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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ADP = adenosina di-fosfato

ATP = adenosina tri-fosfato

ATPase = membro de uma grande classe de enzimas que catalisam processos que envolvem
a hidrélise de ATP

ATPsintase = enzima que adiciona P; a0 ADP, para formar ATP

BAP = benzil amino purina

CAB = proteina de ligagdo da clorofila a/b

CTAB = brometo de cetil-trietilaménio

CR (CC) =centro de reagéo (“core complex™)

DO600nm = densidade dtica a 600 nandmetros, lida em spectofotometro
Kb =kilobase

Lhc = familia de multigenes nucleares que formam o LHCII

LHCI = antena coletora de luz do PSI

LHCII = antena coletora de luz do PSII

LHCIIb = principal complexo do LHCII

Lhcb1*2 = principal proteina do LHCII

Lhcb1*2 = gene da proteina Lhcb1*2

mRNA = RNA mensageiro

NAA = 4cido naftaleno acético

NADH = nicotinamida adenina binucleotideo, forma reduzida
NADPH = cicotinamida adenina binucleotideo fosfato, forma reduzida

NG =néo germinado



viii
nptll = gene que confere resisténcia & canamicina para as c¢lulas transformadas
pb = pares de base
PCR = reagdo da polimerase em cadeia
P; = fosforo inorgénico
PL = planta
Plasmideo Ti = plasmideo de Agrobacteriuam capaz de transferir DNA para um genoma
vegetal
“primers” = iniciadores da rea¢io de PCR
PSI = fotossistema I
PSII = fotossistema II
rbcL = subunidade maior da RUBISCO
rbcL = gene cloroplastidial da subunidade maior da RUBISCO
rbcS = subunidade menor da RUBISCO
rbcS = pequena familia de genes nucleares da subunidade menor da RUBISCO
rRNA = RNA ribossémico
RUBISCO = ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase
RuBP = ribulose 1,5 bifosfato
T-DNA = DNA de transferéncia
TP =triose fosfato
TR = transformante
tRNA =RNA transportador
Tween = polioxietilenosorbitol
To = planta que sofreu originalmente o processo de transformagio.

T, = primeira geragdo de autofecundagéo dos transformantes primarios

T, = segunda geragio de autofecundagéo

Vir = genes localizados no plasmideo Ti, responsaveis pela transferéncia do T-DNA
3-PGA = acido 3-fosfoglicérico

35S = promotor do virus do mosaico da couve flor (CaMV)

Kb DNA = marcador de peso molecular



TRANSFORMACAO GENETICA DO TABACO (Nicotiana tabacum) VIA
Agrobacterium tumefaciens, COM O GENE Lhcbl*2 DE ERVILHA

Autor: RUI ALBERTO GOMES JUNIOR
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RESUMO

O sistema coletor de energia luminosa (LHCII) funciona como um
sistema antena associado a um centro de reagéo do PSII. O sistema antena ¢ formado por
moléculas de clorofila complexadas as proteinas CAB (“Chlorophill a/b binding
proteins”). As moléculas de clorofila sdo excitadas pela energia luminosa, € quando
voltam para o estado de repouso dessa transicdo, tem-se a liberagéo de elétrons que sdo
transportados do PSII para PSI, gerando NADPH e ATP. A proteina Lhcb1*2 ¢ a
principal proteina CAB, e esta associada & cerca de 50% das moléculas de clorofila do
PSII. O emprego de técnicas de biotecnologia, como a transformagéo genética de plantas,
representa uma ferramenta adicional para melhorar o potencial produtivo das espécies
cultivadas. Por exemplo, o aumento de biomassa € uma caracteristica de ser conseguida
em diversas culturas e esta relacionada, em grande parte, a capacidade fotossintética das
plantas. As plantas superiores, sdo capazes de ajustar o tamanho do sistema antena
(LHCII), localizados nas membranas dos tilacdides dos cloroplastos, como observado em
estudos anteriores, em nosso laboratdrio, sobre a regulagéio do processo fotossintético, em

plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1) que



X

superexpressaram 0 gene quimérico Lacbl*2 de ervilha. A expressdo deste gene foi
facilitada pelo promotor constitutivo 35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV).
Neste caso foram obtidas duas linhagens que t€ém alta expresséio desse transgene e os
resultados mostraram que a expressdo ectopica do gene Lhcbl*2 resultou em um
aumento da capacidade fotossintética das plantas transgénicas em condigdes limitantes de
luz, e também em uma série de efeitos pleiotropicos no desenvolvimento € anatomia
foliar. Assim, o objetivo dessa dissertagdo foi o de obter-se um maior nimero de
linhagens transgé€nicas de tabaco, para o estudo posterior de diferentes niveis de
expressdo do transgene, de forma a entender a relagdo entre o nivel de expressdo do
transgene e os efeitos sobre o desenvolvimento, anatomia foliar e fisiologia das plantas
transgénicas. O sistema de transformagdo de plantas utilizado foi o de Agrobacterium
tumefaciens. A identificagdo  dos transformantes feita por PCR. As plantas PCR
positivas foram entfio autofecundadas, e suas progé€nies, avaliadas em meio seletivo. As
plantas que apresentaram o padriio de selegdo, de trés plantas resistentes para uma
suscetivel a canamicina, foram selecionadas. Nove plantas de cada progénie resistente
foram novamente autofecundadas, para a identificagdo de plantas homozigotas para o
transgene. Dezessete linhagens, independentes € homozigotas para o transgene, foram
obtidas de dezenove plantas com segregagdo mendeliana (3:1). A analise de Southern
blot de 12 plantas PCR positivas € homozigotas para o transgene, apenas uma planta
revelou-se negativa, e varias, apesar da segregacdo mendeliana, apresentaram mais de

uma cépia do transgene integrado ao seu genoma.



GENETIC TRANSFORMATION OF TOBACO (Nicotiana tabacum) VIA
Agrobacterium tumefaciens, WITH THE PEA Lhcb1%*2 GENE

Author: RUI ALBERTO GOMES JUNIOR
Adviser : Prof. Dr. CARLOS ALBERTO LABATE

SUMMARY

The LHCII light harvesting complex acts as an antenna system, associated
to the (PSII) core complex. The LHCII is formed by chlorophyll molecules associated to
the CAB proteins (“chlorophyll a/b binding proteins”). The chlorophyll molecules are
excited by the light energy, before returning to the steady state. From this transition,
electrons are liberated and transferred form PSII to PSI, producing NADPH and ATP.
The Lhcb1*2 is the major CAB protein and binds around 50% of total PSII Chlorophyll
molecules. The use of biotechnology techniques, such as plant genetic transformation,
represent an additional tool to improve the productive potential of cultivated species. For
example, the increase in biomass is a (desired) feature to be achieved in several cultures
and is largely related, to the photosynthetic capacity of higher piants. The higher plants
are able to adjust the size of the LHCH antenna system, located in the thylakoid
membrane of the chloroplasts, as observed in previous work in our laboratory, conserning
the regulation of the photosynthetic apparatus in transgenic tobacco plants overexpressing
the chimeric pea Lhchbl*2 gene. The expression of this gene was facilitated by the

constitutive cauliflower mosaic virus 35S promotes (CaMV). In this case, two lines,
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showing high expression of the transgene were obtained and the results showed that the
ectopic expression of the Lacbl*2 lead to an enhanced photosynthetic capacity of these
transgenic lines in limiting light conditions and also to a series of pleitropic effects upon
development and leaf anatomy. So, the aim of this work was to obtain a larger number of
transgenic tabacco lines for a future study of the different levels of the transgene
expression , to be able to understand the relation between the transgene expression level
and its effects upon development , leaf anatomy and fisiology of these transgenic plants.
The plant transformation system used was the Agrobacterium tumefaciens one. The
identification of the transformants was made by PCR. The PCR positive plants where
then selfcrossed, and their progeny, evaluated in selective medium. The plants wich
showed a selective pattern of three resistant plants to one susceptible to kanamycin, were
selected. Nine plants of each resistant progeny were selfcrossed a second time, for the
identification of the homozygous transgenic lines. Seventeen independent homozygous
transgenic lines were obtained, out of nineteen plants which showed Mendelian
Segregation (3:1). From the Southern blot analysis of thirteen PCR positive plants,
homozygous plants, only one was not a genuine transformant and others, showed more
than one copy of the transgene integrated into their genome, olthough the pattern of the

segregation was Mendelian.



1 INTRODUCAO

A transformag@io genética de plantas € uma técnica adicional para
melhorar o potencial produtivo das espécies cultivadas. Por exemplo, o aumento da
biomassa ¢ uma caracteristica desejavel em diversas culturas e é consequéncia, em
grande parte, da capacidade fotossintética das plantas.

A taxa de fotossintese de uma planta depende da quantidade de luz
que atinge as folhas. Em func¢fo destes fatores, as plantas ajustam o tamanho do
sistema coletor de luz localizados nos tilacéides dos cloroplastos. Os sistemas
coletores de luz (LHC, “Light Harvesting Complex I e II”) sdo compostos por
pigmentos (clorofilas e carotendides) e proteinas CAB (“Chlorophyll a/b Binding
Protein™), associados aos fotossistemas (PSI e PSII, respectivamente). Em condig¢des
de baixa luminosidade, as plantas aumentam o tamanho dos LHCII por PSII, na
tentativa de absorver uma maior quantidade de energia. (Dreyfuss & Thorbner, 1994).

As plantas superiores, sd0 capazes de ajustar o tamanho do sistema
antena (LHCII), localizados nas membranas dos tilacdides dos cloroplastos, como
observado em estudos anteriores, em nosso laboratério, sobre a regulagéo do processo
fotossintético, em plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum cv. Petit Havana
SR1) que superexpressaram o gene quimérico Lacbh1*2 de ervilha. A expressdo deste
gene foi facilitada pelo promotor constitutivo 35S do virus do mosaico da couve-flor
(CaMV). Foram obtidas duas linhagens transformantes com alta expressdo do
transgene, € mostraram que a expressdo ectopica deste gene resultou no aumento da
capacidade fotossintética das plantas transgénicas em condi¢des limitantes de luz,
além de induzir uma série de efeitos pleiotropicos que resultaram em aumento do

periodo de desenvolvimento vegetativo € consequente atraso do florescimento,



aumento da biomassa vegetal, altera¢des morfologicas ¢ anatomicas das folhas, com
as #ransgénicas apresentando um maior nimero de cloroplastos por célula, além de
um menor namero de células por area. Do ponto de vista metabdlico, as plantas
transgénicas apresentam aumento do conteudo de carboidratos (amido e sacarose),
principalmente nas folhas mais jovens, maior conteido de amido nas sementes,
aumento no tamanho das flores e redugé@o do processo fotorrespiratorio.

O objetivo desse trabatho foi obter novos transformantes de tabaco,
com diferentes niveis de expressdo do gene LhchI*2 de ervilha.

Com os novos eventos de transformagdio, o que se pretende €
correlacionar o nivel de expressdo com o efeitos fenotipicos, observados nos dois
transformantes ja obtidos. Como estes dois transformantes tem alto nivel de
expressdo, espera-se obter plantas com niveis intermediarios de expressio do
transgene, para estudar-se, qual a minima expressdo necessaria, para a obtengio de

variagdes nas caracteristicas fenotipicas relacionadas a estas plantas transgénicas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fotossintese

2.1.1 Introducéo

A fotossintese € um dos processos fisiologicos mais importantes para
os seres vivos. Ela consiste na produgdo de carboidratos a partir de CO,, agua e
energia luminosa. Nos vegetais mais desenvolvidos, o drgéo sede da fotossintese € a
folha. Nela, encontram-se as células verdes dotadas de clorofila, responsaveis pelo
processo fotossintetizante. Essas células constituem o chamado parénquima
clorofiliano, em cujo interior encontram-se os cloroplastos, que sdo as organelas
citoplasmaticas onde o processo fotossintético se desenvolve (Staehlin & Arntzen,
1986)

O principal objetivo em pesquisas na area de fotossintese tem sido
destinado ao estudo de aspectos funcionais e estruturais de processos de transdugéo
de energia, envolvendo a coleta de energia e transporte de elétrons. O progresso tem
sido significativo e, o processo fotossintético € os complexos protéicos
supramoleculares envolvidos, foram descritos ao nivel molecular (Kiihlbrandt et al.,
1994). Porém, pouco se conhece a respeito dos processos de aclimatagéo, regulagéo e
de protegio, que mantém a eficiéncia fotossintética alta. Por isso, a importancia de
estudos sobre os mecanismos de regulagdo da expressdo dos genes, que codificam

proteinas fotossintéticas.



2.1.2 Absorcio de luz e transporte de elétrons

A fase dependente de luz ou fotoquimica da fotossintese € um evento
que ocorre nas membranas dos tilacoides nos cloroplastos (Anderson & Styring,
1991), e consiste da conversdo da energia solar em energia quimica representada pelo
poder redutor e energético, presentes nas moléculas de NADPH e ATP produzidos. A
membrana dos tilacdides contém pigmentos e uma complexa estrutura envolvida na
coleta de luz, dispostas de maneira otimizada, para proporcionar a maxima eficiéncia
na absorgdo da energia luminosa.

Nas reagOes fotossintetizantes de transferéncia de elétrons (também
chamadas de reagdes da “fase clara” ou “fase luminosa™), a energia derivada da luz
solar energiza um elétron da clorofila, capacitando-o a se mover através de uma
cadeia transportadora de elétrons da membrana do tilacdide, de uma maneira muito
semelhante ao movimento de elétrons na cadeia respiratoria das mitocOndrias. A
clorofila a do fotossistema I (PSII), quando excitada pela energia transferida do
LHCII, promove a quebra da molécula de 4gua, produzindo elétrons, prétons (H') e
oxigénio. Como conseqii€ncia da formagdio de um fluxo vetorial de elétrons na
membrana dos tilacdides, tém-se a transferéncia de prétons e conseqiiente
acidificag@io do lumem dos tilacoides. A diferenga de potencial eletroquimico entre o
estroma e o limem, direciona a producgio de ATP pela ATPase. Todas estas reagdes
sdo confinadas ao cloroplasto (Alberts et al, 1997). A cadeia transportadora de
elétrons esta ilustrada na Figura 1.

Os pigmentos (clorofila @ € b e carotendides), sio complexados as
proteinas CAB (“Chlorophyll a/b Binding protein™) e associados ao fotossistema II,
formando antenas que siio denominadas de LHCI (LHC — “Light Harvesting
Complex™) (Green et al., 1991). O LHCII ¢ o complexo protéico mais abundante do
tilacoide de plantas superiores € nio € apenas um componente-chave para a coleta e
transferéncia de energia luminosa, mas também € essencial para a regulagio e

distribuigdo da energia de excitagdo dentro do aparato fotossintético em resposta as



flutuagdes de curto e longo prazo na intensidade e qualidade da luz (Anderson &
Anderson, 1988).
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Figura 1 - Cadeia transportadora de elétrons nos tilacdides. Os elétrons (setas azuis),
liberdados da agua, pelo PSII, sdo transferidos ao NADP®, através da
cadeia transportadora do PSI, formando NADPH. Os protons (linhas
vermelhas), sdo liberados da agua ou bombeados para o limem do
tilacdide, pelo fluxo de elétrons da cadeia transportadora entre o PSII € o
PSI, e reentram no estroma através do canal formado pela porgdo CF, da
ATP sintase. A subunidade CF; da ATPgiyumse, cataliza a sintese de ATP
(Nelson & Cox, 2000).



Os polipeptideos que formam o LHCII s3o codificados por familias de
multigenes nucleares, os genes Lic (Jansson et al., 1992). Eles sdo traduzidos no
citoplasma e depois importados pelo cloroplasto onde sofrem processamento para
serem integrados as membranas dos tilacéides (Greenet al., 1991).

A forga assitﬁilatéria produzida durante a fase clara (ATP ¢ NADPH)
(Dietz & Huber, 1986), sera utilizada posteriormente nas reagdes independentes de
luz para fixagdo de COs.

2.1.3 Assimilacfo do carbono

Nas reacgdes de fixacdo do carbono (reacgdes da “fase escura™), o ATP
e o NADPH gerados pelo transporte de ‘elétrons, servem como fonte de energia e
como forga redutora, respectivamente, para dirigir a conversio de CO, em
carboidratos. As reagdes de fixagdo do carbono, iniciam no estroma cloroplastico e
continuam no citosol, produzindo sacarose nas folhas do vegetal. Das folhas, o agticar
¢ exportado para outros. tecidos, e utilizado como fontes de moléculas orginicas €
energia pard o crescimento (Alberts et al, 1997). Portanto, a produgﬁo de oxigénio (a
qual necessita diretamente.de energia luminosa) e a conversio de diéxido de carbono
em carboidrato sfio processos separados. Entretanto, mecanismos elaborados de
retroalimentagdo, interconectam os dois processos de forma a regular o processo
fotossintético. As reagdes centrais da fotossintese no cloroplasto, estdo ilustradas na
Figura 2.

Os vegetais superiores, apresentam em seus cloroplastos, um
complexo enzimatico capaz de catalizar a conversio de CO, em compostos organicos.
Este processo de fixaciio do carbono foi elucidado por Melvin Calvin € Andrew
Benson na década de 50.

Grande quantidade das plantas cultivadas, incluindo o fumo, possui o

metabolismo C; de fotossintese, onde a etapa inicial da fixagfio do carbono € a reagéo



do CO, com a ribulose-1,5-bifosfato (RuBP) para formar duas moléculas de trés
carbonos, o 3-fosfoglicerato (Furbank & Taylor, 1995).
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Figura 2 - A fotossintese em um cloroplasto. A agua € oxidada e oxigénio € liberado
nas reagdes fotossintetizantes de transferéncia de elétrons, enquanto

dioxido de carbono € assimilado para produzir carboidratos nas reagdes de
fixa¢do do carbono (Alberts et al., 1997).

O ciclo de Calvin-Benson pode ser dividido em trés fases:
- Na primeira fase, ocorre a carboxilagio, catalizada pela enzima
ribulose 1,5-bifosfato carboxilase oxigenase (RUBISCO). A enzima RUBISCO esta
localizada no estroma do cloroplasto, sendo formada por oito subunidades menores,

codificadas por uma pequena familia de genes nucleares, rbcS, e oito subunidades



maiores, codificadas por um gene cloroplastidial, 7bcL e cataliza o primeiro passo da
competi¢do entre a redugdo fotossintética do carbono ¢ o ciclo da fotorrespira¢do. A
atividade oxigenase da RUBISCO diminui a eficiéncia da fotossintese em plantas C;,
uma vez que néo representa ganho liquido de carbono. A agfo carboxilase d2 enzima
fixa 0 CO; a um agucar de 5 carbonos, a ribulose 1,5-bifosfato (RuBP) e, em seguida,
forma duas moléculas de 3-fosfoglicerato (Leegood, 1990). A assimilagdio do CO,
ocorre na folha e depende da quantidade e atividlade da RUBISCO presente, da
concentragio de seus substratos (RuBP e CO,), da concentragio de O,, que ¢ inibidor
competitivo, e da temperatura da folha. O nivel de CO; no estroma € regulado pelo
fosfato inorganico (Pi) e pela taxa de difusd@o no fluido intercelular e no cloroplasto,
a disponibilidade de RuBP depende da intensidade da luz, que determina a
capacidade da cadeia de transporte de elétrons gerar ATP e NADPH. Diferengas na
taxa de assimilagdo de CO, entre folhas ocorrem devido a diferenga na idade das
folhas, nutri¢éio da planta ou condi¢Ses de luz durante o crescimento, que podem estar
relacionadas a atividade da RUBISCO presente nas folhas (Leegood, 1990) .

- A segunda fase do Ciclo de Calvin-Benson ¢ a fase redutora, onde o
acido 3-fosfoglicerato (3-PGA) ¢ convertido a triose fosfato (TP), catalizado pela
enzima fosfoglicerato quinase ¢ pela gliceraldeido fosfato desidrogenase dependente
de NADP* (NADP-NAPDH) (Leegood, 1990).

- Na terceira fase, ocorre a regeneragio de RuBP que ¢ catalizada por
uma série de enzimas: Triose-Fosfato Isomerase, Aldolase, Frutose 1,6-Bifosfatase,
Sedoheptolose 1,7-Bifosfatase, Transquetolase, Ribose 5-Fosfato Isomerase, Ribulose
5-Fosfato 3-Epimarase, Ribulose 5-Fosfato Kinase (Leegood, 1990). Este RuBP entra
novamente na primeira fase, tomando a reagéo ciclica.

- O ciclo de fixagdo do carbono ou ciclo de Calvin-Benson, de plantas
com metabolismo C;, onde 3 moléculas de CO; irdo formar uma molécula de

gliceraldeido-3-fosfato, esta na Figura 3.
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Figura 3 - O ciclo de fixagdo do carbono, através do qual se formam moléculas
orginicas a partir de CO, e H,0. O numero de atomos de carbono para
cada tipo de molécula, esta indicado na caixa branca. O ATP e 0o NADPH,
necessarios para a fixagdo do carbono, sfio produtos das reagdes

fotossintetizantes de transferéncia de elétrons (Alberts et al., 1997).



O ciclo de Calvin-Benson ¢ intermediario entre o transporte de
elétrons e a sintese de produtos, e sensivel s mudangas nas condigdes ambientais que
causam alteragdes nas relagdes entre suprimento € demanda dos produtos do
transporte de elétrons (Leegood, 1985). A atividade das enzimas relacionadas ao ciclo

de Calvin-Benson € controlada de varias formas, sendo que a ativagéo pela luz e
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modulagio por metabolitos permitem um ajuste rapido da atividade e sintese de -

proteinas, permitindo uma regulagéio em longo prazo da quantidade das enzimas do

ciclo.
2.1.4 Cloroplasto

Em vegetais, a fotossintese ocorre em uma organela intracelular
especializada, o cloroplasto. Os produtos da fotossintese sdo usados diretamente pelas
células fotossintetizantes para a biossintese € s3o também convertidos em um agucar
de baixo peso molecular (normalmente sacarose), que € exportado para suprir as
necessidades metaboélicas das outras varias células ndo fotossintetizantes do vegetal.
Altemativamente, os produtos podem ser armazenados na forma de um polissacarideo
osmoticamente inerte (normalmente amido), que ¢ mantido disponivel como fonte de
aglicar para uso futuro (Alberts et al, 1997).

Cada cloroplasto ¢ rodeado por um sistema de dupla membrana que
controla o trafego molecular para seu interior e exterior. O estroma ¢ formado por
uma substéncia gelatinosa rica em enzimas, que convertem o CO, em carboidratos.
Embebido pelo esfroma, estdo os tilacdides, nos quais a energia da luz € utilizada para
oxidar a H,O e formar ATP e NADPH, que sio compostos ricos em energia
necessaria para converter o CO; em carboidratos. O grana ¢ um conjunto de tilacdides
empilhados. O lumem ¢ a cavidade formada entre as duas membranas do tilacdide
(Salisbury & Ross, 1992). A extrutura do cloroplasto esta ilustrada na Figura 4.

Os pigmentos presentes nas membranas do tilacéide, consistem

principalmente de dois tipos de clorofilas verdes, clorofila a e clorofila b, € dos



pigmentos amarelos a laranja, chamados carotendides. Também s@o presentes no
cloroplasto. DNA, RNA, ribossomos e varias enzimas. Todas estas moléculas estio
abundantes no estroma, onde ambos, transcrigio e tradugdo ocorrem. O DNA
cloroplastidial, existe em 50 ou mais cOpias circulares supercondensados por
plastidio. Numerosos genes platidiais codificam todos os t-RNA e -RNA utilizados
para a tradugdo. Cerca de 85 out;‘os genes codificam proteinas envolvidas na
transcrigdo, tradugdo e fotossintese, mas muitas proteinas dos plastidios sdo
codificadas por genes nucleares (Salisbury & Ross, 1992).

Quando tilacoides sdo separados de cloroplastos isolados e tratados
com detergentes e outras solugdes, quatro grandes complexos protéicos podem ser
separados. Estes complexos sdo o fotossistema II, o fotossistema I, o complexo
cytocromo b6-f e a ATP sintase (Salisbury & Ross, 1992), ilustrados na Figura 1.

Segundo estudos filogenéticos, os cloroplastos descendem de bactérias
fotossintetizantes produtoras de oxigénio, que foram endocitadas e que viveram em
simbiose com células eucarioticas primitivas. Com o processo de evolugido da
endossimbiose entre a célula vegetal e o cloroplasto, a maior parte das proteinas
cloroplasticas s3o codificadas por genes nucleares e sintetizadas sob a forma de
precursores no citosol. Estes apresentam na extremidade amino terminal, uma
seqiiéncia de direcionamento chamada de peptideo de trinsito, que € responsavel pela
translocagdo do precursor ao interior da organela (de Boer & Weisbeek, 1991).

Referéncias de que o peptideo de trinsito € capaz de transportar
proteinas estrangeiras ao interior dos cloroplastos, abrem novas perspectivas no
estudo dos processos biologicos que ocorrem nestas organelas. Novas proteinas
podem ser introduzidas com o objetivo de alterar a fisiologia das plantas, como
melhorar a fotossintese, além de proporcionar um vasto campo de trabalho no
entendimento dos fendmenos bioldgicos tdo importantes para o funcionamento das

plantas.
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Figura 4 — O cloroplasto. Esta organela fotossintetizante contém trés membranas
(externa, interna e do tilacoide), que definem trés compartimentos, o
espago intermembranas, o0 estroma e o espago tilacoide. A membrana do
tilacoide contém todos os sistemas geradores de energia do cloroplasto
(Alberts et al., 1997).

O cloroplasto realiza varios outros processos metabolicos além da
fotossintese. Todos os acidos graxos celulares € um bom nimero de aminoacidos, por
exemplo, sdo sintetizados por enzimas no estroma cloroplastico. Da mesma forma, a
forga redutora de elétrons ativados pela luz dirige a redugdo de nitrito (NO;) a
amdnia (NH3) no cloroplasto, esta amdnia fornece ao vegetal o nitrogénio para a
sintese de aminoéacidos e nucleotideos. A importancia metabélica do cloroplasto para
as plantas e algas, portanto, estende-se muito além do que sua fungfo na fotossintese
(Alberts et al, 1997).
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2.1.5 Os fotossistemas das plantas superiores

A fotossintese é formada por uma cadeia de reagdes que iniciam nas
membranas dos tilacéides com a captagdo da energia solar pelos pigmentos
associados a proteinas (LHCII e LHCI), e associados aos fotossistemas II e I.
Complexos distintos de proteinas que ligam os pigmentos de clorofila a € b, €
carotendides formam os LHCH e LHCI (Green et al., 1991). As proteinas CAB
(“Chlorophyll a/b binding protein) orientam a disposig@o espacial das moléculas de
clorofila e carotendides, para que a energia seja transferida ao PSII de maneira
eficiente (Kiildbrandt et al., 1994). Cerca de 200 a 300 moléculas estdo associadas a
cada centro de reagio (CR), formando uma unidade funcional do PSII (Horton et al.,
1996). Os LHCIIs consistem de dois tipos distintos de complexos pigmento-proteina.
O primeiro possui duas proteinas relacionadas, CP47 € CP43 (que estdio acopladas a
aproximadamente 50 moléculas de clorofila a ligadas ao centro de reagéo formando a
parte central do PSII. O segundo tipo de complexo associado ao CR é o LHCIIb,
consistindo de polipeptideos de 20 a 30 kDa associados a clorofilas do tipoa e b e
xantofilas.

O LHCIIb ¢ o principal complexo, possui uma estrutura trimérica e
esta associado a aproximadamente 60% das clorofilas do PSIT. O LHCIIb é composto
por polipeptideos de 28, 27 e 25 kDa, codificados pelos genes Lhcbl, Lhcb2 e Lhcb3,
respectivamente. As proteinas CAB estdo organizadas em populagdes proximais (25 e
28 kDa) e distais (27 e 28 kDa). Os complexos menores estdo associados a apenas 5%
do total de clorofila do PSIT (Kiildbrandt et al., 1994). Acredita-se que esses
complexos tém por fungdo ligar o CR do PSII aos complexos LHCIIb. Um LHCII
tipico contém 5 complexos LHCIIb € 3 a 4 complexos menores, os quais formam
juntos uma grande antena oligomérica na membrana dos tilacéides (Jansson, 1994).

Conforme a luminosidade disponivel para o crescimento, as plantas
sdo capazes de ajustar o tamanho do sistema coletor de luz (Anderson & Anderson,

1988). A quantidade dos complexos pigmento-proteina, determina a capacidade da
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planta captar a energia solar. Em baixa luminosidade, a habilidade da planta manter
boas taxas fotossintéticas € condicionada pela sua capacidade genética de aumentar a
quantidade dos LHCIIL.

2.1.6 Os genes Lhac (“Light harvesting complex™)

Os genes Lhc sdo uma familia de genes nucleares e que se expressam
no cloroplasto, como visto anteriormente, e suas proteinas ligam as clorofilasae b e
outros pigmentos nos sistemas coletores de luz (LHC).

Com a proliferagio dos sequenciamentos, quatro tipos distintos de
proteinas CAB foram identificadas para o LHCI e seus genes foram designados
Lhcal a Lhca4. Para o LHCII, foram encontrados seis tipos de proteinas para o
subcomplexo maior e seus genes sdo denominados: Lhicbl a Lhcb6 (Jansson, 1994).

As proteinas CAB séo codificadas por genes nucleares que pertencem
a uma familia multigénica consistindo de pelo menos 5 genes em Arabdopsis, 6 em
Nicotiana tabacum, 8 em Nicotiana plumbaginifolia e 15 genes em Lincopersicum
esculentum (Jansson et al., 1992). Essas proteinas sdo sintetizadas no citoplasma e
depois importadas pelo cloroplasto onde sofrem processamento par serem integradas
as membranas dos tilacoides (Green et al., 1991).

Os genes Lhc do fotossistema II sdo regulados pela luz, tanto na
transcrigdo quanto na pos-transcrigéo. A regulagdo da expressdo génica pela luz inicia
com a absor¢do da luz pelos fitocromos que s3o fot'brreceptores que absorvem luz
vermelha. Estes fotorreceptores geram sinais, que s@o encaminhados por um
intermedidrio, para ativar os fatores de transcrigéo ligados as suas seqii€ncias dentro
de regides regulatorias dos genes (Anderson et al., 1994).

Os ciclos luz/escuro, chamados de ritmos circadianos, também sdo
bastante importantes para a expressdo dos genes regulados pela luz. Fungdes celulares
e fisiologicas que continuam a oscilar ritmicamente sob condigGes ambientais

constantes, em um periodo de 24 horas, s3o chamadas de ritmos circadianos e estio
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sob o controle de um relégio circadiano endégeno (Anderson & Kay, 1997). A
regulagdio através do reldgio circadiano, serve para sincronizar e otimizar processos
celulares e fisioldgicos em antecipagdo as mudangas periddicas no ambiente da
planta.

O reldgio circadiano regula a expressdo dos genes LAc via controle de
transcrigéo, sofrendo alteragdes independente da indugéio do ambiente em um periodo
de 24h, que se manifesta na transcrigio e pos-transcrigdo. As primeiras evidéncias do
ritmo circadiano foram verificadas em tomates cultivados sem estimulo ambiental.
No escuro continuo, o nivel de equilibrio do mRNA, continuava a oscilar por quatro
dias, acompanhado por uma diminuigo gradual na amplitude de oscilagio. Também
quando as plantas foram expostas a regimes alternados de luz/escuro, este padrio de
oscilagiio permanecia até a adaptagio ao novo ambiente (Piechulla, 1988). Entretanto,
o tempo ¢ a amplitude maxima ¢ minima e o nivel de expressio mixima eram

alterados de acordo com a situagio de luz.
2.1.7 0 gene Lhcbl*2

A proteina Lhcb1*2 é a mais abundante das proteinas CAB, sendo
mais abundante que todas as outras proteinas CAB combinadas (Ort & Yocum,
1996). O gene Lhcbl*2 e seus produtos t€m sido usados como sistema modelo para
pesquisa em muitas areas de biologia vegetal, incluindo marcagfio de proteinas no
cloroplasto, expressdo génica regulada pela luz, biogénese do cloroplasto, ritmos
circadianos, balango da excitagio entre PSI e PSIL, regulagio da estrutura do
tilacéide, fosforilagiio de proteinas e reconstituigéio de complexos pigmento-proteina.

As proteinas Lhcb1# se associam 4s moléculas de clorofila,
formando o trimero (Kiihidbrandt & Wang, 1991). Os trimeros sio formados por
associago aleatéria de trés proteinas CARB, dos tipos Lhicb1*1, Lhcb1*2 e Lheb1*3, &
moléculas de pigmentos. Os trimeros, resultantes da expressdo dos genes Lhch,

associados & moléculas de clorofila, se ligam ao centro de reagdo II (CR )(“core
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complex” (CC II)), de maneira a formar o sistema antena do fotossistema II,
conforme a Figura 5 (Larsson et al., 1987).

Os genes Lhc sdo naturalmente expressos em tecidos fotossintéticos.
Isto significa que eles sdo expressos ndo apenas em folhas, mas também em outros
tecidos verdes, como no caule, sépalas, € nas frutas verdes de tomates, por exemplo,
pois a grande maioria dos pigmentos de clorofila da célula estdo associadas com as
proteinas CAB, entiio a aparéncia verde de um tecido, ¢ por si s6, uma boa indicagio
dos genes Lhc (Pichersky & Jansson, 1996).

Os embrides vegetais em condi¢des de escuridio, ndo sdo verdes, e
quando expostos a luz, tornam-se verdes, tendo o aparelho fotossintético
completamente formado e a planta torna-se completamente autotréfica. Durante este
processo, o nivel de expressdo dos genes Lhic vai de quase nada na escuriddo a um
altissimo nivel na presenga da luz (Pichersky & Jansson, 1996).

A expressdo do gene Lhcbl*2 é positivamente regulada pela rota do
fitocromo. Entdo, um pequeno pulso de luz vermelha ativa a transcri¢do do gene
Lhcbl*2 e um pulso de luz infravermelha revertera este processo (Tobin &
Silverthorne, 1985). Porém, detalhes dos mecanismos deste fenOmeno aguardam
elucidagdo, assim como a transdugdo do sinal na rota do fitocromo. O gene Lhcbl*2
também pode ser ativado pela luz azul (Palomares et al., 1991).

Em coniferas, o embrido tem a capacidade de formar clorofila a e 5 no
escuro durante os estagios iniciais de desenvolvimento. Os genes Lic sdo altamente
expressos durante estes estagios, porém sua expressdo declina rapidamente & medida
que a capacidade de sintese de clorofila decai (Gustafsson et al., 1991). Isto indica
que a sintese de clorofila por si s6, ao invés da luz, é o maior determinante para a
expressdo dos genes Lhc em coniferas, além da agdo dos fitocromos, que também
estdo envolvidos. Devido as dificuldades experimentais da separagéo da sintese de
clorofila e estimulo luminoso em angiospermas, nio ¢ sabido se coniferas e
angiospermas diferem a este respeito. Em Ginko biloba, uma gimnosperma sem a

capacidade de sintetizar clorofila no escuro, a expressdo dos genes LAc nio ocorre no
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escuro (Chinn & Silverthorne, 1993), sugerindo que a sintese de clorofila € de

fundamental importdncia na expressdo dos genes Lhc.
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Figura 5 - Biossintese das apoproteinas LHCII, para formar o sistema antena coletor
de luz do fotossistema II. Para a formagdo dos trimeros, € necessario que
as proteinas LHCIIb estejam associadas a pigmentos. CC II: “core

complex” centro de reagdo (CR II) do LHCII (Dreyfuss & Thornber,
1994)

Em plantas cultivadas sob baixa luz, as quantidades das proteinas
CAB ¢ maior. (Larsson et al., 1987), indicando uma habilidade das plantas
aumentarem seus sistemas coletores de luz através do aumento da expressdo destes
genes, para adaptar-se & condigdo ambiental.

Para aumentar o tamanho do LHCII e observar as consequéncias sobre
a regulagdo do processo fotossintético, em estudos prévios, em nosso laboratorio,
foram transformadas plantas de tabaco (Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1)
com o gene quimérico Lhcbl *2 de ervilha sob o controle do promotor constitutivo
35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV). Os resultados desse trabalho, que

utilizou dois transformantes com alta expressdo do transgene, mostraram que a



expressdo ectopica do gene Lhchl*2 resultou no aumento da capacidade
fotossintética das plantas transgénicas em condigées limitantes de luz, além de induzir
uma série de efeitos pleiotropicos que resultaram em aumento do periodo de
desenvolvimento vegetativo € consequente atraso do florescimento, aumento da
biomassa vegetal, alteragdes morfologicas e anatomicas das folhas, com as
transgénicas apresentando um maior nimero de cloroplastos por célula, além de um
menor nimero de células por area. Do ponto de vista metabolico, as plantas
transgénicas apresentam aumento do contetido de carboidratos (amido e sacarose),
principalmente nas folhas mais jovens; maior conteido de amido nas sementes e

aumento no tamanho das flores.

2.2 Cultura de tecidos de plantas

Trabalhos com propagacgdo in vitro de plantas comegaram no inicio
deste século, Hanning em 1904, foi o primeiro a cultivar in vitro embrides imaturos
de cruciferas. Laibach em 1925 foi o primeiro a visualizar a aplicagio pratica da
cultura de embrides no melhoramento genético, recuperando plantas hibridas de
cruzamentos incompativeis entre Linum austriacum X L. perenne. White em 1934 foi
o primeiro a estabelecer um trabalho de cultura de tecidos, com a elaboragio de um
meio liquido capaz de manter o crescimento de apices caulinares de Lyncopersicon
esculentum por um periodo ilimitado. Ele utilizou em seus experimentos basicamente
sais inorganicos, sacarose € extrato de levedura (Torres et al., 1998).

Outra importante descoberta foi a identificagio do primeiro
fitormdnio, a auxina, acido indol acético por Kogh em 1934, e com a descoberta da
primeira citocinina, a cinetina por Miler em 1955, o conhecimento sobre o controle
quimico da organogénese foi iniciado. Auxina e citocinina mostram uma ag#o
sinergistica no crescimento e divisdo celular. Concentragdes elevadas de auxina, no
balango auxina/citocinina, favorecem a formagfio de raizes, enquanto que a relagdo

inversa induz a regeneragéo da parte aérea (Torres et al., 1998).
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Murashige & Skoog (1962), observaram que, ao adicionar extrato de
folhas de fumo ao meio de cultura de calo, o crescimento deste tecido era 4 a 5 vezes
maior ao ser comparada com o calo mantido em meio de White. Eles mostraram que a
fragdio ativa do extrato era a inorganica. Esse foi o ponto de partida para a elaboragéo
do meio MS, atualmente o mais utilizado em trabalhos de cultura de tecidos.

A cultura de células e tecidos vegetais pode gerar uma variabilidade
de nmatureza genética, dita variagdo somaclonal (Larkin & Scowcroft, 1981). Este €
um termo que descreve um fendmeno que ocorre em plantas regeneradas in vitro, as
quais possuem um fendtipo diferente das plantas doadoras de explantes. Entretanto,
este efeito mutagénico da cultura de tecidos ¢ indesejado quando o objetivo é a
obtengfo de plantas transgénicas regeneradas a partir de explantes transformados.

Com os estudos realizados, aumentaram os conhecimentos sobre as
necessidades quimicas das plantas, e tornou-se possivel recuperar plantas a partir de
células isoladas, e com o conhecimento dos mecanismos de transferéncia de DNA da
Agrobacterium tumefaciens para plantas, via plasmideo Ti, que Horsh et al. (1985)
conseguiram produzir plantas transgénicas de tabaco pela inoculagio de A.
tumefaciens em folhas de tabaco, sendo esta a técnica mais utilizada em trabalhos de

transformagdo de plantas.
2.3 Transformacgéio genética de plantas

2.3.1 Introducio

A transformagdo genética € definida como sendo a introdugdo
controlada de acidos nucléicos em um genoma receptor, excluindo-se a introdugéo
por fecundagdo. (Brasileiro & Dusi, 1999). As técnicas de transferéncia de genes,
cultura de tecidos e biologia molecular representam uma nova forma para introduzir
novas caracteristicas em uma determinada planta. Genes oriundos de diferentes

espécies vegetais, animais ou microorganismos podem ser introduzidos de forma
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controlada em um genoma vegetal receptor. A fonte destes genes € a variabilidade
genética existente na natureza. O gene responsavel pela caracteristica de interesse
deve ser localizado e isolado do genoma, e ele sera entdo caracterizado e introduzido
em vetores para transformag@o de plantas.

O fendmeno da totipoténcia permite que plantas transgénicas, sejam
obtidas de células originalmente transformadas com 0 DNA exégeno. Totipoténcia ¢
a potencialidade que as células vegetais apresentam de se desenvolver em novas
plantas. Avangos na pesquisa em reguladores de crescimento vegetais e cultura de
tecidos, fazem com que um numero crescente de plantas, muitas de interesse
agrondmico, sejam regenerados a partir de uma unica célula (Brasileiro & Carneiro,
1998).

A obtengdo de plantas transgénicas pode ser explorada no
melhoramento vegetal, mas também permite o estudo da fisiologia vegetal,
metabolismo e bioquimica, regulagdo e expressdo de genes. Também pode ser
utilizada para extrag@o de produtos medicinais, produgiio de anticorpos € metabolitos

de interesse especifico.

2.3.2 Transformacao indireta via Agrobacterium tumefaciens

O Agrobacterium tumefaciens ¢ um eficiente vetor na engenharia
genética de plantas, principalmente de dicotiledoneas. Essas bactérias do solo,
transferem naturalmente parte de seu genoma as células vegetais, no momento da
infecgdo. O DNA da agrobactéria pode também ser manipulado por engenharia
genética, de maneira a portar genes de interesse. No processo de infecgéo de células
vegetais, a agrobactéria se encarregara de integra-lo ao genoma vegetal. S&o por isso
chamadas de “engenheiros genéticos naturais™. A regeneragio de células que contém
esse DNA exégeno, dara origem a plantas transgénicas, transmitindo o gene integrado

a progénie de forma mendeliana (Brasileiro & Cameiro, 1998).
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O conhecimento das bases moleculares do mecanismo de infecgéo por
Agrobacterium, juntamente com o desenvolvimento de técnicas em biologia celular e
molecular vegetal, abriram novas perspectivas para as pesquisas sobre a transferéncia
de genes exdgenos para plantas, utilizando aquela bactéria como vetor natural de
transformag®o. A alta eficiéncia de transformaqﬁb, o baixo custo operacional, assim
como a simplicidade dos protocolos de transformagfio e de selegdo, sdo as principais
razdes para a universalidade do uso do sistema Agrobacterium. (Brasileiro, 1998).

O principio da transformagio com um linhagem de Agrobacterium
esta baseado na sele¢fio de uma ou mais células transformadas e a sua regeneragéo
em planta transgénica. Assim, o método ideal de transformagiio deve combinar, ao
mesmo tempo, a descontaminag@io do tecido infectado pela bactéria, a selecio das
células que foram transformadas e que expressam o gene marcador, € a regeneragéo
dessas células em plantas (Brasileiro, 1998).

Em 1985, foi desenvolvido o chamado método de infecgfio de folhas
de tabaco. Pedagos de folhas de tabaco foram mergulhados em meio liquido com
Agrobacterium, e transferidos para meio de regeneragdo sélido, onde explantes e
bactérias eram co-cultivados por dois ou trés dias. Em seguida, foram transferidos
para o mesmo meio, contendo carbenicilina, para eliminar as bactérias, € canamicina,
como agente seletivo (Horsh et al., 1985). Este método mostrou-se pratico e de ampla
aplicagfio, e vem sendo usado em um niimero crescente de espécies, a0 mesmo tempo

em que modificagGes sdo feitas para otimizagio do método.
2.3.3 O processo de infeccio

O processo que permite o aparecimento da doenga da Agrobacterium €
peculiar, pois depende da transferéncia de uma série de genes (oncogenes), que
originalmente encontram-se em um plasmideo da bactéria, para a planta hospedeira.
Para que os sintomas da doenga se manifestem, é ainda necesséario, que os genes

transferidos integrem-se no genoma do hospedeiro, este processo esta ilustrado na
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Figura 6. O conhecimento do processo de infecgdo pelo Agrobacterium permitiu
aproveita-lo para a transformagéo genética de plantas, onde genes de interesse devem
ser transferidos ao hospedeiro, em lugar dos oncogenes.

O movimento da bactéria em diregdo & célula hospedeira inicia o
processo de infecgdo. O Agrobacterium somente infecta a planta, se esta apresentar
um ferimento, pois a planta nesta situagdo ira exudar compostos fendlicos, que irdo
atrair a bactéria para esta regifio (Nester et al., 1984). Esta atragio ocorre devido a um
quimiotactismo positivo da bactéria em relagfio aos compostos fendlicos exudados € a
presenca de um a seis flagelos na membrana da bactéria, o0 que proporciona a sua
mobilidade no solo.

A bactéria entdio se liga na célula vegetal. Os genes envolvidos nesta
ligagdo estdo localizados no cromossomo da bactéria e incluem os genes chv4, chvB,
pscA e att. Mutagdes nestes locos, tornam as bactérias avirulentas a muitas espécies
de plantas (Matthysse, 1987). A sintese de fibrilas de celulose pela bactéria, vai
reforgar a ligagéio das células bacterianas ao redor das células vegetais (Matthysse et
al., 1981).

Compostos fendlicos e agucares liberados pelas plantas serdo
reconhecidos pela proteina de membrana VirA, que vai entdo ativar os genes situados
na regido de viruléncia (regido vir) (Stachel & Nester, 1986). Com a ativagdo dos
genes vir, ocorrem alteragdes na regido do T-DNA do plasmideo Ti, acarretando a
transferéncia do plasmideo Ti para a célula vegetal.

A proteina VirG ¢ ativada pela VirA, e atua como um ativador
transcricional dos demais operons vir, atuando nas regides promotoras destes operons.
A proteina VirG tem a propriedade de ligar-se ao plasmideo Ti quando fosforilada,
em uma seqiiéncia regulatoria de 12 pb chamada vir box, responsavel pela indugéo
dos genes da regido de viruléncia, presente nas regides 5’ de todos os operons vir,
estimulando a transcrigé@o desses genes (Roitsch et al., 1990).

A clivagem do T-DNA ¢ realizada pelas proteinas VirD1 e VirD2, que

sdo também responsaveis pela atividade topoisomerase, de maneira similar ao inicio
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da transferéncia conjugativa de um plasmideo (Scheiffele et al., 1995). A proteina
VirD1 tem atividade topoisomerase, que converte 0 DNA supercondensado num
DNA relaxado, permitindo que a proteina VirD2 clive a fita inferior do DNA e esta se
ligue na regiio 5° do DNA clivado, protegendo esta regiio de exonucleases no
Agrobacterium e nas células da planta hospedeira (Ghai & Das, 1989). Esta proteina
tem também uma fungio ativa no movimento da fita-T do Agrobacterium em diregéo
as células da planta (Ward & Bares, 1988). As proteinas VirD interagem com as
proteinas VirCl e VirC2 codificadas pelo operon virC, estimulando o corte ou o
relaxamento da fita-T (Ji et al., 1988).

O operon virE codifica duas proteinas que estabilizam a fita-T. A
proteina VirE2 se liga a fita-T e a protege contra nucleases vegetais. A proteina VirE1l
aumenta a estabilidade da proteina VirE2 (McBride & Knauf, 1988). As proteinas
VirE formam um complexo com o T-DNA. A proteina VirE2 tem um sinal com
fungdio de direcionar o complexo ao nucleo da célula hoépedeira (Citovsky et al.
1992).

O operon virB ¢ formado por 11 genes. Esses genes tém homologia
com os genes fra do plasmideo conjugativo RP4, capaz de transferir DNA para
bactérias gram positivas € negativas e leveduras. Os genes ¢ra sdo responsaveis pela
formagdo de poros necessarios para a transferéncia do plasmideo durante a
conjugagéo bacteriana (Lessi & Lanka, 1994). Entéo, as proteinas VirB do plasmideo
Ti devem ser responsaveis pela formagdo de poros na membrana que permitem a
exportagéo do T-DNA.

O operon virH produz proteinas capazes .de inativar compostos
antimicoticos secretados pelas plantas no processo de infecgéo (Hooykaas &
Beijersbergen, 1994). Quando chega ao nucleo da célula hospedeira, 0 T-DNA ¢
entio inserido ao DNA nuclear da célula. Esta inser¢do ¢ aleatdria, segundo estudos

de mapeamento genético.



Genes vir

1 oz
i;s.:" -

T-DNA

Plasmideo Ti
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Figura 6 - Plasmideo Ti e a transferéncia do T-DNA pela Agrobacterium tumefaciens.
Células vegetais feridas produzem e liberam o composto fendlico
acetosirigona. Quando a bactéria detecta este composto, os genes vir do
plasmideo Ti sfio expressos. Os genes vir codificam enzimas necessarias
para a introdugfio do T-DNA no genoma da célula infectada. Uma cépia de
fita inica do T-DNA ¢ sintetizada e transferida para a célula vegetal, onde
¢ convertida em DNA dupla fita e integrado a0 cromossomo vegetal. Os
genes localizados no T-DNA sfio entdo expressos pela célula vegetal
(Nelson & Cox, 2000).
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A integragdo do T-DNA ocorre preferencialmente dentro de regides
ativas transcricionalmente, € uma ou mais copias do T-DNA podem ser transferidas e
integradas aleatoriamente, podendo ser copias em tandem que se localizam num
mesmo loco, ou copias em 2 ou mais locos diferentes (Jorgensen et al., 1987).

As contrugdes quiméricas, sdo formadas pela integragio de
promotores de plantas ou bacterianos associados a genes de interesse, € um ou mais
gene marcador, podendo este ser um gene bacteriano que confere resisténcia a drogas
ou antibidticos (Klee et al., 1987). O marcador utilizado deve ser eficiente na selegéo
das células transformadas. Estas construg¢es quiméricas, podem ser clonadas ao
plasmideo Ti do Agrobacterium, na regido do T-DNA, para se ter um vetor de

transformagio.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Espécie vegetal

Por se tratar de uma espécie representante do metabolismo C3, e
apresentar protocolo de transformagio padronizado, Nicotiana tabacum, foi utilizada

na transformagfo génica.

3.2 Transformacao de tabaco via Agrobacterium tumefaciens

O vetor binario pEND4K carregando o gene quimeérico Lhcbl*2 foi
introduzido em cé€lulas competentes de Agrobacterium tumefaciens (linhagem
LBA4404), segundo Hofgen e Willmitzer (1988), para transformagio do tabaco, por
infecgdo de discos foliares (Horsch et. al., 1985; Deroles & Gardner, 1988). Esse gene
foi clonado juntamente com um marcador de selegio (o gene nprll) (Bevan et. al.,
1983), no vetor pUC19 (Yanisch-Perron et al., 1985). Ambos os genes estdo sob o
controle do promotor 35S do CaMV (Kay et. al., 1987) e da sequéncia "leader"
(sequéncia 5', ndo traduzida do RNA) do virus do mosaico da alfafa (ativador da
tradugéo). Esse marcador permite selecionar plantas transgé€nicas, resistentes a
canamicina.

Folhas jovens de plantas cultivadas em cdmara de crescimento, sob
condigdes controladas de temperatura (25°C), umidade, fotoperiodo de 16 horas de
-2 s-l

luz e intensidade luminosa de 200zmol.m™.s™, foram colhidas, lavadas e rapidamente
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imersas em etanol 70%, por 10 segundos, antes de serem esterilizadas em solugéo de
hipoclorito de sddio 1%, contendo Tween 20 (0.05%), por 10 minutos, sob agita¢io.
ApOs esterilizagdio, as folhas foram lavadas seis vezes, com agua
estéril. Discos foliares de 1 cm de didmetro, foram cortados sobre filtro de papel
estéril, transferidos para placas de Petri, contendo 10 ml da cultura da Agrobacterium
recombinada, em fase logaritmica de desenvolvimento (DO600nm = 0,5 a 0,6), €
incubados por 5 min, com leve agitagdo manual. Os discos foliares inoculados, foram
colocados em placas de Petri contendo meio de cultura MS (APENDICE 1),
acrescido de vitaminas, 1mgl” BAP, 0.1 mg.I"' NAA (Murashige & Skoog 1962;
Deroles & Gardner, 1988), por 48h. Apds esse periodo, os discos foram transferidos
para esse mesmo meio MS, contendo 500 mgl' de carbenicilina, que inibe o
desenvolvimento da Agrobacterium, ¢ 100 mgl' de canamicina, para selegio dos
brotos transformantes. Apés 4 semanas, os brotos que regeneraram dos calos
formados nesse meio seletivo, foram transferidos para meio MS contendo 500 mg.l'1
de carbenicilina ¢ 100 mg.l'1 de canamicina, mas sem hormoénios, de forma a se
estimular o enraizamento. Os brotos que enraizaram foram transferidos para vasos
contendo 50% de vermiculita € 50% de substrato orgdnico, mantidos em cdmara de

crescimento, sob condi¢des controladas de umidade, luminosidade e temperatura.
3.3 Preparo da Agrobacterium tumefaciens para a inoculagio

O meio YEP (APENDICE 2) foi utilizado para o crescimento de
coldnias isoladas da Agrobacterium recombinada. A este meio foram adicionados 100
mgl' de rifampsina e 50 mgl” de canamicina. Estrias do estoque da bactéria,
mantido em glicerol 50% a — 80°C, foram feitas em placas de Petri, contendo meio
YEP, mantidas a 27 °C por aproximadamente 3 dias, até a formagdo de colOnias
isoladas.

O meio AB liquido (APENDICE 3) foi utilizado para a multiplicago

da colonia isolada da bactéria recombinante. Ao meio AB liquido, adicionou-se



canamicina (50 mg.I""). Uma coldnia isolada, proveniente da placa com meio YEP,
foi transferida para Erlemeyer contendo 200 ml de meio AB, onde permaneceu por 48
a 72 horas, a 28° C, sob constrante agitagdo (200 rpm). A densidade da bactéria, foi
monitorada por leitura em spectofotdmetro, até a fase logaritimica de crescimento
(DO600nm = 0,5 a 0,6).

3.4 Gene quimérico

O gene quimérico ilustrado na Figura 7, juntamente com o mapa de
restrigéio, € constituido do gene Licbl*2 de ervilha, e esta sob o controle do promotor
constitutivo 35S, do virus do mosaico da couve-flor (CaMV). O peptideo transito da
subunidade menor da rubisco, foi inserido na regidio anterior ao gene Lhcbhl *2, para
direcionamento do polipeptideo completo, do citoplasma onde este € sintetisado, até o
cloroplasto, onde sera expresso. O gene marcador de sele¢do utilizado foi o nptll
(neomicina fosfotransferase), que confere resisténicia & canamicina, sob o controle do

promotor ros, da nopalina sintetase.

28
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Figura 7 - Gene quimérico utilizado na transformagio de plantas de tabaco. 35S:
promotor constitutivo 35S do virus do mosaico da couve-flor. 5 UTR:
regido 5° ndo transcrita derivada do gene Lhacb! de ervilha. 3’ UTR: regido
3’ ndo transcrita. Lhcbl: gene Lhcbl de ervilha. nos: promotor constitutivo
da nopalina sintetase. npt/J: gene da neomicina fosfotransferase, que
confere resisténcia & canamicina. tnos: terminador do gene da nopalina

sintetase. Sitios de restri¢do: B — BamHI, H — HindlIIl, P — PstI

thos
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3.5 Cultivo das plantas transgénicas e selvagens.

Apb6s 40 a 45 dias de germinagdo, as pldntulas com cerca de 2 a 3cm,
foram transplantadas do meio de cultura, para vaso com uma mistura, em proporg¢des
iguais de vermiculita e substrato orgdnico, onde permaneceram até o final dos
experimentos e, diariamente, acrescentou-se solugéo nutritiva de Hoagland (Hoagland
& Amon, 1950). Estas plantas foram cultivadas por aproximadamente 1 més em
cimara de crescimento, com temperatura (25°C), fotoperiodo (16 horas de luz) e
intensidade luminosa (200xmol.m™s™) controlados. Quando as plantas atingiram
cerca de 30 cm, amostras circulares de Scm2 de tecido foliar, foram coletadas e
congeladas rapidamente com nitrogénio liquido. As amostras foram entdo,
armazenadas em freezer a —80°C, para serem utilizadas na extragio de DNA e
posterior identificagéo das plantas transgénicas por PCR.

Somente as plantas PCR positivas foram mantidas e transferidas para
casa de vegetagdo, com fornecimento diario de agua e solugdo nutritiva de Hoagland
(Hoagland & Amon, 1950). As inflorescéncias emitidas pelas plantas transgénicas,
foram protegidas com sacos de papel, para indugdo da autofecundagéo das flores e

posterior coleta das sementes para o teste de segregagdo da progénie.
3.6 Extracio do DN A gendmico total

O protocolo ulilizado foi descrito por Doyle e Doyle (1987), que
utiliza o detergente CTAB (brometo de cetil-trietilamonio). Amostras de tecido foliar
coletadas e maceradas em nitrogénio liquido foram utilizadas para a extragdo do
DNA. As amostras, foram submetidos a alta condigéo salina (0,7M NaCl), que forma
complexos estiveis, mas soliveis, do DNA com o detergente CTAB. Em seguida, a
concentragdo salina foi reduaida para um valor abaixo de 0,4M, para precipitagéo dos

acidos nucléicos complexados ao detergente. O precipitado foi entdo ressuspendido
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em solugdo salina de alta concentragdo (0,8M NaCl), e armazenado a 5°C por 12
horas (Doyle & Doyle, 1987).

A qualidade das amostras de DNA extraidas, foi analisada por
eletroforese em gel de agarose a 1%, utilizando-se 10ul da amostra acrescido de 1ul
do tampéio da amostra IV (Sambrook et al, 1989)(APENDICE 7), em corrida de 40
minutos & 80 Volts, e a quantificago das mesmas, foi feita de forma comparativa ao
padrio de peso molecular Aiyegro 500ngml™ (Gibco BRL). O tamanho da fita de DNA
foi comparado ao marcador de peso molecular A 1Kb DNA laeder (Gibco BRL).

3.7 Identificagao das plantas transformadas por PCR

Discos foliares de 5 cm de didmetro (100 mg) das plantas
(transformantes putativos) que enraizaram em canamicina, foram utilizados para a
extragdo do DNA gendmico, para analise das plantas por PCR. “Primers” especificos,
para o transgene Lhchl*2, foram utilizados; a descrigdo detalhada das sequéncias de
nucleotidios (de 5' para 3') e os respectivos produtos de amplificagdo seguem no AP.

Os sitios de anelamento dos conjuntos de “primers” utilizados nas
reagdes, estdo esquematizados na Figura 8. As condigdes da reagdo: 94°C por 2 min.,
seguidos de 30 ciclos de 94°C por 45 seg., 50°C por 30 seg. € 72°C por 2 min., foram
utilizadas para a amplifica¢@io. 10 pul de cada reagdo de PCR foram analisados em gel

de 1% de agarose, e as bandas visualizadas por coloragdo com brometo de etidio.

358-1 mmdp rtc-2 mmmp
G R0 Lhcbl*2

G ==

rtc-3 rtc-1

Figura 8 - Construgéo do gene quimérico e locais de anelamento dos “primers”
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Foi utilizado o conjunto de “primers” rtc-1 e rtc-2, cujo produto da
amplificagio, ¢ uma seqii€ncia de 488 pb, correspondente a regido do transgene

delimitada pelos “primers”.

3.8 Anilise de segregaciio em canamicina

Dois testes de segregagdo foram feitos, o primeiro, com a primeira
geragdo de autofecundacio (T,) dos transformantes primarios (Ty), para se determinar
os transformantes que segregaram 3:1, € o segundo, com a segunda geragdo de
autofecundagéio (T,), para a identificagfio de transformantes homozigotos para o gene
de resisténcia ao antibiético seletivo. A planta que sofreu originalmente o processo de
transformacfo foi denominada transformante primario (To).

A raziio da segregacio do transgene foi monitorada pela expressdo do
gene nprll, que confere resisténcia ao antibidtico canamicina. Sementes coletadas de
plantas transgénicas Ty, T; e T,, foram esterelizadas com tratamento de alcool 70% e
hipoclorito de sodio 1%, e lavagens sucessivas com agua estéril, antes de serem
semeadas em meio MS suplementado com 100 mgl™ de canamicina. A segregagdo
do locus com o gene quimérico foi obtida, determinando-se a freqii€ncia das sementes
T; resistentes ao antibitico apés autofecundagdio. A segregagfo encontrada foi
confirmada pelo teste X*> com 5% de probabilidade (Derol & Gardner, 1988).

Para a avaliagio das progénies, 50 sementes foram semeadas em
placas de Petri, com meio MS contendo o agente seletivo, por quarenta dias. As
plantas que sobreviveram e se desenvolveram normalmente, foram consideradas

resistentes.
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3.9 Andlise da integrac¢io do DNA pela técnica southern blot

Entre as diversas aplicagdes, a técnica de Southern blot, permite
analisar seqiiéncias de DNAs exogenos integradas no genoma vegetal pela
Agrobacterium ou qualquer outro sistema de transformagéo genética.

O método utilizado, consiste das seguintes etapas:

- O DNA vegetal extraido das células (10 pg), foi digerido com um
excesso (50 unidades) da enzima de restricio HindIIl, que corta internamente o
transgene nos sitios de restrigéo, ilustrados na Figura 8.

- Os produtos obtidos pela digestio do DNA foram separados de
acordo com o tamanho, por eletroforese em gel de agarose (1%), em corrida de 14
horas, a 35 volts, em tampdo TBE 0,5X (APENDICE 5)

- O DNA, ainda no gel, foi depurinado em solugdo de depurinagio
(APENDICE 10), desnaturado em solugfio de desnaturagio (APENDICE 9) e
neutralizado em solugdio de neutralizagio (APENDICE 8), antes de ser transferido
para uma membrana de nylon HybondN" (Amersham, Pharmacia).

- O DNA foi fixado & membrana em alta temperatura (80°C), por 2
horas. _

- O DNA fixado & membrana foi hibridizado contra a sonda de DNA
do gene nprll, utilizando-se o kit da Pharmacia “Gene images random prime labelling
module”, para a marcag@o da mesma com a fluorisceina, € o kit “Images CDP-Star
detection module”, também da Pharmacia, foi utilizado para a detecgiio dos pontos de

hibridizag#o, por sensibilizagdo das chapas de Raio X com a reagdo luminosa.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Regeneracio de plantas resistentes & canamicina

Foram realizados dois ensaios de transformagéo de plantas de tabaco,
via inoculagéo de discos foliares com Agrobacterium tumefaciens.

No primeiro ensaio, foram inoculados 408 discos foliares de 1 cm?, e
no segundo, foram inoculados 356 discos. Sempre juntamente com discos controles,
ou seja ndo inoculados, em meio com agente seletivo, para confirmar a eficiéncia do
antibidtico em inibir as células ndo transformadas. Um segundo controle foi feito,
com discos ndo incoculados em meio de cultura MS, sem agente seletivo, para
analisar a taxa de regeneragdo dos tecidos de tabaco em auséncia do antibidtico, de
forma comparativa, para avaliarmos o efeito do antibidtico na regeneragéo.

Niao houve desenvolvimento de calos e brotos, a partir de discos
foliares ndo inoculados em meio com agente seletivo (Figura 9), enquanto que os
mesmos discos, desenvolveram calos vigorosos em meio sem agente seletivo (Figura
10), de forma equivalente aos calos formados por discos inoculados em meio com
agente seletivo (Figura 11), que formaram brotagdes resistentes ao agente seletivo,
demonstrando a capacidade do antibiotico em selecionar as c€lulas transformadas.

Dos 408 discos inoculados no primeiro ensaio, 55 plantas enraizaram
em meio com agente seletivo, € no segundo ensaio, 51 plantas resistentes a

canamicina foram obtidas.
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Figura 9 - Regeneragdo de calos e brotos, a partir de discos foliares ndo inoculados

(controle), em meio com agente seletivo

Figura 10 - Regeneragfio de calos e brotos, a partir de discos foliares ndo inoculados

(controle), em meio sem agente seletivo
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Figura 11 - Regeneragéo de calos e brotos, a partir de discos foliares inoculados, em

meio com agente seletivo

Esta alta eficiéncia de regeneragdo de plantas, reflete a capacidade do
tabaco de ser usado como planta modelo, nos estudos de transformagdo genética de
plantas, pois a metodologia de cultura e regeneragéo de tecidos esta bem estabelecido,

além de ser facilmente infectado pelo Agrobacterium tumefaciens (Brasileiro et al.,
1988).

4.2 Identificacéo das plantas transgénicas por PCR

Com o DNA das plantas resistentes a canamicina extraido, foi feita a
analise por PCR, com todas as plantas que enraizaram em canamicina, tanto as
obtidas no primeiro, quanto as obtidas no segundo experimento de transformag#o. As
plantas regeneradas em antibidtico, foram identificadas pelas letras TR
(transformante), seguida do niimero, que identifica como um independente evento de
transformagdo. As plantas resistentes a canamicina, do primeiro experimento, foram

numerados de 0 a 99, de acordo com o numero do calo de origem, resistente ao agente
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seletivo. As plantas resistentes & canamicina originarias do segundo experimento
foram numerados a partir de 100, facilitando assim a identifica¢@o do experimento de
origem de cada transformante. As plantas PCR e Southern blot negativas, foram
consideradas escapes (E), ou seja, toleram o antibitico, mas nfio apresentam o
transgene integrado ao genoma.

As corridas de eletroforese, com o produto da reagdio de PCR das
plantas resistentes & canamicina, juntamente com os controles, estdo nas Figuras 12 a
30. Nas plantas PCR positivas, o produto da reagdo de PCR, com “primers”
especificos que flanqueiam o transgene, € de 488 pb (pares de base):' tornando uma
banda que migra no gel proxima ‘a posig¢éo correspondente a 500 pb do marcador de
peso molecular 1Kb laeder (Gibco BRL) comprimento dos segmentos de DNA, que
podem ser visualizados no gel.

Das 55 plantas resistentes a canamicina, obtidas no primeiro
experimento de transformagio, somente 36 sdo PCR positivas para o transgene, e das
51 plantas resistentes & canamicina obtidas no segundo experimento, 35 eram PCR
positivas. A grande quantidade de plantas PCR positivas, em relagéo ao total de
plantas resistentes 4 canamicina, ¢ devido a alta eficiéncia desse sistema de selegio
das células transformadas.
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488 pb

Figura 12 — Separagdo dos produtos da reagdo de PCR seguidos de amplificagéio para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padréo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tamp@o usado na reagéio (sem DNA). Os controles positivos de tabaco
transformados (Cabl e Cab2), obtidos em trabalhos prévios, em nosso
laboratorio, estdo nas linhas 7 e 8, respectivamente. Linhas 3, 4, 5, 6 se
referem a amostras de plantas resistentes a canamicina, dos
transformantes TR-01, TR-17, TR-35 e TR-70, respectivamente. O
produto de PCR esperado (48 8 pb) esta indicado com a seta



488 pb

Figura 13 — Separagdo dos produtos da reagdo de PCR seguidos de amplificagéo para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padrédo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tampdo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cab2), obtido em estudos prévios, em nosso laboratdrio,
estd na linha 8. Linhas 3, 4, 5, 6 e 7 se referem a amostras de plantas
resistentes a canamicina, na linha 3 tem-se um escape, € nas linhas
sequentes os transformantes TR-28, TR-30, TR-44 e TR-69,
respectivamente. O produto de PCR esperado (488 pb) esta indicado

com a seta
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488 pb

Figura 14 — Separagé@o dos produtos da reagdo de PCR seguidos de amplificag@o para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padrdo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tampédo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cab2), obtido em estudos prévios, em nosso laboratorio,
esta na linha 8. Linhas 3, 4, 5, 6 e 7 se referem a amostras de plantas
resistentes & canamicina, nas linhas 4, 6 e 7 tem-se escapes, € nas linhas
3 e 5 os transformantes TR-78 e TR-89, respectivamente. O produto de
PCR esperado (488 pb) esta indicado com a seta
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488 pb

Figura 15 — Separagdo dos produtos da reagdo de PCR seguidos de amplificagdo para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padrio de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tampdo usado na reagdio (sem DNA). Os controles positivos de tabaco
transformados (Cabl e Cab2), obtidos em trabalhos prévios, em nosso
laboratorio, estdo nas linhas 7 e 8, respectivamente. Linhas 3, 4 € 5 se
referem a amostras de plantas resistentes a canamicina, dos
transformantes TR-14, TR-29 e TR-41, respectivamente. O produto de
PCR esperado (488 pb) esta indicado com a seta



488 pb

Figura 16 — Separag@o dos produtos da reagéo de PCR seguidos de amplificagdo para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padrdo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tampdo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cab2), obtido em estudos prévios, em nosso laboratdrio,
estd na linha 8. Linhas 3, 4, 5, 6 ¢ 7 se referem a amostras de plantas
resistentes & canamicina, nas linhas 3, 6 e 7, t€m-se escapes, nas linhas 4
e 5 estdo os transformantes = TR-45 e TR-50, respectivamente. O

produto de PCR esperado (488 pb) estd indicado com a seta

41
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488 pb

Figura 17 — Separagé@o dos produtos da reagdo de PCR seguidos de amplificagdo para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padrdo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se & amostra
do tampédo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cab2), obtido em estudos prévios, em nosso laboratdrio,
esta na linha 8. Linhas 3, 4, 5, 6 € 7 se referem a amostras de plantas
resistentes & canamicina, nas linhas 5 e 7, tém-se escapes, nas linhas 3, 4
e 6 estdo os transformantes TR-57, TR-65 e TR-72, respectivamente. O

produto de PCR esperado (488 pb) esta indicado com a scta
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488 pb

Figura 18 — Separag@o dos produtos da reagdo de PCR seguidos de amplificagdo para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padréio de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tampédo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cab2), obtido em estudos prévios, em nosso laboratdrio,
esta na linha 8. Linhas 3, 4, 5, 6 € 7 se referem a amostras de plantas
resistentes & canamicina, nas linhas 5 e 7, t€ém-se escapes, nas linhas 3, 4
e 6 estdo os transformantes TR-02, TR-10 e TR-18, respectivamente. O

produto de PCR esperado (488 pb) esta indicado com a seta



488 pb

Figura 19 — Separagé@o dos produtos da reagdo de PCR seguidos de amplificagdo para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padrdo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tampdo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cab2), obtido em estudos prévios, em nosso laboratorio,
esta na linha 8. Linhas 3, 4, 5, 6 e 7 se referem a amostras de plantas
resistentes a canamicina, na linha 3, t€m-se um escape, nas linhas 4, 5, 6
e 7 estdo os transformantes TR-56, TR-63, TR-68 e TR-99,
respectivamente. O produto de PCR esperado (488 pb) esta indicado

com a seta
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488 pb

Figura 20 — Separagdo dos produtos da rea¢do de PCR seguidos de amplificag@o para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padrdo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tampdo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cabl), obtido em estudos prévios, em nosso laboratdrio,
estd na linha 8. Linhas 3, 4, 5, 6 e 7 se referem a amostras de plantas
resistentes a canamicina, nas linha 5 e 7, tém-se escapes, nas linhas 3, 4
e 6 estdo os transformantes TR-22, TR-37 e TR-51, respectivamente.

O produto de PCR esperado (488 pb) esta indicado com a seta
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488 pb

Figura 21 — Separagdo dos produtos da reagdo de PCR seguidos de amplificagido para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padrdo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tampdo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cabl), obtido em estudos prévios, em nosso laboratorio,
esta na linha 8. Linhas 3, 4, 5, 6 e 7 se referem a amostras de plantas
resistentes 4 canamicina, nas linha 5, 6 € 7, t€m-se escapes, nas linhas 3
e 4 estdo os transformantes TR-06 e TR-09, respectivamente. O

produto de PCR esperado (488 pb) estd indicado com a seta
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488 pb

Figura 22 — Separagdo dos produtos da reagdo de PCR seguidos de amplifica¢do para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padrdo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tampdo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cabl), obtido em estudos prévios, em nosso laboratorio,
esta na linha 8 Linhas 3, 4, 5, 6 e 7 se referem a amostras de plantas
resistentes & canamicina, nas linha 3, 4 e 7, t€m-se escapes, nas linhas 5
e 6 estdo os transformantes TR-71 e TR-75, respectivamente. O

produto de PCR esperado (488 pb) esta indicado com a seta



488 pb

Figura 23 — Separagéo dos produtos da reagdo de PCR seguidos de amplificagdo para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padrdo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se & amostra
do tampdo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cabl), obtido em estudos prévios, em nosso laboratorio,
esta na linha 8. Linhas 3, 4, 5, 6 e 7 se referem a amostras de plantas
resistentes a4 canamicina, nas linha 5 € 6, t€ém-se dois escapes, nas linhas
3, 4 e 7 estdio os transformantes TR-19, TR-26 e TR-33,
respectivamente. O produto de PCR esperado (488 pb) esta indicado

com a seta
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488 pb !

Figura 24 — Separag¢do dos produtos da rea¢io de PCR seguidos de amplificagdo para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padrdo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tampdo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cabl), obtido em estudos prévios, em nosso laboratorio,
esta na linha 8 Linhas 3, 4, 5, 6 e 7 se referem a amostras de plantas
resistentes a canamicina, nas linha 3, 4, 5 e 6, tém-se quatro escapes, na
linha 7 esta o transformante TR-107. O produto de PCR esperado (488

pb) esta indicado com a seta



488 pb

Figura 25 — Separag@o dos produtos da reagdo de PCR seguidos de amplificag@o para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padrdo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tampdo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cabl), obtido em estudos prévios, em nosso laboratorio,
esta na linha 8 Linhas 3, 4, S, 6 e 7 se referem a amostras de plantas
resistentes a canamicina, dos transformantes TR-109, TR-110, TR-111,
TR-112 e TR-113, respectivamente. O produto de PCR esperado (488

pb) esta indicado com a seta
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488 pb

Figura 26 — Separagé@o dos produtos da reagdo de PCR seguidos de amplificagdo para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padrdo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tampdo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cabl), obtido em estudos prévios, em nosso laboratdrio,
estd na linha 8 Linhas 3, 4, 5, 6 e 7 se referem a amostras de plantas
resistentes 4 canamicina, na linha 4 tem-se um escape, € nas linhas 3, 5,
6 e 7 os transformantes TR-115, TR-117, TR-118 e TR-119,
respectivamente. O produto de PCR esperado (488 pb) esta indicado

com a seta
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488 pb

Figura 27 — Separagdo dos produtos da reagdo de PCR seguidos de amplificagdo para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padréo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tamp@o usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cab2), obtidos em estudos prévios, em nosso laboratorio
estd na linha 8. Linhas 3, 4, 5, 6 e 7 se referem a amostras de plantas
resistentes & canamicina, na linha 7 tem-se um escape, € nas linhas 3, 4,
5 e 6 os transformantes TR-121, TR-122, TR-123 e TR-124,
respectivamente. O produto de PCR esperado (488 pb) esta indicado

com a seta
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488 pb

Figura 28 — Separacdo dos produtos da reagéio de PCR seguidos de amplificagdo para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padréo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tampéo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cab2), obtidos em estudos prévios, em nosso laboratorio
esta na linha 8 Linhas 3, 4, 5, 6 € 7 se referem a amostras de plantas
resistentes a canamicina, na linha 4, 6 ¢ 7 tem-se trés escapes, € nas
linhas 3 e S os transformantes TR-150 e TR-151, respectivamente. O

produto de PCR esperado (488 pb) esta indicado com a seta



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 29 — Separag@o dos produtos da reagéo de PCR seguidos de amplificagdo para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). Linha 1 refere-se ao padrdo de
peso molecular (DNA 1Kb, Gibco BRL). A linha 2 refere-se a amostra
do tampdo usado na reagdo (sem DNA). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cab2), obtidos em estudos prévios, em nosso laboratorio
estd na linha 14. Linhas 3 a 13 se referem a amostras de plantas
resistentes 4 canamicina, nas linhas 3 € 5 tem-se dois escapes, € nas
linhas 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13 os transformantes TR-127, TR-129,
TR-130, TR-131, TR-132, TR-133, TR-134, TR-136 e TR-137 ,

respectivamente
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Figura 30 — Separagdo dos produtos da reagdo de PCR seguidos de amplificagdo para
o conjunto de “primers” (rtc-1 + rtc-2). O controle positivo de tabaco
transgénico (Cabl), obtido em estudos prévios, em nosso laboratorio esta
na linha 14. Linhas 1 a 13 se referem a amostras de plantas resistentes a
canamicina, nas linhas 2 e 3 tem-se dois escapes, € nas linhas 1, 4, S, 6,
7,8,9,10, 11, 12 e 13 os transformantes TR-138, TR-141, TR-142, TR-
143, TR-144, TR-145, TR-146, TR-147, TR-148 e TR-149,

respectivamente
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4.3 Teste da progénie T; dos transformantes primarios (To)

Devido ao sistema de transformagfo utilizado, uma ou mais
copias do transgene podem ser inseridas aleatoriamente no genoma, o que configurara
o nivel de expressdo génica (Brasileiro, 1988).

Quando uma ou mais copias do transgene sdo inseridas no mesmo
locus, o transgene sera herdado de forma mendeliana, segregando na proporgdo de 3
plantas com o transgene para 1 sem o transgene. O transgene podera segregar de
maneira mendeliana, mesmo com mais copias dispersas em diversos locos, se ocorrer
o silenciamento das copias adicionais, e apenas uma copia for expressa (Bevan et al.,
1983; Deroles & Gardner, 1988).

Se o transgene for inserido e se expressar em varios loci, ele sera
herdado de maneira quantitativa, tendo diversas plantas com o transgene para um
pequeno numero de plantas sem o transgene na progénie, nessa ultima, pode-se
encontrar, diferentes niveis de resisténcia (Bevan et al., 1983; Deroles & Gardner,
1988).

Os resultados do teste de segregagdo, das plantas T; (progénie de To)
(Tabela 1), realizados pelo teste de Qui-quadrado (X?), a 5% de probabilidade (Tabela
2) mostram o padréo de segregacio 3:1.

Denenove transformantes que segregaram 3:1, foram utilizadas em
trabalhos sequentes, uma vez que, o transgene € herdado de forma qualitativa (Horsch
et al.,, 1984). Este nimero de transformantes ¢ suficiente para se obter um niimero
necessario de plantas com diferentes niveis de expressdo do transgene, para estudos

posteriores de expressdo génica.

56



Tabela 1. Teste de segregacdo em canamicina com a progénie T,. Resultados de 200

plantas sementeadas em quatro placas de Petri (repetigGes), por linhagem
transgénica avaliada. TR: transformante; R: resistente & canamiscina; S:

suscetivel & canamiscina; NG: ndio germinado; nd: nfio determinado

TR Repetigéo 1 Repeti¢do 2 Repetigdo 3 Repeticdo 4
R S NG R 8 NG R S NG R S NG
1 30 11 9 31 1 8 32 9 9 36 12 2
2 17 0 33 32 0 18 nd nd nd nd nd nd
6 9 0 41 5 1 4 16 2 32 9 0 41
9 42 2 6 41 2 7 48 0 2 46 2 2
10 33 9 8 28 9 13 26 7 17 29 7 14
14 14 34 2 35 6 9 nd nd nd nd nd nd
17 39 6 5 38 5 7 44 3 3 43 S 2
18 45 1 4 44 4 2 37 4 9 43 1 6
19 16 3 31 11 1 33 11 0 39 10 2 38
22 38 11 1 36 12 2 32 13 5 2 10 14
26 33 12 0 30 13 7 32 11 7 36 12 2
28 41 7 2 44 4 2 46 3 1 43 6 1
29 42 6 2 42 6 2 45 2 3 44 2 4
30 38 8 4 31 14 5 32 1 7 27 10 13
33 28 9 13 36 12 2 31 11 8 31 10 9
35 30 14 6 35 8 7 32 10 8 35 13 2
37 30 11 9 39 8 3 37 12 1 34 10 6
41 28 11 11 36 13 1 36 11 3 37 13 0
44 34 13 3 33 11 6 35 12 3 26 9 15
45 3 0 47 10 6 34 nd Nd nd nd nd nd
51 34 11 5 37 11 2 32 10 8 33 11 6
56 24 8 18 32 11 7 36 14 0 35 13 2
57 26 8 16 17 7 26 25 8 17 25 8 17
63 43 5 2 43 4 3 37 3 10 43 3 4
65 30 3 17 33 1 16 32 3 15 27 3 20
69 35 10 5 37 10 3 35 6 9 32 12 6
70 36 10 4 32 10 8 36 7 7 36 6 8
71 30 13 7 36 14 0 17 7 26 13 4 33
72 14 0 36 35 0 15 nd Nd nd nd nd nd
75 22 3 25 44 3 3 3 1 14 43 1 6
78 25 13 12 27 11 12 38 S 7 27 10 13
89 35 12 3 33 13 4 32 11 7 35 13 2
99 14 4 32 14 5 31 17 6 27 19 6 25
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Tabela 2. Resultado do teste de segregagéio de T, avaliado pelo teste Qui-quadrado a

5% de probabilidade. TR: transformante; R: resistente & canamicina; S:
suscetivel a canamicina. Resultados de 200 plantas sementeadas em quatro

placas de Petri (repetigdes), por linhagem transgénica avaliada

TR Totalgbservado Totalesperado X2 alculado Segregacdo 3:1
| (FX’s%)
R S R S

1 129 43 129 43 0.0000 positivo
2 49 0 36.75 1225 12.2500 .

6 39 3 315 10.5 5.3571

9 177 6 137.25 4575 34.5369 .

10 116 32 111 37 0.6757 positivo
14 49 40 66.75 2225 14.1601

17 164 19 137.25 4575 15.6407

18 169 10 134.25 4475  26.9846

19 48 6 40.5 13.5 4.1667 .

22 132 46 133.5 44.5 0.0506 positivo
26 136 48 138 46 0.0870 positivo
28 174 20 145.5 48.5 16.7474

29 173 16 141.75 4725 20.6680 .

30 128 43 128.25 4275  0.0015 positivo
33 126 42 126 42 0.0000 positivo
35 132 45 132.75 4425  0.0127 positivo
37 140 41 135.75 4525 03992 positivo
41 137 48 138.75 46.25  0.0662 positivo
44 128 45 129.75 4325  0.0708 positivo
45 13 6 14.25 4.75 0.3289 *

51 136 43 134.25 4475 0.0684 positivo
56 127 46 129.75 4325 01749 positivo
57 93 31 93 31 0.0000 positivo
63 166 15 135.75 4525 20.2224

65 122 10 99 33 16.0303 .

69 139 38 132.75 4425  0.8828 positivo
70 140 33 129.75 4325 24292 positivo
71 96 38 100.5 335 0.6045 positivo
72 49 0 36.75 1225 12.2500

75 144 8 114 38 23.6842 .

78 117 39 117 39 0.0000 positivo
&9 135 49 138 46 0.1957 positivo
99 64 21 63.75 2125  0.0029 Positivo




4.4 1dentificaciio de transformantes homozigotos, através do teste da progénie T,

De cada linhagem que apresentou segregagdo 3:1, foram
autofecundada 9 plantas T;, resistentes & canamicina, para a obtengdo de
transformantes homozigotos. Esse numero de plantas autofecundadas teve como base
o mesmo critério de selegdo, a probabilidade de uma planta resistente & canamicina,
que segrega 3:1, ser homozigota para o transgene € de 33,3%, assim, a probabilidade
de encontrar 1 planta homozigota em 9 ¢ de 97,4%.

Dos 19 transformantes que segregaram 3:1, identificou-se plantas
homozigotas em 17 eventos de transformag¢do. Como o transgene destas plantas
segregam para apenas um locus, € este esta em homozigose, entdo a caracteristica
expressa pelo gene ectopico estd fixada ao vegetal, e sera herdada para toda sua
progénie em autofecundagdes posteriores (Horsch et al, 1984; Derol & Gardner,
1988).

Inicialmente, para alguns transformantes, utilizou-se 3 placas de Petri
com 50 plantulas em meio contendo agente seletivo, para testar a progénie T, de
forma individualizadae e posteriormente, utilizou-se somente 2 placas por progénie,
por ser um numero suficiente de plantas para a analise. Os resultados da analise da
resisténcia das progénies T, , em meio contendo agente seletivo (Tabelas 3 a 7),e a
analise dos resultados pelo teste Qui-quadrado (Tabelas 8 a 11), sdo apresentados a
seguir

Além da identificagdo das plantas homozigotas, a progénie das plantas

heterozigotas confirmou que os transformantes segregam 3:1.
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Tabela 3. Resultados do teste de segregacéio das progénies T,, dos transformantes
(TR) TR-01, TR-10, TR-22 e TR-26. R e S: plantulas resistentes e

suscetiveis & canamicina, respectivamente. NG: sementes ndo germinadas.

PL: nimero da planta T; autofecundada. nd: ndo determinado

TR PL Repeticdo 1 Repeticio 2 repeticdo 3 -

R S NG R S NG R S NG

1 1 47 0 3 45 0 5 47 0 3
2 47 0 3 46 0 4 nd nd nd

3 33 16 1 34 12 4 34 10 6

4 32 9 9 34 12 4 nd nd nd

5 37 11 2 34 10 6 35 12 3

7 46 0 4 44 0 6 45 0 5

9 48 0 2 46 0 4 48 0 2

10 2 40 0 10 30 0 20 nd nd nd
3 32 0 18 35 0 15 nd nd nd

4 45 0 5 42 0 8 nd nd nd

6 30 13 7 15 5 30 nd nd nd

7 29 7 14 18 7 25 nd nd nd

8 34 9 7 35 10 5 nd nd nd

9 32 11 7 35 9 6 nd nd nd

22 1 34 12 4 30 8 12 nd nd nd
2 39 0 11 38 0 12 nd nd nd

3 30 7 13 30 8 12 nd nd nd

4 27 9 14 nd nd 50 nd nd nd

5 25 14 11 nd nd 50 nd nd nd

6 45 0 5 44 0 6 nd nd nd

26 1 36 12 2 35 11 4 nd nd nd
2 36 13 1 33 16 1 nd nd nd

3 33 14 3 34 14 2 nd nd nd

4 43 0 7 47 0 3 nd nd nd

5 33 0 17 36 0 14 nd nd nd

6 45 0 5 46 0 4 nd nd nd

7 33 17 0 36 11 3 nd nd nd

8 30 10 10 30 18 2 nd nd nd
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Tabela 4. Resultados do teste de segregagéo das progénies T,, dos transformantes
(TR) TR-30, TR-33, TR-35 e TR-37. R e S: plintulas resistentes e

suscetiveis & canamicina, respectivamente. NG: sementes nio germinadas.

PL: nimero da planta T, autofecundada. nd: nfio determinado

NG
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

TR PL Repetigio 1 Repeticdo 2 Repeti¢io 3
R S NG R S NG R S
30 1 30 11 9 30 12 8 nd nd
2 27 10 13 22 12 16 nd nd
3 35 12 3 34 9 7 nd nd
4 33 9 8 29 11 10 nd nd
5 30 16 4 29 9 12 nd nd
7 34 11 5 nd nd 50 nd nd
33 1 37 9 4 38 8 4 nd nd
2 34 13 3 35 12 3 nd nd
3 35 13 2 38 9 3 nd nd
4 36 11 3 40 7 3 nd nd
5 30 14 6 35 10 5 nd nd
7 34 13 3 39 10 1 nd nd
8 32 10 8 29 7 14 nd nd
9 44 0 6 43 0 7 nd nd
35 1 42 0 8 47 0 3 nd nd
2 19 7 24 12 3 35 nd nd
4 24 12 14 10 2 38 nd nd
5 38 9 3 30 18 2 nd nd
6 37 8 5 30 16 4 nd nd
7 19 0 31 22 0 28 nd nd
8 35 10 5 36 10 4 nd nd
9 43 0 7 36 0 14 nd nd
37 1 29 11 10 36 13 1 nd nd
2 38 0 12 42 0 8 nd nd
4 33 15 2 38 9 3 nd nd
5 34 13 3 37 10 3 nd nd

nd
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Tabela 5. Resultados do teste de segregagéo das progénies T,, dos transformantes
(TR) TR41, TR-44, TR-51 e TR-56. R e S: plantulas resistentes e

suscetiveis & canamicina, respectivamente. NG: sementes ndo germinadas,

PL: niimero da planta T, autofecundada. nd: ndo determinado

TR PL Repetigdo 1 Repetigdo 2 Repeticdo 3
R S NG R S NG R S NG
41 1 36 11 3 38 6 6 nd nd nd
2 29 13 8 39 7 4 nd nd nd
3 31 14 5 37 9 4 nd nd nd
4 30 8 12 24 4 22 nd nd nd
5 36 11 3 35 13 2 nd nd nd
6 32 13 5 35 10 5 nd nd nd
8 47 0 3 nd nd nd nd nd nd
44 1 36 9 5 34 11 5 nd nd nd
3 36 12 2 34 10 6 35 12 3
4 47 0 3 32 0 18 40 0 10
5 35 13 2 40 7 3 nd nd nd
7 34 9 7 32 12 6 33 8 9
9 32 11 7 36 9 5 35 11 4
51 1 45 0 5 40 0 10 nd nd nd
2 36 10 4 36 12 2 nd nd nd
3 47 0 3 46 0 4 nd nd nd
4 28 12 10 29 13 8 nd nd nd
7 29 12 9 35 8 7 nd nd nd
8 30 13 7 38 11 1 nd nd nd
9 46 0 4 44 0 6 nd nd nd
56 1 37 10 3 32 16 2 nd nd nd
2 43 0 7 49 0 1 nd nd nd
3 36 8 6 34 10 6 nd nd nd
4 44 0 6 46 0 4 nd nd nd
5 30 19 1 42 0 8 nd nd nd
6 49 0 1 48 0 2 nd nd nd
7 36 0 14 41 0 9 nd nd nd
8 32 12 6 31 15 4 nd nd nd




63

Tabela 6. Resultados do teste de segregagéo das progénies T, dos transformantes
(TR) TR-57, TR-69, TR-70 ¢ TR-71. R e S: plantulas resistentes e

suscetiveis & canamicina, respectivamente. NG: sementes ndo germinadas.

PL: nimero da planta T autofecundada. nd: ndo determinado

TR PL Repeticdo 1 Repetigio 2 Repeti¢do 3
R S NG R S NG R S NG
57 2 32 13 5 37 12 1 nd nd nd
3 46 0 4 45 0 5 nd nd nd
4 30 12 8 nd nd nd nd nd nd
5 49 0 1 47 0 3 nd nd nd
6 50 0 0 48 0 2 nd nd nd
7 43 0 7 38 0 12 nd nd nd
8 50 0 0 46 0 4 nd nd nd
69 2 47 0 3 45 0 5 nd nd nd
3 25 10 15 38 12 0 nd nd nd
4 38 9 3 36 12 2 nd nd nd
6 37 9 4 33 13 4 nd nd nd
7 32 14 4 28 16 6 nd nd nd
8 43 0 7 38 0 12 nd nd nd
70 1 45 0 5 44 0 6 nd nd nd
2 28 13 9 24 14 12 nd nd nd
3 36 0 14 48 0 2 nd nd nd
5 25 11 14 31 9 10 nd nd nd
6 24 18 8 30 13 7 nd nd nd
7 30 0 20 37 0 13 nd nd nd
8 27 7 16 25 12 13 nd nd nd
71 1 39 0 11 38 0 12 nd nd nd
2 9 2 39 nd nd nd nd nd nd
3 8 7 35 nd nd nd nd nd nd
4 44 0 6 49 0 1 nd nd nd
5 35 11 4 34 14 2 nd nd nd
6 35 13 2 26 8 16 nd nd nd
7 38 10 2 31 16 3 nd nd nd
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Tabela 7. Resultados do teste de segregagdo das progénies T,, dos transformantes
(TR) TR-78, TR-89 e TR-99. R e S: plantulas resistentes e suscetiveis a

canamicina, respectivamente. NG: sementes nio germinadas. PL: nimero

da planta T, autofecundada. nd: nfio determinado

TR PL PLACA 1 PLACA 2 PLACA3
R S NG R S NG R S NG
78 6 38 7 5 33 16 1 nd nd nd
7 36 12 2 33 14 3 nd nd nd
9 36 12 2 34 14 2 nd nd nd
89 1 45 0 5 46 0 4 48 0 2
2 36 14 0 35 11 4 30 14 6
4 37 11 2 35 9 6 32 14 4
5 48 0 2 46 0 4 44 0 6
6 48 0 2 43 0 7 45 0 5
7 43 0 7 44 0 6 42 0 8
8 36 8 6 34 14 2 34 10 6
9 31 13 6 35 14 1 39 8 3
99 1 41 0 9 nd nd nd nd nd nd
2 39 0 11 10 0 40 nd nd nd
3 36 12 2 35 13 2 nd nd nd
4 35 8 7 33 13 4 nd nd nd
5 35 12 3 38 12 0 nd nd nd
6 47 0 3 nd nd nd nd nd nd
7 36 11 3 nd nd nd nd nd nd
8 38 10 2 31 17 2 nd nd nd
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Tabela 8. Resultados do teste de segregagéo de T, avaliado pelo teste Qui-quadrado a

5% de probabilidade (FX?sy,). PL: namero da planta T, autofecundada. TR:

evento de transformag@o. R e S: plantulas resistentes e suscetiveis a

canamicina, respectivamente

TR PL Totalobservado Totalesperado Xleaoutndo ___Homozigose
R S R S (FX%59)
1 1 139 0 139 0 0 Positiva
2 93 0 93 0 0 Positiva
3 101 38 139 0 722
4 66 21 87 0 220,5
5 106 33 139 0 5445 .
7 135 0 135 0 0 Positiva
9 142 0 142 0 0 Positiva
10 2 70 0 70 0 0 Positiva
3 67 0 67 0 0 Positiva
4 87 0 87 0 0 Positiva
6 45 18 63 0 162
7 47 14 61 0 98
8 69 19 88 0 180,5
9 67 20 87 0 200
22 1 64 20 84 0 200 .
2 77 0 77 0 0 Positiva
3 60 15 75 0 112,5
4 27 9 36 0 40,5
5 25 14 39 0 98 .
6 89 0 89 0 0 Positiva
26 1 71 23 94 0 264,5
2 69 29 98 0 420,5
3 67 28 95 0 392 .
4 90 0 90 0 0 Positiva
5 69 0 69 0 0 Positiva
6 91 0 91 0 0 Positiva
7 69 28 97 0 392
8 60 28 88 0 392
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Tabela 9. Resultados do teste de segregacéio de T, avaliado pelo teste Qui-quadrado a

5% de probabilidade (FX?ss;). PL: nimero da planta T; autofecundada. TR:

evento de transformagfio. R e S: plantulas resistentes e suscetiveis a

canamicina, respectivamente

TR PL  Totalopserado  TOtalesperado  Xcaloulado _ HOmMoZigose:
R S R S (FX2s9).

30 1 60 23 83 0 2645

2 49 22 71 0 242

3 69 21 90 0 220,5

4 62 20 82 0 200

5 59 25 84 0 312,5

7 34 11 45 0 60,5
33 1 75 17 92 0 144,5

2 69 25 94 0 -312,5

3 73 22 95 0 242

4 76 18 94 0 162

5 65 24 89 0 288

7 73 23 96 0 264.,5

8 61 17 78 0 144,5 .

9 87 0 87 0 0 Positiva
35 1 89 0 89 0 0 Positiva

2 31 10 41 0 50

4 34 14 48 0 98

5 68 27 95 0 364,5

6 67 24 91 0 288 .

7 41 0 41 0 0 Positiva

8 71 20 91 0 200 .

9 79 0 79 0 0 Positiva
37 1 65 24 89 0 288 .

2 80 0 80 0 0 Positiva

4 71 24 95 0 288

5 71 23 94 0 2645




Tabela 10. Resultados do teste de segregacéo de T,, avaliado pelo teste Qui-quadrado
a 5% de probabilidade (FX%ss;). PL: nmimero da planta T, autofecundada.
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TR: evento de transformagfio. R e S: plantulas resistentes e suscetiveis a

canamicina, respectivamente

TR PL Total observado Totalesp Xoateulndo Homozi gose
R S R S (FXs0)
41 1 74 17 91 0 144.5
2 68 20 88 0 200
3 68 23 91 0 2645
4 54 12 66 0 72
5 71 24 95 0 288
6 67 23 90 0 264.5 .
8 47 0 47 0 0 Positiva
44 1 70 20 90 0 200
3 105 34 139 0 578 .
4 119 0 119 0 0 Positiva
5 75 20 95 0 200
7 99 29 128 0 420,5
9 103 31 134 0 480,5 .
51 1 85 0 85 0 0 Positiva
2 72 22 94 0 242 .
3 93 0 93 0 0 Positiva
4 57 25 82 0 312,5
7 64 20 84 0 200
8 68 24 92 0 288 .
9 90 0 90 0 0 Positiva
56 1 69 26 95 0 338 .
2 92 0 92 0 0 Positiva
3 70 18 88 0 162 .
4 90 0 90 0 0 Positiva
5 72 19 91 0 180,5 .
6 97 0 97 0 0 Positiva
7 77 0 77 0 0 Positiva
8 63 27 90 0 3645




Tabela 11. Resultados do teste de segregacé@o de T,, avaliado pelo teste Qui-quadrado
a 5% de probabilidade (FX?%s5,). PL: nimero da planta T; autofecundada.
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TR: evento de transformag@o. R e S: plantulas resistentes e suscetiveis a

canamicina, respectivamente

TR PL Totalobservado Totalesperado X caloulado Homozigose
R S R S (FXs0)
57 2 69 25 94 0 312,5 .
3 91 0 91 0 0 Positiva
4 30 12 42 0 72 .
5 96 0 96 0 0 Positiva
6 98 0 98 0 0 Positiva
7 81 0 81 0 0 Positiva
8 96 0 96 0 0 Positiva
69 2 92 0 92 0 0 Positiva
3 63 22 85 0 242
4 74 21 95 0 220,5
6 70 22 92 0 242
7 60 30 90 0 450 .
8 81 0 81 0 0 Positiva
70 1 89 0 89 0 0 Positiva
2 52 27 79 0 364,5 .
3 84 0 84 0 0 Positiva
5 56 20 76 0 200
6 54 31 85 0 480,5 .
7 67 0 67 0 0 Positiva
8 52 19 71 0 180,5 .
71 1 77 0 77 0 0 Positiva
3 8 7 15 0 245 .
4 93 0 93 0 0 Positiva
5 69 25 94 0 3125
6 61 21 82 0 220,5
7 69 26 95 0 338




Tabela 12. Resultados do teste de segregagdo de T, avaliado pelo teste Qui-quadrado
a 5% de probabilidade (FX’sy). PL: numero da planta T, autofecundada.
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TR: evento de transformagdo. R e S: plantulas resistentes e suscetiveis a

canamicina, respectivamente

TR PL Totalobservado Totalesperado X calouingo  Homozigose
R S R S (FX%5)
78 6 71 23 94 0 264,5 .
7 69 26 95 0 338
9 70 26 96 0 338 .
89 1 139 0 139 0 0 Positiva
2 101 39 140 0 760,5
4 104 34 138 0 578 .
5 138 0 138 0 0 Positiva
6 136 0 136 0 0 Positiva
7 129 0 129 0 0 Positiva
8 104 32 136 0 512
9 105 35 140 0 6125
99 1 41 0 41 0 0 Positiva
2 49 0 49 0 0 Positiva
3 71 25 96 0 312,5
4 68 21 89 0 220,5
5 73 24 97 0 288 .
6 47 0 47 0 0 Positiva
7 36 11 47 0 60,5

O teste de progénie utilizado mostrou-se muito eficiente; varias plantas

homozigotas, foram obtidas na maioria dos eventos de transformacfio. A grande

vantagem do uso do teste ¢ a rapidez; apenas 2 geragdes de autofecundagio, foram

necessarias para a fixagdo do carater. Para a fixagdo de um carater, normalmente séo

necessarias de 7 a 8 geragdes de autofecundacdo (Vencovsky & Barriga, 1992). Sem

o teste de progénie, a fixa¢fio do carater ¢ menos controlada, e fica relacionada a alta

probabilidade do genotipo se fixar ao longo de varias geragdes de autofecundagéo
(Vencovsky & Barriga, 1992).
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A maior desvantagem do teste, € a grande quantidade de material empregado,
nove plantas foram autofecundadas para cada transformante no segundo ciclo de
autofecundagfio, enquanto que se apenas uma planta fosse autofecundada para cada

transformante, a fixagfo do carater dependeria de varias geragdes de autofecundagéo.

4.5 Analise da integracio do DNA exégeno, através da técnica Southern blot.

Doze transformantes homozigotos para o transgene foram
selecionados para a analise por Southern blot (Figuras 31 e 32). Destas 12 plantas, 11
hibridizaram com a sonda utilizada. Ocorreu um escape, apesar de tratar-se de uma
planta PCR positiva, e que segregou 3:1. Isso vem mostrar a necessidade da analise
de Southern blot, para a confirmag&o da integragdo do transgene, de forma estavel no
genoma dos transformantes (Lewin, 2000).

As plantas que hibridizaram com a sonda utilizada, apresentaram de 1
a 3 bandas, correspondentes ao nimero de copias do transgene, as amostras de plantas
utilizadas s@io dos transformantes primarios (To), que sfio hemizigotas para o
transgene, assim, o transgene esti em apenas um Cromossomo, por par de
cromossomos homologos (Ji et al., 1988). Os resultados da analise de Southern blot
estdo ilustrados nas Figuras 31 e 32.

Os transformantes TR3S5, TR41, TR44, TR51, TR56, TR57 ¢ TR71,
apresentaram apenas uma banda, o que sugere que o transgene foi inserido em apenas
um locus no genoma vegetal.

O transformante TR22 apresentou 3 bandas, ja os transformantes
TR26, TR33 e TR99 apresentaram 2 bandas, assim estas plantas possuem,
respectivamente 3 e 2 copias do transgene por genoma hapléide. Apesar de terem
mais de uma copia, estas plantas mantiveram a segregacéo 3:1, ao longo das geragdes.
Uma possibilidade, seria as copias num mesmo locus, segregando conjuntamente. A
outra possibilidade, poderia ser relacionada ao silenciamento de cépias adicionais,

restando apenas uma cOpia que se expressa, € que segregaria como um tnico locus.



Houve uma grande diversibilidade quanto ao padrdo de bandas,
evidenciado pela analise de Southern blot. O transformante TR-22 apresentou trés
bandas de 4, 6 € 8 Kb. O TR-26 duas bandas, de 7 € 11 Kb, o TR57 uma tinica banda
de 12 Kb, o0 TR99 duas bandas de 7 € 12 Kb, o0 TR33 duas bandas de 8 € 10 Kb, o
TR35 uma tnica banda de 10 Kb, o TR 41 , uma tnica banda de 9 Kb, 0 TR44 , uma
unica banda entre 7 a 8 Kb, 0 TR51 uma banda de 11 Kb € 0 TR56 possui uma tnica
banda entre 6 € 7 Kb.

Este polimorfismo no padrdo de bandas, confirma que as plantas
transgénicas obtidas, sdo provenientes de eventos distintos de transformagio
(Sambrook et al., 1989), ou seja, sdo linhagens independentes com padrio de
expressdo, a ser determinado, diferentes para o transgene utilizado.

A obtengdo de plantas com diferentes niveis de expressdo desse
transgene, € necessaria, para se correlacionar a variagdo da expressdo desse transgene,
a efeitos pleitropicos resultantes em plantas de tabaco previamente transformadas
com este mesmo gene, como por exemplo, a capacidade fotossintética dessas plantas.
Com essas plantas sera possivel realizarmos um estudo detalhado dos efeitos da

expressdo diferencial desse transgene.

71
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12 Kb

8 Kb
6 Kb

4 Kb

Figura 31 - Analise de Southern blot. Linha 1 corresponde ao transformante TR-22, a
linha 2 ao TR-26, a linha 3 ao TR-57, a linha 4 ao TR-71, na linha 5 tem-
se um escape, € a linha 6 ao TR-99. O controle negatigo (WT = planta
selvagem), estd na linha 7. Os controles positivos de tabaco transgénico
(Cabl e Cab2), obtidos em estudos prévios, em nosso laboratorio estéio
nas linhas 8 e 9, respectivamente. As setas indicam o comprimento dos
fragmentos de DNA em kilobase, em relagdo ao marcador de peso
molecular 1Kb laeder (Gibco BRL)
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11 Kb
9Kb
8 Kb
6 Kb

Figura 32 - Analise de Southern blot. Linha 1 corresponde ao transformante TR-33,
linha 2 ao TR-35, linha 3 ao TR-41, o controle negatigo (WT = planta
selvagem), estd na linha linha 4, linha 5 ao TR-44, linha 6 ao TR-51 ¢
linha 7 a0 TR-56. Os controles positivos de tabaco transgénico (Cabl e
Cab2), obtidos em estudos prévios, em nosso laboratdrio estéo nas linhas
8 e 9, respectivamente. As setas indicam o comprimento dos fragmentos
de DNA em kilobase, em relagdo ao marcador de peso molecular 1Kb
laeder (Gibco BRL)



5 CONCLUSOES

O sistema de transformagio via Agrobacterium tumefacien , foi
eficiente para a obtengdo de plantas transgénicas de tabaco, com o gene LAich1*2 de
ervilha. Doze novos eventos de transformagéo confirmados pelo teste southern blot, €
que estdo em homozigose, gragas as autofecundagdes e testes de progénie aos quais
os transformantes foram submetidos.

As plantas transgénicas de tabaco, que superexpressaram o gene
LhcbI*2 de ervilha (Cabl e Cab2), obtidas em estudos prévios do laboratdrio, com
alta expressdo do transgene, € mostraram que a expressdo ectOpica deste gene
resultou no aumento da capacidade fotossintética das plantas transgénicas em
condigdes limitantes de luz, apresentaram uma série de efeitos pleitropicos, que
aparentemente estdo ligados ao nivel de expressdo do transgene. Dessa forma, foram
obtidas novas plantas transgénicas de tabaco, e espera-se encontrar nestas, niveis de
expressdo variaveis (baixo, médio e alto), para investigar se os efeitos observados nas
primeiras plantas transgénicas estdo mesmo associados ao nivel de expressdo do

transgene, ou se os efeitos s6 ocorrem a partir de uma certa expresséo.
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APENDICES



APENDICE 1 - Composigiio do meio MS

Componenete Quantidade (g.l'l)
NH4NO3 1,65
CaCL2 . 2H20 0,44
KNO3 1,90
MgSO4 . TH20 0,372
KH2PO4 0,172
Na2EDTA.2H20 0,0412
FeS04.7H20 0,0278
H3BO3 0,0062
MnSO4.1H20 0,0169
ZnS04.7H20 0,0086
KI 0,00083
Na2Mo0O4.2H20 0,00025
CuS04.5H20 0,000025
CoCl12.6H20 0,000025
Acido nicotinico 0,0005
Piridoxina-HCl 0,0005
Tiamina-HCl 0,0001
Sacarose 20,0
Agar 8,0

APENDICE 2 - Composigio do meio YEP

Componenetes Quantidade (g1")
Bacto extrato de levedura 10,0

Bacto peptona 10,0

NaCl 5,0

Bacto Agar 10,0
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APENDICE 3 - Composigéo do meio AB liquido

Componente Quantidade (g1')
KH2PO4 3,0

NaH2PO4 1,0

NH4Cl1 1,0

MgSO4 . 7 H20 03

KCl 0,15

CaClI2 0,01

FeSO4 . 7H20 0,0025

Glucose 5

APENDICE 4 - Descrigio e seqiiéncia de bases dos “primers” que anelam ao

transgene

88

"Primer” Descrigio Seqii€ncia de bases

ricl Interno ao gene Lhcbl*2- posigio CCTTGAACCACACAGCTTCG
1400c (Cashmore, 1984)

rtc2 Corresponde a uma sequéncia do CCATGACTGGATTCCCAGTG
peptidio tréansito da rubisco, rbcS-TP

rtc3 Corresponde a uma sequéncia do CTTCTCTACAGGATCCATGC
peptidio transito da rubisco, rbcS-TP,
clonada ao tansgene Lhchl*2

35S-1  Correspondente ao promotor 35S do CCACTATCCTTCGCAAGACC
CaMV

APENDICE 5 - Composigio do tampéo de corrida e do gel (TBE 0,5X)

Componente Quantidade (g1”; mL.1")
Tris-HCl 54¢g
Acido bérico 27,5g

EDTA 0,5M 20ml




APENDICE 6 - Composigdo do tampio TE. mM:milimolar

Componente Concentragdo
Tris-HC1 10mM
EDTA , 1mM

APENDICE 7 - Composigio do tampio da amostraI'V (Sambrook et al., 1989)

Componente Quantidade g.ml-1
Azul de bromofenol  0,0025
Sacarose 0,4

APENDICE 8 - Composigio da solugo de Neutralizagio

Componente Quantidade (g.1™)
NaCl 87,66
Tris-HCI 60,56

APENDICE 9 - Composigio da solugiio de Denaturagio

Componente Quantidade (g.I")
NaCl 87,66
NaOH 20

APENDICE 10 - Composigfio da solugio de Depurinagio. M: molar

Componente Concentragdo
HCL 0,25M
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