Analise Estrutural e Funcional de Fatores de Transcricao DOF de Eucalyptus grandis
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INTRODUCAO

A madeira e seus derivados justificam a grande importancia economica do eucalipto e de outras
arboreas, sendo a regulagao da sua génese uma das areas de mais alta complexidade no estudo de
plantas. A familia de fatores de transcricao Dof (ligagdo a DNA com um dedo, do inglés, ‘DNA binding
with One Finger'’) compreende proteinas exclusivas de plantas, caracterizadas pela presenca de um
motivo de ligagdo ao DNA formado por quatro residuos de cisteina ligados a um atomo de zinco,
semelhante ao dominio ‘dedo-de-zinco’ (do inglés, zinc finger’; Figura 1). Estas proteinas podem agir
tanto como ativadores quanto repressores da transcri¢do génica e parecem ter evoluido para controlar
a expressao de genes de processos caracteristicos de plantas.

Figura 1: Representagdo do dominio DOF, mostrando regides altamente conservadas. (Fonte:
Characterization of the role of selected transcription factors in seed filling in Medicago truncatula. Atif
R, SANCHEZ M, Thompson R, Signor C, Verdier J, OchattS. 2011/05/16.

Considerando o numero de fatores Dof descritos em plantas bem como a diversidade de metabolismos
controlados por estas proteinas, a manipulagdo génica dos genes codificadores oferece grande

potencial para a obtencao de plantas mais produtivas ou com caracteristicas mais benéficas as praticas
agrossilviculturais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i) Identificar gene(s) Dof de Eucalyptus grandis potencialmente critico(s) a génese da madeira;

(ii) Clonar gene(s) Dof de interesse e adaptar o(s) mesmo(s) a vetores plasmidiais para a expressao em
bactérias e superexpressao/inibicio em plantas;

(iii) Produzir em Escherichia coli e caracterizar bioquimica e funcionalmente proteina(s) Dof
recombinante(s);

(iv) Transformar geneticamente plantas de Arabidopsis thaliana com vetores binarios capazes de
promover a superexpressao e a inibicdo da expressao de gene(s) Dof, caracterizando os efeitos.

METODOLOGIA E RESULTADOS

Os genes D00607, D01698 e K00405 potencialmente codificadores de proteinas Dof foram
escolhidos devido ao perfil de expressao preferencial em tecidos vasculares de caules, raizes e
folhas, bem como apresentando mais alta homologia a genes Dof anteriormente caracterizados
por outros autores e comprometidos com a génese dos tecidos vasculares.

Obtenc¢ao de amplicons das sequéncias codificadoras dos trés genes a partir da extragao de RNA
total de floema de E. grandis.

Realizagdo de RT-PCR para a sintese de cDNA e adaptagdo dos trés genes ao vetor pENTR/D-
TOPO (Invitrogen) para clonagem em E. coli One Shot Machl T1 (Invitrogen). Os genes em
pENTR/D-TOPO foram sequenciados integralmente, comprovando-se a identidade das
sequéncias.

Os insertos foram transferidos por recombina¢ao para o vetor binario pH7WG2D (VIB) com
vistas a superexpressao em plantas.

Foi realizada a transformac¢ao genética de Agrobacterium tumefaciens EHA105 via choque
térmico com os plasmideos pH7WG2D contendo os trés cassetes génicos.

Realizou-se a transformacao genética de plantas de A. thaliana Col-0 com as linhagens de A
tumefaciens::pH7WG2D-Dof pela metodologia de imersao de inflorescéncias.

Paralelamente realizaram-se experimentos para a produg¢dao das proteinas DOF em E. coli e
caracterizacao bioquimica e funcional das mesmas.

Foram realizadas PCRs para a amplificacdo dos trés genes previamente clonados em pENTR/D-
TOPO utilizando-se primers especificos as regioes 5’ e 3’ dos genes, de forma a permitir a ligacao
dos trés genes ao vetor de expressao pGEX-4T-1 (Figura 2). Sequéncias dos sitios de clivagem
das enzimas BamHI e EcoRI foram adicionados aos primers forward e reverse, respectivamente.
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Figura 2: Obtencdo do plasmideo pGEX-4T-1 com o gene D01698 realizada no programa SnapGene. Sao
mostrados os sitios de clivagem do plasmideo, assim como a marca de sele¢do (Ampicilina).
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Os trés produtos de PCR (D00607, D01698, K0O0405) e a amostra de pGEX-4T-1 foram submetidas
a reacgoes de clivagem e purificadas. A ligacao do plasmideo aos fragmentos foi realizada
utilizando-se a enzima T4 DNA ligase (Fermentas).

Foi realizada a transformacgao de E. coli por choque térmico e colonias para os genes D00607 e
D01698 foram obtidas.

Os plasmideos foram purificados em minipreparagdes plasmidiais e PCRs foram realizadas para
confirmagao das coldnias que apresentam os insertos correspondentes aos genes D00607 e
D01698. As amostras foram sequenciadas, comprovando-se a inser¢ao dos genes.

Foram selecionadas as linhagens de E. coli BL21 CodonPlus (DE3)-RIL, BL21 CodonPlus (DE3)-RP e
BL21 (DE3) Star para a transformag¢ao com o vetor pGEX-4T-1-D00607 e pGEX-4T-1-D01698.

Foi realizada a transformag¢ao por choque térmico das trés linhagens de E. coli com os genes
D00607 e D01698, além do plasmideo vazio como controle. Como resultado, obteve-se todas as
colonias positivas.

Até o momento, as linhagens Star e RIL foram submetidas a duas condi¢des de tratamento
(Figura 3).
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Figura 3: Representacdo esquemadtica das condicdes em que
foram submetidas as col6nias positivas das linhagens Star e RIL.

Foi realizada a lise celular dos sedimentos apds centrifugagcao das culturas e com a fragao soluvel
foram migrados géis de SDS-PAGE para a linhagem transformada Star. Foi possivel verificar a
presenca de bandas entre 50 e 75 kDa (Figura 4), as quais podem ser correspondentes a proteina
fusionada a GST (Dof D00607 31 kDa + GST 26 kDa; Dof D01698 32 kDa + GST 26 kDa).
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Figura 4: SDS-PAGE de colonias transformadas da linhagem Star. Sdo observadas 3 colonias para cada gene e duas para o vetor vazio, sendo cada uma delas
submetida aos dois tratamentos (3 h, 37°C e overnight, 20°C). Sdo indicadas pelas setas, bandas mais intensas de GST (26 kDa) para os vetores vazios. Dentro dos
retangulos é possivel se observar bandas entre 50 e 75 kDa para todas as col6nias e condigdes testadas para os dos dois genes.

PERSPECTIVAS

Serd realizada a técnica de Western Blot para a confirmacdao da presenca de proteinas Dof das
linhagens testadas. Além disso, a linhagem BL21 CodonPlus (DE3)-RP também sera testada.
Futuramente, as proteinas serao analisadas quanto a seu peso molecular; ponto isoelétrico;
estabilidade estrutural proteica sob diferentes pHs, temperaturas e agentes redutores; estudos da

termodinamica de desnaturacdao; calorimetria de titulagdo isotérmica; e estudos de interagao
intermolecular.

Em relagdo as plantas de A. thaliana, transformadas com o vetor pH7WG2D, estdao sendo realizadas a
coleta e antissepsia de sementes da linhagem T1, com o objetivo de obtencao de plantas da linhagem
T3 e consequente analise anatomomorfologica.
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