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RESUMO

A transformacgdo genética de plantas atualmente representa uma importante
ferramenta para investigacdo da funcdo de genes de diversas origens como plantas, fungos,
virus, nematoides e bactérias, sendo os de origem bacteriana 0s mais representativos. Dentro
desse contexto, sequiéncias codificando para dominios contendo repeticdes YD (tirosina-
acido aspartico), que possuem similaridades com proteinas nematicidas, foram previamente
detectadas no genoma de Chromobacterium violaceum estirpe ATCC 12472. Dentre essas
sequéncias, a ORF CV1887 (4.155 pb) foi selecionada para clonagem e expressao no sistema
heterologo, objetivando validar a atividade determinada in silico na anota¢do do genoma de C.
violaceum. A estratégia experimental consistiu em clonar as sequiéncias completa (4.155 pb)
e parcial (2.642 pb) da ORF CV1887 no vetor binario pBl121. Os vetores recombinantes
foram introduzidos em células de Agrobacterium tumefaciens estirpe LBA4404, por
eletroporacdo. Empregando-se o sistema de agroinfeccdo, segmentos foliares de Nicotiana
tabacum var. Xanthi foram transformados e usados como propagulos para regeneracdo dos
transformantes priméarios. A confirmagdo da transformacgdo genética foi feita por reacdo da
polimerase em cadeia (PCR), sendo usado como molde, o DNA gendmico extraido de clones
selecionados em meio de cultura contendo canamicina. Pela visualizacdo das bandas no gel de
agarose, dos 19 clones selecionados de CV1887 parcial, 84% apresentaram bandas no
tamanho aproximado de 2.642 pb e dos 13 clones selecionados de CV1887 completo, 78%
apresentaram bandas no tamanho aproximado de 4.155 pb. Para a analise da expressao, foram
selecionados trés clones transformados com a seqiéncia CV1887 parcial, dois clones
transformados com a seqiéncia CV1887 completa, trés clones transformados com o gene
reporter gus, que codifica para a enzima B-glucoronidase, e dois clones de plantas controle
ndo transformadas. O RNA extraido dos clones selecionados foi utilizado em uma reacgéo de
RT-PCR para a sintese do cDNA e amplificacdo das sequéncias correspondentes. Os produtos
da amplificacdo foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose, constatando-se
a presenca de bandas no tamanho aproximado de 2.642 pb para os trés clones transformados
com a seqliéncia CVV1887 parcial e no tamanho de 1.812 pb para o0s trés clones transformados
com gus, confirmando-se a presenca dessas sequéncias nas células transformadas. N&o foi

confirmada a presencga, nos clones transformados, da sequéncia CV1887 completa.



ABSTRACT

The genetic transformation of plants represents today an important tool to
investigate the function of genes of diverse origins like plants, fungi, virus, nematodes and
bacteria. Those that come from bacteria are the most representative ones. Within this context,
sequences coding to domains containing YD (tyrosine-asparatate) repetitions, that have
similarities with nematicide proteins, were detected in the Chromobacterium violaceum strain
ATCC 12472 genome. Among these sequences, the ORF CV1887 (4.155 bp) was selected for
cloning and expression in the heterologous system, in the attempt to validate its activity
determined in silico in the C. violaceum genome’s annotation. The experimental strategy
consisted in cloning the complete (4.155 bp) and the partial sequence (2.642 bp) of the ORF
in the binary vector pBlI121. The recombinant vectors were introduced in Agrobacterium
tumefaciens strain LBA4404 cells by electroporation. By utilizing agroinfection system,
leaves segments of Nicotiana tabacum var. Xanthi were transformed and used as propagles
for regeneration of the firsts transformants. The confirmation of the genetic transformation
was achieved by PCR with the genomic DNA extracted from of the selected clones, followed
of a PCR reaction. The visualization of bands in the agarose gel electrophoresis showed that
from the 19 clones with the partial sequence cv1887 that were selected, 84% showed bands
with approximate size of 2.642 bp, and from the 13 clones with the complete sequence
CV1887 that were selected, 78% showed bands with approximate size of 4.155 bp. For the
expression analysis, the following were selected: three transformed clones with partial
sequence CV1887, two transformed clones with complete sequence CV1887, three clones
transformed with the reporter gene gus, which encodes for the enzyme - glucoronidase, and
two control clones of non-transformed plants. The RNA from the selected clones was used in
a RT-PCR reaction for cDNA synthesis and amplification of the corresponding sequences.
The products of the amplification were analyzed in an agarose gel electrophoresis, showing
the presence of bands with 2.642 bp for the three clones transformed with partial sequence
CV1887 and 1.812 bp for the three clones transformed with gus and it is confirmed the
presence of these sequences in the transformed cells. It was not confirmed the presence in

transformed clones, the complete sequence CV1887.
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1. INTRODUCAO

1.1. Transformacéao genética de plantas como alternativa no controle de pragas e
doencgas

O uso da biotecnologia, como ferramenta para controle de doencas, oferece
grandes beneficios ao produtor, ao consumidor e ao ambiente. Além disso, a engenharia
genética de plantas representa, atualmente, uma importante alternativa para investigacdo da
funcédo de genes de diversas origens e promovido uma alternativa para o controle de pragas e
doencas com o desenvolvimento de variedades resistentes a insetos, fungos, virus, bactérias e
nematoides (BHAT; SRINIVASAN, 2002). Entretanto, apesar dos enormes custos associados
ao desenvolvimento de organismos geneticamente modificados, poucas variedades comerciais
resistentes estdo disponiveis no mercado. Entre as plantas transgénicas cultivadas, as
tolerantes a herbicidas sdo as mais produzidas, seguidas das variedades resistentes a insetos,
transformadas com genes da bactéria Bacillus thurigiensis. (COLLINGE et al.,2008; DALAL
et al., 2006).

Nelsen (2003) propde uma nova classificagdo para 0s organismos geneticamente
modificados dividindo-os em categorias. A divisdo tem como objetivo ajudar a manter 0s
valores culturais, a percepcéo e a identidade dos produtos derivados desses organismos, bem
como uma informacdo mais precisa das origens da variabilidade genética nos organismos
transformados. Dentro desta nova abordagem, Rommens et al. (2007) definem uma planta
transgénica como aquela transformada com genes de espécies ndo relacionadas; plantas
famigénicas como aquelas transformadas com genes provenientes de organismos pertencentes
a mesma familia; plantas intragénicas, como aquelas que contém elementos genéticos
derivados de um mesmo grupo de compatibilidade sexual e uma planta xenogénica, a
transformada com genes sintéticos.

As estratégias transgénicas e xenogénicas vém sendo, atualmente, uma realidade
para 0 melhoramento de culturas. O uso dessas plantas e suas peculiaridades tornam possivel
um aumento na eficiéncia da agricultura, a reducdo no uso de pesticidas e um aumento na
producdo, pela eliminacdo de tracos indesejaveis e a introducdo de genes responsaveis pelo
desenvolvimento de cultivares resistentes a pragas e doencas (ROMMENS et al., 2007).

Os beneficios de culturas transgénicas resistente a insetos, por exemplo, sdo
inimeros, tanto no ponto de vista econdmico quanto ambiental. Nos Estados Unidos, seis
culturas geneticamente modificadas (canola, milho, algoddo, mamdo, abdbora e soja)

cultivadas no ano de 2003, foram responsaveis por um aumento substancial na producdo de
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alimentos e fibras no pais e uma grande reducdo no uso de pesticidas. No Brasil, variedades
transgénicas expressando toxinas Bt como, o algoddo, o milho e a cana-de-agUcar ainda estdo
em fase de pesquisa no campo (CHRISTOU et al., 2006; FONTES., 2003).

A engenharia genética de culturas com genes conferindo resisténcia a fungos
também tem sido bastante documentada, pois representa uma estratégia promissora para o
manejo de doencas causadas por fungos. No trabalho de Kalpana et al. (2006), foi
demonstrado que linhagens de arroz superexpressando constitutivamente o gene tlp de arroz,
que codifica para uma proteina similar a taumatina, com propriedades antifungicas, tornaram-
se resistentes ao fungo Rhizoctonia solani. Da mesma forma, Cober et al. (2003), relataram
sobre a expressdo de uma oxidase em plantas de soja. Essas plantas transformadas com o gene
OxO, de germe de trigo, reduziram significativamente a progressdo da doencga causada pelo
fungo Sclerotinia sclerotiorum.

Diversos trabalhos reportam sobre a resisténcia de plantas transgénicas aos virus.
Powell-Abel et al. (1986) foram os primeiros a demonstrar que a expressao constitutiva de
uma proteina do virus do mosaico do tabaco (TMV) em plantas de fumo promoveu um nivel
de protegdo significativo contra este virus (FUCHS et al. 1996). Uma outra estratégia que
atualmente vem sendo bastante difundida, esta relacionada com o silenciamento génico
mediada pelo RNA. Qu et al. (2007), produziram plantas de fumo expressando um micro-
RNA responsavel por reduzir a multiplicacdo do virus do mosaico do pepino (CMV), inibindo
suas fungOes. Este virus € um dos mais importantes que atacam vegetais, sendo também de
dificil controle.

O desenvolvimento de cultivares transgénicas resistentes tem proporcionado uma
nova estratégia para o controle de doencas de origem bacterianas. Segundo Qiu et al. (2008),
plantas de arroz superexpressando OsWRKY13 desenvolvem resisténcia a bactéria
Xanthomonas oryzae, pela ativacdo das vias de defesa na planta e regulagéo de mais de 500
genes relacionados a resisténcia.

Plantas transgénicas resistentes ao ataque por nematdides fitopatogénicos tambem
ja foram desenvolvidas com sucesso, porém, nenhuma variedade comercial com essa
caracteristica esta disponivel ainda (ATKINSON et al., 2003). E necessario ressaltar que as
perdas na produtividade das plantas causadas pelos nematoides chegam em cerca de 12,3% ao
ano. Em algumas culturas, podem chegar a 20%, como, por exemplo, na banana (BIRD et al.,
2003).
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1.2. Estratégias no controle de fitonematdides

Os fitonematdides afetam todos os tipos de cultura, principalmente em regifes
quentes. Sao responsaveis por causar grandes perdas na agricultura , superiores a 70 bilhdes
de ddlares por ano (ZINOV’EVA et al, 2003; LI et al, 2007). A maioria destas perdas sdo
atribuidas aos nematoides do género Meloidogyne, os nematoides de galhas, que invadem as
raizes causando alteragdes morfoldgicas que permitem o desenvolvimento e a reproducéo dos
juvenis. A doenga tem inicio quando juvenis do segundo estadio (J2), estadio infectivo, séo
atraidos por exsudatos radiculares, penetram na zona de elongacdo, migram intercelularmente
pela lamela média até a zona meristematica alcangando o cilindro vascular. Neste local, eles
se estabelecem formando sitios de alimentacdo com o desenvolvimento de células gigantes
multinucleadas e adotam um estilo de vida sedentario (RIPOLL et al., 2003; WILLIAMSON,;
KUMAR, 2006). Nematdides sdo fatores de estresse que se assemelham muito com agentes
abioticos como frio, calor, seca. A infestacdo com espécies do género Meloidogyne resultam
no aparecimento de espécies reativas de oxigénio nas raizes das plantas, a formagdo de
intermediarios toxicos que induzem o estresse oxidativo, supressdo do processo fotossintético
e da respiracdo (KOENNING et al., 1999).

A maior incidéncia de nematoides formadores de galhas ocorre em regides
tropicais. O representante deste género, causador de maiores danos econdmicos, Meloidogyne
incognita, € capaz de infestar mais de 2000 espécies de plantas (JUNG; WYSS, 1999). Esses
endoparasitas causam perdas significativas na produtividade de diversas culturas, como por
exemplo banana, soja e feijdo. Algumas especies sdo empregadas como modelos para o
estudo de nematdides, como é o caso da leguminosa Medicago truncatula e da solanacea
Nicotiana tabacum (ATKINSON et al., 2004; DAVIS; MITCHUM, 2005).

O controle mais comum de nematdides é inadequado e muito dependente de
nematicidas quimicos prejudiciais ao ambiente. Um dos principais compostos nematicidas, o
metilbrometo, causa danos a camada de ozonio. Além disso, 0 tratamento com nematicidas
aumenta substancialmente os custos na agricultura. Giannakou et al. (2004), demonstraram a
eficicacia de um bio-nematicida baseado na bactéria Bacillus firmus e em outros aditivos ndo-
quimicos, sobre os nematoides de galhas. O bio-nematicida atua tanto sobre os juvenis de
segundo estagio (J2), como também destruindo 0s ovos nas massas de ovos. O modo de acéo
mostrou-se tdo eficaz quanto outros nematicidas ja largamente usados na agricultura, como
também quando comparado ao agente de bio-controle Pasteuria penetrans. Uma outra forma

de controle, baseia-se no conhecimento de genes de resisténcia naturais (ATKINSON et al,
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2003; RISTAINO; THOMAS, 1997). A resisténcia natural é definida pela habilidade das
plantas em restringir ou prevenir a multiplicagdo de nematdides, ndo sendo capaz de protegé-
las contra a invasdo, mas somente de inibir o estabelecimento dos sitios de alimentacdo. No
tomate, a formacdo de células gigantes € controlada pela atividade do gene Mi que induz uma
resposta hipersensitiva na proximidade do sitio de infeccdo (MILLIGAN et al, 1998).
Recentemente a busca por genes de resisténcia (genes R) tem sido grande e novas estratégias
tém sido desenvolvidas. A partir de sequéncias conhecidas de genes R sdo desenhados
iniciadores para a amplificagdo de DNAs de diversas espécies de plantas, como por exemplo,
batata, alface, arroz, Arabidopsis, milho, mandioca e outras espécies de angiospermas As
sequéncias identificadas nestas plantas sdo denominadas genes de resisténcia candidatos
(CHEN et al, 2007).

Dentro das estratégias de controle de nematdides, alguns estudos se baseiam na
acdo de inibidores de proteases sobre estas pragas (RYAN, 1990). Seu potencial contra
nematoides foi primeiro explorado com a protease serinica do caupi. Plantas de batata
expressando a protease do caupi, levaram a uma diminui¢do na quantidade e no tamanho de
fémeas de Globodera pallida e a uma reducdo na fecundidade de fémeas de M. incognita
(ATKINSON et al., 2003). Atualmente uma das melhores abordagens para o controle de
nematoides, envolve estratégias antinutricionais com a expressao desses inibidores (HAQ et
al., 2004). O potencial de inibidores de proteases cisteinicas, as cistatinas, para o controle de
nematoides parasitas de plantas, tem sido demonstrado para uma variedade de espécies, como
por exemplo, Arabidopsis, arroz e batata. Urwin et al. (1995) demonstraram que a
orizocistatina, um inibidor de protease cisteinica, quando expressa em hairy-roots de tomate
promoveu um efeito danoso no crescimento e desenvolvimento de G. pallida, levando a uma
reducdo no tamanho das fémeas afetando também a fecundidade. Em outra abordagem, Lilley
et al. (2004) reportaram sobre a atividade de uma cistatina vegetal (OclAD86) expressa em
plantas de batata. As plantas transformadas exibiram 70 + 4% de resisténcia ao ataque do
nematoide Globodera sp. sob o controle do promotor ARSK1 e 67 + 9% contra 0 M.
incognita.

No trabalho conduzido por Atkinson et al. (2004), ficou demonstrado que plantas
de banana expressando a cistatina de arroz sao resistentes ao ataque do nematdide Radopholus
similis, um importante patdgeno desta cultura.

Dentre outros agentes que possuem um potencial na defesa de plantas contra

nematoides, estdo as lectinas. Elas sdo proteinas carboidrato-ligantes que contém pelo menos
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um dominio nado-catalitico que se ligam reversivelmente a mono ou oligossacarideos
especificos. Atualmente tem sido visto que lectinas vegetais possuem propriedades
citotoxicas, fungitoxicas, inseticida e nematicida, in vitro ou in vivo (LANNOO et al, 2007).
Uma abordagem para o controle de nematdides € pela atuagdo da lectina nos receptores de
manose na cuticula dos nematdides. Um significativo controle de Meloidogyne incognita foi
conseguido no tomate, pela aplicacdo da lectina manose especifica, a Concanavalina A (Con
A) e da aglutinina Limax flavus, no campo (GRIFFITHS et al, 2000).

A avaliacdo de uma lectina recombinante como potencial agente nematicida foi
feito por Ripoll et al. (2003). Nesse trabalho, plantas de Arabidopsis thaliana expressando a
lectina de Galanthus nivalis (GNA), sob o controle do promotor constitutivo CaMV35S,
apresentaram-se fortemente resistente ao ataque do nematoide M. incognita.

Nos ultimos anos 0 RNA de interferéncia (RNAI), é um dos topicos mais
estudados dentro da biologia molecular como uma alternativa para controle de doencas e
pragas. Inicialmente descoberto em Caenorhabditis elegans por Fire et al. (1998), foi descrito
em plantas como um mecanismo pos-traducional de silenciamento génico e atualmente
representa uma nova ferramenta para investigar e entender o funcionamento de genes em
diversos organismos, incluindo os nematoides (GHEYSEN; VANHOLME, 2007; LILLEY,
2007). Em nematdides, RNAs dupla-fita de mais de 100 pb sdo capazes de induzir
silenciamento. Os genes alvo para 0os RNAIi sdo expressos em diferentes tecidos e tipos
celulares, a ingestdo destes RNAs pelos nematoides pode levar ao silenciamento de genes no
intestino, no sistema reprodutor feminino e nas glandulas do parasita (LILLEY et al., 2005;
BAKHETIA et al., 2005). O controle de nematdides parasitas de plantas por esta técnica vém
sendo intensamente investigado. Plantas podem ser transformadas, induzidas a produzir
RNAs dupla-fita responsaveis por silenciar genes essenciais no nematoide.

Plantas de fumo expressando RNAs dupla-fita com alvo para o nematoide
Meloidogyne javanica foram responsaveis por induzir o silenciamento do fator de transcrigéo
MjTis1l. Os resultados demonstraram que as plantas podem ser usadas como um sistema de
entrega capaz de induzir o silenciamento em parasitas como os nematdides de galhas
(FAIRBAIRN et al., 2007)

O acido gama-aminobutirico (GABA) é um inibidor neurossindptico que pode
atuar interferindo no sistema nervoso de invertebrados. Os niveis desta substancia nas plantas
é baixo, mas aumenta em resposta a diversos estimulos. A superexpressdo de enzimas chave
na sintese de GABA, em plantas de fumo, permitiu que as plantas apresentassem uma

resisténcia aos nematoides de galhas. Houve uma grande reducdo no numero de massas de
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ovos nas plantas transformadas quando comparadas as plantas controle (MCLEAN et al,
2003). Além das varias estratégias disponiveis no controle de nematdides, muitos trabalhos

mostram que algumas bactérias possuem um papel no controle destes parasitas.

1.3. Potencial de bactérias no controle biol6gico de nematdides

Nematdides sdo organismos susceptiveis ao ataque por algumas bactérias. As
bactérias representam numericamente 0s organismos mais abundantes no solo e algumas
delas, membros dos géneros Pasteuria, Pseudomonas e Bacillus, tém mostrado um grande
potencial na defesa de plantas contra o ataque de nematoides fitopatogénicos (TIAN et al.,
2007; EMMERT; HANDELSMAN, 1999).

Bacteérias usadas no biocontrole de nematoides podem ser agrupadas em bactérias
parasitas e em rizobactérias ndo-parasitas. O mecanismo de agdo destas bactérias sobre 0s
nematdides pode ser dado de diversas formas, como por exemplo: pelo parasitismo, producéo
de toxinas, antibidticos ou enzimas, reconhecimento patdgeno-hospedeiro, competi¢cdo por
nutrientes, inducdo da resisténcia sistémica das plantas ou promocdo da saude vegetal
(SIDDIQUI; MAHMOOD, 1999).

Os membross do género Pasteuria sdo bactérias parasitas obrigatérias de
fitonematdides (BEKAL et al., 2001). Esporos de Pasteuria se fixam na cuticula de juvenis de
segundo estadio, germinam e degeneram o sistema reprodutivo das fémeas dos nematdides,
representando o primeiro passo no processo de infeccdo (DAVIES et al., 2000). Experimentos
visando o controle de nematdides de cisto e de galhas por meio da aplicagdo de Pasteuria
penetrans indicaram que esta bactéria é eficaz na reducdo da multiplicacdo do nematdide.
Além de ser um bom agente de biocontrole, esta bactéria também permite a reducdo da
infectividade de juvenis (SIDDIQUI; MAHMOOQOD, 1999).

Outros géneros de bactérias parasitas oportunistas também sdo capazes de penetrar
a barreira de cuticula para infectar e matar os nematoides. Brevibacillus laterosporus, por
exemplo, apresenta um largo espectro de atividades bioldgicas, sendo capaz de matar
nematoides dos géneros Heterodera, Trichostrongylus, Bursaphelenchus e Panagrellus. O
mecanismo de acao desta bactéria estd envolvido com a degradacdo de todos 0s componentes
da cuticula do nematdide, sugerindo o envolvimento de enzimas hidroliticas (TIAN et al.,
2007; HUANG et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2004).

Rizobactérias também tém sido intensamente estudadas para o controle bioldgico

de nematdides. O mecanismo e acdo destas bactérias deve estar envolvido com a acdo de
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antibidticos produzidos por elas e pela inducdo da resisténcia sistémica (SIDDIQUI,
MAHMOOD, 1999; SIDDIQUI; SHAUKAT, 2002; SIDDIQUI; SHAUKAT, 2003).
Bactérias pertencentes aos géneros Bacillus e Pseudomonas sdo as mais representativas no
solo responsaveis por antagonizar os efeitos dos nematoides (TIAN et al., 2007). Hamid et al.
(2003) demonstraram que Pseudomonas fluorescens CHAO possui um efeito significativo na
mortalidade de nematoides. O tratamento do solo com esta cepa reduziu a penetracdo de
juvenis de Meloidogyne javanica em raizes de Vigna radiata, quando adicionou-se molibdato
de amodnia. O molibdato foi responséavel pelo aumento na produgdo de compostos nematicidas
pela bactéria.

Diversos trabalhos tambem apontam para o potencial nematicida de espécies do
género Bacillus (TIAN et al., 2007). Bacillus thuringiensis (Bt) foi identificada como
bactéria que produz toxinas Cry que possuem toxicidade a insetos pertencentes as ordens
Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (MAAGD et al., 2001). As bactérias desse género formam
enddsporos sob condi¢Bes adversas, e concomitantemente, formam inclusdes cristalinas
contendo uma ou mais proteinas inseticidas. Essas proteinas sao tdxicas para insetos quando
ingeridas, usualmente atuando nas células epiteliais do intestino desses organismos
(CHARLES; NIELSEN-LEROUX, 2000). Outros estudos demonstram que estas bactérias sao
toxicas a nematoides e protozoarios. Atualmente existem seis proteinas Cry conhecidas por
sua toxicidade as larvas de nematdides parasitas ou de vida livre (TIAN et al., 2007). No
estudo de Marroquin et al. (2000) foi demonstrado a atividade da toxina Bt Cry5B contra o
nematdide Caenorhabditis elegans. O mecanismo de acdo destas toxinas Bt esta relacionado
com a formacgdo de poros na membrana celular das células do epitélio intestinal dos
nematoides levando a degradacdo do intestino do parasita € a uma severa redugdo na
fertilidade. Algumas cepas de B. thuringiensis israelensis, B. thuringiensis kurstaki e B.
sphaericus mostraram uma atividade significativa sob ovos e larvas do nematdide
Trichostrongylus columbriformis (TIAN et al., 2007).

Siddiqui et al. (2007) demonstraram que as bactérias Pseudomonas putida, P.
alcaligenes, Paenibacillus polymyxia, Bacillus pumilus e Rhizobium sp causaram grande
efeito inibitério na eclosdo de ovos de M. javanica e na penetracdo de juvenis nas raizes de
lentilha resultando em uma reducdo no ndmero de galhas. Essas especies de bactérias estdo
enquadradas em um grupo de rizobactérias responsaveis por promover o desenvolvimento
vegetal, melhorando a germinagdo, o desenvolvimento da raiz, a nutricio mineral e a
utilizacdo de agua. O uso destas bactérias na agricultura para o biocontrole de patdgenos de

plantas tem se mostrado uma alternativa promissora (NELSON, 2004).
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Outros grupos de bactérias que atuam no controle de nematdides sdo as bactérias
endofiticas, que colonizam o tecido interno da planta mas ndo exibe nenhum sinal externo de
infeccdo ou efeito negativo na planta. Sao responsaveis por promover o crescimento vegetal,
inibindo o desenvolvimento de doencgas e pragas. A prevencdo da doenca pode ser explicada,
pelo fato dessas bactérias apresentarem a capacidade de acelerar o desenvolvimento da planta,
promover o estabelecimento sob condicGes adversas e também pela capacidade de sintetizar
de novo metabdlitos com atividade contra microrganismos. Além disso, certas espécies sdo
responsaveis por desencadear um fenémeno conhecido como resisténcia sistémica, ativando
0s mecanismos de defesa da planta (RYAN et al., 2008; TIAN et al., 2007). As bactérias
Photorhabdus luminescens e Xenorhabdus nemathophila vém sendo intensivamente
estudadas, como alternativas ao B. thuringiensis (MOAR, 2003). Séo bactérias simbiontes de
nematoides entomopatogénicos que promovem a morte de insetos fornecendo nutrientes para
a reproducdo do nematoide (BOENARE et al., 1997). Alguns trabalhos ja mostram efeitos
destas bactérias sobre os nematoides, pela produgdo de compostos de defesa (SAMALIEV et
al., 2000).

Cronin et al. (1997), avaliaram o potencial de duas cepas de bactérias, isoladas do
solo, em interferir na eclosdo de ovos do nematoide Globodera rostochiensis. As bactérias
foram identificadas como sendo das espécies Stenotrophomonas maltophilia e
Chromobacterium sp., e sdo capazes de produzir quitinases, que irdo atuar degradando a

quitina constituinte da casca dos ovos de nematdides.

1.4. Transformacéo de plantas com genes de origem bacteriana

O fumo (Nicotiana tabacum) é uma planta modelo de transformacdo genética
largamente utilizada na pesquisa por diversas razdes: sua genética é bem estabelecida e
compreendida, com isso, pode ser facilmente transformada, sobrevive bem em condicdes
adversas tanto in vitro como em casa de vegetacdo e produz uma grande quantidade de
biomassa. S&o, também, modelos ideais para o estudo de interagcBes planta-patdgeno, de
respostas ambientais, regulagdo do crescimento e senescéncia. E a planta mais comumente
usada para experimentos de transformacédo e expressdo de genes das mais variadas fontes,
principalmente genes de origem bacteriana (JUBE e BORTHAKUR, 2007).

Muitos genes bacterianos envolvidos na patogenicidade tém sido identificados e
expressos em fumo. As plantas geneticamente transformadas com esses genes mostram uma

ativacdo espontanea nos mecanismos de defesa, melhorando a habilidade da planta em reagir
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a invasdo do patogeno (JUBE; BORTHAKUR, 2007). A exemplo disso, plantas de fumo
transformadas com gene argK de Pseudomonas syringae, tornam-se resistentes a acdo da
toxina desta bactéria em quase 100% (HATZILOUKAS; PANOPOULOQS, 1992). Em uma
outra abordagem, Mae et al. (2001) demonstraram que o gene expl, da bacteria Erwinia
carotovora, quando expresso em plantas de fumo promove um aumento na resisténcia da
planta ao ataque da bactéria, que é responsavel por causar doencas em diversas variedades
comerciais como cenoura, batata, alface, tomate e cebola.

Além dos genes envolvidos na patogenicidade uma abordagem que atualmente
vem sendo bastante empregada é o uso de toxinas da bactéria B. thuringiensis (Bt) como
inseticidas naturais na agricultura. Estas toxinas oferecem uma boa alternativa contra o uso de
agrotoxicos pois ndo sdo toxicas aos vertebrados, sdo benignas ao ambiente e podem ser
geneticamente transformadas nas culturas, proporcionando uma protecdo constante
(MARROQUIN et al., 2000).

A maioria das culturas, transformadas com genes de B. thuringiensis, portam um
anico gene cry, que € inserido no cromossomo, expressando a proteina Bt constitutivamente.
Kota et al. (1999) transformaram plantas de fumo com o gene cry2Aa2. A supererxpressao da
proteina de origem bacteriana na planta foi responsavel por causar 100% de mortalidade dos
insetos Heliothis virescens, Helicoverpa zea e Spodoptera exigua.

Além das proteinas Cry, diversas outras proteinas recombinantes bacterianas ja
foram expressas em plantas de fumo como por exemplo: a citocinina isopentenil transferase
de A. tumefaciens que causa resisténcia a insetos (SMIGOKI et al., 1993), a redutase do
mercurio de E. coli utilizada na degradacdo do mercurio (HE et al., 2001), a proteina CTB de
Vibrio cholerae utilizada como vacina contra colera (DANIELL et al., 2001), a proteina
EPSPS de E. coli que causa tolerancia ao glifosato (WANG et al., 2003), a proteina PA de B.
anthracis utilizada como vacina contra o antrax (WATSON et al., 2004).

De acordo com Jube e Borthakur (2007), nenhuma abordagem foi feita relatando a
expressao de proteinas de origem bacteriana com potencial contra nematoide em plantas de
fumo. Alguns poucos estudos tém mostrado que algumas toxinas Bt podem ter efeitos
deletérios em nematoides. Classes especificas de toxinas Bt nematicidas, Cry5 e Crys6,
possuem efeitos toxicos potentes em varias espécies de nematdides, como Caenorhabditis
elegans, Panagrellus redivivus e Pristionchus pacificus (HOSS et al., 2008; WEI et al., 2003).

Hoss et al. (2008) produziram plantas de milho expressando a toxina Bt, CrylAb.
O cultivo do milho transgénico no campo afetou a reproducgéo e o crescimento do nematdide

Caenorhabditis elegans. Li et al. (2007), por sua vez, demonstraram que as proteinas Cry5 e
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Cry6 de B. thuringiensis, expressas em plantas de tomate intoxicam 0 nematOide M.
incognita. O mecanismo de acdo das proteinas Cry requer que elas sejam ingeridas. No
trabalho foi comprovada a capacidade do nematdide em ingerir a proteina Cry6A de 54 kDa.
Muitos genes tém sido identificados codificando proteinas que podem ser
utilizadas no controle de nematdides fitopatogénicos. Na anotacdo do genoma da bactéria
Chromobacterium violaceum foram identificadas ORFs codificando pra proteinas de grande

interesse na agricultura.

1.5. Chromobacterium violaceum

C. violaceum é uma bactéria sapréfita ndo-patogénica, Gram-negativa e aerdbica
facultativa, encontrada em amostras de solo e agua de regides tropicais e subtropicais de
diversos continentes (Figura 1). Essa bactéria esta presente em grande quantidade nas aguas
do Rio Negro, na Amazénia. Ocasionalmente, pode atuar como um patégeno oportunista em
animais e homens e causar septicemia fatal a partir de lesdes na pele, produzindo abscessos no
figado e pulmao. Verificou-se que essa bactéria poderia causar infec¢bes em animais, como
bufalo, porcos, macacos, ovelhas e cdes. Alguns casos de infec¢Oes sérias e mesmo fatais, em
humanos, foram reportados em alguns paises, inclusive no Brasil. Aparentemente a incidéncia
de infeccdo por C. violaceum em humanos é baixa (DURAN et al., 2001).

Os primeiros relatos de atividade biologica da C. violaceum foram publicados no final
da década de 40, quando os cientistas Kidder e Stuart (1939) e Burbank (1942) reportaram
suas observacgOes sobre protozoérios ciliados que eram rapidamente mortos quando expostos a
culturas de C. violaceum, sendo a violaceina considerada a responsavel pela a acdo (DURAN
et al, 2001).

A violaceina € um pigmento indolico, de cor purpura e derivado do L-triptofano,
produzido por essa bactéria. Assim como muitos outros microrganismos do solo, a C.
violaceum secreta metabolitos secundarios — incluindo a violaceina — como substancias de
defesa contra competidores e/ou predadores (STEPHENS, 2003). Duran e Menck (2001),
relataram que a violaceina apresenta atividade antifungica, antiviral, atitumoral e antibiotica.
Apesar da variedade de metabdlitos de interesse médico (antibidticos, potenciadores de
antibidticos, drogas antitumorais e enzimas) produzidos por C. violaceum, o potencial
biotecnologico dessa bactéria ainda é pouco estudado, e merece estudos mais aprofundados.
Dentre os aspectos biologicos interessantes dessa bactéria, esta sua capacidade de hidrolisar
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filmes plésticos de celulose, devido provavelmente a acdo de hidrolases. Processos mais
complexos também foram relatados, como a desnitrificacéo e solubiliza¢do do ouro.

Tendo em vista o potencial biotecnolégico de C. violaceum ATCC 12472, o
genoma desta bactéria foi completamente sequenciado por um consorcio de laboratérios,
integrantes do Projeto Genoma Brasileiro. Com isso, foi possivel obter um panorama mais
detalhado da complexidade molecular requerida para se entender a versatilidade desse
organismo, assim como um extenso compéndio de ORFs que significativamente aumentou o
potencial biotecnoldgico dessa bactéria (VASCONCELOS et al., 2003; Brazilian National
Genome Project Consortium: www.brgene.Incc.br).

Alguns trechos do genoma com interesse biotecnoldgico, ja eram conhecidos
antes do inicio das atividades do Projeto Genoma Brasileiro - Rede Nacional de
Seqiienciamento de DNA. Entre eles estdo os genes envolvidos na biossintese da violaceina,
da fenilalanina hidroxilase, da sintetase do acido polihidroxialquilico, fragmentos genémicos
contendo orfD (homdlogo a SoxR de Escherichia coli) e seqiiéncias de genes que codificam
RNASs ribossomais 16S e 23S Entretanto, apesar de alguns trechos do genoma da C.
violaceum terem sido estudados, esses se basearam no conhecimento de somente uma
pequena fracdo da constituicdo genética do organismo (AUGUST et al., 2000; VOLNER et
al., 2000; KOLIBACHUK et al., 1999; HUISMAN et al., 2000).

Além do operon responsavel pela sintese do pigmento violaceina, existem muitas
outras ORFs codificando produtos de interesse médico e biotecnoldgico. Por exemplo, a
detoxificacdo ambiental pode ser mediada por uma dehalogenase acida (CV0864),
possivelmente ativo em xenobioticos ou produtos metabdlicos e também por um operon para
resisténcia a arsénico (CV2438 e CV2440) e enzimas que catalisam a hidrolise de cianato. O
cianeto pode ser usado para a solubilizagdo de ouro por meio de um processo livre de
mercUrio, que evita a contaminacdo ambiental, além de estar associado com a supresséo de
doencas fungicas de raizes (LAVILLE et al., 1998; JANSSEN et al., 1994; ANDERSON et
al., 1990; SMITH e HUNT, 1985; CAMPBELL et al., 2001).
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Figura 1: Col6nias de Chromobacterium violaceum (Fonte:
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As sequencias encontradas em C. violaceum, de interesse para a agricultura, sao
aquelas que codificam para quitinases (CV2935, CV3316 e CV4240). As quitinases sdo
enzimas capazes de hidrolisar a quitina, um polimero linear de N-acetil-D-glucosamina, cujos
residuos sdo unidos por ligagdes B-(1-4). A quitina é encontrada na cuticula de insetos e
nematoides, na carapaca de crustaceos e na parede celular de muitos fungos. Portanto, pela
acdo hidrolitica que apresentam sobre a quitina, os efeitos inseticida, fungicida e nematicida
de vérias quitinases isoladas de diferentes organismos revelam o potencial dessas enzimas
para a protecdo de plantas (LAMB et al., 1992; FUKAMIZO, 2000; HEIL e BOSTOCK,
2002; CHEN et al., 1996)

A C. violaceum apresenta também ORFs para a sintese de compostos relevantes
para a medicina, incluindo uma polyketide synthase (CV4293) e outras proteinas aplicaveis a
sintese de antibioticos, genes para a sintese de phenazine (CVV0931 e CVV2663) com potencial
atividade antitumoral e hemolisinas (CV0231, CV0513, CV1918, CV3342 e CV4301) como
anticoagulantes. Ja esta estabelecido que C. violaceum tem a capacidade para a sintese de
polimeros polyhydroxyaldanoate, que tém propriedades fisicas similares as do propileno,
tornando-os importantes fontes renovaveis de plastico biodegradavel. Vasconcelos et al.
(2003) identificaram ORFs relacionadas a biossintese de celulose (CV2675, CV2677 e
CVv2678) diferente daquelas produzidas por plantas; em estrutura tridimensional, grau de
polimerizagéo e propriedades fisico-quimicas (VASCONCELOS et al., 2003; CAMPBELL et
al., 2001; FLEISCHMANN et al., 1995; ROMLING, 2002).

Vasconcelos et al. (2003) identificaram a ORF CV1887 de C. violaceum, cujo
produto apresenta similaridade com a “proteina nematicida 2” de Xenorhabdus bovienii
(ndmero de acesso no GenBank: CAC19493) e com proteinas contendo repeticbes YD
(tirosina-acido aspartico) de outras bactérias. Cada repeticdo YD tem um comprimento de
cerca de 20 aminoacidos, com a sequéncia consenso Gx3-9YxYDx2GR(L, I ou V)x3-10G,
onde X representa qualquer aminoacido (Figura 2). As teneurinas, familia de proteinas
transmembrana conservadas entre vertebrados e invertebrados, sdo as Unicas proteinas de
eucariotos que apresentam tais repeticbes YD. Nos procariotos, repeticdes com esse motivo
foram inicialmente detectadas nas proteinas codificadas pelos elementos Rhs (rearrangement
hot spot) de Escherichia coli e na proteina WAPA (Wall Associated Protein A) de Bacillus
subtilis. A funcéo das proteinas Rhs ainda esta sendo estabelecida, mas propde-se que elas sdo
proteinas que promovem a interagcdo com ligantes associados a superficie celular, baseado em
sua similaridade com WapA (MINET; CHIQUET-EHRISMANN, 2000; FEULNER et al.,
1990; SADOSKY et al., 1991; ZHAO et al., 1993; FOSTER, 1993).
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Vasconcelos et al. (2003) verificaram a existéncia de sequéncias codificando
proteinas contendo diferentes ndmeros da repeticdo YD, no genoma da C. violaceum
incluindo: CV1887 (Figura 3) com 10 repeti¢cdes; CV1238, com 12 repeti¢bes; CV1431, com
16 repeticdes; e CV2776 e CV1429, com 4 e 3 repeti¢Oes, respectivamente.

Minet et al. (1999) demonstraram que as repeticdes YD da Teneurina-1 de
galinha, ligam-se a heparina. Esses autores entdo propuseram essa repeticdo como um novo
dominio de ligacdo a carboidratos. Entretanto, estudos semelhantes ainda ndo foram
realizados em proteinas bacterianas com repeticbes YD. Se esses motivos sdo responsaveis
pela interacdo com carboidratos observada para as teneurinas, € possivel que o mecanismo de
acdo das toxinas de TccC, SepC e XptB1, das bactérias P. luminescens, S. entomophila e X.
nematophyllus, respectivamente, envolva a ligacdo dessas proteinas com carboidratos de
insetos e nematdides suscetiveis, a exemplo do que se observa com outras classes de proteinas
como as lectinas e as quitinases (MURDOCK et al.,, 1990; HUESING et al., 1991,
FUKAMIZO, 2000; HEIL; BOSTOCK, 2002).
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Figura 2: Alinhamento das seqiiéncias consenso das repeti¢des YD da proteina CV1887 de Chromobacterium
violaceum.
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MADNTGIYSQAFNFSSAVNGGVDPRTGLFSFNFDLGILSANQGLTPALPL
RIAYFPLAAGESSDGLGKGFSMGGFIKYDRLRRLLILASGERYRLLDEDS
APVFIRQLKLDVVRVHRTVADGVRRYRIVLKNGE IHHLSAPWGPDIYVPE
KIQSPLGHALYLSWDSPGAGRLRLKEVRDEEKRTLFRIDYPNADGERVAI
TQWPDSDDEKVALELYFQNGYLHRIVNKSLSGNGDVEWTLGYETDSKVAD
AVGGLLLNELTAPTGLAQRVRYEPLCMKLQGERSDFGLPAVVLHSLVPEA
GQPAINTHYEYSPANYLGYGASFKGSQGGADELFDIQVPYTYQSTEKLLD
KSLNPAKPIRTTVRKYNNFHLLVSEEVREGACVFRQETAYPAKVGQSYEA
QPATFQLPVRQTMSWEAAGRSRRESISFEYDDAGQL IKQTMSDGSITVLE
YYPPAGEPGHCPADAEGFGRYLKSKTVFPSVSAEYGDEMAMRTEYVFRSI
RTRPGSAHAEAILQQTVSHYAGMPGPKARAAMLGGKPSWEAYQPRQLAKE
SYDYLDAPAQKDHGRIKKRIAVVYGEDRTPYEMVQDFVFEPVRSGNREVA
LKQTVSVTVKEDPLEKKDGKLQKVSSTRVLSVLTGRLLSETDVLGNTVAY
GYDPLGRLKTQTAHPDLKAYRATARWDYLWPSTKNGTPAMATHTDALGNQ
TRTSHDGLGRMIREEACDRDGGLGWKTVRTHLYDEAGRQARTTVTDVVHD
REGKPVTLSKTTEREWDSWGQLSVERELETGLASRQEIDPIAQTVATWQA
GTDRCSAKYMNFYSKGSHDLERRIVLAYHLESRSWDAEDKPYSVASWGWD
GAHRLRRATDEMSHATGYRYDAWGRTVEIVLPDGSAVRKQYAPFSQAALP
TQISVADKGVETVAGTQKFDGLGRLKRTESGGRPTRFEYASDAASSPRTV
TGPDGRVQVYAVDDRLGEALKSVAAKAPDHQLGVSPIQQTYSYLLPMGLL
HEAEEVGGAQSAWDRWPSGRLREETHD IRSGGKKKAHYRYSLTGNLEGGA
DIDGAAHARSYETAAAHVGKL IETADAAVTVTLAYDGLQRLCSWTARDGR
GHALATTLEFDSLGRETKRTLAAESAEAETLSQEWYPNGQLHQRKRSEGG
KPFCDETFVYDARNRLKDYAASGPGLPKDAYGNAITRGQKFEFDAFNNIRK
CTTVLDGGSENVGEYLFENPADPCQLTKVTNSALDKGYPPAIELKYDQAG
RLERDEAGRRLSYDALGRLARVEGGGGSASYGYDAHDRLVCQRVETSGMD
HRLYYRANRLVNEWMTRSGQAPGADDDRVRLVYAAGSCAAQVNEGGDGSV
AALMGTDGKGSIVSQAEGGQAKHYAYTPYGHQSSP

Figura 3: Seqiiéncia de aminoacidos da proteina codificada pela seqiiéncia CV1887 de Chromobacterium
violaceum. As regiBes contendo motivos completos ou parciais da repeticdo YD estdo destacadas, assim como 0s
residuos conservados dentro de cada repeticdo em relacdo a seqiiéncia consenso.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Visando validar as propriedades determinadas in silico, o presente trabalho tem
por objetivo obter plantas de fumo (Nicotiana tabacum) transformadas com o gene cv1887.

2.2. Objetivos Especificos

- Clonar o fragmento completo de CVV1887 (4.155 pb) e o fragmento parcial,
rico em repeticdes YD (2.642 pb) no vetor binério pBI121.

- Introduzir os vetores binarios contendo os insertos em células de
Agrobacterium tumefaciens LBA4404.

- Transformar geneticamente plantas de fumo com os insertos cv1887.

- Avaliagdo da expressdo de CV1887 pela anélise dos transcritos.
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3. MATERIAIS

3.1. Plantas
Plantas de fumo (Nicotiana tabacum var. Xanthi) cultivadas in vitro foram usadas

nos experimentos de transformacédo genética.

3.2. Bactérias

Escherichia coli Top 10 foi usada nos experimentos de clonagem dos insertos
CV1887 para expressao em plantas de fumo. Agrobacterium tumefaciens estirpe LBA4404 foi
utilizada nos experimentos de transformagéo de plantas de fumo com o inserto CVV1887 de

Chromobacterium violaceum estirpe ATCC 12472.

3.3. Enzimas

As enzimas de restricdo Xba I (10 U/uL), Sst I (Sac | — 10 U/uL), e a DNA ligase T4,
acompanhadas dos seus respectivos tampOes de reacdo 10x, foram obtidos da JENA
Biosciences e Invitrogen. A Platinum Taq DNA polimerase (500 U/mL), acompanhada do
tampdo de reacdo 10x, foi adquirida da Invitrogen e a Go Taq Hot Start polimerase (500
U/mL) acompanhada do tampé&o de reacédo, adquirida da Promega.

3.4. Plasmideos

O vetor pGEM-T Easy (Promega)::CV1887 foi usado como DNA molde nas
reacoes de PCR para experimentos de clonagem. O plasmideo pBI121 (14.758 pb),
AF485783- Invitrogen, foi usado como vetor de clonagem dos insertos cv1887 em células de

Escherichia coli e para transformar células de A. tumefaciens estirpe LBA4404.
3.5. Reagentes e outros materiais

Oligonucleotideos iniciadores complementares ao gene cv1887 foram sintetizados
pela Prodimol Biotecnologia. Os kits de purificagdo de DNA (GFX DNA) foram adquiridos
da Amersham Biosciences. Meios de cultura utilizados foram: para E. coli (2xYT, LB), A.
tumefaciens (YM) e meio para cultivo in vitro de plantas (meio MS, Gibco). Antibidticos
(estreptomicina, carbenicilina, estreptomicina, cefotaxina e canamicina) e demais reagentes

eram todos de grau analitico.
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4, METODOS

4.1. Clonagem das sequiéncias completa e parcial de CVV1887 no vetor pGEM-T Easy

Iniciadores foram desenhados com base na seqliéncia completa e parcial da ORF
CV1887 de C. violaceum ATCC 12472 cuja seqiiéncia encontra-se depositada no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov.br) com o numero de acesso NC 005085. As sequéncias dos
iniciadores sdo mostradas ns Tabela 1 e foram desenhadas com sitios de restricdo para as
endonucleases Xba | e Sst I. A sequiéncia completa da ORF CV1887 é constituida de 4.155 pb

com 10 repeti¢bes YD e a sequéncia parcial de 2.642 pb com 8 repeti¢bes YD.

TABELA 1 - Seqiiéncia dos oligonucleotideos usados na amplificacdo dos insertos C\VV1887

Insertos Iniciadores Sequiéncias

CV1887-for : CVV1887-rev Codificadoras

GCTCTAGACCACCATGGCGGATAATACGGGAATT seqliéncia

CVv1887-
seqliéncia : completa de
completa

CGAGCTCTICAGGGCGACGATTGATGGCC Ccv1887
CVv1887-

GCTCTAGACCACCATGGGACGTTCCCGGAGGGA | sequéncia parcial
de CVv1887

sequéncia parcial

CGAGCTCICAGCCGGATGTTTCCACCCTC

* Os sitios de restricdo para as enzimas Sst | e Xba | estdo evidenciados em italico, enquanto as regifes
complementares a seqiiéncia do gene cv 1887 estdo marcadas em negrito; Codons de iniciacdo (ATG) e
terminagéo (TCA) estdo sublinhados.

Os insertos referentes a sequéncia completa e parcial de cv 1887 foram
amplificados por PCR, em uma reacdo de 25 uL contendo: 1,0 uL do DNA plasmidial de
Chromobacterium violaceum, 2,5 pL do tampéo de reacdo (Tris-HCI 100 mM, pH 9,0; MgCl,
15 mM e KCI 500 mM), 5,0 pL da solucdo de dNTP’s (1,0 mM), 2,5 pL de cada iniciador
(cada um na concentracdo 5,0 uM), 1,0 pL de Tag DNA polimerase e 10,5 uL de agua ultra
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pura estéril. Para as reacGes controle, ndo foi feita adicdo do DNA molde, sendo o volume da
reacao completado com agua.

Para a amplificacéo dos fragmentos foi criado um programa que consistiu em uma
etapa inicial de desnaturacdo a 95 °C por 3 min, uma etapa de anelamento a 65 °C por 15 seg e
uma etapa de extensdo a 72 °C por 2 min. Esse ciclo foi repetido 29 vezes e ao final da reagio
uma aliquota de 5 pL de cada reacéo foi retirada, misturada com 2 pL de tampéo de amostra
(azul de bromofenol 0,25%, glicerol 30% em TE pH 8,0) e aplicada em gel de agarose 0,8%

para a confirmacao da amplificacao.

4.2. Purificacéo dos produtos de PCR amplificados e ligacéo no vetor de clonagem

Confirmada a amplificagdo do gene, este foi submetido a uma purificagédo do gel
de agarose, utilizando o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare Life
Sciences), de acordo com as especificagcdes do fabricante. Apoés a leitura da absorbancia a 260
nm dos produtos purificados, foram feitas quatro reacdes de ligacdo nas proporcdes inserto:
vetor de 3:1 e de 5:1 para CV1887 com a seqliéncia completa e com a seqliéncia parcial.

Os produtos de PCR foram, entdo, utilizados em uma reagéo de ligacdo com o
vetor pGEM-T Easy (Promega) — Figura 4. A reacdo consistiu na adi¢do de 5 pL do tampéo
2x rapid ligation (60mM Tris-HCI-pH 7.8, 20mM MgCl,, 20mM DTT, 2mM ATP, 10%
polietileno glicol) , 1 puL de pGEM-T Easy (50 ng/uL), 1uL de T4 DNA ligase (3U/uL) e 5
uL do produto da PCR.. A reacéo foi incubada a 4 °C por 16h no termociclador PTC-200 (MJ

Research).
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Figura 4: Mapa circular e pontos de referéncia do vetor de clonagem pGEM-T Easy Vector Multiple Cloning
Sequences. Fonte: Promega.
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4.3. Transformacéao de células de E. coli Top 10 com CV1887

Os produtos das reagdes de ligacdo foram utilizados para transformar células
eletrocompetentes de E.coli Top 10 por meio de eletroporagdo. As células foram preparadas
de acordo com o protocolo fornecido pelo prof. Dr. Jesus Aparecido Ferro -
UNESP/Jaboticabal — descrito a seguir: uma colonia isolada de E. coli Topl0 foi inoculada
em meio Circle Grow contendo 30 ug/mL de estreptomicina. O indculo foi incubado a 37 °C,
sob agitacdo constante (250 rpm), por um periodo de aproximadamente 16 horas. Apos este
periodo, uma aliquota de 2,0 mL do pré-inéculo foi transferida, e condigdes estéreis, para 200
mL de meio Circle Grow. A nova cultura foi incubada nas mesmas condi¢Oes anteriormente
descritas, até que a ODggo de 0,6 fosse obtida, quando entdo o erlenmeyer foi colocado em
banho de gelo por 30 minutos. Ao final do periodo de incubacgéo, a suspenséo de células foi
centrifugada a 1.500 x g, por 5 minutos a 4 °C, para coleta das células. O precipitado foi
lavado em solucéo de glicerol 10% estéril resfriada a -20 °C. Essa etapa de centrifugacdo e
lavagem foi repetida, e entdo o precipitado foi ressuspenso em 200 pL de meio GYT (glicerol
10 %, extrato de levedura 0,125 %, triptona 0,25 %). As células foram incubadas em banho de
gelo até o momento da transformacéo.

Na eletroporacdo foram utilizados 10 puL do produto da reacgéo de ligagéo e 50 pL
de uma suspensao celular de E. coli Top 10 eletrocompetente. A mistura foi adicionada a
cubetas de eletroporacdo com espago interno de 2,0 mm (Eppendorf) e no tratamento controle,
ndo foi feita a adicdo da reacdo de ligacdo, sendo o volume da reacdo completado com agua.
O procedimento foi realizado em um eletroporador Eppendorf modelo 2510, no qual as
cubetas, previamente resfriadas, foram colocadas e submetidas a um pulso de 2,5KV. As
celulas transformadas foram ressuspensas em 1 mL de meio SOC (Triptona, extrato de
levedura, cloreto de sodio, cloreto de potassio, cloreto de magnésio e glucose 20%) recém
preparado a 37 °C. O conteldo das cubetas foi transferido para tubos Falcon de 15 mL que
foram mantidos na estufa a 37 °C por aproximadamente 1h. As células foram cultivadas em
meio LB &gar suplementado com os antibioticos estreptomicina 30 pug/mL e ampicilina 100
pg/mL; com 80 pL/mL de X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil- beta-D-galactopiranosideo) e
0,5 mM de IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo). O vetor pPGEM-T Easy possui 0
gene para B-lactamase, que confere resisténcia a ampicilina, e possibilita a selecdo de coldnias
transformadas com o plasmideo; e gene codificante para a p-galactosidase que confere a
habilidade de metabolizar a substancia cromogénica X-GAL, produzindo um pigmento azul.
Como o fragmento de DNA a ser clonado no pGEM-T Easy ira interromper a seqiéncia



38

codificadora da [-galactosidase, as bactérias com o plasmideo recombinante formardo
coldnias brancas, enquanto as ndo recombinantes formardo colbnias azuis, 0 que permite a
selecdo dos clones transformados. Os clones selecionados foram submetidos & extracdo de
DNA plasmidial pelo método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989).

4.3.1. Extracdo do DNA plasmidial

De cada placa de Petri foram selecionadas 11 coldnias brancas putativamente
transformadas e 1 colbnia azul de E. coli Top 10 que foram submetidas a extracdo de DNA
plasmidial por lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989). As col6nias foram inoculadas em 5
mL de meio LB suplementado com estreptomicina 30 pug/mL e ampicilina 100 pg/mL e
cultivadas a 37 °C por 16h. Uma aliquota de 3,0 mL foi coletada de cada tubo e submetida a
centrifugacdo a 12.000 rpm, por 5 minutos (MiniSpin - Eppendorf). Apds a centrifugacdo, as
celulas foram coletadas e ressuspensas em 200 pL da solucéo de glucose 50 mM, Tris-HCI 25
mM pH 8,0 e EDTA 10 mM. Em seguida, fez- se a adicdo de 200 pL da solugéo de lise,
constituida de SDS 10% e NaOH 4,0 M. Apos 5 minutos foi adicionado, a mistura, 200 puL
de uma solucéo de neutralizagdo (acetato de potassio 2,8 M).

Os tubos ficaram mantidos no gelo por aproximadamente 5 minutos e em seguida
foram centrifugados a 12.000 rpm, por 5 min (MiniSpin - Eppendorf). O sobrenadante foi
cuidadosamente coletado em tubos novos e a este foi adicionado 2/3 do volume de
isopropanol para a precipitacdo do DNA. As amostras foram incubadas & temperatura
ambiente por aproximadamente 30 min e em seguida centrifugadas a 12.000 rpm, por 5 min.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com etanol 70%. Apos a etapa de
lavagem, o DNA extraido foi ressuspenso em 50 uL de agua ultra pura autoclavada, acrescida
de 2,0 uL de RNAse (1,0 mg/mL). A presenca e qualidade dos plasmideos foi verificada por
meio de eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo brometo de etidio 0,5 pg/mL. As
amostras contendo o DNA plasmidial foram quantificadas em espectrofotémetro, medindo-se
a absorbancia nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm para o célculo da concentracao e
confirmagéo da pureza. Depois de verificada a qualidade dos plasmideos extraidos foi feita
uma PCR para a confirmacdo da transformacdo. Apds confirmada a transformacéo de células
de E. coli com os insertos contendo as seqiiéncias completa e parcial de C\V1887, cada clone

foi mantido em glicerol a -80°C.
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Para dar inicio ao processo de subclonagem, os vetores pPGEM-T Easy contendo 0s
insertos de CV1887 extraidos pelo método de lise alcalina a partir dos clones de E. coli Top
10 previamente selecionados, foram submetidos a uma reacdo de digestdo com as enzimas
Xba | e Sac I. A primeira reacdo de 20 uL continha: 2,0 uL de pGEM-T Easy contendo o
inserto, 1,0 uL do tampdo B1 (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, MgCl, 10 mM, NaCl 100 mM), 1,0
uL de Sac I (10 U/uL), 1,0 puL de BSA 10x e 13,0 uL de &gua. A reacdo foi mantida a 37 °C
por trés horas no termociclador PTC-200. Apos este periodo foi feita a adicdo de 1,0 uL da
enzima Xba | (10 U/uL), 1,5 uL de NaCl 1,0 M e 5,5 uL de agua, 1,0 uL de BSA 10x e 1,0
uL do tampdo B1. Apds trés horas a 37 °C os plasmideos digeridos foram submetidos a uma
etapa de inativacdo enzimatica por 10 min a 80 °C . O plasmideo binario pBI121, utilizado
para a transformacdo das plantas, também foi digerido da mesma forma. Todo o conteudo das
reacOes de digestdo foi aplicado em gel de agarose 0,6%. As bandas foram purificadas com o

Kit GFX (GE) e em seguida iniciado o processo de subclonagem.

4.4. Subclonagem dos insertos completo e parcial de CV1887 no vetor de
expressao pBl121

O vetor de expressao utilizado, o plasmideo pBl1121 (CHEN et al., 2003), é um
plasmideo binario de aproximadamente 15 kb largamente empregado na transformacéo
genética de plantas (Figura 5). E caracterizado pela presenca do gene nptll que codifica a
enzima neomicina fosfotransferase, conferindo resisténcia a canamicina. Os genes cv1887

clonados neste vetor estdo sob controle do promotor de expressao constitutivo CaMV35S.
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Figura 5: Mapa do vetor de expressdo pB1121. Fonte: Po-Yen Chen et al 2003.
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Os insertos de CV1887 e o plasmideo pBI121 digeridos com as enzimas Sac | e
Xba | e purificados com o kit GFX (GE) foram submetidos a uma reacdo de ligacdo com a
enzima T4 DNA ligase. Para a reacdo de ligagdo foi usada uma razdo molar entre inserto:
vetor de 3:1. A reacdo foi incubada a 16 °C no termociclador PTC-200. A eletroporacéo foi
realizada com a adi¢do de 10 uL da solugdo de plasmideo em 60 pL de células de E. coli
TOP10. A suspensdo de células misturada a solucdo de plasmideo foi transferida para uma
cubeta de eletroporacao previamente resfriada, com espaco interno de 2,0 mm e submetidas a
um pulso de 2,5 kV, em um eletroporador Eppendorf, modelo 2510. Como controle, 0 mesmo
procedimento foi repetido sem a adi¢do do plasmideo, sendo o volume final completado com
agua. Imediatamente ap6s o pulso, foi adicionado a suspensdo, 1,0 mL do meio SOC e as
células foram transferidas para tubos de centrifuga de 15 mL.

As células transformadas foram mantidas sob agitagdo a 150 rpm por 1h a 37 °C.
Ap0s o periodo de incubacdo, 100 pL da cultura de células transformadas foram distribuidas,
com auxilio da al¢a de Drigalski, em placas de Petri contendo meio LB &gar acrescido de
canamicina (50 pg/mL) e estreptomicina (30 pg/mL). As placas foram mantidas a 37 °C por
24 horas, quando foi possivel a visualizagdo de colbnias. Foram selecionadas 20 colénias de
cada evento de transformacdo e inoculadas em caldo LB contendo canamicina (50 pg/mL) e
estreptomicina (30 pg/mL). Os erlenmeyers foram mantidos a 37 °C sob agitagcdo constante
(200 rpm) por 16h.

Para a confirmagdo da transformacdo foi feita uma PCR utilizando-se os
plasmideos recombinantes extraidos pelo método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989),
como molde. Os produtos de PCR resultantes da amplificagdo dos insertos cv 1887 e os
plasmideos extraidos foram aplicados num gel de agarose 0,8% submerso em tampédo TBE
(Tris-Borato 45 mM, pH 8,0, EDTA 1,0 mM) em cuba horizontal para a analise da qualidade
do DNA.

4.5. Transformagéo de células de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 com CV1887

Uma aliquota de 2,0 uL de cada plasmideo extraido foi utilizada para
transformacdo de células eletrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens LBA4404
(Invitrogen). As células eletrocompetentes de A. tumefaciens foram obtidas da mesma
maneira das células de E. coli, sendo a unica diferenca o processo de lavagem das células que

substitui o glicerol 10% por agua Milli-Q estéril.
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Para a transformacdo, 2,0 uL de cada plasmideo foram adicionados a cubetas de
eletroporacgdo previamente resfriadas, juntamente com 40 uL de células de A. tumefaciens. A
mistura foi submetida a um pulso de 18 KV/cm no eletroporador modelo 2510 (Eppendorf) e
logo acrescida de 1 mL de meio YM, mantido a temperatura ambiente. No tratamento
controle as células de A. tumefaciens foram eletroporadas na presenca de agua. Apds o
procedimento as células foram transferidas para tubos de centrifuga de 15 mL mantidas sob
agitacdo constante (200 rpm) a 28 °C por 3h. Ap6s o periodo de incubagdo, 100 L da cultura
de células transformadas foram semeadas em placas de Petri (90 mm) contendo meio YM
agar acrescido de canamicina (50 pg/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). As placas foram
mantidas no escuro a 28 °C por 48h. A resisténcia a estreptomicina é conferida pelo plasmideo
auxiliar pAL4404 ja presente na célula, enquanto que a resisténcia a canamicina € conferida
pelo plasmideo binario pBI121 inserido por eletroporacdo. Apos 48h as placas contendo as
celulas transformadas foram avaliadas quanto a presenca de colonias no meio com
antibioticos.

De cada placa foram selecionadas 10 col6nias, as quais foram inoculadas em
erlenmeyers (50 mL) contendo caldo YM acrescido de canamicina (50 pg/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL). As culturas foram mantidas sob agitagdo (200 rpm) a 28 °C por
48h e em seguida foi realizado o processo de extracdo de plasmideo pelo método de lise
alcalina (SAMBROOK et al., 1989).

Os plasmideos extraidos foram utilizados como molde em uma reacdo de
amplificagdo por PCR para a confirmagdo da transformagdo. Os componentes da PCR para
amplificacdo de cada inserto foram os seguintes: 1,0 uL do tampéo 10X, 2,0 uL de dNTP’s
(1,0 mM), 1,0 uL do DNA molde, 0,5 pL de Taq polimerase (5,0 U/uL), 1,0 uL de cada
iniciador (5uM) e 3,5 uL de agua ultra pura. Foi usado como DNA molde os plasmideos
recombinantes extraidos de clones selecionados de A. tumefaciens. Como controle, as mesmas
condicdes da reacdo foram repetidas mas o DNA molde n&o foi adicionado, sendo o volume
completado com &gua. A reacdo de amplificacdo dos fragmentos de CV1887 consistiu
inicialmente de um ciclo de 3 minutos a 95 °C, 1 minuto a 65 °C e 2 minutos a 72 °C, seguido

de 30 ciclos de 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 65 °C e 2 minutos a 72 °C.

Os produtos da reacdo de PCR e os plasmideos extraidos foram aplicados em um
gel de agarose 0,8% contendo brometo de etidio 0,5 pg/mL para a avaliacdo da qualidade do
DNA e a confirmagéo da transformacéo. Foi misturado 5,0 L de cada amostra com 2,0 pL de
tampéo de amostra (glicerol 30%, azul de bromofenol 0,25% em TE pH 8,0) e aplicados no
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gel de agarose. A eletroforese foi conduzida com voltagem constante (80 V), em uma fonte
Pharmacia LKB GPS 200/400, em sistema horizontal, com o gel submerso em tampao TBE
(Tris-Borato 45 mM pH 8,0, EDTA 1,0 mM). Clones de A. tumefaciens confirmados da
integracdo do plasmideo pBI121 contendo insertos CVV1887 foram mantidos em glicerol a -
80°C.

4.6. Transformacao de segmentos foliares de fumo (Nicotiana tabacum var. Xanthi)
com insertos C\v1887

As plantas de fumo foram transformadas geneticamente pelo método de
agroinfeccdo (HORSCH et al., 1985). Os explantes foliares das plantas de fumo foram
expostos a uma suspensdo de A. tumefaciens transformadas com os vetores pBl121::gus,
pBI1121::cv1887 completo e pB1121::cv1887 parcial.

O processo de transformacgéo consistiu primeiramente no cultivo da bactéria em
caldo YM (Extrato de levedura 0,04 %; NaCl 1,7 mM, manitol 1,0 %, MgSQO,.7H,0 0,8 mM,
K2HPQO,4.3H,0 2,2mM, pH 7,0) contendo canamicina 50 mg/L e estreptomicina 100 mg/L. A
cultura foi mantida sob agitacdo constante de 200 rpm 30 °C por 48h. Apds este periodo as
celulas foram cultivadas em YM &gar contendo os antibidticos e mantidas na estufa sob a
mesma temperatura para o isolamento de col6nias. De cada placa foram retiradas trés coldnias
e inoculadas em erlenmeyers de 50 mL contendo 5 mL de YM (pré — indculo) e incubados a
30 °C por aproximadamente 30h. A segunda etapa do experimento consistiu em inocular 1 mL
da pre-cultura em erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de meio YM suplementado dos

antibidticos. Nesta etapa foram adotados 0s mesmos parametros anteriormente descritos.

A verificagdo da densidade dptica (ODgo) foi feita 24, 27, 30 e 36 horas apos o
inoculo. Apds este periodo os valores de densidade Optica variavam entre 0,6 e 0,7. O
conteudo dos erlenmeyers foram distribuidos em seis tubos de centrifuga cada um contendo
30 mL de suspenséo bacteriana. As culturas foram centrifugadas a 6.000 rpm por 10 minutos
em centrifuga Sorvall modelo RC 5B plus rotor GSA. O sobrenadante foi descartado e as
celulas foram lavadas com 20 mL de meio MS acrescido de 0,5 mg/L de MES (acido
morfolino-etanosulfonico) e em seguida centrifugadas novamente sob as mesmas condicdes.
As células foram ressuspensas em meio MS contendo MES 4em um volume em que a
concentragdo final resultasse em 10° células de Agrobacterium por mililitro de meio. Para
estimar o volume necessario para ressuspender as células admitiu-se que o valor de densidade

6ptica (ODggo) igual a 1,0 corresponde a 5,0 x 10° células/mL. Uma vez ressuspensas, as
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celulas foram mantidas a temperatura ambiente até 0 momento do co-cultivo. O co-cultivo
consistiu na exposicdo dos explantes foliares das plantas de fumo a suspenséo de células de A.
tumefaciens. Os explantes foram retirados de plantas de fumo de aproximadamente 30 dias de

idade obtidas a partir de sementes.

Os explantes com 0,5 a 1,0 cm? foram seccionados sobre papel de filtro estéril
umedecido e transferidos para erlenmeyers de 50 mL contendo 5 mL de suspensao bacteriana
ou meio de cultura. Um total de 200 explantes foram distribuidos em 20 erlenmeyers, cada um
com 10 explantes. Os explantes foram submetidos aos seguintes tratamentos: (1) co-cultivo
com suspensdo de A. tumefaciens portando o plasmideo pBI121::cv1887 completo, (2) co-
cultivo com suspensdo de A. tumefaciens portando o plasmideo pBI121::cv1887 parcial, (3)
co-cultivo com suspensdo de A. tumefaciens portando o plasmideo pBl121::gus e (4)
explantes inoculados em meio MS contendo MES 0,5 mg/mL como controle da reagéo. Em
todos os tratamentos foi feita a adi¢do de acetoseringona na concentragédo de 100 pM.

Os explantes foram expostos a suspensdo bacteriana ou ao meio de cultura por
uma hora. Esse procedimento ocorreu na auséncia de luz, sob agitacdo constante (40 rpm) e a
uma temperatura de 30 °C. Ao final do periodo de incubacédo, os explantes pertencentes a
cada tratamento foram, separadamente, secos em papel de filtro estéril e entdo transferidos
para placas de Petri (90 mm) contendo meio MS acrescido de sacarose 3,0%, e agar 0,7%. Em
cada placa foram dispostos dez explantes com a face adaxial voltada para o meio de cultura.
As placas contendo os explantes foram mantidas por 48 horas a uma temperatura de 30 °C na
auséncia de luz.

Apbs o periodo de co-cultivo os explantes foram lavados com &gua estéril e secos
em papel de filtro. Os explantes do tratamento controle foram transferidos para placas de Petri
(90 mm) contendo meio MS acrescido de sacarose 3,0 %, agar 0,7 %, 1,0 mg/L de
benzilaminopurina (BAP) e desprovido de antibidticos. Os explantes, submetidos ao co-
cultivo com suspensdo de A. tumefaciens portando os plasmideos pBI121::gus,
pB1121::cv1887 completo e pBl121::cv1887 parcial, foram transferidos para meio seletivo
(meio MS acrescido de sacarose 3,0%, agar 0,7%, 1,0 mg/l de BAP, 500 mg/L de cefotaxima
e 100 mg/L de canamicina). A cefotaxima foi usada para conter a proliferacdo da bactéria,
passado o periodo de co-cultivo, enquanto a canamicina foi usada para selecionar as plantas
transformadas, uma vez que a regido do T-DNA do plasmideo pBl121 contém o gene da

neomicina fosfotransferase que confere resisténcia a canamicina.
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As placas foram mantidas sob um fotoperiodo de 12 horas a uma temperatura de
25°C por quatro semanas. Ao final de duas semanas de cultivo os explantes foram
transferidos para placas contendo meio novo, com a mesma composic¢do. A cada semana, as
culturas foram avaliadas quanto ao aspecto dos explantes, quanto a contaminacdo e

desenvolvimento de brotos adventicios.

4.7. Propagacéo in vitro e selecdo dos clones de fumo transformados com o inserto
Cv1887

Os clones das plantas de fumo transformados foram propagados continuamente in
vitro por meio de segmentos nodais em meio MS (sais e vitaminas MS, sacarose 3,0 %, agar
0,7%, pH 5,8) acrescido de 100 mg/L de canamicina e as plantas controle em meio MS
desprovido de antibidticos. Nesta fase, foi avaliada a capacidade de propagacdo dos clones
selecionados pela analise do comprimento médio dos brotos, o percentual de brotos

enraizados e comprimento médio das raizes.

Apbs cinco semanas, os brotos formados a partir dos explantes de cada tratamento
foram destacados e transferidos para frascos contendo meio seletivo (MS sem reguladores de
crescimento, contendo sacarose 3,0% e agar 0,7% e suplementando com 250 mg/L de
carbenicilina e 100 mg/L de canamicina, pH 5,8). Os brotos originados do tratamento controle

foram transferidos tanto para meio MS desprovido de antibiotico como para 0 meio seletivo.

Os brotos enraizados em meio seletivo foram selecionados para extracdo de DNA
genémico pelo método descrito por Doyle; Doyle, 1987. Com auxilio de uma tesoura
cirurgica, as folhas foram seccionadas da cada planta e com auxilio de um tubo de
microcentrifuga foram obtidos os discos foliares de aproximadamente 1 cm de diametro. De
cada clone foram selecionados cinco discos foliares e em cada tubo eles foram macerados
juntamente com 500 pL de tampé&o CTAB (Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM, NaCl
1,4 M, CTAB 2,0 % plv), pré-aquecido a 60°C e acrescido de 0,2 % (v/v) de 2-B-
mercaptoetanol. As amostras foram mantidas em banho-maria a 60 °C por 1 hora sendo
homogeneizadas periodicamente. Em seguida, foi adicionado um volume de cloroformio:
alcool isoamilico 24:1 em cada tubo. Apds homogeneizar cada amostra, estas foram
centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos em microcentrifuga (MiniSpin Eppendorf). A fase
aquosa foi transferida para tubos limpos, onde foi feita a adicdo de 1,2 volumes de
isopropanol. A fase de precipitacdo do DNA ocorreu a temperatura ambiente (25 °C) por

aproximadamente 3 horas, quando entdo foram centrifugadas (13.000 rpm, 10 minutos). O
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sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 500 uL de etanol 70%. Apds
centrifugacdo e descarte do sobrenadante o precipitado de DNA genémico foi ressuspenso em

100 pL de agua ultra pura estéril acrescida de 2,0 uL de RNAse (1,0 mg/mL).

As amostras de DNA gendmico de diferentes clones de plantas de fumo foram
quantificadas por meio da verificacdo da absorbancia a 260 nm (Azg) No espectrofotbmetro
Nanodrop modelo 1000. O DNA gendmico extraido de cada clone foi usado como DNA
molde em uma reacdo de amplificagdo por PCR. Em uma reacdo de 10 ulL foi feita a adicdo
de: 1,0 uL de tampéo, 2,0 uL de dNTP’s (1,0 mM), 1,0 uL de cada iniciador para CVV1887 ,
0,2 uL de Tag polimerase (5,0 U/uL -Invitrogen) e 1000 ng do DNA molde.

As plantas de fumo obtidas in vitro e confirmadas por PCR foram cuidadosamente
transferidas para copos plasticos contendo uma mistura autoclavada de areia de rio e
vermiculita, na mesma propor¢do. As plantas foram mantidas sob um fotoperiodo de 12 horas

a uma temperatura de 25 °C.
4.8. Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi instalado em blocos ao acaso, havendo quatro repeticdes para
cada um dos cinco tratamentos, que foram; o controle positivo, com explantes de fumo néo
co-cultivados com A. tumefaciens e cultivados e meio ndo seletivo; o controle negativo, com
explantes de fumo ndo co-cultivados com A. tumefaciens e cultivados e meio seletivo;
pBI121::gus, pBI121::CV1887 parcial, pBI121::CV1887 completo, com explantes de fumo
co-cultivados com A. tumefaciens e cultivados e meio seletivo contendo cefotaxima 500 mg/L
e canamicina 100 mg/L. Em cada um dos quatro blocos havia uma repeticdo de cada

tratamento e cada repeti¢do correspondeu a uma placa de Petri contendo dez explantes.

Todos os dados quantitativos obtidos foram analisados quanto a variancia
(ANOVA), e as médias comparadas pelo teste de Tukey onde P < 0,05 foi fixado para indicar

a significancia estatistica para comparacdo entre as médias.



47

4.9. Extracédo de RNA

Foram selecionados diferentes clones transformados e pertencentes ao controle
para a realizacdo da extracdo de RNA, que foi realizada utilizando-se o Plant RNA Reagent
(Invitrogen) seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. De cada tratamento foram
utilizados 0,1g de folhas, que foram coletadas imediatamente antes da extragéo.

Para a extracdo, o material foi macerado com auxilio de nitrogénio liquido até a
formacdo de uma farinha fina. A farinha foi misturada a 0,5 mL de Plant RNA Reagent
(Invitrogen) gelado. A mistura foi mantida por 5 minutos a temperatura ambiente e em
seguida centrifugada a 12.000 x g também a temperatura ambiente. Apos a centrifugacéo,
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e a ele adicionado 0,1 mL de NaCl 5M e 0,3
mL de cloroférmio. Em seguida, foi feita uma nova centrifugacdo por 10 minutos, a 4 °C e
12.000 x g para a separagéo das fases. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e a ela
adicionado 1 volume de alcool isopropilico. A mistura foi deixada sobre a bancada por 10
minutos e em seguida centrifugada por 10 minutos, a 4 °C e 12.000 x g. O sobrenadante foi
descartado e ao pellet foi adicionado 1 mL de etanol 75%. A mistura foi centrifugada a
temperatura ambiente por 1 minuto a 12.000 x g e o sobrenadante foi descartado. O pellet
resultante foi ressuspenso em 30 pL de &gua ultra pura estéril. Em seguida, as amostras foram
tratadas com a enzima DNase | (Amersham Pharmacia Biotech), livrando-as de
contaminagdes com DNA gendmico.

Para checar a qualidade da extracdo e visualizagdo do RNA total extraido, as
amostras foram aplicadas em gel de agarose 1,2% em tampéo TBE (Tris-Borato 45 mM pH
8,0, EDTA 1,0 mM) em uma cuba horizontal. A quantificacdo foi feita pela verificacdo da
absorbancia a 260 nm.

4.10. RT-PCR

Para analisar a expressao das sequiéncias CV1887 parcial, C\VV1887 completo e do
gene gus, foi realizada uma reacdo de RT-PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase com a
Transcriptase Reversa) com os iniciadores especificos para cada sequéncia.

Foi feita uma reacdo de 25 uL, utilizando-se 1 pL da transcriptase reversa -
ImProm Il (Promega), 5 uL do tampdo 5X -ImProm Il (Promega), 1,5 puL de MgCl, 25 mM,
1,2 puL de dNTPs 10mM, 1 uL do Oligo(dT),s (Fementas Life Sciences) e 1 ug do RNA
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molde. A reacéo foi realizada no termociclador Eppendorf por um periodo de 60 minutos a 42
°C. Em seguida, a transcriptase reversa foi inativada a 70 °C por 15 minutos e a reagéo
mantida a -20 °C até o inicio da reacdo de PCR.

O cDNA sintetizado a partir de cada clone foi usado como molde em uma reagéo
de amplificagdo por PCR. A reacdo para amplificacdo dos fragmentos de cv1887, consistiu
inicialmente de um ciclo de 4 min. a 94°C, 1 min. a 65°C e 4 min. a 72°C, seguido de 34
ciclos de 2 min. a 94°C, 1 min a 65°C e 4 min. a 72°C e mais uma etapa de 8 min. a 72°C.
Em uma reagédo de 10 uL foi feita a adi¢cdo de: 1000 ng do cDNA molde, 1,0 uL de tampao,
2,0 uL de dNTP’s (1,0 mM), 1,0 uL de cada iniciador para CVV1887 e para o gene gus, 0,25
uL da Go Taq Hot Start polimerase (500 U/mL) (Promega).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Clonagem das sequiéncias completa e parcial de CVV1887 e ligacéo dos insertos
no vetor de clonagem pGEM-T Easy
Foi realizada uma reagdo de PCR com iniciadores especificos para a amplificacéo
das sequiéncias completa e parcial de CV1887, utilizando-se como molde DNA plasmidial
transformado com a seqliéncia de CVV1887 extraido de células de E. coli. Na figura 6, pode
ser observada na eletroforese em gel de agarose 0,8%, a presenca duas bandas, uma de

aproximadamente 4.155 pb e outra de 2.642 pb.

Os fragmentos correspondentes as seqliéncias completa e parcial foram clonados
no vetor pGEM-T e os vetores recombinantes eletroporados em células de E. coli Top 10.
Foram selecionadas coldnias brancas e azuis dos dois eventos de transformacdo para extracdo
de plasmideos e confirmagdo da transformacédo. Nas figuras 7 e 8, observamos diferencas
entre o tamanho dos vetores integros e transformados extraidos, o que indica a eficiéncia da
clonagem. O vetor pGEM-T Easy integro possui um tamanho de 3.015 pb. A extracao feita a
partir de col6nias azuis, ndo transformadas, resultou em fragmentos condizentes com o
tamanho do vetor, ao contrario do que aconteceu na extragéo feita a partir de col6nias brancas,
putativamente transformadas com os insertos parcial e completo de CVV1887. Neste caso, foi
possivel observar bandas com tamanho aproximado de 7 kb para os clones de CV1887
completo e de aproximadamente 5 kb para os clones de CV1887 parcial. Os plasmideos
extraidos foram utilizados como molde para reacdo de PCR para amplificagdo dos fragmentos
correspondentes ao CV1887 completo e parcial com os iniciadores especificos. Nas Figuras 7
e 8, foram observadas bandas do tamanho esperado para os dois fragmentos (4.155 pb e 2.642

pb), confirmando a eficiéncia da ligagdo do inserto no vetor de clonagem.

Na Figura 9, podemos observar a amplificagdo de fragmentos com 4.155 pb nos
pocos 4, 7 e 8, sugerindo que os respectivos clones foram transformados com o fragmento
completo de cv 1887. J& na Figura 10, todos os clones apresentaram o mesmo padrédo de
amplificacdo no tamanho correspondente ao fragmento parcial com 2.642 pb. A partir dos
clones transformados e confirmados foram selecionados dois clones, um de cada
transformacéo, para a realizacdo da reacdo de digestdo com as enzimas especificas para a
subclonagem no vetor de expressdo pBI121. Os clones de E. coli transformados com os
plasmideos recombinantes pGEM-T Easy::CV1887 completo e parcial confirmados por PCR

foram mantidos em glicerol a —80 °C.
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Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos de PCR de CV1887 completo e parcial amplificados
a partir do vetor pGEMT-Easy::CV1887. Po¢o 1: Marcador Fast Ruler DNA Ladder High (150 ng); Pogo 2 e 4:
controle negativo, Poco 3: CVV1887 completo e Poco 5: CVV1887 parcial.
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose 0,8% do plasmideo pGEM-T easy :: CV1887 completo. Pogo 1:
Marcador A DNA/Hind 111 250 ng; Poco 2: fragmento extraido a partir de coldnia azul (ndo transformada),
Pocos 3 ao 9: fragmentos extraidos a partir de col6nias brancas (transformadas). Em cada pogo foram
aplicados 5 uL de amostra
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 0,8% do plasmideo pGEM-T easy :: CV1887 parcial. Pogo 1:
Marcador A DNA/Hind 111 250 ng; Poco 2: fragmento extraido a partir de coldnia azul (ndo transformada),
Pocos 3 ao 11: fragmentos extraidos a partir de col6nias brancas (transformadas). Em cada pogo foram
aplicados 5 uL de amostra.
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CV1887 completo
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Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos de PCR a partir do vetor pGEM::CV1887 completo.
Em cada pogo foram aplicados 5uL de cada reacdo. Poco 1: Marcador ADNA/HindIll 250 ng; Pogo 2: controle
negativo da reacdo; Po¢o 3: produto da colbnia azul (controle); Poco 4 ao 10: produtos amplificados a partir dos
fragmentos extraidos de coldnias brancas (transformadas). Em cada pogo foram aplicados 5 uL de amostra.

CV1887 parcial

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos de PCR a partirdo vetor pGEM::CV1887 parcial.
Poco 1: Marcador ADNA/Hindlll 250 ng; Pogo 2: controle negativo da reagdo; Poco 3: produto da coldnia azul

(controle); Poco 4 ao 11: produtos amplificados a partir dos fragmentos extraidos de col6nias brancas
(transformadas). Em cada poco foram aplicados 5 pL de amostra
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5.2. Subclonagem dos insertos de CV1887 no vetor binario pBl1121

Para a subclonagem dos insertos no vetor binario, dois clones transformados e
confirmados foram selecionados para serem digeridos com as endonucleases de restrigdo Xba
I e Sst I. Os clones escolhidos correspondem aos pocos 4 das Figuras 9 e 10. O plasmideo
pBl 121 também foi submetido a reacdo de digestdo seguindo os pardmetros previamente
descritos. As bandas correspondentes ao plasmideo binario pBI121 e aos insertos C\VV1887
foram isoladas do gel, purificadas e foi feita uma reacdo de ligacéo, na presencga da enzima T4
DNA ligase. Na Figura 11 observou-se as bandas correspondentes aos insertos digeridos.

Os insertos cv1887 completo e parcial foram subclonados no plasmideo binario.
Os produtos da reacdo de ligagdo (pB1121::CV1887 completo e pBI121::CV1887 parcial)
foram inseridos em células de E. coli Top 10 por eletroporacdo. A suspensdo de células
eletroporadas ao ser inoculada em placas de Petri contendo meio seletivo (LB contendo 50
ug/mL de canamicina) resultou na formacdo de coldnias apds 16 horas de incubacéo a 37 °C.
De cada placa das transformagdes (pBI12::CV1887 completo e pBI121:: CV1887 parcial)
foram selecionadas 24 colonias para extracdo de DNA plasmidial e verificagdo da
transformac&o. A qualidade dos plasmideos extraidos foi visualizada por eletroforese em gel
de agarose 0,8 %. As bandas obtidas no gel corresponderam ao tamanho aproximado do
plasmideo pBI121 (14.758 pb) contendo insertos CVV1887.

A partir do DNA plasmidial extraido dos clones selecionados de E. coli foi feita
uma reacdo de amplificacdo usando iniciadores para os insertos de cv 1887. Os produtos da
reacdo de amplificacdo, aplicados em gel de agarose 0,8 %, resultaram em bandas de
aproximadamente 4.155 pb e 2.642 pb, correspondentes ao tamanho do insertos. Dos 24
clones selecionados da placa de pB1121::CV1887 completo, somente 4 ndo tiveram a inser¢édo
do fragmento confirmada, jA& dos 24 clones de CV1887 parcial, 12 clones ndo foram

confirmados (Figuras 12 e 13).
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose 0,6% dos produtos da digestdo dos vetores pBI121, pGEM::CV1887
completo e pGEM::CV1887 parcial com as enzimas Sstl (10 U/mL) e Xbal (10 U/mL) (JENA Biosciences).
Poco 1: Marcador A DNA/Hind 111 250 ng, Poco 2: pBI 121, Pogo 3: pGEM::CV1887 completo e Pogo 4:
pGEM::CV1887 parcial. (pBl 121: 14.758 pb, pGEM:3015 pb; CV1887 completo: 4.155 pb, CVV1887 parcial:
2.642 pb). Em cada pogo foram aplicados 5 pL de amostra
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Figura 12: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos da PCR de pBl::cv1887 completo.
A reacdo foi feita aplicando-se 1uL do DNA molde diluido 1:10. Pogo 1: Marcador ADNA/Hind
111 250 ng; Pogo 2: controle negativo da reacdo; Pocos 3 ao 26: clones 1 ao 24 de pBI121:: cv
1887 completo. Em cada pogo foram aplicados 5 uL de cada amostra.
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Figura 13: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos da PCR de pBl::cv 1887 parcial. A reacéo foi feita
aplicando-se 1uL do DNA molde diluido 1:10. Pogo 1: Marcador ADNA/Hind 1ll 250 ng; Poco 2: controle
negativo da reacdo; Pogos 3 ao 26: clones 1 ao 24 de pBI121:: cv 1887 parcial. Em cada pogo foram aplicados 5
uL de cada amostra.



56

A partir dos clones confirmados pela reacdo de PCR foram selecionados dois
clones de CV1887 completo e 2 de CV1887 parcial para serem submetidos a uma reagédo de
digestdo com as enzimas Sst | e Xba | para uma confirmagdo precisa da transformacéo. Os
clones selecionados correspondem aos pogos 17 e 20 (clones 15 e 18) da Figura 12 e 0s pogos
4 e 21 (clones 2 e 19) da Figura 13. Dos dois clones de cv1887 completo, um apresentou a
banda correspondente a 4.155 pb no poco 2; ja nos clones de CV1887 parcial, foi possivel

visualizar as bandas no tamanho correto de aproximadamente 2.642 pb (Figura 14).

Os clones de E. coli transformados com o plasmideo pBI121::CV1887
confirmados por PCR foram mantidos em glicerol a -80°C. Os clones confirmados pela
reacdo de digestdo foram utilizados para a transformacdo de células de A. tumefaciens
LBA4404 eletrocompetentes.

5.3. Confirmacdo da transformacdo de células de Agrobacterium tumefaciens
LBA4404 com insertos CV1887

Plasmideos pBIl121::gus, pBl121::cv1887 completo e pBI121::cv1887 parcial
extraidos a partir de culturas de E. coli Top 10 foram inseridos individualmente em células
eletrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 por eletroporacdo, conforme ja
descrito. As células eletroporadas de A. tumefaciens quando inoculadas em meio YM
contendo 100 pug/mL de estreptomicina e 50 ug/mL de canamicina resultaram em colénias
apos aproximadamente 48 horas de incubagdo. No controle da transformacéo onde as células
foram eletroporadas apenas na presenca de agua, ndo foi observada a formacéo de coldnias.

De cada placa foram selecionadas 5 coldnias e inoculadas em meio YM contendo
antibioticos para a extracdo de DNA plasmidial. Na Figura 15, observamos a eletroforese em
gel de agarose 0,8% dos plasmideos transformados extraidos de células de A. tumefaciens.

A partir do DNA plasmidial extraido dos clones selecionados de Agrobacterium
tumefaciens foi feita uma reacdo de amplificacdo usando iniciadores para os insertos de CV
1887. Os produtos da reacdo de amplificacdo, ao serem aplicados em gel de agarose 0,8%,
resultaram em bandas de aproximadamente 4.155 pb e 2.642 pb, correspondentes ao tamanho

dos insertos completo e parcial, respectivamente (Figuras 16 e 17).
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Figura 14: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos da digestdo dos plasmideos pBI1::CV1887 completo
e parcial com as enzimas Sst | e Xba I. Poco 1: Marcador ADNA/Hind 111 250 ng; Pocos 2 e 3: clones 15 e 18 de
pBI1121::CVv1887 completo; Pocos 4 e 5: clones 2 e 19 de pBI121:: CV1887 parcial. Em cada poco foram
aplicados 5uL de cada amostra.
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Figura 15: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos plasmideos pBI::CV1887 completo e parcial extraidos de
células de A. tumefaciens. Pogco 1: Marcador ADNA/Hind Il 250 ng; Pogo 2: vazio; Pocos 3 ao 8: clones de
pBI1121::CVv1887 parcial; Pogos 9 ao 13: clones de pBl1121:: CV1887 completo. Em cada pogo foram aplicados
5uL de cada amostra.
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Figura 16: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos de PCR amplificados a partir do vetor pBI
121::CV1887 parcial. Poco 1: Marcador ADNA Hind 111 250 ng; Pogo 2: controle negativo da reacdo; Pogos 3 ao
9: produtos de clones de pBI 121::CV1887 parcial. Em cada poc¢o foram aplicados 5 pL de amostra.
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Figura 17: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos de PCR amplificados a partir do vetor pBI
121::CVv1887 completo. Poco 1: Marcador ADNA Hind I11 250 ng; Poco 2: controle negativo da reacdo; Pocos 3
ao 7: produtos de clones de pBI 121::CV1887 completo. Em cada pogo foram aplicados 5 uL de amostra.
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5.4. Confirmacao da transformacéo de plantas de fumo (Nicotiana tabacum var. Xanthi)
com insertos CV1887

Segmentos foliares de fumo (Nicotiana tabacum var. Xanthi) co-cultivados com
Agrobacterium tumefaciens portando os plasmideos: pB1121::gus, pBI1121::CV1887 completo
e pB1121::CV1887 parcial e cultivados em meio MS seletivo (sais e vitaminas MS, sacarose
3,0 %, agar 0,7 %, 1,0 mg/L de BAP, 500 mg/L de cefotaxima, 100 mg/L de canamicina,
MES e acetoseringona, pH 5,8) foram avaliados por um periodo de quatro semanas quanto a

formacéo de calos, primdrdios, brotos adventicios e raizes.

Apos uma semana de cultivo, nenhum explante dos cinco tratamentos
desenvolveu brotos. Somente a partir da segunda semana, os explantes do tratamento
controle positivo e os do tratamento pBI121::gus, comecaram a desenvolver brotos
adventicios. Brotos formados a partir de explantes co-cultivados com Agrobacterium
portando os plasmideos, pBI121::CV1887 completo e pBI121::CV1887 parcial
apresentaram o desenvolvimento mais lento, sendo observados ap6s quatro semanas de
cultivo. Os explantes do tratamento controle negativo, ndo desenvolveram brotos por

estarem submetidos a sele¢do pelo antibidtico.

Apos quatro semanas de cultivo o percentual de formacdo de brotos e raizes
diferiu entre os explantes co-cultivados com A. tumefaciens e os tratamentos controle
(Figura 18). Os explantes do tratamento controle cultivados em meio seletivo, ao final de
quatro semanas ndo emitiram nenhum broto, permanecendo cloréticos, enquanto 0s
explantes pertencentes ao tratamento controle, mas cultivados em meio suplementado
apenas com a citocinina, apresentaram, no mesmo periodo, uma grande proliferacdo de
brotos clorofilados e vigorosos (Figura 19). Dos explantes submetidos ao co-cultivo com
Agrobacterium o percentual de formacdo de brotos foi semelhante para os segmentos
foliares transformados com CV1887 parcial e com CV1887 completo, no entanto, houve
variacdo quanto ao tamanho dos brotos entre estes tratamentos (Tabela 2, Figuras 20, 21 e
22). Também foi observado, entre os tratamentos, um elevado indice de explantes oxidados,

cloréticos e necrosados dentre as quatro primeiras semanas de regeneragao.

A transformacdo mediada por Agrobacterium envolve a interagdo entre dois
sistemas biologicos e é afetada por varias condi¢des bioldgicas. A eficiéncia da transferéncia
do T-DNA mediada pela bactéria para a célula vegetal depende ndo somente no sucesso do
reconhecimento e da colonizagdo das células, mas também das respostas das células vegetais
ao processo de infeccdo (KUTA; TRIPATHI, 2005). Estd bem documentado na literatura
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que, a clorose, a necrose de tecidos transformados e a dificuldade de regeneracéo de plantas,
a partir de celulas transformadas, séo caracteristicas comuns ao processo de transformacéo
mediado por A. tumefaciens (DAN, 2008).

A resposta da planta ao ataque pela agrobactéria inicia-se com uma explosédo
oxidativa, levando a uma producdo rapida e transiente de espécies reativas de oxigénio
(ROS) seguida por uma reagéo de hipersensibilidade (HR) resultando na necrose do tecido
vegetal. Tecidos necrosados e a morte celular afetam a eficiéncia da transformacdo pois
podem ocorrer em uma camada da célula vegetal onde se encontra o T-DNA transferido,
com isso, as células transgénicas que se encontram nestes tecidos necrosados podem ter a
regeneracdo inibida com uma conseqiiente reducdo no resgate de clones transgénicos. A
necrose também é responsavel pelo acimulo de substancias antimicrobianas no tecido, que
inibem o potencial da Agrobacterium de colonizar as células vegetais e transferir o T-DNA.
Além disso celulas necréticas podem atrair microrganismos oportunistas, nas condi¢des in
vitro, resultando em sérios problemas de contaminacéo que também inibem a regeneracéo da
planta (DAN, 2008; KUTA; TRIPATHI, 2005).

Muitos métodos de transformacdo que utilizam nptll para selecdo, possuem um
problema comum de regeneracao de brotos nao-transgénicos, no estagio inicial de formacéo,
pela selecdo da canamicina. Estes problemas também s&o responsaveis pela limitagdo no

numero de plantas transgénicas que podem ser regeneradas (DAN, 2008).

Na tentativa de se obter uma melhor eficiéncia na regeneracdo dos explantes
foliares, a acetoseringona (AS) foi utilizada. A acetoseringona é um composto fenolico que
atua, durante o processo de transformacdo via A. tumefaciens, reprimindo a exploséo
oxidativa desencadeada pela bactéria. E também considerada um indutor dos genes de
viruléncia (vir) da Agrobacterium, que sdo responsaveis pela transferéncia do T-DNA para a
célula vegetal (BAKER et al., 2005). Muitos trabalhos tém mostrado os beneficios da
acetoseringona para um aumento dos niveis de transformacao de diversas espécies. Costa et
al. (2006) relataram um aumento de cem vezes na eficiéncia da transformagédo de Prunus
amygdalus, na presenca de AS na concentracdo de 150uM. Wang et al. (2007) também
observaram um incremento na transformagao do milho (Zea mays) pelo cultivo de sementes

em uma suspensdo de A. tumefaciens suplementada com 100 uM de acetoseringona.
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Figura 18: Aspecto dos explantes de fumo (Nicotiana tabacum var. Xanthi) controle e transformados apds quatro
semanas do co-cultivo com A. tumefaciens LBA 4404. (A) Tratamento controle ndo transformado, (B)
Tratamento controle ndo transformado em meio suplementado com canamicina 100mg/L, (C) Explantes co-
cultivados com  A. tumefaciens::pBl1121::gus, (D) Explantes co-cultivados com A
tumefaciens::pBl1121::CV1887 completo, (E) Explantes co-cultivados com A. tumefaciens::pB1121::CV1887

parcial. Barra: 1,5 cm
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Figura 19: Aspecto individual dos explantes de fumo (Nicotiana tabacum var. Xanthi) controle e transformados
apos quatro semanas do co-cultivo com A. tumefaciens LBA4404. (A) Tratamento controle ndo co-cultivado
com A. tumefaciens, (B) Tratamento controle ndo co-cultivado com A. tumefaciens em meio suplementado com
canamicina 100mg/L, (C) Explantes co-cultivados com A. tumefaciens::pBl121::gus, (D) Explantes co-
cultivados com A. tumefaciens::pBl121::CV1887 completo, (E) Explantes co-cultivados com A.
tumefaciens::pB1121::CV1887 parcial. Barra: 0,5 cm
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TABELA 2 - Respostas dos explantes de fumo (Nicotiana tabacum var. Xanthi) submetidos aos

tratamentos e cultivados por quatro semanas em meio de inducdo de brotos (sais e

vitaminas MS, sacarose 3,0 %, agar 0,7 %, 1,0 mg/l de BA) acrescido de 500 mg/l de

cefotaxima e 100 mg/l de canamicina (meio seletivo) ou desprovido de antibi6ticos (meio

nédo-seletivo)

Explantes com

Explantes com

Comprimento dos brotos (%)°

Tratamentos” | formagio de | formagdode | g g5 om [ 0,6-1,0em | 1120 | >300m
C+ 100,0 a 725a 0,0c 125a 475a 37,0a
pBlI 925a 25b 50,0 a 20,0 a 125b 0,0b
CVparcial 62,5b 0,0b 77,5a 225a 0,0b 0,0b
CVcompleto 65,0 b 0,0b 45,0 ab 175a 10,0 b 0,0b

A - C+ (controle positivo): plantas de fumo ndo transformadas em meio sem antibidticos

pBI : plantas transformadas com A. tumefaciens com pBI121::gus e cultivadas em meio seletivo

CVparcial : plantas transformadas com A. tumefaciens com pBI121::cv1887 parcial e cultivadas em meio

seletivo

CVcompleto: plantas transformadas com A. tumefaciens com pB1121::cv1887 completo e cultivadas em meio

seletivo

B- Percentual dos comprimentos dos brotos obtidos com base nas médias dos tamanhos de: até 0,5 cm, 0,6-1,0;
1,1- 2,0 e maior que 3,0 cm
Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey.



65

Explantes com formacao de brotos
120
a
o
= 100 a
=
w
= 80
&
£ b b
2 60 B
=
‘E 40
&
o]
S
& 20 — —
0 1 e
C+ pBI CVparcial CVcompleto

Figura 20: Percentual de explantes com formacdo de brotos ap6s quatro semanas em meio de inducéo
de brotos (sais e vitaminas MS, sacarose 3,0 %, agar 0,7 %, 1,0 mg/l de BA) acrescido de 500 mg/l de
cefotaxima e 100 mg/l de canamicina (meio seletivo). Onde C+: controle positivo; explantes ndo co-
cultivados com A. tumefaciens; pBI: explantes co-cultivados com A. tumefaciens::pBl121::qus;
CVparcial: explantes co-cultivados com A. tumefaciens::pBl121::CV1887 parcial e CVcompleto:
explantes co-cultivados com A. tumefaciens::pB1121::CV1887 completo.
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Figura 21: Percentual de explantes com formac&o de raizes apds quatro semanas em meio de inducéo de
brotos (sais e vitaminas MS, sacarose 3,0 %, agar 0,7 %, 1,0 mg/l de BA) acrescido de 500 mg/l de
cefotaxima e 100 mg/l de canamicina (meio seletivo). Onde C+: controle positivo; explantes ndo co-
cultivados com A. tumefaciens; pBI: explantes co-cultivados com A. tumefaciens::pBI121::qus;
CVparcial: explantes co-cultivados com A. tumefaciens::pBl121::CV1887 parcial e CVcompleto:
explantes co-cultivados com A. tumefaciens::pBI1121::CV1887 completo.
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Figura 22: Avaliagdo do desenvolvimento dos clones de fumo selecionados dos tratamentos C+, pBl,
CVparcial e CVcompleto, cultivados por quatro semanas em meio de indugdo de brotos (sais e vitaminas

MS, sacarose 3,0 %, &gar 0,7 %, 1,0 mg/l de BA) acrescido de 500 mg/l de cefotaxima e 100 mg/l de
canamicina (meio seletivo).
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Ao final de cinco semanas de cultivo os brotos formados a partir dos explantes de
cada tratamento, foram cuidadosamente seccionados em condigdes estéreis e transferidos para
frascos contendo meio de enraizamento (sais e vitaminas MS, sacarose 3,0%, agar 0,7%, pH

5,8) contendo 100 mg/L de canamicina.

Ao final de quatro semanas de cultivo em meio de enraizamento foi observado
que a maior media de brotos enraizados foi obtida a partir de brotos originados de explantes
pertencentes ao controle positivo (explantes ndo co-cultivados com a bactéria e cultivados
em meio sem antibidtico). Os brotos originados de explantes co-cultivados com A.
tumefaciens portando os plasmideo pBI121::gus, pBI121::CV1887 parcial e
pBI121::CV1887 pBIl também enraizaram em meio seletivo, mas o percentual de
enraizamento foi bem inferior. Em relacdo ao tamanho médio das raizes, os explantes do
controle positivo apresentaram um alto indice de desenvolvimento, com aproximadamente
50% apresentando tamanhos superiores a 2,0 cm de comprimento. Foi visto também que 0s
clones transformados com CV1887 tiveram um numero reduzido de explantes com tamanho

superior a 2,0 cm (Tabela 3 e Figuras 23,24,25).

Os resultados obtidos constituem uma evidéncia de que as plantas de fumo obtidas
por organogénese foram transformadas com os genes gus, CV1887 parcial e CV1887
completo, uma vez que, apenas as plantas que tiveram a regido—T do plasmideo pBI121
integrado no seu genoma podem enraizar em meio contendo canamicina na concentragdo de
100 mg/L.

Os procedimentos de transformacgdo in vitro induzem diversas variagfes nos
transformantes primarios (To). Nesta geracdo de transformantes, a cultura de tecidos e os
efeitos da transformacéo sdo confundidos. Esta bem estabelecido que o processo de cultura de
tecidos pode gerar tanto variagdes epigenéticas, que sdo induzidas pelo ambiente no fenétipo,
como variagdes somaclonais. Mesmo com um processo rigoroso de selecdo durante a
transformacdo e regeneracdo, plantas quiméricas, com tecidos transformados e néo-
transformados, podem persistir na geracdo To (BHAT; SRINIVASAN, 2002).

As variagdes somaclonais também contribuem para diferencas entre as plantas
transformadas. Muitos fatores tém sido descritos como responsaveis por estas variagdes, mas
a maioria deles podem ser classificados como fatores de estresse, aos quais as plantas estdo
sujeitas durante a desdiferenciacdo e regeneracdo na cultura de tecidos incluindo as lesdes, a
dissecacdo, 0 estresse osmotico e o suprimento insuficiente de nutrientes (FILIPECKI,
MALEPSZY, 2006).
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A etapa seguinte de confirmacdo da transformacao consistiu na extracdo de DNA
gendmico dos clones enraizados em meio seletivo. Foram usados 48 clones como fonte de
DNA gendmico, dos quais seis do controle positivo, dez dos transformados com gus,
dezenove dos transformados com CV1887 parcial e treze dos transformados com CV1887
completo. O DNA extraido foi usado como molde em uma reacdo de amplificagdo com
iniciadores especificos.

Os produtos de PCR foram aplicados em eletroforese em gel de agarose 0,8%
resultando em bandas correspondentes ao tamanho dos fragmentos do gene gus (1.812 pb) em
80%, CV1887 parcial (2.642 pb) em 84% dos clones e em CV1887 completo (4.155 pb) em
78% dos clones. (Figuras 26, 27, 27 e 29). Os clones dos tratamentos controle ndo tiveram seu
DNA amplificado com os iniciadores especificos para CV1887.

As plantas confirmadas foram aclimatadas em substrato autoclavado formado por
areia e vermiculita na proporcdo de 1:1 e mantidas sob fotoperiodo de 12 horas a uma
temperatura de 25 °C.
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TABELA 3 - Respostas de brotos de fumo (Nicotiana tabacum va. Xanthi) originados de explantes co-cultivados

com A.tumefaciens LBA4404 portando os seguintes plasmideos: pBI121::gus, pBl121::cv 1887

parcial, pBl121::cv 1887 completo, apds quatro semanas de cultivo em meio de enraizamento

(sais e vitaminas MS e canamicina 100 mg/L); e os explantes controle ndo co-cultivados com A.

tumefaciens.

Comprimento dos brotos (%)B Explantes
Tratamentos® | 0-05 [ 06-1,0 [1,1-2,0[ >3,0 com
cm cm cm cm forma(;éo de
raizes (%)
C+| 1,0c 20b |380a| 60,0a 69,0 a
pBl| 27,0bc | 35,0a [21,0ab| 210b 54,0 bc
CVparcial | 85,0a | 9,0ab | 3,0b | 50b 220c
CVcompleto | 37,0b | 18,0ab [26,0ab| 18,0b 240D

A - C+ (controle positivo): plantas de fumo ndo transformadas em meio sem antibiéticos
pBI : plantas transformadas com A. tumefaciens com pB1121::gus e cultivadas em meio seletivo
CVparcial : plantas transformadas com A. tumefaciens com pBI1121::cv1887 parcial e cultivadas em meio

seletivo

CVcompleto: plantas transformadas com A. tumefaciens com pBI121::cv1887 completo e cultivadas em

meio seletivo

B- Percentual dos comprimentos dos brotos obtidos com base nas médias dos tamanhos de: até 0,5 cm, 0,6-1,0;

1,1-2,0 e maior que 3,0 cm
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Figura 23: Avaliagdo do desenvolvimento dos clones de fumo selecionados dos tratamentos C+, pBl,
CVparcial e CVcompleto, cultivados por quatro semanas em meio de enraizamento (sais e vitaminas MS e
canamicina 100 mg/L).
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Figura 24: Percentual de explantes com formacéo de raizes apds quatro semanas em meio de enraizamento
(sais e vitaminas MS e 100 mg/l de canamicina). Onde C+: controle positivo; explantes ndo co-cultivados
com A. tumefaciens; pBl: explantes co-cultivados com A. tumefaciens::pBI121::gus; CVparcial: explantes
co-cultivados com A. tumefaciens::pB1121::CV1887 parcial e CVcompleto: explantes co-cultivados com A.
tumefaciens::pBl1121::CV1887 completo.
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Figura 25: Aspecto dos explantes de fumo (Nicotiana tabacum var. Xanthi) transformados em meio de enraizamento
e utilizados como controle. (A) Explantes co-cultivados com A. tumefaciens::pB1121::CV1887 completo, (B)
Explantes co-cultivados com A. tumefaciens::pBl121::CV1887 parcial, (C) Explantes co-cultivados com A.

tumefaciens::pBl121::gus, (D) Tratamento controle ndo co-cultivado com A. tumefaciens.
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Figura 26: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos de PCR amplificados a partir do DNA genémico
extraido de plantas de fumo transformadas com pBI 121::gus. Pogo 1: Marcador ADNA Hind 111 250 ng; Pogo 2:
controle negativo da reacdo; Pocos 3 ao 12: produtos de clones de pBIl 121::gus. Em cada poco foram aplicados
5 uL de amostra.
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Figura 27: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos de PCR amplificados a partir do DNA genémico
extraido de plantas de fumo transformadas com pBl 121::cv1887 completo. Pogo 1: Marcador ADNA Hind I11
250 ng; Poco 2: controle negativo da reacdo; Poco 3: controle positivo pGEM::cv1887 completo; Pocos 4 ao 17:
produtos de clones de pBI 121::cv 1887 completo. Em cada pogo foram aplicados 5 pL de amostra.
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Figura 28: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos de PCR amplificados a partir do DNA genémico
extraido de plantas de fumo transformadas com pBI 121::cv1887 parcial. Pogo 1: Marcador ADNA Hind 111 250
ng; Poco 2: controle positivo pGEM::cv1887 parcial; Poco 3: controle negativo da reacdo; Pogos 4 ao 14:
produtos de clones de pBI 121::cv 1887 parcial. Em cada poc¢o foram aplicados 5 pL de amostra.
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Figura 29: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos de PCR amplificados a partir do DNA genémico
extraido de plantas de fumo transformadas com pBI 121::cv1887 parcial. Pogo 1: Marcador ADNA Hind 111 250
ng, Pogo 2: controle negativo da reagdo, Poco 3: controle positivo pGEM::cv1887 parcial, Pogos 4 ao 11:
produtos de clones de pBI 121::cv 1887 parcial. Em cada po¢o foram aplicados 5 puL de amostra.
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5.5. Extracdo de RNA e RT-PCR

Foram selecionados dois clones das plantas controle ndo co-cultivadas com A.
tumefaciens, trés clones das plantas transformadas com gus, trés clones das transformadas
com CV1887 parcial e dois clones das transformadas com cv 1887 completo para extracao de
RNA total. Foi possivel observar a presenca de RNA em todos os clones, podendo-se
identificar as bandas correspondentes ao RNA ribossdmico 18S e 28S (Figura 30).

A partir das amostras de RNA extraidas o cDNA de cada clone foi sintetizado
atraves de uma reacdo de RT-PCR, sendo possivel observar a presenca de um produto
amplificado com aproximadamente 2.642 pb para os trés clones de cv 1887 parcial e outro
com 1812 pb para os trés clones transformados com gus (Figuras 31 e 32). A expressdo de cv
1887 completo nédo foi observada.

As diferencas nos niveis de expressdo também podem ser atribuidas ao numero de
copias presentes em plantas transgénicas independentes e ao efeito de posi¢do do transgene.
Plantas resultantes de eventos independentes de transformacgdo com as mesmas construcoes
podem ter uma ou varias inser¢des dos genes, e essas inser¢des podem também carregar
consigo sequéncias de vetor, que também s&o transferidas (KOHLI et al., 1998).

A integracdo do transgene mediada por Agrobacterium, € um processo randémico.
Transcricionalmente, algumas regides ativas do genoma séo favorecidas, como por exemplo,
as regides subterminais dos cromossomos, talvez devido a maior acessibilidade do DNA a
essas areas. Do contrério, se a insergdo ocorrer em uma regido heterocromética a expressao
sera suprimida (ALPETER et al., 2005, BAHT; SRINIVASAN, 2002, GELVIN, 1998).
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Figura 30: Eletroforese em gel de agarose 1,2% das amostras de RNA total extraidas de plantas de fumo controle
e transformadas com gus, cv 1887 parcial e cv 1887 completo. Pogo 1: Marcador ¢-X174 RF DNA/Hae 111 250
ng; Pocos 2 ao 4: amostras de RNA extraido de plantas transformadas com cv 1887 parcial; Pogcos 5 e 6:
amostras de RNA extraido de plantas transformadas com cv 1887 completo; Pogos 7 ao 9: amostras de RNA
extraido de plantas transformadas com o gene gus; Pocos 10 e 11: amostras de plantas controle nédo
transformadas. Em cada pogo foram aplicados 3uL de amostra.
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Figura 31: Eletroforese em gel de agarose 1,0% dos produtos de PCR amplificados a partir do cDNA sintetizado
a partir de amostras de RNA extraidas de plantas de fumo transformadas CV1887 parcial. Pogo 1. Marcador
ADNA Hind 111 250 ng; Poco 2: controle negativo; Pocos 3, 4 e 5: produtos dos clones transformados. Em cada
poco foram aplicados 5 pL de amostra.
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Figura 32: Eletroforese em gel de agarose 1,0% dos produtos de PCR amplificados a partir do cDNA sintetizado
a partir de amostras de RNA extraidas de plantas de fumo transformadas com gus. Pogo 1: Marcador ADNA
Hind 111 250 ng; Poco 2: controle negativo; Pocos 3, 4 e 5: produtos dos clones transformados. Em cada pogo
foram aplicados 5 pL de amostra.
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Muitos genes bacterianos tém sido identificados e expressos em plantas de tabaco
transgénicas. As plantas geneticamente transformadas com esses genes mostram uma ativagao
espontanea de diferentes mecanismos de defesa deixando a planta em um intenso estado de
defesa. Isto permite uma melhora na habilidade da planta em reagir rapidamente a invasdo do
patdgeno como também, na supressdo da infeccdo (JUBE; BORTHAKUR, 2007).

Jang et al. (2006) mostraram que, a expressao do gene hrpN da bactéria Erwinia
amylovora, em plantas de fumo, promoveram uma melhoria no crescimento e
desenvolvimento das plantas, bem como, um aumento na resisténcia ao fungo Botrytis
cinerea. No trabalho foram avaliados 0s niveis de expressdo, podendo ser confirmada a
amplificacdo dos transcritos de hrpN a partir de um Unico individuo transgénico. Hatziloukas;
Panopoulos (1992) também ja haviam demonstrado que a expressao funcional do gene argK
de Pseudomonas syringae, em plantas de tabaco, resultou numa resisténcia da planta contra P.
syringae. Em outra abordagem, a expressdo da proteina Cry2Aa2 de B. thuringiensis, também
foi relatada em plantas de fumo por Kota et al. (1999). As folhas de fumo transformadas
mostraram um nivel de expressdo da proteina a niveis de aproximadamente 3% do total de
proteinas solGveis. Estes resultados sugerem que plantas de fumo expressando o gene cry2Aa2
tornam-se resistente ao ataque por insetos.

Baseado no trabalho de Jube; Borthakur (2007), nenhuma planta de fumo
expressando gene bacteriano com um potencial na defesa contra nematdides foi relatada até o
momento. A expressdo da proteina CVV1887 de Chromobacterium violaceum, em plantas de
tabaco, representa uma alternativa promissora para a geracdo de organismos resistentes ao

ataque destas pragas.
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6. CONCLUSAO

Plantas de fumo (Nicotiana tabacum) foram transformadas com as sequéncias
codificadoras CV1887 parcial e CV1887 completo via Agrobacterium tumefaciens. A
expressao também foi verificada pela analise dos transcritos nos clones transformados com
CV1887 parcial, sendo o primeiro relato de expressdo desta proteina em plantas, que constitui

um modelo para a validagdo da atividade determinada in silico na anotagdo do genoma.
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