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Resumo

A escassez de agua ¢ fator limitante na producdo de diversas culturas agricolas
resultando em enormes quedas na produgcdo e tendo profundas implicagcdes socio-
econdmicas. Por outro lado, a super expressdo de BiP (proteina de ligacdo) em tabaco
conferiu alta tolerancia quando submetida a estresse hidrico, demonstrando o potencial
deste gene para o desenvolvimento de plantas transgénicas tolerantes a seca em culturas
importantes para o agronegocio e agricultura familiar. No entanto, os mecanismos
moleculares pelos quais BIP confere tolerdncia ndo sdo conhecidos. Por outro lado, o uso
da transgenia tem levantado uma série de questdes a respeito de possiveis efeitos
pleiotropicos que podem resultar da expressdo de transgenes. Para entender os mecanismos
moleculares envolvidos na super-expressao do gene BIP e detectar possiveis efeitos
pleiotropicos advindos da expressdo de BIP, plantas modelo (Arabidopsis thaliana) foram
transformadas com o este gene através do método de infiltracdo por botdo floral mediado
por Agrobacterium tumefaciens. As plantas submetidas ao tratamento de transformacao
foram autopolinizadas em casa de vegetacdo e as sementes resultantes foram coletadas,
esterilizadas e semeadas em placas de petri contendo meio MS acrescido de antibidtico
(fator de selecdo). Os possiveis transformantes foram transferidos para meio de
enraizamento e aclimatados. O gene ntpll (resisténcia ao antibidtico) foi detectado através
de reacdo de PCR utilizando DNA gendmico das plantas confirmando que varios eventos
transgénicos foram obtidos. Os transformantes agora estdo sendo submetidos a estresse
hidrico e RNA destas plantas e de plantas sem tratamento serdo utilizados como sonda em
experimentos de “microarrays” em chips comercias contendo todos os 27.000 genes de
Arabidopsis thaliana.

Palavras-chaves: BiP, chaperone, transformagdo, Agorbacterium, Arabidopsis thaliana.
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1. Introducao

1.1. A Regiio Nordeste, A Agua como fator limitante e Experimentos em
Biotecnologia.

O Brasil por ser um pais de dimensdo continental possui diversas regides com

diferentes tipos de unidades climaticas (figura 1).
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Figura 1. Mapa do territdrio brasileiro destacando unidades climaticas e entre elas a
regido de semi-arido nordestino em cor laranja. Fonte Brasil 2003



A Regido Nordeste ocupa uma area de 1.539.000 km®, correspondente a 18%
do territorio brasileiro, e abriga uma populacido de 45,5 milhdes, equivalentes a 29% do
total nacional. Apresenta algumas singularidades no cendrio geo-econdmico brasileiro. Na
Regido vivem cerca de metade da populagdo pobre do pais (Duarte, 2001).

Em termos geograficos a regido mostra-se bastante heterogénea, apresentando
grande variedade de situagdes fisico-climaticas. A regido semi-arida, com mais de 860 mil
quilometros quadrados compreende 86% da area total (978 mil quildmetros) legalmente
definida como Poligono das Secas. E tamanho maior do que muitos paises europeus (Leal
1998).

As variagdes climaticas existentes j4 sdo conhecidas, principalmente no que diz
respeito a ma distribuicdo das chuvas ao longo do ano, o que traz impactos diretos na
produgdo de culturas vegetais.

As secas podem ocorrer sob a forma de drastica diminuicdo ou de concentragdo
espacial e/ou temporal da precipitagdo pluviométrica anual. Quando ocorre uma grande
seca a producao agricola se perde, a pecuaria ¢ debilitada ou dizimada e as reservas de agua
de superficie se exaurem.

A 4dgua ¢ um componente essencial das plantas, sendo um dos principais
constituintes das células vegetais, variando entre 10% e 95% do peso fresco de 6rgaos
vegetais. E fundamental para todos os processos metabdlicos dos vegetais como,
crescimento, fotossintese e transpiragao.

Os diversos mecanismos naturais de resisténcia a seca e o uso racional da dgua ndo
sdao por si sO suficientes para desenvolver a regido. Faz-se portanto necessario outras
alternativas, inserindo-se nesse contexto as pesquisas e solugdes em biotecnologia voltados
para culturas adaptadas a seca.

A proteina BiP confere resisténcia a estresse hidrico quando super expressada o que
a torna uma excelente alternativa para a criagdo de transgé€nicos resistentes a seca . Seu
mecanismo de acdo € pouco conhecido e as alteragdes provocadas a nivel de expressao
génica dentro do organismo vegetal ndo . Estudos em planta modelo (Arabidopisis thalina)

e uma alternativa viavel e importante para que essas alteragdes sejam entendidas.



1.2. O Chaperone Molecular BiP

A escassez de agua e fator limitante tanto para a escolha de culturas em
determinadas areas como para produtividade. Pesquisas cientificas voltadas para obtengao
de plantas com necessidades reduzidas de agua conduziram ao estudo do chaperone
molecular BiP.

Os chaperones moleculares sdo proteinas responsaveis pelo dobramento e
estabilizacdo de outras proteinas (Stryer 1996). Elas sdo estruturalmente classificadas na
familia das Hsp70 e entre as proteinas constituintes estdo a Hsp70 no citosol e na matriz
mitocondrial, a DnaK de bactéria e a BiP no reticulo endoplasmatico (Lodish et al, 2002).
Os membros da familia Hsp70 tém um dominio ATPase amino-terminal bem conservado
de aproximadamente 45kDa e um dominio de um C-terminal que promove a divisao de um
dominio da ligagdo do substrato de aproximadamente 15kDa e um subdominio do C-
terminal de 10kDa com fun¢do desconhecida. Alguns membros da familia contém as

extensoes curtas do N-terminal ou do C-terminal promovendo a reten¢do da proteina no

compartimento celular apropriado (figura 2).

Figura 2. A - Estrutura em terceira dimensao de uma Hsp70 e uma Hsp90;
B — estrutura de um dominio ATPase de uma Hsc70. A molécula
de ATP esta mostrada na cor verde.

FONTE HSP 70



A proteina de ligagdo (BiP) representa um dos chaperones moleculares melhor
caracterizado. A BiP contém um sinal de quatro aminoacidos no seu amino terminal
carboxila que faz com que ela permaneca retida no limem (interior) do reticulo
endoplasmatico. A BiP possui 78kD e estd relacionada com a biogénese, transporte e
degradagdo de proteinas celulares. Seu mecanismo de acdo se da por meio de ligamentos as
seqliéncias de aminoacidos expostas de proteinas impedindo que essas se agreguem, além
de auxiliar na conformagdo correta das mesmas (Alberts et al 1997, Nuttall et al 2003). A

BiP também esta relacionada na interagdo de outros mecanismos celulares como:

J Polipeptidios de BiP sdo capazes de se ligarem ao Ca®', afetando a
quantidade deste cation no citoplasma (Olinevich & Khokhloua 2003);

o A indugdo de BiP pela secagem parcial ou lenta de sementes preparadas
melhora os estresses ocorridos durante a desidratacdo ¢ o armazenamento,
contribuindo para longevidade e melhoramento da semente (Gurusinghe et
al 2002);

. O acumulo de BiP em plantas transgénicas confere tolerancia para estresse

hidrico (Alvim et al 2001).

Embora a BiP seja codificada por apenas um gene em animais, em plantas algumas
espécies apresentam apenas uma copia de BiP enquanto outras apresentam familia
multigénica. Por exemplo, no espinafre trés formas de BiP foram descrita (Cascardo et al
2000).

Nas plantas, como em mamiferos e em leveduras, a expressdo de BiP ¢ regulada de
acordo com exigéncias celulares para a atividade do chaperone. Com isso tém sido
proposto que durante periodos de estresse, BiP interage com proteinas desnaturadas no RE,
auxiliando na manutencdo da integridade celular (Castel et a/ 1999). Assim, o aumento da
atividade secretora e a acumulagdo de proteinas desdobradas dentro do RE resultam na
indugdo da sintese de BiP nas plantas (Cascardo et al 2000).

Esta inducdo ¢ ativada por uma via de transducdo de sinal que regula a transcri¢ao

de proteinas residentes no RE, como a BiP (Alvim et a/ 2001).



A expressdao de BiP em planta foi descrita respondendo a uma variedade de
condicoes tanto abidticas como bidticas de estresse, tais como o estresse hidrico, infestacao
de fungos, a ataques do insetos, de estresse nutritivo e aclimatacdo para frio (Alvim et al
2001).

A super expressdo da BiP em tabaco conferiu a planta alta tolerancia quando
submetida a estresse hidrico (falta de agua), porem os efeitos pleiotropicos advindos da
expressdao de BIP sdo desconhecidos justificando a transformagdo de plantas modelo

(arabidopsis) para estudar os mecanismos evolvidos na super expressao de BiP.

1.3. Arabidopsis thaliana como planta modelo

1.3.1. Historico

O primeiro registro da A. thaliana na literatura foi feito por Alexander Braun em
1873, descrevendo uma planta mutante encontrada em um campo perto de Berlim.

Na literatura experimental o aparecimento da A.thaliana aconteceu em 1907,
quando Friedrich Laibach (1885 - 1967), realizou uma publicacdo descrevendo o niimero
de cromossomos de diversas plantas.

A apari¢do seguinte da A.thaliana foi registrada em um artigo no ano de 1935
resultado de uma expedi¢ao Russa para encontrar uma planta que poderia ser usada como
planta-modelo em experimentos de genética e citogenética. Embora o nlimero pequeno dos
cromossomos € o curto ciclo de vida terem sido considerados caracteristicas uteis, o
tamanho pequeno da planta e de suas estruturas foram considerados uma desvantagem
assim como a inabilidade de distinguir pares diferentes dos cromossomos. Experimentos
realizados por Laibach conduziram a primeira colecdo de mutantes de Arabidopsis
(Meyerowitz 2001).

Um boletim de noticias chamado servigo de informacgao de arabidopsis foi fundado
em 1964 e suas publicagdes continuaram até 1990. A adogdo da arabidopsis como uma
planta modelo ocorreu nos anos 80. A primeira seqiiéncia de um gene foi publicada em
1986, e a transformacdo de arabidopsis foi primeiramente estabelecida em 1986

(Meyerowitz 2001). O projeto de pesquisa multinacional do genoma da Arabidopsis



thaliana foi estabelecido em 1990 para promover a cooperagdo internacional na
pesquisa basica e aplicada com arabidopsis. A conclusdao do genoma se deu em dezembro

de 2000.

1.3.2. Anatomia

A Arabidopsis thaliana ¢ uma angiosperma (figura 3), membro da familia da
mostarda (Brassicaceae) que possui uma ampla distribui¢do natural em toda Europa, Asia, e

América do Norte (Hoffmann 2002).
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Figura 3. Mapa geral da distribui¢ao da Arabidopsis thaliana.

FONTE Hoffmann 2003



Muitos ecotipos diferentes foram coletados das populacdes naturais e estdo
disponiveis para a analise experimental. Os ecotipos de Colombia e de Landsberg sdao os
padrdes aceitos para estudos em genética e biologia molecular.

O ciclo de vida completo, incluindo a germinagao das sementes que ¢ dependente de
luz e de baixas temperaturas, a formagao inicial da planta, aparecimento da haste principal,
floragdo, e a maturagdo das primeiras sementes, dura aproximadamente 6 semanas
(Fankhauser 2002).

Quanto a anatomia as arabidopsis sdo pequenas (Figura 4). As flores tém 2
milimetros de comprimento, as sementes sdo 0,5 milimetros no comprimento na
maturidade, as raizes sdo simples na estrutura e as plantas maduras alcangam 15 a 20 cm de

altura (Meinke et al, 1998).

Figura 4. Arabidopsis thaliana em estagio adiantado de desenvolvimento.

FONTE Meverowitz. 2001



1.3.3. Vantagens da utilizacdo da planta como modelo

Entre as principais vantagens da planta como modelo de pesquisa estdo: o tamanho
pequeno; cultivo facil; ciclo de vida curto; genoma pequeno e seqilienciado (27000 genes);
protocolo de transformacdao simples e estabelecido (Bent 2000); disponibilidade de
mutantes numerosos; producdo de sementes férteis e o compartilhamento de genes com
diversas espécies de plantas como arroz e trigo. As vantagens citadas reforcam a

arabidopsis como planta modelo.

2. Objetivo

Este trabalho tem como objetivo obter plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
com o gene BiP. Estas plantas transgénicas serdo utilizadas posteriormente em estudos de

expressao génica em “microarrays’ (Seki et al 2001).

3. Materiais e Métodos:

3.1 Transformacio de bactéria, com plasmideo binario contendo o BiP

O gene BiP de soja foi clonado no vetor binario pBI121 (Clontech). Esse vetor ¢é
constituido do gene nptll de resisténcia a canamicina (Xiang et a/ 1999) sob controle do
promotor nosP e do promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV) o qual ficou
responsavel pela expressao de BiP (LeClere & Bartel 2001). Essa construcdo foi

gentilmente cedida pela Dra.Elizabeth P.B. Fontes (figura 5).
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Figura 5. — Construcdo utilizada para transformacao contendo gene BiP.



Bactérias Escherichia coli da linhagem Xllblue foram transformadas via
eletroporacdo utilizando a construcao com bip. Os transformantes foram selecionados em
meio seletivo (canamicina), € uma colonia foi inoculada em meio LB. As células foram
centrifugadas e foi feita extragdo de DNA plasmidial (Kotchoni ef a/ 2003). O DNA obtido
foi quantificado e utilizado para transformacgdo de Agrobacteirum tumefaciens da linhagem

LBA4404 (Brasileiro 1998).

3.2. Transformacio de Agrobacterium tumefaciens utilizando método de choque
térmico

A partir de uma placa com agrobacterium, foi coletada uma colonia isolada, e
transferida para 5 ml de meio LB. Incubou-se a col6nia por 16 horas a 28 °C, 2 ml da
cultura foram transferidos para 50 ml de meio LB. Novamente incubou-se a cultura no gelo
por 15 minutos 28 °C, com agitacao. As células foram centrifugadas, resuspendidas em 1ml
de CaCl, 20mM. As células foram aliquotadas em 100 pL, em tubos de microcentrifuga
resfriada (Romano & Lacorte 2000).

Para a transformacdo das células foram adicionados aproximadamente 1 pg de
DNA plasmidial para uma aliquota e misturou-se delicadamente. Incubou-se no gelo por 20
minutos e depois em N liquido até a solidificagdo. Incubou-se as células a 37 °C;
Adicionou-se 1 ml de meio LB, e incubou-se por 2 horas a 28 °C; As células foram
plaqueadas em meio LB com meio seletivo; As placas foram deixadas na estufa a 37 °C ate

o0 aparecimento de coldnias isoladas.

3.3. Transformacao das plantas via infiltracao de botao floral utilizando
Agrobacterium tumefaciens

Foram Preparados copos de 300 ml com terra autoclavada e telas mosqueteiras. Nos
copos foram semeadas as A4. thaliana do ecotipo Columbia. As plantas crescerem na casa de
vegetagdo por quatro semanas e tiveram a inflorescéncia cortada por 3 vezes.

A Agrobacterium foi cultivada em meio LB acrescido de 50 mg/L de Kanamicina e
100 mg/L de higromicina, a 28 °C até atingir densidade optica a 600 nm (OD600) entre 0,7-

0,8. A seguir, foi centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos e ressuspensa em meio de



infiltragdo (sacarose mais silwet). A infiltracao foi promovida mergulhando as plantas
no meio contendo agrobactéria por 5 minutos.
Apos o mergulho as plantas foram deixada na horizontal dentro do saco plastico por
vinte e quatro horas.
As plantas continuaram seu desenvolvimento na casa de vegetagao por trés a quatro

semanas até a coleta das sementes.

3.4. Selecao dos transformantes

As sementes resultantes foram esterilizadas: 1 minuto em alcool 70%; 10 minutos
em hipoclorito de s6dio 1% e lavar com agua destilada.

Colocadas em meio seletivo (placas de petri) as sementes foram deixadas em
camara fria a 4 °C para quebra da dorméncia e em seguida deixadas em sala cultura de
tecido sob as seguintes condigdes: luz por 14 horas; auséncia de luz por 10 horas e 27 ° C

variando por 2 graus a mais ou a menos.

Apo6s aproximadamente dez dias, o resultado foi notério (figura 6).




Figura 6. A - Trés plantas transformadas crescendo em meio seletivo(MS com kanamicina);
B - Uma planta transformada; C - Quatro transformantes.

3.5. Aclimatacao

Os transformantes foram transferidos para potes “baby” contendo meio de

enraizamento (MS meio) e deixadas por duas semanas (figura 7).

Figura 7. Arabidopsis transformada crescendo em meio de enrraizamento.



As plantas foram transferidas para copos contendo terra e um pouco de
vemiculita e foram encobertas com saco plastico contendo furos, por uma semana (figura

8).

Figura 8. Arabidopsis transformada passando pela faze de aclimatacdo.

Os sacos foram retirados e as plantas estdo sendo cultivadas na casa de vegetagao.
A transformacdo foi confirmada através da reacdo de PCR utilizando primes
especificos para o gene nptll sob as seguintes condi¢des: temperatura de desnaturagio 94 °

C; temperatura anelamento 55 °C e temperatura alongamento 55°C.



4. Resultados

A eficiéncia de transformagado encontrada foi de 0,75% calculada através de regra de
trés simples. Em doze placas com cem sementes cada, obteve-se nove possiveis
transformantes (resistentes a canamicina)

Os possiveis transformantes foram analisados por PCR para determinar se estes

realmente possuem o transgene npt II (figura 9).

1 2 3 4 5 6 7

Figura 9. Gel de agarose 1% mostrando reagdo de PCR confirmando a transformacdo das plantas. No
gel: 1 (primeiro pogo) - e o marcador DNA plus 1Kb ladder (invitrogem); 2 (segundo pogo) - controle
positivo (DNA plasmidial contendo gene nptll); 3 (terceiro poco) - Arabidopsis selvagen; 4 (quarto
poco) - planta transgénica 2; 5 (quinto pogo) - planta transgénica 5; 6 (sexto pogo) - planta transgénica
6; 7 (sétimo pogo) - planta transgénica 8. Gel corado com brometo de etidio. As bandas mostradas sdo
de 400 pb.



Uma vez confirmadas as plantas transgénicas estas estdo sendo cultivados em

casa de vegetacao (figura 10).

Figura 10. Exemplo de transformante.

5. Discussao

Plantas transgénicas sdo cultivadas comercialmente em aproximadamente 60
milhdes de hectares, o que corresponde a 1/5 de toda area cultivada no mundo. No entanto,
uma série de questdes relacionadas com a biosseguranga de plantas transgénicas tem sido
levantada recentemente. Para que a resisténcia a seca transferida para plantas ¢ necessario

responder a uma serie de questdes relacionadas a biosseguranca.



Resisténcia a seca € uma caracteristica extremamente importante e que pode
dar enormes contribui¢des sdcio-econdmicas se incorporada em variedades comerciais de
plantas de agricultura familiar como feijdo e feijao-de-corda. A EMBRAPA possui o gene
BiP que confere alta resisténcia a seca e este estd sendo introduzido nas culturas supra-
citadas. No entanto os mecanismos moleculares da agdo de BiP assim como eventuais
efeitos pleiotropicos advindos da super-expressao de BiP sdo desconhecidos. Por exemplo,
a super-expressao de BiP pode levar a indugdo de proteinas anti-nutricionais ou alteracao
de vias metabolicas importantes como no metabolismo de carboidratos. Estes efeitos
pleiotropicos podem ser avaliados através de experimentos de “microarrays”. Esta técnica
permite que a expressdo de todos os genes de um organismo sejam analisados
simultaneamente. No caso de arabidopsis, “chips” comerciais contendo todos os 27.000
genes estdo disponiveis, o que possibilita analisar o efeito da expressdo de um transgene
(ex. BiP) em todos os genes deste organismo. Para tanto, ¢ necessario a obtencao de plantas
transgénicas de arabidopsis super-expressando o gene BiP. Neste trabalho foram obtidos
nove transformantes independentes, que foram auto-polinizados e as sementes geradas
estdo sendo coletadas. Estas serdo germinadas e as plantulas serdo submetidas a regime de
privagdo de agua. Os transformantes mais resistentes serdo utilizados para os experimentos
de “microarrays”. Estes transformantes sdo a base para os estudos de “microarrays”
posteriores que permitirdo avaliar os possiveis efeitos pleiotropicos advindos da expressao
de BiP e portanto dardo uma importante contribui¢do para andlise de biosseguranca de
plantas transgénicas que podem dar enormes contribuigdes para o desenvolvimento do

semi-arido nordestino.

6. Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho estdo dentro do esperado (obtencdo de plantas
trasgénicas), o que promoveu a conclusdo da fase inicial do macro-projeto de resisténcia a
seca com satisfacao.

As plantas transformadas serdo submetidas ao estresse hidrico e utilizadas em
experimentos de “microarrays” onde sera analisado o perfil de expressdo génico das plantas
transgé€nicas super-expressando BiP e que possuem alta resisténcia a seca, alem dos

possiveis efeitos pleitropicos adivindos da super expressao de BiP .
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