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Resumo

As plantas transgénicas sdo de enorme importéncia porque permitem o estudo de
fenémenos biologicos complexos, representam potenciais recursos para a produgdo de
certos compostos, diminuindo a agressividade no ambiente, e sdo utilizadas como meios
de combate a certas doencgas, a nivel da saide mundial como ¢ o exemplo do arroz
dourado.

O presente trabalho tem por objectivo transformar plantas de Nicotiana tabacum
utilizando a GFP como gene reporter e analisar plantas de Nicotiana tabacum
transformadas com o cDNA da cardosina A.

Antes da transformagfio das plantas, a cultura de tecidos de Nicotiana tabacum
ocorreu por organogénese directa a partir de explantes de folhas e por enraizamento de
apices caulinares. Os explantes foram transferidos para um meio suplementado com
hormonas (benziladenina e isopenteniladenina) e os apices transferidos para o meio
apropriado para o seu enraizamento (MSB5).

A transformacdo das plantas foi efectuada pelo método de transformagdo
mediada pelo Agrobacterium. Este método é o mais frequentemente utilizado neste tipo
de procedimentos.

O Agrobacterium utilizado foi transformado com o vector binario
pCAMBIA1302 que contém um gene de resisténcia a higromicina, htpll, para selec¢do
de plantas transformadas, um gene de resisténcia 4 kanamicina, npfIl, para selec¢do do
plasmidio em bactérias, um local de clonagem multipla derivado do pUCI18 e um gene
reporter, gfp. O gene reporter ¢ um mutante, mgfpS*.

A presenca da GFP permitiu confirmar a transgenia das plantas, uma vez que a
selecciio pelo antibi6tico higromicina B (50 pg/mL) levava a morte das plantas quando
permaneciam muito tempo no mesmo. Através de cortes dos oOrgdos das plantas
observados ao microscopio de fluorescéncia, a GFP permitiu visualizar as plantas

transformadas uma vez que a GFP fluoresce de verde quando excitada com UV.



A transgenia foi ainda confirmada com PCR do DNA genémico ¢ RT-PCR do
RNA total das plantas.

Neste trabalho também se estudou a transgenia de Nicotiana tabacum L.
transformada com o ¢cDNA da cardosina A de cardo (Cynara cardunculus L.). A
cardosina A é uma proteinase aspartica presente nas flores do cardo.

A selecgio das plantas transformadas ocorreu durante a germinagfo das
sementes. Estas foram colocadas em meio (MSB5) suplementado com o antibi6tico
canamicina (100 pg/mL). As sementes que germinaram e permaneceram verdes, plantas
transformadas, foram transferidas para o meio (MSB5) para permitir o seu
desenvolvimento.

A transgenia foi verificada por métodos bioquimicos, PCR ¢ RT-PCR. Nestes
métodos houve amplificagdo de um fragmento do cDNA da cardosina A. Ainda para a
localizagdo de RNA foi realizada a hibrida¢do in situ utilizando-se um anticorpo
conjugado com a fluoresceina. Nesta técnica os nicleos e alguns citoplasmas
fluoresciam de verde.

Para detecgdio da proteina cardosina A foram realizadas as seguintes técnicas:
Western blotting, imunocitoquimica e fissue printing. Nestas técnicas ndo foi detectada
a presenca da proteina.

A presenga de RNA pré-mensageiro e mensageiro e a auséncia de proteinas
sugerem a existéncia de mecanismos de silenciamento do gene.

Este trabalho permite futuras pesquisas na identificagdo de provaveis sequéncias
de enderecamento da cardosina A bem como o seu trajecto na dindmica intracelular

através de fusdes com a GFP.



Summary

The transgenic plants are extremely important for the study of complex
biological phenomena, they are also potential resources to the production of
compounds, diminishing the aggression to the environment and are used to fight
diseases in a world health level such as the golden rice.

The purpose of this work is to transform plants of Nicotiana tabacum and
analyse Nicotiana tabacum transformed with a cDNA of cardosin A.

Before the transformation, the culture of tissues of N. fabacum occurred by
direct organogenesis from leaf explants and by cutting the top of the stems. The
explants were removed into a medium supplemented with hormones (benzyladenine and
isopentenil adenine). The top of stems were removed into the appropriate medium in
order to develop roots.

The transformation of the plants was made with the method of Agrobacterium-
mediated transformation. This method is the most used in this kind of proceedings.

The Agrobacterium was transformed with a binary vector pCAMBIA1302 which
contains a gene resistant to hygromycin, Apll, to the selection of plants, a gene resistant
to kanamycin, nipll, to the selection of bacteria, a multiple cloning site which derives
from pUCI18 and a reporter gene, gfp. The reporter gene is a mutant, mgfp5*.

The presence of GFP confirmed that plants were transgenic, since the selection
by hygromycin B antibiotic (50 pg/mL) killed the plants when they were in it for long
time. Through the cuts of the organs of the plants observed in the fluorescence
microscope, the GFP allowed to see the plants transformed once GFP became
fluorescent green when stimulated with UV.

The transgenia was still confirmed with PCR of the genomic DNA and RT-PCR
of the total RNA.

In this work it was also studied the Nicotiana tabacum L. transformed with a

c¢DNA of cardosin A of cardoon (Cynara cardunculus L.).



The cardosin A is an aspartic proteinase present in cardoon flowers.

The selection of transformed plants was performed during the germination of the
seeds. The seeds were placed in medium (MSBS5) supplemented with the antibiotic
kanamycin (100 pg/mL). The plants that germinated and remained green, transformed
plants, were removed to the medium (MSBS5) to allow its development.

The transgenia was corroborated by biochemical methods, PCR and RT-PCR
where a fragment of DNA of cardosin A was amplified. For the localization of RNA the
in situ hibridization was performed where an anti-dig antibody associated with
fluorescein was used. In this technique the nucleus and some cytoplasm became green
fluorescent , showing the presence of pre-messenger and messenger RNA.

In order to detect the protein cardosin A the following techniques were done:
Western blotting, immunocytochemistry and tissue printing. It was not possible to
detect the protein with these techniques. The presence of pre-messenger and messenger
RNA and the absence of the protein suggest the existence of mechanisms of gene
silencing.

This work allows further researches in the identification of probable sequences
heading to cardosina A as well as its way in the intercellular dinamic through the fusion

with GFP.
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Abreviaturas

BA- benziladenina

BSA- albumina de soro de bovino

bp- pares de bases

c¢DNA- 4cido desoxirribonucleico complementar
CTAB- bromido de aménia hexadeciltrimetil
DABCO- (2.2.2) octano de 1,4-diazabiciclo
DAB- diaminobenzidina

DEPC- dietilpirocarbonato

Dig- digoxigenina

DNA- 4cido desoxirribonucleico

DTT- ditiotreitol

EDTA- Acido etilenodiaminotetracético
FITC- isotiocianato de fluoresceina

g- unidade de forga centrifuga relativa (gravidade)
GFP- proteina verde fluorescente

Ig- imunoglobulina do tipo G

IP- isopentiladenina

kDa- quilo daltons

I.B- limite esquerdo

M- molar

mM- milimolar

m/v- relagdo massa/volume

NAA- acido acético naftaleno

NP-40- Nonidet 40

PA- proteinase aspartica



PAGE- electroforese em gel de poliacrilamida

PCR- reac¢do em cadeia de polimerizagdo

PBS- solugfo salina tamponizada com fosfato

TE- Tris -EDTA

TPBS- solugdo salina tamponizada com fosfato e Tween 20
RB- limite direito

RNA- acido ribonucleico

RNAm- 4cido ribonucleico mensageiro

RT- transcri¢do reversa

SDS- dodecilsulfato de sddio

TBS- solugfo salina tamponizada com Tris

TBST- solugdo salina tamponizada com Tris e Tween 20
Ti- indutor de tumor

Tris- 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol

T-DNA — DNA de transferéncia

UV- ultra violeta

v/v- relagdo volume/volume

vir — virulentos

WT- tipo selvagem
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- Culturas de tecidos e transformagdo genética de plantas

- Objectivos do trabalho



Culturas de tecidos e transformacio genética de plantas

A ideia de experimentar a cultura de tecidos e drgdos de plantas isolados sob
condigdes controladas em laborat6rio surgiu no final do séc. XIX. Mas, s6 no inicio do
séc. XX é que Haberlandt iniciou a experimentagdo da cultura de células in vitro num
meio nutritivo. Desde entfio, assiste-se a um rapido desenvolvimento de técnicas de
cultura.

A expressdo cultura de tecidos de plantas descreve todos os tipos de
procedimentos de culturas estéreis que podem ser de protoplastos, células, tecidos,
orgdos, embrides ou plantulas.

A cultura de plantas in vitro baseia-se na totipotencialidade das células vegetais
implicita na teoria celular, ou seja, na capacidade que uma célula (viva e nucleada)
apresenta em desenvolver-se até regenerar um organismo inteiro. Assim, teoricamente,
qualquer parte da planta pode formar um explante, o qual originard a planta adulta.

A micropopagagdo, termo utilizado especificamente para se referir a aplicagdo
das técnicas de cultura, de plantas efectua-se em condi¢des muito particulares.

A micropopagagiio vegetativa pode ocorrer: 1) a partir de meristemas laterais e
apicais, tendo a vantagem de se efectuar a cultura livre de virus; 2) por proliferagéo de
gomos axilares, indugdo do desenvolvimento dos gomos axilares, inibindo os gomos
apicais; 3) por organogénese que consiste em, a partir de um fragmento da planta ja
diferenciado, induzir o desenvolvimento de novo de gomos. A formagdo de novo de
gomos pode ser directa ou indirecta, passando esta Gltima por tecido caloso. Este ¢
considerado uma massa proliferativa desorganizada de tecido meristematico; e 4) por
embriogénese somatica que consiste na formagfio de embrides a partir de células
vegetativas com estruturas semelhantes as das células somdticas. Estes embrides

desenvolvem-se até formar plantulas passando pelos mesmos fenomenos que ocorrem
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nos embrides zigoticos. Tem a vantagem de ultrapassar a dorméncia que existe em
certos embrides zigoticos.

O grau de sucesso em qualquer tecnologia que emprega cultura de células,
tecidos ou 6rgdos de plantas esté relacionado com alguns factores. Um desses factores €
a escolha do material biolégico e o outro € a escolha dos componentes nutricionais e
reguladores de crescimento. Nas ultimas décadas assistiu-se ao aparecimento e
modificagdes de inimeros meios nutritivos que foram optimizados de acordo com o tipo
de material biolégico e tipo de cultura.

A composi¢io de um meio consiste em 1) sais inorgdnicos: macroelementos (N,
P, K, Ca, Mg e S) e microelementos (B, Co, Cu, Mn, I, Fe, Zn, Mo, Cl, Na); 2)
componentes organicos: glicidos (sacarose, glucose e frutose) para fonte de carbono,
vitaminas (tiamina, piridoxina, dcido nicotinico e 4cido pantoténico) e reguladores de
crescimento (auxinas, citocininas, giberelinas, dcido abscisico, etileno, poliaminas,
oligossacarinas, salicilatos e jasmonatos). Por vezes ha o fornecimento de aminoacidos
como fonte de N orgénico; 3) componentes naturais complexos: hidrolisado de caseina
ou de outras proteinas de leite de coco, sumo de tomate ou de laranja e extracto de
levedura. Estes componentes sdo apenas para certas plantas; 4) outros componentes
utilizados em casos especificos: anti-oxidantes (acido citrico ou ascérbico) e compostos
adsorventes (carvio activado). Estes componentes sfo utilizados em casos muito
especificos.

Além da selecgdo dos nutrientes num meio, deve ter-se em atengdo a
consisténcia do meio, podendo ser liquido ou sélido, adicionando-se para este Gltimo
agar.

A execugdo das técnicas de cultura tem de ocorrer em condigdes de assepsia por
isso tem de se desinfectar e/ou esterilizar devidamente todo o material utilizado.

A cultura de plantas permitiu um maior conhecimento cientifico a varios niveis,
acabando por ser uma estratégia para alcancar outros fins, como por exemplo a
formagdo de plantas transgénicas.

A transformagiio genética é um valioso recurso para o melhoramento ¢ para a
pesquisa em Genética, Fisiologia e Bioquimica. Plantas transgénicas sdo usadas para
complementar ou substituir mutantes na pesquisa fundamental e para auxiliar em
estudos de fendmenos biologicos complexos como a patogenicidade, organizagio do

genoma, captagdo de luz e transducfio de sinais. As plantas transgénicas sdo potenciais
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recursos para a produgiio de compostos animais, remediagdio biolégica e sintese de
polimeros.

Pode dizer-se que um dos objectivos dos programas de técnicas modernas de
transformacdo de plantas é resolver problemas da agricultura sem causar prejuizo no
ambiente, desenvolvendo, por exemplo, plantas inteligentes capazes de matar
exclusivamente células infectadas por fungos (Alves et al., 1999).

A transformacfio de plantas consiste na introdugdo de um gene ou pequenos
grupos de genes no genoma das plantas, produzindo um novo fen6tipo nas plantas que
promove um valor na agricultura, horticultura ou ornamental ¢ facilita o estudo de
processos biolégicos particulares (Glick et al, 1993). A produgdo de plantas
transgénicas requer uma integracdo estavel do DNA introduzido (transgene) no genoma
da planta e regeneragdo de toda a planta, mantendo a estabilidade nas geragdes
seguintes.

Ha varios métodos de transformagdo de plantas que se desenvolveram
rapidamente nas ultimas décadas, e que se classificam em métodos directos e métodos
indirectos. Os métodos directos requerem uma via biologica para a inser¢do do DNA
que pode ser o Agrobacterium ou um virus. Os métodos indirectos requerem uma via
quimica ou fisica para a inser¢do do DNA, como por exemplo electroporagio,
microinjec¢io, biobalistica e a infiltragio no vacuo. A electroporagdo € uma técnica que
usa descargas eléctricas para criar poros reversiveis na membrana plasmatica,
permitindo a introdugio do DNA estranho. Porém tem uma desvantagem, ou seja,
durante a incorporagido do DNA estranho no genoma nuclear da célula hospedeira, por
vezes ocorrem rearranjos do DNA. A biobalistica consiste na projecgfio de particulas
(1,2 pg de particulas de tungsténio) cobertas por DNA a grandes velocidades para o
interior de tecido. Tem a vantagem de poder ser aplicado em tecidos ou regides da
planta intactos e também pode ser aplicada a organelos celulares. No entanto, tem a
desvantagem de certas regides do DNA serem perdidas durante a incorporagéo.

A escolha do sistema de transformagéo e o seu vector acompanhante € realmente
ditada pelo objectivo da transformagdio. Um dos sistemas mais utilizado na
transformagio é mediado pelo Agrobacterium. As bactérias do género Agrobacterium
sdo bastonetes Gram-negativos que pertencem a familia Rhizobiaceae. As bactérias séo
classificadas de acordo com o seu grau de patogenicidade. O Agrobacterium
tumefaciens e A. rhizogeneses sfo bactérias patogénicas do solo que transformam

geneticamente células no caule ou na raiz de plantas, respectivamente. Os agentes
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responsaveis sdo os plasmidios circulares de 200 a 500 Kbp, respectivamente o
plasmidio Ti do A. tumefaciens e plasmidio Ri de A. rhizogeneses. Enquanto que as
estirpes 4. radiobacter sdo avirulentas.

O Agrobacterium é designado de engemheiro genético natural porque o seu
sistema de transformagfo ¢ um fendmeno natural sem ter necessidade de recorrer a
maquinaria externa.

O Agrobacterium ¢é atraido por compostos quimiotacticos que sdo libertados na
zona injuriada da planta (Glick et al., 1993) e, como parte deste parasitismo sofisticado,
o Agrobacterium transfere uma pequena por¢do de seu DNA (T-DNA ou DNA de
transferéncia) para o interior do genoma nuclear da planta hospedeira. A maioria da
magquinaria necessaria para a transferéncia de T-DNA reside no plasmidio Ti, plasmidio
indutor do tumor. Este plasmidio Ti inclui o proprio T-DNA, delimitado por repeti¢des
imperfeitas de 25bp (conhecidas como limite esquerdo- LB- e limite direito -RB) que
definem os limites do T-DNA e aproximadamente 35 genes virulentos (vir), agrupados
numa regido vir.

A ac¢do combinada de genes vir realizam a transferéncia do T-DNA para o
nucleo das células da planta hospedeira (Hellens et al., 2000). O T-DNA contém genes
com informagdo para a produgdo de auxinas (4cido indoloacético), citocininas
(isopenteniladenina) e que codificam biossintese de opinas (derivados de aminoacidos)
(Glick et al., 1993) que podem ser octopinas ou nopalinas codificadas pelos genes
presentes nos dois plasmidios Ti, pTiAch5 e pTiCS5, respectivamente (Herrera—Estrela,
1988). Aquelas hormonas em elevadas concentragdes promovem um crescimento
indiferenciado de células (tumor) na planta hospedeira. O tecido proliferativo no tumor
da planta hospedeira fornece as bactérias o derivado de aminoéacido invulgar (opinas)
que é uma importante fonte de C e N.

Uma importante questdo é saber como ¢ que células procaridticas conseguem
transferir DNA para o nucleo de células eucaridticas. Para tentar perceber este
fendmeno, Nester e colaboradores (1997) focaram a sua pesquisa em trés areas:
primeiro, como é que as moléculas sinal das plantas activam a expressdo dos genes
virulentos (vir) requeridos para o processo e transferéncia de T- DNA; segundo, como ¢
que o T-DNA ¢é transferido para fora das células bacterianas e entra nas células da
planta. E, terceiro, quais as proteinas das plantas que interactuam directamente na

transferéncia do T-DNA para o interior do nicleo.
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A transformagcéo das células da planta pelo Agrobacterium ¢ iniciada quando os
metabolitos sintetizados pela planta injuriada sdo reconhecidos por uma proteina
sensorial que sofre fosforilagdo, VirA, um dos dois membros dos componentes do

sistema regulador (figura 1).
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OM- exterior da membrana; PG- peptidoglicano da parede celular; IM- interior da membrana;
PP- periplasma SLN- sinal de localizagiio nuclear  NPC - complexo do poro nuclear

4k Limite do T-DNA

Figura 1 — Etapas basicas na transformagdo de células da planta por A. tumefaciens. (Adaptado
de Zupan et al., 2000).

O sinal é entdo traduzido a VirG, proteina da resposta reguladora. A proteina
VirG depois de fosforilada activa todos os genes virulentos cuja fungdo € requerida para
o processo de transferéncia, e possivelmente integragdo do T-DNA no interior do
cromossoma das células da planta. Esta activa¢do resulta da ligagdo da proteina VirG
activada a caixa vir. Estudos num niimero de estirpes de Agrobacterium tém ilustrado as
variagdes a que este processo esta sujeito. As moléculas sinal da planta consistem em
compostos fendlicos, por exemplo acetoseringona, e uma variedade de
monossacarideos, todos componentes da parede celular das células da planta.

Evidéncias sugerem que os compostos fenolicos activam directamente a proteina VirA,
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enquanto os monossacarideos, primeiro actuam com a proteina ligada ao agucar, que por
sua vez, interactua com o dominio periplasmico da proteina VirA (Nester et al., 1997).

Embora sejam os compostos fendlicos os principais componentes responsaveis
pela indugdo da regido vir, os aglcares e o pH dcido amplificam a resposta (Zupan et al.,
2000).

O T-DNA e a regido vir sdo os responsaveis pela transferéncia do intermedidrio
complexo T e medeiam o seu transporte. A indugdo dos genes vir inicia a produgdo do
intermediario de transferéncia, fazendo uma copia de cadeia simples do T-DNA para
formar a cadeia T. As proteinas VirD1 e VirD2 sfo essenciais para este processo.
Ambas reconhecem os limites da sequéncia de 25 bp do T-DNA e fazem uma clivagem
endonucleotidica na extremidade de cada limite. Estes nicks sdo usados como inicia¢do
e terminacdo para a produgdo da cadeia T. A VirD2 permanece ligada covalentemente a
extremidade 5° da cadeia T (Zupan et al., 1995) e parece ser importante como proteina
de endere¢camento nuclear. Assim, o complexo T compreende uma cépia de cadeia
simples (ss) do T-DNA com uma unica molécula de proteina VirD2 ligada
covalentemente a extremidade 5°, e revestida ao longo do seu comprimento com
proteina ligada ao ssDNA, proteina VirE2. O sistema vir do Agrobacterium processara e
transferira qualquer DNA entre as repeticdes directas de 25 bp (LB e RB) que
flanqueiam o T-DNA (Zupan et al., 2000).

A pesquisa nos ultimos anos tem incidido no sistema de secrecdo tipo IV
especifico vir, o transportador do complexo T (transportador T). Este € unido a 11
proteinas codificadas pelo operdo virB, e VirD4. O transportador T facilita a
transferéncia do complexo T para a planta ou células de leveduras. Pode transportar
proteinas, tais como VirE e VirF, para as células das plantas ( Zupan et al., 2000).

O mecanismo que explica o processo do transportador T ainda € desconhecido,
mas a arquitectura dos seus componentes estruturais comegca a ser descrita.

Todo este processo é provavelmente precedido por uma hidrélise da camada de
peptidoglicano por VirB1. Esta actividade ¢ essencial para a mobilizagdo do VirB2 e
VirB5 para a superficie celular de modo a formar o pélo-T (canal que facilitard a
passagem da cadeia T). Estudos sobre a interac¢do e localizag@o subcelular sugerem que
pelo menos alguma das restantes proteinas VirB/VirD4 unem-se num complexo
multimérico que separa a membrana bacteriana. Este hipotético muicleo do transportador
T provavelmente transporta substratos para fora da bactéria. A energia para conduzir a

unido deste complexo e efectuar o seu transporte é provavelmente vinda das trés
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ATPases (VirB4; VirB11 e VirD4) associadas com o transportador T (Zupan et al.,
2000).

Estudos efectuados por Chen et al. (2000) sugerem que as proteinas VirD2,
VirE2 e VirF sdo transportadas para a membrana citoplasmatica, uma via especifica
independente do operdio virB. Assim, a transferéncia do complexo T do Agrobacterium
pode ocorrer em dois passos, um mediado por uma via ainda desconhecida e outro
mediado pelo operdo virB.

A integragio da cadeia T no genoma da planta requer a absor¢édo nuclear, que €
um processo regulado e que pode ocorrer apenas através de poros nucleares. As
proteinas grandes com aproximadamente 40 kDa requerem um sinal de localizagdo
nuclear (SNL) que medeia a sua absor¢fio a nivel nuclear. O complexo T tem trés
componentes que podem potencialmente contribuir para a importagdo nuclear. A
propria cadeia e as proteinas VirD2 e VirE2. O transportador nuclear é muito
provavelmente mediado pelas suas proteinas associadas VirD2 e VirE2 (Zupan et al.,
1995). A integragio pode induzir a delec¢des pequenas, menor que 100bp, do DNA da
planta no local de inser¢o (Zupan et al., 2000).

Embora ja existam algumas explicagdes para mecanismos envolvidos na
transformagdo mediada pelo Agrobacterium, muitos permanecem ainda por esclarecer,
demonstrando que todo o processo € bastante complicado.

Este sistema natural de transferéncia de genes requer muitas modifica¢des antes
de ser usado como um sistema vector-gene eficiente para a produgdo de células
transformadas. Primeiro, os genes para a autonomia dos reguladores de crescimento tém
de ser retirados, uma vez que a expressdo destes genes interfere com a regeneragdo da
planta fértil normal. Segundo, porque a autonomia dos reguladores de crescimento pode
nfo ser usada nas células transformadas, um gene marcador € necessario para a selecgiio
das células transformadas. Finalmente, foram investigados meios para introduzir o gene
de interesse no interior da sequéncia do plasmidio Ti para assim ser transferido para a
planta (Bevan, 1984).

O vector ideal para a transformagdo contém um local de clonagem multipla, um
gene para a resisténcia a um antibidtico para a selec¢do em E. coli e Agrobacterium,
origem de replicagdo, € um gene que codifica resisténcia ao antibidtico para selec¢do do
DNA estranho na planta transgénica (Glick et al., 1993).

Existem dois factos importantes que fizeram a transformag¢fo mediada pelo

Agrobacterium um método de escolha. Um é o desenvolvimento de vectores bindrios e
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0 outro € o desarmar a estirpe de Agrobacterium, ou seja, retirar todos os genes cuja
expressdo induz o tumor.

A utilizag¢do de Agrobacterium para modificar geneticamente culturas requer: 1)
vector com T-DNA onde os genes alvo possam ser inseridos, preferencialmente
adjacente ao gene marcador selectivo; 2) células recipientes capazes de aceitarem e
integrarem o T-DNA e tornarem-se transformadas; e 3) células transformadas capazes
de regenerac¢dio em plantas com expressdo de transgenes (Gamborg et al., 1995).

Os dois componentes principais para o sucesso de transferéncia de genes
mediada pelo Agrobacterium, o T-DNA e a regido vir, podem residir em plasmidios
separados e podem funcionar quer em trans, quer em cis, formando o moderno vector
plasmidio Ti, designado vector bindrio. As fun¢des dos genes vir sfio providenciadas
pelo plasmidio Ti desarmado na estirpe de Agrobacterium. O T-DNA, no qual estdo os
genes a ser transferidos, esta contido no vector (Hellens et al., 2000a).

Existe uma polaridade no T-DNA a transferir do Agrobacterium para a célula da
planta: o RB precede o LB. Os primeiros vectores bindrios construidos tinham o local
do gene marcador selectivo proximo do RB (pBIN19). Isto significa que o gene
marcador selectivo seria o primeiro a ser transferido para a célula da planta. E se, por
acaso, a transferéncia fosse interrompida iriam obter-se plantas transformadas falsas,
porque estas tinham o gene marcador selectivo mas nfio o gene de interesse. Assim, as
construcdes de vectores mais recentes (pPCAMBIA; pGreen) contém o gene marcador
selectivo proximo do LB para assegurar que nas plantas transformadas seleccionadas
esteja o gene de interesse. Para além desta alteragdo outras vdo surgindo de modo a
adaptarem melhor o vector ao objectivo da transformagao.

Por exemplo, o novo pGreen tem um tamanho reduzido, flexibilidade de
selec¢do na transformac¢do e um extenso local de clonagem multipla (Hellens et al.,
2000b). No entanto, tais procedimentos ndo poderdo comprometer a flexibilidade dos
plasmidios como vectores de clonagem através da perda de locais de restrigéo
convenientes.

Os componentes standard do vector binario sdo 1) o local de clonagem multipla;
2) origem de replicagdo, funcional em E. coli e Agrobacterium tumefaciens; 3)
marcador selectivo para plantas e bactérias; 4) fun¢Ses de transferéncia para a
transformagdo de Agrobacterium baseada na conjugacdo (nfo essencial se usar
exclusivamente electroporagdo ou via directa de transformacio de DNA); e 5)

sequéncias que delimitam o T-DNA (Walkerpeach e Velten, 1994).
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Introducio

A tabela 1 mostra alguns vectores binarios que tém sido utilizados na

transformacéo de plantas.

Tabela 1- Vectores binarios

Vector Tamanho Locais LacZ Selecgdo Marcador Origem de replicagio Mobilizagio Ref.
(kb) de restrigio bacterial selectivo no
imicos no
T-DNA Agrobacterium | E. coli
pBIN19 11777 9 Sim kanamicina RB pRK2 pRK2 Sim 14
pC22 17500 2 Nio Ampicilina, RB pRi ColEl Sim 21
estreptomicina e
espectinomicina
pGA482 13200 7 Nio Tetraciclina RB pRK2 ColEl Sim 31
pPCV001 9200 6 Nio Ampicilina RB pRK2 ColEl Sim 6
pCGN1547 | 14440 5 Sim Gentamicina LB pRI1 ColEl Sim 32
pll1881 25700 4 Nio Tetraciclina LB pRK2 pRK2 Sim 24
pPZP111 8909 9 Sim Cloranfenicol LB pVvSsl ColEl Sim 7
pGreen 4632 18 Sim Kanamicina LB pSa puc Nio 9

A maioria destes vectores binarios sdo religuias historicas com muitas

caracteristicas que fazem construgdes de DNA grosseiras ou pesadas. Estas

caracteristicas incluem: origem de replicagéo de pequeno niimero de copias resultando

numa produgdo baixa de DNA; replicoes

instaveis, causando danos variaveis do

plasmidio durante a propagagdo; tamanho grande; falta de locais de restrigdo

convenientes para manipulagdo; escolha limitada de marcadores selectivos; falta de vias

simples para a construgdo e fusdes com genes repdrter € regides sequenciadas

incompletas. Assim, surge a necessidade de

construir uma série Unica de vectores que

possa ser usada com eficiéncia na transformagfo da maioria de culturas de plantas,

dicotiledoneas e monocotiledéneas, e que

utilizados anteriormente.

A série pCAMBIA foi construida
como uma nova série de vectores que
concentram todos 0s requerimentos para
a transformagio de plantas, tais como:
tamanho pequeno, numero elevado de
marcadores selectivos; facilidade de
construgbes posteriores, modificagdo e

analise do transgene (figura 2).
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Figura 2- Estrutura geral da série pPCAMBIA



Capitulo Um 22

O vector bindario € largamente utilizado devido a facilidade de uso na
manipulagio de DNA quer in vitro, quer in vivo ¢ tem elevada eficiéncia de
transformacéo.

O vector binario foi construido para colmatar alguns problemas que surgiram
com o vector cointegrado.

O vector cointegrado contém um Gnico plasmidio onde estdo integrados a regido
vir e 0 T-DNA. A inser¢do do gene de interesse entre os limites do T-DNA depende da
co-integragdo entre as sequéncias homologas presentes no vector de clonagem e do T-
DNA do plasmidio Ti (Herrera-Estrela et al., 1988).

O vector cointegrado contém 1) locais convenientes para a inser¢do do gene de
interesse; 2) gene marcador selectivo para antibidtico que actua em E. coli e A
tumefaciens; 3) gene marcador selectivo funcional na planta; e 4) origem de replicagio
funcional em E. coli que ndo opera em Agrobacterium.

Ha um nOmero de vantagens associadas a utilizacdo do sistema bindrio
relativamente ao método cointegrado. Ndo tendo uma origem de replicagdo funcional no
Agrobacterium, o vector cointegrado requer a uma recombinacdo numa certa ordem de
modo a manter a estabilidade na estirpe do Agrobacterium alvo. Alternativamente, o
vector bindrio requer apenas que o vector plasmidio intacto seja introduzido na bactéria
alvo, tornando o processo de transformagdo bacteriano mais eficiente e mais rapido (2-3
d versus 4-7d). O vector bindrio foi projectado para aperfeigoar significativamente a
facilidade e eficiéncia da transformag¢do do Agrobacterium com genes de construgéo
prontos para a planta. Em adigd@o, porque os plasmidios binarios existem em replicdes
separados, um niimero de copias ndo € estritamente ligado ao do plasmidio Ti. Assim,
em muitos casos, a confirma¢do da transformacdo é simplesmente efectuada via mini-
prep do Agrobacterium (Walkerpeach e Velten, 1994). Um mini-prep consiste numa
extrac¢do de DNA plasmidico em pequena escala. Para a sua andlise recorre-se a uma
electroforese depois de efectuar uma restrigdo.

Apos a transformago ¢ necesséario eliminar o Agrobacterium e para isso recorre-
se ao uso de antibiéticos. Os antibioticos baseados em penicilinas (carbenicilina e
amoxicilina) sdo usados para eliminar ou inibir o crescimento do Agrobacterium
durante horas ou dias apds a co-cultivagdo com os explantes alvo. Alguns vectores Ti e
estirpes de Agrobacterium hospedam genes de resisténcia a ampicilina (que codifica a
p-lactamase) e deste modo ndo € facil remover tais estirpes de Agrobacterium da cultura

de tecidos. Quando tais estirpes e plasmidios sdo usados, misturas de penicilina e
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inibidor de PB-lactamase (Augmentin) ou cefalosporinas (cefotaxime) sdo efectivos
(Hellens et al., 2000b).

As penicilinas e as cefalosporinas inibem a liga¢fo cruzada do pepetidoglicano
por ligagdo e inactivagdo de transpeptidases, inibindo a sintese da parede celular
bacteriana. Os genes marcadores do plasmidio mais comummente utilizados séo aqueles
que codificam a resisténcia a canamicina (pBIN19 e pGreen), gentamicina (séries
pCGN) e estreptomicina e/ou espectinomicina (séries pPZP) e tetraciclina (séries plJ).

Os antibioticos também sdo utilizados para seleccionar as plantas transformadas
Os plasmidios introduzidos na planta normalmente tém um gene marcador selectivo, ou
seja, contém um gene que codifica a resisténcia a antibioticos. Contudo, as estirpes de
Agrobacterium sdo marcadas com resisténcia a antibidticos que estéo localizados ou no
cromossoma ou no plasmidio Ti. Assim, o vector bindrio e marcador bacteriano de
resisténcia ao antibidtico ndo podem ser duplicados.

O gene nptl e o gene Aptll conferem resisténcia ao antibiético aminoglicésido,
como a canamicina e higromicina B, respectivamente.

O gene nptll foi o primeiro a ser estabelecido como marcador selectivo
dominante no uso de selecg@o de plantas superiores.

A resisténcia a canamicina é conferida pela expressdo transgénica de
fosfotransferase neomicina, produto de gene nprll do transposdo Tn5 bacterial. A
enzima transfere o fosfato do ATP para o aminoglicésido inactivando-o. O gene npfll é
efectivo quando € expresso ou no genoma nuclear ou genoma plastideal (Xiang et al.,
1999)

O gene hptll codifica uma cinase (fosfotransferase higromicina B) que inactiva a
higromicina B através de fosforilagdo, ou seja, transfere fosfato do ATP para a
higromicina B.

Normalmente os antibidticos sdo colocados no meio nutritivo onde crescem as
plantas. Contudo, Xiang et al. (1999) através de estudos efectuados em Arabidopsis
thaliana demonstram que a selecgfio de plantas transformadas pode ocorrer no jardim.
As plantas foram borrifadas com uma solugdo de canamicina e apenas cresceram as
plantas transformadas. Este método mostrou-se tdo efectivo como o anteriormente
utilizado.

Inicialmente utilizavam-se os genes de resisténcia aos antibidticos como genes
marcadores selectivos para distinguir as transformadas das ndo transformadas. No

entanto, o uso de agentes selectivos, frequentemente antibiéticos e herbicidas, retarda a
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diferenciagfio celular e o seu desenvolvimento de gomos no explante submetido ao
processo de transformagfo (Colby e Mereth, 1990). Por outro lado, se ¢ necessario outra
transforma¢do do mesmo material, o marcador selectivo ja nfo é efectivo (Alves et al.,
1999).

A identificagio imediata das células transformadas ¢ uma caracteristica
desejavel, mas como a maioria dos genes introduzidos foram incapazes de induzir
fenotipos distintos do tipo selvagem alguns investigadores propuseram um marcador
que ndo prejudicasse as células e que produzisse um fenétipo nos gomos transgénicos-
gene reporter.

Genes reporter sdo assim designados porque podem fundir-se com genes da
planta para se estudar a sua expresséo.

Os genes reporter ideais para a planta devem ter um niimero de caracteristicas
inerentes: 1) o seu produto deve ser inico e ndio toxico para as células da planta
hospedeira; 2) a enzima marcadora devera exibir elevado nivel de estabilidade apos a
tradug¢do; 3) deve ser o conveniente, barato, sensivel, e poder avaliar a analise da enzima
especifica para o produto do gene reporter; e 4) podera ter fusdes com polipéptidos
externos durante a tradugfo, enquanto retém actividade enzimatica (Glick et al., 1993).

O gene reporter mais utilizado até agora ¢ o widA, que codifica uma enzima
monomérica estavel, B- glucuronidase (GUS), que catalisa a conversido de glucurénido
metillumbeliferona em metillumbeliferona formando um precipitado azul insolivel
facilmente identificavel. Ha muitas vantagens em utilizar o GUS pois ¢ inconfundivel
de visualizar, a enzima ndo é facilmente desnaturada e o precipitado ¢ estavel (Jeferson,
1987). Contudo, as desvantagens do sistema GUS ¢é que é uma anélise destrutiva, ou
seja, o explante nédo pode ser recuperado e necessita de um substrato.

Os niveis de GUS podem ser medidos por andlise fluorométrica ou por uso de
analise colorimétrica de tecido.

Outro gene reporter € o acetiltransferase cloranfenicol — CAT.

A andlise do CAT é geralmente por combinacio de cromatografia de camada
fina com autoradiografia, seguida de incorporagdo de cloranfenicol com motivos acetil
ligados a radio.

Ha ainda a considerar a [B-galactosidase (lac Z) como gene repodrter. Este
processo consiste na produgdo da proteina -galactosidase que reage com um produto

analogo a lactose, o X-gal, que se encontra no meio de cultura, conferindo uma cor azul.
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Alternativamente, Chalfie et al. (1994) sugerem a GFP como gene repérter para
o sistema de plantas e animais. A principal vantagem da GFP comparada com o GUS ¢€
que ¢ mais facilmente visualizada. Ndo precisa de substrato extra e nio ¢ uma analise
destrutiva porque € observavel em células vivas.

Em adicdo ao gene marcador selectivo e gene reporter, muitos vectores
destinados para o uso em transformagdo de plantas contém uma sequéncia necessdria a
expressdo do transgene, uma regifio reguladora 5° constituida por uma sequéncia 5’ néo
traduzivel, uma sequéncia de iniciagdo da traducdio (AUG) com contexto na planta ¢ a
sequéncia de terminagfo/poliadenila¢do da transcrigfo (ex: poliA 5’-AAUAAA-3") (Glick
et al.,1993). Frequentemente niveis elevados de expressdo sdo desejaveis, assim
promotores constitutivos, como o 35S CaMV, sdo usados em copias duplas ou simples.

O promotor forte responséavel por replicagdo gendémica do 35SCaMV tem sido
extensivamente explorado para a expressdo de genes heter6logos em plantas.

Quando se escolhe o gene reporter deve ter-se o cuidado de seleccionar o
promotor adequado. Estudos efectuados em Arabidopsis thaliana, por Mantis et al.
(2000) demonstram que quando se utiliza um promotor fraco, o gene repdrter GUS tem
vantagem em relagdo a GFP. Embora a GFP surja mais cedo, o GUS ¢ mais facil de
detectar.

Perante tal variedade e flexibilidade nos vectores modernos, é necessirio
verificar o objectivo da transformagfo (por ex: expressdo constitutiva ou expressio
regulada; estudos quantitativos de expressdo de transgenes; transformagdo com

sequéncias de DNA superiores a 50 kb) para melhor escolher o vector.
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Objectivos do trabalho:

Numa altura em que por vezes € necessario recorrer a transformagéo de plantas
para melhor conhecer o funcionamento das mesmas, tornou-se imperativo implementar
o sistema de transformagdo de plantas no departamento de Boténica onde se localiza um
importante nucleo de estudo cientifico.

O presente trabalho consiste em duas partes: 1) apurar técnicas/estratégias para a
obtengdio de plantas transgénicas, Nicotiana tabacum L. utilizando a GFP como gene
repérter e analisar os sua padrdes de expressdo e ao mesmo tempo implementar o
sistema no laboratério; 2) seleccionar plantas transgénicas (Nicotiana tabacum L. onde
est4 inserido o cDNA da cardosina A) e apurar técnicas para averiguar sua transgenia .

Em relagdo & primeira parte do trabalho, a decisdo de utilizar N. tabacum L.
como material biologico experimental foi baseada em duas consideragdes: 1) este tecido
de planta tem sido usado intensamente em estudos in vitro a partir dos anos 60 e os
meios de cultura ja estdo optimizados; 2) a transformagfio de N. tabacum L. tem sido
referida em inumeros artigos, por isso fornece um elevado numero de estratégias a
desenvolver.

A transformagdo de N. tabacum L. foi mediada pelo Agrobacterium que por sua
vez foi transformado com o vector pPCAMBIA1302.

A selec¢do do vector da série pPCAMBIA teve por base o facto de este vector ser
mais recente e por isso foi construido de modo a colmatar alguns problemas que
surgiram com outros vectores. A série de vectores pCAMBIA ¢ utilizada em
transformacdo e tem elevada eficiéncia de transformac¢fio na maioria de culturas,
monocotiledéneas e dicotiledoneas, tem iniimeros locais onde se podem colocar genes
de selecgo. Este vector também facilita construgdes posteriores, modificagdio e andlise
de transgenes e variantes.

O vector utilizado da série é o pCAMBIA1302, que contém um gene de
resisténcia a higromicina, Afpll, para selec¢dio de plantas, um gene de resisténcia a
kanamicina, nptll, para selec¢do de bactérias, um local de clonagem multipla derivado

do pUC18 e um gene reporter, gfp, O gene reporter € um mutante, mgfp5* (figura 3).
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Figura 3- Sequéncia do fragmento T-DNA do vector pPCAMBIA1302
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Introducio

As proteinas verde fluorescente (GFP -green protein fluorescent) estio
envolvidas na bioluminescéncia dos Cridaria, um filo inferior na evolugdo dos
metazoa. Elas emitem luz verde apds aceitagdo de energia das luciferases ou
fotoproteinas, dependendo das espécies. A luciferase ¢ uma enzima que catalisa a
oxidagdo de um substrato, luciferina, que subsequentemente emite luz. A luciferina €
um termo genérico referente ao composto reduzido que pode ser oxidado, num ambiente
apropriado, para produzir um estado singlete electronicamente excitado. A luciferina
dos Crnidaria é designada celenterazina. As fotoproteinas diferem das luciferases porque
actuam primeiramente no pré-limite da celenterazina. As fotoproteinas produzem um
tnico flash de luz durante a activagdo (Prasher, 1995).

Os sistemas de Aequorea e Renilla (figura 4) sfo bons exemplos de diferentes
vias bioquimicas de produgio de luz nos Crnidaria (Prasher, 1995).

As duas GFPs tém diferentes espectros de excitagdo. A GFP da Aequorea tem
dois picos de excitagdo a 395 nm e 470 nm, enquanto que a GFP da Renilla tem apenas
um pico de excitagdo a 498 nm. Tem sido sugerido que a diferenca ¢ devido ao diferente
ambiente da apoproteina do cromdforo (Prasher, 1995).

Tal como se pode observar na figura 4, as duas GFPs t€m um espectro de
emissdo idéntico na luz verde (Anax = 509 nm) .

As GFPs sdo proteinas invulgarmente estdveis, por isso as suas propriedades
espectrais ndo sdo facilmente afectadas nas solu¢des de desnaturagdo. A GFP da Renilla
é resistente 2 6M guanidina-HCI, 8M ureia, ou a 1% SDS (acima de 45 °C) (Prasher,
1995) e a dois dias de tratamento com vdrias proteases tais como a tripsina, a
quimotripsina, a papaina, a subtilisina, a termolisina e a pancreatina até concentragdes
de 1 mg/mL. Acima destas concentragdes ha alteracdo da intensidade da fluorescéncia
da GFP devido a desnaturagiio da GFP (Prasher, 1995). Em solug¢6es aquosas neutras, a
temperatura a qual metade da fluorescéncia é perdida foi encontrada a 78 °C e 70 °C

para a Aequorea e Renilla, respectivamente (Karlsson, 1998).
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Figura 4- Compara¢do das vias de bioluminescéncia em Renilla e Aequorea. A
luciferina envolvida em ambas as vias € a celenterazina. Na Renilla, a LBP, quando
exposta ao Ca’" liberta a celenterazina que pode entfo ser oxidada pela luciferase. Na
Aequorea, a fotoproteina aequorina responde directamente ao Ca’" por oxidagdo do
limite da celenterazina. Em ambos os casos, a energia libertada pela oxidagdo da
celenterazina estimula GFP a emitir luz verde in vivo. Contudo, a luciferase da Renilla e
aequorina libertardo luz azul in vitro na auséncia da GFP. (Os asteriscos significam
estado excitado da luciferina).

(Adaptado de Prasher, 1995).

A Aeguorea victoria sdo brilhantemente luminescentes, com pontos brilhantes a
volta da margem da umbela. A luz surge de massas de tecido amarelo que consistem em
cerca de 600-7000 células fotogénicas. O citoplasma destas células ¢ densamente
preenchido com finos grinulos que contém componentes necessarios para a
bioluminescéncia. Os pontos brilhantes tém sido caracterizados como particulas de 0,2

pm de didmetro rodeados por uma membrana sendo designados de lumisomas. Os
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componentes para a bioluminescéncia incluem a apoproteina activada pelo Ca®',
aequorina, que emite luz verde-azul, e a proteina necessdria, GFP, que aceita energia da
aequorina e a reemite como luz verde (Prasher, 1995), tal como se observa na figura 4.

A GFP ¢é produzida como uma apoproteina, que ¢ convertida na sua forma activa
fluorescente apds ciclizagdo e autooxidaco (Brand, 1995). A GFP ¢ uma proteina de 27
kDa (238 aminoacidos) e o croméforo € criado por uma modificagdo pos- tradugfo: uma
ciclizagdo e uma oxidagfo autocataliticas do tripéptido Ser®-Tyr®-Gly®’ (Siemering,
1996).

Desde 1987 que Douglas Prasher se interessou pela GFP por esta representar um
potencial gene repérter por vérias razdes. A primeira ¢ que a sua detecgdo, dando um
nivel suficiente de expressdo, poderia ser relativamente trivial, porque pode ser
detectada na irradiagdo usando fontes convencionais de luz UV. A detec¢do em tempo
real in vivo foi vista como uma distinta possibilidade. Segundo, a introdugdo de um
substrato poderia ndo ser requerido, diferente de outros comummente utilizados como
genes reporter, tal como a - galactosidase, a luciferase dos pirilampos, a fosfatase
alcalina, acetiltransferase cloranfenicol (CAT) e B- glucoronidase (GUS). Terceiro, o
seu tamanho relativamente pequeno (27 kDa) e monomérica natural podendo fazer
proteinas de fusdes manejaveis, especialmente em neurénios onde a difusdo de proteinas
grandes ¢ dificil. Por ultimo, a recolocagdo de aminoacidos no polipéptido produz
formas de diferentes cores.

Assim o uso de ¢cDNA da proteina GFP ¢ til para: identificar células
transformadas; avaliar a expressdo dos genes in vivo; marcar e localizar proteinas de
fusdo; estudar o trinsito intracelular de proteinas; marcar organismos unicelulares;
marcar células especificas em organismos multicelulares; identificar organismos
libertados no ambiente e identificar organismos que nfio sio libertados no ambiente
(Prasher, D., 1995).

A utilizagdo da GFP como gene repérter comegou a ser bastante alargada,
iniciando-se a sua utilizagdo em células animais, Drosophila (Brand, 1995), E. coli
(Heim, 1996), células de mamiferos (Rizzuto, 1995) passando a células vegetais, Zea
mays (Schenk, 1998), Petunia (Garabagi, 2000), Nicotiana (MacFarlane, 1999; Ratcliff,
2001), Arabidopsis thaliana (Haseloff, 1995; Mantis, 2000).

Durante estes experimentos a GFP tem sofrido bastantes alteragdes de modo a

corresponder ao melhor gene reporter utilizado.
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Estudos efectuados por Rosario Rizzuto et al. (1995) em células de mamiferos,
mostram que a expressio da GFP é efectuada no citosol. Com esta descoberta os
investigadores foram mais longe e fizeram alteragdes ao cDNA da GFP de modo a
enderega-la para a mitocdndria, resultando num mutante mtgfp, sem no entanto alterar
as propriedades de fluorescéncia. O cDNA da gfpl0 de 1,0 kb foi fundido com a
sequéncia que codifica o epitopo da hemaglutinina ITA1. A sequéncia resultante foi
entdo excisada do vector € clonada no vector pBSK+, imediatamente a seguir ao
fragmento que codifica o polipéptido N- terminal de 31 aminoacidos do precursor da
subunidade VIII da oxidase do citocromo ¢, que forma a sequéncia direccionada para a
mitocondria.

As mutacbes do ¢cDNA da GFP nfio sfio s6 a nivel de enderecamento mas
também a nivel das caracteristicas no espectro de absorgéo.

Para alterar a cor do cromoforo basta substituir um aminoacido. Assim, se 0
aminoacido tirosina 66 for substituido por histidina (Y66H) ou por triptofano (Y66 W)
observa-se fluorescéncia azul, e se o aminodacido serina 65 for substituido por trionina
(S65T) observa-se a fluorescéncia verde (Heim et al., 1996).

Por outro lado, se o amino4cido tirosina 66 for substituido por histidina (Y66H)
observa-se fluorescéncia azul, € se o aminoacido serina 65 for substituido ou por
cisteina (S65C) ou por trionina (S65T) aumenta a fluorescéncia verde (Reichel et al.,
1996).

Estas alteragBes sdo importantes porque ajudam a distinguir marcadores em
células multiplas quando utilizados simultaneamente, servir como dadores ou receptores
para transferéncia de energia de ressondncia fluorescente (FRET- fluorescence
resonance energy transfer) e esclarecer a fascinante relago estrutura-fungéo na proteina
intrinseca (Rizzuto, 1995).

Em 1996, Rosario Rizzuto et al., construiram quimeras de mutantes que alteram
as propriedades do espectro de absorgdo e direccionamento da GFP.

As quimeras foram construidas com mutantes (mtGEFP) utilizados anteriormente
com 0s que alteram os picos de absor¢do, obtendo mtGFPS65T e mtGFPY66H/Y 145F.

O sucesso destas experiéncias abriu novas perspectivas a posteriores
investigagdes como por exemplo o estudo directo da redistribui¢io da proteina e
interac¢do proteina-proteina em células vivas.

Outras muta¢des tém sido obtidas, nomeadamente de mutantes para uma

correcta expressdo nas plantas.
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Estudos efectuados por Haseloff em Arabidopsis thaliana demonstraram que o
c¢DNA gfp da Aequorea victoria é encurtado devido a um corte de 84 nucleétidos,
designado de infrdo criptico localizado entre 400-483 nucledtidos, correspondendo a
um polipétido de 28 aminoéacidos. Como este fendémeno ndo ocorre em Aequorea
victoria foi necessario recorrer a alteragdes da sequéncia gfp, mutando o local do intrdo
criptico e diminuindo o conteiido de UA (Uracilo e Adenina) no mRNA, para construir
o mgfp4 (Haseloff e Amos, 1995).

Os mesmos autores efectuaram estudos em A. thaliana e verificaram que a GFP
se localiza no citoplasma e nucleoplasma, nfo aparecendo no nucléolo, vactolos e
sistema endomembranar.

E possivel que niveis elevados de expressio de GFP sejam moderadamente
toxicos ou que interfiram na regeneragdo da planta, talvez devido a fluorescéncia ou a
propriedades cataliticas. A fluorescéncia ¢ uma fonte de radicais livres que podem ser
prejudiciais a planta. Os autores referidos conclufram que em situagdo normal, em
Aequorea victoria, os niveis elevados de GFP sdo tolerados devido a compartimentagio
da proteina em lumisomas semelhantes aos microcorpos.

Face a estes dados, surgiu a necessidade de enderecar a GFP para
compartimentos subcelulares de modo a que ndo seja prejudicial a planta. Portanto, os
estudos mais recentes tém incidido no direccionamento da GFP para o reticulo
endoplasmatico (Haseloff et al., 1997; Heilein et al., 1998, Mankin et al., 2001).

Em 1996, Siemering et al., efectuaram trabalhos em E. coli e leveduras de modo
a alterar a termosensibilidade da GFP imatura. Apds sucessivas experimentacdes a nivel
de substitui¢do de aminoacidos formaram a GFPA tolerante a elevadas temperaturas,
assegurando no entanto a estabilidade estrutural da molécula. A mutagéo consiste em
substituir a serina 175 por uma glicina (S175G).

O mgfp5 surge de mutagdes do mgfp4/GFPA com a substituicdo I[167T,
produzindo uma variante (GFP5) que tem dois picos de excitagcdo (max até 395 nm e
473 nm) quase exactamente de igual amplitude e espectro de emissdo (Amax = 507 nm).

Assim a GFP5 também retém o fenotipo termotolerante (figura 5).
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Figura 5- Espectro de excitagdo (ex) e emisséo (em) de GFP, GFPA e GFP5.
(Adaptado de Siemering, 1996)

O problema da expressdo correcta nas planta foi parcialmente resolvido, o intrdo
criptico deixou de ser cortado, contudo o sinal de intensidade de fluorescéncia em A.
thaliana continuou a ser fraco e como a expressio da GIP em E.coli surge em
agregados, sendo citotoxicos para as células, parece provavel que a baixa fluorescéncia
nas plantas se deva a insolubilidade da proteina. Assim, Davis et al. (1998) a partir do
mgfp4 construido por Haseloff, efectuaram sucessivas mutagdes, substituindo a
fenilalanina por serina (F99S), a metionina por trionina (M153T) e a valina por alanina
(V163A). Estas alteragdes resultaram numa proteina solivel (smGFP) com um aumento
de fluorescéncia relativamente ao mgfp4. Em conjugagdo com estas mutagdes,
efectuaram substitui¢des (S65T e Y66H) de modo a alterar os picos maximos de
excitagio.

Desde entdo a GFP tem sido utilizada em varios trabalhos, como por exemplo:
estudos na embriogénese em Arabidopsis thaliana (Berger et al., 1998); comparacio
entre promotores (Schenk et al., 1998), hiperpolarizacdo em raizes de Arabidopsis
thaliana (Kiegle et al., 2000); stresses abidticos (Kiegle, et al., 2000).

Inicialmente a marcagdo de células requeria o uso de técnicas de microinjecgédo
ou imunohistoquimica. Com o uso da GFP como gene reporter as células individuais
podem ser estudadas im vivo, seguindo o seu desenvolvimento sem recorrer a

manipulag¢io nociva.
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Sendo a GFP autofluorescente pode ser iluminada por um comprimento de onda
apropriado ¢ a luz emitida € entdo detectada por microscopia de fluorescéncia; mas,
deve ter-se em atengfio que, devido a elevada concentragdo de autofluorescéncia da

planta a fluorescéncia da GIP pode ser ofuscada (Mantis, 2000).
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Materiais e Métodos

CULTURA DE Nicotiana tabacum L.

Germinacio de Nicotiana tabacum L.

Para se obter o material biologico estéril partiu-se da germinagdo de sementes
desinfectadas. As sementes de Nicotiana tabacum L. cedidas pela UTAD foram
submersas em agua destilada com duas gotas de Tween 20 (Sigma) e agitadas durante 2
minutos. De seguida foram enxaguadas com agua destilada para retirar o detergente,
cobertas com etanol a 70% (v/v) (Merck) e agitadas durante 1 minuto. Decantou-se o
etanol e cobriram-se as sementes com uma solugéo de lixivia comercial a 20% (v/v) e
duas gotas de Tween 20. Agitou-se durante 20 minutos. Na cdmara de fluxo laminar,
decantou-se a solugio e efectuaram-se 5 lavagens com agua esterilizada. As sementes
foram colocadas no meio MS (0,5X) solido em placas de Petri (Gamborg et al., 1995).
O meio tem apenas macronutrientes (Merck, Alemanha) e micronutrientes (Merck,
Alemanha, excepto o CoSO4, May & Bayes, Ltd, England) do meio MS e sacarose
0,5% (m/v) (Merck, Alemanha) (tabela 2).

Algumas sementes desinfectadas foram colocadas em papel de filtro esterilizado
humedecido com agua esterilizada numa caixa de Petri.

Todas as sementes foram colocadas no local de crescimento com uma
temperatura de 25 °C e com um ciclo de 18 h luz (Mazdafluor 6CTF36W)/6 h
obscuridade.

Apds germinagdo, as plantulas foram transferidas para frascos de vidro com
meio MSBS. Este meio é constituido por macro e micronutrientes do meio MS e
vitaminas (Sigma) do meio B5 e com sacarose a 0,5% (m/v), segundo Gamborg et al.,
1995 (tabela 3).

Os frascos sdo tapados com uma pelicula de plastico (Sigma) e presos com um
elastico.

Em cada seis semanas as plantas foram mudadas para meio fresco MSB5.
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Todos os meios, materiais e 4gua sfo autoclavados (Sanyo) durante 22 minutos a

uma temperatura de 121 °C (0,1Mpa).

Tabela 2- Meio MS (segundo Murashige e Skoog, 1962). O pH do meio ¢

acertado com KOH 1 M para valores 5,7 - 5,8. Para solidificar o meio adicionou-se agar

(6,25 mg/L)

Nutrientes do meio mg/L

NH4NO; 1650
KNO; 1900

Macronutrientes CaCl; .2 H,O 439
KH,PO, 170
Fe-EDTA 40
H3BO; 6,20
MnSO,.H,0 0,01689

Micronutrientes 7ZnS0,.7H,0 8,60
Na2M004.2H20 0,25
CuS04.5H,0 0,025
Co0S04.7TH,O 0,025
KI 8.3

Tabela 3 — Meio MSBS segundo Gamborg et al. (1995). O pH do meio ¢

acertado com KOH 1 M para valores 5,7 - 5,8. Para solidificar o meio adicionou-

se agar (6,25 mg/L)

: Nutrientes do meio mg/L
NH4NO; 1650
KNO; 1900

Macronutrientes CaCl, .2 H,O 439
MgS04.7H,0 370
KH,PO4 170
Fe-EDTA 40
H;BO; 6,20
MnSO4.H20 0,01689

Micronutrientes 7ZnS0,4.7H,0 8,60
Na2M004.2H20 0,25
CUSO4.5H20 0,025
CoS04.7H,0 0,025
KI 8.3
Acido nicotinico 1

Nutrientes orgénicos | Piridoxina-HCl 1
Tiamina-HCl 10
Mio-inositol 100
Sacarose 5000
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Multiplicacio de N. tabacum L.

A multiplicagdo in vitro de N. tabacum foi conseguida a partir dos apices
caulinares das plantas que foram colocados em meio MSBS5 anteriormente descrito.

A multiplicagfo foi também conseguida a partir de explantes (1 cm’) de folhas
com mais ou menos 5 semanas. Os explantes sdo colocados em placas de petri com o
meio SM (Gamborg et al., 1995) ligeiramente alterado. O meio consiste no meio MSB5
suplementado com 2-IP (7,5 mg/L) e NAA (0,1 mg/L), esta substitui a hormona 2-CPA
e MSB5 em vez de MS, uma vez que as plantas se desenvolvem bem neste meio. Ainda
para a regeneragdo dos explantes utilizou-se outro meio constituido por MSB5 (também
a substituir o MS pelo mesmo motivo apresentado acima) suplementado com BA (1
mg/L).

Apbs a formagdo de caules, estes foram cortados com bisturi esterilizado e, em

condigdes de esterilizagdo, transferidos para meio MSBS5 para enraizamento.
PREPARACAO DAS CULTURAS BACTERIANAS
Transformacio da cultura de E. coli DHSa.

Para a preparagdo da cultura com o vector pPCAMBIA (CAMBIA, Australia) foi
necessario recorrer a transformagdo de células competentes da estirpe de E. coli DH5a.
A transformagdo foi efectuada segundo procedimento recomendado pela Life
Technologies™. Num tubo eppendorf misturou-se 100 pL de células competentes
DH5a e 9 pl. de pCAMBIA e colocou-se a mistura em gelo durante 30 minutos. De
seguida, colocou-se a mistura em banho-maria a 37 °C durante 45 segundos. Voltou a
colocar-se 2 minutos no gelo e adicionou-se 0,95 mL de LB (tabela 4). Colocou-se em
banho-maria a 37 °C com agitagdo durante uma hora. Inoculou-se 150 pl. da cultura em
meio LB solido com canamicina (50 pg/mL) porque o vector tem o gene que codifica a
resisténcia a canamicina e colocou-se a 37 °C durante a noite.

Inoculou-se uma colénia em meio LB e colocou-se a 37 °C durante a noite. Guardou-se
a placaa4 °C.
A extrac¢do do DNA plasmidico foi efectuada de dois modos diferentes. No

primeiro, realizou-se um mini-prep da cultura bacteriana com um kit comercializado
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pela QIAGEN. No segundo, para a extrac¢do de DNA plasmidico (mini-prep) recorreu-
se a0 método enzimatico de lise celular. Inoculou-se uma col6nia em meio liquido LB
com canamicina (50 pg/mL) e colocou-se a 37 °C com agitagio durante a noite.
Transferiu-se 1,5 mL da cultura para um eppendorf e centrifugou-se a velocidade
méxima durante 3 minutos. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se mais 1,5 mL da
cultura e voltou-se a centrifugar a velocidade maxima durante 3 minutos. Descartou-se
o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 400 puL de tampdo STET (sacarose
8% (m/v); de Triton X-100 0,1% (v/v); 50 mM de EDTA; 50 mM de Tris -HCI pH 8,0)
com a ajuda de uma micropipeta. Adicionou-se 8 pL e lisozima (50 mg/mL), inverteu-
se 0 tubo e colocou-se a incubar durante 5 minutos & temperatura ambiente. Descartou-
se a aliquota da lisozima depois de descongelada. Ferveu-se a solugdo durante 45
segundos e centrifugou-se a 14000 rpm durante 10 minutos.

De seguida, removeu-se o sedimento com uma ponta esterilizada (também pode
ser com um palito esterilizado) e adicionou-se 400 pL de isopropanol frio € misturou-se
no vortex. Centrifugou-se novamente a 14000 rpm durante 10 minutos. Aspirou-se o
sobrenadante com uma micropipeta e deixou-se secar ao ar durante 30 minutos (ou na
estufa a 37 °C durante 10 minutos). Ressuspendeu-se o sedimento em 40 pL de agua
estéril.

Posteriormente efectuou-se uma reacgio de restrigio. Para um volume final de
20 pl, juntou-se 16 pL de dgua estéril, 2 pL de REACT 2 (Life Technologies™), 1 pL
de pCAMBIA (mini-prep) e 1 pL de Hind III. Colocou-se a mistura em banho-maria a
37 °C durante uma hora. Adicionou-se mais 1 pL da enzima e deixou-se decorrer a
reaccdo mais uma hora. Para a analise em electroforese em gel de agarose 0,8% (m/v)
com brometo de etidio, adicionou-se 1 pL. de tamp&o de amostra.

O gel foi carregado com plasmidio nfo cortado, com plasmidio cortado e
marcador Fago A cortado com Hind III e decorreu até uma migragdo de mais ou menos

dois tergos do gel numa voltagem de 65V.

Tabela 4- Meio LB (Luria-Bertani). Acertar pH 7,5 com NaHO.

Para meio s6lido adicionar agar 1,5% (m/v).

Nutrientes do meio g/L
Triptona 10
Extracto de levedura |5
NaCl 10
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Preparacio da estirpe Agrobacterium tumefaciens LBA4404

Preparac¢io da estirpe Agrobacterium  tumefaciens LBA4404

competente através do método quimico.

A transformagio do Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (Life technologies™)
efectuou-se segundo Walkerpeach et al. (1994), substituindo o meio YEP por LB:
inoculou-se 5 mL de meio LB suplementado com espectinomicina (100 pg/mL).
Colocou-se em banho—maria a 28 °C, com agitagdo (150-250 rpm) durante 2 dias. De
seguida, inoculou-se 50 mL de LB com 2 mL da cultura e colocou-se novamente em
banho—maria a 28 °C, com agitagdo, até uma DOgo de 1,0 (4 horas ou mais).
Centrifugou-se 50 mL da cultura num tubo Falcon esterilizado a 3000g durante 15
minutos. Ressuspendeu-se o sedimento bacteriano em 1 mL de CaCl, 10 mM gelado,
mantendo-se a suspensdio em gelo. Seguidamente, colocou-se 100 pL num tubo

eppendorf esterilizado e misturou-se glicerol esterilizado 50 % (v/v), armazenando-se a
=70 °C.

Preparagio de células electrocompetentes, segundo o método de

Hooykaas et al. (1994):

Prepararam-se placas frescas com riscado das bactérias e inocularam-se em 2
mL de meio YM (tabela 5) a 30 °C com agitagdo durante 6 horas. Transferiu-se 100 pL
da pré—cultura para 100 mL de YM suplementado com glicose 0,1% (m/v) e
espectinomicina (100 pg/ml) e incubou-se a 30 °C com agitagdo durante a noite, até
uma DOgg de 1-1,5. Arrefeceu-se a cultura em gelo durante 15 minutos e centrifugou-
se durante 20 minutos a 5000 rpm. Realizaram-se trés lavagens ao sedimento com 10
ml, de 1| mM HEPES (pH 7.0) e uma lavagem com 10 mL de glicerol a 10% (v/v).
Ressuspendeu-se o sedimento em 500 pL de glicerol a 50% (v/v) (densidade celular 1-5
x10" bact/mL).

Distribuiu-se a suspensdo de bactérias em aliquotas de 50 pL para tubos

eppendorf e congelou-se a —70 °C onde ficou armazenado.
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Tabela 5- Meio YM. Acertar pH 7,0. Para meio solido adicionar

agar a 1,5% (m/v).
Nutrientes do meio g/L
Extracto de levedura |0.4
Manitol 10
NaCl 0.1
MgSO4.7H20 0.2
K;HPO4 0.5

Transformacio do Agrobacterium com o vector pCAMBIA.

Transformagio do Agrobacterium segundo o método Walkerpeach et

al. (1994)

Na transformagio do Agrobacterium substituiu-se o meio YEP por YM e
prosseguiu-se do seguinte modo: mergulhou-se 50 pL do mini-prep do pCAMBIA no
topo das células geladas de Agrobacterium (100 pL). Incubou-se a mistura a 37 °C em
banho-maria durante 5 minutos. De seguida, adicionou-se 1 mL de meio YM e agitou-se
durante 4 horas a temperatura de 30 °C. Centrifugou-se a cultura durante 2 min a 12000
g e ressuspendeu-se o sedimento em 100 pL. de YM. Inoculou-se 50 pL da ressuspensédo
na placa com YM com canamicina (50 pg/mL). Incubou-se a 30 °C durante 2 dias.
Usando uma ansa de inoculagdo esterilizada, transferiu-se uma colénia de
Agrobacterium da placa para um tubo Falcon esterilizado com 25 mL de meio liquido
YM com espectinomicina (100 pg/ml) e canamicina (50 pg/mL). Colocou-se o tubo
Falcon num agitador (150-250 rpm) durante a noite, a 30 °C. De seguida, diluiu-se 25
mL da cultura com 10-15 mL de meio YM liquido fresco. Deixou-se a suspensdo de
Agrabacterium a crescer 4 h no agitador a 30 °C.

Ope¢io: medir a densidade 6ptica a 550 nm até as células atingirem a leitura de 0,8-1,0
(0,8-1 x10° células/mL)
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Transformagio do Agrobacterium por electroporacio

A electroporagdo realizou-se segundo o procedimento recomendado pela Life
Technologies™ ligeiramente alterado (segundo o método de Hooykaas et al., 1994).
Colocaram-se as duas cuvetes de electroporacio e dois eppendorfs em gelo. Retirou-se
o Agrobacterium tumefaciens LBA4404 electrocompetente do congelador a —70 °C e
descongelou-se em gelo. Depois de descongelado misturaram-se gentilmente as células.
Colocaram-se 40 pL de células em cada tubo eppendorf e adicionou-se 1 pL. de DNA
do mini-prep do vector (a concentracdo de DNA do mini-prep deve ser até 100 ng/uL ).
Pipetou-se a mistura para a cuvete de electroporagio e colocou-se no electroporador
BioRad® e seguiram-se as instrugdes do fabricante (25 pF. 400 Q para pulsos de 2,5 kV
com 8-9 ms). Adicionou-se 1 mL de meio YM a temperatura ambiente na solugdo
electroporada. Transferiu-se a solu¢do para um tubo esterilizado e agitou-se a 225 rpm
durante 3 horas a 30 °C. Centrifugou-se a cultura durante 2 minutos a 12000 g e
ressuspendeu-se o sedimento em 200 plL de YM. Inoculou-se 50 pL e 150 pL da cultura
em placas com YM suplementado com espectinomicina (100 pg/ml) e canamicina (50

pg/ml) e incubaram-se a 30 °C, com agitacdo durante 2,5 dias.

Mini-prep do Agrobacterium

A preparagio do mini-prep do Agrobacterium foi realizada segundo o
procedimento de Hooykaas (1994): Inoculou-se Agrobacterium em 5 mL de YM com
espectinomicina (100 pg/ml) e canamicina (50 pg/ml) e foi a incubar a 30 °C com
agitacdo durante 6 horas. Centrifugou-se 1,5 mL das culturas a 12000 g num tubo
eppendorf durante 10 minutos. Ressuspendeu-se o sedimento em 100 plL de solucdo de
suspensdo celular (50 mM glicose; 25 mM Tris-HCI; 10 mM EDTA pH 8,0). E
adicionou-se 8 pl de lisozima (50 mg/mL), mexeu-se ¢ incubou-se a 37 °C durante 15
minutos. De seguida, juntou-se 200 pL de solucdo de lise celular (0,2 M NaHO, SDS
1,0 % (m/v)), mexeu-se completa e gentilmente por inversdo do tubo. Adicionou-se 50
pL de fenol equilibrado com 2 volumes de solugdo de lise celular e vortexou-se. Juntou-
se 200 pL de solugdo de neutralizagdo (3 M acetato de sodio (pH 5,2)) e inverteu-se o
tubo para misturar completamente a solu¢do. Centrifugou-se a 12000 g durante 5

minutos, transferiu-se o sobrenadante para outro eppendorf ¢ adicionou-se¢ 2,5 volumes
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de etanol a 95% (v/v) e colocou-se no gelo durante 10 minutos. Centrifugou-se
novamente a 12000 g durante 5 minutos para sedimentar o DNA/RNA e misturou-se
400 pL de TE (10 mM Tris-HCI; 0,1 mM EDTA (pH 7,8)) e precipitou-se novamente
com etanol a 95% (v/v) e 10 minutos no gelo. Fez-se nova centrifugagfio, descartou-se o
sobrenadante e colocou-se a secar ao ar. Como o fenol ainda nfo tinha sido
completamente removido houve necessidade de lavar novamente o sedimento com 250
ul. de etanol a 70% e centrifugou-se a 12000 g durante 15 minutos. Descartou-se o
sobrenadante e deixou-se secar ao ar. Ressuspendeu-se o sedimento em 50 pL de agua
esterilizada. Como o DNA demorou a dissolver na agua, colocou-se a 65 °C no heating
block mexendo de 5 em 5 minutos, até um maximo de vinte minutos. O que ndo ficar
dissolvido € “lixo”. Fazer um centrifuga¢éo rapida e utilizar o sobrenadante.
De seguida, efectuou-se uma reaccéo de restri¢do para linearizar o plasmidio. Para um
volume final de 20 pL, juntou-se 16 pl. de agua estéril, 2 pl. de REACT 2 (Life
Technologies™) 1 uL. de pCAMBIA (mini-prep) e 1 pl. de Hind 1II. Colocou-se a
mistura a 37 °C durante uma hora. Adicionou-se mais 1 pL da enzima e deixou-se
decorrer a reac¢fio mais uma hora. Fez-se a mesma reac¢do para um plasmidio
pCAMBIA original (stock) para comparar os resultados.

Para a electroforese em gel de agarose 0,8% (m/v), adicionou-se 1 pL. de tampéo
de amostra (mistura de glicerol com azul de bromofenol) em cada uma das reaccdes,
utilizando como marcador o Fago A cortado com Hind III. A electroforese decorreu até

uma migra¢do de mais ou menos dois tercos do gel numa voltagem de 65V.
TRANSFORMACAO DO TABACO:
Preparacio das sec¢des de folha e Co-cultura.

Cortaram-se sec¢des de folhas (1 mm®) da cultura de gomos de 4 a 5 semanas
com uma tesoura esterilizada de modo a cairem directamente na cultura de
Agrobacterium, tendo o cuidado de as secgdes estarem inteiramente submergidas por
varios segundos.

Secaram-se as sec¢des num papel de filtro esterilizado e inocularam-se em meio

SM (tabela 6), 20 sec¢bes por placa de Petri.
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Taparam-se as placas de Petri com parafilm e incubaram-se no local de
crescimento durante 3 dias com pouca luz (tapadas com papel).

ApOs os trés dias, transferiram-se as sec¢des para o meio SM suplementado com
Higromicina B (50 pg/mL) (GIBCO), para seleccionar as transformadas e Augmentin
(400 pg/mL) que mata o Agrobacterium e para meio MSB5 contendo BA numa
concentragdo de 1 mg/L, Higromicina B (50 pg/mL) (GIBCO), ¢ Augmentin (400
pg/mL).

Taparam-se as placas com parafilm e incubaram-se no local de crescimento
iluminado. Nas duas primeiras semanas, mudaram-se os explantes para meio fresco de
dois em dois dias.

Quando os gomos atingiram 10-15 mm de comprimento, removeram-se com 0
bisturi esterilizado e colocaram-se em frascos de vidro com meio MSBS5 suplementado
com Higromicina B (50 pg/mlL) eHigromicina B (25 pg/ml) para enraizamento,
mantendo-se a selec¢do durante cerca de 1 més. Apos este tempo, as plantas foram

transferidas para meio MSBS5 sem antibioticos.

Tabela 6- Meio SM (Gamborg, 1995) ligeiramente alterado, a hormona p-CPA foi substituida
por NAA. Acertar pH 5,7-5,8 com KOH 1 M. Para meio sélido adicionar agar a 0,8% (m/v).

Nutrientes do meio mg/L
NH4NO; 1650
KNO; 1900
Macronutrientes CaCl; .2 H;O 439
MgS0,4.7H,0 370
KH,PO, 170
Fe-EDTA 40
H;BO; ( mg) 6,20
MnSO4.H,0 0,01689
Micronutrientes ZnS0,;.7TH,O 8.60
Na;Mo0,4.2H,0 0,25
CuS04.5H,0 0,025
COSO4.7H20 0,025
KI 8.3
Acido nicotinico 1
Nutrientes organicos | Piridoxina-HC1 1
Tiamina-HCI 10
Mio-inositol 100
NAA 0,1
21P 7,5
Sacarose 30000
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Analises para confirmar a transgenia

Isolamento de DNA ¢ RNA

Para a detecgdo do ¢cDNA através de varios métodos foi necessario recorrer a
extrac¢do de RNA total e DNA gendmico .

A extracgdo de RNA e DNA foi efectuada com o reagente TRIZOL (GIBCO)
seguindo procedimento anexo a0 mesmo.

O TRIZOL é um reagente que consiste numa solugcdo monofisica de fenol e
isotiocianato de guanidina e permite o isolamento de RNA de modo rdpido. Este
procedimento foi desenvolvido por Chomezynki e Sacchi.

O método tem a vantagem de se obter grandes quantidades da substdncia
requerida sem qualquer tipo de contaminag#o, a partir de pequenas porg¢des (50-100 mg)
de tecido fresco. Apos este método, o RNA pode ser utilizado em RT- PCR, bem como
outras técnicas de analise.

A extrac¢do do RNA total consiste basicamente em provocar a lise celular com
TRIZOL mantendo a integridade do RNA. A adi¢do de cloroformio seguido de uma
centrifugagfo, separa a solugdo em duas fases: fase aquosa e a fase orgénica. O RNA
encontra-se na fase aquosa. Apoés transferéncia desta, o RNA ¢ recuperado por
precipitagdo com isopropanol, mas em vez de 10 minutos como consta no
procedimento, a precipitagdo ocorreu durante a noite a 4 °C. Depois da remogéo da fase
aquosa, o DNA e as proteinas podem também ser recuperadas por precipitagdo
sequencial. A precipita¢do com etanol recupera o0 DNA da interfase e uma precipitagéo

adicional com isopropanol recupera as proteinas da fase orgéanica.

Analise do DNA

Para detectar a presen¢a do cDNA da GFP no genoma da planta efectuou-se uma
reacc¢io de PCR.

A reacgdo de PCR ocorreu num volume de 50 pL. contendo 1 pl. do iniciador
GFPleft cuja sequéncia ¢€: 5’-CATGGCCAACACTTGTCACT-3’, 1 pL do iniciador
GFPright com a sequéncia 5’-ATCCTGTTGACGAGGGTGTC-3’, 5 puL de tampdo de PCR
10X, 1,5 pL MgCl, 50 mM, 1 pLL ANTP’s mix 10 mM e 5 pLL de DNA ( planta ndo
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transformada e plantas transgénicas A e B) e 35,25 pL de dgua estéril. O PCR consiste
na seguinte sequéncia: 94 °C durante 3 minutos, 35 ciclos (94 °C, 1minuto; 50 °C
Iminuto; 72 °C, 2 minutos) e a extensio ocorre a 72 °C durante 7 minutos. A Taq
polimerase (0,25 pL) foi adicionada ap6s o passo da desnaturagdo (3minutos a 94 °C).
Os produtos do PCR (10 pL) foram separados no gel de agarose a 0,8% (m/v)

com brometo de etidio.

Analise do RNA

Para se efectuar a analise do RNA primeiro efectuou-se uma electroforese para
verificar se 0 RNA estava em boas condigdes.

A tina da electroforese sofreu um tratamento prévio: lavagem com detergente
(extran) e agua durante 10 minutos, passagem por alcool e lavagem de 10 minutos com
agua com DEPC.

O RNA foi separado num gel de agarose a 1% (m/v) com brometo de etidio.

Para verificar a presenga de mRNA foi efectuado um RT-PCR com Ready-To-Go ™ RT-
PCR beads (Amersham pharmacia). Este produto é uma pré-mistura que contém todos
o0s reagentes necessarios, excepto iniciadores e o molde, para efectuar um RT-PCR num
unico passo nu volume de 50 pl. Cada reac¢do (0,2 mlL) contém aproximadamente 2
unidades de Taqg DNA polimerase,10 mM Tris HCI (pH 9,0), 60 mM KCI, 1,5 mM
MgCl,, 200 uM de cada um dos dNTP, M-MuLV (Moloney Murine Lekemia Virus),
Transcriptase reversa (FPLCpure™), Inibidor da ribonuclease RNAguard™ e
estabilizadores, incluindo Rnase/Dnase livre de BSA. Em cada reacg¢fio foi adicionada 1
pL de cada iniciador utilizado no PCR e 5 pL. de RNA total, perfazendo o volume com
4gua com DEPC.

Os produtos do RT-PCR (10 pL) foram separados no gel de agarose a 0,8% (m/v) com

brometo de etidio.

Observacio de fluorescéncia

Para observacdo de fluorescéncia as plantas foram excitadas com luz UV num

transiluminador com comprimento de onda de 312 nm.
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Além disso, observaram-se preparagdes extemporineas de folhas inteiras e de
cortes de caule e folha da planta ao microscopio de fluorescéncia (LEICA, modelo
DMLB).

Efectuaram-se cortes dos o6rgios da planta com um 1 cm de comprimento e
incubaram-se no fixador Histochoice™ MB (Amresco). Estes fragmentos foram colados
a um suporte de um vibratom Leica VT 1000V e seccionados imersos em PBS com uma
espessura entre 50-60 um. Os cortes foram observados no microscopio de fluorescéncia
(LEICA, modelo DMLB) utilizando o meio de montagem anti-oxidante (TBS-T 50%,
glicerol 50% e DABCO 2 mg/mL). As imagens foram documentadas usando filme
kodak 400ASA (maquina LEICA) com filtros FITC.
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Resultados e Discussio

Numa época em que € exigida uma ciéncia rdpida e fidedigna recorreu-se ao uso
de estratégias/metodologias que rapidamente obtenham resultados fidveis. A
transformagdo de plantas nfo pode passar ao lado da tecnologia do DNA recombinante
e, por isso, hoje em dia a transformagfo de plantas é um meio para estudos cientificos
que de outro modo ¢ dificil o acesso, revelando-se também uma Optima estratégia em
aplicagdes na agricultura e ecologia. Assim, o uso da GFP como gene reporter €
importante, pois pode ser observado macroscopicamente e in vivo, bem como a
observacdo de padrdes de fluorescéncia da GFP nos diferentes orgéos da planta e em
diferentes idades.

Antes da transformagio de N. tabacum foi necessaria a sua multiplicagdo in vitro
que ocorreu por enraizamento de apices caulinares e a partir de explantes de folha
(figura 6).

(1X)

Figura 6- Proliferacdo de
gomos de N. tabacum

em meio MSB5/BA.
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Na figura 6 pode observar-se a proliferagdo de gomos a partir de explantes de
folha em meio MSB5 suplementado com BA (1 mg/L). Este meio revelou-se mais
eficiente para a regeneragdio do tabaco em termos de rapidez relativamente ao meio que
continha 2 IP. Apés algum crescimento dos gomos, estes foram transferidos para meio

MSBS5 (figura 7), tendo o cuidado de se retirar todo o tecido caloso que se formou.

Figura 7- Enraizamento dos gomos em
MSBS. (1X)

Na figura 7 observam-se os gomos em meio MSBS. Este meio nfo tem qualquer
adi¢do de hormonas, mas revelou-se eficiente para o processo de enraizamento.

Para a transformac¢io das plantas, foi ainda necessdrio transformar o
Agrobacterium com o vector pPCAMBIA1302 (mantido para propagagdo em E. coli).

Inicialmente a transformagfio de Agrobacterium foi realizada pelo método
quimico por ser um método relativamente facil de aplicar (choque térmico), embora
tenha uma eficiéncia de transformagdo baixa. Por isso, o método teve de ser repetido
algumas vezes para se obter Agrobacterium transformado em quantidade suficiente e

efectiva na transformagéo.
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Como a transformagdo do Agrobacterium foi dificil de obter, recorreu-se ao
método por electroporagio embora também ndo tenha tido grande eficiéncia de
transformacdo, o que normalmente ndo se verifica. Depois de transformado o
Agrobacterium foi seleccionado no meio LB com canamicina (50 pg/mL).

Durante o crescimento do Agrobacterium no meio LB por vezes formavam-se
agregados celulares, por isso o meio foi substituido por YM. Mas, segundo Lin et
al.(2000), é normal ocorrer a formagfo de agregados no meio LB quando o numero de
células ultrapassa as 10° e que o meio YM previne a formagéio dos mesmos.

A transformag@o de Nicotiana tabacum mediada pelo Agrobacterium ocorreu

com sucesso apds varias tentativas (figura 8).

Figura 8 -Proliferagio de gomos de N. tabacum em meio
MSBS5/BA depois de sujeito ao método de transformagéo com o

Agrobacterium. (1X)
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Na figura 8 observa-se a proliferacdo de gomos de explantes de folha que
sofreram transformacdo. Os meios utilizados para este processo foram os meios SM e
MSB5 suplementado com BA (1 mg/L). Este tltimo promoveu a proliferacio mais
rapidamente.

Comparando os gomos ndo transformados da figura 6 com os gomos sujeitos ao
método de transformacdo da figura 8 podemos observar que estes ultimos tém um
desenvolvimento menor.

Os gomos transformados foram inicialmente seleccionados em meio SM
suplementado com Higromicina B (50 pg/ mL) e meio MSBS5 suplementado com BA ¢
Higromicina B (50 pug/ mL). Nestes meios, alguns gomos morriam passadas duas
semanas enquanto outros sobreviviam apenas cerca de um més. Os gomos que morriam
rapidamente ndo estdo transformados porque ndo manifestam resisténcia ao antibiotico.
Os outros gomos que sobrevivem mais algum tempo, sugerindo que estdo
transformados, foram transferidos para os meios com Higromicina B mas numa
concentragdo inferior (25 pg/mL). Mesmo assim algumas plantas continuaram a morrer
passado pouco tempo e outras demonstraram um desenvolvimento muito lento e
acabaram por morrer quando permaneciam mais de um més no meio.

A maior parte dos procedimentos da literatura consultada ndo refere o tempo de
selecgdo para as plantas transformadas. Contudo, para Bevan, 1984, a selec¢@o deve ser
mantida durante 6 a 8 semanas. No presente trabalho, no entanto, nfo foi possivel
manter as plantas vivas tanto tempo no meio com antibiotico, mesmo sendo
transformadas. Pode inferir-se, entdo, que o intervalo de tempo que as plantas
permanecem no meio com antibidtico ¢ crucial para manter sobreviventes as plantas
transformadas. Perante este facto, passado um més as plantas sobreviventes foram
colocadas em meio MSB5 sem antibidtico. No entanto, as plantas continuaram a
manifestar um desenvolvimento muito lento. Estes dados sugerem que ou o antibiotico
interfere no proprio metabolismo da planta, ou o DNA estranho interfere no
metabolismo normal da planta, ou entfo pode ocorrer uma elevada produgdo de GFP
que pode ser prejudicial a planta, pois 0 cDNA estd sob um promotor forte, o CaMV
358.

A GFP quando excitada liberta radicais livres que sdo citotoxicos em doses
elevadas (Davis, 1998). Mankin et al. (2001) verificaram que as plantas de Arabidopsis

transformadas com GFP tinham um desenvolvimento mais lento do que as
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transformadas com LUC e ainda Colby e Mereth (1990) referem que o antibiético
retarda a diferenciagdo celular bem como o seu desenvolvimento.
Para observar-se a fluorescéncia da GFP colocaram-se folhas das plantas num

transiluminador e iluminaram-se com luz UV (figura 9).

Figura 9- Observagdo da pagina superior de Nicotiana tabacum quando excitada
com UV (A = 312 nm) durante 2 segundos no transiluminador. A e B
representam N. tabacum transgénica e WT N. tabacum néo transformada.

As setas indicam local de visualiza¢io de fluorescéncia.

Na figura 9 pode observar-se fluorescéncia da GFP quando excitada com UV
apenas nas plantas A e B, que representam plantas de N. tabacum transgénicas. A
fluorescéncia € mais intensa nas nervuras do que no mesofilo. A elevada fluorescéncia
na nervura pode ser devido a autofluorescéncia da lenhina da parede secundaria do
xilema. A planta N. fabacum néo transformada, WT, mostra alguma fluorescéncia na
nervura. Esta fluorescéncia deve-se a autofluorescéncia da lenhina da parede secundaria

do xilema.
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Como se pode observar na figura 9, as duas plantas transgénicas A e B mostram
fluorescéncia quer no meséfilo quer a nivel das nervuras, local onde se observa maior
intensidade de fluorescéncia. A planta N. tabacum ndo transformada (WT) ndo emite
fluorescéncia como a que se observa nas outras plantas, mas nota-se também alguma
autofluorescéncia na nervura principal. Contudo comparando a fluorescéncia das duas
nervuras, verifica-se que ha uma maior intensidade de fluorescéncia a nivel das plantas
transgénicas.

Ainda para observar a fluorescéncia da planta transgénica efectuaram-se cortes €
observaram-se ao microscOpio de fluorescéncia onde forem excitados com luz UV

(figuras 10-19 nas paginas seguintes).
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Figura 10 —Secg¢@io transversal de caule de N. tabacum ndo
transformada. Filtro FITC. (224 X)

Figura 11 — Corte transversal
de caule de N. tabacum
transgénica. Filtro FITC.
(224 X)
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Figura 12 — Corte transversal de caule de N. tabacum transgénica. Filtro FITC.
(112 X)
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Figura 13- Folha de N. tabacum ndo transformada. Filtro FITC .(112X)

Figura 14 - Secgdio transversal de folha de M. tabacum transgénica. Filtro
FITC. (112X)
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Figura 15- Aspecto da folha de N. tabacum transgénica seccionada
manualmente. Filtro FITC. (112 X)

Figura 16- Pormenor da nervura de Figura 17- Pormenor da nervura de
folha de N tabacum  ndo folha de N. tabacum transgénica.

transformada. Filtro FITC. (64 X) Filtro FITC. (64 X)
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Figura 18- Pormenor de um
tricoma de N. tabacum nédo
transformada seccionada
manualmente. Filtro FITC.

(112 X)

Figura 19 - Pormenor de
um tricoma de N. tabacum
transgénica seccionada

manualmente. Filtro
FITC. (112 X)
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A clorofila quando excitada com o filtro UV fluoresce de vermelho e a GFP
fluoresce de verde, no entanto quando ambas estdo presentes no mesmo local, a
fluorescéncia aparece amarela (Gabaragi et al., 2000).

Nas figuras 10, 13, 16 ¢ 18 observam-se cortes de érgéos de N. tabacum ndo
transformada. Nestas imagens ndio se observa qualquer sinal de fluorescéncia verde, a
excepeio da autofluorescéncia da lenhina da parede secundaria do xilema.

Na figura 11 observa-se uma cor alaranjada nas células do par€nquima (seta 1),
esta cor resulta da combinacdo de fluorescéncia da GFP e da clorofila. O aparecimento
de fluorescéncia (seta 2) com uma tonalidade mais forte em relagio a da figura 10
comprova que a GFP também se manifesta nos tecidos vasculares. A figura 12 mostra
fluorescéncia verde a nivel do citoplasma de algumas células (seta 2) bem diferente da
fluorescéncia vermelha (seta 1) da clorofila. A figura 14 evidencia um corte transversal
de folha de N. tabacum transgénica e mostra uma cor alaranjada (seta) quando
comparada com a folha de N. fabacum no transformada (figura 13), o que significa que
também tem fluorescéncia verde no mesdfilo, podendo inferir-se que a GFP esta
presente no citoplasma das células do meséfilo.

A figura 15 mostra uma folha de N. fabacum transgénica (o corte apresenta-se
bastante espesso por ter sido seccionado manualmente) onde a fluorescéncia verde
aparece abundantemente. A figura 17 evidencia um pormenor de uma nervura (seta) de
N. tabacum transgénica que quando comparada com a figura 16 de N. fabacum ndo
transformada (seta) a sua cor é mais alaranjada, indicando mais uma vez a maior
fluorescéncia na nervura que se deve a presenga da GFP. A figura 19 mostra
fluorescéncia verde na célula basal do tricoma (seta 1) de N. tabacum transgénica, que
ndo aparece em N. tabacum ndo transformada (figura 18), e todo o meséfilo alaranjado
(seta 2) que também ¢ diferente do mesofilo vermelho (seta 2) de N. tabacum ndo
transformada, mostrando a presenga da GFP quer a nivel do mesoéfilo, quer a nivel de
tricomas.

Mesmo havendo fluorescéncia natural no xilema, a fluorescéncia verde aparece
mais nos tecidos vasculares do que no mesdéfilo. Estes dados estdo de acordo com os
resultados obtidos por Harper et al. (2000) no estudo efectuado em N. fabacum. Neste
estudo as plantas que cresceram sob luz UV mostra que os niveis de fluorescéncia da

GFP foi maior no tecido vascular e nas folhas mais jovens. Os caules e raizes t€ém uma



Capitulo Dois 60

concentracdo de GFP mais alta do que as folhas, mas semelhante a dos tecidos
vasculares.

A maior localizagdo de fluorescéncia de GFP nos tecidos vasculares pode ser
devido a real diferenca nos niveis de expressdo do promotor CaMV35S entre os tipos de
células. Foi argumentado que este promotor ¢ preferencialmente activo em células
durante a fase S do ciclo celular (Jefferson, 1987).

Padrdes de expressdo semelhantes foram descritos quando se usou CaMV 358
em Nicotiana tabacum utilizando o GUS como gene reporter. Usando este sistema,
Jefferson et al. (1987) encontraram maiores niveis de actividade de GUS em raiz e caule
relativamente a folha. Os elevados niveis de expressdo vascular parecem ser
consistentes com a actividade do CaMV 358 (Jefferson et al., 1987).

A presenca da proteina observada nas figuras 11, 12, 14, 15, 17 e 19 indica que
ocorreu uma correcta tradugdo do mRNA. No entanto, a observacdo da GFP poderia ser
melhorada se se recorresse & microscopia confocal, pois esta técnica suprime o
problema da espessura dos cortes durante a observagdo, uma vez que os cortes foram
realizados no vibratom com uma espessura de 50-60 pm e outros foram feitos
manualmente.

A transgenia das plantas foi também confirmada com PCR do DNA genémico
(figura 20 na pagina seguinte) e RT-PCR do RNA total (figura 21 na pagina seguinte).

A figura 20 mostra a electroforese onde foram separados os produtos do PCR.
Pode observar-se uma banda com 200 bp (seta) nas plantas A e B e que ndo aparece na
planta ndo transformada (WT). Esta banda corresponde a um fragmento do gene da
proteina GFP uma vez que os iniciadores utilizados amplificam o fragmento do gene

com 202 bp.
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Figura 20 - Gel de agarose 0,8%
(m/v) dos produtos de PCR de
amplificagdo de um DNA
gendmico
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Figura 21- Gel de agarose 0,8% (m/v)
dos produtos de RT-PCR.
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A figura 21 mostra a electroforese do RT-PCR. Observa-se também uma banda
com 200 bp (seta) nas plantas transgénicas A e a B o que nfio se verifica na planta nio
transformada (WT). Pode também afirmar-se que esta banda corresponde ao fragmento
do gene da GFP ji que se utilizaram os mesmos iniciadores.

Todos estes dados confirmam que o gene foi integrado no genoma da planta e
que ocorreu a sua transcrigdo.

Mais uma vez se demonstra que a GFP é um bom gene repérter ja que permitiu

seleccionar facilmente as plantas transformadas.
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Capitulo Trés: Cardosina A



Capitulo Trés Cardosina AT

Introducio

As plantas transgénicas promovem avangos no conhecimento cientifico porque
permitem o estudo da expressdo de um gene de interesse. No presente trabalho ¢
efectuado um estudo em plantas transgénica de Nicotiana tabacum L. transformadas
com o cDNA de cardosina A do cardo (Cynara cardunculus L.). A cardosina A é uma
proteinase aspartica que tem suscitado interesse de estudo por ser utilizada na industria
alimentar.

Segundo Davies (1990) as proteinases asparticas (PAs - aspartic proteinase)
encontradas nos animais, plantas, fungos, algumas bactérias e virus, constituem uma das
quatro distintas superfamilias de enzimas proteoliticas.

As PAs sdo uma classe de enzimas (EC 3.4.23) que estdo envolvidas num
niimero de processos fisioldgicos e patologicos tais como regulagéo da pressdo arterial
(renina), infecgfio retroviral (proteinase do HIV-1), degradagdo de hemglobina na
malaria (plasmepsina), proteolise intracelular (catepsina D) e digestdo (pepsina).
(Davies, 1990). Estas PAs encontram-se bem caracterizadas. Adicionalmente, as PAs
tém um importante papel na industria alimentar, nomeadamente a industria do queijo.
Inibidores de enzimas PAs tém um potencial significado terapéutico para tratamento de
hipertensio, SIDA, tumores invasivos e doengas de tlceras pépticas (Frazdo, 1999).

As PAs mostram um pH Optimo acido para a sua actividade, inibi¢do pela
pepstaina A (hexapeptideo de Streptomyces), especificidade preferencial para clivagem
nas pontes peptidicas entre os residuos de aminoacidos hidrofébicos € homologias de
estrutura primaria, particularmente no que respeita as duas triades cataliticas DTG e
DSG.

As PAs que existem nas plantas distribuem-se pelas Gimnospérmicas e
Angiospérmicas, mono- e dicotiledoneas. A maioria das PAs estdo localizadas nas
sementes, ou no estado quiescente ou na germinagdo. Pensa-se que participam na

clivagem das proteinas armazenadas, que sdo necessdrias na germinacdo. Podem
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também encontrar-se em folhas de algumas plantas, onde estdo implicadas nos
mecanismos de defesa contra agentes patogénicos.

As PAs das plantas partilham elevada homologia de sequéncia e estrutura, bem
como propriedades gerais bioquimicas, com as PAs de animais e microbianas (Egas,
2000). A unica caracteristica exclusiva presente na maioria das PAs das plantas € um
dominio proteico extra de cerca de 100 aminoacidos, geralmente designado por
fragmento especifico das plantas — PSI (plant-specific-insert), que ndo tem homologia
com qualquer outra sequéncia de PAs. O PSI esta presente nos precursores das PAs das
plantas mas esta ausente na forma madura das enzimas. A fungfo deste segmento ainda
ndo esta clara. Contudo, tem sido proposto um papel importante no direccionamento
vacuolar dos precursores das PAs. Também tem sido sugerido uma interacgio directa
com a membrana, onde poderia actuar como sinal de direccionamento, ou por interacgdo
de possivel regidio ligada & membrana, ou com o receptor no aparelho de Golgi. E ainda
tem sido sugerido que o PSI poderia interactuar com a membrana provavelmente do
reticulo endoplasméatico como um pré-requisito para o sinal das PAs das plantas no
interior do vacuolo, porque trabalhos prévios identificaram uma sequéncia possivel de
direccionamento vacuolar na extremidade C-terminal da PA- Cardosina (Egas, 2000).

A sequéncia do PSI ¢ altamente similar & das saposinas, enzimas lisossomais das
cclulas de mamiferos.

Todas as PAs ndo virais sdo sintetizadas como precursor inactivo (zimogénio),
no qual o propéptido N-terminal esta ligado a fenda do centro activo, prevenindo assim
a degradacdo indesejavel durante o transporte e secregdo intracelular (Kervinen, 1999).

As cardosinas sdo PAs das flores de Cynara cardunculus L. que sdo utilizadas
na coagula¢do do leite na manufactura tradicional do queijo em Portugal desde a Era
Romana (Frazio, 1999).

As cardosinas (A e B) de cardo (Cynara cardunculus L.) foram purificadas de
flores (Verissimo et al., 1996). As cardosinas séo activas a pH 2,0-pH 7,0, apresentando
o maximo de actividade a pH 5,0-5,5. Sdo activas a temperaturas até cerca de 60 °C.

A cardosina A localiza-se principalmente nos pistilos, acumulando-se em
vacuolos de armazenamento de proteinas em células das papilas de estigma. Encontra-se
também, embora em menor quantidade, em vactiolos de células epidérmicas do estilete
(Pissarra et al., 1998).

As cardosinas sdo sintetizadas como uma cadeia Unica (zimogénio inactivo) de

64 kDa que sofre processamento posterior originando duas cadeias maduras.
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A sequéncia de cDNA da cardosina A de 1515 bp codifica a enzima sob a forma
preproenzima, com uma sequéncia pré (sinal) responsavel pelo direccionamento para o
limen do reticulo, com cerca de 24 aminoacidos. A sequéncia pro € constituida por 42
aminoacidos e estd eventualmente envolvida na inactivagdo da enzima durante a
biossintese. Os restantes 438 aminodcidos constituem a cadeia de 31 kDa na regido N-
terminal e a cadeia de 15 kDa na regido C-terminal, intercaladas com o PSI. As triades
com os residuos de aspartato reactivo DTG e DSG, localizam-se na cadeia de 31 kDa.

As duas moléculas de proteinases asparticas independentes sdo glicosiladas.
Duas sequéncias consenso de N-glicosilagdo estdo presentes na sequéncia de
aminoacidos Asn-Gly-Thr e Asn-Val-Ser (Faro, 1998). O conteido glicosil ¢
constituido por 19 anéis de agucar ligados as proteinas. Os aglcares estdo localizados na
superficie molecular, distribuidos entre 2 locais de glicosilagdo um em cada molécula,

isto é, um local de glicosilagdo para cada cadeia polipeptidica (figura 22).

Cwn (

Pre |Pro | 31kDa  |PSI [15kDa

N’ terminal C’ terminal

Figura 22- Esquema da preprocardosina A.

O primeiro local de glicosilagdo ¢ Asn67 de 5 a 6 residuos de monossacarideos
enquanto que o segundo local de glicosilagdo se encontra no residuo Asn257, e tem
apenas quatro anéis de monossacarideos. Analises de difrac¢do de raio-X mostram que
os locais de glicosilagdo estdo longe do centro activo, sugerindo assim que o0s
oligossacarideos ndo tem um papel importante na actividade e especificidade da enzima.
Contudo, os locais de glicosilagdo sdo provavelmente importantes para a estabilidade
e/ou processamento correcto para a sua actividade.

Estudos a nivel de microscopia electronica realizados por Pissarra et al. (1998)
demonstram que a cardosina A também ¢ sintetizada no involucro nuclear e que a
glicosilagdo da cardosina pode ocorrer no reticulo endoplasmatico rugoso, sendo
transportada directamente para os vactolos de armazenamento de proteinas.

Um modelo de processamento proteolitico da cardosina A (figura 23) ¢
apresentado por Ramalho-Santos et al. (1998). Os dados obtidos a partir de um estudo
realizado em Cynara cardunculus sugerem que o primeiro corte ocorre entre a cadeia 31

kDa e o PSI, entre os aminoacidos Arg68 e Asp69. Os cortes seguintes sdo entre o Pro e
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a cadeia de 31 kDa e entre o PSI e a cadeia 15 kDa, entre os aminoacidos Ans309 e
Gly310 e entre Ser414 e Thr415, respectivamente.

O PSI é completamente removido e sofre processamento adicional ou €

degradado.
Pro | 31 kDa WPSI 15 kDa

Precursor

v v

Pro 31 kDa PSI |15kDa
Forma intermedidria

31 kDa 15 kDa
Cardosina A madura

Figura 23 — Modelo proposto para o processamento proteolitico

da cardosina A. As setas indicam locais de corte.

A estrutura tridimensional da cardosina A foi determinada por cristalografia de
raios X, com uma resolugédo de 2,05A, por Faro et al., 1999 (figura 24) .

A estrutura geral ¢é tipica das PAs, com dois dominios sensivelmente simétricos e
com grande quantidade de folha P separadas por uma fenda catalitica. Foram
identificadas trés pontes dissulfito na estrutura, mas nenhuma entre as duas cadeias de
cardosina A.

O centro activo, em comum com outras PAs, da cardosina A est4 localizado
entre dois lobos da molécula, acima da grande fenda. Esta contém os dois aspartatos
cataliticos (Asp32 e Asp215)-DTG e DSG- que sdio essenciais para a actividade
catalitica.

A cardosina A ¢é a unica entre as PAs que tém um motivo RGD. Esta sequéncia
esta localizada no anel que liga as duas cadeias B} e projecta-se na superficie molecular,

entre os residuos 246 ¢ 248.



Capitulo Trés Cardosina A3

- L

Figura 24- Representagdo esquematica das duas moléculas de cardosina A na
unidade assimétrica. Os dois locais de glicosilagfo estdo ligados ao Asn67 e Asn257. O
motivo RGD esta representado no local Argl76, Glyl77 e Aspl78. O dominio PSI

ausente esta indicado proximo da sua cadeia terminal. (Adaptado de Frazdo, 1999 )

Pressupde-se que uma proteina de 100 kDa do pdlen interactua especificamente
com a sequéncia de RGD na cardosina A, porque a cardosina A ¢ abundantemente
expressa nas papilas estigmaticas e o seu receptor putativo esta presente no polen, sendo
provavel que este reconhecimento seja dependente do RGD e possa ser activo na
interac¢do polen-pistilo (Faro, 1999).

O motivo RGD é conhecido como uma sequéncia ligada a integrina nos tecidos
de mamiferos nos quais facilita a fungdo e reconhecimento de muitas células, como
adesdo, migragdo, sinalizagfo, diferenciag¢do e crescimento.

Tem sido proposto que as fungdes primarias para a cardosina A ¢ estar envolvida

nas interac¢des polen-pistilo que ocorre durante a reprodugéo sexual da planta e intervir
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na defesa contra agentes patogénicos e/ou insectos. A fungdo secundaria esta

relacionada com a senescéncia das flores.
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Materiais e Métodos

Material vegetal

As sementes de Nicotiana tabacum L. transgénica foram cedidas gentilmente pelo
Doutor Carlos Faro da Universidade de Coimbra que as transformou pelo método de

biobalistica com o ¢cDNA da cardosina A.

Seleccio das plantas transgénicas.

As sementes de Nicotiana tabacum L. transgénica e Nicotiana tabacum 1. nado
transformada foram desinfectadas segundo o método descrito por Gamborg et al.
(1995): as sementes de Nicotiana tabacum L. foram submersas em agua destilada com
duas gotas de Tween 20 (Sigma) e agitadas durante 2 minutos. De seguida foram
enxaguadas com agua destilada para retirar o detergente, cobertas com etanol a 70%
(v/v) (Merck) e agitadas durante 1 minuto. Decantou-se o etanol e cobriram-se as
sementes com uma solugio de lixivia comercial a 20% (v/v) e duas gotas de Tween 20.
Agitou-se durante 20 minutos. Na cdmara de fluxo laminar, decantou-se a solucéo e
efectuaram-se 5 lavagens com agua esterilizada.

Para a germinacdo, as sementes foram colocadas no meio MSBS5 (ja utilizado na
experiéncia anterior) suplementado com canamicina numa concentragdo de 100 pg/mlL
sélido em placas de Petri (tabela 3, referida anteriormente). Este antibidtico permite
seleccionar as plantas transformadas uma vez que s6 estas permanecem verdes, as
restantes ficam brancas.

Algumas sementes desinfectadas também foram colocadas numa caixa de Petri
com papel de filtro esterilizado humedecido com uma solugdo de dgua e canamicina na

mesma concentracdo descrita acima.
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Ap6s germinagdo, as plantulas  verdes foram colocadas em meio MSBS
suplementado com canamicina na mesma concentragdo, mas como O seu
desenvolvimento se manifestava muito lento foram transferidos para o meio MSB5 sem

antibioticos.

Multiplicacio de N. tabacum

A multiplica¢do in vitro foi conseguida a partir de dpices caulinares que foram
colocados em meio MSBS5 anteriormente descrito e a partir de explantes de folhas que
sofreram o mesmo tratamento que os explantes de N. tabacum L da experiéncia anterior.

Ap6s a formagdo de caules, estes foram cortados com bisturi esterilizado e, em
condicdes de esterilizagdo, transferidos para frascos de vidro com meio MSBS5 para a
enraizamento. Os frascos foram tapados com uma pelicula de plastico e presos com um

elastico.

Analises para verificar a transgenia

Isolamento de DNA, RNA e proteinas

Para a deteccdo do cDNA da cardosina A através de varios métodos foi
necessario recorrer a extrac¢do de RNA total, DNA gendémico e proteinas.

A extracgdo de RNA, DNA e proteinas foi efectuada com o reagente TRIZOL
(GIBCO) cujo método foi descrito anteriormente.

A extrac¢do de proteinas também foi efectuada segundo o seguinte
procedimento: num almofariz fresco e no gelo adicionou-se 2 mL de tampdo de
extrac¢do (25 mM Tris —HC1 pH 8,0; 10 mM MgCL,; I mM DTT; glicerol 10% (v/v);
Triton X-100 0,05% (v/v); PVP insolivel 5 % (m/v)) a 1 g de tecido fresco. Para ajudar
a macerar colocou-se 0,5 g de areia de quartzo. Depois de bem triturado, recolheu-se a
mistura para um tubo eppendorf e centrifugou-se 1300 rpm durante 10 minutos a 4 °C.
Aproveitou-se o sobrenadante e centrifugou-se novamente a 1300 rpm durante 30
minutos a 4 °C. Recolheu-se o sobrenadante para outro tubo.

Para o tratamento das proteinas adicionou-se 20 pL. de tampédo de amostra (Tris
0,3345 M, glicerol 50% (v/v), SDS 5% (m/v) e azul de bromofenol 0,2% (m/v), 4gua e
pH 6,8) e 6 uL. B- mercaptoetanol por cada 94 pL de extracto.
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A quantifica¢do das proteinas foi feita através do método de Bradford, usando
BSA como referéncia proteica standard. As proteinas foram diluidas 25X. Para a leitura
a 595 nm no espectofotometro adicionou-se 1 mL de reagente de Bradford e 100 pL de
proteinas diluidas e incubou-se durante 15 minutos a temperatura ambiente. As
proteinas foram armazenadas a -20 °C.

O isolamento de DNA também ocorreu segundo o método de Doyle, Doyle &
Hortorium : pré-aqueceu-se 7,5 mL de tampdo de isolamento CTAB (CTAB 2% (m/v),
1,4 M NaCl, B-mercaptoetanol 0,2% (m/v), 20 mM EDTA e 100 mM Tris-HCI pH 8,0)
num tubo Falcon de 15 mL a 60 °C. Ao mesmo tempo moeu-se 1,0 g de tecido foliar
fresco (Nicotiana tabacum nio transformada e duas transgénicas denominadas A e B),
eliminando as nervuras, a pé fino com a ajuda de azoto liquido num almofariz
previamente arrefecido e passado por cloroféormio. Transferiu-se o pé directamente para
o tampéo pré-aquecido e vortexou-se durante 15 segundos. Incubou-se a mistura a 60 °C
durante 30 minutos com agitagdes suaves de 5 em 5 minutos. Extraiu-se o DNA com
uma mistura de cloroformio e élcool isoamilico (24:1 (v/v) ), por agitagdo leve durante
30 minutos. Centrifugou-se a 1600 g a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Removeu-se a fase aquosa para um novo tubo e adicionou-se 2/3 de volume de
isopropanol. Agitou-se suave e manualmente para precipitar os 4cidos que formam
normalmente um novelo. Retirou-se o novelo com uma ponta estéril e cortada ¢
transferiu-se para 20 mL de tampéo de lavagem (etanol 76% (v/v) e 10 mM de acetato
de aménia) onde permaneceu durante a noite com agitagdo suave a temperatura
ambiente. Transferiu-se o novelo para um tubo eppendorf e centrifugou-se a 1600 g
durante 10 minutos. Eliminou-se cuidadosamente o sobrenadante e deixou-se secar o

sedimento a temperatura ambiente. Ressuspendeu-se o sedimento em dgua estéril.

Analise do DNA

Para detectar a presenga do cDNA da Cardosina A no genoma da planta
efectuou-se uma reacgdo de PCR. Esta reac¢do ocorreu num volume de 50 pL contendo
1 pL do iniciador F626 cuja sequéncia é 5’-CTCGGCCTTTCATTTCAAACG-3’, 1 pl do
iniciador R1022 com a sequéncia 5’-CCGATCTAAGATACAACCTG-3’, 5 uL de tampdo de
PCR 10X, 1,5 pL. MgCl, 50 mM, 1 pL. ANTP’s mix 10 mM e 5 pL. de DNA (ndo

transformada e transgénicas A e B) e 35,25 pL de 4gua estéril. O PCR consiste na
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seguinte sequéncia: 94 °C durante 3 minutos, 35 ciclos (94 °C, 1 minuto, 50 °C 1 minuto
e 72 °C, 2 minutos) e a extensdo ocorre a 72 °C durante 7 minutos. A Taq polimerase
(0,25 pL) foi adicionada ap6s o passo de desnaturacio (3minutos a 94 °C).

Os produtos do PCR foram separados no gel de agarose a 0,8% (m/v) com

brometo de etidio.

Analise ao RNA

RT-PCR

Para se efectuar a analise do RNA primeiro efectuou-se uma electroforese para
verificar se o RNA estava em boas condi¢des. A tina da electroforese sofreu um
tratamento prévio: lavagem com detergente (extran) ¢ édgua durante 10 minutos,
passagem por 4lcool e lavagem de 10 minutos com agua com DEPC.

O RNA foi separado num gel de agarose a 1% (m/v) com brometo de etidio.

Para verificara presenga de mRNAfoi efectuado uma reac¢éio de RT-PCR.

A reac¢do de RT de N. tabacum nido transformada e transgénicas ocorreu num
volume de 20 pL contendo 1 pL de iniciador da primeira cadeia, R1022 numa
concentragdo de 2 pmol (ver sequéncia acima), 4 pL de solugio de extrac¢do da planta
ndo transformada, 8 pL. de agua com DEPC. No caso das plantas transgénicas A ¢ B
utilizou-se 3 pL de solu¢do de extrac¢do e 7 pl. de agua com DEPC (os volumes das
solugdes foram calculados com base numa electroforese). Aqueceu-se as reacgdes a 70
°C durante 10 minutos e depois foram colocadas no gelo. Adicionou-se 4 pL de tampéo
Superscript (Life Technologies™), 2 ul. de DTT 0,1 M e 1 pL de dNTP’s mix 10 mM e
incubou-se a 42 °C durante 2 minutos. Adicionou-se 1 pL. de Superscript e colocou-se a
42 °C durante 50 minutos. Inactivou-se a reac¢do a 70 °C durante 15 minutos. A reac¢io
do PCR decorreu como a descrita para o DNA utilizando 5 pL do produto de reacgéio do

RL.

Hibridacdo in situ

Para a detec¢do do RNA também se recorreu a hibridagéo in situ.
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Efectuaram-se cortes com um lecm de comprimento do caule das plantas
transgénicas e ndo transformada e incubaram-se num fixador Histochoice™ MB
(Amresco). Estes fragmentos foram colados a um suporte de um vibratom Leica VT
1000V e seccionados imersos em PBS com uma espessura entre 50-60 um. De seguida
foram colocadas em placas ELISA e colocaram-se a pré-hibridar numa solugdo de
hibridagdio constituida por 2xSSC, 10% de sulfato de dextrano e 25% de formamida,
previamente aquecida a 50 °C. Os cortes foram incubados a 50 °C durante 30 minutos.
Findo este tempo, os cortes foram incubados numa solugdo de hibridagio suplementada
com um sonda (0,1 ng/pL e 1 ng/pL) com a sequéncia 5’-AAC AAT AGC CGT TGG ACC
TG-3" conjugada com digoxigenina, durante a noite a 42 °C. Efectuaram-se 4 lavagens
com TPBS durante 15 minutos cada. Passou-se a incubag¢do dos cortes com o anticorpo
anti-digoxigenina conjugado com fluoresceina (Roche) numa dilui¢do de 1:4 da solugdo
stock (200 pg/mL) em PBS durante 1 hora. Procedeu-se a 4 lavagens de 10 minutos
cada em PBS com agitacdio suave e montaram-se os cortes no meio de montagem anti-
oxidante (TBST 50%, glicerol 50% e DABCO 2 mg/mL). Estes foram observados ao
microscopio de fluorescéncia (LEICA). Os cortes foram excitados com luz UV e
utilizaram-se filtros FITC. As imagens foram documentadas usando filme kodak
400ASA (maquina LEICA).

Para todos os cortes foi feito um controlo que sofreu o mesmo tratamento,

excepto a incubacdo com a sonda.

Analise das proteinas

Analise por Western blotting

Para SDS-PAGE as proteinas foram fervidas durante 2 minutos e centrifugadas
14000 rpm durante 3 minutos.

O SDS-PAGE foi realizado na unidade de electroforese Hoefer MimVE e
segundo Laemmli (1970). Montou-se a unidade consoante manual anexo e colocou-se o
gel separador de acrilamida a 12,5% e o gel concentrador de acrilamida a 5%. Um

volume de cada amostra contendo 20 pg de proteina foi carregado no gel e o marcador
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utilizado foi o Prestained SDS-PAGE standards broad rage (BioRAd). A electroforese
decorreu a 12,5 mA com o maximo de 300 V.

Para a imunodeteccgdio as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, utilizando a unidade de transferéncia Hoefer MiniVE. A montagem da
transferéncia foi realizada consoante as instrugdes do fabricante utilizando a solugio de
transferéncia de acordo com Towbin (Tris 25 mM, glicina 192 mM e metanol 10% (v/v)
e perfazer o volume com agua. Arrefecer a solugdo em gelo).

A deteccdo da proteina foi realizada com um kit da ECL™ (Amersham
Pharmacia Biotech, UK). O procedimento foi realizado segundo as instrugdes do
fabricante.

Este método consiste num método ndo reactivo que emite luz para a detecgdo de
antigenes especificos imobilizados, conjugado directa ou indirectamente com anticorpos
ligados a peroxidase.

No procedimento utilizou-se sempre a solugdo PBST (PBS e Tween 20 0,05%
(v/v)). Para as lavagens adicionou-se leite em p6 magro (Molico) numa concentragio de
0,5% (m/v) ao PBST. O primeiro anticorpo utilizado foi o anti-cardosina A produzido
para a sequéncia polipeptidica TSSEELQVDCNT numa dilui¢io de 1:400 e incubou-se
durante a noite. O segundo anticorpo utilizado nfo ¢ biotinilado e ¢ anti—coelho,
fornecido no 4it. O filme para a exposi¢do ¢ kodak.

A detecgiio da cardosina A também decorreu de acordo com o seguinte
procedimento: as membranas foram bloqueadas com uma solugdo de leite em po magro
5% (m/v) e PBST durante uma hora e com agita¢fio. Incubaram-se as membranas com o
primeiro anticorpo numa dilui¢do de 1:400 na solugio de bloqueio durante 12 horas a 4
°C. Lavaram-se (3x 10 minutos) com PBST contendo leite em p6 magro 0,5% (m/v).

Segui-se a incubagio do segundo anticorpo anti-IgG de coelho feito em cabra e
conjugado com peroxidase (Vector, UK) diluido 1:1000 em PBST contendo leite em p6
magro 0,5% (m/v), durante uma hora com agitagdo e a temperatura ambiente. De
seguida, efectuaram-se 2 lavagens em PBST de 10 minutos cada e 2 lavagens com PBS
também de 10 minutos. A revelagdo no escuro foi efectuada com uma solugéo de 100
mL de PBS contendo 50 mg de diaminobenzidina (DAB) ao qual se adicionaram 33 pL
de Hy0,.
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Detecgio imunolégica de cardosina A em impressdes de tecidos em

membranas de nitrocelulose ( Tissue Printing)

A localizacdo das proteinas foi efectuada através de tissue printing. Assim,
comegou por pressionar-se, evitando deslocagdes, secgdes de tecidos obtidos na altura
com ldmina de bisturi estéril, contra uma membrana de nitrocelulose, durante
aproximadamente 15 segundos. Em seguida lavou-se com PBS com NP-40 0,1% (v/v)
durante 30 minutos & temperatura ambiente com agitagfo. Prosseguiu-se ao bloqueio
das peroxidases endogenas em acido per-iodico 1% (m/v) durante 30 minutos com
agitacio. Lavou-se novamente em PBS.

Seguidamente bloqueou-se a membrana de nitrocelulose com uma solugdo de
leite em pé magro (Molico) a 5% (m/v) em PBS com NP-40 (0,1% (v/v) e incubou-se
durante 1 h com agitagio 4 temperatura ambiente. Procedeu-se entdo a incubagio da
membrana com o anticorpo primario, com a sequéncia anteriormente descrita, diluido
1:400 em PBS contendo 5% (m/v) de leite em poé magro e NP-40 0,1%, decorreu
durante 4 horas com agitagdo suave. Lavou-se a membrana (3x 10 minutos) com a
solu¢do de PBS com NP-40 0,1% (v/v). Seguidamente incubou-se a membrana com o
anticorpo secundario (anti-IgG de coelho feito em cabra e conjugado com peroxidase
(Amersahm, Vector, UK) na dilui¢do de 1:1000 em PBS com NP-40 0,1% (v/v) e leite
em po 0,5% (m/v), durante 1 hora com agitagdo suave e a temperatura ambiente. Novas
lavagens (3x 10 minutos) da membrana com PBS e NP-40 0,1% (v/v).

A revelacdo da membrana foi efectuada com uma solugdo de 100 mL de PBS e
50 mg de DAB ao qual se adicionaram 33 pL. de H,0,, na obscuridade.

Para todas as membranas foi feito um controlo que sofreu 0 mesmo tratamento,

excepto a incubagdo com o primeiro anticorpo.

Imunocitoquimica

A detec¢io da proteina também foi feita através da imunocitoquimica com cortes
a fresco. Esta técnica foi realizada com HISTOSTAIN™-PLUS da ZIMED.

Efectuaram-se cortes do caule das plantas transgénicas e ndo transformadas com
um 1 ¢m de comprimento e incubaram-se num fixador Histochoice™ MB (Amresco).

Estes fragmentos foram colados a um suporte de um vibratom Leica VT 1000V e
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seccionados imersos em PBS com uma espessura entre 50-60 pm. De seguida foram
colocadas em placas ELISA e submergidos em solugéo de bloqueio de soro (reagente A
do kif) durante 30 minutos. Retirou-se solugéo e incubaram-se os cortes com o anticorpo
primério (utilizado na técnica anterior) numa diluigdo de 1:400 durante a noite a 4 °C.
Efectuaram-se trés lavagens de 2 minutos cada com TBST 500 (Trizma Base 0,01 M,
NaCl 500 mM e Tween 20 a 0,2%). Os cortes foram novamente incubados no anticorpo
secundario biotinilado (reagente B do kif) durante 20 minutos. Passado este periodo os
cortes foram lavados (3x2min) com TBST 500. Submergiram-se novamente os cortes
com fosfatase alcalina conjugada com estreptavidina (reagente C do kif) durante 20
minutos. Novas lavagens (3x2min) com TBST 500. Aplicou-se uma solugido de
substrato cromogénico (solugfo obtida por dissolugdo de uma tablete (Roche) de BCIP
(5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato)/ NBT (sal de nitroazul tetrazolio) em TBST 500
com PVA (polivinilalcool) a 10% até aparecer uma cor arroxeada. Lavaram-se bem os
cortes com agua destilada. A montagem dos cortes foi efectuada com mesma solugdo
anti-oxidante utilizada anteriormente e foram observados ao microscopio 6ptico.

Para todas os cortes foi feito um controlo que sofreu 0 mesmo tratamento,

excepto a incubag@o com o primeiro anticorpo.
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Resultados e Discussio

As plantas transformadas foram seleccionadas durante a germinagdo das
sementes através do antibidtico canamicina (100 mg/mL). Apenas foram transferidas
para 0 meio MSB5 suplementado com canamicina (100 mg/mL) as plantulas que
mantinham as folhas verdes. Neste meio as plantas tinham um fraco desenvolvimento e
por isso foram transferidas para o meio MSB5 sem qualquer adigdo de antibiotico.
Nestas condigdes, as plantas ja comegaram a ter um desenvolvimento mais acentuado.
Mais uma vez, se verificou que o antibidtico, e neste caso a canamicina, interfere com o
desenvolvimento normal das plantas.

Contudo, além da selec¢io através do antibiotico, a transgenia foi confirmada
por técnicas bioquimicas. Para tal comegou por realizar-se um PCR do o DNA

gendémico e a sua analise foi feita a partir de uma electroforese (figura 25 e figura 26).
bp

Figura 25- Gel de agarose 0,8% (m/v) dos
produtos de PCR da amplificagcdo de DNA
gendmico

M- marcador de tamanhos

A- Nicotiana tabacum transgénica

B- Nicotiana tabacum transgénica
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Figura 26-Gel de agarose 0,8% (m/v) dos
produtos de PCR

M- marcador de tamanhos

WT- N. tabacum nio transformada

Como se pode observar na figura 25 ha uma amplifica¢do de uma banda de 400
bp nas plantas transgénicas A e B que ndo aparece na planta ndo transformada
representada por WT (figura 26).

Os 400 bp representam um fragmento do ¢cDNA da cardosina A ji que se
utilizaram iniciadores especificos que amplificam um fragmento deste tamanho. Assim,
pode inferir-se que 0 cDNA da cardosina A foi integrado no genoma da planta.

Outra técnica utilizada foi o RT-PCR do RNA total, recorrendo-se a uma
electroforese para posterior analise (figura 27 e figura 28 na pagina seguinte).

Pode observar-se que também existe a amplificagdo de um fragmento de 400 bp
(setas) nas plantas transgénicas A e B das figuras 27 e 28 que ndo ocorre na planta ndo
transformada (WT). Como se utilizaram os mesmos iniciadores da técnica anterior,
pode afirmar-se que se trata do cDNA da cardosina A. Perante este dado, pode referir-se

que ocorreu a transcrigio do cDNA da cardosina A para o RNA mensageiro.
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Figura 27 - Gel de agarose 0,8% (m/v)
dos produtos de RT-PCR.

M- marcador de tamanhos

WT- N. tabacum nio transformada

A- Nicotiana tabacum transgénica

400

200

Figura 28 - Gel de agarose 0,8% (m/v) dos produtos de RT-
PCR

M- marcador de tamanhos

WT- N. tabacum nio transformada
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Para a localizacio espacial dos transcritos de cardosina A realizou-se a
hibridagdo in situ. Nesta técnica utilizou-se uma sonda que consistia num
oligonucledtido especifico conjugado com digoxigenina para detecgdo do RNA e um
anticorpo anti-dig conjugado com a fluoresceina que quando excitada com luz UV
fluoresce de verde, para se obter uma melhor visualizagdo e localizagdo do RNA.

Os cortes obtidos na hibridacio foram observados ao microscopio de
fluorescéncia (LEICA, modelo DMLB) e excitados com luz UV e com filtro FITC. As
figuras 29-38 mostram os resultados obtidos (paginas seguintes).

Nas figuras 29, 30 e 31 ¢é possivel observar cortes de planta ndo transformada. A
figura 29 mostra a planta incubada sem sonda e as figuras 30 ¢ 31 mostram os cortes da
planta tratada com a sonda especifica na concentragdo de 0,1 ng/uL e 1 ng/uL,
respectivamente. Em qualquer um destes casos ndo se observa sinal de fluorescéncia
verde, a excep¢do do xilema devido a autofluorescéncia natural da lenhina das paredes
secunddrias.

As figuras 32 e 35 representam plantas transgénicas A e B, respectivamente, ndo
incubadas com a sonda especifica. Nestes cortes também ndo se observa fluorescéncia
além da do xilema.

A figura 33 mostra um corte de caule de planta transgénica A incubado com a
sonda numa concentragdo de 0,1 ng/plL. Nesta imagem pode observar-se fluorescéncia
verde nos nucleos das células dos parénquimas medular e cortical (setas 1 e 2,
respectivamente). Ainda no parénquima medular observa-se fluorescéncia no
citoplasma de algumas células (seta 3 e 4). A figura 34 mostra corte de caule de planta
transgénica A incubado com a sonda numa concentragdo de 1 ng/pL, onde se pode
observar fluorescéncia a nivel dos nucleos (setas 1, 2 e 3).

As figuras 36 e 37 representam a planta transgénica B, incubadas com a sonda
em concentragdes de 0,1 ng/uL e 1 ng/uL, respectivamente. Nestes cortes observa-se
fluorescéncia nos nuacleos (setas). A figura 38 também se refere a uma planta
transgénica B tratada com sonda numa concentragdo de 1 ng/ul. onde se evidencia um
pormenor do cAmbio. Nesta também se observam nicleos que fluorescem de verde (seta
1 e 2) e trabéculas de citoplasma (seta 3) que mostra alguma fluorescéncia verde nos
seus limites. No cAmbio também estd evidenciada a fluorescéncia verde (seta 4). Este
aparecimento de fluorescéncia estd consentdneo com a actividade do promotor CaMV

358, discutida anteriormente.
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Figura 29 — Corte transversal de caule de N. tabacum nao transformada com
tratamento sem sonda. Filtro FITC. (112X)

Figura 30 — Corte transversal de caule de N. tabacum nio transformada com
tratamento com sonda na concentra¢do de 0,1 ng/uL. Filtro FITC. (112X)
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Figura 31— Corte transversal de caule de N. tabacum néo transformada com

tratamento com sonda na concentracdo del ng/pL.
Filtro FITC. (224X)




Capitulo Trés Cardosina AL

Figura 32 — Corte transversal de caule de N. tabacum transgénica A com
tratamento sem sonda. Filtro FITC. (112X)

Figura 33 — Corte transversal de caule de N. tabacum transgénica A
tratamento com sonda na concentragdo 0,1 ng/uL. Filtro FITC. (224X)
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Figura 34 — Corte transversal de caule de N. tabacum transgénica A com
tratamento com sonda na concentragdo 1 ng/pL. Filtro FITC. (455X)
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Figura 35 — Corte transversal de caule de N. tabacum transgénica B com

tratamento sem sonda . Filtro FITC. (224X)

Figura 36 — Corte transversal de caule de N. tabacum transgénica B com
tratamento com sonda na concentragdo 0,1 ng/uL. Filtro FITC. (112X)

86
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Figura 37— Corte transversal de caule de N. tabacum transgénica B com
tratamento com sonda na concentragdo del ng/pL. Filtro FITC. (112X)

Figura 38 — Corte transversal de caule de N. fabacum transgénica B com
tratamento com sonda na concentragdo 1 ng/pL. Pormenor do cambio. Filtro
FITC. (455X)
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Aparentemente, ndo ha qualquer diferenca apreciavel no nivel de fluorescéncia
apresentada entre as duas concentragoes de sonda 0,1 ng/pL e 1 ng/uL. Pode dizer-se
que a concentragio da sonda de 0,1 ng/uL foi suficientemente sensivel para a técnica e
ndo seri necessirio aumentar a sua concentragdo, jd que aparentemente uma maior
concentragdo ndo implica maior sinal de fluorescéncia.

Portanto, nesta técnica também se confirma que ocorreu a transcri¢do do cDNA,
uma vez que os niicleos fluorescem de verde implicando a presenca da RNA pré-
mensageiro. Enquanto que todos os nicleos aparecem fluorescentes, apenas alguns
citoplasmas fluorescem de verde, indicando a presenca de RNA mensageiro em pouca
quantidade.

Depois de se verificar que ocorreu integragdo e transcrigdo do ¢DNA foi
necessario confirmar se ocorreu tradugio do RNA mensageiro € consequente sintese da
proteina, cardosina A, recorrendo-se a trés técnicas: Western blotting, imunocitoquimica
e tissue printing. Qualquer uma destas técnicas ¢ utilizada para detectar a presenga da
proteina através da ligagdo de anticorpos especificos para a proteina. Contudo, em
nenhuma das técnicas se detectou a presenga da proteina e por isso nfio se incluiram os
resultados obtidos. Assim, verifica-se que ou a proteina é produzida em tdo pouca
quantidade sendo insuficiente para ser detectada com estas técnicas, ou ndo Ocorreu a
tradugdo do RNA mensageiro (mRNA) e por isso néo houve produgdo de proteina.

A primeira hip6tese poderia ser confirmada pela presenca de fluorescéncia a
nivel do citoplasma correspondente a presenca de RNA mensageiro (mostrada na
técnica anterior). No entanto, como a fluorescéncia que aparece nos citoplasmas € tdo
pouca ndo se detecta a proteina nas outras técnicas.

Se considerarmos a tltima hip6tese, pode dizer-se que a planta gere um
mecanismo que impede a sintese da proteina.

I sabido que as plantas tém um mecanismo de defesa contra os virus ou genes
estranhos que ¢ designado de silenciamento do gene pos transcrigdo (PTGS- Post-
transcriptional gene silencing) ou co-supressio que consiste na degradagdo de um RNA
mensageiro especifico, reduzindo a expressdo desse gene especifico (Hamilton et al.
1999). A degradagio do RNA mensageiro pode ocorrer devido a sintese de RNA
polimerase dependente do RNA que produz moléculas pequenas de RNA que sdo
complementares a0 RNA mensageiro do transgene com o qual hibridam. Esta
hibridagiio potencia a sua degradagdo que pode ser mediada por vérias enzimas

(Waterhouse et al., 1999). Outro fenémeno que pode estar associado com a degradagdo
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do mRNA é a metilacio da citosina. A presenga de copias multiplas pode também levar
a niveis baixos de expressio ou pode suprimir os genes homoélogos. As copias multiplas
estdo associadas a métodos de transformagdo por biobalistica, que foi o método
utilizado para transformar as plantas.

Se considerarmos que nas plantas onde se efectuou este trabalho ocorre
degradacdo do RNA pré-mensageiro provavelmente esta ocorre no citoplasma, pois
verifica-se a presenca acentuada de RNA pré-mensageiro no nicleo e pouco mRNA no
citoplasma.

Assim, supondo que a planta gere especificamente qualquer um destes
mecanismos, a descoberta do processo de co-supressdo de N. fabacum constituira, sem

duvida, um objectivo a alcangar em futuras investigagdes.
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Conclusao:

As plantas transgénicas sdo um instrumento de estudo para a expressio de certos
genes de interesse, além da importncia a nivel da saide mundial e no ambiente.

Um exemplo de estudo de expressdo de genes ¢ o estudo de Nicotiana tabacum
transformada com o cDNA da cardosina A. Embora a expressdo final do gene (presenga
da proteina) ndo tenha sido identificada ndo deixou de ser importante verificar que
ocorreu integragio do cDNA no genoma da planta e que ocorreu a sua transcrigéo.

A transformacdo de Nicotiana tabacum na qual se utilizou a GFP permitiu
instalar o sistema no laboratério que promovera a progressdo para novas pesquisas,
como por exemplo a fusdo entre a GFP e a cardosina A. No presente trabalho, a GIP
permitiu seleccionar as plantas transgénicas.

Como ja foi referido, a GFP mostrou-se eficaz por ndo necessitar de substrato e
acima de tudo poder observar-se macroscopicamente e in vivo sem perturbar
grandemente o equilibrio metabolico da planta.

Nio ha duvida de que a GFP é um Optimo gene reporter na transformacdo de
plantas, aliado ao entusiasmo de ser utilizada e vista como o primeiro exemplo de uma
proteina reporter com fluorescéncia intrinseca.

Por todo este conjunto de caracteristicas, a GFP tem sido 0til em variadissimos
estudos quer a nivel estrutural, quer a nivel molecular. Mas, o conhecimento de
mecanismos de trajectos de metabolitos e macromoléculas que se movem através da
célula aperfeigoando processos reguladores ou bioquimicos est4 ainda incompleto. Por
isso, métodos baseados na GFP constituirdo instrumentos para aprender mais sobre a
fun¢do da compartimentagdo e como a organizagio ¢ atingida. A grande escala,
projectos de genoma e proteoma permitirdo, em breve, prever sequéncias das proteinas
presentes nas células das plantas de vérias espécies. As diferentes mutagdes da GFP que
tém vindo a surgir poderdo permitir um conhecimento infindavel que originard uma
figura mais complexa da orgénica funcional da célula da planta.

Relativamente a cardosina A, os dados obtidos (integragdo do cDNA no genoma
da planta e sua transcri¢do) abrem perspectivas de estudo tais como a identificagdo de

possiveis sequéncias de enderegamento da cardosina A através da fusdo entre a GFP e



Capitulo quatro Conclusiofer]

fragmentos da cardosina A. A fusio da GFP com provaveis sequéncias de
enderecamento da cardosina A permitira descobrir o paradigma do trajecto da cardosina
A, ou seja, verificar se a cardosina A passa ou ndo pelo complexo de Golgi durante o
sua dindmica intracelular.

E possivel observar directamente e in vivo este tipo de processos porque a
criacdo de fusdes da GFP que contém sequéncias de localizagdo especifica resulta na
retengdo da GFP nesses organelos e sistemas endomembranares (Blancaflor e Gilroy,

2000).
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