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RESUMO

OSORIO, Marina Borges. Universidade Federal de Pelotas. Transformagao de
Nicotiana tabacum L. via Agrobacterium tumefaciens visando a producao de
uma vacina recombinante contra a pneumonia micoplasmica suina. 2007. 47p.
Monografia.

Orientador: MSc. Andréa da Silva Ramos Rocha. Universidade Federal de Pelotas.

A utilizagado de plantas como biorreatoras para a produgao de proteinas heterélogas
de interesse farmacéutico €, atualmente, alvo de muitas pesquisas, por apresentar
diversas vantagens quando comparada a outros sistemas de producgdo. Através de
técnicas de engenharia genética aliadas a cultura de tecidos vegetal, proteinas de
grande importancia podem ser produzidas em plantas, incluindo vacinas
recombinantes. Estas sdo apontadas como uma alternativa viavel no controle de
varias doencas que dependem da utilizacdo de bacterinas — que possuem elevado
custo de produgdo e eficiéncia limitada. E o que ocorre com a pneumonia
micoplasmica suina (PMS), causada pela bactéria Mycoplasma hyopneumoniae,
uma das principais doencgas de suinos que causa elevadas perdas econdmicas em
todo mundo, e tem, na tecnologia do DNA recombinante, uma alternativa de
desenvolvimento de vacinas mais efetivas. Dessa forma, o presente trabalho teve
por objetivo a transformacg&o genética de Nicotiana tabacum L. via Agrobacterium
tumefaciens, visando sua utilizagdo como biorreatora na producdo de uma vacina
recombinante contra a PMS, composta pela regido R1 da adesina P97 de M.
hyopneumoniae fusionada a subunidade B da enterotoxina termolabel de
Escherichia coli (LTB-R1). A construcdo pGA643/ltb-r1, clonada em E. coli, foi
transferida a linhagem desarmada de A. tumefaciens LBA4404 por eletroporagéo.
Colbnias recombinantes foram entdo co-cultivadas com entrends de plantulas de N.
tabacum var. K326 germinadas in vitro, ocorrendo desta maneira, a transferéncia do
gene de interesse (/tb-r1) ao genoma vegetal. Uma vez transformados, os explantes
vegetais foram transferidos para meios de indugao de calos, regeneracéo de brotos,
alongamento e enraizamento. O DNA transferido a planta possui também o gene
nptll, conferindo aos transformantes resisténcia a canamicina, que foi utilizada em
todas as etapas do cultivo in vitro, a 30 mg.L™", para inibir o crescimento de células
ndo-transformadas. O DNA gendmico dessas plantas foi extraido e submetido a
PCR, na qual foi possivel amplificar o gene Itb-r1. A detecgao da transcricdo deste
gene foi realizada por RT-PCR. O nivel de expresséo da proteina recombinante foi
verificado por Western Blot, no qual foram utilizados anticorpos monoclonais anti-CT
(para LTB) e F1B6 (para R1).

Palavras-chave: Nicotiana tabacum L., pneumonia micoplasmica suina,
transformacgao genética vegetal, vacinas recombinantes.
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1. INTRODUCAO

A pneumonia enzodtica ou pneumonia micoplasmica suina (PMS), causada
pela bactéria Mycoplasma hyopneumoniae é uma das principais doengas de suinos.
Esta doenca acomete animais de todas as idades, sendo a infecgéo frequente em
todas as regides do mundo onde a suinocultura é desenvolvida, causando elevadas
perdas econbmicas. Esta bactéria adere-se aos cilios do epitélio respiratério
provocando a sua destruicdo, aumentando a susceptibilidade do animal a infecgdes
secundarias. Zhang et al. (1995) identificaram e caracterizaram uma adesina de M.
hyopneumoniae responsavel pela ligacao a receptores presentes nos cilios das
células epiteliais da traquéia, brbnquios e bronquiolos dos suinos. Esta adesina foi
designada P97 e é um dos antigenos imunodominantes de M. hyopneumoniae. O
gene que codifica a adesina P97 ja foi clonado e sequenciado (Hsu, et al., 1997). A
P97 contem duas regides repetitivas semelhantes dentro da porgdo C-terminal da
sequéncia de aminoacidos, designadas R1 e R2 (Jenkins, et al., 2006). A regido R1
da adesina P97 é responsavel pela aderéncia ao cilio, € composta por uma
sequéncia repetitiva de cinco aminoacidos (AAKPV/E) altamente imunogénica (Hsu
e Minion,1996, Hsu et al., 1997; Conceigéo et al., 2006). Anticorpos monoclonais
(MAbs) F1B6 e F2G5 reconheceram a P97 em um immunobloting e também
bloquearam a aderéncia do M. hyopneumoniae a células ciliadas in vitro, o que
indica que esta adesina possui papel fundamental na patogenia da PMS, tornando-a
uma forte candidata a ser utilizada na produgdo de vacinas (Minion et al, 2000;
Jenkins et al., 2006).

A vacinagado parece ser a forma mais efetiva para controlar a PMS
(Kavanagh, 1994), o que esta gerando uma busca incessante por apresentagdes de
vacinas mais potentes e menos dispendiosas do que as bacterinas hoje existentes,
pois estas apenas tém demonstrado reduzir os sintomas clinicos e as lesdes
pulmonares associadas com a infecgdo pelo M. hyopneumoniae (Jensen et al.,
2002), mas a protegao € frequentemente incompleta, pois este tipo de vacina nao
impede a colonizagdo nem o estabelecimento de suinos portadores, uma vez que
sdo praticamente incapazes de estimular uma adequada imunidade de mucosa,
caracterizada pela producao de IgA secretora (IgAs) (Moreau et al., 2004). Neste
sentido a tecnologia do DNA recombinante utilizando plantas como biorreatoras

parece ser uma alternativa viavel: a proteina de interesse € expressa no vetor



vegetal, podendo ser purificada e utilizada como vacina, ou entdo administrada por
via oral, sem a necessidade de purificacdo. Porém, proteinas recombinantes nio
sdo suficientemente imunogénicas a ponto de conferir uma imunidade protetora,
tornando-se indispensavel a utilizagdo de adjuvantes imunoldgicos. Dentre eles, a
subunidade B da enterotoxina termolabel de Escherichia coli (LTB), tem sido
amplamente utilizada como adjuvante da imunidade de mucosa. A LTB consiste de
cinco peptideos idénticos (pentdmero), cada mondmero possui um dominio que
apresenta alta afinidade pelo gangliosideo GM1, um receptor de membrana
presente em todas as células de mamiferos nucleadas e em maior quantidade nas
células epiteliais das mucosas (Chikwamba et al., 2002). A atividade adjuvante da
LTB parece estar relacionada com a capacidade de ligacédo ao GM1. Desse modo, a
LTB recombinante, fusionada com antigenos heterdlogos através de fusao genética
ou conjugacao quimica, pode representar uma nova alternativa no desenvolvimento
de vacinas para combater patdogenos que invadem o hospedeiro através das
mucosas provocando uma imunidade protetora (Conceigao et al., 2006).

Nos ultimos anos a LTB ja foi produzida e purificada a partir de varias
espécies vegetais, como tabaco (Sala et al., 2003), milho (Tacket et al., 2004),
batata (Streatfield, 2006) e alface (Kim et al., 2007), a apos administracdo
parenteral estimulou uma forte resposta sistémica e secretéria de anticorpos contra
antigenos co-administrados (Verweij et al., 1998).

Sob esta perspectiva, Concei¢cdo et al. (2006) produziu em E. coli e
purificou a LTB-R1 recombinante, que ao ser testada em camundongos via
parenteral e nasal, induziu altos niveis de anticorpos sistémicos e de mucosa (IgA)
anti R1, que reconheceram a P97, sugerindo que esta estratégia possui grande
potencial no desenvolvimento de uma vacina de subunidade recombinante contra a
pneumonia micoplasmica suina.

A transformagao genética de plantas deixou de ser uma promessa e hoje é
uma realidade. Desde os primeiros experimentos realizados na década de 70 até os
dias atuais, centros de pesquisa publicos e privados tém desenvolvido inUmeras
pesquisas nessa area, tanto que novas tecnologias e aplicagdes tém surgido em
ritmo acelerado.

A “primeira geragdo” de plantas transformadas geneticamente visava
basicamente interesses agrondmicos, deste modo surgiram plantas resistentes a

pragas e a herbicidas utilizados nas lavouras. Esta tecnologia, apesar de ainda



controversa (tanto para a populagdo em geral, quanto para a propria comunidade
cientifica) ja esta sendo comercializada e cultivada em lavouras, inclusive
brasileiras. Ja o foco da “segunda gerac&o” de plantas geneticamente modificadas é
seu valor nutricional: tomates com maior teor de licopeno e arroz com altos niveis
de vitamina A, sdo exemplos cujas aplicagbes abrangem desde propriedades
farmacoldgicas (licopeno na prevengao do cancer, por exemplo) até o combate a
desnutricdo em paises subdesenvolvidos (Basf, 2000; Serageldin e Persley, 2000;
Silveira et al., 2004).

Finalmente, na metade da década de 80 estudos comecaram a ser
realizados com o que se denominou de “terceira geragao” de plantas geneticamente
modificadas. O foco voltou-se a producédo de proteinas heterélogas em plantas,
mais especificamente as de interesse farmacéutico. A primeira proteina de interesse
farmacéutico produzida em plantas foi o horménio do crescimento humano,
expresso em tabaco transgénico em 1986 (Barta et al., 1986). Desde entao,
pesquisas realizadas mostram que uma gama enorme de proteinas com alto valor
econdmico pode ser expressa eficientemente em plantas, como proteinas do
plasma, fatores de crescimento humanos, imunoglobulinas (até mesmo
relativamente complexas, como moléculas de IgA secretdria) e antigenos (como o
HBsAg, LTB, glicoproteina do virus da raiva e proteina do capsideo do virus
Norwalk), todos estes induzindo a producdo de IgG soro especifico e IgA de
mucosa (se administrados via oral), quando testados em animais (Koprowski e
Yusibov, 2001; Ma et al., 2003).

S&o inumeras as vantagens apresentadas pela utilizagdo de plantas como
biorreatoras na producdo de proteinas de importancia farmacéutica, quando
comparada a outros sistemas de producado (fermentagdo microbiana; culturas
celulares de insetos e mamiferos; animais transgénicos), que vém sendo
responsaveis pelo grande interesse e alto desenvolvimento tecnolégico na area.
Dentre elas, pode-se citar: a impossibilidade de contaminagdo por patégenos de
mamiferos; a relativa facilidade de manipulagédo genética vegetal (em comparagao a
animal); a presenga da maquinaria de modificagdes pds-traducionais (possibilitando
a glicosilacédo e a formacédo de complexos protéicos associados, por exemplo), a
qual n&o ocorre em células bacterianas; a economia e a facilidade da produgédo em
larga escala (Koprowski e Yusibov, 2001; Ma et al., 2003; Schillberga et al., 2005).

Além disso, as plantas podem servir com um veiculo ideal para a administragao oral



de antigenos, esta que pode ser realizada in natura ou mediante processamento
(farinhas, ragdes). Desse modo, torna-se desnecessaria a purificagdo da proteina,
utilizagdo de agulhas e seringas e conservagao sob baixas temperaturas, tornando
0 processo de vacinagdo mais pratico e barato (Streatfield et al., 2006). Além do
mais, as células vegetais sdo envoltas por uma parede celular espessa, constituida
principalmente por celulose, que protege o antigeno da degradagéo no trato gastro-
intestinal, o que garante que a administragdo oral possa ser utilizada (Koprowski e
Yusibov, 2001).

A insercao de DNA exdgeno nas espécies vegetais pode ser feita de varias
maneiras, tanto por métodos diretos (biobalistica, eletroporagdo de protoplastos)
quanto por métodos indiretos (via Agrobacterium tumefaciens ou vetores virais).
(Brasileiro et al., 1998). Cada método possui vantagens e desvantagens, e a
escolha depende de uma combinacao de fatores, incluindo a espécie vegetal a ser
utilizada (Ma et al, 2003).

A biologia e a biotecnologia de A. tumefaciens tem sido o foco de inumeros
estudos nas Ultimas décadas, resultando no estabelecimento de muitas cepas,
plasmidios e protocolos adaptados unicamente para a transformacao genética de
varias espécies vegetais (Tzfira e Citovsky, 2006). Desse modo, a alta eficiéncia de
transformacgao, o baixo custo operacional e a simplicidade dos protocolos, tornam o
sistema via A. tumefaciens o mais utilizado (Brasileiro et al., 1998; Andrade et al.,
2003). Além disso, estudos apontam este sistema como mais efetivo quando
comparado a biobalistica, pois proporciona poucos rearranjos génicos, menor
instabilidade através de geragdes e um padrdo de integragdo de poucas copias
(geralmente copia unica) do gene de interesse ao DNA vegetal. Este fator diminui a
probabilidade de silenciamento génico, que é freqlente no processo de biobalistica,
onde geralmente varias copias génicas sao integradas ao genoma vegetal (Travella
et al., 2005).

O género Agrobacterium é constituido de um grupo de microrganismos
tipicamente do solo, aerdbios, gram-negativos e fitopatogénicos. A espécie A.
tumefaciens é encontrada normalmente em estreita associagdo com raizes de
plantas, sendo o agente etioldgico da galha-da-coroa (“crown gall”) (Brasileiro et al.,
1998). A formacédo de galhas induzidas por A. tumefaciens esta diretamente
associada a presenga de um plasmidio de alto peso molecular (120 a 250 kb),

denominado plasmidio Ti (“tumor inducing”), presente somente em linhagens



patogénicas de Agrobacterium, em baixo numero de copias, podendo ser
transferido via conjugacédo a outras bactérias. Desse modo, a indugédo da galha é
resultante de um processo natural de transferéncia de genes do plasmidio Ti para o
genoma da planta infectada, sendo identificadas duas regides no plasmidio
envolvidas diretamente no processo de indugdo tumoral: a regido-T, que
corresponde ao segmento de DNA transferido para a célula vegetal (T-DNA), e a
regidao de viruléncia (regido vir), que contém genes envolvidos na sintese de
proteinas responsaveis pelo processo de transferéncia da regido-T. No genoma
vegetal, os genes presentes no T-DNA passam entdo a ser expressos, codificando
enzimas envolvidas na via de biossintese de reguladores de crescimento (auxinas e
citocininas). A expressao desses genes interfere no balango hormonal das células
transformadas, resultando na sua multiplicagdo descontrolada, levando assim a
formagdo de um tumor (galha). Além disso, no T-DNA também sao expressos
genes que codificam enzimas responsaveis pela sintese de opinas, que sao
derivados de aminoacidos utilizados pela bactéria como fonte de energia, carbono e
nitrogénio, sendo formado, dessa maneira, um nicho extremamente favoravel a
sobrevivéncia da bactéria (Brasileiro et al., 1998; Andrade et al., 2003; Tzfira e
Citovsky, 2006).

Cepas de A. tumefaciens transformadas, nas quais o T-DNA nativo foi
substituido por genes de interesse, sao utilizadas para a produgao de espécies de
plantas transgénicas (Tzfira e Citovsky, 2006). Para isso, primeiramente é
necessaria a obtengdo de uma linhagem desarmada da bactéria — como LBA4404
(Silva, 2005), EHA105 (Chaudhury et al., 2007), AGL1(Leelavathi et al., 2004),
GV2260 (Banerjee et al., 2006) e MOG101 (Brasileiro et al., 1998), na qual os
genes presentes no T-DNA sao deletados, com excegdo de suas extremidades
direita e esquerda (indispensaveis a transferéncia, juntamente com a regiao vir). A
seguir, € necessaria a preparagao de um vetor binario (capaz de se replicar tanto
em E. coli quanto em A. tumefaciens, e de se manter de forma independente do
plasmidio Ti). Plasmidios menores sao geralmente utilizados para esta fungao, os
quais deverao conter as extremidades do T-DNA, uma regidao de multiplos sitios de
clonagem — “polilinker” — na qual ser&o inseridos os genes de interesse, além de
uma origem de replicagdo apropriada, um promotor constitutivo em planta, e um
gene para selecdo — em bactéria e em planta — geralmente de resisténcia a

antibiético. Uma vez obtido, o vetor deve ser transferido para a linhagem desarmada



de Agrobacterium, podendo a transferéncia ser realizada por conjugacéo triparental,
eletroporagéo ou choque térmico (Brasileiro et al., 1998).

Apos a insergdo do vetor binario contendo genes de interesse em A.
tumefaciens, a transformagcao genética da planta pode ser finalmente realizada. O
método de co-cultivo in vitro de explantes vegetais com A. tumefaciens € o mais
utilizado atualmente e resulta na integracdo estavel do transgene no genoma
vegetal (Gleba et al., 2005). Apesar das varias adaptacgdes, os diversos protocolos
ja descritos baseiam-se essencialmente no método de co-cultivo de discos foliares
de tabaco, descrito por Horsch et al., em 1985 (Brasileiro et al., 1998). Entretanto, a
busca por métodos inovadores de transformagéo segue, dentre eles pode-se citar a
“agro-infiltragao” (Twyman et al., 2005) e a “magninfection” (Gleba et al., 2005),
ambos mediados por A. tumefaciens e resultando na integragcdo transiente do
transgene no genoma vegetal. O método de co-cultivo consiste basicamente no
cultivo de explantes vegetais (mantidos in vitro, sob condi¢bes assépticas) com a
linhagem desarmada de A. tumefaciens portadora do gene de interesse. E muito
importante que, com a ajuda de um bisturi, ferimentos sejam feitos nos explantes,
antes ou durante o contato com a bactéria, pois as células feridas liberardo
moléculas-sinal, que induzirdo os genes da regiao vir de Agrobacterium, essenciais
a transferéncia do DNA de interesse ao genoma vegetal. Apos o periodo de co-
cultivo, € necessario que um protocolo adequado de regeneragcédo e cultura de
tecidos seja estabelecido, uma vez que a transformacéo genética vegetal se baseia
na capacidade das células vegetais se regenerarem formando uma nova planta
(totipoténcia). Dessa forma, os explantes devem ser transferidos para meio de
cultura apropriado a regeneragao, contendo reguladores de crescimento e
antibidticos, necessarios a eliminagao da bactéria (que se torna indesejavel apds a
transferéncia genética). Além disso, normalmente utiliza-se um antibiotico para a
selecao dos transformantes, sendo este responsavel pela inibigdo da multiplicacéo
das células vegetais nao-transformadas. A resisténcia das células transformadas ao
antibiético de selecéo ocorre porque, juntamente com o gene de interesse, um gene
marcador de selegdo também é transferido a planta. O gene marcador de selegao
mais utilizado é o nptll, responsavel pela producdo da enzima neomicina
fosfotransferase Il (NPT Il), que ao atuar confere resisténcia a doses letais de
antibiéticos aminoglicosilados, como a canaminica. Apés algumas semanas, brotos

regenerados, sem contaminagdo e resistentes ao antibidtico de selegdo sao



transferidos para meio de cultura apropriado ao seu desenvolvimento e
enraizamento. Uma vez enraizados, os brotos podem sem aclimatados em casa de
vegetacao (Brasileiro et al., 1998).

Diversos fatores influem na eficiéncia do processo de transformacgao, por
isso adaptacdes devem ser realizadas a fim de se obter um protocolo eficiente de
acordo com as condi¢gdes de cada estudo. Entre estes fatores, pode-se destacar:
espécies e cultivares da planta escolhida; tipos de explantes — fragmentos foliares,
entrends, cotilédones, segmentos de caules ou raizes, entre outros; condigdes
ambientais — temperatura, fotoperiodo, intensidade luminosa; utilizacdo de
processos que aumentem a infeccdo — pré-incubacdo, incubagdo com
acetoseringona, reguladores de crescimento, etc.; tempo e condigdes do co-cultivo
— horas/dias, luz/escuro, meio liquido/sélido e variagdes na temperatura; escolha
dos antibidticos descontaminantes, sua efetividade contra a bactéria e seu nivel de
toxicidade contra a planta; escolha do antibiético de selecédo e determinacéo de sua
dose minima letal as células vegetais (Lin et al., 1995; Nauerby, 1997; Willy et al.,
1997; Brasileiro et al., 1998; Sunilkumar et al., 1999; Barbosa, 2002; Silva et al.,
2003; Ogawa e Mii, 2007; Shrawat et al., 2007).

O tabaco (Nicotiana tabacum L.), espécie vegetal pertencente a familia
Solanaceae, possui um historico estabelecido como planta-modelo para a
transformacao genética vegetal, e € a espécie mais utilizada para a produgédo de
proteinas recombinantes de interesse farmacéutico nas pesquisas em laboratorio.
Na maioria dos casos, as proteinas produzidas pela utilizagdo de tabaco como
biorreator s&o extraidas dos tecidos foliares. As maiores vantagens do tabaco
incluem sua alta taxa de regeneragao in vitro, seu genoma relativamente pequeno
(o que facilita as manipulagdes moleculares), a tecnologia madura de transferéncia
e expressdo génica, o alto rendimento de biomassa (mais de 100.000 kg por
hectare), o potencial de produgao rapida em larga-escala devido ao ciclo curto e a
grande producdo de sementes, e a disponibilidade de infra-estrutura para o
processamento em larga-escala (Brasileiro et al., 1998; Ma et al., 2003; Twyman et
al., 2005; Dung et al., 2006; Rommens, 2006).

A fim de se comprovar a integragdo e a expressao dos genes exogenos no
genoma da planta, técnicas de analise molecular devem ser realizadas, como PCR

(Polymerase Chain Reaction) e Southern Blot, em nivel de DNA; RT-PCR (Reverse



Transcriptase - Polymerase Chain Reaction) e Northern blot, em nivel de RNA; e

SDS - Page e Western blot em nivel protéico.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL
Transformar Nicotiana tabacum via Agrobacterium tumefaciens, visando a
produ¢do de uma vacina de subunidade recombinante contra a pneumonia

micoplasmica suina.

2.2 EsSPECIFICOS

e Transformar A. tumefaciens com o vetor de expressdo em planta pGA643/Itb-r1,
previamente clonado em E. coli.

e Transformar N. tabacum via A. tumefaciens, visando a utilizacdo de plantas na
producdo de proteinas heterdlogas de interesse farmacéutico.

e Através de analises moleculares, verificar a integragdo do gene ltb-r1 ao genoma
vegetal, detectar sua transcricdo e verificar a expressdo da proteina

recombinante produzida na planta.
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3. METODOLOGIA

3.1 Obtencgao da construgao pGA643/itb-r1

O DNA gendmico de M. hyopneumoniae cepa 7448, isolado de suino com
PMS, foi gentilmente cedido pelo Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves
(CNPSA). O DNA gendmico da cepa de E. coli enterotoxigénica (ETEC), isolada de
suino com diarréia, foi obtido no Centro de Biotecnologia da Universidade Federal
de Pelotas (UFPel).

A regido R1 do gene P97 e a subunidade B da toxina termolabel de ETEC
foram amplificadas por PCR. Os primers para LTB e R1 foram desenhados

baseados nas seqiiéncias depositadas no GenBank™

, CUjOS numeros de acesso
sdo M17873 e U50901, respectivamente. Nos primers LTB “reverse” e R1 “forward”
foi criado um sitio de restricdo para BamHI para manter a fase correta de leitura
durante o processo de fusdo da regiao 3’ final da LTB com a regido 5’ inicial do R1.
Para realizar a fusdo os produtos de PCR foram purificados diretamente do gel de
agarose usando o kit GFX Gel Band Purification™ (Amershan Biosciences),
digeridos com BamH]I e ligados com T4 DNA ligase, resultando no hibrido /tb-r1. No
primer LTB “forward” foi inserido um sitio de restricdo para Xbal € no R1 “reverse”
um para Bglll. O vetor binario pGA643 e o gene hibrido ltb-r1 foram digeridos com
Xbal e Bglll; apés a digestdo procedeu-se a ligagdo do inserto ao vetor de
expressao em planta utilizando a enzima T4 DNA ligase, resultando na molécula
recombinante pGA643/ltb-r1. Células competentes de E. coli TOP10F foram
transformadas por eletroporacdo com o produto da ligagdo e os clones foram
selecionados em meio LB contendo 50 pg.mL" de canamicina e 5 ug.mL™ de
tetraciclina. O plasmidio pGA643/Itb-r1 foi caracterizado por PCR e sequenciamento
de DNA.

3.1.1 Triagem dos clones recombinantes em E. coli Top10F

Colbnias isoladas que cresceram no meio de selecdo foram submetidas a
técnica de PCR de colbnia: esta € uma técnica para deteccdo rapida de
recombinantes, que pode ser aplicada a bactérias ou leveduras (Ward et al., 1992;
Tsuchizaki et al., 2000). Com uma ponteira estéril, foram transferidas amostras de
colbnias isoladas diretamente ao “mix” da PCR, sem necessidade de purificagcdo do

DNA molde. Os componentes de cada reag¢ao, excetuando-se o DNA molde, foram
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combinados como mostra a Tabela 1 com volume final de 25 pL. As amostras foram
submetidas ao programa descrito na Tabela 2. Apds, 10 yL do produto de cada
reacgao, juntamente com 2 pyL de tampao de amostra 6x foram aplicados em gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etideo a 0,05 pg.mL™. O gel foi submetido &
eletroforese em cuba horizontal (Bio-Rad) com tampao TBE 0,5X a 130V por
aproximadamente 40 minutos. A seguir, os fragmentos de DNA foram visualizados
sob luz UV.

Tabela 1. Componentes da PCR.

COMPONENTES Quantidade
Enzima Taq DNA polimerase 0,25 uL
dNTPs (10mM) 0,75 pyL
MgCl, 0,75 pyL
Tampéao de enzima 1X 2,5 uL
“primers” (300ng/uL) 1 uL de cada
DNA molde 1L
Agua Milli-Q 17,75 pL

Tabela 2. Programa para amplificacéo de /tb-r1.

Processo Temperatura Tempo Numero de ciclos
Desnaturacao Inicial 95° C 3 min 1
Desnaturacéao 95° C 45 s 30
Anelamento 57° C 45 s 30
Extenséo 72°C 1 min 30
Extenséo final 72° C 5 min 1

3.1.2 Extracao de DNA plasmidial de E. coli Top10F recombinante

Cepas de E.coli Top10F recombinantes (contendo a construgdo pGA643/Itb-
r1) foram cultivadas overnight a 37°C sob agitagdo de 150 rpom em 10 ml de meio LB
liquido contendo os antibiéticos de selecdo, canamicina (50 pg.mL™) e tetraciclina (5
pg.mL'1). Uma aliquota de 1,5 mL foi retirada e submetida a extracdo de DNA
plasmidial, realizada seguindo as instru¢cées do GFX Micro Plasmid Prep Kit™

(Amersham Biosciences).
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3.1.3 PCR para confirmagao da presenca de /tb-r1 no vetor

O produto da extracdo de DNA plasmidial de E.coli foi a seguir, submetido a
técnica de PCR para amplificagdo da sequéncia de /tb-r1. Para isso, os primers
“forward” LTBR1/Tab-F (5° GAGTCTAGATCCATGGCTCCCCAG 3) e ‘reverse”
LTBR1/Tab-R (5° GGAAGATCTTCAATGGTGATGGTG 3') foram utilizados. Os
componentes de cada reagdo foram combinados como mostra a Tabela 1, com
volume final de 25 pL por reagdo. As amostras foram submetidas ao programa
descrito na Tabela 2. A seguir, realizou-se analise em gel de agarose 0,8%
submetido a eletroforese.

3.1.4 Digestao dos vetores recombinantes

A fim de se confirmar a ligagdo correta do inserto no plasmidio, 6ul do
produto da extragdo de DNA plasmidial foi digerido por 1 hora em banho-maria a
37°C com as enzimas de restricdo que liberam o inserto: Xbal (0,5uL) e Bglll
(0,5uL), numa reacao final de 20uL. O produto da digestao foi analisado em gel de

agarose 0,8% submetido a eletroforese.

3.2 Transformacgao de A. tumefaciens LBA4404 com pGA643/Itb-r1

A insercao de pGA643/Itb-r1 em A. tumefaciens foi realizada por técnica de
eletroporagédo, segundo protocolo presente em Brasileiro et al., 1998, descrito a

seqguir:

3.2.1 Preparo de células competentes

e Células de uma linhagem de A. tumefaciens desarmada (LBA4404) foram
previamente cultivadas overnight em estufa a 28°C, em meio YEB sdlido contendo o
antibiotico rifampicina a 50 pg.mL'1, utilizado para a selecéo.

e Uma colbnia isolada desse cultivo foi entao transferida para 3 mL de meio YEB
liquido com rifampicina e incubada por 36 horas ( D.O. gy entre 0,5 e 1), a 28°C
com agitacdo de 150 rpm; a cultura foi entdo dividida em dois tubos de
microcentrifuga (1,5 mL cada) e centrifugada a 12.000 rpm, por 1 minuto.

¢ O meio de cultura foi descartado e as células ressuspendidas delicadamente em
0,5 mL de HEPES/KOH 1 mM, mantido a 4°C, sendo logo apods centrifugadas a
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12.000 rpm por 1 minuto. A fim de retirar o maximo de impurezas (restos de meio de
cultura, restos celulares), esta etapa foi repetida duas vezes.

e As células foram entdo ressuspendidas delicadamente em 0,5 mL de glicerol
10% mantido a 4°C; e centrifugadas a 12.000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi
descartado e as células foram mais uma vez ressuspendidas em glicerol 10% a 4°C,
dessa vez em volume menor (20 yL em cada tubo), sendo o conteudo dos dois

tubos misturado (total de 40 pL), armazenando-se a -20°C.

3.2.2 Eletroporacao

e Adicionou-se aproximadamente 1 ug do DNA plasmidial purificado a suspensao
de células competentes e incubou-se o tubo no gelo por 2 minutos.

e Em seguida, a suspensdo (40 puL) foi transferida para uma cuveta de
eletroporagédo, mantida em gelo. A cuveta foi posicionada no eletroporador (BioRad
Gene Pulser Il) e o pulso elétrico (400 Q a 2,5 kV) foi aplicado.

e Imediatamente apds o pulso, adicionou-se 1 mL de meio SOC, sendo a
suspensao transferida para um tubo de microcentrifuga e incubada a 28°C, por 4
horas.

Apoés o processo, as células de A. tumefaciens submetidas a eletroporacao
foram cultivadas por 48 horas em estufa a 28°C, em meio YEB so6lido com os
antibiéticos adequados a selecdo: 50 pg.mL” de rifampicina (resisténcia
cromossomal), 50 pug.mL™" de canamicina (resisténcia no T-DNA) e 2,5 ug.mL™" de

tetraciclina (resisténcia no plasmidio).
3.2.3 PCR de colbnia

A fim de se fazer uma triagem dos transformantes, coldnias isoladas de A.
tumefaciens que cresceram em meio YEB seletivo foram submetidas a PCR de
colénia. Os componentes de cada reacdo, excetuando-se o DNA molde, foram
combinados como mostra a Tabela 1, com volume final de 25 pL. As amostras
foram submetidas ao programa descrito na Tabela 2. A seguir, realizou-se analise

em gel de agarose 0,8% submetido a eletroforese.
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3.2.4 Conservacgao de A. tumefaciens transformado em glicerol

Colbnias que apresentaram resultado positivo na PCR de colénia foram
cultivadas por 36 horas a 28°C sob agitacdo de 150 rpm, em meio YEB liquido com
os antibidticos de selegcédo. Logo apds, a 1 mL de cada colénia foram adicionados
350 pL de glicerol 80%, resultando em concentragéo final de 20% de glicerol para

conservacgao dos transformantes a -20°C.
3.3 Cultivo e transformacao de N. tabacum
3.3.1 Germinagao de N. tabacum

Sementes de N. tabacum variedade K326 adquiridas no Departamento de
Botanica/UFPel foram desinfestadas através de imersdes sucessivas (sob
agitagdo), em etanol 70% por 2 minutos, tween 20 a 10% por 2 minutos e
hipoclorito de sddio 2,5% por 30 minutos; sendo a seguir, lavadas trés vezes em
agua destilada estéril e transferidas para meio MS sélido, acrescido de vitaminas (1
mg.L™" de tiamina, 0,5 mg.L”" de piridoxina e 0,5 mg.L™" de &cido nicotinico) e
sacarose a 3%. O cultivo in vitro do material vegetal foi mantido em camara de
crescimento com intensidade luminosa de 30 pmol.m'2.3'1, fotoperiodo de 16 horas
e temperatura de 23 + 1°C; sendo manipulado apenas em fluxo laminar horizontal,
para manter as condi¢des adequadas de assepsia. Apds a germinagéo, as plantulas
foram periodicamente transferidas para meio novo a fim de obterem bom

desenvolvimento.
3.3.2 Meio de cultivo especifico para alongamento de entrenés

A variedade de tabaco utilizada n&o produz entrendés muito alongados,
portanto o meio de cultivo foi acrescido do fitorregulador GA3 (acido giberélico) a

uma concentracao de 0,5 mg.L'1, que possibilitou 0 alongamento de entrends.
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3.3.3 Verificagao da resisténcia de N. tabacum ao antibiético de sele¢ao

(canamicina)

A construgao pGA643/Itb-r1 possui a sequéncia do gene nptll no fragmento
de DNA a ser transferido para a planta, o que confere resisténcia a canamicina.
Deste modo, previamente a transformacgéo, foi necessario submeter o material
vegetal a experimento com diferentes concentracbes de canamicina, a fim de se
estabelecer a concentracdo minima do antibidtico a qual explantes né&o
transformados sejam suscetiveis (dose letal minima), para a posterior selegdo dos

transformantes. As concentracdes testadas foram: 0, 30 e 50 mg.L'1.
3.3.4 Protocolo de transformacao de N. tabacum via A. tumefaciens

A partir da analise de material ja publicado sobre o assunto (An, 1985; An et
al., 1986; Lin et al., 1995; Brasileiro et al., 1998; Ferreira et al., 1998; Ghosh et al.,
2002; Wei et al., 2006; Zhang et al., 2006), foi possivel estabelecer-se um protocolo
de transformacéo genética via A. tumefaciens adaptado a variedade em estudo (N.

tabacum var. K326), sendo este descrito a seguir:
3.3.4.1 Co-cultivo

e Colbnias de A. tumefaciens contendo a construgcao pGA643/Itb-r1 estocadas em
glicerol foram previamente cultivadas por 48 a 72 horas em estufa a 28°C, em
meio YEB so6lido com os antibiéticos adequados. A seguir, colbnias isoladas
foram cultivadas a 28°C sob agitagao de 150 rpm por 36 horas (até obter D.O. ggo
entre 0,5 e 1,0), em 10mL de meio YEB liquido com antibidticos de selegéo.

e A cultura foi entdo distribuida em diversos tubos de 1,5 mL, sendo centrifugada a
5.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet (células
bacterianas) ressuspendido em 10mL de NaCl 0, 85%. A suspensao bacteriana
foi mantida a temperatura ambiente até o momento do co-cultivo.

e Plantulas de N. tabacum cultivadas in vitro que apresentavam em média 7 cm de
comprimento e entrendés de 2 a 3 mm de didmetro, foram utilizadas como
material para excisao dos explantes (entrends). Os entrends foram mantidos em
meio MS liquido até o momento do co-cultivo.

e A seguir os explantes foram transferidos para uma placa de Petri com 10 mL da

suspensao bacteriana, sendo o co-cultivo incubado por 15 minutos a
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temperatura ambiente sob leve agitagdo. Explantes também foram incubados
em placa com solugdo de NaCl apenas (sem células bacterianas), sendo estes
utilizados como controle negativo.

e Logo apds os explantes foram transferidos para placas com meio MS solido para
co-cultivo no escuro por aproximadamente 60 horas, a 23+1°C; sendo entdo
imersos por 15 minutos em agua destilada estéril contendo 100 mg.L'1 de
cefotaxima e 250 mg.L'1 de carbenicilina para lavagem e inibicdo da

agrobactéria.
3.3.4.2 Indugao de calos

Apos a lavagem, os entrends de N. tabacum foram secos em papel filtro
estéril e transferidos para meio de indugao de calos: MS contendo 100 mg.L'1 de
cefotaxima, 250 mg.L™" de carbenicilina, 30 mg.L™" de canamicina e 0,5 mg.L"' de
BAP, incubados em camara de crescimento (condigdes ja descritas). Como controle
negativo, meios de cultivo sem os antibioticos e sem o fitorregulador também foram
utilizados. A cada 15 dias os explantes eram transferidos para novo meio de cultivo,

a fim de conservar a agao dos antibiéticos e do fitorregulador.
3.3.4.3 Regeneracgéao de brotos

ApOs o aparecimento dos primeiros calos (30 a 45 dias), estes foram
excisados e transferidos para meio de regeneragao de brotos: MS contendo 100

mg.L™" de cefotaxima, 30 mg.L™ de canamicina e 0,5 mg.L™" de BAP.
3.3.4.4 Alongamento e enraizamento

Os brotos regenerados foram excisados e transferidos para meio de
alongamento e enraizamento, apenas na presencga do antibidtico de selegao (30
mg.L™" de canamicina), havendo diminuicdo na concentracdo de BAP (0,2 mg.L™").
Para a extragcdo de DNA, utilizou-se material foliar obtido de plantulas bem
desenvolvidas e resistentes ao antibiético de selegéo.
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3.3.4.5 Aclimatacao em casa de vegetacgao

Apds o desenvolvimento in vitro das plantulas resistentes, estas foram
transferidas para aclimatagdo em casa de vegetagao, sob condi¢gdes controladas de

cultivo.

3.4 Técnicas para a detecgao da transformacgao de N. tabacum
e DNA
3.4.1 Extracado de DNA total de folhas (método CTAB)

O DNA total de folhas foi extraido de plantulas oriundas do cultivo in vitro. A
extragao foi realizada através do método CTAB adaptado (Foster e Twell, 1996),
utilizando plantulas transformadas e ndo transformadas (controle). Os
procedimentos foram realizados em capela de exaustdo a fim de evitar a inalagao
de reagentes toxicos. A técnica encontra-se descrita a seguir:

e Folhas de N. tabacum foram pesadas (200 mg) e maceradas em

almofariz na presenca de nitrogénio liquido.

e Apds a maceracdo, adicionou-se 700 uL de tampao CTAB 2X. A mistura

foi homogeneizada e transferida para um tubo de microcentrifuga de 1,5
mL.

e Adicionou-se a solugao 0,4% v/v de [3-mercaptoetanol (2,8 uL).

e O tubo foi encubado por 2h-3h em banho-maria a 60°C, sendo agitado

periodicamente.

e Adicionou-se 700 pL de cloroformio: alcool isoamil (24:1 vlv),

homogeneizou-se com vortex.

e A solugcédo foi entdo centrifugada por 10 minutos a 3.000 rpm; apds

recuperou-se a fase aquosa (~300 uL) em um novo tubo.

e O DNA presente na fase aquosa foi precipitado pela adi¢ao de 360 pL de

isopropanol gelado, homogeneizando-se delicadamente 30 vezes.

e Deixou-se o tubo por 1 hora a -70°C para precipitacao do DNA.

e A solugao foi centrifugada por 10 minutos a 3.000 rpm.
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e O sobrenadante foi desprezado, sendo adicionado ao tubo 1mL de etanol
70% para lavagem.

e A solucao foi mais uma vez centrifugada por 10 minutos a 3.000 rpm.

e O sobrenadante foi desprezado, deixou-se o “pellet” (DNA) secar em
capela de exaustao por 10 minutos.

e O DNA foi ressuspendido em TE, o volume variou de acordo com a
quantidade de DNA extraido (de 30 a 70 pL de TE). O produto da

extragao foi conservado a -20°C.
3.4.2 Quantificagao por eletroforese do DNA extraido

Vinte e quatro horas apdés a extragdo, o DNA foi quantificado em gel de
agarose 0,8% submetido a eletroforese. A quantificagdo ocorreu por comparagao de
intensidade de bandas, sendo A Hind lll (Invitrogen) o marcador utilizado como

base.

3.4.3 PCR para confirmagao da transformacgao

O produto da extragcdo de DNA gendmico de N. tabacum foi entdo submetido
a reagao de PCR com “primers” especificos (LTBR1/TabF e LTBR1/TabR) para
confirmar a integragcédo do gene /tb-r1 ao genoma vegetal. A analise da amplificagcao

foi realizada em gel de agarose 0,8% submetido a eletroforese.
3.4.4 Southern blot

A fim de se detectar o numero de copias de ltb-r1 que foram inseridas no
genoma vegetal, a técnica de hibridizacdo de DNA denominada Southern blot foi

realizada. O protocolo utilizado é descrito a seguir:
3.4.4.1 Separagao dos fragmentos de DNA

e Ao DNA genbmico de N. tabacum devidamente extraido e quantificado
(recomenda-se a utilizagdo de 4 a 5 uyg de DNA), aplicou-se solugdo de RNAse
(1 L para cada 90 yL de DNA), deixando-a agir por 15 minutos a temperatura
ambiente, para degradacdo do RNA presente nas amostras.
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e A seguir, o DNA foi digerido por 8 horas em banho-maria a 37°C, com as
seguintes enzimas, separadamente: Xbal e Bglll (corte frequente), aléem de Kpnl
(corte raro).

e Apoés a digestdo, um gel de agarose 0,8% de 14 x 14 cm (volume de 150 mL)
foi preparado e 40 puL de cada amostra digerida foi submetida a eletroforese
‘overnight” a 30 V. A construcdo pGA643/ltb-r1 foi também submetida a

eletroforese, sendo utilizada como controle positivo.
3.4.4.2 Transferéncia para a membrana de nitrocelulose

e O aparato para a transferéncia foi lavado (com agua destilada e SDS 10%) e
montado. O gel foi encaixado ao suporte e suas bordas foram vedadas com
agarose. A tampa plastica foi encaixada, fechando o aparato. A bomba de
pressao foi ligada.

e A transferéncia dos fragmentos de DNA contidos no gel para a membrana de
nitrocelulose (Hybond-N membrane / Amersham-Pharmacia Biotech) iniciou-se
com a adigao da solugao de depurinagédo sobre o gel, por 10 minutos a 5 mmHg
de pressao.

e A solugdo de depurinagao foi removida e a transferéncia prosseguiu com a
adicao da solugao de desnaturagéo por 10 minutos a 5 mmHg de pressao. Apds
a remogao da solucdo de desnaturagao, adicionou-se a solugédo de neutralizagao
por 10 minutos a 5 mmHg de presséo.

e ApoOs sua remogao, adicionou-se a solugdo SSC 20X, prosseguindo-se a
transferéncia por 40 minutos a 5mmHg de pressao e por mais 10 minutos a 10
mmHg.

e A solucdo foi removida , sendo a membrana de nitrocelulose retirada e
lavada com solugdo SSC 6X por 5 minutos a temperatura ambiente, sob
agitagao.

e O excesso de solugao foi drenado e a membrana foi envolta por papel filtro
formando um “envelope”, sendo este fechado por um “clipe” de papel.

e O DNA foi entado fixado a membrana em estufa a temperatura de 120°C por
30 minutos. Apds a fixagdo, a membrana permaneceu a temperatura ambiente

até o momento da hibridizacao.
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3.4.4.3 Preparacao da sonda

e A sequéncia para ltb-r1 foi amplificada por PCR, purificada utilizando o kit
DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), quantificada (em gel de
agarose 0,8%) e diluida (a concentragédo de10 ng/uL).

e A sequéncia Itb-r1 na concentragado de 10 ng/uL foi utilizada como sonda. A
O kit ECL® Direct Nucleic Acid Labelling and Detection Systems (Amersham
Biosciences) foi utilizado para a marcagdo da sonda. A sonda e o tampé&o de
hibridizagao foram preparados seguindo as instru¢des do fabricante.

3.4.4.4 Hibridizacao

e Previamente a hibridizagdo, realizou-se uma pré-hibridizacdo, onde a
membrana foi colocada em contato com o tampéao de hibridizacdo em um frasco,
sob agitagao, a 42°C, por 45 minutos.

e ApoOs este periodo, a sonda marcada foi adicionada ao frasco, que
permaneceu a 42°C “overnight” para sua hibridizagcdo com os fragmentos de
DNA presentes na membrana.

e Apoés a hibridizagdo, a membrana foi lavada com 500ml de “Wash Solution I”
(previamente incubada overnight a 55°C) por 20 minutos a 55°C, sob agitagao.

e A “Wash Solution I” foi removida e 500ml de “Wash Solution II” foram
adicionados a membrana, que permaneceu nesta solucdo por 5 minutos a
temperatura ambiente, sob agitagdo. A membrana permaneceu nesta solugao

por no maximo 30 minutos, até o momento da detecgéao.
3.4.4.5 Detecgao quimioluminescente

A deteccéo foi realizada de acordo com as instrugdes do fabricante (kit ECL®

/Amersham Biosciences), utilizando-se filme de raios-X (Kodak).
e RNA
3.4.5 Extracao de RNA total de tecidos vegetais

Folhas de N. tabacum foram excisadas de plantulas transformadas e nao
transformadas (controle) ainda no cultivo in vitro. Seu RNA total foi extraido

utilizando-se Trizol. Os procedimentos foram realizados em capela de exaustdo a



21

fim de evitar a inalacdo de reagentes tdxicos. O protocolo de extragdo de RNA é

descrito a seguir:
e As folhas de N. tabacum, apos excisadas, foram mantidas no gelo para evitar
oxidagdo. Foram entdo maceradas em almofariz na presenca de nitrogénio
liquido, até virarem pé.
e Aproximadamente 100 mg do macerado foi pesado e adicionado a um tubo
de microcentrifuga (de 1,5 mL), ao qual se adicionou 800 uL de Trizol. A reagao
permaneceu por 5 minutos a temperatura ambiente.
e Adicionou-se 140 pL de cloroférmio a reagdo, sendo homogeneizada e
permanecendo a temperatura ambiente por 3 minutos.
e O tubo foi entdo centrifugado a 11.700 rpm por 13 minutos, sob refrigeracéo
(4°C).
e A fase aquosa (~400 pL) foi recuperada em novo tubo, sendo a ela
adicionados 400 pL de isopropanol gelado. A reacéo foi mantida a temperatura
ambiente por 10 minutos.
e O tubo foi novamente centrifugado a 11.700 rpm por 13 minutos, sob
refrigeracao (4°C).
e O sobrenadante foi desprezado, sendo adicionado ao tubo 800 uL de etanol
75% para lavagem. Este foi centrifugado a 9.300 rpm por 5 minutos.
e O sobrenadante foi novamente desprezado e deixou-se o “pellet” (RNA)
secar em capela de exaustao por 10 minutos.
e O “pellet” foi entdo ressuspendido em 30 a 50 pl de agua ultrapura estéril (o

volume variou de acordo com o tamanho do “pellet”).
3.4.6 Quantificagcao do RNA por espectrofotometria e eletroforese

Sendo o RNA extremamente vulneravel a degradacdo, a quantificagdo da
extragao foi realizada logo em seguida, por eletroforese em gel de agarose 1% e
espectrofotometria. A analise da absorbancia em Ay determinou a concentracéo
de RNA presente na amostra, em Azgo 0 nivel de contaminacéo, e a razao entre Aygp
e Aggo determinou a qualidade dessa amostra. Apos a extracdo, as amostras de
RNA foram conservadas a -20°C para uso imediato.
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3.4.7 Producgao do cDNA a partir do RNA extraido

O RNA vegetal foi extraido com a finalidade de verificar a transcrigdo do
gene inserido na planta. Mas como ja foi mencionado, a fita de RNA n&o é muito
estavel. Desse modo, previamente a amplificagdo do transcrito por PCR, deve-se
produzir o cDNA a partir do RNA de interesse. A técnica utilizada para a produgao
do cDNA é baseada na utilizacdo da enzima transcriptase reversa, sendo descrita a

seguir:

e Apds a quantificagdo do RNA, calculou-se o volume necessario para obter-se
uma concentragdo de 5 pyg.mL™.

e Este volume de RNA foi colocado em um tubo de microcentrifuga de 200 pL.
Ao tubo adicionou-se 150 ng de “random primers” e 1 yL(10 mM) de dNTPs.

e A reacdo foi incubada a 65°C por 5 minutos, no gelo por 1 minuto e
centrifugada por 30s.

e Apods adicionou-se a reagao tampao 5X, DTT 0,1M, RNAse “out” 40 Ul/ul e
completou-se com agua livre de RNAse para um volume de 20 pL.

e A reacao foi homogeneizada e incubada a temperatura ambiente por 2
minutos.

e A seguir, adicionou-se a enzima transcriptase reversa a 200 Ul/pL.

e A reacdo foi homogeneizada e incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente, sendo a seguir incubada por 50 minutos a 42°C. Apds este periodo, o0

cDNA produzido deve ser conservado a -20°C.

3.4.8 RT-PCR para detectar a transcrigao do gene /tb-r1

A reacao de RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polimerase Chain Reaction),
nada mais é do que uma técnica utilizada para a amplificacdo de transcritos
especificos do cDNA, sendo este produzido a partir de amostras de RNA pela
utilizagdo da transcriptase reversa. Deste modo, realizou-se a técnica com o intuito
de verificar a transcrigao do gene ltb-r1. Além de reag¢des com “primers” especificos
para Itb-r1 (LTBR1/Tab-F e LTBR1/Tab-R), reacées com “primers” para transcritos
constitutivos do genoma vegetal (subunidade 18S e regido intergénica) foram

realizadas, sendo estas utilizadas como controle positivo da reagdo de PCR. Como
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cada conjunto de “primers” possui seu programa especifico, as reagbdes foram
realizadas em dois termocicladores diferentes, simultaneamente. Os programas

utilizados estao descritos nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 3. Programa para amplificacdo da regiao do 18S.

Processo Temperatura Tempo Numero de ciclos
Desnaturacao Inicial 95° C 3 min 1
Desnaturacéao 95° C 1 min 37
Anelamento 56° C 1 min 37
Extenséao 72°C 1 min 37
Extensao final 72°C 10 min 1

e Proteinas
3.4.9 Extracao de proteinas

A extragdo de proteinas de folhas de N. tabacum foi realizada segundo
método apresentado em Brasileiro et al., 1998. As amostras utilizadas foram
excisadas de plantas transformadas e ndo transformadas (controle) aclimatadas em

casa de vegetacao. O protocolo utilizado € descrito a seguir:

e Aproximadamente 200 mg de folha foram macerados em almofariz na presenca
de nitrogénio liquido.

e O macerado foi transferido para um tubo de microcentrifuga, onde se adicionou
0,5 mL de tampéao de extragao Il

e O tubo foi encubado por 1 hora e 30 minutos, sob agitac&o, a 4°C.

e Apés este periodo, o tubo foi posto em microcentrifuga a 10.000 rpm por 30
minutos. O sobrenadante (proteinas extraidas) foi entdo transferido para um

novo tubo e conservado a -20°C.
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3.4.9.1 Concentragao de proteinas por liofilizagao

A fim de se obter um bom resultado na deteccdo da expressao de LTB-R1,
as proteinas extraidas (~400 pL) a partir do material vegetal foram concentradas em
liofilizador (Micro Modulyo Edwards®) por uma hora, sendo logo apds
ressuspendidas em volume menor de TE (60 pL), resultando em concentragao sete

vezes maior.

3.4.9.2 Quantificagdo da extracdgo de proteinas por

espectrofotometria

A quantificacdo das amostras de proteinas foi realizada através de leitura da
absorbancia a Azgy, sendo entdo realizado calculo para a padronizagdo das

amostras a serem utilizadas no Western blot.
3.4.10 Western blot

A técnica de hibridizacao de proteinas denominada Western blot foi utilizada

visando detectar-se a expressao de LTB-R1. O método utilizado é descrito a seguir:
3.4.10.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page)

As amostras de proteinas devidamente quantificadas foram desnaturadas
(por 7 minutos a 99°C) na presenga de tampao de amostra de SDS-Page (com -
mercaptoetanol), sendo entdo submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
12%, em cuba vertical (Bio-Rad). A mesma sequéncia de amostras foi aplicagdo em
ambas as metades do gel, pois uma metade foi corada e a outra transferida. A
proteina LTB-R1 purificada e concentrada foi utilizada como controle positivo em
ambas as metades do gel, e o marcador pré-corado (Prestained Benchmarker /
Invitrogen) foi aplicado apenas na metade a ser transferida. A voltagem inicial a qual
as amostras foram submetidas foi 60 V, sendo alterada para 140 V apds a saida do
gel de empilhamento. Apés a eletroforese, corou-se metade do gel com solugao
corante Comassie Blue, deixando esta reagir por 30 minutos, sendo descorada
utilizando-se agua quente repetidas vezes até a visualizagao das bandas.
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3.4.10.2 Transferéncia para a membrana de nitrocelulose

Foi montado um “sanduiche” com a seguinte ordem (esponja-papel filtro-
membrana-papel filtro-esponja). Este foi entédo inserido no “blotter” (Bio-Rad Trans-
Blot Cell), e procedeu-se a transferéncia a 30 V “overnight”. Apos este periodo, a
membrana foi corada com a solugdo corante Ponceau S, para se visualizar a
transferéncia das proteinas, sendo a seguir descorada com agua. A membrana
utilizada foi a de nitrocelulose Hybond™ HCL™ (Amersham Pharmacia Biotech).

Utilizou-se também tamp&o de transferéncia.
3.4.10.3 Detecgao imunolégica

Previamente a detecgdo, a membrana foi bloqueada por incubagdo em
solugcao de PBS com 5% de leite em pd desnatado por uma hora e 30 minutos. A
seguir, a membrana foi lavada quatro vezes com PBS-T e incubada por uma hora e
30 minutos a temperatura ambiente, sob agitagdo, com solugdo de PBS-T acrescida
dos anticorpos primarios: anti-CT (para a deteccdo de LTB) e F1B6 (para a
deteccdo de R1), ambos na diluigdo de 1:2.500. A seguir a membrana foi lavada
quatro vezes com PBS-T e incubada por uma hora e 30 minutos a temperatura
ambiente, sob agitacdo, com solugdo de PBS-T acrescida dos anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase: anti-coelho (para LTB) e anti-camundongo
(para R1), ambos a diluigado de 1:2.500. Ao final, a membrana foi lavada mais quatro
vezes com PBS-T, sendo a seguir realizada a detecgédo colorimétrica utilizando o

reagente DAB (diaminobenzidina).
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4. RESULTADOS
4.1 Obtengao da construcao pGA643/itb-r1

A regido R1 do gene P97 e a subunidade B da enterotoxina termolabel de E.
coli foram amplificadas por PCR e resultaram em fragmentos de 270 e 320 pb,
respectivamente. A obtencédo do hibrido /tb-r1 apdés a digestdo e a ligagdo dos
fragmentos foi eficiente, pois resultou em um produto de aproximadamente 700 pb,
confirmado em gel de agarose 0,8%. O resultado do sequenciamento de DNA
mostrou que a sequéncia estava em fase, comprovando a identidade da proteina a
ser expressa. Colbnias isoladas de E.coli cresceram no meio de selecido e
obtiveram resultado positivo quando submetidas a PCR de colbnia. A extragao de
plasmidio destas colénias com kit GFX Micro Plasmid Prep Kit (Amersham
Biosciences) foi bem sucedida, como se pode observar na Figura 1, que mostra o
fragmento de aproximadamente 12 kb extraido. Na Figura 1 pode-se observar a
amplificacdo do inserto: /tb-r1 + primers (aprox. 700 pb) a partir do produto da
extragdo. Pela digestdo foi possivel confirmar que os plasmidios extraidos eram
recombinantes, pois houve a liberagdo de um fragmento de aproximadamente 700

pb, condizentes com o tamanho do inserto.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

12 kb g“ﬁmh J ¥ H_,,_ B | «— ~12.300pb

. .

FIGURA 1. Gel de agarose 0,8%. Extragdo de DNA plasmidial de clones
recombinantes de E. coli Top10F. 1. Marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder
(Invitrogen); 2 a 9. DNA plasmidial extraido(~12 kb).
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FIGURA 2. Gel de agarose 0,8%. Amplificacdo do gene Itb-r1 por PCR a partir da
extragdo plasmidial. 1. Marcador de peso molecular A Hind IlIl (Invitrogen); 2.
Controle positivo; 3 e 4. recombinantes; 5. ndo recombinante; 6 a 10. recombinante;
11. Controle negativo.

4.2 Transformacgao de A. tumefaciens com pGA643/Itb-r1

A insercao de pGA643/itb-r1 (Figura 3) em células de A. tumefaciens por
eletroporacgéo foi realizada com sucesso, como se pdde observar através da triagem
das colénias recombinantes (Figura 4). Ao serem cultivadas, estas colbnias se
mostraram resistentes aos antibiéticos de seleg¢do (canamicina e tetraciclina), o que

nao ocorreu com colbnias de A. tumefaciens sem o vetor de expressao em planta.
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FIGURA 3. Desenho esquematico da molécula recombinante pGA643/Itb-r1, gerado
pelo software Vector NTI 8.0 Advanced.
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FIGURA 4. Gel de agarose 0,8%. Triagem das colbnias recombinantes de A.
tumefaciens por PCR de colbnia. 1. Marcador de peso molecular A Hind IlI
(Invitrogen); 2. Controle positivo; 3 a7 e 9 a 11. Colbnias recombinantes; 8. Colbnia
ndo-recombinante; 12. Controle negativo.

4.3 Transformacgao de N. tabacum via A. tumefaciens

No experimento realizado previamente a transformagédo, visando o
estabelecimento da dose minima do antibidtico de selecdo (canamicina) a qual
explantes ndo transformados sejam susceptiveis, a concentragao estabelecida foi
de 30 mg.L™" (Figura 5). Noventa explantes de N. tabacum passaram pelo protocolo
de transformacao (Figura 6.A), sendo que destes, apenas 10 poderiam formar
possiveis transformantes, e os outros 80 eram apenas grupos-controle diversos.
Dos 10 possiveis transformantes, apenas trés de fato regeneraram (Figura 6.B),
formando trés diferentes linhagens de clones que foram transferidas para os meios
subsequentes de regeneragao de brotos, alongamento e enraizamento. Das trés
linhagens obtidas, brotos de apenas duas obtiveram bom desenvolvimento ao longo
do processo, sendo estes repicados sucessivamente in vitro (Figura 6.C) — sempre
na presenca do antibidtico de selecdo — para a obtencdo de material para as
analises moleculares. Uma vez enraizadas e bem desenvolvidas in vitro, as
plantulas foram aclimatadas com sucesso em casa de vegetagédo, sob condigbes
controladas de cultivo (Figura 7). Analises moleculares também foram realizadas

com este material.
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FIGURA 5. Teste de susceptibilidade de entrendés de N. tabacum a diferentes
concentragbes de canamicina, apos 20 dias de cultivo. A. Controle, 0 mg.L'1; B. 30
mg.L™": C. 50 mg.L™".

FIGURA 6. Regeneracao de entrends de N. tabacum apods transformagao via A.
tumefaciens. A. Explantes imediatamente apds o co-cultivo; B. Regeneragao de
brotos (setas), 30 dias apds o co-cultivo; C. Alongamento e enraizamento de
pléntula regenerada.
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FIGURA 7. Aclimatacdo em casa de vegetagao de plantulas de N. tabacum var
K326 contendo o gene /tb-r1.

4.4 Técnicas para a detecgao da transformacgao de N. tabacum (Itb-r1)
4.4.1 DNA

O DNA gendmico de N. tabacum foi extraido tanto de plantulas submetidas
ao processo de transformagdo genética, quanto daquelas que nao foram
submetidas (controle), utilizando-se o tampao CTAB. A quantificagdo em gel de
agarose 0,8% do DNA extraido pode ser visualizada na Figura 8. A Figura 9
apresenta a amplificagdo por PCR do gene /tb-r1 (apenas nos transformantes) a
partir de 1uL do produto da extragdo, o que confirma a integracao do gene de
interesse ao genoma vegetal. Amostras diluidas a 1:10 também foram submetidas a
PCR.
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FIGURA 8. Gel de agarose 0,8 %. Quantificagdo por intensidade de bandas da
extragdo de DNA total de folhas de N. tabacum. 1. Marcador de peso molecular A
Hind Il (Invitrogen), a primeira banda representa 125 ng de DNA; 2. amostra de 1
ML de DNA controle; 3 a 5. amostras de 1 yL de DNA recombinante; 6 a 9. Mesmo
material, diluicdo de 1:5; 10 a 13. Mesmo material, diluicdo de 1:10.

" e ~
500 pb> [N —_— r— 700 pb

FIGURA 9. Gel de agarose 0,8%. Amplificacédo do gene Itb-r1 por PCR a partir da
extragdo de DNA de N. tabacum. 1. Marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder
(Invitrogen); 2. Controle positivo; 3. Controle negativo; 4. DNA controle (nao-
recombinante); 5 a 7. DNA recombinante. 8 a 11. Mesmo material das colunas 4 a
7, na diluicdo 1:10.

Posteriormente, realizou-se Southern blot visando a deteccdo do numero de
copias de [tb-r1 inseridas no DNA genémico de N. tabacum. A Figura 10 apresenta
as amostras de DNA gendmico de tabaco digeridas, em gel de agarose 0,8 %,
submetidas a eletroforese “overnight”. Aplicou-se ao gel o marcador de peso
molecular A Hind lll (Invitrogen), e a construgdao pGA643//tb-r1 como controle
positivo para a hibridizagdo. A transferéncia das amostras do gel para a membrana
de nitrocelulose foi bem sucedida, pois apdés a transferéncia procedeu-se a
visualizacido deste sob luz UV, e observou-se que nao havia mais bandas. A sonda

para a hibridizac&do foi preparada com a sequéncia /ltb-r1, sendo esta amplificada,
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purificada e quantificada em gel de agarose 0,8% (Figura 11). Infelizmente, a
hibridizagdo nao foi bem sucedida, devido a problemas nos componentes do kit

utilizado. Desta forma, a deteccdo quimioluminescente também n&o apresentou
resultados.
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FIGURA 10. Gel de agarose 0,8%. Amostras de DNA gendémico de N. tabacum
apos digestdo. 1 e 14. Marcador de peso molecular A Hind Ill (Invitrogen); 2.
Amostra controle digerida com Xbal; 3 a 5. Amostras recombinantes digeridas com
Xbal; 6. Amostra controle digerida com Bglll; 7 a 9. Amostras recombinantes
digeridas com Bglll; 10. Amostra controle digerida com Kpnl; 11 e 12. Amostras

recombinantes digeridas com Kpnl; 13. Vetor recombinante pGA643/ltb-r1 nao
digerido (controle positivo).
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FIGURA 11. Gel de agarose 0,8%. Quantificagao por intensidade de bandas de /tb-

r1 purificada. 1. Marcador de peso molecular A Hind Il (Invitrogen), a primeira banda
representa 125 ng; 2. 4 yL de /tb-r1 purificada.



33

4.4.2 RNA

Para se detectar a transcricao de /tb-r1 através da técnica de RT-PCR, o
RNA total de folhas de N. tabacum foi extraido utilizando-se Trizol. A quantificagao
do produto da extragcéo realizada em gel de agarose 1% pode ser observada na
Figura 12. A analise em espectrofotdbmetro confirmou a qualidade das amostras de
RNA (“ratio” entre 1.8 e 2.2, na razdo entre Az € Azgo), € a partir da analise da
absorbancia em Ay calculou-se a quantidade de RNA a ser utilizada na producao
do cDNA (4 uL da amostra 1 e 3 yL da amostra 2, para concentragao final de 5
pug/ml de RNA). O resultado obtido na RT-PCR pode ser observado na Figura 13. A
sequéncia de “primers” para a subunidade 18S resultou em produto amplificado (de
aprox. 300pb) em ambas as amostras, o que certifica o funcionamento da reagéo. A
sequéncia de “primers” para a regido intergénica nao apresentou amplificagdes,
devido a problemas na combinacao dos “primers”. Ja a sequéncia de “primers” para
Itb-r1 resultou em produto de aproximadamente 600pb; apenas na amostra do
material vegetal transformado; o que confirma que o gene de interesse esta sendo

transcrito.

FIGURA 12. Gel de agarose 1%. Quantificacdo da extracdo de RNA total de folhas
de N. tabacum. 1. Marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Invitrogen); 2.
RNA de planta controle (ndo transformada); 3. RNA de planta transformada.
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FIGURA 13. Gel de agarose 1%. Amplificagdo de transcritos por RT-PCR. 1.
Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen); 2 e 3. Controles
positivos: regido constitutiva de 18S (~300pb), amplificados a partir de planta
controle e transformada, respectivamente. 4 e 5. Controles positivos: regiao
intergénica (ndo houve amplificagdo); 6. Planta controle (ndo transformada); 7.
amplificagéo de Itb-r1 (~600pb), planta transformada.

4.4.3 Proteinas

Depois de submetidas ao SDS-Page e coradas com Comassie Blue, as
proteinas extraidas a partir de folhas de tabaco puderam ser visualizadas,
confirmando o sucesso da extragdo. A transferéncia destas proteinas para a
membrana de nitrocelulose pdde ser observada pela coloragdo com Ponceau. Na
deteccdo imunologica, foram utilizados, primeiramente, apenas os anticorpos para
LTB (anti CT e anti-coelho). Mas estes n&o pareceram suficientes para demonstrar
0s niveis de expressao da proteina LTB-R1 (Figura 14). Desse modo, passou-se a
concentrar as proteinas apos a extragao (Figura 15), e a utilizar anticorpos para R1
(F1B6 e anti-camundongo), juntamente com os anticorpos para LTB. Ligacdes
inespecificas passaram a se formar com a utilizagdo de ambos os anticorpos
(Figura 16), o que impossibilitou a detec¢ao precisa dos niveis de expressao de
LTB-R1. Ainda assim, pode-se observar na Figura 17 a formagdo de uma banda
fraca na altura da proteina LTB-R1 (aproximadamente 30 kDa), presente apenas na
amostra correspondente a planta transformada, dando indicios de que o gene /ltb-r1

esta sendo expresso no vegetal.
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FIGURA 14. Hibridizagdo de proteinas em membrana de nitrocelulose (Western
blot), utilizando-se apenas anti-CT. 1. Controle positivo, proteina rLTB-R1; 2.
Proteina da planta ndo-transformada; 3 a 5. Proteina das plantas transformadas.

FIGURA 15. Hibridizagdo de proteinas em membrana de nitrocelulose (Western
blot), utilizando-se apenas anti-CT. 1. Marcador pré-corado Prestained
Benchmarker (Invitrogen); 2. Controle positivo, proteina rLTB-R1; 3. Proteina da
planta ndo-transformada concentrada 7x; 4 e 5. Proteina das plantas transformadas,
concentradas 7x.
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FIGURA 16. Hibridizagdo de proteinas em membrana de nitrocelulose (Western
blot), utilizando-se anti-CT e F1B6. 1. Controle positivo, proteina rLTB-R1; 2.
Amostra de planta nao-transformada concentrada 7x; 3 e 4. Amostras de plantas

transformadas concentradas 7x.

30 kDa
25 kDa

FIGURA 17. Hibridizagdo de proteinas em membrana de nitrocelulose (Western
blot), utilizando-se anti-CT e F1B6. 1. Controle positivo, proteina rLTB-R1; 2.
Amostra de planta transformada concentrada 7x; 3. Amostras de planta nao-

transformada concentrada 7x.
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5. DISCUSSAO

De acordo com Conceicéo et al., 2006, a LTB-R1 recombinante expressa em
E. coli possui grande potencial ao ser utilizada como vacina de subunidade
recombinante contra a pneumonia micoplasmica suina, pois testes em
camundongos levaram a obtengcdo de anticorpos especificos contra R1. Além
disso, a utilizacdo de plantas como vetores de expressdo de proteinas € uma
alternativa que vém sendo muito explorada hoje em dia, uma vez que apresenta
diversas vantagens em relagcédo a outros sistemas de producao utilizados, como as
préprias bactérias, leveduras, culturas celulares e animais transgénicos (Koprowski
e Yusibov, 2001; Ma et al., 2003; Schillberga et al., 2005; Streatfield et al., 2006).
Sob esta perspectiva, o presente trabalho teve por objetivo a transformacao
genética de N. tabacum via A. tumefaciens, visando a utilizagdo da planta como
biorreatora para a produgao de LTB-R1 recombinante, para ser usada como vacina
de subunidade recombinante contra a pneumonia micoplasmica suina.

O vetor binario escolhido foi o pGAG643 (An et al., 1988), por apresentar em seu
cassete de expressao um promotor constitutivo forte (35SCaMV — 35S do virus do
mosaico da couve-flor), e o gene nptll, responsavel pela resisténcia a canamicina.
Na construgdo utilizada o gene /tb-r1 havia sido inserido no sitio “polilinker”, entre
enzimas de restricdo Xbal e Bglll. A construgao pGA643/Itb-r1 estava clonada em E.
coli, assim, através de PCR de colbnia realizou-se a triagem de col6nias
recombinantes, ja que esta é uma técnica rapida de detecgdo de sequéncias
especificas, amplamente aplicada a bactérias e leveduras (Ward et al., 1992;
Tsuchizaki et al., 2000).

Uma vez obtido o vetor, era necessario transferi-lo para A. tumefaciens. Para
isso, trés métodos tém sido mais utilizados: conjugacéo triparental, eletroporacao e
choque térmico, sendo que a escolha do método a ser empregado depende
basicamente dos recursos disponiveis no laboratorio (Brasileiro et al., 1998). O
meétodo escolhido foi a eletroporacgao, pela disponibilidade do aparelho, facilidade da
técnica e boa eficiéncia de transformacao apresentada. De fato, uma alta taxa de
transformantes foi obtida entre as colénias de A. tumefaciens.

A transformagao genética de plantas, para ser bem sucedida, ainda depende
de muitas variaveis. Algumas espécies vegetais como o tabaco, a batata e a

Arabdopsis, sédo utilizadas como plantas-modelo na transformagao, uma vez que
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sua cultura in vitro ja estda bem estabelecida, e que possuem caracteristicas que
facilitam o processo, como facilidade de germinacéo e de regeneragéo, ciclo curto e
ampla produgdo de sementes. A escolha do vetor binario a ser utilizado para a
transferéncia também é ponto importante, uma vez que o promotor 35SCaMV,
apesar de ser amplamente utilizado em dicotiledéneas, parece nédo apresentar os
mesmos resultados em monocotiledéneas, onde promotores mais especificos,
como o da alcool desidrogenase do arroz (Adh1) ou da ubiquitina do milho (Ubi1)
sao utilizados (Brasileiro et al., 1998).

Além disso, a escolha da dose letal do antibiético de selegcdo (a qual
explantes ndo transformados sdo susceptiveis) € muito importante para que
‘escapes” sejam evitados no processo de regeneragdo dos transformantes. Por
isso, 0 experimento realizado previamente a transformacéo testando-se diversas
doses de canamicina as quais os explantes eram susceptiveis foi muito util, ja que
apos a transformag&o nao ocorreu a regeneragdo de nenhum explante de grupos
controles (n&o-transformados). A escolha do antibidtico descontaminante e sua
dose a ser utilizada também é crucial, pois estes ndo devem ser tdxicos as plantas,
impedindo seu desenvolvimento (Ogawa e Mii, 2007).

Outro fator limitante € o balango hormonal (auxinas/citocininas) utilizado no
meio de cultivo apos a regeneragao. No protocolo desenvolvido neste trabalho, ndo
foram utilizadas doses de auxina, mas mesmo assim obteve-se boa regeneragao
dos transformantes. Isto pode ser explicado, segundo Lin et al., 1995, pelo fato de
que a carbenicilina (um dos antibidticos descontaminantes utilizados), parece ter
efeito similar a utilizagdo de auxinas, devido a similaridade de estruturas quimicas
presentes em ambos. Ainda, a utilizacdo da carbenicilina juntamente com uma
auxina parece ter efeito negativo sobre os explantes, talvez devido a um desbalango
hormonal gerado pelo excesso de auxinas.

Além do mais, de acordo com analise de outros experimentos de
transformacao ja realizados, como Ferreira et al., 1998; Chaudhury et al., 2007; Kim
et al., 2007; Shrawat et al., 2007, o aumento da taxa de transformantes ocorre pelo
aumento dos eventos de transformagdo, ou seja, quanto mais explantes forem
submetidos ao processo, maior sera a quantidade de transformantes, o que de fato
explica o baixo numero de transformantes obtidos neste trabalho. Além destes,

muitos outros fatores podem estar relacionados ao sucesso ou ao fracasso de um
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protocolo de transformacgéo de plantas, de forma que, a boa estruturagcado deste é
parte chave do sucesso da transformagao.

ApOs a regeneracdo de explantes transformados, diversas analises
moleculares foram realizadas, visando verificar a integracdo do gene [ltb-r1 ao
genoma vegetal, detectar sua transcricdo e verificar a expressédo da proteina
recombinante produzida na planta. Tanto a PCR quanto a RT-PCR apresentaram
resultado positivo, pressupondo-se, a partir delas, que o gene [tb-r1 foi inserido no
genoma vegetal e esta sendo transcrito. Apesar disso, os niveis de expressédo da
proteina LTB-R1 recombinante, até o momento, ndo puderam ser detectados com
precisado. Isto pode ser justificado pelo fato de que, conforme € descrito na literatura
(Koprowski e Yusibov, 2001; Ma et al., 2003; Sala et al., 2003; Twyman et al., 2003;
Tacket et al., 2004; Schillberg et al., 2005; Kim et al., 2007), a expressao de genes
exdgenos inseridos em plantas é muitas vezes baixa, representando apenas 0,1 a
1% do total de proteinas soluveis produzidas no vegetal. A fim de aumentar este
indice, técnicas estdo sendo aprimoradas, e a expresséo transiente desses genes,
através de transformacao por vetores virais pode ser uma alternativa eficiente
(Gleba et al., 2005). Além do mais, segundo Twyman et al., 2003, para espécies
com alto rendimento de biomassa, mesmo uma expressdo com esses niveis se
torna vantajosa, se comparada a outros sistemas de producgdo. Além disso, a
estabilidade da proteina parece ser o fator mais importante na limitagdo da
expressao génica, podendo ser superado através do direcionamento apropriado
desta através dos compartimentos sub-celulares: anticorpos recombinantes, por
exemplo, que tém sua expressao direcionada ao sistema secretério, geralmente séo
expressos em niveis muito maiores do que aqueles sintetizados no citosol, e o
rendimento cresce ainda mais quando estes sao retidos no reticulo endoplasmatico
ao invés de serem secretados para o apoplasto (Schillberg et al., 2005). O
direcionamento da expressao para tecidos especificos da planta também podem
aumentar o rendimento da proteina produzida: em cereais a produgao pode ser
direcionada as sementes, o poder secretorio de folhas e raizes também pode ser
explorado, em uma produgao de pequena escala (Twyman et al., 2003).

Muitos outros fatores podem influenciar na expressao génica, de maneira
que é dificil determinar a causa exata do problema apresentado com o desenvolver
deste trabalho. Espera-se que este sirva como exemplo do grande potencial teérico

e, principalmente pratico que a utilizagcdo de plantas como biorreatoras possui, e
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que experimentos futuros acabem por elucidar questdes problematicas ao longo do

processo, possibilitando que se tire 0 maximo proveito desta técnica.
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6. CONCLUSAO

A transformacdo de N. tabacum via A. tumefasciens foi realizada com
sucesso. Foi possivel detectar a transcrigao do gene /tb-r1. A expresséo da proteina
recombinante LTB-R1 n&o pbde ser detectada com precisdo, porém experimentos
continuardo a ser realizados, visando aperfeigoar tanto a detec¢céo quanto a propria

expressao da proteina.
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