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1. INTRODUCAO

O avanco da tecnologia recombinante de expressao iniciou com a producao
do antigeno da hepatite B em fungos em 1982, abrindo um novo campo na area de
exploracdo de novos sistemas de expressdo para a producdo de proteinas de
interesse farmacéutico (Valenzuela et. al, 1982). Porém, microrganismos
recombinantes comecaram a oferecer desvantagens, e outras plataformas de
expressdo também passaram a ser utilizadas para a producdo das proteinas
recombinantes (Streatfield, 1999; Kost & Condreay, 1999; Houdebine, 2002).
Recentemente plantas vém sendo investigadas extensivamente como uma fonte
potencial para a producdo de vacinas. Esse sistema tem emergido como uma
alternativa conveniente, segura e econdmica quando comparada com 0s sistemas
utilizados até entdo baseados na cultura de microrganismos e especialmente
sistemas utilizando células animais e animais transgénicos. Os sistemas de
expressdo em plantas possuem varias vantagens, entre elas, mostram-se mais
econOmicos que sistemas tradicionais, a auséncia do risco de contaminagdo com
patdogenos animais, a conservacado da maquina eucaridtica que media a modificacao
dessas proteinas, a possibilidade de producdo em larga escala e o potencial de
produzir vacinas comestiveis.

O presente estudo representa uma das etapas do processo de otimizagdo da
transformacao de plantas de Nicotiana tabacum var. virginia, para a expressao da
quimera LTBR1, e tem por objetivo a obtencdo de Agrobacterium tumefaciens
transformada com o vetor binario pRS037 preparado para integrar no genoma de
células vegetais um cassete de expressdo génica (35S::mGFP-ER-NOS) para
induzir a expressao do gene gfp, importante marcador utilizado em processos de
transformacéo.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Biologia Celular e Molecular Vegetal
do centro de Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas.

A clonagem do vetor binario (pRS037) foi realizada pela sua introducdo em
células competentes de Escherichia coli por choque térmico conforme descrito por



Sambrook (2001), com algumas modificacdes. A seguw as células transformadas

foram cultivadas em meio LB acrescido de 25ug-L Gentamlcma Apds o cultivo, o
vetor binario foi isolado e utilizado para transformacdo da cepa LBA4404 de
Agrobacterium tumefaciens pelo mesmo método.

Para obtencdo de células competentes da linhagem DH5-alfa de E. coli e
Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404 foi utilizado o protocolo descrito por
Sambrook (2001). Logo apds, uma aliquota de células competentes (50uL) foi
adicionado a 1pL de plasmidio pRS037 e 100uL de cloreto de célcio para a
realizacdo da transformacao das células conforme descrito por Sambrook (2001). A
extragdo do vetor binario das col6nias de A. tumefaciens e E. coli das cepas
LBA4404 e DH5-alfa respectivamente, crescidas nas placas contendo antibiético de
selecao foi realizada utilizando-se o Kit Plasmid Mini KitPrep (RBC-Real Genomics).
A confirmacdo da introducdo do vetor binario (pRS037) nas cepas putativamente
clonadas foi realizada pela técnica de PCR, utilizando-se os primers especificos para
a regido do plasmidio 35S e t-NOS.

A reacdo de PCR foi realizada em termociclador PTC-100 Peltier Thermal
Cycler (MJ Research) e as condi¢cdes de amplificacdo consistiram de uma fase inicial
de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, seguida por 30 ciclos de desnaturacédo a 94°C
por 30 segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1
minuto. Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a
0,8%, corado com brometo de etidio e visualizados em transiluminador com luz UV.
Logo em seguida, foi realizada a transformacdo genética via Agrobacterium dos
tabacos com o vetor pRS037 conforme o protocolo Brasileiro (1999), com algumas
modificacdes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A. tumefaciens, putativamente transformadas, foram visualizadas em placa de
Petri apGs trés dias de cultivo em meio seletivo. Apds o cultivo em meio liquido de
colonias isoladas das referidas placas de Petri, 0 DNA plasmidial foi isolado das
mesmas e analisado por eletroforese em gel de agarose (Figura 1). A presenca de
bandas de aproximadamente 14kb sugerem a presenca do vetor binario pRS037,
respectivamente, nas referidas colonias de A. tumefaciens e E. coli.

Figura 1 - Separacédo de bandas em gel de agarose a 0,8%. Marcador 1Kb plus/INVITROGEN (1).
Vetor pRS037, controle positivo (2). Produtos de extracdo do plasmideo pRS037 de A. tumefaciens
cepa LBA4404 (3) E. coli linhagem DH5-alfa (4).



A. tumefaciens e E. coli foi submetida a amplificacdo por PCR com primers
para uma regido especifica do pRS037. Apos a separacao dos produtos do PCR por
eletroforese em gel de agarose, a presenca de bandas de tamanho esperado
(~600pb) evidenciou a transformacao de ambas as cepas com pRS037, permitindo
assim gue a cepa de A. tumefaciens pudesse ser utilizada nas etapas seguintes de
transformacdo de células vegetais. A seguir, a transformagdo genética com o
pRS037 foi realizada de acordo com o protocolo de Brasileiro (1999), com
modificacdes.

Figura 2 — Gel de agarose com produtos de PCR. Marcador 1Kb plus/INVITROGEN (1); Controle
positivo ~600pb (2); Produto do PCR do vetor binario pRS037 amplificado a partir de DNA plasmidial
extraido de colbnias de A. tumefaciens cepa LBA4404 (3 a 11) e DNA plasmidial amplificado a partir
de colbnias de E. coli linhagem DH5-alfa (12 a 20), com tamanho de ~600pb.

Apés 4 semanas de regeneragdo, os brotos regenerados foram submetidos a
luz UV para a visualizacdo da fluorescéncia da proteina GFP nas plantas
putativamente transformadas (Figura 3).

Figura 3 — Brotos regenerados putativamente transformados com vetor pRS037, submetidas a luz UV
(direita) e putativamente néo transformados (esquerda).

4. CONCLUSAO

O protocolo descrito por Brasileiro (1999), com algumas modificacdes foi
eficaz para a insercdo do vetor binario pRS037 em cepas de Agrobacterium
tumefaciens e E.coli. A utilizacdo do vetor pRS037 contendo o gene gfp, € uma
importante ferramenta que podera ser utilizada nos processos de estabelecimento
da transformacé&o genética. O pRS037 contendo a proteina GFP mostrou-se um bom
vetor de expressao para a utilizacdo com outros cassetes contendo genes de
interesse. A proteina GFP demonstrou-se um bom marcador, sendo facilmente
visualizado e util para confirmacéo rapida de experimentos de transformacao.
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