6751
PEEETEEE PR e e e e e e e e e by rerrere |

Skjct: 16685 cttttgtatttaggcgatgatgaaggatcagtttgccaactatgtagtgcaaaaagtttt 16626

putative pumilio/Mpt5 family RN> 900  ~~~mmnmnmsnnn A M K D Q FANY V V Qg KV L

Query: 6752 ggagacatgtgatgaccaacagcgtgaactgatactgactcgtattaaagtgcatctgaa 6811
PEEETESTLEI PR e e e el 1 PELETTEREE e 1l

Sbhict: 16625 agagacatgtgatgaccaacagcgtgagctgatccttggtegtattaaagtgecatctcaa 16566

putative pumilio/Mpt5 family RN> 916 E T ¢ bP D Q Q R E L I L G R I KV H L N

Query: 6812 tgctctaaagaaatacacttacggaaagcatatcgttgecegtgttgaaaaactegttge 6871
PEEE A0 EEv e e e et et e e et e ey pre e e bt

Shjct: 16565 tgctttaaagaaatacacttatggaaagcatatcgttgctcgtgttgaaaaactcgttgc 16506

putative pumilio/Mpt5 family RN> 936 A 'L K K Y T ¥ G K H I A vV E K L V A

Query: 6872 tgctggaggtatyg 6884
RN RRENE|

Shjct: 16505 tgctggaggtatg 16493

putative pumilio/Mpt5 family RN> 956 NG e

Score = 979 bits (509), Expect 0.0

ldentities = 048/710 (Y1%), Gaps = 14/710 (1%)

Strand = Plus / Minus

http://www.ncbi.nlm.nih. gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi 4/8/2002
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105

Query: 4965 atgctgattcgtttgatcttcecttaatgacccttcaatggacaggaactat—--—ggtaatt 5021
(RN RN N NN R N A N N N N [ERERAR

Sbjct: 18407 atgcetgattcgettgatcttctcaatgatccttecatggacgtgaactttatgggtaatt 18348

putative pumilio/Mpt5 family RN> 497 Y A b s L b L L NDPSMDVNUF MG N

Query: » 5022 catacatgaatatgcttgaaattcagagggcottatctcggatctcagaaatcacagtatg 5081
PEEEEER e rr d ot bt et ter bt rerreree |

Sbhjct: 18347 catacatgaatatgcttgaactccagagggcttatcttggagcacagaaatcacagtacg 18288

putative pumilio/Mpt5 family RN> 517 s Y M NMTL E L Q R A Y L G A Q K S Q¥

Query: 5082 gtctteccttacaaatcagggageccctaacagecatagcectattatggcagtccaacatttg 5141
R RN R RN R RN e e A R AR AR AR AR AN

Sbhjct: 18287 gtgtcccttacaaatccgggageccctaacageccacaccgattatgggagtccaacatttg 18228

putative punilio/Mpt5 family RN> 537 G VvV P Y XK 8 6 & P N & H T D Y G & P T F

Query: 5142 ggtctaatatgtcatatcctggcageccattggctcataatggtatgccaaactctetta 5201
P (AR RN RN R e e AR A A R AR RN

Sbhjct: 18227 ggtec~————————— atatcctggcageccattggetcatcatcttetgectaattetettyg 18177

putative pumilio/Mpt5 family RN> 557 G S Y P G S P LA HHUL UL PN S L

Query: 5202 tgtcaccttacagccctatgagacgaggtgaagtaaatatgegatatcecgotgecaacaa 5261
PEEUT e b e e ey e e e P et e e

Sbict: 18176 tgtcaccctgtagcecctatgagacgaggtgaagttaatatgecgatatcectctgcaacaa 18117

putative pumilio/Mpt5 family RN> 574 v s p C & PMRIRGEVNMZPRY P S AT

Query: 5262 gaaactatactggaggggtaatgggttcttggecacatggatgetagtttggatgaaggat 5321
PERTELE 0 T e ety e e Er e b rer v b bg |

Sbjct: 18116 gaaactacgcaggaggggtaatgggttcctggcacatggatgectagtttggatgaagget 18057

putative pumilio/Mpt5 family RN> 594 R NY AG GV MG S WHMPDASTLDE G

Query: 5322 ttggatcttcaatgcttgaagagttcaaaagtaacaaaacaagagggttcgaactttctg 5381
FEEREEERTEE Rt b e e b e r e e e et g et e 1l

Shjct: 18056 ttggatcttcaatgcttgaagagttcaaaagtaacaaaacaagaggattcgaacttgetg 17997

putative pumilio/Mpt5 family RN> 614 E G Socnrr M i o By E K S I BB G gy B L

Query: 5382 aaatagctggccatgttgtagagttcaggtattcoctttaaattcttttacettttttet 5441
15 5 8 o 1T U 1 1 0 1 T 1 e S L 8
Sbjct: 17996 aaatagctggecatgttgtagagttcaggtattcecttgaatgtettttatettttttet 17937
putative pumilio/Mpt5 family RN> 634 B IR G H V' 'V.iE"F (Seeectldsinmhaions s s Salo g sn b s
Query: 5442 tgtgtacactttgtcccaagctaacgegtacttggggattttcatgaccagtteggatca 5501
0 T T A T 1 T 1 15 A O R O
Skeret: 17936 tgtgtacaatttgtcccaagctaacgtgtacttggggattttcatgaccagttcggateca 17877
putative pumilio/Mpt5 family RN> 644 e = 518
Query: 5502 gtatggaagccggtttattcagcagaaactcgagacagcaacaactgatgagaaaaacat 5561
L 1 T S T Yt 18 AP 3 A
Sbjct: 17876 gtatggaagccggtttattcagcagaaactCgagacagcaacaagtgatgagaaaaacat 17817
putative pumilio/Mpt5 family RN> 647 ¥ R‘F'& @@ K L'E-T' &Kk T 8 RBE K N M
Query: 5562 ggtttatgaggagatcatgccaaaagctcttgecctgatgactgacgtttttggaaacta 5621
ST O T R 0 5O 1 T o 1 A
Sbijct: 17816 ggtttatgaggagatcatgccacacgctcttgccctgatgactgacgtttttggaaacta 17757
putative pumilio/Mpt5 family RN> €67 V¥ E BF M P H'R "N L M F W R E N SR
Query: 5622 tgtgattcagaaggtatagatttatttagtcttcctctttgattttattt 5671
I 1 0 1 et 4 T R R B
Sbhict: 17756 tgtgattcagaagg--tagatttatttagtcttecctctttggttttattt 17709
putative pumilio/Mptd family RN> 687 WA @) I
Score = 788 bits (410), Expect = 0.0

Identities = 464/491 (94%)
Strand = Plus / Minus

http://www.ncbi.nlm.nih. gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi 4/8/2002



Query:
Sbhjct:
putative pumilio/Mpt5
Query:
Sbjct:
putative pumilio/Mpt5
Query:
Skjct:
putative pumilio/Mpt5
Query:
Sbhijct:
putative pumilio/Mpt5
Query:
Sbjct:
putative pumilio/Mpt5
Query:
Sbjct:
putative pumilio/Mpt5
Query:
Shjct:
putative pumilio/Mpth
Query:
Sbhjct:
putative pumilio/Mpt5
Query:

Sbjct:
putative pumilio/Mpt5

Score = 785 bits (408),
(88%}),
Strand = Plus / Minus

ldentities = 5/6/650

family

family

family

family

family

family

family

family

family

3401

20077

3461

20017

RN> 21

3521

18957

RN> 41

3581

19897

RN> 61

3641

19837

RN> 81

3701

19777

RN> 101

3761

19717

RN> 121

3821

19657

RN> 141

3881

19597
RN> 161

Expect = 0.0
Gaps = 19/650 (2%)

atgataccggaactagggagaagaccgatgcatagaggtaacgaagattcatcttttggg
PEETEEEEES T v e et e et et bt e el
atgataccggaactggggagaagaccgatgcatagagggaacgaagattcatcttttggg
M I P E L R R P M H G N D ¢ £ F

gatgattacgagaaagagattggagtattgcttggtgagcagcagagaaggcaagtagag
PELEELEE TERICTErE e et v bbb b e b et
gatgattatgagaaagagattggagtattacttggtgagcagcagagaaggcaagtagaa
D DY E K ¥ I 6V L L G E ¢ Q@ R R Q V E

gecggatgagcttgagagagagecttaacttgtatagaagtggectotgectecaccgactgtt
RN RN N R A RN AR AR R AR AR R R AR
gctgatgagcttgagagagagcttaatttgtataggagtggctctgctccaccgactgtt
N L E R E L N L Y S G & A P P T V

gatggttctcttagtgetgecggagggetttttageggeggaggtggggettettttetyg
FEVTERTEE PrE e riy Pheei e e bbb r e ettt il
gatggttctgttagtgctgctggagggctttttagcggcggaggtggggctccttttttg
D G 8§ V A G L F 8§ G G 6 G A P F L

gaatttggtggagttaataagggtaatgggtttggtggtgatgatgaggagtttaggaaa
PETRRRrrrre e b b b e b e e e e e
gagtttggtggaggcaacaagggtaatqggtttggtggcgatgatgaggagtttaggaaa

N K G N G F G G D D F K

gatccagcttacttgtcttattactatgctaatatgaagttgaatccgaggttgecacct
FEETE TR ET R e e e b e e ey e b i e
gatccggcttacttgtcettattactatgectaatatgaagttgaatccgaggttgecaceg
D P AY L S$ Y Y Y A NMIEKT LNUPIRTILPP

cctttgatgtctagggaggatttgagggttgetcagaggecttaaagggagtaataatgty
FURTREIER LI bbb bbbt e e e b e bbb et

cctttgatgtctagggaggatttgagggttgectcagaggettaaagggagtagtaatgtt
P L M & R EDUL RV A QR L K G & &€ NV

ttaggtggtgttgggagataggagaaaagtgaatgacagtcggtctttgttctctatgeca
RN AR e R N A A R R R AR AR AR
ttaggtggtgttggggataggaggaaagttaatgatagtcaatctttattctetatgeea
L 6 G V.G D R RKVNDSO QS L F S MP

cctggttttga 3891
FEEEELETEn
cctggttttga 19587
P G F D

Query:

Sbhjct:

4058

19315

putative pumilio/Mpt5 family RN> 19315

Query:

Sbjct:

4115

19255

putative pumilio/Mpt5 family RN> 215

Query:

Sbjct:
putative pumilio/Mpths

Query:

http://www.ncbi.nlm nih. gov/blast/b12seq/wblast2.cgi

family

4171

19195
RN> 235

4231

atactcttgcttatataaacttggtggattactttt-gtgtaggcggatatggggcat--
AR R R e N R RN

atattcttgcttatgtaaacttgatggattgetttttgtgecaggetgatatggggeatgg
~ N D M G H G

~———cctgttgtacagcagccctcacgtcctgctagtcgtaatacctttgatgagaatgt

(RN PEEETE R LRt et bbb et retl
acatcctgtcactaagecagccctcacgtectgecaagtegtaatacctttgatgaaaatgt
H PV T K Q P S R P A S RNTFDENYV

tgactctaataataacctgtctccatctgecatcacaaggecattggagegccatctceata

PEPCRERRE TEEEE P b ettt b et
tgactctaagaataatctgtctccatctgcatcgcaaggcattggtgecaccatctccata
D § KN NTL S P S A & Q G I G N P S P Y

ctgctatgcagctgttetgggttcatctitgtctagaaatggaactccagatccacaggg

106

3460

20018

3520

19958

3580

19898

3640

19838

3700

19778

3760

19718

3820

19658

3880

19598

4170

19196

4230

19136

4290

4/8/2002



Sbict:
putative
Query:
Sbict:
putative
Query:
Shjct:
putative
Query:
Shijct:
rutative
Query:
Sbjct:
putative
Query:
Sbict:
putative
Query:

Sbhjct:
putative

Query:

Sbijct:
putative

Score =

pumi.lio/Mpt5

pumilio/Mpt$s

punilio/Mpt$5

purcilic/Mpt$S

pumilioc/Mpt5

pumilio/Mpt5

pumilio/MptH

pumilic/Mpth

308 bits (160),

ldentities = 234/266

Strand

(87%),
Plus / Minus

19135
family RN> 255
4291
19075
family RN> 275
4351
19015
family RN> 295
4411
18964
family RN> 312
4471
18904
family RN> 332
4531
18844
faraily RN> 352
4588
18784
family RN> 372
4648

18724
family RN> 392

Expect = 3e-80
Gaps = 6/266 (Z%)

i et et e et et e e i i it
cagctatgcagctgttctgggttcgtptttgtctagaaatggaactccaga
Y A AV L s § L 8 R N G T P D

cattgctagggtgectagteccttgecttactcececattggcagtggaagagtgagttcaaa
AR RN N R R RN R R AR R
cattgctagggtgcectagtecectgtecttactcececattgggagtgggagagtgagttcaaa

I AR V P 8 P C L T P I G £ G R V & s N

tgataagaggaacacaagtaatcaaagccecgttcaacggtgttacatctggtctcaacga
(RN R AR R R RN [REEEERRRRR
tgataagaggaacacaagtaatcaaagccegttcaacgg~————————— tgggctcaacga

D K R N T $ N Q 8 P F N G G L N E

gtcttctgatcttqtcaatgctttatccggcttgaacctgtcaqgcactggcgggctaga
PEOETET e rert b e e verrbreret rrer rerirnr bl
ctcttctgatcttgtcaatgctttatcngcatgaacctgtctggcagtggcgggttaga

s ¢ DL VNAML S GMDNILZS G £ G G L D

tgaacgtggtcaggctgagcaagatgtcgaaaaggtcaggaactatatgtttggactgeca
FEVEYEErerr et e e e Prerr e e et b e bt
tcaavgtgctcaggctgagcaagatgtggaaaagctcaggaactatatgttLgoactgua

E R Q A E Q DV E KV RN Y M F G L Q

agatgggcataatgaagtcaatccacatgggttcccaaacagatctgatcaagec———tag

e rrerteer e By e b e e b [

aggtgggcataacgaagtcadtcaacatgggttcccaaacaaatctgatcaagcccagaa
H N E V N Q H G F P N K S D @ AN QO K

gggaactgcttcgtgcaggaattcacaaatgagagggtcacaaggatctgecatataatag

R N R R R N R A R N R R

ggcaactggcttgttgaggaattcacaattgagaggggecacaaggatctacctataatga
AT G L L R N S QQ L R G A Q G 8§ T Y N D

tggaagtggagtagctaatccttaccagecatcatgatageccaaactatt 4697

R R R A AN AN NN N RN

tggaggtggagtagctactcagtaccagcatcttgataocccaaactatt 18675
G GV AT Q Y Q H L T £ P N Y

Query:

Sbict:

4691

18669

putative pumilic/Mpt5 family RN> 410

Query:
Sbijct:
putative
Query:

Shijct:

pumilio/Mpt5

4751

18609
family RN> 430

4805

18549

putative pumilio/Mpt5 family RN> 450

Query:
Sbijct:
putative
Query:

Shijct:
putative

pumilio/Mpt5

pumilioc/Mpts

4865

18489
family RN> 470

4925

18429
family RN> 490

http://www.ncbi.nlm nih gov/blast/bl2seq/wblast2.cgt

aactattaﬂccattaaatcragctcLagcttc atgatggctaaccaacttggaactaat
PEE LI 0 e e e e e e e e e e
aacaattatggattaaatccagctgtagcttctatgatggctaaccaacttggaactaat
N NY G L NUPAV A S MMMAMAMANUZGQTLG TN

aactattctccaatgtatgaaaatgcttctgec-~-ca—-~—-ctttgggatattctgcaatg
PEETEEEEEE e prerrere e et rl Pt teerr et
aactattctccagtgtatgaaaatgcttctgecagecatctgectatgggatttictggaatyg
N Y s PV Y ENWASAASAMGU F S G M

gactccagacttcatggtggaagttttgtttcttctggtcaaaacctcectctgaatcacga
R RN R R R AR AR RN R AR AR AR AN

gattccagacttcatggtggaggttatgtatcatctggtcaaaacctctctgaatcacgt
D ¢ R L H G G Y v £ ¢ 6 ¢ N L s E & R

aatattggcagggtcggtaatcgaatgatggaaggaggtacgggtcaccegtcacatctt
R R RN R N N N N RN RN N

aatcttggcagattcagtaatcgaatgatgggaggaggtactggtcttcagtcacatatg
N L G R F S NI RMMGGG T G L Q S H M

gcagacccgatgtatcatcagtatge 4950
PEEEE LD el
gcagatccaatgtatcatcagtatge 18404
N D P MY H Q Y A

107

4410

18965

4530

18845

4647

18725

4750

18610

4804

18550

4924

18430

4/8/2002



108

score = 264 bits (137), kxpect = te-67
Identities = 246/283 (86%), Gaps = 12/283 (4%)
Strand = Plus / Minus

Query: 6988 caatgtctctaagtgg--ttgttcttatatgcagagaggagaatggetttgcagtcatta 7045
AR AR N A R R R AR A R A RN N R A R N
Sbhjct: 16346 caatgtctctaagtgggttttttctcatatacagagaggaggatggctttgcagtcecta 16287
putative pumilio/Mpt5 family RN> 16346 ~~aammsmnssnmsm s sssnisvsssenss . ROR M A L QS0 L
Query: 7046 ccccagcectotggtggegtaaggccgeaagtgttgtacagettaactagggtggatgget 7105
PEUEErrer e e e e v e e e e e e e et
Sbjct: 16286 acccagcctcagatggcgtaaggccgcaaqtgttgtacagcttaactagggtggatggct 16227
putative pumilio/Mpt5 family RN> 967 T Q P Q M
Query: 7106 ctgccataacgttttgagaattaggtaagatctaaacc---aaaaatctgecggagaaata 7162
PEEEEE et r e e et e Loy el
Sbjct: 16226 ctgccatagcgttttgagaattaggtaasaatctaaaccggaaataatctgecgggaaaatt 16167
Query: 7163 atgagagagagctttgttttgttctocgcaaaatctgt-acattgtgtagtttcttaccg 7221
RN PEUEE DT b Rrer v et neet |
Shict: 16166 gtgaaggagagctttgtt-—-ttctctgc-aaatctgtaaaattgtgtagttgottacgg 16111
Query: 7222 ttttgactatacatagaaccaaagatccc-ccttaggctgaty 7263
IR TR e e e b et
Sbjct: 16110 tttt-tctatacatagaaccaaacatcccactttaggctgatg 16069
Score = 231 bits (120), kxpect = 4e-57

Identities = 136/144 (94%)
Strand = Plus / Minus

Query: 5700 agagattcctggatgttgcttatcttectacagttetttgagcatggacteccaccacag 5759
FEVTETTEEET T VD PR e e e bbb e e
Sbjct: 17695 agagattcctgaattttgcttatcttcctacagttcetttgagecatggacteccaccacag 17636
putative pumilio/Mpt5 family RN> 691 AR A A A e BOOFORH G LOPOPQ
Query: 5760 agaagagaattgggagagaaactcattgacaatgttttgcctcttagcttacagatgtat 5819
UV ETIIE e bei e S bbb e e erd
Sbict: 17635 agaagagaattggcagataaactctttgacaatgttttgcctcttagectacagatgtat 17576
putative pumilio/Mpt5 family RN> 700 R R E L A D XK L F DNV L P L S L @MY
Query: 5820 ggttgtcgtgtcatccagaaggta 5843
PEPTTIRRTIE ottt
Sbhjct: 17575 ggttgtcgtgttattcagaaggta 17552
putative pumilio/Mpt5 family RN> 720 G C R V I Q K ~~
Score = 112 bits (58), Expect = 3e-21

ldentities = 101/120 (84%), Gaps = Y/120 (/%)
Strand = Plus / Minus

oe)
Query: 3887 tttgaggctggaaaacctggtgcttctgettctgagtgggatgectaatggattgattggt 3946
PECETUE 00 0y b by et b e bbb e e
Shict: 19567 tttgaggttgagaaaactagtgcttcttcttctgaatgggatgctaatggattgatcggt 19508
putative pumilio/Mpt5 family RN> 171 F E V E K T $§ AN & & § E W AN G L I
Query: 3947 ttg--m--———— ggacttggaggcaagcagaagagttttgotgatatctttcaggttagt 3997
1] R RN AR RN R RN N RN R AR AN A NN
Shjct: 19507 ttgccgggtttggggattggaggcaagcagaagagttttgctgatatctttcaqgttggt 19448
putative pumilio/Mpt5 family RN> 191 L L G I G G K Q K S F A D I F Q ~vvvan
CPU time: 1.61 user secs. 0.05 sys. secs 1.66 total secs.

http://www.ncbi.nlm.nih. gov/blast/bl2seq/whlast2.cgi 4/8/2002
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Lambda K H

1.33 0.621 1.12
Gapped
Lambda K H

1.33 0.621 1.12

Matrix: blastn matrix:1l -2

Gap Penalties: Existence: 5, Extension: 2
Number of Hits to DB: 52

Number of Sequences: O

Number of extensions: b2

Number of successful extensions: 32
Number of seguences better than 10.0: 1
length of guery: 3866

length of database: 5,162,042,083
effective HSP length: 26

effective length of guery: 3840

effective length of database: 5,156,210,751
effective search space: 19799849283840

effective search space used: 18799842283840
T: 0O
A: 30

X1: 6 (11.5 bits)
X2: 26 (50.0 bits)
S1l: 12 (23.8 bits)
S2: 21 (41.1 bits)

http://www.ncbi.nlm nih.gov/blast/bl2seq/whlast2.cgt 4/8/2002
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