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Resumo

A proteina SBP (Sucrose Binding Protein) foi inicialmente identificada pela
sua capacidade de se ligar a sacarose e parece estar envolvida na via de
translocacdo de sacarose em plantas superiores. Nesta investigacdo, foram
isolados de uma biblioteca genémica de soja, propagada em | ZAPII, dois clones
gendmicos, que correspondem as formas alélicas do gene SBP2. O numero de
copias génicas da familia SBP foi estimado por Southern blot e por FISH
(Fluorescence in situ Hibridization), utilizando o cDNA SBP e o clone genémico
SBP2 como sondas, em laminas com nucleos interfasicos de soja. O padrao de
hibridizacdo demonstrou a existéncia de dois pares de genes homélogos, com
razdo de hibridizagdo diferente, representando os dois genes distintos, SBP e
SBP2.

Para investigar a funcionalidade da sequéncia do promotor SBP2,
aproximadamente 2,0 quilobases da regido 5’ foram sequenciadas e fusionadas
aos genes repoérteres GUS (beta-glucuronidase) e GFP (Green Fluorescent
Protein) e analisados em plantas de tabaco transgénicas. Os ensaios
histoquimicos demonstraram que ambos 0s promotores exibem expressao tecido-
especifica. Estes resultados foram confirmados pela fluorescéncia tecido-
especifica da expressédo de GFP. Consistente com seu envolvimento no transporte
de sacarose a longa distancia, os promotores SBP2 dirigiram a expressao dos
genes reporteres com alta especificidade para o floema de todos os Orgados
analisados, como meristema, caule, folha e raiz. Entretanto, altos niveis de
expressdao foram observados predominantemente no meristema e em folhas-
dreno. Foi também demonstrado que o promotor SBP2 é regulado de modo
dependente da forma e da concentragdo de acucar disponivel no meio de cultura
de células de tabaco transgénico em suspensao.

Delecdes no promotor SBP2 foram feitas para a identificacdo de regides
contendo elementos regulatérios em cis. Ensaios histoquimicos com plantas

transgénicas contendo as constru¢des quiméricas com as dele¢cdes do promotor



demonstraram que o padrdo tecido-especifico do gene SBP2 é coordenado pela
interacdo entre elementos regulatérios positivos e negativos. A regido contida
entre as posicoes -2000 até -490 possui elementos positivos que potencializam a
expressao no floema, uma vez que a delecdo dessa regido causou um decréscimo
substancial na atividade do promotor. A dele¢do adicional do promotor até a
posicao -364 restaurou a atividade do promotor em todos os tecidos analisados.
Como consequéncia, a atividade quantitativa de GUS foi muito superior aquela
observada para o promotor intacto. Estes resultados indicam a presenca de um
elemento silenciador, na regido delimitada pelas posicdes -489 a -364. Além disso,
a regido de -363 a -132 possui um elemento positivo, responsavel pela expressao
no meristema radicular, uma vez que a delecdo deste fragmento silencia a
expressdo de GUS no meristema radicular. O padrdo de expressao tecido-
especifico, das construcdes quiméricas das delecdes do promotor, se correlaciona
com a distribuicdo dos elementos DOF na sequéncia do promotor, em associacao
com os elementos O2 e GCN4.

Coletivamente, estes resultados mostram que o promotor SBP representa
uma poderosa ferramenta biotecnolégica util para o direcionamento da expressao

de genes alvos para o tecido vascular de plantas de soja e tabaco transgénicas
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Introducéao Geral

As plantas superiores Sao organismos complexos e possuem
capacidade para diferenciar em tecidos altamente especializados, que exibem
funcdes vitais especificas. Esta especializacdo dos tecidos € acompanhada
pela perda da autonomia, o que torna indispenséavel a colaboracéo e a conexao
a longa distancia entre diferentes tipos celulares. Os elementos do floema e do
xilema formam uma rede capilar conectando érgdos-fonte e érgdos-dreno a
longa distancia. Os tecidos verdes sao dependentes do suprimento de agua e
sais minerais absorvidos pelo sistema radicular e transportados via xilema,
enquanto que os tecidos ndo verdes dependem do suprimento de carbono
fixado em 6rgdos-fonte e transportado via floema (Esau, 1965). A existéncia de
uma rede de transporte a longa distancia bem coordenada foi um pré-requisito
para o desenvolvimento evolucionario das plantas superiores (Behnke, 1989).

Na maioria das plantas, a forma predominante de fotoassimilado
transportado a longa distancia € a sacarose, em contraste com as hexoses,
que predominam no reino animal. O transporte de sacarose de orgaos-fonte
para orgdos-dreno envolve inicialmente uma rede de transporte a curta
distancia, célula-a-célula, onde o floema é carregado com a sacarose
produzida nas células fotossintéticas do mesofilo e descarregado para os
tecidos nao fotossintéticos nos 6rgaos-dreno. O transporte de sacarose célula a
célula ocorre via plasmodesmas (transporte simplastico) (van Bel e Gamalei,
1992) ou via proteinas transportadoras de sacarose utilizando o apoplasto
(transporte apoplastico). A sacarose presente no floema cria um alto potencial
osmotico interno, que dirige o transporte a longa distancia por fluxo de massa
(van Bel, 1996).

Nos ultimos 200 anos, a atividade humana provocou um aumento dos
niveis de CO, na atmosfera, elevando sua disponibilidade de 27 Pascais (Pa)
para 36 Pa (Griffin e Seemann, 1996), e a previsao € que estes valores dobrem
durante o século 21 (McElroy, 1994). Este aumento drastico esta ocorrendo
mais rapido do que a adaptacdo genética natural das plantas, o que provoca
uma alteragcdo no balanco funcional das reacbes da fotossintese. Sob o

aumento da disponibilidade de carbono as plantas respondem inicialmente com



um aumento na razao fotossintética (Stitt, 1991). Este fato provoca o aumento
da concentracao intracelular de acucares (Arp, 1991; Wullschleger et al., 1992)
causando um declinio na razéo fotossintética em um periodo de poucos dias,
(Curtis et al., 1995; Van Oosten e Besford, 1995), devido ao acumulo de
acucares observado nas folhas (Heineke et al., 1994). As rotas enzimaticas
envolvidas na fixagcdo de carbono sédo bem conhecidas e as propriedades das
enzimas individuais estdo bem entendidas (Taiz e Zeiger, 1998). Porém, os
mecanismos complexos que envolvem a regulacdo das diversas rotas
envolvidas neste processo permanecem desconhecidos. Neste contexto, a
compreensdo dos diversos mecanismos envolvidos na regulacdo da
fotossintese, do metabolismo e do transporte de aglcares nas plantas assume
uma importancia fundamental.

A fixacdo do CO; acontece nos cloroplastos das células do parénquima
palissadico do mesofilo, através das rea¢des do ciclo de Calvin, produzindo
triose-fostato. As moléculas de triose-fosfato sao direcionadas para varias rotas
biossintéticas como a biossintese de amido, de lipidios ou de aminoacidos nos
cloroplastos ou para a sintese de sacarose e aminoacidos no citosol. De
acordo com o requerimento da planta, a direcdo da biossintese é determinada
pela razdo de troca de triose-fosfato do cloroplasto com fosfato inorganico do
citoplasma (Fligge et al., 1989). A disponibilidade de fosfato inorganico
depende predominantemente da sintese de sacarose, que libera fosfato
inorganico em véarias etapas. O decréscimo da sintese de sacarose reduz os
niveis de fosfato inorgéanico, reduzindo o transporte de triose-fosfato para o
citosol, causando a deposicdo de amido secundario no cloroplasto e,
consequentemente, a fotossintese € reprimida. Isto funciona como um
mecanismo adaptativo do metabolismo de carbono, para requerimentos
momentaneos de estoque transiente ou transporte a longa distancia (Fligge et
al., 1989). Deste modo, um mecanismo regulatério fundamental tem sido
descoberto, em que a deteccdo do produto final da fotossintese (acglcares)
estimula ou reprime o aparato fotossintético através da regulacéo transcricional
dos genes envolvidos. Deste modo, os aclUcares podem agir como sinais
regulatérios que afetam a expressdo génica e conseqlentemente o

desenvolvimento da planta (Dijkwel et al., 1997).



As concentracfes de carboidratos podem afetar a expressao de genes
que codificam componentes fotossintéticos em duas rotas diferentes. A
auséncia de acucares leva a ativacao da expressao génica e a um aumento na
capacidade fotossintética (Van Oosten e Besford, 1994, 1995). Quando a
adicdo exbégena de acucares excede a capacidade para metabolizar ou
exportar, 0 aumento subsequente nas concentracdes internas de acucares
causa a repressao de genes para o aparato fotossintético e consequentemente
a da fotossintese (Sttit, 1991; Krapp et al., 1993). Estes dois efeitos distintos
sdo provavelmente o resultado de um dnico mecanismo regulatério, onde o
aumento da expressao, pela reducdo no teor de aglcares, pode ser o resultado
de uma de-repressédo do controle por acucar na transcricao (Koch, 1996).

Genes que respondem a carboidratos podem ser classificados como de
resposta a disponibilidade ou a escassez. Genes para fotossintese e
mobilizacdo de reservas normalmente s&o induzidos pela escassez de
carboidratos (resposta a escassez), enquanto que o aumento das
concentracfes de acUcares estimula a expressdo de genes de utilizacdo e
armazenamento (resposta a disponibilidade), independente da localizac&o
(tecidos fonte ou dreno) (Graham et al., 1994; Jang e Sheen, 1994; Thomas e
Rodriguez, 1994; Koch, 1996).

Até o momento, o fenbmeno de repressdo catabdlica, em que a
expressdo de um conjunto especifico de genes é reprimida na presenca de
glicose, tem sido extensivamente estudado em bactérias (Ullmann, 1996) e
leveduras (Gancedo, 1998), e muito ja € conhecido sobre tais mecanismos
regulatérios nestes sistemas. Tem sido mostrado que genes especificos séo
induzidos ou reprimidos em resposta a alteracdes nos niveis de carboidratos
em plantas (Sheen, 1994; Graham, 1996; Koch, 1996; Krapp et al., 1993; Stitt
et al., 1991; Stitt et al, 1995). As evidéncias sugerem gue 0S mecanismos
moleculares da expressado génica, em funcdo da concentracdo de certos
metabolitos como acgucares, sdo muito complexos (Ho et al., 2001). Em
organismos em gue a regulacdo metabdlica da expressao génica tem sido bem
caracterizada, existem evidéncias para varias rotas de transducdo de sinais
entre 0s niveis de agucares sollveis e a expressdo génica (Thevelein e
Hohmann, 1995). A regulacdo génica mediada por acucares tem sido descrita

atuando a nivel de transcricdo, processamento e estabilidade do mRNA, e a



niveis poés-transcricionais (Trevelein e Hohmann, 1995; Cereghino e Scheffler,
1996; Shen e Tye, 1995; Tung et al., 1992). A analise da atividade da enzima
invertase em células de milho em suspensao mostrou que ocorre repressao da
expressdo da enzima na auséncia de sacarose e o efeito inverso foi percebido
guando foram adicionadas concentracfes normais de sacarose ao meio de
cultura. Este efeito foi relacionado a regulacdo da regido 3’ ndo traduzida do
MRNA, onde o aumento do tamanho da regido 3’ ndo traduzida do mRNA da
invertase de parede pode interferir nos processos de estabilidade do mRNA e
na traducdo da proteina em células deficientes em sacarose (Cheng et al.,
1999).

Em relacdo a alocacdo de reservas, a habilidade em reconhecer
alteracdes nas concentracfes de acucares pode ter uma vantagem importante
na manutencao da planta, regulando seu metabolismo em tecidos-fonte para
responder as demandas dos tecidos-dreno. Existe um grande interesse na
dissecacdo dos processos de sinalizacdo que estdo envolvidos nas rotas de
reconhecimento e resposta a aclUcares. Em plantas, existem evidéncias da
existéncia de rotas mdultiplas de reconhecimento/resposta a acUcares, sendo
gue algumas destas vias, compreendem componentes encontrados em vias de
reconhecimento/resposta a acUcares de outros organismos. Existem trés
possiveis sistemas de reconhecimento de agucares em plantas: (1) um sistema
de reconhecimento via hexocinase ou outra cinase; (2) um sensor associado a
um transportador de sacarose e (3) um sensor associado a um transportador
de hexose (Smeekens e Rook, 1997).

Hexocinase, a enzima que catalisa a fosforilagdo de acucares hexoses
no primeiro passo da via glicolitica, tem sido relacionada como um sensor de
glicose em diversos organismos, como leveduras (Rose et al., 1991) e
mamiferos (Efrat et al.,, 1994). Estudos recentes sugerem que a hexocinase
também age como um sensor primario em plantas, sendo identificada nos
mecanismos de resposta a aglUcares, causando a repressdo de varios genes
de plantas (Graham et al.,, 1994; Jang e Sheen, 1994; Jang et al., 1997,
Oesterhelt e Gross, 2002). Todavia, tem sido demonstrado que a expresséao de
outros genes de plantas regulados por aclUcares € independente de
hexocinase. Estes resultados fornecem evidéncias para a existéncia de

multiplas rotas de reconhecimento/resposta a acucares em plantas (Martin et



al., 1997; Chiou e Bush, 1998). Em fungos, a proteina SNF1 é requerida para a
de-repressdo de praticamente todos os genes reprimidos por glicose e é um
componente integral da rota de transducdo de sinais por aclUcares. SNF1 é
uma proteina cinase tipo Ser/Thr e a atividade cinase estd presente em um
complexo de massa molecular alta (Hardie et al., 1998). Recentemente,
experimentos por repressao antisenso demonstraram que uma proteina cinase-
1 em plantas, designada SnRK1 e relacionada com SNF1, é necessaria para a
ativacao do gene da sintase da sacarose em resposta a sacarose (Purcell et
al., 1998). Este estudo indica que SnRK1 pode ter uma funcdo em plantas
analoga a SNF1 em leveduras (Halford et al., 1999). Adicionalmente, acucares
metabolizdveis e derivados de sacarose ndo metabolizaveis ativam
distintamente rotas de transducao de sinais diferentes em células de tomate
foto-autotréficas em suspenséo. Sacarose e glicose nao ativaram o sistema de
sinalizacdo MAPK, enquanto que isbmeros de sacarose ndao metabolizaveis
ativaram a rota MAPK, indicando que existem rotas diferentes de sinalizac&o
por acucares em plantas (Sinha et al., 2002).

O outro sistema de reconhecimento de acuUcares proposto em plantas é
uma rota de sinalizacdo ligada a um receptor ou transportador de glicose e/ou
sacarose (Smeekens e Rook, 1997; Halford et al., 1999). Em analogia a
leveduras (Boles e Hollenberg, 1997), em que membros da familia de
transportadores de acUcares funcionam como sensores, € possivel que
membros da familia de transportadores de sacarose tenham uma funcao direta
nas rotas de transducdo de sinais de resposta a acucares (Lalonde et al.,
1999). Um membro da familia SUT de tomate e Arabidopsis, que €
caracterizado pela presenca de uma alca central citosoélica, tem sido
relacionado como um possivel sensor (Barker et al., 2000; Schulze et al.,
2000).Nas plantas superiores, toda a energia utilizada e armazenada provém
de processos fotossintéticos que ocorrem nos tecidos fotossinteticamente
ativos (tecidos-fonte), principalmente o mesofilo, onde a energia é fixada em
carboidratos.

Um grande numero de proteinas transportadoras de acucares ja foi
identificado até o momento em diferentes organismos, desde procariotos até
eucariotos superiores. A atividade de transporte de sacarose tem sido descrita

em uma grande variedade de sistemas (Riesmeier et al., 1992, 1993; Bush,



1993) e um numero expressivo de cDNAs que codificam para proteinas
transportadoras tem sido identificado, caracterizando uma grande familia
génica, a familia SUT / SUC. O “screening” heterélogo de bibliotecas de cDNA
ou gendmicas foi usado para identificar genes homadlogos de outras espécies, e
para identificar a presenca de mais de um gene em uma Unica espécie.

Em nosso laboratério, foi isolado um cDNA de uma biblioteca de
expressdo de soja, produzida a partir de mRNAs de cotilédones imaturos
(Pedra et al, 2000; Pirovani et al., 2002). Este cDNA foi totalmente
sequenciado e o produto codificado deduzido a partir da sequéncia de
nucleotideos € uma proteina de aproximadamente 64 KDa, denominada de
S64 ou SBP2. Essa proteina apresenta 91% de identidade de sequiéncia com a
proteina SBP, identificada inicialmente por Ripp et al. (1988), relacionada com
o transporte de sacarose em plantas. Uma outra proteina de 52 KDa com um
grau de homologia menor foi identificada em Vicia faba (Fleuw et al.,1992;
Heim et al., 2001).

A proteina SBP foi identificada inicialmente, associada exclusivamente a
membrana plasmatica em células de cotilédone de soja, sendo capaz de se
ligar a sacarose (Ripp et al., 1988). O cDNA de SBP foi isolado de uma
biblioteca de expressdo, preparada com mMRNAs de sementes de soja,
codificando para uma proteina de aproximadamente 62 KDa (Grimes et al.,
1992). O gene SBP é expresso em altos niveis nos tecidos-dreno, inclusive nas
folhas em formacdo e cotilédones, exibindo uma expressao temporal,
coordenada com o periodo de absor¢cdo de sacarose no cotilédone.
Adicionalmente, o uso de imunofluorescéncia tornou possivel a localizacao
exata da proteina nas células companheiras do floema. Uma analise
comparativa da sequéncia de aminoacidos mostrou que SBP ndo apresenta
homologia considerdvel com nenhuma outra proteina caracterizada
anteriormente, inclusive outras proteinas envolvidas no metabolismo e
transporte de sacarose (Grimes et al.,, 1992). Contudo, as evidéncias mais
fortes do envolvimento de SBP no transporte de sacarose foram detectadas por
meio de ensaios de complementacdo em leveduras mutantes, onde a
expressdo do cDNA de SBP em , deficientes para o gene da invertase, é
suficiente para promover a absorcdo de sacarose pela membrana plasmatica
(Overvoorde et al, 1997).



A alta homologia estrutural entre as proteinas S64 e SBP é um forte
indicio de que elas estdo relacionadas funcionalmente e é possivel que S64
esteja envolvida no transporte de sacarose em soja. Coerente com esta
afirmacéo, a expressao do cDNA de S64 na orientagdo anti-senso em tabaco
resultou em um maior acumulo de amido, reducdo da taxa fotossintética nas
folhas, reducdo do crescimento e aumento do ciclo de vida das plantas
transgénicas, indicando que a inibicdo do gene enddgeno, homdlogo a S64,
alterou a particdo de sacarose nessas plantas (Pedra et al., 2000). A expresséo
do cDNA de S64 na orientacdo senso resultou na reducéao de amido das folhas,
aumento da taxa fotossintética, maior taxa de crescimento e reducdo no ciclo
de vida da planta. Além disso, Delu-Filho et al. (2000) mostraram que a
proteina S64 é capaz de alterar a razdo de transporte de sacarose em células
de tabaco em suspenséo expressando o cDNA de S64 de maneira transiente.
Recentemente, foi demonstrado que S64 é uma proteina associada a
membrana plasmaética, que se liga a GTP e possui a habilidade de restabelecer
o transporte de sacarose em leveduras mutadas para o gene da invertase
(Pirovani et al., 2002). O processo de transporte de sacarose é independente
do processo de ligacdo a GTP, sendo que o processo de ligacdo de GTP a
proteina S64 possivelmente pode estar relacionado com processos de
sinalizacdo na célula. A identificacdo do gene S64, também designado SBP2,
traz novas perspectivas para a compreensao dos mecanismos envolvidos no
transporte de sacarose em plantas superiores.

As proteinas SBP/SBP2 possuem atividade de ligacdo e transporte de
sacarose, mas nao possuem qualquer similaridade estrutural com as proteinas
transportadoras de sacarose tipicas da familia SUT (Sucrose Transporter),
podendo representar uma nova classe de proteinas transportadoras de
sacarose. As proteinas SBP/S64 tém sido caracterizadas como um novo
subgrupo possivelmente originado de um precursor da familia das vicilinas
(Heim et al., 2001), devido a algumas caracteristicas estruturais similares entre
estes dois grupos. A alta similaridade entre os genes S64 e SBP indica que
possivelmente eles sdo membros de um mesmo grupo génico, provavelmente
originados de uma duplicacao génica; ou simplesmente formas alélicas de um
mesmo gene, distanciados por processos evolutivos, localizados num mesmo

locus no genoma de soja.



Os objetivos primordiais desta investigacdo foram caracterizar
molecularmente a familia génica SBP da soja e analisar a regulacdo do
promotor SBP2 em plantas transgénicas, cujos resultados serdo apresentados
na forma de dois artigos.

No primeiro artigo, o numero de coépias da familia SBP da soja foi
estimado por Southern blot e FISH (“fluorescence in situ hibridization”). Além
disto, dois clones gendmicos, representando duas formas alélicas distintas,
foram isolados. Aproximadamente 2,0 Kb das regides promotoras 5 foram
sequenciadas e fusionadas aos genes repérteres GUS e GFP, e a atividade do
promotor analisada em plantas de tabaco transgénicas, quanto ao padrdo
tecido-especifico de expressdo. No artigo posterior, as plantas contendo a
construcdo do promotor SBP2 fusionadas ao gene GUS foram utilizadas em
ensaios histoquimicos, mostrando um padrdo de expressdo temporal e
modulado por acucares. Adicionalmente, plantas transgénicas contendo
construcbes com delecbes do promotor SBP2 fusionadas ao gene reporter
GUS mostraram que a expressao tecido-especifica dirigida pelo promotor é
coordenada por diversos elementos em cis, positivos e negativos, agindo em

associacao.
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Abstract

The sucrose binding protein (SBP) from soybean has been implicated as an
important component of the sucrose uptake system. We have isolated and characterized
two SBP genomic clones, gsS641.1 and gs641.2, which correspond to allelic forms of
the GmIBP2/SH4 gene. As a member of the seed storage protein superfamily, we
showed that the SBP gene structure is similar to vicilin genes with introng/exons
boundaries at conserved positions. Fluorescence in situ hybridization (FISH) suggested
that the soybean SBP gene family is represented by at least two non-alelic genes
corresponding to the previoudly isolated GmSBP1 and GmSBP2/64 cDNAS. These two
cDNAs share extensive sequence similarity but are located at different loci in the
soybean genome. To investigate transcriptional activation of the GmSBP2 gene, 2-kb
5 flanking sequences of gsS641.1 and gs641.2 were fused to b-glucuronidase (GUS)
reporter gene and to green fluorescent protein (GFP) reporter gene and independently
introduced into Nicotiana tabacum by Agrobacterium tumefaciens-mediated
transformation. The SBP2 promoter directed expression of both GUS and GFP reporter
genes with high specificity to the phloem of leaves, stems and roots. Thus, the overal
pattern of SBBP-GUS or SBP-GFP expression was consistent with the involvement of

SBP in sucrose transl ocati on-dependent physiological processes.
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1. Introduction

A central characteristic of plants is the capacity to convert light energy through
photosynthesis into carbohydrate. These molecules can be stored, directly consumed as
energy source or utilized as structural components of the cells. Because of that the
plants are considered basic producers of energy flux of the planet trophy chain.
Although carbon autotrophy is a typical feature of plant cells, whole plants behave as
physiological mosaics in which photosynthetically active tissues, such as mesophyll
cells from mature leaves (source tissues), export carbohydrate to photosynthetically less
active or inactive tissues, such as stems, flowers and roots (sink tissues) (Frommer and
Sonnerwald, 1995; Stitt, 1996). The processes that regulate carbon allocation to the
various sink organs directly impact plant development. Sucrose is the main
carbohydrate that is transported cell-to-cell and used for long-distance transport in the
vascular system of a large number of higher plants. Sucrose not only functions as a
transport metabolite but also contributes to the osmotic driving force for phloem
translocation (massflow) and serves as a signal to activate or repress specificgenesin a
variety of different tissues (Lalonde et al., 1999). The cell-to-cell sucrose transport
occurs either directly via plasmodesmata (symplastic transport) or across plasma
membranes mediated by protein carriers (apoplastic transport) (Lemoine, 2000;
Williams et al., 2000). Both symplastic and apoplastic transports can contribute for
phloem loading and unloading processes, although in some plants one route of sucrose
loading may predominate over the other (Frommer and Sonnerwald, 1995). In fact, in
several species, sucrose transporters have been identified as essential for phloem
loading into sieve elements, the phloem-specific photoassimilate-transporting cells
(Riesmeier et al., 1994; Burkle et al., 1998).

Complementation assays using an invertase deficient yeast mutant have been
used to identify and isolate the sucrose transporter SOSUT1 cDNA from spinach leaves
(Riesmeier et a., 1992) and SSUT1 from potato leaves (Riesmeier et a., 1993). The
subsequent identification of sucrose transportersin other species has been accomplished
by hybridization screening using heterologous probes or PCR-amplification from these
initial sequences (Lemoine, 2000). The members of the SUT family encode highly
hydrophobic disaccharide transporters with two sets of six membrane-spanning domain
structures, separated by a large cytoplasmic loop (Williams et a., 2000). Many of these

transporters have been shown to mediate sucrose transport through a proton-coupled
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transport mechanism. The SUT1 protein has been described as the proton-motive-force-
driven sucrose symporter that mediates phloem loading and long-distance transport, the
key transport step in assimilate partitioning for many plants (Riesmeier et a., 1994;
Birkleet a., 1998). SUT1 serves as a high-affinity transporter, whereas SUT4, a second
member of this sucrose transporter family, corresponds to the low-affinity/high capacity
saturable component of sucrose uptake found in leaves (Weise et al., 2000). A third
structurally related-member of the family has been identified and designated SUT2
(Barker et al., 2000). Although the whole family of sucrose transporter genes of a given
species has not been identified, the sucrose transporters make a large gene family, as at
least seven distinct sequences that encode putative sucrose transporters are present in
the Arabidopsis data base (Williams et al., 2000).

A sucrose binding protein (SBP), structurally unrelated to the members of the
SUT family, was first identified in soybean cotyledons and has been demonstrated to be
involved in sucrose translocation-dependent physiological processes in plants. SBP
repression studies in tobacco have indeed shown some of the typical phenotypes caused
by impairment of sucrose translocation (Riesmeler et a., 1994; Kihn et a., 1996), such
as accumulation of carbohydrates within source leaves, inhibition of photosynthesis and
stunted growth (Pedra et al., 2000). Furthermore, manipulation of SBP levels in
transgenic cell lines correlated with the efficiency of radiolabeled sucrose uptake by the
cells and altered sucrose-cleaving activities in a metabolic compensatory manner (DelU-
Filho et al., 2000). Direct evidence implicating SBP in sucrose transport has been
obtained with complementation studies using a secreted-invertase deficient mutant yeast
strain, incapable of growth on medium containing sucrose as the only carbon source
(Overvoorde et al., 1996, 1997; Pirovani et a., 2002). The SBP-mediated specific
sucrose uptake in yeast displays linear, non-saturable kinetics up to 30 mM external
sucrose, being relatively insensitive to pH gradient across the membrane (Grimes and
Overvoorde, 1996; Overvoorde et al., 1996). These biochemica features closely
resemble the kinetics properties of the previously characterized linear component of
sucrose uptake in higher plants (Maynard and Lucas, 1982; Lin et a., 1984).
Nevertheless, these relevant data do not allow us to reconcile the apparent inconsistency
between the absence of typical membrane transporter structural motifs on SBP and a
SBP-mediated sucrose transport mechanism and, as consequence, a scenario for SBP

function remains elusive.
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Homologous SBP genes have been isolated from pea (GeneBank™ accession
number Y11207) and Vicia faba (GeneBank™ accession number VFA292221). In
spinach, a SBP homologue was immunolocalized in the plasma membrane of sieve
elementsin fully expanded |eaves, shoots and roots (Warmbrodt et a., 1989; 1991) and,
in tobacco, it was detected in the microsomal fraction of young leaves from Nicotiana
tabacum (Pedra et a., 2000). In soybean, two SBP genes have been identified (Grimes
et a., 1992; Pirovani et al., 2002), but an extensive analysis has not been performed to
provide a global view of the SBP gene content. In this investigation, we report the
isolation of SBP2 genomic clones and we perform in situ hybridization on isolated
nuclel to characterize the soybean SBP gene family. We aso present data on the tissue-

specific expression of the SBP2 gene.
2. Material and Methods
2.1 Screening of soybean genomic libraries and DNA sequence analysis

A size-selected genomic library propagated in | ZAPII (9.75 x 10° pfu) was
screened by plaque hybridization, as described by Sambrook et al. (1989), using the
complete SBP2/S64 cDNA (Pirovani et a., 2002) as probe. The hybridization probe was
radiolabeled with [a-*P|dCTP by random primed labeling (Amersham Pharmacia
Biotech). Two positive clones, gs$641.1 and gs641.2, were plague purified, excised
and sequenced. Sequencing was carried out with a combination of insert subcloning and
primer walking. The identity of these clones was obtained by sequence comparison
analysis using the BLAST program (Altschul et al., 1990). The computer program
CLUSTAL-W was used for sequence alignment.

2.2 Genomic DNA gel blot analysis

DNA was extracted from young leaves, digested overnight with BamHI or
EcoRI, precipitated with ethanol 70% (v/v) and separated on a 1% (w/v) agarose gel.
The gel was washed with 250 mM HCI followed by alkaline denaturation (Sambrook et
al., 1989). After neutralization, the DNA was transferred to nylon membranes and UV
fixed (Stratalinker, Stratagene). The SBP2 cDNA (GeneBank™ accession number
AF191299) was labeled using the Primer-It Fluor Fluorescence Labeling Kit
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(Stratagene) according to the instructions of the supplier. Hybridization and washing of
the blots were performed using standard procedures (Sambrook et al., 1989). The
hybridization signals were revealed by the Iluminator™ Nonracioactive Detection
System (Stratagene) according to the instructions of the supplier.

2.3 Probe preparation for in situ hybridization

Two DNA fragments were used as probe for in situ hybridization. The first one
corresponds to the 4-kp EcoRI insert from pgsS641.2. The second one corresponds to a
1.5-kb DNA fragment extending from position 313 to 1695 of the GmSBP1 cDNA
(GeneBank™ accession number L06038). This DNA fragment correspond to the insert
of the soy25212 cDNA clone, previously isolated in our laboratory through the
screening of a soybean seed cDNA library using the SBP2/S64 cDNA (GeneBank™
accession number AF191299) as probe. Both DNA fragments, used as FISH probes,
were released from the vector by EcoRI digestion, gel-purified and labeled using the
Primer-It Fluor Fluorescence Labeling Kit (Stratagene) according to the

recommendations of the supplier.

2.4 Cytological preparations and in situ hybridization

Soybean seeds were germinated in Petri dishes containing a film of distilled
water, and incubated at 29 °C in the dark. Seedlings (0.5 to 1 cm long roots) were fixed
in a fresh ice-cold methanol:acetic acid solution (3:1) and kept at -20 °C for 24 h. Then,
the roots were excised at 0.1 cm and macerated with a freshly prepared Flaxzyme
(NOVO) enzymatic solution (1/10), and incubated at 35 °C for 90 min. The macerated
cells were dissociated in a clean dlide with a freshly fixative solution, air-dried and
stained with a 2 % Giemsa solution in phosphate buffer, pH 6.8, for 5 min (Carvalho
and Saraiva, 1997).

The dlides containing soybean interphase nuclel were treated with 100 ng/ml
RNase-A in 2x SSC (150 mM NaCl, 15 mM Nag citrate, pH 7.0) at 37 °C for 1 h,
washed with the same buffer, then with PBS (130 mM NaCl, 7 mM NaHPO,, 3 mM
NaH,PO,, pH 7.0), dehydrated sequentialy in 70%, 80% and 100% ethanol (2 min
each) at room temperature and finally air-dried. The probe (2 ng/m ) and salmon sperm
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DNA (200 ng/m) were denatured in the hybridization solution [50 % (v/v) deionized
formamide, 10% (w/v) dextran sulphate, 50 mM sodium phosphate, pH 7.0 and 2x SSC]
for 75 °C for 15 min and, then, further co-denatured with the nuclei for 4 min at 75 °C.
The denatured nuclei were hybridized for 12 h at 37 °C in HYBAID OmiSlide termal
cycler. After hybridization, the slides were washed twice in 2x SSC containing 50 %
(v/v) formamide for 2 min each at 45 °C ; four times for 2 min in 2x SSC at room
temperature and then rinsed in PBS for 2 min. The dlides were air-dried and mounted in
15 m of detection buffer (12,5 mg/ml triethylenediamine in glycerol, 1/2x PBS and 200
ng/ml propidium iodide).

2.5 Microscopy and analysis of the hybridization signal

The images of isolated nuclei were captured with a CCD video camera and
digitalized by an image analysis system attached to the Olympus BX 60 reflected-light
fluorescence microscope with objective 100x and WU excitation (cube U-MWU)
fluorescence filter, BA 420 barrier filter and DM400 dichroic mirror. Image analyses
were conducted using the public domain Image SXM 1.68 software (Rasband, 1997).
The origina color TIFF images were converted to a gray scale up to a 255 gray value
for the relative density plot analysis. Using the color table tool of the software, the final

plot images were digitally pseudo-colored with the filter color spectrum.

2.6 Construction of SBP2 promoter-reporter gene constructs

A SBP2 promoter-GUS fusion gene was constructed by cloning a 2.0-kb
EcoRI/Ncol fragment from pgsS641.1 into the EcoRI/Ncol sites of pCAMBIA 1381Z
(Roberts et a., 1996) to give pUFV 335, also referred to as -2000pSPB2-GUS. The
corresponding fragment from pgsS641.2 was also transferred to the same sites of
pCAMBIA 13817, yielding pUFV334.

To construct a SBP2 promoter-GFP fusion gene, a Klenow-repaired Kpnl/Spel
GFP cDNA fragment was transferred to the Klenow-repaired Ncol site of pUFV335.
The resulting clone, pUFV419 (-2000pSBP2-GFP), contains a GFP cDNA under the
control of 2.0 kb 5'flanking sequence of gs641.1.

2.7 Generation of transgenic plants
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The pCAMBIA-derived recombinant plasmids or pCAMBIA 1381Z binary
vector alone were used to transform Nicotiana tabacum L. cv. Havana plants by
Agrobacterium tumefaciens-mediated leaf disc transformation (Alvim et al., 2001) and
the transformed plants were regenerated on medium containing hygromycin (50 mg/l)
(Buzeli et al., 2002). For the -2000pSBP2-GUS constructs, plantlets were assayed for
GUS activity and primary transformants were either maintained in vitro or transferred
into soil and grown in standardized greenhouse conditions (TO plants) to generate seeds.
Most of the rooted plants were tested for the incorporation of the hygromycin gene and
BP2 promoter-reporter gene fusions by PCR analysis. The intensity of GUS staining
among the selected lines was similar and the expression pattern was consistent between
independent transgenic lines. Detailed sectional analyses for tissue-specific expression
were carried out on eleven independent SBP2-GUS transgenic lines and five
independent SBP2-GFP transgenic lines. One hygromycin-resistant plant for the
pCAMBIA 1381Z incorporated binary vector was used as control.

2.8 Analysis of expression patterns

For the transgenic lines carrying SBP2-GUS fusion, histochemical analysis of b-
glucuronidase activity was performed as previously described (McCabe et al., 1988).
The tissues (roots, stems and leaves) were sampled and sectioned using a hand
microtome. Tissue sections were embedded in the GUS assay buffer [100 mM
NaH,PO4.H20 (pH 7.0), 0.5 mM K4Fe(CN)6.3H0, 10 mM Na,EDTA.2H,0, 0.1% (v/v)
Triton X-100] containing 5 bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D glucuronide (X-Gluc)
(McCabe et al., 1988) and incubated at 37 °C in the dark for 4 hours. Pigments were
extracted from stained tissues with methanol:acetone (3:1). After extensive washing, the
clarified tissues were stored in 50% (v/v) glycerol until photodocumentation. The
micrographies were taken under an Olympus AX- 70 microscope.

Transformed plants containing SBP2-GFP construct were harvested and
mounted. An Olympus BX 60 fluorescence microscope with objectives 10x, 20x, 40x
and B excitation (WB cube U-MWU) fluorescence filters was used to view plants.
Images were captured with a CCD video camera and analyzed using the public domain
Image SXM 1.68 software (Rasband, 1997). The original color TIFF images were

19



converted to a gray scale ranging from zero to 255 gray value. The images were

digitally pseudocolored using the color filter number 5 (cyan, yellow and green).

3. Results

3.1 The genomic clones, gsS641.1 and gs641.2, are allelic forms of the SBP2 gene

We have isolated two genomic clones, gsS641.1 and gsS641.2, carrying a SBP
gene from a soybean genomic library constructed in | ZAPII. The insert of pg641.1 is
6.4-kb long, possesses 1963-bp of 5'flanking sequences and covers the complete
sequence of a gene, which is interrupted by five introns (Figure 1A). The introns have a
length of 318, 598, 110, 575, and 529 bp. All the intron/exon juctions deduced by
comparison with SBP cDNA sequence possess the consensus GT/AG dinucleotide and
keep conserved positions as compared to those of VISBPL and other genes belonging to
the vicilin superfamily (Braun et a., 1996; Heim et a., 2001). Although the coding
region has not been completely sequenced, partial sequence anaysis implicated the
0sH641.1 as the SBBP2/H4 isoform gene (Pedra et al., 2000; Pirovani et a., 2002). The
Six exons give a continuous open reading frame of 1469-bp, which is almost identical to
the SBBP2 cDNA sequence, differing by just one nucleotide at position 94 of the SBP2
cDNA, in which a C was replaced by a G in the gsS641.1 sequence. This nucleotide
difference led to a glutamine to glutamate replacement in gsS641.1 deduced protein.

With respect to gs641.2, its insert is 4-kb long, possesses 1963 bp of
5 sequence and covers 1/2 of the coding region sequence (2037 bp), which is
interrupted by three introns (Figure 1B). The four exons give a continuos open reading
frame encoding a partial SBP protein of 330 amino acid residues that shares 99%
identity with the corresponding SBP2 protein sequence.

Comparison of gsS641.1 and gs641.2 nucleotide sequences revealed that they
retain identical sequences, except for the presence of an EcoRl site in the fourth exon of
gs641.2, that is absent in gs641.1 sequence. The high identity of sequence extends to
include the 5'upstream regulatory sequences and the 5 untrandated sequence. In fact,
the genomic clones share identical promoter sequences. Very likely gsS641.1 and
gsH41.2 correspond to alelic forms of the SBP2 gene.

The nucleotide sequence of a 1.0-kb 5 flanking sequence from gs641.1 is
presented in Figure 1C. Sequence analysis of these promoter regions revealed a number
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of conserved motifs of most eukaryotic promoters, in addition to several potential
regulatory elements. Typical TATA box and CAAT box were identified on gsS641.1 at
position -73 and -105 upstream of the ATG translation start codon, respectively. The
potential regulatory elements found in the soybean S64 promoters fall into five
categories. (1) temporal expression controlling elements, such as the Aba alike
sequence CATTCY (coordinates —106 to —101; Andrianopoulos and Timberlake, 1996);
(2) tissue-specific controlling elements, such as GATA-1 (-238 to —233 and -278 to —
273; Raich et a., 1995), several Pitl-like elements, TAAAT (Smith et al., 1995),
directly and inversely repeated F2F elements, TAAAAT (Jackson et a., 1992), and the
PEA 3 sequence AGGAAA (—31 to —26 and -324 to —319; Reifel-Miller et a., 1996); (3)
light-responsive elements like the NIT-2 sequence TATCTA (236 to —232; Feng et al.,
1993); (4) sugar-responsive elements, such as multiple CCAAT-inverted sequence
(Edwards et al., 1998), a GAL4-like sequence ATATAA (Vashee and Kodadek, 1995),
a GCN4-like sequence TGATTC (Onodera et a., 2001), a TUBF sequence
CCATCAGCG in reverse orientation (Koritschoner et al., 2001) and (5) stress-
responsive elements, such as a CSBP1 sequence ATGTCAGA (McLaughlin et al.,
1996) and two repeated CREB sequences, TGACG (Katagiri et a., 1989). The
conserved stress- and sugar—esponsive elements are found in a number of sugar-

induced genes, involved in sugar metabolism or transport.

3.2 The SBP gene family is represented by few copies in the soybean genome

Two distinct SBP cDNAs which share 85% nucleotide sequence identity have
been isolated from a seed cDNA library (Grimes et al., 1992; Pirovani et a., 2002), but
precise information about the copy number of SBP genes in the soybean genome is not
available. We performed reconstruction genomic DNA blot analysisin order to estimate
the SBP gene copy number (Figure 2). DNA digested with endonucleases that recognize
one site in the genomic clone, resulted in banding patterns in which more than two
bands were detected. The endonuclease EcoRI yielded one major band and three bands
of lower intensity (lanes E). Using the enzyme BamHI, which does not cut within the
two isolated cDNAs and the genomic clones, we detected a mgjor band of high intensity
and a low intensity, higher band poorly resolved on a 1% agarose gel (lane B). The
number of SBP genes was further estimated to be 2-3 copies by comparing the signal
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intensity of the hybridizing bands (lanes E and B) with that of copy number
reconstituting cDNA (lanes 1, 5 and 10).

3.3 The S64/BP2 and SBP genes are located in distinct regions on the soybean genome

To further estimate the SBP gene copy number in the soybean genome, we have
performed fluorescence in situ hybridization on interphase nuclei using a fragment of
the SBP cDNA as probe (Figure 3). At moderate stringency, we detected four
hybridizing spots on the genome, suggesting the presence of two distinct loci or two
highly homologous genes. The intensity of the hybridizing signals was very similar and
may reflect the high degree of sequence conservation of the SBP genes. In fact, the
probe used covers the most conserved region between SBP and S64/SBP2 cDNAS.
These results were consistently repeated in different nucleus preparations (Figure 3).

We have aso used a gs641.2 genomic probe in FISH assays for specific
labeling of the S64/BP2 locus (Figure 4). The genomic probe cross-hybridized to
different extent with two pair of genes. The intensity of the hybridizing signals was
estimated by a semi-quantitative method based on the quantification of the pixel values
(8 hits) of each labeling signal of the digitalized image. The original color of the images
was converted to a gray scale up to a 255 value for the analysis of relative density of
labeling signals (4B and 4E). The density of each signa was three-dimensionally
plotted using an image analysis software, as described in methods (4C and 4F). The
values of each labeling signal were obtained as a function of the highest peak value. The
calculated values grouped the signals in two pairs of similar intensity (Table 1). Based
on the high homology of the probe to SBP2, the higher intensity hybridizing signals
may correspond to the SBP2/64 dleles, whereas the SBP1 alleles may be represented
by the lower intensity spots. Thus, the gs$641.2 (pgSBP2) genomic fragment probe
seems to be able to discriminate quantitatively between GmSBP1 and GmSBP2 genes.
Collectively, these results may indicate that soybean SBP is encoded by a small gene
family, represented by at least two highly conserved copies in the soybean genome.

3.4 Tissue-specific expression of the SBP2 promoter

Transgenic plants expressing the SBP2-GUS fusion genes were examined for

tissue specific GUS activity. Because the expression patterns of gsS641.1-GUS (-
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2000pBP2-GUS) and gsH41.2-GUS (pUFV334) fusion genes were indistinguishable,
only the results of the expresson of the first construct (-2000pSBP2-GUS) are
presented. Histochemical examination of different independently transformed SBP2-
GUS lines indicated that in al their organs analyzed (leaf, stem and root) the expression
of the SBP2-GUS fusion was restricted to the vascular tissue (Figure 5). In the shoot
apex, reporter gene activity was also mostly expressed in vascular tissues (Figure 5B)
and transverse sections through the leaf revealed an intense GUS staining associated
exclusively with the vascular bundle (Figure 5E). Detailed analysis of leaf sections
revealed that the SBP2-GUS expression was restricted to the phloem (Figure 5F) with
clearly staining of the sieve elements (Figure 5G). Likewise, in cross-sections of petiole
and stems, high levels of expression were mostly associated with the phloem, especially
the inner phloem tissues (Figures 5L and 5N). An intense GUS staining was aso
observed in the vascular cylinder in roots (Figures 5R). Microscopic analysis of root
sections revealed that this expression was restricted to the phloem of the vascular tissue
(Figure 5S). In control assays, GUS activity was not detected in shoots and roots from
transgenic plants harboring the promoterless GUS gene (Figures 5A, 5D, 5K, 5M, 5Q).

The tissue-specific expression from the SBP2 promoter was aso analyzed in
transgenic plants containing the green fluorescent protein (GFP) cDNA fused to SBP2
upstream sequences. Analyses of the vascular tissues from transverse sections of
untransformed, control leaf (Figure 5I), stem (Figure 50) and roots (data not shown)
demonstrated that the xylem tissue from tobacco contains very high level of background
yellow fluorescence, whereas the phloem tissue does not autofluoresce. In contrast,
microscopic analysis of the vascular tissue from apical meristem (Figure 5C), leaf (5H
and 5J), stem (5P) and root (5T) of SBP2-GFP transgenic lines clearly demonstrated a
high level of GFP expression in the phloem tissue. Thus, the pattern of SBP2-GFP
expression was similar to SBBP2-GUS expression pattern, further confirming that the
BP2 promoter exhibits a phloem-specific expression. In addition, these results
provided evidence that the intense activity of the GUS reporter gene associated with
vascular tissue was indeed a result of SBP2 promoter activity and not due to the
enzymatic product diffusion to the phloem or availability of the substrate.

4. Discussion
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We have described the structure of the soybean SBP gene. The SBP gene is
approximately 6.4-kb long and contains six exons with five introns. The exon-intron
boundaries follow the 5 donor and 3 acceptor consensus sequence (GT...AG) and
conserve identical positions as those of genes belonging to the proposed vicilin-like
protein superfamily (Braun et a., 1996, Heim et a., 2001). This observation
underscores the evolutionary relatedness between SBP and seed storage proteins, which
has been previously considered based on conservation of primary and possibly tertiary
structure (Overvoorde et al, 1997). The 5'flanking region upstream of the initiation
codon is 2000 bp and the 3'-flanking non-coding region is about 800-bp. The 5'-
flanking region of the soybean SBP2 gene contains typical eucaryotic promoter
elements, such as CCAAT box (position-105 upstream of the ATG trandationa start
codon) and TATA box (position -73). Furthermore, several eukaryotic promoter
regulatory elements have been identified in the SBP2 promoter sequences. These
include tempora and tissue-specific expression controlling elements, light-responsive
elements, sugar-responsive elements and stress-induced elements.

In addition to SBP and SBP2 cDNA from soybean, two other members of the
BP family have been described, a pea SBP (Castillo et a., 2000) and the faba bean
VISBPL cDNA (Heim et al., 2001). In contrast to Vicia faba SBP that is represented by
asingle copy in the faba bean genome, as judged by DNA gel blot analysis, the soybean
SBP is encoded by a small gene family. Our data based on nuclei in situ hybridization
using cDNA and genomic probes confirmed that the soybean SBP family is represented
by at least two non-allelic genes. These distinct hybridizing loci may correspond to the
previoudly isolated GmSBP1 (Grimes et al., 1992) and GmSBP2/S64 cDNAS (Pirovani
et al.,, 2002), as judged by the intensity of the hybridizing signal using a GmSBP1
cDNA probe or a gs641.2 (pgSBP2) genomic fragment probe harboring promoter and
intron sequences in addition to exon 1, exon 2, exon 3 and exon 4 sequences. The exon
sequences on gsS641.2 probe give a continuous SBP sequence that is highly related to
GmIBP1 (90% sequence identity) and GmSBP2 (99% sequence identity) cDNAs. While
the GmSBP1 cDNA probe cross-hybridized with both loci with the same efficiency
(Figure 3), the genomic probe was more specific to its cognate GmSBP2 alleles (Table
1). The intensity differences of the cross-hybridizing spots may reflect significant
divergence between the SBP1 and SBP2 genomic sequences, which most likely lies in
their 5’ flanking and intron sequences, contrasting with the high homology found in their

coding region (85% sequence identity by comparing the full-length GmSBP1 and
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GmSBP2 isolated cDNAS). In fact, among genes of the same family, the conservation of
sequence is expected to be lower when 5’ upstream and intron sequences are used as the
basis for comparison. Thus, the capacity of the genomic probe to discriminate
quantitatively between GmSBP1 and GmSBP2 genes makes it well suited for
simultaneously FISH mapping these genes on soybean chromosome.

Despite the structural relationship between VISBPL and GmSBP/BP2 (65% and
63% identity between the former and the soybean DNA sequences, respectively),
functional studies in yeast and transgenic plants have indicated that these proteins may
not be functionally analogs. The soybean SBP has been shown to facilitate sucrose
uptake when ectopically expressed in a yeast mutant strain (Grimes and Overvoorde,
1996; Pirovani et al., 2002) and to alter plant growth and carbohydrate partitioning in
leaves of tobacco plants expressing the SBP2 cDNA in sense or antisense orientation
(Pedra et al., 2000). In contrast, expression of VISBPL in yeast cells failed to show
sucrose transport properties and its overexpression in potato plants did not cause any
detectable ateration in the carbohydrate status of the transgenic tubers (Heim et al.,
2001). Consistent with the lack of function similarity, GmSBP from soybean and
VISBPL from faba bean display distinct expression patterns. While the expression of the
VISBPL has been demonstrated to be confined to seeds, GmSBPL1 transcripts have also
been detected in young sink leaves (Grimes et al., 1992). Furthermore, the VISBPL
promoter failed to drive expression of a reporter gene in any tissues other than
cotyledons (Heim et al., 2001). In contrast, we showed that the GmSBP2 promoter
directed expression of GUS and GFP reporter genes to the vascular tissues of roots,
stems and leaves, corroborating with the involvement of SBP in the long-distance
sucrose translocation pathway. These results further support the notion that GmSBP
from soybean and its homolog VfSBPL from faba bean may perform distinct functions.

Analysis of the SBP promoter activity in tobacco provides indirect evidence that
BP is expressed in sieve-element companion cell complex of phloem and supports the
hypothesis that the protein operates in the sucrose trandocation pathway. In fact, the
transport of sucrose between source and sink tissues occurs in the vascular tissue and is
mediated by the sieve-elements and the closely associated companion cells of the
phloem tissue (Truernit, 2001). Nevertheless, our results based on expression of SBP-
reporter gene transcriptional fusions in transgenic plants did not alow us to rule out the
possibility that the accumulation of SBP2 protein in soybean tissues might be different

from the reporter gene activity pattern due to the lack of transcriptional regulatory
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elements and post-transcriptional control. However, the spatia regulation of the SBP-
GUS and SBP-GFP reporter genes accurately reproduced the accumulation of SBP that
has been observed in the phloem cells of soybean leaves (Grimes et a., 1992).
Likewise, in spinach, a SBP homologue was immunolocalized in the plasma membrane
of sieve elements in fully expanded leaves, shoots and roots (Warmbrodt et al., 1989;
1991). These observations support the argument that the SBP2 derived sequence may
control tissue-specific regulation of SBP2 expression.

In summary, the data presented here confirm that the SBP gene family from
soybean is represented by at least two non-allelic genes corresponding to the previously
isolated GmSBP1 and GmSBP2/H64 cDNAs. As a member of the vicilin-like seed
storage protein superfamily, the GmSBP2 gene structure is similar to that of other
members of the family and retains the conserved positions of the introns. Our
investigation on the spatial regulation of SBP2 expression during plant development
demonstrated that the SBP2 promoter drives expression of linked reporter genes to the
phloem tissue of tobacco transgenic lines, which is in marked contrast with the VISBP
promoter expression. Our results of SBP2 promoter analysis are consistent with the
involvement of SBP in long distance sucrose transport pathway and further support the

notion that GmSBP and its homolog from Vicia faba performs distinct functions.
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Figurelegends

Figure 1. Gene structure of soybean SBP2.

A. Schematic diagram of the intron-exon organization of GmSBP2 in the soybean
genome (gsH41.1). The position of the tranglation start codon (ATG) in the first
exon and the trandation stop codon within exon 6 are indicated. The exons (black
boxes) are numbered from 1 to 6. Promoter region and 3’ flanking genomic sequence
are indicated by white boxes and introns as hatched boxes. The positions of some
restriction enzyme sites are indicated.

B. Schematic representation of the gs641.2 allele. An extension of 4-kb sequences
representing the genomic clone gs$641.2 is presented in which the promoter
sequences, intron and exons are indicated as in A. The positions of some restriction
enzyme sites are indicated.

C. Putative cisregulatory elements on gs641.1 promoter regions. The sequences
presented extend until the ATG trandational initiation codon of gsS641.1. Numbers
indicate position relative to the tranglation start codon. The putative transcriptional
start site +1 is indicated, followed by the putative TATA box. Severa putative cis-
regulatory elements are underlined and indicated by their appropriate names.

Figure 2. DNA gel blot analysis. Soybean genomic DNA (10 ng) was digested with
EcoRI (E) and BamHI (B), separated by electrophoresis, transferred to nylon membrane
and hybridized with a fluorescein labeled GmSBP2/S64 cDNA sequence. The numbers
at the top correspond to the relative gene copy number. Migration positions of

molecular weight standards are indicated on the right in kb.

Figure 3. Gm3BP1 cDNA FISH on soybean interphase nucle. Interphase nuclel were
hybridized with a fluorescein-labeled GmSBP1 cDNA fragment and the DNA was
counterstained with propidium iodide. Using a GmSBP1 cDNA sequence as probe, four
hybridization sites (two loci) with similar intensity were consistently observed in

different preparations.

Figure 4. FISH on soybean interphase nuclei with gsS641.2 genomic probe (SBP2/S64).
Soybean interphase nuclel were hybridized with a fluorescein-labeled gsS641.2 genomic
fragment and counterstained with propidium iodide (A and D). The originally colored
TIFF images were converted into a gray scale up to 255 value (B and E) and the
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fluorescence intensity of the hybridizing signal was pseudocolored for graphic
representation (scale from 0 to 255 points) (C and F). The gsS641.2 genomic probe

discriminates between the two loci.

Figure 5. Tissue-specific regulation of SBP2-GUS and SBP2-GFP fusion gene
expression in transgenic plants. Photographs of transgenic organs plants harboring -
2000SBP2-GUS fusion gene stained for GUS activity or SBP2-GFP fusion gene
visualized for GFP fluorescence. The expression of -2000SBP2-GUS fusion gene was
determined in longitudinal section through the shoot apex (B); transverse sections of
leaf (D) (E), (F) and (G); transverse section of petiole (L); transverse section through
the stem (N); root tip (R) and transverse sections of roots (S). The expression of -
2000SBP2-GFP fusion gene was visualized in transverse section of the shoot apical
meristem (C); transverse sections of leaves (H) and (J); transverse section through the
stem (P) and transverse section of roots (T).

(A), (D), (K) (M) and (Q) correspond to pPCAMBIA-transformed, control plants stained
for GUS activity. (A) Longitudinal section through the shoot apex; (D) transverse
section of leaves; (K) transverse section of petiole; (M) transverse section of stems and
(Q) transverse section of roots. The transverse section of leaf (1) and transverse section
through the stem (O) are originated from pCAMBIA-transformed control plants but
visualized for fluorescent background.

Abbreviations: LP, procambium; SAM, shoot apical meristem; E, epidermis; VT,
vascular tissue; Pa, parenchyma; X, xylem; EP, external phloem; IP, internal phloem; T,
trichome; VB, vascular bundle; MS, mesophyll; P, Phloem; ST, sieve tube; SP, sieve
plate; AM, apical meristem; VC, vascular cylinder; RC, root cap; PX, primary xylem;
PP, primary phloem. Barsin (A), (B), (E), (L), (M), (N) and (S) = 200 nm; barsin (D),
(K), (Q) and (R) = 100 nm; bars in (F), (1), (J), (O), (P) and (T) = 50 nm; bars in (C)
and (H) = 20 nm; bar in (G) = 10 mm.
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Table 1. Relative density of the hybridizing signals, as shown in Figure 4.

Signal number* Relative
density**

Bl 243

B2 243

B3 187

B4 176

El 243

E2 243

E3 239

E4 214

*The numbering scheme is according to Figure 4B and 4E
**Highest peak of fluorescence intensity
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Artigo Il

Caracterizacdo molecular e funcional da regidao promotora do gene SBP2 de

soja em plantas de tabaco transgénicas
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Introducao

A regulacao transcricional de enzimas envolvidas na biossintese de
sacarose e amido parece ser bem coordenada e depende das condi¢des de
luz, do estadio de desenvolvimento e do status nutricional da planta (Heineke et
al., 1994). Exemplos de genes regulados por sacarose incluem o gene do ziper
de leucina ATB2 de Arabidopsis, e o promotor RolC de Agrobacterium
(Smeekens e Rook, 1997; Yokohama et al., 1997). Em beterraba, altas
concentracfes de aclcares causam a repressao da atividade de transporte de
sacarose, correlacionando com a reducdo nos niveis de mRNA de BvSUT1
(Chiou e Bush, 1998). Deste modo, tais estudos indicam a presenca de
processos de percepcdo e transducdo de sinais especificos, em que tanto
sensores internos quanto externos podem estar envolvidos. Respostas
especificas a glicose também tém sido descritas (Thomas e Rodriguez, 1994;
Koch, 1996). Todavia, glicose e sacarose parecem controlar vias diferentes.
Enquanto a glicose favorece a divisao celular, a sacarose esta relacionada com
0 acumulo de compostos de reserva em sementes (Weber et al., 1998).

Na maioria das espécies, o0 embrido em desenvolvimento ¢é
simplasticamente isolado dos tecidos maternais, sendo capaz de importar
acucares do espaco apoplastico que o envolve (Thorne, 1995). Aclcares séo
requeridos para o desenvolvimento do embrido e para a deposicdo de
compostos de reserva para a germinacdo. Transportadores de
monossacarideos e dissacarideos expressos nas células do cotilédone do
embrido tém sido identificados em Vicia faba, Pisum sativum e Hordeum
vulgare, cuja presenca esta relacionada com o suprimento de substratos para a
sintese e armazenamento de compostos (Weber et al., 1997; Tegeder et al.,
1999; Weschke et al., 2000). Transportadores de sacarose relacionados com o
processo de germinacdo também foram identificados, sendo expressos em
altos niveis em cotilédones em germinacéo e, parecem ser responsaveis pelo
descarregamento de sacarose do parénquima de reserva para 0 espago
apoplastico (Bick et al., 1998). Diversos outros transportadores também ja

foram identificados em flores, um 6rgao-dreno forte (Stadler et al., 1999).

40



Como os transportadores de acgucares possuem uma funcédo chave nas
interacBes fonte-dreno, é evidente que eles precisam ser controlados. Existem
varios niveis em que esta regulacdo pode ocorrer (Bush, 1999; Delrot et al,
2000). A regulacdo transcricional da expressdo génica acontece com a
alteracdo do padrdo de expressdo dos transportadores devido a transicéo
dreno-fonte (Riesmeier et al., 1993), durante o desenvolvimento da semente
(Weber et al., 1997) ou durante a maturacdo do pélen e a germinacéao (Truernit
et al.,, 1999; Yistra et al., 1998). Também existem evidéncias que fatores
abidticos e bidticos como tratamentos mecanicos, luz, 4gua, estresse salino,
fitorménios e ataque de patdogenos induzem a expressdao de certos
transportadores (Williams et al., 2000).

As plantas possuem varios transportadores de monossacarideos e
dissacarideos envolvidos no transporte de aclcares em diversos tecidos, para
diferentes estadios de desenvolvimento e sob vérias condicdes ambientais
(Willians et al.,, 2000). Nos dultimos anos, o isolamento de proteinas
transportadoras de sacarose em plantas foi ampliado com a utilizacdo de
ensaios de complementacdo, em leveduras deficientes na utilizacdo de
sacarose disponivel no meio de cultura (Frommer e Ninnemann, 1995).
Membros da familia SUT (Sucrose Transporter) foram isolados inicialmente em
espinafre e batata (Riesmeier et al., 1992, 1993). O screening heterdlogo de
bibliotecas de cDNA ou genbmicas permitiu tanto a identificacdo de genes
homologos em outras espécies, quanto a identificacdo de mais de um
carreador em uma mesma espécie. Comparacdes detalhadas das sequiéncias
e estudos filogenéticos mostram que na maioria dos casos, estes genes
originaram-se de amplificacdes génicas, sendo que cada membro da familia
retém funcdes especificas (Rentsch et al., 1998). Tem sido proposto que as
multiplas copias génicas em uma espécie estdo relacionadas com um
mecanismo sofisticado de regulacao, especifica de célula, tecido ou 6rgao, em
resposta a um estadio de desenvolvimento ou outros estimulos internos e
externos (Zimer et al.,, 1996). A estrutura basica destes transportadores
compreende 12 dominios transmembrana, com uma alca hidrofilica central (Lu
e Bush, 1998). A atividade de transportadores de sacarose pode ser regulada
nos niveis transcricional, pds-transcricional, incluindo a estabilidade do mRNA,

traducional, enderecamento e modificacdo das proteinas. A expressao de
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MRNAs de transportadores de sacarose de batata e Arabidopsis estd sob o
controle do desenvolvimento e da transicdo dos tecidos-dreno para tecidos-
fonte (Riesmeier et al., 1993; Truernit and Sauer, 1995).

Estudos de expressdo antisenso em solanaceas mostram que SUT1 é
essencial para o carregamento do floema e o transporte a longa distancia,
causando fenotipos tipicos de inibicdo do transporte de sacarose. Estes
incluem reducédo do tamanho e do niumero de tubérculos em plantas de batata
(Riesmeier et al., 1994; Kiuhn et al., 1996) e retardamento do desenvolvimento
com reducéo drastica da exportacédo de acUcares das folhas em tabaco (Burkle
et al.,, 1998). Os transportadores de sacarose SUT tém sido localizados
normalmente associados a membrana plasmatica de elementos de tubo
crivado e de células companheiras. Todos estes transportadores resultam da
transcricdo do gene na célula companheira, e isto pode ser importante para
determinar os sinais e 0s mecanismos que regulam seu destino final (Kihn et
al, 1997).

Existem evidéncias que alteracdes nos niveis de aclUcares podem afetar
a expressdo e a atividade de transportadores de aclUcares. Em folhas
destacadas de beterraba, a regulacdo da atividade do transportador simporte
de sacarose foi especifico para sacarose, dependente da concentragao, e foi
correlacionado com alteracdes dos niveis de transcricdo, e reversivel. Estas
caracteristicas sdo consistentes com uma rota de sinalizacdo dependente de
sacarose que dinamicamente regula o carregamento do floema, capaz de
responder as alteracbes dos niveis de sacarose no floema (Chiou e Bush,
1998). Isto tem um impacto direto no particionamento de assimilados para o
nivel da translocacdo no floema. O fluxo de aclUcares e a concentracdo de
acucares soluveis e amido em folhas-fonte é regulado durante o dia em batata
e tabaco com uma razdo maxima para o final do periodo luminoso (Heineke et
al., 1994). De acordo com estes dados, o transportador de sacarose SUT1 de
tomate e batata acompanha este padréo de regulacéo (Kirn et al., 1997). Nao
pode ser excluido que o aumento dos transcritos de SUT1, induzidos pela luz,
€ baseado em uma regulacéo circadiana do transportador.

Tem sido demonstrado que fitorménios como auxinas e citocininas
também aumentam a razdo de carregamento do floema (Ward et al., 1998). De

fato, a aplicacédo de fitormbonios em folhas destacadas de batata acarretou um
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aumento nos niveis de transcritos do transportador de sacarose StSUT1
(Harms et al. 1994).

Chiou e Bush (1998) identificaram a sacarose como uma molécula
sinalizadora na rota de transducdo de sinais que regula a atividade do
transportador de sacarose em beterraba, através do controle transcricional ou
da estabilidade do mRNA. As rotas de reconhecimento de sacarose podem
modular a atividade de transporte em funcédo da alteracdo das concentragcdes
de sacarose da folha (Chiou e Bush, 1998). Esta rota de regulacdo pode ser
considerada um exemplo de ‘regulacédo dreno’, em que a reducédo da demanda
do dreno causa um aumento das concentracOes de sacarose no floema,
reduzindo a expressdo do transportador de sacarose da folha. A ‘regulacdo
dreno’ também tem sido descrita para genes fotossintéticos (Krappet al., 1993)
e invertases (Roitsch et al., 1995).

A proteina SBP foi identificada inicialmente por Ripp et al. (1988) pela
capacidade de se ligar a sacarose. Subseqientemente, seu cDNA foi clonado
(Grimes et al.,, 1992) e a capacidade de SBP transportar sacarose foi
confirmada com o restabelecimento do crescimento em sacarose de células de
leveduras transgénicas, deficientes na utilizacdo de sacarose, com a expressao
ectopica de SBP (Overvoorde et al., 1997). SBP foi localizada na membrana
plasmatica de varios tipos celulares envolvidos no transporte de sacarose,
incluindo células do mesofilo de folhas-dreno jovens, em células companheiras
do floema maduro e em células de cotilédones em desenvolvimento.
Consistente com esta observacdo, o promotor SBP2 é capaz de dirigir a
expressdo de genes reporteres especificamente para as células do floema em
plantas de tabaco transgénicas, co-localizando com o sistema de transporte de
sacarose (Contim et al., 2002). A andlise da sequéncia do cDNA de SBP
mostrou que esta proteina é parte de um grupo distinto de transportadores de
sacarose, cujo padrao de expressao temporal correlaciona-se com o periodo
de transporte de sacarose no cotilédone (Grimes et al., 1992). Um segundo
membro deste grupo, SBP2, com 85% de identidade de seqtiéncia com SBP,
foi capaz de alterar o transporte de sacarose em células de tabaco
transgénicas em suspensao (Delu-Filho et al., 2000). A expressdo senso e
antisenso do cDNA SBP2 em plantas de tabaco transgénicas afetou o

particionamento de carboidratos e o0 desenvolvimento das plantas
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transformadas (Pedra et al., 2000). Além de estar envolvida no transporte de
sacarose, a proteina SBP2 possui um sitio de ligacdo a GTP que é funcional e
independente da capacidade de se ligar a sacarose, e possivelmente esta
envolvida numa rota de transducéo de sinais, relacionada com o metabolismo
de sacarose (Pirovani et al, 2002). O envolvimento de proteinas que se ligam a
GTP em rotas de transducédo de sinais em plantas é revisado por Assmann
(2002). A expressdo da proteina GPALl que se liga a GTP é abundante no
tecido vascular e em meristemas, um padrao muito similar ao observado para a
proteina SOGA1 de espinafre (Perroud et al.,, 2000). A familia SBP é uma
familia génica pequena, composta de pelo menos dois membros em soja
(Contim et al.,, 2002) e muito pouco € conhecido sobre a funcdo e os
mecanismos que regulam a expressao das proteinas SBP na planta.

Neste trabalho, plantas de tabaco transgénicas, transformadas com o
promotor SBP2 fusionado ao gene repoérter GUS, foram analisadas quanto a
distribuicdo da expressdo de GUS na planta. Células em suspensdo obtidas a
partir destas plantas foram submetidas a ensaios de resposta a agucares e 0s
resultados foram quantificados pela atividade da enzima GUS. Plantas de
tabaco transgénicas contendo dele¢cbes do promotor SBP2 fusionadas ao gene
GUS foram analisadas para a identificacdo de regibes responsaveis pelo
padrdo de expressdo tecido-especifico. Coletivamente, o0s resultados
apresentados neste artigo fornecem informacdes importantes para a
compreensdo do padrao de expressdo e do envolvimento do gene SBP2 no

metabolismo e em rotas de transducao de sinais de resposta a acucares.

Material e Métodos

Obtencédo das constru¢cdes com as dele¢cdes do promotor SBP2 fusionadas ao

gene reporter GUS

O promotor SBP2 fusionado ao gene reporter GUS (-2000pSPB2-GUS)
foi obtido por Contim et al. (2002). Fragmentos do promotor SBP2 deletados de



1511, 1637 e 1869 pb, foram obtidos por meio de PCR. Para isso, o
oligonucleotideo reverso pS64ATGR (GCTTGGGTCTGGTCGCCATGG), que
anela da posicdo -2 a +19 relativo ao codon de inicio da traducdo, foi

combinado com 0S oligonucleotideos senso pS64HA138F
(TTAAAGCTTGTCCTTGTGCATG), pS64BI373F
(ATAAAGAATTCGAAACTCACAATG) e pS64Pt505F

(CTCACGCTGGCCCTGCAGCTG) que anelam respectivamente nas posi¢coes
-137 a -116, -370 a - 346 e -505 a -485 relativo ao primeiro cédon ATG foram
utilizados para amplificacdo dos fragmentos do promotor a partir do DNA
recombinante pgS641.1 (Contim et al., 2002). Os fragmentos purificados de gel
foram digeridos com enzimas de restricdo apropriadas. Os fragmentos
Ncol/Pstl de 489 pb, Ncol/EcoRI de 363 pb e Ncol/Hindlll de 131 pb foram
clonados nos sitios correspondentes do vetor pUC120, originando os clones
pUFV426, pUFV425 e pUFV424, respectivamente. Finalmente os fragmentos
foram liberados dos clones com as enzimas Ncol/Hindlll e inseridos nos
mesmos sitios no vetor binario de transformacgéo de plantas pCAMBIA1381Z,
originando os clones pUFV429 (-131pSBP2-GUS), pUFV433 (-363pSBP2-
GUS) e pUFV428 (-489pSBP2-GUS).

Obtencéo de plantas transgénicas

Plantas de tabaco transgénicas contendo o promotor SBP2 fusionado ao
gene GUS (-2000pSPB2-GUS) foram obtidas como descrito por Contim et al.
(2002). Os plasmidios recombinantes derivados do vetor binario de
transformacéo de plantas pCAMBIA1381Z ou o vetor intacto foram utilizados
para transformar plantas de Nicotiana tabacum L. cv. Havana por meio de
transformacédo de discos foliares mediados por Agrobacterium tumefaciens
(Alvim et al., 2001) e as plantas transformadas foram regeneradas em meio MS
(Murashige E Skoog, 1962) contendo 50 mg L™ de higromicina (Buzeli et al.,
2002). Para cada construcao, as plantulas foram testadas para a atividade de
GUS e os transformantes primarios (T0) foram mantidos in vitro ou transferidos
para o solo e crescidos em condi¢cdes controladas em casa de vegetacao para

0s ensaios histoquimicos e fluorimétricos. As plantas enraizadas foram

45



testadas para a incorporacdo do gene de resisténcia a higromicina por analises
de PCR (dado ndo mostrado). A intensidade da coloracéo e atividade de GUS
entre as linhas independentes foram similares e o padrdo de expresséo foi
consistente entre linhas transgénicas independentes. As andlises histoquimicas
foram feitas em quatro transformantes independentes de cada uma das
construcdes -489pSPB2-GUS, -363pSPB2-GUS e -131pSPB2-GUS.

Obtencéao de células em suspensao de tabaco transgénico

As células em suspensdao foram obtidas a partir de trés transformantes
independentes de tabaco contendo a construcédo -2000pSPB2-GUS. O tecido
medular do caule das plantas transgénicas foi isolado e transferido para meio
MS suplementado com 500 ng L™ de ANA e 62,5 ng L™ de cinetina e cultivado
por 3 a 4 semanas até a formacdo de um calo esponjoso. Os calos foram
transferidos para 50 mL de meio NT-1 [sais MS suplementados com sacarose
3% (p/v), tiamina-HCI 0,0001% (p/v), inositol 0,01% (p/v), 2,4-D 0,2 mg L™ e
KH.PO4 1,32 mM] e incubados, sob agitacdo de 110 rpm, até a desagregacao

das células dos calos.

Determinacédo da atividade da enzima GUS em 6rgéos e células em suspensao

de plantas transgénicas de tabaco.

A extracdo de proteinas para os ensaios fluorimétricos e a determinagéo
da atividade de GUS foram feitas essencialmente como descrito por Jefferson
et al. (1987), utilizando metilumbelliferona (MU) como padrdo. Para o ensaio
padréo, fragmentos dos 6rgaos ou as células em suspensao foram macerados
em 0,5 mL do tampéo de ensaio da enzima GUS [NaH,PO,4.H,0O 100 mM (pH
7,0), EDTA 10 mM, sarcosil 0,1% (p/v), Triton X-100 0,1% (v/v)] e 25 pL deste
extrato foram misturados com 25 pL do tampao de ensaio da enzima GUS,
contendo 1,7 mM do substrato 4-methylumbelliferone b-D glucuronidio (MUG).

A mistura foi incubada a 37° C no escuro por 15 min e a atividade da enzima
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GUS foi medida usando um Fluorimetro DYNA Quant 200 (Amersham
Pharmacia Biotech). As analises fluorimétricas foram feitas em trés linhagens
independentes de células e de plantas de tabaco transgénicas -2000pSPB2-
GUS e em trés transformantes independentes de cada construcéo -489pSPB2-
GUS, -363pSPB2-GUS e -131pSPB2-GUS.

Andlise histoquimica do padrao de expressao

Para as linhagens transgénicas -2000pSBP2-GUS, -489pSPB2-GUS, -
363pSPB2-GUS e -131pSPB2-GUS, as analises histoquimicas da atividade da
enzima b-glucuronidase foram feitas conforme descrito por McCabe et al.
(1988). Os tecidos (raizes, caules e folhas) foram coletados e seccionados
usando um micrétomo manual. As secdes dos tecidos foram embebidas no
tampédo de ensaio da enzima GUS [NaH,PO4H,0 100 mM (pH 7,0),
K4Fe(CN)s.3H,0 0,5 mM, Na;EDTA.2H,O 10 mM, Triton X-100 0,1% (v/v) ]
contendo 5 bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D glucuronide (X-Gluc) (McCabe et al.,
1988) e incubados a 37 °C no escuro por 4 horas. Os pigmentos foliares foram
extraidos dos tecidos corados com solucdo de metanol:acetona (3:1). Apoés
varias lavagens, os tecidos clarificados foram armazenados em solucdo de
glicerol 50% (v/v) e montados em laminas para fotodocumentacdo. As

micrografias foram obtidas em um microscépio Olympus AX-70.

Resultados

A sequéncia do promotor do gene SBP2 possui elementos em cis
caracteristicos de promotores de genes envolvidos no metabolismo e

transporte de aclcares.
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A analise de aproximadamente 790 pb da regido promotora do gene
SBP2, com programas computacionais, mostrou a presenca de diversos
elementos em cis, caracteristicos de promotores de genes eucariotos, inclusive
a presenca de um TATA box na posi¢do -77 a -70 relativo ao sitio de inicio de
traducado (Contim et al., 2002). O sitio +1 da transcricao foi deduzido como o
nucleotideo A, na posi¢ao -49 em relacdo ao sitio de inicio de traducédo, com o

auxilio do programa cutoff 0.80 (www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html). O

sitio +1 de transcri¢do dista 21 nucleotideos downstream da sequéncia TATA,
numa localizacdo favoravel para o contexto de inicio de transcricdo. Nas
posices de -115 a -111 foi identificada a sequéncia CAAT, que possui uma
funcdo importante na determinacdo da eficiéncia de transcricdo do promotor
(Figura 1A).

Além dos elementos responsaveis pelo aparato basal de transcricao,
foram identificados varios outros sitios regulatérios importantes, envolvidos na
expressdo génica em plantas, com o auxilio dos programas Signal Scan

(http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/signal/) e Genomatix

(http://www.genomatix.de/) (Figura 1A). Na posicdo de -185 a -183, foi

identificado um elemento tipo SURE (sucrose responsiveness element),
responsavel pela inducédo génica em resposta a sacarose, apresentando maior
similaridade com o elemento SURE-2 do gene da patatina (-180 a -178) (Urwin
e Jenkins, 1997). Além deste, o promotor SBP2 possui dois elementos tipo Gal
4, nas posicoes de -266 a -262 e de -254 a -250, envolvidos na regulacdo do

metabolismo de aclUcares em leveduras (Griggs e Johnston, 1991).
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Figura 1.
Seqliéncia do promotor SBP2 e esquema das construcdes quiméricas.

(A) Sequéncia de nucleotideos do promotor do gene SBP2 com 0s provaveis
elementos regulatérios em cis sublinhados. As setas indicam o nucleotideo de
inicio de cada fragmento de delecédo e o sitio +1 de transcricao deduzido é
representado por A em destaque na posi¢ao -49 ao sitio de inicio da traducao
(c6don ATG em italico). (B) Diagrama das construcfes quiméricas do promotor
SBP2-GUS (-2000pSBP2-GUS) contendo a posicdo esquematica de cada
delecdo (-131, -363 e -489). A posicao do primeiro cédon ATG é representado
por uma seta direcional.

Consistente com o envolvimento de fitorménios na regulacdo da
expressdo de genes envolvidos no metabolismo e transporte de acgucares, foi
identificado um elemento regulatério de resposta a giberelinas no promotor
SBP2. O elemento GAmyb, localizado entre as posi¢cdes -480 e -473, foi
identificado como o sitio de ligacdo da proteina regulatéria GAMYB, expressa

especificamente nas células da camada de aleurona em cereais, responsavel
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pela ativacdo de um grande numero de enzimas envolvidas no metabolismo
energético (Gubler et al., 1999).

O promotor SBP2 dirige a expressao dos genes reporteres GUS e GFP
especificamente para as células do floema, de caules, folhas e raizes, em
plantas transgénicas de tabaco (Contim et al., 2002). De acordo com este
padrdo de expressado, diversos sitios, possivelmente envolvidos na regulacdo
tecido-especifica, foram identificados na sequéncia do promotor SBP2. Os
sitios R52 (-670 a -657 e — 656 a -643) tém sido descritos como responaveis
pela expressao especifica em semente de soja (Jofuku et al., 1987). A proteina
regulatéria R52 de 60 kDa é expressa especificamente na semente de soja,
ativando a expressao do gene da lectina.

Pelo menos sete sitios relacionados com a proteina regulatéria DOF
foram identificados no promotor SBP2 (Figura 1A). As proteinas DOF sdo uma
familia de fatores de transcricdo, identificadas em associacdo com diversos
promotores de genes especificos de plantas, envolvidas em funcdes diferentes
no controle da expressao génica em plantas (Yanagisawa e Schmidt, 1999). O
fator PBF, um tipo de fator DOF de milho, é expresso especificamente no
endosperma, coordenando a ativacdo da expressdo dos genes das zeinas,
durante o desenvolvimento do endosperma. Recentemente, foi identificado um
fator DOF de Arabidopsis, especifico do floema, relacionado com a expressao
de genes no floema (Papi et al., 2002). Adicionalmente, sequéncias de ligacéo
dos fatores Opaque2 (0O2) e GCN 4, que atuam em associacao com os fatores
DOF, foram localizados nas regifes -446 a -437 e -430 a -423, respectivamente
(Vicente-Carboja et al., 1997).

Um outro provavel sistema de controle da expressao génica, identificado
no promotor SBP2, tem sido descrito pela interacdo de proteinas regulatorias
que se ligam ao sitio CCAAT box, presente em um grande numero de
promotores de genes de plantas. Varias proteinas regulatérias que se ligam a
este sitio j& foram identificadas, existindo um ndmero grande de homdélogos em
uma mesma espécie (Edwards et al., 1998), indicando um sistema complexo
de regulacdo. Deste modo, o padrao de expressao do gene SBP2 em soja
parece ser regulado por um grande numero de fatores acessorios de
transcricdo, o que indica um sistema complexo e cooperativo no controle da

expressao génica.
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O promotor do gene SBP2 dirige a expressao da enzima GUS

diferencialmente para diferentes 6rgaos na planta.

Existe uma grande variacdo no padrdo de expressdo das proteinas da
familia SUT em plantas. A expressao dos mRNAs dos transportadores de
sacarose em batata e Arabidopsis esta sob o controle do desenvolvimento da
planta e obedece a transicdo dos orgaos dreno para fonte (Riesmeier et al.,
1993; Truernit and Sauer, 1995). Deste modo, existe um nivel de regulacdo em
transportadores SUT que é sensivel ao estadio de desenvolvimento do érgao
na planta. Tanto a proteina (Pirovani et al., 2002) quanto o mRNA SBP2
(Fontes, dado néo publicado) acumulam-se no inicio do desenvolvimento em
sementes de soja, 0 que indica que SBP2 esta sob o controle temporal durante
o desenvolvimento da semente.

Consistente com estas observacdes, o promotor SBP2 dirigiu a
expressdo do gene reporter GUS diferencialmente para os varios 0Orgaos
testados, em plantas de tabaco transgénicas (Figura 2). Niveis muito baixos de
atividade da enzima GUS foram detectados em 6érgdos maduros, como folhas-
fonte, caule e raiz (Figura 2, FF, C e R). Em contraste, niveis elevados de
expressao foram detectados em tecidos em desenvolvimento, com alta taxa de
divisdo celular, como folhas-dreno (folhas jovens em crescimento) e no
meristema apical caulinar (Figura 2, FD e M). A atividade no meristema
radicular ndo foi testada. As folhas jovens e o meristema apical caulinar sdo
considerados orgdos-dreno fortes, com alta taxa de consumo de
fotoassimilados na planta em desenvolvimento. Estes dados correlacionam o
padrdao de expressdo controlado pelo promotor SBP2 com tecidos em

desenvolvimento, indicando a existéncia de um nivel de controle temporal.
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Firura 2.

Atividade de -2000pSBP2-GUS em tecidos de plantas de tabaco
transgénicas apos 10 dias de cultivo no solo. FF: folha-fonte, FD: folha-dreno,
C: caule, R: raiz, M: meristema apical caulinar.

A expressdao de GUS é diferencialmente regulada em células em
suspensdo de tabaco transgénico de acordo com a disponibilidade de acUcar

no meio de cultura.

Os transportadores de sacarose em plantas estdo diretamente
envolvidos nos processos de alocacdo de fotoassimilados no corpo vegetal.
Deste modo, estes transportadores, ao mesmo tempo em que dirigem o fluxo
de sacarose entre o floema e as células adjacentes, eles proprios estdo sob o
controle da disponibilidade do acucar. A presenca de uma possivel rota de
reconhecimento de acuUcares pode provocar alteragbes nos niveis de
expressdo e atividade dos transportadores de sacarose, em funcao de

alteracbes nas concentracdes de sacarose na folha (Chiou e Bush, 1998).
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Figura 3.

Atividade de GUS em células em suspenséo de plantas transgénicas de
tabaco controle e -2000pSBP2-GUS, cultivadas em meio NT-1 com diferentes
condicBes de disponibilidade de acucar. A) Atividade da enzima GUS nas
células em suspensao cultivadas em meio NT-1 com 87,6 mM de sacarose,
sem acucar, 87,6 mM de glicose + 87,6 mM de frutose e 87,6 mM de manitol
como fontes de acucar, durante 48 horas de cultivo. (B) Atividade da enzima
GUS apés 48 horas de incubagdo em meio NT-1 com 0, 25, 100 e 250 mM de
sacarose. As letras acima das barras indicam a similaridade entre as médias
pelo teste T com " =5%.

Deste modo, a expresséo e a atividade de transportadores de sacarose
sdo direta ou indiretamente reguladas pela disponibilidade do acgucar. Células
em suspensao foram obtidas a partir de plantas transgénicas de tabaco e

cultivadas em meio suplementado com sacarose. As células foram coletadas e
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transferidas para meios de cultura suplementados com sacarose, glicose +
frutose, manitol e meio ndo suplementado com acuUcares, para testar uma
possivel resposta a forma especifica de acglcar disponivel. Apés 48 horas de
cultivo, as células foram coletadas e a atividade da enzima GUS foi
quantificada (Figura 3A). A atividade da enzima GUS nas células cultivadas em
sacarose foi pelo menos duas vezes maior que em células crescidas em meio
contendo glicose+frutose. Além disso, a atividade de GUS nas células
cultivadas no meio de cultura sem acucar foi 28% menor em média do que
naquelas cultivadas no meio suplementado com sacarose, indicando que
houve uma inducéo e/ou de-represséo no promotor pela presenca de sacarose.
Esta diferenca néo foi devida a alteracdo do potencial osmético do meio sem
acucar, pois valores muito similares foram obtidos nas células cultivadas em
manitol. Em compara¢do com as células cultivadas em manitol e meio sem
acucar, a atividade de GUS nas células cultivadas na presenca de
glicose+frutose foi bem inferior, indicando que a atividade do promotor foi
reprimida pela presenca dos produtos de clivagem da sacarose. Deste modo, o
promotor SBP2 é diferencialmente regulado pela forma de acucar disponivel no
meio de cultura.

Similarmente, células em suspensado cultivadas em sacarose foram
coletadas e incubadas por 48 horas em meios de cultura contendo 0, 25, 100 e
250 mM de sacarose (Figura 3B). A atividade da enzima GUS determinada nos
extratos das células crescidas em diferentes concentracdes de sacarose
indicou que a atividade do promotor SBP2 é dependente da concentracdo de
sacarose disponivel no meio de cultura das células em suspensdo. Baixa
atividade enzimatica foi detectada quando as células foram incubadas com
baixas concentracdes (25 mM) ou a auséncia (0 mM) de sacarose no meio de
cultura, em relacdo as células incubadas com 100 mM de sacarose. Foi
observado uma reducdo na atividade enzimatica das células incubadas com
250 mM de sacarose, o que era esperado devido ao efeito do elevado potencial
osmoético do meio de cultura (Chiou e Bush, 1998; Sinha et al., 2002).
Coletivamente estes resultados indicam que a atividade do promotor SBP2 é

modulada de acordo com a disponibilidade de acucar no meio de cultura.
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A atividade do promotor SBP2 é controlada por regides discretas

contendo cis elementos regulatérios positivos e negativos.

O promotor SBP2 apresenta um padrdao de expressdo bastante
complexo, sendo regulado de maneira tecido-especifica (Contim et al., 2002),
temporal e dependente de forma e concentracdo de acUcares (esta
investigacdo). Este padrdo complexo de expressdo génica € controlado
principalmente pelo conjunto de seqUéncias regulatérias presentes no
promotor, podendo também estar sujeito a influéncia de outros fatores externos
a sequéncia do gene, como a localizacdo na cromatina (Gribnau et al., 1998),
existéncia de enhancers e “regido controladora de locus” (Blackwood e
Kadonaga, 1998).

De forma a estudar o papel das provaveis sequéncias regulatérias
identificadas, delecdes do promotor SBP2 foram geradas por PCR e inseridos
no vetor binario de transformacao de plantas pCAMBIA1381Z, controlando a
expressdo do gene repoérter GUS (Figura 1B). Plantas transgénicas de tabaco
foram geradas a partir destas construcdes e a atividade da enzima GUS foi
guantificada nestes transformantes. Pequenos fragmentos foliares destes
transformantes cultivados in vitro foram submetidos a um ensaio histoquimico,
para o diagnéstico da atividade da enzima GUS (Figura 4A). Todos os
fragmentos do promotor testados foram capazes de induzir a expressédo da
enzima GUS, mostrando que eles possuem pelo menos 0s elementos minimos
necessarios para a iniciacdo da transcricdo. Entretanto, a intensidade de
coloragdo do produto obtido foi visualmente muito discrepante, entre as
construcbes testadas, indicando que cada construgcdo pode estar sendo
regulada de maneira diferencial. A atividade de cada construcdo foi
quantificada por ensaio fluorimétrico, com o objetivo de avaliar a contribuicédo
especifica do conjunto de elementos regulatérios, das dele¢cdes do promotor

SBP2 no controle da expressao génica (Figura 4B).
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Andlise da expressédo da enzima GUS em plantas transgénicas.
A atividade da enzima GUS nas construcfes quiméricas do promotor SBP2 e
das suas delecbes foi analisada em plantas transgénicas de Nicotiana
tabacum. A atividade de GUS foi visualizada pela coloragdo com o substrato X-
Gluc (A) e quantificada em extratos protéicos de folhas maduras cultivadas in
vitro apés a reacdo com o substrato MUG (B).

A delecdo de aproximadamente 1500 pb da sequéncia do promotor
SBP2 até a posicao -489 (-489pSBP2-GUS) causou uma reducédo da atividade
de GUS para niveis praticamente ndo detectaveis (Figura 4B). Em contraste, as
delecBes adicionais da sequéncia até a posicdo —363 (-363pSBP2-GUS)
causaram um acréscimo na atividade de GUS na ordem de 10 vezes, quando
comparado com aquele resultante do promotor intacto (-2000pSBP2-GUS)

(Figura 4B) Esta observacédo indica a existéncia de sequéncias silenciadoras,
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entre as posicoes -489 e -364 (Figura 1A). Nesta regido especifica, além da
existéncia de mais trés sitios DOF, estéo presentes os sitios O2 e GCN4, cujas
fatores regulatérios atuam em associacdo com os fatores DOF, modulando a
expressdo génica de modo cooperativo em genes de plantas (Vicente-
Carbajosa et al., 1997; Mena et al., 1998).

A delecdo adicional do fragmento -364 a -131 (-131pSBP2-GUS)
resultou em atividade de GUS 5 vezes superior aquela de -2000pSBP2-GUS,
porém duas vezes inferior aquela resultante de -363pSBP2-GUS. Este
resultado indica a presenca de sequéncias regulatorias positivas entre as
posicdes -364 a -131, responsaveis pelo alto nivel de expressao da construcao
-363pSBP2-GUS. Além disso, indicam que as sequéncias até a posicdo -131
sdo suficientes para produzir alto nivel de expressao basal. Consistente com
esta observacdo, o fragmento de 131 pb do promotor SBP2 possui em sua
sequéncia um elemento CAAT box e um DOF/PBF, que estédo correlacionados
com a ativacao da transcricdo, responsaveis por altos niveis de transcricdo em
promotores de plantas (Kusnetsov et al, 1999; Mena et al., 1998). O fragmento
de 363 pb, além dos elementos presentes no fragmento de 131 pb, possuem
em acréscimo um sitio DOF e um elemento CCAAT box, também relacionados
com a ativacdo transcricional de genes de plantas, suportando 0s nhiveis

elevados de atividade da enzima GUS nestes transformantes.
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Figura 5.

Andlise histoquimica da expressdo da enzima GUS, nas plantas
transgénicas, contendo as construcbes quimeéricas -2000pSBP2-GUS, -
489pSBP2-GUS, -363pSBP2-GUS, -131pSBP2-GUS.

A-D, meristemas apicais caulinares; E-H, caules; I-L, folhas; M-P, raizes.
As colunas representam respectivamente as plantas -2000pSBP2-GUS, -
489pSBP2-GUS, -363pSBP2-GUS, -131pSBP2-GUS. Epiderme, E; Mesofilo,
Ms; Bainha vascular, VB; Tricomas, T; Parenquima, Pa; Xilema, X; Procambio,
PC; floema interno, IP; Floema externo, EP; Meristema caulinar apical, SAM;
primérdio foliar, LP; Tecido vascular, VT; Meristema apical, AM; Cilindro
vascular, VC; Coifa, RC; (A, B,C,D,E,Fe G=200m; H, |, K,L,M,N,OeP
=100mm; J = 50nm).

A construcdo -489pSPB2-GUS possui uma regiao silenciadora forte em

sua sequéncia que suprime os elementos positivos.
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O promotor SBP2 é capaz de dirigir a expressdo dos genes reporteres
GUS e GFP especificamente para as células do floema, em plantas de tabaco
transgénicas (Contim et al.,, 2002). Deste modo, independente de fatores
externos ao promotor, a expressdo tecido-especifica € controlada por
sequéncias regulatérias restritas a regiao promotora SBP2. Diversos elementos
regulatorios identificados no promotor SBP2 estdo relacionados com a
expressao tecido-especifica em soja e em outras plantas, como o fator R52,
DOF/PBF, O2 e GCNA4. Estes fatores podem atuar sozinhos, como o fator R52
de soja (Jofuku et al., 1987) e o fator PBF de milho(Yanagisawa e Sheen,
1998), ou em associagao, PBF e O2 de milho (Vicente-Carbajosa et al., 1997) e
DOF/PBF e GCN 4 de cereais (Mdller et al., 1995).

Diferentes 6érgdos das plantas contendo as construcfes quiméricas
foram seccionados e submetidos a um ensaio histoquimico, para a localiza¢céo
da expressdo de GUS nos tecidos. As plantas transgénicas mostraram um
padrdo de expressao tecido-especifico bastante complexo, como mostrado na
Figura 5.

As plantas transgénicas contendo a construcdo -489pSPB2-GUS
perderam completamente a capacidade de dirigir a expressdo do gene reporter
GUS para o meristema caulinar apical (Figura 5B) e para as raizes (Figura 5N),
em comparacdo com as plantas -2000pSPB2-GUS (Figura 5A e 5M). Este
padrdo indica a perda de elementos positivos ou a presenca de uma regiao
silenciadora forte para estes 6rgdos, presente em um contexto diferente
daquele encontrado no promotor completo. Interessantemente, o fragmento de
-489 pb foi capaz de dirigir a expressdo do gene repérter especificamente para
o floema interno, mas ndo para o floema externo do caule (Figura 5F), em
contraste com o padrao do promotor completo, que dirigiu a expressao do gene
reporter tanto para o floema interno, quanto para o floema externo no caule
(Figura 5E). Esta diferenciagdo entre a expressado no floema interno e externo
do caule de tabaco indica que existe alguma diferenca entre o conjunto de
fatores transcricionais existentes nestes tecidos. A existéncia do feixe
bicolateral em plantas ndo é uma regra geral, mas é encontrado em um grande

namero de espécies, entre elas o tabaco (Esau, 1969).
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Similarmente ao observado na folha dos transformantes -2000pSPB2-
GUS (Figura 5I), o fragmento de -489 pb foi capaz de dirigir a expresséo
preferencialmente para os feixes vasculares das folhas dos transformantes -
489pSPB2-GUS (Figura 5J). Alguma coloracdo, muito fraca e dispersa, foi
observada nos tecidos adjacentes, mas ndo € representativa do padrdo de
expressdo. Os dados histoquimicos dos cortes de folhas e caules, associados
a guantificacdo da atividade da enzima GUS na folha, fornecem evidéncias
concretas de que a expressao génica, controlada pelo fragmento de -489 pb, é
silenciada pela presenca de elementos em cis, presentes entre as posicoes -

489 e -364, envolvidos com a expressao tecido-especifica no floema.

As construgcdes -363pSPB2-GUS e -131pSPB2-GUS dirigem a
expressao do gene reporter de modo generalizado e com altos niveis em todos

os 6rgédos da planta.

Os transformantes -363pSPB2-GUS e -131pSPB2-GUS apresentam um
padrdo de expressdo generalizado, com coloracdo muito forte, em todos os
orgaos analisados (Figuras 5C, 5G, 5K, 50, 5D, 5H, 5L e 5P). A Unica excec¢éao
foi encontrada na raiz, onde o transformante -131pSPB2-GUS falhou em dirigir
a expressado para o meristema radicular. Este padrdo de expresséo, forte e
generalizado, € o produto da interacdo acumulativa dos sitios regulatérios
positivos presentes nestas regides do promotor. A0 mesmo tempo em que esta
regulacdo positiva € extremamente ativa, parece nao existir qualquer tipo de
regulacao tecido-especifica nestas regifes, ndo havendo distincdo alguma
entre os tecidos analisados, exceto o meristema radicular do transformante -
131pSPB2-GUS. Estas observacbes sao evidéncias fortes de que os
elementos responsaveis pela regulacao tecido especifica se encontram entre
as posicbes -489 e -364 associados com outros elementos acessorios
upstream a posicao -489.

A falha do transformante -131pSPB2-GUS em dirigir a expressdo do
gene reporter para o meristema radicular provavelmente esta relacionado com
a perda de um elemento em cis essencial para a ligacao do fator especifico do

meristema radicular. Consistente com esta possibilidade, a ligagao do fator tipo
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DOF, NtBBF1, nos promotores de plantas, é essencial para a expressao no
meristema radicular em plantas de tabaco. O fragmento de -131 pb possui um
sitio do tipo DOF/PBF que se sobrepde ao TATA box, 0 que indica que nao
seja funcional, provavelmente por competir com a ligacdo com o fator TFIIB do

aparato da RNA polimerase Il

Discusséao

A expressao génica de proteinas transportadoras de sacarose pode ser
regulada em niveis diferentes. A regulacdo transcricional das enzimas
envolvidas na biossintese de sacarose e amido € bem coordenada e
dependente das condicdes de luz, do estadio de desenvolvimento dos 6rgéos e
das condi¢cdes nutricionais da planta (Kuhn et al., 1999). O padrdao de
expressao dirigido pelo promotor SBP2, especifico das células do floema, é
semelhante ao observado em outros genes envolvidos no transporte de
sacarose em plantas (Contim et al, 2002; Grimes et al., 1992; Truernit e Sauer,
1995; Riesmeier et al, 1993). O promotor SBP2 apresenta uma estrutura
funcional caracteristica de promotores eucaridticos, contendo elementos
regulatérios gerais e um conjunto de elementos regulatdrios adicionais,
especificos de genes de plantas, caracteristicos de um sistema complexo de
regulacao génica, semelhante aquele encontrado em genes envolvidos no
metabolismo e transporte de aclcares em plantas (Contim et al., 2002; Figura
1A).

O promotor SBP2 dirige a expressdo do gene reporter GUS
preferencialmente para 6rgaos jovens em crescimento de plantas de tabaco
transgénicas, como meristema apical caulinar e folhas jovens (Figura 2). Estes
orgaos, em inicio de desenvolvimento, possuem alta taxa de divisdo celular,
com alta demanda de carboidratos para serem utilizados tanto como fonte de
energia, quanto como matéria prima para a sintese de compostos estruturais
celulares. Estes dados indicam que a expressao do gene SBP2 acontece em

tecidos-dreno, de acordo como descrito por Grimes et al. (1992), que
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localizaram o mRNA de SBP especificamente em cotilédones de soja, em inicio
de desenvolvimento. Similarmente, a expressdo no nivel transcricional de
transportadores de sacarose, em batata e Arabidopsis, é controlada em funcéo
do nivel de desenvolvimento do 6rgéo/tecido, seguindo a transi¢cao de tecidos-
dreno para fonte (Truernit e Sauer, 1995). Outros transportadores possuem
padrées de expressdo muito especifico, relacionados especificamente com
tecidos-dreno. O mMRNA do transportador AtSUC1 é detectado em gréaos de
pélen em desenvolvimento, enquanto que a proteina apenas é detectada apos
a germinacdo do grao de pdlen, indicando um padrao de expressdo especifico
de 6Orgao, induzido pela germinacdo e controlado a nivel de transcricdo e
traducéo (Stadler et al., 1999). No promotor SBP2, este padrao de expressao
pode estar relacionado com a presenca do sitio CAAT box, identificado como
alvo para a proteina regulatéria tipo CBF-C em Arabidopsis, em que a atividade
de ligacdo € regulada por luz, especificidade de 6rgdo e estadio de
desenvolvimento (Kusnetsov et al, 1998).

Consistente com seu envolvimento no transporte de aclUcares em
plantas, o promotor do gene SBP2 é capaz de responder a alteracbes da
disponibilidade de acucares no meio de cultura de células de tabaco
transgénicas em suspensao (Figura 3). A resposta tanto pode ser modulada
pela presenca de sacarose ou glicose + frutose (Figura 3A), quanto pela
concentracdo de sacarose disponivel (Figura 3B). As rotas de sensoriamento
de sacarose podem modular o transporte deste acucar, em funcdo das
alteracdes de suas concentracdes de sacarose, regulando a expressao e a
atividade dos transportadores de sacarose nos diferentes 6rgdos da planta
(Chiou e Bush, 1998). Acucares metabolizaveis normalmente reprimem genes
de componentes da fotossintese, e simultaneamente ativam a expressao de
genes especificos envolvidos com o metabolismo dreno (Sinha et al., 2002). O
elemento SURE, essencial para a inducdo génica em resposta a sacarose em
alguns genes, foi identificado na posigcéao -182 a -174, da regiao promotora do
gene da patatina (Grierson et al., 1994). Na posicao -185 a -183 do promotor
SBP2 foi identificado um sitio do tipo SURE, muito similar ao contexto
encontrado no gene da patatina (Figura 1A). Elementos tipo SURE também
foram identificados nos promotores dos genes da esporamina e b-amilase de

batata, que também s&o induzidos por sacarose (Ishiguro et al., 1992) e no

62



promotor do gene rbc52 de Phaseolus vulgaris, que responde diferencialmente
a presenca de sacarose ou glicose e frutose (Urwin e Jenkins, 1997). A
presenca do elemento SURE, possivelmente relacionado com a dinamica de
resposta do promotor SBP2 a disponibilidade de sacarose, demonstra a
existéncia de uma rota regulatéria especifica de sacarose. Esta rota foi
demonstrada em folhas destacadas e discos foliares de beterraba, onde a
atividade do sistema de transporte de sacarose foi inibida com a adigdo de 100
mM de sacarose. Este efeito, especifico para sacarose em orgaos-fonte e
dependente da concentracdo, foi correlacionado com alteracbes ao nivel de
transcricdo e mostrou ser reversivel quando alteradas as concentracdes de
acucar (Chiou e Bush, 1998). Adicionalmente, o fator que se liga ao sitio
CCAAT box, um ativador transcricional, é expresso em folhas sob autotrofia,
mas néo sob heterotrofia, possivelmente relacionado com genes envolvidos no
metabolismo energético na planta (Edwards et al., 1998). O promotor SBP2
possui dois sitios do tipo CCAAT, localizados nas posi¢cfes —-558 a —-554 e —339
a —335, potencialmente atuando no controle da expressao de SBP2.

Plantas transgénicas contendo constru¢cdes quiméricas com dele¢des do
promotor SBP2, fusionadas ao gene repoérter GUS (Figura 1B), apresentaram
padrées diferentes de expressdo da enzima GUS, quando comparadas a
expressdo controlada pelo promotor inteiro (Figura 4, A e B). A expresséo
génica, em regides diferentes do promotor, é controlada pela interacao entre
um conjunto de elementos em cis, positivos e negativos. Os fragmentos de 131
pb (-131pSBP2-GUS) e o de 363 pb (-363pSBP2-GUS) apresentam niveis de
expressdo bastante superiores daquele verificado com o transformante -
2000pSBP2-GUS (Figura 4A e 4B). Esta maior taxa nos niveis de transcricdo
pode estar relacionada com a auséncia de elementos silenciadores ou a
presenca, além dos elementos basais de transcricdo, de dois potenciais sitios
de ativacao transcricional, um CAAT box e um DOF/PBF, upstream ao TATA
box (Kusnetsov et al., 1999; Mena et al., 1998). O fator DOF nesta construcao
se encontra associado ao TATA box, existindo a possibilidade de competicéao
alostérica entre eles para a ligacdo dos fatores associados. Assim sendo, a
localizacdo desses sitios pode estar relacionada com um tipo de controle
competitivo da transcricdo, quanto a montagem do aparato basal da

transcricdo, ou também significar que este sitio DOF néo é ativo. Esta segunda
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hipotese € mais provavel, suportada pelo fato dos transformantes -131pSBP2-
GUS falharem na expressao do gene repdrter no meristema radicular (Figura
5P). A ligacdo da proteina regulatéria da classe DOF especifica do meristema
radicular, NtBBF1, é essencial para a expressdo do promotor rolB no
meristema radicular de plantas de tabaco transgénicas (Baumann et al., 1999).
Adicionalmente, a construcdo -363pSBP2-GUS possui em sua sequéncia um
sitio DOF adicional, mostrando uma forte coloracdo no meristema radicular.
Esta é uma forte evidéncia que a construcdo -131pSBP2-GUS falha na ligacao
de um fator DOF, possivemente NtBBF1, em plantas de tabaco transgénicas,
mostrando que o sitio ndo é ativo.

A construcdo -363pSBP2-GUS mostrou um padrdao com alto nivel de
expressdo (Figuras 4A e 4B), em todos os tecidos dos 6rgdos analisados
(Figuras 5C, 5G, 5K e 50), possivelmente relacionado com a presenca de
elementos positivos adicionais em sua sequéncia e a auséncia de elementos
negativos (Figura 1A). Além do sitio ativador CAAT box na posicdo —114 a -
111, outros dois sitios ativadores estao presentes nesta seqiiéncia, um CCAAT
box (-339 a -335) e um elemento DOF (-322 a -299). O elemento CCAAT
possivelmente atua como um ativador transcricional, pois plantas cultivadas
sob autotrofia mostram altos niveis de expressao do fator ativador que se liga a
CCAAT (Edwards et al., 1998). Além disto, os sitios DOF sdo uma classe bem
conhecida de ativadores transcricionais, altamente conservados no reino
vegetal e possuem uma funcédo fundamental na expresséo de diversos genes
de plantas (Yanagisawa e Schmidt, 1999). Deste modo, provavelmente o
conjunto de elementos positivos, possivelmente atuando em associacao,
conferem altos niveis de atividade da construcdo -363pSBP2-GUS.

Em contraste com as construgdes -131pSBP2-GUS e -363pSBP2-GUS,
a construcao -489pSBP2-GUS dirige a expressédo do gene reporter GUS com
niveis muito baixos em plantas de tabaco transgénicas (Figura 4A e 4B). A
expressdao foi completamente abolida do meristema apical caulinar e dos
tecidos radiculares (Figura 5B e 5N), ficando restrita ao floema interno do caule
maduro (Figura 5F) e aos feixes vasculares das folhas (Figura 5J), mostrando
um padrdo de tecido especificidade mais préximo daquele verificado com o
promotor completo (Figura 5E e 5I). O fragmento de 489 pb contém em sua

sequéncia trés sitios DOF adicionais, além de um sitio O2 e um sitio GCN4,



envolvidos com o padrdo de tecido-especificidade em diversos genes de
plantas (Yanagisawa e Sheen, 1988; Yanagisawa e Schmidt, 1999; Vicente-
Carbajosa et al., 1997; Mena et al., 1998). Em Arabidopsis foram identificados
pelo menos 40 genes para fatores DOF. O fator DOF de Arabidopsis, DAGL, é
expresso especificamente no floema da semente, e esta envolvido com a
expressdo de genes especificos do floema durante a germinacdo da semente
(Papi et al., 2002). Em plantas de milho, foram estimadas de 10 a 20 cépias de
genes de fatores do tipo DOF por Southern blot, sendo que pelo menos a
interacdo entre dois deles é bem caracterizada, DOF1 e DOF2 (Yanagisawa e
Schmidt, 1999). O fator DOF1 atua como um ativador da transcri¢do, enquanto
que DOF2 atua como um repressor, com afinidade para os mesmos sitios,
reprimindo a transcricdo por competicao pela ligacédo ao sitio alvo. O padrdo de
expressao tecido-especifico dos genes controlados pelos fatores DOF1/DOF2
€ uma funcéo da razdo de expressao entre estes dois fatores, nos diferentes
tecidos. Por exemplo, em folhas, DOF2 € expresso em baixos niveis e DOF1 é
expresso de modo constitutivo, ativando a expressédo dos genes controlados,
enquanto que altos niveis de DOF2 impedem a expressdo dos genes
controlados em caules e raizes (Yanagisawa e Sheen, 1988). Deste modo, os
fatores DOF sozinhos podem controlar o padrédo de tecido-especificidade de
alguns genes de plantas, em que razdes de expressao diferentes dos fatores
relacionados, num mecanismo de interacdo competitiva, podem modular o
efeito da ativacao transcricional.

De maneira similar, os fatores DOF também podem interagir com outros
fatores nao relacionados, que se ligam a sitios proximos. A proteina OBP1 de
Arabidopsis, um fator tipo DOF, foi isolada com base na sua interacao proteina-
proteina com o fator bZIP que se liga ao sitio ocs (Zhang et al., 1995). Um fator
DOF do endosperma de milho, PBF (prolamin-box binding factor), interage com
a o fator Opaque2 (02), do tipo bZIP, que ativa a expressdo dos genes das
zeinas especificamente no endosperma. O2 e PBF sdo co-expressos
especificamente no tecido do endosperma e possuem padrdes idénticos de
acumulo temporal durante o desenvolvimento do endosperma (Vicente-
Carbajosa et al., 1997). Outro exemplo da interacéo dos fatores DOF em milho,
controlando o padréo tecido-especifico, é a interacdo do fator PBF com o fator

GLM, um fator tipo GCN4. A interacdo positiva entre estes dois elementos é
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necessaria para altos niveis de expressdo dos genes das prolaminas no
endosperma. PBF sozinho ativa a transcricdo, mas a maxima expressao é
obtida quando ocorre a interacdo entre PBF e GLM (Mdiller et al., 1995). Como
os fatores DOF séo especificos de plantas e estdo presentes em praticamente
todas as espécies estudadas até o momento, parece que eles possuem um
papel muito importante na regulacdo génica tecido-especifica em plantas, o
que inclui o promotor SBP2. A seqiiéncia do promotor SBP2 possui um total de
sete sitios DOF, possivelmente sendo seis funcionais, um sitio tipo O2 e um
sitio tipo GCN4, adjacentes aos sitios DOF, em um contexto muito similar
aguele descrito em outros genes, controlados pela interacao destes fatores. Na
construcdo -489pSBP2-GUS, parece que a presenca dos sitios DOF
adicionais, com uma possivel interacdo com os sitios tipo O2 e/ou GCN4,
provocam uma alteracdo drastica no padrdo de expressao tecido-especifico,
restringindo a expressao para o floema do caule (Figura 5F) e o tecido vascular
da folha (Figura 5J), chegando a abolir completamente a expressao no
meristema apical caulinar e em raizes (Figura 5B e 5N). Estes resultados
sugerem a existéncia de um sistema de controle transcricional associado a
ligacdo de fatores DOF, com uma possivel cooperacao de outros fatores nao
relacionados, identificados em outras plantas.

O padréao de expressdao do promotor SBP2 de soja, em plantas de
tabaco transgénicas, € consistente com o padrdo esperado para um gene de
um transportador de sacarose. O promotor controla um padrdo de expresséo
dindmico, altamente regulado nos diferentes 6rgdos da planta e capaz de
responder a alteragbes da disponibilidade de sacarose na planta.
Adicionalmente tem um padrao de expressao especifico do floema, controlado
por um sistema complexo de expressao génica. Em soja, parece ser expresso
especificamente no floema, durante o inicio do desenvolvimento da semente,
um érgao-dreno forte neste estadio de desenvolvimento (Grimes et al., 1992).
Neste caso, outros fatores especificos da planta de soja, como o fator R52,
responsavel pela expressdo especifica de semente, dos genes das lectinas
(Jofuku et al., 1987), podem estar envolvidos, restringindo a expressao no

floema dos cotilédones de soja.
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Resumo e Conclusdes Gerais

Recentemente, um novo membro da familia génica SBP da soja foi
isolado e designado S64 ou SBP2. A andlise comparativa das seqtiéncias dos
cDNAs SBP2 e SBP revelou 91% de identidade, evidenciando uma relacéo
funcional/evolutiva estreita entre estes genes. Existe uma conservacdo de
sequéncia moderada entre SBP e proteinas tipo vicilinas, provavelmente
originada como resultado de uma evolucdo divergente, derivada de uma
proteina ancestral comum.

O cDNA SBP2 foi utilizado como sonda para 0 screening em uma
biblioteca gendmica de soja e dois clones positivos foram isolados, pgS641.1 e
pgS641.2. O clone pgS641.1 corresponde ao gene completo, contendo a
regido promotora 5, a regido codificadora e a extremidade terminadora 3’,
enquanto que o clone pgS641.2 corresponde a um fragmento do gene,
contendo um sitio para a enzima EcoRI no interior da regido codificadora. O
alinhamento das sequiéncias entre os dois clones gendmicos revelou que eles
correspondem a formas alélicas do mesmo gene. Com excec¢ao do sitio EcoRI
presente no clone pgS641.2, o restante das sequéncias entre os dois clones
sdo idénticas, incluindo a regido promotora.

O numero de copias do gene SBP2 em soja foi estimado por meio de
Southern blot e FISH (hibridizacao in situ fluorescente), utilizando o cDNA de
SBP2 e o clone genbmico pgS641.2 como sondas, em nucleos interfasicos de
soja. O padrao de hibridizacao obtido corresponde a duas cépias génicas, com
alta homologia entre si, provavelmente correspondendo aos genes SBP e
SBP2. Coletivamente, estes dados caracterizam a familia SBP como uma
familia génica pequena, composta por apenas dois componentes distintos em
soja, podendo estar envolvida em um processo fisioldgico muito especifico.

A funcionalidade da sequéncia promotora do gene SBP2 foi verificada
através da utilizacdo de genes repérteres. Os genes GUS e GFP foram
fusionados a regido promotora SBP2, de aproximadamente 2 kb, e essas
construgcbes foram utilizadas para transformacdo de plantas de tabaco. O

ensaio histoquimico de GUS e a deteccéo fluorescente de GFP demonstraram
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que o promotor SBP2 dirige a expressdo dos genes reporteres especificamente
para o floema de todos os 6rgdos analisados nas plantas transgénicas de
tabaco. Entretanto, altos niveis de expressdo foram observados
predominantemente no meristema apical caulinar e em folhas-dreno (folhas
jovens), contrastando com o0s baixos niveis de expressdo observados em
folhas maduras, caule e raiz. Estes resultados indicam que o promotor de
SBP2 estd sujeito a regulacdo temporal, associada com o estagio de
desenvolvimento do 6érgdo. Adicionalmente, foi observado que o promotor
SBP2 regula a expressao do gene reporter GUS de modo dependente do tipo e
da concentracdo de acucar disponivel no meio de cultura de células em
suspensao de tabaco transgénico. Coletivamente estes resultados indicam que
0 promotor SBP2 possui um padrdo de expressdo coerente com seu
envolvimento no metabolismo ou translocacao de sacarose.

Dele¢Bes do promotor SBP2 foram fusionadas ao gene repérter GUS e
sua atividade foi quantificada por ensaios fluorimétricos nas plantas
transgénicas, permitindo a identificacdo de regides do promotor que possuam
em sua seqUéncia elementos regulatérios em cis, positivos e negativos.
Ensaios histoquimicos com plantas transgénicas contendo as construcfes
quiméricas com as delecdes do promotor demonstraram que o padréo tecido-
especifico do gene SBP2 é coordenado pela interacdo entre os elementos
regulatorios positivos e negativos. A regido contida entre as posices -2000 e -
490 possui elementos positivos que potencializam a expressao no floema, uma
vez que a delecdo dessa regido causou um decréscimo substancial na
atividade do promotor. A delecdo adicional do promotor até a posicdo -364
restaurou a atividade do promotor em todos os tecidos analisados. Como
conseqUéncia, a atividade quantitativa de GUS foi muito superior aquela
observada para o promotor intacto. Estes resultados indicam a presenca de
pelo menos um elemento silenciador, na regido delimitada pelas posi¢cdes -489
a -364. Além disso, a regidao de -363 a -132 possui um elemento positivo,
responsavel pela expressdo no meristema radicular, uma vez que a delecdo
deste fragmento silencia a expressdo de GUS no meristema radicular. O
padrdo de expressao tecido-especifico, das constru¢cdes quiméricas das
delecbes do promotor, se correlaciona com a distribuicdo dos elementos DOF

na sequéncia do promotor, em associacdo com os elementos O2 e GCNA4.
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Deste modo, o promotor SBP2 se apresenta como uma poderosa
ferramenta biotecnoldgica para uso em plantas transgénicas. O padrdo de
tecido especificidade e a flexibilidade para manipulagcdo dos niveis de
expressao pelo uso de delecbes no promotor SBP2, permite sua utilizagcdo no

controle da expresséao transgénica para fins de engenharia genética de plantas.
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