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RESUMO

Recentemente, uma analise por “macroarray” identificou um gene
preferencial de estigmas/estiletes de Nicotiana tabacum, codificando uma pectina
acetilesterase (Quiapim, 2005; Quiapim et al., 2009), o qual foi denominado N{PAE1
(Nicotiana tabacum pectin acetylesterase 1). A andlise por RT-PCR em tempo real,
feita com RNA dos diferentes 6rgaos vegetativos e reprodutivos da planta, confirmou
que este gene € especifico de pistilo, com maior expressdo nos estigmas/estiletes
(Quiapim, 2005). O nivel de expressdo do gene NIPAE1 nos estigmas/estiletes e
ovarios, durante os 12 estagios do desenvolvimento floral, foi analisado e mostrou que
0S maiores niveis de expressdo ocorrem nos estagios desenvolvimentais tardios,
proximos da antese. Experimentos de hibridizagao “in situ” demonstraram que NtPAE1
€ expresso nos tecidos especializados do estigma/estilete, atravessados pelo tubo
polinico durante seu crescimento em diregdo ao ovario. Nos estagios tardios do
desenvolvimento floral, estes tecidos diminuem a adesao celular e formam espagos
intercelulares, que sao preenchidos pelo exudato. As pectinas da parede celular
funcionam como moléculas de adesao e pectinases podem ter um papel na formagao
dos espagos intercelulares nos tecidos do pistilo. Para compreender melhor a fungao
do gene NPAE1 no processo reprodutivo, foram produzidas plantas transgénicas
superexpressando e silenciando este gene. Dentre 15 plantas independentes de
superexpressao, 2 plantas transgénicas (PAESp 8.1 e PAESp 10.1) apresentaram
flores de tamanho menor e com pistilos aparentemente mais finos, em comparagao
com as flores da planta selvagem (SR1). De 8 plantas de silenciamento (RNAI)
obtidas, apenas a planta transgénica (PAERi 16.2) com 0 menor nivel de expressao de
NtPAE1 apresentou flores mais robustas e firmes, caracterizando um fendtipo
diferenciado da planta selvagem. Além das diferencas morfologicas, esta planta é
estéril e incapaz de produzir frutos. A autopolinizagdo controlada desta planta
transgénica néo resultou na formagao de frutos e seu polen ndo foi capaz de produzir
frutos em plantas selvagens. Por outro lado, polinizagbes com polen da planta
selvagem SR1 em pistilos da planta transgénica (PAERi16.2) produziram frutos, mas
evidenciaram um retardo no crescimento do tubo polinico quando comparado com a

autopolinizagcdo de SR1. Estudos por microscopia de fluorescéncia e microscopia



eletrbnica de varredura demonstraram alteragbes morfolégicas no polen da planta
PAERi16.2. Embora o mecanismo preciso, responsavel pela alteragdo fenotipica do
pblen da planta transgénica, ndo seja conhecido, é possivel inferir que o silenciamento
da PAE tenha afetado o desenvolvimento adequado dos gréos de poblen.
Adicionalmente, os estigmas/estiletes da planta PAERi 16.2, no estagio 11 do
desenvolvimento floral, quando corados com vermelho de ruténio, demonstraram
maior presenca de pectinas no tecido transmissor do estilete, enquanto que os
estigmas/estiletes da planta PAESp 8.1 mostraram reducdo das pectinas, quando
comparados com os estigmas/estiletes de SR1. Os resultados obtidos apdiam a
hipétese de que o gene NtPAE1 apresenta um papel na regulagdo da degradacao de
pectina nos tecidos especializados do pistilo, contribuindo para a formagao de espacos
intercelulares e facilitando o crescimento do tubo polinico.

Para compreender o processo evolutivo do gene para PAE em diferentes
espécies de Nicotiana, foram feitas amplificagdes da seqUéncia correspondente ao
gene NIPAE1 a partir do DNA genémico de N. sylvestris, N. tabacum, N.
tomentosiformis, N. otophora e N. alata, utilizando “primers” para regidées conservadas.
Foram realizadas comparag¢des entre as sequéncias utilizando o programa HYPHY,
considerando Solanum lycopersicum como grupo externo. Os resultados mostraram
uma grande similaridade entre as sequéncias das diferentes espécies de Nicotiana.
Esta conservagdo de sequéncia durante a evolugdo pode ser vista como um forte

indicativo de que a enzima PAE possui uma grande importancia funcional.



ABSTRACT

Recently, a macroarray analysis has identified a gene preferentially
expressed in Nicotiana tabacum stigmas/styles encoding a pectin acetyl esterase
(Quiapim, 2005; Quiapim et al., 2009), which was denominated N{PAE1 (Nicotiana
tabacum pectin acetylesterase 1). The analysis by real time RT-PCR with RNA from
different vegetative and reproductive organs has confirmed its pistil-specific
expression, and higher expression levels at stigmas/styles (Quiapim, 2005). The
expression of the NIPAE1 gene was examined in stigmas/styles and ovaries at the 12
flower developmental stages and has shown that the higher expression levels occur at
the later stages towards anthesis. In situ hybridization experiments have demonstrated
that NIPAE1 is expressed at the stigmas/styles specialized tissues, through which the
pollen tubes grow on the way to the ovary. In the later flower developmental stages,
there is a decrease in cellular adhesion at the stigma/style specialized tissues and the
formation of intercellular spaces filled by the exudate. Pectins from the cell wall work as
adhesion molecules and pectinases may have a role in the formation of the intercellular
spaces at the pistillar tissues. To have a better understanding of the NIPAE1 role in the
reproductive process, transgenic plants overexpressing and silencing this gene were
produced. Among 15 independent overexpression plants, 2 transgenic plants (PAESp
8.1 and PAESp 10.1) had smaller flowers with thinner pistils in comparison to the wild-
type plant SR1. From 8 silencing (RNAI) transgenic plants obtained, only the one
(PAERI 16.2) with the lowest NIPAE1 expression level had tougher and firmer flowers,
with a phenotype differentiated from the wild-type plant. Besides the morphological
differences, this plant was sterile and unable to produce fruits. The controlled self-
pollination of this transgenic plant did not result in fruit formation and its pollen was
incapable to produce fruits in wild-type plants. On the other hand, pollinations with wild-
type SR1 pollen in pistils of the PAERIi16.2 transgenic plant have produced fruits, but
showed a delay in pollen tube growth when compared to self-pollinations in SR1.
Studies by fluorescence and scanning electron microscopy have demonstrated
morphological alterations in the PAERIi16.2 pollen. Despite the fact that the precise

mechanism responsible for the phenotypical alterations is not known, it is possible to



infer that the PAE silencing has affected the adequate development of pollen grains.
Additionally, the stage 11 stigmas/styles from the PAERI 16.2 plant were stained with
ruthenium red and demonstrated the presence of more pectins in the stylar transmitting
tissue, while the stigmas/styles of the PAESp 8.1 plant showed a reduction in pectins
when compared to SR1 stigmas/styles. The results obtained support the hypothesis
that the NIPAE1 gene has a role in the regulation of pectin degradation in the pistillar
specialized tissues, contributing to the formation of the intercellular spaces and
facilitating the pollen tube growth.

To understand the evolutive process of the gene encoding PAE in different
Nicotiana species, sequences corresponding to the NtPAE1 gene were amplified from
genomic DNA of N. sylvestris, N. tabacum, N. tomentosiformis, N. otophora and N.
alata, using primers for the conserved regions. Sequence comparisons were performed
using the HYPHY program, considering Solanum lycopersicum as an external group.
The results have shown high similarity among the sequences of the different Nicotiana
species. This sequence conservation during evolution points toward a very important

function for the PAE enzyme.



1. INTRODUCAO

1.1. Areproducao sexuada em angiospermas

A reproducao é uma das etapas mais importante no ciclo de vida de todos os
organismos. Em angiospermas, as flores sdo responsaveis pela reproducao sexual que
envolve a polinizacdo e, posteriormente, a fertilizagdo. O processo de polinizacéao
cruzada assegura a manutencdo das espécies e também é um meio de aumentar a
diversidade genética e, assim, o potencial de adaptacdo a novos ambientes (Sanchez et
al., 2004).

Os érgaos florais podem ser reunidos em estéreis e de reproducao. As sépalas
e pétalas constituem, respectivamente, o célice e a corola, sendo ambos estéreis. Os
estames e carpelos compéem as partes florais reprodutivas. O conjunto de estames,
denominado androceu, representa a parte masculina da flor (Mauseth, 2003). Cada
estame € composto por uma antera (onde os gametéfitos masculinos séo formados)
presa a um filete. O conjunto de carpelos, que constitui a parte feminina da flor, é
chamado de gineceu. A juncdo de dois ou mais carpelos € denominada de pistilo
(Sanchez et al., 2004). O pistilo € geralmente diferenciado em uma porc¢ao inferior fértil, o
ovario, que envolve os gametofitos femininos (6vulos), e em uma porgao superior estéril,
o estilete, sendo frequentemente diferenciada em uma regido apical mais ou menos

alargada denominada estigma (Mauseth, 2003).

Diferentes graos de pélen sédo carregados para o estigma através de insetos,
vento, dgua ou por contato direto entre a abertura da antera e o estigma. O sucesso do
processo de polinizagdo depende da adesédo desses graos de pdélen na superficie do
estigma e estes, quando compativeis, hidratam e germinam, emitindo o tubo polinico
(Wilhelm e Preuss, 1999). Durante a germinagdo e elongacédo do tubo, as células
espermaticas e o nucleo vegetativo sdo transportados para dentro do tubo polinico, o
qual cresce entre os espacgos intercelulares dos tecidos especializados do pistilo em
direcdo ao ovario. O tubo polinico transporta as duas células espermaticas até o saco
embrionario (Preuss, 2002), sendo que uma célula se funde com a oosfera, para originar

0 zigoto 2n, e a outra se une aos nucleos polares, originando o endosperma tripléide.



Esta unido, dos gametas masculino e feminino, caracteriza a dupla fertilizacdo (Tsao e
Linskens, 1986).

A reproducdo sexual de plantas depende de interagdes especificas entre os
graos-de-pdlen e o pistilo, sendo que este Uultimo, e principalmente os tecidos
especializados do estigma e estilete, tém o papel de reconhecer e selecionar os gametas
masculinos, sendo decisivos na determinacdo do genétipo dos futuros embrides e
plantas (Linskens, 1983; Steinmetz et al, 1992). Portanto, o estudo do pistilo € de

extrema importancia na biologia da reproducgao.

1.2. Estruturas reprodutivas femininas de Nicotiana tabacum

O pistilo de Nicotiana tabacum é formado pela fusdo de dois carpelos (Bell e
Hicks, 1976) e pode ser dividido em trés partes: o estigma, o estilete e o ovério.

O estigma, responsavel pela captura e germinacao dos graos de pélen (Esau,
1974), é bilobado e sua superficie € formada por uma epiderme com células papilares
esparsamente distribuidas. Na maturidade, o estigma fica coberto por um exudato, o qual
caracteriza a espécie como sendo de estigma umido (Bell e Hicks, 1976). Nas espécies
de estigma umido, a captura do polen através da secrecdo estigmatica (exudato) nao €
especifica, e a hidratacéo parece ser passiva e grandemente nao regulada (Swanson et
al., 2004). Estruturalmente, consiste de duas zonas diferenciadas: 1) uma zona
glandular, formada por células papilares na parte superior, e logo abaixo, formada por
duas a trés camadas de células basais; a qual foi denominada zona secretéria do
estigma e 2) uma zona nao secretora, formada por camadas de células parenquimaticas
que dao suporte a zona secretdria.

O estilete é uma estrutura que liga o estigma ao ovario, formando uma haste
alongada que serve de passagem para os tubos polinicos em diregdo ao évulo. Em
Nicotiana tabacum, a zona secretéria do estigma converge no estilete, de tipo sdlido,
como uma regido central de tecido transmissor, circundado pelo cértex parenquimatoso e
pela epiderme (Kandasamy e Kristen, 1987; Kandasamy et al., 1990). H& autores, como
Bell e Hicks (1976), que se referem a zona secretdria como o tecido transmissor do
estigma. No estilete sélido, o tubo polinico cresce entre os espacos intercelulares do

tecido transmissor para atingir o gametéfito feminino, sugerindo sua importancia como



guia (Wilhelmi e Preuss 1996, 1997; Jauh et al. 1997) e/ou meio nutritivo para
crescimento do tubo (Wu et al. 1995; Lind et al. 1996; Lush et al., 2000).

As células do tecido transmissor sdo alongadas e secretam um fluido
proteinaceo que forma a matriz, sendo importante para a nutricdo, reconhecimento e
direcionamento do tubo polinico (Cheung, 1996). A matriz é composta de uma mistura
complexa de proteinas como arabinogalactanas ricas em prolina (Cheung et al., 1993,
1995; Wu et al., 1995), proteinas similares a extensinas (Goldman et al., 1992; Chen et
al., 1992; de Graaf et al., 2000), proteinas taumatinas (Kuboyama, 1998), proteina beta-
glucanase (Sessa et al., 1995). Os tubos polinicos crescem do estigma em direcdo ao
ovario, atravessando esta matriz e, portanto, muitas destas proteinas devem estar

envolvidas com nutricdo e direcionamento dos mesmos.

Na porcao inferior do pistilo ha uma estrutura fértil, conhecida como ovario,
que além de conter os 6vulos, se diferencia em um fruto apos a fertilizacéo (Esau, 1997).
O ovario de N. tabacum é formado por dois l6culos, sendo que cada léculo contém mais
de 1000 6vulos (Huang e Russel, 1992).

PAPILA ESTIGMATICA
ZONA SECRETORIA
PARENQUIMA

TECIDO
TRANSMISSOR

CORTEX

TECIDO
VASCULAR

EPIDERME

EPIDERME DO
LOcuLo-

ovuLo

EPIDERME DA
PLACENTA

LdcuLo

Figura 1: Esquema da morfologia do pistilo de Nicotiana tabacum, discriminando as diferentes
estruturas do estigma, estilete e ovéario (Kandasamy et al., 1990).



1.3. Importancia do pistilo na reproducao

No processo de reproducdo, o pistilo exerce duas fungbdes principais: a
producéo do gametéfito feminino (ou saco embrionario) no ovario e a discriminagéo entre
os diferentes tipos de graos de pdlen na superficie do estigma e/ou na porgéo inicial do
estilete (Cornish et al., 1988).

O processo de selecédo dos graos de podlen se caracteriza pela habilidade do
pistilo de determinar se aceita ou se rejeita um determinado grdo de pdlen (Linskens,
1986; Wilhelm e Preuss, 1999). Os mecanismos fisioldgicos envolvidos na rejeicao
podem ser: interespecifico (incongruidade) ou intraespecifico (auto-incompatibilidade). O
mecanismo interespecifico evita a germinacdo e a formagdo dos tubos polinicos
funcionais em pistilos de outras espécies (Linskens, 1986).

Como a maioria das angiospermas é hermafrodita, a autopolinizagdo é sempre
uma possibilidade (Hiscock e Allen, 2008). Entretanto, muitas angiospermas possuem o
sistema genético de auto-incompatibilidade (Hiscock e Allen, 2008). Neste mecanismo, o
pistilo reconhece o pdlen da prépria planta, impedindo-o de germinar e crescer dentro do
tecido do estilete (Linskens, 1986). A auto-incompatibilidade é frequentemente controlada
por um unico locus altamente polimoérfico, S, que interfere na interacao pélen-pistilo. O
reconhecimento e a rejeicdo do pdlen sdo orquestrados por no minimo dois diferentes
genes nao recombinantes para o locus S, controlando a identidade do pdlen e a
identidade do pistilo, respectivamente (Hiscock e Allen, 2008). Isto ndo so previne a auto-
fertilizacdo, como também previne a fertilizacdo entre diferentes individuos que
compartiham o mesmo haplétipo S, uma caracteristica que tem conseqiéncias
importantes na geragao de variabilidade dentro da populagédo (Hiscock e Allen, 2008).
Estudos de auto-incompatibilidade tém descrito genes especificos que produzem
moléculas capazes de reconhecer o polen e rejeitar aquele que € incompativel (Foote et
al., 1994; Li et al., 1994; Nasrallah et al., 1994; Stone et al., 2003; Bosch e Franklin-Tong,
2008).

Outras fungdes do pistilo séo relevantes para que haja sucesso na reprodugao.
Estas fungdes comegam quando ocorre a transferéncia dos graos de pélen compativeis
até a superficie receptiva do estigma, favorecendo sua adesédo e o prolongamento do

tubo polinico, dentro do tecido transmissor do estilete, até o saco embrionario (Van Eldik



et al, 1997). Os tecidos especializados do pistilo exercem fungbées também no
direcionamento, nutricido e protecdo dos tubos polinicos. O direcionamento do tubo
polinico € determinado pela morfologia do estigma, do tecido transmissor e do ovario
(Gasser et al., 1993; Hulskamp et al., 1995). Quando o pistilo estd maduro, as células da
zona secretéria do estigma encontram-se separadas por grandes lacunas intercelulares,
preenchidas por uma secre¢ao heterogénea, o exudato, composto por polissacarideos,
proteinas € uma grande quantidade de lipideos (Kandasamy e Kristen, 1987). A
presenca do exudato também é importante para o crescimento direcional do tubo polinico
(Goldman et al., 1994) e a proposta de que componentes presentes no tecido
transmissor agem na adesao ja tem sido demonstrada (Jauh et al., 1997; Park et al.,
2000 e Mollet et al., 2000).

Em algumas plantas (p.ex. lirio), moléculas de adesdo presentes no estilete,
como pectina de baixa esterificagdo e adesinas de baixo peso molecular, rica em
residuos de cisteina (denominadas SCA — stigma/style cysteine-rich adhesin), sao
necessarias para induzir adesao do tubo polinico a matriz extracelular (Lord, 2000; Mollet
et al., 2000).

Em estigmas e estiletes, provavelmente sdo necessarias enzimas para facilitar
a entrada do tubo polinico na matriz extracelular do tecido transmissor, produzindo
canais longitudinais onde grandes quantidades de exudato se acumulam e através dos
quais os tubos crescem (Dumas et al., 1978; Janson et al., 1994). Muitas enzimas tém
sido descritas no pdlen, como cutinase (Hiscock et al, 1994), poligalacturonase
(Dearnaley e Daggard, 2001), pectina metilesterase (Mu et al., 1994; Wakeley et al.,
1998; Futamura et al., 2000; Li et al., 2002; Lacoux et al., 2003; Bosch et al., 2006; Tian
et al., 2006), glucanase (Kotake et al., 2000; Doblin et al., 2001), endoxilanase (Bih et al.,
1999) e pectato liase (Wing et al., 1989; Wu et al., 1996; Kulikauskas e McCornick,1997).
Entretanto, pouco se sabe sobre a expressao destas enzimas no pistilo.

1.4. A parede celular e as pectinas

A parede celular vegetal foi, por muito tempo, considerada estruturalmente
inerte e acreditava-se que sua funcao era limitada a suporte e protecdo. Estudos mais

recentes apontam a parede celular com fungbes envolvidas na comunicagao celular



(Carpita e Gibeaut, 1993; Roberts, 1994; Schindler, 1998), no crescimento e
desenvolvimento celular e na interacdo com o meio (McCann et al. 2001). Além disso,
executa papéis importantes nas atividades fisiolégica e patolégica da planta (Shevchik e
Hugouvieux-Cotte-Pattat, 2003).

A parede celular da planta é composta de celulose, hemicelulose e pectinas
(Figura 2). A combinagdo de pectina com a celulose e hemicelulose por ligagdes
covalentes da origem a protopectina, que é insoluvel em &gua, mas facilmente

decomposta por solu¢des acidas liberando a pectina (Penna, 2002).

Lamela
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Figura 2: Representacdo da estrutura da parede celular composta de celulose,
hemicelulose e pectinas. Em rosa, destacam-se as pectinas situadas na parede celular

primdria, principalmente na lamela média.

Pectina é um nome derivado da palavra grega “pectos”, que significa
gelatinado ou solidificado. H& aproximadamente 200 anos atrds, o cientista Vauquelin
descobriu a existéncia das pectinas em sucos de fruta. Em 1824, Branconnot
continuando as pesquisas de Vauquelin, denominou a substancia que formava gel de
acido péctico. Smolenski, em 1924, foi o primeiro a definir pectina como um polimero do
acido galacturénico. Em 1930, Meyer e Mark descobriram a formagdo em cadeia da

molécula de pectina e, sete anos depois, Schneider e Bock estabeleceram sua férmula.



As pectinas constituem um grupo altamente heterogéneo de
polissacarideos de estrutura coloidal complexa, localizadas na parede celular
primdria, presentes em maior concentracdo na lamela média. A lamela média é a
camada intercelular mais externa da parede celular, responsavel pela aderéncia de
duas células adjacentes (Van Buren, 1991). A estrutura quimica da pectina €
constituida de uma cadeia linear de unidades repetidas de acido D-galacturénico,
ligadas covalentemente por ligagdes a (1,4), onde os grupos carboxilicos podem ser

metil e/ou acetil esterificados em diferentes extensoes.

Devido as suas propriedades de gel, para a arquitetura, forca mecanica,
controle da porosidade e estado idnico da parede celular, as pectinas sao
consideradas moléculas de adesédo entre as células, como avaliado por coloragéo e
imunolocalizacdo (Liners et al, 1994; Knox, 1997; Willats et al, 1999), dados
bioquimicos (Fry, 1988; Satoh, 1998), e alguns estudos genéticos (Sinha e Lynch,
1998), incluindo a observacdo de mutantes que possuem alteragbes na sintese,
deposicao ou degradacao deste polissacarideo (Rhee e Sommerville, 1998; Shevell
et al., 2000, lwai et al., 2002).

A pectina é um material polimérico com grupos carboxilicos esterificados
com metanol e pode ser dividido em duas regides: uma “regido lisa” (“smooth region”)
e uma “regiao cabeluda” (“hairy region”) (Yadav et al., 2009). O grau de esterificacao,
que é usado como critério de classificacdo das pectinas, € a medida da propor¢ao
dos grupos de &cido galacturénico metilados em relagdo ao total de grupos de &cido
galacturdnico presentes na molécula de pectina (Bocheck et al., 2001; Penna, 2002,
Mesbahi et al., 2005). As pectinas sdo formadas por trés principais polissacarideos
modificados (Figura 3), homogalacturonano (HG), ramnogalacturonano | (RG-I) e
ramnogalacturonano Il (RG-II) (Willats et al., 2006). Esses trés polissacarideos
formam uma rede, a qual tem um consideravel potencial para a modulagcado desta
estrutura pela acao das enzimas que degradam a parede celular (Yadav et al., 2009).

Homogalacturonanos (HG) séo polimeros constituidos por longas cadeias
de unidades de acido galacturdnico em ligagdo a-(1,4), que podem estar parcialmente
esterificadas, razdo pela qual sdo mais resistentes a hidrélise. Unidades de ramnose

podem ser encontradas ocasionalmente no polimero homogalacturonano (Brett e



Waldron, 1996; Buchanan et al., 2000; Willats et al., 2006). HG é sintetizado no
complexo de Golgi pelas enzimas galacturonosiltransferase e torna-se
metilesterificado no mesmo compartimento (Micheli, 2001; Sterling et al., 2006) e,
subsequentemente, € liberado para o espago extracelular por vesiculas secretoras
(Réckel et al., 2008). Ramnogalacturonano | (RG-1) é o segundo polissacarideo mais
importante das pectinas. Sua cadeia consiste da repeticdo de unidades de
dissacarideos de acido galacturbnico e ramnose, apresentando cadeias laterais
formadas por diferentes agucares, principalmente arabinose e galactose, ligados
diretamente as unidades de ramnose (Carpita e Gibeaut, 1993; Buchanan et al.,
2000). Ramnogalacturonano Il (RG-1l) € um polissacarideo péctico complexo, de
baixa massa molar, formado por acido galacturénico, ramnose, galactose e alguns
acucares raros como apiose, acido acérico, Dha, Kdo, 2-O-Me-Fuc e 2-O-Me-Xyl
(Vidal et al., 2000; Buchanan et al., 2000; Gulfi et al., 2007). Em contraste, a RG-l
possui uma estrutura altamente conservada (Willats et al., 2006).

Acreditava-se que a estrutura principal da pectina era formada pelos
homogalacturonanos, com ligacbes simples chamadas “regides lisas” (“smooth
region”) e as ramnogalacturonanos com ramificagdes contendo varios acucares,
chamadas de “regides em cabeleira” (“hairy region”), como mostrado na Figura 3A.
Entretanto, mais recentemente uma estrutura alternativa foi proposta por alguns
pesquisadores, na qual HG pode ser considerado como uma cadeia lateral do RG |
(Figura 3B), o que causou grande impacto nos estudos de estrutura fina das pectinas
(Vincken et al., 2003; Willats et al., 2006).

As pectinas sdao polimeros complexos e estruturalmente diversos. A
estrutura fina das pectinas pode ser extremamente heterogénea entre as plantas,
entre os tecidos e até mesmo em uma parede celular. O tamanho das cadeias pode
variar consideravelmente e a composi¢dao dos agucares da RG-I pode ser altamente
heterogénea. Os acguUcares neutros estdo presentes como cadeias laterais em
diferentes quantidades, dependendo da fonte de pectina e do método de extracao
utilizado (Kjoniksen et al., 2005).
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Figura 3: Representacdo esquemética da estrutura convencional (A) e da alternativa

recentemente proposta (B) das pectinas (Willats et al., 2006).

Em vérias espécies de plantas (Nicotiana tabacum, Nicotiana alata, Petunia
hibrida, Jasminum humile e Zea mays), ocorre uma deposi¢cao periddica anular de
pectinas na parede do tubo polinico (Li et al., 1994) e este fato é um aspecto
taxon6mico que reflete a evolugéo das plantas (Stepka et al., 2000).

Na reprodugdo de plantas, a importancia no controle da sintese e
degradacao de pectinas tem sido sugerida. Perturbagdo na sintese de pectina, em
tecidos “in planta” e “in vitro”, causam um grande enfraquecimento das adesdes
intercelulares (lwai et al., 2002). Durante o processo de elongagado do tubo polinico,
as pectinas sao polimerizadas, metil-esterificadas e tém parte das cadeias



modificadas dentro do complexo de Golgi, sendo transportadas das vesiculas
derivadas do Golgi para a extremidade do pdlen (Li et al., 1995; Sterling et al., 2001).
O processo de germinagao do tubo polinico envolve mudancgas na parede celular que
facilitam a formacao e o crescimento do tubo (Suarez-Cervera et al., 2002). Varios
estudos de transcriptoma tém mostrado genes que codificam proteinas relacionadas
a regulacao e biossintese da parede celular, sendo altamente expressos no pdélen de
Arabidopsis (Becker et al., 2003; Honys e Twell, 2003; Pina et al., 2005), refletindo a
importancia da remodelagem da parede celular no processo do crescimento do tubo
polinico. Véarios estudos tém mostrado que a composicao e a configuracéo da parede
celular do tubo polinico tém sido implicadas no desenvolvimento de espagos
intercelulares (Jarvis et al., 2003) e no crescimento do tubo polinico (Taylor e Hepler,
1997; Mollet et al., 2000).

Como ja mencionado acima, a adesao entre o tubo polinico e as células do
tecido transmissor em Lilium longiflorum parece ser dependente de uma pectina com
baixa esterificacdo (Mollet et al., 2000). Bush e McCann (1999) sugeriram que o grau
de esterificagdo das pectinas pode ser um fator de regulagdo da adesao célula-célula.

A estrutura complicada das pectinas e a retengcdo de um grande namero de
genes necessarios para sintetizar e modificar a estrutura das pectinas, pelas plantas,
sugere que elas possuam multiplas fungbes no crescimento e desenvolvimento das
plantas (Ridley et al., 2001).

1.5. As pectinases e suas funcoes

Durante o crescimento e desenvolvimento da planta as pectinas podem ser
degradadas e modificadas pela acdo combinada de varias enzimas enddgenas,
conhecidas como pectinases, tais como: pectina esterase (EC 3.1.1.11), também
denominada de pectina metilesterase (PME) e pectina acetilesterase (PAE — EC
3.1.1.6), pectina liase (PNL), pectato liase (PL) e poligalacturonase (PG) (Novoa de
Armas et al., 2002). Essas enzimas desempenham importante papel no crescimento
da planta, amadurecimento do fruto e na modificacdo da biomassa (Linko et al., 1989;
Walsh e Headon, 1994; Said e Pietro, 2004).



As enzimas sdao classificadas de acordo com o modo de acéao (hidrélise ou
transeliminagcdo) e preferéncia pelo substrato (pectina ou &cido péctico) (Tabela 1).
Uma subclasse de enzimas envolvidas na degradacdo da ‘“regido lisa”
(homogalacturonano) inclui as enzimas de desesterificagdo, pectina metil esterase
(PME) e pectina acetilesterase (PAE) (Yadav et al., 2009). A outra subclasse é a das
despolimerases, que clivam as ligagdes (a-1,4) por hidrolise (poligalacturonases) ou
pelo mecanismo de transeliminagcdo (pectato liase - PL e pectina liase - PNL) (Said e
Pietro, 2004; Yadav et al., 2009).

Tabela 1: Classificacdo das pectinas (Yadav et al., 2009).

Tipo de pectinases n2E.C. Substrato Modo de acao Produto

1. Esterases

(a) PME 3.1.1.11  Pectina Hidrélise  Ac. péctico + metanol
(b) PAE 3.1.1.6  Pectina Hidrélise  Ac. péctico + etanol

2. Despolimerases
(a) Hidrolases

(@) Endo PG 3.2.1.15 Ac. péctico Hidrélise Oligogalacturonato

(@”) Exo PG 3.2.1.67 Ac. péctico Hidrélise Monogalacturonato
(b) Liases

(b’) Endo PL 4222 Ac.péctico Transeliminagdo Oligogalacturonato

nao saturado

(b™) Exo PL 4229 Ac.péctico Transeliminacdo Digalacturonato
ndo saturado

(b™) Endo PNL 42210 Pectina Transeliminagdo Metiloligogalacturonato
nao saturado

Durante a maturacdo da parede celular, os &cidos poligalacturénicos
(pectina) sdo desesterificados pela agdo das enzimas pectina metilesterase (PME),
liberando metanol e &cido péctico. A desesterificacdo permite que as cargas

negativas dos &cidos poligalacturénicos se liguem aos ions (ex: célcio), modificando-



os para a forma semi-rigida (gel pectato), alterando as propriedades fisicas da parede
celular (Morris et al., 1982) Desse modo, a PME torna a pectina mais susceptivel a
acao das poligalacturonases e/ou pectato liase (Figura 4). A hidrélise enzimatica
parcial da pectina contribui para que a matriz da parede celular apresente uma

estrutura mais “frouxa” (Said e Pietro, 2004).
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Figura 4: Esquema representativo da agédo das pectinases que atuam sinergicamente na

degradacao de pectina.

Pelloux et al. (2007) demonstraram que as PMEs estdo envolvidas,
diretamente e indiretamente, em diversos processos fisioldgicos associados com o
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da planta. Alguns de seus papéis estao

relacionados com a extensdo e o amaciamento da parede celular (Moustacas et al.,



1991; Al-Qsous et al., 2004), na separagao celular (Wen et al,, 1999; Sobry et al.,
2005;), na germinacao de sementes (Ren e Kermode, 2000), no desenvolvimento de
raiz (Wen et al., 1999) e, no amaciamento de frutos (Brummell e Harpster, 2001).

Estudos levaram a identificagdo de pectina metil esterases (PMEs)
especificas do pdlen e do tubo polinico, indicando que as PMEs podem estar
envolvidas no desenvolvimento do tubo polinico e sua interagdo com os tecidos
florais femininos (Wakeley et al., 1998; Futamura et al., 2000; Li et al., 2002). Varios
genes que codificam PME s&o expressos no pélen de diversas espécies de plantas,
tais como Brassica (Albani et al., 1991), alfafa (Qiu e Erickson, 1995), milho (Wakeley
et al., 1998), planta do fumo (Rogers et al., 2001; Lacoux et al., 2003; Bosch et al.,
2005), Salix (Futurama et al., 2000), Medicago (Rodriguez-Llorente et al., 2004) e
Arabidopsis (Jiang et al., 2005; Pina et al., 2005).

Em Arabidopsis thaliana, foi descrita a caracterizacdao de uma mutagao no
gene VANGUARD1, que codifica uma PME especifica de grao de pdlen e tubo
polinico (Jiang et al., 2005). Esta mutagc&o ndo afetou o crescimento do tubo polinico
nas células estigmaticas, mas reduziu o crescimento do tubo no tecido transmissor do
estilete, ocasionando uma reducgao na fertilidade (Jiang et al., 2005).

O gene AIPPME1 (At1g69940), codificando uma PME especifica do pélen,
foi identificado (Tian et al., 2006). A perda da atividade deste gene, ocasionado pela
insercdo de um T-DNA, afetou a forma e taxa de crescimento do tubo polinico,
indicando que AfPPME1 é necessario para o crescimento e desenvolvimento do tubo
polinico (Tian et al., 2006). Entretanto, a mutagdo neste gene ndo ocasionou
problemas na fertilidade e na producao de sementes (Tian et al., 2006).

Em Nicotiana tabacum, a mutagao do gene NIPPME1, especifico do pélen,
ocasionou uma leve reducdo do crescimento do tubo polinico “in vivo”, mas a
atividade total de PME no pdlen néao foi significantemente afetada (Bosch et al.,
2006). Em Medicago sativa e Medicago truncatula, oito genes que codificam PMEs
foram isolados, dois deles mostrando uma expressao especifica na flor (Rodriguez-
Llorente et al., 2004).

Inibidores de PMEs, denominados de “Pectin Methylesterase Inhibitor”

(PMEI), podem representar um mecanismo adicional de controle (Camardella et al.,



2000; Giovanne et al., 2004). PMElIs ja foram isoladas a partir de kiwi e Arabidopsis.
A habilidade de duas PMEIs de Arabidopsis, em reduzir a atividade de PME, foi
demonstrada “in vitro” e “in planta” (Wolf et al., 2003; Raiola et al., 2004; Lionetti et
al., 2007).

Recentemente, foram descritas enzimas PMEs, que desesterificam
pectinas no tubo polinico, que sédo co-expressas com diferentes inibidores de PME, o
que aumenta a possibilidade de interacao entre PMEs e PMEIs, que atuam na
regulacao da estabilidade da parede celular no tubo polinico (Réckel et al., 2008). Os
genes AIPPME1 e APMEI2, ambos especificamente expressos no poélen de
Arabidopsis, interagem fisicamente, sendo que o AIPMEI2 inativa o APPME1 “in
vitro” (Réckel et al., 2008).

Também j& foi demonstrado que a atividade das poligalacturonases (PG)
esta associada a maturacao do pélen e ao crescimento do tubo polinico (Pressey e
Reger, 1989; Pressey, 1991). Em tomate, foi demonstrado que os genes para PG,
TAPG1 e TAPG4, sdo expressos nos pistilos de flores maduras (Hong e Tucker,
2000). Em Brassica napus, foi identificada a expressdo do gene PG no
desenvolvimento de anteras e altos niveis de transcritos de PG no pélen maduro
(Robert et al., 1993; Hong et al., 1997). Outros estudos nesta espécie demonstraram
que estas enzimas podem também atuar na modificacdo da parede nos tecidos do
pistilo (Dearnaley e Daggard, 2001).

Sequéncias codificando pectato liase (PL) em plantas superiores foram
primeiramente relatadas como expressas especificamente em pdlen de tomate (Wing
et al., 1989). Em 1990, Budelier et al. descreveram a identificacdo de um gene
denominado MON9612, especificamente expresso no tecido transmissor do estilete
de tomate. Hoje se sabe que este gene codifica uma pectato liase (PL). Desde entéo,
muitas outras sequéncias similares tém sido identificadas como expressas no polen,
anteras e pistilos (Marin-Rodrigues et al., 2002). Taniguchi et al. (1995) e Wu et al.
(1996) sugeriram fungdes para PL no pélen, que inclui a perda inicial da parede
celular do pdélen para capacitar a germinagao e o crescimento do tubo polinico e, a
quebra da parede celular do tecido transmissor do estilete, facilitando a penetracéo

do tubo polinico.



Em bananas, a expressdo de dois genes distintos para pectato liase (PL)
(Pel | e Pel Il), foi detectada durante o amadurecimento de frutos (Marin-Rodriguez,
2003). Em 2002, a supressdo de um gene PL manipulado em morangos
transgénicos, durante o amadurecimento do fruto, resultou em frutos
significantemente mais firmes (Jiménez-Bermudez et al., 2002).

Como ja descrito acima, a pectina acetilesterase (PAE) é uma das enzimas
que participa da clivagem do polimero de pectina (Linko et al., 1989) quebrando as
ligacbes acetil éster, com formacao de acido péctico e etanol (Said e Pietro, 2004). A
existéncia das ligacbes acetil éster provavelmente tem o papel biolégico de restringir
a despolimerizacdo da pectina pelas outras pectinases. A enzima pectina
acetilesterase (E.C. 3.1.1.6) pode hidrolisar especificamente tais acetil ésteres,
possuindo uma fungao critica na modificagao da parede celular (Breton et al., 1996).
A desacetilacdo pode afetar a solubilizagdo da pectina, tornando-a mais solivel em
agua, por diminuir a hidrofobicidade da estrutura. In vivo, o grau de acetilacdo das
pectinas deve ser um fator estrutural a ser levado em consideracdo no
desenvolvimento das propriedades das paredes celulares (Breton et al., 1996).

A pectina acetilesterase (PAE) tem sido identificada em microorganismos
(Matthew et al, 1990; Shevchik e Hugouvieux-Cotte-Pattat, 2003) e em diversas
plantas, como na casca da laranja (Williamson, 1991), em raizes de Arabidopsis
apds a infeccdo de nematdides (Vercauteren et al.,, 2002), em Vigna radiata (Breton
et al., 1996), no latex de Papaver somniferum L. (Pilatzke-Wunderlich e Nessler,
2001), em cenoura (Stratilova et al., 1998) e em beterraba (Oosterveld et al., 2000).
Breton et al. (1996) identificaram e caracterizaram um cDNA (VPPAE1) que codifica
uma pectina acetilesterase em sementes de Vigna radiata, sugerindo que a atividade
da PAE pode contribuir para a limitagcdo na capacidade de crescimento celular.

Apesar dos relatos sobre a PAE, quase nada se sabe sobre o seu papel

no processo reprodutivo das plantas.

1.6. O gene NIPAE1 (Nicotiana tabacum pectin acetylesterase 1)

A partir de uma biblioteca de cDNA de estigmas/estiletes de Nicotiana

tabacum (daSilva, 2004) foi feito um sequenciamento de um total de 12.480 clones,



gerando 11.216 ESTs de alta qualidade (com qualidade Phred/Phrap = 20) (Quiapim
et al, 2009). ESTs (“Expressed Sequence Tags”), ou etiquetas de sequéncias
expressas, sao feitos a partir do sequenciamento aleatério de clones oriundos de
uma biblioteca de cDNA de um determinado organismo ou 6rgéo de interesse. Dessa
forma, os ESTs representam apenas as sequéncias de DNA que se expressam nas
células, ou seja, que tem participacao direta na sintese de proteinas, as quais sao
responsaveis pelas caracteristicas bioquimicas, fisiologicas e estruturais do tecido
em estudo.

Para a identificacdo de ESTs derivados de um mesmo transcrito, foi
utilizado o programa CAP3 (Huang e Madan, 1999). Esta analise resultou em um
total de 6.177 clusters (1.749 “contigs” e 4.428 “singlets”), representando diferentes
transcritos putativos. Estas informagdes foram organizadas em um banco de dados
denominado TOBEST (Quiapim et al, 2009). Adicionalmente, 782 sequéncias
independentes foram analisadas por “macroarray”, revelando 46 genes expressos
predominantemente no estigma/estilete. O clone 004A06 apresentou expressédo 16
vezes maior no estigma/estilete do que nos érgaos vegetativos (raiz, caule, folha,
sépalas e pétalas) (Quiapim et al, 2009). Este clone codifica uma proteina com
similaridade significativa a enzima pectina acetilesterase, podendo ser importante
durante o desenvolvimento do pistilo e sua fungdo no processo reprodutivo.
Posteriormente, um experimento de RT-PCR em tempo real, utilizando RNAs de
diferentes tecidos da planta (raiz, caule, folha, sépala, pétala, antera, estigma/estilete
e ovario), confirmou a expressao preferencial deste gene no estigma/estilete da
planta do fumo (Dissertacdo de Mestrado — Quiapim, 2005). Este gene foi
denominado NtPAE1 (Nicotiana tabacum pectin acetylesterase 1).

A identificacdo, em nosso laboratério, do gene NtPAE1 codificando uma
pectina acetilesterase (PAE) especifica do pistilo, reforga a importancia desta via de
degradacéao de pectina no processo reprodutivo e levanta a questao sobre seu papel
nos tecidos do 6rgéo reprodutivo feminino. E possivel que a PAE, preferencialmente
expressa no estigma/estilete, identificada na etapa anterior deste trabalho (Quiapim,
2005), tenha um importante papel na dissociagcado das células da zona secretéria do

estigma e do tecido transmissor do estilete. O afrouxamento destes tecidos, que



ocorre durante o desenvolvimento floral, permite a formagdo de espacos
intercelulares, que sédo preenchidos pelo exudato. A possibilidade de usar plantas
transgénicas, com silenciamento e superexpressdo deste gene, oferece a
oportunidade de responder a questao fundamental sobre o papel desta enzima no

processo reprodutivo.

1.7. Silenciamento génico por RNA.I

O RNAi é uma poderosa ferramenta de pesquisa para uma grande
variedade de aplicagdes de silenciamento génico (Scherr et al., 2003), e também
pode ser usado para estudar as fungdes e as interacbes dos genes (Bosher e
Labouesse, 2000). O fenébmeno de RNAI foi descoberto primeiramente nas plantas,
durante experiéncias relacionadas com as mudangas na pigmentagcdo em petunia
(Napoli et al., 1990; Hannon, 2002). Neste método, o RNA antisense é transcrito a
partir de um promotor localizado na fita oposta da mesma molécula de DNA e,
portanto, € complementar ao seu RNA alvo (Brantl, 2002), impedindo a tradug¢ao do
RNAm do gene.

A etapa inicial do RNAI esta relacionada com a aparicdo do dsRNA na
célula, que é perfeitamente homélogo em sequéncia ao gene silenciado (Bass, 2000;
Scherr et al, 2003). O dsRNA pode ser sintetizado intracelularmente ou ser
produzido exogenamente e introduzido diretamente nas células (Shuey et al., 2002).
Os dsRNAs sao reconhecidos pela enzima Dicer, que é um membro da familia de
ribonuclease RNase lll (Bernstein et al., 2001; Scherr et al., 2003). A Dicer das
plantas processa o dsRNA em siRNA (“smal interfering” RNA) dupla-fita curtos (21-
23 nuclotideos) e longos (24-25 nucleotideos) (Zamore, 2004). Os siRNAs
produzidos pela Dicer sdo incorporados em um complexo de nuclease, denominado
complexo induzido de silenciamento de RNA (RISC), que deve ser convertido de
uma forma latente, contendo um siRNA dupla-fita, a uma forma ativa por meio do
desenrolamento do siRNA por um helicase. O RISC contém também uma
endorribonuclease que, usando a sequéncia codificada pela fita de siRNA antisense,
encontra e destrdi a sequéncia complementar de mRNA (Nykanen et al., 2001).

Quando a degradacéao é finalizada, o RISC e o siRNA podem ser usados em um



novo ciclo de reconhecimento e degradacdo do mRNA, protegendo o siRNA de uma
rapida degradacao (Zamore e Aronin, 2003).

Os siRNAs sao produtos celulares naturais de sequéncia-especifica, ndo
produzem metabolitos tdxicos, tém uma vida longa na cultura de células, e séao
eficientes mesmo em concentragdes baixas (Zamore e Aronin, 2003). Por ser dificil
introduzir pequenos dsRNAs diretamente nas células vegetais, sua expressao
enddgena, por meio de promotores constitutivos, permitem a transcricdo de siRNAs
funcionais ou de seus precursores com maior facilidade (Scherr et al.,, 2003). Desta
maneira, 0os siRNAs produzidos sdo expressos por periodos mais longos do que
siRNAs introduzidos exogenamente, particularmente nas células onde a unidade de
expressdo se integra no genoma hospedeiro (Shuey et al, 2002). Os siRNAs
produzidos sao incorporados no RISC, sem nenhuma modificacdo adicional, e
especificamente e eficientemente suprimem as fungdes do gene.

Existem outros tipos de métodos de silenciamento, como oligonucleotideos
antisense (Dias e Stein, 2002; Higuchi et al., 2009), RNA antisense e pequenas
moléculas de RNA de interferéncia (Lee e Roth, 2003; McGinnis et al., 2007;
Santiago-Doménech et al., 2008).

Ha uma variedade de trabalhos que utilizaram a técnica de RNAi no estudo
dos genes de diversas espécies de plantas. Por exemplo, no trabalho de Levitin et al.
(2008), a funcdo dos genes AGP6 e AGP11 de Arabidopsis thaliana foi elucidada
apds silenciamento por RNAIi. Estes genes codificam glicoproteinas associadas a
parede de células dos estames e graos de pdlen, sugerindo importancia no processo
reprodutivo. Assim, plantas transgénicas, com baixos niveis destes transcritos, foram
geradas. Foi observado que estas plantas tinham fertilidade reduzida, principalmente
devido a inibicdo do crescimento do tubo polinico, comprovando a importancia dos
genes AGP6 e AGP11 na reproducdo. Em outro estudo, publicado por Chincinska et
al. (2008), plantas de batata RNAi-silenciadas para o gene SUT4 (“sucrose
transporter 4”) tiveram florescimento precoce e aumento na produgao de tubérculos,
provavelmente devido a alteragdes no fluxo de sacarose entre os tecidos da planta,
causado pela auséncia de SUTA4.



2. OBJETIVOS

A reproducao de plantas é um evento de extrema importancia, no entanto,
ainda pouco se sabe sobre a agdo das pectinases no processo reprodutivo. Este
trabalho visou estudar o papel do gene da pectina acetilesterase (NtPAE1), especifica
do pistilo de N. tabacum, contribuindo para a elucidagao do papel dessas enzimas no

processo reprodutivo de plantas.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

1. Obter o sequenciamento completo do cDNA referente ao gene NIPAET;

2. Caracterizar a expressao deste gene durante os estagios do desenvolvimento

floral;

3. Identificar o local de expressdo do gene N{PAE1 no pistilo, por método de

hibridizacao “in situ”;

4. Analisar a fungao da proteina PAE, através do estudo das alteragGes acarretadas
pelo bloqueio (RNAI) e pela superexpressao (promotor constitutivo) do gene NtPAE1

em plantas transgénicas;

5. Estudo comparativo da sequéncia NtPAE1 em diferentes espécies do género

Nicotiana.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

As sementes de Nicotiana tabacum Petit Havana SR1, cedidas pelo Jardim
Boténico da University of Nijmegen (Holanda), foram distribuidas em sementeiras de
isopor contendo composto vegetal de fabricagcdo comercial e bem irrigadas, com
agua, no dia da semeadura. O processo de crescimento ocorreu em casa de
vegetacdo, com controle da umidade relativa do ar, mantida em 70%, e irrigagao
automatica, ativada por mecanismo de “timer”. Os estigmas/estiletes de flores néo
polinizadas nos 12 estagios de desenvolvimento floral descritos por Koltunow et al.
(1990) foram coletados, imediatamente congelados em nitrogénio liquido e, foram

armazenados em freezer -70°C.

3.2. Preparacao de células de Escherichia coli competentes para transformacao
(Sambrook et al., 1989)

3.2.1. Células eletrocompetentes

Estriou-se, com uma algca de platina, uma suspensao bacteriana de E. col,
cepa DH10B, em uma placa contendo meio LB sélido (10g/lI de triptona, 5¢g/I de
extrato de levedura, 10g/l de NaCl e 1% de &gar). A placa foi incubada durante 16
horas, a 37°C. Transferiu-se uma colénia para 5ml de meio LB liquido (10g/I de
triptona, 59/l de extrato de levedura, 10g/I de NaCl) e incubou-se durante 16 horas, a
37°C, sob agitacdo de 300rpm. Transferiu-se 1ml da suspensdo bacteriana para
200ml de meio LB, deixou-se a 37°C, sob agitagcdo de 300rpm por 16h (até a leitura
da absorbancia atingir o ponto ideal -Agy entre 0,5 e 0,8). Colocou-se a cultura no
gelo durante 30 minutos. Centrifugou-se a 5.000rpm durante 10 minutos, a 4°C.
Removeu-se o sobrenadante e as células foram ressuspendidas delicadamente em
200ml de éagua estéril a 4°C. Centrifugou-se novamente a 5.000rpm durante 10
minutos, a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e as células foram ressuspendidas
delicadamente em 100ml de &gua estéril a 4°C. Centrifugou-se mais uma vez a

5.000rpm durante 10 minutos, a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e, desta vez, as



células foram ressuspendidas delicadamente em 10ml de glicerol 10% a 4°C.
Centrifugou-se a 5.000rpm durante 10 minutos, a 4°C. Nesta ultima etapa, as células
foram ressuspendidas delicadamente em um volume final de 500ul de glicerol 10% a

4°C. Foram feitas aliquotas de 40ul, as quais foram estocadas a -80°C.

3.2.2 Células competentes para transformacao por choque térmico
(Método de CaCl,)

Colbnias isoladas de E.coli, cepa DH5a, foram obtidas em placa de Petri
contendo meio LB soélido. Uma col6nia isolada foi inoculada em um frasco contendo
50ml de meio LB liquido. O crescimento das bactérias foi feito por 16 horas, com
agitacao vigorosa (200rpm) a 37°C. Apos este tempo, a cultura de bactérias foi
transferida para tubo Falcon de 50ml, e um precipitado de células foi obtido apds
centrifugacdo por 6 minutos a 5.000rpm. A seguir, o precipitado de células foi
ressuspendido, delicadamente, em 20ml de uma solugdo gelada de MgCl,, 0,1M.
Apbs centrifugacédo das células, o precipitado foi ressuspendido, com leve agitacéo,
em 10ml de solucéo gelada de CaCl, 0,1M e, em seguida, incubado no gelo por 15
minutos. As células foram centrifugadas por 6 minutos a 5.000rpm e novamente
ressuspendidas em 2ml de solugdo gelada de CaCl, 0,1M. Uma nova incubagao foi
feita no gelo por pelo menos 30 minutos, e a ressuspenséao foi misturada com 0,5ml
de glicerol 80%. A seguir, as células ressuspendidas foram aliquotadas em tubos
Eppendorf, cada um com 100ul. Os tubos de células competentes foram, entdo,

guardados imediatamente no freezer a -80°C, para posterior uso.

3.3. Transformacao de células de E.coli competentes (Sambrook et al., 1989)

3.3.1. Eletroporacao de E. coli

Foi adicionado 1yl da ligagdo em 40ul de células DH10B
eletrocompetentes, previamente preparadas e aliquotadas em frascos de 1,5ml (item
3.2.1). Colocou-se a mistura em uma cubeta de eletroporagdo previamente resfriada
no gelo. Submeteu-se o conjunto a um pulso de 1,8 kV/25 pF (eletroporador Gene

Pulse, BioRad). Adicionou-se, imediatamente apds a eletroporacédo, 1000ul de meio



LB liquido e ressuspendeu-se delicadamente as células. Transferiu-se o conjunto
para um tubo de ensaio, incubando-se durante 1 hora a 37°C, sob agitacdo de
200rpm. Em seguida, a cultura foi distribuida uniformemente, com o auxilio de uma
alca de Drigalski, em placas contendo meio LB sélido com antibiético apropriado. As

placas foram, entdo, incubadas a 37°C durante 16-20 horas.

3.3.2. Transformacao de células competentes de E.coli

Inicialmente 7ul da reacéo de ligagao foram delicadamente misturados com
100ul de células competentes (CaCly), previamente preparados (item 3.2.2.). Apos
incubacdo no gelo durante 15 minutos, o tubo foi transferido para um banho
estabilizado a 37°C, por 5 minutos. Apds este tempo, foram acrescentados 500ul de
meio LB liquido, e o mesmo foi novamente colocado em um banho com temperatura
estavel a 37°C, durante 30 minutos. A mistura do tubo (250ul) foi distribuida
uniformemente sobre uma placa com meio LB sdlido, suplementado com antibiotico
adequado (ex: 100ug/ml de ampicilina), para selecdo apenas de colbnias

transformadas. A placa foi incubada a 37°C por 16-20 horas.

3.4. Preparacao de DNA plasmidial

3.4.1. Mini-preparacao de DNA plasmidial

Apés a transformacdo, um numero determinado de coldnias isoladas foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo 5ml de meio de cultura LB liquido,
suplementado com antibiético adequado e, em seguida, incubadas a 37°C, com
agitacdo. Apos 16-20 horas de crescimento, as culturas foram transferidas para tubos
de 1,5ml e centrifugadas a 14.000rpm (Centrifuga Eppendorf 5415C) por 2 minutos.
Em seguida, o precipitado de células de cada tubo foi totalmente ressuspendido em
175ul de tampéao TES (10mM de Tris-HCI, pH 8,0, 1mM de EDTA, pH 8,0 e 15%
Sacarose) e misturado, delicadamente, com 20ul de lisozima (10mg/ml). Esta mistura
foi deixada a temperatura ambiente por 10 minutos e, em seguida, incubada em um

banho termo-estabilizado a 73°C, durante 15 minutos para romper as células



bacterianas. Posteriormente, os tubos foram submetidos a uma centrifugacdo a
14.000rpm (centrifuga Eppendorf 5415C) por 15 minutos.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 ml e a ele foram
acrescentados 1/10 do volume de acetato de sodio 3M e 2 volumes de etanol
absoluto. A precipitacao foi feita por 1 hora a -20°C e, em seguida, centrifugada por
15 minutos a 14.000rpm (centrifuga Eppendorf 5415C). O precipitado de DNA foi
lavado com etanol 70% e, em seguida, ressuspendido em 100ul de tampéo TE
(10mM de Tris-HCI, pH 8,0, 1mM de EDTA, pH 8,0).

3.4.2. Midi-preparacao de DNA plasmidial

Para a midi-preparagdo de DNA, inicialmente foi preparada 200ml de uma
cultura bacteriana, a 37°C por 16 horas em meio LB, suplementado com quantidade
adequada de antibiético. Em seguida, o volume da cultura foi dividida em 2 tubos
Falcon e as células bacterianas foram precipitadas submetendo-as a uma
centrifugacao por 10 minutos, numa velocidade de 4.000rpm a 4°C. Posteriormente,
todo o precipitado foi completamente ressuspendido em 4ml de TE 50/1 gelado
(50mM Tris-HCI, pH 8,0 e TmM EDTA, pH 8,0) e, em seguida, a ressuspensao foi
transferida para um tubo de 50ml da Nalgene, e ao mesmo foram adicionadas 1,25ml
de lisozima (10mg/ml). Apos inversao do tubo por 10 vezes a mistura foi incubada no
gelo por 5 minutos e, em seguida, foram adicionadas 1ml de EDTA 0,5M, pH 8,0 e
mantida novamente no gelo por 5 minutos. Apds adigdo de 25ul de RNAse (10mg/ml)
e 75ul de uma solugcdo 10% de Triton X-100, o tubo foi novamente invertido com
cautela por 10 vezes. ApoOs incubagdo no gelo por 30 minutos, a mistura foi
centrifugada por 1hora e 30 minutos a 10.500rpm. O sobrenadante foi entdo
submetido a uma limpeza com fenol/cloroférmio e o DNA foi precipitado com 1/10 v
de acetato de potassio 5M e 4ml de isopropanol. O precipitado de DNA, obtido apds

centrifugacao a 10.500rpm, foi ressuspendido em 100ul de tampéo TE.



3.5. Extracdo de DNA gendmico das folhas de N. tabacum

A extragcdo de DNA gendmico das plantas foi realizada de acordo com
Dellaporta et al. (1983). Resumidamente, 0,5 a 0,759 de tecido foliar foi macerado em
nitrogénio liquido, até a obtengdo de um po6 fino. Este pé foi ressuspendido em 15ml
tampédo de extracdo (tampéo de extracdo corresponde a 100mM de Tris, pH8,0;
50mM de EDTA pH8,0; 500mM de NaCl; 10mM mercaptoetanol), dentro de um tubo
Oak Ridge de 30ml. Em seguida, foi adicionado 1ml de SDS 20%, misturado
intensamente no vortex e incubados a 65°C por 10 minutos. Apos adicdo de 5ml de
acetato de potassio 5M e misturado com cuidado, o tubo foi incubado no gelo por 20
minutos. Apds centrifugacdo a 10.500rpm por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
passado em filtro Miracloth (Calbiochem) e recolhido em tubo Corex de 30ml
contendo 10ml de isopropanol. O tubo foi incubado a -20°C por 30 minutos e, em
seguida, o DNA foi precipitado por centrifugacdo a 10.500rpm (Centrifuga Eppendorf
5403) por 15 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o precipitado
foi, entdo, secado a temperatura ambiente por aproximadamente 15 minutos. O DNA
ressuspendido em 700ul de solucdo TE (50mM Tris e 10mM EDTA, pH 8,0 foi
transferido para um tubo de 1,5ml. Em seguida, o DNA foi centrifugado a 14.000rpm
(Centrifuga Eppendorf 5415C) por 10 minutos, tratado com 10mg/ml de RNAse a
37°C por 10 minutos. Posteriormente, foi adicionado 75ul de acetato de sodio 3M e
500ul de isopropanol e, em seguida, centrifugado a 14.000rpm (Centrifuga Eppendorf
5415C) por 2 minutos. O precipitado de DNA foi lavado em etanol 70%, secado a
temperatura ambiente por 10 minutos e, posteriormente, ressuspendido em 100ul de
tampéo TE (10mM Tris, 1mM EDTA, pH 8,0).

3.6. Digestao do DNA utilizando enzimas de restricao

As digestdes foram feitas utilizando-se aproximadamente 10ug de DNA, 2ul
de tampéo adequado para a enzima (solugdo 10x concentrada) e 1ul de enzima de
restricdo (ex: Pstl 10U/ul e Sacl 10U/ul —Biolabs), sendo o volume completado para
20ul com TE. Apds o preparo, as digestoes foram colocadas em banho-maria a 37°C

por 2 horas e, posteriormente, submetidas a uma corrida eletroforética.



3.7. Eletroforese em gel de agarose

As corridas eletroforéticas foram realizadas em gel de agarose 1%, em
tampéo 1X TBE (TBE10X: 1089/l de Tris base, 55¢/| de acido bérico, 8,39/l de EDTA),
contendo 0,5ug/ml de brometo de etideo. O brometo de etideo € um agente
intercalante de DNA e permite a visualizacdo das bandas de DNA, quando exposto a
luz ultravioleta. Foi adicionado a cada amostra 1/5 do volume de tampéo de
carregamento (0,25% azul de bromofenol, 0,25% xileno cianol e 15% ficol tipo 400-
DL).

O gel de agarose (ainda liquido) foi colocado em uma bandeja apropriada
para insercao de pentes, possibilitando a formagdo de canaletas, onde as amostras
sao inseridas. Apds solidificagdo, o gel de agarose foi colocado em uma cuba de
acrilico, e esta foi preenchida com tamp&o 1X TBE, ligado a um gerador que polariza
a cuba. Devido ao DNA possuir carga elétrica negativa, migra entre os poros do gel
em direcdo ao pdlo positivo da cuba. Tal fenébmeno permite a formagdo de bandas
separadas de acordo com o tamanho molecular do fragmento de DNA. O tamanho de
tais fragmentos foi inferido através da comparagdo com a migracao de fragmentos de
marcador de peso molecular (1kb DNA Ladder plus — Invitrogen), também aplicado no

gel. Ao final, as eletroforeses foram fotografadas.

3.8. Purificacao de fragmentos de DNA a partir de gel de agarose, utilizando
fenol/cloroférmio

Com um bisturi excisou-se a por¢ao do gel onde se encontrava o fragmento
de DNA de interesse. Pegou-se uma membrana Millipore, tipo GV, poro de 22um, a
qual foi umedecida em tampao TE. Dobrou-se esta membrana na forma de cone,
colocando-a em um tubo de 1,5ml, cortado na sua extremidade superior € com um
furo na extremidade inferior, feito com uma agulha quente. A porcdo de gel de
agarose, contendo o fragmento de DNA, foi colocada dentro do cone feito com a
membrana. Este conjunto foi colocado sobre outro tubo de 1,5ml e todo o aparato foi

centrifugado a 10.000rpm (Centrifuga Eppendorf 5415C) por 5 minutos. O liquido



recuperado no tubo inferior foi transferido para um novo tubo. A limpeza foi feita da
seguinte forma:

Adicionou-se 1 volume de fenol. Levou-se ao vortex e centrifugou-se a
14.000rpm por 2 minutos. A parte superior aquosa, contendo o DNA, foi transferida
para outro tubo. Adicionou-se 1 volume de cloroférmio (1 volume de alcool isoamilico
para 24 de cloroférmio). Levou-se ao vortex e centrifugou-se a 14.000rpm por 2
minutos. Recolheu-se a parte superior aquosa, a qual foram adicionados 1/10 do
volume de acetato de sédio 3M e 2 volumes de etanol absoluto. Incubou-se durante
pelo menos 1 hora a -20°C. Centrifugou-se a 14.000rpm durante 15 minutos.
Descartou-se o sobrenadante, deixou-se secar e ressuspendeu-se o DNA em volume

adequado de tampao TE ou agua destilada autoclavada.

3.9. Preparacoes de RNA

3.9.1. Mini-preparacao de RNA total de estigmas/estiletes

A extracdo de RNA total foi feita com “Plant RNA Reagent” (Invitrogen). De
acordo com o protocolo, o material foi macerado em nitrogénio liquido e, em seguida,
ressuspendido em 350ul de “Plant RNA Reagent”. Posteriormente, a amostra
ressuspendida foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. Apds
centrifugacdo a 12.000rpm (Centrifuga Eppendorf 5415C) por 2 minutos, o
sobrenadante foi transferido para um tubo Eppendorf novo. Ao sobrenadante foram
adicionados 100ul de NaCl 5M e 300yl de cloroformio (Mallickrodt). A amostra foi
centrifugada a 10.500rpm 4°C por 10 minutos. A fase aquosa obtida foi transferida
para um tubo Eppendorf novo e a ela foram adicionados 500ul de isopropanol. Apds
inversao do tubo por 10 vezes para misturar, a amostra foi incubada a temperatura
ambiente por 10 minutos e, em seguida, centrifugadas a 10.500rpm (rotor fixo,
Centrifuga Eppendorf 5403) por 10 minutos a 4°C. O precipitado foi lavado em etanol
75% e posteriormente centrifugado por 1 minuto a 10.500rpm (rotor fixo, Centrifuga
Eppendorf 5403) a 4°C. O precipitado foi dissolvido com 35ul de 4gua-DEPC.



3.9.2. Isolamento de RNA total em larga escala (Dean et al., 1985)

Todas as solugdes para uso com RNA foram preparadas com agua milli-Q
tratada com DEPC (Dietil Pirocarbonato) e as vidrarias tratadas a 180°C em estufa de
esterilizagao por no minimo 4 horas. O RNA total foi extraido das diferentes amostras,

de acordo com o protocolo a seguir.

Os tecidos congelados (2 a 10g) foram colocados em nitrogénio liquido e
macerados em graal até se obter um po6 fino. O tecido macerado foi transferido para
um tubo tipo Falcon de 50ml, sendo adicionado 9ml de tampéao NTES (0,1M NaCl,
0,01M Tris-HCI pH 7,5, 1mM EDTA e 1% SDS) e 6ml de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (24:24:1); apo6s agitagdo, durante 10 minutos no vortex, as amostras foram
transferidas para um tubo Corex de 30ml e centrifugadas a 8.500rpm por 10 minutos.

A fase aquosa foram adicionados 1/10 do volume de acetato de sédio 3M e
2 volumes de etanol absoluto. Apds agitacao leve, as amostras foram mantidas por
pelo menos 1 hora no freezer a -20°C (o precipitado deve ser claramente visivel).
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas novamente a 8.500rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado invertendo-se o tubo, e o precipitado lavado
com etanol 70% e dissolvido em 2,5ml de agua milli-Q tratada com DEPC. Em
seguida, foram adicionados 2,5ml de acetato de litio 4M (precipita principalmente
RNA) e as amostras foram mantidas no gelo por dois dias, sendo o gelo trocado
sempre que necessario.

ApéGs dois dias, as amostras foram centrifugadas novamente a 8.500rpm
por 10 minutos e o precipitado dissolvido em 1,8ml agua milli-Q tratada com DEPC.
Em seguida, foram adicionados 0,2ml de acetato de sodio 2M pH 4,8 e 4ml de etanol
absoluto. Essa mistura foi homogeneizada e incubada por pelo menos 1 hora no
freezer -20°. As amostras foram novamente centrifugadas a 8.500rpm por 10 minutos
e, em seguida, o precipitado foi lavado com etanol 70% e dissolvido em 100ul de
agua milli-Q tratada com DEPC (ou outro volume mais adequado, de acordo com a
quantidade de RNA). Todas as amostras foram quantificadas e armazenadas em

freezer —70°C.



3.10. RT-PCR em tempo real

3.10.1. Tratamento com a enzima DNAse para realizar o RT-PCR em tempo
real

Uma aliquota de RNA (20ug) de cada 6rgéo foi tratada com DNAse (1U/ul),
como descrito a seguir: 5ul de DNAse (Promega), 5 ul de tampao 10X concentrado
(Promega), 2,5ul DTT 100mM e 0,5ul de RNAse OUT (40U/ul - Invitrogen),
completando o volume com agua DEPC para 50ul. Posteriormente, colocou-se em
banho-maria a 37°C por 1 hora e, em seguida, foram feitas rea¢gdes de PCR utilizando
“primers” da actina (10pmol/ul), para verificar contaminagcdo de DNA genémico. Em
seguida, adicionou-se na reagdo 1 volume de fenol sendo vigorosamente agitada e,
posteriormente, centrifugada a 14.000rpm por 3 minutos. A fase superior foi
recuperada e, em seguida, adicionou-se 1 volume de fenol/cloroférmio:alcool
isoamilico (24:24:1). Como na etapa anterior, a mistura foi agitada e centrifugada a
14.000rpm por 3 minutos. A fase superior foi recuperada, entdo adicionou-se 1
volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), sendo agitada e centrifugada como na
etapa anterior.

AplGs essas trés etapas de limpeza, o RNA foi precipitado com 1/10 do
volume de acetato de sodio 3M e 2 volumes de etanol absoluto, permanecendo a —
20°C durante pelo menos uma hora. A amostra foi centrifugada a 14.000rpm durante
15 minutos e o precipitado foi ressuspendido em 12ul de 4gua autoclavada tratada
com DEPC.

3.10.2. Reacao com a transcriptase reversa (RT)

As amostras de RNA foram convertidas a cDNA, por tratamento enziméatico
com transcriptase reversa (Supercript Il - 200U/ul, Invitrogen). Foram misturados em
um microtubo, 12ul de RNA tratado com DNAse e 1,5 ul de oligonucleotideo (dT)V
(100pmol/ul). Essa mistura foi aquecida a 75°C por 10 minutos (para permitir a
desnaturagdo do RNA, rompendo estruturas secundarias), e centrifugada

rapidamente sendo transferida para o gelo.



Em seguida, foram adicionados 5,0ul de First Strand Buffer (5x, Invitrogen),
2,5ul de DTT (100mM), 2,0ul de RNAse OUT (40U/ul Invitrogen), 2,5ul de dNTPs
(10mM cada), a mistura foi aquecida a 42°C por 5 minutos e, posteriormente, foram
adicionados 1,25ul de Superscript Il (200U/ul), permanecendo a 42°C por 60

minutos. Em seguida, o cDNA foi ressuspendido em 70ul de agua autoclavada.

3.10.3. RT-PCR em tempo real

As reagbes de PCR, para a analise de expressao por RT-PCR em tempo
real, foram feitas utilizando o aparelho ABI Prism 7700 Sequence Detection System
(Applied Biosystems). As reac¢des de PCR foram feitas com 5,0ul de “SyBR Green —
Universal PCR Master Mix” (Applied Biosystems), 2,0ul dos oligonucleotideos 1 e 2
(1pmol/ul). As condigdes de termociclagem tém um passo inicial de 50°C por 2
minutos e, posteriormente, 95°C por 10 minutos, seguidos por 40 ciclos de 95°C por
15 segundos e 60°C por 1 minuto.

Para cada amostra foram feitas reacdes em triplicata, permitindo a
deteccdo de possiveis erros. No caso dos resultados das triplicatas apresentarem
uma variagdo maior que 1 ciclo, novas repeticées foram feitas, para garantir que os
resultados representassem valores 0 mais proximo possivel da realidade. Em todos
os experimentos foram realizadas rea¢6es-controle, que nao contém nenhum molde
de DNA, para verificar possiveis contaminagoes.

Reacbes de PCR em tempo real foram realizadas com um par de “primers”
(Tabela 2). Inicialmente, foram feitas reagées usando quantidades conhecidas do
DNA alvo, obtido por diluicées seriais de cDNA de Nicotiana tabacum como molde,
cobrindo varias ordens de magnitude (1pg a 100ng). A partir dos dados de cada
reacao foi feita uma curva padréo e, a partir da equacao da reta, fornecida pela curva
padrdo de cada par de oligonucleotideos, foi feito o calculo do nimero de copias de
cada gene. Os resultados foram normalizados com relacédo a expressdo de um gene
constitutivo em plantas, a actina, sendo usado como referéncia em experimentos de

expressao génica (Brunner et al., 2004).



Tabela 2: “Primers” senso e antisenso, referentes ao cDNA 004A06, utilizados nas analises

de RT-PCR em tempo real.

“Primer” senso 5 AGGAGGGTTGGGTGCAATCATACA 3'
RT-PAE-F

“Primer” antisenso 5 GCAGATCCGTGCAAAGCAACAACT 3
RT-PAE-R

Na analise por PCR em tempo real, a quantificacdo € baseada no ciclo
limite, ou seja, no primeiro ciclo no qual a fluorescéncia € maior que o “background”,
sendo que a o ciclo limite é inversamente proporcional ao logaritmo do numero inicial
de copias (Tyagi et al., 1998). Uma relagéo linear é obtida em um gréfico de ciclo
limite pelo logaritmo da quantidade conhecida do DNA molde inicial. A equacao da
reta que melhor se adapta aos dados € determinada por andlise de regressdo. As
quantidades de copias-alvo, contidas nas amostras desconhecidas foram
determinadas por extrapolacdo a partir da regressao linear da curva padrdao obtida
para cada conjunto de “primers” (Freeman et al., 1999). As reacgdes e calculos foram

feitos de acordo com Semighini et al. (2002).

3.11. Preparacao do material para analises histologicas

3.11.1. Preparacao das laminas com aminopropiltriethoxisilano (AES)
(Engler et al., 2001)

As laminas novas foram lavadas extensivamente em agua quente (60°C)
com detergente por 2 horas ou deixadas durante a noite a temperatura ambiente
(TA). As laminas foram lavadas com agua destilada quente e, entdo, secadas ao ar.

Posteriormente, as laminas foram incubadas por 2h a 180°C para eliminar
RNases, lavadas com etanol 45%, contendo 1% de acido acético, e foram secadas ao
ar. As laminas foram incubadas por 15 minutos em 2% de AES (organosilano) em
acetona (P.A.) e, entdo, foram enxaguadas com 100% de acetona por 2 minutos, em

seguida com 10% de acetona por 2 minutos e, finalmente, em dgua DEPC por 2



minutos. As laminas foram secadas ao ar e guardar a TA, em caixas apropriadas,

protegidas de poeira.

3.11.2. Fixacao/Desidratacao/Emblocamento

Fixador: Paraformaldeido 4%, Glutaraldeido 4% e PBS 1X (PBS10X: NaCl
(82g/l), Na2HPO4 (10,5 g/l) e NaH2PO4 (3,55 g/l).

12 Dia: foi feita uma quantidade suficiente de PBS 1X e, em seguida,
ajustou-se a solugao para pH 11 com NaOH. A solugéo foi aquecida até 70°C e, logo
foi adicionado o paraformaldeido (na capela), o qual deve dissolver em mais ou
menos um minuto. Apds dissolver o paraformaldeido, a solu¢ao foi resfriada até 4°C
e, novamente, foi ajustado o pH para 7 com H.SO4. Posteriormente, foi adicionado
glutaraldeido 4% (v/v). O tecido foi coletado e colocado no fixador gelado. Foi
aplicado vacuo por 15 minutos, o qual foi repetido por mais 3 vezes. Antes da ultima
aplicacdo de vacuo o fixador foi trocado. Ap6s o ultimo vacuo, os tecidos foram
guardados durante a noite a 4°C. Nota-se que alguns tecidos nunca afundam usando
este método (ex. flores) por causa dos espacos intercelulares do tecido, que séo
preenchidos por bolhas de ar.

22 Dia: foram feitas duas lavagens com PBS1X por 30 minutos cada. Em
seguida, foram feitas varias lavagens em séries de etanol por 30 minutos cada (30%
a 95%), sob agitagcéo, a 4°C. ApGs as lavagens o material foi deixado em etanol 95%,
a 4°C durante a noite.

32 Dia: foram feitas 4 lavagens de etanol 100% por 30 minutos cada, a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram feitas lavagens da seguinte maneira:

Xilol 25% + etanol 75% por 30 minutos

Xilol 50% + etanol 50% por 30 minutos

Xilol 75% + etanol 25% por 30 minutos

Xilol 100% por 60 minutos

Xilol 100% por 60 minutos

Xilol 100% + "2 do volume de pastilhas de parafina, deixando durante a

noite sem agitacao.



42 Dia: o material foi colocado a 42°C, até que as pastilhas derretessem
completamente e, em seguida, foi adicionado 4 do volume de pastilhas deixando
derreter completamente. A temperatura foi aumentada para 60°C e foi feita
substituicao de parafina/Xilol por parafina fundida e o material foi deixado durante a
noite a 60°C.

52 Dia ao 72 Dia: foram realizadas duas trocas de parafina por dia
(separadas por algumas horas). No oitavo dia o material foi colocado em formas e
estocado a 4°C.

3.11.3. Cortes histologicos

As laminas, banhadas com organosilano, foram pré-aquecidas a 42°C e o
material foi cortado com 10 um de espessura em micrétomo (Microtome 820 spencer)
(equipamento cedido gentilmente pelo Prof. Wagner Ferreira). A 1amina foi deixada
sobre a chapa aquecida durante a noite, para que o tecido aderisse a lamina e a agua
evaporasse completamente. Os cortes podem ser guardados por algumas semanas a
4°C.

3.12. Hibridizacao “in situ”

3.12.1. Preparacao das sondas

Para preparar sondas senso e antisenso, foram feitas duas digestbes em
larga escala, separadamente, com o clone de cDNA, afim de linearizar o plasmideo.
As digestées foram feitas utilizando-se aproximadamente 15ug de DNA, 5ul de
tampédo adequado para a enzima (solugdo 10X concentrada) e 3ul de enzima de
restricdo, sendo o volume completado para 50ul com TE. Apds o preparo, as
digestdes foram colocadas em banho-maria a 37°C por 4 horas e, em seguida, foram
adicionados mais 2l de enzima de restricdo, deixando a digestdo continuar durante
a noite. Na primeira digestdo foi utilizada a enzima EcoRl e, na segunda digestao, foi
utilizada a enzima BamHI, que corta o extremo oposto do inserto, a partir do
promotor T7. Ambas as digestdes foram checadas em gel de agarose, para
confirmar a completa linearizacdo do plasmideo. O plasmideo digerido foi limpo com



fenol: cloroférmio: alcool isoamilico, e transferidos para um tubo de 1,5ml livre de
RNase. **A PARTIR DESTE PONTO TODO MATERIAL DEVE SER LIVRE DE
RNASE.

Foi feita uma precipitagdo com 1/10 do volume de acetato de sédio 3M e 2
volumes de etanol absoluto e, depois, o precipitado foi ressuspendido em agua DEPC
para ~1ug/ul. Em seguida, foram feitas as reagdes de transcricdo, uma utilizando a
RNA polimerase T7 (controle) e a outra utilizando a RNA polimerase SP6 (sonda), ou
seja, a transcrigdo a partir do promotor T7, gerando RNA senso e a outra transcricao,
a partir do promotor SP6, gerando o RNA antisenso.

A reacgao de transcricdo foi feita usando o kit DIG RNA Labelling (SP6/T7)
(Roche - 11175025910), usando 1pl plasmideo linearizado (1ug), 2ul NTP mix 10X
(10mM ATP, CTP e GTP; 6,5mM UTP, 3,5mM DIG-11-UTP), 4ul tampao de
transcricao 5X, 2ul T7 RNA polimerase (e a outra reagdo com SP6), 1ul inibidor
RNAse e 10ul agua DEPC. A reacéo foi colocada a 37°C por 2h e, apds a checagem
de uma aliquota em gel de agarose, foram adicionados 2ul de DNAse livre de RNase
no restante da reacao de transcricao. O tratamento com DNAse foi realizado a 37°C
por 15 minutos e, logo apds, a reagcado foi parada adicionando-se 4ul de EDTA
200mM. Ambas as sondas, tratadas com DNAse, foram precipitadas com 5l LiCl 4M
e 150ul de etanol absoluto, deixando-se 2h a -20°C e, depois, centrifugando-se por 10
min. a 13.000rpm a 4°C. Devido ao grande tamanho das sondas (aproximadamente
1200pb), estas foram hidrolisadas em um tamanho de 400pb, para facilitar a

penetracdo nas células, como descrito abaixo:

Hidrdlise da sonda: o tempo da hidrélise alcalina determina o comprimento final
da sonda com a férmula:
Tempo (em minutos)= (Li - Lf) / (0,11 x Li x Lf)
Li = comprimento inicial da sonda (transcrito) em kb

Lf = comprimento desejado da sonda em kb

A sonda precipitada foi ressuspendida em 50ul de NaHCOS 0,1M pH 10,2

e, foi feita a hidrélise a 60°C por 17 minutos (tempo calculado de acordo com a



formula acima). A hidrélise foi paralisada, apds adicionar 5ul de acido acético 5% e,
em seguida, foi feita uma precipitacdo adicionando-se 5ul de acetato de sédio 3M e
125ul de etanol 100%. A sonda hidrolisada foi deixada por 2h a -20°C e, depois,
centrifugada por 10 min.a 12.000rpm a 4°C. O RNA precipitado foi ressuspendido em
100ul de agua DEPC.

Mistura de Hibridizacao: 300-600ng/ml sonda, 10mM Tris-HCI pH 7,5, 300mM
NaCl, 50% Formamida, 1mM EDTA, 1x Denhardts, 10% Dextran sulfato e 250ng/ml
tRNA.

3.12.2. Pré-Hibridizacao

As laminas, contendos os cortes histoldgicos em parafina (item 3.10.3),
foram colocadas em varias etapas de banho: Xilol 100% por 5 minutos, Xilol 100%
por 10 minutos, 1:1 Xilol/Etanol por 1 minuto e 5 minutos em Etanol Absoluto. As
laminas foram secadas ao ar livre e colocadas em caixa com papel umidecido. Foi
adicionada uma solugao de Proteinase K (1ug/ml em 0,05M Tris-HCI pH 7,5) sobre as
ldminas, por 10 minutos e, em seguida, as laminas foram colocadas em solugéo Tris-
Hcl 0,05M por 10 minutos.

3.12.3. Hibridizacao

As sondas foram pré-aquecidas por 5 a 10 minutos, a 80°C, e adicionou-se
200ul em cada lamina, a qual permaneceu a 42°C durante a noite. Apds a
hibridizacao, foram feitas cinco lavagens: duas lavagens com SSC 2X (SSC 20X:
175,3 g/l NaCl e 88,2 g/l de citrato de sédio) por 30 minutos, a 56°C, duas lavagens
com SSC 1X por 30 minutos, a 56°C e uma lavagem com NTE (0,1M NaCl, 0,01M
Tris-HCI pH 7,5, 1ImM EDTA), acrescido de RNAse (20ug/ml).

3.12.4. Imuno Deteccao

Apés a hibridizagao, as laminas foram colocadas em solucdo DB1 (0,1M

Tris-HCI pH 8,0 e 0,15M NaCl, ajustar o pH 7,5) por 5 minutos e, em seguida, foi



adicionado o agente bloqueador (2% BSA em SSC 4X), deixando-se a 37°C por 30
minutos. As laminas foram colocadas em solugdo DB1 por 1 minuto e aplicou-se
100p! do anti-DIG:AP, diluido1:1000 em agente bloqueador, deixando-se a 37°C por 1
hora. Posteriormente, foram feitas duas lavagens com DB1, 30 segundos cada, e
uma lavagem com DB3 (0,1M Tris-HCI pH 7.5, 0,1M NaCl e 0,05M MgCl,, ajustar o
pH9,5) por 30 minutos. Aplicou-se uma solugdo NBT/BCIP (1-StepTM NBT/BCIP Plus
Suppresor — 34070, Pierce), a qual permaneceu sobre as laminas por 1 hora ou
durante a noite, a 37°C. A reacéo foi paralisada em solu¢cdo DB4 (10mM Tris-HCI e
1imM EDTA, pH 8,0).

3.13. Sequenciamento de DNA

3.13.1. Crescimento de colénias de bactérias em meio liquido para
preparacao de DNA

As colbnias de E. coli, contendo o plasmideo com o inserto a ser
sequenciado, foram inoculadas e armazenadas em estoque (cultura liquida) em
glicerol. Foram inoculados aproximadamente 2ul da cultura em 1ml de meio de
cultura Circle Grow (BIO 101) liquido (40g/l), com ampicilina na concentracdo de

100ug/ml. O inéculo foi mantido por 22 horas, a 37°C em agitacdo (300 rpm).

3.13.2. Mini-Preparacao de DNA em placas de 96 pocos

Foi realizada a extracdo de DNA do gene NtPAE1, utilizando o protocolo
desenvolvido no laboratério do Prof. Dr. Paulo Arruda (CBMEG/UNICAMP) e descrito
abaixo.

A cultura foi centrifugada a 4.000rpm (Centrifuga Eppendorf 5810R) por 6
minutos, obtendo um precipitado de células. Este precipitado foi ressuspendido em
240ul de solugdo GTE (23ml de glicose 20%,10ml de EDTA 0,5 M, pH 8,0, 13ml de
Tris-HCI 1M, pH 7,4 g.s.p. 500m| de agua destilada) e novamente centrifugadas a
4.000rpm por 6 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi

ressuspendido em 80ul de solugdo GTE e 5ul de RNAse (10mg/ml). Em seguida, 60l



da ressuspensao foram transferidos para um poco de uma placa receptora de 96
pocos sendo adicionados 60ul de solugdo de lise (NaOH 4M e SDS 10%) e a placa
receptora foi selada com um adesivo. Apéds inversédo da placa por 10 vezes, a mesma
foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos.

A placa foi, em seguida, centrifugada a 3.000rpm. Foram adicionados 60pl
de acetato de potassio 3M gelado (147,29 de KOAc, 7,5ml de Acido Acético Glacial
g.s.p. 500ml de agua destilada) e a placa selada foi invertida por algumas vezes.
Apés incubagdo por 10 minutos em temperatura ambiente, a placa foi incubada a
90°C por 30 minutos e, em seguida, resfriada no gelo por 10 minutos. Apds o
resfriamento, a placa foi centrifugada a 4.000rpm por 4 minutos a 20°C, o
sobrenadante foi transferido para placa de filtro Millipore-MAGV e centrifugado a
4.000rpm por 4 minutos a 20°C. Ao sobrenadante filtrado, foram adicionados 110ul de
isopropanol e, em seguida, misturado por inversdo. Apds centrifugacdo a 4.000rpm
por 45 minutos a 20°C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com
200ul de etanol 70% gelado. A placa foi centrifugada por 5 minutos a 4.000rpm a
20°C e, em seguida, o sobrenadante foi descartado e a amostra secada a
temperatura ambiente por 60 minutos. O precipitado de DNA foi ressuspendido com
40ul de agua milli-Q autoclavada.

3.13.3. Reacao de sequenciamento de DNA (PCR)

As amostras foram preparadas com o kit de reacdo ABI Prism Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready (Applied Biosystems). Para cada amostra a ser
sequenciada em microplaca de 96 pogos, foram usados aproximadamente 500ng de
DNA (1 a 2ul), 2ul de “primer” 5 pmoles/ul, 2ul de “Big Dye” (deoxinucleotideos,
dideoxinucleotideos fluorescentes, enzima Taq DNA-Polimerase.), 2ul de tampéao de
diluicao do “Big Dye” (200mM Tris-HCI pH 9,0 e 5mM de Cloreto de Magnésio) e dgua
milli-Q estéril, para completar o volume final de 10ul. A microplaca foi entdo selada,
levada ao vortex por 1 minuto e centrifugada rapidamente a 1.000rpm. O programa de
PCR utilizado foi:

Desnaturacdo - 96°C por 2 minutos (passo inicial)

Desnaturacao - 96°C por 45 segundos;



Pareamento - 50°C por 30 segundos;
Extens&o - 60°C por 4 minutos.
Numero total de ciclos: 35

Manutencgéo: 4°C por tempo indeterminado.

3.13.4. Purificacao e precipitacao da reacao de sequenciamento

Nesta etapa, as amostras, obtidas na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), séo precipitadas e limpas dos dideoxinucleotideos fluorescentes nao
incorporados durante a sintese de moléculas de DNA. Estes dideoxinucleotideos
livres interferem com a leitura das bases durante o sequenciamento.

O produto das reagdes de PCR foi precipitado com 80ul de isopropanol
75% e, apols leve agitacdo no vortex, foi incubado por 15 minutos a temperatura
ambiente. Apds centrifugacdo a 4.000rpm por 45 minutos a 20°C (Centrifuga
Eppendorf 5810R), o isopropanol foi removido completamente por centrifugagcao (spin
até 1.000rpm), com a placa invertida e apoiada em papel absorvente. Em seguida, o
precipitado foi lavado com 200ul de etanol 70% e, a seguir, centrifugado a 3.000rpm
por 10 minutos a 20°C. O etanol foi removido completamente por centrifugagao (spin
até 1.000rpm), com a placa invertida e apoiada em papel absorvente. O precipitado
foi incubado a temperatura ambiente por 1 hora para secar.

Apés a precipitacao das reagdes de PCR, cada amostra foi ressuspendida
em 10ul de formamida Hi-Di (Applied Biosystems), a placa foi levada ao vortex por 1
minuto, centrifugada e colocada a 95°C por 5 minutos, para desnaturacdo das
amostras. As placas foram colocadas no sequenciador ABI 3100 (Applied
Biosystems), que contém 16 capilares preenchidos por poliacrilamida (POP6.- Applied
Biosystems) A corrida eletroforética nos capilares foi realizada em 15h para cada 96
amostras. O sequenciador reconhece as bases por meio de diferentes fluorescéncias,
e as informagdes sdo transferidas automaticamente para um computador. A leitura

das bases foi analisada pelo programa de computador, o ABI 3100 Data Collection.

“Primers” utilizados para obter a sequéncia completa do gene NIPAE1:
T7: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3



SP6: 5 ATTTAGGTGACACTATAG- 3
DTV:5-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTV-3"
PAE1: 5-CCAATATCGTGCACTTACGG-3’
PAE2: 5-TTCTTGGAACCCACTTCGGT-3"
PAE3: 5-ACCTGAAATCTTGGAGAGTTTGGA-3’
PAE4: 5-GGGTCATCGTATACTGGCGATA-3’

“Primers” utilizados na analise comparativa do gene N{PAE1 em diferentes
espécies do género Nicotiana:

PAE7: 5-AATCCAGACTTCTACAACTGGAACAG -3

PAES8: 5-CTGTTGTTTATCTGCCAAGAATCATA -3’

M13R: 5- CAGGAAACAGCTATGAC -3

T7: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3

3.14. Consulta a banco de dados e comparacao entre sequéncias nucleotidicas

Para identificar a similaridade das sequéncias clonadas neste trabalho com
as sequéncias registradas nos bancos de genes, foi utilizado o programa BlastX
(Altschul et al., 1997), que pode ser encontrado no site http://www.ncbi.nih.gov/Blast.
Este programa é capaz de traduzir a sequéncia de nucleotideos que lhe é fornecida,
nas 6 possiveis fases de leitura, em sequéncias de aminoacidos correspondentes,
comparando com o banco de dados de proteina. Para se comparar a similaridade
entre as bases nucleotidicas de duas sequéncias foi utilizado o programa Blast de
duas sequéncias, que pode ser encontrado no site http://www.ncbi.nih.gov/Blast.
Este programa faz o alinhamento de duas sequéncias nucleotidicas e encontra
similaridades entre elas. Para comparar a similaridade e fazer o alinhamento entre
bases nucleotidicas de trés ou mais sequéncias foi utilizado o programa ClustalW
(Thompson et al., 1994), que pode ser encontrado no site htpp://align.genome.jp/sit-
bin/clustalw.

Para verificar diferengas estatisticas entre as sequéncias, optou-se por uma

andlise probabilistica através do programa Hyphy (Hypothesis Testing Using



Phylogenies) desenvolvido por Pond et al. (2005). A andlise adotada foi a (standard

relative rate pairwise) com o modelo HKY85.

3.15. Quantificacao da concentracao de acidos nucleicos

A quantificacdo dos acidos nucléicos foi realizada através do aparelho
Genesis 5 (Spectronics®), onde uma amostra de DNA (ou RNA) diluida (1:100) em
agua é colocada em uma cubeta para que seja realizada a leitura da mesma em
comprimento de onda de 260 nm e 280nm. No caso de DNA dupla-fita, uma DO
(densidade optica) igual a 1 corresponde a aproximadamente 50ug/ml (e 40ug/ml
para RNA). A razdo da DO 25nm/ DO 280nm fOi utilizada como um parédmetro da
qualidade do acido nucléico extraido.

3.16. Clonagem do produto de PCR no vetor TOPO TA Cloning (Invitrogen)

A partir da purificagé&o dos produtos de PCR foi feita a ligagéo, adicionando-
se 2ul da reagdo de PCR, 1ul do vetor PCR2.1, 1ul de enzima T4 ligase, 1ul de
tampéo da enzima T4 e o volume foi completado para 6ul com agua estéril. A reacao
foi feita a 14°C durante a noite e, em seguida, usada para transformar E. coli
eletrocompetentes. Adicionalmente, o vetor pCR®2.1-TOPO® (Figura 5) apresenta
um mecanismo de detecgcédo da insercdo de fragmentos de DNA no plasmideo, pela
presencga do sitio de clonagem no meio do gene lacZ. Assim, quando o fragmento de
DNA é inserido no plasmideo, o gene lacZ é inativado, o que providencia uma
selecdo pelas cores azul e branco das colbonias (quando na presenca de X-Gal e

IPTG), caracterizando, respectivamente, auséncia e presenca do inserto.
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Figura 5: Estrutura do plasmideo pCR®2.1-TOPO® do Kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen),

evidenciando a regido do sitio multiplo de clonagem.

3.17. Sistema Gateway (Invitrogen)

3.17.1. Amplificacao da sequéncia codificadora do gene NIPAE1 para
entrada no Sistema Gateway

Para introduzir o cDNA do clone 004A06, correspondente ao gene NIPAE1,
no sistema Gateway, foram feitas duas reac¢des de PCR. Na primeira amplificacdo, os
"primers" utilizados para amplificar o cDNA do clone 004A06, continham, nas
extremidades, uma parte das sequéncias correspondentes aos sitios attB1 e attB2.
Logo em seguida, foi feita a segunda amplificagcéo utilizando os “primers” especificos
dos sitios de recombinacdo, attB1 e attB2, desse modo a construgcdo pode ser
inserida no sistema Gateway. As duas reagdes de PCR foram realizadas como

descrito abaixo:

Primeira reacao (PCR1): nesta reacao, € inserida uma parte dos sitios de

recombinagdo attB1 e attB2 no fragmento amplificado, a partir dos primers PAE-ATT1



e PAE-ATT2 (para superexpressdo), PAE-ATT1 e PAE-ATT2NEW (para RNAi) e
PAEBt-ATT1 e PAE-ATT2 (para expressar proteina). As sequéncias sublinhadas
correspondem ao sitio de recombinagéo.
PAE-ATT1- 5-AGCAGGCTTCACCATGGAGAAAGTGATGGATTG- 3’
PAE-ATT2- 5-GAAAGCTGGGTCCTACTGGCAAAATTTGCCAC- 3
PAE-ATT2NEW-5-GAAAGCTGGGTCAGTGGTGTGCAAATATGTCTTGC- 3’
PAEBt-ATT1- 5-GCA GGC TTC GAC CTC ATT GTT AAT ATAAC 3

Montagem da primeira reacao:

- 2l de DNA molde (10ng/pl)

- 1ul de PAE-ATT1 (10pmoles/ul)

- 1ul de PAE-ATT2(10pmoles/ul) ou PAE-ATT2NEW (RNAI)
- 1ul dNTP (10mM)

- 0,7ul enzima TripleMaster (5U/ul - Eppendorf)

- 5ul Buffer high fidelity (10X)

- 39,3l de agua destilada autoclavada (para completar 50ul)

Nesta etapa foram realizadas trés reagdes. Os “primers”, PAE-ATT1 e
PAE-ATT2, foram desenhados para amplificar a regido codificadora do gene NIPAE1,
para posterior introducdo no Sistema Gateway, sendo utilizado nos estudos de
superexpressao do gene. Os “primers”, PAE-ATT1 e PAE-ATT2NEW, desenhados
para amplificar a regido codificadora de NtPAE1, serdo utilizados nos estudos de
bloqueio do gene (RNAI). Os “primers”, PAEBt-ATT1 e PAE-ATT2, desenhados para
amplificar a regido codificadora de NIPAE1, serdo utilizados nos estudos de

expressao de proteina.

Segunda reacdao (PCR2): nesta reacdao foram obtidos os sitios de
recombinacdo attB1 e attB2 completos, utilizando o produto da PCR1 como molde.

BP1- 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC- 3

BP2- 5-GACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCCCC- 3



Montagem da segunda reacao:

- 5ul do produto da primeira reagdo mencionada acima
- 1ul de primer BP1 (10pmoles/ul)

- 1ul de primer BP2 (10pmoles/ul)

- 1ul dNTP (10mM)

- 0,7ul enzima TripleMaster (5U/ul - Eppendorf)

- 5ul Buffer high fidelity (10X)

- 36,3l de agua destilada autoclavada (para completar 50ul)

Condicoes das reacoes:

Desnaturagao (94°C) 45 segundos
Pareamento (52°C) 45 segundos

Extensao (72°C) 45 segundos

Numero de ciclos - 35 ciclos

Extensao apéds os ciclos (72°C) 5 minutos

3.17.2. Recombinacéao da regido codificadora do gene NiPAE1, no vetor de
entrada (P DONR 201)

Neste sistema, o gene de interesse é clonado em um vetor de entrada e,
posteriormente, pode ser transferido para diferentes vetores de expressdo. Assim, o
gene NtPAE1 foi clonado no vetor de entrada pDONR 201 (Figura 6) através da
reacao BP. Nesta reagao utilizamos 2ul (~100ng) do produto de PCR 2, 1ul do vetor
pDONR 201 (250 ng), 4ul do tampéo BP (5X), 3ul da mistura da enzima BP clonase,
num volume final de 20ul, completados com agua milli-Q autoclavada. A reacéao foi
incubada a 25°C durante a noite. Ap6s esse tempo, foram adicionados 2ul de
proteinase K (2ug/pl) e foi feita uma incubacéo a 37°C, durante 10 minutos, para que
ocorresse a degradacdo de proteinas presentes na reagdo. Os plasmideos
resultantes, agora denominados pENTRY-PAESp (para super expressao), pPENTRY-
PAERI (para RNAIi) e pENTRY-PAEBt (para expressao da proteina), foram utilizados



para uma nova reacao de recombinagdo com os vetores de expressdao (pK7WG2,
pK7GWIWG2 e pDEST17).
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Figura 6: Mapa de restricdo do vetor pDONR201 (Invitrogen), destinado a insergdo de
produtos de PCR por recombinagéo, na regido entre os nucleotideos 111 e 2352. Este vetor
de 4470kb apresenta os genes que conferem resisténcia a canamicina (KM') e a
cloramfenicol (Cm'). O gene ccdB inibe o crescimento quando presente na maioria das
linhagens de E. coli, o que facilita a selecdo dos clones desejados. Os sitios attP1 e attP2 séo

reconhecidos por recombinases.

3.17.3. Transferéncia da regiao codificadora do gene N{PAE1, para os
vetores de expressao em plantas (pK7WG2 e pK7GWIWG2)

Apoés verificar a inser¢ao da regido codificadora do gene N{PAE1, no vetor
de entrada (pDONR 201), foi feita uma nova recombinacdo com os vetores de
expressao em plantas (pPK7WG2 e pK7GWIWG2).
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Figura 7: Mapa de restricdo do vetor pK7WG2, destinado a insergéo de produtos de PCR por
recombinagdo, na regiao entre os sitios attR1 e attR2. Este vetor de 11.159kb apresenta os
genes que conferem resisténcia a canamicina (KM) e a Estreptomicina/Espectinomicina
(Sm/SpR). O gene ccdB inibe o crescimento quando presente na maioria das linhagens de E.
coli, o que facilita a selegao dos clones desejados. Os sitios attR1 e attR2 sao reconhecidos

por recombinases.
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Figura 8: Mapa de restricao do vetor pK7GWIWG2, destinado a inser¢cdo de produtos de

PCR por recombinagéo, na regido entre os sitios attR1 e attR2. Este vetor de 13.599kb

apresenta o0s genes que conferem resisténcia a canamicina (KM) e a



Streptomicina/Spectinomicina (Sm/SpR). O gene ccdB inibe o crescimento quando presente
na maioria das linhagens de E. coli, o que facilita a selecdo dos clones desejados. Os sitios

attR1 e attR2 sdo reconhecidos por recombinases.

O vetor pK7WG2 apresenta cerca de aproximadamente 11kb de tamanho e
foi utilizado na reagdo de recombinagdo LR (Invitrogen), juntamente com o vetor de
entrada contendo a regido codificadora do gene NtPAE1 (pENTRY-PAESP). O vetor
pK7GWIWG2(l) apresenta cerca de 13,5kb de tamanho e foi utilizado na reacéo de
recombinagdo LR, juntamente com o vetor de entrada contendo a regiao codificadora
do gene NIPAE1 (pENTRY-PAERI).

Nas reacdes LR foram utilizados 1ul do pENTRY-PAE (pDONR 201 +
NtPAE1 — 300 ng), 1ul do vetor (pK7WG2 ou pK7GWIWG2 — 500 ng), 4ul de tampéao
de reacdo da enzima LR clonase (5X), 3ul da enzima LR clonase, num volume final
de 20ul, completados com agua milli-Q autoclavada. A reacéo foi incubada a 25°C
durante a noite. Em seguida, foram adicionados 2ul de proteinase K (2ug/ul) e foi feita
uma incubacao a 37°C durante 10 minutos. As reagdes de transferéncia do fragmento
NtPAE1 inserido no vetor pDONR 201, para os vetores PK7WG2 e PK7GWIWG2,
foram feitas em tubos separados, ou seja, foram feitas duas reagcées. O pENTRY-
PAESp (pDONR 201 + NtPAE1) foi recombinado com o vetor PK7WG2 e o pENTRY-
PAERi (pDONR 201 + NtPAE1) foi recombinado com o vetor PK7TGWIWG2. O
plasmideo resultante dessa recombinagdo foi denominado de pEXP-PAESp
(superexpressao) e pEXP-PAERi (RNAI).

3.17.4. Transferéncia da regiao codificadora do gene NiPAE1 para o vetor
de expressao de proteina (pDEST17)

Apoés verificar a insergao da regido codificadora do gene NIPAE1, no vetor
de entrada (pDONR 201), foi feita uma nova recombinacéo, reagcédo LR (Gateway LR
Clonase Enzime Mix - Invitrogen), onde o plasmideo pENTRY-PAEB! foi tranferido

para o vetor de expressdo de proteina (pDEST17). Este vetor (Figura 9), possui o



promotor para a T7 RNA polimerase viral, uma fusdo na extremidade N-terminal com
uma “tag” de histidinas (6 residuos), que é expressa na mesma fase de leitura da
proteina de interesse, auxiliando em experimentos de purificacdo e deteccdo da
proteina recombinante.

Na reacao LR foi utilizado 1ul do pENTRY-PAEBt (b DONR 201 + NtPAE1
— 300 ng), 1ul do vetor (pDEST17 — 150ng), 4ul de tampé&o de reacédo da enzima LR
clonase (5X), 3ul da enzima LR clonase, num volume final de 20ul, completados com
agua milli-Q autoclavada. A reacéao foi incubada a 25°C durante a noite. Em seguida,
foram adicionados 2ul de proteinase K (2ug/ul), para que ocorresse a degradagao
das proteinas presentes na reagdo enzimatica, deixando o DNA mais limpo e,
colocou-se a reagdo em Banho-Maria a 37°C durante 10 minutos. O plasmideo
resultante dessa recombinacdao foi denominado de pEXP17-PAEBt. Apods
confirmacdo por digestdo e sequenciamento, este vetor foi utilizado para
transformacao da linhagem BL21(DE3) Rosetta, de E. coli, propria para expressao

de proteinas.
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Figura 9: Mapa de restricdo do plasmideo pDEST17 (Invitrogen), destinado a formagao do
vetor de expressao de proteinas em fusdo com uma “tag” de 6 histidinas, sob controle do



promotor T7. Este vetor possui 6354pb, e apresenta também os genes que conferem
resisténcia a ampicilina (Ap) e ao cloranfenicol (Cm). O gene ccdB inibe o crescimento
quando presente na maioria das linhagens de E. coli, o que facilita a selegdo dos clones

desejados. Os sitios attR1 e attR2 s&o reconhecidos por recombinases.

3.18. Obtencao de plantas transgénicas para analise do gene N{PAE1
3.18.1. Preparo de células competentes de Agrobacterium

Estriou-se, com uma al¢ca de platina, uma suspensdo bacteriana de
Agrobacterium tumefaciens, cepa C58C1RifR (pGV2260), em uma placa contendo
meio MAS sdélido (200ml Meio 5x A; 10ml Sacarose 20%; 2ml MgSO4 20%; 0,5ml
Tiamina 10mg/ml; Agar (Difco) 12g/l). Meio 5x A: 69g/l K2HPO4 3H20; 22,59/l
KH2PO4; 5¢g/I (NH4)2S04; 2,5¢g/I Citrato de Sddio.

A colbnia isolada foi inoculada em 3ml de meio LB liquido (2x), por dois
dias a 28°C, com agitacao. Em seguida, 1ml da cultura foi transferida para um novo
meio LB liquido (100ml), e crescida por cerca de 12 horas a 28°C. Esta cultura foi,
posteriormente, centrifugada a 5.000rpm por 10 minutos a 4°C. O precipitado foi
ressuspendido delicadamente em 15ml de Hepes/KOH 1mM. Apds centrifugagcédo a
4.000rpm a 4°C por 10 minutos, repetir a lavagem duas vezes. Posteriormente, as
células foram ressuspendidas em 10ml de glicerol 10% e centrifugadas a 4.000rpm a
4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi, entéo,
ressuspendido em 400ul de glicerol 10%. Aliquotas de 40ul foram feitas em tubos

1,5ml e, em seguida, estocadas a —80°C.

3.18.2. Transformacao de Agrobacterium tumefaciens por eletroporacao

Foi adicionado 1ug de DNA plasmidial a 40ul do estoque de células
competentes de Agrobacterium, misturou-se delicadamente e incubou-se no gelo por
2 minutos. A suspensao foi transferida para uma cubeta de eletroporagéo, a qual foi
mantida no gelo. Posicionou-se a cubeta no eletroporador e aplicou-se um pulso de

1,8 kV/2,5 yF. Adicionou-se, imediatamente apds a eletroporacéo, 1ml de meio LB 2X



liquido e ressuspendeu-se delicadamente as células. Transferiu-se o conjunto para
um tubo de ensaio, incubando-se durante 3 horas a 28°C, sob agitacao de 100rpm.
Plaqueou-se 100ul da suspensdo bacteriana em meio MAS soélido, contendo os
antibioticos seletivos (Streptomicina - 300ug/ml e Spectinomicina 90ug/ml) para

bactérias transformantes. Incubou-se a 28 2C durante 2 dias.

3.18.3. Mini-preparacao de DNA plasmidial para Agrobacterium

A mini-preparacdao de DNA de vetores de plantas foi feita da seguinte
maneira: inicialmente, 3ml de cultura bacteriana feita em meio LB 2x, contendo o
antibiético adequado, foram centrifugados a 14000rpm (centrifuga Eppendorf 5415C).
O precipitado de células foi ressuspendido em 100ul de Tampao | (NaCl 0,2M em
10ml de TE), em seguida, centrifugue a 14000rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi
descartado e ressuspedido em 1ml de Tampéao |. Esta etapa foi repetida uma ou 2
vezes. Apos a lavagem foi colocado de 200ul do Tampéao | e, em seguida, foi
adicionado 200ul de solucéo | (NaOH 0,2N e SDS 1%), o tubo foi invertido e incubado
no gelo por 15 minutos. Em seguida, foi adicionado 150ul de Acetato de potassio 3M,
o tubo foi invertido e incubado no gelo por 30 minutos. O sobrenadante, obtido apds
centrifugacao a 14000rpm por 5 minutos (centrifuga Eppendorf 5415C), foi transferido
para um novo tubo, e em seguida, adicionou-se 1 volume de fenol/clorofémio. A
amostra foi centrifugada por 5 minutos e, a fase aquosa foi transferida para outro
tubo, acrescentando 2 volumes de etanol absoluto. A amostra foi mantida a —20°C
por pelo menos 1 hora, e um precipitado de DNA foi obtido apds centrifugacéo a
14000rpm (centrifuga Eppendorf 5415C). Este precipitado foi entdo ressuspendido

em 20ul de 4gua destilada autoclavada.



3.18.4. Transformacao de plantas de Nicotiana tabacum via A. tumefaciens
e regeneracao das plantas

3.18.4.1. Obtencao de plantas de Nicotiana tabacum em condicées
estéreis

Sementes de N. tabacum Petit Havana SR1, cedidas pelo Seita Institut du
Tabac, foram tratadas com etanol 70% por um minuto e, em seguida, com uma
solugdo de hipoclorito de sédio (NaOCI) 15 % (Sigma) por 40 minutos, lavadas 5
vezes em 4gua destilada autoclavada e, posteriormente, distribuidas em placas
contendo meio MS sélido (4,4 g/l de MS; 30 g/l de Sacarose e 0,5 g/l de MES; 7g/l de
agar da Difco, ajustar o pH 5,8 com KOH) (Murashige e Skoog, 1962). As placas
foram colocadas em condigbes adequadas de luminosidade (16 horas luz / 8 horas
escuro) e temperatura (28 °C) até a germinacéo. Posteriormente, as plantulas foram
transferidas para caixas Magenta, com o mesmo meio de cultura, em condi¢ées

estéreis.

3.18.4.2. Obtencao dos discos foliares

Para obtencdo das plantas transgénicas foram utilizados fragmentos
foliares extraidos de plantas com seis semanas de idade, crescidas em condi¢cdes
estéreis como descrito acima. Uma folha de cada vez foi cortada (Figura 10) com

bisturi sobre um papel de filtro estéril, embebido em agua.

Figura 10: Todo o perimetro do segmento foliar foi ferido (no proprio processo de corte), para
haver a liberagdo de moléculas-sinal que induzem a transferéncia do T-DNA, presente em
Agrobacterium, para o genoma vegetal (Stachel et al., 1985).



3.18.4.3. Infeccao dos discos foliares

Pelo método de transformacdo via Agrobacterium tumefaciens, 0s
segmentos foliares cortados foram imediatamente transferidos para placas de Petri
com a sua face abaxial em contato com o seguinte meio: 40ml de MS liquido (4,4 g/l
de MS; 30 g/l de Sacarose e 0,5 g/l de MES, ajustar o pH 5,8 com KOH) (Murashige e
Skoog, 1962) e, em seguida, foi adicionado 1,5ml de suspensdo bacteriana
(Agrobacterium contendo o plasmidio pEXP-PAESp ou pEXP-PAERI).

As placas foram seladas com Parafilm®. Apos incubagao a 28 °C por dois
dias, na auséncia de luz, os discos foliares foram transferidos para placas de Petri,
contendo meio de indugcédo de calos M300 (meio MS solido contendo 200ug/ml de
canamicina, 0,1ug/ml de NAA, 1ug/ml de 6-BAP e 250ug/ml de cefotaxima) em
condigdes adequadas de luminosidade (16 horas luz / 8 horas escuro) e temperatura
(28 °C).

3.18.4.4. Obtencao de brotos transgénicos

Os pequenos calos formados foram separados dos discos foliares e
distribuidos individualmente sobre uma placa contendo o meio de indugéo de calos e
deixados por aproximadamente 15 dias em condigbes adequadas de luminosidade
(16 horas luz / 8 horas escuro) e temperatura (28 °C). Apds esse periodo, foram
transferidos para potes maiores contendo meio de inducéao da parte aérea (meio MS
sélido contendo 200ug/ml de canamicina e 1ug/ml 6-BAP). Apos a identificacdo dos
brotos (maiores que 0,7 cm), que foram surgindo a partir dos calos resistentes, eles
foram excisados na base, procurando excluir tecidos do calo. Individualmente, os
brotos foram transferidos para potes Magenta contendo meio de enraizamento sélido
(meio MS), acrescido de canamicina (200ug/ml). Os brotos foram mantidos nesse

meio até o desenvolvimento completo das raizes.



3.18.4.5. Transferéncia para a terra

Ap6s o desenvolvimento das raizes, as plantas (10 a 15 cm de altura)
foram delicadamente retiradas dos potes Magenta, e o excesso de meio de cultura foi
removido com agua. As plantas foram entdo transplantadas para sacos plastico preto
(de aproximadamente 25 cm de altura) contendo a mistura solo: vermiculita. A parte
aérea da planta foi coberta com um saco de plastico transparente umedecido, para
evitar ressecamento. Ap6s uma semana em casa de vegetacdo, o saco plastico
transparente foi retirado. A planta cresceu na casa de vegetacdo até atingir uma
altura de 30cm, neste momento, entdo, a planta pode ser transferida para um vaso
maior contendo solo adubado. Deste modo, a planta se desenvolve normalmente na

casa de vegetacao.

3.19. Deteccéao da presenca do T-DNA nas plantas transgénicas

3.19.1. Mini-extracdo de DNA de folha de plantas transgénicas

De acordo com FuYu et al. (1993), a mini-extracdo de DNA foi feita para
confirmar a presencga do transgene, através da reacdo de PCR. A mini-extracao foi
feita da seguinte maneira: um pedago da folha jovem da planta transgénica foi
macerado em tubo de 1,5ml contendo 400ul de tampao de extracdo (200mM Tris-
HCI, pH7,5; 250mM NaCl; 25mM EDTA, pH 8,0 e 0,5% SDS). Em seguida, o extrato
foi centrifugado por 1 minuto a 14.000rpm (centrifuga Eppendorf 5415C) e 300ul do
sobrenadante foi transferido para um tubo 1,5ml novo. Em seguida, foram
adicionados 300ul de isopropanol e a mistura foi incubada por 5 minutos a
temperatura ambiente. Apds centrifugacdo a 14.000rpm (centrifuga Eppendorf
5415C) por 6 minutos, um precipitado de DNA foi obtido e, entdo, o mesmo foi

ressuspendido em 100ul de agua destilada autoclavada.

3.19.2. Amplificacdao para deteccdao da presenca do T-DNA nas plantas
transgénicas
Utilizou-se a técnica de PCR para amplificar parte do T-DNA e confirmar a

presenca deste nas plantas transgénicas. Para as plantas transgénicas de



superexpressao, foram utilizados os “primers” P35S e PAE6. O primeiro pareia na
extremidade 3’ do promotor 35S. O segundo pareia no cDNA da PAE. Tal conjunto
permite a amplificacdo de uma regido de aproximadamente 1316 pares de bases.

Para as plantas de RNAI, foram utilizados os “primers” T35S e Rt-PAE-R. O
primeiro pareia na extremidade 5 do terminador 35S e, o outro pareia no cDNA
antisenso da PAE, respectivamente, flanqueando uma regido de aproximadamente
866 pares de bases. As reagbes foram realizadas no termociclador T3 thermocycler
da Biometra®, nas seguintes condi¢des:

Molde (DNA — 100ngQ) 1,0 pl
dNTPs (10mM cada) 1,2 pl
“Primer” P35S (10 pmoles/pl) 1,2 pl
“Primer” PAEG6 (10 pmoles/ul) 1,2 pl
Enzima Taq Polimerase (Biotools)(5U/ul) 0,5 pl
Tampao para Taq Polimerase (10X) 5,0 pl
Agua Milli-Q (para completar 50pl) 30,9 ul
Ciclos:

Desnaturagao (94°C) 1 min
Pareamento (60°C) 45 seg
Extensao (72°C) 1 min

NuUmero de ciclos 35

Extensao apéds os ciclos (72°C) 5 min

Sequéncias dos “primers” utilizados:

PROM35S: 5-ATGACGCACAATCCCACTATCC-3
TERM35S: 5-GGGAATTAGGGTTCTTATAGGG-3’
PAEG6:5- AACCAATCTCCAACAGCTTCAGC-3
RT-PAE-R: 5-GCAGATCCGTGCAAAGCAACAACT-3



3.20. Analise do crescimento e desenvolvimento do tubo polinico

Pistilos de SR1 e PAERi 16.2 (RNAI), no estagio 11 do desenvolvimento
floral (Koltunow et al, 1990), foram polinizados com pdlen de flores j4 abertas
(estagio 12). Nestes experimentos, as sépalas, pétalas e anteras foram retiradas,
restando apenas o pistilo, 0 qual foi manualmente, polinizado e protegido com um
canudo. Foram feitas varias autopolinizacées de SR1 e PAERI 16.2, e polinizagdes
cruzadas, ou seja, o polen de SR1 na planta transgénica e o pdlen da planta
transgénica em SR1. Os pistilos foram coletados 7 e 9 horas apds a polinizagéo e os
estigmas/estiletes foram preparados sobre lamina histolégica para visualizacao.
Sobre o material foram colocadas aproximadamente 5 gotas de azul de anilina 0,05%
(Hawes e Satiat-Jeunemaitre, 2001). Este corante cora os “plugs” de calose
presentes ao longo do tubo polinico. Estas laminas foram visualizadas e fotografadas
em microscopio de fluorescéncia modelo Zeiss KS-300 Imaging System (equipamento
cedido gentilmente pela Profa. Dra. Maria Célia Jamur).

3.21. Coloragcao com vermelho de ruténio

Os estigmas/estiletes das plantas transgénicas (PAESp e PAERI) e SR1
(estagio 11) foram coletados e fixados (item 3.11.2). Apo6s os cortes do material
emblocado em parafina, as laminas foram colocadas na estufa a 60°C por 20 a 30
minutos. As laminas foram colocadas duas vezes em xilol 100% por 15 minutos cada
e, em seguida, colocadas em etanol absoluto e xilol (1:1) por 10 minutos. Foram feitas
vérias lavagens de série de etanol do 100% a 10%, por 10 minutos cada.

As laminas foram colocadas no corante vermelho de ruténio (0,02%,
dissolvido em agua) por 5 minutos. Apos, as laminas foram passadas rapidamente na
agua destilada e, em seguida, em série de etanol de 10% a 100% rapidamente. As
laminas foram colocadas em etanol e xilol (1:1) por 5 minutos e, depois, foram
realizadas 2 lavagens de xilol 100% por 5 minutos cada. As laminas foram montadas

com resina sintética Permount e estocadas a temperatura ambiente.



3.22. Preparacao do material para analises dos graos de polen por MEV

3.22.1. Fixacao FAA (Johansen, 1940)
Formaldeido 37% 25 ml
Acido acético glacial 25 ml
Etanol 50% 450 ml

As anteras fechadas (estagio 11 de SR1 e PAERI 16.2) foram fixadas na
solugdo acima, para analise por Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) dos
graos de polen. Aplicou-se 1 ou 2 vacuos de 15mmHg por 15 minutos e o material foi
deixado por 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, o material foi
desidratado em séries de etanol (50% a 100%), duas vezes e por 2 horas cada.

O material desidratado em séries de etanol foi levado para a técnica Sra.
Maria Dolores S Ferreira, responsavel pelo laboratério de microscopia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP), para que fosse feita a MEV. O material
foi submetido ao ponto critico em um aparelho Balzers CPD 030, montado em suporte
metalico, colado sobre uma fita adesiva de Carbono e, entdo, o material foi coberto
com Ouro em um metalizador Balzers SCD050. As observacdes foram efetuadas no
Laboratério de Microscopia Eletrdnica na FMRP-USP, em um microscépio eletrénico
de varredura Jeol JSM- 5200, em 15kv, e as fotomicrografias foram obtidas em uma

camera fotogréfica Jeol MP.

3.23. Método colorimétrico para quantificar pectina (Taylor, 1993)

Os estigmas e estiletes de plantas transgénicas foram macerados em 200ul
de agua estéril e, apds centrifugacdo a 5.000rpm por 10minutos, a 4°C, estes foram
colocados em um tubo de ensaio (16x150mm). Em seguida, foram adicionados 3mi
de Acido Sulfarico concentrado e, depois, adicionado 100pl de 0,1% w/v carbazole
em etanol 100% (Sigma). As reacOes foram misturadas e incubadas por 1 hora, a
60°C. Apds a incubacado as reagbes foram resfriadas em a temperatura ambiente
(banho-maria). A absorbancia das amostras foi lida no espectrofotémetro 530nm

contra um branco (agua). Para a curva padrao 0 - 40ug de pectina foi usado.



3.24. Teste de segregacao

Para estimar o numero de cépias do T-DNA, presentes nas plantas
transgénicas independentes obtidas, foi realizado o teste de segregacdo genético
para verificar se as plantas apresentam algum padrdo mendeliano de segregacgéo de
1:1 e 3:1, para o gene escolhido. O teste foi baseado na resisténcia a canamicina,
como a heranga genética analisada.

Para tal, sementes geradas por auto-fecundacgao, das plantas transgénicas
independentes, foram esterilizadas (item 3.18.4.1) e semeadas em meio MS contendo
canamicina. As plantas, ap6s cerca de 30 dias de desenvolvimento, foram separadas
em dois diferentes grupos: todas as que apresentaram desenvolvimento normal e
coloracdo verde (presenga do gene de resisténcia a canamicina) e todas que
apresentaram um aspecto esbranquigado (pouco desenvolvidas) (refletindo auséncia
do gene de resisténcia a canamicina). O teste estatistico do qui-quadrado foi o
empregado.

3.25. Expressao da proteina PAE

3.25.1. Linhagem de E. coli utilizada para a expressao da proteina PAE

A construcdo pEXP17-PAEBt obtida foi utilizada para a transformacéo da
linhagem BL21(DE3) Rosetta de E. coli, proprias para a expressdao de proteinas
recombinantes. As particularidades desta cepa sdo mostradas na tabela 3.

Tabela 3: Algumas caracteristicas da linhagem de expressao utilizada no trabalho.

Linhagem Antibiético/ Promotor Indutor
bacteriana Concentracao
BL21(DE3) Rosetta Cloranfenicol T7 viral IPTG
(34mg/ml)




3.25.2. Inducao da expressao da proteina PAE em E. coli

Ap6s a transformacdo da construcdo pEXP17-PAEBt, em células da
linhagem BL21(DE3) Rosetta de E. coli, foi submetida a indugdo de expressao das
proteinas recombinantes.

Da placa contendo células de E. coli transformadas com os plasmideos de
expressao, uma colbnia isolada foi recuperada, e um pré-indculo foi preparado com
5ml de meio CircleGrow suplementado com os antibidticos adequados e nas
concentragdes apropriadas. Apds crescimento “overnight” (16-20horas), a 37°C, sob
agitacao (200rpm), foi feita uma diluicdo na propor¢ao de 1:100, adicionando-se 500l
do pré-indculo em um erlenmeyer de 125ml, contendo 50ml de meio CircleGrow, mais
os antibiéticos apropriados. A seguir, essa nova cultura foi incubada a 37°C, sob
agitacao (200rpm) por 2 horas, ou até atingir uma D.0.600nm ~ 0,4 — 0,6. Ao se
atingir tal densidade, foi retirada uma aliquota de 1ml, que foi utilizada como tempo
zero (pré-indugao), e adicionou-se 0,4mM de IPTG, para inicio de inducdo da
expressao. A proteina recombinante foi induzida por 3hs, a 37°C e, por 20hs, a 20°C.
Ao término das indugdes, as culturas foram centrifugadas a 4°C, por 10 minutos, a
5.000rpm, para a obtengao dos precipitados celulares. Ao final das centrifugacdes, o
sobrenadante foi descartado, e as células precipitadas foram estocadas em freezer -

20°C, para posterior lise celular, e analise dos extratos protéicos em SDS-PAGE.

3.25.3. Lise bacteriana para liberacao das proteinas, utilizando sonicador

AplGs a obtencdo dos precipitados celulares resultantes das indugdes, foi
realizada a lise bacteriana para a analise da proteina recombinante.

Os precipitados bacterianos foram ressuspensos em 2ml de Tampéao de
Lise (Tris-HCI 50mM pH 8,0, NaCl 150mM), acrescido do Inibidor de Proteases
(Protease Inhibitor Cocktail for General Use - 1mM (Sigma)) e Lisozima (10mg/ml).
Apls estes precipitados foram incubados no gelo por 30 minutos e, entdo, deu-se
inicio ao processo de sonicacdo, para a lise celular. As amostras foram sonicadas,
empregando-se 8 a 10 pulsos de 30 segundos cada, a 60W de poténcia, com

intervalos de 30 segundos, em um Vibracell TM (Sonic & Materials Inc, Dunbury, CT,



USA). Ao final, as suspensdes celulares resultantes foram centrifugadas por 30
minutos, a 10.500rpm, a 4°C, em centrifuga Eppendorf (modelo 5810R). O
sobrenadante foi transferido para um tubo novo, e o precipitado, ressuspenso em 2m|
do mesmo Tampado de Lise. Apés o preparo, 0s extratos protéicos foram
quantificados de acordo com o método de Bradford (1976) e, em seguida, submetidos
a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

3.25.4. Eletroforese de proteina em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As andlises eletroforéticas foram realizadas em gel de poliacrilamida 12,5%
em condigdes desnaturantes, seguindo a técnica de Laemmli (1970). Em tais
condigdes, o SDS (Sodium Dodecyl Sulfate — Dodecyl Sulfato de Sédio), que é um
detergente ibnico, desnatura as moléculas de proteinas da amostra, e liga-se
fortemente a elas. Assim, as moléculas de SDS provocam uma distribuicdo
relativamente uniforme de cargas negativas ao longo das moléculas de proteinas,
devido a presengca de grupamentos sulfato no SDS. Dessa forma, quando uma
corrente elétrica € aplicada na cuba de eletroforese, todas as moléculas de proteinas
irdo migrar através do gel, do pdlo negativo em direcao ao polo positivo, baseadas em
seu tamanho. As corridas, com duracdo de 90 minutos a 100V, foram realizadas no
Sistema “Mini-Protean” tetra cell (BioRad), em tampao de corrida Tris-Glicina 1X,
diluido a partir de uma solugéo estoque Tris-Glicina 5X (15,125¢g Tris-base (125mM);
25ml SDS 10% (0,5%); 72g Glicina (960mM) e agua destilada para completar o
volume para 1000ml). Antes da corrida eletroforética, as amostras foram preparadas,
adicionando-se aos extratos protéicos, tampao de amostra 4X (1,25ml Tris-HCI 1M,
pH 6,8 (125mM); 4ml SDS10% (4%); 1ml glicerol (10%); 20mg azul de bromofenol
(0,2%); 400uL B-mercaptoetanol (4%) e dgua destilada para completar o volume para
10ml). Apéds a aplicacao do tampao de amostra, os extratos protéicos foram fervidos a
100°C, por 5 minutos e, em seguida, aplicados no gel. Ao final da corrida
eletroforética, os géis foram corados por azul de Coomassie 0,2% (Metanol 50%;
acido acético 10%; completar volume com agua destilada para 100ml; Coomassie
Blue R-250 0,2¢g - 0,2% p/v). Marcadores de baixo peso molecular (LMW Calibration —

Amersham) foram utilizados nas corridas, sendo estas proteinas fosforilase b (97



kDa), albumina (66 kDa), albumina de ovo de galinha (45 kDa), anidrase carbénica
(30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) a-lactoalbumina (14,4 kDa).

3.25.5. Analise por Western blot

A transferéncia das bandas de proteina obtidas no gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), para a membrana de nitrocelulose (HybondTM-C extra, Nitrocellulose,
45 Micron — Amersham Life Science), foi realizada no sistema Mini-V 8.10 Blot
Module (Life Technologies TM). Para tanto, imediatamente apdés a corrida
eletroforética, o gel foi incubado por 15 minutos em um recipiente contendo o tampéao
de transferéncia gelado (Tris-HCI 25mM, pH 8,3; glicina 192mM e 20% de metanol),
juntamente com todos os acessoérios da transferéncia, incluindo a membrana, as
esponjas e os papéis de filtro. A transferéncia foi realizada por 1 hora e 30 minutos, a
100V. Apds a transferéncia, a membrana foi corada com Ponceau S (0,5g de
Ponceau, 2,5ml de acido acético para 250ml de agua), com o intuito de visualizar as
bandas transferidas e avaliar a eficiéncia do procedimento. Apds a visualizagdo das
bandas, a membrana foi lavada em agua corrente para retirada do Ponceau e, entao,
colocada na solugédo de bloqueio, contendo leite em pé desnatado 5% em tampéo
TBS (Tris-HCI 20mM, pH 7,5; NaCl 150mM; Tween 0,05%), por no minimo 1 hora em
geladeira. Apds sair da solu¢cdo de bloqueio, a membrana foi submetida a uma
lavagem de 5 minutos, com tampédo TBS (Tris-HCI 20mM, pH 7,5; NaCl 150mM,;
Tween 0,05%). Posteriormente, 5ml da solugao de bloqueio, contendo 2ul (1:2500) do
anticorpo primario anti-histidina produzido em camundongo (Monoclonal anti-
polyHistidine Clone His 1 — Sigma), foram adicionados sobre a membrana, e a placa
foi entdo incubada por 2 horas, a temperatura ambiente, sob agitacdo. Apods esta
incubacéao, foram efetuadas quatro lavagens de 5 minutos cada, com o tampéo de
lavagem (TBS) e, a seguir, a mesma foi incubada por 1 hora em 5ml da solugéo de
bloqueio, contendo 1ul (1:5000) do anticorpo secundario, produzido em cabra, contra
lgG de camundongo, conjugado com fosfatase alcalina. Apds esta incubacéo, a
membrana passou por quatro lavagens de 5 minutos cada, e foi submetida ao
procedimento de revelagdo. Para tanto, em 10ml de tampao de revelacao (1ml de
Tris-HCI 1M, pH 9,5; 0,2ml de NaCl 5M; 0,05ml de MgCI2 1M e agua para 10ml),



adicionou-se 44 ul de NBT (75mg/ml, em solucédo de dimetilformamida 70% v/v) e
33ul de BCIP (50mg/ml, em solucédo de dimetilformamida 100% v/v) (Gibco-BRL) e,
entdo, esta solucdo foi adicionada sobre a membrana. Apoés 10 a 15 minutos de
incubacdo no escuro, sob agitacdo, a membrana foi revelada por reacao

cromogénica, e as bandas puderam ser visualizadas.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Andlise de expressao de NIPAE1 nos diferentes estagios do
desenvolvimento de estigmas/estiletes de Nicotiana tabacum

Em experimentos anteriores, o gene N{PAE1, que codifica uma pectina
acetilesterase (PAE), demonstrou ser bem mais expresso no estigma/estilete do que
nos outros 6rgaos (raiz, caule, folha, sépala, pétala, estame e ovario), apresentando
uma expressado que varia de 7x mais expresso do que no ovario, chegando até
29.000x mais expresso do que na sépala (Quiapim, 2005). Portanto, NtPAE1 € um
gene especifico do pistilo, com expressao predominante no estigma/estilete.

Para analisar a expressao do gene NtPAE1, ao longo do desenvolvimento
floral, foram desenhados dois “primers” senso e antisenso, baseado na sequéncia do
cDNA 004A06 (Tabela 2, Material e Métodos). Posteriormente, foi extraido RNA total
de estigmas/estiletes de N. tabacum, nos 12 estagios desenvolvimentais descritos por
Koltunow et al. (1990). Estas amostras de RNA foram convertidas a cDNA por
tratamento enzimético e, em seguida, foi feito o experimento por RT-PCR em tempo
real (Figura 11).

Estagios do Desenvolvimento Floral
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Figura 11: O grafico representa a expressao do gene N{PAE1 nos estigmas/estiletes em
diferentes estagios do desenvolvimento floral de N. tabacum, em unidades arbitrarias (U.A). A

expressao de genes em unidades arbitrarias corresponde a razdo do numero de copias do



cDNA do gene NIPAE1 em relagdo ao numero de cépias do gene constitutivo usado como

controle (actina).

O gréfico acima mostra que a expressao do gene NIPAE1 apresenta uma
pequena expressao nos trés primeiros estagios, decaindo um pouco no estagio 4 e
praticamente nula no estagio 5. Nos estagios 6 e 7, a expressdo aparece novamente
decaindo um pouco no estagio 8 e, em seguida, um aumento nos demais estagios. O
pico de expressao € atingido no estagio 12, quando ocorre a antese e a polinizacao.
Este aumento pode ocorrer devido a uma inducao da expressdo no pistilo pela
polinizacdo. Outra possibilidade é que NtPAE1 também se expresse em graos de
pbdlen maduros e/ou em tubos polinicos em crescimento, o que nao foi testado neste
trabalho. Existem diversos relatos da presenca de pectinases especificas de polen
(Wakeley et al., 1998; Bosch e Hepler, 2006; Francis et al., 2006; Tian et al., 2006),
que tém um papel importante na polinizagao.

As investigacbes imunocitoquimicas, em pistilos nao polinizados de
Petunia hybrida, demonstraram altos niveis de pectinas desesterificadas
(Lenartowska et al., 2001; Bednarska et al., 2005), o que reforga a importancia da
atividade de PMEs e PAEs na degradacao de pectinas dos tecidos especializados do
estigma/estilete. Desse modo, sugere-se que a expressdo do gene NIPAE1 no
estagio 11, que antecede a antese, pode estar relacionada a um importante papel na
dissociacdo das células da zona secretéria do estigma e do tecido transmissor do
estilete, facilitando a formacao dos espacos intercelulares, que séo preenchidos pelo

exudato, onde ocorre o crescimento dos tubos polinicos.

4.2. Analise da expressao por hibridizacao “in situ” em estigmas/estiletes de
N. tabacum

A anélise por hibridizagdo “in situ” tem sido usada para identificar mRNA
em amostras de tecido em estudo, a qual possibilita observar a localizagao tecidual e
a expressao temporal e espacial dos transcritos de um determinado gene. Esta

andlise compreende trés etapas: a) hibridizagdo, propriamente dita, onde ha o



pareamento da sonda a sequéncia-alvo; b) imuno-histoquimica ou reacao
antigeno/anticorpo para detecgcao da sonda; c) revelagdo com o cromdgeno desejado.

Para dar inicio a esta andlise, foram feitas duas digestdes com o DNA
(15ug) referente ao cDNA 004A06, utilizando as enzimas EcoRl e BamHI, afim de
linearizar o plasmideo. A partir do plasmideo linearizado, foi feita a preparacao das
sondas senso e antisenso, separadamente, como descrito a seguir. Para a sonda
antisenso, foi feita a digestdo utilizando a enzima EcoRI| e, para a sonda senso
(controle), foi utilizada a enzima BamH|I, que corta o extremo oposto do inserto a partir
do promotor T7. Ambas as digestdes foram checadas em gel de agarose (1%), para
verificar se DNA plasmidial havia sido totalmente digerido (dados ndo mostrados).
Apo6s a linearizagao e limpeza do DNA, a sonda antisenso foi obtida por reagdo de
transcricao “in vitro” (DIG RNA Labelling Kit (SP6/T7)-11175025910, Roche), a partir
do promotor SP6 e a sonda senso (controle negativo) a partir do promotor T7. Na
célula, o mRNA é senso, portanto sondas antisenso devem ser utilizadas para
detectd-lo. Assim, na etapa de transcricdo deve-se obter sondas antisenso, que
pareiam com 0 mRNA em estudo, enquanto as sondas senso servirdo como controle
negativo. Desse modo, cortes longitudinais de estigmas/estiletes (estagio 11) de N.
tabacum SR1 foram colocados em laminas e hibridizados com as sondas e, em
seguida, foram imuno-detectados adicionando o anticorpo anti-DIG AP (Roche).

A Figura 12 A e B mostra os cortes longitudinais de estigmas/estiletes
(estagio 11) de SR1, para investigar a distribuicdo espacial do mRNA de NtPAE1 nos
tecidos do estigma/estilete. Apds a hibridizacdo com a sonda sense (A) e antisense
(B), um forte sinal de hibridizacao foi observado com mRNA localizado nas células do
tecido transmissor do estilete (Figura 12 B). Em contraste, nenhuma hibridizagao foi
observada no controle (Figura 12 A). Estes resultados mostram que o RNAm de
NtPAE1 esta localizado especificamente nas células do tecido transmissor do estilete
de N. tabacum. Assim, é possivel sugerir que o gene NIPAE1 tenha um importante

papel nos tecidos que sao atravessados pelo tubo polinico em crescimento.
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Figura 12: Expresséo do gene NIPAE1 em estigmas e estiletes de N. tabacum no estagio 11
(Koltunow et al,, 1990). A: “Background” do controle hibridizado com a sonda senso; B:
Localizagdo do mRNA de NtPAE1 na zona secretéria do estigma e no tecido transmissor do
estilete. Hibridizagdo “in situ” a partir de uma sonda antisenso (do gene NIPAE1) marcada

com dioxigenina. A coloragdo mais forte representa regides contendo hibridos RNA-RNA.

4.3. Andlise de expressao de NIPAE1 nos diferentes estagios do

desenvolvimento do ovario de Nicotiana tabacum

A analise de expresséo génica, por RT-PCR em tempo real, nos diferentes
orgéos de N. tabacum, demonstrou que o gene NIPAE1 € especificamente expresso
no pistilo e mostrou ser 7 vezes mais expresso no estigma/estilete do que no ovario
(Quiapim, 2005). Devido a essa expressdao do gene NtPAE1 no ovario, foi feita a
andlise de expressao génica ao longo do desenvolvimento do ovario, por RT-PCR em
tempo real.

Para esta andlise, foram coletadas amostras de ovario nos 12 estagios
desenvolvimentais descritos por Koltunow et al. (1990), dos quais foram extraidos
RNAs para a sintese de cDNA. O cDNA, sintetizado a partir do RNA extraido de cada
amostra, foi analisado em uma PCR em tempo real, utilizando os “primers” RT-PAE-F
e RT-PAE-R. A Figura 13 mostra o grafico onde a expressdo do gene NPAE1
apresenta uma pequena expressao nos trés primeiros estagios do desenvolvimento,
aumentando um pouco no estagio quatro. No estagio 5 a expressdao aumenta ainda

mais, permanecendo aproximadamente constante nos estagios 6, 7 e 8. O pico de



expressao é atingido no estagio 9, decaindo um pouco nos demais estagios em

direcdo a antese.
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Figura 13: O gréfico representa a expressdo do gene N{PAE1 nos diferentes estagios do
desenvolvimento do ovario de N. tabacum em unidades arbitrarias (U.A). A expressao de
genes em unidades arbitrarias corresponde a razdo do numero de copias do cDNA do gene
NIPAE1 em relagcdo ao numero de cépias do gene constitutivo usado como controle (j-

aActina).

Desse modo, é possivel sugerir que esta pectinase também tenha
importancia na dissociacdo entre as células presentes no ovario, permitindo a
formacéo de espacos intercelulares e facilitando o crescimento do tubo polinico. Para
um estudo mais detalhado sobre o papel de NtPAE1 no ovario seria interessante

realizar o experimento de hibridiza¢&o “in situ” também neste 6rgéo.

4.4. Sequenciamento completo do cDNA referente ao gene NIPAE1

Em analise de “macroarray” (Quiapim et al., 2009) e RT-PCR em tempo
real, o clone 004A06, que codifica uma pectina acetilesterase, apresentou expressao
especifica no pistilo de N. tabacum (Quiapim, 2005). Este cDNA, clonado no vetor
pSPORT1, foi primeiramente sequenciado com os “primers” contidos no vetor, T7 e



SP6 e, posteriormente, sequenciado com o oligo dTV, que inicia 0 sequenciamento a
partir da cauda poli-A do cDNA.

Durante o processo de sequenciamento, as sequéncias geradas foram
analisadas no programa Phred/Phrap/Consed (Ewing et al, 1998; Ewing e Green
1998; Gordon et al., 1998). Este programa é capaz de analisar as sequéncias
individuais, atribuindo notas a cada uma das bases e gerando uma sequéncia
consenso a partir do alinhamento das sequéncias individuais. Ap6s uma andlise das
sequéncias geradas com os “primers” mencionados acima, foi observada a formacéao
de dois consensos referentes as duas extremidades do clone. Isto ocorreu devido ao
tamanho longo (~1500 pb) do cDNA clonado. Para obter a sequéncia mais interna do
cDNA, foram desenhados 2 “primers” PAE1 e PAE2, baseados na sequéncia dos dois
consensos parciais formados (Figura 14). Apds o sequenciamento com os “primers”
PAE1 e PAE2, houve a formacdo de um unico consenso, apresentando baixa
qualidade na regiao 520 a 1040 pb. Desse modo, foi desenhado outro conjunto de
“primers”, PAE3 e PAE4, para obter a sequéncia completa do cDNA, referente ao
gene NIPAE1 (Figura 15).
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Figura 14: Esquema do sequenciamento do clone 004A06, inserido no plasmideo pSPORT1.
As extremidades em preto correspondem as sequéncias dos “primers” presentes no vetor (T7
e SP6). O bloco vermelho representa a formacdo do Consenso 1, apds o0 sequenciamento
com o “primer” T7, e o bloco amarelo representa a formagdo do Consenso 2, ap6s 0
sequenciamento com os “primers” SP6 e dTV. Baseado nas sequéncias dos Consensos 1 e

2, foram desenhados os “primers” PAE1 e PAE2.
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Figura 15: Esquema do cDNA 004A06 completo, cuja sequéncia foi obtida utilizando os
“primers” PAE3 e PAE4 (bloco laranja). Os blocos vermelho e amarelo, que representam os
consensos 1 e 2, apds o0 sequenciamento com os “primers” PAE1 e PAE2, formaram um
Unico consenso. Esse Consenso apresentou uma regiao interna de sequéncia com baixa
qualidade. Desse modo, para obter a sequéncia completa do cDNA, foram desenhados os
“primers” PAE3 e PAE4.

Apbs o sequenciamento completo do cDNA 004A06, foi feita uma analise
da sequéncia pelo programa BlastX (Figura 16). Na Figura 16 pode ser observado
que o cDNA possui 74% de similaridade com a pectina acetilesterase (PAE) de Litchi

chinensis e Arabidopsis thaliana (At4g19420), sendo que ambas atuam na



degradacgao de pectina presente na parede celular. A Figura 17 mostra a sequéncia
completa de nucleotideos, onde pode ser verificado que o cDNA possui um total de
1485 pb. Este codifica a metionina (ATG) inicial na posicao 98, possui o cdédon de
terminacdo (TAG) na posicao 1274, uma regidao 5 UTR de 97 pb, uma regiao 3’ UTR
de 180 pb e uma cauda poli A de 29 pb. Este cDNA estd completo e codifica uma
proteina com 392 aminoacidos. A analise da sequéncia deduzida de aminoacidos
indica a presenca de um peptideo sinal, com sitio de clivagem provavel entre os
aminoacidos 28 e 29 (Glicina e Aspartato). A presencga deste peptideo indica que a
proteina € secretada para fora da célula, o que esta de acordo com a atividade
enzimatica proposta de PAE. O gene correspondente a este clone de cDNA foi
denominado de NIPAE1 (Nicotiana tabacum Pectina Acetilesterase 1). A partir da
sequéncia deduzida de aminoacido da PAE de N. tabacum (traduzida a partir do
cDNA 004A06) foi feito um alinhamento com as proteinas homélogas da PAE de
Litchi chinensis (EU717680.1.), de Arabidopsis thaliana (NM118062.6), de Populus
trichocarpa (XM002328799.1),Vitis  vinifera  (XM002273884.1), Zea mays
(EU969782.1) e Solanum lycopersicum (SGN-E745513) (Figura 18). Este
alinhamento mostrou 36,5% (148/405) de identidade e 55,0% (223/405) de
similaridade entre todas as espécies que codificam a PAE, considerando os dominios
N-terminal e C-terminal conservados. A sequéncia deduzida de aminoacidos do gene
NtPAE1 apresentou 53,8% (218/405) de identidade e 72,1% (292/405) de
similaridade com a sequéncia de Litchi chinensis, 53,6% (217/405) de identidade e
72,8% (295/405) de similaridade com a sequéncia de Arabidopsis thaliana, 52,6% de
identidade e 72,1% (292/405) de similaridade com a sequéncia de Vitis vinifera,
51,8% (210/405) de identidade e 71,6% (290/405) de similaridade com a sequéncia
de Populus trichocarpa, 52,6% (212/403) de identidade e 70,7% (285/403) de
similaridade com a sequéncia de Zea mays, 44,1% (185/419) de identidade e 63,0%

(264/419) de similaridade com a sequéncia de Solanum lycopersicum.



A.

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gb|ACF05806.1| PAE [Litchi chinensis] 459 3e-127
ref|NP_193677.2| pectinacetylesterase family protein [Arabido... 448 8e-124
ref |XP_002328835.1| predicted protein [Populus trichocarpal >... 445 6e-123
gb|EEF42515.1| pectin acetylesterase, putative [Ricinus commu... 443 2e-122
ref |XP_002273920.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis wvi... 441 9e-122
ref|NP_001151183.1| carboxylic ester hydrolase [Zea mays] >gb... 439 3e-121
gb|ACG39759.1| carboxylic ester hydrolase [Zea mays] 439 3e-121
gb|ACJ85294.1| wunknown [Medicago truncatula] 429 3e-118
ref |[NP_001047850.1] 0s02g0702400 [Oryza sativa (japonica cult... 429 3e-118
ref |[NP_974575.2| pectinacetylesterase family protein [Arabido... 429 5e-118
B.
>gb|ACF05806.1| PAE [Litchi chinensis]
Length=399

Score = 459 bits (1181), Expect = 3e-127

Identities = 216/367 (58%), Positives = 273/367 (74%), Gaps = 3/367 (0%)
Frame = +2

Query 173 TEGDLIVNITYLETAISKGAVCLDGSAPAFHFDPGTGSGIYSWLIHLQGGGWCETISNCQ
TEG V ITY+E A++KGAVCLDGS PA+H D G G+GI +WL+H++GGGWC ++ C
Sbjct 22 TEG-FDVGITYVENAVAKGAVCLDGSPPAYHLDKGEFGAGINNWLVHIEGGGWCNNVTTCL

Query 353 YRALTDL-SSKNMONISYFTGVLSSDPQLNPDEFYNWNRVKVKYCDGSSYTGDIEEVDPDT
R TL SSKM + F+G+LS+ + NPDEFYNWNR+KV+YCDG+S+TGD+E V+P T
Sbjct 81 SRKNTRLGSSKKMVKVVAF SGMLSNKQKENPDEYNWNRIKVRYCDGASFTGDVEAVNPAT

Query 530 NLHFRGARIFEAIMEYFLGQGMIYAQNAILSGTSAGGLGAITIHCDKFRLELPLTARVKCI
NLHFRGAR+F AI+E L +GM A+NA+LSG SAGGL +I+HCDKF+ LP + +VKC
Sbjct 141 NLHFRGARVFLAITEDLLAKGMKNAKNAVLSGCSAGGLTSILHCDKFQTLLPTSTKVKCE

Query 710 SDAGFFVDLETISGEPLIEEMYKRVVALHGSAKNLPLSCTALSSDPNLCFEFPQYVARHIC
+DAG+F++ + +SG IE Y VVA HGSAKNLP SCT+ P LCFFPQY+AR I
Sbjct 201 ADAGYFINTKDVSGAQHIEAFYNEVVATHGSAKNLPASCTS—-RLKPGLCFEFPQYMARQIQ

Query 890 TPLEIVNSAYDSWQINNSLVPRVADPDDEWTYCKKDINVCSPSQIQTLODFRLTFLEALN
TPLEFI+N+AYDSWQI N L P VADP W CK DIN CSP+Q+QT+Q FRL FL+AL+
Sbjct 260 TPLEIINAAYDSWQIKNILAPGVADPHGTWHSCKLDINNCSPNQLOQTMQSFRLQFLDALS

Query 1070 ELGPSTSRGYFISSCHSHHGIEIQNYWSSKNSPTLDNKTIAEAVGDWFEFDRSGFQEVYCP
LG STS+G FI SC++H E+Q0 W +SP L TIA+AVGDW++DRS FQ++ CP
Sbjct 320 GLGNSTSKGLEFIDSCYAHCQTEMQETWLRDDSPVLGKTTIAKAVGDWYYDRSPFQKIDCP

Query 1250 YPCGKFC 1270
YPC C
Sbjct 380 YPCNPTC 386

Figura 16: Resultado da analise da sequéncia de nucleotideos do cDNA 004A06, quando
comparada com o banco de dados, obtido através do programa BlastX (Altschul et al., 1997).
A: Mostra as 10 sequéncias, presentes nos bancos de dados do NCBI, mais similares ao
clone pesquisado. Observe a similaridade com genes que codificam PAEs. B: Alinhamento

entre a sequéncia deduzida de aminoacidos do clone 004A06 e a sequéncia de aminoécidos

da proteina PAE de Litchi chinensis.
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1 ctttacagcttttcaaactcttgttcaacttcttctgctatagaaagagagaaagacaaat 61

62 agcccttaacttattttattgcttctggctgttagaatggagaaagtgatggattgtaac 121
M E K VvV M D C N
122 tcaattctcatggctgcagtgcttttttctctactgtgtctttggacaacaactgaagga¥ 181
s I L M A AV L F S L L C L W T T T E G
182 gacctcattgttaatataacctacctcgagactgccatatctaagggtgcagtatgettg 241
bp . r v N~ I T Y L E T A I S K G A V C L
242 gatggaagtgctccagctttccactttgatcctggaactggttcaggaatttatagectgg 301
b G S AP A F HF D P G T G S G I Y S W
302 cttattcaccttcagggtggaggatggtgtgaaaccatttctaactgccaatatcgtgca 361
L T H L Q G G G W C E T I S N C Q Y R A
362 cttacggacttatcttcaaaaaatatgcaaaatatatcttattttactggagttttaagt 421
L. T D L $8 S K N M QN I S Y F T G V L S
422 agcgatcctcaacttaatccagacttctacaactggaacagagtcaaggttaagtattgt 481
s b P Q L N P D F Y N W N R V K V K Y C
482 gatgggtcatcgtatactggcgatattgaagaagttgatcccgatactaacctccacttt 541
b 6 s s Yy T GG D I E E V D P D T N L H F
542 agaggagcaagaatttttgaagctatcatggagtattttttaggtcaagggatgatttat 601
R G A R I F E A I M E Y F L G Q G M I Y
602 gctcaaaatgccatcctcagtggaacttcagcaggagggttgggtgcaatcatacattgt 661
A Q N A I L S G T s A G G L G A I I H C
662 gataagttcagactgtttctcccattaactgctagagtgaaatgcatctcggatgctggt 721
b K F R L ¥F L P L T A R V K C I S D A G
722 ttctttgtcgacttagaaacaatatctggcgaaccacttattgaggaaatgtataaaaga 781
F F V D L E T I S G E P L I E E M Y K R
782 gttgttgctttgcacggatctgccaagaacctaccactctcttgcactgecttgagectca 841
v v A L H G S A K N L P L s C T A L S S
842 gacccaaatttgtgcttcttccctcagtatgtagcaagacatatttgcacaccactttte 901
b p N L C F F P QY V A R H I C T P L F
902 atcgtcaactcggcctatgattcttggcagataaacaacagtttggttcecctcgagttget 961
I v N S A Y D S W QQ I N N S L V P R V A
962 gatcctgacgatgagtggacgtattgcaagaaagatataaatgtatgctcaccaagtcag 1021
b p DD EW T Y C K K D I N V C S P S O
1022 atccaaactctccaagatttcaggttgacatttttggaggcattgaacgaactaggacca 1081
I ¢ T L. ¢ D F R L T F L E A L N E L G P
1082 agtacatcaagaggatatttcatttcctcttgtcattcccaccacggcattgaaatacaa 1141
s T S R G Y F I 8 s C H S H H G I E I 0O
1142 aattattggtcctccaaaaactctccaactttagataacaagacgatcgctgaagctgtt 1201
N Y W s S K N S P T L D N K T I A E A V
1202 ggagattggtttttcgaccgaagtgggttccaagaagtttattgcccttatccctgtgge 1261
G b w ? ¥ F DR S G F Q E V Y C P Y P C G
1262 aaattttgccagtagagtttctcattttgtactactatttaagattatttttttttatta 1321
K F C o *
1322 ttatgtttttttacaagtggagtatctagcaatgcaagaagttagttagctctagtatct 1381

1382 tagatatttgttatccaactactcatgtaattgcttaacattgttcgtcaaacttgcatt 1441

1442 tcgttttcacgttttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaagaaaaaaa 1485
Figura 17: Sequéncia completa de nucleotideos do cDNA 004A06, referente ao gene

NtPAE1, presente no plasmideo pSPORT1, e a sequéncia deduzida de aminoacidos. As

bases, em negrito e grifado, correspondem ao cdédon do inicio de tradu¢do e ao cédon de



término de tradugdo (TAG). A seta indica o sitio de clivagem do peptideo sinal entre os

aminodcidos 28 e 29 (Glicina e Aspartato).
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-——BvkGTMOLLLRABFHLLENL 1 5--EGHPVE ITYBOSAVAKGAVCLDG SPPAYHF DKG
- -MVDARWSBWLSLLVCGLELLKT---EGFDVGITYVENAVAKGAVCLDGSPPAYHLDKG
--MHAKARTGHWLSILEFSLALLKT---EGFYVGITYVPSAVAKGAVCLDGSPPAYHMDKG
-——-MFKLKQOWLIYLVCSLUEMNT - - - EGLEVNITEVRNAVAKGAVCLDGSPPAYHLDRG
- -MVDSRLGHWLKLLVSLMLLLKT---QGLYVGITYVKSAVAKGAVCLDGSPPAYHWDKG
--MADGSLYAWWCCABGWALBLVAA--BGFLVDITYVESAVAKGAVCLDGSAPAYHLARG
MEKVMDCNSILMAA FSLLCLWTTTEGDLIVNITYIEIA.KGAVCLDGSAPAIHFDPG

* kkoe . koo gkkkkkkokkk Kk ok *

FGAGVN FIQLEGG.WCNNITTCLERTKTRLGSSKLMVKH;FSGILSNKAKFNPDFYN
FGAGINNWLVHEEGGGWCNNVTTCLSRKNTRLGSSKKMVKVVAF SGML SNKGKFNPDFYN
FGAGINNWLVH EGGGWCNN.TCLAR NRLGSSKQMVKQIAFSGILSNI(IKFNPDFYN
SGTGINSWL QLEGGGWCNNVTNCISR TRLGSSKKMVENEAF SBILSNKKQ¥NPDFYN
FGTGINSWL HFEGGGWCNNVTICLSRKKTILGSSKLMGQQIAFSGI.NKRPFNPDFYN
SGSGEKSWLVHFEGGGWCNNVTTCLORKRTRLGSSKEMETQIAF SGILSDTPDDNPDFYN
TGSGIYSWLIHLQGGGWCE-CQYRALTDLS SKNMQNISYFTGILSIDPQLNPDFYN

* .k Koo e kk | kok, . * * kkk Kk * ok ok ok ok ok

WNR RYCDGSSFTGDVAAADPRTKIFIRGARIFSAV DF LAKGMKNAONAILAGCSA
WNRIKVRYCDGASF TGDVEAVNPATNLHFRGAR EDLLAKGMKNAKNAFLSGCSA
WNKIKVRYCDGASFTGDVEAVDPKTNLHE¥RGARVFLAVIEDLMAKGMKNAANAVLSGCSA
WNRVKVRY CDGASF TGDVEAVNPATNLHFRGARVWLAVMOELLAKGMINAENAVLSGCSA
WNRVKERYCDGS SF TGDVQAVNPATNLHFRGAR IWLAV DLLPKGIKNAENA LSGCSA
WNKVKVRYCDGS SF TGDVEEVDPATKLH¥RGART QAV DLLAKGMDKAENALTSGCSA
WNRVKVIYCDGSSITGDIEEVDPDTNLHFRGARIFEAIMEYFLIQGMIYAQNAILSGISA

..... kokkok ok kk kg e ekkkk e . * ek kK

GSLEATLHCDRFRELLPSSAKVKCLSDAGFF INTQTESGT SHIEKF YSEVVNTHGSAKNL
GGLTSILHCD, FQTLLPTSTKVKCFADAG F INTKDVSGAQHIEAF YNEVVATHGSAKNL
GGLTAILHCDIFRALLPISTKVKCFADAG FINAKDVSGAAHIEGFY, EVVATHGSAKNL
GGLASEMHCDSFRALLPMGTKVKCLSDAGFFENTRDVSGROY IKT TLHGSAKNL
GGLASILHCDSFRALLRMGTKVKCLSDAGEF IKVKDVSGABHNQT E VILHGSAKNL

GGLTSILHCDRFHDLLPPAARVKCLSDAGFF INEKDVAGHGY IAAF TTHGSAKNL
GGLIAIIHCDIF FLP-VKCISDAGFFIDLETISGE LIEEMYKRVVALHGSAKNL

skKkK Kk, sokkke skkk ok, * Kok ok ok ok ok ok

PQOSCTSRLK-PGLCFFPQONVAQQIQTPLF AAYDSWQIKNILAP GVADPHGTW.CKL
PISCTSRLK—PGLCFFPQY ARQIQTPLF IENAAYDSWQIKNILAPGVADPHGTWHSCKL
PPSCTSSLI—PGLCFFPQN AQQIKTPLF IENAAYDSWQIKNILAPGVADPHGTWHYCKL
PRSCTSRLT—P.CFFPQYVARQIRTPLF ILNAAYDSWQIKNILAP DPYGKWQSCQL
PLSCTSVLK—PSFCFFPQYVAPQIRTPLFILNAAYDSWQ ILAPEI?DPLGVWISCKL
PPSCTSTLP—PGTCFFPQNE.QIQTPLF ILNAAYDSWOQ! PGVADPHGKWHSCKH
PLSCTILSSDPNLCFFPQYVARHIITPLFIINSAYDSWQINNSL PRVADPDDEWTYCKK

K kk ok . * * ok ok ok ok ce kkkkeoekekkkhkhkke Kk Kk Kk * Kk Kk * * .
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DIKNCHPSQEKVMODFRLEFLSAMIGLGRSSSRG FIDSCYTHCQTETQT.WEEIDSPIL
DINNCSPLOLKSMQDFRLOFLNALNKSTNSSSRGLEIDSCYAHCQTETQEKWFMEDSPVL
DIDQCSASQLRVEQGFREDFLKENMAELGNSDSRGLF INSCEVMHCOSE I OELWF SSDSPVL
DINVCSPSQIQT ODFR FLEALNELGISISRGYFISSCHSHHGIEIQNYWSSKNSPTL
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Solanum lycopersicum SGTTIAKAVGDWYYIRKRFQEIDCPYPCNKTCINRNFE ——————— 392
Litchi chinensis GKTTIAKAVGDWYYDRSPFQKIDCPYPCNPTCHNRVFDPDDHPGV 399
Vitis vinifera GKTTIAKAVGDWYYDRSPFQKIDCAYPCDSTCHNRVFDPHIHPEI 399

A.thaliana NRTTIAKAVGDWVYDRELFOKIDCPYPCNPTCHHRVETPLDAPPE 397

Populus trichocarpa GKKKIAKAVGDWEYDRNPFOKIDCPYPCNPSCONSELAPPDNPEV 399

Zea mays GNTTVANAVGDWEEDRSSFOKIDCPYPCDSTCHNRIEDDSSQA—— 398
DRSGFQE|YCPYPCGKFCO

N.tabacum DNKTIAEAVGDW,

ek ekkkhkA o ook Kk oo Kk KkkKk * .

Figura 18: Alinhamento das sequéncias deduzidas de aminodcidode N. tabacum (NtPAE1),
Arabidopsis thaliana (NM_1180626.6), Litchi chinensis (gb|EU7176801), Vitis vinifera (XM
002273884.1), Populus trichocarpa(XM 0023287991), Zea mays (EU969782.1), Medicago
truncatula (BT052629.1), Oryza sativa(AK068668.1), Vigna radiata(X99348.1|) e Solanum
lycopersicum (AK324127.1), obtido pelo programa ClustalW. O asterisco indica que os
residuos presentes naquela coluna sao idénticos em todas as proteinas usadas no
alinhamento; os dois pontos indicam que uma substituicdo conservada é observada; o ponto
indica que uma substituicdo semi conservada é observada. Aminodcidos idénticos estdo
grifados em cinza e os aminodcidos similares em cinza escuro. “Gaps” foram introduzidos

para aumentar a similaridade entre as sequéncias e sdo mostrados por tragos.

4.5. Construcao para superexpressao do gene NiPAE1

Para todas as construg¢des (superexpressao e RNAI) foi utilizado o sistema
Gateway de recombinacgdo. O sistema Gateway é um sistema relativamente simples e
pratico, onde o fragmento de DNA de interesse é transferido entre os vetores
compativeis com o sistema, através de recombinacao sitio-especifica, empregando-
se uma mistura de recombinases (Landy, 1989). Assim, para que ocorresse a
introducao da regido codificadora do gene NIPAE1 nesse sistema, foi necessaria a
incorporacao de sequéncias dos sitios de recombinacdo nas extremidades da regiao
codificadora, permitindo o reconhecimento na reacao de recombina¢édo. Desse modo,
foram desenhados “primers”, destinados a amplificagdo do cDNA 004A06 por reagao
de PCR, originando os fragmentos de DNA adequados, ou seja, com o sitio de

recombinagdo completo para serem introduzidos no sistema Gateway.



4.5.1. Amplificacao da regiao codificadora do gene NIPAE1

Para analisar a superexpressdo do gene NtPAE1 em plantas transgénicas
de N. tabacum, foram desenhados os “primers” PAE-ATT1 e PAE-ATT2. Cada
“primer” € constituido por sequéncias idénticas as extremidades da regido
codificadora do cDNA 004A06 e, completados com sequéncias referentes ao sitio de
recombinagdo (attB1 e attB2), permitindo a geragdo de um fragmento contendo o
cDNA 004A06, nas condi¢coes adequadas para entrada no sistema.

Inicialmente, o clone de cDNA 004A06, flanqueado com as sequéncias de
recombinagcdo attB1 e attB2, foi obtido por meio da reagdo de PCR, utilizando os
“primers” PAE-ATT1 e PAE-ATT2, a partir do molde de DNA, referente ao clone de
cDNA 004A06. Esperava-se que tal reagcao de amplificacdo produzisse fragmentos de
1204 pb (raia 1), 0 que pode ser observado em gel de agarose 1% (Figura 19). Este
fragmento, purificado do gel, foi submetido a uma segunda reagéo de PCR, utilizando
os “primers” BP-1 e BP-2 especificos dos sitios attB, permitindo que a construgéao
estivesse pronta para ser inserida no sistema Gateway. Com base na sequéncia dos
“primers” BP-1 e BP-2 e do fragmento anterior, de 1204 pb, espera-se que esta
segunda reacdo de amplificacdo produzisse fragmentos de 1241 pb (raia 2), o que
pode ser observado em gel de agarose 1% (Figura 19).



1000 pb

Figura 19: Eletroforese em gel de agarose 1%, mostrando as amplificagcbes do cDNA
004A06, referente ao gene NtPAET, resultantes das duas reagdes de PCR, necessarias para
a construcdo de superexpressao do gene. Raia 1: produto da primeira reagdo de PCR,
utilizando os “primers” PAE-ATT1 e PAE-ATT2. Raia 2: produto da segunda reagéo de PCR,
utilizando os “primers” BP-1 e BP-2. M: marcador de tamanho molecular 1 kb Plus DNA

Ladder (Invitrogen).

4.5.2. Construcao do vetor de plantas para superexpressao

O fragmento de 1241 pb, da segunda reagdo de PCR, foi purificado do gel
e inserido em vetor de entrada (pDONR201) por recombinacédo, via reacao BP. O
produto desta recombinacdo foi utilizado para a transformacdo de células
competentes de E. coli cepa DH10B, que resultou em colbnias transformantes.
Destas, 10 colbnias isoladas foram escolhidas, ao acaso, e o DNA foi extraido pelo
método de mini-preparagao de DNA plasmidial. A confirmacao da presenca do inserto
no vetor pDONR201 foi realizada com digestdo enzimatica, utilizando a enzima Pstl.
Esta enzima digere o plasmideo recombinado em duas regides, uma na regiao do
cDNA e outra na regido do vetor, liberando um fragmento esperado de 1251 pb
(Figura 20). Na Figura 21 pode-se observar as mini-preparacdes de DNA, digeridas
com a enzima Pstl, todas confirmando a presenca do inserto esperado de



aproximadamente 1251 pb. A raia 11 mostra o vetor pPDONR201 sem o cDNA de
interesse, apresentando fragmentos de aproximadamente 2641 pb e 1829 pb, que
serve como controle negativo. Como o resultado da analise das digestdes mostrou
que todos os clones testados contém o cDNA inserido no vetor de entrada
(P DONRZ201), foi utilizado apenas o clone 1 para continuar os experimentos. Assim,
este plasmideo passou a ser chamado de pENTRY-PAESp e foi utilizado para

recombinagdo com o vetor pK7WG2.

ﬁ:’ Pstl

477
3438 bp
1251 ph
Fstl
1728

Figura 20: Estrutura esperada para o plasmideo de interesse, resultante da recombinacao
BP.
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Figura 21: Mini-preparacdes de DNA das col6nias originadas da rea¢ao BP, para a obtengcéo
do vetor pENTRY-PAESP, referente a andlise de superexpressdo do gene. Tais amostras
foram digeridas com a enzima Pstl e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%,
gerando fragmentos de aproximadamente 1251 pb e 2187 pb. Raia 11: plasmideo do
pDONR201 sem inserto, também digerido com a enzima Pstl, gerando dois fragmentos (1829
pb e 2641 pb). M: Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

O vetor pK7WG2 € destinado a superexpressao de sequéncias de DNA.
Em tal vetor se encontra disposto o local de recombinagdo entre o promotor e o
terminador do virus do mosaico da couve-flor (CaMV 35S). Esse promotor constitutivo
garante uma elevada taxa de transcricdo, apresentando uma alta expressdo na
maioria das células das plantas transgénicas, o que resultaria em altos niveis de
formacdo da proteina codificada pelo gene N{PAE1. O vetor pK7WG2 apresenta
cerca de aproximadamente 12 kb de tamanho e possui os sitios attR1 e attR2, que

permitem um evento de recombinagéo.

O vetor pENTRY-PAESp e pK7WG2 foram obtidos por midi-preparacéo de
DNA plasmidial, e os DNAs, resultantes de cada vetor, foram utilizados em uma
reacdo de recombinacdo LR. O produto desta recombinagédo foi utilizado para a
transformacado de células competentes de E. coli cepa DH10B, que resultou em

colénias transformantes. Destas, 10 col6nias isoladas foram escolhidas, ao acaso, e o



DNA foi extraido pelo método de mini-preparagdo de DNA plasmidial. Com a
finalidade de verificar se a recombinacdo entre os vetores foi bem sucedida, realizou-
se a digestdo com a enzima de restricdo Sacl. Esta enzima corta em duas regides do
plasmideo pK7WG2 recombinado com o plasmideo pENTRY-PAESp, uma na regiao
do cDNA e a outra na sequéncia localizada antes do promotor (Figura 22). Na Figura
23 pode-se visualizar as mini-preparagdes de DNA, digeridas com a enzima Sacl,
sendo confirmada a presenca do inserto esperado de aproximadamente 1840 pb
somente na amostra 6. Isto pode ter ocorrido devido a pouca quantidade de DNA

extraido do plasmideo. Este plasmideo foi chamado de pEXP-PAESP.

attL1 cDNA 004A06 attL2

——— :

[
Sacl (8132) Sacl (9972) 10310 pb

| 1840 pb |

Figura 22: Esquema representativo do plasmideo pEXP-PAESp, que mostra os sitios de
recombinag¢do nas extremidades do cDNA. A extremidade em verde representa o Promotor e
em vermelho o Terminador. A enzima Sacl corta em duas regides, uma regido localizada
antes do promotor e a outra regido localizada no cDNA 004A06, gerando um fragmento de
1840 pb.
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Figura 23: Mini-preparagdes de DNA das colbnias originadas da reacédo LR (pEXP-PAESp),
para analise de superexpressao do gene. Tais amostras foram digeridas com a enzima Sacl
e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%. Apenas uma das amostras apresentou o
inserto esperado de aproximadamente 1840 pb M: Marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen).

4.5.3. Sequenciamento do plasmideo pEXP-PAESp

Antes de dar prosseguimento nos experimentos com o plasmideo pEXP-
PAESP, este foi sequienciado com os “primers” P35S e T35S, que pareiam em locais
especificos dos vetores de expressao, a fim de verificar se a sequéncia do cDNA
004A06 havia sido corretamente introduzida no vetor de expressédo (pK7WG2). Para
isso, foi feita a extracdo de DNA do clone 6 (LR) adequada para sequenciamento.

A Figura 24 mostra uma parte inicial da sequéncia de pEXP-PAESp, apds o
sequenciamento com o “primer” P35S, destacando a sequéncia de uma parte do
promotor e do sitio de recombinagdo attB1. A Figura 25 mostra uma parte da
sequéncia final de pEXP-PAESp, apds o sequenciamento com o “primer’ T35S,
destacando a sequéncia de uma parte do terminador e do sitio de recombinacao
attB2. Os resultados indicam a presenca do cDNA 004A06 e os sitios de



recombinacdo (attB1 e attB2) nas posi¢cbes corretas e sem presenca de mutagdes.
Este vetor pEXP-PAESp foi, entdo, utilizado na transformacdo de células
eletrocompetentes de Agrobacterium tumefasciens para 0s experimentos de

transformacéao de plantas.

..... CAAACAACAAACAACATTACAATTTACTATTCTAGTCGACCTGCAGGCGGCCGCA
CTAGTGATATCACAAGTTTGTACAAAAAAGTACAAAAAAGCAGGCTTCACCatggagaaa
M E K
gtgatggattgtaactcaattctcatggctgcagtgcttttttctctactgtgtectttgg
v M D CN S I L M A AV L F S L L C L W
acaacaactgaaggagacctcatt....
T T T E G D L I.....

Figura 24: Parte da sequéncia de nucleotideos do cDNA 004A06, obtida pelo
sequenciamento com o “primer” P35S, e a sequéncia deduzida de aminoacidos. A regiao em
negrito € uma parte da sequéncia do promotor 35S e a regido sublinhada corresponde a
sequéncia do sitio de recombinacao attB1. Apds o sitio, encontra-se inserida corretamente a
sequéncia do cDNA 004A06, iniciando com o cédon de traducao (ATG).

.caagatttcaggttgacatttttggaggcattgaacgaactaggaccaagtacatcaaga
b F R L T PF L E A L N E L G P S T S R
ggatatttcatttcctcttgtcattcccaccacggcattgaaatacaaaattattggtcce
G Yy r I S S C H S H H G I E I Q N Y W S
tccaaaaactctccaactttagataacaagacgatcgctgaagctgttggagattggttt
s K N S p T L D N K T I A E A V G D W F
ttcgaccgaagtgggttccaagaagtttattgcceccttatcecctgtggcaaattttgceccag
F D R S G F Q E VY C P Y P C G K F C 0
tagGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGATATCCCGCGGCCATGCTAGAGTCC

GCAAAAATCACCAGT. ..

Figura 25: Parte da sequéncia de nucleotideos do cDNA 004A06, obtida pelo
sequenciamento com o “primer” T35S, e a sequéncia deduzida de aminoacidos. A regido em
negrito € uma parte da sequéncia do terminador 35S e a regido sublinhada corresponde a
sequéncia do sitio de recombinacao attB2. Apds o sitio, encontra-se inserida corretamente a
sequéncia do cDNA 004A06.



4.6. Construcao para bloqueio da expressao do gene NiPAE1

Com o objetivo de tentar bloquear a expressao do gene NtPAE1, por RNA
de interferéncia, em plantas transgénicas de N. tabacum, foi amplificado parte do
cDNA 004A06, a fim de introduzi-lo no sistema Gateway. Para que houvesse maior
eficiéncia no bloqueio da expressdao (Wesley et al., 2001) do gene NPAE1, foi
escolhida uma regido com apenas 800pb que comeca a partir do cédon de inicio de
traducao (ATG), referente ao cDNA 004A06. Com esta finalidade, foram desenhados
os “primers” PAE-ATT1 e PAE-ATT2new que incorporam os sitios de recombinacao

nas extremidades da regido escolhida para ser usada no silenciamento.

4.6.1. Amplificacao de parte da regiao codificadora do gene NiPAE1

Inicialmente, parte do clone de cDNA 004A06, flanqueado com as
sequéncias de recombinacdo attB1 e attB2, foi obtido por meio da reacédo de PCR,
utilizando os “primers” PAE-ATT1 e PAE-ATT2new, a partir do molde de DNA
referente ao clone de cDNA 004A06. Esperava-se que tal reacdo de amplificacéo
produzisse um fragmento de 825 pb, 0 que pode ser observado em gel de agarose
1% (Figura 26). Este fragmento, purificado do gel, foi submetido a uma segunda
reacdo de PCR, empregando-se agora os “primers” BP-1 e BP-2 especificos dos
sitios attB, permitindo que a construgdo estivesse pronta para ser inserida no sistema
Gateway. Com base na sequéncia dos “primers” BP-1 e BP-2 e do fragmento anterior,
de 825 pb, espera-se que esta segunda reacdo de amplificacdo produzisse

fragmentos de 862 pb, 0 que pode ser observado em gel de agarose 1% (Figura 26).



850 pb—»

Figura 26: Eletroforese em gel de agarose 1%, mostrando as amplificacées de parte do
cDNA referente ao gene NIPAE1, resultantes das duas reagcdes de PCR, para a construgao
de RNAI. M: Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen). Raia 1: primeira
reacdo de PCR, utilizando os “primers” PAE-ATT1 e PAE-ATT2new. Raia 2: segunda reagéo
de PCR, utilizando os “primers” BP1 e BP2.

4.6.2. Construcao do vetor de plantas para RNAI

O fragmento de 862 pb da segunda reacao de PCR, purificado do gel, foi
inserido em vetor de entrada (pDONR201) por recombinacéo, via reacdo BP. O
produto desta recombinacdo foi utilizado para a transformacdo de células
competentes de E. coli cepa DH10B, que resultou em colbnias transformantes.
Destas, 10 colbnias isoladas foram escolhidas, ao acaso, e o DNA foi extraido pelo
método de mini-preparagao de DNA plasmidial. A confirmacao da presenca do inserto
no vetor pDONR201 foi realizada com digestdo enzimatica, utilizando a enzima Pstl.
Esta enzima digere em duas regides do plasmideo recombinado, uma na regidao do
cDNA e outra na regiao do vetor, liberando um fragmento de 873 pb (Figura 27). Na
Figura 28 pode-se observar as mini-preparacdes de DNA, digeridas com a enzima

Pstl, sendo que nove amostras confirmaram a presenga do inserto de



aproximadamente 873 pb. Assim, foi utilizado apenas o clone 1 para continuar os
experimentos, o qual passou a ser chamado de pENTRY-PAERI, sendo utilizado para

recombinagdo com o vetor pK7GWIWG2 (I).

ﬁ; Pstl

477

3060 bp

873 pb

Fst |
1350

Figura 27: Estrutura esperada do plasmideo de interesse, resultante da recombinagéo BP.

M1 2 345 6 78910

2000 ppb—»

650 pb —»

Figura 28: Mini-preparacbes de DNA das colbnias originadas da reacdo BP (pENTRY-
PAERI), para andlise do bloqueio da expressdo do gene NIPAE1. Tais amostras foram
digeridas com a enzima Pstl e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, gerando
fragmentos de aproximadamente 873 pb e 2187 pb. M: Marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen). Raia 6: amostra ndo apresentou o inserto do cDNA 004A06 no
plasmideo pENTRY-PAER.I.



O vetor pK7GWIWG2(l) permite a recombinacdo de dois fragmentos de
DNA idénticos, em orientacdo invertida, e intercalados por um intron. Tal configuragéao
permite que, apos a transcricdo do gene quimérico, ocorra a formacado de um RNA
em forma de “grampo”, o qual desencadeia um eficiente silenciamento génico poés-
transcricional. O vetor pK7GWIWG2(l) apresenta cerca de 13,5 kb de tamanho e
possui dois sitios attR1-attR2 que permitem dois eventos de recombinagcao
independentes, de maneira a resultar em duas sequéncias idénticas e

complementares separadas por um intron, permitindo a formagao do RNA..

O vetor pENTRY-PAERi e pK7GWIWG2(l) foram obtidos por midi-
preparacao de DNA plasmidial, e os DNAs, resultantes de cada vetor, foram utilizados
em uma reacao de recombinacdo LR. O produto desta recombinagao foi utilizado
para a transformacédo de células competentes de E. coli cepa DH10B, que resultou
em col6nias transformantes. Destas, 10 colbnias isoladas foram escolhidas, ao acaso,
e o DNA foi extraido pelo método de mini-preparagcdo de DNA plasmidial. Com a
finalidade de verificar se a recombinacdo entre os vetores foi bem sucedida, realizou-
se a digestdo com a enzima de restricdo Sacl. Esta enzima corta trés regides do
plasmideo pK7GWIWG2 (I) recombinado com o plasmideo pENTRY-PAERI: duas na
regido do cDNA 004A06, tanto na orientagdo senso como na antisenso, e na
sequéncia anterior ao promotor (Figura 29). Na Figura 30 pode-se visualizar as mini-
preparacdes de DNA, digeridas com a enzima Sacl, confirmando a presenca dos
insertos de aproximadamente 897 pb e 1850 pb. Este plasmideo foi chamado de
pEXP-PAERI.



attL1 attL2 attL2 attL1

cDNA senso T 4 cDNA 004A06 invertido

Sacl (8122) Sacl (9972) Sacl (10869)

11901 pb

1850 pb 897 pb

Figura 29: Esquema representativo do plasmideo pEXP-PAERI, que mostra os sitios de
recombinacdo (attL) nas extremidades do fragmento de cDNA. A extremidade em vermelho
representa o Terminador 35S, em verde o Promotor 35S e, em azul, o intron localizado entre
0 cDNA senso e antisenso. A enzima Sacl corta na regidao senso e antisenso do cDNA

inserido no plasmideo e na regiao anterior ao promotor.

M 12 34 567 8910

1650 pb —> [ herieatade e ot

_-—J**-—-—'--

850 pp —»

Figura 30: Mini-preparacdes de DNA das colbnias originadas da rea¢do LR (pEXP-PAERI),
para analise de bloqueio da expressao do gene NIPAE1. Tais amostras foram digeridas com
a enzima Sacl e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%. Todas as amostras



apresentaram dois insertos de aproximadamente 897 e 1850 pb. M: Marcador de peso
molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

4.6.3. Sequenciamento do plasmideo pEXP-PAER:I

Para dar prosseguimento nos experimentos, foi feito um sequenciamento
do plasmideo pEXP-PAERI, para confirmar se o fragmento do cDNA 004A06 havia
sido corretamente introduzido no vetor de expressdao (pK7GWIWG2). O plasmideo
pEXP-PAERI foi seqlenciado com os “primers” P35S e T35S que hibridizam com o
promotor ("forward”) e terminador (“reverse”) 35S, respectivamente.

A Figura 31 mostra a sequéncia parcial de pEXP-PAERIi, apds o
sequenciamento com o “primer” P35S, destacando a sequéncia do sitio de
recombinacgdo attB1. A sequéncia, na orientacéo sense, foi inserida entre 0 promotor
e o intron presente no vetor pK7GWIWG2. A Figura 32 mostra a sequéncia parcial de
pEXP-PAERI, apds o sequenciamento com o “primer” T35S, destacando a sequéncia
do sitio de recombinagdo attB1. A sequéncia, na orientagcao invertida, foi inserida
entre o intron e o terminador presente no vetor pK7GWIWG2. Esses resultados
indicam a presenga do cDNA 004A06 e os sitios de recombinacdo nas posicoes
corretas e sem presenca de mutacdes. Posteriormente, o plasmideo pEXP-PAER; foi
utilizado para transformar células eletrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens

para os experimentos de transformagéo de plantas.

CAAACAACATTACAATTTACTATTCTAGTCGACCTGCAGGCGGCCGCACTAGTGATATCACA
AGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCACCatggagaaagtgatggattgtaactcaattctc

M E K v M D C N S I L
atggctgcagtgcttttttctctactgtgtctttggacaacaactgaaggagac. ..
M A AV L F s L L C L W T T T E G D....

Figura 31: Parte da sequéncia do clone pEXP-PAER:I obtida pelo sequenciamento com o
“primer” P35S, e a sequéncia deduzida de aminoacidos. A regido em negrito é uma parte da
sequéncia do promotor 35S e a regido sublinhada corresponde a sequéncia do sitio de
recombinacdo attB1. Apos o sitio, encontra-se inserida corretamente a sequéncia de parte do
cDNA 004A06, na orientagao senso.



TCTAGCATGGCCGCGGGATATCACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCACCatggag
M E
aaagtgatggattgtaactcaattctcatggctgcagtgcttttttctctactgtgt
K vwM D CN S I L. M A A V L F S L L cC
ctttggacaacaactgaaggagacctcatt....
L w T T T E G D L I.....

Figura 32: Sequéncia parcial do clone pEXP-PAERI, obtida pelo sequenciamento com o
“primer” P35S, e a sequéncia deduzida de aminoacidos. A regido em negrito é uma parte da
sequéncia do terminador 35S e a regido sublinhada corresponde a sequéncia do sitio de
recombinagdo attB1. Apos o sitio, encontra-se inserida corretamente a sequéncia de parte do
cDNA 004A06, na orientagao antisenso.

4.7. Obtencao de plantas transgénicas

4.7.1. Transformacao de Agrobacterium tumefaciens com as construcoes
pEXP-PAESp e pEXP-PAERI

As construcbes pEXP-PAESp e PpEXP-PAERi foram transferidas,
separadamente, para Agrobacterium tumefaciens cepa C58C1RifR (pGV2260), por
eletroporacao. Tal bactéria é responsavel pela transferéncia do T-DNA para plantas,
em nosso caso N. tabacum. ApoOs as transformacgdes, foram realizadas mini-
preparacdes de DNA de oito colbnias; trés coldnias obtidas na transformagédo do
pEXP-PAESp e cinco colbnias obtidas na transformacédo do pEXP-PAERI. Essas
mini-preparag6es foram utilizadas como molde em reagdes de PCR, para confirmar a
presenca das construgcbes pEXP-PAESp e pEXP-PAERi nas colbnias de
Agrobacterium.

Para checar a presenga da construgcdo pEXP-PAESP, foram realizadas trés
reacbes de PCR utilizando os “primers” PAE-4 e Term35S. As sequéncias de
oligonucleotideos PAE-4 e Term35S flanqueiam uma regido de 946 pb. A Figura 33
mostra o resultado das reagdes, sendo que duas coldnias (2 e 3) foram positivas,
apresentando o fragmento esperado de aproximadamente 946 pb. Desse modo, o



Agrobacterium da mini-preparacao 2 foi escolhido para transformar discos foliares de

N. tabacum.

Figura 33: Eletroforese em gel de agarose (1%), mostrando os fragmentos amplificados nas
reacbes de PCR, confirmando a presenga da construgcdo de superexpressao em
Agrobacterium tumefaciens. Foram utilizados os primers PAE-4 e Term35S. Raias 2 e 3:
amostras que apresentaram a banda de tamanho esperado de aproximadamente 946 pb,
confirmando a presencga do plasmideo desejado. A seta indica a mini-preparagéo 2 escolhido
para transformar discos foliares de N. tabacum. M: Marcador de peso molecular (DNA Ladder

Mix — Fermentas).

Para checar a presencga do vetor pEXP-PAERI nas colbénias de Agrobacterium,
foram realizadas cinco reagdes de amplificagdo utilizando os “primers” Prom35S e
PAE-ATT2New, que flanqueiam uma regido de 1022 pb. Na Figura 34 pode ser
observado que todas as colénias amplificaram um fragmento esperado de 1022 pb,
indicando que todas as amostras apresentam o vetor pEXP-PAERIi. O Agrobacterium

da mini-preparacéo 2 foi escolhido para transformar discos foliares de N. tabacum.



Figura 34: Eletroforese em gel de agarose (1%), mostrando fragmentos amplificados nas
reagbes de PCR, confirmando a presenca da constru¢do de RNAi em Agrobacterium
tumefaciens. M: Marcador de peso molecular (DNA Ladder Mix — Fermentas). Raias de 1 a 5:
amostras amplificadas utilizandos os “primers” Prom35S e PAE-ATT2New, amplificando um

fragmento esperado de 1022 pb.

4.7.2. Infeccao dos discos foliares de N. tabacum e obtencao dos calos

A partir de plantulas de N. tabacum, previamente cultivadas “in vitro”, foram
cortados discos foliares da parte interna da lamina foliar. Vinte e quatro discos foliares
foram colocados em contato com o meio MS (Murashige and Skoog, 1962) contendo
Agrobacterium; doze discos para cada construcdo. As placas foram deixadas no
escuro, a 28 °C, por 2 dias. Apbs as transformacdes dos discos foliares de N.
tabacum por A. tumefaciens, os discos foram transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura proprio para a formagdo de calos (Figura 35 A). Em
aproximadamente duas semanas, comegaram a surgir os calos, que foram sendo
extraidos das folhas, e individualmente colocados uma nova placa de Petri (Figura 35
B), contendo meio de inducdo de calos. Foram obtidos 117 calos referentes a
construcdo pEXP-PAESp e, ap6s aproximadamente um més, 107 desses calos,
agora maiores, foram transferidos para meio de inducéo de parte aérea (Figura 35 C).
Com relagdo a construgcdo pEXP-PAERI), foram feitas duas infecgdes dos discos

foliares de N. tabacum, para obtecao dos calos. Na primeira infecgdo foram obtidos



87 calos, sendo que 63 calos foram transferidos para meio de inducao de parte aérea.
Entretanto, apenas 3 calos originaram brotos e, ap6s a transferéncia destes para o
meio de indug¢do de raiz, apenas um broto desenvolveu raiz. Desse modo, foi feita
uma segunda infeccéo referente a construcdo pEXP-PAERIi. Na segunda infeccéao
foram obtidos 250 calos e, aproximadamente trés semanas depois, 196 calos foram
transferidos para meio de inducdo de parte aérea. Em certas etapas da
transformacéo, algumas células podem nao entrar em contato efetivo com o meio, de
forma que estas originam calos que ndo passam pelo processo de selecdo com o
antibi6tico. Portanto, quando os calos transferidos, em contato direto com o meio
seletivo, ndo se desenvolvem, estes sao descartados. A redugcédo no numero de calos
também ocorreu devido a perda, por processos de manipulagcéo, durante o processo

de transferéncia entre os diferentes meios.

4.7.3. Obtencao de brotos transgénicos com as construcoes pEXP-PAESp
e pEXP-PAERI

Ap6s uma semana, os brotos que foram surgindo, a partir dos calos
resistentes, foram identificados (maiores de 0,7cm) e excisados na base, procurando
excluir tecidos do calo (Figura 35 A). Os brotos foram transferidos individualmente
para meio de inducdo de parte aérea (Figura 36 A). Durante as semanas seguintes,
os brotos resistentes ao agente de selegcdo foram isolados a medida que
regeneraram, e transferidos para um meio de enraizamento (Figura 36 B). Os brotos
que apresentaram auséncia de resisténcia a canamicina foram eliminados.
Aproximadamente um més depois de estarem em meio de enraizamento, as raizes
comegaram a surgir e as plantulas se mantiveram nesse meio até o desenvolvimento

completo das raizes.

Da construcao pEXP-PAESp, foram obtidos um total de 37 brotos a partir
de 19 calos (alguns calos originam mais de um broto, mas as plantas oriundas do
mesmo calo séo clones e, portanto, geneticamente idénticas). Cerca de um més
depois, as raizes dos brotos da construcao pEXP-PAESp comecaram a surgir, sendo

os brotos transferidos para potes individuais, contendo meio MS com canamicina,



para o desenvolvimento completo das raizes (Figura 36 B). Da primeira infeccao,
referente & construgdo pEXP-PAERI, apenas um broto desenvolveu raiz, sendo
transferido para um pote contendo meio MS com canamicina. Ja a segunda infec¢ao,
referente a construgcdo pEXP-PAERI, resultou em um total de 44 brotos a partir de 22
calos, mas somente 11 brotos referentes a 8 calos apresentaram desenvolvimento de
raiz. Esse fato pode estar relacionado com uma das atividades das pectinases (PME
e PAE), que podem desempenhar um papel critico na modificacdo da parede celular
durante o desenvolvimento de raizes (Wen et al,, 1999). Desse modo, genes com
sequéncias semelhantes a do gene NtPAE1, e envolvidos na modificagdo da parece
celular durante o desenvolvimento de raiz, podem ter sido silenciados pela construgéao

de RNAI usada, causando os problemas encontrados.

Figura 35: A- Discos foliares em meio de indugdo de calos (M300), ap6s a infecgdo com
Agrobacterium. B- Calos de N. tabacum, excisados das bordas dos discos foliares, em meio
M300. C- Calos transferidos em meio de inducao de parte aérea (M250).

Figura 36: A: Brotos excisados dos calos e transferidos para o meio MS com canamicina
(200 pg/ml). B: Plantula de N. tabacum em meio de indugéo de raiz (MS com canamicina),

para o desenvolvimento completo da raiz.



4.7.4. Transferéncia das plantulas transgénicas para a terra

Ap6s o completo desenvolvimento das raizes, as plantulas (de
aproximadamente 13 cm) foram transferidas para a terra e levadas a casa de
vegetacdo. Plantas transgénicas independentes sdo aquelas originadas de diferentes
calos transformados. Em todo experimento de transformacédo de plantas deve-se
trabalhar com um certo numero de plantas transgénicas independentes, para poder
analisar os efeitos que sao comuns a maioria delas. Isto é necessario, pois como a
insercao do T-DNA no genoma da planta € aleatéria, cada insercao esté sob efeito do
DNA ao seu redor e podendo encontrar-se em locais que dificultam ou impedem a
expressdo do transgene (efeito de posicdo). Assim, com a analise de um certo
namero de plantas transgénicas, os efeitos de posicdo que afetam a expresséo
individual em cada planta transgénica podem ser descartados. Neste trabalho obteve-
se um total de 25 plantas transgénicas com a construgdo pEXP-PAESp e, entre
essas, 15 plantas transgénicas eram independentes. Cada planta transgénica
independente recebeu uma denominag¢ao baseada na numeragao do calo a partir do
qual se regenerou. Para a constru¢do pEXP-PAER:I foi obtido um total de 11 plantas
transgénicas, sendo que 8 plantas eram independentes. Cada planta independente
recebeu uma denominagdo, também baseada na numeracéo do calo a partir do qual
se regenerou. Todas as plantas transgénicas, das construcdées pEXP-PAESp e p-
EXP-PAERI, foram transferidas para a terra (Figura 37) e levadas a casa de
vegetacdo. Apds duas semanas, as plantas foram transferidas para os vasos
definitivos (Figura 38). As Tabelas 4 e 5 mostram o numero de plantas referentes a
cada construcao pEXP-PAESp e pEXP-PAERI, que foram transferidas para a terra

com sucesso, a partir dos diferentes calos transformados.



Tabela 4: Namero de plantas pEXP-PAESp transferidas para a casa de vegetagéo, obtidas a

partir dose diferentes calos transformados.

N2 do calo | N2 de plantas N2 do calo N¢ de plantas
na casa de na casa de
vegetacao vegetacao

1 2 11 2

5 12 1
2 13 2
15 1
16 1
17 1
1 19 1
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Tabela 5: Numero de plantas pEXP-PAERI, transferidas para a casa de vegetagao, obtidas a
partir de diferentes calos transformados.

Nedo calo] Nede plantas na casa
de vegetacao
1 1
3 1
4 1
5 1
6 3
14 1
16 2
18 1

Figura 37: A- Aclimatagdo das plantas recém transferidas para o solo. B- Fase de
crescimento das plantas, aguardando um tamanho adequado para transferéncia aos vasos

maiores e definitivos.



Figura 38: Plantas transgénicas contendo a construgdo de superexpressao do gene NtPAE1,

transferidas para o vaso definitivo.

4.8. Anadlise das plantas de superexpressao contendo a construcao pEXP-
PAESp

4.8.1 - Verificacao da presenca do transgene

Para comprovar a presenca do gene de interesse nas plantas obtidas, foi
realizada uma reacdo de PCR, utilizando os oligonucleotideos Prom35S e PAE-6.
Estes oligonucleotideos flanqueiam uma regido do DNA de aproximadamente 1316pb
(Figura 39), correspondendo a regido do promotor 35S, localizado no vetor de
expressdao pK7WG2, e a regido codificadora do gene (PAE-6). As plantas obtidas
foram regeneradas na presenca de canamicina, o que € uma maneira indireta de
comprovar a presenca do T-DNA. O gene ntpll, que é responsavel por conferir as
plantas transgénicas resisténcia ao antibidtico canamicina, faz parte da estrutura do
T-DNA do vetor pK7WG2 (Figura 39), o qual foi transferido as células vegetais no
processo de transformagao.

Para as reagcbes de PCR foi utilizado DNA gendmico das plantas
transgénicas, obtido pelo protocolo de mini-extragdo. A analise por eletroforese das
amostras amplificadas demonstrou a presenca da banda esperada (aproximadamente



1316 pb) em todas as plantas transgénicas, exceto na planta 8.1 (Figura 40). A
presenca desta banda confirma a presenca do gene NtPAE1 quimérico inserido no
genoma das plantas transgénicas. A banda de 1316pb estava ausente nas plantas
SR1 (linhagem original ndo transgénica), conforme esperado (controle negativo)
(Figura 40).

Oligonucleotideo Oligonucleotideo
ProméSS PAE-6
Promotor 35S cDNA N{PAE1 Terminador 35S
— _/
—~
1316 pb

Figura 39: Esquema do gene quimérico presente no vetor pEXP-PAESp, mostrando os locais
de pareamento dos oligonucleotideos. Prom35S: Regido promotora do vetor de expressao
pK7WG2, a qual regula a expressao da PAE; cDNA NIPAE1: Regido codificadora da pectina

acetilesterase (PAE); Term35S: Terminador do vetor de expressdo pK7WG2.
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Figura 40: Reacgbes de PCR a partir de mini-extracées de DNA genémico dos transgénicos
PAESp de N. tabacum, utilizando os “primers” Prom35S e PAE-6, submetidas a eletroforese
em gel de agarose 1%. As amostras que resultaram em uma banda de 1316 pb apresentam o
gene quimérico inserido em seu genoma. Apenas o transgénico PAESp 8.1 (raia 6) nao
apresentou a banda esperada. M: Marcador de peso molecular (1 kb DNA Ladder DNA Plus

— Invitrogen). Nas raias 1 a 14: DNA genfmico das plantas transgénicas 1.1; 3.5; 4.1; 5.1;



7.1;8.1;9.1;10.1;11.2; 13.1; 15.1; 16.1; 17.1; 19.1 e, na raia 15 cultivar Petit Havana SR1 de
N. tabacum nao transformada (controle negativo).

O fato do transgénico 8.1 ndo ter apresentado a banda esperada de 1316
pb, pode ter ocorrido por diferentes motivos. Uma possibilidade é que o DNA
preparado contenha contaminantes que impediram a amplificagdo por PCR. Uma
outra possibilidade é que tenha ocorrido a dele¢do de parte do T-DNA, mantendo o
gene de resisténcia a canamicina e eliminando o gene quimérico da PAE. Como a
planta PAESp 8.1 possuia fenétipo coerente com a superexpressdao de PAE, é
provavel que tenha ocorrido apenas um problema de contaminantes que impediram a

amplificacédo. Por este motivo, esta planta foi considerada nas analises seguintes.

4.9. Anadlise das plantas de silenciamento contendo a construcao pEXP-PAERI
4.9.1. Verificacao da presenca do transgene

Para comprovar a presenca do gene de interesse nas plantas obtidas, foi
realizada uma reacéo de PCR, utilizando os oligonucleotideos PAE-RT-R e Term35S.
Estes oligonucleotideos flanqueiam uma regidao do DNA de aproximadamente 866 pb
(Figura 41), correspondendo a regiao do terminador 35S localizado no vetor de
expressdao pK7GWIWG2 e a regido codificadora do gene antisenso (PAE-RT-R). As
plantas obtidas foram regeneradas na presencga de canamicina, 0 que é uma maneira
indireta de comprovar a presenga do T-DNA.

Para tal reacdo de PCR foi utilizado DNA genbmico das plantas
transgénicas, obtido pelo protocolo de mini-extracdo. A analise por eletroforese das
amostras amplificadas demonstrou a presenca da banda esperada (aproximadamente
866 pb) em todas as plantas transgénicas, exceto nas plantas PAERi 5.1 e 14.1
(Figura 42). A presenca desta banda confirma a presenca do terminador 35S e parte
da sequéncia do cDNA antisenso, correspondente a uma parte do gene N{PAE1

quimérico inserido no genoma das plantas transgénicas. Nas plantas SR1 (linhagem



original ndo transgénica) ndo houve amplificacdo da banda esperada de 866pb

(controle negativo) (Figura 42).

PAE-RT-R Term35S
Promotor35S cDNA senso intron | cDNA antisenso| Terminador35S
w /
~
866 pb

Figura 41: Esquema do gene quimérico presente no vetor pEXP-PAERI, mostrando os locais
de pareamento dos oligonucleotideos. Promotor 35S: Regido promotora do vetor de

expressdao pK7GWIWG2, a qual regula a transcricdo do gene quimérico; cDNA NIPAE1

senso e antisenso: Parte da regido codificadora da pectina acetilesterase (PAE); Intron:

Regido entre o cDNA senso e antisenso e Terminador 35S: Terminador do vetor de
expressao pK7GWIWG2.
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Figura 42: Reacgbes de PCR a partir de mini-extracées de DNA genémico dos transgénicos
PAERi de N. tabacum, utilizando os ‘“primers” PAE-RT-R e Term35S, submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1%. As amostras que resultaram em uma banda de 866 pb
apresentam o gene N{PAE1 quimérico inserido em seu genoma. Apenas os transgénicos
PAERI 5.1 e 14.1 ndo apresentaram a banda esperada. M: Marcador de peso molecular (1 kb
DNA Ladder DNA Plus — Invitrogen). Nas raias 1 a 11: DNA gen6mico das plantas
transgénicas 1.1; 2.4; 3.1; 5.1; 6.1; 6.2; 6.4; 14.1; 16.1; 16.2 18.1 e, na raia 12 cultivar Petit
Havana SR1 de N. tabacum nao transformada (controle negativo).

4.10. Analise do nivel de transcritos de NIPAE1 nas plantas transgénicas de
superexpressao e RNAI

Ap6s a confirmagdo da presengca do gene de interesse nas plantas
transgénicas de superexpressdo (15 plantas independentes) e RNAi (8 plantas
independentes) foi feita uma analise por RT-PCR em tempo real para verificar o nivel
de transcritos de NfPAE1 nas diferentes plantas transgénicas.

Para essa andlise, foram coletadas amostras de estigmas/estiletes no
estagio 11, das plantas transgénicas e da planta selvagem (SR1), dos quais foram
extraidos RNAs para a sintese de cDNA. Os cDNAs sintetizados foram analisados

em uma PCR em tempo real, utilizando os “primers” RT-PAE-F e RT-PAE-R, que



pareiam no cDNA. Todas as reagdes foram normalizadas utilizando os “primers”
especificos para o gene da 3-actina.

A Figura 43 mostra que o transgénico de superexpressdao PAESp1.1
apresentou um nivel de expressdo de NIPAE1 18 vezes maior do que a planta
selvagem. Nas demais plantas transgénicas o nivel de expressao variou entre 1 a 6
vezes mais do que a planta selvagem. Apesar da planta transgénica PAESp 8.1 néao
ter confirmado a presenga do transgene por PCR (resultado relatado no item
anterior), nos experimentos de RT-PCR em tempo real o nivel de expressdo nesta
planta transgénica foi 2,7 vezes maior do que na planta selvagem.

A Figura 44 mostra que o transgénico de RNAi PAERIi16.1 (e seu clone
PAERi 16.2) apresentou apenas 11% do nivel enddégeno de expressdao do gene
NtPAE1 na planta selvagem (SR1). Nas demais plantas transgénicas o nivel de
expressao do gene N{PAE1 variou entre 18 a 43% em relagcdo a planta selvagem
(100%).



Superexpressao de NtPAE1

Nivel de expressao (%)
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Figura 43: O gréfico representa o nivel de expressdo relativa do gene NIPAE1, em
estigmas/estiletes no estagio 11 do desenvolvimento floral, nas diferentes plantas
transgénicas de superexpressdao (PAESp), em relagdo ao nivel de expressdo na planta
controle (SR1), considerado igual a 1. A expressdao de NIPAE1 em todas as amostras foi

normalizada pela expressao do gene da B-actina.
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Figura 44: O gréfico representa o nivel de expressdo relativa do gene NIPAE1, em
estigmas/estiletes do estagio 11 do desenvolvimento floral, nas diferentes plantas
transgénicas de RNAIi (PAERI), em relagéo ao nivel de expressdo na planta controle (SR1),
considerado igual a 100%. A expressao de NtPAE1 em todas as amostras foi normalizada

pela expressao do gene da B-actina.

4.11. Analise do fendtipo e da fertilidade das plantas transgénicas (PAESp e
PAERi)

A analise do fenétipo das plantas transgénicas se baseou em caracteres: 1)
ontogenéticos, como o desenvolvimento e crescimento da planta como um todo; 2)
morfoldgicos, através da analise estrutural das partes vegetativas e reprodutivas; 3)
capacidade de efetuar o processo reprodutivo, observando se a planta foi capaz de
produzir frutos e sementes. De um total de 15 plantas transgénicas de
superexpressao, apenas duas plantas, PAESp 8.1 e PAESp 10.1, apresentaram um
fendtipo diferenciado da planta selvagem. Ambas as plantas PAESp 8.1 e PAESp
10.1 apresentaram flores de tamanho menor e com tecidos aparentemente mais
finos, do que as flores da planta selvagem (Figura 45 A e D). A superexpressao de
uma PME de petunia, em plantas transgénicas de batata (Solanum tuberosum L.),
provocou modificagdo durante o desenvolvimento da planta, o que resultou em



tubérculo reduzido (Pilling et al., 2000). E possivel sugerir que a superexpressdo do
gene NPAE1 pode ter ocasionado o aumento de pectinas de baixo grau de
esterificacao (desesterificadas), resultando em alteracdo no desenvolvimento da flor e
reducao do seu tamanho final. Estes resultados corroboram a hipétese de que o grau
de esterificacdo das pectinas tem um papel importante no crescimento e
desenvolvimento normal da planta.

E importante observar que as plantas PAESP 8.1 e PAESp 10.1
apresentaram um nivel de transcritos de NIPAE1 apenas 2,7 e 1,2 vezes maior do
que a planta selvagem (SR1). Por outro lado, a planta PAESp 1.1, com um nivel de
expressao 18 vezes maior do que a planta selvagem, ndo apresentou um fendtipo
evidente. E possivel que, apesar do elevado nivel de transcritos NtPAE1, ndo esteja
ocorrendo um aumento proporcional da quantidade de proteina NIPAE1 traduzida
nesta planta, o que explicaria a auséncia de fenoétipo. Para esclarecer esta questao é
necessario quantificar a proteina NtPAE1, por exemplo, através de experimentos de
Western blot. Com a finalidade de obter anticorpos contra NIPAE1 foram iniciados os
experimentos descritos no item 4.20. Por outro lado, sabe-se que a redugdo no pH,
gerada pelos prétons liberados durante o processo de desesterificagao, ocasionado
pela atividade de PME, pode inibir algumas isoformas de PME (Moustacas et al.,
1991). Assim, € possivel especular que uma quantidade muito elevada de PAE na
planta PAESp 1.1 pode ter ocasionado um efeito inverso na degradagao de pectinas,
por causar o aumento de prétons livres, reduzir o pH, e provavelmente, inibir outras
pectinases.

Para analisar a fertilidade das plantas de superexpressao foram feitas
vérias polinizagdes controladas usando pdlen de SR1 nos estigmas das plantas
transgénicas. Apdés um més, na planta PAESp 1.1 foi observado um padrao de frutos
normais, enquanto as flores da planta PAESp 8.1 apresentaram frutos bem menores
e com poucas sementes ou até auséncia de sementes devido a mé formagéao do fruto
(Figura 46 B). Ja as flores da planta PAESp 10.1, apds varias polinizacbes
controladas, ndo apresentaram a formagao de frutos. Por outro lado, autopolinizagdes
da planta PAESp 10.1 resultaram na formacado de frutos pequenos e com poucas

sementes (dados ndo mostrados). A Figura 46 A e B mostra uma comparagdo do



fruto de SR1 (A), apés uma autopolinizagéo, e o fruto mal formado da planta PAESp
8.1, apds a polinizagdo com o pdlen de SR1.

E possivel que a formacgéo de frutos menores ou mal formados da planta
PAESp 8.1 tenha sido ocasionada pelo aumento da atividade da PAE extracelular,
que pode ter gerado um excesso de grupos carboxil nos residuos de pectina na
parede celular do tecido transmissor do estilete, os quais ligaram-se ao calcio, e
causaram o enrijecimento do tecido, dificultando o crescimento do tubo polinico
(Bosch et al., 2005; Krichevsky et al., 2007). Experimentos detalhados feitos com a
alteracdo de PME em tubos polinicos mostraram que atividade de PME acima de um
determinado valor causa efeitos drasticos nos tubos polinicos, interrompendo o seu
crescimento (Parre e Geitmann, 2005).

De um total de oito plantas transgénicas independentes de RNAI, apenas a
planta PAERi 16, representada por PAERi 16.1 e seu clone putativo PAERi 16.2
(originadas do mesmo calo e, provavelmente, sendo idénticas), com o menor nivel de
expressao do gene NtPAE1 (Figura 44), apresentou diferengas na morfologia e na
fertilizacdo. O fato das demais plantas ndo apresentarem um fendétipo alterado, pode
estar relacionado com o fendmeno de compensacdo que poderia ocorrer entre as
atividades de outras pectinases, ou seja, 0 bloqueio da atividade da PAE pode ter
sido compensado pela atividade de outras PAEs, especialmente considerando que N.
fabacum é uma espécie alotetraploide (Goodspeed, 1954). Esse fenbmeno de
compensagao foi sugerido entre as atividades de PME, devido ao grande namero de
genes existentes no genoma de Arabidopsis thaliana (Arabidopsis Genome Initiative
2000) (Lacoux et al., 2003).

As plantas transgénicas de RNAi, PAERi 16.1 e 16.2, mostraram flores
mais robustas e firmes em relacédo a selvagem (SR1) (Figura 45 C). Estas plantas séo
estéreis e incapazes de produzir frutos, mesmo apds autopolinizagées controladas
(Figura 47). De acordo com o fenétipo observado, sugere-se que o bloqueio do gene
NtPAE1 pode ter ocasionado uma diminuicdo na desesterificacdo das pectinas.
Dessa forma, o silenciamento do gene N{PAE1 pode causar uma diminuicdo da
atividade das pectina-hidrolases, resultando em uma matriz extracelular mais firme

(Bosch, 2006). A baixa atividade de PAE poderia reduzir a eficiéncia de degradacgao



da parede dos tecidos femininos e a formacao dos espacgos intercelulares, o que
dificultaria a passagem do tubo polinico através da zona secretoria do estigma e do
tecido transmissor do estilete em direcao ao ovario.

Quando os graos de polen de SR1 foram utilizados em polinizagbes nos
pistilos das plantas de RNAi (PAERi 16.1 e 16.2), foi observada a produgéo de frutos
bem pequenos e com poucas sementes (dados nao mostrados), evidenciando que a
diminuicdo da expressdo de N{PAE1 ocasiona problemas no pistilo e no sucesso
reprodutivo dessas plantas. Adicionalmente, mostra que os grdaos de pdlen das
plantas PAERi 16.1 e 16.2 também apresentam problemas. Quando os graos de
pblen dessas plantas foram utilizados em polinizagdes de plantas selvagens (SR1)
foram incapazes de produzir frutos, evidenciando uma alteragdo na formacéo dos

graos de poélen destas plantas transgénicas.

Figura 45: Flores no estagio 10 e pistilos no estdgio 12 do desenvolvimento floral. Ae D -
Flor e pistilo da planta transgénica de superexpressao (PAESp 10.1); B e E- Flor e pistilo da
planta selvagem (SR1) e C e F - Flor e pistilo da planta transgénica de RNAi (PAERi 16.2).



Figura 46: A- Fruto de SR1 apds autopolinizagdo controlada, B- Fruto da planta PAESp 8.1,
apés polinizagcao controlada com pélen de SR1, evidenciando problemas na fertilizagdo e na
formagéo do fruto.

Figura 47: Planta transgénica de RNAi (PAERi 16.2), mostrando total auséncia de frutos.

Os fendtipos, observados nas plantas de superexpressao e silenciamento
do gene NIPAE1, foram discrepantes em relacdo ao tamanho e rigidez dos tecidos.
Por outro lado, tanto as plantas de superexpressao quanto de silenciamento do gene
NtPAE1 mostraram inibicdo do crescimento do tubo polinico, causando problemas na

fertilizacdo. Isto indica a necessidade de um equilibrio na composi¢ao das pectinas da



parede celular para proporcionar suporte e plasticidade adequados e, por menor que
seja a perturbacao deste equilibrio pode comprometer o crescimento do tubo polinico
(Bosch e Hepler, 2005).

4.12. Analise do crescimento do tubo polinico em polinizacées controladas na
planta transgénica PAERI 16.2

Para observar o crescimento do tubo polinico na planta transgénica PAERI
16.2 foram feitas andlises por microscopia de fluorescéncia apds polinizacoes
controladas. A Figura 48 mostra os resultados obtidos em estigmas/estiletes de SR1
e de PAERIi 16.2, sete horas apds a polinizagdo. Na Figura 48 (A e B) pode-se
visualizar autopolinizagdes simultaneas de PAERIi 16.2 e SR1, feitas no estagio 11 do
desenvolvimento floral, sendo observado que a autopolinizagdo da flor PAERi 16.2
apresentou uma quantidade bem menor de tubos polinicos emitidos pelos graos de
pblen, quando comparada com a autopoliniza¢ao da flor selvagem (SR1). Além disso,
os tubos polinicos também apresentaram tamanhos reduzidos (Figura 48 B, seta),
demonstrando dificuldade no crescimento através dos tecidos do pistilo e resultando
na auséncia de frutos.

Para testar a hipétese de que o gene NIPAE1 tem um importante papel na
dissociacdo das células dos tecidos especializados do estigma/estilete, foram feitas
polinizagdes cruzadas, ou seja, o pistilo de PAERI 16.2 foi polinizado com o pdélen da
planta selvagem (SR1) (Figura 48 D), afim de comparar o crescimento do tubo
polinico no tecido transmissor do estilete. Sete horas apdés a polinizacdo, o
estigma/estilete da PAERI 16.2 foi cortado e corado com azul de anilina e, quando
comparado com a autopolinizagdo de SR1 (Figura 48 A), apresentou uma redugao no
comprimento durante o crescimento do tubo polinico “in vivo® (Figura 48 D). Desse
modo, pode ser sugerido que o tecido do pistilo de PAERi 16.2 estd mais compactado
devido a auséncia de uma das PAEs, dificultando o crescimento do tubo polinico. A
atividade da PME em tubos polinicos em crescimento tem sido hipotetizado por Jauh
e Lord (1996) e por Mollet et al. (2000), sugerindo que a adeséo do tubo polinico na
matriz extracelular do estilete poderia depender da desmetilacdo de pectinas. Assim,



o grau de esterificacdo de pectinas pode ser um fator que regula a adesao célula-
célula (Bush e McCann, 1999).

Na Figura 48 (C) pode-se visualizar o pistilo da planta selvagem (SR1)
polinizado com o pdlen da flor PAERI 16.2, apresentando uma quantidade bem menor
de tubos polinicos emitidos, como visto na autopolinizagdo da PAERi 16.2.
Entretanto, os tubos polinicos tiveram um crescimento um pouco maior do que em
pistilos de PAERi 16.2, sugerindo um efeito aditivo no crescimento dos tubos
polinicos nessas plantas, com dificuldades impostas pelo préprio pistilo assim como
pelo tubo polinico. Entédo, sugere-se que o silenciamento do gene NtPAE1 nado sé
afetou a morfologia do pistilo, como também pode ter resultado em alteracées nos
graos de polen. Relatos de Mu et al. (1994), Kim et al. (1997) e Wakeley et al. (1998)
tem mostrado que genes para PME foram ativos durante a maturagdo e germinacao
do pélen de milho, Brassica napus e Petunia inflata, respectivamente, sugerindo que
a atividade da PME é necesséria durante o crescimento do tubo polinico. Assim, é
possivel sugerir que a atividade de PAE também seja importante durante a maturacao
e germinagao do polen de N. tabacum.
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Figura 48: Microscopia de fluorescéncia em pistilos de plantas SR1 (selvagem) e em PAERI
16.2 (transgénica-RNAi), no estagio 11 do desenvolvimento floral. A e B representam
autopolinizagdes de SR1 e de PAERI 16.2, respectivamente. C e D representam fecundacao
cruzada de pistilo de SR1 com polen de PAERI 16.2 e pistilo de PAERi 16.2 com poélen de
SR1, respectivamente. Setas brancas e amarelas demonstram o perfil de crescimento do
tubo polinico, 7 horas ap6s a polinizagdo. Aumento de 4x, a barra corresponde a 800um.

Apesar dos recentes avangos no estudo das pectinases nos tecidos
masculinos, quase nada se conhece sobre o papel das pectinases nos tecidos
reprodutivos femininos. Em 1990, Budelier et al. descreveram a identificacdo de um
gene denominado MON9612, especificamente expresso no tecido transmissor do
estilete de tomate. Hoje se sabe que este gene codifica uma pectato liase especifica
do pistilo, sugerindo que as pectinases desempenhem papel chave na reprodugéo
vegetal, também nos tecidos femininos. Entretanto, até este momento nada se sabe
sobre o papel da PAE nos tecidos femininos, o que ressalta a grande importancia da

caracterizacao do gene NIPAE1, realizada neste trabalho.



4.13. Anadlise dos graos de podlen da planta transgénica PAERi 16.2 por
microscopia de fluorescéncia

Para observar os graos de pdlen da planta transgénica PAERi 16.2 foram
feitas andlises por microscopia de fluorescéncia. Nove horas apds a polinizacao, os
graos de polen de PAERI 16.2 foram corados com azul de anilina e comparados com
0os graos de polen da planta selvagem (SR1). A Figura 49 mostra os resultados
obtidos neste experimento. E possivel observar que varios graos de pélen da planta
transgénica (PAERI 16.2) ndo deram origem ao tubo polinico (Figura 49 B), enquanto
que na planta selvagem (SR1), os tubos ja estavam emergidos (Figura 49 A). Estas
andlises demonstraram que os grdos de polen da planta PAERi 16.2 sofreram
alteracdes funcionais na germinacdo e crescimento do tubo polinico e, sugeriram
alteracdes morfologicas nos graos de pdlen.

Existem relatos de genes que codificam PMEs especificas de pdlen de
Arabidopsis thaliana (Jiang et al., 2005; Pina et al., 2005; Tian et al., 2006) e
Nicotiana tabacum (Bosch et al., 2005, 2006) que sao importantes no crescimento e
desenvolvimento do tubo polinico. Em Arabidopsis, o gene VANGUARD1 (VGD1)
codifica uma PME expressa especificamente nos graos de pélen e tubo polinico. A
atividade da PME no pélen foi reduzida com a interrupcéo funcional do gene VGD1,
causando uma diminuigdo do crescimento do tubo polinico no tecido transmissor do
estilete, o que resultou em uma reducéo significativa na fertilidade (Jiang et al., 2005).
Este estudo sugere que o gene atue no papel do crescimento do tubo polinico nos
tecidos florais femininos, possivelmente aumentando a interagcédo entre o tubo polinico
e os tecidos florais femininos através da modificagdo da parede celular do tubo
polinico (Jiang et al., 2005). Dessa forma, é possivel que o gene em estudo NtPAE1,
especifico de pistilo, também possa aumentar a interacéo entre o tubo polinico e os
tecidos florais femininos através da modificagcdo da parede celular do pistilo.

A mutacéo do gene AIPPME1, especifico do pélen comprometeu a forma e
a razdo de crescimento do tubo polinico de Arabidopsis que nédo afetou a estabilidade
e a morfologia do tubo polinico e nem a fertilidade da planta (Tian et al., 2006), ao

contrario da mutagdo do gene VGD1(Jiang et al,, 2005). Em Nicotiana tabacum, o



silenciamento do gene NPPME1 também especifico de pdlen, resultou em uma
branda, mas significante diminuicdo do crescimento do tubo polinico “in vivo”,
enquanto que atividade total da PME no pdlen n&o foi significantemente reduzida
(Bosch e Hepler, 2006). Este estudo sugere que o crescimento normal do tubo
polinico é dependente de um equilibrio entre pectinas esterificadas e pectinas
desestericadas na parede celular e, por menor que seja, a perturbacdo desse
equilibrio compromete o crescimento do tubo polinico (Bosch e Hepler, 2006). Foi
proposto que a diminuicdo da expressao do gene NIPPME1 no pdlen pode diminuir a
acao de outras pectinases resultando em uma matriz extracelular mais firme e/ou
uma diminuicdo na concentracdo de calcio, que dificulta o crescimento do tubo
polinico (Bosch e Hepler, 2006). Desse modo, é possivel sugerir que o silenciamento
do gene NtPAE1 tenha provocado um desequilibrio na esterificacdo das pectinas da
parede celular do tecido transmissor do estilete, o que dificulta o crescimento do tubo
polinico. No conjunto, pode ser sugerido que as enzimas PAE e PME sejam

importantes para o crescimento do tubo polinico.



Figura 48: Microscopia de fluorescéncia em estigmas de plantas SR1 (selvagem) (A) e
PAERi 16.2 (transgénica-RNAi) (B), no estdgio 11 do desenvolvimento floral. A e B mostram

0s graos de pélen 9 horas ap6s a autopolinizacao.

4.14. Analise dos graos de poélen por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV)

Para observar detalhadamente as alteragdes morfolégicas nos gréaos de
pblen da PAERI 16.2, foram feitas andlises por microscopia de varredura. Para essas
andlises, as anteras fechadas (estagio 11) da planta PAERi 16.2 e controle (SR1)
foram fixadas e desidratadas em séries de etanol e, posteriormente, foram cobertas
com ouro.

Os resultados obtidos demonstraram alterac6es morfolégicas nos graos de
pbélen da planta PAERi 16.2 (Figuras 49 e 50). A Figura 49 mostra as diferencas
encontradas nos graos de polen da PAERI 16.2, comparando com a planta selvagem
(SR1), em diferentes aumentos (200x, 750x e 3.500x), sendo possivel observar graos
de pélen murchos, com aparéncia e tamanho bem heterogéneos, diferentes do pélen
da planta selvagem (SR1), que mostra os graos de pélen com forma e tamanho

homogéneos.
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Figura 49: Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) dos grdaos de polen da planta controle
néo transformada (SR1) e da planta de RNAi (PAERi-16.2) nos aumentos indicados.

A desesterificagdo de pectinas é mais acentuada na deiscéncia e na
germinagdo do podlen (Suarez-Cervera et al., 2002). O processo de germinacao
envolve mudangas na parede dos graos de pdlen que facilitam a formacgéo do tubo
polinico e seu subsequente crescimento. Neste estudo, alteracées na parede do
pblen foram correlacionadas com a auséncia de pectina desesterificadas. Em pdlen
de Euphorbia peplus L., epitopos de pectinas desesterificadas sdo densamente

localizados na parte interna da intina média e também na parte externa da intina,



sendo restritos ao centro e ao redor da abertura do pélen (Suarez-Cervera et al.,
2002). Comparando os graos de pdlen da planta PAERi 16.2 com a planta controle
(SR1) (Figura 49), é possivel sugerir que a alteragdo na desesterificagdo das pectinas
tenha afetado a formacdo normal do pdlen e o estabelecimento das aberturas. A
Figura 50 mostra claramente as diferengas na escultura da parede celular dos graos
de pdélen de SR1 e PAERI 16.2. Com o0 aumento de 15.000x pode ser observado que
os sulcos da superficie do grdo de pdlen no mesocolpium, presentes em SR1, estdo
bem diminuidos em PAERI 16.2, apresentando uma superficie mais lisa.

SR1 PAERi 16.2
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Figura 50: Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) dos grdos de polen da planta controle
néo transformada (SR1) e da planta de RNAi (PAERi 16.2). As setas mostram as diferencas

da escultura da parede celular dos graos de pdlen em um aumento de 15.000X.

Estudos sobre uma pectina metilesterase de Linum usitatissimum L.
(Lupmed), especifica de pdélen, em plantas transgénicas antisense de N. tabacum,
demonstraram que a ornamentacao de ondas da parede celular do gréo de poélen foi
dramaticamente reduzida, sugerindo um envolvimento da desmetilagcdo da pectina na
estrutura da parede celular do pdlen e na diminui¢do na germinag&o do grao de polen
(Lacoux et al., 2003). Desse modo, foi sugerido que a atividade da PME é necessaria
para o desenvolvimento normal do pdlen e, provavelmente, tem um papel na
elaboracado peculiar da estrutura da parede celular do grdo de pélen (Lacoux et al.,
2003). Apesar do gene NIPAE1 ser especifico do pistilo e ndo ser expresso em



estames, estes resultados podem ser explicados pelo fato da construcao de RNAi ter
sido feita com uma regido conservada entre as pectina acetilesterases. Da mesma
forma que uma sequéncia de PME de L. usitatissimum foi capaz de causar o
silenciamento do gene de PME em pélen de N. tabacum, a construcdo de RNAI para
NtPAE1, feita sob controle do promotor 35S (constitutivo), poderia resultar no
silenciamento de outro gene que codifica uma PAE expressa em grdaos de polen, o
que explicaria os resultados aqui encontrados. Embora o mecanismo preciso,
responsavel pelas alteragcbes fenotipicas observadas na planta transgénica, nao seja
conhecido, é plausivel propor que o silenciamento da PAE tenha afetado a morfologia
do gréo de poélen e o crescimento do tubo polinico em dire¢cao ao ovario.

4.15. Analise estrutural dos tecidos do pistilo de N. tabacum através de
microscopia 6ptica

Para complementar os estudos de andlise fenotipica nas plantas
transgénicas de superexpressao e silenciamento do gene NtPAE1, foram coletados
estigmas/estiletes no estagio 11 do desenvolvimento floral (Koltunow et al., 1990), de
plantas transgénicas PAESp 8.1 e PAERI 16.2 e planta selvagem SR1. Este material
vegetal foi imediatamente fixado, emblocado em parafina, cortado em 10um de
espessura e colocado em laminas. Os cortes foram desidratados e corados com
vermelho de ruténio 0,02% (Johansen, 1940), a fim de visualizar a presenga de
pectinas nas células da zona secretéria e do tecido transmissor. O vermelho de
ruténio € um corante que se liga nos espacos intramoleculares dos grupos
carboxilicos da pectina (Hou et al., 1999).

Na Figura 51 pode-se visualizar a zona secretéria e o comeco do tecido
transmissor de PAERIi 16.2 (A e D), SR1 (B e E) e PAESp 8.1 (C e F), corados com
vermelho de ruténio, que evidenciou as pectinas presentes nos estigmas/estiletes de
N. tabacum. Como pode ser observado, no tecido transmissor do estilete de PAERI
16.2 (Figura 51 D) a coloragdo mostrou-se mais intensa do que SR1 (Figura 51 E), o
que indica um tecido mais compactado, devido a maior quantidade de pectina

presente, provavelmente ocasionado pelo silenciamento do gene da NtPAE1. Este



fato também explicaria uma possivel redugcdo do crescimento do tubo polinico
observada na planta PAERi 16.2. O silenciamento da PAE provavelmente causou a
reducdo da atividade das pectinases responsaveis pela degradacédo das pectinas
presentes na parede celular do tecido transmissor, diminuindo a formagdo dos
espacos intercelulares e, consequentemente, dificultando o crescimento do tubo
polinico até o ovario. Por outro lado, a coloracéo das células do tecido transmissor na
planta PAESp 8.1 (Figura 51 F) mostrou uma marcagé&o mais fraca do que na planta
controle SR1 (Figura 51 E), mostrando uma diminuicdo de pectinas no tecido. As
pectinas tém sido consideradas como moléculas de adesao entre as células, estando
implicadas no desenvolvimento de espacos intercelulares (Jarvis et al., 2003), através
da degradacao ocasionada e regulada pela atividade das pectinases. O resultado €
coerente com o aumento da expressdo da enzima PAE, responsavel por hidrolisar
especificamente os acetil ésteres, possuindo uma funcédo critica na modificagdo da
parede celular (Breton et al., 1996), o que resultou em uma maior dissocia¢ao celular

no tecido transmissor de estilete.
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Figura 51: Microscopia éptica dos estigmas/estiletes (estagio 11), corados com vermelho de
ruténio. (A) PAE1Ri-16.2, (B) SR1 controle e (C) PAE1Sp-8.1 (a barra corresponde a 200um



(D) PAE1Ri-16.2, (E) SR1 controle e (F) PAE1Sp-8.1 (a barra corresponde a 100um. Esta

colorag@o evidencia a presenga de pectinas.

Diversos relatos tém demonstrado a importancia da atividade da PME no
controle das propriedades da parede celular e, assim, no desenvolvimento e
crescimento do tubo polinico e sua interagcdo com os tecidos florais femininos
(Wakeley et al., 1998; Futamura et al., 2000; Li et al., 2002; Bosch e Hepler, 2005).
Os resultados aqui relatados fortalecem a hipétese de que a PAE, preferencialmente
expressa no estigma/estilete de N. tabacum, tenha uma importante funcdo na
dissociacdo das células do tecido transmissor do estilete, permitindo a formacéo de
espacos intercelulares durante o desenvolvimento floral e possibilitando o adequado
crescimento do tubo polinico. Embora muitas questbes precisem ainda ser
esclarecidas, esta evidente que a atividade das pectina esterases (PAE e PME) tem
um papel central no controle das propriedades da parede celular durante o processo

reprodutivo das plantas.

4.16. Analise do fenétipo e dosagem de pectina nos estigmas/estiletes das
plantas transgénicas da geracao T1

A analise da dosagem de pectina foi feita com as plantas da geracao T1,
ou seja, oriundas das sementes das plantas transgénicas primarias (T0). Andlises
feitas em descententes das plantas transgénicas primarias permitem verificar a
estabilidade da expressédo do transgene e eliminar possiveis efeitos advindos da
cultura de tecidos (variacdo somaclonal). Com esta finalidade, algumas sementes
das plantas transgénicas (PAESp 1.1; PAESp 8.1; PAESp 10.1 e PAERI 16.2) foram
colocadas em meio seletivo contendo canamicina. As sementes resistentes a
canamicina e, portanto, contendo o T-DNA, foram levadas para a casa de vegetacgao.
Apenas uma planta T1 descendente dos transgénicos primarios PAESp 1.1, 8.1 e
PAERIi 16.2 foi analisada. Como estas plantas foram originadas do cruzamento do
transgénico primario com o pdélen de SR1, elas séo heterozigotas para o transgene e,
teoricamente, idénticas ao transgénico primario. Entretanto, 4 plantas descendentes



da PAESp 10.1 foram levadas para a casa de vegetacdo, devido ao fato das
sementes desta planta serem oriundas de uma autopolinizacdo e estarem
segregando (as plantas resistentes podem ser heterozigotas ou homozigotas para o
transgene).

Ao analisar as plantas transgénicas (T1), foram observadas algumas
alteracdes no fenétipo das plantas PAESp 8.1 e PAESp 10.1 com relacédo ao
fenotipo das plantas transgénicas parentais (transgénicos primarios). Por outro lado,
as plantas T1 de PAESp 1.1 e PAERI 16.2 permaneceram com o mesmo fenétipo da
geragao TO. A planta PAESp 8.1 (T1) apresentou flores robustas e firmes, diferentes
da geragédo TO e parecidas com a flor de PAERI 16.2 (dados ndo mostrados), mas
apresentou uma formagéo de frutos com tamanho similar ao do fruto de SR1 (Figura
52).

Inicialmente, a planta PAESp 10.1.A (uma das decendentes de PAESp
10.1) apresentou uma quantidade menor de flores e ramos, sendo que, na primeira
florada apresentou uma certa anormalidade nos estigmas/estiletes (Figura 53), que
pode ter sido causada pelo excesso de pectinas desesterificadas. A Figura 53 mostra
estigmas/estiletes deformados na primeira florada da planta PAESp 10.1.A e, depois,
as flores se tornam mais flexiveis.Mais tarde no desenvolvimento, os
estigmas/estiletes desta planta voltaram a ter um aspecto normal, ou seja, um pouco
menos rigidos, e formacdo de frutos pequenos se comparados com os de SR1. E
possivel especular que o excesso de atividade da PAE tenha causado um aumento
na liberagdo de prétons, reduzindo o pH e, consequentemente, aumentado a
atividade das pectinas hidrolases (PG e PL). Em adi¢do, a atividade de PME em
plantas também pode ser regulada por inibidores de PME (PMEIls; Giovanne et al.,
2004). PMElIs sao proteinas que inibem a atividade da PME através da formacéao de
um complexo reversivel (1:1), onde a estabilidade é dependente do pH, sendo maior
em condi¢cées acidas, tipicas do ambiente apoplastico (Bosch e Hepler 2005).
Entretanto, até hoje nada se sabe sobre inibidores de PAE.

As demais plantas PAESp 10.1 (PAESp 10.1.B, 10.1.C e 10.1.D)
apresentaram flores maiores que as da planta PAESp 10.1 (TO) e similares as da

planta selvagem (Figura 54). Entretanto, na primeira florada também foi observada



uma alteracdo no tamanho de frutos, que eram maiores do que os frutos de SR1
(Figura 55). E possivel que o aumento dos frutos possa estar relacionado com o
aumento da expressao do gene NIPAE1 e uma maior dissociagdo celular no tecido
transmissor do estilete, facilitando a interagdo pdlen-pistilo e aumentando o nimero
de tubos polinicos que alcangam o ovario.

Estudos tém mostrado que muitos fatores interferem no modo de acao das
PMEs, tais como pH, grau inicial de desmetilesterificacdo das pectinas e a presenca
de cations ( Catoire et al., 1998; Denés et al., 2000; Jiang et al., 2005). Baseado nos
diferentes aspectos dos fendtipos das plantas transgénicas de superexpressao (nas
geragdes TO e T1), é possivel que esses fatores também estejam afetando o modo de
acao da PAE. O modo de agédo das PMEs pode ser ao acaso, em pH &cido, ou linear,
que ocorre em pH basico (Micheli, 2001). A desmetilesterificacdo ao acaso dos
homogalacturonanos libera prétons, que promovem a ag¢do das enzimas
despolimerases e contribui para a degradagao da parede celular (Goldberg, 1996). A
desmetilesterificacéo linear dos homogalacturonanos, através das PMEs, aumenta os
blocos de carboxil livres que podem interagir com calcio, criando o pectato gel, que
limita a acdo das despolimerases, contribuindo para o enrijecimento da parede celular
(Micheli, 2001). Esses diferentes mecanismos de acdo podem influenciar na interagao
pblen-pistilo, favorecendo ou inibindo o crescimento do tubo polinico. A Figura 56
mostra um esquema que representa as possibilidades no modo de acédo das PMEs
(Micheli, 2001), que também podem ser sugeridas como hipdtese para a acdo da
PAE.

Devido aos fenoétipos das plantas PAESp 10.1.B, PAESp 10.1.C e 10.1.D
serem muito similares entre si, a dosagem de pectina foi feita somente nas plantas
PAESp 10.1.A e PAESp 10.1.B.



L

Figura 52: A: Fruto da planta PAESp 8.1 (T1) e B: Fruto da planta selvagem (SR1). O

tamanho dos frutos da planta transgénica, na geragao T1, foi similar ao da planta selvagem.

SR1 PAESP 10.1.A PAESP 10.1.A

Figura 53: Pistilo da planta PAESp 10.1.A (T1), que apresenta anormalidade se comparado
com o estigma/estilete de SR1. Ao lado € mostrado um ramo de flores da planta PAESp

10.1.A, com aspecto mais flexivel (seta branca).



SR1 PAESp 10.1.B

Figura 54: Ramo de flores de SR1 comparado com o ramo de flores da planta PAESp 10.1.B
(T1). Pode ser visto que as flores apresentam um fendtipo similar ao de SR1. Entretanto, esta
planta apresenta alteragao na formacgao de frutos, quando comparada com o controle (SR1).

Figura 55: A: Fruto da planta PAESp 10.1.B (T1) e B: Fruto da planta selvagem (SR1). O
tamanho dos frutos da planta transgénica, na geracao T1, foi maior do que na planta

selvagem.
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Figura 56: Modo de acdo das PMEs (retangulos verdes) que depende das propriedades da
parede celular, podendo agir ao acaso (a) ou de forma linear (b). Em azul aparecem os
acidos galacturbnicos metilesterificados e em amarelo os acidos galacturénicos

desmetilesterificados. (Modelo modificado a partir de Micheli, 2001).

Para realizar a dosagem de pectina, os estigmas/estiletes das plantas
transgénicas (estdgio 11) e plantas controle (SR1) foram coletados e macerados.
Ap6s a maceracao do tecido, foram adicionados &cido sulfurico e carbazole, para a
quantificacdo por espectrofotometria dos acidos galacturdénicos na sua forma livre,
segundo Taylor (1993). Como pode ser visto na Figura 57, as plantas PAERi 16.2,
PAESp 8.1 e PAESp 10.1.A apresentaram uma dosagem maior de pectina e as
plantas PAESp 1.1 e PAESp 10.1.B uma dosagem menor de pectina, com relagéo a
planta selvagem (SR1). O valor da dosagem de pectina na planta transgénica PAERI
16.2 foi 10 vezes maior em relagdo ao observado na planta SR1, o que estd de



acordo com o silenciamento do gene NIPAE1 e sua atividade de pectinase, causando
0 aumento do nivel de pectina.

Surpreendentemente, as plantas PAESp 8.1 e PAESp 10.1.A (T1)
apresentaram um nivel mais alto de pectina, respectivamente, 3 e 8 vezes em relacéo
ao nivel na planta SR1. Entretanto, era esperado que estas plantas, com a
superexpressdo do gene NIPAE1, que participa da degradacdo de pectinas,
apresentassem uma quantidade menor deste composto. Baseado nas andlises dos
fendtipos das plantas PAESp 8.1 e PAESp 10.1.A (T1) e na maior quantidade de
pectina, pode-se supor que o gene NIPAE1 endbégeno e o transgene tenham sido
silenciados por um mecanismo denominado de co-supressao (Taylor, 1997). Para
verificar esta hipétese, as plantas de superexpressao (T1) foram analisadas por RT-
PCR em tempo real (item.4.17).

Ja as plantas PAESp 1.1 e 10.1.B mostraram um nivel de pectina 3 e 2
vezes menor em relagcdo ao observado na planta selvagem. Este fato esta de acordo

com o esperado para plantas com a superexpressao do gene NtPAE1.

Dosagem de pectina
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Figura 57: Dosagem de pectina a partir de estigmas/estiletes das plantas transgénicas (T1)
de superexpressao e RNAI.



4.17. Analise das plantas de superexpressao (T1) por RT-PCR em tempo real

Para a andlise da expressdo do gene NtPAE1 nas plantas da geracdo T1,
foram coletadas amostras de estigmas/estiletes das plantas transgénicas PAESp 1.1,
8.1, 10.1.A, e 10.1.B e da planta selvagem (SR1), dos quais foram extraidos RNAs
para a sintese de cDNA. O cDNA de cada amostra foi analisado em uma PCR em
tempo real, utilizando os “primers” RT-PAE-F e RT-PAE-R, que pareiam na sequéncia
codificadora do gene NtPAE1. Todas as reagdes foram normalizadas utilizando os
“primers” especificos para o gene da B-actina.

A Figura 58 mostra que o transgénico de superexpressdao PAESp10.1.A
apresentou um nivel de expressdo de NIPAE1 2,5 vezes maior do que a planta
selvagem, enquanto que o transgénico T1 PAESp 8.1 apresentou um nivel de
expressao de 0,4 vezes em relagdo ao nivel da planta selvagem, considerado igual a
1. Nas demais plantas transgénicas o nivel de expressao foi de 1,45 para a planta
PAESp 1.1 e 1,2 vezes para a planta PAESp 10.1B, comparados com o da planta
selvagem. Com esta analise, foi possivel verificar que a planta transgénica PAESp
8.1 apresentou uma redugédo significativa na expressao do gene NtPAE1 (Figura 58),
0 que explica o aumento observado na quantidade de pectina (Figura 57). Essas
andlises confirmam a ocorréncia do fenémeno de co-supressdo do gene NtPAE1 na
planta PAESp 8.1. O fen6meno de co-supressao foi inicialmente observado quando
plantas de petunia foram transformadas com uma construgdo contendo o gene da
chalcone sintetase, sob o controle do promotor 35S do virus do mosaico da couve flor
(Napoli et al., 1990). A superexpressao do gene chalcone sintetase, que participa da
via biossintética de antocianinas, gerou flores onde as pétalas eram brancas e/ou
com setores de cor azul clara (Napoli et al., 1990). Outros trabalhos realizados com o
objetivo de superexpressar um gene de interesse, para analises funcionais, relataram
a ocorréncia do fenédmeno de co-supressao (Tsai et al., 1998; Kim et al., 2002), o que
sugere que este fenbmeno € um evento que ndo estd limitado a transgenes
particulares ou a algumas espécies de plantas (Depicker e Van Montagu, 1997).

As plantas PAESp 1.1, e 10.1 (10.1.A e 10.1.B), de superexpressdao do
gene NtPAE1, mantiveram o mesmo padrdo de expressao das plantas TO. Apesar da

planta transgénica PAESp 10.1.A apresentar uma expressdo maior do gene em



estudo, também apresentou uma maior quantidade de pectina. Isto pode ser
explicado pelo suposto enrijecimento da parede celular, causado pelo excesso de
pectinas desesterificadas, que forma o pectato que se liga ao célcio, limitando a acao
das despolimerases (Chen e Ye, 2007).

NtPAE1

2,5 1 I

1,5 1

SR-1 Sp1.1 Sp8.1  Sp10.1.A Sp10.1.B Sp10.1.C Sp10.1.D

Nivel de expressao (U.A)

Plantas transgénicas (T1)

Figura 58: O grafico representa a expressao do gene NtPAE1 nos estigmas/estiletes (estagio
11) das plantas transgénicas de N. tabacum em unidades arbitrarias (U.A). A expressao de
genes em unidades arbitrarias corresponde a razdo do numero de copias do cDNA do gene
NIPAE1 em relagcdo ao numero de cépias do gene constitutivo usado como controle (B-
actina).

4.18. Analise do estilete das plantas transgénicas por Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV)

Para uma andlise mais detalhada dos fenétipos das plantas transgénicas
T1, estiletes foram coletados a partir destas plantas. Os tecidos foram fixados e
preparados para os estudos de microscopia de varredura, a fim de verificar alteracdes
morfolégicas no tecido transmissor do estilete nas plantas transgénicas PAESp 8.1,

PAESp 10.1.B e PAERIi 16.2, em comparagao com a planta selvagem SR1.



A Figura 59 mostra as diferengas encontradas no tecido transmissor das
plantas transgénicas T1 PAESp 8.1 e PAERi 16.2, comparando com a planta
selvagem (SR1). E possivel observar que o tecido transmissor das plantas
transgénicas (PAESp 8.1 e PAERI 16.2) apresenta-se mais compactado em relacéao
ao tecido trasmissor da planta selvagem (SR1). Isto esta de acordo com a diminui¢cao
no nivel de transcritos de NtPAE1 nas plantas, o que resulta em uma parede celular
mais rigida e com maior adesdo. O efeito da co-supressdo na planta PAESp 8.1
causou um aumento na ades@o celular no tecido transmissor, mas este efeito ndo foi
suficiente para impedir o crescimento do tubo polinico e a formagéao de frutos.

A Figura 60 mostra as diferengcas na regido do tecido transmissor das
plantas transgénicas PAESp 10.1.B e PAERi 16.2, comparando com a planta
selvagem (SR1). Podem ser observadas as diferencas na dissociacdo das células
tecido transmissor, sendo que na planta PAESp 10.1.B esta dissociacdo mostrou-se
ainda maior que SR1. Desse modo, é possivel sugerir que o gene NIPAE1 esta
envolvido na dissociagao das células do tecido transmissor, facilitando o crescimento

do tubo polinico.

Figura 59: Microscopia eletronica de varredura (MEV) de estiletes no estagio 11 da planta
selvagem (SR1), e das plantas transgénicas (PAESp 8.1 e PAERI 16.2). A Figura evidencia
as diferengas na regido do tecido transmissor do estilete das plantas transgénicas em relacao

a planta selvagem, em um aumento de 1.500X.



PAESp 10.1.B SR1 ~ PAESp16.2

Figura 60: Microscopia eletronica de varredura (MEV) de estiletes no estagio 11 da planta
selvagem (SR1), e das plantas transgénicas (PAESp 10.1B e PAERi 16.2). A Figura
evidencia as diferengas na regido do tecido transmissor do estilete das plantas transgénicas
em relagdo a planta selvagem, em um aumento de 1.500X.

4.19. Teste de segregacao do transgene

Os principios de Mendel dizem que, em um heterozigoto, um alelo pode
encobrir a presenca de outro. Alguns alelos evidentemente controlam o fendtipo,
mesmo quando estdo presentes em uma unica cépia, e a insercdo de uma unica
cbdpia de um transgene, no genoma de uma planta, € um exemplo deste tipo de
dominancia. O heterozigoto transgénico, possuidor de uma coépia do transgene,
formara dois tipos de gametas: metade tera o transgene e metade nao tera. Neste
caso, o alelo transgénico € transmitido fielmente para a geracéao seguinte, por estar
integrado no DNA de um dos cromossomos. A base biolégica do fenbmeno da
segregacao é o pareamento e subseqliente separagdo de cromossomos homdlogos
durante a meiose.

A segregacao tedrica (esperada) do auto-cruzamento de um heterozigoto
transgénico (p.ex.: transgénico primario), que possua apenas uma unica copia do
transgene seria a segregacdao mendeliana (3:1), isto €, para cada 3 individuos que
possuam o fendtipo do transgene, um nao possuird. Por outro lado, a segregacao
tedrica (esperada) do cruzamento do transgénico primario, contendo uma Unica cépia

do transgene, com a planta selvagem (SR1) seria de 1:1.



Para estabelecer o provavel numero de transgenes inseridos nas plantas
PAESp 1.1, PAESp 8.1, PAESp 10.1 e PAERI 16.2 por meio da segregagao dos
mesmos, sementes destas plantas foram colocadas em meio MS (Murashige e Skog,
1962) contendo canamicina. Apdés um més de desenvolvimento, foi feita uma
contagem do numero de plantulas que apresentaram resisténcia a canamicina e das
que ndo apresentaram. Estas podem ser identificadas pela coloragdo esbranquigada,
causada pela acdo da canamicina em plantas sensiveis.

As sementes da planta PAESp 10.1 foram geradas por autopolinizagdo. Na
Tabela 6 sdo mostrados os resultados obtidos e o teste estatistico aceitando a
hipétese da segregacéao 3:1. A aceitacdo da segregacao proposta ocorre quando 0s
valores dos qui-quadrados, para cada planta analisada, € menor que o valor critico.
Portanto, pode-se concluir que esta planta possui um Unico transgene inserido em
seu genoma.

As sementes das plantas PAESp 1.1, PAESp 8.1 e PAERI 16.2 foram geradas
por cruzamentos com polen de SR1 e, portanto, caso possuam um unico transgene,
deveriam apresentar uma segregacao 1:1 (resistente:sensivel). A Tabela 7 mostra os
resultados obtidos para estas plantas e as respectivas analises estatisticas. Como
pode ser verificado, as plantas PAESp 1.1, PAESp 8.1 e PAERI 16.2 apresentaram
uma segregacdo na propor¢do 1:1, o que estd de acordo com a hipétese de
segregacao testada. Assim, pode-se concluir que estas plantas também possuem

apenas uma cépia do transgene.

Tabela 6: Andlise de segregacdo das sementes que possuem e nao possuem resisténcia a

canamicina, em uma amostra de sementes da planta PAESp 10.1. Hipétese = 3 resistentes :

1 sensivel.
Transgénico| N?totalde | Observado | Esperado (3:1) Valor

sementes R - S | R - S X2 critico® | Hipodtese
PAESpP10.1 56 45 11 42 14 | 0,857143 3,841 Aceito

% valor obtido utilizando 5 % de nivel de significancia e grau de liberdade um (1).



Tabela 7: Andlise de segregacdo das sementes que possuem e nao possuem resisténcia a
canamicina, em uma amostra de diferentes plantas transgénicas independentes. Hipétese = 1

resistente : 1 sensivel.

Transgénico| N?totalde | Observado | Esperado (1:1) Valor
sementes R - S R - S x? critico® | Hipétese
PAESp 1.1 97 53 44 48,5 48,5 | 0,835052| 3,841 Aceito
PAESp 8.1 129 65 64 64,5 64,5 | 0,007752| 3,841 Aceito
PAERi 16.2 122 65 57 61 61 0,52459 3,841 Aceito

% valor obtido utilizando 5 % de nivel de significancia e grau de liberdade um (1).

4.20. Amplificacao da sequéncia codificadora do gene NiPAE1 para entrada no
sistema Gateway e expressao da proteina recombinante

Com a finalidade de expressar a proteina NIPAE1 madura, em células E.
coli BL21(DE3) Rosetta, foram definidos os “primers” PAE1Bt e PAE ATT2, que
permitem a incorporacdo das sequéncias attB1 e attB2 nas sequéncias internas do
cDNA. O “primer” PAE1Bt contém parte da sequéncia do sitio de recombinacao
(attB1) e parte do cDNA referente ao gene NtPAE1, comegando no cédon que
codifica o aminoacido de numero 29 (D). Desta forma, o peptideo sinal putativo &
eliminado da sequéncia da PAE, resultando na expressdo apenas da proteina
madura. O “primer” PAE ATT2 contém parte da sequéncia do sitio de recombinagao
(attB2), e parte do cDNA referente ao gene NIPAE1 contendo o codon de terminagéo.

Desse modo, foi feita a amplificagdo do cDNA 004A06 por meio de duas
reacdes de PCR, originando o fragmento de DNA adequado, ou seja, com o sitio de
recombinacdo completo para ser introduzido no sistema Gateway. Na Figura 61 é
possivel visualizar os fragmentos de DNA amplificados, apds as duas reagdes de
PCR. A raia 1 mostra o fragmento amplificado ap6s a primeira reagcdo de PCR
(“primers” PAE1-Bt e PAE-ATT2). A partir de uma aliquota de 5 pl dessa reagéao



inicial, foi feita a segunda reacao de PCR (“primers” BP1 e BP2) (raia 2). Ao final da
segunda reacdo, o fragmento amplificado apresentou o tamanho esperado
(aproximadamente 1116 pb), contendo em suas extremidades os sitios de
recombinacdo attB1 e attB2 completos. Apds a corrida eletroforética em gel de
agarose, o fragmento foi isolado do gel e purificado. Posteriormente, este fragmento
purificado de PCR foi introduzido, via rea¢do de recombinagéo, no vetor de entrada
pDONR201 do sistema Gateway (reagcao BP).

Uma aliquota de 1 ul do produto da reagao BP foi utilizada para transformar
células eletrocompetentes da cepa DH10B de E. coli. Ap6s a eletroporacéo, as
bactérias foram plagueadas em meio LB sélido contendo canamicina (50 pug/ml). Para
confirmar a presencga do inserto, foram escolhidas 10 colénias para mini-preparacées
de DNA e, posteriormente, foi verificada a eficiéncia da clonagem por digestao
enzimatica.

Na Figura 62 ¢é possivel visualizar os DNAs obtidos ap6és as mini-
preparacgdes, digeridos com a enzima Xhol. Um total de nove clones (raias 1a5e 7 a
10), confirmaram a presenca dos dois fragmentos com os tamanhos esperados (um
com aproximadamente 745 pb, e o outro com aproximadamente 2608pb). A raia 11
contém uma amostra de DNA do vetor pDONR201, sem o cDNA de interesse, que
serve como controle negativo. Para a continuidade dos experimentos, foi utilizado o
clone da raia 1, e este plasmideo passou a ser chamado de pENTRY-PAE1Bt.
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Figura 61: Eletroforese em gel de agarose 1%, mostrando as amplificagcbes do cDNA
004A06, referente ao gene NIPAET1, resultantes das duas reacdes de PCR, para a entrada no
sistema Gateway. A raia 1 mostra a banda obtida apés a primeira reagdo de PCR, utilizando
os “primers” PAE1-Bt e PAE-ATT2, com o tamanho esperado (aproximadamente 1116pb). A
raia 2 mostra a banda obtida apds a segunda reacao de PCR, utilizando os “primers” BP1 e
BP2, com o tamanho esperado (aproximadamente 1130pb). M: Marcador de peso molecular
1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen).
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Figura 62: Mini-preparagbes de DNA das colbnias originadas da reagdo BP, visando a
obtencgao do vetor de entrada pENTRY-PAE1Bt. Tais amostras foram digeridas com a enzima
Xhol e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, gerando fragmentos com os
tamanhos de banda de esperado (aproximadamente 745 pb e 2608 pb). M: Marcador de peso
molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). A raia 11 mostra o plasmideo pDONR201 sem

inserto, utilizado como controle positivo.

4.21. Transferéncia da regiao codificadora da proteina NIPAE1 madura, para o
vetor de expressao em E. coli (pDEST17)

Com o objetivo de transferir parte do cDNA 004A06, inserido no plasmideo
pPENTRY-PAE1Bt, para o vetor de expresséo (pDEST17), foi feita uma nova reagao
de recombinagao (reacdo LR). Uma aliquota de 1 pl do produto da reacao LR foi
utilizada para transformar células eletrocompetentes da cepa DH10B de E. coli. Apds
a eletroporagdo, as bactérias foram plaqueadas em meio LB sélido, contendo o
antibiético ampicilina (100ug/ml), obtendo-se um grande numero de colbnias. Das
coldnias obtidas, dez foram inoculadas e utilizadas para mini-prepara¢des de DNA, os
quais foram digeridas com as enzimas Xhol e Hindlll. Ap6s a digestdo e corrida
eletroforética, foram observados 3 fragmentos com os tamanhos de banda esperados

(um de aproximadamente 745 pb, outro de 945 pb, e outro de 4325 pb), em todas as



amostras analisadas (Figura 63). Para a continuidade dos experimentos, foi feito o
sequenciamento do clone 1, para verificar se houve uma correta recombinagao nos
sitios attB e a auséncia de mutagcdes que podem alterar a fase de leitura,
ocasionando um erro durante a traducdo da proteina desejada. Assim, apds
confirmacdo por sequenciamento, esse plasmideo passou a ser chamado de
pPEXP17-PAE1.
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Figura 63: Mini-preparagbes de DNA das colbénias originadas da reacdo LR, visando a
obtengcao do vetor pEXP17-PAE1. Tais amostras foram digeridas com as enzimas Xhol e
Hindlll, e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, gerando fragmentos com os
tamanhos de bandas esperados (aproximadamente 745 pb, 945 pb e 4325 pb). M: Marcador
de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

4.22. Expressao do clone pEXP17-PAE1 em E. coli BL21(DE3) Rosetta

Escolheu-se a linhagem BL21(DE3) Rosetta de E. colipara a expressao da
construgdo pEXP17-PAE1, devido a resultados bem sucedidos obtidos em nosso
laboratério, com outras duas proteinas recombinantes, pEXP17-46B11 e pEXP17-
134B02 (Avanci, 2006). Entretanto, antes de ser utilizado para a transformacéo de

células dessa linhagem, a sequéncia de NtPAE1, a ser expressa a partir do



plasmideo recombinante pEXP17-PAE1, foi submetida a uma andlise quanto a
presenca de cbédons raros para E. coli (http://www.doe-
mbi.ucla.edu/~sumchan/caltor.html). A andlise mostrou a presenca de 43 cddons
raros na sequéncia do cDNA a ser expresso, destinado a producdo da proteina
recombinante pEXP17-PAE1 (Figura 64).

A linhagem BL21(DE3) Rosetta possui um plasmideo adicional, que contém
cbpias extras de genes para RNAs transportadores (tRNAs), utilizados com menos
freqiéncia pela maquinaria de traducdo da E. coli, tais como AGG e AGA para
arginina, AUA para isoleucina, CUA para leucina, CCC para prolina e GGA para
glicina. E derivada de cepas BL21 mutantes, contendo uma mutagéo no gene lacZY
(lacY1 permease), a qual pode levar a niveis ajustaveis de expressao protéica por
todas as células na cultura. Isso € possivel, uma vez que essa mutagdo resulta em
uma entrada uniforme e controlada de indutor nas células, o que favoreceria uma
expressdo mais bem regulada e homogénea da proteina recombinante. Tal
regulacdo, associada a temperatura mais baixa de expressao (ex. 20°C), pode
auxiliar e intensificar a solubilidade e a atividade da proteina de interesse (Novagen,
2002).

Numero de bases da sequéncia nucleotidica = 1092

NuUmero de cédons totais = 364



Freqiiéncia de

Aminoacido Cédon raro P
ocorréncia

CGA 2

Arginina cGG 0
AGG 1

AGA 8
GGA 13

Glicina

GGG 4

Isoleucina AUA 8
Leucina CUA 2
Prolina CccC 2
Treonina ACG 3

Figura 64: Resultado da andlise para a presenga de cédons raros na sequéncia do clone
pEXP17-PAE1. Como pode ser verificado, um total de 43 codons raros estdo presentes na

sequéncia.

As células de E. coli BL21(DE3) Rosetta foram transformadas com o vetor
pEXP17-PAE1, por eletroporacdo, e colbnias isoladas foram obtidas em meio
seletivo. Uma col6nia isolada foi recuperada e cultivada por toda a noite, sob
agitacdo, em 5 mL de meio LB, suplementado com ampicilina (100ug/ml) e
cloranfenicol (34ug/ml). O antibidtico cloranfenicol é aqui utilizado como marcador de
selecdo para o plasmideo contendo os genes para os RNAs transportadores dos
cbdons raros nesta linhagem. Assim, ap6s a indugao da expressao e lise celular, os
extratos protéicos obtidos, tanto para a fracao precipitada (insoluvel), quanto para a
fracdo sobrenadante (soluvel), foram submetidos a analise por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

A Figura 65 mostra os resultados obtidos apds a aplicacdo dos extratos
protéicos das fragdes sobrenadante e precipitado, resultantes da inducdo da
expressao da proteina recombinante pEXP17-PAE1, variando a temperatura (37°C e
20°C) e o tempo de inducéo (3hs e 20hs). A andlise do gel nos permite visualizar a



presenca da banda com a massa esperada de 43,3 kDa, apenas nas fracdes
precipitadas (raias 2 e 5).

A massa da proteina foi calculada com base na sequéncia de aminoacidos
codificada pela parte clonada do cDNA 004A06 (proteina madura - 40,5 kDa), que
juntamente com os aminodcidos do sitio attB1 de recombinacdo, e da “tag” de
histidinas, presentes na regiao N-terminal da proteina (2,8 kDa), totaliza uma massa
esperada de aproximadamente 43,3 kDa (www.expasy.org). A proteina madura (375
aminodcidos), correspondente a PAE de Vigna radiata, tem uma massa molecular
calculada de aproximadamente 41,1 kDa (Breton et al., 1996), bem similar a massa
molecular da PAE de N. tabacum. Nas raias 3 e 6, correspondentes as fracdes
sobrenadante, ndo é possivel observar, visualmente, a presenca da banda da
proteina recombinante.

A auséncia da proteina recombinante nas raias 1 e 4 era esperada, uma
vez que estas amostras correspondem aos extratos proteicos obtidos antes da
aplicacao do indutor (TOh). Esta auséncia indica que ndao houve expressao basal da
proteina recombinante, fato esse que pode ocorrer em algumas linhagens celulares
de expressao. A expressao basal, dependendo da proteina recombinante em estudo,
pode ser téxica para a célula, impedir o crescimento da cultura e, conseqientemente,
diminuir de maneira consideravel a obtencdo da proteina recombinante de interesse
(Jana e Deb, 2005). Para a confirmacdo desse resultado, foi realizado um
experimento de Western blot, por este ser mais sensivel e apresentar maior
especificidade, utilizando um anticorpo primario anti-histidinas na reagéo.

A Figura 66 mostra o resultado obtido ao final do experimento de Western
blot, utilizando as fragbes celulares de E. coli, sendo possivel observar a presenca da
banda da proteina recombinante pEXP17-PAE1 somente na fracdo celular insoluvel
(precipitada), conforme indicado pelas setas (raias 2 e 5). A auséncia da proteina
recombinante na raia 1 era esperada, uma vez que esta amostra corresponde ao
extrato proteico obtido antes da aplicacdo do indutor. E possivel visualizar uma fraca
marcagao da proteina recombinante na raia 4, a qual corresponde a um pequeno
vazamento da fragdo precipitada induzida a 20°C por 20h (raia 5).



Nao foi possivel visualizar a presenga da banda da proteina recombinante
nas fracdes soluveis (raias 3 e 6), 0 que pode estar relacionado com uma grande
producdo da proteina recombinante na fragdo precipitada, provavelmente na forma de
corpos de inclusdo. Os corpos de inclusdo sédo o resultado da agregacao de proteinas
recombinantes mal-dobradas, ou dobradas incorretamente, quando produzidas em

altas taxas dentro das células de E. coli (Sorensen e Mortensen, 2005).
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Figura 65: Eletroforese em SDS-PAGE 12,5%, corado com Coomassie blue, contendo as
fragdes precipitado e sobrenadante, resultantes da inducao de expressao do clone pEXP17-
PAE1, em E. coli BL21(DE3) Rosetta. M: marcador de massa molecular (LMW calibration —
Amersham). Raias 1 e 4: amostras de precipitado+sobrenadante, retiradas antes da
aplicagdo do indutor, e correspondentes ao TOhs (pré-indugéo), crescidas a 37° e 20°C,
respectivamente; 2 e 5: fragcdes insollveis (precipitado), com 3hs de indugéo a 37°C, e 20hs
de inducado a 20°C, respectivamente; raias 3 e 6: fragdes sollveis (sobrenadante), com 3hs
de inducao a 37°C, e 20hs de indugao a 20°C, respectivamente. As setas mostram as bandas

com a massa esperada.
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Figura 66: Analise por Western blot mostrando a presenga das bandas da proteina
recombinante pEXP17-PAE1, obtidas apds a expressdao em BL21(DE3) Rosetta. Todas as
amostras apresentam 5ug de proteina total. Raias 1 e 4: amostras de
precipitado+sobrenadante, retiradas antes da aplicacdo do indutor, e correspondentes ao
TOhs (pré-indugao) em 372 e 20°C; Raias 2 e 5: precipitado apés inducéo por 3hs a 37°C, e
apés 20hs a 22°C, respectivamente; Raias 3 e 6: sobrenadante apds indugao por 3hs a 37°C,
e apds 20hs a 22°C, respectivamente; kDa: massa em kiloDaltons; M: padrdao de massa
molecular (LWM — Amersham). As setas indicam a presenca da proteina recombinante nas
amostras das raias 2 e 5.

Os resultados obtidos com a expressdao do cDNA 004A06, clonado em
vetor pDEST17, utilizando a linhagem BL21(DE3) Rosetta, mostraram a presenca da
proteina recombinante pEXP17-PAE1 apenas na fracdo precipitada (insoluvel) do
extrato celular. Dessa forma, essa proteina insoluvel podera ser utilizada para a
producdo de anticorpos policlonais que servirdo para analises futuras, como por
exemplo, Western blot, utilizando as proteinas nativas extraidas do proprio pistilo, e
localizagcdo subcelular (imunolocalizagéo). Anticorpos monoclonais sdo amplamente
usados para andlise de pectinas em plantas, porque eles permitem que os dominios
estruturais definidos sejam precisamente localisados no contexto da arquitetura da
parede celular intacta (Williats et al., 2006). Estudos de localizagdo imunocitoquimica
de pectinas, utilizando anticorpos monoclonais primarios, tém revelado que as

pectinas desesterificadas foram localizadas principalmente na matriz extracelular do



tecido transmissor, em pistilos polinizados e nao polinizados de Petunia hybrida. Ap6s
a polinizagcédo, o aumento tempordrio das pectinas desesterificadas permite a atuacao
das despolimerases de pectina que, consequentemente, causam uma diminuigao das
pectinas desesterificadas na regido extracelular do tecido transmissor. Estas
mudangas foram correlacionadas com mudancgas na estrutura da matriz extracelular
(Lenartowska et al., 2001), facilitando o crescimento do tubo polinico.

Contudo, nao foi possivel obter a proteina recombinante pEXP17-PAE1 na
fracdo soluvel para a realizagdo de ensaios enzimaticos. Para se obter a proteina na

forma soluvel, experimentos de otimizagao da expresséo serdo necessarios no futuro.

4.23. Identificacao de genes do TOBEST que codificam pectinases

Em nosso laboratério foi construida uma biblioteca de cDNAs de estigmas e
estiletes de N. tabacum, os quais foram sequienciados e cujas informagdes foram
reunidas em um banco de dados denominado TOBEST (Quiapim et al., 2009). Apéds
uma analise deste banco de dados, varias sequéncias que codificam pectinases
(pectina acetilesterase, pectina metilesterase; pectato liase e poligalacturonase)
foram encontradas e analisadas, confirmando a similaridade com sequéncias
depositadas no NCBI (BlastX) e no TAIR (TBlastX). No total, foi possivel identificar 17
contigs e 30 singlets, expressos em estigma/estilete de N. tabacum, que codificam
proteinas similares as pectinases.

A busca dos clones no TOBEST foi realizada por palavras chaves como
“pectin”, “polygalacturonase” e “pectato lyase”. As sequéncias de nucleotideos dos
clones encontrados foram analisadas em programas especificos. Inicialmente foi
utilizado o programa BlastX do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), onde estas sequéncias
foram comparadas com outras j4 descritas no banco de dados internacionais,
confirmando a identidade de cada sequéncia como pectinase. Também foi feita uma
analise comparando essas sequéncias de pectinases do TOBEST com as sequéncias
de Arabidopsis thaliana depositadas no banco de dados TAIR (www.arabidopsis.org).

Alem desta analise, foram identificadas varias sequéncias, que codificam
pectinases, originadas de uma biblioteca SSH de cDNAs de estigma/estilete de N.
tabacum. Esta biblioteca foi construida por hibridagao subtrativa suprimida (SSH), que



permite retirar os transcritos expressos em outros tecidos e amplificar, por PCR,
apenas os transcritos preferencialmente expressos no estigma/estilete de N. tabacum
(De-Paoli, 2006). O fato de terem sido encontradas, nesta biblioteca, sequéncias
codificando varias pectinases, provavelmente preferenciais do pistilo, indica a
importancia das pectinases no desenvolvimento deste 6rgao e seu funcionamento no
processo reprodutivo.

A Tabela 8 (Anexo |) mostra 9 contigs e 9 singlets do TOBEST que
apresentam similaridade com as pectinas acetilesterases (PAE). Dois contigs do
TOBEST (TOBCO09EO1 e TOBC034B06) apresentaram identidade com sequéncias
de contigs presentes na biblioteca de SSH (De-Paoli, 2006), sugerindo que 0s genes
correspondentes tenham expressao preferencial no estigma/estilete de N. tabacum.

A Tabela 9 (Anexo I) mostra 3 contigs e 12 singlets do TOBEST que
apresentam similaridade com a enzima pectina metilesterase (PME). Os clones
TOBCO010A01 e TOBS050F06 foram analisados por “macroarray”, para verificar se
estes eram expressos de maneira preferencial no pistilo, mas nenhum apresentou tal
padrdo de expressao (Quiapim et al., 2009). Além disso, a sequéncia TOBS100A01
do TOBEST apresentou total identidade com a sequéncia do clone SSH-001G05,
demonstrando que ambos os clones pertencem ao mesmo gene. O clone SSH2-
003C07 da biblioteca subtrativa, com putativa expressédo preferencial no pistilo, é
diferente das demais sequéncias encontradas no TOBEST. As enzimas pectina
metilesterases (PMEs) tém sido implicadas em diferentes processos fisiolégicos do
desenvolvimento das plantas, modificando a parede celular (Bordenave and
Goldberg, 1993; Kagan-Zur et al, 1995; Guglielmino et al, 1997; Wakeley et
al.,1998; Futamura et al., 2000; Micheli et al., 2000; Ren e Kermode, 2000; Li et al.,
2002). Além do mais, varios estudos tém identificado PMEs especificas do tubo
polinico, as quais foram sugeridas como envolvidas no processo do crescimento do
tubo polinico e sua interagdo com os tecidos especializados do pistilo (Wakeley et
al., 1998; Futamura et al., 2000; Li et al., 2002).

A Tabela 10 (Anexo I) mostra 2 contigs e 2 singlets do TOBEST, que
apresentam similaridade com a enzima pectato liase. Os dois contigs TOBC058D03

e TOBC055B12 e o singlet TOBS079H11 foram analisados por “macroarray”, mas



nenhum apresentou expressao preferencial no estigma/estilete (Quiapim et al.,
2009). O clone SSH-005D03, identificado por SSH, codifica uma proteina similar a
pectato liase (De-Paoli, 2006). Em tomate, a enzima pectato liase foi identificada na
ponta do tubo polinico e no citoplasma do pdlen germinado “in vitro” (Ursin et al.,
1989; Dircks et al., 1996).

A Tabela 11 (Anexo I) mostra 3 contigs e 7 singlets do TOBEST, que
apresentam similaridade com a enzima poligalacturonase (PG). O clone
TOBS023D02 é similar ao clone obtido a partir da biblioteca subtrativa (SSH3-
001B06), podendo ser preferencial do pistilo. J& foi descrito que os tubos polinicos
de milho, da planta do fumo e de Oenothera organensis contém enzimas
poligalacturonases (Brown e Crouch, 1990; Allen e Londsdale, 1993; Dubald et al.,
1993; Tebbutt et al., 1994). Dearnaley e Daggard (2001) descobriram, em Brassica
napus, que o nivel da enzima PG ndo aumenta no pdlen germinado e sim na ponta
do tubo polinico durante a penetragdo nas células papilares, apresentando um
importante papel na modificacdo da parede do pistilo nesta espécie de estigma do
tipo seco.

Como pode ser verificado, para cada uma das enzimas do grupo das
pectinases foram encontradas véarias sequéncias distintas no TOBEST, algumas com
provavel expressdo preferencial no estigma/estilete. A presenca de cDNAs
codificando todas as principais enzimas da via de degradacdo das pectinas,
representando genes expressos nos estigmas/estiletes, sugere a importancia de
controlar o afrouxamento entre as células destes tecidos para facilitar o crescimento
dos tubos polinicos. Entretanto, a confirmacgédo do significado biolégico de todas

estas sequéncias ainda precisa ser examinada experimentalmente.

4.24. Analise comparativa do gene N{PAE1 em diferentes espécies do género
Nicotiana

Sugere-se que a espécie N. tabacum seja um anfidipléide natural (2n = 48),
originado de hibridagdo interespecifica, com subsequente duplicagdo dos
cromossomos, 0 que possibilitou a fertilidade do hibrido. Varios estudos tém sido



realizados sugerindo dois progenitores para N. tabacum, a espécie N. sylvestris como
doador materno e N. tomentosiformis como doador paterno (Lee et al., 1998; Volkov
et al.,1999; Fulnecek et al., 2002; Murad et al., 2002; Chase et al., 2003; Sasaki et
al.,2003). Entretanto, a hipétese de que N. tabacum é um anfidipléide de N. sylvestris
e N. tomentosiformis, com adicional contribuicdo gendmica a partir de N. otophora
(Kenton et al., 1993; Parokonny e Kenton, 1995; Papp et al., 1996), € apoiado nos
resultados de GISH (Hibridizagdo Genbmica “in situ”) (Chase et al., 2003). Para
contribuir com a analise desta questdo e iniciar uma analise evolutiva do gene
NtPAE1, homdlogos deste gene foram amplificados por PCR a partir do DNA
gendmico de 5 espécies de Nicotiana, foram clonados e sequenciados, tendo suas
sequéncias sido comparadas detalhadamente. Para esta finalidade, plantas das 5
espécies (N. sylvestris, N. tabacum, N. tomentosiformis, N. otophora e N. alata) foram
cultivadas em casa de vegetagdo e tiveram suas folhas coletadas, congeladas e
usadas para extracdo de DNA gendmico. Esta andlise incluiu além das possiveis
espécies ancestrais de N. tabacum, a espécie N. alata, que possui o sistema de auto-
incompatibilidade de reconhecimento dos grdaos de pélen, enquanto que N. tabacum é
uma espécie auto-compativel (permite a auto-fecundagao).

Através do alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos genes que
codificam a pectina acetilesterase (PAE), de diferentes espécies, tais como:
Arabidopsis thaliana (niumero de acesso @i|30690554-NM-130261.2), Oryza sativa
(0i|115441562 — NM-001051596.1), Vigna radiata (gi|1431628 - X99348.1) e N.
tabacum (NtPAE1, descrito neste trabalho), foram identificadas regides de maior e de
menor conservagdo (Figura 67). Baseado neste alinhamento, foram desenhados
oligonucleotideos (PAE7 e PAE8) em regides com maior nivel de conservagao entre
as sequéncias das diferentes espécies. O DNA genbémico foi utilizado para
amplificacéo, por PCR, das sequéncias homdlogas ao gene NIPAE1, no genoma de
N. tabacum e das quatro outras espécies do género Nicotiana, mencionadas acima

(N. sylvestris, N. tomentosiformis, N. otophora e N. alata).
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Oryza GAGAATTGCTGAAGCAGTAGGCGACTGGTTTTTCGATAGGGCAGACGCGAAGTACACAGA 1163
Arabdopsis GACCGTTGCTGAATCTGTTGGTGATTGGTACTTTGACAGAACAACAGTGAAAGCCATTGA 1308
Vigna AACAATTGCGAAGGCAGTTGGAGACTGGTATTATGATCGAAAGCCATTTAAGCAGATAGA 1229
NtPAE1L GACGATCGCTGAAGCTGTTGGAGATTGGTTTTTCGACCGAAGTGGGTTCCAAGAAGTTTA 1145
* * Kk kx * *k  kk kk kk kkkk * * K * * *
Oryza CTGTGCATACCCTTGTGATGGTACCTGCCATCATCTTACATTCAGGGGAGATTACTAA—- 1221
Arabdopsis CTGTCCTTACCCCTGTGACAAAACATGTCACAATCTCATCTTCAAGTGAGATGACAAATG 1368
Vigna TTGTGCCTACCCTTGCAACCCCACTTGCCACAATCGTATTTTTGATCAGAATGAGCGTCC 1289
NtPAE1L TTGCCCTTATCCCTGTGGCAAATTTTGCCAGTAGAGT-TTCTCATTTTGTACTACTATTT 1204
** *  kk kK kK * Kk kK * * * *
Oryza = = —o oo
Arabdopsis ACATATACTCTTCAAACTCAAACAGCTTACTTGATTCTTATACCATACTACCATTAGTAA 1428
Vigna AGACGTATAGATTTCAATTAAGCAGTATG-TGAATTATCACTACAAACTATCAT-————— A 1343
NtPAE1 AAGATTATTTTTTTTTATTATTATGTTITT-TTTACAAGTGGAGTATCTAGCAAT————— G 1258
Oryza = —o oo
Arabdopsis CAACAATTCCTGAAAAACCGCATTTCATCTTTTACATAATATGTGCTATTTTGACTCAAA 1488
Vigna TAATAGTTGTTGGTGATTCTTCTCAAATGTGTTTGATGATTTA-GAAATGTAAGCGTATG 1402
NtPAE1 CAAGAAGTT—————- AGTTAGCTCTAGTATCTTAGAT-ATTTGTTATCCAACTACTCATG 1311
Oryza oo oo
Arabdopsis TAAAGTTAGTTTTTCGTIGTGTTTTGTTTAATCCTTGGATTCATTGTATTCTAATACACAA 1548
Vigna CACCCTCA--TAAAAGGATGCTAAATGTCA-CCATGCAACCACAAAATTCTATCAAAAAA 1459
NtPAE1L TAATTGCTTAACATTGTTCGTCAAACTTGCATTTCGTTTTCACGTTTTAAAAAAAAAAAA 1371
Oryza = = e e
Arabdopsis AGCATCAGACTCTGCTTTTCATAAAAGAGTAACTGATTTTATATGTGATTTGTAGAATTG 1608
Vigna AR A AR A A A A A~ == e e e 1469
NtPAE1 AR A A A A A A — —— — 1380

Figura 67: Alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos genes que codificam pectina
acetilesterases (PAE) de diferentes espécies, tais como: Arabidopsis thaliana (gi|30690554 —
NM-130261.2), Oryza sativa (gi|115441562 — NM-001051596.1), Vigna radiata (gi|1431628 —
X99348.1) e N. tabacum (NtPAE1). As regides em negrito e grifadas correspondem as
sequéncias dos “primers” PAE7 e PAES.

Apés a reagao por PCR, foi feito um gel de eletroforese em agarose 1%,
para verificar se ocorreu a amplificacéo das sequéncias homologas ao gene NtPAE1.
Baseado na sequéncia do cDNA de NtPAE1, esperava-se que os “primers”
desenhados amplificassem uma sequéncia de 506pb, na auséncia de possiveis
introns. Na Figura 68, pode-se visualizar a amplificacdo das sequéncias homélogas

ao gene NtPAE1, observando, nas raias 1 a 5, os fragmentos de ~500pb amplificados



no DNA genémico de N. sylvestris, N. tabacum, N. tomentosiformis, N. otophora e N.
alata, respectivamente. Além do fragmento de aproximadamente 500pb, foi possivel
observar a amplificacdo de outros fragmentos nas demais espécies de Nicotiana. N.
sylvestris, N. tabacum, N. tomentosiformis e N. otophora apresentaram ainda a
amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 1000pb, e um fragmento
adicional de aproximadamente 850pb em N. otophora. Em N. alata foram observados
dois fragmentos, um de aproximadamente 850pb e outro maior que 1000pb.

As bandas adicionais podem corresponder a outras copias do gene para
pectina acetiesterase nas diferentes espécies, sugerindo a existéncia de uma familia
multigénica. Entretanto, para a confirmacédo dessa hipétese, as bandas adicionais

teriam que ser analisadas.

1000pb —»

500pb —»

Figura 68: Eletroforese em gel de agarose 1%, de amostras de DNA genbémico de N.
sylvestris (1), N.tabacum (2), N. tomentosiformis (3), N. otophora (4) e N. alata (5),
amplificadas por PCR, utilizando “primers” desenhados em regides conservadas para as
sequéncias de PAE (PAE-7 e PAE-8). M: Marcador de peso molecular (1Kb Plus DNA Ladder

— Invitrogen).



4.25. Analise dos fragmentos de aproximadamente 500pb, amplificados a partir
do DNA genémico das diferentes espécies de Nicotiana

Os fragmentos de ~500pb, amplificados nas diferentes espécies de
Nicotiana, foram cortados do gel de agarose e purificados com fenol/cloroférmio.
Apés a purificagdo, o DNA foi ressuspendido em 10 ul de agua destilada autoclavada
e foram feitas, separadamente, 5 reagdes de ligacao no vetor de clonagem (TOPO TA
cloning — Invitrogen), utilizando 1pul de cada um dos produtos de PCR.

Para analisar a presenca do inserto (~500pb) no vetor, as colbnias
originadas a partir das transformacdes foram usadas para mini-prepara¢coées de DNA
plasmidial. Foram feitas mini-preparagdes de 16 coldénias de N. tabacum, 5 colbnias
de N. tomentosiformis, 58 colénias de N. sylvestris, 36 colénias de N. otophora e 6
colénias de N. alata. As amostras foram digeridas com a enzima EcoRl, e aplicadas
em gel de agarose (1%) para confirmar a presenga do inserto nas colbnias.

As Figuras 69 e 70 mostram 16 amostras de N. tabacum, 1 de N. sylvestris
e 5 de N. tomentosiformis, digeridas com a enzima EcoRlI, e separadas em gel de
agarose (1%). Todas as amostras de N. tabacum e 4 amostras de N. tomentosiformis
apresentaram o inserto com tamanho esperado (~500pb). A Figura 71 mostra 6
amostras de N. alata, 6 de N. otophora e 6 de N. sylvestris digeridas com a enzima
EcoRI em gel de agarose (1%). Todas as amostras de N. sylvestris, 5 de N. otophora

e 5de N. alata apresentaram o inserto com tamanho esperado (~500pb).



M1 23 4 56 7 8 9101112 1314 15

[~ :w“ Huuh-‘c [ S—-— a4

~500pb —»

Figura 69: Eletroforese em gel de agarose 1%, contendo as mini-preparacées de DNA,
obtidas das colbnias originadas da transformacéao com o vetor PCR2.1, ligado aos fragmentos
genbémicos amplificados. As amostras foram digeridas com a enzima EcoRI. Raias 1 a 15:
amostras correspondentes a espécie N. tabacum. M: marcador de massa molecular (DNA
Ladder Mix — Fermentas). A seta indica os insertos com o tamanho de banda esperado
(506pb).
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Figura 70: Eletroforese em gel de agarose 1%, contendo as mini-preparacées de DNA,
obtidas das colbnias originadas da transformagéo com o vetor pCR2.1, ligado aos fragmentos
genbmicos amplificados. As amostras foram digeridas com a enzima EcoRI. A raia 1
corresponde & espécie N. tabacum, na raia 2 encontra-se material da espécie N. sylvestris e
as raias 3 a 7 correspondem a espécie N. tomentosiformis . M: marcador de massa molecular



(DNA Ladder Mix — Fermentas). Nas raias 2 e 4 nao foi observado o fragmento esperado de
~500 pb, assim as amostras foram descartadas.
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Figura 71: Eletroforese em gel de agarose 1%, contendo as mini-preparacées de DNA,
obtidas das coldnias originadas da transformagao com o vetor PCR2.1, ligado aos fragmentos
genbémicos amplificados. As amostras foram digeridas com a enzima EcoRl. As raias de 1 a 6
correspondem a espécie N. alata, nas raias de 7 a 12 encontram-se as amostras da espécie
N. otophora e as raias 13 a 18 correspondem a espécie N. sylvestris. M: marcador de massa
molecular (1 Kb Plus DNA Ladder — Invitrogen). Nas raias 5 e 12 ndo foi observado o
fragmento esperado de ~500pb, assim as amostras foram descartadas.

Apé6s a confirmacao do tamanho dos insertos clonados (~500 pb), em 16
amostras de N. tabacum, 4 de N. tomentosiformis, 41 de N. sylvestris, 30 de N.
otophora e 5 de N. alata, estas foram seqUenciadas em um sentido, utilizando o
“primer” M13R, a partir do vetor pCR2.1 (Invitrogen). Apés o sequenciamento, as
identidades das sequéncias foram analisadas através do programa BlastX (Altschul et
al, 1997). Todas as sequéncias obtidas a partir do genoma N. tabacum, N.
tomentosiformis e N. alata apresentaram similaridade com a PAE. Entretanto,
somente 7 sequéncias de N. sylvestris e 1 de N. otophora, apresentaram similaridade
com a PAE.

Devido a dificuldade de encontrar clones de N. ofophora com similaridade a

PAE, foi feita uma nova amplificacao a partir do DNA gendmico desta espécie. Apds a



ligacdo ao vetor plasmidial, da nova banda de 500pb, esta foi introduzida em E. coll.
Foram feitas mini-preparagbes de DNA plasmidial de 9 colénias de N. otophora e,
posteriormente, essas amostras foram digeridas com EcoRI. A Figura 72 mostra que
os clones de N. otophora apresentaram diferengcas em relagdo ao tamanho do inserto,
sendo que um clone apresentou um tamanho de banda acima de 500pb, quatro
clones apresentaram bandas de ~500pb e trés clones apresentaram bandas abaixo
de 500pb. Devido as diferengas no padréo esperado de bandas, todas as amostras
foram seqUenciadas e analisadas pelo programa BlastX. De 9 clones de N. otophora,
somente 6 clones apresentaram similaridade com a PAE. Nas raias 1, 2, 3, 5,6 e 9
pode-se visualizar os clones que apresentaram identidade com a PAE, os quais
representam heterogeneidade de tamanhos.
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Figura 72: Eletroforese em gel de agarose 1%, contendo as mini-preparagdes de DNA,
obtidas das colénias originadas da transformacdo com o vetor pCR2.1, ligado ao fragmento
genbémico amplificado. As amostras foram digeridas com a enzima EcoRI. As raias de 1 a 9
correspondem a espécie N. otophora. M: marcador de massa molecular (1 Kb Plus DNA
Ladder — Invitrogen).



Devido a grande semelhanga entre as sequéncias dentro de cada espécie,
apenas 4 clones referentes a cada espécie foram seqlenciados nos dois sentidos,
utilizando mais uma vez o “primer” M13R e o “primer” T7. Entretanto, as sequéncias
de N. otophora, diferentemente das 4 outras espécies, apresentaram grandes
diferencgas entre si. Assim, todos os 6 clones foram totalmente sequenciados. Apds o
sequenciamento completo dos clones de todas as espécies, as sequéncias foram
analisadas e montadas pelo programa Phred/Phrap/Consed (Ewing and Green, 1998;
Ewing et al, 1998), formando um consenso de sequéncia para cada clone.
Posteriormente, foi feito um alinhamento dos 4 consensos de sequéncias referentes a
cada uma das espécies (N. sylvestris, N. tabacum, N. tomentosiformis e N. alata),
mostrando a identidade entre as sequéncias (Anexo Il). A andlise das sequéncias de
N. otophora permitiu a divisdo das 6 sequéncias em 4 grupos, baseados em suas
similaridades: 1) formado pelos clones 3 e 6, que sdo praticamente idénticos entre si
(463 em 465 bases); 2) formado pelos clones 5 e 10, que também séo praticamente
idénticos (412 em 417 bases); 3) o clone 2 parecido com os clones 3 e 6, mas
apresentando varios “gaps’em relacdo a estas duas outras sequéncias; e 4) o clone
9, muito diferente dos outros 3 grupos de sequéncias de N. otophora, mas muito
semelhante as sequéncias de PAE das outras 4 espécies de Nicotiana analisadas. O
alinhamento entre um representante de cada um dos 4 grupos de sequéncias de N.
otophora também pode ser visto no Anexo Il.

O alinhamento das sequéncias mostrou a presencga de algumas diferencas
de bases mesmo entre as sequéncias dentro de uma mesma espécie (Anexo II). Com
a finalidade de verificar se as diferengas entre estas sequéncias séo estatisticamente
diferentes, optou-se por uma analise probabilistica através do programa Hyphy
(Hypothesis Testing Using Phylogenies) desenvolvido por Pond et al. (2005),
considerando 2 sequéncias, possivelmente distintas, de N. tabacum, 3 de N.
sylvestris, 3 de N. tomentosiformis, 4 de N. alata e 6 de N. otophora. A analise
adotada foi a “standard relative rate pairwise’, com o modelo HKY85. A partir deste
método, foi feita uma comparacao de sequéncias par a par, utilizando a sequéncia de
PAE em tomate (Solanum lycopersicum) como grupo externo. A analise resultou em



154 comparacgdes referentes a comparagao de cada sequéncia com as demais, e um
valor associado (p-value) para cada comparagao.

A andlise do programa mostrou os seguintes resultados: (1) nas
comparagdes realizadas entre as diferentes sequéncias de N. otophora, 73,3%
(11/15) sao estatisticamente diferentes, assumindo p<0,05; (2) comparando N.
otophora com as demais sequéncias, 83,3% (60/72) foram significantemente
diferentes; (3) nas demais comparagbées, nenhum valor de p-value mostrou-se
estatisticamente relevante, indicando que nenhuma diferenca entre as sequéncias (N.
tabacum, N. sylvestris, N. tomentosiformis e N. alata) pode ser estatisticamente
considerada, assumindo S. lycopersicum como referéncia.

Tabela 12: Andlise de comparagao entre as sequéncias da PAE, obtidas a partir do genoma
das diferentes espécies de Nicotiana, pelo programa HyPhy, utilizando a sequéncia da PAE

em tomate como grupo externo. *valores de P-Value considerados estatisticamente

diferentes.

Grupo externo P-Value
Solanum N. tabaco-5 N. tabaco-3 0,653
Solanum N. tabaco-5 N. tomentosiformis-3 0,653
Solanum N. tabaco-5 N. tomentosiformis-5 0,996
Solanum N. tabaco-5 N. tomentosiformis-1 0,450
Solanum N. tabaco-5 N. sylvestris-18 0,834
Solanum N. tabaco-5 N. sylvestris-20 0,838
Solanum N. tabaco-5 N. sylvestris-44 0,655
Solanum N. tabaco-5 N. otophora-2 0,001*
Solanum N. tabaco-5 N. otophora-3 0,001*
Solanum N. tabaco-5 N. otophora-5 0,001*
Solanum N. tabaco-5 N. otophora-6 0,001*
Solanum N. tabaco-5 N. otophora-10 0,001*
Solanum N. tabaco-5 N. otophora-9 0,415
Solanum N. tabaco-5 N. alata-4 0,774
Solanum N. tabaco-5 N. alata-21 0,803
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Solanum N. otophora-9 N. alata-4 0,391

Solanum N. otophora-9 N. alata-21 0,262
Solanum N. otophora-9 N. alata-1 0,452
Solanum N. otophora-9 N. alata-3 0,629
Solanum N. alata-4 N. alata-21 0,874
Solanum N. alata-4 N. alata-1 0,458
Solanum N. alata-4 N. alata-3 0,386
Solanum N. alata-21 N. alata-1 0,323
Solanum N. alata-21 N. alata-3 0,404
Solanum N. alata-1 N. alata-3 0,555

Considerando a possivel funcao da enzima PAE durante o desenvolvimento
floral e sua associagdo com o sucesso reprodutivo, pouco se pode inferir a respeito
da histéria evolutiva das espécies consideradas a partir da analise realizada.
Considerando a importancia funcional da enzima, assume-se que a mesma esteja
sob grande pressdo seletiva, de tal forma que sua conformacdo funcional muito
provavelmente deve estar sendo mantida, mesmo que as espécies tenham divergido
de um ancestral ha muito tempo. Entretanto, os dados obtidos permitem que algumas
inferéncias a respeito da histéria evolutiva da PAE nas espécies consideradas sejam
feitas. 1) A significativa diferenga observada nas sequéncias da PAE de N. otophora
pode ser explicada por alteragdes de nucleotideos que nao talvez levem a alteragcdes
de funcéo, e/ou expressao. Por outro lado, a existéncia de pelo menos um gene
funcional para a PAE (clone 9) no genoma de N. otophora pode ser demonstrada e as
demais sequéncias podem representar pseudogenes, em processo de evolugdo. 2)
As diferencas ou semelhancas observadas nas sequéncias de nucleotideos que
codificam a enzima nas diferentes espécies ndao podem ser consideradas como
parametros para estimativa do tempo de divergéncia das espécies de um ancestral
comum. 3) A semelhanga entre as sequéncias sugere que a enzima possui uma
grande importancia funcional e, por isso, sua sequéncia foi mantida durante a

evolucao.



O alinhamento das sequéncias altamente conservadas, referentes a cada
uma das espécies, feito pelo programa ClustalW (Thompson et al., 1994), pode ser

visto no Anexo llI.

5. CONCLUSOES

1. O sequenciamento completo do cDNA TOBSO004A06 foi realizado e
demonstrou ser este um clone completo, possuindo os cddons inicial e final de
traducdo, além das sequéncias 5’ e 3'UTRs.

2. A andlise da sequéncia completa permitiu confirmar que a proteina codificada
tem similaridade significativa com pectina acetilesterases e, como esperado para
uma enzima que atua na pectina da parede celular, esta sequéncia possui um
peptideo sinal putativo, para secrecao pelo sistema de endomembranas.

3. O gene NtPAE1 é regulado durante o desenvolvimento floral e atinge os
maiores niveis de transcritos, nos estigmas/estiiletes e ovarios, nos estagios mais
tardios, proximos a antese.

4. O gene NIPAE1 é expresso na zona secretdria do estigma e no tecido
transmissor do estilete, tecidos especializados do pistilo e atravessados pelos
tubos polinicos durante o crescimento em diregao ao ovario.

5. As andlises dos fendétipos das plantas transgénicas de superexpressao e
silenciamento por RNAI permitem sugerir que a enzima codificada pelo gene
NtPAE1 tem um papel no afrouxamento dos tecidos especializados do pistilo,
contribuindo para a formagao dos espacos intercelulares, que sédo preenchidos
pelo exudato. As alteragcdes ocorridas nestas plantas causaram modificagées na
eficiéncia do processo reprodutivo, resultando em frutos maiores, menores e, até
mesmo, auséncia de frutos.

6. A andlise comparativa das sequéncias para PAE, em diferentes espécies do
género Nicotiana, permitiu verificar que ocorre uma alta conservacdo desta
sequéncia ao longo da evolugado, sugerindo uma grande importancia funcional
para esta enzima.
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7. ANEXOS

ANEXO |

Tabela 8: Clones do TOBEST (biblioteca de cDNAs de estigmas/estiletes), codificando

pectina acetilesterases e suas sequéncias de maior similaridade no NCBI e no genoma de

Arabidopsis (TAIR), identificadas pelo programa BlastX.

TOBEST

TOBCO09EO1
(009E10)

TOBCO09HO3
(106B01, 055G08)

TOBC020B01
(020D09)

TOBCO048E06
(023E09)

TOBC131D02
(036D09)

TOBC034B06
(062A10, 110E04
032D12, 027D03,
029D11, 002H10,
033E03, 032F10,
105E04, 033A05,

037E04)

TOBC051B04
(005A12, 001F03)

TOBC133C04
(066B10)

BLASTX

pectinacetylesterase
family protein
[lpomoea nil|

pectinacetylesterase
family protein
[ lpomoea nil|

PAE [Litchi chinensis]

putative pectin
acetylesterase
[Oryza satival

pectin acetylesterase
[Eucalyptus globulus]

pectinacetylesterase
[Medicago truncatula]

putative pectin
acetylesterase [Oryza
satival

PAE [Litchi chinensis]

NCBI

BAF46305.1

BAF46305.1

ACF05806.1

ID:4330443
0s02907024
00

ABG34280.1

ABD33181.1

ID:4330443
0s02907024
00

ACF05806.1

E-value

3e-10

9e-16

4e-66

2e-20

4e-61

2e-18

2e-50

7e-13

TAIR

AT3G09410

AT4G19420

AT4G19420

AT4G19420

AT5G26670

AT5G23870

AT5G45280

AT4G19420

E-value

2e-09

3e-14

4e-45

4e-19

1e-59

7e-18

7e-33

9e-14



TOBS080G07

TOBS129G04

TOBCO077E02

(081A11)

TOBS004A06

TOBS014H07

TOBS021H06

TOBS028F09

TOBS034G09

TOBS103D01

TOBS093A11

pectinacetylesterase

precursor [Vigna radiatal)

pectin acetylesterase,
putative [Ricinus
communis]

pectin acetylesterase
[Lactuca sativa]

PAE [Litchi chinensis]

pectin acetylesterase
[Arabidopsis thaliana]

PAE [Litchi chinensis]

pectinacetylesterase
family protein
[Arabidopsis thaliana]

pectinacetylesterase
family protein
[lpomoea nil|

putative pectin
acetylesterase
[Oryza sativa]

pectin acetylesterase
[Arabidopsis thaliana]

CAA67728.1|

EEF42515.1

AAP72959.1

ACF05806.1

AAM6E5412.1

ACF05806.1

ID: 827683
AT4G19420

BAF46305.1

ID: 4330443
0s02907024
00

AAM6E5412.1

2e-57

1e-58

2e-38

3e-127

2e-24

4e-65

1e-19

2e-07

3e-53

1e-52

AT4G19420

AT4G19420

AT2G46930

AT4G19420

AT5G45280

AT4G19420

AT4G19420

AT4G19420

AT5G45280

AT2G46930

1e-57

2e-57

3e-36

e-125

6e-26

2e-86

3e-21

1e-04

1e-53

6e-06



Tabela 9: Clones do TOBEST (biblioteca de cDNAs de estigmas/estiletes), codificando

pectina metilesterases e suas sequéncias de maior similaridade no NCBI e no genoma de

Arabidopsis thaliana (TAIR), identificadas pelo programa BlastX.

TOBEST

TOBC015G11
(080H02)

TOBC010A01
(058F12,
089G06)

TOBCO086F11
(093E12,
102B06)

TOBS015G06

TOBS027A04

TOBS027D09

TOBS028D09

TOBS050F06

TOBS057E09

TOBS066D12

TOBS070A06

TOBS100A01

BLASTX

pectin methylesterase 4 [Pyrus
communis]

pectin methylesterase [Nicotiana
tabacum]

pectin methylesterase [Nicotiana
tabacum]

pectin methyl esterase [Solanum
tuberosum)

similar to pectinesterase,
putative [Vitis vinifera)

pectinesterase-like; strong
similarity to pollen-specific
protein
[Arabidopsis thaliana)

Pectinesterase precursor,

putative [Ricinus communis]

pectin methyl esterase [Solanum
tuberosum)

pectinesterase like protein
[Arabidopsis thaliana]
pectin methylesterase [Nicotiana

tabacum]

pectin methylesterase isoform
alpha [Vigna radiatal

Pectinesterase [Medicago
truncatula]

NCBI

BAF42041.1

AAX13972.1

AAX13972.1

AAF23891.1

XP
002273427 .1

BAB08664.1

EEF45574.1

AAF23891.1

BAB08634.1

CAB95025.1

AAF35897.1]
AF229849 1

ABN08343.1

E-value

2e-38

2e-45

2e-45

2e-99

1e-58

4e-30

4e-31

1e-61

1e-95

3e-101

3e-78

8e-24

TAIR

AT4G33220

At3G05610

AT5G49180

AT1G11580

AT3G10720

AT4G38420

At3G05610

AT1G11580

AT5G66920

AT3G14310

T14P8.1

AT4G33220

E-
value

2e-34

2e-34

de-41

4e-75

1e-19

3e-16

3e-24

5e-42

3e-97

1e-77

5e-66

1e-21



TOBS103F03 Pectinesterase-2 precursor, EEF50348.1 1e-16 AT3G49220 6e-16
putative [Ricinus communis]

TOBS103G02 pectin methylesterase [Cicer CAE76634.1 3e-85 AT3G49220 9e-79
arietinum)

TOBS100A01 Pectinesterase [Medicago ABN08343.1 8e-24 AT4G33220 9e-79
truncatula]

Tabela 10: Clones do TOBEST (biblioteca de cDNAs de estigmas/estiletes), codificando
pectato liases e suas sequéncias de maior similaridade no NCBI e no genoma de Arabidopsis
thaliana (TAIR), identificadas pelo programa BlastX.

TOBESTs BLASTX NCBI E-value TAIR E-
value

TOBC058D03 Pectate lyase precursor, putative ~ EEF47591.1 2e-45 AT1G67750 4e-43
(055A03) [Ricinus communis]

TOBCO055B12
(042E01, pectate lyase [Nicotiana tabacum] CAA47630.1 1e-95 At3G01270 8e-78
122G02)

TOBS079H11 Pectate lyase precursor, putative ~ EEF47591.1 4e-90 AT1G67750 2e-87
[Ricinus communis]

TOBS084D10 Pectate lyase precursor, putative ~ EEF41281.1 0,001 AT1G04680 6e-04
[Ricinus communis]

TOBS013A08 Probable pectate lyase P59 P15722.1 2e-111 At1G14420 6e-90
precursor [Lycopersicon
esculentum)



Tabela 11: Clones do TOBEST (biblioteca de cDNAs de estigmas/estiletes), codificando

poligalacturonases e suas sequéncias de maior similaridade no NCBI e no genoma de

Arabidopsis thaliana (TAIR), identificadas pelo programa BlastX.

TOBESTs
TOBC107CO01
(061F03)
TOBC062D09

(094C03)

TOBC110G11

(133H10)

TOBS039G06

TOBS051E04

TOBS058D11

TOBS069C11

TOBS098G08

TOBS121A08

BLASTX

polygalacturonase isoenzyme 1
beta subunit
[Solanum lycopersicum]

polygalacturonase, putative
[Ricinus communis]

polygalacturonase 7
[Lycopersicon esculentum)

polygalacturonase precursor,
putative [Ricinus communis]

polygalacturonase [Solanum
lycopersicum]

polygalacturonase, putative
[Ricinus communis]

polygalacturonase, putative
[Ricinus communis]

polygalacturonase, putative
[Ricinus communis]

polygalacturonase, putative
[Ricinus communis]

NCBI

ID:543991

LOC543991

EEF51237.1

AAC70951.1

EEF47203.1

CAA32235.1

EEF36999.1

EEF36999.1

EEF50572.1

EEF51336.1

E-value

4e-96

2e-56

6e-59

6e-89

4e-11

7e-34

8e-37

3e-90

8e-86

TAIR

AT1G70370

AT3G62110

AT3G59850

AT1G02460

AT2G41850

AT1G10640

AT1G60590

AT3G62110

At5G41870

E-
value

7e-46

3e-18

5e-37

7e-80

2e-07

2e-33

1e-23

6e-64

2e-77



ANEXO II: Alinhamento obtido através do programa ClustalW, das sequéncias amplificadas a partir do
DNA gendmico das espécies de Nicotiana (N. tabacum, N. sylvestris, N. tomentosiformis, N. alata e N.
otophora). Foram utilizadas 4 sequéncias referentes a cada espécie. As regides em negrito sdo as
sequéncias ou parte dos “primers” (PAE7 e PAES) utilizados na amplificacdo do fragmento. Este
alinhamento mostra que as sequéncias sao conservadas entre si, exceto na espécie de N. otophora.

Sequéncias de N. sylvestris

Pae-sylvestris-500-18 CTGTTGTTTATCTGCCAAGAATCATAGGCCGAGTTGACGATGAAGAGTGG 50
Pae-sylvestris-500-20 CTGTTGTTTATCTGCCAAGAATCATAGGCCGAGTTGACGATGAAARAGTGG 50
Pae-sylvestris-500-44 CTGTTGTTTATCTGCCAAGAATCATAGGCCGAGTTGACGATGAAARAGTGG 50
Pae-sylvestris-500-45 CTGTTGTTTATCTGCCAAGAATCATAGGCCGAGTTGACGATGAAARAGTGG 50
hhkkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhhhkhhkkhkhkhhkhkhkhhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhk *khkkk
Pae-sylvestris-500-18 TGTGCAAATATGTCTTGCTACATACTGAGGGAAGAAGCACAAATTTGGGT 100
Pae-sylvestris-500-20 TGTGCAAATATGTCTTGCTACATACTGAGGGAAGAAGCACAAATTTGGGT 100
Pae-sylvestris-500-44 TGTGCAAATATGTCTTGCTACATACTGAGGGAAGAAGCACAAATTTGGGT 100
Pae-sylvestris-500-45 TGTGCAAATATGTCTTGCTACATACTGAGGGAAGAAGCACAAATTTGGGT 100
hhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhhhkhkhhhkhhhkkhkhhhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhkkhkhkhkhkhhkkkx
Pae-sylvestris-500-18 CTGAGCTCAAGGCAGTGCAAGAGAGTGGTAGGTTCTTGGCAGATCCGTGC 150
Pae-sylvestris-500-20 CTGAGCTCAAGGCAGTGCAAGAGAGTGGTAGGTTCTTGGCAGATCCGTGC 150
Pae-sylvestris-500-44 CTGAGCTCAAGGCAGTGCAAGAGAGTGGTAGGTTCTTGGCAGATCCGTGC 150
Pae-sylvestris-500-45 CTGAGCTCAAGGCAGTGCAAGAGAGTGGTAGGTTCTTGGCAGATCCGTGC 150
hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhhkhkhhkkhkhkhhhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkkkx
Pae-sylvestris-500-18 AAAGCAACAACTCTTTTATACATTTCCTCAATAAGTGGTTCGCCAGATAT 200
Pae-sylvestris-500-20 AAAGCAACAACTCTTTTATACATTTCCTCAATAAGTGGTTCGCCAGATAT 200
Pae-sylvestris-500-44 AAAGCAACAACTCTTTTATACATTTCCTCAATAAGTGGTTCGCCAGATAT 200
Pae-sylvestris-500-45 AAAGCAACAACTCTTTTATACATTTCCTCAATAAGTGGTTCGCCAGATAT 200
hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhkhkhkhkhhkkhkhhhkkhkhkhhkkhkhkhhkhkhhkkhkhkhkhkhkhkkkx
Pae-sylvestris-500-18 TGTTTCTAAGTCGACARA——————————————————————— TCACTCTAG 250
Pae-sylvestris-500-20 TGTTTCTAAGTCGGCAAA-—————————————————————— TCACTCTAG 250
Pae-sylvestris-500-44 TGTTTCTAAGTCGACAAAGAARACCAGCATCCGAGATGCATTTCACTCTAG 250
Pae-sylvestris-500-45 TGTTTCTAAGTCGACAARAGAAACCAGCATCCGAGATGCATTTCACTCTAG 250
khkkhkkkhkkkkhkkhkk Kkkk *okk ok ok okk ok ok
Pae-sylvestris-500-18 CAGTTAATGGGAGARACAGTCTGAACTTATCACAATGTATGATTGCACCC 300
Pae-sylvestris-500-20 CAGTTAATGGGAGARACAGTCTGAACTTATCACAATGTATGATTGCACCC 300
Pae-sylvestris-500-44 CAGTTAATGGGAGARACAGTCTGAACTTATCACAATGTATGATTGCACCC 300
Pae-sylvestris-500-45 CAGTTAATGGGAGARACAGTCTGAACTTATCACAATGTATGATTGCACCC 300
hhkkhkkhkhkhkhkkhkhkhhkkhkhhhkhhhhkhkhhkkhkhhhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkkkx
Pae-sylvestris-500-18 ARCCCTCCTGCTGAAGTTCCACTGAGGATGGCATTTTGAGCATAAATCAT 350
Pae-sylvestris-500-20 ARCCCTCCTGCTGAAGTTCCACTGAGGATGGCATTTTGAGCATAAATCAT 350
Pae-sylvestris-500-44 ARCCCTCCTGCTGAAGTTCCACTGAGGATGGCATTTTGAGCATAAATCAT 350
Pae-sylvestris-500-45 ARCCCTCCTGCTGAAGTTCCACTGAGGATGGCATTTTGAGCATAAATCAT 350
hhkkhkhkhkkhkhhkhkhkhhkhkhhhkhkhkhhkhkhhhkhhhkhkhkhhkkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkkkx
Pae-sylvestris-500-18 CCCTTGACCTAAAAAATACTCCATGATAGCTTCAAAAATTCTTGCTCCTC 400
Pae-sylvestris-500-20 CCCTTGACCTAAAAAATACTCCATGATAGCTTCAAAAATTCTTGCTCCTC 400
Pae-sylvestris-500-44 CCCTTGACCTAAAAAATACTCCATGATAGCTTCAAAAATTCTTGCTCCTC 400
Pae-sylvestris-500-45 CCCTTGACCTAAAAAATACTCCATGATAGCTTCAAAAATTCTTGCTCCTC 400
hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhkkhkhhhkhkhkhhhkhkhhkhkhhkkhhhkhkhkhkkkx
Pae-sylvestris-500-18 TAAAGTGGAGGTTAGCATCGGGATCAACTTCTTCAATATCGCCAGTATAC 450
Pae-sylvestris-500-20 TAAAGTGGAGGTTAGTATCGGGATCAACTTCTTCAATATCGCCAGTATAC 450
Pae-sylvestris-500-44 TAAAGTGGAGGTTAGTATCGGGATCAACTTCTTCAATATCGCCAGTATAC 450
Pae-sylvestris-500-45 TAAAGTGGAGGTTAGTATCGGGATCAACTTCTTCAATATCGCCAGTATAC 450

Khhkhkhkkhkhkhkhkhhhhhk hhkhkhhhhkAhhhhh Ak hkhkhhkkh Ak kkhhkkkkk kK



Pae-sylvestris-500-18
Pae-sylvestris-500-20
Pae-sylvestris-500-44
Pae-sylvestris-500-45

GATGACCCATCACAATACTTAACCTTGACTCTGTTCCAGT 490
GATGGCCCATCACAATACTTAACCTTGACTCTGTTCCAGT 490
GATGACCCATCACAATACTTAACCTTGACTCTGTT————— 485
GATGACCCATCACAATACTTAACCTTGACTCTGTT————— 485

Khkkk Khkkhkhkhhhhk Ak hkhhhhkkh Ak khkhkhkkkhk kK

Sequéncias de N. tabacum

Pae-tabaco-500-1
Pae-tabaco-500-2
Pae-tabaco-500-3
Pae-tabaco-500-5

Pae-tabaco-500-1
Pae-tabaco-500-2
Pae-tabaco-500-3
Pae-tabaco-500-5

Pae-tabaco-500-1
Pae-tabaco-500-2
Pae-tabaco-500-3
Pae-tabaco-500-5

Pae-tabaco-500-1
Pae-tabaco-500-2
Pae-tabaco-500-3
Pae-tabaco-500-5

Pae-tabaco-500-1
Pae-tabaco-500-2
Pae-tabaco-500-3
Pae-tabaco-500-5

Pae-tabaco-500-1
Pae-tabaco-500-2
Pae-tabaco-500-3
Pae-tabaco-500-5

Pae-tabaco-500-1
Pae-tabaco-500-2
Pae-tabaco-500-3
Pae-tabaco-500-5

Pae-tabaco-500-1
Pae-tabaco-500-2
Pae-tabaco-500-3
Pae-tabaco-500-5

Pae-tabaco-500-1
Pae-tabaco-500-2
Pae-tabaco-500-3
Pae-tabaco-500-5

——CTGTTGTTTATCTGCCAAGAATCATAGGCCGAGTTGACGATGAAAAGTGGTGTGCAAA
——CTGTTGTTTATCTGCCAAGAATCATAGGCCGAGTTGACGATGAAAAGTGGTGTGCAAA
——CTGTTGTTTATCTGCCAAGAATCATAGGCCGAGTTGACGATGAAAAGTGGTGTGCAAA
TTCTGTTGTTTATCTGCCAAGAATCATAGGCCGAGTTGACGATGAAAAGTGGTGTGCAAA

ER R R

TATGTCTTGCTACATACTGAGGGAAGAAGCACAAATTTGGGTCTGAGCTCAAGGCAGTGC
TATGTCTTGCTACATACTGAGGGAAGAAGCACAAATTTGGGTCTGAGCTCAAGGCAGTGC
TATGTCTTGCTACATACTGAGGGAAGAAGCACAAATTTGGGTCTGAGCTCAAGGCAGTGC
TATGTCTTGCTACATACTGAGGGAAGAAGCACAAATTTGGGTCTGAGCTCAAGGCAGTGC

Kk kkhkk Ak khkhhkhkhkhk Ak khkhkhk kA kA Ak hkhkhkhk kA kA Ak hk kA hkhk kA hhkkhk Ak khkkhk kA k k k& k Kk

AAGAGAGTGGTAGGTTCTTGGCAGATCCGTGCAAAGCAACAACTCTTTTATACATTICCT
AAGAGAGTGGTAGGTTCTTGGCAGATCCGTGCAAAGCAACAACTCTTTTATACATTICCT
AAGAGAGTGGTAGGTTCTTGGCAGATCCGTGCAAAGCAACAACTCTTTTATACATTICCT
AAGAGAGTGGTAGGTTCTTGGCAGATCCGTGCAAAGCAACAACTCTTTTATACATTICCT

R R o R R R SR

CAATAAGTGGTTCGCCAGATATTGTTTCTAAGTCGACAAAGAAACCAGCATCCGAGATGC
CAATAAGTGGTTCGCCAGATATTGTTTCTAAGTCGACAAAGAAACCAGCATCCGAGATGC
CAATAAGTGGTTCGCCAGATATTGTTTCTAAGTCGACAAAGAAACCAGCATCCGAGATGC
CAATAAGTGGTTCGCCAGATATTGTTTCTAAGTCGACAAAGAAACCAGCATCCGAGATGC

Kk kkhkhk Ak khkhhkhkhkhk Ak khkhkhk Ak A Ak hkhhkhk Ak Ak Ak hk kA bk hk kA hhkkhk Ak khkkhk kA k k k& kK

ATTTCACTCTAGCAGTTAATGGGAGAAACAGTCTGAACTTATCACAATGTATGATTGCAC
ATTTCACTCTAGCAGTTAATGGGAGAAACAGTCTGAACTTATCACAATGTATGATTGCAC
ATTTCACTCTAGCAGTTAATGGGAGAAACAGTCTGAACTTATCACAATGTATGATTGCAC
ATTTCACTCTAGCAGTTAATGGGAGAAACAGTCTGAACTTATCACAATGCATGATTGCAC

Kk kkhkk Ak khkhhkhkhkhk Ak khhkhk kA kA Ak hkhhhk Ak Ak Ak hkkhk Ak hkhk Ak hkkhk Ak *hkhkkkhkhkk kK

CCAACCCTCCTGCTGAAGTTCCACTGAGGATGGCATTTTGAGCATAAATCATCCCTTGAC
CCAACCCTCCTGCTGAAGTTCCACTGAGGATGGCATTTTGAGCATAAATCATCCCTTGAC
CCAACCCTCCTGCTGAAGTTCCACTGAGGATGGCATTTTGAGCATAAATCATCCCTTGAC
CCAACCCTCCTGCTGAAGTTCCACTGAGGATGGCATTTTGAGCATAAATCATCCCTTGAC

Kk kkhkk Ak khkhhkhkhkhk Ak khkhkhk Ak A Ak hkhkhkhk Ak Ak Ak hk kA Ak kA hhkkhk Ak khkkhk kA k k k& k Kk

CTAAAAAATACTCCATGATAGCTTCAAAAATTCTTGCTCCTCTAAAGTGGAGGTTAGTAT
CTAAAAAATACTCCATGATAGCTTCAAAAATTCTTGCTCCTCTAAAGTGGAGGTTAGTAT
CTAAAAAATACTCCATGATAGCTTCAAAAATTCTTGCTCCTCTAAAGTGGAGGTTAGTAT
CTAAAAAATACTCCATGATAGCTTCAAAAATTCTTGCTCCTCTAAAGTGGAGGTTAGTAT

Kk kkhkk Ak khkhhkhkhkhk Ak khhkhk kA kA Ak hkhkhkhk Ak kA hhkhk Ak k kA hhkkhk Ak khkkhk kA k khk kKk

CGGGATCAACTTCTTCAATATCGCCAGTATACGATGACCCATCACAATACTTAACCTTGA
CGGGATCAACTTCTTCAATATCGCCAGTATACGATGACCCATCACAATACTTAACCTTGA
CGGGATCAACTTCTTCAATATCGCCAGTATACGATGACCCATCACAATACTTAACCTTGA
CGGGATCAACTTCTTCAATATCGCCAGTATACGATGACCCATCACAATACTTAACCTTGA

Kk kkhkk Ak khkhhkhkhkhk Ak khhkhk kA kA Ak hkhkhkhk Ak Ak Ak hk kA Ak kA hhkkhk Ak hkhkkhk kA k k& k Kk

CTCTGT T mmmmmmm e 485
CTCTGT T mmmmmmm e 485
CTCTGTTCCAGT - == == == == === m === == ———m e 490

CTICTGTTCCAGTTGTAGAAGTCTGGATTAAGCGGAATTCCAGCAC 525
* kkkkk Kk

58
58
58
60

118
118
118
120

178
178
178
180

238
238
238
240

298
298
298
300

358
358
358
360

418
418
418
420

478
478
478
480



Sequéncias de N. tomentosiformis

Pae-tom-500-3
Pae-tom-500-5
Pae-tom-500-4
Pae-tom-500-1

Pae-tom-500-3
Pae-tom-500-5
Pae-tom-500-4
Pae-tom-500-1

Pae-tom-500-3
Pae-tom-500-5
Pae-tom-500-4
Pae-tom-500-1

Pae-tom-500-3
Pae-tom-500-5
Pae-tom-500-4
Pae-tom-500-1

Pae-tom-500-3
Pae-tom-500-5
Pae-tom-500-4
Pae-tom-500-1

Pae-tom-500-3
Pae-tom-500-5
Pae-tom-500-4
Pae-tom-500-1

Pae-tom-500-3
Pae-tom-500-5
Pae-tom-500-4
Pae-tom-500-1

Pae-tom-500-3
Pae-tom-500-5
Pae-tom-500-4
Pae-tom-500-1

Pae-tom-500-3
Pae-tom-500-5
Pae-tom-500-4
Pae-tom-500-1

ACTGGAACAGAGTCAAGGTTAAGTATTGTGATGGGTCATCGTATACTGGCGATATTGAAG
————— AACAGAGTCAAGGTTAAGTATTGTGATGGGTCATCGTATACTGGCGATATTGAAG
ACTGGAACAGAGTCAAGGTTAAGTATTGTGATGGGTCATCGTATACTGGCGATATTGAAG
ACTGGAACAGAGTCAAGGTTAAGTATTGTGATGGGTCATCGTATACTGGCGATATTGAAG

B R R

AAGTTGATCCCGATACTAACCTCCACTTTAGAGGAGCAAGAATTTTTGAAGCTATCATGG
AAGTTGATCCCGATACTAACCTCCACTTTAGAGGAGCAAGAATTTTTGAAGCTATCATGG
AAGTTGATCCCGATACTAACCTCCACTTTAGAGGAGCAAGAATTTTTGAAGCTATCATGG
AAGTTGATCCCGATACTAACCTCCACTTTAGAGGAGCAAGAATTTTTGAAGCTATCATGG

R R R e

AGTATTTTTTAGGTCAAGGGATGATTTATGCTCAAAATGCCATCCTCAGTGGAACTTCAG
AGTATTTTTTAGGTCAAGGGATGATTTATGCTCAAAATGCCATCCTCAGTGGAACTTCAG
AGTATTTTTTAGGTCAAGGGATGATTTATGCTCAAAATGCCATCCTCAGTGGAACTTCAG
AGTATTTTTTAGGTCAAGGGATGATTTATGCTCAAAATGCCATCCTCAGTGGAACTTCAG

R e

CAGGAGGGTTGGGTGCAATCATACATTGTGATAAGTTCAGACTGTITTCTCCCATTAACTG
CAGGAGGGTTGGGTACAATCATACATTGTGATAAGTTCAGACTGTITTCTCCCATTAACTG
CAGGAGGGTTGGGTGCAATCATACATTGTGATAAGTTCAGACTGTITTCTCCCATTAACTG
CAGGAGGGTTGGGTGCAATCATACATTGTGATAAGTTCAGACTGTITTCTCCCATTAACTG

Kohkkhkhkkhkhhhhhkhh Khhhkhhhkhkhhhhhh bk kA hhk kA bk hkhhkhhkhkhk Ak khkkhkkkkkkkx*

CTAGAGTGAAATGCATCTCGGATGCTGGTTITCTTTGTCGACTTAGAAACAATATCTGGCG
CTAGAGTGAAATGCATCTCGGATGCTGGTTTCTTTGTCGACTTAGAAACAATATCTGGCG
CTAGAGTGAAATGCATCTCGGATGCTGGTTTCTTTGTCGACTTAGAAACAATATCTGGCG
CTAGAGTGAAATGCATCTCGGATGCTGGGTTTCTTGTCGACTTAGAAACAATATCTGGCG

Khkkhkkhkkhkhhkkhh Ak hkhkkhhkh Ak hkhkhkhkkk *%k Kk kkkhkkkhkhkhhhkhhhkkhkhkhkhkkkhkk*x

AACCACTTATTGAGGAAATGTATAAAAGAGTTGTTGCTTTGCACGGATCTGCCAAGAACC
AACCACTTATTGAGGAAATGTATAAAAGAGTTGTTGCTTTGCACGGATCTGCCAAGAACC
AACCACTTATTGAGGAAATGTATAAAAGAGTTGTTGCTTTGCACGGATCTGCCAAGAACC
AACCACTTATTGAGGAAATGTATAAAAGAGTTGTTGCTTTGCACGGATCTGCCAAGAACC

R S

TACCACTCTCTTGCACTGCCTTGAGCTCAGACCCAAATTTGTGCTTCTTCCCTCAGTATG
TACCACTCTCTTGCACTGCCTTGAGCTCAGACCCAAATTTGTGCTTCTTCCCTCAGTATG
TACCACTCTCTTGCACTGCCTTGAGCTCAGACCCAAATTTGTGCTTCTTCCCTCAGTATG
TACCACTCTCTTGCACTGCCTTGAGCTCAGACCCAAATTTGTGCTTCTTCCCTCAGTATG

R e

TAGCAAGACATATTTGCACACCACTTTTCATCGTCAACTCGGCCTATGATTCTTGGCAGA
TAGCAAGACATATTTGCACACCACTTTTCATCGTCAACTCGGCCTATGATTCTTGGCAGA
TAGCAAGACATATTTGCACACCACTTTTCATCGTCAACTCGGCCTATGATTCTTGGCAGA
TAGCAAGACATATTTGCACACCACTTTTCATCGTCAACTCGGCCTATGATTCTTGGCAGA

R R e

TAAACAACAG 490
TAAACAACAG 485
TAAACAACAG 490
TAAACAACAG 490

Kok ok ok ok ok Kk ok ok ok

Sequéncias de N. alata

Pae-alata-500-1
Pae-alata-500-21
Pae-alata-500-3
Pae-alata-500-4

Pae-alata-500-1
Pae-alata-500-21
Pae-alata-500-3
Pae-alata-500-4

60
55
60
60

120
115
120
120

180
175
180
180

240
235
240
240

300
295
300
300

360
355
360
360

420
415
420
420

480
475
480
480

ACTGGAACAGAGTCAAGGTTAAGTATTGTGATGGGTCATCGTATACTGGCGATATTGAAG
ACTGGAACAGAGTCAAGGTTAAGTATTGTGATGGGTCATCGTATACTGGCGATATTGAAG
————— AACAGAGTCAAGGTTAAGTATTGTGATGGGTCATCGTATACTGGCGATATTGAAG

Kohkhkhkhk kA k kA hhkhkhk Ak hkhhkhk Ak hk Ak hkhhhk kA hk kA hhkhhkhkkhkkkhkkkkkkkkkk &k

AAGTTGATCCCGATACTAACCTCCACTTTAGAGGGGCAAGAATTTTTGAAGCTATCATGG
AAGTTGATCCCGATACTAACCTCCACTTTAGAGGAGCAAGAATTTTTGAAGCTATCATGG
AAGTTGATCCCGATACTAACCTCCACTTTAGAGGAGCAAGAATTTTTGAAGCTATCATGG
AAGTTGATCCCGATACTAACCTCCACTTTAGAGGAGCAAGAATTTTTGAAGCTATCATGG

Kk hkkkhkhkkhkhkhkhhhkhkhhkhkhkhkhhkhk Ak hkhkkkkkxk

Kohkhkkhkkhkkhkhkhhkhkkkhkhkkhkkhkkkkxk

60
60
55
55

120
120
115
115



Pae-alata-500-1
Pae-alata-500-21
Pae-alata-500-3
Pae-alata-500-4

Pae-alata-500-1
Pae-alata-500-21
Pae-alata-500-3
Pae-alata-500-4

Pae-alata-500-1
Pae-alata-500-21
Pae-alata-500-3
Pae-alata-500-4

Pae-alata-500-1
Pae-alata-500-21
Pae-alata-500-3
Pae-alata-500-4

Pae-alata-500-1
Pae-alata-500-21
Pae-alata-500-3
Pae-alata-500-4

Pae-alata-500-1
Pae-alata-500-21
Pae-alata-500-3
Pae-alata-500-4

Pae-alata-500-1
Pae-alata-500-21
Pae-alata-500-3
Pae-alata-500-4

AGTATTTTTTAGGTCAAGGGATGATTTATGCTCAAAATGCCATCCTCAGTGGAACTTCAG
AGTATTTTTTAGGTCAAGGGATGATTTATGCTCAAAATGCCATCCTCAGTGGAACTTCAG
AGTATTTTTTAGGTCAAGGGATGATTTATGCTCAAAATGCCATCCTCAGTGGAACTTCAG
AGTATTTTTTAGGTCAAGGGATGATTTATGCTCAAAATGCCATCCTCAGTGGAACTTCAG

Kk kkhkk Ak khkhhkhhkhk Ak hkhkhkhk kA kA Ak hkhhkhk Ak Ak Ak hk kA bk kA hhkkhk Ak khkkhk kA k k k& k Kk

CAGGAGGGTTGGGTGCAATCATACATTGTGATAAGTTCAGACTGTTTCTCCCATTAACTG
CAGGAGGGTTGGGTGCAATCATACATTGTGATAAGTTCAGACTGTTTCTCCCATTAACTG
CAGGAGGGTTGGGTGCAATCATACATTGTGATAAGTTCAGACTGTTTCTCCCATTAACTG
CAGGAGGGTTGGGTGCAATCATACATTGTGATAAGTTCAGACTGTTTCTCCCATTAACTG

Kk kkhkhk Ak khkhhkhhkhk Ak hkhhhk Ak A Ak hkhhkhk Ak Ak Ak hkhk Ak hk kA hhkkhk Ak khkkhk kA k k k& k Kk

CTAGAGTGAXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXTTTGTCGACTTAGAAACAATATCTGGCG
CTAGAGTGAXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXTTTGTCGACTTAGGAACAATATCTGGCG
CTAGAGTGAAATGCATCTCGGATGCTGGTTTCTTTGTCGACTTAGAAACAATATCTGGCG
CTAGAGTGAAATGCATTTCGGATGCTGGTTTCTTTGTCGACTTAGAAACAATATCTGGCG

Kok ok ok ok ok ok kK Kk kkhkhkhkkhkhkhkhkkhk hhkhkhkkhkhkdkhhkkkx

AACCACTTATTGAGGAAATGTATAAAAGAGTTGTTGCTTTGCACGGATCTGCCAAGAACC
AACCACTTATTGAGGAAATGTATAAAAGAGTTGTTGCTTTGCACGGATCTACCAAGAACC
AACCACTTATTGAGGAAATGTATAAAAGAGTTGTTGCTTTGCACGGATCTGCCAAGAACC
AACCACTTATTGAGGAAATGTATAAAAGAGTTGTTGCTTTGCACGGATCTGCCAAGAACC

Kk kkhkk Ak khkhhkhhkhk Ak khhhk kA kA Ak hkhhhk kA kA Ak hkk kA bk hkhkkhhkkhkkkk khkkhkhkk kK

TACCACTCTCTTGCACTGCCTTGAGCTCAGACCCAAATTTGTGCTTCTTCCCTCAGTATG
TACCACTCTCTTGCACTGCCTTGAGCTCAGACCCAAATTTGTGCTTCTTCCCTCAGTATG
TACCACTCTCTTGCACTGCCTTGAGCTCAGACCCAAATTTGTGCTTCTTCCCTCAGTATG
TACCACTCTTTTGCACTGCCTTGAGCTCAGACCCAAATTTGTGCTTCTTCCCTCAGTATG

Khkhkhkhkhhkhk hhkhkhk Ak hkhkhhk bk kA hhkhkhkh Ak A Ak hkk kA bk kA hhkkhk Ak khkkhk kA k k k& k Kk

TAGCAAGACATATTTGCACACCTCTTTTCATCGTCAATTCGGCCTATGATTCTTGGCAGA
TAGCAAGACATATTTGCACACCACTTTTCATCGTCAACTCGGCCTATGATTCTTGGCAGA
TAGCAAGACATATTTGCACACCACTTTTCATCGTCAACTCGGCCTATGATTCTTGGCAGA
TAGCAAGACATATTTGCACACCACTTTTCATCGTCAACTCGGCCTATGATTCTTGGCAGA

Kk kkhkhk Ak hkhkhhhhh Ak hkhhhk Ahhhhhhhkhkhhhhd Ak hhhhhkhrhkhkhhkhkkkrkk kK

TAAACAACAG 490
TAAACAACAG 490
TAAACAACAG 485
TAAACAACAG 485

Kok ok ok ok ok ok ok ok k

Sequéncias de N. otophora

180
180
175
175

240
240
235
235

300
300
295
295

360
360
355
355

420
420
415
415

480
480
475
475

Pae-otophora-500-2
Pae-otophora-500-3
Pae-otophora-500-9
Pae-otophora-500-10

Pae-otophora-500-2
Pae-otophora-500-3
Pae-otophora-500-9
Pae-otophora-500-10

Pae-otophora-500-2
Pae-otophora-500-3
Pae-otophora-500-9
Pae-otophora-500-10

Pae-otophora-500-2
Pae-otophora-500-3
Pae-otophora-500-9
Pae-otophora-500-10

CAGTCAAATGCATCTCTCTGATGCTGGTTTCTTTATTAATGCGTAAGT TCATGAATCTGA
——————————————————————————————————————————————— CGAATGATTTTCT
————————————————————————————————————————————————— ACTGGAACAGA

GAAAAATTTCAAAAGTGTGTTICTICTTTTITAA-————— CTAATTCTTGTATGAGTTTATG
GATCTACGCTACAATTGAGTTTTITTTTTGGGGGGGGGGCTAACTCTCTAATGAGTTTATG
GTCAGGGTTAAGTATTGTGATGGGTCATCGTATACTGGCGA--TATTGAAGAAGTTGATC
———————————— ATTTGACTCTAGCAGTCAAAGAGAAAAAAAGTCT---——-GAATTTGTIC

* % * * * Kk * Kk *

CAGAAA--AACTATAACT---GGTGAGCCACATATTAAAGAGTATTTTAAGAGAATTGTT
CAGAGA--AACTATATCT---GGCGAACCACTTATTGAGGAAATGTATAAAAGAGTTGTT

CCGATACTAACCTCCACTTTAGAGGAGCAAGAATTTTTGAAGCTATCATGGAGTATTTTT
ACAATGTAGGATTGCACC—————— CAACC-CTCCTTCTGAAGTTCCACTAAGGATGGCCT
* * * K * * * * *

ACTTTGCATGTAAGAACCATCATTTAGTAAATTGTTTCTCTTTTATTATICTT———————
GCTTTGCACGTAAGAAGCATCACTTA--AAATAGTTTICTCTTTTICTTATCATTATTATTA
TAGGTCAAGGGATGATTTAT-GCTCA--AAATGCCATCCTCAGTGGAACTTCAGCAGGAG
ATCATCGATGTTTAAAA-ATTTCTTA-———-— TATTTTTAGCCATATAATTAGAGAGAAAT

* * K * * ok * Kk * * * *

60
13
11

114
73
69
43

169
128
129
96

222
186
186
150



Pae-otophora-500-2 ————————————— TATTGCTTTTTATA-—————— AAACATTATTGACTCTCTTTGGGGGT 262
Pae-otophora-500-3 ATTTAATCTCAATTATAGTTTCTTGTACCTATATAAACATTGTTGACCCTTTCTTGGGGT 246
Pae-otophora-500-9 GGTTGGGTGCAATCATACATTGTGATA-—————— AGTTCAGACTGTTTCTCCCATTAACT 239
Pae-otophora-500-10 AAGAGG----— ACTATATATGAGGGGG—————~-~ AAATGGGACGTACATTTTCAGCATAT 198
* %k * * * *
Pae-otophora-500-2 GTA----CTTTAGGGATCTGCCAAGACCCTACCATTCTCTTGCACATTCTTG-AGCTTAG 317
Pae-otophora-500-3 AC-—————- TTAGGGATCTGCCAAGAACCTACCACTCTCTTGCACTGCCTTG-ACCTCAG 298
Pae-otophora-500-9 GC-————~ TAGAGT GAXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXTTTGTCGACTTAG-AAACAAT 292
Pae-otophora-500-10 ACCATCCCTTCATGGTATAATAATTCCTCCATGATTCCTTTGAATATTCTTGCACCTCTG 258
* * * * * kK

Pae-otophora-500-2

ACCCAA-GTTTGGTAAG---AACAGTTTTATTTAT-—-TTATTTATT-GTGTAAAT--AA

367

Pae-otophora-500-3 ACCCAA-ATTTIGGTAAGTCGAACAATTTIGTTTATAATTITATTTCTTTGTGAAAAA-~-AA 355
Pae-otophora-500-9 ATCTGGCGAACCACTTATTGAGGAAATGTATAAAAGAGTITGTTGCTTTGCACGGATCTGC 352
Pae-otophora-500-10 AAGTGGAGATTAGTAGCTTGAAAATTTTTGGTA-———— CTTCTAATTAGAAAAGTTACAC 313
* * * * K * * * Kk K
Pae-otophora-500-2 ~ATTGACCAACATGATCTTTICTAACTAATAAGTATACAATCCAATGATTTGGCAGTGCTT 426
Pae-otophora-500-3 TATTATCCAACATGATCTTTCAAACTAATATAAATG-AATTCAATGATTTGGCAGTGCTT 414
Pae-otophora-500-9 CAAGAACCTAC-CACTCTICTTGCACTGCCTTGAGCTCAGACCCA-AATTTG----TGCTT 406
Pae-otophora-500-10 CAATACAAATTCCAAGCACTAATAAGAAGAT-AGTCCAACTTACGGGGTCAATTTICTTICT 372
* * * * * * *

Pae-otophora-500-2
Pae-otophora-500-3
Pae-otophora-500-9
Pae-otophora-500-10

Pae-otophora-500-2
Pae-otophora-500-3
Pae-otophora-500-9
Pae-otophora-500-10

CTTCCCTCAGTATGCAGCACCACATATTTGCACGCCACTTTTCATCATTAATTCGGCTTA
CTTCCCTCAGTATGTAGCAAGACATATTTGCACACCACTTTTCATCGTCAACTCGGCCTA
CTTCCCTCAGTATGTAGCAAGACATATTTGCACACCACTTTTCATCGTCAACTCGGCCTA
ATATCTCCGGTATATGATGATCCATCGCAGTGAACCTGTTCCAGT———————————————

* * * Kk okk ok * kK * * * * ok *

TGATTCTTGGCAGATAAACAACAGG 511
TGATTCTTGGCAGATAAACAACAG- 498
TGATTCTTGGCAGATAAACAACAG- 490

486
474
466

ANEXO IlI: Alinhamento obtido através do programa ClustalW, das sequéncias amplificadas a partir

do DNA genbmico das diferentes espécies de Nicotiana (N. tabacum, N. sylvestris, N.

tomentosiformis, N. alata e N. otophora). As regides em negrito sdo as sequéncias ou parte dos
“primers” (PAE7 e PAES) utilizados na amplifica¢cdo do fragmento. Este alinhamento mostra que as

sequéncias entre as diferentes espécies sao conservadas.

CTGTTGTTTATCTGCCAAGAATCATAGGCCGAGTTGACGATGAAAAGTGG 50
CTGTTGTTTATCTGCCAAGAATCATAGGCCGAGTTGACGATGAAAAGTGG 50
CTGTTGTTTATCTGCCAAGAATCATAGGCCGAGTTGACGATGAAAAGTGG 50
CTGTTGTTTATCTGCCAAGAATCATAGGCCGAGTTGACGATGAAAAGTGG 50
CTGTTGTTTATCTGCCAAGAATCATAGGCCGAGTTGACGATGAAAAGTGG 50

Kohkkhkhk kA khkhkhhhkhk Ak hkhkhkhk Ak kA Ak hhkh Ak khkhhkkkhk Ak kkhkkkk k& kK

Pae-sylvestris-500-44
Pae-tabaco-500-1
Pae-alata-500-3
Pae-tomemtosiformis-500-3
Pae-otophora-500-9

TGTGCAAATATGTCTTGCTACATACTGAGGGAAGAAGCACAAATTTGGGT 100
TGTGCAAATATGTCTTGCTACATACTGAGGGAAGAAGCACAAATTTGGGT 100
TGTGCAAATATGTCTTGCTACATACTGAGGGAAGAAGCACAAATTTGGGT 100
TGTGCAAATATGTCTTGCTACATACTGAGGGAAGAAGCACAAATTTGGGT 100
TGTGCAAATATGTCTTGCTACATACTGAGGGAAGAAGCACAAATTTGGGT 100

Kohkkhkhk kA khkhkhhkhk kA Ak hhkhk Ak hk Ak hkhhkhk Ak khkhhkkkhk Ak kkhkkkk Ak k Kk

Pae-sylvestris-500-44
Pae-tabaco-500-1
Pae-alata-500-3
Pae-tomemtosiformis-500-3
Pae-otophora-500-9

CTGAGCTCAAGGCAGTGCAAGAGAGTGGTAGGTTCTTGGCAGATCCGTGC 150
CTGAGCTCAAGGCAGTGCAAGAGAGTGGTAGGTTCTTGGCAGATCCGTGC 150
CTGAGCTCAAGGCAGTGCAAGAGAGTGGTAGGTTCTTGGCAGATCCGTGC 150
CTGAGCTCAAGGCAGTGCAAGAGAGTGGTAGGTTCTTGGCAGATCCGTGC 150
CTGAGCTCAAGGCAGTGCAAGAGAGTGGTAGGTTCTTGGCAGATCCGTGC 150

Kohkkhkhk kA hkhkhkhhkhk kA Ak hkhkhk Ak kA Ak hhkh Ak khkhhkhkhkhk Ak kkhkkkk Ak k Kk

Pae-sylvestris-500-44
Pae-tabaco-500-1
Pae-alata-500-3
Pae-tomemtosiformis-500-3
Pae-otophora-500-9



Pae-sylvestris-500-44
Pae-tabaco-500-1
Pae-alata-500-3

Pae-tomemtosiformis-500-3

Pae-otophora-500-9

Pae-sylvestris-500-44
Pae-tabaco-500-1
Pae-alata-500-3

Pae-tomemtosiformis-500-3

Pae-otophora-500-9

Pae-sylvestris-500-44
Pae-tabaco-500-1
Pae-alata-500-3

Pae-tomemtosiformis-500-3

Pae-otophora-500-9

Pae-sylvestris-500-44
Pae-tabaco-500-1
Pae-alata-500-3

Pae-tomemtosiformis-500-3

Pae-otophora-500-9

Pae-sylvestris-500-44
Pae-tabaco-500-1
Pae-alata-500-3

Pae-tomemtosiformis-500-3

Pae-otophora-500-9

Pae-sylvestris-500-44
Pae-tabaco-500-1
Pae-alata-500-3

Pae-tomemtosiformis-500-3

Pae-otophora-500-9

Pae-sylvestris-500-44
Pae-tabaco-500-1
Pae-alata-500-3

Pae-tomemtosiformis-500-3

Pae-otophora-500-9

AAAGCAACAACTCTTTTATACATTTCCTCAATAAGTGGTTCGCCAGATAT
AAAGCAACAACTCTTTTATACATTTCCTCAATAAGTGGTTCGCCAGATAT
AAAGCAACAACTCTTTTATACATTTCCTCAATAAGTGGTTCGCCAGATAT
AAAGCAACAACTCTTTTATACATTTCCTCAATAAGTGGTTCGCCAGATAT
AAAGCAACAACTCTTTTATACATTTCCTCAATAAGTGGTTCGCCAGATAT

Kohkkhkhk kA hkhkhkhhkhkhk Ak hkhkhkhk Ak kA Ak hhkhk Ak khkhhkkkhk Ak kkhkkkk k& k Kk

TGTTTCTAAGTCGACAAAGAAACCAGCATCCGAGATGCATTTCACTCTAG
TGTTTCTAAGTCGACAAAGAAACCAGCATCCGAGATGCATTTCACTCTAG
TGTTTCTAAGTCGACAAAGAAACCAGCATCCGAGATGCATTTCACTCTAG
TGTTTCTAAGTCGACAAAGAAACCAGCATCCGAGATGCATTTCACTCTAG
TGTTTCTAAGTCGACAAA——————————————————————— TCACTCTAG

Kohkkkkkkkhkhkkkkkkk kK Kok ok ok ok kK k ok

CAGTTAATGGGAGAAACAGTCTGAACTTATCACAATGTATGATTGCACCC
CAGTTAATGGGAGAAACAGTCTGAACTTATCACAATGTATGATTGCACCC
CAGTTAATGGGAGAAACAGTCTGAACTTATCACAATGTATGATTGCACCC
CAGTTAATGGGAGAAACAGTCTGAACTTATCACAATGTATGATTGCACCC
CAGTTAATGGGAGAAACAGTCTGAACTTATCACAATGTATGATTGCACCC

Kohkkhkhk kA hkhkhkhhkhkhk Ak hkhkhkhk Ak kA Ak hhkh Ak khkhhkkkhk Ak kkhkkkk Ak kK

AACCCTCCTGCTGAAGTTCCACTGAGGATGGCATTTTGAGCATAAATCAT
AACCCTCCTGCTGAAGTTCCACTGAGGATGGCATTTTGAGCATAAATCAT
AACCCTCCTGCTGAAGTTCCACTGAGGATGGCATTTTGAGCATAAATCAT
AACCCTCCTGCTGAAGTTCCACTGAGGATGGCATTTTGAGCATAAATCAT
AACCCTCCTGCTGAAGTTCCACTGAGGATGGCATTTTGAGCATAAATCAT

Kohkkhkhk kA khkhkhhkhk kA Ak hkhkhk Ak hk Ak khhkh Ak hkhkhhkkkhk Ak kkhkkkk Ak kK

CCCTTGACCTAAAAAATACTCCATGATAGCTTCAAAAATTCTTGCTCCTC
CCCTTGACCTAAAAAATACTCCATGATAGCTTCAAAAATTCTTGCTCCTC
CCCTTGACCTAAAAAATACTCCATGATAGCTTCAAAAATTCTTGCTCCTC
CCCTTGACCTAAAAAATACTCCATGATAGCTTCAAAAATTCTTGCTCCTC
CCCTTGACCTAAAAAATACTCCATGATAGCTTCAAAAATTCTTGCTCCTC

Kohkkhkhk kA kkhkhhkhk kA Ak hkhkhk Ak kA Ak hhkhk Ak khkhhkkkhk Ak kkhkkkk Ak kK

TAAAGTGGAGGTTAGTATCGGGATCAACTTCTTCAATATCGCCAGTATAC
TAAAGTGGAGGTTAGTATCGGGATCAACTTCTTCAATATCGCCAGTATAC
TAAAGTGGAGGTTAGTATCGGGATCAACTTCTTCAATATCGCCAGTATAC
TAAAGTGGAGGTTAGTATCGGGATCAACTTCTTCAATATCGCCAGTATAC
TAAAGTGGAGGTTAGTATCGGGATCAACTTCTTCAATATCGCCAGTATAC

Kohkkhkhk kA khkhkhhhkhk A Ak hkhkhk Ak kA Ak hkhk Ak khkhhkkhkhk Ak kkhkkkk Ak kK

GATGACCCATCACAATACTTAACCTTGACTCTGTIT---- 485
GATGACCCATCACAATACTTAACCTTGACTCTGTIT---- 485
GATGACCCATCACAATACTTAACCTTGACTCTGTIT---- 485

GATGACCCATCACAATACTTAACCTTGACTCTGTTCCAG 489
GATGACCCATCACAATACTTAACCCTGACTCTGTTCCAG 489

Khkhkkhkkkkhkhkhhkh Ak hkhhhkhhkkx *hkkhkkkkhkk*

200
200
200
200
200

250
250
250
250
250

300
300
300
300
300

350
350
350
350
350

400
400
400
400
400

450
450
450
450
450
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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