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RESUMO

A transformacdo de genomas cloroplastidiais de tomate (Lycopersicon
esculentum Mild.) no ano de 2001, mais de uma década ap6s o primeiro resultado do
desenvolvimento dessa tecnologia em fumo, ampliou a oportunidade para a introdugéo
e expressao de transgenes em genomas plastidiais de plantas de valor alimenticio.
Dentre outras vantagens, a seguranca ambiental e os altos niveis de expresséao de
transgenes, com conseqiiente elevado acimulo da proteina de interesse, sao
decorrentes da transformacdao de genomas cloroplastidiais. Uma vez que plastideos
estdao envolvidos em diversos processos metabdlicos celulares, a modificacdo de
qualquer um desses processos pode ser viabilizada pela introdugéo de genes exégenos
ou alteracao de genes enddgenos em plastideos. Dadas as importantes propriedades
terapéuticas associadas ao consumo de vitamina E, especialmente o-tocoferol, em
doses superiores aquelas necessarias a nutricido humana (100 a 400 IU), este trabalho
teve como objetivo a obtencdo de plantas com alto conteido desta vitamina pela
transformacéo de cloroplastos. Os genes slf0089 e s/If0090 de Synechocystis sp.
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PCC6803, que codificam as enzimas y-tocoferol metil transferase (y-TMT) e HPP
dioxigenase (HPPDase) respectivamente, foram isolados e introduzidos em vetores de
transformacgéao de cloroplastos, resultando nos plasmideos plJB30, plJB31 e plJB32, os
quais contém as regides codificadoras dos genes slf0089, slf0090 e s/r0089+s/r0090,
respectivamente. Experimentos de biobalistica em explantes foliares de tomate e fumo
foram conduzidos para a integracdo e expresséo dos transgenes nos genomas
plastidiais. Plantas de fumo contendo as trés constru¢cdes foram confirmadas serem
homoplasmicas, possuindo os transgenes corretamente integrados. Desde que
superexpressao de genes que codificam a enzima HPPDase em plantas podem levar a
resisténcia aos herbicidas inibidores desta enzima, plantas transplastdmicas de fumo
foram analisadas e apresentaram resisténcia ao isoxaflutole em testes in vitro. Plantas
de tomate homoplasmicas contendo os transgenes foram confirmadas somente para a

construcao plJB32, apresentando os trangenes corretamente integrados.
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SUMMARY

Tomato (Lycopersicon esculentum Mild.) chloroplast transformation in
2001, more than one decade after the first results from the transplastomic technology
in tobacco, has increased the opportunity to the introduction and expression of
transgenes into plastid genomes of crop species. Among other advantages,
environmental safety and high levels of transgene expression with consequent great
accumulation of the introduced recombinant protein are results of the plastid
transformation. Plastids take part in several metabolic cellular processes and so
modification of any of the involved pathways could be viable by the introduction of
exogenous genes or alteration of endogenous genes in chloroplast genomes. Since
vitamin E, specially a-tocopherol, has important therapeutic properties when daily
intakes exceed normal nutritional requirements (100 to 400 IU), the goal of this work
was the production of vitamin E rich plants by chloroplast transformation. In that way,
the Synechocystis sp. PCC6803 s/ir0089 and s/ir0090 genes coding for the y-
tocopherol methyl transferase (y-TMT) and HPP dioxygenase (HPPDase) enzymes
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respectively were isolated and introduced in chloroplast transformation vectors
resulting in the plJB30, plUB31 and plJB32 plasmids, which contain the s/ir0089,
sir0090 and slr0089+s/r0090 coding regions respectively. Biolistic experiments with
tomato and tobacco leaf explants were performed for the integration and expression
of the constructs into the plastid genomes. Transformed tobacco plants containing all
the three constructs were confirmed to be homoplasmic and have the transgenes
correctly integrated. Since overexpression of the HPPDase coding genes in plants
can lead to resistance against HPPD inhibiting herbicides, transplatomic tobacco
plants were analized and have shown resistance against isoxaflutole on in vitro tests.
Tomato homoplasmic plants containing the transgenes were confirmed only for the

plJB32 construct and have also the transgenes correctly integrated.



1 INTRODUGAO

O desenvolvimento de tecnologias de alteracdo genética do genoma
de plastideos de Chlamydomonas reinhardtii (Boyton et al., 1988) e Nicotiana
tabacum (Svab et al., 1990) e, em especial, sua expansao para as culturas de
batata (Sidorov et al, 1999) e de tomate (Ruf et al., 2001), demonstraram o
potencial desta tecnologia para a introdugcéo e expressao de transgenes em
genomas plastidiais de plantas cultivadas pela transformacao de cloroplastos.
Dentre outras vantagens, a seguranga ambiental e os altos niveis de expressao
de transgenes com conseqiiente elevado acumulo da proteina de interesse séo
decorrentes da transformacédo de genomas plastidiais (revisado em Bock &
Hagemann, 2000; Maliga, 2004).

Em plantas de fumo, modelo Unico entre vegetais superiores
explorado até a transformacédo de batata e tomate, diversos estudos foram
realizados em esforcos de desenvolvimento de um sistema eficiente e seguro
de expressao de genes heterélogos em plantas. Nesse contexto, plantas de
fumo transplastdmicas (com genoma plastidial alterado) mostraram ser de
grande utilidade para a produgcao de proteinas de interesse farmacéutico por
produzirem substancias diversas tais quais vacinas, anticorpos e compostos
derivados do metabolismo secundario vegetal, assim como um horménio de
crescimento humano, a somatotropina, (Daniell et al, 2002; Maliga, 2003; Bock
& Khan, 2004). Da mesma forma, a tecnologia tem sido considerada de grande
potencial para a expressdo e modificacdo de caracteristicas de interesse
agrondémico, incluindo resisténcia a herbicidas e insetos (revisado em Daniell et



al.,, 2005). Em adicédo, a literatura mostra claramente o potencial da aplicacao
da tecnologia de transformacéo de cloroplastos na modificacao metabdlica de
vias compartimentalizadas em plastideos (revisado em Bock & Khan, 2004).
Plastideos estao envolvidos em diversos processos metabdlicos celulares, tais
como fotossintese, assimilagdo do nitrogénio e enxofre, metabolismo de
aminoacidos, lipideos, tocoferois, carotendides e clorofilas. A modificacao de
qualquer desses processos, para o redirecionamento ou potencializacao das
rotas metabdlicas envolvidas nesses diversos processos, pode ser viabilizada
pela introducdo de genes exdgenos ou alteracdo de genes enddgenos em
plastideos.

Dadas as importantes propriedades terapéuticas associadas ao
consumo de vitamina E (a-tocoferol) em doses 10 a 100 vezes superiores
aquelas necessarias a nutricdo humana (Traber & Sies, 1996), o controle do
metabolismo de tocoferéis representa alvo de interesse e com potencial para
modificacao via transformacao de cloroplastos. Com esse objetivo, o presente
trabalho visa a introducdo e expressdo dos genes slif0089 e sIr0090 de
Synechocystis sp. PCC6803 em genomas plastidiais de tomate e fumo via
transformacao do genoma plastidial, buscando a superexpressao das enzimas
y-tocoferol metil transferase (y-TMT) e HPP dioxigenase (HPPDase),
respectivamente, com esperado aumento do nivel de vitamina E
(especialmente a-tocoferol) em diferentes tecidos de tomate e fumo. O sucesso
no aumento do teor de o-tocoferol em frutos de tomate representara a
disponibilizacdo de uma fonte relativamente barata. e de pronto consumo de
vitamina E para a populacdo, como também, a concretizacdo do primeiro
sistema de superexpressao de proteinas de interesse em 6rgdo comestivel
decorrente da tecnologia de transformacéao de cloroplastos. Uma vez ja obtidas
no presente trabalho, plantas de tomate e fumo expressando os genes que
codificam as enzimas y-tocoferol metil transferase (y-TMT) e HPP dioxigenase

(HPPDase) separadamente e na forma de operon, analises bioquimicas



baseadas em HPLC serdo suficientes para comprovar a eficacia da estratégia
utilizada no aumento do teor de tocoferdis, em especial o-tocoferol, nestas
espécies. Em adicao, a enzima HPPDase, codificada pelo gene s/r0090, € alvo
de um grupo de herbicidas bastante promissor da industria quimica, que
compreende moléculas tais quais o isoxaflutole e o mesotrione (Lee et al.,
1998). Teste preliminar de resisténcia ao isoxaflutole, em germinacao in vitro,
mostrou o potencial de plantas de fumo expressando este gene em tolerar
niveis do herbicida superiores aqueles tolerados por plantas nao
transformadas. Estudos mais aprofundados, incluindo a aplicacdo em pos-
emergéncia dos herbicidas isoxaflutole e mesotrione em plantas conduzidas em
vasos, podem vir a identificar importante estratégia para obtencédo de plantas
resistentes a essa classe de herbicidas. Plantas resistentes a herbicidas
apresentam grande interesse econdmico em espécies cultivadas. Resultam em
vantagem competitiva no manejo de plantas daninhas e reduzem o custo de
producao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tocoferdis: estrutura e fungoes

Tocoferois, antioxidantes lipossolliveis conhecidos em conjunto aos
tocotrienéis como vitamina E, representam um grupo de compostos produzidos
exclusivamente por organismos fotossintetizantes. Os quatro tocoferdis de
ocorréncia natural, a-, B-, y- e 8-tocoferol (Figura 1) diferem somente no numero
e posi¢ao de radicais metil no anel aromatico (Hirschberg, 1999) e na atividade
antioxidante in vivo (Fukuzawa et al., 1982). A forma natural de a-tocoferol
ocorre como um unico isdmero (R,R,R)-a-tocoferol, enquanto o a-tocoferol
sintético (normalmente utilizado em suplementos de vitamina E) € uma mistura
racémica de oito diferentes isbmeros (Hirschberg, 1999). A maioria desses
isdbmeros € menos eficaz que o isbmero natural (Traber & Sies, 1996) e,
portanto, a disponibilizagdo de fontes de facil acesso do isdbmero natural seria
de grande importancia para a nutricao humana.

O a-tocoferol é considerado tradicionalmente a forma mais efetiva
entre os tocoferdis como vitamina E, apresentando atividade biolégica cerca de
10 vezes maior do que aquela de seu precursor biossintético imediato y-
tocoferol (Hirschberg, 1999). Nesse aspecto, a atividade biolégica do o-
tocoferol e seus analogos tem sido extensivamente estudada nos ultimos 10 a
15 anos para elucidar as diferengas marcantes e opostas em atividade in vivo e
in vitro normalmente relatadas. A absorgao e distribuicao preferencial de a-

tocoferol no organismo animal, em detrimento de seus analogos, tém sido



apontadas e mostradas ocorrer em fungédo da atividade de duas enzimas: a
proteina de ligagao ao tocoferol (TBP, tocopherol binding protein) e a proteina
de transferéncia do a-tocoferol (aTTP — tocopherol transfer protein), ambas de
origem hepatica (Sato et al., 1991; Kaempf-Rotzoll, 2003). Em 1997, Hosomi e
colaboradores propuseram a afinidade dos diversos analogos da vitamina E
pela aTTP, que por sua vez determina seus niveis plasmaticos, como o
principal determinante de suas atividades biolégicas. Plotando seus dados
contra resultados de testes tipicos em ratos de determinacdo da atividade
biolégica para os diversos analogos da vitamina E, Hosomi et al. (1997)
encontraram relagao linear (r2 = 0,964) entre afinidade relativa a oTTP e
atividade biol6gica. Tais dados corroboraram a relagao direta que Catignani &
Bieri' citados por Hosomi et al. (1997) relataram, ja em 1977, entre a atividade
biolégica de diversas formas de vitamina E e sua habilidade em competir por
ligacao a proteina de ligagao ao tocoferol (TBP).

Embora os niveis minimos de vitamina E recomendados (10 a 13,4
Ul — unidades internacionais, NRC, 1989) sejam normalmente alcangados em
dietas médias contendo vegetais, ingestao diaria de excessos de vitamina E, da
ordem de 100 a 1000 Ul, correspondendo a cerca de até 1000 mg de (R,R,R)-
o-tocoferol, foi mostrada estar associada com reducao de risco de doencas
cardiovasculares, algumas formas de cancer, melhoria da fungao imunolégica,
reducdo da velocidade de progresso de numerosas condigdes degenerativas
associadas a idade, tais como catarata, artrite e desordens do sistema nervoso
causadas por danos acumulativos mediados por espécies reativas de oxigénio
nos mais diversos tecidos (Traber & Sies, 1996). Em estudos realizados entre
1993 e 2004 com 136 mil pessoas, Edgard Miller, professor da Faculdade de
Medicina da Universidade John Hopkins, de Baltimore (Maryland), concluiu que
ingestao diaria igual ou superior a 400 Ul de vitamina E sintética pode levar a

maiores riscos de morte, o que nao ocorre com ingestao limitada a 200 Ul (270

! Catignani, G.L.; Bieri, J.G. Biochim. Biophys. Acta, v.497, p.349-357, 1977.



mg). Segundo afirma o pesquisador, especialistas dizem que tais oxidantes
parecem benéficos apenas na alimentacado (e nao suplementacao artificial) e
que pessoas que ingerem alimentos ricos em vitaminas realmente correm
menos riscos de problemas cardiacos, por exemplo
(http://iwvww1.folha.uol.com.br/folha/ ciencia/ult306u12639.shtml).

R
= CHy CH, CHa
Ra
Ry =Rz =Rg =CHj a-tocopherol
Ri=R3=CHs Ra=H B-tocopherol
Ry=H; Ry = R3 = CHj ytocopherol
Ry{=Ry=H; Ry=CHj d=tocopherol

Figura 1 - Estrutura variavel dos tocoferois. Notar que a unica diferenga entre a-
e v-tocoferol é que y-tocoferol nao é metilado na posi¢cdao 5 (R4) do
anel aromatico. Adaptado de Hensley et al. (2004)

2.2 Biossintese de tocoferoéis em plantas

A via biossintética de tocoferéis em plantas (Figura 2), incluindo a
biossintese de a-, B-, y- e &-tocoferdis, foi elucidada ha trés décadas por meio
de experimentos bioquimicos classicos (Whistance & Threlfall, 1970). Os
tocoferdis sao sintetizados através de precursores comuns a duas vias: a via
dos isoprendides (também responsavel pela biossintese de carotendides),
contribuindo com a cauda hidrofébica tipica de tocofer6is, e a via de
biossintese do acido homogentisico, responsavel pela doacdo do grupo
funcional dos tocoferdis, constituido por um anel aromatico (Hirschberg, 1999).



Os tocoferéis tratam-se, desta forma, de compostos secundarios derivados da
via plastidial dos isoprendides em plantas, conjuntamente com carotendides,
plastoquinonas e outras quinonas, acido abscisico e diversos outros
compostos.

Nos anos de 1997 e 1998 foram relatados os primeiros esforgos de
sucesso na clonagem e caracterizagao de genes envolvidos na via biossintética
de tocoferdis em plantas e cianobactérias. Genes codificando a enzima 4-
hidroxifenil piruvato dioxigenase (HPPDase) foram inicialmente clonados de
cenoura (Garcia et al., 1997), cevada (Kleber-Janke & Krupinska, 1997) e
Arabidopsis thaliana (Norris et al., 1998). A enzima supre a via com 0s grupos
funcionais (anéis aromaticos) para o acoplamento das caudas hidrofébicas,
formando quinonas precursoras dos tocoferdis. Em adicdo, Shintani &
DellaPenna (1998) clonaram e caracterizaram a enzima y-tocoferol metil
transferase (y-TMT) de A. thaliana e Synechocystis sp PCC6803. A enzima
promove a metilacao final de y-tocoferol para gerar o produto final da via, o a-
tocoferol (Figura 2).

A partir do ano de 2002, todos os genes da via dos tocoferéis foram
isolados de . Arabidopsis thaliana, alguns também da cianobactéria
Synechocystis sp. PCC6803, e caracterizados, confirmando a via metabdlica
hipotetizada pelos ensaios bioquimicos (revisado em Ajjawi & Shintani, 2004).

Devido a sua importancia para a agricultura, nutricdo e significancia
terapéutica, a enzima 4-hidroxifenil piruvato dioxigenase (HPPD) tem sido
largamente estudada e caracterizada (revisado em Moran, 2005). Segundo
destaca Moran (2005), a enzima HPPD & uma oxigenase Fe(ll)-dependente
que cataliza a conversao de hidroxifenil piruvato em homogentisato (acido
homogentisico). A reagao envolve descarboxilagdo, migragao substitutiva e
oxigenagao aromatica em um unico ciclo catalitico. A enzima HPPD catalisa o
segundo passo da via do catabolismo de tirosina, que &€ comum a
essencialmente todas as formas de vida aerdbicas. Em plantas a via possui

uma ramificacdo anabdlica no homogentisato que produz cofatores redox



derivados de isoprendides tais quais a plastoquinona e os tocoferéis, conforme
ja citado anteriormente. Ainda, segundo Moran (2005), molécula multicetonicas
de ocorréncia natural atuam como agentes alelopaticos na inibicao da HPPD e
impedem a producédo de homogentisato e seus derivados requeridos como
cofatores. O importante é que esse mecanismo vem sendo justamente utilizado
como base para o desenvolvimento de uma gama de moléculas herbicidas
efetivas rotineiramente utilizadas comercialmente. De fato, a estratégia de
inibicdio da HPPD tem sido usada como modo de acdo promissor para
herbicidas da classe das tricetonas pela industria de pesticidas desde 1982
(Lee et al.,, 1998). Inibicdo da enzima bloqueia indiretamente a sintese de
carotendides e resulta em conseqiiente degradacao de clorofilas e fenétipo
albino em folhas (Meazza et al., 2002). Dois ingredientes ativos usualmente
utilizados nas culturas de milho e cana-de-aglcar sdo representados pelo
isoxaflutole (Provence 750WG, Bayer CropScience) e o mesotrione (Callisto,
Syngenta), normalmente aplicados em pré e p6s emergéncia respectivamente

(Christofoletti, 2005, comunicagao pessoal).
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Figura 2 - Via biossintética de tocoferdis em plastideos de plantas. Setas

horizontais pretas indicam as primeiras enzimas clonadas e
caracterizadas da via. Fonte: Hirschberg (1999)
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A enzima y-tocoferol metil transferase (y-TMT), por sua vez, tem
papel exclusivo na sintese de tocoferéis e vém sendo talvez por esse motivo
estudada em ritmos mais lentos. Koch et al. (2003), em adigdo ao trabalho
realizado por Shintani & DellaPenna (1998) e um esquema de purificagao
proposto inicialmente por D’Harlingue & Camara (1985), realizaram uma
caracterizagao bioquimica detalhada das enzimas y-TMT de Arabidospis
thaliana e de frutos de Capsicum annuum L, tecido que acumula altos teores de
tocoferéis. Tratou-se do primeiro esforco em caracterizar mindcias das
propriedades enzimaticas de y-TMTs de plantas superiores. As enzimas
apresentaram caracteristicas bioquimicas bastante similares, incluindo a
especificidade a substratos. Ambas convertem &- e y- em B- e a-tocoferéis,
respectivamente, mas nao aceitam B-tocoferol como substrato, apontando para
uma metilacdo especifica da enzima no carbono 5 do anel aromatico de
tocoferéis. Devido a uma maior especificidade da enzima de Arabidopsis por &-
tocoferol em relagéao a y-tocoferol, os autores concluem que seus resultados
enfatizam o papel da y-TMT em regular o espectro de tocoferois acumulados

nas plantas.

2.3 Modificagao genética da biossintese de tocoferéis

Avancgo importante no engenheiramento metabélico de tocoferois foi
relatado inicialmente por Shintani & DellaPenna (1998) com a clonagem e
caracterizacdo do cDNA da enzima y-tocoferol metil transferase (y-TMT) de
Arabidopsis thaliana. Superexpressao da y-TMT em sementes transgénicas de
Arabidopsis foi realizada pelo uso do promotor especifico de sementes DC3 de
cenoura. Enquanto 97% do total de tocoferbis em sementes selvagens de
Arabidopsis sao representados por y-tocoferol, sementes transgénicas

apresentaram 85-95% de a-tocoferol, representando um aumento superior a 80
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vezes o teor de a-tocoferol quando em comparacdo a sementes controle nao
alteradas. De forma interessante, os niveis totais de tocofer6is ndo foram
alterados nas plantas transgénicas, indicando auséncia de um mecanismo de
regulacdo por ‘feed-back’ na via de sintese em sementes ou que a-tocoferol
pode atuar nesse mecanismo da mesma forma que o y-tocoferol (Hirschberg,
1999). Acima de tudo, o experimento demonstrou a potencial elevag¢ao do nivel
de vitamina E funcional (leia-se a-tocoferol) em tecidos vegetais por
manipulacao genética relativamente simples, envolvendo somente a introducao
de um gene e a conseqiiente conversao de y-tocoferol em a-tocoferol, passo
que deve ser controlado na via metabdlica em sementes (Shintani &
DellaPenna, 1998). Esse substancial aumento no contetdo de a-tocoferol (da
ordem de 80 vezes) em tecidos vegetais comestiveis, tal como frutos de tomate
e outras culturas, permitiria disponibilizar ao consumidor em geral fontes e
dosagens suficientes de vitamina E para atender as exigéncias terapéuticas ja
mencionadas.

Esforcos sucessivos na modificacao da biossintese de tocoferéis em
plantas s6 foram relatados alguns anos depois por Tsegaye et al. (2002) e Falk
et al. (2003) que superexpressaram o gene HPPD de Arabidopsis em sementes
e folhas de Arabidopsis e fumo para testar a hipétese de que a atividade da
enzima pudesse representar passo regulatério limitante da via dos tocoferéis.
Embora as plantas transformadas tenham mostrado aumentos expressivos na
atividade enzimatica quando comparadas a plantas controle, somente
pequenos aumentos no conteudo de tocoferdis foram encontrados (10 % em
folhas e 30% em sementes), sugerindo a principio que a enzima HPPD por si
s6 nao seria suficiente para aumentar consideravelmente o fluxo biossintético
da via dos tocofer6is. Em oposicdo as conclusbes dos autores, pode-se
imaginar que niveis de expressao mais elevados poderiam conduzir a também
maiores aumentos no conteudo de tocoferbis, embora nao tenha sido
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caracterizada uma proporcionalidade da atividade enzimatica com o aumento
de fluxo da via nos experimentos expostos.

Na seqiiéncia e ainda com inicio no ano de 2002, outros genes da
via de biossintese de tocofer6is em plantas foram isolados de Arabidopsis
thaliana (e muitas vezes seus analogos em Synechocystis sp. PCC6803) e
caracterizados. Superexpressdo desses genes em Arabidopsis ou fumo
geraram um perfil exato de quais genes e seus produtos estdo diretamente
envolvidos no aspecto qualitativo ou quantitativo na via (revisado em Ajjawi &
Shintani, 2004). Varios grupos de pesquisa passaram a utilizar tais informacées
e vém investindo em esforcos de transferéncia desse conhecimento para
espécies de interesse alimenticio, onde a conseqiiente geracao de produtos é
desejada. No ano de 2003, Van Eenennaam e colaboradores (Van Eenennaam
et al, 2003) superexpressaram as enzimas y-TMT e fitiltoluquinol metil
transferase (MPBQMT, ver Figura 2) de Arabidopsis em soja. Como resultado,
95% do contedo em y-tocoferol, normalmente acumulado em soja-grao foi
convertido em o-tocoferol, gerando um aumento real de 5 vezes na atividade
de vitamina E. Da mesma forma, Cho et al. (2005), superexpressaram o
mesmo cDNA que codifica a y-TMT de Arabidopsis em plantas de alface
(Lactuca sativa L.) e obtiveram uma quase completa conversdo do conteudo
original de y- em a-tocoferol. Em alface essa conversdo representa um
aumento superior a 2 vezes a atividade de vitamina E por unidade de peso
fresco de folhas de alface. Ambos os trabalhos resultaram em material genético
que indica a possibilidade de uso pratico da tecnologia no melhoramento
vegetal e desenvolvimento de variedades enriquecidas em vitamina E.

Para condugédo de novos experimentos de modificacdo do
metabolismo de tocoferéis, considerando as potencialidades e possibilidades
de uso da transformagdo de cloroplastos, as enzimas y-TMT e HPPDase
nativas da cianobactéria Synechocystis sp. PCC6803 ja caracterizadas, podem

ser consideradas. As enzimas sao codificadas por genes localizados em um
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operon constituido de 10 genes compreendido entre as bases 2.893.184 e
2.905.235 de seu genoma (GenBank, acession # NC000911), correspondendo
as ORFs s/r0089 (2.896.657 a 2.897.610) e s/f0090 (2.897.634 a 2.898.653)
respectivamente (Shintani & DellaPenna, 1998). Isolamento e construgéo de
vetores de transformacao de cloroplastos contendo tais genes tipicamenfe
procariéticos e relacionados evolutivamente aos genes plastidiais (uma vez que
plastideos originaram-se de cianobactérias primitivas, Gray (1993)), devem
resultar, apds transformacdo, em expressdo desses genes e modificagao do
metabolismo de tocoferdis em plantas de tomate e fumo, conforme expressao
ja demonstrada em Escherichia coli por Shintani & DellaPenna (1998) ou
Arabidopsis por Norris et al. (1998). Purificacdo da enzima y-tocoferol metil
transferase de cromoplastos de pimentao (d'Harlinghe & Camara, 1985; Koch
et al., 2003) mostrando que a via encontra-se também operante em frutos
durante o amadurecimento, gera expectativas para a possibilidade de alteragéo
dos niveis de tocoferdis nesse 6rgao vegetal de interesse alimenticio.

2.4 Transformagio de genomas plastidiais em plantas superiores e

tendéncias

Cloroplastos séo os representantes mais abundantes de uma familia
de organelas de dupla membrana denominadas genericamente plastideos e de
comum ocorréncia em células vegetais. Os plastideos podem apresentar-se de
varias formas, dentre elas os cloroplastos, tipicamente caracterizados por
conter clorofila. Além de responsaveis pelo processo da fotossintese, os
plastideos participam também da biossintese de aminoacidos, nucleotideos,
lipidios, tocoferdis, amido e estao diretamente envolvidos em uma gama de
processos degradativos e sintetizadores no climatério de frutos, incluindo a
degradacao de clorofila na membrana dos tilacéides, a conversao de amido em

reservas de agucares e a sintese de pigmentos carotenodides. Essa intensa
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participacdo no metabolismo celular se deve provavelmente: (i) a necessidade
de compartimentalizacdo de determinadas vias metabdlicas (resultado de todo
um processo evolutivo) e (ii) ao fato de a coordenacdo de células vegetais
durante seu desenvolvimento ser dependente de trés sistemas genéticos
distintos, porém interdependentes; além do nucleo, cloroplastos e mitocéndrias
possuem seus proprios genomas.

O genoma tipico de cloroplastos (plastoma) & circular, possui de 120
a 180 kb em plantas superiores, € idéntico em todos os tipos de plastideos e
possui uma regiao duplicada com orientagao invertida de aproximadamente 25
kb (Maliga, 1993). Andlise de sequéncias completas de genomas
cloroplastidiais permite concluir que esse DNA (ptDNA) contém cerca de 120-
130 genes, incluindo codificadores de rRNAs, tRNAs, genes envolvidos no
metabolismo fotossintético, alguns peptideos nao identificados e regides de
provavel codificacdo de polipeptidios (ORFs), Shinozaki et al. (1986) e Sugiura
(1992).

O desenvolvimento da tecnologia de transformacao de cloroplastos,
com a disponibilizagdo de métodos rotineiros de introducdo e expressao de
DNA exégeno em plastideos de Nicotiana tabacum (Svab et al., 1990; Svab &
Maliga, 1993; Carrer et al., 1993; Koop et al., 1996 e muitos outros), a
possibilidade de aplicagées biotecnolégicas (McBride et al., 1995; Kota et al.,
1999; Staub et al., 2000) e a recente transformacgao dos genomas plastidiais de
plantas de batata (Sidorov et al., 1999), tomate (Ruf et al., 2001), cenoura
(Kumar et al., 2004a), soja (Dufourmantel et al., 2004) e algodao (Kumar et
al.,2004b), abriram as portas para a introdugcao e expressao de transgenes de
interesse em genomas plastidiais de plantas cultivadas.

Transformacéo estavel de genomas cloroplastidiais tem sido
realizada envolvendo: (i) introducdo do DNA transformante (via biobalistica ou
polietilenoglicol) no ambiente cloroplastidial, (ii) integracdo estavel do DNA
transformante por dois eventos de recombinacao homéloga, e (iii) eliminacao

seletiva de coépias originais do genoma plastidial com acumulo do
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transplastoma (plastoma transformado) durante sucessivas divisbes celulares
em meio seletivo (Maliga et al., 1993; Bock & Hagemann, 2000; Maliga 2004).

A obtencdo de transformantes estaveis depende da integracéo,
também estavel, do DNA exégeno no plastoma. Sendo os cloroplastos um
compartimento celular tipicamente procariético, a integracdo do DNA
transformante se da por recombinagdao homéloga, mecanismo herdado pelos
plastideos de seus ancestrais procariéticos (Cerutti et al., 1992), e que foi
mostrado ser bastante eficiente (Carrer & Maliga, 1995; Kavanagh et al., 1999).
Assim, a seqiiéncia de DNA a ser introduzida no plastoma deve ser flanqueada
por regibes homoélogas a seqiiéncia de DNA do cloroplasto. Essas seqiiéncias
homoélogas ao DNA plastidial, utilizadas na construcdo do vetor de
transformagcéo sdo ditas seqiiéncias alvo e dirigem a introdugcdo do DNA
transformante no plastoma. Dessa forma, qualquer gene heterélogo de
interesse pode ser introduzido e expresso no genoma cloroplastidial.

A transformacéo inicia-se pela integracao de um segmento de DNA
em uma ou algumas copias do plastoma (o genoma plastidial apresenta-se em
multiplas copias, em numero de 10.000 ou mais por célula em vegetais
superiores, Bendich, 1987), de tal forma que o transformante primario é
normalmente heteroplasmico, isto &, contém coépias de genomas transformados
e nao transformados. Apds varios ciclos de multiplicacdo do transformante
primario em meio sintético sob forte pressao de selecdo (meio de cultura
contendo altas concentragbes de antibiético), eventualmente obtém-se plantas
homoplasmicas (quando todas as coOpias do plastoma estao alteradas
uniformemente), Maliga (1993), Bock & Hagemann (2000), Maliga (2004).
Dessa forma, transformantes plastidiais estaveis podem ser obtidos,
apresentando diversas vantagens quando comparados a transformantes
nucleares, incluindo altos niveis de expressdo e acumulo protéico, a
possibilidade de expressao de multiplos transgenes como 'operons', a auséncia
de efeitos de posicdo e silenciamento génico e a segurangca ambiental
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garantida pela caracteristica herangca maternal do transgene (revisado em Bock
& Hagemann, 2000; Hager & Bock, 2000 e Maliga, 2004).

Até 2001, somente o genoma plastidial de fumo (Nicotiana tabacum)
vinha sendo transformado de forma rotineira em plantas superiores. A
transformacao de cloroplastos de plantas de tomate nesse ano (Ruf et al.,
2001), rompeu a barreira de extensao da tecnologia para espécies de interesse
agronémico, ainda estagnada somente em um Unico evento em batata (Sidorov
et al, 1999) e gerou expectativas bastante otimistas. Transformagao estavel de
cloroplastos de tomate resultou, em adicdo a alta expressao do transgene
introduzido em tecidos foliares, em também elevados niveis de expressdo em
frutos, com potencial de até 20% da proteina soltivel total celular. Este valor
representa metade da expressdo relatada em tecidos foliares das plantas
transformadas, embora, mesmo assim, representando nivel de expressao de
cerca de até 50 vezes maior que aqueles relatados em transformacgbes
nucleares tidas como casos de alta expressdo. Como conseqiéncia, esse
sistema, de potencial alto nivel de expressdo em cromoplastos de frutos de
tomate, disponibiliza uma nova tecnologia para a introdugdo e expressao de
caracteres agronémicos ou biotecnolégicos em plantas de tomate por meio da
transformagdo de cloroplastos (genomas plastidiais). Isto abre novas
possibilidades para manejo de resisténcias, modificagdes metabdlicas e uso de
plantas cultivadas como verdadeiras fabricas de compostos biofarmacéuticos
(Bock, 2001; Bock & Khan, 2004). Plantas apresentam grande potencial para a
producdo de vacinas, anticorpos e substancias terapéuticas (revisado em
Giddings et al., 2000 e em Job, 2002), especialmente quando considerada a
tecnologia de transformacéao de cloroplastos como ferramenta de opg¢ao para a
introducdo e expressao dos transgenes (Daniell et al., 2002; Bock e Khan,
2004). Quaisquer dessas substancias se produzidas em cromoplastos ou
outros plastideos de frutos de tomate representariam uma fonte prontamente
disponivel mediante consumo do fruto.
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Dentre as linhas de pesquisa mais atuais da tecnologia de
transformacao de cloroplastos, merecem destaque a expressao de genes para
a producdo massal de proteinas e/ou seus produtos e a alteracdo de vias
metabdlicas para o acumulo de compostos de interesse farmacéutico,
nutricional ou biotecnolégico. Somatotropina humana (Staub et al.,2000),
vacina contra célera (Daniell et al., 2001), tétano (Tregoning et al., 2003) e
parvovirose canina (Molina et al., 2004) foram produzidas com sucesso pela
transformacgéao de genomas plastidiais de fumo. Somatotropina, acumulada em
niveis superiores a 7% da proteina total solavel celular em fumo
transplastdmico, mostrou-se pela primeira vez sofrer dobramento correto
durante o0 processamento e montagem da proteina em sistemas
recombinantes. As vacinas contra tétano, parvovirose canina e coélera,
produzidas por expressao de antigenos especificos em cloroplastos de fumo,
mostraram-se efetivas em promover imunizagdo em ratos ap6s administragéao
oral. Nos trés casos, os niveis de expressao obtidos, variando entre 10 a 30%
da proteina total solivel celular, mostraram-se adequados para suprir as doses
de antigenos necessarias para indugao de resposta imune por administragao
oral ou nasal por meio de massa vegetal reduzida. Vacinagao oral resulta em
resposta imune sisttmica em adicdo a resposta em mucosas, sendo mais
efetiva que a vacinagdo parenteral e de especial interesse uma vez que
diversos agentes infecciosos colonizam ou invadem tecidos epiteliais (Molina et
al., 2004). Buscando-se elucidar a potencialidade da tecnologia na modificagao
genética de vias metabdlicas, plantas de fumo, também modificadas em seu
genoma plastidial, mostraram ser capazes de acumular altos teores de trealose
em tecidos foliares por modificagcdo do metabolismo de carbono (Lee et al.,
2003) e serem passiveis de modificacbes de sucesso no metabolismo de
aminoacidos (Zhang et al., 2001) ou acidos graxos (Madoka et al.,, 2002). A
trealose, normalmente ndo acumulada em plantas de fumo, € um dissacarideo

ndao redutor de grande utilidade industrial e médica, capaz de estabilizar
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enzimas, proteinas e auxiliar a conservacao de érgaos para transplante durante

seu transporte.



3 MATERIAL E METODOS

Isolamento dos genes s/irf0089 e s/r0090: DNA total de Synechocystis sp.
PCC6803 foi isolado segundo protocolo descrito em Williams (1988). As
regibes codificadoras dos genes s/irf0089 e slf0090 foram amplificadas via PCR
(Reacao da Polimerase em Cadeia) pelo uso dos primers especificos slr0089-
5:CATGGTTTACCATGTTAGGCCTAA, si0089-3: TTTTTCTAGACTAAAGG
CTTTATCCCCGTTA, sl0090-5:CATGGAATTCGACTATCTTCATTTATAC e
sIir0090-3TTTTTCTAGATTATGGCACTTCTAACTGTTTTTC desenhados com
base nas seqiiéncias dos genes disponiveis no banco de dados: Cyanobase -
The Genome Database for Synechocystis sp. strain PCC6803 (http://www.
kazusa.or.jp/cyano/). Os fragmentos amplificados foram separados em gel de
agarose 1% e purificados com a utilizagdo do kit “CONCERT™ Nucleic Acid
Purification System (GibcoBRL)” seguindo as especificagdes do fabricante.

Construcao dos vetores de transformacgao de cloroplastos: Trés vetores de
transformacéao (plJB30, plJB31 e plJB32) foram construidos pela substituicao
da regido codificadora do gene npftll (sitios Ncol/Xbal) no vetor de
transformacgao pRB96 (cedido por Ralph Bock, derivado de Ruf et al., 2001, nao
publicado) conforme segue: (i) pela regido codificadora do gene sIr0089, (ii)
pela regiao codificadora do gene sIr0090, e (iii) pelas regides codificadoras de
slir0089 e slIf0090 intercaladas apenas pela regido intergénica original em
Synechocystis. A regidao codificadora do gene nptll foi eliminada do vetor

pRB96 por clivagem no sitio de restricdo para a enzima Ncol, seguida de
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tratamento da extremidade coesiva resultante com Mung Bean nuclease para
geracao de extremidades abruptas e, por fim, clivagem com Xbal. As regidées
codificadoras de interesse foram ligadas ao vetor resultante dos tratamentos
anteriores ap6s clivagem da regido 3’ dos produtos de PCR pela enzima Xbal.
Sequenciamento das regides codificadoras inseridas foi realizado para
confirmagao das seqiiéncias e da correta inser¢cdo do quadro de leitura no

cassete de expressao.

Sequenciamento das regioes codificadoras dos genes s/r0089 e s/r0090
clonadas: Sequenciamentos foram realizados em sequenciador automatizado
ABlI 3100 (Applied Biosystems) usando BigDye Terminators (Applied
Biosystems) e os protocolos estabelecidos no Laboratério de Biotecnologia
Agricola e Genémica do Departamento de Ciéncias Biologicas, ESALQ/USP. O
software Vector NTI Suite 5.0 foi utilizado para montagem dos contigs. Os
alinhamentos para determinagao de identidade entre os contigs (seqiiéncias
obtidas) e as seqiéncias génicas originais (regides codificadoras) foram
realizados através do pacote ClustalW, disponivel via internet (http://clustalw
genome.ad.jp/).

Material vegetal para transformacao genética de cloroplastos: Folhas
jovens obtidas a partir de plantas de tomate (cultivares IAC-Santa Clara e IPA-
6) germinadas in vitro em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) foram utilizadas
para bombardeamento de microprojéteis e obtencdao de transformantes.
Plantas de fumo (Nicotiana tabacum, cv. Petit Havana) foram da mesma forma

cultivadas e utilizadas em experimentos de transformacgéo genética.

Preparo dos plasmideos para bombardeamento: Os plasmideos plJB30,
plJB31 e plJB32 foram inseridos em Escherichia coli linhagem DHSa por
transformacéao de células competentes (Sambrok et al., 2001). Maxipreps foram
preparados com QIAGEN® Plasmid Maxi Kit Tip 500 (Cat. No. 12162),
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conforme especificacdes do fabricante. Os preparos foram quantificados em
espectrofotdmetro e confirmados por meio de analise de restricdo seguida de

eletroforese em gel de agarose 1% e coloragdo com brometo de etidio.

Transformagao de cloroplastos de tomate e fumo e regeneragao de
plantas transplastomicas homoplasmicas: Experimentos de transformacgao
de cloroplastos foram realizados segundo procedimento descrito por Ruf et al.
(2001) no Instituto de Bioquimica e Biotecnologia de Plantas da Universidade
de Muinster, Munster, Alemanha, sob supervisdao do Prof. Dr. Ralph Bock.
Folhas jovens de tomate e fumo foram bombardeadas (biobalistica) com
particulas de ouro (0,6 um) carregando o DNA vetor através de bombardeador
DuPont PDS1000He, discos de ruptura de 1100psi e distancia do alvo de 10
cm. Para preparos de particulas suficientes para 10 bombardeamentos foram
utilizados 2 mg de ouro, 25 ng de plasmideo vetor, 250 ul de CaCl; 2,5 M e 50
pl de espermidina 0,1 M. As folhas bombardeadas foram seccionadas em
segmentos de cerca de 9 e 25 mm? para tomate e fumo, respectivamente, e
transferidas para meio RMOP (Svab et al.,, 1990; Svab & Maliga, 1993)
contendo o antibiético espectinomicina (500 mg/L) para selecao de
transformantes primarios. Segmentos de calos ou brotos resistentes a
espectinomicina (provaveis transformantes) foram transferidos para meio
RMOP fresco contendo espectinomicina e estreptomicina (500 mg/L cada) para
dupla selecéo.

Extragao de DNA e analises de PCR: DNA total de calos ou brotos resistentes
foi isolado pelo método baseado em CTAB desenvolvido por Doyle & Doyle
(1990). Reacdes de PCR foram realizadas conforme protocolo padréao (45s a
94°C, 1,5 min a 55°C, 1,5 min a 72°C; 30 ciclos) usando pares de primers
especificos para os genes s/lf0089 e s/r0090 (slr0089-5', slir0089-3', slr0090-5' e
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sir0090-3") e o gene quimérico marcador aadA (P5': 5-AACCTCCTATAGA
CTAGGC-3'e P3": 5-AGCGAAA TGTAGTGCTTAACG-3', Ruf et al., 2001).

Inducdo de homoplasmia e analise das plantas: Plantas regeneradas em
meio RMOP contendo espectinomicina e estreptomicina (500pg/ml cada) séo
consideradas regenerantes primarios e consecutivas subculturas em meio
contendo espectinomicina (500ug/ml) induzem a homoplasmia (todas as copias
do genoma foram modificadas). Brotos oriundos da terceira geracdo de
subcultivo foram isolados para enraizamento e condugdo das plantas a
maturidade para confirmacéo da homoplasmia por analise da progénie. Devido
a0 maior periodo de selecdo inicial e geracdes sucessivas de regeneracao,
transformantes primarios de tomate foram confirmados via Southern blot apés

trés geracdes consecutivas de regeneracgao in vitro.

Enraizamento e transferéncia de regenerantes para solo: Brotos
regenerados de fumo e tomate foram isolados dos tecidos calosos de origem e
transferidos para meio RM (sais de Murashige e Skoog, 1962) livre de
fitorreguladores para enraizamento. Calos de tomate que nao regeneraram
diretamente em meio RMOP foram transferidos para meio RM adicionado de
0,2 mg/L IAA e 3 mg/L BAP para regeneragéo de brotos (Ruf t al., 2001) e
posterior enraizamento. Brotos enraizados foram transferidos para substrato
comercial e aclimatados em camaras de crescimento sob condi¢ées
controladas (25°C/16h, 20°C/8h).

Producdao de sementes e analise de progénie: Brotos aclimatados em
condigdes controladas foram conduzidos a maturidade e produgdo de
sementes em camara de crescimento. Eventuais problemas de macho-
esterilidade inicial foram solucionados por fertilizagao cruzada manual utilizando
pélen de plantas ndo transformadas. As sementes produzidas foram colhidas e

secas. Em fumo, cerca de 200 sementes por planta foram semeadas em meio
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contendo espectinomicina (250ug/ml) para analise de progénie e identificagcao
de plantas homoplasmicas. A analise ndo foi realizada para tomate e a

homoplasmia foi verificada por meio de analise de RFLP e Southern blot.

Analise Fenotipica: Plantas transplastdmicas homoplasmicas de fumo, em
adicdo ao controle nao transformado, foram germinadas em substrato
comercial e conduzidas a producao de sementes em 3 diferentes condi¢des de
intensidade luminosa (baixa: 60 umoles de fotons/m?; normal: 200 pmoles/mz; e
alta: 400 pmoleslmz) e sob condi¢bes de temperatura e fotoperiodo controlados
(25°C/16h, 20°C/8h). Todas as plantas foram analisadas visualmente em

comparagao ao controle nao transformado.

Extracao de DNA e Southern Blot: DNA total de plantas de tomate enraizadas
e aclimatadas em cadmara de crescimento, assim como de plantas de fumo
germinadas e conduzidas a maturidade em mesma camara, foi isolado de
folhas pelo método baseado em CTAB desenvolvido por Doyle & Doyle (1990).
Andlises de RFLP e Southern Blot foram conduzidas conforme procedimento
descrito em Ruf et al. (2001) para identificacdo de plantas homoplasmicas e
confirmacao da insercdo dos genes de interesse. DNA total, clivado pelas
enzimas de restricdo Pstl e BamHI, foi separado por eletroforese em gel de
agarose 0,8%, transferido para membranas Hybond XL (Amersham Pharmacia)
e utilizado para andlise de Southern blot por hibridizagdo com as sondas
radioativas (a-32P) descritas abaixo. Clivagem dos plastomas transformados e
nao transformados de tomate e fumo com as enzimas de restricdo Pstl e
BamH|\ geram fragmentos de 7,3 ou 8,3 kb (constru¢des simples e dupla) e 4,0

kb, respectivamente.

Preparo de fragmentos para sondas especificas para os genes s/r0089,

sir0090 e para analise de homoplasmia: as regides codificadoras dos genes
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slr0089 e sir0090 contidas nos plasmidios plJB30 e plJB31 foram digeridos
com as enzimas de restricdo Ncol/Xbal e Hincll/Xbal, gerando fragmentos de
886 pb e 990 pb, respectivamente. Os fragmentos gerados foram separados
por eletroforese em gel de agarose, purificados pelo kit GFX (Amersham
Pharmacia) e utilizados para marcagdo com o-P em tampéao RapidHyb
seguindo as instru¢des do fabricante (Amersham/Pharmacia) e hibridizagao nos
experimentos de Southern Blot e Northern Blot (Ruf t al., 2001). O fragmento
Styl/lPstl derivado do vetor pRB96 (Figura 4) foi utilizado para marcacao

(conforme anteriormente) e Southern blot nas analises de homoplasmia.

Analise dos niveis de transcrigiao (Extragcao de RNA e Northern Blot): RNA
total de plantas transplastémicas de tomate e fumo foi isolado de folhas através
do reagente TriFast® conforme protocolo descrito e sugerido pelo fabricante
(Amersham Pharmacia). RNA total foi separado por eletroforese em gel
contendo formamida, transferido para membranas Hybond XL (Amersham
Pharmacia) e utilizado para analise de Northern blot por hibridizacdo com as
sondas radioativas (0c-32P) especificas para os genes s/ir0089 e s/r0090 acima

descritas, conforme procedimentos adotados em Ruf et al. (2001)

Extragdo e separagdao de tocoferdis em fumo (HPLC): Padrbes comerciais
de a-, 6- e y-tocoferol foram utilizados em testes preliminares de analise por
HPLC (cromatografia liquida de alta precisdo) conforme metodologias
propostas por diversos autores, incluindo, Abid & Mounts (1997), Torre et al.
(2001), otimizado em Gémez-Coronado e Barbas (2003) e Gomez-Coronado et
al. (2004), com pequenas modificagées, Luhua et al. (2004), Schledz et al.
(2001) e Fraser et al. (2000). Extracdo de tocoferéis de folhas de fumo foi
conduzida conforme protocolo proposto em Torre et al. (2001), otimizado em
Goémez-Coronado e Barbas (2003) e Gémez-Coronado et al. (2004), com

pequenas modificacdes, conforme segue: 5 gramas de folhas foram coletados
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e secos em microondas por 2,5 minutos a 600 Wattts, macerados em cadinho
de porcelana e armazenados em dessecador a vacuo e escuro até serem
utilizados. Extracdo dos tocoferdis foi realizada por adigao de 400nl de metanol
a 25 mg de macerado em tubos de microcentrifuga. Apdés homogeneizagcado em
vortex (rotagdo maxima), as amostras foram submetidas a sonicagdao por 1
minuto (25 KHz) e centrifugacdo a 2000g/3min. O sobrenadante foi transferido
para novo tubo e submetido a mais uma etapa de centrifugacao (2000g/10min)
em detrimento de filtragdo. 10pl do extrato foram injetados no sistema de HPLC
para detecgdo e quantificacdo de a- e y-tocoferol. A separagcado cromatografica
foi realizada em sistema de fase mével composto por agua, metanol e
acetonitrila. Agua purificada para HPLC (sistema Milli-Q, Millipore) foi utilizada
como fase movel A e acetonitrila:metanol (70:30, v/v) contendo 0,1% de acido
acético (v/v) como fase moével B. De t=0 a t=24 minutos a composi¢cdo do
eluente variou em gradiente linear de 85 a 100% de B. Uma etapa isocratica
em 100% de B por 12 minutos é realizada para eluicdo de compostos menos
polares . Novo gradiente de 100 a 85% de B em 5 minutos foi realizado para
retomada das condi¢des iniciais de separacao. A separacao se deu em fluxo de
2mi/min e a deteccdo por fluorescéncia, Agm= 295nm e Ag= 340nm.
Identificacdo dos picos foi realizada por comparacéao do tempo de retencao de
padrdes puros de o-, B-, y- e 3-tocoferol. Este teste ndo foi conduzido para

tomate.

Teste preliminar de resisténcia ao herbicida isoxaflutole em pré-
emergéncia em fumo: Sementes de fumo (Nicotiana tabacum var. Petit
Havana; nao transformado e plantas transplastémicas plJB30#23B,
plJB31#03A e plJB32#14B) foram desinfestadas e germinadas inicialmente em
meio MS (Murashige and Skoog, 1962) contendo 0,1 ppm de isoxaflutole,
ingrediente ativo (Provence®, 75% i.a., Bayer CropScience). Em seqiiéncia ao

resultado, sementes de fumo ndo transformado e a linha transplastdomica
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plJB31#03A foram desinfestadas e germinadas em meio MS contendo 0, 1, 2,
4, 8, 16, 32 e 64 ppm de isoxaflutole (i.a.). Analise visual das plantas,15 dias
apdés germinacdo, permitiu observar o efeito do herbicida nas plantas controle
e transplastdomicas. Plantas susceptiveis ao herbicida sdo caracterizadas por

perda de pigmentagao e desenvolvimento comprometido.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Isolamento dos genes s/r0089 e sI0090 de Synechocystis sp.
PCC6803

As regides codificadoras dos genes s/f0089, s/r0090 e s/r0089 +
slr0090 (como um operon) foram amplificadas por PCR (Polymerase Chain
Reaction) via DNA total de Synechocystis sp. PCC6803 usando o kit comercial
‘“ELONGASE Amplification System (GibcoBRL)” de acordo com as
especificagdes do fabricante. Os produtos de PCR obtidos foram separados em
gel de agarose 1% conforme mostrado na Figura 3 e purificados para a
construcao dos vetores de transformacéao plJB30, plJB31 e plJB32. A Figura 3
mostra ainda, que os fragmentos obtidos apresentaram os tamanhos
esperados para as regides codificadoras dos genes slf0089, s/irf0090 e s/r0089
+ sIr0090: 954 pb, 1020pb e 1997pb, respectivamente. A auséncia de bandas
inespecificas nos produtos de PCR mostra a amplificacao correta das regides
de interesse, conforme seria esperado em funcdo do carater estritamente
especifico dos pares de primers utilizados nas reag¢des de PCR.

Vale ressaltar que os primers desenhados para as regides 5’
amplificadas foram adicionados de um nucleotideo citosina (C) antes do cédon
de iniciagcdo da traducdo ATG. Por sua vez, primers desenhados para as
regibes 3’ amplificadas tiveram seus cédons de terminacdo adaptados para
compor um sitio de restricdo para a enzima Xbal. Tais estratégias foram

utilizadas para facilitar a clonagem e manutencédo de sitios de restricdo na
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Figura 3 - Regides codificadoras dos genes slr de Synechocystis PCC6803
amplificadas via PCR e separadas em gel de agarose 1% corado
com brometo de etidio. 1. 1Kb DNA Plus Ladder; 2. s/r0089; 3.
s/r0090; 4. s/r0089 + s/r0090

4.2 Construgao dos vetores de transformacgao plJB30, plJB31 e plJB32

As regides codificadoras amplificadas (s/r0089, s/r0090 and s/r0089
+ s/r0090) foram digeridas com a enzima de restricao Xbal (regido 3’) e
clonadas nos sitios Xbal e NcollMungBean nuclease no vetor pRB96,
substituindo a regido codificadora do gene nptll originalmente clonada nos
sitios Xbal e Ncol, gerando os trés vetores construidos: 1. plJB30 contendo a
regiao codificadora do gene s/rf0089; 2. plJB31 contendo a regido codificadora
do gene s/0090; e 3. plJB32 contendo as regides codificadoras dos genes
s/r0089 e s/r0090 a serem expressas como um operon. Como resultado, todas
as construgcdes apresentam os genes sl sob controle da expressao pelo
promotor Patpl e o terminalizador Trps14 de cloroplastos de fumo, conforme

exposto no esquema apresentado na Figura 4. Originalmente, em fumo, o
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promotor Patpl apresenta dois sitios de iniciacdo da transcricédo, -131 e -208, o
primeiro promovido por uma seqiiéncia promotora consenso “-35” tipicamente
procariética (-35 consensus-type promoter — CT) responsavel pela promogao da
expressdao em cloroplastos (plastideos verdes), e o segundo promovido por
uma sequéncia promotora nao-consenso (non-consensus type Il promoter —
NCIl) responsavel pela expressdao em plastideos nao-verdes (Miyagi et al.,
1998; Berger, 2000). Tais caracteristicas levam a inferir que transformacao de
cloroplastos com os genes slr em estudo sob controle do promotor Patpl
levarao a expressao das enzimas correspondentes tanto em plastideos verdes
como em nao-verdes, como por exemplo nos cromoplastos de frutos de tomate.
O indicativo da atividade promotora do Patp/ péde ser verificada pela expressao
de resisténcia ao antibidtico espectinomicina em Escherichia coli transformada
com plasmideo contendo o cassete de expressdo Patpl-aadA-Trps14 em
estudos prévios do Laboratério de Biologia Molecular e Gendmica,
Departamento de Ciéncias Biologicas, ESALQ/USP (Berger, 2000). Uma véz se

tratando de um promotor tipicamente procaridtico (tipo c7°),

expressao
controlada pelo promotor Patpl seria realmente esperada em E. coli desde que
a regiao codificadora em questdao tenha sido corretamente clonada, ou seja,
fazendo parte do quadro de leitura.

Anadlise de restricado dos clones obtidos e selecionados para as trés
construgcbes € mostrada na Figura 5. Os plasmideos recombinantes obtidos
para as trés construgdes foram clivados com as enzimas de restricido Xbal e
Ncol e os produtos das digestbes separados em gel de agarose 1% corado
com brometo de etidio. Os padrées de banda encontrados corroboram os
resultados esperados com base na analise dos mapas de restriciao das

seqiiéncias génicas originais (mapas nao mostrados).
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Figura 4 - Vetores de transformagcao de cloroplastos via recombinagao
homodloga plJB30, pldB31 e pldB32. Substituicdo da regido
codificadora do gene nptll pelos genes sir. Em todas as construgdes

0s genes slr encontram-se sob controle da expresséo pelo promotor
Tatpl e terminalizador Prps14
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Figura 5 - Andlise de restrigdo dos clones obtidos e selecionados para as
construgdées pldB30, pldB31 e pldB32. Os plasmideos foram
digeridos com as enzimas de restricao Xbal e Ncol e separados em

gel de agarose 1%. 1. 1kb DNA Ladder; 2. plJB30; 3. plJB31; 4.
plJB32
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4.3 Seqlienciamento e confirmacao das regidées codificadoras clonadas

Sequienciamento dos vetores foi realizado para confirmar a
autenticidade das regides codificadoras s/r0089, s/r0090 and s/rf0089 + s/ir0090
amplificadas e clonadas conforme exposto anteriormente. Alinhamentos das
sequéncias obtidas com as seqiéncias génicas originais (CyanoBase)
mostraram identidade total em todos os casos, excluindo modificagbes
previstas, indicando a possibilidade do uso das construgées na tentativa de
expressao das enzimas y-TMT e HPPDase em plastideos de tomate e fumo
(alinhamentos nao apresentados por serem idénticos as seqiiéncias existentes
no banco de dados). Tais modificagbes previstas foram alteragées dos dois
Ultimos cédons da regiao codificadora do gene slr0089 GTT e TGA para GTC e
TAG, compondo a sequéncia GTCTAG de reconhecimento da enzima de
restricdo Xbal necessaria a clonagem da regido no vetor de transformacao. Os
resultados obtidos mostram a fidelidade de cépia da enzima polimerase
utilizada nas amplificagées (kit ELONGASE Amplification System, GibcoBRL).

4.4 Bombardeamento de explantes foliares de tomate e fumo para

transformacao de cloroplastos

Para realizagdo dos experimentos de bombardeamento os
plasmideos vetores isolados de Escherichia coli foram digeridos com as
enzimas de restricdo Xbal/Ncol para confirmacgéao dos padrées de restricao ja
apresentados na Figura 4.

Os experimentos foram realizados no Instituto de Bioquimica e
Biotecnologia de Plantas da Universidade de Minster, Miinster, Alemanha.
Foram realizados 150 bombardeamentos conforme apresentado na Tabela 1,
incluindo os trés vetores construidos, fumo e duas variedades de tomate (IPA-6

e IAC-Santa Clara), utilizando particulas de ouro de 0,6 pum, discos de ruptura



32

de 1.100 psi e distancia de 10 cm. Apéds os ensaios de biobalistica os explantes
foliares foram seccionados em segmentos de aproximadamente 9 e 25 mm?
para tomate e fumo, respectivamente, e inoculados em meio RMOP contendo o
antibidtico espectinomicina (500 pg/ml) para selecédo inicial de células
transformadas.

Possiveis transformantes primarios foram obtidos para fumo a partir
de 4 a 6 semanas apés os bombardeamentos e para tomate apés 2 a 3 meses,
corroborando os resultados ja relatados em literatura (discutido em Ruf et al.,
2001). Brotos de fumo obtidos das trés construgbes foram confirmados serem
transformados por transferéncia para meio RMOP contendo espectinomicina e
estreptomicina (500 pg/ml cada, constituindo assim dupla selegéo) e
posteriormente por PCR através de amplificacdo do gene marcador seletivo
aadA. A Figura 6 mostra transformantes primarios de fumo para as construgdes
plJB30 e plJB31 apdés 4 semanas decorridas do primeiro experimento de
bombardeamento.

Para tomate, foram confirmados 1 transformante primario (calos ou
brotos) para a construgcao plJB31 e 6 transformantes primarios para a
construcao plJB32 por transferéncia para meio RMOP contendo
espectinomicina e estreptomicina (500 pg/ml cada) e testes de PCR. No
entanto, por motivos nao esclarecidos, somente um calo transplastdmico da
variedade IPA-6 transformado com a construgéo plJB32 foi capaz de regenerar
plantas. Observou-se que a variedade IPA-6 & capaz de regenerar brotos
diretamente em RMOP, enquanto que a variedade Santa Clara apresenta
crescimento na forma de calos (estrutura decorrente de crescimento
desordenado e indiferenciado de células) que precisam ser transferidos para
meio especifico de indugao de regeneragao contendo 0,2 mg/L.de IAA e 3 mg/L
de BAP (Ruf et al., 2001). Embora regeneracgéo de calos de tomate IAC-Santa
Clara tenha sido alcancada por Ruf et al. (2001), ndo se obteve sucesso no
presente trabalho. A Figura 7 mostra os primeiros transformantes primarios

obtidos da construcao plJB32. Plantas transplastdmicas derivada de IPA-6 para
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a construcédo plJB32 encontram-se em fase de propagacao, no laboratério de
Bioquimica e Biotecnologia de Plantas da Universidade de Minster, para

producao de sementes e posterior analise de teor em tocoferéis.

Tabela 1 - Nimero total de bombardeamentos realizados nos experimentos de
sucesso para transformacao de cloroplastos de tomate e fumo com
os vetores plJB30, plJB31 e plJB32. Vetores (construgcdes) e
espécies/variedades utilizadas sdo mostrados na tabela

Planta Tomate Tomate Fumo

Vetor IPA-6 Santa Clara  Petit havana Totais
plJB30 10 10 20 40
plJB31 20 5 25 50
plJB32 20 10 30 60
Totais 50 25 75 150

4.5 Confirmacgao da transformacao por teste de dupla selegao

Segmentos de cerca de 2-3 mm? dos brotos de possiveis
transformantes primarios de fumo e tomate, foram transferidos para meio
RMOP contendo os antibiéticos espectinomicina e estreptomicina (500 pg/mi
cada). O meio de cultura contendo ambos os antibiéticos impde dupla pressao
de selecao, possibilitando a distingdo entre brotos transformados e eventuais
mutantes espontédneos para resisténcia a espectinomicina. Expressao do gene
quimérico aadA, presente nas construgdes plJB30, plJB31 e plJB32, confere
resisténcia a ambos antibiéticos Mutantes espontédneos para resisténcia a
espectinomicina ndo sado capazes de desenvolver-se sob a acdo da
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estreptomicina e, portanto, somente células contendo plastideos realmente
transformados regeneram sob a dupla presséo de selegdo. A Figura 8 ilustra o
teste descrito acima realizado com possiveis brotos transplastémicos de fumo.
Somente as células que mantiveram crescimento, em forma de calo ou de
novos brotos regenerados ja podem ser consideradas geneticamente

transformadas.

Figura 6 - Transformantes primarios de fumo obtidos 4 semanas apos o
primeiro experimento de bombardeamento para as construgdes
plJB30 (A e B) e pldB31 (C e D)
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Figura 7 - Transformantes primarios de tomate para a construgao plJB32.
A. variedade |IPA-6; B. variedade Santa Clara

Figura 8 - Plantas transplastdmicas de fumo transformado com a
construgéo plJB30 regenerando em meio RMOP contendo os
antibioticos espectinomicina e estreptomicina (500 ug/ml cada).
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4.6. Analises iniciais de homoplasmia: analise de progénie em fumo e

Southern blot em tomate

Brotos oriundos de transformantes transplastdmicos de fumo foram
isolados e transferidos para meio de enraizamento (RM) ap6s a terceira
geragdo consecutiva de regeneracdo em meio seletivo (RMOP contendo
500ug/ml de espectinomicina). Brotos enraizados e transferidos para solo foram
aclimatados e conduzidos a maturidade em cémaras de crescimento sob
condi¢gdées controladas (25°C/16 horas de luz; 20°C/8 horas de escuro). As
sementes foram coletadas, secas em temperatura ambiente e utilizadas para
analise de progénie. Sementes desinfestadas (cerca de 200 por planta
transformada) foram semeadas em meio RM contendo 250ug/ml de
espectinomicina e incubadas sob condi¢cbes controladas para germinagao.
Plantas homoplasmicas devem dar origem exclusivamente a plantulas normais
e verdes (resistentes ao antibiético) e plantas heteroplasmicas devem segregar
em plantulas resistentes e susceptiveis, estas, no caso, brancas, por inibicao
da traducdo cloroplastidial, como resultado da acdo da espectinomicina
(Maliga, 1993). A Figura 9 mostra os resultados de duas plantas
transplastémicas analisadas, uma homoplasmica e outra heteroplasmica.

Duas plantas transplastomicas homoplasmicas de fumo para cada
construcéo (plJB30, plJB31 e plJB32) foram selecionadas para semeadura em
substrato comercial provendo material para as analises fenotipicas,
moleculares e bioquimicas. A sele¢ao foi baseada na consisténcia dos dados
da analise de progénie, ou seja, foram selecionadas as plantas homoplasmicas
selecionadas pelo teste de germinagdo em presenca do antibidético com maior
namero de sementes germinadas no teste.
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Figura 9 - Analise de progénie de plantas transplastémicas de fumo. A:
sementes de planta homoplasmica germinadas em meio RM
contendo espectinomicina (250 pg/mL), todas as plantulas
apresentam-se resistentes ao antibiético, mostrando fenotipo normal
de coloragao verde; B. sementes de planta heteroplasmica
germinadas em meio RM contendo espectinomicina (250 ug/mL),
caracterizadas por segregacao traduzida na presenga de pléantulas
resistentes normais e pléntulas albinas

Plantulas de tomate var. IPA-6, transformadas com a constru¢ao
plJB32 (unicas que regeneraram), foram enraizadas em RM livre de
fitorreguladores e em seguida foram transferidas para vasos e aclimatadas em
camara de crescimento sob condigdes controladas (Figura 10). Folhas destas
plantas foram usadas para identificagdo de plantas homoplasmicas via
Southern blot. DNA total foi isolado, clivado com as enzimas de restricao
Pstl/BamH| e separado em gel de agarose 0,8%. Hibridagdo com sonda
radioativa (a-”P), fragmento Styl/Pstl de pRB96, seguida de exposigdo e
revelagdo, resultou na imagem apresentada na Figura 11. Plantas
heteroplasmicas, ou seja, contendo genomas originais € genomas
transformados apresentam as duas bandas, de 8,3kb e 4,0 kb respectivamente.
Plantas homoplasmicas para a transformacado apresentam somente a banda
equivalente a 8,3 kb. Dessa forma, 4 plantas transplastémicas analisadas
demonstraram ser homoplasmicas para a inser¢dao dos genes aadA, s/r0089 e
sif0090: pldB32/1A, pldB32/1B, pldB32/1G e pldB32/1J. Essas plantas
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constatadas homoplasmicas foram mantidas em desenvolvimento sob
condicbes controladas para produgdo de frutos e sementes. Propagacao

vegetativa das plantas, por enraizamento de brotos laterais, também foi

realizada para garantir a manuteng&o das plantas.
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Figura 10 - Plantas transplastomicas de tomate IPA-6 transferidas para
substrato comercial para aclimatagdo e desenvolvimento em

camara de crescimento sob condigdes controladas

e Bl > 4 83kb

Figura 11 - Analise de RFLP e Southern blot de plantas transplastomicas de
tomate IPA-6 para a construgéo pldB32. 1 a 10: plantas
transplastomicas pldB32/1 A, B, C, D, E, F, G, H, | e J
respectivamente; 11: planta ndo-transformada da variedade |IPA-6.
Plantas A, B, G e J foram constatadas homoplasmicas para a

trasnformacao
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4.7 Analise fenotipica em fumo

Plantas transplastdmicas homoplasmicas de fumo, em adicdo ao
controle nao transformado, foram germinadas em substrato comercial e
conduzidas a maturidade e producdo de sementes em trés diferentes
intensidades luminosas (baixa: 60 pmoles/m? normal: 200 pmoles/mz; e alta:
400 pmoleslmz) sob condicbes de temperatura e fotoperiodo controlados
(25°C/16h, 20°C/8h).

Dois representantes transplastdmicos homoplasmicos foram
selecionados para cada construcdo. Uma planta por representante foi
conduzida a maturidade e producao de sementes, em adicdo a uma planta nao
transformada (controle), para cada condi¢éo de intensidade luminosa estudada.

Observacao visual do crescimento e desenvolvimento das plantas
sugeriu nao terem ocorrido quaisquer modificacdes aparentes no fenétipo em
decorréncia das alteracées genéticas realizadas. Esse resultado pode ser
visualizado nas figuras 12, 13 e 14, que mostram as plantas apés inicio do
florescimento. Foi observado um pequeno retardo no desenvolvimento e
florescimento da planta transplastémica plJB30#16A, no entanto nao existem
evidéncias suficientes para inferir que tal diferenca foi decorrente da alteracao
genética cloroplastidial. Pode ter ocorrido por variacdo genotipica e fenotipica
normal da populacéo.

Uma vez que a via dos tocoferdis deriva da via dos isoprendides,
alteracao do fluxo normal da via para produgdo massiva de tocoferois poderia
acarretar em deficiéncia de isoprendides, tais como carotendides,
prenilquinonas, quinonas ou outros, com conseqientes anormalidades
metabdlicas e seus reflexos no fenétipo. Os dados da analise fenotipica aqui
apresentados sugerem que tais modificacbes nédo ocorreram, ou nao foram
significantes, fato importante desde que o objetivo do projeto é a alteragao
exclusiva da via dos tocoferois. Analise detalhada do espectro de carotenéides
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e clorofilas via HPLC, em adicdo a analise de tocoferdis, pode ser considerada
para reforcar tal conclusdo e/ou caracterizar possiveis alteragdes metabdlicas.

Por outro lado, poderia ser esperado algum efeito positivo de um
possivel aumento massivo na producao de tocoferéis nas plantas submetidas a
alta intensidade luminosa. Evidéncias experimentais sugerem que tocoferoéis
tém papel na protecdo de membranas contra estresse oxidativo e controle do
estado redox celular (Munné-Bosch & Falk, 2003). Foram observadas
precocidade sutil no florescimento e pequena redugdo no crescimento vertical
das plantas sob condi¢des de alta intensidade luminosidade em comparacéao a
condicdao normal, no entanto sem qualquer significativa diferenca visual entre as
plantas transformadas e o controle dentro da mesma luminosidade. Tal
resultado pode sugerir que a intensidade luminosa adotada nao foi suficiente
para gerar estresse oxidativo para que o papel do provavel aumento de
tocoferdis na protecao de membranas fosse detectado. Uma vez comprovado o
aumento de tocofer6is nas plantas transformadas (analise ainda a ser
realizada), novas analises fenotipicas adotando-se intensidades luminosas
mais elevadas para inducdo de estresse oxidativo poderdo ser realizadas.
Desde que condigées que levem plantas controle ao estresse oxidativo sejam
alcancadas, o papel dos tocoferéis na protecdo de membranas podera ser
especulado.
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Figura 12 - Plantas de fumo cultivadas em camara de crescimento sob
condicdes de baixa intensidade luminosa (60 pmoles/m?). 1:
controle, planta ndo transformada; 2: plantas homoplasmicas para a
contrugcdo plJB30; 3: plantas homoplasmicas para a construgao
plJB31; 4: plantas homoplasmicas para a construgéo plJB32

Figura 13 - Plantas de fumo cultivadas em cé&mara de crescimento sob
condigdes de intensidade luminosa normal (200 pmoles/mz). 1:
controle, planta ndo transformada; 2: plantas homoplasmicas para a
contrugao pldB30; 3: plantas homoplasmicas para a construgéao
plJB31; 4: plantas homoplasmicas para a construgéo plJB32



Figura 14 - Plantas de fumo cultivadas em camara de crescimento sob
condicdes de alta intensidade luminosa (400 pmoles/m?). 1:
controle, planta nao transformada; 2: plantas homoplasmicas para a
contrucao plJB30; 3: plantas homoplasmicas para a construgao
plJB31; 4. plantas homoplasmicas para a construgao plJB32.

4.8 Confirmagao da integragcao dos genes de interesse e re-confirmagao

da homoplasmia em progénies das plantas transplastémicas

Visando a confirmagao da homoplasmia de plantas provenientes de
sementes de plantas transplastdmicas de fumo previamente estudadas,
analises de RFLP e Southern blot foram realizadas com material vegetal
derivado da geragdo T2. Com mesmo objetivo, plantas de tomate TO
propagadas vegetativamente por enraizamento de brotos laterais foram
analisadas. DNA total foi isolado, clivado com as enzimas de restricdo Pstl e
BamHI, separado por eletroforese em gel de agarose 0,8% e hibridizado com
sonda radioativa especifica para detecgédo da regido de integragéo dos vetores
de transformacao (fragmento Styl/Pstl de pRB96). Os resultados sé&o
apresentados na Figura 15. Todas as plantas transplastdmicas mostraram-se
homoplasmicas, contendo apenas a banda referente ao fragmento do plastoma
original acrescido da seqUéncia do gene marcador aadA e do(s) gene(s) da via
dos tocoferdis inseridos. Conforme esperado, plantas nao transformadas

apresentam banda de 4,0 kb, plantas contendo apenas um dos genes de
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interesse 7,2 kb (s/r0089 ou s/r0090) e plantas contendo a insercao dos genes
sir0089 e slr0090 8,3 kb. Algumas bandas decorrentes de hibridizagao cruzada
podem ser observadas nas plantas de fumo, porém sendo da mesma forma
observadas no controle nao transformado, as quais podem ser ignoradas e com
certeza nao representam copias adicionais dos genes de interesse. Tais
bandas sdo de comum ocorréncia em experimentos da mesma natureza com
plantas de fumo e muitas vezes nao podem ser eliminadas, mesmo que maior
estringéncia nas condicbes de hibridizacdo seja adotada (comunicacao
pessoal, Prof. PhD Ralph Bock, 2004).

Experimento similar ao anterior também foi realizado para detecgao
e confirmacéo da integracao correta dos genes s/r0089 e s/ir0090 nas plantas
transplastdmicas. DNA total foi isolado, clivado com as enzimas de restricao
Pstl e BamHI, separado por eletroforese em gel de agarose 0,8% e hibridizado
com sondas radioativas especificas para os genes slf0089 e s/rf0090. Os
resultados sdo apresentados na Figura 16. Todas as plantas transplastdmicas
apresentaram as bandas esperadas, correspondentes ao(s) gene(s) inserido(s).
Plantas transformadas com o vetor plJB30 apresentaram banda decorrente da
hibridizagcdo com a sonda especifica para o gene s/f0089. Da mesma forma,
plantas transformadas com o vetor plJB31 apresentaram banda decorrente da
hibridizacago com a sonda especifica para o gene s/I0090, e plantas
transformadas com o vetor plJB32 ambas as bandas. O experimento confirma
a insercao correta dos genes de interesse nos plastomas de tomate e fumo nas
plantas transplastdmicas estudadas, conseqiiéncia da integracdo dos genes
por eventos de recombinagédo homologa.
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Figura 15 - Analise de homoplasmia das plantas transplastdmicas de tomate e
fumo estudadas através de RFLP e Southern blot. Fragmentos de
plastomas nao tranformados TabWt (fumo controle) e TomWt
(tomate controle): 4 kb; Fragmentos de plastomas transformados
com um dos genes de interesse, s/Ir0089 ou s/r0090 e o marcador
seletivo aadA: 7,2 kb; Fragmentos de plastomas transformados com
os dois genes de interesse s/f0089 e sl0090 e o marcador seletivo
aadA: 8,3 kb
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Figura 16 - Analise da integragdo dos genes s/f0089 e s/0090 nas plantas
transplastdmicas de tomate e fumo por RFLP e Southern blot.
Controles de fumo (TabWt) e tomate (TomWt): auséncia de bandas.
Fragmentos de plastomas transformados com um dos genes de
interesse, s/M0089 ou s/IM090 e o marcador seletivo aadA: 7,2 kb;
Fragmentos de plastomas transformados com os dois genes de
interesse s/r0089 e s/rM090 e o marcador seletivo aadA: 8,3 kb

4.9 Condugao dos transformantes de tomate e produgdo de frutos

Selegéo e regeneracao de transformantes cloroplastidiais em tomate
sdo caracteristicamente mais lentas com relagédo ao que ocorre rotineiramente
em fumo (discutido em Ruf et al., 2001). Em adicdo, o ciclo de vida de uma
planta de tomate também é significativamente maior quando comparado ao
ciclo de uma planta de fumo, cerca de 4-5 meses contra 2 meses em fumo,

aproximadamente. Todos esses fatores, somados aos problemas freqtientes
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encontrados nas camaras de crescimento com infestagcdes de Phytophtora
infestans, levaram a um periodo mais longo na obtencdo das plantas e na
conducao dos experimentos com tomate. Da mesma forma, essas infestagdes
também devem explicar os primeiros e criticos problemas enfrentados para a
producéo de frutos e sementes. Somente em margco de 2004 foram obtidas as
primeiras sementes viaveis de tomate produzidas pela planta transformada
plJB32#1G. Mesmo neste caso os frutos mostraram-se de tamanho bem
reduzido quando comparados ao controle nao transformado, de planta nao
infectada por Phytophtora. Plantas controle também infectadas apresentaram
da mesma forma frutos de tamanho bastante reduzido, o que sugere que a
reducdo no tamanho de frutos e producdo de sementes possa ser efeito da
infestacdo e nao de alteragbes indesejadas causadas pela alteracdo genética
realizada. A Figura 17 mostra os primeiros frutos colhidos nas plantas
transformadas e em controle ndo transformado. E faciimente notada a
diferenca no tamanho dos frutos. Nessa coleta, somente a planta plJB32#1G e
o controle geraram sementes viaveis (e apenas uma para a planta
transformada). A Figura 18 mostra a primeira plantula viavel obtida via semente
da planta transplastémica plJB32#1G.

Diante do contexto acima exposto, plantas de tomate ainda
encontram-se em crescimento e propagacdo para producdo de frutos e
sementes. Todas as analises até o momento realizadas basearam-se em
material vegetal coletado de plantas propagadas vegetativamente dos brotos
iniciais transferidos para solo. Confirmacgao dos resultados a partir de plantas
T1 geradas de sementes sera importante para a comprovagéo da heranga dos

caracteres inseridos.
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Figura 17 - Frutos da primeira coleta em plantas transplastdmicas de tomate

para a construcao plJB32 contendo os genes s/r0089 e s/r0090 de
Synechocystis sp. PCC6903

Figura 18 - Primeira plantula obtida através da germinagdo de semente da
planta transplastdmica de tomate plJB32/G em meio RM contendo
espectinomicina (100 pg/ml)
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4.10 Selecao de métodos de detecgao e separagao de tocoferdis por HPLC

Testes preliminares de separacao e deteccdo de tocoferdis por
HPLC (cromatografia liquida de alta precisdao) foram conduzidos em primeiro
momento utilizando-se coluna de fase reversa Csy (YMC Europe, 5um, 4.6 mm)
no sistema de HPLC AKTA Explorer (Amersham Pharmacia), acoplado a duas
bombas P910, 4 inlets (A1, A2, B1 B2), valvula manual de injecao e detector de
UV (ultra-violeta), admitindo fluxo maximo de 2 mil/min. Nessas condic¢des,
varios testes de separagao baseados nos sistemas de solventes adotados por
Abid and Mounts (1997), Fraser et al. (2000), Schledz et al. (2001) e Luhua et
al. (2004) foram conduzidos, no entanto mostraram-se em geral insatisfatérios
na separacao ou definicdo de picos de padrdes comerciais de tocoferéis. Os
melhores resultados, foram obtidos com o sistema de solventes adotado por
Luhua et al. (2004) modificado. O solvente metanol:acetonitrila (90:10, v/v) foi
adotado para separagao isocratica dos padrées comerciais a-, B-, y- € 8-
tocoferol (Merck) em fluxo de 1 ml/min e deteccao a A = 295 nm. No entanto, os
primeiros testes com material vegetal, baseado na extragcao de isoprendides
totais proposta for Fraser e colaboradores (Fraser et al., 2000), ndo gerou
resultados positivos.

Visando selecdo e adequacdo da deteccdo e separacdo dos
tocoferéis, novas metodologias foram empregadas. O detector de UV, com
sensibilidade considerada inadequada para uma boa detecgcao foi substituido
por fluorimetro (Shimadzu), cuja sensibilidade de detecgao por fluorescéncia é
estimada ser 100 vezes maior que aquela apresentada pela deteccao por UV
(Rupérez et al., 2001). Em adigdo, coluna de fase reversa Cis (Spherisorb
ODS-2, 5um, 4.6mm) passou a ser utilizada, mantendo-se as demais

caracteristicas do equipamento. Nessas condi¢cdes, os métodos de separagao
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propostos por Torre et al. (2001) e otimizados em Gémez-Coronado & Barbas
(2003) e Gbmez-Coronado et al. (2004), foram testados com os paddes
comerciais € mostraram-se adequados. Avaliagao preliminar do método de
extracdo de folhas proposto pelos autores, com modificagdes de escala de
volume, foi realizada. O método simplificado proposto pelos autores por sua
rapidez, eliminando a dependéncia ao trabalho em atmosfera de nitrogénio,
pareceu também adequado. Analise detalhada das plantas transformadas deve
oferecer informacdes suficientes para avaliagao da consisténcia do método.

O método permitiu a deteccéo e separagao eficiente ao menos das
formas a-, 8- e B- + y-tocoferol, indicando que o sistema selecionado deve ser
adequado para a separagao, deteccdo e quantificacao desses tocoferbis nas
plantas transplastdmicas obtidas por alteracdo genética do metabolismo de
tocoferdis no presente trabalho. Colunas de fase reversa C18 sdo conhecidas
nao serem capazes de separar eficientemente B- e y-tocoferol, analogos de
estruturas e massas moleculares extremamente similares, embora mesmo
assim sejam as mais utilizadas para a separagéo e deteccao de tocoferdis em
extratos vegetais (Ruperez et al., 2001)

4.11 Ensaio preliminar de resisténcia ao herbicida isoxaflutole

Sementes de plantas transplastdbmicas de fumo (plJB30#14B,
plJB31#03A e plJB32#14B) e sementes nao transformadas (controle) foram
desinfestadas em solugdes de alcool etilico 95% e hipoclorito de sédio 1% e
germinadas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) adicionado de
isoxaflutole. Buscando inicialmente apenas determinar se as plantas
transplastdmicas de fumo obtidas apresentavam resisténcia diferenciada ao
herbicida, estas foram germinadas em meio contendo 0,1 ppm de isoxaflutole.
Plantulas de fumo nao transformado e da construgcéo plJB30 (contendo o gene

slr0089) foram sensiveis ao herbicida e mostraram-se com pigmentacédo e
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desenvolvimento comprometidos. Com a hip6tese de que expressao do gene
slr0090 que codifica a enzima HPPD possa conferir resisténcia ao herbicida
isoxaflutole, resultados de resisténcia para as plantulas trabsformadas com as
construgées plJB31 e pldB32, ambas contendo o gene sIf0090, seriam
esperados. Plantulas da construcao plJB31 (contendo apenas o gene s/ir0090)
mostraram-se resistentes a dose utilizada, no entanto plantulas da construcéao
plJB32 (construcdo dupla, com os genes s/f0089 e sIf0090 expressos em
transcrito dicistrénico) mostraram-se sensiveis. A Figura 19 mostra os
resultados obtidos. Acredita-se, com base neste teste preliminar, que a
expressao do cassete dicistronico introduzido através da construcédo plJB32 é
reduzida em relagdo a expressdao monocistronica. Analise da sensibilidade ao
herbicida pela inser¢édo dos 2 genes sera alvo de estudo em continuidade ao
trabalho realizado.

Para analise e caracterizagcdo mais detalhada das plantas
transplastdmicas plJB31#03A, que mostraram potencial de resisténcia ao
herbicida, novo experimento foi conduzido. Sementes controle nao
transformadas e sementes de plantas plJB31 foram germinadas em meio
contendo O, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 e 64 ppm de isoxaflutole (i.a.). Para as
plantas controle 0,5 ppm de isoxaflutole foi suficiente para geracéo do fenétipo
albino decorrente da acdo do herbicida e inibicdo do desenvolvimento.
Plantulas plJB31#03A apresentaram resisténcia a 0,5 ppm de isoxaflutole e
embora com fendétipo inicialmente albino em concentragdes superiores,
algumas plantas mostraram capacidade de recuperagao do fenétipo normal em
1 ppm e alguma pigmentacdo nas concentragdes de 2, 4 e 8 ppm de
isoxaflutole (Figura 20).

Os resultados mostram, novamente, uma resisténcia ao herbicida
maior nas plantas transformadas quando em comparag¢ao ao controle, embora
tal nivel de resisténcia seja inferior ao obtido por Rippert et al. (2004) em seus
experimentos com transformacgao nuclear. Plantas de fumo transformadas com

o gene HPPD de Arabidopsis thaliana mostraram-se resistentes a até 4 ppm de
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isoxaflutole nos ensaios de Rippert e colaboradores. Uma vez que altos niveis
de expressao, bastante superiores aqueles obtidos pela transformacao nuclear,
sdo normalmente vantagens estratégicas associadas a transformacido de
cloroplastos (Bock & Hagemman, 2000; Maliga, 2004), os resultados aqui
obtidos sugerem que o promotor utilizado para dirigir a expressao da regiao
codificadora do gene s/f0090 de Synechocystis, Patpl, nao deva ser adequado
para gerar elevados niveis de expressdo ao menos em tecidos néo
fotossintetizantes. Analise de tecidos foliares, como por exemplo testes de
resisténcia ao herbicida em p6s-emergéncia (3 a 4 folhas verdadeiras), podem
contribuir para elucidar o potencial de expressdao pelo promotor Patpl em
tecidos fotossinteticamente ativos e consegilentemente maior resisténcia ao
herbicida.

A capacidade de resisténcia de plantulas de fumo expressando a
enzima HPPD abre portas para um novo e interessante aspecto a ser explorado
como resultado do presente trabalho. Ensaios em pds-emergéncia em vasos,
como proposto acima, poderao determinar niveis maximos de resisténcia das
plantas transplastdmicas ao herbicida e, assim, avaliar a possibilidade de uso
do gene slf0090 de Synechocystis no desenvolvimento de plantas de interesse
agrondmico expressando a caracteristica de resisténcia a herbicidas.

Os herbicidas da classe das triketonas, como o isoxaflutole
(Provence®, Bayer CropScience) e o mesotrione (Callisto®, Syngenta) inibem
a enzima HPPD e séao largamente utilizados nas culturas de cana-de-agtcar e
milho, uma vez que a diketonitrila (DKN), ingrediente ativo de tais herbicidas, &
considerada molécula com atividade herbicida bastante promissora desde 1982
(Lee et al., 1998). Os recentes avancos na transformacao de cloroplastos com
sucesso nas espécies de soja (Dufourmantel et al., 2004), algodao (Kumar et
al., 2004) e cenoura (Kumar et al., 2004b), além da batata (Sidorov et al., 1999)
e tomate (Ruf et al., 2001), sugerem em primeiro momento serem estas
espécies escolhidas para introdugéo da resisténcia aos herbicidas inibidores da

HPPD. Nesse aspecto, vale ressaltar que calos transplastémicos de tomate
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variedade Santa Clara transformados com a constru¢do plJB31 foram obtidos
no presente projeto, embora até o momento nao tenham regenerado brotos e
conseqiientemente plantas transformadas. A dificuldade de regeneragao de
plantas a partir de calos na variedade IAC-Santa Clara foi constatada comum
em calos com células que apresentam a integragcao dos genes do plasmideo
plJB32. A obtencdo de plantas transplastdmicas de tomate expressando a
caracteristica em questdao depende de novos experimentos de transformacao
com a construcao plJB31 utilizando a variedade IPA-6.

Adicionalmente, se for confirmado o baixo potencial de resisténcia
aos herbicidas inibidores da HPPD pelo uso do vetor plJB31, sugere-se a
construcdo de um novo cassete de expressdo para o gene s/r0090, cujo
controle da expressao da regido codificadora do gene s/if0090 seja substituido
por um promotor plastidial forte, por exemplo o promotor Prm, largamente
utilizado para superexpressao de trangenes em genomas plastidiais (Maliga,
2003). Niveis de expressao equivalentes a até 45% da proteina total soluvel
celular ja foram demonstrados na transformacao de cloroplastos de fumo com
uso do promotor Prm para expressar o operon cry2Aa2 de Bacillus thurigiensis
(De Cosa et al., 2001; revisado em Maliga, 2003).

Conforme apresentado neste trabalho, a tecnologia de
transformacao de cloroplastos de espécies cultivadas ainda apresenta muitos
desafios. Somente resultados de trabalhos como este podem auxiliar a
desvenda-los, assim como também demonstrar o0 enorme potencial
biotecnolégico para obtencdo de plantas com melhores caracteristicas
agrondmicas, variedades com maior qualidade nutricional ou mesmo para a

producao de biofarmacos.
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Figura 19 - Teste de

resisténcia ao herbicida

germinacao de sementes. A: fumo nao transformado; B: sementes

de plantas plJB30#23B; C: sementes de plantas plJB31#03A; D:
sementes de plantas plJB32#14B

isoxaflutole (0,1 ppm) na
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controle

plJB31#03A

controle

plJB31#03A

Figura 20 - Teste de germinacdo de sementes de plantas de fumo controle e
plantas plJB31#03A em meio RM contendo 0, 0,5, 1, 2, 4 e 8 ppm
de isoxaflutole, ingrediente ativo (Provence 750WG, 75% i.a., Bayer
CropScience). Concentragdes superiores a 8 ppm, equivalentes a
16, 32 e 64 ppm ndo sao mostradas por terem gerado também
exclusivamente plantulas albinas e com desenvolvimento
comprometido



5 DISCUSSAO FINAL

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram a
viabilidade das estratégias adotadas para a modificacdo genética de vias
metabdlicas confinadas em plastideos. Transformacdo de cloroplastos em
tomate (Ruf et al., 2001) jA se mostra como uma alternativa viavel a
transformacao de fumo, Unica espécie rotineiramente transformada até os dias
atuais (revisado em Maliga, 2004).

A introducédo das regides codificadoras dos genes sif0089 e s/rf0090
de Synechocystis sp. PCC6803 em genomas plastidiais de tomate e fumo,
representa um primeiro esforco da aplicacao da tecnologia de transformacéao de
cloroplastos na engenharia metabdlica da via dos tocoferéis. Estudos de
sucesso vém sendo realizados por meio de transformagao nuclear de plantas
de soja (Van Eenennaam et al.,, 2003) e alface (Cho et al., 2005) pela
introducao e expressédo do cDNA de Arabidospis thaliana que codifica a enzima
y-tocoferol metil transferase (y-TMT). O presente trabalho traz informacgdes
adicionais em ao menos dois aspectos, a viabilidade de uso da transformacéao
de cloroplastos como estratégia alternativa a transformagdo nuclear e a
proposicdo do uso de novos genes alternativos aos de Arabidopsis para o
aumento do valor nutricional e agronémico (resisténcia a herbicidas) de plantas
cultivadas. Em adicado, confirmacdo do aumento do teor de tocofer6is como
resultado da estratégia adotada, gera nova combinagao genética de interesse
ao melhoramento da caracteristica na espécie estudada, o tomate, assim como

o potencial uso de mesma estratégia em espécies distintas.
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Os resultados obtidos com testes preliminares de resisténcia ao
herbicida isoxaflutole refletiram provavel nivel baixo de expressdo do gene
sir0090 dirigida pelo promotor Patpl. No entanto, tal resultado e conclusao nao
podem ser extrapolados e devem ser tratados com cautela. Expresséo dirigida
pelo promotor Patpl é esperada ser diferente em tecidos fotossintetizantes e
nao-fotossintetizantes devido aos diferenciados sinais de expressao utilizados
nessas duas situagées distintas nos tecidos e pela atividade bioquimica para
reconhecimento do promotor e expresséo do gene (caracterizado em Miyagi et
al., 1998). Somente apés novos testes de resisténcia ao herbicida em tecidos
provenientes de plantas adultas fotossintetizantes (situacdo de pés-
emergéncia) ou pela mensuracao direta da expressao génica dirigida pelo Patpl
em tecidos diferenciados, pode-se chegar a uma visdo generalizada e
conclusiva da questdo. No momento, pode ser apenas afirmado que para o
objetivo de gerar plantas tolerantes aos herbicidas inibidores da HPPD, a
expressao do gene slf0090 de Synechocystis pelo promotor Patpl ndo é efetiva.
Esforcos para a modificagdo da construgdo pldB31 com substituicdo do
promotor por outro de carater forte, tal qual o Prm (revisado em Maliga, 2003),
serao necessarios para que tal objetivo seja atingido. Da mesma forma, quando
considerada a hip6tese de aumento do teor de tocoferbis pelas construgdes
utilizadas, nenhuma conclusao pode ser precipitada antes da completa analise
e quantificacdo dos analogos de tocoferdis nas plantas transplastdémicas
obtidas. Primeiro porque deverdao ser analisados os distintos tecidos vegetais
destas plantas. Segundo porque niveis de expressdo elevados nao parecem
ser necessarios ao menos para a conversao eficiente de y- em a-tocoferol pela
v-TMT, uma vez que os trabalhos desenvolvidos em soja e alface por
transformacao nuclear, onde os niveis de expressdo sdo caracteristicamente
baixos, mostraram-se positivos.

Analise mais detalhada das plantas transplastdmicas obtidas, com
caracterizacdo de teores de tocoferéis, niveis de expressido e potenciais de

resisténcia aos herbicidas inibidores da HPPD, com certeza resultardo em
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dados suficientes para uma visdo mais clara da potencialidade das estratégias
utilizadas e o direcionamento das modificagbes para garantir o sucesso na
alteracédo positiva do metabolismo de tocoferéis, de grande interesse nutricional
e terapéutico, assim como na geracao de plantas resistentes a herbicidas, que

apresentam grande importancia agronémica e no agronegécio.



6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

A estratégia de transformacdo utilizada permitiu a obtencdo de plantas
transplastomicas homoplasmicas de fumo pela integracao estavel do gene
marcador seletivo aadA e dos genes slf0089 e slf0090 de Synechocystis sp.

PCC6803 isoladamente e na forma de operon em genomas plastidiais;

Da mesma forma, foram obtidas plantas transplastdmicas homoplasmicas de
tomate pela integracéao estavel do gene marcador seletivo aadA e dos genes
sir0089 e s/f0090 de Synechocystis sp. PCC6803 como um operon em
genomas plastidiais;

Plantas transplastdmicas homoplasmicas de fumo expressando o gene
slr0090 de Synechocystis sp. PCC6803, codificador da enzima HPPD (4-
hidroxifenil piruvato dioxigenase), mostraram-se mais resistentes ao
herbicida isoxaflutole em pré-emergéncia (in vitro) quando comparadas ao

controle nao transformado;

O presente trabalho foi o primeiro esforgo de expressao de transgenes para
aumento do valor nutricional de plantas buscando o aumento do teor de

tocoferoéis por manipulagcdo de genomas plastidiais;
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» Pela primeira vez o promotor Patpl foi utilizado para controlar a expressao de
transgenes na transformacdao de genomas plastidiais e os resultados
sugerem baixo nivel de expressdao quando em comparagdo aos niveis

obtidos em diversos experimentos em literatura com o promotor Prm;

» |dentificagcao de potenciais genes que conferem resisténcia a herbicidas para
expressdo em plantas, como observado para o gene sI0090 de
Synechocystis em plastideos, apresenta enorme potencial de avango

tecnolégico na agricultura.
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