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RESUMO

BARROS, Beatriz de Almeida, M. <. Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2006.
Construcao de cassetes de expressao para silenciamento génico de fatores
antinutricionais da soja, via interferéncia por RNA. Orientador: Everado
Goncalves de Barros. Co-orientadores. Maurilio Alves Moreira e Elza Fernandes de
Araljjo.

A soja € uma das mais importantes culturas do mundo e como apresenta um alto teor
protéico, elatem sido muito utilizada na alimentagdo animal e humana. Apesar disso, as
proteinas encontradas na semente desta leguminosa ndo sdo consideradas ideais por
apresentarem baixo teor de metionina e lisina, aém de fatores alergénicos e de inibidores de
proteases. Dentre estes fatores antinutricionais estdo a proteina P34 e os inibidores de
protease do tipo Bowman-Birk. A auséncia destes fatores aumentaria a qualidade da
semente de soja, bem como a tornaria disponivel para uma faixa mais ampla de
consumidores. Recentes avangos na biotecnologia vegetal tém possibilitado o silenciamento
completo ou em altos niveis de genes especificos. Uma destas técnicas é conhecida como
interferéncia por RNA ou RNA interference. Este método é altamente eficiente e a clivagem
do mRNA alvo é induzida pela presenca de pequenos RNAs dupla fita na célula. O objetivo
deste trabalho foi a construcdo de cassetes de expressdo para silenciamento génico, via
interferéncia por RNA, dos inibidores de protease do tipo Bowman-Birk e da proteina P34
em sementes de snja. Para a expressdo semente-especifica dos transgenes, primers
especificos foram desenhados para a amplificacdo da regido promotora do gene da
subunidade o da B-conglicinina. A estes oligonucleotideos foram adicionados sitios de
restricdo — Sac | e Xho | - adequados para sua clonagem em vetores de expressdo em
plantas. Foram clonados 634 pb no vetor pPGEM-TEasy. A clonagem foi confirmada por
PCR, clivagem enzimatica e sequenciamento do clone isolado. A seqliéncia clonada foi
analisada in silico para a identificacdo de cis-elementos relacionados a expressao semente
especifica de genes colocados sob controle deste promotor. Os elementos TATA box,
CAAT box, RY LEG box e RY FLEB box encontrados. O fragmento de interesse foi, ent&o,
isolado do vetor pGEM-TEasy por clivagem com as enzimas Sac | € Xho | e inseridos em
vetores de expressdo em plantas (pKANNIBAL) originando o vetor pBKN. Para a

Vi



construcdo dos cassetes de expressdo, a escolha da regido do cDNA de cada gene de
interesse a ser amplificada foi determinada com o auxilio do programa BLOCK-iT™ RNAI
Designer (INVITROGEN), e os primers especificos foram desenhados de acordo sequiéncias
depositadas no banco de dados publico — GenBank. Inicid mente foi feita, por meio de RT-
PCR, uma andlise da expressdo dos genes de interesse durante o desenvolvimento da
semente e em demais Orgdos da planta (raiz, caule e folha). Essa andlise evidenciou a
expressdo continua e abundante desses genes durante todo o desenvolvimento da semente
bem como a presenca de transcritos correspondentes em todos os 6rgdos vegetais
anadlisados. Ap6s sua amplificacdo, todos os fragmentos obtidos a partir de cDNA de
semente foram sequenciados e sua identificagdo foi confirmada por meio de alinhamento
utilizando o programa BLAST. Para a clonagem da seqUéncia sense, 0S vetores
pKANNIBAL e pBKN, aém dos fragmentos amplificados referentes aos genes de interesse,
foram clivados com as enzimas Xho | e Kpn |. A reacdo de ligacéo foi realizada utilizando
T4 DNA ligase e células de Escherichia coli ultracompetentes foram transformadas por
meio de choque térmico. Os transformantes foram analisados por PCR e reacdo de clivagem
enzimatica. A clonagem do fragmento antisense foi realizada da mesma forma, utilizando as
enzimas Xba | e Cla | e os clones contendo o fragmento sense como vetores. Em seguida, as
construgdes foram transferidas para o vetor bindrio pCAMBIA 3301 e confirmadas por
PCR.
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ABSTRACT

BARROS, Besatriz Almeida. M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, September 2006.
Construction of expression cassettes for RNAi-based silencing of genes encoding
antinutritional factors in soybean seeds. Adviser: Everaldo Gongaves de Barros.
Co-advisers: Maurilio Alves Moreira and Elza Fernandes de Araljo.

Soybean is one of the most important crops in the world extensively used as a food
and feed source. However, the proteins present in soybean seeds are not considered ideal
because they contain low amounts of the essential amino acids methionine and lysine.
Adverse nutritional and other effects following consumption of raw soybean mea have been
attributed to the presence of endogenous inhibitors of digestive enzymes and allergenic
factors. Among these proteins are the P34 protein and the Bowman-Birk protease
inhibitors. The absence of these factors would increase the nutritional quality of the
soybean seeds, as well as the availability of this product to large number of consumers.
Recent advances in plant biotechnology have enabled the silencing of specific genes. One of
the techniques used to achieve this goa is RNA interference (RNAI). This method of
posttranscriptional gene silencing is highly efficient, especially when the construct resultsin
the formation of aintron-spliced hairpin RNA. It is proposed that RNAi works by enzymatic
RNA degradation induced by double-stranded RNA. The main goal of this work was to
construct expression cassettes for RNAi-based silencing of genes encoding antinutritional
factors in soybean seeds. To achieve seed-specific expression, specific primers were
designed for the amplification of the promoter region of the alpha-subunit of the beta-
conglycinin gene. Appropriate restriction sites - Sac | and Xho | - were added to the primers
which were used to amplify a 634 bp fragment. This product was cloned into a pGEM -
TEasy vector and cloning was verified by PCR, enzymatic digestion and sequencing. The
sequenced clone was analyzed in silico for identification of cis-elements related to seed
specific expression. The elements TATA box, CAAT box, RY LEG box and RY FLEB box
were found. The fragment of interest was isolated from vector pGEM -TEasy by cleavage
with enzymes Sac I and Xho I and inserted in the expression vector pKANNIBAL. This
new vector was designated pBKN. For the construction of the expression cassettes, primers
were designed according to published sequences deposited in the GenBank. The fragments
of interest were isolated by the RT-PCR method using RNA isolated from soybean seeds.

viii



RT-PCR was aso used to anayze the expression of the gene of interest in the seed and in
other organs of the plant (root, stem and leaves). These anayses showed that the expression
of these genes was continuous and abundant during al stages of seed development, and the
corresponding transcripts were present in al organs analyzed. The fragments obtained by
RT-PCR were sequenced and their identity was confirmed by BLAST analysis. To clone the
sense sequence, the vectors pKANNIBAL and pBKN, and the fragments of interest were
cleaved with enzymes Xho | and Kpn 1. The ligation reaction was catayzed by T4 DNA
ligase and competent cells of Escherichia coli were transformed by heat shock. Cloning was
verified by PCR and enzymatic digestion. The cloning of the antisense fragment was done
using restriction enzymes Xba | and Cla | and vectors containing the sense fragments. The
complete expression cassettes were cloned into the binary vector pPCAMBIA 3301 and
verified by PCR.



1. INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max L. Merrill) € uma das mais importantes culturas do mundo e
amaior do Brasil em &rea plantada. O Brasil € o segundo maior produtor mundia desta
leguminosa e estima-se que a safra 2005/2006 atinja uma érea cultivada de 22,138
milhdes de hectares — 4,7% inferior a safra anterior - e uma producéo de 53,8 milhdes de
toneladas, superando as 51,4 toneladas produzidas na safra 2004/2005. Esse incremento
€ decorréncia de uma aumento de 9,8% na produtividade, que passou de 2.208 para
2.424 kg/ha (www.conab.gov.br). Neste contexto, o cultivo de soja geneticamente

modificada, a Roundup Ready@, tem sido significante. Em 2005, com a aprovagdo da
nova lel de Biosseguranca (Lei N° 11.105) que regulamentou a liberagdo do plantio e
comércio da soja RR no pais, a area de plantio desta cultura atingiu 9,4 milhdes de
hectares (James, 2006) — cerca de 42,5% do tota de area cultivada.

A soja constitui um bom alvo para o melhoramento genético, via transformagéo,
por representar uma cultura de grande interesse econdmico e nutricional. Modificactes
usando técnicas de engenharia genética podem facilitar o rapido desenvolvimento de
novas variedades com caracteristicas de interesse agrondmico e industrial (Passos-Lima,
2005). Esforcos diretos sdo agora empregados para a utilizacéo da engenharia de vias
metabdlicas para alterar a constituicdo nutricional das plantas. Isto depende de um
detal hado conhecimento do metabolismo vegeta e de suas enzimas congtituintes.

A principal estratégia empregada, que utiliza a transgenia, envolve o aumento da
expressdo de genes biossintéticos sob controle de promotores constitutivos. Para a
reducéo dos niveis de produtos génicos indesgjaveis, dois métodos tém sido comumente
utilizados. ainterrupcédo (knockout) e o silenciamento de genes. Na interrupcéo de genes,
a seguéncia alvo é mutada para eliminar sua expressdo ou fungdo, enquanto que no
silenciamento, a destruicdo do transcrito ou ainibic¢éo datranscricdo sdo induzidas. Esta
dltima via apresenta maior facilidade de manipulagdo genética e andlise das plantas
transgénicas, dém de poder ser ativada de forma tempora e espacial por meio da
utilizacdo de promotores especificos (Tang & Galili, 2004).

Das metodologias de silenciamento génico induzido por RNA dupla fita
(dsRNA), ainterferénciapor RNA (RNA interference), € amais eficiente (Smith, 2000).



O silenciamento génico por meio de RNA é um fendmeno caracteristico de
organismos eucariotos e tem importantes papéis em diversos processos bioldgicos
incluindo regulacéo do desenvolvimento (Baulcombe, 2004), defesa antiviral
(Waterhouse et al., 2001; Zerbini et al., 2005) e remodel amento da cromatina (Lippman
& Martienssen, 2004; Qi & Hannon, 2005).

Em plantas, existem trés rotas de silenciamento via RNA (Baulcombe, 2004). A
primeira compreende um silenciamento génico pés-transcriciona (PGTS) mediado por
pequenos RNAS de interferéncia (ssRNAS) que sdo processados a partir de longos RNAs
dupla-fita (dsSRNAs). A origem desses dsRNAs inclui a replicagdo de RNAsS
intermediarios de virus que infectam plantas, sequéncias repetidas invertidas de
transgenes e produtos das RNA polimerases dependentes de RNA (RdRps). A segunda
via envolve uma classe de pequenos RNAs enddgenos conhecidos como micro-RNASs
(miRNAS) que sdo gerados a partir de precursores, RNAs dupla fita em estrutura de
grampo, que sao transcritos de genes miRNAs. Os miRNAs regulam negativamente a
expressao génica pelo pareamento de bases com 0 MRNA alvo levando a degradacdo do
génico transcriciona (TGS) mediante metilacdo de histonas e DNA g
conseguentemente, remodelamento dacromatina (Qi & Hannon, 2005).

De umaformageral, o passo inicial daviade silenciamento estimulada por RNA
esta ligado ao aparecimento de dsRNAs na célula, similares ou perfeitamente iguais em
sequéncia a0 gene a ser silenciado. Os dsRNAs podem ser enddgenos ou exdgenos
(sequiéncias transgénicas ou viras).

Em plantas, quando um RNA transgénico, contendo seqiiéncias invertidas, é
gerado e assume a estrutura de grampo, ele é reconhecido pela DCL 2 (Dicer-like 2)
(Jones-Rhoades et al., 2006) e clivado em pequenos (21-22 nt) e longos (24-26 nt)
SiRNAs (Zamore, 2004). Proteinas geralmente conhecidas como Dicer S80 enzimas,
altamente conservadas, compostas de dois dominios modulares de RNAse I1l, um
dominio de helicase, um dominio PAZ de provével transferéncia de substrato e um
dominio de fungdo desconhecida (DUF283) e um motivo de ligagdo a RNA fita-dupla
(Bernstein et al., 2001). A Dicer atua de forma dimérica, embora um dos sitios ativos de

cada enzima sgja defectivo (Hannon, 2002), e processam dsRNAs em pequenos RNAs



(sRNAs) de 21-25 nucleotideos de tamanho, dependendo da espécie. ApOs serem
originados, os sSiRNAs sd0 metilados e transportados ao citosol, por meio de uma
proteina transportadora HASTY de maneira Ran-dependente (Jones-Rhoades et al,
2006).

No citosol, esses siIRNAs de 21 nt sdo incorporados aos complexos efetores RISC
(complexo de silenciamento induzido por RNA) que induzem a clivagem e posterior
degradacd do mRNA avo (Meins et al, 2005). RISCs sdo complexos
ribonucleoproteicos que contém membros da familia das proteinas Argonautas (com
dominios PAZ-PIWI), siRNAs e mRNAs complementares, além de muitos outros
fatores importantes para a sua funcionaidade (Hannon, 2002). As proteinas da familia
das Argonautas parecem garantir a especificidade do RISC e, juntamente com outras
proteinas e enzimas existentes no complexo, determinam a especificidade da resposta a
um siRNA particular.

E provéavel que o dominio PAZ das Argonautas esteja relacionado a ligagdo aos
miRNAs ou siRNAs gerados ou liberados pela Dicer (Song et al., 2003) e o dominio
PIWI deve interagir com e inibir os dominios de RNAse Il e de ligagdo a dsRNA da
Dicer. Isto foi interpretado como uma interagéo de transferéncia de substrato e, ainda
especulado, que as interagdes do dominio PIWI com a Dicer estimularia a liberagcdo dos
SiIRNAs (Tahbaz et al., 2004). Apos sua incorporacdo ao complexo RISC, o mRNA avo
€ clivado em um Unico ponto e liberado, ficando exposto ao ataque de endonucleases
endbgenas. Em Arabidopsis, o terminal 3 do mRNA clivado é degradado pela AtXRN4
exorribonuclease 5 —3’, enquanto que o fragmento 5 € clivado por um exossomo
contento uma atividade de exonuclease 3'—5’ (Souret et al., 2004).

Um siRNA incorporado ao complexo RISC pode ser utilizado em novos ciclos
de reconhecimento e clivagem, o que protege esta molécula de uma rapida degradacéo
(Hutvagner et al., 2001); mas é improvavel gue os SIRNAS sgjam reciclados apds serem
liberados do complexo RISC (Nelson et al., 2004).

Em plantas e C. elegans, uma amplificagdo do sina de silenciamento e a sua
transferéncia célula-a-célula tém sido observadas e RNA polimerases dependentes de
RNA (RdRp) foram encontradas (Bushman, 2003). Essa enzima é responsavel pela
geracdo e amplificacdo de SRNAs em dsRNAs. Estes SsSRNASs séo usados como primers



pela RARp para a geracdo de novos dsRNAS que servem como novos alvos para a Dicer
para a producéo de mais SRNAs. Gragas a este sistema, nesses organismos, um ndmero
especifico de moléculas de dsRNASs pode inativar varias copias de transcritos endogenos
(Ahlquist, 2002). Além do sistema de amplificagcdo do sinal, existe também um sistema
de transmissdo de sinal célula-a-célula conhecido como supressao sistémica. Em plantas,
o0 movimento do sind mével, ainda desconhecido, pode ser realizado por meio dos
plasmodesmos e/ou via floema (Hannon, 2002).

A tecnologia de silenciamento génico, via interferéncia por RNA, tem
sido empregada em varias culturas constituintes na aimentagdo para aumentar sua
gualidade nutricional. Por exemplo, o contetido de cafeina em café é consideravel mente
reduzido em plantas transgénicas por supressdo do gene que codifica a enzima cafeina
sintase (Ogita er al., 2003). Em outro estudo, o silenciamento génico estimulado por
RNA foi utilizado com sucesso para gerar variante dominante de milho com ato
contetdo de lisina por meio do knockout do gene que codifica uma proteina de reserva,
zeina de 22 kD, que € pobre em lisina (Segd et al., 2003). Outra grande aplicacdo da
interferéncia por RNA tem sido a modificagéo genética do teor de acidos graxos no 6leo.
Em algodéo, por exemplo, a composi¢do de &cidos graxos foi geneticamente modificada
por meio do silenciamento de enzimas chave no metabolismo de &cidos graxos como a
wb-dessaturase e a estearoil-acil A9-dessaturase (Liu et al., 2002). A baixa expressdo
dessas proteinas leva a producédo de 6leos com alto contelido de acido oléico e é&cido
estedrico que sdo acidos graxos essenciais e saudaveis ao coragdo humano. Isto
evidencia o poder desta tecnologia como ferramenta molecular para gerar variedades
com caracteristicas agronomicamente importantes.

O programa de Melhoramento da Qualidade da Soja do BIOAGRO/UFV, que
desenvolveu, por métodos convencionais, um germoplasma especial visando a criacdo
de variedades de soja para a industria de alimentos, investe agora no silenciamento de
genes especificos que codificam fatores antinutricionais, tais como a proteina P34 e

inibidores do tipo BBI, na semente da soja.
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CAPITULO 1
ISOLAMENTO, CLONAGEM E ANALISE IN SILICO DE UM SEGMENTO DA
REGIAO PROMOTORA DO GENE DA SUBUNIDADE o, DA -
CONGLICININA DE SOJA

RESUMO

A expressao semente-especifica de transgenes € requerida para varias aplicacoes
gue utilizam a engenharia genética, entre elas a melhoria da qualidade nutriciona de
graos por engenharia metabdlica. Proteinas de reserva estdo presentes em altos niveis
durante desenvol vimento da semente e sua a expressao é fortemente controlada espacial
e temporalmente. Portanto, seqiiéncias regulatorias presentes nos genes que codificam
estas proteinas representam uma valiosa ferramenta que pode ser usada para dirigir a
expressdo de transgenes de uma maneira semente-especifica. Os promotores dos genes
da B-conglicinina de soja sdo exemplos de promotores especificos para sementes bem
caracterizados e bastante utilizados para esse fim em dicotiledéneas. A B-conglicinina,
um dos principais componente das proteinas de reserva de sementes de soja, € uma
proteina trimeérica composta pelas subunidades a, a ', e B. Essa proteina corresponde a
cerca de 30% do contelido protéico total da semente. Os genes que codificam estas
subunidades sdo transcritos de maneira coordenada durante o desenvolvimento da
semente. Os objetivos deste trabalho foram isolar e caracterizar in silico uma sequéncia
da regido promotora do gene que codifica a subunidade o da -conglicinina que possa
ser utilizada para expressdo de transgenes em sementes de soja. Foram desenhados
primers, de acordo com uma seqiiéncia publica do gene de interesse (AY 605542.1) e um
fragmento (~ 600 bp) foi amplificado a partir do DNA de soja da variedade Monarca O
fragmento foi clonado no vetor pPGEM-T Easy e confirmado por sequénciamento. A
sequiéncia obtida, de 634 pb, foi analisada com o auxilio do software PLACE (Plant Cis-
Acting Regulatory Elements database). Foram encontrados o TATA box e sete CAAT
box. A andlise desta sequiéncia promotora também revelou vérios motivos putativos de
DNA que podem estar envolvidos na regulagdo transcricional semente-especifica dos
genes que codificam a (-conglicinina (subunidade o). Existem quatro motivos
CATGCAC (RY LEG box), dois CATGCATG (RY LEB box) e um Vicilin Box (esta



sequiéncia tem sido encontrada em membros da familia das globulinas 7S). Acredita-se
gue estes cis-elementos estejam envolvidas na expressdo semente-especifica dos genes
sob o controle deste promotor. A sequéncia de 634 pb, isolada e caracterizada, sera
utilizada para a construgdo de cassetes de expressdo para controle dos genes que
codificam a proteina P34 e os inbidores de protease do tipo BBI visando atransformagéo

de soja e obtencdo de linhagens com expressdo semente-egecifica de transgenes.



1.INTRODUCAO

A transformacdo genética de plantas € uma ferramenta poderosa que tem
permitido o desenvolvimento de cultivares com qualidade nutricional melhorada ou com
capacidade de sintese de compostos de interesse farmacéutico ou industrial. Apesar dos
potenciais beneficios advindos desta tecnologia, ainda ha muitos gquestionamentos
relativos a seguranga dos consumidores e do meio ambiente. Para minimizar possivels
efeitos adversos das plantas geneticamente modificadas, a expressdo do transgene deve
ser fortemente regulada, tanto temporalmente quanto espacialmente. A submissdo do
cassete de expressdo sob o controle de promotores adequados pode constituir parte da
resposta para a questdo sobre a seguranca em relacdo a plantas geneticamente
modificadas (Potenza et al., 2004).

Promotores séo regides do DNA, que precedem aregido codificante de um gene
e gque contém seqliéncias que sdo reconhecidas por proteinas envolvidas no inicio da
transcricdo. Ao longo dos anos, vérios promotores foram isolados, caracterizados e
aplicados em experimentos de transformacdo genética de plantas. Como a atividade dos
promotores afeta qualitativa e quantitativamente a transcrigdo, o sucesso da tecnologia
de transferéncia génica, desde a pesguisa basica até o desenvolvimento de novos
organismos, depende da eficiéncia de selecdo e uso de tais sequéncias reguladoras
(Potenza et al., 2004).

A escolha do promotor a ser utilizado em uma construcdo depende
fundamentalmente dos objetivos aos quais se quer atingir. Muitas vezes é desgjavel a
utilizagdo de promotores que conferem uma expressao temporal ou tecido-especifica,
mas promotores que dirigem uma expressdo constitutiva e em altos niveis tém sido uma
poderosa ferramenta na engenharia genética de plantas. O promotor mais comumente
usado para este fim, tanto em dicotileddéneas como em monocotiledéneas, é o promotor
CaMV 35S do virus do mosaico da couve-flor (Odell et al., 1985). Uma desvantagem do
uso de promotores de origem vira em uma construcéo para transformagdo de plantas é
gue essa seqiiéncia poderia ser reconhecida como “invasora’ e inativada por meio de um
mecanismo conhecido por silenciamento génico transcricional (TGS) desencadeado pela

metilagio de DNA e formagdo de heterocromatina. E impossivel prever se haverd ou ndo



o0 silenciamento do transgene, mas quando ocorre, ele pode diminuir a atividade génica
em toda a planta ou afetar a especificidade de promotores (Kloti et al, 2002). O risco de
silenciamento pode ser evitado por meio do uso de promotores enddgenos. Para plantas,
agueles que controlam os genes que codificam actina e ubiquitina so os mais utilizados.
Um aspecto importante que deve ser considerado quando se utiliza um promotor forte e
de expressao constitutiva é que, de uma forma geral, a expressdo constitutiva de um
transgene pode aterar 0 metabolismo da planta levando ao aparecimento de fenotipos
indesgjaveis. O isolamento e a utilizagdo de promotores que dirijam uma expressao
temporal ou tecido especifica sGo importantes para o desenvolvimento de cultivares
transgénicos com uma expressao controlada e uma maior aceitacdo do publico avo.

A expressdo semente-especifica de transgenes tem sido usada para aumentar a
qualidade nutricional e funcional (Keeler et al., 1997; Shintani & DellaPenna, 1998;
Goto et al., 1999; Ye et al., 2000; Barro et al; 1997) de gréos e producéo de compostos
farmacéuticos ou industriais (Cahoon & Shanklin, 2000). Em plantas produtoras de
graos, proteinas de reserva sdo atamente expressas durante o desenvolvimento da
semente e 0s promotores destes genes tém sido isolados e caracterizados para serem
utilizados em experimentos de engenharia genética. Em dicotiledéneas, os promotores

mais utilizados séo o promotor do gene da3-faseolina de feij&o (Bustoset al., 1989) e os

promotores dos genes da B-conglicinina de soja (Chen er al., 1989). A B-conglicinina,
um dos componentes de reserva mais abundantes, € uma proteina trimérica composta
pelas subunidades o (72 kDa), o (76 kDa) e B (53 kDa), que constituem cerca de 30%
do teor protéico total desta leguminosa (Yoshino et al., 2001). Os genes que codificam
esta proteina sdo organizados em uma familia multigénica e transcritos de uma maneira
coordenada e embrido-especifica durante o desenvolvimento da semente (Harada et al.,
1989).

Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi isolar, clonar e caracterizar in silico
um fragmento da regido promotora do gene que codifica a subunidade o da B-
conglicinina, visando o desenvolvimento de vetores de expressdo semente-especifica

para futuros ensaios de transformac&o genética em soja.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material Vegetal

Para 0 isolamento e clonagem do segmento referente a regido promotora do gene
gue codifica a subunidade o da B-conglicinina, amostras de DNA foram extraidas de
folhas jovens de soja da variedade Monarca. As plantas foram cultivadss em casa de
vegetacdo do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da
Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais.

2.2 Construcao de primers especificos

Os oligonucleotideos especificos foram construidos a partir de uma seqiiéncia de DNA
gendmico depositadas no banco de dados publico — GenBank (National Center for
Biotechnology Information — NCBI) (N° Acesso: AY605542.1). Os primers foram
desenhados com auxilio do “Primer3 Input Program”

(http://www.genome.wi.mit.edu//cgi-bin/primer/primer3.cqgi) e sitios de restricdo

reconhecidos pelas enzimas Sac | e Xho | foram adicionados a extremidade 5 dos
primers foward € reverse, respectivamente. Parametros que atestam a viabilidade de uso
destes oligonucleotideos foram determinados com o auxilio do programa QuickPrimer
do pacote DNASTAR (DNASTAR INC.). As sequiéncias estéo descritasna Tabela 1.

2.3 Extracao de DNA gendmico

A extragdo de DNA gendmico de folhas jovens de soja foi feita de acordo com
Doyle e Doyle (1990). O conteido de DNA foi estimado em espectrofotdmetro ( Az6o nm)

easuaqualidade foi verificada por eletroforese em minigéis de agarose 0,8%.
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Tabela 1. Sequéncia dos primers desenhados para amplificacdo do fragmento

referente a regido promotora do gene da subunidade o da 3-conglicinina

N° Primers Seqiiéncia Sitio de
Acesso Restricao
BetaF 5 GGC GAG CTC GCA AAA GCCATG CACAACAACA 3 Sac |
AY 60554
21
BetaR 5GGC CTC GAGGCG CTCTCA TCA TAGTAT 3 Xho |

2.4 Amplificacdo e clonagem no vetor pGEM-TEasy

As reagBes de amplificagdo foram conduzidas no termociclador da GeneAmp®
PCR System 9700 (APPLIED BIOSY STEMS), com periodo inicial de desnaturacéo de
94°C por 2 min, seguido por 35 ciclos (94°C por 30 s; 52°C por 30 s; e 72°C por 45s) e
um periodo adicional de extensdo a 72°C, por 4 min. Cada reacdo continha, em 25 pl, 30
ng de DNA gendmico, Tris-SO4 60 mM (pH 8,9), (NH4)>SO4 18 mM, MgSOs 2 mM,
dNTPs 0,2 mM, 0,4 uM de primers e 1U de Platinum® Tag DNA Polymerase High
Fidelity (INVITROGEN).

Os produtos de amplificagdo foram analisados em gel de agarose 0,8% em TBE
(Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) contendo 0,2 ug/mL de brometo de etideo.
O padrao de bandas foi visualizado sob luz ultravioleta, fotodocumentado com o auxilio
de equipamento Eagle Eye™ II (STRATAGENE). Para a eliminagd de bandas
inespecificas, o fragmento de interesse foi excisado do gel por meio do kit QlAquick Gel
Extraction (QIAGEN INC.) e ligado ao vetor pGEM T-Easy (Promega), de acordo com

as recomendacoes do fabricante.
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2.5 Transformacido de Escherichia coli DHSo ultracompetentes e analise dos

transformantes

Células de Escherichia coli DH5a ultracompetentes foram transformadas por
chogue térmico segundo Sambrook et al. (1989). Em 100 ul de células ultracompetentes
foram adicionados 5 ul da reacdo de ligagéo e esta mistura foi incubada em gelo por 30
min. O choque térmico foi realizado a 42°C por 45 s seguido de uma incubagdo em gelo
por 2 min. Para arecuperacdo das células, foram adicionados 800 ul de meio SOC (0,5%
de extrato de levedura, 2% de triptona, NaCl 10mM, KCl 2,5mM, MgCl, 10 mM,
MgSO, 10mM) e a cultura foi incubada a 37°C por uma hora a 150 rpm. ApoOs esse
periodo, as céulas foram concentradas a 1500 x g por 5 min em centrifuga 5415D
(Eppendorf), ressuspensas em 200 ul de meio SOC, dos quais 100 pl foram plagueados
em meio LB solido contendo ampicilina50 ug/ml, 1 mg de X-Gal e 10 mM de IPTG. As
placas foram incubadas a 37°C por cercade 16 horas.

Para a andlise dos transformantes, 14 colénias isoladas foram repicadas em meio
solido e analisadas por PCR. Cada reacdo continha Tris-HCl 10mM pH 8,3, KCI 50
mM, MgCl. 2,0 mM, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 mM deprimers especificos e 1,5 ul de Tag
DNA polimerase. As coldnias que mostraram a amplificacéo do produto esperado foram
inoculadas em meio LB liquido contendo ampicilina 50 pg/ml e incubadas a 37°C
durante 16 horas sob agitacdo. ApOs o crescimento, as bactérias foram aliquotadas em
glicerol 25%, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. O DNA
plasmidial foi extraido com o auxilio do kit Wizard®Plus SV Minipreps (Promega), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. A clonagem foi confirmada utilizando-se
amostras de DNA plasmidiad em reacOes de PCR redizadas como descrito
anteriormente, clivagem por enzimas de restri¢éo e sequiénciamento.

A clivagem inicial foi realizada com 500 ng de DNA plasmidia, 5U da enzima
Sac | etampéo de clivagem (TrissHCl 10 mM pH 7,5, MgCl, 7 mM, KCl 50 mM e DTT
1 mM) por 1 hora a 37°C. Em seguida, foram adicionados tampéo de clivagem (Tris
HCl 50 mM pH 8.0, MgCl, 10 mM e NaCl 50 mM), 5U de X%o | e dgua em quantidade
suficiente para dobrar o volume da reacdo inicial. A reacdo foi novamente incubada a

37°C por uma hora. O resultado da clivagem foi visualizado em gel de agarose 0,8%.
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O sequienciamento dos clones recombinantes foi realizado utilizando-se o kit ABI
PRISM BigDye® IIl v 3.1 Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (APPLIED
BIOSYSTEMS) e o sequenciador automéico ABI PRISM 377 Genetic Analyzer
(APPLIED BIOSY STEMS). As reagdes de sequienciamento foram conduzidas de acordo
com a técnica de segiienciamento por terminacdo de cadeia por dideoxinucleotideos
(ddNTPs), descrita por Sanger et al. (1977). As reagdes de amplificagdo linear foram
relizadas usando o termociclador (APPLIED BIOSY STEMS), GeneAmp® PCR System
9.700, programado para um periodo inicia de desnaturacéo a 96°C, por 2 min, seguido
por 25 ciclos (96°C, por 30 s; 50°C, por 20 s; e 60°C, por 4 min). Foram utilizados os
primers universais. M13F e M13R. Os produtos de extensdo, produzidos na reacéo de
sequienciamento, foram purificados pela adicdo de 0,1 volumes de Acetato de Sodio 3M
(pH 4,8), 2 volumes de etanol 95% (v/v) e incubacdo a temperatura ambiente por 15
min. Os fragmentos foram coletados por centrifugacdo (10.000 x g por 20 min) e 0
precipitado foi lavado com etanol 70% (v/v), seco atemperatura ambiente e, em seguida,
ressupenso em tampédo de corrida (17% azul de bromofenol:83% de formamida).
Finalmente, os fragmentos foram desnaturados a 94°C por 5 min e separados por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 4,5%.

A sequéncia do clone isolado foi analisada pelo Programa Segman do pacote
DNASTAR (DNASTAR Inc.) e o ainhamento com outras seqiiéncias depositadas no
GenBank foi feito usando o BLAST (Altschul ez al., 1997).

2.6 Caracterizacdo in silico da regido promotora da subunidade a da 3-conglicinina

A seqiéncia clonada foi analisada pelo software PLACE (Plant Action Cis
Element), disponivel no enderego http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE. (Prestridge, 1991,

Higo et al, 1999), para a identificacdo, por meio de ainhamento, de cis-elementos
presentes nesta seguéncia que garantam a expressdo semente-especifica de genes

colocados sob control e deste promotor.
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2.7 Clonagem da regido promotora da subunidade o da B-conglicinina no vetor

pKANNIBAL

Apés ser sequenciado e caracterizado, o fragmento correspondente a regido
promotora do gene da subunidade o de 3 conglicininade sojafoi transferido para o vetor
pKANNIBAL (Wesley et al., 2001), 6063 pb, gentilemente doado pelo Dr. Francisco
Aragdo (EMBRAPA/CENARGEN), em substitui¢cdo ao promotor CaMV35S do virus do
mosaico da couve-flor. Este vetor contém, aém do promotor CaMV 35S, a regido de
clonagem para a sequéncia sense, 0 intron PDK, a regido de clonagem da seqiéncia
antisense € 0 terminador OCS. A marca de selecdo deste plasmideo € o gene npt, cujo
produto confere resisténcia a canamicina para a bactéria hospedeira.

Células de Escherichia coli contendo o vetor pKANNIBAL foram inoculadas,
crescidas em meio seletivo e o DNA plasmidia foi extraido conforme descrito
anteriormente. A clivagem com Sac | e Xho | foi realizada e visualizada em gel de
agarose 0,8%. A banda referente a0 vetor foi excisada do gel e purificada como ja
descrito. O fragmento referente a regido promotora da subunidade o da f conglicinina
foi liberado do vetor pGEM-T Easy mediante clivagem com as mesmas enzimas de
restricdo e purificado da mesma forma.

A reacdo de ligagdo foi feita para um volume final de 10 ul, utilizando 10 ng do
vetor clivado, 50 ng do inserto clivado, tampéo de reagcdo (TrissHCI 50 mM pH 7,6,
MgCl, 10 mM, ATP 1 mM, DTT 1 mM e 25% de polietileno glicol-8000) e 1U de T4
DNA ligase (INVITROGEN). A reacéo foi incubada a 4°C por 16 horas.

A transformacéo de células ultracompetentes e a andise dos transformantes foi

realizada conforme o descrito no item 2.5.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A amplificagdo do DNA genémico da variedade de soja Monarca com primers
especificos para o inicio da regi&o promotora do gene que codifica a subunidade o da 8-
conglicinina, gerou trés fragmentos. Para a eliminagdo das bandas inespecificas, 0
fragmento de interesse foi excisado do gel e ligado ao vetor pGEM T-Easy. Foram
analisadas, por PCR, 14 colbnias de Escherichia coli DH5a transformantes. Somente
uma apresentou o fragmento esperado e o clone foi denominado pPBC (Figura 1A). A
clonagem foi confirmada por PCR, ensaios de clivagem por meio de enzimas de
restricdo (Figura 1B) e sequénciamento do clone pPBC. A reacdo de PCR e o
sequiénciamento evidenciaram também que o aparecimento da banda de 400 pb ocorre
devido ao anelamento interno inespecifico do primer F desenhado. A sequéncia obtida,
de 652 pb, foi alinhada com outras sequiéncias gendmicas depositadas no GenBank, com
0 auxilio do BLAST, o que confirmou a identidade da seqiiéncia clonada com o gene

gue codifica a subunidade o da-conglicinina (Figura 02).

A) 12 34567M8 91011121314 B) M 1 2 3
\ - e

- / ! :
-----...."":___.____ 600 pb _._—'ﬂ
a e o

Figura 1: Andlise de transformantes para confirmagdo da clonagem da regido
promotora do gene que codifica a subunidade o da B-conglicinina de soja. (A)
representa a amplificagdo obtida a partir das 14 coldnias transformantes selecionadas,
representadas pel os nimeros de 1 a 14. A seta indica a banda esperada obtida a partir de
uma Unica coldnia. (B) apresenta areacdo de clivagem com as enzimas Sac | — Xho | (1)
e 0 resultado da reacéo de PCR do DNA plasmidial do clone pPBC com primers M13
(2) e primers especificos (3). M refere-se a0 marcador de tamanho de 100 pb
(INVITROGEN).
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Cl one pPBC
AY605542. 1
Cl one pPBC
AY605542. 1
Cl one pPBC
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Cl one pPBC
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Cl one pPBC
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Cl one pPBC
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Cl one pPBC
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Cl one pPBC
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540
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600
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AAAAGCCAT GCACAACAACACGT ACTCACCAAGGT GCAAT CGT GCTGOCCAAAAACATTC
R R A R A A
AAAAGCCAT GCACAACAACACGT ACTCACCAAGGT GCAAT CGT GCTGOCCAAAAACATTC

60

2357

ACCAACTCAAT CCATGATGAGCCCACACATTTGI TGTTTGTAACCAAATCTCAAACGCGG 120

R N A
ACCAACTCAATCCAT GATGAGCCCACACATTTGT TGT TTGTAACCAAAT CTCAAACGOGG

TGTTCTCTTTGGAAAGCAACCATATCAGCATATCACACTATCTAGTCTCTTGGATCATGC

TGTTCTCTTTGGAAAGCAACCATATCAGCATATCACACTATCTAGTCTCTTGGATCATGC

ATGCGCAACCAAAAGACAACACATAAAGTATCCTTTCGAAAGCAATGT CCAAGT CCATCA

R R A A AR Y
ATGOGCAACCAAAAGACAACACATAAAGTATCCT TTCGAAAGCAATGT CCAAGT CCATCA

AATAAAATTGAGACAAAAT GCAACCTCACCCCACT TCACTATCCATGGCTGATCAAGATC

IIIIIIIIII||II||||IIIIIIIIIIIIIIII||IIII|IIIIIIIIIIIII|III||
AATAAAATTGAGACAAAAT GCAACCTCACCCCACT TCACTATCCATGCCTGATCAAGATC

GCCGCGT CCATGT AGGT CTAAATGCCATGCACATCAACACGTACT CAACATGCAGCCCAA

U R A N R A N
GOCGCGT CCAT GTAGGT CTAAAT GOCATGCACATCAACACGT ACT CAACAT GCAGCCCAA

ATTGCTCACCATCGCTCAACACATTTCTTGI TAATTTCTAAGT ACACTGCCTATGCGACT

IIIIIIIIII||II|IIIIIIIIIIIII||IIII||IIIIIIIIIIIIIIII|I|III|I
ATTGCTCACCATCGCTCAACACATTTCTTGT TAATTTCTAAGTACACTGCCTATGCGACT

CTAACTCGATCACAACCATCT TCCGTCACATCAATTTTGT TCAATTCAACACCCGT CAAA

RN A A R RN RN AN RN A AN AR RARAA Y
CTAACTCGATCACAACCAT CTTCOGT CACATCAATTTTGT TCAAT TCAACACCCGT CAAA

CTTGCATGCCACCCCAT GCATGCAAGT TAACAAGAGCTATATCTCTTCTATGACTATAAA

IIIIIIIIII||II||||IIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIII||II|I|IIIII
CTTGCATGCCACCCCAT GCATGCAAGT TAACAAGAGCTATATCTCTTCTATGACTATAAA

TACCCGCAATCTCGGTCCAGGT TTTCATCATCGAGAACTAGT TCAATATCCTAGTATACC

U RN AR NN
TACCCGCAATCTCGGTCCAGGT TTTCATCATCGAGAACTAGT TCAATATCCTAGTATACC

TTAATAAATAATTTAAGATACTATGATGAGAGC 632

IIIIIIIIII||II||||IIIIIIIIIIIIIII
TTAATAAATAATTTAAGATACTATGATGAGAGC 2930

2417

180

2477

240

2537

300

2597

360

2657

420

2717

479

2777

539

2837

599

2897

Figura 2: Alinhamento, realizado com o auxilio do BLAST, entre a sequéncia

clonada no vetore pPGEM T-Easy e a sequéncia do gene da subunidade o da B-

conglicininade soja

A regido amplificada, de acordo com o ainhamento dos genes codificantes das

subunidades da -conglicinina e o gene que codifica a 3-faseolina em feijdo (Y oshino et

al., 2001), abrange do ponto +1 da traducdo até cerca de -565 em relacdo ao ponto +1 da

transcricéo. Estes mesmos autores identificaram, nesta regido, uma sequéncia muito

similar ao vicilin box (Box 1), descrito por outros autores em outros genes relacionados a
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membros da familia das globulinas 7S (Brown et al., 1988; Higgins et al., 1988;
Newbigin et al, 1990). Esta seqiéncia est relacionada com a expressdo semente
especifica destas proteinas.

A busca por outros cis-elementos foi realizada com o auxilio do programa
PLACE e essa andlise identificou os potenciais elementos. TATA box, CAAT box,
quatro motivos CATGCAC (RY LEG box) e dois CATGCATG (RY FLEB box). Os
elementos CAAT estdo envolvidos na expressdo tecido-especifica de genes que
codificam leguminas. JA os elementos RY LEG box e RY FLEB box estdo
rel acionadados, respectivamente, com expressao especifica (Fujiwara & Beachy, 1994) e
guantitativa (Baumlein et al., 1992) em sementes (Figura 3).

AAAGCCATGCACAACAACACGT ACT CACCAAGGT GCAAT CGT GCTGCCCAAAAACAT TCACCAACT CAATCCATGATGA

GCCCACACATTTGI TGT TTGTAACCAAAT CTCAAACGCGGTGT TCTCTTTGGAAAGCAACCATATCAGCATATCACACTA
TCTAGTCTCTTGGATCATGCATGOGCAACCAAAAGACAACACATAAAGTATCCTTTCGAAAGCAATGT CCAAGTCCATCA
AATAAAATTGAGACAAAAT%EE?FCACECCACT TCACTATCCATGGECTGATCAAGATCGCCGCGTCCATGTAGGTCTA
AATGCCATGCACAT CAACACGTACTCAACAT GCAGCCCAAATTGCTCACCATCGCTCAACACATTTCTTGITAATTTCTA
AGTACACTGCCTATGCGACT CTAACT CGATCACAACCATCTTCCGT CACAT CAATTTTGT TCAATT CAACACCCGT CAAC

Box |
TTGCATGCCACCCCATGCATGCAAGT TAACAAGAGCTATATCTCT TCTAT GACIEIIEEEIA COCGCAATCT CGGTCCAGG

RYFLEB4 TATA box
TTTTCATCATCGAGAACTAGT TCAATAT CCTAGTATACCTTAATAAATAATTTAAGATACT ATGAT GAGAGCGC
+1 da transcrigéo +1 da tradugéo

Figura 3. Resumo das andlises de caracterizacdo realizadas com o auxilio do
prograna PLACE mostrando o posicionamento dos cis-elementos encontrados na

seguéncia clonada.

A presenca de todos os cis-elementos identificados indica, com certa seguranca, a
funcionalidade desta regido para controle da transcricdo de transgenes em sementes.
Experimentos realizados por Chen et al. (1986), com o gene que codifica a subunidade
o, demonstraram que a regido compreendida entre os pontos +14 a -257, em relacdo ao
ponto mais +1 da transcricdo é suficiente para garantir um alto nivel de expressdo
semente especifica. A adicdo de 8 kb a essa regido ndo aumentou significativamente a

sintese de proteinas reporteres na semente. Outro ponto a ser testado seria a atividade
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deste promotor durante o desenvolvimento da semente. De acordo com Harada et al.
(1989), a quantidade de mRNA referente aos genes que codificam a -conglicinina
oscila durante o desenvolvimento do embrido, atingindo o maximo por volta de 80 dias
apos o florescimento. Apesar dessa oscilacdo, a utilizacdo deste promotor em cassetes de
expressdo para silenciamento ndo se torna inviavel porque mesmo um baixo nivel de
expressdo pode ser suficiente para direcionar a clivagem de mRNAS que ndo se
acumulam em niveis tdo altos quanto agueles relacionados a proteinas de reserva.

Apbs estas andlises, o fragmento correspondente a regido promotora do gene que
codifica a subunidade o da B-conglicinina foi clonado no vetor pK ANNIBAL, em
substitui¢cdo ao promotor 35S, produzindo o vetor denominado pBKN (5334 pb).

A funcionalidade in vivo deste promotor esta sendo verificada por meio de sua
ligacdo com uma fusdo de dois genes reporteres (Gus/GFP) no vetor bindrio pPCAMBIA
1304 para posterior expressdo transiente em cotilédones de soja. A atividade deste
promotor durante a formacdo da semente serd avaliada em cotilédones de plantas
transformadas coletados durantes os dias apds o florescimento descritos por Harada et
al. (1989) adaptados para a variedade CAC-1.
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4, CONCLUSOES

- Foi possivel isolar e clonar um fragmento de 652 pb referente a regido

promotora do gene da subunidade o da 3-conglicinina de soja.

- A andise in silico do fragmento clonado demonstra a presenca de cis-elementos
relacionados a expressdo semente-especifica além de toda a seqiéncia lider, o que
permite a utilizagdo deste promotor tanto para o dlenciamento génico como para a

super-expressao de genes na semente de soja.

5. PERSPECTIVAS

- A funcionalidade deste promotor esta sendo verificada pela sua ligacdo com
uma fusdo de dois genes reporteres (Gus/GFP) no vetor binario pCAMBIA 1304 e
posterior expressdo transi ente em cotilédones de soja.

- A atividade deste promotor durante a formacdo da semente serd avaiada em
cotilédones de plantas transformadas coletados durantes os dias apos o florescimento
descritos por Haradaet al (1989).
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CAPITULO 2
CONSTRUCAO DE CASSETES DE EXPRESSAO PARA SILENCIAMENTO
GENICO, VIA INTERFERENCIA POR RNA, DE FATORES
ANTINUTRICIONAIS DA SEMENTE DE SOJA

RESUMO

Por apresentar um alto teor protéico, a soja tem sido muito utilizada na
alimentacdo animal e humana. Apesar disso, fragdo proteica encontrada na semente desta
leguminosa ndo é considerada ideal por apresentarem baixo teor de metionina e lising,
além da presenca de fatores alergénicos de inibidores de proteases. Dentre estes fatores
antinutricionais estdo a proteina P34 e de inibidores de protease do tipo Bowman-Birk. A
eliminaco destes fatores aumentaria a qualidade da proteina de soja, e também tornaria
esse tipo de aimento disponivel auma faixa mais ampla de consumidores. Neste sentido,
0 objetivo deste trabalho foi a construcdo de cassetes de expresséo para silenciamento
génico, viainterferéncia por RNA, dos inibidores de protease do tipo Bowman-Birk e da
proteina P34 em sementes de soja. A escolha daregido a ser amplificadafoi determinada
com o auxilio do programa BLOCK-iT™ RNAi Desi gner (INVITROGEN), e os primers
especificos foram desenhados de acordo com sequiéncias depositadas no banco de dados
publico — GenBank, utilizando o programa “Primer3 Input Program”. A viabilidade
destes oligonucleotideos foi testada com o programa QuickPri (DNASTAR). Antes da
construcdo dos cassetes de silenciamento, foi feita, por meio de RT-PCR, uma andlise da
expressao dos genes de interesse durante o desenvolvimento da semente e em raiz, caule
e folha. Essa andlise evidenciou a expressao continua e abundante desses genes durante
todo o desenvolvimento da semente e bem como sua presenca em todos os 6rgéos
vegetais analisados. Apds sua amplificacdo a partir de cDNA de soja, todos os
fragmentos foram sequénciados e sua identificagdo foi confirmada por meio de
alinhamento utilizando o BLAST. Estes fragmentos apresentavam cerca de 350 pb
guando relacionados a P34 e 200 pb quando relacionados a BBI. Para a clonagem da
sequiéncia sense, 0s vetores pKANNIBAL e pBKN, aém dos fragmentos amplificados
referentes aos genes de interesse, foram clivados com as enzimas X#o | e Kpn |. A reagdo
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de ligacéo foi realizada utilizando T4 DNA ligase e células de Escherichia coli
ultracompetentes foram transformadas por meio de choque térmico. Os transformantes
foram analisados por PCR e por clivagem enzimdtica. A clonagem do fragmento
antisense foi realizada da mesma forma, utilizando as enzimas Xba | e Cla | e os clones
contendo o fragmento senmse como vetores. Em seguidas, as construcdes foram
transferidas para o vetor binario pCAMBIA 3301. Em uma proxima etapa nés
cotiledonares de soja serdo transformados, via Agrobacterium tumefaciens, e aslinhagens
gue apresentarem baixo teor ou auséncia das proteinas de interesse serdo incorporadas ao
Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja do BIOAGRO/UFV.
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1. INTRODUCAO

Além de ser um dos mais importantes componentes de ragdes animais, a soja tem
se tornado bastante importante na dieta humana por ser uma fonte protéica de boa
gualidade. As sementes contém altos teores de proteinas e 6leos (Friedman & Brandon,
2001) e essa reserva protéica constitui uma mistura de proteinas - a, 3 ey-conglicininas,
glicinina e outras globulinas como a P34. As sementes também contém proteinas
bioativas incluindo 3-amilase, citocromo c, lectinas, lipoxigenases, urease, KTI (inibidor
de tripsina Kunitz) (Wolf, 1970) e os inibidores tipo BBI (Bowman-Birk) de tripsina e
quimiotripsina.  Alguns metabdlitos secundé&rios também estdo presentes como
isoflavonas e &cido fitico.

Proteinas de soja ndo sdo consideradas ideais porque sd0 deficientes em
metionina, que € um aminoacido essencid; e, apesar de possuirem um maior teor de
lisina que o trigo, o teor deste aminoécido ainda € menor do que aquele presente na
caseina do leite. Além disso, adversidades nutricionais e outros efeitos que se seguem a
ingestdo de soja crua sdo atribuidos a presenca de inibidores enddgenos de enzimas
digestivas e lectinas que dificultam a digestdo, aém de fatores aergénicos (Friedman &
Brandon, 2001).

Alergia a aimentos pode ser um sério problema nutricional em criangas e
adultos, e aguns aimentos contém proteinas com o potencia para €elicitar reacdes
alérgicas em uma consideravel porcentagem da populagdo. Evitar estes alimentos é a
Unica alternativa disponivel, limitando seriamente a dieta e a qualidade de vida dos
individuos alérgicos (Bush & Hefle, 1996).

Trés proteinas presentes na semente, Gly mBd 60K, Gly mBd 30k e Gly mBd
28Kk, constituem os principais aérgenos da soja (Ogawa et al., 2000). Estudos de ligacdo
de IgE mostraram que mais de 65% das reacfes aérgicas séo provocadas pela proteina
Gly mBd 30K (Helm et al., 1998).

A identidade molecular dos genes que codificam estas proteinas ja foi descrita
Gly mBd 60K é a subunidade o. da B-conglicinina, uma das mais abundantes proteinas

de reserva de soja (Ogawa et al., 1995). Gly mBd 28 K é similar a classe de globulinas
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MP27-MP33 (Tsuji et al., 1995). A dltima, Gly mBd 30K, mostrou-se idéntica a uma
proteina vacuolar de 34 kDa, P34 (Kalinski et al, 1992, Ogawa et al., 1995). Esta
proteina € um membro da superfamilia das papainas, que sd0 cisteino-proteases
(Kainski et al, 1992). Como outros membros desta familia, a Gly mBd 30K é
sintetisada como um precursor e pos-traducionalmente processada (Kalinski et al.,
1992). Ao contrério das demais cisteino-proteases que sofrem um autoprocessamento em
condigdes é&cidas, 0 processamento da Gly mBd 30K se da em um Unico passo, hum
residuo de aspartato (Kalinski et al., 1992), por meio da mesma enzima que processa as
proteinas de reserva 11S (HaraNishimura et al., 1995). A diferenca desta proteina em
relacéo a outras proteases do tipo papaina € a substitui¢do de uma cisteina conservada no
sitio ativo por umaglicina (Kalinski et al., 1992).

A fungdo desta proteina ainda ndo € clara e nenhuma atividade enziméatica
associada a ela foi descrita (Kalinski et al., 1992; Herman et al., 2003). P34 pode ter
uma funcdo na defesa contra a infeccdo por Pseudomonas por se ligar ao elicitor
secretado por essa bactéria (Cheng et al., 1998). P34 € muito abundante em sementes
(Kainski et al., 1992), mas ela € também encontrada em células vegetativas que estdo
sujeitas a infeccdo bacteriana (Cheng et al, 1998). Cultivares de soja resistentes a
Pseudomonas possuem niveis mais atos de P34 em tecidos foliares quando comparados
com cultivares suscetiveis (Herman, 2005).

Considerando que o gene que codifica a P34 apresenta baixo nimero de cdpias
(Kainski et al, 1990), varios métodos podem ser utilizados para desenvolver um
cultivar de soja hipoalergénico. Cultivares livres de al érgenos poderiam ser prospectados
em colegdes de germoplasma e, entdo, cruzados com cultivares elites. Mas, de acordo
com Helm er al. (1998), a P34 apresenta 14 epitopos e a presenca desta gama de
epitopos indica que a probabilidade de se encontrar um variante natural com alteracoes
suficientes para romper a aergenicidade é extremamente peguena. O engenheiramento
do gene que codifica esta proteina poderia ser feito para aterar a sua sequéncia de
aminoéacidos, interrompendo a sequiéncia alergénica, mas numerosos variantes deveriam
ser ensalados para a sele¢do de um que néo fosse reconhecido pela populagéo de IgEs. A
modificacdo dos epitopos tem sido estudada para amendoim, mas a remocdo dos

epitopos pode alterar 0 dobramento da proteina, e conseglientemente, sua estabilidade e
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acumulo intracelular. Uma outra alternativa, que tem se mostrado a mais promissora,
seria a supressdo do gene que codifica a proteina aergénica por meio de silenciamento
génico (Herman et al., 2003).

Uma segunda classe de fatores antinutricionais da semente de soja corresponde
aos inibidores enddgenos de enzimas digestivas. Plantas contém uma variedade de
inibidores de protease que sdo divididos em 16 classes (Ryan, 1990); sendo que o
inibidor detripsina (Kunitz) e os inibidores Bowman-Birk de soja, além dos inibidores |
e |l de batata, sGo os mais bem estudados. Inibidores de protease do tipo Bowman-Birk
foram primeiramente isolados e caracterizados em sementes de soja (Birk et al., 1963;
Bowman, 1946) e, mais tarde, em outras leguminosas. Um homaologo ciclico de BBI
com 14 residuos de aminoacidos foi caracterizado em girassol e considerado como o
mais potente BBI ja descoberto (Korsinczky et al., 2001).

Inibidores de protease do tipo BBI possuem baixo peso molecular (8-20 kDa) e
um ato contelido de cisteina (Odani & lkenaka, 1976). Esses residuos, unidos por
ligacOes dissulfeto, sdo importantes na manutencdo da conformagdo do inibidor,
permitindo a abertura do sitio ativo e 0 acesso da enzima alvo (Prakash et al., 1996). A
estrutura tridimensional dos inibidores BBI de amendoim, soja e cevada revelou que as
pontes dissulfeto ocorrem entre dois residuos de cisteina conservados nas posi¢oes (C-
Ci4, Co-Cg, C3-Cy3, C4-Gs, C7-Co, Cs-Ci2, C10-C11). Os inibidores BBI inibem tripsina e
quimiotripsina em monocotiledéneas e tripsina, quimiotripsina e eastase em
dicotileddneas (Mdllo et al., 2003).

Diversas fungdes foram propostas para BBIs, incluindo a regulacdo de
proteinases enddgenas durante a germinagao, reserva de aminoacidos sulfurados durante
0 periodo de dorméncia, protecéo da planta contra insetos e microrganismos (Mayer et
al., 1974; Ryan, 1973). Ha, também, interesse no uso desses inibidores como agentes
antitumorais (Kennedy, 1998).

Cinco tipos de BBI - A, B, CIlI, DI, EI - foram identificados em soja (Odani &
Ikenaka, 1977) e os cDNASs para BBI-A, ClI e DIl foram clonados (Baek et al., 1994).
BBI-B é muito similar a BBI-A em sua especificidade inibitéria e seqliéncia
aminoacidica (Odani & Ikenaka, 1977) e, provavelmente, € codificado por um segundo
gene BBI-A2 (Deshimaru et al., 2004). BBI-EI esta relacionado ao BBI-DII e é obtido
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por uma protedlise de DIl (Odani & lkenaka, 1978). Desta forma os inibidores BBI
foram agrupados em trés classes— A, C e D — com distintas especificidades; BBI-A, -C e
—D inibem tripsina/quimiotripsina, e astase/tripsina, e tripsina/tripsina, respectivamente,
em seus sitios ativos dupl os.

Deshimaru et al. (2004) identificaram, em Glycine soja, um terceiro gene do tipo
A e um do tipo C que seriam pseudogenes e um tipo C2, cujo produto ainda ndo foi
isolado.

Considerando que os inibidores BBl sdo codificados por uma familia
multigénica, sua eliminacdo de sementes se torna extremamente dificil e demorada por
metodologias tradicionais. Tecnologias de silenciamento podem ser aplicadas, mas
devem ser primeiro aprimoradas para que se obtenha um silenciamento eficaz e estavel
detodaafamilia

A tecnologia de silenciamento génico, via interferéncia por RNA, tem sido
empregada em vérias culturas constituintes na alimentacdo para aumentar sua qualidade
nutricional. Por exemplo, o contelido de cafeina em café é consideravel mente reduzido
em plantas transgénicas por supressdo do gene que codifica a enzima cafeina sintase
(Ogita et al, 2003). Em outro estudo, o silenciamento génico estimulado por RNA foi
utilizado com sucesso para gerar variante dominante de milho com ato conteido de
lisina por meio do knockout do gene que codifica uma proteina de reserva, zeina de 22
kD, que é pobre em lisina (Segal et al., 2003). Outra grande aplicacdo da interferéncia
por RNA tem sido a modificacdo genética do teor de &cidos graxos no 6leo. Em agodéo,
por exemplo, a composic¢éo de acidos graxos foi geneticamente modificada por meio do
silenciamento de enzimas chave no metabolismo de é&cidos graxos como a w6
dessaturase e a estearoil-acil A9-dessaturase (Liu et al., 2002). A baixa expressao dessas
proteinas leva a producéo de 6leos com alto contetido de acido oléico e acido estedrico
gue sdo &cidos graxos essenciais e saudavels ao coragdo humano. Além desses, muitos
outros exemplos de culturas com uma melhor qualidade nutricional, produzidas por
meio de interferéncia por RNA, sdo reportados na literatura. 1sto evidencia o poder desta
tecnologia como ferramenta molecular para gerar variedades com caracteristicas

agronomi camente importantes.
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Assim, o0 objetivo deste trabalho foi construir cassetes de expressao para
silenciamento génico, via interferéncia por RNA, da proteina P34 e dos inibidores do
tipo Bowman-Birk em sementes de soja. As linhagens transgénicas a serem obtidas em
uma proxima etapa, com baixo teor ou auséncia de P34 e BBI, serdo introduzidas no
Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja do BIOAGRO/UFV .
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de soja da variedade comercial CAC-1 cultivada sob
aquecimento controlado e fotoperiodo de 14 horas de luz em casa de vegetacdo da
Universidade Federal de Vicosa, Vigosa— Minas Gerais.

As sementes foram coletadas em um periodo de aproximadamente trés meses
(plantio escalonado), separadas em oito estdgios de desenvolvimento, que
compreenderam praticamente todo o periodo de enchimento do gréo, congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. Esses estagios foram determinados com base
no peso de matéria fresca da semente: 1° — 0 a 75 mg; 2° — 76 a 150 mg; 3* — 151 a 225
mg; 4° — 226 a 300 mg; 5°— 301 a375 mg; 6° — 376 a450 mg; 7°— 451 a525mge & —

representado por sementes maduras.

2.2 Extracao de RNA total e RT-PCR

A extracdo de RNA total das sementes foi conduzida de acordo com Sambrook et
al. (1989), com algumas adaptacdes ao protocolo original. Todas as etapas de extracdo
do RNA total foram realizadas a 4°C e em condic¢des livres de RNAses.

Foram macerados cerca de 4 g de sementes na presenca de nitrogénio liquido e a
cada amostra foram adicionados 18 mL de tamp&o NTES (NaCl 0,1 M; Tris-HCI 0,01
M, pH 7,5, EDTA 1mM e SDS 1%), 6 mL de fenol e 6mL de cloroférmio:a cool
isoamilico (24:1). Os tubos foram agitados vigorosamente em agitador vértex por 15
min e centrifugados a4’c por 10 min a8.000 x g. A fase aquosa foi transferida paraum
novo tubo e nele foi adicionado 0,1 do volume de acetato de sddio 2M e 2,5 volumes de
etanol 96% e, em seguida, a mistura foi incubada por 1 hora a—20°C. Foi realizada uma
nova centrifugacéo a 8.000 x g por 15 min e o precipitado resultante foi lavado com
etanol 70% e ressuspenso em 2,5 mL de dgua DEPC (&gua deionizada tratada com dietil

pirocarbonato). Apds uma centrifugacdo de 5 min a 5.000 x g, o0 sobrenadante foi
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transferido para novo tubo onde foram adicionados 2,5 mL de cloreto de litio 4M. O
tubo foi incubado por cerca de 12 horas a 4°C para promover a precipitacdo do RNA. A
amostrafoi entdo centrifugada a 8.000 x g por 30 min e o precipitado foi ressuspenso em
1,8 mL de agua DEPC e acrescido de 0,2 mL de acetato de sddio 2M e 3,6 mL de etanol
96%. ApGs precipitacdo de 6 horas a-20°C, a solucéo foi centrifugada a8.000 x g por 10
min e em seguida, o precipitado foi lavado em etanol 70% e depois de seco, ressuspenso
em &gua DEPC.

As amostras de RNA total foram quantificadas em espectrofotdmetro (Azeonm) € @
sua qualidade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampéo TBE
(Tris-borato 90mM e EDTA 1mM, pH 8,0) contendo 0,2 ug/mL de brometo de etideo. O
padrédo de bandas do RNA foi visuaizado sob luz ultravioleta e fotografado com o
sistema de fotodocumentacéo Eagle Eye I (STRATAGENE).

Para as reages de RT-PCR todas as amostras foram tratadas com RQI1 DNase
RNase-free (PROMEGA), conforme as recomendagbes do fabricante. As amostras
foram incubadas em tampé&o de reacdo (TrissHCI 40 mM, pH 8,0; MgS0, 10 mM e
CaCl, 1 mM) por 45 min a 37°C e extraidas com igual volume de fenol e de
cloroférmio: dcool isoamilico apos centrifugagdo a 11.000 x g por 2 min a4°C. A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo e redlizada uma outra extragdo com
cloroférmio:@cool isoamilico (24:1). A fase aquosa foi submetida a precipitagdo com
acetato de sodio 3M e etanol 96% por 1 hora a -20°C e depois centrifugada a 12.000 X g
por 15 min. O precipitado foi lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em égua
DEPC. As amostras foram novamente quantificadas em espectrof otdmetro.

A primeira fita de cDNA foi sintetizada usando o kit SuperScript™ First-Strand
Synthesis System (INVITROGEN) de acordo com as recomendacfes do fabricante. As
amostras de RNA total (2 ug) foram incubadas com 1 pL de oligo (dT)12-18 @ 70°C por 10
min e em seguida, incubadas no gelo. Foram adicionados tampé&o de PCR (Tris-HCI 20
mM, pH 8,4 e KCl 50 mM), MgCl, 5 mM, 0,5 mM dos quatro desoxirribonucleotideos
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), e DTT 5 mM, e estas foram incubadas a 42°C por 5 min.
Em seguida, foram adicionadas 200 U da enzima transcriptase reversa e as amostras foram
incubadas a 42°C por 50 min e a 70°C por 15 min. Ap6s a sintese da primeira fita de
cDNA, o RNA foi degradado pela adi¢cdo de 1U de RNAse H sob incubagdo a 37°C por 20
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min. Para cada amostra foi feito um controle negativo que continha todos os reagentes
menos a transcriptase reversa. Nesta etapafoi feita umareacéo controle usando 0s primers
de actina 3 de soja, com a finalidade de verificar a contaminagdo das amostras de RNA
com DNA genbémico e normaizar as concentracdes de cDNA molde. A reacdo de
amplificacdo a partir do DNA gendmico de soja com os primers da actina 3, produz um
fragmento de 520 pb. A reacdo a partir do cDNA gera um fragmento de 440 pb devido a
remocao de um intron de 80 pb.

2.3 Construcio de primers especificos e isolamento dos fragmentos dos genes que

codificam a P34 e os inibidores BBI

A escolha da regido do cDNA dos genes que codificam a proteina P34 e os
inibidores do tipo BBI que seria amplificada foi determinada com base em andlises in
silico com 0 auxilio dos programas TACG (http:/workbench.sdsc.edu) e BLOCK-iT™
RNAi Designer (INVITROGEN) (https://rnaidesigner.invitrogen.com/sirna/). O

programa TAGC foi utilizado para a construgdo do mapa de restricdo de todas as

sequéncias. Esse mapa permitiu a escolha das enzimas de restricdo adequadas para 0s
experimentos de clonagem. Ja o programa BLOCK-iT™ RNAi Designer forneceu os
potenciais SSIRNAs que poderiam se formar a partir de cada sequiéncia de interesse numa
ordem de classificagdo. Assim, a regido escolhida para amplificagdo compreende os
melhores ssIRNAs obtidos.

Os oligonucleotideos especificos foram construidos, a partir de seqiiéncias de
cDNA depositadas em banco de dados publico — GenBank (National Center for
Biotechnology Information — NCBI), com auxilio do programa “ Primer3 Input Program”
(http://www.genome.wi.mit.edu//cgi-bin/primer/primer3.cgi).  Sitios de  restricdo

reconhecidos pelas enzimas Xho | - Kpn | € Xba | — Cla | foram adicionados em seus
terminais opostos, para a amplificacdo dos fragmentos sense € antisense,
respectivamente. Par@metros que atestam a viabilidade de uso destes oligonucleotideos
foram determinados com o auxilio do programa QuickPrimer do pacote DNASTAR
(DNASTARINC.). Assequéncias estdos descritas na Tabela 1.



Tabela 1: Sequéncia dos primers desenhados para amplificagdo dos fragmentos sense e antisense dos genes

N° Acesso  Gene alvo Primers Seqiiéncia Sitio de Restricio
P34 sense-F 5 GGC CTC GAG GCA CAT GCA ATA GCA ACA GG 3 Xho |
J05560.1 P34 P34 sense-R 5 GGC GGTACCTCC CCCGGT GTATAAATGAA 3 Kpn |
P34 antisense-F 5 GGC ICTAGA GCA CAT GCA ATA GCA ACA GG3 Xba |
P34 antisense-R 5 GGCATC GATTCCCCCGGTGTATAAATGAA 3 Clal
BBIA sense-F 5 GGC CTC GAG GAC GAA CAT GGT GGT GCT AA 3 Xho |
X68704.1 BBI-A BBIA sense-R 5 GGC GGTACCTAT CTGAACAGCGGCATTGA 3 Kpn |
BBIA-antisense-F 5 GGC ICT AGA GAC GAA CAT GGT GGT GCT AA 3 Xba |
BBIA-antisense-R 5 GGCATC GATTAT CTGAACAGCGGCATTGA 3 Clal
BBIC sense-F 5 GGC CTC GAG CGCATGGAACTGAACCTCTT 3 Xho |
X68705.1 BBI-CII BBIC sense-R 5 GGC GG TACCTGT AGCAGA AGTCGGTGG TG 3 Kpn |
BBIC-antisense-F 5 GGC ICTAGA CGCATG GAACTGAACCTCTT 3 Xba |
BBIC-antisense-R 5 GGC ATC GATTGT AGC AGAAGT CGGTGG TG 3 Clal
BBID sense-F 5 GGC CTC GAGTTT CCT TGT GGG GGT TACAG 3 Xho |
X68706.1 BBI-DllI BBID sense-R 5 GGC GGT ACCGCA GAA GTCGTT GGT GTCAA 3 Kpn |
BBID-antisense-F 5 GGC ICTAGATTT CCT TGT GGG GGT TACAG 3 Xba |

BBID-antisense-D

5 GGC ATC GAT GCA GAA GTCGTT GGT GTCAA 3

Cla |
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2.4 Amplificacio e clonagem no vetor pGEM-TEasy

As reagoes de amplificacdo a partir de cDNA de sementes de soja maduras dos
fragmentos sense e antisense foram conduzidas no termociclador GeneAmp® PCR
System 9700 (APPLIED BIOSY STEMS), com periodo inicia de desnaturacdo a 94°C
por 2 min, seguido por 35 ciclos (94°C por 30 s; 60°C por 30 s; e 72°C por 20s) e um
periodo adicional de extensdo a 72°C, por 3 min. Cada reacéo continha, em 25 pl, 0,5 pl
da reacdo de sintese de cDNA, Tris-SO,60 mM (pH 8,9), (NH,),SO,; 18 mM, MgSO, 2
mM, dNTPs 0.2 mM, 0,4 uM de primers e 1U de Platinum® Tag DNA Polymerase High
Fidelity (INVITROGEN).

Ap6s a amplificagdo as amostras foram purificadas por meio do kit QlAquick
PCR Purification (QIAGEN INC) e ligado ao vetor pGEM T-Easy (PROMEGA), de

acordo com as recomendagdes do fabricante.

2.5 Transformacdo de Escherichia coli DH5o ultracompetentes e analise dos

transformantes

Células de Escherichia coli DH5a ultracompetentes foram transformadas por
chogue térmico segundo Maniatis et al. (1989). Em 100 ul de células ultracompetentes
foram adicionados 5 pl da reacdo de ligagéo e esta mistura foi incubada em gelo por 30
min. O choque térmico foi realizado a 42°C por 45 s seguido de umaincubagdo em gelo
por 2 min. Para recuperacéo das células, foram adicionados 800 pl de meio SOC (0,5%
de extrato de levedura, 2% de triptona, NaCl 10mM, KCI 2,5mM, MgCl> 10 mM,
MgSO, 10 mM) e a cultura foi incubada a 37°C por uma hora a 150 rpm. Apos esse
periodo, as células foram concentradas a 1500 x g por 5 min em centrifuga 5415D
(Eppendorf), ressuspensas em 200 yl de meio SOC, dos quais100 ul foram plaqueados
em meio LB sdlido contendo ampicilina 50 pg/ml, 1 mg de X-Gal e 100 uM de IPTG.
As placas foram incubadas a 37°C por cercade 16 horas.
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Para andlise dos transformantes, 10 col6nias isoladas foram repicadas em meio
solido e analisadas por PCR. Cada reacdo continha TrisHCl 10mM pH 8,3, KCI 50
mM, MgCl, 2,0 mM, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 mM de primers especificos e 1,5 ul de Tag
DNA Polimerase. As col6nias que mostraram a amplificacdo do produto esperado foram
inoculadas em meio LB liquido contendo ampicilina 50 ug/ml e incubadas a 37°C
durante 16 horas sob agitagdo. Apés o crescimento, as bactérias foram aliquotadas em
gliclerol 25%, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. O DNA
plasmidial foi extraido por meio do kit Wi zard®Plus SV Minipreps (Promega) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. A clonagem foi confirmada utilizando-se amostras
de DNA plasmidial em reacbes de PCR redlizadas como descrito anteriormente,
clivagem por enzimas de restri¢ao e sequénciamento.

A clivagem inicia do fragmento sense foi realizada com 500 ng de DNA, 5U da
enzimaKpn | e tampdo de clivagem (Tris-HCl 10 mM pH 7,5, MgCl, 7mM, KCI 50 mM
e DTT 1 mM) por 1 hora a 37°C. Em seguida, foram adicionados tampéo de clivagem
(Tris-HCI 50 mM pH 8,0, MgCl> 10mM e NaCl 50 mM), 5U de Xho | e égua em
guantidade suficiente para dobrar o volume da reagdo inicial. A reacdo foi novamente
incubada a 37°C por uma hora. J& para os fragmentos antisense, a clivagem foi realizada
com 500 ng de DNA, 5U da enzima Cla | e tamp&o de clivagem (TrissHCI 50 mM pH
8,0, MgCl, 10mM e NaCl 50 mM) por 1 hora a 37°C. Em seguida, foram adicionados
1,7 pl de NaCl 0,5 M, 5U de Xba | e areagdo foi incubada a 37°C por mais 1 hora. O
resultado da clivagem foi visualizado em gel de agarose 0,8%.

O sequienciamento dos clones recombinantes foi realizado utilizando-se o kit ABI
PRISM BigDye® IIl v 3.1 Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (APPLIED
BIOSYSTEMS) e o sequenciador automético ABI PRISM 377 Genetic Analyzer
(APPLIED BIOSY STEMS). As reagtes de sequienciamento foram conduzidas de acordo
com a técnica de sequenciamento por terminacdo de cadeia por dideoxinucleotideos
(ddNTPs), descrita por Sanger et al. (1977). As reagdes de amplificacdo linear foram
realizadas usando termociclador (APPLIED BIOSYSTEMS), GeneAmp® PCR System
9.700, programado para um periodo inicia de desnaturacéo a 96°C, por 2 min, seguido
por 25 ciclos (96°C, por 30 s; 50°C, por 20 s; e 60°C, por 4 min). Foram utilizados os

primers universais: M13F e M13R. Os produtos de extensdo, produzidos na reagdo de

37



seqlienciamento, foram purificados pela adi¢éo de 0,1 volumes de Acetato de Sodio 3M
(pH 4,8), 2 volumes de etanol 95% (v/v) e incubagdo a temperatura ambiente por 15
min. Os fragmentos foram coletados por centrifugacdo (10.000 x g por 20 min) e 0
precipitado foi lavado com etanol 70% (v/v), seco atemperatura ambiente e, em seguida,
ressupenso em tampdo de corrida (17% azul de bromofenol:83% de formamida).
Finamente, os fragmentos foram desnaturados a 94°C por 5 min e separados por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 4,5%.

A sequéncia dos clones isolados foram analisadas pelo Programa Segman do
pacote DNASTAR (DNASTAR Inc.) e o ainhamento com outras sequéncias
depositadas no GenBank foi realizado com o auxilio do BLAST (Altschul et al., 1997).

2.6 Clonagem em vetores pKANNIBAL e pBKN

Para a clonagem em vetores pKANNIBAL e pBKN, os fragmentos sense e
antisense foram liberados do vetor pGEM T-Easy com as enzimas de restricéo
adequadas. A clivagem foi realizada conforme ja descrito no item 2.5 e os produtos
excisados do gel e purificados com o auxilio do kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN
INC.)

A sequéncia sense foi ligada em vetores pKANNIBAL e pBKN, também
digeridos conforme descrito anteriormente, e para cada 10 ul da reacéo de ligacéo
utilizou-se 10 ng do vetor clivado, 50 ng do inserto clivado, tampéao de reacédo (Tris-HCI
50 mM pH 7,6, MgCl, 10 mM, ATP 1 mM, DTT 1 mM e 25% de polietileno glicol-
8000) e 1U de T4 DNA ligase (INVITROGEN). A mistura foi incubada a 4°C por 16
horas.

A andise dos transformantes e a confirmagao da clonagem foi feita utilizando-se
PCR de colbnias e amostras de DNA plasmidia em reacdes de PCR e clivagem por
enzimas de restri¢do realizadas como descrito anteriormente.

Para a clonagem da seqUéncia antisense, 0s clones contendo a sequéncia sense

foram clivados, conforme descrito anteriormente, com Xba | e Cla | e utilizados como
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vetores. A reacdo de ligagdo, a transformagdo e a andlise de transformantes foram
realizadas como o descrito para a clonagem da sequénciasense.

2.7 Clonagem no vetor pCAMBIA 3301

As construgoes, contidas nos clones pKNXi e pBKNX, foram transferidas para o
vetor bindrio pPCAMBIA 3301. Esse vetor, de 11307 pb, contém uma regido de T-DNA
(5077 pb) e apresenta o promotor 35SCaMV dirigindo a expressdo do gene gus (que
codifica a B-glucuronidase), o terminador do gene que codifica a nopaina sintase
(NOS), dém do gene bar para a selecdo em plantas. Esse gene codifica a enzima
fosfonitricina acetiltransferase, que confere resisténcia a herbicidas que contenham
glufosinato de ambnio como composto ativo. Os cassetes foram liberados dos vetores
intermediarios por meio de clivagem com as enzimas Sac | e Pst 1. As condi¢des de
clivagem, purificagdo dos fragmentos, ligagdo, transformacdo e andlise de
transformantes foram realizadas de acordo com o descrito anteriormente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a construcdo dos cassetes de expressdo, o cDNA foi sintetizado a partir de
RNA total de sementes de soja e os fragmentos obtidos por PCR. O tamanho dos
fragmentos visualizados correspondeu ao tamanho esperado para o produto amplificado
a parttir dos primers Sintetizados para este trabaho. Estes tamanhos eram,
aproximadamente, 400 pb de bases para os fragmentos referentes a P34 e 200 pb para
agueles referentes a0 BBI. O uso de segiéncias relativamente pequenas para
silenciamento tem sido bastante descrito em trabal hos semel hantes aquele aqui reportado
(Ogitaet al., 2004, Gilissen et al., 2005; Miles et al., 2005). Além de ser suficiente para
garantir um silenciamento eficaz, pequenos fragmentos sdo de fécil manipulacdo e
favorecem a eficiéncia de clonagem e transformac&o ja que a construcéo de cassetes de
expressao geralmente envolve vetores de alto peso molecular.

Antes da construcédo dos cassetes de expressdo, foram realizados ensaios de RT-
PCR para a andlise da expressdo dos genes de interesse em sementes de soja col etadas
a0 longo de todo o periodo de enchimento do gréo (Figura 1A) e em outros 0rgaos
vegetais - raiz, caule e folha (Figura 1B). Embora a utilizagdo da técnica de RT-PCR
como méodo para andlise quantitativa de expressdo génica sga discutivel (Bustin,
2000), este método foi escolhido porque o objetivo maior dos experimentos seria a
andlise qualitativa da expressdo génica. Outra vantagem se refere a facilidade de
execucdo da metodologia. Como controle interno foi utilizado o gene de actina de soja
gue é expresso constitutivamente.

A andlise por RT-PCR mostrou que os genes analisados sao expressos em todos
0s 6rgéos vegetais e durante todos os estagios de desenvolvimento da semente. O padréo
de expressdo revelou-se uniforme em todos os 6rgéos analisados. Kalinski et al. (1992)
analisaram a presenca de mRNA e da proteina P34 em partes da semente (cotilédones,
aleurona, etc) e em raizes, caules e folhas de soja Embora o mRNA tenha sido detectado
em toda a planta, a proteina so foi encontrada na semente. Segundo esses autores, como
a P34 pertence a uma superfamilia de tiol-proteases, 0 mMRNA detectado n&o codificaria
a proteina P34 mas outras proteases relacionadas. No entanto, Cheng et al. (1998)

detectaram a proteina P34 em folhas, raiz, caule e suspensdo celular de dois

40



P34 Actina (+) Actina (-)
1234567 8M1 23456 78M1234567 8

A) L [
<«— 400 pb
'er"“““'“ =
# -
BBI-CII BBI-DII BBI-A
M12 3456 78M 12345678M1 23456 78
- - -

200pb __p 4 = 5
umnzm QST Y YRR
- -
P34 Actina (+) Actina (-)
B) M 1 2 3 4 M 1 2 3 4 1 2 3 4
P —
— —

400 pb —>_----- .:_"h"--

— =

BBI-CII BBI-DII BBI-A
M 1 2 3 4 M 1 2 3 4 M 1 2 3 4
— — —
” . i -

-_-

200pb _ Sames -ggn == ""

Figura 1: Ensaios de RT-PCR para andlise da expressdo génica dos genes que

codificam a proteina P34 e os inibidores de protease do tipo Bowman-Birk. (A)

apresenta os resultados dos ensai os realizados a partir de cDNA obtido de RNA extraido

de sementes coletadas durante o desenvolvimento da semente da soja. Osnimerosde 1 a

8 representam 0s oitos estagios de desenvolvimento da semente. Em (B) est4

representado a analise da expressdo dos genes de interesse em outros 6rgaos vegetais. Os

nimeros de 1 a4 se referem araiz, caule, folha e semente, repectivamente. Os controles,

positivo e negativo, de cada ensaio foram feitos com actina e M refere-se a0 marcador

de tamanho de 100 pb (INVITROGEN).
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cultivares de soja. De acordo com Herman (2005), a presenca de P34 em células
vegetativas esta relacionada com o gene de resisténcia RPG4. Ensaios com imunoblot
mostraram que a proteina € mais abundante em linhagens de soja resistentes a
Pseudomonas. Qu et al. (2003) demonstraram, em arroz, que inibidores do tipo BBI
também sdo expressos em folhas, raiz e 6rgaos florais. Além disso, a super-expressdo de
BBl em plantas tranggénicas de arroz resultou na resisténcia ao fungo patogénico
Pyricularia oryzae, indicando que inibidores de protease podem ter um papel na defesa
sistémica de plantas de arroz. Diante disso, 0 silenciamento destes genes ndo deve ser
governado por promotor constitutivo, ja que sua presenca em soja também pode estar
rel acionada com resisténcia a doencas.

A clonagem dos fragmentos correspondentes aos genes de interesse foi feita a
patir de cDNA de sementes maduras. Os fragmentos sense e antisense de cada gene
foram sintetizados por PCR, purificados e individualmente clonados no vetor pGEM T-
Easy. Apl6s a transformacdo de células ultracompetentes de Escherichia coli, 10
colbnias recombinantes, para cada tipo de inserto, foram analisadas por meio de PCR
usando primers M13 e todas continham o fragmento esperado. Uma col6nia de cada
experimento foi escolhida e a clonagem foi confirmada por PCR com primers
especificos para cada fragmento (Figura 2A), por clivagem com enzimas de restricéo

(Figura2B) e por meio de segquénciamento dos DNAS plasmidiais dos clones isolados.

P34 BBI-A BBI-CII BBI-DII P34 BBI-A BBI-CII BBI-DII
M 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8 M
A) g B) e
e — L —
— e e
-—— e gm am Em e S — s B o

- [——

Figura 2: Ensaios para confirmacdo da clonagem dos fragmentos sense e
antisense de cada gene de interesse no vetor pGEM-TEasy. (A) representa a reacdo de
PCR e (B) areacdo de clivagem com DNA plasmidia dos clones isolados. As canaletas
impares representam os fragmentos sense e as pares, 0s fragmentos antisense. M refere-e
a0 marcador de tamanho del100 pb (INVITROGEN).

42



As sequéncias apresentaram 349 pb (P34), 224 pb (BBI-A), 242 pb (BBI-CIl) e
263 pb (BBI-DII). Cada uma delasfoi alinhada com demais seqliéncias depositadas no
GenBank, com o auxilio do BLAST, o que confirmou a similaridade de cada fragmento
com as sequéncias dos genes aos quais eles se referem (Figura 3).

Posteriormente, os fragmentos sense foram liberados do vetor pGEM-TEasy por
meio de clivagem com as enzimas Xho | e Kpn |, purificados e ligados aos vetores
pKANNIBAL e pBKN. A clonagem foi confirmada por PCR e clivagem enziméatica do
DNA plasmidia de clones isolados. Os clones positivos foram denominados pKNXs e
pBKNXs quando foram utilizados os vetores pKANNIBAL e pBKN, respectivamente.
X serefere ao fragmento de interesse: P34, BBI-A, BBI-CII ou BBI-DII.

A)

Cl one P34 1 GTTCTTAAGCGCCATCCTTGAGCAACCAATTAGTGTCTCCATTGGATGCAAAAGATTTTC 60

R A R A R A A AR ARy
J05560.1 785 GTTCTTAAGCGCCATCCTTGAGCAACCAATTAGTGTCTCAATTG- ATGCAAAAGATTTTC 843

Clone P34 61  ATTTATACACCGGGGGGAATTTATGATGGAGAAAACT GTACAAGTCOGTATGGGATTAAT 120
IIIIIIIIII||II|*IIIII|I|II|IIIIIIIIIIIII||II||||IIIIIIIIIIII
J05560.1 844 ATTTATACACCGGGG- GAATTTATGATGGAGAAAACT GTOCGTATGGGATT 902
Clone P34 121 CACTTTGITTTACTTGTGGGT TATGGT TCAGCGGATGGT GTAGATTACTGGATAGCGAAA 180
NN R AR A A AR
J05560.1 903 CACTTTGITTTACTTGIGGGI TATGGT TCAGCGGATGGT GTAGATTACTGGATAGCGAAA 962
Clone P34 181 AATTCATGGGGAGAAGATTGGGGAGAAGATGGT TACATTTGGATCCAAAGAAACACGGGT 240

N A AN A N AR
J05560.1 963 AATTCATGGGGAGAAGATTGGGGAGAAGATGGTTACATTTGGATCCAAAGAAACACGGGT 1022

Clone P34 241 AATTTATTAGGAGIGTGIGGGATGAATTATTTCGCTTCATACCCAACCAAAGAGGARTCA 300

|IIIIII|II||II||||II||IIIIII||IIII||IIII||II|IIIIIII|I|I*|II
J05560. 1 1023 AATTTATTAGGAGTIGTGTGGGATGAAT TATTTCGCT TCATACCCAACCAAAGAGGAATCA 1082
Clone P34 301 GAAACACTGGTGICTGCTCGOGTTAAAGGTC 331

U
J05560.1 1083 GAAACACTGGTGTCTGCTCGCGTTAAAGGTC 1113

B)

Clone BBIA 1  GACGAACATGGTGGTGCTAAAGGTGTGITTGGTGCTACTTTTCCTTGTGGGGGGTACTAC 60
R AR A A A A A A A
X68704.1 18  GACGAACATGGTGGTGCTAAAGGTGIGTTTGGTGCTACTTTTCCTTGTGEGGEGTACTAC 77
Clone BBIA 61  TAGTGCCAACTTGAGGCTGAGTAAGCT TGGCCTGCTCATGAAAAGTGATCATCATCAACA 120
AR A A R e A A
X68704.1 78  TAGTGCCAACTTGAGGCTGAGTAAGCT TGGUCTCCTCATGAAAAGTG- - - ATCATCAACA 134
Clone BBIA 121 CTCAAATGATGATGAGTCTTCAAAACCATGCTGTGATCAATGCGOGT GOGCGGOGTCAAA 180

RN N AR R R R AN AR A RN
X68704.1 135 CTCAAATGATGATGAGTCTTCAAAACCATGCTGTGATCAATGCOGCATGCACAAAGTCAAA - 194

Clone BBIA 181 CCCTCCTCAATGCCGCTGITCAGATA 206

AR R,
X68704.1 195 CCCTCCTCAATGCCGCTGITCAGATA 220
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)

Clone BBIC 1 CGCATGGAACTGAACTCTTTTCAAAAGT GGATCACTCATCAAGTGGATGATGAGICTTCA 60

R R R A AR R N A NN AR RN AR AR AN
X68705.1 32  CGCATGGAACTGAAC- CTCTTCAAAAGTG ATCACTCATCAAGTG- ATGATGAGTCTTCA 88

Clone BBIC 61  AAAYCATGCTGIGCATCTCTGCATGTGCACAGCCTCAATGCCACCTCAATGCCATTGTGC 120

R AN R AR R A AR AR
X68705.1 89  AAACCATGCTGTG- ATCTCTGCATGTGCACAGCCTCAATGCOCACCTCAATGCCATTGTGC 147

Clone BBIC 121 AGATATTAGGITGAATTCATGTCACTCAGCTTGTGATCOGCTGTGCGTGCACACGCTCGAT 180

IIIIIII*IIIIIIIII|II||I|IIIIIIIIIIIIIIII||II|||III||I|*IIIII
X68705. 1 148 AGATATTCGGTTGAATTCATGT! CAGCTTGTGATCGCTGIGCGTGCACACGGTCGAT 207

Clone BBIC 181 GCCAGGCCAGIGICGTTGCCTTGACACCACCGACTTCTCCTACA 224

U R AR A
X68705.1 208 GOCAGGCCAGTGICGITGCCTTGACACCACCGACTTCTGCTACA 251

D)

Clone BBID 1 TTTCCTTGI GGGGEGT TACAGCT GCACGCATGGAACTGAGCT TCTTCAAAAGT GA- - - GTC - 57

R U R R U R el
X68706.1 59  TTTCCTTGTGGGGGT TACAGCTGCACCGATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGTGATCAGIC 118

Clone BBID 58  AGCCAGITATGCATGATGATGAGTATTCAAAACCATGCTGTGATCTCTGCATGTGCACAC 117

I*I*IIIIIII*III|||II||I|IIIIIIIIIIIIIIII||II|||IIIIIIIIIIII|
X68706. 1 119 ATCAAGITATG ATGATGATGAGTATTCAAAACCA GTGATCTCTGCATGT 177

Clone BBID 118 GCTCAATGCCTCCTCAATGCAGCTGGGAAGATATTAGCCTGAATTCATGCCACTCAGATT 177

IIIIIIIIII||II||||II||I|I*||||IIII|IIIIIII||IIII||II|I|IIIII
X68706.1 178 CAATGCCTCCT CAATGCAGCTGT GAAGATAT TAGGCTGAATTCATGCCACTCAGATT - 237

Clone BBID 178 GTAAGAGCTGTATGTGCACACGCT CACAGCCAGGACAGTGCCGTTGTCTTGACACCAACG 237

R R A A A Ay
X68706.1 238 GTAAGAGCTGIATGTGCACACGCTCACAGCCAGGACAGTGTCGTTGTCTTGACACCAACG 297

Clone BBID 238 ACTTCTGC 245

LTI
X68706.1 298 ACTTCTGC 305

Figura 3: Alinhamento entre as sequéncias clonadas e as sequéncias de cDNA,
depositadas no GenBank, que dos genes que codificam as proteinas P34 (A), BBI-A (B),
BBI-ClI (C), BBI-DII (D). As barras em azul indicam as bases idénticas no alinhamento

Para a clonagem dos fragmentos antisense, estes também foram liberados do
vetor pGEM-TEasy e os clones pKNXs e pPBKNXs foram utilizados como vetores. A
clonagem foi confirmada da mesma forma utilizada para os fragmentos sense. Os clones
foram denominados pKNXi e pBKNXi e as construgdes apresentaram o tamanho

esperado (Figuras4-6).
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Figura 4: Reacdo de PCR para confirmagao da clonagem dos fragmentos sense e
antisense de cada gene de interesse nos vetores pKANNIBAL (A) e pBKN (B). As
canaletas impares representam os fragmentos sense e as pares, os fragmentos antisense.
M refere-e ao marcador de tamanho de 100 pb (INVITROGEN).
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Figura 5. Reacd0 de clivagem para confirmacdo da clonagem dos fragmentos
sense € antisense de cada gene de interesse no vetor pKANNIBAL. As candetas
correspondem a liberagdo da construgdo inteira (1), do promotor (2), do intron (3), do
terminador (4), do fragmento sense (5) e do fragmento antisense (6). M1 refere-se ao
DNA de fago A clivado com as enzimas Eco RI, Bam HI e Hind Il1, utilizado como

marcador de peso molecular. M2 refereee a0 marcador de tamanho de 100 pb
(INVITROGEN).
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Figura 6: Reacd0 de clivagem para confirmacdo da clonagem dos fragmentos
sense € antisense de cada gene de interesse no vetor pBKN. As canaletas correspondem
a liberagdo da construgdo inteira (1), do promotor (2), do intron (3), do terminador (4),
do fragmento sense (5) e do fragmento antisense (6). M1 e M3 referem-se a0 DNA de
fago A clivado com as enzimas Eco RI, Bam HI, Hind Il e Eco RI, respectivamente,
utilizados como marcador de peso molecular. M2 refere-e ao marcador de tamanho de

100 pb (INVITROGEN).

Os clones pKNXi e pBKNXi contém o cassete com a estrutura necessaria para o
silenciamento dos genes de interesse, mas n&o apresentam uma marca para selecéo em
plantas. Além disso, como a transformacdo de plantas sera realizada por meio de
Agrobacterium tumefaciens, uma estrutura de T-DNA também se faz necessaria. Assim
as construcdes foram liberadas dos clones pKNXi e pBKNXi e inseridas no vetor binario
pCAMBIA 3301. Novamente, a clonagem foi confirmada por PCR e clivagem

enzimatica de DNA plasmidial de clones isolados, que foram denominados pXi e pBXi.
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As representagdes esqueméticas dos clones obtidos estdo apresentadas nas
figurasde 7 a 10.

Para assegurar que o slienciamento génico ocorra de forma mais eficiente o tipo
de construcéo e o gene alvo utilizados devem ser destacados.

Cartea et al. (1998) mostraram o efeito do silenciamento do gene Fad2-1 que
codifica a enzima -6 dessaturase microssomal em Arabidopsis, usando construcoes
antisense € CO-SUPressdo. A CONnStrugcdo semse para CO-SUPresséo promoveu uma
freqiéncia de silenciamento de 10% entre as 41 plantas transgénicas obtidas. A
construcé@o antisense produziu aproximadamente 15% de plantas transgénicas exibindo
silenciamento. Esses resultados ficam bem abaixo daqueles obtidos por Singh et al.
(2000), utilizando construgdes tipo hpRNA e ihpRNA. Quando estas construcdes foram
expressas em Arabidopsis, cerca de 69% das plantas transgénicas mostraram
silenciamento e quando o espacador entre as repeticoes invertidas foi substituido por um
intron, 100% dos regenerantes mostraram silenciamento do gene da m6-dessaturase. Em
soja, vérios trabalhos sdo citados na literatura. Nunes e colaboradores (2006)
silenciaram, via interferéncia por RNA, o gene GmMIPS1, que codifica enzima a mio-
inositol-1-fosfato sintase, visando a obtencdo de sementes com contelido reduzido de
fitato. Embora o silenciamento tenha sido altamente eficiente, as sementes obtidas néo
foram viavies. O fitato € uma molécula reserva de grupamentos fosfatos que sdo
importantes durante 0 processo de germinacdo das sementes. Esta construgcdo sera
empregada na transformagao de fruteiras para a obtencéo de frutos sem sementes.

De acordo com Kerschen et al. (2004) a eficiéncia do processo de silenciamento
também é dependente do gene considerado como alvo. Esses pesquisadores, por meio de
um protocolo de RT-PCR quantitativo, analisaram linhagens transgénicas de
Arabidopsis que visavam o silenciamento de 25 genes enddgenos diferentes. Essa
andise revelou que linhagens independentes, homozigotas, que apresentavam inser¢éo
de uma Unica cépia do transgene e que tinham 0 mesmo gene como avo apresentaram
niveis de reducdo do transcrito na mesma extencdo. Linhagens que apresentaram
insercbes multiplas diferiram no grau de reducdo do mRNA avo, mas nunca excederam
0s niveis apresentados por linhagens com inser¢do Unica. A reducdo maxima dos niveis
dos transcritos variou de acordo com o gene avo. Estas observagdes sugerem que cada
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seqiiéncia de mRNA avo possui um grau inerente de susceptibilidade a degradacéo
mediada por dsRNA.

Com relacéo ao presente trabalho, em uma proxima etapa, nos cotiledonares de
soja serdo transformados e as linhagens que apresentarem baixo teor ou auséncia das

proteinas em questdo seréo incorporadas ao Programa de Melhoramento da Qualidade
da Sojado BIOAGRO/UFV.
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Figura 7: Representacdo esquematica dos clones contendo as construcgdes para silenciamento génico, via interferéncia por

RNA, da proteina P34 em soja. Os cassetes estéo sob controle do promotor CaMV 35S (A) e do promotor do gene da subunidade o da

B-conglicinina (B).
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Figura 8: Representacdo esquemdtica dos clones contendo as construgdes para silenciamento génico, via interferéncia por

RNA, do inibidor BBI-A em soja. Os cassetes estdo sob controle do promotore CaMV 35S (A) e do promotor do gene da subunidade a

dap-conglicinina (B).
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Figura 9: Representacdo esquemética dos clones contendo as constructes para silenciamento génico, via interferéncia por

RNA, do inibidor BBI-CII em soja. Os cassetes etdo sob controle do promotor CaMV 35S (A) e do promotor do gene da subunidade
a da p-conglicinina (B).
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Figura 10: Representacdo esquematica dos clones contendo as construgdes para silenciamento génico, via interferéncia por
RNA, do inibidor BBI-DII em soja. Os cassetes estdo sob controle do promotor CaMV 35S (A) e do promotor do gene da subunidade

a da p-conglicinina (B).



4, CONCLUSOES

- Foi possivel isolar e clonar fragmentos referentes a regido codificadora dos
genes que codificam a proteina Gly mBd 30K (P34) e os inibidores de protease do tipo

Bowman-Birk.

- Foram obtidos dois cassetes de expressdo para silenciamento génico, via
interferéncia por RNA, da proteina Gly mBd 30K (P34) e seis cassetes para 0
silenciamento génico de inibidores de protease do tipo Bowman-Birk.

5. PERSPECTIVAS

- Agrobacterium tumefaciens sera transformada com esses cassetes e utilizadas

para transformagdo genética de nos cotiledonares e/ou embrides sométicos de soja.

- As possivel's variedades com baixo teor ou auséncia das proteinas de interesse

serdo incorporadas no Programa de Melhoramento de Qualidade da Soja do
BIOAGRO/UFV.
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