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RESUMO

SANT’ANNA, Anna Lia. Universidade Federal de Pelotas. Constru¢cdo de um vetor
de expressao em plantas utilizando o gene bvl I, visando resisténcia a insetos.
2007. 42f. Monografia (Trabalho de Conclusao de Curso).

Professor Orientador: MSc. Luciano da Silva Pinto. Universidade Federal de Pelotas.

As lectinas de plantas sédo proteinas com capacidade de reconhecer e ligar-se
a glicoconjugados presentes na superficie externa de microrganismos ou expostos
ao longo do trato intestinal de insetos predadores de plantas. Dessa forma, o
objetivo desse trabalho foi construir um vetor de expressdo em plantas, utilizando o
gene da lectina bvl | de Bauhinia variegata visando a transformacéo genética de
alface, buscando a resisténcia a insetos. Para isso, sementes de B. variegata foram
colocadas para germinar em meio MS e o DNA vegetal extraido de folhas recém
expandidas pelo método da lise alcalina. O gene da lectina de bvl | foi amplificado
por PCR e o produto de PCR ligado ao vetor pGA643 e sendo transformado em E.
coli TOP 10 por eletroporacdo. As células transformadas foram selecionadas em
meio LB semi-sélido contendo canamicina. O DNA plasmidial das colénias
selecionadas foi preparado usando “GFX micro plasmid purification Kit” e os clones
foram analisados em relacao a presenca do gene bvl | por PCR e verificado em gel
de agarose. Um total de seis colbnias recombinantes foram identificadas. Estes
plasmideos foram transferidos para Agrobacterium tumefaciens LBA4404 por
choque térmico e os clones recombinantes estocados a —70°C. Estas construcoes
serdo usadas para a transformacdo da planta de interesse a fim de verificar a

expressao da lectina e seu efeito sobre insetos incidentes na cultura de alface.

Palavras-chave: Bauhinia variegata, Lectina, clonagem, expresséo.
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ABSTRACT

SANT'ANNA, Anna Lia. Universidade Federal de Pelotas. Construction of a plant
expression vector using the bvl | gene, aiming insects resistance. 2007. 42f.

Supervisor: Luciano da Silva Pinto. Universidade Federal de Pelotas.

Plant lectines are proteins with he ability of recognizing and connecting to
gluco-conjugates present at the external surface of microorganisms or exposed along
the gastrointestinal tract of plant predator insects. Therefore, the objective of this
work was to build a plant expression vector, using the Bauhinia variegata’s bvl |
lectine gene aiming the genetic transformation of lettuce, in order to obtain the insect
resistance. For that, B. variegata seeds were put to germinate in MS media and the
vegetal DNA was extracted from immediately expanded leaves by alkaline lyses
method. The lectine’s gene bvl | was amplified by PCR (polymerase chain reaction)
and the PCR product was cloned at the pGA643 vector; the recombinant plasmid
was then inserted in E. coli TOP10 by electroporation. The transformed cells were
selected in semi-solid LB media containing kanamycin. The plasmidial DNA from
selected colonies was prepared using the “GFX micro plasmid purification Kit” and
the clones were analyzed concerning the presence of the bvl | gene by PCR and
then verified on agarose gel. From all the transformed colonies, six presenting the bvl
I/pGA643 construction were identified. This plasmid was transferred to
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 by heat shock and the recombinant clones
were stored in glycerol 10% at -70°C. As the gene insertion was confirmed in the
PCR, it will be used for the transformation of the interest plant in order to verify
lectine’s expression and its effect over commonly occurring insects in lettuce

cultures.

Key —words: Bauhinia variegata, Lectin, cloning, expression.
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1. INTRODUCAO

1.1. Lectinas

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem n&o imune que tém
especificidade por residuos terminais ou subterminais de carboidratos. A principal
caracteristica desta classe de proteinas é sua habilidade de interagir com carboidratos
e desta forma combinar-se com glicocomponentes presentes na superficie de células e
tecidos provenientes desde plantas e animais, até bactérias e virus (GUZMAN-
PARTIDA et al, 2004).

O termo hemaglutinina foi pela primeira vez utilizado em 1888 por Stillmark, ao
observar que proteinas presentes em extratos de sementes de Ricinus comunis eram
capazes de aglutinar eritrécitos. Posteriormente, devido ao fato das hemaglutininas
serem encontradas principalmente em plantas superiores, elas passaram a ser
chamadas de fitohemaglutininas.

Summer & Howell (1936) demonstraram que além da propriedade de aglutinar
células tais como eritrocitos e leveduras, a Canavalia eusiformis Con A também
precipitava glicogénio, além de sua aglutinacdo ser inibida por aclcares de cana,
fornecendo indicios de que o evento de aglutinacdo dava-se em conseqiiéncia de uma
interacdo de dois ou mais sitios de ligacdo a carboidratos nessas proteinas. Esses
sitios se combinam reversivelmente com glicolipideos e glicoproteinas no lado externo
da superficie celular, provocando uma ligacdo entre as células, e ocasionando a
formacdo de uma malha que culmina com a aglutinacao.

Ao observarem que muitas aglutininas reagiam com certos tipos de células, por
serem especificas a determinado tipo de agUcar que existiam na superficie da
membrana plasmatica destas células, Boyd & Shapllich (1954) propuseram que as
fitohemaglutininas fossem chamadas de lectinas, do latim (legere- escolher).

Dependendo das hemaglutininas serem de origem animal, vegetal ou fangica,
Liener (1976) propds que o nome "lectina" fosse usado para designar todas as

proteinas que se ligam a acucares, podendo, ainda, serem chamadas de zoolectinas,



fitohemaglutininas ou micolectinas, respectivamente. Esta definicdo, por ser muito
ampla, foi criticada pelo Comité de Nomenclatura da Unido de Bioquimica Internacional
(DIXON, 1981).

Apesar da reacdo de precipitacdo entre lectinas e polissacarideos ou
glicoproteinas ser semelhante a ligacdo que ocorre entre antigenos - anticorpos, as
lectinas tém origem ndao-imune e 0s anticorpos tém estruturas semelhantes.
Diferentemente, as lectinas possuem uma diversidade muito grande de composicao de
aminoacidos, numero de subunidades, peso molecular e estrutura tridimensional
(SHARON & LIS, 1989).

As definicbes citadas acima excluem algumas proteinas que apresentam
homologia estrutural e capacidade de ligacdo a carboidratos semelhante as lectinas,
mas que, por serem monovalentes, ou seja, possuem apenas um sitio de ligagdo para
acucares, ndo aglutinam células. Além disso, importantes descobertas de que lectinas
podem conter um segundo tipo de sitio de ligacdo, o qual interage com um ligante nao
carboidrato e, que tanto a ligacdo lectina-carboidrato e lectina-ligante, s&o
biologicamente significantes, levaram Barondes (1988) a redefinir o termo lectina como
sendo proteinas de origem néo enzimatica ou antigénica, que se liga a carboidratos.

N&o seria apropriado definir lectinas por sua atividade ‘in vitro", por ndo se
conhecer o papel destas protinas em organismos vivos KOCOUREK & HOREJS|,
1981). Desta forma, os autores definiram lectinas como sendo proteinas ou
glicoproteinas de natureza ndo imune que se ligam a carboidratos, sem apresentar
atividade enzimética contra esses acglcares e nem requerem grupos hidroxilas livres
para sua ligacéo.

Combinando vérias definigcbes de lectinas, Sampaio (1997) propds que lectinas
sdo, em geral, proteinas de natureza ndo imune que se ligam e, ou precipitam
carboidratos e glicoconjugados, exibindo uma atividade ligante reversivel, néo
covalente a carboidratos e a substancias que os contenham, livres em solucdo ou na
superficie de células, sem alterar a estrutura covalente das ligacdes glicosidicas.

Atualmente, a definicdo mais aceita e mais difundida no meio cientifico € aquela

de Peumans & van Damme (1995), que definiram lectinas como sendo proteinas



vegetais que possuem pelo menos um dominio ndo catalitico capaz de ligarse néo
covalentemente e reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos.

Pela classificagdo de Peumans & van Damme (1995), com base na estrutura
das lectinas, estas sdo divididas em trés grupos: merolectinas, hololectinas e
quimerolectinas. As merolectinas possuem apenas uma cadeia polipeptidica e um Unico
sitio de ligacdo a carboidratos, ndo sendo, assim, capazes de aglutinar eritrocitos. As
hololectinas sdo semelhantes as merolectinas, mas ao contrario das primeiras,
possuem dois ou mais sitios de ligacdo, sendo, desta forma, capazes de aglutinar
células ou glicoconjugados. As quimerolectinas, além de possuir um sitio de ligagéo a
carboidratos, estdo providas de um outro dominio ndo relacionado, que apresenta
atividade biologica distinta e independente (atividade enzimatica, inativadora de
ribossomos, etc). As quimerolectinas podem ou ndo apresentar atividade
hemaglutinante, dependendo do nimero de sitios de ligagdo a aglcares.

Posteriormente, em 1998, estes mesmos autores criaram um novo grupo de
lectinas, as superlectinas, que sdo constituidas por dois ou mais dominios carboidratos

ligantes que, no entanto, se ligam a acUcares estruturalmente diferentes (Figura 1).
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FIGURA 1. Representacdo esquematica de Mero, Holo, Quimero e Superlectinas
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

As lectinas sdo comumente classificadas de acordo com sua especificidade por
acucares simples (monossacarideos). Porém, além dos residuos de aminoacidos que
formam os sitios de ligagdo com monossacarideos, outros residuos proximos a este
sitio, localizados na superficie da lectina, também participam na ligagdo com acgucares
complexos ou glicoconjugados. Todos estes residuos juntos formam um sitio estendido
de ligacdo a carboidrato (RAMOS et al., 2002), o que possibilita a ligacdo especifica
das lectinas com oligossacarideos e glicoconjugados. Desta forma, a propriedade de
ligacdo especifica a carboidratos faz das lectinas notaveis marcadores utilizados em
estudos histoquimicos, bioquimicos e em técnicas para caracterizar e diferenciar células

cancerosas, por exemplo (SHERWANI et al., 2003).



1.2. Propriedades bioldgicas das lectinas

As atividades biologicas das lectinas, especialmente de lectinas vegetais, estdo
sendo amplamente estudadas. Como exemplos tem-se a inducdo da producgédo de
interferon-? em ratos normais e infectados com Leishmania pela lectina ConBr de
Canavalia brasiliensis (BARRAL-NETTO et al., 1996); inducdo da producdo de Oxido
nitrico (envolvido em efeitos anti-tumorais e anti-parasitarios) por lectinas in vitro e in
vivo (ANDRADE et al., 1999); atividade anti-inflamatoria de lectinas de leguminosas
(ASSREUY et al., 1997); atividade inseticida (ZHU et al., 1996; WANG et al., 2003);
mitogenicidade; inibicdo de crescimento de fungos, bactérias e parasitas, entre outras.

A caracteristica mais importante das lectinas isoladas, tanto de origem animal
como de origem vegetal, € a habilidade de ligarse a aglcares e participar, assim, de
varios eventos bioldgicos._ A especificidade por agucares simples ou oligossacarideos
mais complexos tem sido determinada com ensaios de inibicdo, acompanhado de
cromatografia de afinidade (DEBRAY & ROUGE, 1984; DEBRAY et al.,1994).

As lectinas diferem bastante em relacdo a sua especificidade por carboidratos.
Algumas lectinas exibem especificidade anomérica, ligando-se preferencialmente com o
andmero ? ou ? do monossacarideo respectivo (SHARON & LIS, 1990). Muitas lectinas
toleram variagBes na posicdo do C-2 do acucar que se ligam, como por exemplo,
lectinas que se ligam a manose, usualmente, interagem também com glicose e por
vezes com Nacetilglicosamina. Substituicdes feitas no C-3 sdo aceitas por algumas
lectinas e ndo por outras, sendo critica a configuracao relativa do grupo hidroxila do C-
4, pois lectinas galactose-especifica ndo interagem com glicose e nem lectinas glicose-
especifica interagem com galactose (SHARON & LIS, 1990).

Algumas lectinas interagem exclusivamente com oligossacarideos, como aquelas
especificas por oligossacarideos de quitina: Leguminosae (Griffonia simplicifolia I,
Cystus sessifolius e Ulex europaeus), Gramineae (Hordeum vulgare, Secale cereale),
Solanaceae (Datura stramonium, Licopersicon esculentum) e lectinas que interagem
com outros oligossacarideos como Viceae (Vicia graminea), Sophoreae (Maackia
amurensis), Phaseoleae (Phaseolus vulgaris) e Galogeae (Robina pseudoacacia)
(SHARON & LIS, 1990).



Nas plantas, as lectinas podem estar envolvidas no processo de transporte de
carboidratos, no alongamento da parede celular, em interacbes célula-célula, na
regulagéo do crescimento, no reconhecimento de receptores de membrana, na auto-
incompatibilidade ou em fungdes de estocagem (KILPATRICK et al., 1986)

Devido as propriedades de interacdo especifica com acucares, essas proteinas
ttm sido usadas no isolamento e estudo de caracterizacdo estrutural de
oligossacarideos, tipagem de grupos sanglineos, tipagem de microrganismos,
estimulacdo linfocitaria, estudo e caracterizacdo de glicoconjugados de superficie
celular, estudo de processos inflamatérios, em estudos de sistema de liberacdo de
drogas, etc. e, ainda, por apresentarem propriedades como imunossupressao,
mitogenicidade e citotoxicidade sdo utilizadas na imunologia, na biologia celular e nos
estudos sobre o cancer (ZENTENO & OCHOA, 1991).

Lectinas, também, podem ser utilizadas como marcadores moleculares para o
estabelecimento de uma nova espécie, ou, ainda, esclarecer niveis de relacionamento
entre téxons diferentes. Lectinas e isolectinas de leguminosas mostram-se
interessantes marcadores filogenéticos, sugerindo que essas proteinas constituem boas
ferramentas para a melhor definicio de taxons a nivel tribal (ROUGE et al., 1987).

A lectina de Canavalia brasiliensis € considerada efetiva contra a infecgéo
causada pela Leshmania amazonensis (Barral-Netto et al., 1996). Por outro lado,
lectinas de monocotileddneas como as das familias Liliaceae, Amarylliaceae,
Orchidaceae, e Iridaceae mostraram-se mitogénicas (KILPATRICK, 1986).

Como lectinas distinguem tipos celulares, estas proteinas podem ser utilizadas
como agentes para separacdo de células, podendo separar células normais de células
malignas da medula éssea (KILPATRICK, 1986).

1.2.1. Atividade inseticida

As lectinas se encontram amplamente distribuidas no reino vegetal, constituindo
um mecanismo de defesa das plantas contra o ataque de herbivoros, notadamente
insetos (CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991; PEUMANS & VAN DAMME, 1995a, 1995b).
O mecanismo de acdo das lectinas inseticidas baseia-se na sua interacdo com

receptores glicidicos presentes no intestino dos insetos. A ligacdo da lectina a esses



receptores promove uma desorganizacdo da estrutura do epitélio digestivo, resultando
numa menor absorcdo dos nutrientes presentes na dieta do inseto herbivoro. As
lectinas também se ligam a varias enzimas digestivas, interferindo na sua atividade
(FITCHES & GATEHOUSE, 1998). Desta maneira, as lectinas sdo consideradas como
proteinas antinutricional, pois causam uma interferéncia na digestdo e absorcdo dos
nutrientes, prejudicando o crescimento, desenvolvimento e reprodugéo (POWELL et al.,
1998).

Plantas transgénicas resistentes a pragas tém sido obtidas pela expressao de
genes de lectinas vegetais (FOISSAC et al., 2000; GATEHOUSE et al., 1999; RAO et
al., 1998; TANG et al.,, 1999).

A partir da biodiversidade da flora mundial, varias lectinas com diferentes
especificidades de ligacdo a carboidratos e que produzem efeitos biologicos diversos
tém sido identificadas, isoladas e caracterizadas. Dentre as lectinas estudadas, se
destacam aquelas encontradas em leguminosas da subtribo Cercideae, notadamente
as pertencentes aos géneros Bauhinia e Griffonia, particularmente referentes as
espécies B. purpurea e G. simplicifolia. As lectinas dessa plantas apresentam atividade
inseticida para pragas agricolas, como o Callosobruchus maculatus, uma praga de
sementes armazenadas de Vigna unguiculata (feijdo-de-corda). A lectina de G.
simplicifolia apresenta atividade inseticida contra este afideo C. maculatus (WU et al.,
1996). Um dos genes que codifica para lectinas nesta planta ja foi clonado (WU et al.,
1996) e a proteina recombinante expressa em Escherichia coli atrasa o
desenvolvimento de C. maculatus quando as larvas consomem uma dieta que contem a
lectina Il recombinante de G. simplicifolia (rGS-I1l), Além de exibirem atividade inseticida,
as lectinas de Cercideae exibem uma série de atividades biologicas, tais como:
aglutinacdo de células sanguinea e mitogenicidade, inibicdo de crescimento de fungos
e bactérias, transporte e armazenamento de carboidratos, efeito antitumoral e
anticancerigeno.

Gatehouse et al. (1991) isolou uma lectina de sementes de Psophocarpus
tetragonolobus, uma leguminosa encontrada em paises tropicais, que se mostrou
bastante tdxica para larvas de C. maculatus, com uma LCso de 3.5 mg/g em semente

artificial. Em levantamento utilizando-se 26 lectinas, com especificidades para D-



glicose/D-manose, N-acetil-D-glicosamina e N-acetilD-galactosamina/D-galactose,
Czapla e Lang (1990) identificaram 3 lectinas com atividade inseticida para larvas de
Ostrinia nubilalis (Lepidoptera:Pyralidae). As lectinas foram avaliadas em bioensaios
topicos com o0 emprego de uma solucdo a 2% (20 mg/mL) de cada lectina. As lectinas
significativamente efetivas foram as de mamona (Ricinus communis), a lectina do
germe de trigo (WGA) e a de sementes de Bauhinia purpurea. As trés lectinas
produziram uma mortalidade de 100% no sétimo dia do bioensaio. Rahbé et al. (1995)
realizaram um levantamento de atividade inseticida contra o afideo da ervilha, A. pisum,
utilizando 32 lectinas vegetais com diversas especificidades, incorporadas em dieta
artificial numa faixa de concentracdo de 10 a 250 pg/mL. A atividade inseticida foi
medida pela toxicidade (determinacéo de LCsp) e inibicdo do crescimento (LCso) durante
o periodo ninfal de A. pisum. As proteinas mais téxicas foram a Con A, GNA, ACA
(lectina de Amaranthus @udatus) e LcH (a lectina de lentilha, Lens culinaris), com
valores de LCsp variando de 68 a 312 pg/mL. Desta maneira, a utilizacdo de genes que
codificam lectinas para a obtencdo de plantas transgénicas resistentes a insetos é uma
estratégia bastante promissora.

1.3.Lectinas de plantas superiores

Embora exista um crescente interesse em lectinas animais, a maior parte das
lectinas estudadas pertence ao grupo das plantas superiores, ja tendo sido detectadas
em aproximadamente duas mil espécies.

Apesar de mais de um século de estudos das lectinas, até o presente momento,
nao estd completamente clara quais as suas funcdes nos organismos. Entre muitos
papéis sugeridos, um bem aceito € que estas proteinas estariam envolvidas nos
processos de defesa da planta, principalmente no que se refere a protecédo dos tecidos
vegetais contra o ataque de insetos, fungos, bactérias e outros predadores
(CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991; PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Uma funcdo enddgena atribuida as lectinas é a sua participacdo na smbiose
entre bactérias fixadoras de nitrogénio e plantas (SHARON & LIS, 1989 A;
CHRISPEELS & RAIKEL, 1991). Neste caso, a ligagdo do microrganismo a raiz da
planta ocorre pela interacdo direta entre carboidratos presentes na superficie da

bactéria e a lectina presente nas raizes.



Em principio, algumas funcdes enddgenas poderiam ser atribuidas as lectinas
de plantas, mas evidéncias sugerem que, a verdadeira funcdo seja exogena. Isto se
justifica por trés fatores principais: primeiro, as lectinas sdo encontradas nas sementes
em grandes quantidades; segundo, como proteinas de reserva, elas encontram-se
isoladas do meio celular por estarem contidas em corpos protéicos e terceiro, a
especificidade das lectinas ndo € propriamente para carboidratos vegetais, sendo que
se observa maior afinidade por estruturas glicidicas ndo comuns as plantas.

As lectinas vegetais sdo, em geral, glicoproteinas que possuem alto peso
molecular, sendo inibidas por monossacarideos, requerendo céations divalentes para a
manutencdo de sua atividade biologica e possuindo caracteristicas estruturais
semelhantes entre as familias vegetais. Nos vegetais superiores, lectinas de duas
familias tém sido bastante estudadas: leguminosas e gramineas, também conhecidas
como lectinas que se ligam a quitina (CAVADA et al., 1993).

Um novo grupo representado pelas lectinas de monocotiledéneas, principalmente
de espécies das familias Amaryllidaceae, Alliaceae, Araceae e Orchidaceae, que
apresentam especificidade por D-manose e, diferentemente das lectinas encontradas
nas leguminosas, ndo reconhecem D-glicose, sendo entdo conhecidas como lectinas
manose-especificas (VAN DAMME et al., 1995).

As sementes de muitas espécies da familia Gramineae contém lectinas que se
ligam especificamente a Nacetilglicosamina (GlicNAc), seus oligbmeros e quitina, um
polimero de residuos de GlicNAc. A maior parte destas lectinas isoladas possuem
similaridades estruturais, sendo geralmente ricas em cisteina e glicina e possuindo um
alto grau de homologia, principalmente com relacdo ao dominio da ligacdo a quitina.
Isto sugere que elas provém de um ancestral comum, onde os residuos de aminoacidos
envolvidos no sitio de ligacéo a carboidratos, como no dominio da lectina de germe de
trigo (WGA), sdo altamente conservados em todas as lectinas conhecidas como
ligantes de quitina (CAVADA et al., 1993).
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1.4. Lectinas de leguminosas

A ordem Fabales é a que possui 0 maior niumero de lectinas isoladas,
consistituindo-se, assim, no maior e no mais bem caracterizado grupo de lectinas até o
presente. Mais de uma centena de lectinas, distribuidas em diferentes familias e tribos
dessa ordem, ja foram purificadas e caracterizadas. As lectinas de leguminosas
compartilham muitas caracteristicas estruturais semelhantes, tais como a seqiiéncia de
aminoacidos, a estrutura secundaria e a conformacéo tridimensional, sugerindo que
esta familia de lectinas tenha evoluido a partir de um ancestral génico comum.

A maioria das lectinas de leguminosas ja isoladas sdo constituidas de uma
unidade estrutural de 25 a 30 kDa que, via de regra, se associam formando dimeros ou
tetrameros iguais ou diferentes entre si. Cada uma das subunidades possui um Unico
sitio de ligagdo a carboidratos, com a mesma especificidade. Dentro da familia
Fabaceae, a subfamilia Papilionoideae, tem sido a mais estudada, contendo lectinas de
diferentes especificidade por acucares (CAVADA et al., 1993).

Algumas lectinas de leguminosas foram completamente sequenciadas como:
Canavalia brasiliensis (GRANGEIRO, 1996); Dioclea grandiflora (AINOUZ et al., 1987;
RICHARDSON et al., 1984); Canavalia gladiata (YAMAUCH]I et al., 1989; YAMAUCHI &
MINAMIKAWA, 1990); Canavalia maritima (PEREZ et al., 1991); Dioclea lehmanni
(PEREZ et al., 1991).

A homologia entre lectinas de leguminosas é bem observada quando suas
sequéncias sdo dispostas circularmente. Essas lectinas sdo alinhadas a partir do
residuo 123 com a extremidade Nterminal de outras lectinas que possuem uma soé
cadeia polipeptidica; no caso das lectinas de duas cadeias polipeptidica (tribo Viceae),
o residuo 123 é alinhado com a extremidade N-terminal da cadeia ? e posteriormente o
alinhamento é seguido pela cadeia? (SHARON & LIS, 1990).

As similaridades observadas, sugerem que essas lectinas (de uma e de duas
cadeias) sdo produtos de genes homologos que divergiram durante a evolucdo. Esta
homologia pode ainda ser fundamentada na observacdo de eventos pos-traducionais,
que ocorrem durante a biossintese da lectina de Canavalia ensiformes (Con A)
(SHARON & LIS, 1990; CAVADA et al., 1993: RAMOS, 1997).
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1.5. O Género Bauhinia

O género Bauhinia pertence a classe Magnoliopsida, subclasse Rosideae, ordem
Fabales, Familia Chaesalpinaceae, subfamilia Papilionoideae e tribo Cercideae,
possuindo mais de 500 espécie cosmopolitas, encontradas principalmente ros tropicos.
As plantas variam desde arbustos, arvores pequenas de 5-9 metros de altura ou lianas.
As folhas grandes, geralmente cartaceas sao divididas fazendo com que se
assemelhem a uma pata de vaca, caracteristica do género. Produz flores brancas ou
réseas, grandes e um legume de cor marrom (BURKART, 1952; SIMOES, 1995).

No Brasil, o género é distribuido em todas as regides, sendo principalmente
encontrada Bauhinia forficata. O uso indigena de pata de vaca ndo é bem
documentado, mas esta planta faz parte desde muito tempo como medicamento natural
no Brasil.

Espécies deste género sdo descritas como hipoglicemiantes, depurativas, e
diuréticas (ALMEIDA, 1993) e foram usadas durante mais de 60 anos para equilibrar
niveis de aglcar no sangue em diabéticos. E considerada boa para "limpar" o sangue e
uma decoccdo de folha € usada para tratar elefantiase (Almeida, 1993), bem como,
também, outros problemas de pele que incluem os de natureza sifilitica (BERNARDES,
1984). Ja foi chamada até mesmo " Insulina Vegetal " (CRUZ, 1995). Em outros paises
da América do Sul, também é extensamente utilizadas por diabéticos para ajudar a
equilibrar os niveis de acucar no sangue e outros sintomas produzidos por diabetes em
nivel do sistema urinario (HERBOPER, 1997).

Apesar do grande numero de espécies do género Bauhinia, apenas Bauhinia
purpurea teve isolada uma lectina (BPL) que apresenta massa molecular em torno de
30 kDa e nédo requer cétions divalentes para sua atividade, sendo inibida por lactose
(KUSUl et al., 1991, YAMAMOTO et al., 1991, YOUNG et al., 1985).
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1.6. Producdo de proteinas recombinantes em plantas

O uso de plantas para a producao de proteinas recombinante é uma das areas
em biotecnologia vegetal com maior apelo cientifico. Na tabela 1 estdo representados
alguns exemplos do uso de plantas para a producédo de proteinas recombinantes.

Atualmente existem diversas estratégias para a producdo de proteinas
recombinantes em diferentes organismos vivos. Em plantas essa tecnologia nao é
absolutamente inovadora, porém vem se consolidando como uma das alternativas mais
concretas aos métodos atuais, ocupara posi¢ao de destaque quando se intencionar a
producédo de proteinas complexas ou conjugados protéicos (GLYNIS GIDDINGS et al.,
2000), como as imunotoxinas, que sao utilizadas no combate a células cancerosas.
Além disso, muitas proteinas ndo podem ser produzidas em bactérias ou células de
mamiferos por interferirem no crescimento, diferenciacdo e proliferacdo dessas.
Diversos estudos comprovam a relevancia de producdo de proteinas monomeéricas ou
multiméricas em plantas mais facilmente que em bactérias, células de mamiferos ou
animais transgénicos (RAINER FISCHER & NEIL EMANS, 2000).
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Tabela 1 - Alguns exemplos de proteinas recombinantes de interesse terapéutico e

comercial, produzidas em diferentes espécies de plantas.

PROTEINAS RECOMBINATES

ESPECIES DE PLANTAS

SUBSTANCIAS TERAPEUTICAS HUMANAS

?

NN ) ) ) ) )

Hormonio do crescimento
humano

Albumina humana
a-interferon

Eritropoietina

Fosfatase alcalina humana
Apropitina

Colageno

Fator IX

ANTICORPOS RECOMBINANTES

2

.\) .0 .\J .\) .0 .

Anticorpo scFvanti-tn
Anticorpo scFv CD-18
Anticorpo IgG1
Anticorpo IgM
Anticorpo SIgA/G
Anticorpo LSC

VACINAS RECOMBINANTES

?

N ) ) ) ) N

Virus da hepatite B
Glicoproteina do virus da raiva
Virus Norwalk

Antigeno para diabetes
Toxina B da colera

Doencas enterotoxigénicas
Virus da gastroenterite suina

OUTRAS

?

Proteinas da teia de aranha

NN ) ) N N NN ) ) ) N N

NN ) NI ) N N

Tabaco, girassol e soja

Tabaco e batata
Arroz

Tabaco

Tabaco

Milho

Tabaco

Soja

Soja
Soja
Tabaco
Tabaco
Tabaco
Alga

Tabaco e alface
Tomate

Tabaco e batata
Tabaco e batata
Tabaco e batata
Alface e batata
Tabaco e milho

Soja, algodao e batata




14

1.7. Expressdao heteréloga de lectinas

A expressado de lectinas vegetais em sistemas heterdlogos oferece um meio de
se produzir proteinas de sequéncias definidas de aminoacidos, e permite que se faca
uma relacdo entre seqiéncia e funcdo em lectinas a serem exploradas através de
mutacdes sitio-dirigidas. Entretanto, tentativas de expressar lectinas vegetais em
bactérias e leveduras tém encontrado diversos resultados com sucessos alternados, e
muito dependentes de cada caso (RAEMAEKERS et al., 1999).

Com isso, observa-se a importancia da producao de lectinas vegetais a partir de
sistemas heter6logos de expressdo, em funcdo da dificuldade de se obter essas
proteinas diretamente das sementes, folhas ou demais partes da planta, uma vez que
este processo inclui etapas laboriosas e onerosas de extracdo e purificacdo, além de
nao garantir rendimento e atividade da proteina. Algumas lectinas tem sido produzida
em sistema heterdlogos diferentes (Bactérias, leveduras e plantas) e um resumo dessas

proteinas é demonstrado na tabela 2.

Tabela 2 — Alguns exemplos de trabalhos publicados, em que expressaram lectinas

vegetais, oriundas de diferentes plantas, em diversos sistemas heterdlogos.

ORIGEM DAS LECTINAS AUTOR SISTEMA HETEROLOGO
Abrus pulchellus SANTOS, et al. 2002 E. coli
Amaranthus caudatus WRIGHT, et al. 1997 E. coli
Artocarpus integrifolia WRIGHT, et al.1997 E. coli
Bauhinia purpurea YAMAMOTO, et al. 2000 E. coli
Canavalia ensiformis DINCTURK, et al. 2001 E. coli
Cepaea hortensis GERLACH, etal. 2004 E. coli
Ricinus communis GOTO, etal. 2003 E. coli
Vicia villosa TAKEYA, et al. 1998 E. coli
Amaryllidaceae BAUMGARTNER, et al. 2003 Pichia pastoris
Aleuria aurantia AMANO, et al. 2003 Pichia pastoris
Phaseolus vulgaris TAGUE, etal. 1990 Saccharomyces cerevisiae
Galanthus nivalis RAO, et al. 1998 Oryza L.Sativa
Galanthus nivalis STOGER, etal. 1999 Triticum aestivum
Pisum sativum PATER, et al. 1993 Nicotina tabacum

Phaseolus vulgaris VOELKER, et al. 1987 Nicotina tabacum
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1.8. Transformacéo genética de alface

A transformacédo genética de plantas tem sido empregada com os mais diversos
objetivos. Embora a transformacédo de plantas seja rotina para muitas espécies vegetais
ainda apresenta uma eficiéncia baixa para algumas espécies importantes (ARAGAO
2002).

Plantas de alface (actuca sativa) podem ser utilizadas como modelo para a
expressdo heteréloga de proteinas pois é uma planta de crescimento rapido,
florescimento e podem ser utilizadas como modelo para expressdo de antigenos e
demais transformacdes genéticas em folhas, uma vez que é uma planta consumida in
natura. Além disso, o florescimento em condicdes de dia longo e produz muitas
sementes por espigueta. Sua aclimatacdo é relativamente facil e em poucos meses
pode-se obter sementes R1 de eventos de transformacédo. Além disso, pode ser usada
para avaliacdo testes de toxicidade ambiental (CURTIS et al. 1994; BOWERS et al.
1997; LOVATO et al. 1998).

Segundo Curtis (1994) a alface também apresenta como vantagem protocolos de
regeneracdo estabelecidos e o facil controle das etapas de desenvolvimento em casa
de vegetacao, evitando problemas com transmissao indesejada de genes para culturas

isogénicas.
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1.9. Objetivos

1.9.1. Geral

O presente projeto visa desenvolver um sistema de expressao para a lectina bvl |

com atividade inseticida em plantas dando suporte, principalmente, a estudos

estruturais, funcionais e de aplicagcdes biotecnologicas, visando a transformacéo

genética de alface e a resisténcia a insetos.

1.9.2. Especificos

?
?
?

?

Isolar e sequienciar o gene da lectina bvl | de Bauhinia variegata;
Clonar o gene da lectina BVL em um vetor de expressdo em planta;
Analisar o vetor de expressao recombinante construido;

Obter clones de Agrobacterium tumefaciens para aplicagbes futuras em

experimentos de transformacgéo genética de plantas.
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2. MATERIAL E METODOS

2. 1. Extracdo de DNA total das folhas

O DNA gendmico foi isolado e purificado de 0,5 g de folhas jovens, obtidas
através de cultura de tecidos. O protocolo para purificacao foi baseado na utilizacdo do
reagente CTAB (cetyl trietylammonium bromide), como descrito por Foster & Twelli
(1996). As proteinas foram removidas com cloroférmio: alcool isoamil (24:1) e as
concentracoes e qualidade do DNA nas amostras foram determinados pela razéo entre
as leituras de absorbancia A260/A280 nm. A qualidade da preparacdo do DNA também
foi verificada por eletroforese em um gel de agarose de 0,8 % (SAMBROOK & RUSSEL
etal., 2001).

2.2. Obtencéao e preparo do genebvl |

2.2.1. Sintese dos primers

A sequéncia do gene bvl | de Bauhinia variegata foi amplificada utilizando-se os
primers BAUL-F S (CATATGATGCTTCTCTACCAAC)® e BAUL-R
S(GCATCCTTACATACTGGAATAA)® (MWG-Biotech, USA). Estes iniciadores s&o
complementares a sequéncia de cDNA da lectina BPA de B. purpurea (Genbank

namero de acesso D12481).

2.2.2. Reagdo em Cadeia da Polimerase

Com a finalidade de amplificar o gene da lectina de bvl I, foi realizada uma
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando a enzima Taq DNA polimerase
(Invitrogen). As amostras foram submetidas ao programa descrito na Tabela 1, em um

termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf).
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Tabela 3 - Programa utilizado para realizacdo da reacédo de PCR.

Processo Temperatura Tempo Numero de ciclos
Desnaturacao Inicial 94° C 5 min 1
Desnaturacao 94° C 1 min 35
Anelamento 45° C 40 Seg 35
Extensédo 72°C 1 min 35
Extensao final 72°C 8 min 1

Os componentes da reacdo de PCR foram combinados como descrito na
Tabela 2, com volume final de 25 pl. Como controle negativo foi realizada uma reacao

de PCR similar, porém os primers foram substituidos por agua milli-Q.

Tabela 4 - Descricdo de cada componente utilizado na reacao de PCR.

COMPONENTES Quantidade

Enzima Taq DNA polimerase 0,2 pL
DNTP’s (10 Mm) 1,0 uL
MgCI2 0,75 uL
Tampéao de enzima 1X 2,5puL
Primers (300 ng/uL) 0,5 yL de cada
DNA molde 0,5 pL
Agua milli-Q 18,55 pL

Para confirmar a amplificacdo do DNA, 2 pl do produto de cada reacdo PCR com
2 ul de tampéo de amostra 6x e o0 marcador de peso molecular ?Hindlll foram aplicados
em gel de agarose 0,8% corado com Brometo de Etideo na concentracdo de 0,05
pg/mL. A eletroforese foi realizada em cuba horizontal (BioRad) com tampéo TBE a 130
volts por 35 minutos. Posteriormente os fagmentos de DNA foram visualizados sob a

luz ultra-violeta.
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2.3. Clonagem do gene bvl | em sistema TOPO TA

2.3.1. Ligacao do gene bvl I no vetor pCR 2.1

O gene bvl | foi inserido no vetor pCR 2.1 utilizando-se o sistema TOPO TA de
clonagem (Invitrogen) segundo instru¢cdes do fabricante. A solucdo de clonagem foi
preparada em um tubo de microcentrigufa com a capacidade para 1,5 mL, através da
mistura de 2 pl do produto de PCR, 1 ul de solucdo salina apropriada, 1 pl do vetor
TOPO e 2 ul de agua estéril. Posteriormente, a reacdo ficou a temperatura ambiente

por 15 minutos.

2.3.2. Preparo de células eletrocompetentes de E. coli

Para a realizacdo deste procedimento, foram utilizadas células de E. coli cepa
TOP 10 (Invitrogen) e foram preparadas para eletroporacdo utilizando o protocolo
adaptado de Sambrook & Russel (2001), com algumas modificacdes. Uma aliquota da
cultura de E. coli TOP 10 (Invitrogen), presente na cole¢édo de cepas do laboratorio foi
semeada, por esgotamento, em uma placa de LB &gar. A placa foi incubada a 37°C, por
um periodo de 16 a 24 horas (overnight). Do crescimento resultante, uma colénia
isolada, foi semeada em 2 mL de LB liquido e cultivado overnight a 37°C sob agitacéo
de 225 rpm. Posteriormente, o cultivo foi inoculado em um frasco com a capacidade de
500 mL contendo 50 mL de meio LB liquido e cultivado a 37° C, sob agitagdo de 225
rom, até a densidade 6tica a 600 nm (OD600) atingir entre 0,5 e 0,7 (aproximadamente
5 x 107). A seguir o cultivo foi transferido para tubos de centrifuga estéreis com a
capacidade de 50 mL e resfriado em banho de gelo por 20 minutos, sendo centrifugado
a 4.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Apos a centrifugacdo o pellet foi ressuspendido em
50 mL de agua milli-Q estéril a 4°C. A amostra foi mais uma vez centrifugada sob as
mesmas condi¢cdes, o pellet ressuspendido em 25 mL de glicerol 10% estéril a 4°C,
apos mais uma centrifugacdo sob as mesmas condi¢des foi eliminado o sobrenadante,
e o pellet foi ressuspendido em 2 mL de glicerol 10% estéril a 4°C para cada 50 mL de
meio original. As células eletrocompetentes foram fracionadas em tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL de capacidade (aliquotas de 50 pl) e congeladas a — 70°C

para posterior transformacao.
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2.3.3. Transformacéo em E. coli

O protocolo de transformacédo em E. coli foi preparado conforme Sambrook &
Russel (2001), com algumas modificacdes. As células eletrocompetentes foram
removidas do — 70°C e descongeladas em gelo. Para cada transformacéao utilizou-se 50
ul de células eletrocompetentes de E. coli TOP 10 (Invitrogen) e 1 pl do produto de
ligagcdo ou DNA plasmidial. Com uma ponteira estéril foram misturadas as amostras,
agitou-se gentilmente e transferiu-se para uma cubeta de eletroporacédo, Gene Pulser
Cuvette (Bio-Rad Laboratories) de 0,2 cm de largura, gelada. Acoplada ao
eletroporador Gene Pulser 1l (Bio-Rad Laboratories), ajustado para as seguintes
condicdes: 25 UFD de capacitancia, 200 Ohms de resisténcia e 2,5 kV de voltagem, a
cubeta foi submetida ao pulso elétrico. Imediatamente apos o choque elétrico 500 pl de
meio LB liquido foi adicionado a cubeta, homogeneizado e transferido para um tubo de
microcentrifuga estéril com 1,5 mL de capacidade, o qual foi incubado em agitador
orbital a 225 rpm a 37° C por 1 hora. Apés este periodo de incubacdo, as células
transformadas foram centrifugadas em microcentrifuaga a 14000 rpm por 1 min. 400 pl
do sobrenadante foram removidos e as células ressuspendidads no volume restante, o
qual foi depositado em placa contendo 20 mL de meio LB agar acrescidos 50 pg/mL de
canamicina, o volume depositado sobre a placa foi espalhado por toda a placa com o
auxilio de uma alca de Drigalski e posteriormente as placas foram incubadas a 37° C,

overnight.

2.3.4. Extracao de DNA plasmidial deE. coli

A extragdo do DNA plasmidial foi realizada seguindo as instru¢bes do
Flexiprep™ Kit (Amershan Biosciences). Utilizando uma ponteira estéril, uma coldnia de
E. coli da placa contendo meio seletivo, foi transferida para 3 mL de meio LB e este
incubado “overnight” sob agitacdo de 225 rpm a 37°C. Apos foi transferido 1,5 mL da
cultura para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e este foi centrifugado por 1 min a
14.000 rpm. A seguir o sobrenadante foi removido e o pellet ressuspendido em 300 ul
de Solucdo | (100 mM Tris-Hcl pH 7.5, 10 mM EDTA, 400 pg/mL RNase) em vértex.
Apoés foram adicionados 300 pl da Solucdo Il (1 M NaOH, %,3% SDS) e o tubo foi

invertido por 10 a 15 vezes. A seguir foram adicionados 600 pl da Solucéo Il (potassio
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3 M e acetato 5M) e o conteudo do tubo foi homogeneizado. A solucéo foi centrifugada
por 5 min a 14.000 rpm e o sobrenadante foi transferido para a coluna. Apds 30
segundos de incubacéo, foi centrifugado por 1 minuto a 14.000 rpm. Adicionou-se 400
pl de tampéo de lavagem e foi centrifugado sob as mesmas condi¢gdes arteriores e o
tubo coletor foi desprezado. A coluna foi entdo transferida para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL e nela foi adicionado 40 ul tampao de elui¢cdo pré aquecido
(TE 1X), deixando este sistema incubar a temperatura ambiente por 1 min. Apds houve
uma nova centrifugacdo para que o DNA passasse da coluna para o tubo.
Posteriormente, 1 ul do produto foi analisado em gel de agarose 0,8% para a sua

guantificacao e o DNA restante foi armazenado a — 20°C.

2.3.5. Sequenciamento

A identidade do fragmento foi analisada por seqienciamento do inserto
utilizando-se 1 ?L de plasmideo juntamente com o kit de sequienciamento DYEnamicTM
ET termination (Amershal Biosciences, Upsala, Sweden) conforme protocolo do
fabricante. As reacbes de Sequenciamento foram analisadas em um sequenciador
automatico MegaBACE 500 (Amershal Biosciences, Upsala, Sweden). Os fragmentos
amplificados na reacdo de sequenciamento foram sequenciados trés vezes e a
gualidade das sequéncias checada pela sobreposicdo dos fragmentos reunidos
utilizando os programas Pred/Phrap/consed (http:/www.phrap.org). A determinacdo da
sequéncia consenso foi feita pelo alinhamento dos produtos obtidos utilizando o
programa ClustalX (THOMPSON et al., 1997). Trés diferentes sequéncias genémicas
foram identificadas.

2.4. Clonagem do gene bvl I no vetor pGA643

2.4.1. Amplificacédo do gene

Para a clonagem no vetor pGA643, o0 gene da lectina de bvl | foi amplificado por
PCR utilizando os primers Bauplanta 1 - °(CGGGATCCACAAGCTCAACCTTAACY e
Bauplanta 2 - > (CGGGGTACCTTACATACTGGAATAAGAG)® (MWG-Biotech, USA) a
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partir do vetor pCR2.1-bvl | identificado por seqiienciamento e o produto de PCR

utilizado para a ligacdo em pGA643.

2.4.2. Purificacéo dos produtos de PCR

As purificagbes dos produtos de PCR foram realizadas seguindo as instru¢des do
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences, UK).
Inicialmente foram adicionados no tubo de microcentrifuga contendo o DNA 500 pul de
tampdo de captura (contendo acetato), a seguir foi transferido para uma coluna
contendo um tubo coletor e que foi centrifugada por 1 min a 14.000 rpm. O conteudo do
tubo coletor foi descartado e foi adicionado, na coluna, 500 ul de tampao de lavagem
(10 mM Tris-HCI pH 8.0; 0,1 mM EDTA; etanol para concentracao final de 80%). A
seguir o sistema foi centrifugado nas mesmas condi¢cdes anteriores e o tubo coletor foi
descartado. A coluna foi entdo transferida para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e
nela foi adicionado 40 pl de tampéao de eluicdo (TE 1X), deixando este sistema incubar
a temperatura ambiente por 1 min. Apés houve uma nova centrifugagdo para que o
DNA passasse da coluna para o tubo. Posteriormente, 3 pl do produto foi analisado em

gel de agarose 0,8% e o DNA restante foi armazenado a— 20°C.
2.5. Ligacado do gene bvl 1 ao vetor pGA643

2.5.1. Digestao do vetor pGA643 e do gene bvl |

Para que as extremidades dos fragmentos amplificados ficassem compativeis
com as extremidades dos vetores, foi realizado a digestdo do gene bvl | e do vetor
pGA643 com a endonuclease de restricdo Xbal. A reacdo de digestao foi realizada em
um volume final de 40 pl. Para tal foram utilizados 30 ul de DNA, 1 ul de Xbal, 5 pl de
agua milli-Q e 4 ul do tampéo de reacdo React 2. A reacédo foi incubada a 37° C, em
banho-maria, por 24 h e do produto foram analisado em gel de agarose 0,8%.

Para retirar as impurezas da digestao, foi novamente realizada a purificacéo do
DNA plasmidial com “GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit”, seguindo o

protocolo descrito no item 2.4.2.
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2.5.2. Tratamento do DNA plasmidial (pGA643) com fosfatase alcalina (CIP)

O vetor plasmidial linear foi submetido ao tratamento com CIP para impedir que
suas extremidades religassem. A enzima CIP remove o grupamento fosfato da
extremidade 5’ do DNA linear, impedindo sua auto-igacdo com a outra extremidade.
Este procedimento foi realizado adicionando a solucdo de digestdo do vetor duas

unidades da enzima CIP, 6 ?L do tampé&o de reacdo 1 X e 2 ?L de agua Milli-Q estéril

para um volume de 35 ?L. Apds isto, a solugéo foi incubada a 37 ?C por 1 hora.

2.5.3. Insercao do gene bvl I no vetor pGA643

O gene bvl | foi inserido no vetor pGA643 utilizando-se a enzima T4 DNA ligase.
A solucéo de clonagem foi preparada em um tubo de microcentrigufa com a capacidade
para 1,5 mL, através da mistura de 5 pul do incerto, 4 pl de tampéo, 5 ul do vetor
pGA643, 1 ul de enzima e 5 pul de 4gua estéril. Posteriormente, a reacao ficou a 22°C
12 horas. A reacdo de ligacdo foi inserida em E.coli Top 10 como descrito

anteriormente.

2.6. Transformacéo de A. tumefaciens LBA4404

2.6.1. Preparacdo de células competentes de A. tumefaciens

A cepa LBA 4404 de Agrobacterium tumesfaciens desarmada foi crescida em 5
mL de meio de YEB, preparado como descrito por Brasileiro & Carneiro (1998),
suplementado com rifampicina 50 mg/L, pH 7,0. As culturas foram mantidas sob
agitacdo (150 rpm), a 28°C, por um periodo de 16 a 18 horas. Apds este periodo, 1mL
da cultura foi inoculado em 50 mL de YEB e mantidas sob agitacdo (150 rpm), a 28°C,
por um periodo de 12 horas até uma DOggp entre 0,5 e 1,0. A cultura foi mantida por 15
min. Em gelo e posteriormente centrifugada a 5 000g em centrifuga SORVAL e rotor
SS34 por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet homogeneizado com 1 mL de
Cloreto de Célcio 0,1M gelado.

A cepa LBA 4404 de Agrobacterium tumefaciens foi utlizada para a
transformacao por choque térmico (BRASILEIRO et. al., 1998). A bactéria foi crescida

em meio de Luria-Bertani broth (LB) (bactotriptona, 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L;



24

cloreto de sédio, 10 g/L e agar 14 g/L), suplementado com canamicina, 50 mg/L e
rifampicina 50 mg/L, pH 7,0. As culturas foram mantidas sob agitacao (150 rpm), a
28°C, por um periodo de 16 a 18 horas. As bactérias transformadas foram selecionadas
e conservadas em criotubos, em nitrogénio liquido, para posterior uso em

transformacéo de plantas visando resisténcia a insetos.
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3. RESULTADOS

3.1. Obtencéao e preparacédo do gene bvl |

3.1.1. Amplificacdo do gene bvl |

Utilizando primers especificos construidos com base no seqiiéncia do gene bpa,
foi amplificado por PCR (item 2.2.2) a partir de DNA gendémico de B.variegata, um
fragmento de aproximadamente 870 pb, tamanho compativel com o tamanho esperado,

como pode ser observado na figura (Figura 2).

1 234

FIGURA 2. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, dos produtos da amplificacédo do
gene bvl | por PCR. Coluna 1. Marcador de Massa Molecular 1 kb DNA Ladder; Coluna

2. produto do PCR (876 pb) usando 1 uL de DNA; Coluna 3. produto do PCR (876 pb)

usando 2 puL de DNA. Coluna 4. controle negativo.

Analisando-se a figura acima, verifica-se que houve boa amplificacdo do gene bvl |
evidenciado pela presenca de uma Unica banda de DNA na amostra e sua auséncia no
controle negativo. Ao analisar a intensidade da banda se verifica que a quantidade de

DNA também esta dentro do esperado.
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3.2. Clonagem do gene bvl | sistema TOPO TA

O produto de PCR foi utilizado para ligacdo ao vetor pCR2.1 e transformado em
E. coli TOP 10 por eletroporacdo. Para detectar quais as colbnias que apresentavam o
gene bvl | foi realizado uma triagem rapida com fenol:cloroférmio (figura 3). As colbnias
gue apresentaram no gel de agarose um DNA plasmidial com um tamanho maior que o
DNA plasmidial do controle (que possuia apenas 0 vetor) supostamente possuiam o
gene bvl I. As colbnias que apresentaram o inserto foram expandidas em meio de
cultura e o seu DNA extra cromossomal foi extraido como descrito anteriormente, o
produto da extracao plasmidial foi analisado em gel de agarose 0,8% (figura 4).

1 2 3 45 6 78 9 1011

FIGURA 3. Deteccdo rapida de colénias com o plasmideo pCR2.1/bvl | com
fenol:cloroférmio. Coldnia 1. Controle negativo; Coldnias 2, 3, 4, 8, 10 e 11: clones

recombinantes; Col6nias 5, 6, 7 e 9: clones ndo recombinantes

FIGURA 4. Eletroforese em gel de agarose 0,8 % com os produtos da exracdo do

plasmideo pCR2.1/bvl 1.
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3.3. Sequenciamento dos clones selecionado

Os clones selecionado pela triagem foram submetidos a seqiienciamento de
DNA para confirmacédo da presenca do gene. ApOs a andlise das sequiéncias obtidas,
trés diferentes isoformas foram identificadas. Em funcéo da similaridade com as lectinas
BPA e GSI, um desses genes (vl 1) (Figura 5) foi escolhido para transformacdo de uma
variedade de alface.

1

101

201

301

401

501

601

701

801

*

GGT ACCATGCTTCTCTACAACT CAAAATCCTATGT TCTTCAACTTATCT TCATAACT TTGT TGCTCACCCAACT TAACAAGGT GAAGT CAACAAGCTCAA
MLLYNSKSYVLQLI FI TLLULTAQLNIKVIKSTS S
CCTTAACAGGCTTCACCT TCCCCAAT T TCT GGT CAAATACCCAAGAAAATGGTACAGAAATAAT CTTCCTAGECAATGCCACT TATACTCCTGEGEECTCT
TLTGFTFPNFWSNTQQENRNGTEI I FLGNATYTPGAIL
ACGCCTTACCAGGAT TGGT GAAGAT GECAT CCCT CTGAAGAGCAACGC AGGCCAAGCT TCATAT TCTCGCCCTGI GT TCCT T TGGEGATAGCACAGGECCAT
RLTRI GEDGI PLKSNAGOQASYSRPVFLWDSTGH
GTAGCAAGCTTTTACACTTCCTTCTCCTTTATTGT GAGAAGCAT TGATGT TCCACATATTACAGCTGATGGECT TTGCCTCCTTTCT TGCACCCGT GAATT
VASFYTSFSFI VRSI DVPHI TADGFASZFLAPVD
CTAGCGTCAAAGAT TATGGAGGATGCCTGCEGACT TTTCAGATATAAAACT GCTACT GACCCAT CAAAGAATCAAGI TGT TGCTGT TGAATTTGACACTTG
S SVKDYGGCLGLFRYKTATDPSIKNOQQVVAVETFTIDTW
GOCAAATACCGAAT GGAGT GACCTACGT TATCCACATATTGGAATAAATGT TAACTCCACT GT CTCOGT CGCAACT ACGAGAT GEGACAACGATGATGCC
P NTEWSDLIRYUPHI GI NWYV S TVSVATTRWDNDTDA
TATGGTAACAAAATCGBCACAGCCCACAT AACCTATGATGCCACATCCAAAATAATAACTGT TCT TTTAACT TATGATAATGGTAGACATTATCAACTAT
Y GNKI GTAHI TYDATSIK I I TVLLTYDNGRMHYOQL
CTCATGTGGT GGATTTGCCAAAGAT TCTTCCAGAACGEGT TAGAAT TGECT TCTCOGEEEECACTGGAT TTAAT GAAACACAATATATTCTCTCTTGGAG
SHVVDLUPKILPERV RI GFSGGTGFQ RNETOQY I L SW
CTTCACTTCAACGT TGAATAGCACCAAAAT CAGT GOCTTGACT CAGAAGT TAAGGT CCTCGECCTCTTATTCCAGTATGTAA
SF TSTLRSTIKI SALTOQQKLRSSASYSSM?*

FIGURA 5. Sequéncia nucleotidica e de aminoacidos deduzidos do clone de cDNA da
BVL. O codon de iniciacdo e o sitio de terminacdo estdo indicados por um asterisco. A
sequéncia sinal estd indicada pela regido sombreada (aminoécidos 1-28). Os supostos
sitios de glicosilacdo estdo marcados em preto. Os nucleotideos modificados em
relacdo a B. purpurea estdo indicados em italico e os aminoacidos modificados estédo

indicados em negrito.

A analise usando o software SignalP identificou um peptideo sinal de 28
aminoacidos nas sequéncias protéicas preditas, resultando em uma proteina madura de
263 aminoacidos, com massa molecular de 28.963 Da, além de dois dominios

conhecidos para lectinas de leguminosas (Figura 6).
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FIGURA 6. Representacdo esquematica da estrutura da lectina BVL e suas respectivas

regioes.

3.4. Clonagem do gene bvl | em vetor de expressdo em planta

3.4.1. Amplificacéo do gene bvl | para clonagem em pGA643

Para a clonagem no vetor pGA643, o gene da lectina de bvl | foi amplificado por
PCR utilizando os primers Bauplanta 1 e Bauplanta 2, que possuem sitio de restricdo
para a enzima Xbal, a partir do vetor pCR2.1hbvl | identificado por seqienciamento e o
produto de PCR utilizado para a ligagdo em pGA643. Cinco reacdes foram realizadas e

entdo reunidas para a digestdo com a enzima Xba |.

FIGURA 7. PCR do gene bvl | a partir do vetor pCR 2.1/bvl I utilizando os primers
Bauplanta 1 e Bauplanta 2 com sitio de restricdo para Xba I. Coluna 1. Marcador ,

Colunas de 2 a 5. gene bvl I, Coluna 6. reacdo negativa.

3.4.2. Construcéo do plasmideo pGA643/bvl |

Para a construcdo do vetor de expressao pGA643/bvl |, o plasmideo purificado
foi digerido com a enzima de restricdo juntamente com o gene amplificado com os
primers Bauplanta 1 e 2. O esquema de construcdo deste plasmideo encontra-se na

Figura 8.
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FIGURA 8. Desenho esquematico do vetor pGA643/bvl | gerado pelo software
VectorNTI 8.0 (Informax).

A digestédo do vetor é apresentada na Figura 9 juntamente com a purificacdo do
inserto apds a digestdo com a mesma enzima. Nesta figura € possivel observar que a

digestéo do vetor foi realizada com sucesso, possibilitando assim a continuidade das
etapas seguintes.
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FIGURA 9. Eletroforese da digestdo do vetor pGA643 e do gene bvl | com a enzima de
restricdo Xba I. Coluna 1. Marcador de massa molecular. Coluna2.. pGA643 digerido.

Coluna 3. pGA643 nao digerido. Coluna 4. Gene bvl | digerido.

3.4.3. Ligacéao do vetor pGA643 ao gene bvl |

A reacao de ligagéo foi realizada como descrito anteriormente e entéo utilizada
para transformar E. coli TOP 10 por eletroporacéo. Para detectar quais as colénias que
apresentavam o gene bvl | ligado ao vetor pGA643 foi realizada uma triagem por PCR
utilizando iniciadores especificos (figura 10). As coldnias que apresentaram no gel de
agarose uma amplificacdo com tamanho semelhante ao do controle positivo da reacéao,

supostamente possuiam o gene bvl I.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

FIGURA 10. PCR de colbnia de E. coli TOP 10 transformadas com a reacao de ligacdo
de bvl e pGA643.
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Uma das coldnias que apresentaram amplificacdo, foi cultivada e submetida a
extracdo de DNA plasmidial. Para comprovar que este plasmideo era comporto pelo
vetor pGA643 e pelo gene bvl |, o clone foi submetido a clivagem com enzima de

restricdo (figura 11).

FIGURA 11. Eletroforese em gel de agarose 0,8%. Digestdo com as endonucleases de
restricio com Xba | do vetor pGA643. Coluna 1. Vetor ndo digerido. Coluna 2. Vetor

digerido com Xba l. Coluna 3. Vetor digerido com Xba | e liberacdo do incerto.

3.4.5. Confirmacao da orientacdo do gene no vetor pGA643
A verificagcdo da recombinacdo correta entre vetor e inserto foi realizada por
sequienciamento para o qual desenhou-se primers no programa Vector NT Suite 8.0.
Os primers BAUSEQ1 °(ACACTTGGCCAAATACCG)® e BAUSEQ-2
®(AACGATGTACCGGACACG)® foram desenhados para amplificarem fragmentos
gue mostrassem a regido de ligacdo do inserto com o vetor e a correta fase de
leitura. Os primers bauplanta-1 e 2 também foram usados para melhor identificacdo

dos fragmentos (Figura 12).
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FIGURA 12. Regido de anelamento dos primers e estratégia de seqienciamento. As

cetas indicam a dire¢ao do sequenciamento.

Apés a confirmacdo da presenca do gene bvl | ligado ao vetor pGA643, o

plasmideo recombinante foi submetido a transformacéo em A. tumefaciens.

3.5. Transformacdo em Agrobacterium tumefaciens
O plasmideo recombinante extraido de E. coli foi utilizado para transformar
Agrobacterium tumefaciens . As colonias recombinantes foram utilizadas como DNA

molde para um “PCR screening” para verificar a presenca do inserto (Figura 13).

1 23 456 7 891011 12

FIGURA 13. Confirmag&o dos clones recombinantes de A. tumefaciens pela técnica de
PCR. Coluna 1. Marcador de massa molecular, Colunas de 2 a 10. bvl \pGA643,

Colunall. controle positivo, Coluna 12. controle negativo.
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Com base na figura acima, pode-se verificar que a transformacdo de A.
tumefaciens com a construcdo pGA643/bvl | foi realizada com sucesso. No controle
negativo ndo ocorreu a amplificacdo e no controle positivo houve a amplificacdo da
banda na altura esperada. Estas colonias foram armazenadas em meio de cultura e
uma concentracéo final de 10% de glicerol para evitar a lise celular por cristais de gelo.
Este material sera utilizado em etapas seguintes de transformacao genética de plantas

modelo, com destaque para alface (Lactuca sativa).
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho objetivamos desenvolver um sistema de expressao em plantas
para a lectina BVL | de B.variegata. Essa proteina possui caracteristicas semelhantes
as demais lectinas de leguminosas bem como elevada identidade com as lectinas de
G.simplicifolia e B.variegata que possuem, entre outras propriedades bioldgicas,
atividade inseticida (ZHU, et al., 1996), Estes mesmos autores sugerem que estas
lectinas poderiam incrementar um sistema de defesa em plantas de interesse
agronémico quando utilizadas visando a construgédo de plantas transgénicas resistentes
a insetos. Além disso, essas plantas tém a propriedade de apresentar resisténcia a
determinados fungos fitopatogénicos como ja tem sido demonstrado (CHENA et al.,
2005) e por estudos prévios realizados por nosso grupo com a lectina rBVL | expressa
em E.coli (dados ndo mostrados).

Para alcancar os objetivos propostos, inicialmente utilizou-se uma estratégia de
amplificagéo direta do gene via PCR e clonagem do produto em vetor de clonagem.
Esta estratégia propiciou a identificacdo de diferentes isoformas para a lectina BVL da
mesma forma que foi demostrado para as lectinas de G. simplicifolia (ZHU et al., 1996)
e B. purpurea (KUSUI et al., 1991).

Por sequenciamento de DNA e pela estrutura primaria predita, verificouse que
BVL exibe uma identidade elevada com o BPA de 99%. As diferencas principais entre
residuos da proteina da lectina de B. purpurea e as lectinas de B. variegata ocorrem em
funcao de insercdes nas posi¢cdes 605, 617 e 618 na sequéncia génica, resultando em
um aminoacido na posicdo 205 na proteina madura em relacdo a lectina BPA. Esta
elevada identidade demonstra que a estrutura predita para estas lectinas foi conservada
durante a evolug&o e sdo importantes para a manutencédo dessas plantas. Além disso,
a estrutura preliminar da BVL mostra a conservacdo da maioria das caracteristicas
desta familia de proteinas, principalmente quanto a estrutura dos dominios alfa e beta.

Para a transformacdo futura de alface, optamos por utilizar o vetor binario

pGA643 (AN et al., 1988), com o cassete de expressao possuindo o gene de interesse



35

(bvl I) sob o controle do promotor constitutivo 35S do virus do mosaico da couve flor
(P35SCaMV) além do gene nptll que confere resisténcia a canamicina. Entre o
promotor e o terminador encontram-se sitios de restricdo para a endonucleases. A
insercao do gene bvl | verificouse por meio do uso de endonucleases de restricdo Xbal
e pode ser verificado sua orientagcdo por sequenciamento. Esse promotor tem sido
utilizado com sucesso na expressao de diferentes proteinas de interesse AN et al.,
1988; DOWN et al., 2001). Assim, o vetor pGA643-bvll pdde ser transferido para
Agrobacterium tumefaciens e esta serd responsavel pela transferéncia do DNA
recombinante a planta.

Com uma apropriada estratégia tecnoldgica, o vetor de expressao de planta
codificando para o gene bvl | foi construido e representa um significativo avanco
visando a producdo de resisténcia a insetos em plantas e principalmente na
concretizacdo de um protocolo de transformacdo de plantas em nosso laboratorio

dando suporte a outros trabalhos de transformacéo genética de plantas.
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5. CONCLUSAO
Pelo exposto, € possivel concluir que a estratégia para a construgdo de um vetor
de expressdo em plantas foi realizada com sucesso sendo possivel a transformacao
genética de alface bem como outras espécies vegetais a fim de obter a esisténcia a
insetos incidentes nas culturas em que esta construcdo seja utilizada. Além disso, até
agora, estas etapas do trabalho possibilita 0 acumulo de conhecimento importante para
a consolidacdo de protocolos de construcao de vetores e a transformacao genética de

plantas em nosso laboratorio.
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