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APRESENTACAO

O | Workshop de Interacdo Molecular Planta-Pragas € um evento promovido pelos
membros do Laboratorio de Interacdo Molecular Planta-Pragas, localizado na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, sob a coordenacdo da pesquisadora Maria Fatima
Grossi-de-Sa.

A realizacao do evento, aberto a comunidade cientifica em geral, tem como objetivo
especifico a apresentacao dos projetos de pesquisa em desenvolvimento no Laboratorio,
proporcionando a interacdo da equipe (pesquisadores, estudantes de graduacéo e pos-
graduacdo) e convidados especiais (parcerias) através da discussédo de resultados
experimentais, levantamento de perspectivas e estabelecimentos de novas parcerias.

Os resultados dos dois principais projetos do Laboratoério: Estratégias moleculares
aplicadas a prospeccéo de genes visando o controle de insetos-praga e Estratégias
moleculares aplicadas a prospeccao de genes envolvidos com resisténcia de plantas ao
parasitismo de fitonematdides estdo organizados na forma de 31 resumos expandidos,
apresentados oralmente pelos responsaveis, de forma a estimular a realizacdo de debates.

Este evento também marca o momento da divulgacédo da homepage do Laboratorio
(http://lwww.cenargen.embrapa.br/laboratorios/LIMPP) onde podem ser encontradas
informacdes detalhadas sobre a composicdo da equipe e as linhas de pesquisa em
desenvolvimento.

Finalmente, gostariamos de parabenizar e agradecer todos os participantes deste
Workshop. Em especial, agradecer a comissao organizadora pelo trabalho realizado e a
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, a Universidade de Brasilia, a Universidade
Catolica de Brasilia, a Univeridade Federal do Rio Grande do Sul, a CAPES, ao CNPq, a
FACUAL e FIALGO pelo apoio recebido.






PROGRAMA

| WORKSHOP DE INTERACAO PLANTA- PRAGAS

13 e 14 de Dezembro de 2004
Auditério Central
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Segunda-feira, 13 de Dezembro de 2004

8:30-9:00 Abertura

9:00 —9:30 — Projetos desenvolvidos no Laboratorio de Interacdo Molecular Planta-Pragas.
Dr. Maria Fatima Grossi de S4 — Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

SESSAO | - INIBIDORES DE ENZIMAS HIDROLITICAS E SUAS APLICA(;OES NO
CONTROLE DE PRAGAS
Coordenador: Maria Fatima Grossi de Sa

9:30 -10:00 - Evolucao molecular in vitro de inibidores de a-amilases: Especificidade de
interacéo e aplicacao no controle de pragas de importancia econdmica - Maria Cristina
Mattar da Silva — Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Resumo 01

10:00-10:30 - Inibidores de a-amilases e suas aplicacdes no controle da broca-do-cafée
(Hypothenemus hampei) - Railene de Azevedo Pereira - Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia/UnB. Resumo 02

10:30-10:45 — Intervalo

10:45-11:15 - Inibidores de a-amilases e seu potencial no controle do bicudo do algodoeiro
(Anthonomus grandis) - Simoni Campos Dias - Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia/UnB. Resumo 03

11:15-11:45 - Purificacdo e caracterizacdo de trés diferentes inibidores de o-amilase
extraidos de sementes de baru (D. alata), com atividade contra enzimas digestivas de
insetos-praga - Octavio Luiz Franco - Universidade Catolica de Brasilia. Resumo 05
11:45-12:15 - Clonagem, expressao e purificacdo de uma proteinase serinica ativa de
Zabrotes subfasciatus (Coleoptera:Bruchidae) em E. coli - Claudio Pican¢co Magalhéaes -
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Resumo 04

SESSAQ Il - PROTEINAS ENTOMOTOXICAS APLICADAS NO CONTROLE DE
PRAGAS

Coordenador: Maria Cristina Mattar da Silva

14:00-14:30 - Laboratério de Biologia Molecular de Insetos da Embrapa Algodéo - Wagner
Lucena - Embrapa-Algod&do. Resumo 10

14:30-15:00 — Isolamento de genes de Bacillus thuringiensis com potencial uso no controle
das pragas do algodoeiro — Maria Fatima Grossi de S4 — Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia. Resumo 08

15:00-15:30 - Selecéo de toxinas Cry com alta especificidade e toxicidade contra o bicudo
do algodoeiro (Anthonomus grandis) e lagarta do cartucho do milho (Spodoptera frugiperda)
- Edson Luiz Z. Figueira - Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Resumo 09
15:30-16:00 - Clonagem do gene cry8Ga de Bacillus thuringiensis e constru¢cdo de um
gene sintético para expressado em plantas de algodao - Jodo Aguiar Nogueira Batista
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Resumo 11

16:00-16:20 — Intervalo



16:20-16:50 - Caracterizacdo do gene da Cholesterol Oxidase com vista ao controle do
bicudo do algodéo via transgenia - Eugen Gander - Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Resumo 07

16:50-17:20 - Jaburetox-2ec: peptideo recombinante derivado de urease de Canavalia
ensiformis com atividade bioinseticida - Fernanda Mulinari - Universidade Federal do
Rio Grande de Sul/Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Resumo 13

Terca-feira, 14 de Dezembro de 2004
SESSAOQ Il - ESTRATEGIAS MOLECULARES VISANDO O CONTROLE DE
NEMATOIDES

Coordenador: Osmundo Brilhante de Oliveira Neto

8:00-8:30 - Caracterizacao funcional de promotores do gene da proteina de conjugacéo a
ubiquitina da familia leubc4 de soja e algodéao - Anténio Américo B. Viana - Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. Resumo 16

8:30-9:00 - Genbmica funcional aplicada no controle de parasitismo do nematoide formador
de galhas Meloidogyne incognita - Rodrigo da Rocha Fragoso - Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia/UnB. Resumo 18

9:00-9:30 - Selecao de anticorpos especificos a proteinas de secrecdo do nematoide de

galha de raiz (Meloidogyne incognita) - Liziane Maria Lima - Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia/UnB. Resumo 22

9:30-10:00 - Isolamento e caracterizacdo de cDNAs de proteinases serinica e aspartica do
nematoide formador de galhas Meloidogyne incognita - Rodrigo da Rocha Fragoso -
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia/UnB. Resumo 17

10:00-10:20 - Intervalo

10:20-10:50 - Utilizacdo de propeptideos como fatores de inibicdo de proteinases de
fitonematoides - Francine Barbosa Silva — Universidade Catolica de Brasilia. Resumo
19

10:50-11:20 - O propeptideo de cisteina-proteinase influencia o desenvolvimento do
nematoide de cisto da soja, Heterodera glycines - Brener B. Marra - Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia/Unb. Resumo 21

11:20-11:50 - Expresséao diferencial de proteinas de Coffea canephora infectados com o
nematoide endoparasita Meloidogyne spp - Angela Mehta - Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia. Resumo 23

11:50-12:20 - Efeitos de extratos de sementes de plantas antagonistas sobre a mortalidade
de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita - Thales Lima Rocha - Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. Resumo 24

SESSAO IV - TRANSFORMACAO DE PLANTAS COM GENES DE CONTROLE A
PRAGAS

Coordenador: Edson Luiz Zangrando Figueira

14:30-15:00 - Aplicacéo das técnicas de cultivo de tecidos na transformacao genética do
algodoeiro - Marcia S. Vidal - Embrapa Algodao. Resumo 26

15:00-15:30 - Transformacéao de plantas de algodoeiro via tubo polinico visando o controle
do bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis) - Osmundo Brilhante de Oliveira Neto -
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Resumo 27

15:30:15:50 - Intervalo

15:50- 16:20 - Estudos da regeneracao de plantas de algodao via embriogénese somatica
- Norma Santos Paes - Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Resumo 28
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16:20-16:50 - Obtencao de plantas Coffea arabica geneticamente modificadas com gene
para inibicdo da broca - Erika V. S. Barros - Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Resumo 29

16:50 - Encerramento.
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RESUMO

As plantas, principalmente leguminosas e cereais, sdo susceptiveis a ataques de
bruguideos e outros insetos, que séo capazes de infestar sementes e outros tecidos vegetais,
apesar da presenca de compostos de defesa. O botéo floral do algodoeiro possui gréos de
amido que séo alvos do ataque do bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis), o que
explica a alta atividade amilolitica existente no intestino de larvas e insetos adultos. Os
inibidores de o-amilases (0tAls) ocorrem em muitas plantas como parte do mecanismo de
defesa natural e constituem excelentes ferramentas para a construcdo de plantas
geneticamente modificadas resistentes a insetos. As isoformas oAl-1 e atAl-2 presentes
em Phaseolus vulgaris estdo bem caracterizadas e apresentam interessante especificidade
em relacdo a insetos e mamiferos. Os genes que codificam para os inibidores alAl-1 e alAl-
2 foram fragmentados e submetidos a recombinacéo pela técnica de DNA Shuffling , gerando
uma grande populacéo de mutantes. O produto do DNA Shuffling, combinado com a técnica
de Phage Display, gerou uma biblioteca combinatéria contendo 107 transformantes
expressando mutantes de inibidores de o-amilases na superficie de fagos. Esta biblioteca
€ util para selecionar genes inibidores com atividade nova ou potencializada contra pragas
de importancia para a agricultura. Os resultados apresentados referem-se a selecéo de
genes mutantes com afinidade para as enzimas ZSA e AGA. A partir de imunoensaios e
analises das sequéncias primarias de varios clones recombinantes foi possivel selecionar
13 genes mutantes apresentando afinidade para ZSA e 23 para AGA. As sequiéncias obtidas
foram submetidas a estudos de estrutura tridimensional e 0s genes mutantes serdo
subclonados para expresséo de proteinas ativas em quantidade suficiente para realizacao
de bioensaios e estudos de especificidade contra praga de interesse econémico para
agricultura.

INTRODUCAO

As o-amilases sao as enzimas digestivas mais importantes de muitos insetos que se
alimentam exclusivamente de produtos da clivagem de amido, durante a fase larval e/ou
quando adultos. Aampla caracteriza¢ao bioquimica, molecular e estrutural desta classe de
enzimas (Quian et al., 1993, Grossi-de-Sa e Chrispeels,1997 e Strobl et al., 1998) isoladas
e/ou formando complexos com moléculas inibidoras (Bompard-Gilles et al., 1996; Silva et
al., 2000; Franco et al., 2002; Silva et al., 2004) é necessaria para o0 progresso de programas
cientificos que utilizam compostos enddgenos e técnicas de engenharia genética para gerar
plantas resistentes a pragas de impacto econdmico para a agricultura.

Os inibidores de o-amilases (0tAls) sdo encontrados em abundancia em cereais e
legumes (revisao de Franco et al., 2002 para referéncias) e fazem parte de uma familia de
proteinas de defesa de muitas plantas. Os inibidores tipo lectina, presentes em feijdo comum
(P. vulgaris) tem sido alvo de muitos estudos por apresentarem efeitos toxicos para varios
insetos (Ishimoto e Kitamura, 1989; Huesing et al., 1991; Ishimoto e Chrispeels, 1996; Grossi-
de-S4 et al., 1997). As isoformas 0Al-1 e 0Al-2 presentes em P. vulgaris apresentam
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interessante especificidade em relacéo a insetos e mamiferos. O olAl-1 encontrado na maioria
das variedades cultivadas inibe o-amilases de mamiferos, tais como, a a-amilase pancreatica
de porco (PPA) e dos insetos Calossobruchus chinensis, C. maculatus e Bruchus pisorium
(caruncho da ervilha), mas nao inibe a oi-amilase do caruncho do feijao mexicano, Zabrotes
subfasciatus (ZSA), que representa uma importante praga de armazenamento de feijao
comum (Grossi-de-Sa et al.,1997). A outra isoforma, o 0lAl-2 é encontrado em feijao ndo
domesticado e possui 78% de identidade de aminoacidos com o 0Al-1, porém inibe
unicamente a ZSA (Ishimoto e Kitamura, 1992, 1993; Suzuki et al., 1993; Grossi-de-Sa e
Chrispeels, 1997; Grossi-de-Sa et al., 1997). As analises de mutantes destes inibidores,
construidos por técnicas de mutagénese sitio dirigida, (Mirkow et al., 1995; Grossi-de-Sa et
al.,1997; Silva et al., 2004) foram importantes para confirmar o envolvimento de certas
regides na interacdo enzima-inibidor, no entanto, indicaram a necessidade de se determinar
outros parametros para elucidar a questao de especificidade.

Altos niveis de atividade amilasica foram detectados no intestino de bicudo do
algodoeiro (Anthonomus grandis), no estagio larval e no inseto adulto (Oliveira-Neto et al.
2003). Em botdes florais jovens do algodoeiro, o estagio mais atacado pelo bicudo para
alimentacéo e oviposicao, foi detectado a presenca de amido. Também foram observadas
grandes quantidades de gréos de amido, principalmente nos gréos de poélen e évulos. Assim,
a utilizacao de inibidores de a-amilases, efetivos contra o bicudo do algodoeiro, pode ser
uma estratégia promissora para o controle deste inseto.

Os avancos da biologia molecular tém possibilitado a aplicacdo de metodologias
gue visam dirigir artificialmente a evolugcdo molecular em funcdo de objetivos pré-
determinados. Os genes que codificam para os inibidores olAl-1 e 0lAl-2, foram fragmentados
e recombinados pela técnica de DNA shuffling (Stemmer et al.; Zhao et al., 1997) e uma
populacéo diversa de genes mutantes de inibidores de a-amilases foi obtida. O produto do
DNA shuffling foi clonado em fagomideo e a constru¢do usada para gerar uma biblioteca
combinatéria contendo 107 variantes de aAls expressando na superficie de fagos (Phage
Display). Esta biblioteca pode ser usada para a selecdo de genes com funcgdao inibitéria
nova ou potencializada em enzimas que participam da via de liberacéo de carboidratos. Os
resultados apresentados aqui se referem a selecao de inibidores mutantes com afinidade
para as o-amilases das larvas dos insetos Z. subfasciatus (ZSA) e A. grandis (AGA). A
realizacdo de bioensaios possibilitara indicar genes especificos que codificam para inibidores
mutantes potencializados para a atividade contra ZSA e AGA, entre outras pragas.
Finalmente, estes genes seréo utilizados na obtengéo de plantas geneticamente modificadas,
visando a resisténcia ao ataque de bruquideos e do bicudo do algodoiero.

MATERIAL E METODOS
DNA shuffling usando os inibidores olAl-1 e atAl-2

Para aplicacdo de DNA shuffling foi adaptado o protocolo de Stemmer (1994) e Zhao
e Arnold (1997). Os genes 0Al-1 e 0tAl-2 foram misturados (1:1) e randomicante
fragmentados usando a enzima DNase | (1,5 U/mL, 10min, 15°C). Os fragmentos foram
recombinados através de varios ciclos de PCR sem adi¢do de oligonucleotideos. A
recombinacdo ocorreu durante a etapa de extensdo, quando novos nucleotideos sao
adicionados aos duplexes compostos de fragmentos dos dois genes. Apos a adicéo de
oligos especificos e novos ciclos de PCR (contendo a extenséo expandida), recuperou-se
uma populagéo contendo genes recombinados em tamanho correspondente aos originais.
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Biblioteca combinatéria de mutantes olAls.

A construcéo da biblioteca foi baseada no protocolo de Barbas et al., 2001. O produto
de recombinacéo do shuffling foi digerido com a enzima Sfi | e inserido no fagomideo
pComb3X (Figure 2). Esta construcao serviu para transformar células de E. coli XL-1 Blue
usadas para infectar fagos que passaram a expressar 0s mutantes em sua superficie.

Uso da biblitoteca para a selecdo de genes mutantes de oAls com afinidade para as o-
amilases dos insetos.

O protocolo para selecéo de fagos especificos foi adaptado de Barbas et al., 2001.
Utilizou-se 20 pg/poco de extrato protéico do intestino das larvas dos insetos Z. subfasciatus
e de A. grandis. Os fagos especificos foram eluidos com tampé&o acido (0.1M glicine-HCI
pH 2.2) e imediatamente neutralizados com solucéaoTris-base 2M. O enriquecimento de
fagos especificos foi monitorado através de titulacéo de colonias.

Ao término de cinco ciclos de selecao para as ZSA e AGA a populacao de fagos
recuperados de cada ciclo foi submetida ao teste “Fago-Elisa” (Barbas et al., 2001) para
acompanhamento do sucesso do experimento.

Inducéo das proteinas recombinantes

O precipitado de bactéria dos ciclos escolhidos a partir dos dados de contagem de
colonias e de teste de Elisa foi utilizado para preparagcéo de DNA plasmidial. Este material,
representando um “pool” de clones de mutantes de atAlS foi usado para transformacéao de
células de E. coli TOP10 F". As coldnias isoladas foram testadas por PCR para verificar a
integridade dos genes e entéo, 96 clones foram submetidos a inducao da proteina usandol
mM de IPTG. Os sobrenadantes dos cultivos de indugéo (5pl/clone) foram aplicados em
imuno-dots usando anticorpo anti-hemaglutinina para identificar clones expressando
proteinas recombinantes.

Andlises de sequéncias

Os clones expressando proteinas recombinantes foram usados para transformacao
de bactéria XL-1 Blue e a preparacéo de DNA foi submetida ao sequenciamento automatico.
O programa ClustalW foi aplicado para obter o alinhamento das sequiéncias. Os estudos
comparativos com as sequéncias originais dos 0lAl-1 e 0lAl-2 permitiram identificar o tipo
de recombinacao ocorrida em cada clone.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fragmentos resultantes da digestao da mistura dos genes olAl-1 and atAl-2 usando
DNase | e a populacdo de recombinantes (banda de 660pb) aplicada na construcao da
biblioteca de fagos esta mostrada na figural.

19



Sfil

digest
B Als
- “shuffled” —]
- - (660bp) Clone into
— i pComb3XSS
— vector
His-tag HA tag amber
ompseq codon
lacZ >

_._.J; _ I [Genelll |
SD

4_
Sﬁ I Sﬁ I gback tI'p

Figura 1. Gel de agarose (2%) mostrando resultado do DNA shuffling para os genes alAl-1 and cAl-2. Colunas: 1,
marcador 100bp; 2, mistura 1:1 de oAls (10 pg total) apds 10 min de digestdo com DNase |; 3, Inicio da etapa de
recombinacdo dos fragmentos digeridos, usando PCR sem adicéo de oligos e 4, produto de PCR com adi¢do de oligos
especificos mostrando o produto de recombinagéo no tamanho correspondente ao genes originais. O esquemailustra
0 vetor construido para obtencdo da biblioteca.

A biblioteca contendo 3,4 x 107 col6nias (cfu/ml) por 2ml foi utilizada para identificar
mutantes de aAls apresentando afinidade para ZSA e AGA. O DNA do segundo e quinto
ciclos da selecéo contra ZSA e do segundo ciclo da sele¢ao contra AGA foram usados
para transformacgdo de bactérias. Os resultados dos imunodots (figura 2) mostraram a
expressao de 38 e 36 clones da sele¢céo contra ZSA e AGA, respectivamente. Estes clones
foram analisados por PCR e agueles que apresentaram a banda de 660pb (tamanho original
do gene) foram usados para transformar bactéria XL-1Blue. Suas sequéncias primarias
foram obtidas por sequénciamento automatico. As analises das sequéncias dos clones
recombinantes, em comparagcdo com as sequéncias dos genes oAl-1 e oAl-2 originais,
mostraram 13 mutantes da selecdo contra ZSA e 23 mutantes da selecdo para AGA (figura
3) apresentando diferentes padrdes de recombinacéo.

12 3 456 7 8 9101112 12 3 456 7 8 9101112

TR HEUYOQW >
o
T QM EYQW

Figura 2A: Imunodots usando anticorpo anti-HA dos clones que apresentaram afinidade por ZSA. Colunas
de 1 a 6 referem-se a transformantes do segundo ciclo e colunas de 7 a 12 referem-se a transformantes do
quinto ciclo da selecdo. Posi¢des 5H e 6H (foto da esquerda) representam controles positivos e negativos,

respectivamente. 12 3 456 7 8 9101112
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Figura 2B: Imunodots usando anticorpo anti-HA dos clones que apresentaram afinidade por AGA.
Posicdes H9 e H12 representam controles negativos e positivos, respectivamente.
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Figura 3: llustracdo mostrando o perfil de recombinacdo dos mutantes obtidos da selecdo contra ZSA (a
esquerda) e AGA (a direita). Os retangulos em laranja e azul representam seqtiéncias do 0(Al-1 e 0s
retangulos em verde e vermelho referem-se a sequéncias do 0Al-2.

PERSPECTIVAS

Os resultados permitem a validagdo da estratégia de utilizacdo da biblioteca
combinatoria para a sele¢cdo de mutantes mostrando afinidade por o-amilases especificas.

Os genes mutantes selecionados serao inseridos em vetor de expressao em planta
para a producéo de proteinas recombinantes ativas em quantidade para realizacdo de testes
de atividade in vitro e in vivo, visando identificar genes mais ativos e especificos contra
pragas de impacto econémico para agricultura. Os genes novos ou melhorados seréo entéo,
utilizados na obtencé&o de plantas resistentes a insetos-alvo, que € um dos principais objetivos
do grupo de interacdo molecular planta-pragas da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

Em paralelo, as seqiiéncias recombinantes obtidas da selecao serdo estudadas por
técnicas de modelagem molecular para a identificagdo de aminoacidos essenciais envolvidos
na interacdo com enzimas especificas. Os resultados serdo importantes para elucidacao
de mecanismos envolvendo especificidade e para o desenho de inibidores especificos
para determinada praga.
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RESUMO

Brasil € o principal produtor e exportador de café do mundo. Das espécies cultivadas,
Coffea arabica e Coffea canephora (robusta) sdo as mais importantes economicamente,
sendo C. arabica responsavel por 70% da producao mundial, enquanto que o C. canephora
€ responsavel por apenas 25%. No Brasil 85% do café exportado e do tipo arabica, sendo
considerado um café de alta qualidade. Apenas em regides restritas cultiva-se o café robusta,
utilizado na producéo de café soluvel. A broca-do-café € a principal praga do cafeeiro no
Brasil, alcancando dimensdes epidémicas que afetam a quantidade e a qualidade dos graos.
Consideravel atencao tem sido dada aos problemas causados pela broca-do-café e
pesquisas vém sendo conduzidas baseadas nos mecanismos envolvidos na resisténcia de
plantas ao ataque do inseto-praga, em particular, no uso de compostos anti-metabdlicos,
tais como os inibidores de enzimas hidroliticas digestivas, amilases e proteinases, 0s quais
possuem um enorme potencial para serem incluidos dentro do programa de melhoramento
genético através da biotecnologia. Estudos recentes mostraram que um inibidor de o-
amilase, presente em acesso selvagem de Phaseolus coccineus inibiu totalmente a
atividade da o-amilase digestiva da broca-do-café. Baseado nesse dado e visando
desenvolver uma estratégica para o controle da broca, um gene (669 pb) que codifica um
inibidor de a-amilase de P. coccineus, denominado, atAl-Pc foi clonado. A sequiéncia de
aminoacidos apresentou 96% de identidade com o cAl-1 de P. vulgaris. O gene 0Al-Pc
sob o controle do promotor semente especifico da fitohemaglutinina foi inserido em planta
de fumo via Agrobacterium tumefasciens. A presenca da proteina recombinante em semente
de fumo transgénico foi confirmada através de andlises por PCR e Western blot e sua
expressao foi quantificada por testes ELISA, mostrando uma variagéo de 0,02 a 0,05 % de
proteina soluvel total. A atividade da proteina foi testada in vitro contra a-amilase da broca-
do-café mostrando inibir fortemente a atividade enzimatica. Bioensaios estdo sendo
desenvolvidos para estudar o efeito do inibidor sobre o desenvolvimento do inseto alvo.
Estes dados demonstraram o potencial biotecnoldgico do inibidor 0lAl-Pc na transformacao
de plantas de café visando a obtencao para ser utilizado conferindo resisténcia a broca-do-
cafe.

INTRODUCAO

As sementes sao importantes fontes de proteinas, carboidratos e lipideos,
propriedades estas que fazem com que as sementes sejam consideradas alimentos de
excepcional qualidade para uma multiplicidade de organismos, incluindo os seres humanos,
diferentes espécies de animais e invertebrados, particularmente os insetos. A perda na
producéo da agricultura mundial, devido ao ataque de pragas e patdégenos, chegam a 37%,
sendo 13% desta perda causado principalmente pelo ataque de insetos-praga (Gatehouse
et al., 1992). As plantas possuem um variado grau de resisténcia a insetos e por muitos
anos tem se estudado a biossintese e a regulacdo de compostos quimicos associadas
com estas defesas. Entre esses compostos estéo incluidas as proteinas como as quitinases,
as lectinas e os inibidores de enzimas digestivas (Ryan, 1990). Mesmo na presenca de
fatores de defesatdo variados, alguns insetos-praga, como os bruquideos, sdo capazes de
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infestar sementes de leguminosas. Questiona-se desta maneira, o porqué destas defesas
serem ineficientes a predacéo destes insetos. Em alguns casos, estes compostos estao
presentes em acessos selvagens em altos niveis, quando domesticados estes acessos
perdem ou reduzem a capacidade de sintetiza-los (Hilder et al., 1987). Outro fato importante
€ a co-evolucao dos insetos e plantas, explicada pela teoria de Erlich e Raven (1964), o
gual sugere que a producao e o acumulo de uma toxina pela planta sédo seguidos por uma
resposta do predador. As proteinas, com efeito inseticida devem ser ingeridas para tornarem-
se efetivas, e o sitio alvo de muita delas é o sistema digestivo do inseto. Mesmo assim,
algumas espécies de insetos tornam-se resistentes aos compostos de defesa presentes
na planta e rapidamente tornam-se dominantes, como observado com carunchos do feijao
e outros insetos pragas (Venugopal et al., 2000).

O manejo do controle de pragas de graos armazenados envolve, principalmente, as
boas condi¢cbes de armazenamento dos graos e o uso de agentes quimicos. Atualmente,
genes de diferentes origens e que conferem resisténcia a insetos podem ser introduzidos
em plantas de interesse econdmico para reduzir sua susceptibilidade. Atransferéncia génica
constitui um método alternativo para o controle de pragas e doencas, com vantagem adicional
em termos de custos, bem-estar ambiental e da saude humana. Os inibidores de a-amilases
(ctAl) e de proteinases apresentam grande potencial por reduzirem ou impedirem a atividade
das enzimas digestivas dos insetos, causando-lhes desnutricdo, reducéo do desenvolvimento
larval e dependendo dos niveis de expressdo podem causar a morte. Em 1987, Hilder e
colaboradores obtiveram as primeiras plantas transgénicas de tabaco que expressavam
um gene de inibidor de proteinase serinica de Vigna unguiculata mostrando resisténcia ao
inseto Heliothis virescens, desde entdo, muitas outras plantas de interesse comercial foram
transformadas.

MATERIAIS E METODOS

Construcéo do Vetor

O DNA gendmico extraido de folhas jovens de P. coccineus foi utilizado como molde para a
amplificacdo do gene (0tAl-Pc) que codifica o inibidor de o-amilase. Devido a alta homologia
de sequéncias de aminoacidos entre os inibidores de feijao, foi utilizado oligonucleotideos
iniciadores especificos das extremidades 5’ e 3’ da sequiéncia génica do ctAl-1 de P.vulgaris.
O produto de PCR (669 pb) foi clonado no vetor PGEMt—easy (Promega). Em seguida,
novos oligonucleotideos foram construidos de forma a adicionar na extremidade 5’ do gene
olAl-Pc um sitio de restricéo para Bsm | e o peptideo sinal do inibidor atAl-1 e na extremidade
3’ um sitio de restricdo para Xba | e codon de terminacgéo. O produto de PCR (750 pb) foi
clonado no vetor pTA-2 (Grossi-de-Sa et al., 1997) contendo o promotor semente especifico
da fitohemaglutinina, PHA-L (550 pb). Finalmente, o fragmento de DNA (1300 pb), digerido
com Hind Ill e EcoR I, foi clonado no vetor para transformacéo de planta pCAMBIA 1390
contendo o termindor da Nopalina Sintase .

Transformacé&o de tabaco

O vetor pPCAMBIA 1390/aAl-Pc foi introduzido em plantas de fumo (Nicotiana tabacum) via
Agrobacterium tumefasciens EHA 105. Explante foliar foram transformados utilizando o
método descrito por Horsh et al (1985), com algumas modificagcdes.

Extracao Protéica
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A proteina recombinante foi extraida de sementes (250 mg) de fumo transgénico, utilizando
o metodo descrito por Grossi de Sa et al (1997). A concentracdo de proteina foi determinada
de acordo com Bradford (1976).

Analises Imunoldgicas

Utilizando extrato protéico de sementes de fumo, eletroforese em gel de poliacrilamida em
condi¢cbes desnaturantes (SDS-PAGE), 13%, foi realizado como descrito por Shagger e
von Jagon (1987). A presenca da proteina olAl-Pc foi identificada por Western blot (Sambrook
etal., 1989). Anticorpo policlonal de soro de coelho contra cAl-1 (Grossi-de-Sa et al., 1997)
foi utilizado, seguido do anticorpo secundario goat anti IgG conjugada a peroxidase (Bio-
Rad). Para quantificar a expresséao da proteina recombinante foi utilizado o método ELISA
(Ausubel et al., 1989), microplacas foram sensibilizadas com 100 ug de proteinas total.
Anticorpo policlonal de soro de coelho contra aAl-1 foi utilizado como anticorpo primario e
goat anti IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina como anticorpo secundario. Como
substrato foi utilizado o p-nitrofenil fosfato (Sigma). Uma curva com concentragdes definidas
da proteina purificada extraida do gel SDS-PAGE foi utilizada como padréo.

Atividade Inibitoria da Proteina Recombinante

A atividade da proteina recombinante contra a o-amilase da broca-do-café foi medida
utilizando o método de DNS (dinitrosalicylic acid) adaptado por Bernfeld (1955). O ensaio
contem 1 unidade da atividade da a-amilase do extrato total da broca-do-café e 200 ug de
proteina do extrato total de sementes de fumo. Areac&o ocorreu por 20 min a 37 °C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene oAl-Pc com 669 pb clonado do acesso selvagem de P. coccineus codifica
um inibidor de a-amilase com 223 aminoacidos. O valor estimado do pl desta proteina
madura é de 5.02 e uma massa molecular (Mw) de 24.8 kDa. A seqiiéncia de aminoacidos
possui alta identidade com os inibidores de o-amilase de P. vulgaris, apresentando 96%
de identidade com inibidor 0tAl-1 e 74% com o 0lAl-2, ja bastante estudados. Este gene
sobre o controle do promotor semente especifico da fitohemaglutinina foi introduzido em
tabaco via Agrobacterium. O processo de transformacao resultou em 14 transformantes
onde a presenca do gene foi inicialmente confirmada pela amplificagdo por PCR.. Western
blot (figura 1) utilizando extrato protéico das sementes dos transformantes mostrou varios
polipeptideos, os quais foram sintetizados e processados com massa molecular de
aproximadamente 10 a 19 kDa. Esta variagao é provavelmente o resultado dos diferentes
niveis de glicosilacao que ocorre naturalmente com os ctAls encontrados em feijdo comum,
0S quais sao processados a partir de uma pro-proteina precursora de 35 kDa (Moreno e
Chrispeels, 1986). Este processo € essencial para a atividade bioldgica da proteina (Pueyo
et al., 1993). O nivel de expressao da proteina recombinante foi quantificado através de
teste ELISA (figura 2) mostrando uma variagdo de 0,02 a 0,05 % de proteina soluvel. Esta
expressao € muita baixa quando comparada a expresséao do inibidor o-Al em sementes de
plantas de fumo (Altabella e Chrispeels, 1990), feijao (Ishimoto et al., 1996) e de ervilhas
(Schroeder et al., 1995; Morton et al., 2000) variando de 0.08 a 3%, sendo quantificado por
métodos indiretos. A atividade da proteina (figura 3) foi testada in vitro contra a a-amilase
da broca-do-café. A proteina presente em todos os transformantes, embora expressa em
baixa quantidade, inibiu fortemente a atividade da enzima digestiva. Os resultados aqui
obtidos mostraram que a proteina recombinante foi expressa e processada com atividade
nas sementes de tabaco.
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Figura 1: Andlise da proteina recombinante OtAl-Pc por Western Blot em extrato protéico de semente de

fumo. M - marcador de peso molecular; 0lAl-1- controle positivo; 1A, 2B, 5A, 8E - transformantes; NT —
controle negativo.
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Figura 2: Expresséo da proteina OLAI-Pc em extrato protéico de sementes de fumo analisada por ELISA.
100 mg de proteina soluvel de semente dos transformantes (1A, 1L, 1M, 2, 2B, 2C, 2J, 3, 4, 5A, 6C, 8E, 8F,

8l) foram ensaiadas utilizando anticorpo policlonal de soro de coelho contra OLAI-1.
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Figura 3: Atividade inibitéria da proteina O0LAl-Pc expressa em extrato protéico de semente de fumo contra
amilase da broca-do-café (H. hampei). Transformantes (parental: 1A, 1L, 1M, 2, 2B, 2C, 2J, 3, 4, 5A, 6C, 7A,
8C, 8E, 8F, 81 e progéne: 8E(F1)) e Nao transformantes (NT)
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PERSPECTIVAS

Os inibidores de a-amilases tém sido propostos como um dos principais fatores de
defesa das plantas contra bruquideos. A utilizacdo de genes que codificam inibidores de
enzimas digestivas para a obtenc&o de plantas resistentes contra o ataque de inseto € uma
estratégica bastante promissora, que vem sendo incluida nos programas de melhoramento
genético de plantas. Com o sucesso dos resultados alcancados, espera-se obter plantas
de café transgénicos e expressando o inibidor alAl-Pc com resisténcia a broca-do-café. Os
proximos passos serdo dados a transformacéo de plantas de café (C. canephora e C.
arabica) com este gene, utilizando os protocolos de transformacéo via Agrobacterium e
Bombardeamento, ja estabelecidos no Laboratério de Transformacdo Genética de Plantas
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnoldgicos.
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03 - INIBIDORES DE a-AMILASES E SEU POTENCIAL NO CONTROLE DO BICUDO
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'EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia; 2Universidade de Brasilia, Departamento
de Biologia Celular; 3*Universidade Catolica de Brasilia.
RESUMO

Os inibidores de a-amilases sao proteinas amplamente distribuidos em plantas que
tém despertado grande interesse devido ao potencial que apresentam interferindo nos
processos digestivos de insetos-praga. Um novo gene para inibidor de a-amilase (BlII) foi
isolado a partir de centeio (Secale cereale). Este inibidor possui 354 nucleotideos e codifica
para uma proteina de 118 aminoacidos. Um fragmento de 313 pb deste gene foi expresso
em Escherichia coli e a proteina recombinante mostrou atividade contra as ai-amilases de
larvas de A. grandis e de outras importantes insetos-praga. Resultados do bioensaio
utilizando a proteina recombinante, adicionada na dieta em quatro diferentes concentracdes
(0.05, 0.2, 0.48 e 0.89%) mostraram uma reducédo do peso dos insetos, além de uma
significativa mortalidade larval na concentracdo maia elevada da proteina. Paralelamente,
0 gene sobre o controle do promotor da fitohemaglutina foi introduzido em plantas de tabaco
via Agrobacterium tumefasciensis. A expressao da proteina heteréloga foi detectada em
sementes por métodos imunoldgicos e ensaios in vitro demonstrando atividade contra as
a-amilases do intestino do bicudo do algodoeiro. Os resultados obtidos sugerem que este
inibidor representa um grande potencial de uso na obtencdo de plantas de algodao
transgénico visando o controle do bicudo do algodoeiro.

INTRODUCAO

As a-amilases sdo enzimas monomeéricas que catalisam a hidrdlise de ligacdes
glicosidicas o-1,4 do amido, glicogénio e outros carboidratos. Essas enzimas sao essenciais
ao crescimento e ao desenvolvimento de muitos insetos, especialmente daqueles que vivem
em sementes e graos ricos em amido (Oliveira Neto et al., 2003).

Os inibidores de a- amilase séo encontrados em microrganismos, plantas e animais.
podendo inibir a-amilase de mamiferos e de insetos em plantas sédo encontradas
principalmente em gramineas como trigo, sorgo, cevada, arroz, como também em
leguminosas como o feijao (Franco et al, 2002). Aimportancia que os inibidores de enzimas
digestivas possuem na degradacao de moléculas e na interferéncia no processo digestivo
dos insetos tem sido vastamente documentado (Jongsma e Bolter, 1997). InUmeros sé&o 0s
relatos de genes expressando proteinas com atividade inseticida contra oi-amilases, sendo
gue alguns destes genes ja foram introduzidos em plantas de interesse agronémico
mostrando resultados promissores no controle de insetos-praga (Morton et al.,2000).

O Anthonomus grandis, conhecido como bicudo do algodoeiro, € uma das pragas
mais importantes da cultura do algodao. Todas as fases da vida do bicudo ocorrem no
interior do bot&o floral ou da maca. Estes locais servem como fonte de alimento e protecao
ao inseto. A principal forma de controle desta praga tem sido feita pela utilizacéo de produtos
guimicos, cuja aplicacao exige um grande investimento. Esses agrotoxicos, além de caros,
causam danos ao meio ambiente e a saude humana (Francga, 1993).

Em 2000 um novo inibidor denominado BIlI foi isolado de sementes de centeio
(Secale cereale) e sua estrutura primaria parcialmente elucidada através de estudos de
espectrometria de massa, determinacao e comparacéo da sequéncia amino terminal (lulek
et al, 2000). Ensaios de atividade inibitéria in vitro detectaram atividade deste inibidor contra
as o-amilases de insetos bruquideos (lulek et al., 2000). Posteriormente, também foi
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observado que este inibidor era capaz de inibir 90% das o-amilases existentes no intestino
de larvas de A. grandis (Oliveira-Neto et al., 2003).

O presente trabalho mostra a clonagem do inibidor Blll e a sua expressao em células
de E.coli e plantas de fumo, onde foi demonstrada a eficiéncia da proteina recombinante
contra larvas do bicudo do algodoeiro

MATERIAL E METODOS
Clonagem do gene BllI

Para a amplificacdo do fragmento génico de 311 pares de bases que codifica o
inibidor BIlI utilizou-se a técnica de PCR. Os dois oligos nucleotideos iniciadores utilizados
foram desenhados em base no alinhamento de sequiéncias que apresentavam homologia
com a sequéncia parcial do inibidor Blll obtidos por sequenciamento do N-terminal (lulek et
al, 2000). Para obter a regido 3‘do gene foram utilizados dois oligos nucleotideos iniciadores
especificos e um oligo nucleotideo degenerado baseado nas sequéncias 3’ consenso de
outros inibidores a-amilase/tripsina, resultando em um fragmento de 187 pb.

Expressao heterdloga em E. coli e plantas de tabaco

Foi utilizado o vetor pET102D-TOPQ? (Invitrogen) e células BL 21(DE3)pRYL foram
transformadas por choque térmico para expressar o gene Blll em bactérias. Apos purificacao,
a proteina recombinante foi utilizada para ensaios de inibicdo in vitro e in vitro. Para
expressao em tabaco foi utilizado o vetor binario pCAMBIA onde o gene foi colocado sob o
controle do promotor semente especifico (fitohemaglutinina) utilizando a cepa
GV3101PMP90 de Agrobacterium tumefasciens A transformacao de tabaco foi feita
utilizando discos foliares foi feita segundo o método descrito por Silva et al. (2004).

Ensaios de atividade in vitro e in vivo

A atividade da proteina recombinante contra o-amilases do intestino de bicudo foi
feita utilizando os métodos DNS e iodométrico. Ensaios contra proteinases de Spodoptera
frugiperda, A. grandis, tripsina e quimiotripsina bovina e proteinases de Streptommyces
foram realizadas segundo método de Kakade et al. 1969. O bioensaio foi feito segundo
Dias et al. (2000), por meio da incorporacdo de quatro concentracdes de proteina
recombinante (0.05%, 0.2, 0.45% e 0.89%, w/v) na dieta artificial de bicudo. Foram
analisados a porcentagem de mortalidade larval e parametros bioldgicos do inseto
alimentado com a dieta como fecundidade, peso e tamanho dos adultos.

Quantificacdo da proteina recombinante em sementes de fumo

O nivel de expressao obtido nas sementes de tabaco foi detectado pelo método de
ELISA, segundo Deutcher, (1990) utilizando como anticorpo primario, o anticorpo policlonal
produzido em camundongo contra a proteina expressa em E. coli, conforme descrito
anteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene para o inibidor BllI foi isolado utilizando a técnica de amplificacdo de PCR a
partir de DNA extraido das folhas de centeio. A sua seqiéncia N-terminal da proteina deduzida
mostrou homologia com a obtida por lulek et al.(2000), confirmando ser o mesmo inibidor
descrito anteriormente. O gene possui 354 pb e codifica para uma proteina de 118
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aminoacidos. A massa molecular predita € de 11.50 kDa com um pl estimado de 5.30. A
sequéncia de aminoacidos quando comparada com outros inibidores mostrou 91% a 88%
de identidade com inibidores o-amilases/tripsina, isoladas de centeio denominadas de
CM proteinas. Estas proteinas foram anteriormente isoladas de trigo e cevada (Barber et
al., 1986, Garcia-Maroto et al., 1990), entretanto o inibidor BllI foi o primeiro membro deste
grupo, isolado de centeio.

Um fragmento de 311 pares de bases deste gene foi expresso em células de E.coli
como uma proteina de 27,5 kDa (figura 1A). A proteina recombinante foi expressa apoés 2, 4
e 6 horas de indug¢éo com 0,5 mM de IPTG a 37°C e posteriormente purificada em coluna
de afinidade de niquel (figura 1B). Ensaios de inibi¢cao in vitro com proteinases serinicas de
diferentes fontes confirmaram os resultados da auséncia de inibi¢céo relatados por lulek et
al., 2000, apesar a sequéncia protéica apresentar homologia com os inibidores de dupla
funcdo. A auséncia da atividade inibitoria sobre proteinases deste inibidor pode ser explicada
pela falta dos residuos Arg 34 e Leu 35 presente no sitio ativo de proteinases, tipico de
inibidores bifuncionais (Lyons et al., 1987)
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Figura 1: (A) Analise a 12% de gel SDS PAGE de células de E. coli induzidas por 3 horas a 37°C. Poco 1:
Marcador molecular. Pogo 2: Extrato ndo induzido apds 3 horas. Pogo 3: Extrato induzido com 0.5 mM de
IPTG opbs o mesmo tempo. (B): Expresséo e purificagéo em E. coli. Po¢o 1: Marcador molecular. Poco 2:

Extrato soltvel. Poco 3: lavado com 10 mM de imidazol. Po¢o4: Lavado com 250 mM de imidazol

indices significativos de mortalidade (84%) foram observados quando larvas neonatas
se alimentaram da dieta contendo 0.89% (p/v) de proteina recombinante. Também foi
observada uma diminuicéo de 38,6% do peso dos insetos quando estes se alimentaram da
dieta contendo a mesma concentracdo de proteina entretanto ndo foram observadas
mudancas no tamanho, longevidade e fecundidade dos insetos. Ensaios imunoldgicos
realizados mostraram que o fragmento introduzido em plantas de fumo foi corretamente
processado nas sementes com um nivel de expressao que variou de 0,10 a 0,29%. Ensaios
de atividade inibitoria in vitro da proteina recombinante contra o-amilases de bicudo
revelaram atividade inibitoria entre 23 a 41%.

PERSPECTIVAS

A inibicdo de enzimas digestivas de insetos predadores é uma alternativa para a
protecao de plantas. Entretanto, como o espectro de inibicdo destas moléculas é amplo, a
busca de inibidores mais potentes e estudos interacdo molecular destes inibidores com as
enzimas do inseto podem contribuir para o entendimento de suas especificidades. Ensaios
de inibicédo in vitro e in vivo demonstraram o potencial do inibidor Blll impedindo o
desenvolvimento do bicudo do algodoeiro, abrindo perspectivas para sua utilizacdo em
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projetos visando a transformacéo de plantas de algoddo como uma das estratégias a ser
utilizada no controle deste inseto. Outra perspectiva € a utilizacdo das proteinas
recombinantes para o estudo de interacdo molecular entre inibidores e enzima, contribuindo
para uma melhor interpretacéo dos fatores de interacéo enzimatica e especificidade. Este
estudo poderia ser feito utilizando a técnica de mutagénese sitio dirigida onde seriam
conhecidos os dominios desta proteina ampliando os conhecimento acerca dos residuos e
sitios ativos envolvidos na intera¢cdo enzimatica.
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04 - CLONAGEM, EXPRESSAO E PURIFICACAO DE UMA PROTEINASE SERINICA
ATIVA DE Zabrotes subfasciatus (COLEOPTERA:BRUCHIDAE) EM E.coli
Magalhées, C. P.}; Souza, D. S. L.1?; Fragoso, R. R.*?; Franco, O. L.2 e Grossi-de-Sa, M.
F.!
'EMBRAPA — Recursos Genéticos e Biotecnologia; 2UnB - Universidade de Brasilia,
Departamento de Biologia Celular, ® Universidade Catdlica de Brasilia, UCB
RESUMO

InUmeras estratégias tém sido utilizadas para a reducao dos danos de insetos-pragas
em plantas, incluindo a producao de variedades resistentes, pela introdugcao de genes que
codificam as proteinas cry de Bacillus tunringiensis e os fatores antinutricionais. Porém, a
capacidade dos insetos de se sobrepor a essas estratégias, através da inativacao da
proteina toxica ou da expresséo de novas enzimas digestivas resistentes aos inibidores
proteoliticos, tem sido relatada. O inseto Zabrotes subfasciatus (Coleoptera:Bruchidae) o
gual ataca sementes do feijdo comum (Phaseolus vulgaris), feijdo de corda (Vigna
unguiculata) e ervilha (Pisum sativa) possui diferentes classes de proteinases no seu trato
digestivo e este fato pode explicar o porque deste inseto se alimentar de diferentes dietas.
O estudo das enzimas proteoliticas presentes neste inseto € fundamental na busca de
estratégias para o seu controle. O presente trabalho mostra pela primeira vez a clonagem
de um gene para uma serino proteinase de Z.subfasciatus e sua expressao em E.coli na
sua forma ativa. O gene inteiro de uma tripsina de Z.subfascitus (ZSTryp) foi obtido utilizando
técnicas de RT-PCR e 5'e 3’'RACE. O gene correspondendo a regido pro-madura da
proteina foi clonada no vetor pET 101, e inserida em célula de E.coli BL21(DE3). Aexpressao
foi induzida com IPTG 1mM. Apds purificacdo a proteina foi ativada em tampao oxidativo
por 24h, dializado e a enzima recombinante contendo 29kDa apresentou maior atividade
em pH 8.0. A atividade proteolitica foi inibida com o inibidor sintético PMSF, especifico de
proteinase serinicas.

INTRODUCAO

Insetos fitofatéfagos usam diferentes classes de enzimas proteoliticas para promover
a digestdao de diversos tipos de alimentos. O inseto Zabrotes subfasciatus
(Coleoptera:Bruchidae) o qual ataca sementes do feijdo comum (Phaseolus vulgaris), feijao
de corda (Vigna unguiculata) e ervilha (Pisum sativa) possui no seu trato digestivo diferentes
classes de proteinases (Silva et al. 2001) e este fato pode explicar a capacidade deste
inseto de se alimentar de diferentes dietas. Trabalhos mostram que os insetos alimentados
com dietas contendo inibidores de proteinases (PIl) produzem novas enzimas digestivas
insensiveis a acdo dos inibidores. A sintese de enzimas digestivas do tipo tripsina em
resposta a presenca de Pl foram observadas em Heliothis virescens e Spodoptera
frugiperda (Paulillo et al.,2000; Brito et al. 2001). Contudo, as proteinases serinicas de
coledpteros tém sido pouco caracterizadas e nenhuma estrutura cristalizada foi determinada.
Quando uma proteina heteréloga, especialmente proteinas complexas contendo multiplas
pontes dissulfeto, € expressa em E. coli, grande parte do produto de expressao se deposita
como corpos de inclusdo, na forma insoluvel e inativa. Apesar disso, muitas proteinas que
possuem pontes dissulfeto, incluindo proteinases serinicas ja foram corretamente ativadas,
atraves do uso de tampdes oxidantes (Hohenblum et al. 2004). A obtencéo da proteinase
serinica recombinante ativa de Z.subfasciatus sera util no estudo da atividade da enzima
frente a diferentes substratos e na andlise da interacdo molecular com os inibidores de
enzimas proteoliticas. Este artigo mostra pela primeira vez a clonagem de um gene que
codifica uma proteinase serinica de Z. subfasciatus e sua expressao em E.coli na sua forma
ativa.
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MATERIAL E METODOS

Clonagem do gene da proteinase serinica de z.subfasciatus

O cDNA de larvas de Z. subfasciatus foi utilizado como molde para uma reacao de PCR,
utilizando oligonucleotideos degenerados elaborados com base em sequéncias conservadas
de proteinases serinicas de insetos. O gene completo da proteinase serinica de
Z.subfasciatus (ZSTryp) foi obtido através de amplificacéo por PCR utilizando a técnica de
5e 3" RACE (PCR).

Expressao de ZSTryp em E.coli

O cDNA codificando a regido pro-madura de ZSTryp foi ligado no vetor de expressao
pET101(Invitrogen) e inserido por choque térmico em E. coli, cepa BL21 (DE3) (Invitrogen)
conforme a orientacdo do fabricante. A expresséao foi efetuada em um frasco de 2 litros,
contendo 500 ml de meio LB suplementado com 100 mg/ml de ampicilina. As células foram
crescidas sob agitacéo (200 rpm) até uma densidade de O.D., ,=0,6-0,8. Aexpressao da
proteina recombinante foi induzada com 1mM IPTG. Amostras foram coletadas em diferentes
tempos e o nivel de expressao foi analisado por SDS-PAGE.

Purificacéo e ativacéo da proteina recombinante ZSTyp

A purificacao de ZSTryp foi efetuda em coluna de Ni?* para ligacdo com cauda de histidina
em condi¢cdes desnaturantes. A proteina expressa foi eluida com o mesmo tampao
desnaturante, contendo imadazol 200mM. O material eluido foi reduzido pela adi¢ao de
DTT em concentracao final de 5mM e adicionado por gotejamento, sob agitacdo, em um
tampé&o oxidante contendo 100mM Tris—HCI, pH 8.0, 3 mM GSSG, 5 mM GSH. A proteina
ativa foi dializada contra agua e liofilizada.

Atividade proteolitica da enzima recombinante
A atividade proteolitica foi determinada usando azocaseina como substrato (Tomarelli et al,
1949). O grupo sulfanilamida liberado apos hidrolise foi mensurado a 440 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferentes estratégias vém sendo utilizadas visando a reducéo dos danos de insetos
em plantas, incluindo a producao de variedades resistentes, através da insercao de genes
gue codificam proteinas Cry de Bacillus tunringiensis e fatores antinutricionais. Porém,
plantas contendo estes fatores ndo sao eficazes no controle de insetos coledpteros. A
capacidade de se sobrepor a essas estratégias através da inativacéo da proteina téxica ou
da expressédo de proteinases serinicas resistentes aos inibidores enzimaticos tem sido
relatada em Phaedon cochleariae e Z. subfasciatus (Girard et al., 1998; Grossi-de-Sa e
Chrispells, 1997). A presenca de proteinases serinicas além das proteinases asparticas e
cisteinicas no trato digestivo de Z.subfasciatus pode explicar o fato dele se desenvolver em
sementes que contém inibidores de proteinases e inibidores de a-amilases. O trabalho
desenvolvido mostra pela primeira vez a expressao na sua forma ativa de uma proteinase
serinica de inseto em E.coli. A sequiéncia nucleotidica obtida por PCR de ZSTryp referente
as regides pre, pro e madura codifica uma proteina de 261 aminoacidos. A proteina madura
deduzida apresenta 227 aminoacidos e uma massa molecular tedrica de 24 kDa e pl de
8,6. Esta proteina apresenta o tamanho semelhante a provavel tripsina deduzida do cDNA
de P. cocleariae, cujo pl € de 4,7 (Girard e Juanin, 1999). O alinhamento de aminoacidos de
ZSTryp com outras tripsinas de insetos mostrou uma similaridade inferior a 50%, sendo a
triade catalitica His, Asp, Ser, altamente conservada. A triade especifica para tripsinas Asp,
Gly, Gly também é altamente conservada entre as sequiéncias e a presenca de 8 residuos
de cisteinas responsaveis pela formacao de pontes dissulfeto foram identificados (figura 1).
Quando o gene desta proteina foi inserido no plasmideo pET 101 a proteina em fusdo com
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His-Tag e o epitopo V5 apresentou uma massa molecular de 29 kDa (figura 2). A proteina foi
expressa em grande quantidade em E.coli sendo visualizada apés 3h de indugédo com IPTG
e 0 maior nivel de expressao apés 12h. A proteina recombinante apresentou atividade
proteolitica apos purificacdo e tratamento com tampdao renaturante, sendo sua maior
atividade obtida em pH 8,0 (figura 3).
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Figura 1 : Alinhamento entre as seqiiéncias de aminoacidos de ZSTryp e outras tripsinas de insetos.; ryzo
- Rhyzopertha dominica (AAD31268); pha - Phaedon cochleariae (CAA76929); anop -Anophelis gambiae
(XP_317171); cul - Culex pipiens (AAB37261); phl - Phlebotomus papatasi (AAM96942); aedis -Aedes aegypti
(AAL93209); apis - Apis mellifera (XP_397087); droz- Drosophila melanogaster (AAA17453) and man -Manduca
sexta (T10109). O grau de similaridade entre ZSTryp e as tripsinas de outros coledpteros foi de: ZSTryp -rzo
- 41%; ZSTryp -phae - 38%.
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05 - PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE TRES DIFERENTES INIBIDORES DE
o-AMILASE EXTRAIDOS DE SEMENTES DE BARU (D. alata), COM ATIVIDADE
CONTRA ENZIMAS DIGESTIVAS DE INSETOS-PRAGA.
Bonavides, K.B.%; Pelegrini, P.B.3; Noronha, E.F.3; Grossi-de-Sa, M.F.2; Bloch Jr. C.2 e Franco,
o.L:3
1Ciéncias Bioldgicas, Universidade Catélica de Brasilia, 2Cenargen/Embrapa, 3Pés-
Graduacéao em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia, Universidade Catolica de Brasilia,
RESUMO

O bruquideo Callosobruchus maculatus € uma praga que ataca o feijao-de-corda
(Vigna unguiculata) armazenado, causando severas perdas nesta cultura de subsisténcia.
A larva apresenta ciclo de vida endofitico, tornando os inseticidas convencionais ineficazes.
Assim, adotou-se a estratégia do uso de inibidores de a-amilase capazes de controlar tal
praga. Para isto, as proteinas de sementes baru (Dipteryx alata Vog.) foram extraidas,
fracionadas com sulfato de aménio (100%) e aplicadas em uma coluna de Red-Sepharose
CL-6B, gerando um unico pico retido. Este pico inibiu 80% da acéo das o-amilases do C.
maculatus e 70% das o-amilases de Anthonomus grandis, porém nao houve inibicdo
significativa contra Acanthoscelides obtectus e contra o-amilases de pancreas de porco.
Este pico foi aplicado em coluna de fase reversa HPLC, obtendo-se quatro picos que
mostraram inibicdo contra C. maculatus, tendo o pico 3 inibicdo de 45%. Analise de
espectrometria de massa do pico 3 proveniente do HPLC mostrou proteinas de massas
moleculares de 5.260 e 6.913 Da. Resultados similares foram observados em SDS-PAGE.
A obtencéo destes inibidores especificos contra enzimas de insetos indica a possibilidade
de construcédo de plantas transgénicas resistentes a insetos-peste.

INTRODUCAO

O caruncho de feijao-de-corda (C. maculatus) causa severos danos a producao de
feijdo-de-corda e apresenta ciclo de vida endofitico apds depositarem seus ovos nas
sementes. Por isso, inseticidas convencionais sao ineficazes contra esta praga, sendo
necessaria a descoberta de novos métodos para um controle eficiente. Larvas de C.
maculatus dependem de o-amilases para catalizar a hidrélise das ligacdes a-1,4 presentes
no amido das sementes. Desta forma, uma das estratégias utilizadas para controle desta
praga é a utilizacdo de inibidores de a-amilase, que sdo capazes de inativar a acdo dessa
enzima digestiva, reduzindo o crescimento do inseto e aumentando sua mortalidade. Diversas
sementes apresentam elevadas concentracdes de inibidores de o-amilase, especialmente
as especies selvagens, podendo estes ser classificados em seis diferentes familias,
mostrando diferentes estruturas primarias e terciarias, especificidades e mecanismos de
acao. Por essa razao, foram estudadas sementes de baru (D. alata Vog.), uma tipica arvore
do cerrado brasileiro, a fim de descobrir novos inibidores de o-amilase. Esses inibidores
representam promissora protecéo para colheitas, onde por meio de engenharia genética,
pode-se utilizar sua expresséao transiente em sementes, dando a esta elevada resisténcia
contra insetos-praga.

MATERIAL E METODOS
Purificacéo dos inibidores de o- amilase

Sementes de baru (D. alata) foram submetidas a extracdo em solucéo de NaCl 0,15M
e HCI 0,6M e centrifugadas a 5000 rpm por 30 minutos a 4°C. O extrato bruto foi entdo
precipitado com sulfato de aménio (100%) e dialisado contra dgua destilada. Esta fracao
enriquecida foi aplicada a uma coluna de Red-Sepharose CL-6B, com o intuito de isolar
proteinas extremamente basicas. A coluna foi equilibrada com tampéao Tris-HCI 0,5M pH 7,0
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contendo CaCl2 5mM e as proteinas retidas na coluna foram eluidas com tampéo Tris-HCI
0,5M pH 7,0 contendo NaCl 3,0M. Os picos foram monitorados a 280nm. O pico retido foi
aplicado em HPLC de fase reversa, em uma coluna analitica (Vydac C-18TP 522). As
proteinas retidas foram eluidas em gradiente linear de acetonitrila (0-100%) em TFA 0,1%.

Analises de massa molecular
Os picos obtidos por HPLC foram analisados por espectrometria de massa (MALDI-
TOF) de acordo com Franco et al. (2000).

Extracdo das o-amilases e ensaios enzimaticos

Intestinos de larvas de coledpteros dissolvidos foram dissecados e dissolvidos em
solucéo gelada de NaCl 0,15M, homogeneizadas e centrifugadas a 3,000 x g por 15 min a
4°C, para remocéo das paredes do intestino e fragmentos celulares. Ensaios enzimaticos
utilizando o-amilases extraidas de intestino de C. maculatus assim como de outros insetos-
peste como A. grandis e A. obtectus foram realizados. Para os ensaios, foi utilizado tampéao
acetato 0,05M pH 6.5 e amido 1% como substrato. A reagcao foi monitorada a 530nm
utilizando &acido 3,5 dinitrosalicilico, de acordo com o método de Bernfeld (1955) com minimas
modificacdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fracédo rica em inibidores de o-amilase de sementes de D. alata foi aplicada em
coluna de Red-Sepharose (Figure 1A), gerando um pico retido e outro nao retido.
As proteinas retidas foram testadas contra o-amilases de C. maculatus (Figure 2A) sendo
capazes de inibir 80% da atividade amilolitica. Resultado similar foi observado contra o-
amilase de A. grandis (70%). O mesmo pico ndo mostrou atividade inibitéria contra enzimas
digestivas de A. obtectus bem como contra PPA (porcine pancreatic a-amylase). Por essa
caracteristica, o baru tem uma grande vantagem sobre outros inibidores de o-amilase
descobertos, possuindo especificidade contra insetos, enquanto outros possuem atividade

contra esses insetos e também contra enzimas digestivas de mamiferos (Franco et al.,
2000; Grossi-de-Sa et al., 1997).
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Figura 1. (A) Cromatografia de Red-Sepharose de fracao rica precipitada com sulfato de amdnio 100% de
sementes de baru, mostrando o pico retido e 0 néo retido. O pico néo retido foi eluido com tampéao Tris HCI
0,5M contendo CaCl2 5mM em pH 7,0 e o retido foi eluido com tampao Tris-HCI contendo NaCl 3,0 M (seta
preta). (B) HPLC de fase reversa de extrato de D. alata. Alinha diagonal representa o gradiente de acetonitrila
(0-100%). Foram observados 16 picos, dos quais quatro, numerados na figura, apresentaram inibicdo
significativa. Alinha diagonal representa o gradiente linear de 0-100%.

38



Analises em SDS-PAGE dos picos retidos das sementes de baru provenientes da
Red-Sepharose (Figure 3A), apresentaram proteinas com massa molecular entre 5 a 80
kDa. O pico retido na Red-Sepharose foi em seguida aplicado em coluna de fase reversa
de HPLC, originando em torno de 16 picos (Figura 1B). Todos os picos do HPLC foram
testados contra C. maculatus, sendo destacados quatro picos que mostraram maiores taxas
de inibicao (picos 2, 3, 9 e 10) (Figura 2B). SDS-PAGE feito com os picos 2, 3, 9 e 10
mostraram proteinas de 6,0 kDa no pico 3, variando de 6 a 115.5 kDa nos demais picos
(Figura 3B).
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Figura 2. (A) Atividade inibitéria do pico retido da cromatografia de Red-Sepharose extraido de D. alata,

contra O-amilase de A. grandis (AgA), C. maculatus (CmA), PPA e A. obtectus (AoA). (B) Atividade inibit6ria
dos picos provenientes do HPLC de fase reversa contra CMA.
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Figura 3. (A) Aplicacéo de pico retido de D. alata em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A coluna 1 contém
o marcador de peso molecular. As colunas 2, 3 e 4 contém o pico retido da cromatografia de Red Sepharose.
(B) Andlise em SDS-PAGE dos picos 2, 3, 9 e 10 provenientes do HPLC. A coluna 1 contém o marcador, as
coluna 2 - inibidor 2, 3 - inibidor 3, 4 — inibidor 9 e 5 - inibidor 10.
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Analises em espectrometria de massa (MALDI-ToF) da fracdo 2 (Figure 4A),
proveniente de HPLC de fase reversa, mostraram peptideos majoritarios de cerca de 11,0
kDa. Andlises da fracéo 3 (Figura 4B) mostrou peptideos de massa molecular entre 5000 e
6000 Da e da fracao 10,0 (Figura 4C) apresentou peptideos entre 10,0 e 20,0 KDa. Alguns
inibidores caracterizados incluem proteinas com combinacao da atividade contra enzimas
de insetos e ineficacia contra enzimas de mamiferos, como mostrado nesses resultados
(Franco et al., 2002). Analises in vitro e de massa molecular mostraram acao especifica
contra a-amilase de insetos e também pode caracterizar um dos inibidores como uma
proteina do grupo das tioninas, que sao proteinas que geralmente apresentam acao inseticida
e antimicrobiana (Block & Richardson, 1991). E notavel o aparecimento de um crescente
namero de estudos tentando explicar os perfis de especificidade, buscando entender quais
fatores estédo envolvidos na interacdo da o-amilase de insetos e seus inibidores. Esses
estudos podem ser usados, em um futuro préximo, para o design racional de bioinseticidas.
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Figura 4. Analise de espectrometria de massa (MALDI (m/z) -ToF) da fragdo 2(A),3 (B) e 10(C) de HPLC.
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06 — ESTRATEGIA MOLECULAR PARA RESISTENCIA A PRAGAS DE GRAOS DE
CEREIAS: CLONAGEM E EXPRESSAO DA a-AMILASE DE Rhyzopertha dominica.
Mello, L.V.}; Batista, J.A.N.}; Redondo, A.C.C.2; Sousa, L.M.P 3; Castro, F.C.% Findlay, J.B.C.?
e Grossi-de-Sa, M.F.
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Inglaterra; ® Universidade de Brasilia (UnB), Brasil; * CEUB, Brasil
RESUMO

Os bruquideos de cereais causam grandes danos a agricultura mundial, atacando
cereais em geral. Normalmente, os estudos séo realizados em insetos especificos. No
entanto, é de se esperar que 0 mecanismo de interacao enzima-inibidor entre essas proteinas
de outros insetos/plantas apresente grande semelhanca. Desta forma, este trabalho podera
servir como base em novos estudos, procurando-se resolver outros problemas da agricultura.
Assim, de uma forma mais ampla, o impacto se devera a um avanco nos estudos de obtencao
de plantas transgénicas resistentes a pragas, tendo como consequéncia uma queda na
perda da producao de graos. O cDNA do gene da o-amilase de R. dominica foi clonado,
expresso em cultura de células de insetos com vetores de baculovirus, e demonstrado que
0 cDNA codifica para uma enzima ativa.

INTRODUCAO

A producdo de grdos no Brasil vem crescendo nas ultimas décadas, porém a
produtividade vem decrescendo. Varios séo os fatores que contribuem para este fato, desde
sOcio-econdmico até fitossanitérios e agro-ecoldgicos. As perdas na producao da agricultura
mundial, devido ao ataque de pragas e doengas chegam a 37%, sendo que 13% desta
perda é causada por insetos (Gatehouse e Gatehouse, 1998). Diferentes espécies de insetos
causam grandes danos em muitas culturas, podendo ser observados desde a semeadura
até a pos-colheita. Insetos se alimentam de diferentes partes da planta, desde a folha até as
raizes, prejudicando assim tanto a produ¢do como a qualidade do alimento colhido. Os
danos podem ocorrer ao nivel de campo, como ao nivel de armazenagem, principal fator de
perda de producgé&o dos alimentos em forma de grao. Muitos produtores, principalmente os
peqguenos produtores, possuem uma fraca infra-estrutura de armazenamento, deixando os
graos muito susceptiveis ao ataque de pragas. Entretanto, as plantas possuem um certo
grau de resisténcia a insetos e apenas um numero limitado destes sédo habeis a alimentarem-
se de cada espécie, individualmente. Essa resisténcia inerente é baseada nos varios
mecanismos de defesa, desenvolvidos pelas plantas durante a evolucéo.

Os coledpteros sdo de longe o grupo mais importante das pragas de armazenagem.
Rhyzopertha dominica é considerada a pior praga que ataca cereais armazenados em
nosso pais, sendo classificada como uma praga primaria por ser capaz de atacar graos
inteiros, intactos e aptos para a armazenagem. Uma forma de prote¢édo dos graos é o uso
de produtos quimicos, de forma a controlar a populacdo de insetos. Uma outra tecnologia
para manter a qualidade dos graos durante seu armazenamento € o desenvolvimento de
cereais recombinantes que possuiriam proteinas ativas que impedem o crescimento de
insetos, reduzindo a populagéo das pestes. Proteinas bioativas, tais como inibidores de
amilases sao alvo de estudo visando protecao contra R. dominca. No entanto, existe uma
certa especificidade dos inibidores em relacdo as enzimas (Ryan, 1990). Dados existentes
mostram que a atividade deste inseto apresenta propriedades atipicas de inibicdo por
inibidores conhecidos. Assim, é necesséario um melhor conhecimento das bases moleculares
das amilases, de forma a se obter controle desta praga. Paratal, este projeto visa o isolamento
de um ou mais genes e expressao da o-amilase de R. dominica a ser utilizada em futuros
experimentos de atividade contra diferentes inibidores, bem como para a determinacgao de
sua estrutura.
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MATERIAL E METODOS

Clonagem da a-amilase de R. dominica

Com base no alinhamento de seqiéncias deduzidas de algumas amilases de insetos
conhecidas, tais como, Tribolium castaneum, Drosophila pseudobscura, Zabrotes
subfasciatus e Acanthoscelides, regibes conservadas entre essas sequéncias foram
identificadas. O RNA total isolado do intestino médio de larvas de bruquideos de cereais foi
transcrito com a transcriptase reversa (AMV-RT). Através de oligonucleotidos desenhados,
a partir dessas sequéncias conservadas, fez-se a amplificacdo de uma regido do cDNA
atraves da técnica de RT-PCR. Novos oligonucleotideos foram desenhados direcionados
para 0 5’ e 3’ do gene para amplificacdo do cDNA por RACE-PCR. O cDNA completo foi
obtido através de um primer desenhado para a extremidade 5 do cDNA em combinacéo
com o “Anchor Primer” do final 3'.

Expressao da a-amilasede R. dominica
O sistema de baculovirus foi utilizado para expressar o cDNA da proteina obtida. Os
plasmideo utilizados, pFastBac e pFastBac-Hb (Gibco) que contém o promotor da poliedrina
seguido por uma regido de multiplos sitios de clonagem. O segundo vetor tamém possiu
uma calda de 6X histidina no N-terminal. As novas construcdes foram denominadas pFastAmy
e pFastAmyl-His.

Transformacgéo em células DH10 (E. coli)

Células DH104 foram transformadas com os plasmideos pFAST a-amylase inserindo
0 gene da a-amilase no DNA do bacmideo. O protocolo foi o recomendado pelo manual da
Invitrogen Bac-to-Bac. O resultado da transformacéo foi avaliado pelo indice de col6nias
brancas, contendo o bacmideo recombinante.

Preparacdo do DNA do bacmideo recombinante e anélise por PCR

Colbnias com fendtipo branco confirmado foram transferidas para cultura liquida de
5 ml contendo kanamicina, gentamicina e tetraciclina. O DNA do bacmideo recombinante
foi isolado de acordo com protocolo recomendado pela Invotrogen e analisado em gel de
agarose. A fim de verificar a transposi¢cdo do gene da a-amilase no DNA do bacmideo,
reacdo de PCR foi realizada usando-se os primers M13 para amplificacdo (sequéncia
flanqueadora do mini-attTn7 dentro da regido lacZa-complementation do bacmideo).

Transfeccado das células de inseto

As células de inseto da linhagem Sf9 (Spodoptera frugiperda), crescidas em meio
Graces (Gibco) seréo transfectadas com 2.5 mg do DNA viral Baculogold (PharMingen). As
células serédo incubadas com o complexo DNA-lipossomo por 5 horas, seguidas por adicdo
de novo meio de cultura e crescidas por pelo menos 72 horas antes de coletar as particulas
virais no sobrenadante. O sobrenadante sera utilizado para novas infeccées em células Sf9
e o lisado celular seréa analisado para a atividade enzimatica.

Atividade enzimatica da o-amilase de R. dominica

A atividade amilolitica da enzima foi analisada através de ensaio colorimétrico
baseado no procedimento do acido dinitrosalicilico (Bernfeld, 1955) e em zimograma
baseado no procedimento de Campos et al. (1989) e Grossi de Sa e Chrispeels (1997).0
experimento foi realizado em triplicata.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1A mostra o primeiro fragmento da a-amilase de R. dominica amplificado
por RT-PCR, correpondente a 400pb. 1B ilustra dois clones finais selecionados de cada
construcdo (sem e com a calda de histidina). O tamanho final corresponde ao gene da o-
amilase (~1.6 Kb) adicionados dos plasmideos de expressao.
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Figura 1: Analise do gene da a-amilase de R. dominica em gel de agarose

(A). Analise eletroforética em gel de agarose do produto de amplificacéo do 5' RACE. O fragmento foi amplificado
utilizando-se os primers dT-AP e 5’ RACE 3 e corresponde a 400 pb. (B). Anéalise do DNA dos clones pFAST-
Amilase sequenciados: 2 e 4 corresponde aos clones de amylase RhyAmyl e RhyAmyl-His, respectivamente.

A figura 2 mostra o resultado da transposicédo do gene da o-amilase no DNA do
bacmideo, analisado por reacdo de PCR. O produto de PCR tem cerca de ~2300bp
adicionado do tamanho do inserto (Bacmideo com pFastbac-1) e ~2430bp adicionado do
tamanho do inserto (Bacmid com pFastbac-Hb).
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Figura 2. Andlise por PCR do bacmideo-DNA recombinante
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O volume total das reacfes de PCR foi aplicada em gel de agarose 0,7%, corridor a
80V, por 1 hora e meia. A primeira condicdo de PCR (A) ndo produziu os resultados
esperados e mostrou que as colonias 5 e 6 nao correspodem a transposicdes eficientes,
desde que o bacmideo sozinho foi amplificado (~300bp). Em (B), 0 nimero de ciclos na
reacdo de PCR foi aumentada, bem como o tempo de extenséo, e testado com duas
combinacdes de primers: M13 forward [5-GTTTTCCCAGTCACGAC-37] e reverse [5'-
CAGGAAACAGCTATGAC-3] (A) ou Rhysensol (internal primer: 5'-
TCAGTCACCATGAAGTTCCTG-3') e M13 reverse. No entanto, somente a primeira
combinacgéo produziu o resultado esperado. Bacmideos recombinants mostram produto
maior que 4000bp. Os DNAs dos minipreps 1 e 2 (pFast-Amyl-His) e 7 e 8 (pFast-Amyl)
foram utilizados em subsequentes experimentos de transfeccao das células de inseto.

A proteina expressa de o-amilase foi analisada em gel de SDS 12%. Para a proteina
da construcdo pFAST-Amyl, somente o extrato bruto proveniente da infeccdo em células de
inseto foi avaliado. No entanto, para a construgéo pFAST-Amyl-His, avaliou-se tanto a extrato
bruto como aliquotas da etapa de purificacdo em coluna de Ni-NTA (Figura 3).
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Figura 3: Analise da amilase recombinante de R. dominica em gel de SDS-PAGE

A. Preciptados celulares correspondentes a 50ml de células Sf9 infectadas foram misturados com 1x de
tampéao SDS-loading contendo B-mercaptoethanol e fevido por 2 minutos e aplicados em gel SDS 12%. B.
extrato cellular de 50ml de células Sf9 (infectadas com pFast-Amyl-his) foi pré-incubado com resina de Ni-
NTA e varios passos da purificacéo foram aplicados no gel. FT- flowthrough, 1%-4"- lavagens com PBS, pH
7,4, E -E,-eluicdo com 0,5M de imidazol em PBS pH4,7. C. extrato celular ndo infectado. M-BioRad Precision

Plus marcador proteico. Ot-amilase recombinante corre em aproximadamente 50kDa.

= LEEES
EALE 5
e =
e TS | o FSomI flask + T2 hrinfection
W e e —
E e o PS0cmI faak 4 T3 AF e ction
B gt o O e d P e BE fip L P e ek e e T
i
..-. e
B e OO Mask + 84 fie dnfeciiom+heh wirus g

- -

—— e
WOBRIC i il b e -

et T

Figura 4. Ensaios bioquimicos para atividade enziméatica

Andlises foram realizadas com extratos de células de uma série de infec¢cdes em condi¢cBes variadas, até a
condicédo ideal ser obtida. Os valores maximos obtidos por células infectadas sdo apds subtracédo da atividade
amilolitica das células néo infectadas. Os valores obtidos para o recombinante sem a presenca da calda de
histidina é ligeiramente maior, fendmeno este observado em todas as condi¢cfes se crescimento/infeccao.
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PERSPECTIVAS

Futuros experimentos serao realizados relacionados com a especificidade da enzima
com diferentes inbidores de o-amilase. Os resultados bioquimicos serédo utilizados em
estudos estruturais para melhor entendimento da interagéo enzima-inibidor.
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07 - CARACTERIZACAO DO GENE DA COLESTEROL OXIDASE COM VISTA AO
CONTROLE DO BICUDO DO ALGODAO VIA TRANSGENIA

Santos, R. C. %; Marcelino, L. H.? e Gander, E. S.?
Embrapa Algodao, Campina Grande, PB; 2 Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia, DF.
RESUMO

O bicudo (Anthonomus grandis Bohmeman, (1843), é responsavel por perdas
significativas na producao de algodao (Gossypium hirsutum L.). Uma alternativa ao controle
atraves do uso de inseticidas quimicos € a possibilidade de controle através da transgenia
onde um gene codificante para uma proteina com efeito inseticida seria introduzido na planta
de algodao conferindo resisténcia ao inseto. O gene que codifica para a colesterol oxidase
(choA) representa um candidato para este fim e, como a alimentacao do inseto adulto,
assim como a oviposicao e o desenvolvimento larval ocorre nos érgéos florais do algodéao,
seria desejavel exprimir este gene nestes 0rgéos.O presente trabalho objetivou, em primeiro
lugar, isolar e caracterizar genes do tipo choA a partir de estirpes nacionais de Streptomyces.
Atraves de amplificacdes por PCR com primers especificos para o gene choA, um fragmento
de 770 pb foi clonado a partir de duas espécies de Streptomyces, S. somaliensis e S.sp-
C7, nativas das regides Nordeste e Centro-Oeste brasileiros, respectivamente. Apés
analises de suas sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, verificou-se que estes genes
tém cerca de 80% de similaridade com os de Streptomyces depositados em bancos de
dados. As diferencas observadas nas sequiéncias de nucleotideos e de aminoacidos indicam
gue tratar-se de novos genes.Em segundo lugar foi estabelecido um banco de cDNAs a
partir de RNAs mensageiros presentes em anteras de algodédo com a finalidade de utiliza-
las, no futuro, para o isolamento de promotores antera-especificos.

INTRODUCAO

O bicudo, uma das principais pragas da cultura do algodoeiro, € responsavel por
perdas significativas na producédo do algodao. Seu controle € feito através do uso de
inseticidas quimicos, o que onera bastante o custo de producéo e provoca prejuizos ao
meio ambiente. Uma possibilidade de controle é através da transgenia onde um gene
codificante para uma proteina com efeito inseticida seria introduzida na planta de algodao
conferindo resisténcia ao inseto. O gene que codifica para a colesterol oxidase (gene choA)
representa um candidato para este fim. Colesterol oxidase € uma enzima produzida por
alguns microrganismos e genes que codificam essa enzima tem sido isolado e caracterizado
a partir de algumas espécies de Streptomyces (Ishizaki et al. 1989), Brevibacteria (Otha et
al. 1991), Rhodococls (Navas et al. 2001), entre outras e fazem parte de um operon no qual
um promotor regula a expressao dos genes estruturais cytocrome-p450-like (choP) e choA
(Horii et al. 1990). A transcricdo desse operon gera um transcrito de 2.9 Kb e durante a
traducdo sao sintetizadas duas proteinas, choP com 381 aminoacidos e choA com
aproximadamente 586 (Omura et al. 2001).

Os trabalhos de expresséo heterdloga de choA em procariotos e eucariotos tiveram
inicio na década de 90. Corbin et al. (1994) c expressaram o gene choA em E. coli e em
protoplastos de plantas abrindo perspectiva para seu uso na engenharia genética vegetal.
Em 2001 este grupo introduziu e expressou o0 gene no citosol e nos cloroplastos de plantas
de tabaco e observou que as plantas expressando o gene choA apresentaram atividade
inseticida contra larvas do bicudo do algodoeiro. Entretanto, as plantas que exibiram
expressao citosolica apresentaram severas aberracdes fenotipicas devido a atuacao da
colesterol oxidase com os fitosesteroéis, 0 que ndo ocorreu quando a proteina esteve
compartimentalizada nos cloroplastos.
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Algumas empresas ligadas a pesquisa agropecuaria tém procurado isola-lo uma
vez que os ja clonados, normalmente, fazem parte de processos de patente o que limita
substancialmente seu uso no programa de melhoramento genético de cada instituicdo. Neste
contexto, é interesse para o Brasil isolar seus proprios genes para utiliza-los posteriormente
nos varios programas de biotecnologia envolvendo resisténcia a fitopatégenos.

Dentro deste conceito, 0 nosso trabalho focalizou :

1. na clonagem e caracterizacdo do gene choA a partir de estirpes nacionais de
Streptomyces e 2. no estabelecimento de um banco de cDNAs a partir de RNA mensageiros
presentes em anteras de algodao, uma vez que o bicudo se alimenta destas estruturas e a
oviposicéo, assim como o desenvolvimento larval ocorre dentro deles.

MATERIAL E METODOS
Isolamento do gene choA
Isolamento do DNA

O DNA gendmico de duas estirpes foi isolado a partir de culturas crescidas em meio
liquido ISP, (extrato de levedura: 4%, maltose: 10%, dextrose: 4%) durante 72 horas a 37 °C
com agitacdo. Os procedimentos de extracdo seguiram de acordo com os descritos por
Brasileiro e Carneiro (1998) e Mariano (2000) com pequenos ajustes. Apos crescimento,
cada cultura bacteriana foi centrifugada 8000 x g/5 min e a seguir, tratadas com lisozima
(0,6 mg/mL) e proteinase K (1,2 mg/mL) em 250 mL de tampéo TEN (Tris: 10 mM, EDTA:10
mM, NaCl: 10 mM). O DNA foi precipitado com etanol puro e apos centrifugacao foi
ressuspendido em agua Milli-Q.

Amplificacdo de fragmentos via PCR

A partir de comparacao de sequéncias do gene choA de Streptomyces, Brevibacterium,
Rhodococcus e Nocardioides, primers da regido consenso foram desenhados com auxilio
do programa DNAMAN e sao apresentados a seguir:
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As reacdes de PCR foram preparadas utilizando-se 0,2 mM de cada primer, 0,25
mM de cada dNTP, 0,05 mg de DNA de Streptomyces, 1 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen), 1X do tampéo da enzima (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl, em um volume final de
50 mL. As condicdes de PCR utilizadas foram as descritas em Santos et al. (2003).

Southern blot-

Os produtos de PCR em gel de agarose foram transferidos para membrana Hybond-
N-Nylon (Amersham Life ScienceR) através de Vacuum blotter (Bio-Rad) por 2 horas. A seguir
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a membrana foi cross-linked com raios UV/ 30 seg. Um fragmento de choA de 280 pb,
resultante de reacdo de PCR com DNA de S.somaliensis, foi usado como sonda e marcado
com a P*2dCTP. Os procedimentos para Southern blot foram os descritos em Sambrook et
al. (1989).

Clonagem e Sequenciamento

Os fragmentos amplificados, ap06s purificagdo, foram clonados no vetor pGEMT-
easy (Promega). O DNA dos transformantes foi purificado via lise alcalina de acordo com
Sambrook et al. (1989).As sequéncias de nucleotideos foram determinadas em sequenciador
automatico (ABI Automated Sequencer). Aanalise das sequéncias foi procedida com auxilio
do programa DNAMAN (Lynnon BioSoft) e do programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) do National Center for Biotechnology Information- NCBI (http://
www.ncbi.nim.nhi.gov).

Analises de homologia

Sequéncias da proteina choA depositadas no GenBank do NCBI foram selecionadas e
analisadas comparativamente para verificacdo da similaridade entre as sequéncias das
estirpes estudadas neste trabalho. O alinhamento multiplo realizado com o programa “Multiple
sequence aligment” do DNAMAN (Lynnon Biosoft).

Modelagem molecular da proteina por homologia

As sequéncias deduzidas de aminoacidos de ambas as espécies foram submetidas ao
programa MODELLER 6.0 hospedado no servidor: “Structural Bioinformatics” (htp/
bioserv.cbs.cnrs.frfTHTLM_Bio/frame_meta.htlm). Para modelagem parcial da estrutura da
proteina foram escolhidos moldes com 96% de identidade sequencial. Utilizou-se ainda o
programa “STING Millenium Suite” , da Embrapa para visualizacéo e analise da sequéncia
da proteina (modulo “graphical contacts”).

Banco de cDNA de anteras .

RNA total foi extraido utilizando-se a adaptacéo do método descrito por CHANG et al, (1993),
a partir de anteras dessecadas de botdes florais imaturos. Os RNAs poli(A*) foram isolados
pelo método descrito no manual ‘Micro-Fast track 2.0 kit’ da Invitrogen. E as bibliotecas de
cDNAs foram produzidas segundo o procedimento do manual de instru¢cdes ‘CREATOR
SMART cDNA Library Construction kit' da BD Biosciences. Os cDNAs foram inseridos no
vetor pDNR-LIB da BD Biosciences e usados para transformar Escherichia coli XL1 Blue
MRF'.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Clonagem e caracterizacdo da sequéncia parcial do gene choA

Fragmentos de 770 pb do gene que codifica para choA, obtidos a partir de amplificacdes
de DNA, com os primers choa3 e choa2, das duas espécies de Streptomyces sédo mostrados
na Figura 1. Esta amplificacao foi especifica, gerando apenas o fragmento do tamanho
esperado cuja especificidade foi também confirmada em Southern blot.
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Figura 1. Produto de PCR em gel de agarose (0.8%) e respectiva autoradiografia obtida através de Southern
blot. A) 1- S. somaliensis, 2- S.sp-C7. O asterisco indica o fragmento de 770 pb.

A seqléncia nucleotidica do clone de S. somaliensis, bem

como a seqUéncia de aminodcidos deduzida, sdo mostradas a seguir:
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CACACCCTGGAGAAGGTCACCGGCATCAGCCGGGCGAGCGACGGCAGTTGGGTGCTGACC
H T L E K v T 6 I S R A S D G s W Vv L T

GCCGACCGCATCGACTACACCGGCGCGGTCGTCGAGACCAAGCAGTACTCCTGCACCTAT
A D R I DY T G AV V ET K Q Y s C T Y

CTGTTCCTCGGCGGCGGCAGCCTCGGCACCAGCGAACTCCTGCTGCGGTCACGGCAGTCG
L F L. G G G S L 6T s E L L L R S R Q S

GGGACGCTCCCGGCGCTGGACGCGAGCGTCGGCGCGGGCTGGGGACCCAACGGCAACACC
G T L P A L DA S YV G A G W G P N G N T

ATGCTCGGGCGGGCCAACCACCTGTGGGACACCGTTGGGGCCAACCAGTCGACCATGCCG
M L G R A NHULWDTV G A N Q S T M P

GTCATGGGCATCGACGACTGGGCCAACACCGACAACCCCGTCTTCGCCGAGATCGCGCCT
v ™M G I D DWANTDN?P V F A E I A P

CTGCCCACGGGACTGGAGCACTGGGTGAGCCTGTACCTGGCCATCACCAAGAACCCGCAG
L p T G L E H W V S L Y L A I T K N P Q

CGCGCCAGATTCTCCTACGGCAGCGGGGGGTTGAGCCTCGACTGGAGCGCCGCACAGAGC
R A R F S Y G S G G L S L D W S A A Q S

GCGGTCTCCTCCGGCATGACCAAGAAGCTCTTCGACCGGATCAACTCCGCCAACTCGACC
AV s s 6 M T K K L F DRI N S A N S T

ATCTACCGGTACGACCTCTTCGGCTCCCCGAGCCGGGTGTTCGCCGACGACTTCACCTAC
I Yy R Y DL F G s P S R V F A DD VF T Y

CACCCGCTGGGTGGCTGCGTGCTGGGCAAGGCCACCGACAACTACGGCCGGGTGAAGGGG
H p L G G C VL G K A TDN Y G R V K G

TATTCGAAGCTGTACGTCACCGACGGCTCACTGATCCCCGGCAACATCGGGGTGAACCCG
y s XK L Yy vT D 66 s L I P G N I G V N P

As sequiéncias de nucleotideos destes fragmentos bem como as proteinas delas

deduzidas foram analisadas pelo programa Oligo Tech (version 1.00, Copyright 1995) e
revelou 72% de similaridade entre essas duas espécies e alto contetudo de GC, com média
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de 67%, comum no genoma de algumas bactérias da classe Actinobacteria (Santos et al.
2003). Isto tem dificultado a clonagem inteira do gene a partir de PCR. Encontra-se em
andamento o isolamento do gene completo a partir de biblioteca genémica.

A comparacéo entre as sequéncias deduzidas das proteinas choA das duas espécies
estudadas com as de outros microrganismos demonstrou varias regides altamente
conservadas, em particular, os aminoacidos do sitio ativo envolvidos na catalizacao
enzimatica. Esta similaridade entre as sequéncias se reflete também na estrutura terciaria
das proteinas (Figura 2), teoricamente determinada a partir de uma comparacao estrutural
da choA de S.sp (ID: 1b4v) com as obtidas neste trabalho. Esta comparacao foi possivel
devido a alta similaridade das proteinas de S. somaliensis e S. sp-C7 (60%; E-value: 1082
e 94%; E-value: 10'#, respectivamente) com a de S. sp (1b4v) e a disponibilidade da
estrutura no PDB (Protein Data Bank), com identidade fornecida pela analise das seqiiéncias
no BLASTp.

SLLISa6 i

Figura 2. Estrutura da choA de S. somaliensis e S. sp C7 mostrando o grupo prostético (FAD) e os sitios
ativos da proteina (A). Um detalhe dos amino&cidos envolvidos no processo de isomerizacédo (GLU), oxidacéo
(HIS) e catalizacdo (ASN) do colesterol € mostrado em B.

Para estimar o grau de similaridade entre as seqiiéncias das proteinas de choA apre-
sentadas depositadas em bancos de dados com as encontradas neste trabalho, construiu-
se o dendrograma apresentado na Figura 3, utilizando-se o programa “Homology Tree” do
DNAMAN. Verificou-se que as oito sequéncias de choA foram distribuidas em trés grupos,
sendo o primeiro formado pelas proteinas de Streptomyces, o segundo pelas de
Brevibacterium e Rhodococcus e o ultimo, contendo apenas a proteina de Gloeobacteria.
No grupo das Streptomyces observa-se ainda duas subdivisbes, uma composta de S.
somaliensis e S. avermitilis (NP826194), com 82% de similaridade e no outro, de S. sp-
C7, S. sp (AAA69655) e S. nataliensis (CAC20926), com cerca de 84% de similaridade
entre elas.
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Figura 3. Dendrograma baseado na similaridade de sequéncias da proteina choA de microorganismos
depositadas em banco de genes, incluindo as seqiiéncias parciais de S. somaliensis e S. sp-C7 (setas)
obtidas neste estudo.

2. Banco de cDNA de anteras de algodao
Foram obtidos aproximadamente 700 clones dos quai s 96 foram sequienciados, ate 0 momento.

Relatério daAnalise de Redundancia do grupo: Algodéo
Total deplacas: 1
Total de clonesaceitos(TA) : 48
Total declusters(TC): 43
Total desingletons(TS) : 38
Per centagem denovidade : 88,37%
Per centagem de sequénciasredundantes: 20,83%
Diagnostico : O grupo aindaproduz sequéncias novas. Envie maisplacas! 18-Nov-2004 Pagina 1

Egtaandisederedundanciaserefereao BLAST utilizando o banco de dadosde sequiénciasde Arabidopsis
thaliana do NCBI. Porém, comparagtes utilizando o banco de seqiiéncias de plantas disponivel no EBI
(http:/Amww.ebi.ac.uk/) revelam homol ogias com seqiiéncias de genesde diversas espécies, dgunsdees
antera-especificos.
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Exemplos

Alignment [DB:ID Source Identity% | Ungapped% |Overlap |E()
Gossypium 3 6e-
1 EM PL:AY351650 |hirsutum Anxl [95.289 [96.986 743 1'62
(Anx
Gossypium 7 5.
P EM_PL:GHU73747 |hirsutum 82.930 |84.862 703 1'11
annexin (An
Nicotiana 7 -
3 EM_PL:AF113545 |tabacum 71.849  |74.133 714 .y
vacuole-as
Capsicum 1 3e-
4~ EM PL:CAN130956 |annuum mRNA |71.935 |73.233 677 7'5
for an
Alignment |DE 1D Source Identity®s | Ungapped¥s |Ovetlap |E0)
IMedicago 976,
IF EM PL:AC149494 |truncatula clone 09,697 62637 IRl ltl
mt
A majus fill gene 4e-
I+ ] ] 2
7 EM PLAMFILIG for FIL1 prot 69412 T.a5% 170 09
L.esculenturmn 3 4.
3F EM PL:LEIOEF mBEMA for 108 A6, aa0 69277 172 I:I.’.-"
protel
i _ 5 latifolia mRNA 1.7e-
4 EM PLSLWMEME for Men-8 prote 65,089 G5 085 145 06
PERSPECTIVAS

As sequéncias das duas estirpes de Streptomyces reportadas nesse trabalho
representam quase 50% do gene de choA e estendem a nocéo da alta variabilidade desses
genes dentro do género. Isso pode representar uma diferenca na atividade da enzima e
consequentemente no seu potencial inseticida. Em termos de controle do bicudo, isto &
relevante porque qualquer diferenca em termos de toxicidade pode, em se tratando de plantas
transgénica, oferecer uma maior protecao a planta. A clonagem da regido 5°do gene esta
em andamento. Quanto ao isolamento de promotores antera especifico, temos alguns genes
candidatos detectados na analise de sequéncia dos clones do banco de cDNA, e a clonagem
dos respectivos promotores sera a proxima etapa.
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08 — ISOLAMENTO DE GENES DE Bacillus thuringiensis COM POTENCIAL USO NO
CONTROLE DAS PRAGAS DO ALGODOEIRO.
Magalhdes, M.T.Q.%?% Batista, J.A.N.}; Fragoso, R.R.*3; Silva, S.M.B.; Oliveira Neto, O.B.%;
Oliveira, G.R.%; Figueira, E.L.Z.%; Monnerat, R.G.%; Ayub, M.A.Z.2; Soares, L.H.B.?; Carlini,
C.R.R.S.?2e Grossi de Sa, M.F.!
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF; 2Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS; 2Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.
RESUMO

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria Gram-positiva que, durante a esporulacao,
produz inclusdes cristalinas, denominadas 6-endotoxinas, de ampla atividade inseticida,
especificas para insetos de diferentes ordens e inofensivas a mamiferos. Esta caracteristica
vem sendo utilizada no desenvolvimento de plantas transgénicas capaz de controlar pragas
de varias culturas de importancia econémica. Dentre estas, pode-se destacar a cotonicultura
gue tem como uma das principais pragas o bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis),
um inseto de habitos endofiticos, causador de grandes prejuizos econdmicos. Neste contexto,
foi caracterizada uma estirpe de Bt, do Banco de Germoplasma Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, com atividade tdxica contra o bicudo-do-algodoeiro. As analises
biogquimicas e de microscopia eletrénica detectaram a presenca de cristais quadrados,
esféricos e bipiramidais e analise em SDS-PAGE mostrou proteinas de massa molecular
de aproximadamente de 100 kDa, 68 kDa e 30 kDa. Utilizando-se oligonucleotideos
especificos para genes de diferentes classes e através da técnica de TAIL-PCR foram
isolados trés genes (crylAb, cryllal2 e cry8Ga). O gene cry8Ga contém 2.688pb e codifica
para uma proteina de 896 aminoacidos que apresenta 58% de identidade com outras toxinas
Cry desta classe. As extremidades N e C-terminal sdo extremamente conservadas, enquanto
gue os trés dominios estruturais (1, 11, 111), envolvidos na ligacdo com o receptor apresentam
baixa identidade, confirmando a presenca de uma nova toxina. O gene cryllal2 contém
2.160pb e possui 100% de identidade e similaridade com os outros genes crylla, ja
descritos na literatura. Os genes foram expressos em sistemas homologo (Bt acristalifero)
e heterdlogo (Escherichia coli) e as proteinas recombinantes Cry8Ga e Cryllal2, de
aproximadamente 100 kDa e 80 kDa, respectivamente, estdo sendo avaliadas quanto a
atividade inseticida sobre o desenvolvimento do bicudo-do-algodoeiro. Estas duas toxinas
apresentam grande potencial para serem utilizadas em programas de engenharia genética
no controle do bicudo-do-algodoeiro e outras pragas.

INTRODUCAO

A partir da década de 90 houve uma descentralizacédo da producéo de algodao,
permitindo que o Brasil passasse de importador a exportador de fibras. Neste contexto, o
algoddo vem ganhando expressividade no cenario nacional com incrementos anuais
significativos na area cultivada, producao, produtividade e qualidade. Na ultima safra (2003/
04) a producao de algodao em plumafoi de 1,2 milhdes de toneladas, representando aumento
de 50,1% em relacdo a safra anterior, sendo os Estados do Mato Grosso, Bahia e Goias,
0s maiores produtores (582,2; 262,4 e 166,7 mil toneladas, respectivamente) (CONAB,
2004).

Por ser uma cultura de grande importancia socio-econémica para 0s setores primarios
e secundarios do Brasil, existe uma preocupacéo em tomar medidas eficientes contra os
fatores limitantes de sua exploracdo. Dentre estes, podemos destacar os insetos-praga
gue constituem o fator limitante, gerador de gastos econémicos e perdas de produtividade.
As principais pragas que atacam o algodéo cultivado no cerrado sédo: as brocas
(Eutinobothrus brasiliensis e Conotrachellus denieri), a lagarta rosca (Agrotis spp.), 0s
pulgbes, (Aphis gossypi e Myzus persicae), o tripés (Frankliniella spp.), o percevejo de
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renda, (Gargaphia torresi), o curuqueré (Alabama argillacea), o bicudo (Anthonomus
grandis), a lagarta-das-macas (Heliothis virescens), as lagartas do género Spodoptera (S.
frugiperda e S. eridania), a lagarta rosada (Pectinophora gossypiella), os acaros
(Tetranychus urticae), os percevejos (Horcias nobilellus e Dysdercus spp.) e a mosca branca
(Bemisia tabaci).

Dentre as mais severas podemos destacar S. frugiperda por se alimentar de folhas
e A. grandis, um inseto fitéfago de dificil controle que possui preferéncias alimentar e
reprodutiva pelas estruturas frutiferas do algodoeiro (botdes florais e frutos verdes). Assim,
o0 bicudo utiliza dessas estruturas tanto para alimentacao quanto para o desenvolvimento de
suas fases imaturas (ovo, larva e pupa). Atingindo o estagio adulto, o inseto abandona o
abrigo vegetal comecando sua fase de vida livre.

A principal forma de controle do bicudo tem sido a utilizac&o de produtos quimicos o
gue exige grande investimento e ocasiona danos ao meio ambiente como desencadeamento
de processos de resisténcia, ressurgimento de pragas, reducao na incidéncia de inimigos
naturais e problemas de poluicdo ambiental.

Diante desta problematica, a busca por alternativas biolégicas como estratégias
moleculares e a busca de genes de resisténcia vém assumindo uma posicao de destaque
dentre as alternativas que visam o controle de insetos-praga.

Dentre as diferentes fontes de toxicidade para estes insetos, podemos destacar 0s
agentes microbianos de ampla atividade entomopatogénica, denominados de Bacillus
thuringiensis. A atividade inseticida desta bactéria é devida a producéo de inclusdes
protéicas cristalinas durante a fase de esporulacédo, denominadas de d-endotoxinas. A
maioria das estirpes de B. thuringiensis pode sintetizar mais de um tipo de cristal, podendo
estar formados por distintas d-endotoxinas, relacionadas entre si, muitas das quais sao
toxicas e especificas para certos insetos das ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera,
Hymendptera, Homoptera, Orthoptera, ndo afetando insetos ndo-alvo, plantas, vertebrados
ou 0 meio ambiente.

Quando o inseto susceptivel ingere o Bt, as inclusdes cristalinas séo solubilizadas no
intestino, em pH alcalino, ocorrendo a exposi¢ao das toxinas para sua ativagéo. As protoxinas
sdo entdo processadas pelas proteinases do tipo tripsina liberando o fragmento toxico.
Apos ativacgao, as toxinas Cry se ligam a sitios especificos, localizados nas microvilosidades
das células colunares do intestino médio (BBMV) . Logo ap0s sao observados sintomas
como a parada alimentar, paralisia do intestino, vomito, diarréia, paralisia total e finalmente
amorte.

Assim, a partir da identificacdo e caracterizacdo de estirpes de B. thuringiensis,
genes foram isolados, caracterizados, expressos e analisados contra as pragas do
algodoeiro quanto ao potencial entomotéxico e posterior utilizacdo em programas
biotecnoldgicos destinados a obtencao de plantas transgénicas resistentes a insetos.

MATERIAIS E METODOS

Atraves de bioensaios seletivos, foi selecionada a estirpe S811, pertencente ao Banco
de Germoplasma Microbiano da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, com base
na sua toxicidade contra dois insetos-praga do algodoeiro (A. grandis e S. frugiperda).

A estirpe S811 de B. thuringiensis foi caracterizada genética, bioquimica e
morfologicamente quando ao tipo de inclusdes cristalinas existentes. Estas inclusdes foram
purificadas em gradiente de sacarose segundo o protocolo descrito por De Souza, et al.
(1993). As suspensdes de cristais foram observadas em microscopio eletronico de varredura
Zeiss modelo DSM 962.

As misturas esporos-cristais para analise das proteinas foram preparadas segundo
protocolo descrito por De-Souza et al. (1993). Estas preparacdes foram analisadas por
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eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida-SDS a 10% (SDS-PAGE), conforme
procedimento descrito por Laemmli (1970).

A extracao de DNA (CTAB) total foi realizada para obtencédo de DNA com grau de
pureza suficiente para amplificacdo por PCR. Atécnica foi utilizada para identificacdo dos
genes cry presentes nos isolados. As amplificacdes foram realizadas utilizando
oligonucleotideos especificos para deteccao de genes do subgrupo cryl (Ceron et al., 1994
e 1995) e cry8 (Bravo et al., 1998). Para a clonagem dos produtos de PCR, os fragmentos
purificados foram ligados a um vetor comercial pPGEM-T Easy (kit Promega) e os fragmentos
clonados foram sequienciados no Laboratério de Genoma Funcional em sequenciador
automatico ABI-Prism. As sequUéncias obtidas dos clones foram comparadas com as
seglUéncias do Banco de Dados (GeneBank) pelo programa BLAST (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). O alinhamento multiplo das seqiiéncias dos clones com as
mais similares depositadas no Banco de Dados (GeneBank) foi feito pelo CLUSTALW (http:/
ww.ebi.ac.uk/clustalw/).

Os genes foram expressos em sistema heterdlogo Escherichia coli pET101/D-TOPO.

As proteinas recombinantes foram avaliadas em bioensaios seletivos contra larvas
de bicudo-do-algodoeiro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises de eletroforese demostraram um perfil protéico com proteina majoritaria de
massa molecular de 100 kDa e outras duas de 68 kDa e 30 kDa, apresentando ponto
isoelétrico (pl) entre 7,0 a 9,0 (dados ndo mostrados).

Os cristais purificados segundo o protocolo descrito por De Souza et al. (1993),
foram utilizados na caracterizacéo estrutural atraves de microscopia eletronica de varredura
onde se visualizou a imagem tridimensional de cristais quadrados, bipiramidais e esféricos
(Figura 1).

O isolamento dos genes especificos por PCR (Polimerase Chain Reaction) com
oligonucleotideos iniciadores previamente descritos por Bravo et al. (1998) e Ceron et al.
(1994 e 1995), permitiram a amplificacdo de quatro fragmentos iniciais codificadores de
proteina Cry. Dois deles séo fragmentos do mesmo gene (558 e 284 pb), apresentando
99% de identidade de sequéncias de aminoacidos com proteinas da classe CrylAb. Os
genes dessa classe foram os primeiros utilizados na transformacao de plantas produtoras
de toxina Cry (Barton et al., 1987). O segundo gene correspondente a classe cryll também
apresentou alta identidade e similaridade com outros genes da classe. Por apresentar grande
potencial, este gene denominado cryllal?2 foi isolado para verificacdo de seu potencial
inseticida contra o A. grandis e outras pragas do algodoeiro.

O terceiro gene foi inicialmente isolado por PCR (442 pb) utilizando-se os
oligonucleotideos especificos. Este gene mostrou 58% de identidade com as proteinas
toxicas da classe Cry8. Posteriormente, foram desenhados oligonucleotideos especificos
ao fragmento de 442 pb para clonagem do gene completo, utilizando a técnica de TAIL-
PCR, que gerou um produto final com aproximadamente 2.600 pb.

Estes genes cry8Ga e cryllal2 foram expressos em sistema heterélogo E. coli
(Figura 2) e as proteinas recombinantes foram avaliadas em bioensaios seletivos (Figura
3) contra o bicudo-do-algodoeiro. Os resultados preliminares demonstraram a elevada taxa
de mortalidade das larva, indicando altal toxicidade das toxinas Cry8Ga e Cryllal2 (Figura
4).

59



Figura 2. SDS-PAGE Cry8Ga. 1.
Marcadores de massa molecular. 2. Extra-
to bruto ndo-retido pelaresina IDA-Co?. 3.
Extrato retido pela resina IDA-Co?*, sendo
gue a setaindica a proteina Cry8Ga.

Figura 1. Microscopia eletrdnica de varredura
mostrando cristais presentes na estirpe S811.

Larva com Larvas com desenvol- Larva com Larvas com desenvol-
desenvol-vimento vimento alterado pela desenvol-vimento vimento alterado pela
normal ingestéo de toxinas Cry normal ingestéo de toxinas Cry

Figura 3. Bioensaio de toxinas Cry contra larvas do bicudo do algodoeiro. A. Controle negativo, dieta do
Bicudo + H,O; B. Desafio das larvas do bicudo contra a toxina Cry8Ga (100% de mortalidade); C. Desafio das
larvas do bicudo contra a toxina Cryllal2 (50% de mortalidade); D. Larvas, do bicudo do algodoeiro, de
diferentes tamanho, indica um grupo de larvas desafiadas com as toxinas Cry8Ga e Cryllal2, mostrando
alteracdo no desenvolvimento das larvas.
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Figura 4.: Mortalidade de larvas do bicudo do algodoeiro desafiados com as toxinas Cry8Ga e Cryllal?2.

PERSPECTIVAS

Estas toxinas estéo sendo produzidas em bioreatores com o intuito de otimizar a
expressao a qual ainda apresenta niveis muito baixos. As quantidades de proteina obtidas
serdo utilizadas em novos bioensaios, com pragas do algodoeiro e outras pragas, e em
estudos de mecanismo de acgao visando a busca de receptores no intestino dos insetos
alvo.
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RESUMO

A cotonicultura brasileira ganhou expressividade no cenario nacional e internacional
através da reorganizacao e mecanizacao do setor ocorrido no final dos anos 90 e pela
gualidade da fibra produzida. No entanto, problemas relacionados ao ataque de pragas
ainda constituem um dos principais fatores limitantes na produtividade e elevando
substancialmente o custo de producdo. Entre as pragas, as de habito endofitica,
representadas pelo bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis) e lagarta do cartucho do
milho (Spodoptera frugiperda), sédo as mais relevantes, infestando botdes florais e macgéas
gue servem de fonte de alimentacéo e local de reproducéo, causando perdas de producao
e sao de dificil controle, ja que as estruturas do algodao as protegem dos inseticidas. Neste
contexto, o presente trabalho teve por objetivo a selecdo de genes com alta especificidade
e toxicidade, contra estas pragas, a partir de uma biblioteca combinatéria tipo Phage Display
de genes cry. Os genes cry3Aa e cry8Ga foram submetidos a recombinacéo pela aplicacédo
da técnica de evolucédo molecular in vitro (DNA shuffling) e os novos genes recombinados
foram introduzidos no fagomideo pCOMB3X, clonados em Escherichia coli XL1 Blue,
obtendo uma biblioteca combinatéria de genes cry mutantes com 10° transformantes. Estes
genes foram submetidos a selecéo por Phage Display utilizando como ligantes receptores
do intestino do bicudo do algodoeiro e receptores do intestino de S. frugiperda. Foram
selecionados 21 genes para o bicudo e 16 para a lagarta do cartucho, os quais foram
expressos em E. coli TOP10F . Os mutantes estdo sendo seqiienciados e sua atividade
esta sendo determinada em bioensaios contra as pragas-alvo.

INTRODUCAO

Apos periodo de declineo no inicio dos anos 90, a cotonicultura se reorganizou com
investimentos massivos em tecnologia agricola e, atualmente, o pais vem figurando
internacionalmente como exportador de fibras, conquistando importantes mercados e vitérias
comerciais recentes junto a Organizacdo Mundial do Comércio referente aos subsidios
desleais aplicados pela politica agricola dos Estados Unidos. No cenario nacional, o algodao
vem ganhando expressividade com incrementos anuais significativos na area cultivada,
producéo (1,2 milhdes de ton) e qualidade da fibora (CONAB, 2004).

Diante do éxito conquistado, todavia, o cultivo sofre grandes prejuizos com problemas
remanescentes como ataque de insetos-praga, representados principalmente pelo bicudo
do algodoeiro (Anthonomus grandis), o curuqueré (Alabama argilacea), a lagarta da maca
(Heliothis virescens), a lagarta rosada (Pectinophora gossypiella) e a lagarta do cartucho
do milho (Spodoptera frugiperda), entre outras. Entre as pragas, o bicudo do algodoeiro &
considerado, atualmente, uma das mais relevantes da agricultura mundial, devido aos danos
causados e dificuldades de controle. Apresenta ampla distribuicdo geografica e nos ultimos
anos vem exercendo fortes pressées em Goias, Minas Gerais, Bahia e Mato Grosso,
causando grandes prejuizos. Além do bicudo, os problemas relacionados a lagarta do
cartucho do milho, que se alimenta das folhas no seu estagio mais jovem e penetra nas
macas e nos botdes florais, causando grande destruicdo e dificultando o seu controle
(NAKANO et al., 1992). O controle do bicudo do algodoeiro e da lagarta do cartucho do
milho pelos métodos convencionais com a aplicacao de pesticidas € oneroso e ineficiente,
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devido a fase larval do patdégeno ser endofitica, além de ser prejudicial ao meio ambiente.
Portanto o desenvolvimento de novas plantas resistentes poderia representar estratégias
com perspectivas no controle destas e das outras pragas da cotonicultura. O setor, com
marcante evolucao, introduziu-se na era de plantas biotecnologicamente melhoradas
contendo genes, capazes de expressar proteinas de defesa especificas a insetos-praga,
dos quais se destacam as toxinas de Bacillus thuringiensis ou proteinas Cry.

Salienta-se que as toxinas Bt apresentam atividade especifica e restrita a
determinados insetos-praga, com a vantagem de apresentar inocuidade aos vertebrados,
principalmente aos humanos, e ao meio ambiente (CRICKMORE et al., 1998), fazendo deste
agente um componente-chave nas estratégias de controle de pragas. O uso de técnicas
moleculares na obtencao de toxinas melhoradas (DNA shuffling) e construcéo de biblioteca
combinatoria (Phage display) permitem o desenvolvimento de novas toxinas e seleciona-
las com atividade extrita sobre o inseto alvo de interesse, sendo dessa forma, seguro quanto
sua utilizacdo em plantas geneticamente modificadas, protegendo o0 meio ambiente e
mantendo o equilibrio do ecossistema, além de apresentar-se inGcuo aos humanos e
aumentar a seguranca de trabalhadores envolvidos no cultivo agricola, devido a reducéo do
uso de pesticidas.

O presente trabalho teve por objetivo a selecdo de toxinas Bt (proteinas Cry)
produzidas por B. thuringiensis no controle de pragas de habido endofitica da cotonicultura,
principalmente o A. grandis e a S. frugiperda, com énfase ao uso de biblioteca combinatoria
de toxinas, construida, através das técnicas de DNA shuffling e Phage display, para selecéo
de mutantes contra as pragas alvo.

MATERIAL E METODOS

Genes cry

Foram utilizados os genes: (i) cry3Aa (WU e DEAN, 1996) doados pelo Bacillus Genetic
Stock Center-EUA e (ii) cry8Ga isolado previamente pelo grupo a partir B. thuringiensis
(cepa 811) pertencente a colecdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Criacéo do bicudo do algodoeiro

Os ovos foram espalhados em dieta artificial a base de extrato de algodéo e as larvas ao
eclodirem, se desenvolveram no interior desta dieta e quando os adultos emergiram, foram
transferidos para uma gaiola, onde copulam e fazem ovoposicdo. Estes adultos foram
alimentados com a mesma dieta. Os ovos sao coletados, esterilizados e espalhados na
dieta (MONNERAT et al., 1999).

Criacéo da lagarta do cartucho do milho

Os ovos foram depositados em papel de filtro, esterilizados e colocados em dieta artificial,
onde as lagartas se desenvolveram. Apos a ecloséo, as larvas se alimentaram da dieta e
posteriormente completaram o ciclo larval, as pupas foram coletadas e colocadas em gaiolas
onde copularam e ovopositaram no papel.

Obtencao de receptores de toxinas Cry do intestino do bicudo do algodoeiro e da lagarta
do cartucho do milho

As proteinas periféricas do epitélio intestinal “Brush Border Membranes Vesicles” (BBMV)
do bicudo do algodoeiro e lagarta do cartucho do milho foram extraidas segundo BIBER et
al. (1981) e utilizadas na selecéo de toxina Cry mutantes.
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Construcéo de biblioteca combinatoéria de toxinas Bt e selecdo de mutantes contra as
pragas alvo

Na construcao da biblioteca combinatoria de genes codificadores para toxinas Bt, utilizou-
se 0s genes cry3Aa e cry8Ga, sendo que no desenvolvimento da biblioteca combinatoria
utilizou-se as tecnologias de DNA shuffling (STEMMER 1994; ZHAO et al., 1998; VOLKOV
et al., 2000; COCO et al., 2001)e Phage display (SMITH, 1985).

Os genes parentais foram alinhados e comparados com outras sequéncias, presentes
em banco de dados a fim de definir a regido codificadora da proteina ativa que contém os
trés dominios e desenhar oligonucleotideos especificos para a amplificacéo das seqiéncias
determinadas. Posteriormente, os genes foram submetidos a transformacéo atravées da
tecnologia do DNA shuffling, que compreenderam as seguintes etapas: (i) amplificacéo
dos parentais genes em reacdo de PCR com oligonucleotideos especificos contendo o
sitio de restricdo para a enzima Sfil, (ii) fragmentacédo de 5 pug de cada um dos genes
amplificados com a enzima DNasel, cujos fragmentos obtidos apresentaram entre 30-50
pb, (iii) recombinacdo aleatdria dos fragmentos em reacdo de PCR sem a adicédo de
oligonucleotideos e (iv) amplificacéo dos novos genes recombinados. Os novos genes foram
digeridos com Sfil, introduzidos no fagomideo pCOMB3X, clonados em E. coli XL1 Blue e
estes genes foram submetidos a selecdo por Phage display utilizando como ligantes
receptores do intestino do bicudo do algodoeiro e lagarta do cartucho do milho. Os genes
mutantes selecionados estdo em processo de sequenciamento e expressao em E. coli
TOP10F a fim de utiliza-las na caracterizacao e realizacao de bioensaios, para posterior
comparacao com a atividade das proteinas originais.

Bioensaio utilizando as proteinas melhoradas

As toxinas Bt ou toxinas Bt melhoradas foram incorporadas na dieta artificial do bicudo do
algodoeiro e da lagarta do cartucho do milho, determinando a mortalidade das larvas, cujos
dados serdo utilizados na determinacéo da DL, a fim de selecionar as toxinas mais ativas
a serem aplicadas posteriormente em programas de melhoramento genético de algodao.

Sequenciamento dos genes selecionados
Os genes selecionados foram parcialmente sequenciados em sequienciador automatico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os genes cyr3Aa e cry8Ga foram inicialmente amplificados (Figura 1B) e apos
fragmentacdo com DNasel obteve-se fragmentos com 30 a 50 pb (Figura 1C). Estes
fragmentos foram recombinados em reacdo de PCR sem a utilizacédo de oligonucleotideos
e posteriormente utilizados como template para a recuperacdo dos novos genes
recombinados em outra reacao de PCR, utilizando oligonucleotideos especificos (Figura
1D).
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Figura 1: Obtencao de genes cry mutantes. A. Esquema geral da metodologia de DNA shuffling na obtencao
de genes mutantes. B. Amplificacdo dos genes originais. C. Fragmentacdo dos genes originais com DNasel.
D. Amplificacéo dos genes mutantes.

Os genes mutantes foram introduzidos no fagomideo pCOMB3X, clonados em E. coli
XL1 Blue, obtendo uma biblioteca combinatéria de genes cry mutantes com 10°
transformantes. Estes genes foram submetidos a sele¢do por Phage display utilizando
como ligantes as BBMV do intestino do bicudo do algodoeiro e/ou as BBMV do intestino
de S. frugiperda. No momento selecionou-se aleatoriamente 21 genes cry mutantes para
A. grandis e 16 para S. frugiperda apds o terceiro e quarto ciclo de selecéo,
respectivamente. Salienta-se que os genes mutantes selecionados estdo sendo expressos
(Figura 2) para serem submetidos a bioensaios contra o bicudo do algodoeiro e a lagarta
do cartucho do milho.

A B C D E F A B C D E F

6 kDa

Figura 2: SDS-PAGE e Western Blot da expresséo de diferentes genes mutantes em E. coli TOP 10F’ ap6s
inducdo com 1 mM de IPTG.

A tecnologia do DNA shuffling vem sendo disseminada com sucesso no meio cientifico,
e trata-se de uma ferramenta poderosa para a construgao de bibliotecas combinatérias de
genes mutantes, cujo produto resulta na geracdo de grande variedade de novos genes e
permite a selecdo das proteinas com caracteristicas almejadas, segundo critérios,
previamente estabelecidos. Em nivel comercial, as enzimas sdo as mais susceptiveis de
aplicacdo da tecnologia, melhorando as caracteristicas intrinsecas e maior aplicabilidade
na indastria (NEDWIN, 1997). O método, ainda permite desenvolver compostos indbcuos
aos humanos, aumentando a biosseguranca alimentar e gerando novas proteinas distintas
das existentes e patenteadas. Na agricultura, tecnologia do DNA shuffling permite o
melhoramento de genes que poderdo solucionar problemas especificos, tais como o
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desenvolvimento de resisténcia a estresse biotico e/ou abibtico. Exemplos classicos do
emprego desta metodologia, na selecéo de genes com caracteristicas importantes, como
atividade inseticida, ja foram relatados no melhoramento de genes cry, onde LASSNER e
BEDBROOK (2001) obtiveram uma biblioteca de genes cry que codificam toxinas Bt com
incremento na atividade de até 3,8 vezes, quando comparados com 0s genes parenterais
precursores da biblioteca combinatoria.

Portanto espera-se ao final do trabalho obter genes cry melhorados que codificam
para toxinas Bt com maior atividade e especificidade contra as pragas do algodoeiro, com
enfoque ao bicudo dos algodoeiro e a lagarta do cartucho do milho, a fim de aplica-los no
Programa de Melhoramento do Algodéo.
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10 - LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR DE INSETOS - EMBRAPA ALGODAO.
Lucena, W.%; Vidal, M.%; Miranda, J.%; Belo, A.}; Cesario, J.%; Fabricio, W.%; Djair, J.; Dantas,
M.; Azevedo, I*; Patricia, K.*; Sousa, C.?; Silva, P' e Lyra, J..
Embrapa Algodao, Campina Grande, PB.
RESUMO

A obtencéo de ferramentas para o controle das pragas do algodao constitui a principal
area de atuacao do Laboratorio de Biologia Molecular de Insetos (BMI) da Embrapa Algodéo.
Dentro deste contexto, duas linhas de pesquisa englobam projetos relacionados a selecéo
de entomopatdgenos e genética de populacdes das principais espécies de insetos-praga.
Duas cepas do Bacillus thuringiensis estdo sendo estudadas para o controle da Lagarta
Militar devida a alta atividade toxica. Paralelamente, a variabilidade genética e a estrutura
populacional das populacdes de Anthonomus grandis do Brasil estdo sendo avaliadas
guanto a sua possivel correlacdo com a resisténcia aos inseticidas quimicos e as diferentes
pressodes de selecéo presentes nos diferentes sistemas de producéo e ecossistemas.

INTRODUCAO

Oitenta por cento da cotonicultura mundial esta concentrada nos paises em desenvolvimento,
com um consumo de cerca de 20 milhdes de tonelada/ano de algodédo em pluma, distribuidos
em 150 paises (Shelton, Zhao e Roush, 2002). Em 2004, safra recorde, a producao de
algodao em pluma no Brasil alcancgara, segundo as expectativas, 1,240 milhdo de toneladas,
43% a mais que a safra do ano passado. A area cultivada também aumentou em cerca de
40%, passando de 735,1 mil hectares na safra 2002/2003, para 1,029 milhdo de hectares.
Apesar deste quadro promissor, a cotonicultura ainda enfrenta como principal entrave o
controle de cinco espécies-praga das ordens Lepidoptera e Coleoptera: lagartas das macas
(Heliothis virescens), lagarta rosada (Pectinophora gossypiella), duas espécies
desfoliadoras (Alabama argillacea e Spodoptera frugiperda) e o bicudo do algodoeiro
(Anthonomus grandis), respectivamente. Os inseticidas utilizados contra o complexo de
pragas que atacam o algod&o correspondem a mais de dois ter¢cos da quantidade total de
pesticidas empregados na cotonicultura.

Desta forma, duas acdes podem elucidar algumas questbes importantes para o
conhecimento da biologia destas espécies, bem como para o seu controle: o diagnéstico e
monitoramento da resisténcia aos inseticidas quimicos empregados na cotonicultura e a
descoberta de novas ferramentas de controle.

Para os estudos de resisténcia, € necessario um levantamento da estruturacéo genética
das populacdes de insetos, seus possiveis reflgios e os principais eventos de pressao de
selecéo.

Paralelamente, entre os principais agentes de controle, a bactéria entomopatogena B.
thuringiensis tem apresentado um grande acervo de genes que codificam para toxinas
eficazes na diminuic&o dos niveis populacionais em campo.

MATERIAL E METODOS

Para os estudos populacionais estdo sendo realizadas, continuamente coletas de
massas de ovos, lagartas, macas e botdes florais de algod&o dispostos no solo, nos
diferentes estados produtores de algodao. O DNA total dos insetos é extraido utilizando o
protocolo descrito por Ayres (2001).

As andlises populacionais séo realizadas utilizando marcadores de isoenzimas, RAPD,
MtDNA, microssatélites e marcadores nucleares envolvidos com a diapausa. Para os
experimentos de RAPD e microssatélites, os kits OPERON foram testados e os melhores
primers selecionados. Sequéncias de microssatélites foram selecionadas do GENE BANK
e 0s respectivos primers desenhados. Os protocolos para os demais marcadores sao
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executados de acordo com os descritos na literatura (Scataglini et al., 2000; Ayres, 2001;
Lewis et al., 2002 e Martins et al., 2003). AAnalise das matrizes geradas foram realizadas
no programa POPGENE (versao 1.32), que possibilitou a estimativa da diferenciacao
genética, identidade e distancia.

Para a selecao das cepas foram coletadas amostras de solo da Regido Metropolitana
do Recife. A coleta, isolamento, cultivo e bioensaios segue o protocolo descrito por Amos
(2000).

As cepas mais eficientes foram cultivadas em meio MBti durante 24 horas a 250 rpm.
Para extracdo do DNA plasmidial foi utilizado o protocolo de extracdo de plasmidios da
QIAGEN® (Alemanha), (QIAGEN®Plasmid Handbook, 1995), com algumas modificacdes.
Para estas reacfes de PCR, foram utilizados primers (iniciadores) de genes cry, de acordo
com Porcar et al. (2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Genética de Populacdes de Anthinomus grandis:

Foram utilizados 13 sistemas enzimaticos para avaliar as populacdes de A. grandis.
A heterozigosidade média observada nos loci polimorficos variou entre 0,274 e 0,173 e 0
polimorfismo variou entre 25 e 100%. Trés loci ndo estavam em Equilibrio de Hardy-
Weinberg, Po-1 (Campina Grande), Idh-1 (Misséo Velha) e Me-1 (Barbalha). A diferenciacao
geral entre as populacgdes foi alta e correspondeu a um Fst de 0,544 e as distancias genéticas
variaram entre 1.656 (Barbalha/Primavera de Leste) e 0,078 (Campina Grande/Primavera
do Leste). O fluxo génico estimado (Nm), a partir do Fst total foi de 0,210.

Os trés primers utilizados possibilitaram a identificacao de 25 loci. A analise destes
loci revelaram uma diferenciacao genética elevada (Fst = 0,4753) e um baixo fluxo génico
entre as populacdes (Nm =0,2760). Em relacéo a distancia genética (fig. 4) foi observada
a maior distancia entre as populacdes de Itubiara (GO) e Barbalha (BA), correspondendo a
0,5246; enquanto, a menor distancia genética encontrada (0,1959) ocorreu entre as
populacdes de Campina Grande (PB) e Barbalha (CE).

Diferentes marcadores moleculares vém sendo utilizados para compreender a
estrutura genética e o fluxo génico das populacdes naturais de A. grandis em paises como
Estados Unidos, Argentina e Brasil. Esses indices possibilitam o conhecimento do
movimento de insetos entre as populacdes e a taxa de dispersdo. Os vinte e cinco
marcadores gerados pelos trés primers revelaram uma alta diferenciacéo genética.

Os resultados da analise isoenzimatica e RAPD demonstram uma alta diversidade
genética, a qual podera possivelmente interferir na resposta de uma estratégia de controle,
comprometendo o sucesso do programa, uma vez que as populacdes poderao variar com
relacao as taxas de resisténcia e tolerancia em resposta as diferentes pressoes de selecao
exercidas pelos inseticidas utilizados, dificultando desta forma, a elaborac¢éo de um programa
de controle de escala mais abrangente. Por outro lado, o baixo fluxo génico apresentado
entre as populacdes possivelmente esta influenciando a lenta dispersdo de genes
relacionados com os mecanismos de resisténcia aos pesticidas quimicos, entre as
populacdes.

Avaliacéo de isolados de Bacillus thuringiensis:
Foram isoladas 24 cepas de Bacillus spp. a partir de 20 amostras. As cepas isoladas
foram denominadas: I1Al, 12A2, 12A3, 13A4, 14A6, I14A7, I5A8, 15A9, I5A10, I6A11, I6A16,
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I8A18, 19A19, I10A14, 114A23, 114A24, 115A25, 115A26, 119A32, 119A34, I119A35, 119A36,
119A38, e [20A39.

Levantamentos de cepas B. thuringiensis tém sido feitos em grande parte do mundo,
pois sabe-se que o solo € uma grande fonte desta bactéria. Martin e Travers (1989)
analisaram 1.115 amostras de solo obtidas em 30 paises de todos os continentes, com
excecao da Antartida, isolando 9.775 cepas desta bactéria. A partir destes resultados os
autores afirmaram que o B. thuringiensis € uma bactéria que pode ser encontrada na quase
totalidade dos ambientes do mundo. Ja Chilcott e Wigley (1992) conseguiram isolar a partir
de 338 amostras de solo 6.728 cepas de B. thuringiensis na Nova Zelandia. Posteriormente,
Bernhard et al. (1997) isolaram 1326 cepas do solo, a partir de amostras de mais de 80
paises, contemplando também todos os continentes com excecao da Antartida. No Brasil,
um trabalho semelhante foi realizado, onde foram coletadas diferentes amostras de solo de
diversos estados do pais para isolar B. thuringiensis e avaliar a atividade destas cepas
contra S. frugiperda (VALICENTE e BARRETO, 2003).

A mortalidade obtida pelas cepas isoladas a partir do solo e as cedidas pela empresa
Bioticom (Dr2 Eugénia Rios) estéo ilustradas no grafico 1.
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Gréfico 1: Mortalidade de S. frugiperda com cepas de Bacillus spp.

Através da analise de PCR foram identificados os genes cry 1D e cry 1E na cepa
204, e dos genes cry 1 Ad e cry 1F na cepa I4A7.

PERSPECTIVAS

Os estudos sobre a variabilidade genética de populagbes naturais de pragas do
algodao estédo sendo estendidos as outras espécies utilizando os mesmos marcadores.
Adicionalmente, a atuagao dos fatores evolutivos sobre os genes que estdo diretamente
relacionados aos mecanismos de resisténcia (kdr, esterases 6, canal de sédio, GST, acetil-
colinesterases, oxidase, etc) serd investigada, através do levantamento das frequéncias
génicas das variantes alélicas, dentro das populag@es naturais do Brasil.
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A selecdo de cepas de Bt contra as lagarta € um processo continuo que esta sendo
executado a medida que novas cepas autoctones estdo sendo isoladas. No caso de S.
frugiperda, as duas cepas escolhidas teréo seus genes cry identificados e isolados a fim
de serem utilizados na transformacéo do algodao.
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11 - CLONAGEM DO GENE cry8Ga DE Bacillus thuringiensis E CONSTRUCAO DE
UM GENE SINTETICO PARA EXPRESSAO EM PLANTAS DE ALGODAO

Batista, J.A.N.%; Magalhdes, M.T.Q.*2 e Grossi de Sa, M.F.!

'EMBRAPA — Recursos Genéticos e Biotecnologia; 2 Universidade Federal do Rio Grande
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo clonar genes cry da estirpe 811 de Bacillus
thuringiensis, que apresenta atividade contra o bicudo do algodoeiro, e proceder as
modificacdes na sequéncia nucleotidica dos genes isolados de modo a otimizar a sua
expressdo em plantas de algodéao transformadas. Amplificagdes iniciais foram feitas por
PCR utilizando DNA total e primers especificos para a familia cry8, seguido de duas rodadas
de amplificacéo por Tail-PCR. No total foram amplificados 2.688 pb, codificando uma nova
d-endotoxina de 896 aminoacidos denominada Cry8Ga, com 49-53% de identidade com
outras d-endotoxinas Cry8. O fragmento amplificado compreende os trés dominios estruturais
caracteristicos da extremidade N-terminal ativada das d-endotoxinas e mais 240 aminoacidos
da extremidade C-terminal. No desenho do gene cry8Ga sintético foi incluindo a parte N-
terminal da proteina e os trés dominios estruturais responsaveis pela atividade inseticida.
No total foram modificados 262 pares de base, resultando na eliminag&o de 25 sitios putativos
de poliadenilacdo, 17 motivos de instabilidade ATTTA, 95 codons raros em plantas e no
aumento do conteudo de G-C de 35.6 para 43.8%. Todavia, as sequéncias protéicas do
gene cry8Ga original e do gene sintético sao idénticas. Como proximo passo o gene cry8Ga
sintético sera utilizado para transformar plantas de algodao visando a obtencéo de cultivares
com resisténcia ao bicudo.

INTRODUCAO

Dados do “IPM Working for Development” mostram que quase 25% dos pesticidas
utilizados pela humanidade séo gastos na cotonicultura. O controle de pragas como o bicudo
do algodoeiro, Anthonomus grandis, e a lagarta do cartucho do milho, Spodoptera
frugiperda, com defensivos quimicos é particularmente dificil devido ao seu habito endofitico.
A identificacdo de fatores com atividade sobre praga, tais como toxinas de Bacillus
thuringiensis, é uma estratégia que vem sendo cada vez mais utilizada no desenvolvimento
de cultivares resistentes.

Plantas de algodao expressando toxinas Cry (Bollgard™ da Monsanto) para o controle
de lepiddpteros, ja foram desenvolvidas (Perlak et al., 1990) e vém sendo comercializadas
desde 1996 (Jouanin et al., 1998). Todavia, inexiste ainda hoje uma cultivar de algodao
geneticamente modificada com resisténcia ao bicudo. Aléem disso, a questéo de Propriedade
Intelectual, aliada a uma crescente conscientizacdo da sociedade contra o uso indiscriminado
de agrotéxicos e a preservacdo do meio ambiente, antevéem um cenario onde plantas
geneticamente modificadas serdo, em curto prazo, fortes competidores dos cultivares
nacionais.

Com o objetivo de desenvolver cultivares nacionais resistentes ao bicudo e outras
pragas do algodoeiro, este trabalho esta inserido em um projeto maior que tem como objetivo
principal o controle das pragas do algodoeiro de habito alimentar endofitico, através do
isolamento de genes codificadores de proteinas com atividade e especificidade para as
pragas A. grandis e S. frugiperda, e a transformacédo de algoddo com estes genes.
Especificamente, foi isolado um gene codificador de uma nova endotoxina Cry8 e realizadas
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as modificacdes na seqiiéncia do gene de modo a otimizar a sua expressdo em plantas
transformadas de algodao.

MATERIAL E METODOS
Clonagem do gene cry8Ga

A amplificac&o inicial do gene cry8Ga foi feita por PCR utilizando-se DNA total da
estirpe 811 de Bacillus thuringiensis e os ‘primers’ Cry8b (Bravo et al.. 1998), especificos
para a familia cry8. Para obter a sequiéncia completa do gene foram feitas duas rodadas de
amplificacdo por Thermal Asymmetric Interlaced PCR - Tail-PCR (Liu e Whittier 1995),
utilizando em cada uma sequéncias derivadas das amplificacdes anteriores. Em cada Tail-
PCR foram feitas trés reacdes sequenciais de PCR utilizando usando “primers” especificos
derivados das sequéncias previamente amplificadas e oito “primers” arbitrarios. Fragmentos
amplificados potencialmente positivos foram clonados no vetor pPGEMT-easy e sequenciados
em ambas as direcbes em um seqienciador automatico. A analise das sequiéncias foi feita
utilizando o pacote do programas do GCG (Genetics Computer Group, Inc.), recursos de
bioinformatica da pagina do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov) e o ‘website’ EBI (http://
www.ebi.ac.uk/).

Construcédo de um gene sintético cry8Ga

Para modificar a sequéncia do gene cry8Ga esta sendo utilizada a metodologia
‘template directed ligation-PCR’ — TDL-PCR, descrita por Strizhov et al. (1996).
Resumidamente, 0 processo consiste das seguintes etapas: (1) Andlise da seqiiéncia e
sintese quimica dos oligonucleotideos com as modificacbes a serem introduzidas; (2)
Producédo de DNA fita simples, da seqiiéncia do gene, e que sera utilizado como molde na
etapa subsequente; (3) Anelamento dos oligonucleotideos com o DNA molde fita simples,
parcialmente complementar, derivado do gene original, e ligacéo dos oligos utilizando uma
DNA ligase; (4) Amplificacéo seletiva e sintese da segunda fita do DNA sintético por PCR,
com oligonucleotideos complementares apenas ao DNA sintético; (5) Montagem do gene,
subclonagem e sequenciamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Clonagem e caracterizacdo do gene cry8Ga

A amplificacao inicial por PCR com oligonucleotideos especificos para a familia Cry8
(Fig. 1A) resultou em um fragmento de 442 pb correspondente a extremidade 5’ de um gene
novo da familia cry8 (Magalhédes et al., 2001). Amplificacbes subseqiientes com o objetivo
de obter a sequiéncia completa do gene, feitas por Tail-PCR (Figs. 1B e 1C), resultaram na
amplificacdo de 2.688 pb (Fig. 2), que codificam uma endotoxina de 896 aminoacidos
denominada Cry8Ga (Batista et al., 2003). A maior similaridade € observada com o gene
cry8Aa (53% identidade e 67% similaridade), seguido dos genes cry8Ba (53% identidade
e 66% similaridade) e cry8Ca (49% identidade e 65% similaridade) (Fig. 3).

A sequéncia protéica predita do gene cry8Ga apresenta os trés dominios estruturais
caracteristicos da extremidade N-terminal ativada das d-endotoxinas e mais 240 aminoacidos
da extenséao C-terminal. Comparag¢do com outras proteinas da familia Cry8 revelou que
ainda faltam cerca de 260 aminoéacidos da extremidade C-terminal da proteina (Fig. 4).

As extremidades N-terminal e C-terminal da d-endotoxina Cry8Ga apresentam alta
identidade com outras d-endotoxinas Cry8, enquanto os trés dominios estruturais s&o menos
conservados, particularmente o segundo e terceiro dominios, que estao envolvidos na ligacdo
ao receptor, sugerindo novas atividades/especificidades inseticidas para o gene isolado
(Tab. 1).
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Figura 1. Amplificacdo do gene cry8Ga da estirpe S811 de B. thuringiensis. (A) PCR inicial; (B) Primeiro Tail-
PCR; (C) Segundo Tail-PCR. Os primers arbitrarios utilizados aparecem indicados acima dos pocos. 1,2 e
3indicam as sucessivas rodadas de amplificacdo. Produtos potencialmente positivos e que foram clonados
e sequlienciados estdo indicados por setas. Marcadores de massa molecular estdo indicados em kb.
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Figura 2. Representacdo esquematica da estratégia de clonagem do gene cry8Ga. A escala representa o
namero de pares de bases.
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Figura 3. Dendrograma do alinhamento da seqiiéncia protéica predita do gene cry8Ga com outras d-endotoxinas
Cry8 e Cry9. O alinhamento foi feito usando o programa CLUSTALW.
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Figura 4. Representagdo esquematica dos dominios estruturais da d-endotoxina Cry8Ga nova e comparagao
com Cry8Aa. O dominio | esta relacionado com a inser¢ao da proteina na membrana epitelial do intestino do
inseto e a formagdo de poros. Os dominios Il e Ill estdo envolvidos com a ligagéo a receptores.

Tabela 1. Identidade media entre os dominios da d-endotoxina Cry8Ga e os dominios
correspondentes em outras d-endotoxina Cry8.

Cry8Ga
N-terminal Dominio | Dominio Il Dominio lll | C-terminal
Cry8Aa 87.7% 48.6% 29.8% 35.5% 90.7%
Cry8Ba 89.8% 47.7% 31.3% 37.6% 91.1%
Cry8Ca 73.5% 57.7% 31.6% 33.3% 68.6%
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Sintese de um gene sintético cry8Ga por TDL-PCR

Os primeiros trabalhos de transferéncia de genes cry para plantas relataram niveis
de expressao muito baixos (Vaeck et al., 1987; Barton et al., 1987). Trabalhos posteriores
verificaram que segmentos com alto contetdo de AT, comuns no genoma de Bacillus, eram
interpretados pela maquinaria transcricional da planta como sinais de terminacao, ‘splicing’,
poliadenilacdo ou outros, levando ao término prematuro, a producao de proteinas truncadas
e a um baixo nivel de expressao (Diehn et al. 1996). Ou seja, para a expressao de toxinas
cry em plantas, as sequéncias originais dos genes devem ser modificadas, através da
substituicdo de residuos na seqiiéncia nucleotidica original de modo a criar coédons utilizados
preferencialmente pela célula vegetal e eliminar possiveis sinais de processamento utilizados
pela maquinaria transcricional e traducional das plantas.

O desenho do gene cry8Ga sintético foi baseado na sequéncia do gene cry8Ga
original, incluindo apenas a parte N-terminal da proteina e os trés dominios responsaveis
pela atividade inseticida, constituida de cerca de 666 aminoacidos. A seqiiéncia protéica
final do gene cry8Ga sintético € idéntica a sequéncia original. Um resumo das modificacoes
introduzidas é apresentado na tabela 2. A sequiéncia do gene cry8Ga foi dividida em trés
blocos denominados A, B e C com 595, 665 e 753 pb, respectivamente. Os blocos Ae B
séo delimitados por um sitio de Nde | e os blocos B e C por um sitio de Spe |. Para a sintese
do bloco A foram desenhados 6 ‘primers’, para o bloco B, 7 ‘primers’ e para o bloco C, 9
‘primers’. Os oligonucleotideos nas extremidades de cada bloco contem seqiéncias unicas
nao complementares ao gene original, para a posterior amplificacéo seletiva por PCR. Dentro
de cada bloco ndo ha sobreposicao na sequéncia dos oligonucleotideos. Uma representacéo
esquematica da estratégia de sintese é mostrada na figura 5.

Tabela 2. Modificacdes introduzidas no gene cry8Ga sintético.

Segmento N-terminal e dominios 8Ga sintéti
I, Il e ITT do gene cry8Ga €ryohd SImtetico

Pares de base (pb) 1998 pb = 666 aa 1998 pb = 666 aa
A 690 558
T 597 565
& 333 441
G 378 434
A+T 1287 (64.4%) 1123 (56.2%)
C+G 711 (35.6%) 875 (43.8%)
pb modificados 0 262 (13%)
Codons modificados 0 261 (39%)
Motivo ATTTA 17 0
Sitios de poliadenilacdo putativos 26 1
Codons NCG 23 0
Codons NTA 72 0
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Figura 5. Representacdo esquematica da estratégia de construcdo do gene sintético cry8Ga. Afigura acima
corresponde a seqiiéncia protéica e a figura abaixo a sequiéncia nucleotidica. A orientacdo e posicao dos
“primers” desenhados estdo indicadas por setas.

PERSPECTIVAS

O isolamento do gene cry8Ga abre uma série de novas perspectivas em relagdo ao
controle do bicudo. O passo imediato consiste em transformar plantas de algoddo com o
gene cry8Ga sintético visando a obtencdo de cultivares com resisténcia ao bicudo.
Adicionalmente o gene cry8Ga esta sendo utilizado isoladamente ou em combinacdo como
0 gene cry3A, para a producao de bibliotecas combinatérias através das técnicas de DNA
‘Shuffling’ e ‘Phage display’, visando o aumento do repertdrio de toxina Cry ativas contra o
bicudo (Grossi de Sa et al., 2004). Também sera possivel isolar o receptor do gene no
intestino do bicudo e através de estudos de modelagem molecular, identificar residuos chave
envolvidos na ligagéo e atividade da endotoxina. O conhecimento gerado por estes estudos
permitira a manipulacéo e o desenho racional do gene cry8Ga no sentido de aumentar sua
atividade especificidade sobre o bicudo ou sobre outras pragas.
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12 - CryDATA —A STRUCTURAL DATABASE FOR DELTA ENDOTOXIN FROM Bacillus
thuringiensis
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M.M.* e Martins N.F.*
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RESUMO

As d-endotoxinas ou toxinas Bt sdo proteinas inseticidas presentes em inclusdes
cristalinas produzidas por cepas da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis. A
primeira estrutura molecular de proteina cristal (Cry3A) foi determinada por Li et al., (1991)
e desde entédo poucos progressos foram alcancados, uma vez que somente existem quatro
estruturas tridimensionais experimentalmente determinadas para essas toxinas.
Contraditoriamente, o nimero de novos genes de d-entodoxinas descoberto chega a 290
sequéncias. O interesse biotecnoldgico dessas toxinas € crescente, uma vez que as o-
endotoxinas comp®e diversos produtos de controle das larvas. O objetivo do trabalho &
estudar as relagcdes entre estrutura e funcéo das toxinas atraves de modelagem molecular
por homologia e reconhecimento de enovelamento. Buscas em bancos de dados por
comparacao de seqiéncia foram realizados com o uso de programas com BLAST e
CLUSTAL W, além do MODELLER 4.0 para a constru¢ao das coordenadas atbmicas. Este
trabalho apresenta a construcédo de um banco de dados de modelos de 6-endotoxinas e
sua avaliacéo estrutural. Bem como a visualizacdo e acesso ao banco de 60 modelos
refinados.

INTRODUCAO

As d-endotoxinas ou toxinas Bt sdo proteinas inseticidas presentes em inclusdes
cristalinas produzidas por cepas da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis,
durante a esporulacédo. Os cristais de é-endotoxinas (toxina Bt) sao ingeridos pelo inseto, e
solubilizam-se em contacto com o meio alcalino do trato digestério liberando um fragmento
de ~55-70 kDa, conforme o tipo de proteina Cry. Uma vez liberados esses peptideos inserem-
se na membrana das ceélulas epiteliais do intestino, criando poros, e provocando um
desequilibrio eletrolitico que leva o inseto a morte.

As moléculas de é-Endotoxina possuem dois dominios de ligacdo. O primeiro localiza-
se no N-terminal e esta associado ao processamento proteolitico de ativacao. Os primeiros
aminoacidos implicados nos contatos observados em Cry3Asao LEU 599, THR 600, ASP
287, VAL 288, LEU 285, ARG 289 GLU 294, LEU 290, TYR 291, VAL 276, LYS 293. O
segundo segmento em alca que se agrupa sao os segmentos dos aminoacidos ASP 287,
LEU 290, VAL 288, TYR 291, PRO 292, LYS 293 e ARG 289 (Loseva et al, 2001).

A primeira estrutura molecular de proteina cristal (Cry3A) foi determinada por Li et
al., (1991). Esses estudos contribuiram para o conhecimento sobre o modo de acao dessas
toxinas. A estrutura tridimensional das formas ativadas das proteinas Cry consiste de trés
dominios. O dominio | (N-terminal) consiste de 7 a-hélices, sendo 6 hélices anfipaticas
circulando uma hélice central, a a-hélice 5 hidrofobica. O dominio Il é formado por trés folhas
B-antiparalelas ao redor de um cerne hidrofobico, terminando em al¢as no apice da molécula
e o dominio Il (C-terminal) que consiste de duas folhas B-antiparalelas formando um -
sanduiche. O dominio | esta envolvido na insercao da proteina na membrana e na formacéao
do poro, ja os dominios Il e lll estdo envolvidos no reconhecimento e ligacéo ao receptor.
Acredita-se que o dominio Il esteja fortemente envolvido com a estabilidade estrutural
(Herrero et al., 2004).

Mais de 290 genes cry foram determinados e classificados em 32 familias de diferentes
subgrupos com base na identidade da sequéncia de aminoacidos (www.http://
epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/ver.html). As proteinas toxicas contra

81



lepidopteros constituem os grupos Cryl, Cry2, Cry9 e Cry15; enquanto que as toxinas ativas
contra insetos da ordem coledptera séo as toxinas Cry3, Cry7, e Cry8, bem como, as proteinas
Cryl1B e Cryll, as quais apresentam dupla atividade contra lepidopteros e coledpteros. As
proteinas Cry5, Cry6, Cry12, Cry13, Cryl4 e Cry21 apresentam atividade contra nematoides,
Cry22 com atividade contra nematoides e himenopteros e Cry2, Cry4, Cry10, Cry11, Cry16,
Cryl7, Cry18, Cry19, Cry20 e Cyt séo toxicos contra insetos da ordem diptera (Bravo et al.,
1998).

MATERIAL E METODOS

Andlise de sequéncias

As sequéncias de interesse foram comparadas com as ja existentes em bancos de dados,
identificando-se assim proteinas homaologas através de algoritmos de alinhamento local e
global como BLAST (Altschul et al., 1997).

Modelagem molecular

Para a realizacdo de estudos de modelagem, buscas em bancos de dados usando
programas de comparacdo de sequéncia contra o banco de dados de estruturas
tridimensionais, o Protein DataBank. Foram utilizados programas especializados em
reconhecimento de dobramento e CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) para a construcao
inicial de alinhamentos multiplos. Uma variedade de ferramentas via Internet foi utilizada
nos experimentos de threading. Os modelos das proteinas foram construidos usando o pacote
MODELLER-4 (Sali e Blundell, 1993). Estas analises visaram a complementaridade dos
estudos dos genes e suas proteinas em nivel experimental buscando um melhor entendimento
da estrutura e do funcionamento das proteinas. As metodologias de busca por enovelamentos
foram descritas por Douguet e Labesse, 2004.

Visualizac&o e acesso

A visualizacao foi desenvolvida sob o sistema operacional Red Hat Linux usando linguagem
de programacao Java™. A interconexao do banco foi feita sobre a arquitetura de cliente-
servidor adotada pela tecnologia CORBA (Common Object Request Broker Architecture).
Os padrdes permitem a interacéo entre o Banco Cry Data e outros programas suportados
pela CORBA.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dos 295 genes de dé-endotoxinas identificados somente 4 tiveram sua estrutura

determinada experimentalmente por difracdo de Raios-X: 1CIY, 1DLC, 1I5P, 1JI16 [4]. Com o
objetivo de estudar as relacdes entre estrutura e funcédo dessas toxinas foi necessario
determinar os modelos das proteinas. A falta de estruturas experimentais para as o-
endotoxinas é decorrente das dificuldades de cristalizacéo das toxinas (Kouskoura, 2001).
Causando assim a grande lacuna entre o numero de seqiéncias conhecidas e o nimero de
estruturas determinadas. O banco de dados CryDATA de modelos de é-endotoxinas pretende
prencher parte desta vacancia, fornecendo um ponto de partida para estudos estruturais.

O primeiro passo foi usar a modelagem comparativa automatizada, onde as
sequéncias foram alinhadas com as diferentes possibilidades de moldes e selecionadas
as mais idénticos. A precisao da metodologia depende da percentagem de identidade entre
a proteina alvo e o molde aproximado. Isto €, quanto maior a percentagem de identidade
entre o alvo e o molde mais preciso sera o modelo estrutural e menor a probabilidade de
discrepancias no nivel de cadeias laterais.

O segundo passo foi avaliar o empacotamento e outras caracteristicas dos modelos
atraves de trés meétodos: Procheck, Prosall e Verify. Os resultados estéo listados na tabela
1. Os modelos aceitos pelos critérios do mapa de Ramachandran possuem mais que 85%
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dos residuos em posic¢des aceitaveis. O critério usado para aceitar o modelo foi um erro
meédio de 2 a 2.5% e um desvio padrédo de até 0.2 no programa Verify 3D (Laskowski,
1993).

A grande parte dos modelos construidos apresentou identidade de 55% a 85% com
as estruturas conhecidas de §-endotoxinas. E embora muitos modelos tenham sido aceitos
por este critério foi necessario avaliar cuidadosamente cada uma das moléculas. Os modelos
menos favoraveis foram detectados com membros das familias Cry9, Cry25 e Cry31 a 33.
Membros da familia Cry14 e Cry24 apresentam identidade abaixo de 30%, tornando o modelo
de baixa confiabilidade. Nestes casos as sequéncias foram submetidas ao reconhecimento
de enovelamento e algumas coordenadas puderam ser transferidas, contudo as
discrepancias de grande extensao na sequéncia nao foram corrigidas. Por outro lado os
membros das familias de Cryl a Cry3 mostraram um percentual de identidade superior a
60% resultando em modelos de discrepancia minima e acuracia maxima (Figure 1 e 2).

Uma vez selecionados para depdsito no banco de dados os modelos podem ser
adquiridos e visualizados no banco CryDATA. Através de programacao em JAVA script que
oferece uma interface grafica amigavel e facilmente aplicavel a manipulacdo dos dados,
permitindo as fungdes de insercao, remocao e visualizacao dos dados (Figure 3).

A saida do display do banco de dados para estruturas € o programa RASMOL
(Bernstein,2000) e as sequéncias sédo acessadas através de um link ao GenBANK em
http://ncbi.nim.nih.gov.
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Tabela 1 — Avaliacdo dos modelos estruturais de d-endotoxinas por Prosall, Eval3D e
Verify3D.

Prosall Eval 3D Verify3D Error/Mean
Toxin nomenclature  Access
number
CrylAa6 U43605 0.103 -0.473 0.205 4.31/42.0
CrylAc3 X54159 0.391 -0.478 0.209 9.72/30.0
CrylAcé6 U43606 0.373 -0.564 0.129 2.58/95.8
CrylAcl3 AF148644 0.371 -0.560 0.129 2.60/96.0
CrylCal X07518 0.287 -0.589 0.128 2.59/95.9
CrylCa6b AF215647 0.349 -0.458 0.148 2.56/95.9
Cryllal X62821 0.489 -0.789 0.113 2.67/96.2
Crylla2 M98544 0.504 -0.485 0.111 2.67/96.2
Crylla3 L36338 -0.116 -0.753 0.214 2.55/95.2
Crylla4 149391 0.494 -0.221 0.111 2.66/96.1
CryllaS Y 08920 0.502 -0.487 0.111 2.67/96.1
Crylla8 AF373207 0.353 -0.354 0.132 2.57/95.8
Cryllbl V07642 0.857 -0.965 0.113 2.55/94.2
Cry2Aal M31738 -0.872 -0.459 1.328 2.61/96.2
Cry2Aa2 M23723 -0.872 -0.746 0.456 2.61/96.2
Cry2Aa4 AF047038 0.680 -0.551 0.129 2.40/94.4
Cry2Aas AJ132464 0.531 -0.415 0.116 2.43/94.0
Cry2Aa6 AJ132465 0.416 -0.289 0.217 2.43/94.0
Cry2Aa7 AJ132463 0.803 -0.683 0.120 2.43/94.5
Cry2Abl M23724 -0.868 1.29 0.422 2.60/96.2
Cry2Ab2 X55416 0.372 -0.244 0.128 2.35/95.0
Cry2Ab3 AF164666 0.372 -0.244 0.128 2.35/95.0
Cry2Acl X57252 -0.060 0.315 0.255 2.93/92.8
Cry3Aa2 J02978 0.438 -0.335 0.103 2.51/95.8
Cry3Aa3 Y00420 0.438 -0.335 0.103 2.51/95.8
Cry3Aa6 U10985 0.438 -0.335 0.103 2.51/95.8
Cry3Bal X17123 -1.084 1.528 0.444 2.66/93.6
Cry3Bbl M89794 -1.084 1.528 0.444 2.66/93.6
Cry3Bb2 U31633 -1.088 1.531 0.443 2.68/93.6
Cry3Cal X59797 -0.857 1.257 0.400 2.29/98.6
Cry9Dal D85560 0.222 -0.081 0.141 2.83/88.1
Cry9Da2 AF042733 0.221 -0.081 0.141 2.83/88.1
Cryl0Aal M12662 0.618 -0.558 0.077 2.77/94.0
CryllAal M31737 0.745 -0.558 0.077 2.56/94.3
Cryl2Aal X86902 1.035 -0.928 0.107 2.46/92.6
Cryl4Aal U13955 -0.997 0.009 0.165 2.18/88.4
Cryl5Aal M76442 0.635 -0.558 0.077 2.90/83.0
Cryl6Aal X94146 0.635 0.093 1.82 2.87/88.0
Cryl7Aal X99478 0.635 -0.562 0.073 2.90/83.0
Cryl8Aal X99049 0.647 -0.564 0.083 5.45/50.0
Cryl9Aal Y07603 0.353 0.190 0.078 2.84/88.1
Cryl9Bal D88381 0.595 -0.473 0.122 2.70/94.5
Cry20Aal U82518 0.842 -0.073 0.112 2.55/96.2
Cry23Aal AAF76375 0.057 -0.076 -0.019 8.23/35.2
Cry24Aal BAD32657 0.617 -0.489 0.128 2.71/91.9
Cry25Aal U88189 0.548 -0.073 0.120 2.75/95.7
Cry31Aal AB031065 0.918 -0.800 0.118 2.65/91.2
Cry33Aal AAL26871 0.654 -0.654 0 0.99/100
Cry34Aal AAG50341 0.972 -0.836 0.107 2.46/92.6
Cry35Aal AAG50342 0.908 -0.780 0.128 2.70/100
Cry36Aal AAK64558 0.735 -0.696 0.039 4.58/62.2
Cry37Aal AAF76376 -0.514 0.658 0.144 3.78/68.1
Cry38Aal AAK64559 0.226 -0.121 0.105 2.76/95.7
Cry39Aal BAB72016 0.310 -0.157 0.153 2.52/94.4
Cry40Aal BAB72018 0.229 -0.169 0.130 2.44/95.8
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CLITSTAL W 1582) multiple sequerwe aligment
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Figural: Alinhamento multiplo das toxinas da familia Cryl com o molde 1CIY realizado pelo programa
ClustalW. Destaque aos blocos de estrutura secundaria em amarelo as O(-hélices e em cinza as fitas-f3.
Os residuos de aminoécidos idénticos estdo marcados por * e similares por . ou :
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Figura 2: A. Sobreposicao estrutural de modelos de d-endotoxinas da familia Cryl com o molde 1CIY. As
linhas representam as estruturas de 1CIY, CryIA6, Cry1AC13, Cry1Ac3, e CrylAc6 respectivamente. B.
Sobreposicao estrutural da familia Cry2 destacando a estrutura secundaria de o-hélices e em
Cry2Aale Cry2Abl.
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Figura 3: Implementacdo do CryDATA através de JAVA Script. A. Tela de abertura, B. Tela de busca por
sequencia C. Aplicagéo de busca por estrutura.
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13 - JABURETOX-2EC: PEPTIDEO RECOMBINANTE DERIVADO DE UREASE DE Canavalia
ensiformis COM ATIVIDADE BIOINSETICIDA
Mulinari, F.*?; Stanisguaski, F.2; Carlini, C.R.? e Grossi-de-S4, M. F.1
'EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia; ?Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre-
RS.
RESUMO

A transformacgdo genética de plantas com genes exdgenos codificando fatores de
resisténcia a fitopatbgenos é uma interessante estratégia para diminuir as perdas na producao
agricola devido ao ataque de insetos. Desta forma, estudos vém sendo realizados com o intuito
de obter diferentes proteinas inseticidas. Nosso grupo descreveu a atividade entomotoxica da
Canatoxina (CNTX), uma isoforma de urease de Canavalia ensiformis, contra diferentes espécies
de insetos. Sua toxicidade depende da liberacao de um peptideo interno de 10 kDa, denominado
pepcanatox, gerado pela hidrélise da CNTX por enzimas tipo catepsina do trato digestivo de
insetos suscetiveis. Uma terceira isoforma de urease foi clonada a partir de C. ensiformis e
denominada JBURE-II. O gene jbure-II codifica uma sequéncia polipeptidica predita com elevada
identidade (86%) em relagdo a JBURE-I, a urease classica. Neste trabalho, a partir da sequéncia
N-terminal do pepcanatox, desenhamos iniciadores para a amplificacdo de um fragmento de 270
pb, correspondente ao pepcanatox, a partir do gene de JBURE-II, que foi denominado jaburetox-
2Ec>. Este foi clonado no vetor de expressao pET 101 para obteng&o de expressao heteréloga
de Jaburetox-2Ec em células de Escherichia coli (BL21 star) em fusdo com um epitopo V-5 e
seis histidinas na extremidade C-terminal do peptideo. Jaburetox-2Ec recombinante foi purificado
por cromatografia de afinidade a Ni (Ni-NTA) e utilizado no bioensaio contra o hemiptero Dysdercus
peruvianus (percevejo manchador da maca de algodoeiro). Ninfas de 2° estagio foram alimentadas
com dietas de farinha de algod&o contendo Jaburetox-2Ec 0,02% m/m e ap0s 12 dias, todos os
insetos estavam mortos. Foram também realizados ensaios contra baratas Blatella germanica,
utilizando dieta de rac&o para gatos contendo 0,1% m/m de Jaburetox-2Ec. Da mesma forma,
observou-se 100% de mortalidade dos insetos, apds 3 dias de ingestéo da dieta. Estes resultados
despertam o interesse na investigacao do potencial deste peptideo para uso como bioinseticida
doméstico e/ou agricola, bem como a geracao de plantas transgénicas resistentes a insetos.

INTRODUCAO
A transformacdo genética de plantas com genes exdgenos codificando fatores de

resisténcia a pragas € uma interessante estratégia para diminuir as perdas na produc¢éo agricola
devido ao ataque de insetos. Desta forma, estudos vém sendo realizados com o intuito de obter
diferentes proteinas inseticidas.
Ureases (EC 3.5.1.5) sdo enzimas dependentes de niquel, amplamente distribuidas, podendo
ser encontradas em plantas, bactérias e fungos. Sua fung&o nos vegetais parece estar relacionada
a processos de metabolizag&o de nitrogénio, principalmente nos processos germinativos. Porém,
seu papel fisioloégico em vegetais ndo € completamente esclarecido, principalmente em relagcéo
a presenca de isoformas desta enzima. A soja (Glycine max) possui duas isoformas, a urease
metabdlica ou ubiqua, presente em todos os tecidos da planta em concentragdes bem menores
(0,1 a 1%) em relacao a urease denominada embrido-especifica, que é sintetizada apenas no
embrido em formacédo, e acumulada na semente madura, possuindo atividade ureasica 1000
vezes superior a ubiqua (POLACCO e WINKLER, 1984; TORISKY e POLACCO, 1990). Estudos
de mutantes para estas enzimas indicaram que a urease ubigqua esta envolvida em processos
de reciclagem da uréia, pois mutantes com silenciamento desta isoforma apresentaram
anormalidades, como retardamento da germinagdo, acumulo de uréia nas folhas e necroses
pontuais nas folhas e raizes (STEBBINS et al., 1991). Mutantes com silenciamento da urease
embrido-especifica, por sua vez, ndo demonstraram qualquer anormalidade. Este estudo
despertou duvidas sobre a funcdo desta isoforma de urease na semente, pois ndo estaria envolvida
em processos ligados a assimilagdo de uréia, podendo participar de outros processos na planta,
como defesa.

Nosso grupo descreveu a presenca de isoformas de urease em Canavalia ensiformis,
uma leguminosa com elevada resisténcia ao ataque de insetos, além da urease classica (JBURE-
I) anteriormente descrita. Esta isoforma, denominada Canatoxina (CNTX), foi testada oralmente
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contra diferentes espécies de insetos pertencentes a diferentes ordens (CARLINI et al., 1997):
Manduca sexta, (lagarta do tabaco); Schistocerca americana, Orthoptera (gafanhoto); Oncopeltus
fasciatus, Hemiptera (joaninha); Drosofila melanogaster, Diptera (mosca da fruta); Callosobrucus
maculatus, Coledptera (caruncho do feijdo de corda); Aedes aegypti, Diptera (mosquito da febre
amarela); Rhodnius prolixus, Hemiptera (vetor da Doenc¢a de Chagas), Dysdercus peruvianus
(percevejo manchador da maca do algodoeiro). Observou-se letalidade da toxina contra
Callosobruchus maculatus, Rhodnius prolixus e Dysdercus peruvianus. Os demais insetos nao
apresentaram sinais de toxicidade, mesmo apos ingerirem grandes quantidades da proteina. Em
insetos susceptiveis a CNTX, o sistema digestivo € baseado em enzimas proteoliticas 4cidas, do
tipo catepsinas, enquanto os demais, que foram resistentes, tém digestdo basica, baseada em
enzimas tipo tripsina.

Posteriormente, demonstrou-se que a administragcdo de CNTX juntamente com inibidores
de catepsinas, como pepstatina A ou E-64 aumentava o indice de sobrevivéncia de R. prolixus
tratados com CNTX, indicando que esta é ativada proteoliticamente no trato gastrointestinal dos
mesmos (CARLINI et al.,, FERREIRA-DASILVA, et al., 2000). Neste estudo, foi realizada digestéo
in vitro da Canatoxina com enzimas obtidas da larva do besouro C. maculatus. Obteve-se assim,
um conjunto de peptideos (10-15 kDa) tdéxicos quando injetados ou ingeridos pelos barbeiros (R.
prolixus) (FERREIRA-DASILVA, et al., 2000). Procedeu-se a purificagdo do peptideo mais ativo
(10 kDa), denominado pepcanatox, atraves de processos cromatogréaficos classicos (patente
INPI-RS 0003334, de 6 de junho de 2000).

Paralelamente, foi clonado o gene de uma isoforma de urease a partir de C. ensiformis e
denominada JBURE-II, que codifica uma sequiéncia polipeptidica predita com elevada identidade
(86%) em relacdo a JBURE-I, a urease classica (PIRES-ALVES et al., 2003).

Desta forma, tornou-se possivel proceder a clonagem de um segmento de cDNA de
JBURE-II, a partir de informacdes da sequiéncia peptidica do Pepcanatox, visando obter a expresséo
heter6loga do peptideo recombinante (Jaburetox-2Ec) em células de Escherichia coli. Ap6s
otimizac&o das condic¢des de expressao e purificacao do peptideo recombinante, foram realizados
bioensaios contra insetos-praga, a fim de verificar a atividade inseticida do mesmao.

MATERIAL E METODOS

A partir da sequéncia N-terminal do pepcanatox, desenhamos iniciadores para a
amplificacdo por PCR de um fragmento de 270 pb, correspondente ao pepcanatox, a partir do
gene de JBURE-II, que foi denominado jaburetox-2Ec. Este foi clonado no vetor de expressao
PET 101 (Invitrogen) em fusdo com um epitopo V-5 e seis histidinas na extremidade C-terminal do
peptideo, sob o contole do promotor T7, contendo o operador lac.

O vetor pET101/jaburetox-2Ec foi introduzido por eletroporagédo em células de Escherichia
coli (BL21 star) e a produgéo heteréloga de Jaburetox-2Ec recombinante foi induzida com adicao
de IPTG ao meio de cultura da bactéria recombinante. As células foram ressuspensas em tampao
fosfato e sonicadas. Apos centrifugacéo, o sobrenadante foi submetido a cromatografia de afinidade
a Ni (Ni-NTA) e o peptideo purificado foi utilizado no bioensaio contra 0 hemiptero Dysdercus
peruvianus. Ninfas de 2° estagio foram alimentadas com dietas de farinha de algodao contendo
Jaburetox-2Ec 0,02% m/m e a mortalidade foi observada diariamente. Foram também realizados
ensaios contra baratas Blatella germanica, utilizando dieta de racdo para gatos contendo 0,1%
m/m de Jaburetox-2Ec. A expresséo e purificagdo foi acompanhada por SDS-PAGE e o western
blot foi realizado utilizando-se anticorpos anti-CNTX produzidos em coelhos e anti-lgG de coelho
com fosfatase alcalina conjugada como anticorpo secundario.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Expresséo e Purificagdo de Jaburetox-2Ec

A expresséo do peptideo recombinante foi acompanhada por SDS-PAGE, observando-se o
aparecimento da banda diferencial de 13 kDa nas células induzidas com IPTG em relagéo ao
controle (ndo induzido), que ndo possui esta proteina (Fig 1). ApOs diversos ensaios para aumentar
0s niveis de expressao do peptideo, observou-se que o maior rendimento obtido foi a partir da
inducdo com 1 mM de IPTG durante 2h a 37° C.
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Desta forma, foi possivel purificar Jaburetox-2Ec a partir das células de E. coli em condi¢cdes
nativas (Fig. 2). O reconhecimento do peptideo pelos anticorpos anti-CNTX (Fig. 3) indicam que o
peptideo foi corretamente traduzido, mantendo determinantes antigénicos desta proteina.
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O rendimento final da expressao heteréloga de Jaburetox-2Ec em E. coli foi
significativo. Apds ajustes nas condicdes de expressado, permitiu obtencédo de
aproximadamente 6 mg de Jaburetox-2Ec puro por litro de cultura, em condi¢des nativas.

Ensaios de Atividade Entomotéxica de Jaburetox-2Ec

A elevada toxicidade de Jaburetox-2Ec contra D. peruvianus observada neste trabalho
(Fig. 4) reforca a hipotese de que as ureases vegetais podem estar relacionadas a defesa
de plantas e corrobora 0 mecanismo proposto para liberacéo do peptideo toxico Pepcanatox
a partir de Canatoxina, estabelecido anteriormente (CARLINI et al., 1997; FERREIRA-
DaSILVA et al., 2000). Jaburetox-2Ec, por sua vez, foi obtido de uma terceira isoforma de
urease encontrada em C. ensiformis, indicando que o processamento destas proteinas no
intestino de insetos e liberacao de fragmentos protéicos toxicos pode ser comum a outras
ureases. A ativacao proteolitica no intestino de insetos ja foi demonstrada em outras proteinas
inseticidas. As pro-toxinas Cry sofrem um processo de hidrdlise no intestino dos insetos
susceptiveis (RUKMINI et al., 2000), uma etapa envolvida ndo somente na ativacao da pro-
toxina, como na especificidade de a¢ao, assim como demonstrado para as ureases vegetais.

Fig. 4. Ensaio de toxicidade contra insetos D. peruvianus.
30 ninfas de segundo estagio foram alimentadas com dieta
de farinha de algodao, contendo 0,02% (m/m) de Jaburetox-
2Ec purificado.
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Por outro lado, a atividade inseticida de Jaburetox-2Ec contra B. germanica (Fig. 5)
mostra que este segmento de urease € toxico para um inseto com digestao baseada em
enzimas do tipo tripsina, que nao seriam suscetiveis a urease completa. Este resultado
confirma a hipétese de que a espécie-especificidade das ureases como inseticidas seria
dada pelo tipo de digestdo e aparato enzimatico do inseto, sendo limitada pela formacéao
do peptideo toxico, que neste caso, nao € necessaria, aumentando o espectro de acao do
peptideo em relacéo a urease inteira. Assim, a presenca de “receptores” para estes frag-
mentos de urease e a suscetibilidade aos efeitos toxicos parece ser uma caracteristica
mais amplamente compartilhada na classe Insecta.
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PERSPECTIVAS

A producéao de Jaburetox-2Ec recombinante facilitara futuros estudos de relacao entre
estrutura, atividade e funcao das ureases, mecanismo de acao dos peptideos, espectro de
atividade, estrutura tridimensional, toxicidade em mamiferos, entre outros.

A toxicidade de Jaburetox-2Ec contra insetos como B. germanica e D. peruvianus
desperta grande interesse no estudo deste peptideo como um potencial bioinseticida
domestico e/ou agricola, bem como um gene de interesse para introducdo em plantas,
visando resisténcia contra insetos.
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14 - PEPTIDEOS DE SEMENTES DE MARACUJA (Passiflora edulis): UMA NOVA
ESTRATEGIA NO CONTROLE DE FUNGOS FILAMENTOSOS
Pelegrini, P.B.; Moreira, I.C.%; Bloch Jr., C.%; Noronha, E.F.* e Franco, O.L.}
!Universidade Catolica de Brasilia; 2 Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
RESUMO

Um dos maiores problemas observados na agricultura é a severa perda econémica
causada por infec¢des por fungos fitopatogénicos. Diversos estudos tém relatado a presenca
de proteinas com atividade antifingicas em plantas. Dentre estas proteinas de defesa estdo
as defensinas de plantas, as quais se caracterizam por serem catibnicas, apresentarem
baixa massa molecular e cerca de 3 a 4 ligacdes dissulfeto que estabilizam sua estrutura
terciaria. Neste trabalho, peptideos de sementes de maracuja (Passiflora edulis) foram
purificados usando cromatografia em coluna de Red-Sepharose CI-6B seguido por
cromatografia de fase reversa HPLC (Vydac C18-TP). Os peptideos isolados demonstraram
capacidade de inibir o crescimento de fungos filamentosos como Trichoderma harzianum,
Fusarium oxysporum e Aspergilus fumigatus. As massas moleculares dos peptideos de
maracuja foram analisadas por SDS-PAGE e espectrometria de massa (MALDI-TOF),
mostrando um peptideo isolado de 5.336,79 Da. Estas analises mostraram que este peptideo
provavelmente pode, através de sua massa molecular, ser classificado dentro do grupo das
defensinas. Este estudo propde a obtencao de proteinas de sementes de maracuja por
técnicas de protedmica que, no futuro, possam contribuir para o desenvolvimento de plantas
transgénicas resistentes a diferentes fitopatdogenos.

INTRODUCAO

Defensinas de plantas sdo pequenas proteinas catidnicas e ricas em ligacdes
dissulfeto que apresentam a capacidade de inibir o crescimento de fungos filamentosos.
Estas proteinas sdo normalmente isoladas das sementes de plantas, podendo também ser
encontrada em folhas e flores (Thevissen et al, 2000; Lay et al, 2003; Fujimura et al 2004). O
mecanismo de acao das defensinas ainda néo € conhecido definidamente, mas hipoteses
ja descritas indicam que estes peptideos possam atuar por meio de ligacdo com
glicoproteinas presentes na membrana das células fungicas, causando a despolarizacao e
morte celular (Thevissen, etal, 2004). O seguinte estudo apresenta a caracterizacao de um
peptideo com massa molecular semelhante ao grupo das defensinas, isolado de sementes
de maracuja (Passiflora edulis) que demonstrou atividade biologica contra fungos
filamentosos.

MATERIAL E METODOS
Extracéo e Isolamento de defensinas de P. edulis

As sementes de maracuja (Passiflora edulis) foram trituradas e suas proteinas
extraidas utilizando tampéao Tris-HCI 0,15 M (1:3 m/v). Este extrato foi centrifugado e o
sobrenadante submetido a precipitacdo com sulfato de amoénio (0-100%). Apoés a
precipitacao, o material foi centrifugado a 5000 rpm por 20 minutos a 4°C sendo o precipitado
colocado em didlise contra agua destilada. Apos nova centrifugacéo, o sobrenadante foi
liofilizado. A fracdo precipitada com sulfato de aménio foi aplicada em coluna de Red-
Sepharose equilibrada com tampé&o Tris-HCI 0,15 M contendo CaCl2 a 5,0 mM. O pico ndo
retido foi lavado com o0 mesmo tampao usado para equilibrar a coluna e o pico retido foi
eluido com tampao Tris-HCI contendo NaCl 3,0 M. Apos a didlise e liofilizagéo, 1,0 mg da
fracdo de pico retido foi dissolvida com acido trifluoracético a 0,1% em cromatografia de
fase reversa em coluna analitica de HPLC (Vydac C-18TP) e as proteinas retidas foram
eluidas com um gradiente linear de acetonitrila (0-100%).
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Andlise por especrotrometria de massa (MALDI-TOF)
Os picos obtidos na HPLC foram analisados por espectrometria de massa (MALDI-

TOF) de acordo com Franco et al. (2000).

Bioensaio contra fungos filamentosos

Os testes contra fungos filamentosos foram feitos de acordo com Oard et al (2004).
Para o bioensaio foram utilizados os organismos das espécies T. harzianum, A. fumigatus,
F. oxysporum e R. solani. Os respectivos organismos foram colocados em 20ml de meio
MYG (extrato de malte 0,5%; extrato de levedura 0,25%; glicose 1,0%; pH 6,0) por 48 horas
a 25° C junto com amostras de pico retidos e provenientes de cromatografia de fase-reversa
(HPLC) de sementes de maracuja (P. edulis). Agua destilada foi adicionada como controle
negativo e capitan 0.5%, como controle positivo. A avaliagcao da inibicdo do crescimento foi
dada pela medida de peso seco dos fungos apos 48 horas de incubagcédo e comparacao
com os controles.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Objetivando identificar proteinas anti-fungicas em sementes de maracuja (P. edulis), um
pico retido foi obtido na coluna de Red-Sepharose (Figura 1A). Este pico apresentou
diferentes proteinas com massa moleculares diferentes, quando analisado por SDS-PAGE
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Figura 1. Purificacao de defensinas de sementes de maracuja (P. edulis) utilizando (A) cromatografia em
coluna de Red-Sepharose CI-6B seguida por (B) uma cromatografia de fase-reversa em coluna analitica
(Vydac C-18TP) e (C) re-cromatografia na mesma coluna. As linhas diagonais indicam um gradiente linear
de acetonitrila. PNR corresponde aos picos ndo-retidos e PR, aos picos retidos. As setas indicam (A)
eluicdi inicial das proteinas absorvidas usando tampéo Tris-HCI contendo NaCl 3,0 M e (B e C) valores de
porcentagem indicam a concentracdo de acetonitrila envolvida na eluicdo do pico majoritario.
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Com o intuito de incrementar a purificacdo destas proteinas, o pico retido da Red-
Sepharose foi aplicado em coluna de fase reversa (HPLC) revelando a presenca de um
pico majoritario eluido com 23,5% de acetonitrila (Figura 1B e 1C). Este pico foi submetido
a uma nova cromatografia para posterior analise de massa molecular por espectrometria
de massa revelando um peptideo purificado de 5.336, 79 Da (Figuras 2)
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Figura 2. Espectro de massa do pico indicado de HPLC proveniente das proteinas de maracuja (P. edulis).

As proteinas presentes do pico retido foram utilizadas para o desenvolvimento de
bioensaios em meio liquido, revelando um efeito bacteriostatico contra os fungos filamentosos
T. harzianum, A. fumigatus e F. oxysporum, mas nenhum efeito contra R. solani (Figura
3A). O peptideo isolado por HPLC foi testado separadamente contra o fungo T. harzianum
mostrando que, sozinho, este peptideo é capaz de mostrar efeito bacteriostatico (Figura
3B). Estudos anteriores tém revelado a presenca de outros peptideos, como os isolados de
bulbos de tulipa (Tulipa gesneraiana L.), também semelhantes as defensinas, os quais
apresentam atividade contra fungos filamentosos como o F. oxysporum (Fujimura et al.,
2004). O mecanismo de acéo de proteinas de defesa de plantas contra fungos filamentosos
e leveduriformes, dentre eles espécies de Fusarium sp e Neurospora sp., vem sendo estu-
dado efetivamente, uma vez que somente hipéteses foram relatadas até o momento, onde
as defensinas seriam capazes de se ligar a glicoproteinas presentes na membrana das
células dos patogenos, proporcionando a formacéo de poros e, consequientemente, saida
de ions bivalentes (Spelbink. etal. 2004: Thevissen et al. 2004).
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Figura 3. Bioensaio com fungos usando(A) Picos retidos obtidos da Red-Sepharose CI-6B e (B) Fragdes
de HPLC indicadas de sementes de maracuja (P. edulis). Os testes A e B indicam concentragdes de

proteinas antimicrobianas de 2.5% e 5.0% (w:v) respectivamente. Agua destilada foi usada como controle
negativo e capitan 0,5%, como controle positivo.
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Portanto, a descoberta de um novo peptideo capaz de inibir o crescimento de fungos
filamentosos pode trazer, futuramente, maiores descobertas sobre 0 modo de acéo destas
proteinas. Além disso, a presenca de defensinas antifingicas em sementes de maracuja
pode ser uma nova ferramenta no controle de fitopatégenos e no desenvolvimento de bio-
inseticidas, através de engenharia genética.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

FRANCO, O L.; RIDGEN, D. J.; MELO, F. R.; BLOCH Jr., C.; SILVA, C. P.; GROSSI-DE-SA,
M. F. Activity of wheat alpha-amylase inhibitors towards bruchid alpha-amylases and structural
explanation of observed specificities. European Journal of Biochemistry, v.267, p. 2166-
2173, 2000.

FUJIMURA, M.; IDEGUCHI, M; MINAMI, Y.; WATANABE, K.; TADERA, K. Purification,
Characterization, and Sequencing of Novel Antimicrobial Peptides, Tu-AMP 1 and Tu-AMP
2, from Bulbs of Tulip (Tulipa gesneriana L.). Bioscience of Biotechnology and
Biochemistry, v.68, n.3, 571-577, 2004.

LAY, F. T., BRUGLIERA, F.; ANDERSON, M. A. Isolation and Properties of Floral Defensins
from Ornamental Tobacco and Petunia. Plant Physiology, v.131, p.1283-1293, 2003.
OARD, S., RUSH, M. C.; OARD, J. H. Characterization of antimicrobial peptides against a
US strain of the rice pathogen Rhizoxtonia solani. Journal of Applied Microbiology, v.97,
p.169-180, 2004.

SPELBRINK, R. G,, DILMAC, N.;ALLEN, A.; SMITH, T. J.; SHAH, D. M. Differential Antifungal
and Calcium Channel-Blocking Activity among Strucutrally Related Plant Defensins. Plant
Physiology, v.135, p.1-13, 2004.

THEVISSEN, K., CAMMUE, P. A.; LEMAIRE, K.; WINDERICK, J.; DISCKSON, R. C;
LESTER, R. L.; FERKET, K. K. A.; EVEN, F. V.; PARRET, A. H.; BROKAERT, W. F. Agene
enconding a sphingolipd biosynthesis enzyme determines the sensitivity of Saccharomyces
cerevisiae to an antifungal plant defensin from dahlia (Dahlia merckii). Proceeding of the
National Academy of Sciences, v.97,n.17, p.9531-9536, 2000.

THEVISSEN, K.; WARNECKE, D. C.; FRANCOIS, I. E.; LEIPELT, M.; LEINZ, E.; OTT, C.;
ZAHRINGER, U.; THOMMA, B. P.; FERKET, K. K.; CAMMUE, B. P. Defensins from insects
and plants interact with fungal glucosylceramides. Journal of Biololy and Chemistry, v.
279, p. 3900-3905, 2004.

96



15 - BUSCA DE GENES DE RESISTENCIA EM ARACHIS SILVESTRE
Guimaraes, P.M.%; Leal-Bertioli, S.*; Favero, A?; Valls, J.F.M.%; Morethzohn, M.* e Bertioli,
D.J.?
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UCB.
RESUMO

O género Arachis possui cerca de 80 espécies, todas nativas da Ameérica do Sul.
Inclui 0 amendoim cultivado, A. hypogaea L., uma leguminosa importante por ser rica em
Oleo e proteina. No entanto, € uma espécie muito susceptivel a varias doencas e pragas.
Espécies silvestres de Arachis tém-se mostrado altamente promissoras como fonte de
resisténcia a diversas pragas que atingem o amendoim e outras culturas, sendo que ja
foram identificadas algumas espécies com resisténcia aos fungos foliares Cercospora
arachidicola, C. personatum e Puccinia arachidis e aos nematéides das galhas
Melodoigyne arenaria e M. javanica. Para a maioria das culturas, a caracterizacédo de
genes de resisténcia tem se concentrado apenas em genes que ja foram introgredidos em
plantas cultivadas, sendo que até o momento, poucos genes oriundos de germoplasma
silvestre foram caracterizados. Para que se possa explorar estas fontes de resisténcia
eficientemente, se faz necessario o isolamento e caracterizacdo destes genes de resisténcia
para sua utilizacdo em biotecnologia. A busca de genes de resisténcia em Arachis silvestre
tem sido realizada através de quatro principais estratégias: desenvolvimento de mapas
genéticos das espécies silvestres e correlacdo de marcadores moleculares com resisténcias
as pragas; identificacdo de analogos a genes de resisténcia (RGASs); identificacdo de ESTs
relacionados a interacao planta-patdégeno e genémica comparativa com Lotus japonicus.
Até o momento, dois mapas genéticos (genoma AA e BB) baseados principalmente em
marcadores microssatélites e alguns marcadores génicos (RGAs, ESTs e marcadores-
ancora) estao sendo finalizados e bioensaios com a F, visando a incluséo de resisténcia a
fungos e nematoides no mapa estéo sendo realizados; 78 RGAs ja foram isolados e estéo
sendo caracterizados e transformados em marcadores moleculares via Southern-blot e
RGA-display e cerca de nove marcadores-ancora com Lotus japonicus ja foram mapeados,
possibilitando estudos de sintenia. Além disso, cinco bibliotecas de cDNA de Arachis
stenosperma (resistente a fungos e nematoides) sob diferentes stress foram construidas e
estdo sendo sequienciadas visando a analise da expresséao diferencial de sequéncias que
serarealizada “in silico” e através de macroarranjos.

INTRODUCAO

O amendoim é a quarta maior cultura oleaginosa mundial, sendo importante fonte de
Oleos e proteina. Arachis hypogeae é susceptivel a varias doencas tanto no Brasil quanto
em todo resto do mundo. Entre as principais doencas estdo os nematoéides das galhas,
Meloidogyne arenaria e M. javanica e fungos foliares como: Cercospora arachidicola Hori
(Mancha parda ou Early leafspot); Cerscosporidium personatum (Berk. e Curt.) Deighton
(Mancha preta ou Late leafspot).

Devido a estreita base genética de espécies cultivadas, germoplasma silvestre é uma
importante fonte na busca de genes de resisténcia para incorporacdo em cultivares de
importancia econdmica. AEMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia possui um banco
de germoplasma silvestre de Arachis, com mais de 1000 acessos de espécies silvestres,
algumas das quais ja identificadas como fontes de resisténcia para nematoides e fungos
foliares (Nelson et al., 1989) (Fig. 01). Recentemente, um grande numero de genes de
resisténcia para diferentes patdgenos foi clonado (Boyes et al., 1998, Dixon et al., 1998,
Wang et al., 1999, Yoshimura et al., 1998). Estes genes de resisténcia podem ser agrupados
pela similaridade em sua sequéncia de aminoacidos e apresentam regidées comuns. O
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maior grupo de genes de resisténcia codifica para proteinas com o que se supde ser uma
regido para ligacdo de nucleotideos (NBS) no N-terminal, assim como uma regido com
repeticdes de leucina (LRR) no C-terminal. Primers foram construidos para a regido NBS e
o produto de traducédo putativo indica similaridade com genes de resisténcia conhecidos
Fig. 2). Estes fragmentos sdo chamados analogos de genes de resisténcia (RGASs) que,
em alguns casos, estdo ligados a genes de resisténcia (Aarts et al. 1998, Collins et al.
1998, Kanazin et al. 1996, Shen et al. 1998, Yu et al. 1996), indicando que uma propor¢ao
destas regifes constituem partes de genes de resisténcia funcionais.

Uma outra espécie da familia das leguminosas, Lotus japonicus, tem um genoma
bem menor, tem um mapa genético de alta resolucéo ja disponivel e os projetos de
sequenciamento de ESTs (expressed sequenced tags) e do genoma estrutural estdo quase
completos (Asamizu et al., 2000; Sato et al., 2001). Por isso, L. japonicus tem sido
considerada uma das planta-modelo para leguminosas, auxiliando no entendimento de outras
espécies de genoma mais complexos. A comparacao entre estes dois géneros e a analise
da ordem dos genes nos cromossomos possibilita a identificacdo de regifes correlatas
entre os dois genomas (chamada sintenia), ou seja, 0 mapeamento comparativo. Neste
processo, sao identificados marcadores moleculares comuns aos diversos genomas,
chamados marcadores-ancoras.

Uma outra estratégia ainda, pode ser a geracao de ESTs (Expressed Sequence
Tags). ESTs séao sequéncias curtas de DNA produzidas a partir de clones de cDNA escolhidos
aleatoriamente e sequenciados uma unica vez (Gautheret et al., 1998). Além de serem
amplamente explorados na identificacdo de genes novos, vém também sendo utilizados
para a criacdo de extensos catalogos de genes ( Gautheret et al., 1998 e Zafar et al., 2002).

Aidentificacdo e isolamento de genes de resisténcia de germoplasma silvestre visam
a futura transferéncia destes genes para o amendoim cultivado, A. hypogaea através de
melhoramento tradicional ou para outras espécies de interesse comercial, como a sojaou o
feijdo, através de transformacéo genética. Varios trabalhos demonstram que genes de
resisténcia podem manter sua atividade quando transferidos para outras espécies (Rommens
etal., 1995, Thilmony et al., 1995, Hammond-Kosack et al., 1998).

MATERIAL E METODOS

Banco de ESTs

O primeiro banco de dados de sequiéncias de Arachis esta sendo criado a partir de ESTs
gerados de bibliotecas de cDNA de folhas inoculadas com Cercospora arachidicola e
raizes inoculadas com Bradirhyzobium e Meloidogyne arenaria.

Marcadores RGAs

Para a utilizacdo de RGAs como sondas para Southern Blot, escolheu-se sequiéncias
representativas de cada clade (Bertioli, 2000). Inicialmente, foram feitos testes-piloto para
se avaliar o polimorfismo de cada RGA nos parentais e em seguida na populacéo inteira
F2. Uma segunda estratégia, chamada AFLP ancorado, combina as caracteristicas de AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism, Vos et al., 1995) e S-SAP (Sequence-specific
amplification polymorphism, Waugh et al., 1997). DNA gendmico é clivado com uma Unica
enzima de restricdo que gera fragmentos de 300-400bp. Depois, um adaptador com um
braco longo e um braco curto é ligado aos terminais destes fragmentos. Um primer desenhado
para um motivo de interesse (neste caso, 0 motivo Kinase-2, presente em genes de
resisténcia) € utilizado juntamente com um primer especifico para o adaptador (AP1) em
uma reacao de PCR. Os produtos amplificados séo resolvidos em um gel de poliacrilamida
corado com prata, de acordo com Creste et al. (2001) e sequienciados para confirmacao
da identidade.
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Marcadores-ancora

A exploracdo da colinearidade entre genes de Arachis e Lotus buscando a
identificacdo de regides cromossdomicas ortdlogas (genes homologos localizados em
genomas de diferentes organismos) tem sido realizada atraves de um “pipeline” desenvolvido
pela Universidade de Aarhus: inicialmente identifica-se ESTs conservados em trés espécies
de leguminosas (Lotus, Medicago e Glycine) que apresentam apenas um homoélogo em
Arabdopsis, faz-se a identificacdo desta sequéncia no DNA gendmico desta espécie na
busca de introns para desenho de primers para suas bordas. Uma vez identificadas as
sequencias faz-se a selecao daqueles primers que geram polimorfismos entre as espécies
parentais contrastantes para resisténcia em Arachis e faz-se sua aplicagédo naF,,.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Até o momento, o banco de dados de ESTs de Arachis contém 2700 sequéncias
oriundas de uma biblioteca de cDNA de folhas da espécie silvestre, A. stenosperma, e de
duas outras bibliotecas geradas a partir de raizes desta espécie infectadas e ndo-infectadas
com Rhizobium spp. Outras duas bibliotecas produzidas a partir de cDNA de raizes de A
stenosperma infectada e nao infectada com Meloidogyne javanica e uma biblioteca
subtrativa de A. stenosperma inoculada com Cercospora personatum estdo sendo
sequenciadas. Algumas das sequéncias ja apresentaram homologia com proteinas
envolvidas no processo de patogenicidade de alguns organismos e plantas e terdo seu
perfil de expressao analisado através de experimentos de macroarranjos. A continuacao do
sequenciamento das diferentes bibliotecas possibilitara a analise da expressao diferencial
de genes expressos em respostas aos diferentes estimulos (stress bidtico). A identificacédo
de genes, principalmente os de resisténcia € um dos grandes objetivos deste projeto. Este
banco de ESTs permitira a comparacdo de similaridades de seqiiéncias a genes ja
conhecidos sugerindo assim sua funcao (Matthews et al., 2001). Além disso, estes clones
de cDNA poderao ser mapeados assim como clones genémicos tém sido mapeados. O
mapeamento dos clones de cDNA indica a posicao dos genes, que podem ser
correlacionadas com fenotipos. Assim, a associacdo de marcadores gerados pelo clone
de cDNA com fenétipos pode aumentar o entendimento ou o relacionamento com as vias e
mecanismos bioquimicos que afetam caracteristicas agronémicas como resisténcia
(Matthews et al., 2001). A andlise da expressao génica diferencial possibilitara a identificacdo
de genes cuja expressao € modificada durante desafio com o patégeno, mas cuja genética
€ muito complexa, mas cujo nivel de expressao determina resisténcia ou suscetibilidade
(Ellingboe, 2000).

A converséao de sequéncias RGAs em marcadores moleculares foi realizada através
de diferentes estratégias: AFLP ancorado, onde foram obtidas 18 bandas polimorficas,
das quais 8 comprovaram-se RGAs, sendo duas alélicas, ja mapeadas na F,, e Southern-
blot onde cerca de doze clones ja foram identificados como polimérficos em relacédo aos
parentais, e estdo sendo mapeados na F,. Durante este periodo, também se construiu uma
biblioteca gendmica de A. stenosperma, visando o isolamento das sequéncias completas
(possivelmente associadas a genes de resisténcia) destes RGAs. Devido a similaridade
com genes de resisténcia 0s RGAs podem ser partes de genes de resisténcia ou estarem
ligados a eles, uma vez que o mapeamento de sequéncias de RGAs de varias espécies
demonstrou a sua ocorréncia em “clusters” que contém membros de uma mesma familia
génica incluindo genes de resisténcia funcionais (Kanazin et al., 1996, Shen et al., 1998).
Portanto, esse marcador tem demonstrado ampla aplicabilidade quando se trata de
identificacdo de genes de resisténcia. Portanto, a caracterizacdo de RGAs em Arachis
sem duvida contribuira significativamente para a identificacdo de genes para diferentes
doencas e pestes que afetam o amendoim cultivado. Além destas sequéncias serem
importantes por estarem potencialmente ligadas a genes de resisténcia, também servirdo
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como sondas em experimentos de FISH para o desenvolvimento de um mapa fisico de
Arachis.

A andlise gendmica comparativa podera auxiliar no desenvolvimento de marcadores
para o melhoramento genético da cultura, o que certamente facilitara a clonagem de genes
de interesse. Até agora, de varias sequéncias génicas oriundas de Lotus japonicus, nove
se mostraram polimérficas em Arachis sendo que cinco ja foram totalmente mapeadas na
nossa F2. A exploracédo da colinearidade entre genes de Arachis e Lotus buscando a
identificacdo de regides cromossdmicas ortologas (genes homoélogos localizados em
genomas de diferentes organismos) possibilitara comparac¢des com diversos legumes, e a
inclusdo do amendoim em um sistema genético unico, o que possibilitara que o projeto se
beneficie de descobertas de genes realizadas em outras culturas, especialmente
leguminosas

h.

*|\

~
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Figural: Bioensaio de fungos e nematoides utilizando variedades silvestres e cultivadas de Arachis. A)
Meloidogyne javanica B) Cercospora arachidicola.

Clonagem de RGAs usando ‘motifs NBS’

51 100
RUST EMLSLDSKSV TMVGLY(3MGG IGKTTTAKAV YNKISSHFDR CCFVDN...V
L6 EKLSLDSENV TMVGLY( MGG IGKTTTAKAV YNKISSCFDC CCFIDN...I
N SLLEIGINGV RIMGIWSMGG VGKTTIARAI FDTLLGRMDS SYQFDGACFL
NL25 SLLEMESGDV RILGIWSMGG VGKTTLARAV FDTL...... SPRFQYASFL
PS5 NRLMED..GS GILGLYSMGG VGKTTLLTKI NNKFSKIDDR ...FDVVIWV
RPS2 NTLMKD..GF KIMGLY(MGG VGKTTLLTQI NKKFSETDGG ...FDIVMWV
MI-1 RKLTSGPADL DVISITSMPG SGKTTLAYKV YND.KSVSRH ...FDLRAWC
RPP8 GHLVENDVH. QVVSIASMGG IGKTTLARQV FHH.DLVRRH . ..FDGFAWV
kkkk *xkkkkxk
Tradugao reversa
Pla: GGIATGCCIG GIIIIGGIAA RACIAC
Plb: GGIATGGGIG GIIIIGGIAA RACIAC (Primers)

Figura 2: Sequiéncia dos genes de resisténcia utilizados no desenho dos primers para isolamento de RGAs

de Arachis.

100



PERSPECTIVAS

A busca de genes de resisténcia em parentes silvestres de amendoim auxiliara os
programas de melhoramento de amendoim especialmente quanto a resisténcia a pragas e
patdégenos (uma vez que 0s genes de resisténcia estdo normalmente agrupados no
cromossomo), acelerando os trabalhos de melhoramento tradicional, beneficiando
diretamente os produtores desta cultura. Além disso, através da transformacao genética,
outras culturas, especialmente as leguminosas (feijao, soja, ervilha, etc) poderéo se beneficiar
da introducéo destes genes. Além disso, os dados que estdo sendo gerados em relacao
aos marcadores e genes expressos diferencialmente e prospeccdo de genes em
germoplasma silvestre beneficiardo projetos envolvendo interacdo planta-patdogeno e
caracterizacao e avaliacdo de recursos genéticos.
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16 - CARACTERIZACAO FUNCIONAL DE PROMOTORES DO GENE DA PROTEINA
DE CONJUGACAO A UBIQUITINA DA FAMILIA LEUBC4 DE SOJA E ALGODAO.
Guimaraes, L.M.*?; Viana, A.A.B.%; Batista, J.A.N.* e Grossi de Sa, M.F.".
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — Brasilia — DF; 2UniCEUB — Faculdade de
Ciéncias da Saude — Brasilia — DF
RESUMO

A cotonicultura representa uma grande parcela da producéo agricola brasileira, sendo
responsavel por cerca de US$ 23 bilhdes do faturamento da industria no ano de 2003.
Entretanto, o controle de insetos praga gera custos de cerca de 25% dos custos totais de
producéo. Dentre os insetos-praga, o bicudo do algodoeiro desponta como o causador de
maiores danos e, devido ao seu habito alimentar dentro dos botdes florais do algodoeiro,
seu controle pelo uso de inseticidas torna-se ineficiente. A producdo de plantas
geneticamente modificadas expressando proteinas que confiram a planta resisténcia a
insetos praga vem sendo utilizada com bastante sucesso. Porém, para a obtencéo destas
plantas, é necessario o controle e direcionamento da expressao das proteinas extomotoxicas
para os locais onde o inseto praga gera dano. Com o objetivo de obter sequéncias capazes
de direcionar a expressao de proteinas no botao floral do algodoeiro, foram isolados por
Tail-PCR as regioes promotoras do gene da proteina de conjugacao a ubiquitina da familia
Leubc4 de algodéo e soja. Essas sequéncias foram subclonadas adjacentes ao gene gus,
e a capacidade de promover a expressao deste gene em folhas e em botdes florais de
plantas de Arabidopsis thaliana foi demonstrada.

INTRODUCAO

A cultura do algoddo vem assumindo um importante papel na economia agricola
brasileira. Despontando como 5° produtor mundial de algodao e 3° maior exportador. SO
esse ano, a producéo de algodao em pluma aponta um aumento de 48,1%, e as exportacoes
devem quase triplicar em relacdo a safra de 2003. Realizado em junho, o ultimo levantamento
da Conab (Companhia Nacional de Abastecimento), 6rgdo do Ministério da Agricultura,
aponta que a producao chegara em 2004 a 1,25 milhdo de toneladas de algoddo em pluma,
ou seja, 407 mil toneladas a mais do que na safra anterior. S0 na Bahia, 0 avanco da lavoura
foi de 121%. Primeiro no ranking de producédo, Mato Grosso deve colher 574 mil toneladas,
ou seja, 45,7% da safra nacional. A Bahia produzira 252,3 mil toneladas, 20,1% da lavoura
brasileira. Em seguida, vem Goias (13,2%).

Dentre as pragas que atacam o algodoeiro, destacam-se o bicudo do algodoeiro-
Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae), o Curuqueré - Alabama argilacea
(Lepidoptera: Noctuidae), a lagarta da maca - Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae),
alagarta rosada - Pectinophora gossypiella (Saund, 1844) (Lepidoptera - Gelechiidae) e a
lagarta do cartucho do milho — Spodoptera frugiperda (lepidoptera: Noctuidae). O bicudo
do algodoeiro apresenta-se como o inseto causador de maiores prejuizos, devido a extenséo
de seus danos, a dificuldade de seu controle e sua grande capacidade de adaptacéo.

O bicudo do algodoeiro possui sua fase larval endofitica, impossibilitando seu controle
por biopesticidas, e quando adulto, alimenta-se dos botbes florais, onde realiza sua
ovoposicao. Além disso, no periodo entre safras, este busca abrigo em soqueiras e matas
adjacentes até o novo plantio (Oliveira-Neto, 2002).

As estratégias usadas atualmente para o controle desta praga tém se baseado na
busca de cultivares resistentes via melhoramento genético classico, no controle quimico e
no monitoramento por meio de armadilhas. O uso de inseticidas onera significativamente o
custo de producéao, além dos danos causados a saude do agricultor e ao meio ambiente. A
producéo de plantas geneticamente modificadas expressando proteinas entomotdxicas em
especies vegetais economicamente importantes vem sendo utilizada com sucesso e sendo,
cada vez mais, vista como uma forma bastante promissora (Gatehouse e Gatehouse, 1998,
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Carlini e Grossi de Sa, 2002, James, 2002). Diferentes classes de proteinas sao conhecidas
por conferirem resisténcia contra insetos predadores, nematoides, virus, bactérias e fungos.
As mais conhecidas sao as lectinas, proteinas inativadoras de ribossomos (RIPSs),
glicohidrolases, defensinas, inibidores de enzimas hidroliticas digestivas e as toxinas Cry
(Gatehouse e Gatehouse, 1998, Carlini e Grossi de S4, 2002). O potencial biotecnoldgico
de muita dessas proteinas de defesa foi demonstrado atraves de sua introducdo em plantas
de interesse. Plantas transgénicas portando genes que codificam toxinas provenientes do
Bacillus thuringiensis (Bt), atualmente ocupam 11,4 milhdes de hectares e estéo
revolucionando a agricultura (Shelton et al, 2002).

Para a obtencao de plantas transgénicas com niveis adequados de proteinas que
confiram resisténcia a planta, a escolha de promotores que direcionem a expressao para o
local de dano € extremamente importante. Aléem disso, existem poucos promotores efetivos
para expressao em plantas disponiveis no mercado atualmente, e € necessario o pagamento
de royalties para o uso destes, onerando, assim, a producéo.

Com o objetivo de buscar sequiéncias promotoras para a expressao no botao floral
do algodoeiro, foram amplificados por “Tail-PCR”, em nosso laboratorio (Batista e Grossi
de Sa, 2000; Batista et al., 2001), os promotores de algod&o e soja dos genes da proteina
de conjugacéo a ubiquitina da familia Leubc4 (Bird, 1996). O “Tail-PCR” (thermal asymmetric
interlaced PCR) consiste numa aplicacéo da técnica de PCR que permite o isolamento de
segmentos de DNA adjacentes a sequéncias conhecidas (Liu e Whittier, 1995). Este gene
foi selecionado em funcéo de ter sido previamente caracterizado como sendo expresso no
sitio de alimentacdo de nematoides fitoparasitas sedentarios (Bird, 1996) e em botdes florais
de algodao.

Portanto, este trabalho tem por objetivo caracterizar funcionalmente os promotores
isolados de algodéo e soja. A estratégia adotada consistiu na transformacéo de Arabidopsis
com construcdes génicas contendo os promotores, associados ao gene reporter gus, e na
analise da expressao do gene reporter nas plantas transformadas. A partir destas analises
sera possivel avaliar o potencial destes promotores para direcionar a expressao de
transgenes em plantas de algodéao visando o desenvolvimento de plantas resistentes ao
bicudo do algodoeiro.

MATERIAL E METODOS

Os promotores do gene da proteina de conjugacao a ubiquitina da familia Leubc4 de
soja e algodéao foram isolados conforme descrito por Batista e Grossi de Sa (2000) e Batista
et al. (2001), respectivamente. Os fragmentos promotores foram subclonados em vetores
da série pPCAMBIA associados ao gene reporter gus. A fim de analisar o efeito da regido 5’
nao traduzida na expressao do gene reporter as construcdes foram feitas tanto com todo o
segmento amplificado, incluindo a regido 5’ ndo traduzida e a extremidade 5’ da regiao
codificadora do gene (uceS8.3 para soja e uceAl.7 para algodao), como somente com a
regido do promotor (uceSprol para soja e uceApro2 para algodao). A subclonagem da
regido promotora foi feita por PCR, através de primers localizados um pouco ajusante do
motivo TATA box. Como controle negativo, as construcdes foram também feitas na orientacao
anti-senso, uceS8.8 para soja e uceAprol e uceA6.1 para algodao (Figura 1). Como controle
positivo foi usado o promotor CaMV35S, na construcdo pBl426.Uma representacao
esquematica das construcdes é mostrada na figura 1.
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[} lacZ alpha [:} lacZ alpha

Figura 1. Representagdo esquematica das constru¢cdes com os promotores de soja e algodéo do gene da
proteina de conjugacao a ubiquitina da familia Leubc4. Os elementos da figura ndo estdo em escala. uceS8.3
— gene gus sob controle do promotor do gene da proteina de conjugacao a ubiquitina de soja fusionado a sua
regido 5’ ndo traduzida. uceS8.8 — mesma construcéo, porém com a regido promotora e 5’'UTR invertidas.
uceSprol - gene gus sob controle apenas do promotor do gene da proteina de conjugacéo a ubiquitina de
soja. O mesmo foi feito para as constru¢des contendo o promotor do gene da proteina de conjugacao a
ubiquitina do algod&o uceAl.7, uceA6.1 e uceApro2, respectivamente.

Estes vetores foram introduzidos em células de Agrobacterium tumefaciens LBA 4404,
as quais foram utilizados para a transformacao de plantas de Arabidopsis thaliana Columbia
pelatécnica de infiltracdo de botdes florais (Clough e Bent, 1998).

Esta técnica consiste no encharcamento de botdes florais de A. thaliana com uma
cultura de agrobactéria contendo 50 g/L (w/v) sacarose e 300 pL/L Silwet L-77. Paratal, os
primeiros botdes florais foram cortados de forma a quebrar a dominancia apical, favorecendo
amultibrotacéo lateral e a sincronizacéo do desenvolvimento dos botdes. Apds o0 surgimento
de diversos botdes, as plantas de A. thaliana foram submersos de ponta-cabeca na cultura
de agrobactéria transformada com cada construcéo, de forma a atingir apenas os botdes
florais. Essa imerséo durou cinco minutos. Em seguida, os copos contendo as plantas foram
posicionados de lado sobre a bancada e cobertos por um saco plastico. Este procedimento
visa a manutencédo da umidade e a prevencao da contaminacgao do solo e da base das
plantas, caso a cultura da bactéria escorra. Apos 24 horas, os copos foram re-posicionados
de pé, onde foram incubados por 3 a 4 semanas, ate a coleta de sementes. Todo este
procedimento foi realizado em casa de vegetacao.

As sementes coletadas foram desinfestadas em alcool 70%, por 1 minuto e em
hipoclorito de sodio 1% por 15 minutos e lavadas 4 vezes com agua esteéril. Em seguida,
foram semeadas em meio de cultura MS contendo higromicina na concentracao de 20 ug/
ml, visando a selecéo de transformantes (Figura 2a).

As plantulas germinadas e enraizadas foram transferidas para copos com terra estéril
e cobertas de forma a preservar a umidade, e transferidas para casa de vegetacéao (Figura
2b).

Figura 2. (A) Selecdo de transformantes em higromicina 20 pg/mL e (B) aclimatacdo das plantulas selecionadas
em casa de vegetacao.
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Ap0s algumas semanas, dependendo do desenvolvimento das plantas aclimatadas,
cortes de raizes, caules, folhas e botdes florais foram realizados e incubados em solucéo
de X-gluc, com o objetivo de verificar a expresséo do gene gus.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A eficiéncia obtida na transformacéo das plantas de Arabdopsis foi de 0,1%. Esta

eficiéncia de transformacao € baixa, comparada a dados da literatura que descrevem uma
eficiéncia de transformacéo na faixa de 0,8 a 1,0%.
A construgao senso do promotor de soja uceS8.3 (ver construgdes na Fig.1), bem como as
de algodéo, uceAl.7 e uceApro2 promoveram atividade enzimética de b-glucoronidase,
enquanto as construgdes anti-senso, uceS8.8 e uceA6.1 foram inativas, conforme o esperado
(Figura 3 e 4), quando comparado ao controle positivo contendo o promotor CaMV35S
(Cauliflower Mosaic Virus 35S promoter) duplicado com o enhancer do AMV (Alfafa Mosaic
Virus) (CaMV35SdAMV) (Figura 3A).

Como uma primeira andlise, a estratégia utilizada neste trabalho para a caracterizacéo
funcional dos promotores, previamente isolados do algodao e soja, foi eficiente para se
avaliar o potencial destes promotores. Os resultados obtidos mostram que os promotores
nas construgdes uceS8.3, uceAl.7 e uceApro2 sdo capazes de direcionar a expressao de
B-glucoronidase e representam sequéncias reguladoras com potencial uso na producéo de
plantas geneticamente modificadas, como o algodoeiro expressando proteinas inseticidas.
Andlises estdo em processo para se avaliar a expressao dirigida por estas seqiiéncias em
outros tecidos, quantificar os niveis de expresséo e buscar os modulos responsaveis pela
expressdo em cada tecido vegetal.

-

Figura 3. Amostras de folhas de A. thaliana transformadas com o gene gus sob controle das seqliéncias das
construcdes (A) 35SdAMV; (B) uceApro2; (C) uceAl.7; (D) uceA6.1; (E) uceS8.3; (F) uceS8.8.
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Figura 4. Amostras de botGes florais de A. thaliana transformadas com o gene GUS sob controle das
sequéncias das construcdes (A) uceApro2; (C) uceA6.1; (D) uceS8.3; (F) uceS8.8 e de caule sob controle
das seqiiéncias das construcdes (B) uceApro2 e (E) uceS8.3.

PERSPECTIVAS

Os dados preliminares aqui mostrados serdo novamente analisados quanto a
localizacdo da expressédo do gene GUS por ensaios em X-gluc de cortes histologicos e a
quantificac@o dos niveis de expressao por ensaios fluorimétricos seré realizada. Além disso,
estudos modulares destes promotores serao realizados de modo a tentar isolar e caracterizar
modulos que dirijam a expressdo em tecidos especificos, visando a identificacdo e o
isolamento de regifes responsaveis pela expressao no botao floral do algodoeiro. Ao final
destes experimentos, a patente destas sequéncias sera também descrita.
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17 - ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE cDNAS DE PROTEINASES SERINICA
E ASPARTICA DO NEMATOIDE FORMADOR DE GALHAS Meloidogyne incognita.
Fragoso, R.R.1.2; Batista, J.A.N.1; Oliveira Neto, 0.B.1.2;Dusi, D.A.le
Grossi-de-S&, M.F.1
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UnB.
RESUMO

Esse trabalho descreve o isolamento e caracterizacdo de cDNAs codificadores de
uma proteinase serinica (Mi-serl) e uma aspartica (Mi-aspl). Utilizando oligonucleotideos
iniciadores degenerados, foram isolados cDNAs a partir de RNA total através das
estratégias de RT-PCR, 5" e 3' RACE (rapid amplification of cDNA ends). A analise das
sequéncias peptidicas preditas das proteinases determinou sitios putativos de clivagem
em pré-regiao, pro-regiao e madura. Mi-serl apresenta identidade de 25% com proteinases
serinicas, enquanto Mi-aspl apresenta identidade de 66% com proteinases asparticas.
Analises por Southern blot mostram que Mi-serl e Mi-aspl sé@o simples-cOpia e analises
por Northern blot e RT-PCR indicam que o nivel de expressao de Mi-serl € maior em fémeas,
enguanto que o de Mi-aspl é maior em ovos.

INTRODUCAO

Nematodides parasitas de plantas sao fitopatdbgenos importantes para importantes
culturas da agricultura mundial. Os nematoéides endoparasitas sedentarios, agrupados nos
trés géneros Globodera, Heterodera e Meloidogyne, causam grandes perdas econémicas
(Atkinson et al., 2003), dentre estes 0 M. incognita € a espécie mais importante, visto que
possui ampla distribuicdo geografica e diferentes op¢cdes de hospedeiros (Trudgill e Blok,
2001). As praticas agricolas atuais s&o usualmente ineficientes e ambientalmente perigosas,
além de aumentar os custos de producao. Atransformacéo de plantas surge como alternativa
promissora para obtencao de plantas resistentes (Atkinson et al., 2001). Diferentes plantas
resistentes tém sido geradas através da insercado de genes de toxinas de Bt, lectinas,
ureases, inibidores de enzimas hidroliticas com a-amilases e proteinases (Carlini e Grossi-
de-Sa, 2002). Seguindo a estratégia de inibicao digestoria (Urwin et al., 1998; Lilley et al.,
1999), este trabalho teve com objetivo identificar moléculas como potencial alvo na defesa
de plantas contra nematoides. Inicialmente, a caracterizacao da atividade proteolitica de
M. incognita foi realizada por ensaios fluorimétricos. A amplificacdo de fragmentos de
cDNAs codificadores de proteinases serinicas e asparticas foi obtida utilizando as técnicas
de RT-PCR, 5’ e 3’ RACE. As analises por Southern blot indicam que os genes sao simples-
copia. A expressao em nivel transcricional de Mi-serl é grande em fémeas e de Mi-aspl
em ovos.

MATERIAL E METODOS
Cultura e Coleta de Nematoides

M. incognita foi produzido em Lycopersicon esculentum L. (tomateiro), mantidos
em casa de vegetacao, a partir da infecgcdo com ovos cujas fémeas foram identificados por
espécie e raca atraves de eletroforese de isoenzimas (colaboracdo da Dra. Regina
Carneiro). Apés 2-4 meses de infeccdo, os nematoides em diferentes estadios de vida
foram extraidos das raizes conforme protocolos estabelecidos.

Ensaios Proteoliticos

Extratos protéicos brutos de fémeas de M. incognita foram preparados em tampao
acido ou basico. A degradacao proteolitica de substratos fluorogénicos especificos para
as proteinases aspartica e serinica foi monitorada por fluorimetro na presenca e auséncia
de inibidores de proteinases especificos para essas classes de proteinases.
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Isolamento de cDNAs

O RNA total de M. incognita J2 foi extraido através do kit RNeasy (Qiagen) e utilizado
como molde para a sintese de cDNA, reacao realizada pela transcriptase reversa AMV, por
1 h a 42°C, iniciada com o primer dT-AP. Amplificacbes de RT-PCR foram realizadas
utilizando-se oligonucleotideos degenerados, desenhados a partir de regides conservadas
de cada classe de proteinase. Para isolar fragmento a montante do produto do RT-PCR,
usamos a estratégia do 5’RACE. Assim, novo cDNA foi sintetizado com oligonucleotideos
especificos (sera ou asp4a), purificado e acrescido de sequéncia homopolimérica de
adenosinas em sua extremidade 3' com a enzima terminal transferase (TdT). Na primeira
PCR foi usado um segundo oligonucleotideo (serb ou asp4b) e o dT-AP Na segunda, um
terceiro oligonucleotideo (serc ou asp4c) e o AP. Para amplificar o cDNA completo usamos
a estratégia do 3'RACE, onde amplificamos por PCR com um oligonucleotideo especifico
sense (Miasp4d ou Mi3serf) e o dT-AP. Numa segunda rodada (Nested PCR), foi usado um
segundo oligonucleotideo especifico (Miasp4e ou Mi3serg) e o AP.

Sequenciamento e Andlise das sequéncias

Fragmentos amplificados eram clonados em pGEM-T (Promega) para producéo de
massa através da extracdo de DNA plasmidial e seqiienciamento. As sequéncias obtidas
foram alinhadas contra o banco de dados pelo BlastX (Altschul et al., 1990). Alinhamentos
multiplos de seqiiéncias foram feitos pelo ClustalW (Thompson et al., 1994). A anélise do
peptideo sinal foi realizada pelo SignalP (Nielsen et al., 1997).

Hibridizacdes de Acidos Nucléicos

DNA gendmico digerido (Eco RI, Hind Ill, Xba I, Pst | ou Nsi l) e RNA total (ovos, J2 e
fémeas) foram separados em gel de agarose, transferidos para membrana de nylon e
sondados com Mi-aspl e Mi-serl marcados.

RT-PCR semi-quantitativo

RNA total de ovos, J2 e fémeas foram utilizados para sintese de cDNA. Com
oligonucleotideos para Mi-aspl, Mi-serl e Actina, as PCR foram acompanhadas até o 35°
ciclo de amplificacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento do cDNA Mi-serl

Uma sequéncia de cDNA de 1372 pb foi isolada a partir de RNA total de fémeas,
utilizando-se as técnicas de RT-PCR, 5’ e 3' RACE. O cDNA denominado Mi-serl apresenta
26% de identidade com as proteinases serinicas (Fig 1). Analise por Southern blot mostrou
trés bandas com intensidades crescentes, sugerindo que existe por genoma hapléide uma
copia de Mi-serl, além de dois homélogos. A proteinase predita Mi-serl apresenta peptideo
sinal (22 aa), pro-regido (33 aa) e proteinase madura (341 aa) com massa molecular predita
de 37.680 Da. A proteinase Mi-serl possui caracteristicas tipicas de proteinases serinicas
tipo quimotripsina. Por Northern blot e RT-PCR, demonstramos a presenca de 6,9 vezes
mais mRNAs de Mi-serl em fémeas do que em ovos (Fig 2). Entretanto, em J2 a quantidade
de mRNAs se mostrou muito reduzida, 26 vezes menos que em fémeas.
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Figura 1. Sequiéncia nucleotidica e peptidica de Mi-serl. Os nucleotideos do 5’ e 3' UTR estdo em mindsculo
e os da ORF em mailsculo. O sitio de poliadenilagéo esta sublinhado. Os residuos das regides pré e pré
estdo dentro de caixas. Os residuos da triade catalitica estéo circulados.

Actin Mi-serl

Egg Jury, Fem. Egg Ju, Fem.

480-bp — = 310-bp

Figura 2. RT-PCR de Mi-serl e Actina. Amplificagcdo com oligonucleotideos especificos para comparacgao do
acumulo de mRNAs em diferentes estadios de desenvolvimento.

Isolamento do cDNA Mi-aspl

A partir de RNA total de juvenis J2, foi amplificado por RT-PCR, 5' e 3' RACE 0 Mi-
aspl de 1464 pb, que apresenta 66% de identidade com proteinases asparticas de
nematoides (Fig 3). Por Southern blot, detectamos uma banda de maior intensidade e trés
de menor, sugerindo que Mi-aspl é simples-cépia de uma familia de proteinases asparticas.
A proteinase Mi-aspl apresenta uma pro-regiao (71 aa) e proteinase madura (378 aa) com
massa molecular predita de 41.502 Da. Através de RT-PCR semiquantitativo, foi observada
uma taxa de transcricao 6 vezes maior em ovos do que fémeas ou J2 (Fig 4). Para determinar
a expressao espacial e temporal de Mi-aspl esta em andamento estudos de hibridizacao
in situ nos estadios de ovo, J2 e fémea.
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Figura 3. Sequéncia nucleotidica e peptidica de Mi-aspl. Os nucleotideos do 3' UTR estdo em mindsculo e
os da ORF em maiusculo. O sitio de poliadenilacéo esté sublinhado. Os residuos da pré-regido estéo dentro
de caixas. Os residuos de aspartico que formam o sitio ativo estdo circulados
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Figura 4. RT-PCR semiquantitativo de Mi-aspl e Actina. Amplificagdo com oligonucleotideos especificos
para comparacgédo do acumulo de mRNAs em diferentes estadios de desenvolvimento

PERSPECTIVAS

Os cDNAs serao expressos em sistema heterélogo e as proteinas recombinantes
purificadas serdo utilizadas para selecao de inibidores especificos através de varredura
em biblioteca de inibidores de proteinases mutagenizados, por “phage display”. Os inibidores
de proteinases, altamente ativos e especificos, serdo avaliados para posterior transformacao
de plantas de interesse agrondémico.
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18 - GENOMICA FUNCIONAL APLICADA NO CONTROLE DE PARASITISMO DO
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RESUMO

Visando o isolamento de cDNAs envolvidos no estabelecimento e manutencéo de
parasitismo do nematdide formador de galhas Meloidogyne incognita, uma biblioteca de
ESTs de juvenis J2 foi produzida que resultou em 1523 seqiiéncias, sendo 166 contigs e
1357 singlets. A analise computacional das sequéncias obtidas foi feita para predicao
funcional, agrupamento filogenético, predicdo de transferéncia horizontal génica e
importancia na interacao planta-patégeno. Apds a determinacdo de alvos potenciais,
bioensaios baseados em RNAI serdo realizados para avaliar a funcdo dos genes e o
potencial uso no melhoramento de plantas de interesse agronémico.

INTRODUCAO

O nematdide formador de galhas Meloidogyne incognita causa grandes perdas em
diversas culturas agricolas de importancia mundial (Atkinson et al., 2001; Trudgill e Blok,
2001). Seu ciclo de vida consiste de seis estadios fenolégicos (ovo, quatro juvenis e adulto).
A fase infectiva juvenil 2 (J2) penetra na raiz da planta hospedeira, via forca mecéanica e
degradacdo enzimatica, para estabelecer as interacdes planta-patégeno (Eycken et al.,
1996; Van der Eycken et al., 1996; Gheysen e Fenoll, 2002). Quando em condicfes
favoraveis de parasitismo, o0 J2 se diferencia em fémeas adultas apomiticas, que completam
seu ciclo de vida depositando em torno de 2.000 ovos. As praticas agricolas atuais ndo sao
efetivas no controle desse nematoide (Urwin et al., 1998; Lilley et al., 1999; Atkinson et al.,
2003). A transformacao genética de plantas visando a obtencao de cultivares resistentes
tem gerado grandes expectativas como uma ferramenta especifica, efetiva e poderosa no
controle de nematéides. Varios grupos vém produzindo bibliotecas de ESTs de nematoéides
(Parkinson et al., 2003) para descoberta de moléculas-alvo para interrupcdo do parasitismo
(McCarter et al., 2003). Objetivando identificar genes envolvidos na infeccdo e
estabelecimento do parasitismo, uma biblioteca de cDNAs foi construida de mRNAs de J2,
utilizando o vetor pSORT para clonagem de cDNAs. Desta biblioteca de cDNAs foram obtidas
cerca de 2880 sequéncias validadas, organizadas em 166 clusters e 1357 singlets. A
anotacao génica foi feita pela comparacdo com banco de dados (GenBank), através do
BlastX, e pela organizacao funcional, através da determinacéo da ontologia génica (GO).
Além disso, foi feita uma varredura para identificacdo de sequiéncias candidatas de
transferéncia horizontal génica. A construcéo de uma biblioteca subtrativa de cDNAs de J2
e fémeas por combinacao das técnicas de RDA (Representational Difference Analysis) e
SSH (Suppression Subtractive Hybridization) objetivando aumentar a representatividade
esta em andamento. Em paralelo, cada sequiéncia de EST esta sendo amplificada por PCR
para producédo de massa que serao aplicadas sobre uma membrana (macroarranjo) para
analise com sondas de RNAs de fémeas visando a determinacéo de ESTs diferenciais de
cada estadio de desenvolvimento do M. incognita. Esses estudos poderao contribuir para
a determinacao de genes envolvidos no estabelecimento e manutencao de parasitismo.

MATERIAL E METODOS
Cultura e Coleta de Nematoides

M. incognita foi produzido em Lycopersicon esculentum L. (tomateiro), mantidos
em casa de vegetacdao, a partir da infecgcdo com ovos cujas fémeas foram identificados por
espécie e raca atraves de eletroforese de isoenzimas (colaboragéo da Dra. Regina Carneiro).
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Apos 2-4 meses de infeccao, os ovos de nematoides foram extraidos das raizes para eclosao
in vitro conforme protocolo estabelecido.

Extracdo de mRNA

RNA total foi extraido de M. incognita J2 através do kit RNeasy da Qiagen, para a
purificacdo de mRNA em coluna de poliA.

Reacado de Transcricdo Reversa

A sintese de cDNA a partir de mRNA foi feita pela transcriptase reversa do kit Superscript
Plasmid System (Invitrogen). Apos ligacéo de adaptadores, foi sintetizado a fita sense
para resultar em dsDNA.

Clonagem, Sequenciamento e Analise das Sequéncias

Os cDNAs foram clonados em pSORT (Invitrogen) para producédo de massa atraves da
extracdo de DNA plasmidial e sequenciamento. As sequiéncias obtidas foram alinhadas
contra o banco de dados pelo BlastX (Altschul et al., 1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da construcéo e sequenciamento da biblioteca de cDNAs de J2, foram obtidas
2880 sequéncias de ESTs que quando filtradas eletronicamente resultaram em 166 contigs
(Fig 1 e 2) e 1357 singlets (Fig 3). As sequéncias filtradas e eliminadas correspondem a
rRNAs, arraste de nucleotideos e baixa qualidade de seqiiénciamento (valor de PHRED).
As 1523 ESTs positivas foram analisadas individualmente conforme seu resultado do BlastX
e separadas conforme sua identidade de sequéncia com o banco de dados (Fig 4). As
ESTs foram entdo divididas em grupos filogenéticos: género Meloidogyne; géneros
Heterodera ou Globodera; filo Nematoda; Outros (qualquer espécie exceto nematoides);
Pioneiro (desconhecido). Para estudar a hipétese de transferéncia horizontal de genes, as
ESTs do grupo “Outros” com alta identidade foram selecionadas para comprovacao de
origem helmintica através de hibridizacéo in situ, andlise de cédon usage, presenca e
localizac&o de introns e alinhamento multiplo de sequéncias peptidicas preditas. Assim,
identificamos ESTs interessantes para testes posteriores com alta identidade aos reinos
Monera (31 ESTSs), Protozoa (16 ESTS), Fungi (6 ESTs) e Plantae (13 ESTSs).
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Figura 1. Tamanho dos 166 contigs formados por sobreposi¢cdo de ESTs contiguas.
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Figura 2. Nimero de ESTs que se sobrepuseram para formacao dos 166 contigs.
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Figura 4. Distribuicdo das 1523 ESTs anotadas conforme resultado do BlastX.
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PERSPECTIVAS

Diferentes estratégias vém sendo utilizadas para se identificar produtos génicos
importantes no estabelecimento e manutencao do sitio de alimentacéo através dos estudos
de gendmica funcional. Apds a escolha dos genes candidatos alvos de intervencéo, a técnica
do RNA interferente sera utilizada para testar o papel de genes individuais, através de sua
perda de funcdo. Numa segunda etapa, transformaremos plantas de interesse agronémico
serdo transformadas visando a obtencéo de cultivares resistentes.
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19 - UTILIZACAO DE PROPEPTIDEOS COMO FATORES DE INIBICAO DE
PROTEINASES DE FITONEMATOIDES
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RESUMO

Diversos estudos tém relatado a presenca de proteinases cisteinicas, serinicas,
asparticas e metaloproteinases em nematoides e embora 0os nematoéides parasitas de
plantas tenham diferentes estratégias de alimentacao, estes possuem uma necessidade
comum de proteinas em sua dieta. Plantas transformadas geneticamente com inibidores
de proteinases digestivas reduzem o crescimento e desenvolvimento de nematoides,
demonstrando a importancia das proteinases para a sobrevivéncia do parasita. E sabido
gue as proteinases sao sintetizadas como pré-pro-proteinases e sdo convertidas em sua
forma ativa através da clivagem e liberacédo do propeptideo, indicando que estes atuam
como inibidores das proteinases cognatas, até o enderecamento correto da proteina recém-
sintetizada. Baseando-se nesta informacao, diversos estudos tém relatado a inibicdo de
proteinases por seus propeptideos, demonstrando que estes exibem certa seletividade
dentro da mesma classe ou mesmo dentro da mesma familia de enzimas. O propeptideo de
uma proteinase cisteinica (PROHGCP) do nematoide formador do cisto em soja (Heterodera
glycines) inibe a proteinase cognata, bem como as proteinases presentes em extratos de
H. glycines e em extratos do nematoéide formador da galha, Meloidogyne incognita. A analise
filogenética das proteinases cisteinicas destes nematoides mostra 68% de identidade entre
as sequéncias, o que corrobora com os resultados obtidos in vitro. Baseando-se nestes
resultados, especula-se que os propeptideos também possam atuar como inibidores das
proteinases de outros nematodides, como Meloidogyne javanica, contribuindo de maneira
significativa para o controle destas pragas e para a prospecc¢ao de novas estratégias para
o controle da atividade proteolitica dos nematoides.

INTRODUCAO

Os nematoides fitoparasitas da familia Heteroderidae séo os que causam 0s maiores
danos econdmicos a agricultura e incluem os formadores do cisto (género Heterodera e
Globodera) e formadores da galha (género Meloidogyne). Os nematoides destes trés
géneros fazem interacbes complexas com suas plantas hospedeiras, induzindo a formacéao
de células especializadas, essenciais ao seu desenvolvimento e reproducéo, a partir das
guais eles obterdo os nutrientes durante a fase sedentaria de sua vida (Hussey et al., 2002).
Embora ndo matem seu hospedeiro, os nematoides fitosedentarios afetam severamente
seu crescimento e desenvolvimento. A busca de estratégias que controlem a invaséo e
manutencdo destes parasitas nas raizes das plantas tem sido uma das principais
preocupacodes ja que, atualmente, ha uma grande demanda por parte da sociedade pelo
desenvolvimento de uma agricultura que empregue menos agrotoxico, diminuindo as
contaminacdes aos agricultores e ao meio ambiente. Assim, o0 uso de variedades
modificadas geneticamente, que expressam genes com atividade nematicida, tem sido
utilizado como uma estratégia alternativa para o controle destas pragas.

Dentre as moléculas com atividade nematicida, os inibidores de proteinases, quando
expressos em plantas transgénicas, tém demonstrado alta eficiéncia no controle do
crescimento, desenvolvimento e fecundidade de diferentes nematoides fitoparasitas, como
Globodera pallida, Heterodera schachtii, Rotylenchulus reniformis e Meloidogyne.
incognita. (Urwin et al., 1997; Vain et al., 1998; Urwin et al., 2000), dentre outros. Isto confirma
a importancia das enzimas proteoliticas para a sobrevivéncia desses organismos, fazendo
com gue sejam alvos potenciais para o controle dessas pragas.
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A maioria das quatro classes de proteinases € sintetizada como pré-pro-proteina, e a
conversao na forma madura ativa da enzima so6 ocorre apos a clivagem do propeptideo.
Desta forma, uma das funcdes dos propeptideos € atuar como inibidor in vivo de sua
proteinase cognata, impedindo que a proteinase atue precocemente, antes do
enderecamento correto da proteina. Baseando-se nesta informacéo, diversos estudos tém
mostrado que os propeptideos das diferentes proteinases, incluindo metalo-proteinases
(Tang et al., 2002), proteinases asparticas (Fusek et al., 1991), serinicas (Taylor e Lee,
1997; Basak e Lazure, 2003) e cisteinicas (Lalmanach et al., 1998; Visal et al., 1998; Roche
etal., 1999; Silva et al., 2004), atuam como inibidores das proteinases cognatas, em alguns
casos como inibidores especificos e em outros, como inibidores gerais para diferentes
enzimas dentro da mesma familia de proteinases. Considerando-se estas observacoes,
estudos moleculares envolvendo a especificidade dos propeptideos como inibidores de
proteinases de nematodides poderao auxiliar o desenvolvimento de novas estratégias de
controle destas pragas, visando a obtencdo de plantas geneticamente modificadas
expressando estes fatores.

MATERIAL E METODOS
Clonagem, expressao e purificacdo de uma proteinase cisteinica do nematoide formador
do cisto em soja, Heterodera glycines, e de seu propeptideo

A partir de uma variante da proteinase cisteinica previamente clonada por Urwin e
colaboradores (1997), o gene que codifica esta proteinase (HGCP-Iv) e seu propeptideo
(PROHGCP) foram clonados nos vetores de expressdo em E. coli pET102D TOPO
(InvitrogenR) e as proteinases foram expressas segundo Silva e colaboradores (2004). As
proteinas recombinantes foram purificadas em cromatografia por afinidade, em coluna Ni-
NTA (Qiagen®), sob condicbes desnaturantes, segundo recomendacdes do fabricante.
HGCP-Iv foi renaturada por diluicéo lenta em uma solugao tampéo contendo 0.1 M Na,PO,,
3 mM DTT, 2 mM EDTA, pH 6.0. O propeptideo recombinante foi excisado do gel de
poliacrilamida e a partir deste foi produzido antisoro em camundongos fémeas (Balb/c),
segundo Grossi-de-Sa e colaboradores (1988).

Determinacéo da atividade inibitéria do propeptideo

Foi preparado um extrato do nematoide formador da galha, Meloidogyne incognita,
em tampdao 0.1M TrisHCI pH 8.0, para determinacao da atividade proteolitica. A atividade
inibitéria do propeptideo (PROHGCP) foi analisada contra a proteinase recombinante
(HGCP-Iv), bem como sobre a atividade proteolitica do extrato de M. incognita (10ng de
proteina total por ensaio, para ambos). A atividade cisteinica foi medida utilizando-se 10
mM do substrato Z-Phe-Arg-AMC em 100 mL de solucdo tampéo contendo 2.5 mM DTT,
5% DMSO, 0.1 M Na,HPO,, 2.0 mM EDTA, pH 6.5. A atividade proteolitica foi medida em
unidades de fluorescéncia, apos 15 min de reacao. A atividade inibitéria foi obtida pela pré-
incubacao do propeptideo com a proteinase recombinante e com o extrato de M incognita,
individualmente. Procedimento similar foi adotado com o inibidor sintético de proteinases
cisteinicas E-64. O antisoro foi utilizado com controle para suprimir a atividade inibitoria do
propeptideo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de analisar a especificidade do propetideo sobre a proteinase cisteinica de H.
glycines, a proteinase e seu propeptideo foram expressos no sistema heterélogo E. coli. A
figura 1 mostra a expresséo e purificacao dessas proteinas (HGCP-lve PROHGCP). Embora
o nivel de expressao tenha sido alto, em ambos 0s casos as proteinas foram expressas na
forma insolavel sendo, portanto, purificadas sob condicfes desnaturantes. A atividade
inibitéria do propeptideo foi analisada contra a atividade proteolitica da proteinase cisteinica
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renaturada in vitro e contra o extrato protéico de fémeas de M. incognita. As proteinases
foram inibidas pelo propeptideo e pelo inibidor sintético de proteinases cisteinicas, E-64
(Figura 2). A adicao do antisoro direcionado contra o propetideo a mistura de reacéo aboliu
a inibicédo pelo propeptideo, demonstrando que esta se processa devido a presenca do
propeptideo. A analise das sequéncias de aminoacidos das proteinases cisteinicas de H.
glycines e M. incognita mostram alta identidade (68%) entre as sequiéncias (Figura 3), o
gue corrobora com os dados obtidos, indicando que a alta identidade pode estar envolvida
na inibicdo de ambas proteinases. Os resultados inibitorios apdiam outros relatos sobre a
efetividade dos propeptideos, na inibicdo da proteinase correlata (Chagas et al., 1996;
Lalmanach et al., 1998; Visal et al., 1998; Roche et al., 1999; Yamamoto et al., 2002; Silva
etal., 2004), o que amplia o espectro de inibidores disponiveis para o desenvolvimento de
plantas modificadas geneticamente, que sejam efetivas no controle da invaséo e manutencao
do parasita no tecido do hospedeiro.

pa ! 2 3 a1 2 3
=
a4 —_— S — o—

& "--—mu:u G -

5 e g I e = 31 kDD

——
A . 8

9 —_—

Figura 1: Expresséo e purificagdo da proteinase cisteinica e do propeptideo. (A) HGCP-Iv e (B) PROHGCP.
Coluna 1, marcador de peso molecular. Coluna 2, extrato protéico total e coluna 3, proteinas purificadas. As
proteinas recombinantes estao indicadas com as setas.
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Figura 2. Atividade inibitéria do propeptideo (PROHGCP) contra a proteinase cisteinica de H. glycines
(HGCP-Iv) e contra o extrato de M. incognita. Os reagentes principais estao representados por S (substrato
fluorimétrico Z-Phe-Arg-AMC), E-64 (inibidor sintético de proteinase cisteinica), P (propeptideo) e A (antisoro).
Os resultados foram obtidos por repeticGes e em triplicatas.
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Figura 3. Alinhamento das seqtiéncias proteoliticas das proteinases cisteinicas de H. glycines (AY554271.1)
e M. incognita (AJ557572.1). As sequiéncias foram alinhadas através do programa computacional ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).
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PERSPECTIVAS

Diversos estudos tém mostraram que 0s propeptideos atuam, in vitro, como
inibidores das proteinases cognatas. No entanto, a maioria dos estudos foi direcionada
para as interacdes entre os propeptideos e as catepsinas humanas (Quraishi et al., 1999;
Billington et al., 2000; Guay et al., 2000; Chowdhury et al., 2002), entre outras. Atualmente
s existe um relato sobre a utilizacéo do propeptideo como controle da atividade proteolitica
de nematdide parasita animal (Roche et al., 1999). Além dos resultados obtidos in vitro,
Marra e colaboradores (in press, 2005) demonstraram que raizes de soja transformadas
com 0 gene que expressa para o propeptideo em questao (prohgcp) reduzem em até 50%
o desenvolvimento de ovos e em até 30% o desenvolvimento de fémeas de H. glycines,
indicando que o propeptideo influencia no crescimento e desenvolvimento dos nematéides.
A andlise estrutural das interacfes dos propeptideos com suas proteinas correlatas e o
conhecimento da especificidade destes propeptideos, também representa uma nova
estratégia, seja pelo uso destes propeptideos em plantas modificadas geneticamente, ou
pelo desenho racional de inibidores mais seletivos. Desta forma, a expressao de outros
propetideos e a analise cruzada entre diferentes pragas, pode auxiliar na determinagéo da
especificidade destas moléculas.
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20 - ANALISE FUNCIONAL DE GENES COM POTENCIAL ENVOLVIMENTO NO
PARASITISMO DO FITONEMATOIDE Meloidogyne incognita (Kofoid e White, 1919)
RACAII.

Souza, D.S.L*2,, Romano, E!., Grossi, M*2., Marra, B, M'?,, Martins de S&, C2., Fragoso,
R.R'2,,Grosside S4, M.F'2,

'EMBRAPA - Recursos Genéticos e Biotecnologia; 2UnB — Departamento de Biologia Celular.
RESUMO

Os fitonematoéides do género Meloidogyne estéo entre os mais prejudiciais para a
economia agricola mundial. Estes parasitas radiculares de habito sedentario infectam mais
de 2000 espécies de plantas e se reproduzem rapidamente, sendo, portanto, de dificil
controle. O uso de nematicidas, a rotacéo de culturas e a utilizacdo de variedades resistentes
possuem limitagcdes que incluem a contaminacéo dos solos, a persisténcia dos nematoéides
no ambiente circunvizinho e a resisténcia limitada a algumas espécies ou racas de
Meloidogyne, respectivamente. Portanto, novas estratégias biotecnolédgicas estdo sendo
desenvolvidas com o objetivo de controlar estes patdgenos, a partir do conhecimento de
seu ciclo de vida e da descoberta de novos genes a serem introduzidos em plantas para
efeito nematicida ou nematostatico, impedindo assim, o processo de infec¢céo ou parasitismo
pelo fitonematoide. Dentre estas estratégias, a gendmica funcional tem se destacado, pois
permite avaliar a funcdo de genes com potencial envolvimento no parasitismo dos
fitonematoides. No presente trabalho, foram subclonados dois destes genes, que codificam
para uma putativa proteina quinase e um putativo fator de transcri¢éo, de aproximadamente
500pb expressos nas glandulas esofagiais de M. incégnita. Plantas de Arabidopsis thaliana
serdo produzidas expressando os referidos genes em fuséo com a proteina GFP. Aanalise
histologica posterior permitira avaliar o efeito destes genes no fenétipo dos transformantes
e alocalizacao subcelular das proteinas expressas por analise, em microscépio confocal,
da fluorescéncia emitida pela GFP. A funcéo destes genes também sera averiguada pela
tecnologia de RNA interferente. Os transformantes expressando a dupla fita de RNA, poderéao
portanto, conferir resisténcia a planta contra o nematéide caso haja silenciamento de um
gene com importancia para o parasitismo, disponibilizando portanto, uma nova ferramenta
para o controle da Meloidoginose.

INTRODUCAO

O parasitismo de plantas por nematoides possui longa histdria evolutiva, ainda dificil
de ser interpretada devido ao limitado conhecimento sobre a origem e a distribuicdo das
especializacbes morfologicas, bioguimicas, genéticas e comportamentais, que
transformaram organismos de vida livre, em parasitas altamente adaptados a diversos
tecidos e espécies vegetais (Baldwin et al., 2004). Os fitonematoéides sao responsaveis por
prejuizos que ultrapassam 100 bilhdes de dolares anuais (Opperman e Bird, 1998), e a
maioria dos danos € atribuida aos endoparasitas sedentarios obrigatoérios, representados
pelos nematodides dos cistos (Heterodera spp. e Globodera spp.) e pelos formadores de
galhas nas raizes (Meloidogyne spp.). Estes séo capazes de induzir a formacao de sitios
de alimentac&o nas raizes das plantas hospedeiras, onde se estabelecem como forma
sedentaria, e chegam a atingir um alto nivel de fecundidade (Lilley et al., 1999) (Figura - 1).

Os produtos das glandulas de secrecdo de nematodides parasitas de animais e
vegetais tém sido frequentemente associados ao processo infectivo e ao estabelecimento
e manutencao do parasitismo. As moléculas bioativas das secrecdes de parasitas animais
tém sido relacionadas a defesa em ambientes oxidantes, digestéo de proteinas e modulagéo
ou supressao do sistema imune dos hospedeiros (Yatsuda et al., 2003; Goodrige et al.,
2005).
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Figura 01— Desenho esquematico de planta infectada com o nematoéide formador de galhas M. incognita.

No processo infectivo dos fitonematoides, as proteinas de secrecdo tém sido
relacionadas com a penetracéo e a migracao nas raizes, onde varios produtos das glandulas
ventrais, as quais estao mais ativas nesta fase, sdo enzimas envolvidas na degradacédo da
parede celular e ja foram descritas em varias espécies dos géneros Heterodera, Globodera
e Meloidogyne, onde podemos destacar: as a-1,4-endoglucanases e proteinas de ligacéo
acelulose (Wang et al., 1999; Smant et al., 1998; Goellner et al., 2001; Goellner et al., 2000;
Rosso etal., 1999; Yan et al., 2001), &-1,4-xilanase (Dautova et al., 2001), poligalacturonases
(Jaubert, 2002) e pectato liases (Gao et al., 2003; De boer et al., 2002; Popeijus et al.,
2000). Por outro lado, algumas proteinas sintetizadas nas glandulas subventrais poderiam
estar envolvidas em outras etapas do parasitismo, como a inducao de sitios de alimentacao.
Dentre elas, podemos citar a calreticulina (CRT) de M. incognita (Jaubert et al., 2002) e a
corismato mutase (CM) de Meloidogyne javanica (Lambert et al., 1999).

A atividade da glandula dorsal se torna maior nos estagios parasitarios mais
avancados (Davis et al., 2000), o que sugere que os produtos dessa glandula estariam mais
relacionados a inducdo e manutencéo dos sitios de alimentacdo. Recentes trabalhos revelam
gue a maioria dos genes expressos na glandula dorsal de M. incognita e Heterodera glycines,
nao possuem grande identidade com outros genes, ja caracterizados e depositados no
banco de dados, tornando-se necessario a realizacdo de novos estudos que revelem a
funcao desses genes (Huang et al., 2003; Gao et al., 2003). Por outro lado, a analise do
parasitoma de H. glycines revelou sequéncias para corismato mutase e proteinas de
ubiquitinacéo similares a SKP1 na glandula dorsal, indicando o papel dos produtos desta
glandula para o controle dos processos celulares da planta hospedeira (Gao et al., 2003).
No referido trabalho, a presenca da corismato mutase, exclusivamente na glandula dorsal
de H.glycines, contrasta com o seu aparecimento exclusivo nas glandulas subventrais de
M. javanica e Globodera pallida (Jones et al., 2003; Lambert et al., 1999). Estas
divergéncias confirmam a necessidade de estudos mais detalhados que determinem o real
papel de cada glandula e de seus produtos para o estabelecimento e manutencéao das
relacdes parasitarias com o hospedeiro.

Desta forma, a gendmica funcional se destaca como a ferramenta mais importante
para a elucidacao destas questdes. A expressao heteréloga destes genes e a tecnologia do
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RNA interferente ja demonstraram a importancia da corismato mutase de M. javanica no
controle da diferenciagéo celular em raizes de soja (Doyle e Lambert, 2003) e o silenciamento
eficiente de genes de proteinases digestivas de H.glycines e G. pallida provocou alteracao
na proporcao sexual de nematoides adultos (Urwin et al., 2002). Nosso objetivo portanto, €
utilizar estas duas metodologias para analisar a funcédo de dois potenciais genes de
parasitismo, recentemente subclonados e que codificam para uma putativa proteina quinase
€ um putativo fator de transcricdo de M. incognita. Os resultados obtidos neste trabalho
poderé&o fornecer importantes informacdes sobre o modelo de interagcéo planta-nematoide,
bem como, disponibilizar uma construcdo com RNA interferente a ser introduzida em plantas
de interesse econdmico visando o controle de fitonematoides.

MATERIAL E METODOS

Extracdo de nematoides das raizes de tomateiro e obtencéo de cDNA total de fémeas.
Plantas de tomateiro com cerca de 40 dias apés inoculo foram processadas segundo

a metodologia prescrita por Hussey e Barker (1973). As fémeas foram coletadas em uma

peneira de 100 mM e em seguida separadas em um tubo eppendorf para posterior extracao

de RNA e sintese do cDNA.

Desenho de primers e amplificacdo dos genes da quinase e do fator de transcricao
putativos.

A partir de uma biblioteca de cDNA de glandulas de M. incognita ja descrita (Huang et
al., 2003), foram selecionadas algumas sequéncias, apds submeter a biblioteca a uma
analise de similaridade (BLAST). Os oligos para a amplificacdo dos genes de interesse
foram desenhados eliminando o peptideo sinal putativo utilizando o programa signalP (Nielsen
et al., 1997). A amplificacdo dos genes foi realizada pela técnica de PCR aplicando um
gradiente de temperatura de 35 a 55 © C, para determinar a melhor temperatura de
amplificacéo de cada gene.

Silenciamento de genes potencialmente envolvidos com a fitopatogenicidade de
nematoides por RNAI in vitro.

A producao de RNAs fita dupla (AsRNAS) sera realizada por sintese de cada uma das
cadeias dos genes estudados a partir de processo de transcri¢ao in vitro. Os genes se
encontram clonados no vetor pPGEM-T easy que contém os promotores SP6 e T7 flanqueando
o poly-linker. Asintese de RNAs se dara pela ativagéo do promotor SP6 e do T7 em reacdes
separadas segundo as instru¢des da Biolabs, fornecedor das enzimas SP6 e T7 polimerase.
ApoOs esta sintese in vitro as duas fitas serdo aneladas segundo protocolo descrito por
Elbashir et al., 2002. Os dsRNAs serao entao introduzidos em fito-nematoides pela técnica
de soaking descrita por Tabara et al., 1998. Alternativamente também seréo utilizados
dsRNAs de 21 nucleotidios que serdo adquiridos da lvitrogen e utilizados pela técnica de
soaking.

Silenciamento de genes potencialmente envolvidos com a fitopatogenicidade de
nematoides por expressdo de RNAi em plantas transgénicas.

Fragmentos de aproximadamente 500pb dos genes de fitopatogenicidade (quinase
putativa e fator de transcricéo putativo) serdo subclonados inicialmente no vetor de origem
pDONR™221 do kit de clonagem “PCR Cloning System with Gateway® Technology” e em
seguida transferidos por recombinacéao para o vetor de destino p*7GWIWG2(]) para a
expressdo de dsRNA em plantas. As construcdes obtidas serdo entdo utilizadas para
transformacédo de Arabidopsis thaliana pelo método de infiltracdo do botao floral via
Agrobacterium tumefaciens. As plantas transgénicas serdo inoculadas com juvenis de
segundo estadio de M. incognita (J2). As analises das raizes inoculadas serao realizadas

127



por cortes histologicos para avaliacao estrutural dos sitios de alimentagéo e o silenciamento
génico nos nematdides sera avaliado por Real Time PCR para analise da abundéancia de
transcritos .

Transformacgédo de Arabidopsis thaliana e analise histolégica das raizes.

Para avaliar o papel das proteinas de secre¢éo na formacao dos sitios de alimentacao
de M. incognita, 0s genes subclonados no vetor pPDONR™221 serdo transferidos por
recombinacao para o vetor de destino para a expressdo em plantas das proteinas em
fusdo N-terminal com GFP (pMDCS85). As construcdes obtidas serdo entao utilizadas para
transformacgédo de Arabidopsis thaliana pelo método de infiltracdo do bot&o floral via
Agrobacterium tumefaciens. A analise fenotipica dos transformantes sera realizada apés a
confeccdo de laminas histologicas das raizes e a localizagdo subcelular das proteinas
expressas sera analisada pela fluorescéncia emitida pela GFP utilizando um microscopio
confocal.

RESULTADOS PARCIAIS

A partir das reacdes de amplificacdo realizadas, foram obtidas duas bandas de
tamanho esperado (aproximadamente 500pb) para os genes Mi 1(putativa quinase) e Mi
7(putativo fator de transcricao), em uma reacao de PCR, utilizando um gradiente de 35°C a
55°C. O gene Mi 1 foi amplificado a temperatura de 45 °C e o gene Mi 7 a temperatura de

50°C (Figura — 02). man i
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Figura 02 — Gel de agarose 1% mostrando a amplificacdo de bandas de tamanho esperado para os genes Mi
1 e Mi 7 de glandulas esofagianas de M. incognita.

As bandas foram entdo cortadas do gel e o DNA correspondente foi purificado
utilizando o kit GENE CLEAN Il (Q — Biogene). Os genes foram entdo ligados ao vetor
pGEM* -T Easy e o produto da ligagao foi utilizado para transformar Escherichia coli via
eletroporacao. As colbnias positivas foram crescidas em meio LB-AMP e o DNA do inoculo
foi purificado usando o kit de mini-prep da Quiagen. Apds dialise, o material foi enviado
para o sequénciamento onde as sequéncias dos genes Mi 1 e Mi 7 foram confirmadas
(Figura 03).
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FIGURA 03 — Resultado do sequiénciamento confirmando as seqiiéncias dos genes Mi 1 e Mi 7, onde Mi
1A e Mi 7A correspondem ao DNA que foi enviado ao seqiiénciamento.

PERSPECTIVAS

A partir dos genes obtidos, estes serdo sub-clonados em vetores binarios de A.
tumefaciens para realizar transformacéo genética de A. thaliana. Adicionalmente, esta sendo
feita a sub-clonagem no vetor pKannibal para a expressao de RNA interferente em A. thaliana,
além dos experimentos de transcricdo em vitro para a aplicacao da técnica de soaking. Ao
final deste trabalho, espera-se obter plantas com fenotipos alterados resultantes do efeito
da expresséao dos genes de interesse. Por outro lado, a técnica de soaking e as plantas
transformadas com o RNA interferente permitirdo avaliar o efeito do silenciamento dos genes
de interesse na fisiologia normal dos nematoides e das células gigantes por eles formadas.
Efeitos como morte dos nematoides, diminuicdo da fecundidade, destruicdo ou inibicdo
dos sitios de alimentacao, permitirdo definir quais genes podem funcionar como alvo para
estratégias de obtencéo de plantas transgénicas resistentes a meloidoginose.
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RESUMO

A cultura da soja é afetada por diversas pragas e patdégenos, incluindo o nematoide
de cisto Heterodera glycines. Como as enzimas proteoliticas sdo essenciais no processo
de alimentac&o deste nematoide, estas sdo alvos potenciais no controle deste patdgeno.
Com o objetivo de avaliar o potencial do propeptideo da proteinase cisteinica HGCP-Iv
como alternativa de controle do nematoide de cisto da soja, vetores com a regido-pro deste
gene sob o controle do promotor CaMV35S (p100HG) e do CaMV modificado (4xB5+A)
foram usados para transformar raizes de soja (cultivar: ‘Br16’) via Agrobacterium rhizogenes
(“strain” 2659), demonstrando eficiéncia de transformacao de até 70%. A seqiéncia da
regido-pro foi também expressa em sistema heterdlogo de Escherichia coli e a proteina
recombinante foi utilizada na producgé&o de anticorpo policlonal em camundongos. As raizes
transformadas, expressando o propeptideo, foram detectadas por ‘western-blot’, atingindo
niveis de até 24% de frequéncia na transformacao. O nivel de expresséo deste peptideo
também foi quantificado pela técnica de ELISA. Os bioensaios demonstraram reducéo
significativa no nimero de fémeas, no nimero de ovos por fémea e nalargura das fémeas
de H. glycines em raizes de soja expressando o propeptideo, PROHGCP.

INTRODUCAO

A cadeia produtiva da soja no Brasil movimenta bilhdes de reais por ano e contribui
enormemente ao superavit primario. Entretanto, a cultura sofre danos por pragas e patdgenos,
destacando o fitonematodide, Heterodera glycines. O elevado custo anual com as praticas
de manejo e o controle de fitonematéides vém estimulando a busca de estratégias eficientes
para a sustentabilidade do sistema de producéo e do meio ambiente. Estratégias como a
rotacao de culturas e o uso de cultivares resistentes tém sido usados, demonstrando bons
resultados. Considerando a dificuldade de se desenvolver cultivares resistentes a estes
patogenos através do melhoramento classico, torna-se necessaria a utilizacao de outras
formas de controle como o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas contendo
genes exdgenos com efeito nematicida. Aincorporacéo de genes, expressando inibidores
de proteinases com atividade nematicida em cultivares economicamente importantes € um
meétodo de controle alternativo. Aregido-pro das proteinases tem sido relatada como efeito
semelhante a um inibidor, inibindo sua propria proteinase, sugerindo grande potencial de
uso no controle de insetos-praga e de fitonematoides. Os propeptideos séo inibidores
especificos e seletivos, e quando expressos de maneira estavel na planta, podem contribuir
para o sucesso do desenvolvimento de culturas transgénicas relacionadas ao controle de
fitonematoides, como o H. glycines. Recentemente, Silva et al. (2004) relataram a inibic&o
in vitro da atividade da proteina madura pelo seu propeptideo (PROHGCP). Portanto, torna-
se necessario conhecer o efeito in vivo deste propeptideo sobre a infeccao, desenvolvimento
e reproducéo do nematoide.

MATERIAL E METODOS
Expressao da regido-pro e producao do anticorpo

O propeptideo expresso em E. coli (linhagem BL21 DE3) foi parcialmente purificado
e utilizado para produzir antisoro policlonal em camundongo conforme Silva et al., (2004). O
antisoro recolhido foi testado por Western-Blot segundo Marcellino e Grossi-de-Séa (1998).
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Construcdes para expressao da PROHGCP em raizes de soja

As construcdes para expressao génica em raizes de soja foram feitas através da
subclonagem da regido-pro, em vetores binarios da série pGPTV-Kan (Becker et al., 1992).
As construcdes foram feitas sob o controle do promotor CaMV35S nativo (p100Hg) ou com
uma forma truncada com o subdominio B5 repetido 4 vezes em “tandem”, p54Hg (Batista,
2001).

Transformacéao de raizes de soja

O linhagem 2659 (familia cucumopina) de Agrobacterium rhizogenes selecionado
recebeu as construcdes de vetores para expressao da regido-pro (p54HG ou p100HG) por
eletroporacéo conforme Lacorte e Romano (1998), e cresceram em meio Luria-Bertani (LB)
a 28°C com aeracédo até atingir a densidade otica (600 nm) entre 0,5 e 1,0. Foram
adicionados 100 mg.ml* de kanamicina no meio de crescimento em que havia a linhagem
transformada com o vetor de expresséao. Os cotilédones de soja (cultivar Br 16) destacados
das plantulas e riscados com bisturi na face abaxial foram imersos no meio LB com A.
rhizogenes conforme Savca et al. (1990). Os cotilédones foram colocados em meio MXB
com adicao de claforan (500 mg.ml?*) e kanamicina (100 mg.ml?).

Estabelecimento da cultura de raizes de soja transformadas

Raizes adventicias surgiram conforme sintoma de raizes em “cabeleira”. Quando o
primérdio radicular ultrapassou 5-7 cm, foi destacado do cotilédone e transferido para placa
de Petri com meio MXB e antibidtico.

Andlise e deteccao de raizes de soja transformadas expressando o propeptideo

Parte de cada raiz transformada (0,5 g) foi utilizada na obtenc&o de extrato protéico
total para analise de Western-Blot segundo Marcellino e Grossi-de-Sa, (1998). O nivel de
expressao do propeptideo foi estimado por ensaio imunoenzimatico (ELISA) conforme
Aragéo e Ribeiro (1998), nas raizes transformadas pela relacéo do total de PROHGCP
com o total de proteinas do extrato obtido das raizes transformadas. Como controles foram
utilizados o propeptideo purificado, extrato protéico de raiz ndo transformada e extrato
protéico de raiz transformada sem os vetores. Cada aliquota de 100 ng de proteinas totais
do extrato de raiz foi analisada em triplicata.

Andlise do efeito da PROHGCP sobre o nematoéide Heterodera glycines

Os juvenis de segundo estadio (J2) axenizados segundo Lawn e Noel (1986) foram
inoculados nas extremidades dos sistemas radiculares das raizes de soja transformada
com os vetores p54HG ou p100HG. Como controle positivo foi usado raiz transformada
sem os vetores. As raizes infectadas foram mantidas em placas de Petri com meio MXB no
escuro a 26°C. A avaliacdo do numero de fémeas, numero de ovos por fémea, comprimento
e largura das fémeas foi 25 dias apos a inoculagéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Expressdo da PROHGCP em E. coli e producéo de anticorpos

O propeptideo expresso em E. coli apds a adicdo de IPTG e purificagcéo parcial pode
ser observado na figura 1 conforme Silva et al., (2004). A proteina recombinante PROHGCP
(antigeno) foi imunogénica naqueles animais que receberam a proteina excisada do gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).
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29 kDa >>
Figura 1: Analise por SDS-PAGE da expressao da PROHGCP em Escherichia
coli: (1) marcador molecular (kDa), (2) fracdo parcialmente purificada da
— PROHGCP recombinante apos 3 h de indugdo com IPTG.

Transformacé&o de raizes de soja

Aproximadamente 10 dias apoés a infec¢éo dos cotilédones surgiram calos de tecido
globular e primérdios radiculares. Cerca de 20 dias depois de destacado do cotilédone, o
sistema radicular se encontrava estabelecido em placa de Petri com meio MXB. Ataxa de
crescimento média foi de 0,1-0,3 cm por 24 h. Amaioria das raizes estabelecidas apresentou
crescimento plagiotropico e ndo exibiu diferencas fenotipicas na taxa de crescimento e
morfologia da raiz. Alinhagem 2659 induziu raizes transformadas em até 70% dos cotilédones
infectados, enquanto a linhagem 2659 + p100HG foi a mais eficiente e a linhagem
2659+p54HG apresentou niveis de até 16% de freqiiéncia na indugéo de raizes. A eficiéncia
de transformacao utilizando os vetores de expresséao foi menor quando comparado com a
linhagem sem os vetores.

Deteccao e andlise das raizes de soja transformadas expressando PROHGCP

As andlises de Western-Blot e ELISA permitiram a detec¢éo das raizes que expressavam a
PROHGCP e a quantificacao do nivel de expresséo deste peptideo, respectivamente. Como
controle positivo foi usado o propeptideo expresso em E. coli. Nao houve sinal na membrana
guando foi utilizado o extrato total de E. coli (linhagem BL21 DE3) sem a construgao de
vetor e extrato protéico de raiz transformada sem o vetor. A frequéncia de raizes
transformadas expressando o propeptideo foi de até 24% do total de raizes transformadas
utilizando a linhagem 2659 e o vetor p100HG.

-

Figura 2: Analise de Western-Blot das raizes transformadas com o soro anti-PROHGCP: (1) propeptideo

O ensaio de Western-Blot das raizes transformadas expressando a PROHGCP
detectou apenas duas bandas muito proximas, demonstrando a especificidade do anticorpo
policlonal. A primeira banda (superior) corresponde a PROHGCP e a segunda banda (inferior)
provavelmente trata-se de uma degradacao do propeptideo na planta. Outro fator importante
gue deve ser analisado ainda € a estabilidade do propeptideo (PROHGCP) na planta.
Futuramente, pode-se explorar o aumento da estabilidade da molécula na planta utilizando
moléculas de tioredoxina ou apiteno (BSA) no vetor binario. A quantidade de PROHGCP
expresso foi estimada pelo teste de ELISA, atingindo niveis de até 0,308 % do total de
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proteinas das raizes. Nao houve diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de médias entre as quantidades de PROHGCP expressos pelos vetores p100HG ou
p54HG.

Andlise do efeito do propeptideo sobre o nematoéide Heterodera glycines
Aproximadamente 3-4 semanas apos a infec¢ao dos J2, foram detectadas fémeas
maduras nas raizes. Ataxa de desenvolvimento das fémeas foi em média 23 %, sendo que
5-56 fémeas foram observadas em cada sistema radicular. Houve diferenca significativa ao
nivel de 5% de significancia pelo Teste de Tukey quanto ao niumero de fémeas, quanto ao
namero de ovos por fémea e largura das fémeas nos tratamentos com os diferentes vetores.
A quantidade do propeptideo expresso foi correlacionado com o niumero de fémeas e 0
numero de ovos por fémea e apesar de nao significante ao nivel de 5% entre as trés variaveis,
o coeficiente de correlagcéo (R = - 0,480) negativo sugere que quanto maior o nivel de
expressdo de PROHGCP, menor o numero de fémeas e ovos por fémea. A reducéo no
namero de ovos foi de até 58%, no numero de fémeas por sistema radicular foi de até 31%.

Fémeas Ovos %PRO Comprimento Largura
fémea (um) fémea (um)
controle 43,68 a 99,2 a 0b 282,4 a 184,4 a
p54HG 43,04a 59,6 b 0,08856 a 273,6 a 182,4 a
p100HG 30,12 b 41,56 c 0,13774 a 256,8 a 159,6 b
Ccv 29% 36% 35% 38% 32%

- médias seguidas da mesma letra ndo se diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia. - CV: coeficiente de variacéo

A reducdo significativa de ovos também foi observado por Urwin et al. (1995), quando
o inibidor de cisteina de arroz em batata reduziu o nimero de ovos e o tamanho de fémeas
de Globodera pallida. A diminuicdo no nimero de ovos também pode ser uma estratégia
promissora no controle deste patdgeno, considerando que o cisto € a principal estrutura de
disseminacéao e resisténcia do fitonematoéide. Portanto, a possibilidade de se obter plantas
geneticamente modificadas de soja expressando inibidor de proteinases (propeptideos)
com caracteristicas agronomicamente desejaveis e com resisténcia a nematoide existe.

PERSPECTIVAS

Obtencgéo de uma cultivar de soja eficiente no controle deste patdgeno. Entretanto,
ainda devem ser estudados a estabilidade e o aumento no nivel de expressao do propeptideo
na planta, utilizando promotores mais eficientes. Devido a possibilidade do propeptideo
inibir proteinases da planta, testes para deteccdo de atividade inibitéria estdo sendo
executados.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARAGAO, J.L.A.; RIBEIRO, S.G. Deteccéo de proteinas pela técnica de ELISA. Cap-16 in
Manual de transformacao genética de plantas (Brasileiro, A.C. & Carneiro, V.T.C.).
Embrapa. 1998.

BATISTA, J.A.N. Relatorio de bolsarecém-doutor: Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPqQ). 2001.

BECKER, D.; LUTTICKE, R.; LI; M.; STARLINGER, P. Control of excision frequency of maize
transposable element Ds in Petunia protoplasts. Proceeding National. Academy. Science.
USA, V.12, p. 5552-5556,1992.

134



LACORTE, C.; ROMANO, E. Transferéncia de vetores Agrobacterium. Cap-6. in: Manual
de transformacao genética de plantas (Brasileiro, A.C. & Carneiro, V.T.C.). Embrapa.
1998. Brasilia, DF.

LAWN, D.A.; NOEL, G.R. Gnotobiotic culture of Pratylenchus scribneri on carrot discs.
Nematropica, v.16, p. 45-51, 1986.

MARCELLINO, L.H.; GROSSI-DE-SA, M.F. Deteccgéo e andlise de proteinas pela técnica
western blot. Cap-17. in: Manual de transformacéo genética de plantas (Brasileiro, A.C.
& Carneiro, V.T.C.). Embrapa. 1998.

SAVCA, M.A,; RAVILLION, B.; NOEL, G.R.; FARRAND, S.K. Induction of hair roots cultivated
soybean genotypes and their use to propagate the soybean cyst nematode. Phytopathology,
v.80, p. 504-508. 1990.

SILVA, F. B., BATISTA, J.A.N., MARRA, B. M., FRAGOSO, R. R., MONTEIRO,A.C.D. S,
FIGUEIRA, E. L. ZA, GROSSI-DE-SA, M. F. Prodomain peptide of the HGCP-Iv cysteine
proteinase inhibits nematode cysteine proteinases. Genetics and Molecular Research.
www.funpecrp.com.br/gmr/index: , v..3, n..3, p.342 - 355, 2004.

URWIN, P.E.; ATKINSON, H.J; WALLER, D.A.; MCPHERSON, M.J. Engineered
oryzacystatin-l expressed in transgenic hairy roots confers resistance to Globodera pallida.
Plant Journal, v. 1, p.121-31. 1995.

135



136



22 - SELECAO DE ANTICORPOS ESPECIFICOS A PROTEINAS DE SECRECAO DO
NEMATOIDE DE GALHA DE RAIZ (Meloidogyne incognita)
Lima, L.M.*?; Guimarées, L.M.%; Vieira, P.M.M.M.2; Carneiro, R.M.D.G.%; Batista, J.A.N.%; Silva,
M.S.%; Maranhao, A.Q.%; Brigido, M.M.? e Grossi-de-Sa, M.F.
'EMBRAPA — Recursos Genéticos e Biotecnologia; 2Departamento de Biologia Celular,
UnB.
RESUMO

Nematoides fitoparasitas sdo pragas importantes da agricultura, causadores de
doencas em muitas culturas de importancia econémica. Estratégias biolégicas visando o
controle desses nematoides vém sendo desenvolvidas, uma delas consiste em selecionar
anticorpos a partir de biblioteca de phage display, com potencial no reconhecimento de
proteinas envolvidas no parasitismo de plantas. Proteinas de nematoides no estagio infectivo
J2 foram inoculadas em galinhas para gerar uma gama de fragmentos de anticorpos scFv
contra essas proteinas. A biblioteca construida gerou 1,4 x 10’ formas diferentes de
fragmentos, sendo estes, clonados no vetor pComb3XSS. Apds cinco ciclos de selecéao
contra proteinas de nematoides, foi obtido o enriquecimento de formas ligantes, sendo,
posteriormente, confirmado pelo teste de ELISA. Os clones selecionados foram
sequenciados e analisados. As regides das CDRs (regibes determinantes de
complementaridade) das cadeias leve e pesada dos anticorpos foram determinadas e seis
diferentes formas de scFv foram selecionadas. Esses fragmentos de scFv de galinha obtidos
representam uma poderosa ferramenta para o estudo de proteinas de nematoéides envolvidas
no fitoparasitismo.

INTRODUCAO

Os fitonematoides formadores de galhas (Meloidogyne spp.) séo descritos atacando
grande numero de culturas e provocando prejuizos econémicos de bilhdes de ddlares a
agricultura mundial, implicando na reducéo de alimentos produzidos. Dentre os nematoéides
gue causam problemas a agricultura, a espécie Meloidogyne incognita é a mais importante
economicamente, por ser capaz de se reproduzir em mais de 2000 espécies de plantas
(Jung e Wyss, 1999). Esses nematoides tém uma relacdo altamente complexa com seus
hospedeiros, modificando as células das raizes para formar sitios de alimentacéo, sobre os
guais os nematoéides dependem para sobrevivéncia (Bird, 1992). Todos os nematoides
parasiticos de plantas usam uma lanca retratil, chamada estilete, para penetrar na parede
da célula da planta, injetando secrecdes glandulares dentro da célula e recolhendo nutrientes
do citoplasma (Hussey et al., 2002). Essas secrec¢des podem ter um importante papel na
patogenicidade, provavelmente, auxiliando na penetragcéo e migracdo do segundo estagio
juvenil (J2) no tecido da planta, na modificacdo e manutencéo das células das plantas, que
atuam como células alimentadoras, e na digestao do contetdo da célula hospedeira para
facilitar a aquisicéo de nutrientes pelos nematoides (Smant et al., 1998).

Conhecer a natureza e a funcdo das moléculas que compdem as secrecdes dos
nematoides € um ponto de maior importancia para o entendimento da relagdo parasitica
dos nematoides nas plantas, e ainda, encontrar alvos que possam ser utilizados via
engenharia genética para o controle desses parasitas. Este trabalho teve como objetivo a
construcao de uma biblioteca de fragmentos de anticorpos (scFv), expressos na superficie
de fagos (Phage display library), especificos as proteinas de secrecédo envolvidas no
fitoparasitismo de nematoides.
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MATERIAL E METODOS

Material Bioldgico

Ovos de M. incognita foram produzidos em plantas de tomate (Lycopersicum esculentum
L.). As massas de ovos foram coletadas das raizes de acordo com Hussey e Barker (1973).
Apos eclosao os J2 foram coletados e feito a extracdo das proteinas totais.

Animais e producao de anticorpos

Cinco galinhas da raca White Leghorn foram utilizadas para a producao de anticorpos. As
galinhas receberam extrato total de proteinas acrescido do Reagente de Freud’s Adjuvante
Completo. As doses subsequentes foram acrescidas do reagente de Freud’s Adjuvante
Incompleto, em um total de cinco doses. A resposta imune foi monitorada por ELISA. Os
animais foram sacrificados sete dias apds a 52 injecao e coletado os bacos, os quais foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido para posterior extracao de RNA.

Extracdo de RNA
A extracao de RNA seguiu o protocolo descrito no kit TRIzol Reagent — Total RNA isolation
Reagent (Gibco BRL).

Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNAs, a partir de RNAs dos bacos, foi utilizado o Acess Quick RT-PCR
System (Promega) e o primer oligo(dT), .
Sintese dos fragmentos de scFv

Uma reacao de PCR foi montada para a amplificacdo da primeira fita de DNA dos fragmentos
das cadeias pesada (V,) e leve (V) dos anticorpos. Para o segundo ciclo de PCR (overlap
extension), os produtos apropriados da primeira reacdo de PCR foram misturados para
gerar um produto sobreposto de 750pb correspondendo aos genes de scFv. Foram utilizados
os primers e as condi¢cOes descritas por Barbas Il et. al. (2001).

Obtencao da biblioteca de scFv de galinha

De acordo com o protocolo descrito por Barbas Il et. al. (2001). Os clones foram expressos
na superficie de fagos filamentosos e selecionados contra proteinas de secrecao do
nematoide M. incognita. Os clones selecionados foram seqiienciados para confirmacao
dos genes de scFv. As seqiuiéncias foram analisadas e as regides das CDRs determinadas.

Expressao dos clones selecionados

Os genes selecionados apos a analise do sequenciamento foram expressos em células
competentes TOP 10F induzidos por IPTG. A caracterizagao desses anticorpos esta sendo
realizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apoés completar o tempo de imunizacao das galinhas, os RNAs foram extraidos de
trés bacos e em seguida foi feito a sintese de cDNASs. As regides variaveis dos anticorpos
foram amplificadas por PCR e uma biblioteca de cDNAs foi construida utilizando o vetor
pComb3XSS. O tamanho da biblioteca foi determinado, ou seja, 0 numero total de
transformantes independentes foi calculado em 1,4 x 10°. Os clones foram selecionados
apos cinco ciclos de selecdo, sendo obtido o enriquecimento no 3° ciclo e posteriormente
confirmado por teste de ELISA.

Clones individuais expressando scFv foram selecionados no 3° ciclo de selecéo por
dot blot e encaminhados para sequienciamento para analise do grau de heterogeneidade
da biblioteca. As sequéncias foram analisadas utilizando o programa BLASTX e as
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sequéncias de aminoéacidos foram deduzidas utilizando o programa BioEdit e alinhadas
pelo Clustalw. Analises detalhadas das sequiéncias foram feitas para determinar o nimero
de clones diferentes selecionados, bem como as similaridades e as diferencas entre estes.
O alinhamento permitiu identificar seis anticorpos diferentes e as analises das CDRs,
segundo Kabat, mostraram uma alta variabilidade das cadeias leves. N&o foi observado
uma alta variabilidade nas CRDs das cadeias pesadas (tabela 1). Todavia, conclustes
mais acuradas destes resultados sO poderao ser obtidas apds a caracterizacdo destes
anticorpos.

Tabela 1 — Sequéncias preditas dos aminoacidos que compdem as CDRs das cadeias
leve e pesada dos anticorpos de galinha (L — cadeia leve; H — cadeia pesada)

Clone | CDR L1 CDR L2 CDR L3 CDR H1 CDR H2 CDR H3

& SGGSGSYG | SNNQRPSN | GSFDRTGGNVSI |GETFSDRGMC | SNTGRHTKYG |GTSGYSNSVGEIDV
C5 SGGYSGYG | DNTNRPSD | GSYDSSAGYVAI |GFTFSDRGMY [ SNTGRHTKYG |GTSGYSNSVGEIDV
Ll SGGYNY NNDKRPSD | GAYDNTEAYAGI |GFTFSDRGMY [SGSSGRTHKYG [GTSGYSNSVGEIDV
F5 SGTSGNYG | YNDKRPSN | GSFDRTGGNVGI |GFTFSDRGMY [ SNTGRHTKYG |GTSGYSNSVGEINV
Bl SGSNVYGYG | ANTNRPSN [GGYDDSTGGNVGI |GETEFSDRGMY | SNTGRHTKYG |GTSGYSNSVGEIDV
G12 SGGSGSYG | SNNQRPSN | GSFDRTGGNVGI |GFTFSDRGMY [ SNTGRHTKYG |GTSGYSNSVGEIDV

Os fragmentos de anticorpos scFv (single chain fragment variable) séo polipeptideos
recombinantes formados apenas pelos dominios variaveis das cadeias leve e pesada, 0s
guais sao covalentemente ligados por um peptideo sintético. Estes fragmentos representam
as menores moléculas com sitio de ligacao ao antigeno e possuem a mesma afinidade dos
anticorpos parentais (Rosso et. al., 1996). Recentes pesquisas vém sendo desenvolvidas
introduzindo anticorpos modificados em plantas com o objetivo de tornar a planta resistente
a pragas ou patdégenos e algumas dessas pesquisas demonstraram que as plantas
transformadas expressam uma quantidade substancial de anticorpos, e estes continuam
funcionais e com poder de reconhecimento ao antigeno de interesse (Firek et. al., 1993;
Engelen et. al., 1994; Fiedler e Conrad, 1995).

Conrad e Fiedler (1994) demonstraram a facilidade de expresséo intracelular de
moléculas scFv funcionais em plantas para bloquear fatores de regulacao, fitohormaonios,
metabalitos e introduzir prote¢ao contra patégenos. Um scFv funcional foi expresso em planta
reconhecendo proteinas importantes envolvidas na interacdo planta-nematoide, promovendo
0 scFv a candidato promissor para ser utilizado na resisténcia contra nematoides de galha
de raiz (Rosso et. al., 1996).

A expressao de anticorpos em plantas dirigidos contra proteinas essenciais para a
patogénese de nematoides podera fornecer uma alternativa para a engenharia de novas
culturas resistentes. Com a construcéo da biblioteca de fragmentos de anticorpos scFv,
este projeto se encontra em fase de identificar anticorpos de galinhas, gerados pela técnica
de phage display, que sejam especificos as proteinas envolvidas no fitoparasitismo de
nematoides, com grande importancia econémica.

PERSPECTIVAS

Os anticorpos selecionados utilizando a biblioteca de anticorpos do tipo phage display
serao introduzidos em vetor de expresséo em plantas e testados quanto a sua eficiéncia de
bloquear ou reduzir a infec¢éo do nematoide M. incognita nas raizes das plantas. Estratégias
gue visem o retardamento ou o impedimento do estabelecimento do sitio de alimentacao
utilizando anticorpos funcionais, também chamados “plantibodies”, em plantas geneticamente
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modificadas podem ser alternativas promissoras para reduzir a perda de culturas pelo ataque
de fitonematoides.
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23 — EXPRESSAO DIFERENCIAL DE PROTEINAS DE Coffea canephora
INFECTADOS COM O NEMATOIDE ENDOPARASITA Meloidogyne spp
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RESUMO

Atualmente as pesquisas tém focado na caracterizacdo funcional de proteinas
codificadas por genes de resisténcia a diversos patdogenos. Neste estudo, a expressao de
proteinas durante a interacdo entre a planta de café resistente, Coffea canephora e o
patogeno Meloidgyne ssp foi realizada. Raizes de C. canephora foram infectadas com
in6culos do nematdéide na fase de juvenis (J2) com aproximadamente 10000 larvas por
planta no total de 24 plantas. As raizes foram coletadas em um intervalo de tempo de 3,6 e
10 dias ap0s a infeccdo. Raizes nao infectadas foram utilizadas como controle. As raizes
foram lavadas com uma solucédo de agua e hipoclorito de sodio a 10%; congeladas e
armazenadas a —80°C. O material foi utilizado para extracdo de proteinas, que foram
submetidas a eletroforese bidimensional (2-DE).

Os resultados obtidos através de 2-DE revelaram varias proteinas diferenciais nos
diferentes tempos apoés a infeccdo quando os mapas foram comparados a condicao controle.
Na andlise dos mapas de tempo 3, 5 proteinas diferencias foram visualizadas. Enquanto
gue os mapas de tempo 6 e 10 revelaram 6 e 5 proteinas diferenciais, respectivamente.
Essas proteinas deverao ser identificadas através de espectrometria de massa na tentativa
de associa-las ao processo de resisténcia ao nematéide Meloidgyne ssp, ja que os
mecanismos de defesa de plantas envolvem a expressédo de proteinas especificas
associadas ao reconhecimento do patdégeno, ativando uma gama de outras proteinas
responsaveis pelaresisténcia.

INTRODUCAO

Os nematoides fitopatogénicos séo parasitas obrigatorios que provocam danos
econdmicos de bilhdes de ddélares a agricultura mundial. Estes assumem importancia
destacada na cafeicultura, onde as perdas anuais sdo da ordem de US$ 2,6 bilhdes.

A identificacdo de genes do cafeeiro envolvidos com a resisténcia a Meloidogyne
spp. € de vital importancia para o combate e controle deste patdégeno, podendo ser utilizados
em estudos futuros visando a obtencao de plantas trangénicas resistentes.

Uma das estratégias para a identificacéo de genes de interesse € atraves de estudos
de expressao, incluindo a analise de proteinas expressas em determinada condi¢cdo. O
estudo dessas proteinas atraves da eletroforese bidimensional (2-DE) de proteinas e
espectrometria de massa tem sido utilizada em diferentes plantas como arroz, trigo, entre
outras, e varias proteinas diferencialmente expressas tém sido identificadas.

O objetivo deste trabalho foi analisar a expresséao global de proteinas de C. canephora
(gendtipo resistente a Meloidogyne spp.) em resposta a infeccao por Meloidogyne spp.,
através de 2-DE e espectrometria de massa na tentativa de identificar proteinas/genes
envolvidos com a resisténcia a este fitoparasita.

MATERIAL E METODOS
Cultura de nematéides, extracdo de ovos e eclosdo de juvenis

Meloidogyne spp. mantidos em tomateiros em casa de vegetacao foram utilizados
neste estudo. Para a obtencéo dos nematoides, o sistema radicular dos tomateiros foi lavado
com agua corrente e as raizes foram trituradas no liquidificador com solucéo de 0,5% (v/v)
de hipoclorito de sddio. O material resultante foi separado por um conjunto de peneiras de
100 a 400 mesh. Os ovos retidos na segunda peneira foram coletados e depois depositados
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em papel toalha sobre uma peneira plastica dentro de um recipiente com agua destilada.
Espontaneamente, os ovos eclodiram em juvenis J2, que nadaram do papel toalha para o
recipiente. Os juvenis foram ent&o coletados por centrifugacao a 2500 x g por 30 minutos e
contados para a infestacao de plantas de café.

Infestacéo das plantas e coletas das raizes infectadas

Cada planta de café foi infectada com aproximadamente 10000 larvas de Meloidogyne
spp. apos atingir 2 meses de idade. As coletas das raizes infectadas foram realizadas 3, 6
e 10 dias ap0s a infeccéo e raizes ndo infectadas foram utilizadas como controle. Todas as
raizes coletadas receberam o mesmo procedimento de limpeza e conservacao — lavagem
com agua, congelamento em nitrogénio liquido e armazenamento a -80° C.

Extracédo de proteinas e eletroforese bidimensional

O material coletado foi utilizado para extracédo de proteinas totais de acordo com de
Mot e Vanderleyden (1989). As proteinas foram posteriormente submetidas a eletroforese
bidimensional para analise de proteinas diferencialmente expressas. SDS—-PAGE foi
realizado segundo Laemmli (1970) e os géis foram visualizados apods coloragéo com nitrato
de prata (Blum et al., 1987).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a analise dos mapas obtidos, atraveés de 2-DE, foi possivel observar um total de
cerca de 200 proteinas por gel, que variaram em tamanho de 10 — 200 KDae em plde 4 —
8 (Fig. 1). A comparacao desses mapas nos diferentes tempos apos a infeccao revelou
varias proteinas diferencialmente expressas, incluindo spots novos, maior € menor
intensidade.

Na analise dos mapas de tempo 3 (3 dias apos a infec¢do), 7 proteinas diferenciais
foram visualizadas (Fig. 1). Enquanto que os demais mapas de tempos 6 e 10 revelaram 6
e 4 proteinas diferenciais, respectivamente (Fig. 1). Um mapa de proteinas de larvas J2 de
Meloidogyne spp. foi também construido a partir da extracdo de proteinas de
aproximadamente 10.000 larvas (Fig. 2). As proteinas diferencialmente expressas em raizes
de café ndo foram detectadas no mapa do nematoide, indicando que essas proteinas sdo
de C. canephora. As proteinas diferenciais detectadas serao identificadas atraves de
espectrometria de massa na tentativa de identificar proteinas/genes envolvidos com a
resisténcia a Meloidogyne spp..

Espera-se que este trabalho contribua para a melhor compreensao dos mecanismos
de defesa da planta em resposta a infeccéo por Meloidogyne spp.
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Figura 1. 2-DE de proteinas de raizes de café infectadas com Meloidogyne spp. e ndo infectadas, conforme
indicado. Os sinais + e — indicam proteinas com maior e menor intensidade, respectivamente. Os quadrados
sem simbolos indicam proteinas novas.

Kk 11 de Meloidogyne spp

Figura 2. 2-DE de proteinas de Meloidogyne spp. na fase J2.

PERSPECTIVAS

No presente trabalho foram observadas varias proteinas de C. canephora expressas
diferencialmente em diferentes tempos apdés a infeccdo com o nematdide Meloidogyne
spp.. Aidentificacdo dessas proteinas através de especrometria de massa podera revelar
proteinas importantes envolvidas no processo de resisténcia. A partir das proteinas, sera
possivel identificar e isolar os genes responsaveis pela resisténcia, auxiliando assim o0s
programas de melhoramento de café visando a obtencdo de variedades resistentes a.
Meloidogyne spp.
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RESUMO

Os nematoides do género Meloidogyne spp causam grandes prejuizos a diversas
culturas no mundo. Devido ao alto custo e toxicidade ao meio ambiente, os nematicidas
vém sendo substituidos por métodos alternativos de controle, como a rotacao de culturas,
cultivares resistentes e plantas antagonistas. Este estudo objetivou testar o efeito de extratos
aguosos de sementes de feijao de porco (Canavalia ensiformes), crotalaria (C. juncea, C.
paulinea e C. spectabilis), cravo de defunto (Tagetes minuta) e mucuna preta (Mucuna
pruriens) sobre juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita, raca 3. Extratos
aguosos foram obtidos a partir de 20g de sementes, que foram trituradas e mantidas em
500ml de agua bi-destilada a 4°C durante 8h. O material foi coado em gase, filtrado em
0,45 micron e centrifugado. Os sobrenadantes foram recolhidos e apresentaram
concentracdes protéicas entre 0,6 e 15mg/mL, segundo o método de Bradford. Em SDS-
PAGE, foram observadas proteinas cujos pesos moleculares variaram entre 3 e 200 kDa.
Ovos de M. incognita foram extraidos de raizes de tomateiros infectados, com o uso de
hipoclorito de s6dio 0,5%. Os J, foram obtidos com a técnica de funil de Baemann modificado
e a contagem foi processada em lamina de Peters. Os ensaios foram realizados em placas
de Petri, em triplicata, tendo como controle agua bi-destilada. Foi misturado por placa um
volume de 1ml contendo 500ug de extrato aquoso com uma suspensao de 1ml de agua
contendo 100 J, em um volume final de 5ml, completados com agua bi-destilada. Em seguida,
as placas foram transferidas para estufa e mantidas a uma temperatura de 26°C e, apés
24hrs, os J, vivos e mortos foram contados com auxilio de um microscépio estereoscopico.
As suspensdes contendo J,/extratos aquosos foram re-inoculados em plantas de tomate e
apos 3 meses, avaliou-se o numero de galhas , ovos e o fator de reproducéo, (populacao
final/populacéo inicial) por tratamento. Os resultados obtidos mostraram uma atividade
nematicida sobre J, para todos os extratos analisados. Observou-se também uma redugao
significativa do numero de galhas, ovos e do fator de reproducéo para todos os tratamentos,
guando comparados ao tratamento controle. Dentre as sementes das plantas estudadas, a
gue apresentou maior potencial nematicida foi a C. ensiformes, seguida por C. spectabilis.
Os resultados gerados neste trabalho reforcam a necessidade do isolamento, identificacdo
e purificacao dos polipeptideos/peptideos ou fitocompostos que possam estar envolvidos
no controle de Meloidogyne spp.

INTRODUCAO

Dentre os fitonematoéides, o género Meloidogyne, por sua ampla disseminacgéo e
alta capacidade destrutiva, tem sido considerado um dos mais problematicos na agricultura
mundial (Dufour et al., 2003; Amaral et al, 2002; Opperman & Bird, 1998). As perdas anuais
causadas por estes parasitas as culturas de algodéo, café e cana de acucar, alcancam
cifras da ordem de US$ 4,1 bilhdes, US$ 2,6 bilhdes e US$ 16,5 bilhdes, respectivamente.

Diversas estratégias sao utilizadas na tentativa de controlar o ataque de nematoides,
como, por exemplo, a utilizacdo de nematicidas, rotacao de culturas, tratamento térmico,
controle biolégico e o uso de variedades resistentes, entre outras (Dufour et. al., 2003; Amaral
et Al., 2002; Insunza et al., 2001). Apesar das diversas possibilidades estratégicas,
atualmente o controle de fitonematoéides esta centrado principalmente na rotacéo de culturas
e no uso de nematicidas. No entanto, os nematicidas mais modernos nem sempre
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apresentam um controle efetivo em relacdo ao custo do tratamento por hectare, considerando
as grandes extensfes a serem tratadas. Além disso, alguns nematicidas estdo sendo
removidos do mercado devido sua grande toxicidade a saude humana ou, ainda, por serem
detectados em niveis ndo aceitaveis nas aguas de superficie e subterraneas (Dufour et al.,
2003). A utilizacéao da rotacdo de culturas e variedades resistentes também apresentam
limitacOes, o que reforca a necessidade da busca de novas alternativas para um controle
mais efetivo dos fitonematoides.

Trabalhos descritos na literatura sobre a acédo de extratos de sementes, obtidos a
partir de plantas antagonistas, demonstraram um efeito nematicida e nematostatico bastante
efetivos (Silva et al., 2002). Tais efeitos tém sido freqientemente relacionados a presenca
de metabdlitos secundarios, como taninos e fitoalexinas (Molan et al, 2000). No entanto, o
mecanismo de acao destas biomoléculas ainda € muito pouco conhecido. Adicionalmente,
foi demonstrado que lectinas presentes em sementes geralmente estao associadas com o
bloqueio do sistema quimioreceptor dos nematoides, interferindo principalmente na sua
motilidade e localizacéo da planta (efeito nematostéatico) (Mendonza et al, 1987). Para a
realizacdo deste estudo, foram selecionadas 6 espécies de plantas antagonistas: Feijao
de porco, C. juncea, C. paulinea, C. espectabilis, Cravo de defunto e Mucuna preta. O
isolamento e a caracterizacdo de biomoléculas com potencial efeito nematicida ou
nematostatico, a partir de extratos de sementes dessas plantas, sera de fundamental
importancia para o desenho de novas estratégias biotecnoldgicas visando o controle da
meloidoginose.

MATERIAIS E METODOS
Obtencao dos extratos protéicos

Para a obtencéo dos extratos aquosos, foram triturados 20g de sementes de feijao
de porco (Canavalia ensiformes), Crotalaria (C. juncea, C. paulinea e C. spectabilis), cravo
de defunto (Tagetes minuta) e mucuna preta (Mucuna pruriens) para um volume final de
500ml. Os extratos foram mantidos em agitacéo lenta por 8 horas a 4°C. Apés este periodo,
as amostras foram centrifugadas a 10.000rpm durante 30 minutos, e a concentracao de
proteinas dos sobrenadantes foi determinada pelo método de Bradford, (1976) utilizando-
se BSA como padrao. O perfil protéico dos extratos foi determinado em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE (Laemmli, 1970).

Obtencao de nematoides

A extracao dos ovos de M. incognita foi realizada utilizando-se raizes de tomateiro
(Lycopersicon esculentun) infestadas. Essas raizes tiveram suas galhas seccionadas e
trituradas em um liquidificador numa solucéo de hipoclorito de sodio 0,5% para a obtencéo
dos ovos, de acordo com a metodologia de Hussey & Barker (1973). Os ovos foram
colocados em uma camara de ecloséo, dos quais foram selecionados 5000 J, com 48
horas. Os nematoides foram entéo dispostos em placas de Petri de 5cm de diametro na
guantidade de 100 individuos por placa para a execucao dos testes biologicos.

Testes in vitro para avaliacdo da atividade nematicida dos extratos vegetais

Para avaliar o efeito dos extratos de sementes sobre a mortalidade dos nematoides,
foi utilizado 1ml de cada extrato para um volume final de 5 ml por placa de Petri. Os bioensaios
foram mantidos a 26°C e apos 24h os J, mortos e vivos foram contados com o auxilio de
microscopio estereoscopico. Todos os testes foram realizados em triplicata, tendo como
controle negativo a agua. Os individuos tidos como mortos e vivos apos todos os bioensaios
também foram re-inoculados em plantas de tomateiro (L. esculentun), e depois de trés
meses foi feita a contagem de ovos e galhas e o coeficiente de reproducéo (Cr) foi calculado
obedecendo a seguinte equacéao (Cr = Populacéao final/Populacéo inicial).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a separacéo dos extratos via eletroforese unidirecional utilizando gel linear de
poliacrilamida desnaturante (12%), foram observadas bandas de pesos moleculares variando
de 3 a 200 kDa, aproximadamente, em todas as amostras analisadas. Além disso, foram

constatadas também diferencas significativas nos perfis eletroforéticos destas amostras
(figura 1).

kDa M 2 3 4 5 [ 7
20

Figura 1 - Gel linear desnaturante de poliacrilamida (12%)

M - marcador de peso molecular

2 - Crotalaria juncea

3 - Crotalaria espectabilis

4 - Crotalaria paulinea

5 - Feijao de porco

6 - Mucuna preta

7 - Cravo de defunto

* Foi aplicado 30 ug de proteina em cada poco do gel.

Os resultados obtidos nos bioensaios mostraram uma atividade nematicida sobre J,
para todos os extratos analisados. Dentre as plantas estudadas, a que provocou a maior
taxa de mortalidade sobre os nematdides foi a C. ensiformes, seguida por C. spectabilis
(figura 2).

100 -
90 - [ controle H20
g ?{g 1 l Cravo de defunto
é 60 OFeijao de porco
2 50 1 OMucuna preta
E gg i B Crotalaria juncea
;§ 20 - O Crotalaria espectabilis
10 - H Crotalaria paulinea
0 -

1mL

Vol. do extrato aquoso das
sementes (mL/500ug)

Figura 2 - Analise do efeito nematicida de extratos aquosos de sementes de plantas antagonistas contra J,
de Meloidogyne incognita raca 3
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Para validar o experimento acima, os extratos das plantas utilizados nos ensaios
(extrato + J,) foram re-inoculados em plantas de tomate (L. esculentun). Apds trés meses,
foi verificado que, quando comparadas ao controle, as plantas apresentavam um menor
namero de galhas e, portanto, menor fator de reproducéo.

Estes resultados estdo de acordo com dados disponiveis na literatura, sugerindo a
presenca de peptideos e/ou fitocompostos com acdo nematicida. Extratos de varias plantas
encontradas na natureza possuem efeito nematostatico e/ou nematicida (Silva et al., 2002).
As lectinas encontradas em sementes, por exemplo, interferem na motilidade dos nematoéides
por bloquearem seu sistema quimioreceptor. Além disso, metabdlitos secundarios, como
taninos e fitoalexinas, também possuem atividade nematicida e nematostatica sobre
fitonematodides (Molan et al, 2000). Entretanto, apesar do vasto numero de trabalhos
existentes nesta area, pouco se sabe a respeito do mecanismo de acao destas moléculas
bioativas. Assim sendo, informacfes acerca da natureza bioquimica e estrutural das
biomoléculas com atividade nematicida e/ou nematostatica permitirdo ndo somente o
entendimento dos seus mecanismos efetivos contra os fitoparasitas, mas também identificar
como e em que fase do desenvolvimento do nematoide elas atuam.

PERSPECTIVAS

Os resultados gerados neste trabalho reforcam a necessidade do isolamento e
caracterizacéo de biomoléculas com potencial efeito nematicida ou nematostatico, a partir
de extratos de sementes dessas plantas. Este trabalho sera de fundamental importancia
para o desenho de novas estratégias biotecnolédgicas visando o controle da meloidoginose.
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25— INVESTIGACAO DE BIOMOLECULAS EXISTENTES NO EXTRATO AQUOSO DE
SEMENTES DE CANAVALIA ENSIFORMES (FEIJAO DE PORCO) COM EFEITO
NEMATICIDA SOBRE JUVENIS DE SEGUNDO ESTADIO DE MELOIDOGYNE
INCOGNITA RACA 3

Evaristo, R. G. S* 3., Magalhéaes, J.C.C%.,, Franco, P'., Randig, O*., Carneiro, R.M.D.G%,,
Souza, D.S.L*2, De Sa, F.G'., Rocha, T.L*.

'EMBRAPA - Recursos Genéticos e Biotecnologia ,?UNB — Universidade de Brasilia®*FTB
— Faculdade da Terra de Brasilia

RESUMO

Extratos de sementes de varias espécies de plantas, como crotalarias (Crotalarias juncea,
paulinea e spectabilis), cravo de defunto (Tagets minuta), mucuna preta (Mucuna pruriens)
e feijao de porco (Canavalia ensiformes), ja foram bem caracterizados em varios trabalhos,
como fontes de moléculas com acéo anti-nematoide. Entretanto, pouco se sabe a respeito
da natureza e dos mecanismos de acao destas moléculas bioativas sobre estes parasitas.
O isolamento e a caracterizacao dos compostos presentes nas sementes permitira o desenho
de novas estratégias biotecnoldgicas a serem utilizadas no controle dos fitonematoides .
Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho é identificar e caracterizar estas moléculas presentes
em sementes de feijdo de porco. Para tanto, 10g de sementes foram trituradas e
homogeneizadas em 60ml de agua. Em seguida, o material foi centrifugado e o sobrenadante
filtrado, quantificado, aliquotado e estocado a -20°C. Para determinar o efeito desse extrato
sobre os nematoides (J, preparasitas), foram utilizadas duas metodologias de separacéo:
a didlise e a cromatografia de exclusdo molecular. Os materiais obtidos apos a dialise
(dialisado interno e dialisado externo) e os picos provenientes da cromatografia foram
utilizados em bioensaios para avaliar seu efeito nematicida e/ou nematostatico contra J,
Os resultados obtidos revelaram um efeito nematicida do dialisado externo e um efeito
nematostatico do pico 6 da cromatografia de exclusdo molecular contra os nematoides.
Estes resultados indicam que o efeito tOxico e nematostatico proveniente das fracoes
analisadas se deu pela acdo de moléculas de baixo peso molecular, como fitocompostos,
peptideos ou proteinas com ac¢éo sobre a cuticula do J,, ja que o nematdide néo se alimenta
nesta fase de desenvolvimento.

INTRODUCAO

A meloidoginose € a patogenia resultante da interacédo nematoéide-vegetal que induz
a diferenciacao de focos celulares, provocando a formacao de galhas radiculares que
reduzem severamente a produtividade e, em casos mais graves, podem levar a morte da
planta (Dufour et al., 2003). Dentre os fitonematoides, os do género Meloidogyne possuem
uma ampla disseminacgéo e um alto poder de destruicéo, representando um grave problema
as agriculturas brasileira e mundial (Dufour et al., 2003; Amaral et al., 2002). As perdas
anuais provocadas por Meloidogyne spp. a culturas como algodéo, café e cana-de-agucar
atingem patamares de US$ 4,1 bilhées, US$ 2,6 bilhdes e US$ 16,5 bilhdes,
respectivamente.

Algumas metodologias ja foram descritas para o controle desses parasitas, como,
por exemplo, o uso de nematicidas, a rotacao de culturas, o uso de variedades resistentes,
a utilizacao de plantas antagonistas e o controle biologico, entre outras (Dufour et al., 2003;
Amaral et. al., 2002; Insunza et. al., 2001; Ferraz & Freitas, 2000; Walla et al., 1999). A
aplicacao de nematicidas € a metodologia mais utilizada contra esses parasitas, mas sua
utilizacao esta sendo reduzida devido a elevada toxicidade de seus compostos aos seres
humanos e a alta taxa de contaminac¢ao da agua dos rios e dos lencais freaticos (Dufour et
al., 2003; Ferraz & Freitas, 2000).

Efeitos nematicidas de extratos de sementes ja foram demonstrados para um grande
numero de plantas (Khurma, U.R. & Singh, A, 1997). Resultados parciais deste trabalho
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demonstraram que os extratos aquosos de sementes das plantas ja citadas, mais os extratos
de Stizolobium aterrimum, apresentaram atividade nematicida contra juvenis de segundo
estadio (J,) de Meloidogyne incognita raca 3.

Dentre as plantas analisadas, a que provocou maior indice de mortalidade, além de
efeito nematostatico, foi Canavalia ensiformes. Suas sementes séo ricas em lectinas, que
constituem cerca de 2-3% de sua massa total (Alvarez, 1989). As lectinas tém sido
freqiientemente associadas ao bloqueio do sistema quimioreceptor dos nematoides,
interferindo principalmente na sua motilidade e na capacidade de localizar a planta
(Chitwood, 1949; Mendonza et al., 1987). Por outro lado, o efeito nematicida provocado por
uma das fracOes analisadas (dialisado externo), pode estar relacionado com a presenca
de metabdlitos secundarios (fitocompostos) nas sementes. Portanto, a proxima etapa deste
trabalho consiste em purificar e caracterizar os biocompostos que apresentaram atividade
nematicida e/ou nematostatica, a fim de que possamos delinear uma estratégia especifica
e mais eficiente para o controle dos fitonematoides.

MATERIAIS E METODOS
Obtencao dos Extratos Vegetais:

As sementes de C. ensiformes foram cedidas pela EMBRAPA Sede. Dez gramas
deste material foram pesados e moidos em um triturador elétrico Turrax. Em seguida, o po
resultante foi homogeneizado em 60ml de dH,O e mantido sob leve agitacdo durante 24
horas em camara fria. Apds esta etapa, o material foi coado em gaze e centrifugado a
10.000rpm durante 45 minutos a 4°C. O pellet foi descartado e o sobrenadante (extrato cru)
filtrado em membrana com poro de 0,45um. Esse extrato foi quantificado, utilizando-se a
metodologia de Bradford (1976), aliquotado em tubos Falcon de 50ml e estocado em freezer
a-80°C.

Técnicas de Separacao de Proteinas e Fitocompostos:

Dialise

Uma aliguota de 10ml do extrato cru aquoso de C. ensiformes foi dialisada contra
200ml de dH,O durante 24 horas em membranas de dialise com poros de 3,5 kDa. O volume
do material retido no interior do saco de dialise (dialisado interno) foi de 13ml, sendo estocado
em um tubo Falcon de 50ml e estocado em freezer a -80°C. O material que atravessou a
membrana de dialise (dialisado externo) ficou imerso num volume de 200ml de dH,O e
também foi estocado em tubos Falcon de 50ml, sendo em seguida encaminhado para a
liofilizacao.

Cromatografia de exclusdo molecular

Uma aliquota de 2ml do extrato cru aquoso, contendo 12 mg de proteinas, foi aplicada
no topo de uma coluna de exclusdo molecular (90cm x 1,5 cm) Sephacryl S200, preé-
equilibrada com agua destilada. Frac6es de 3ml por tubo foram coletadas em um fluxo de
0,2mL/minuto. O perfil de eluicdo protéica foi determinado em espectrofotdmetro
(Biophotometer-Eppendorf) a 280nm (figura 1). Os picos obtidos foram quantificados também
usando a metodologia de Bradford (1976). As fracdes foram agrupadas segundo 0s picos
obtidos no cromatograma e armazenadas a -80°C.

Obtencédo de J, de M. incognita, raca 3:

A extracao dos ovos de M. incognita foi realizada utilizando-se raizes de tomateiro
(Lycopersicon esculentun) infestadas por um periodo de 3 meses. Essas raizes tiveram
suas galhas seccionadas e trituradas em um liquidificador numa solucéo de hipoclorito de
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sodio 0,5% para a obtencao dos ovos, de acordo com a metodologia de Hussey & Barker
(1973). Os ovos foram colocados em uma camara de ecloséo, dos quais foram selecionados
5000 J, com 48 horas. Esses J, foram dispostos em placas de Petri de 5cm de diametro na
guantidade de 100 nematdides por placa para a execucéao dos testes bioldgicos.

Testes de atividade nematicida ou nematostatica contra J, de M. incognita:

Os testes biologicos contra os J, de M. incognita foram realizados com todas as
amostras obtidas. Para os bioensaios foram utilizadas aliquotas do extrato cru aquoso, dos
dialisados interno e externo e dos picos obtidos na cromatografia de exclusédo molecular.
Um volume de 83ml do extrato cru aquoso, contendo 500mg de proteinas, foi aplicado na
placa de Petri contendo 100 nematdides para um volume final de 5ml. Os dialisados interno
e externo foram ressuspendidos no menor volume possivel (2ml) e entéo diluidos para ficar
com a mesma concentracdo do extrato cru aquoso. Para os picos cromatograficos, um
volume de 4ml das amostras, contendo também 500mg cada, foram aplicados nas placas
com os nematoides. As placas foram deixadas a 26°C durante dois dias. Ao término desse
periodo, foi feita a contagem dos J, vivos em cada placa, com auxilio de um microscopio
estereoscopico. Controles com agua destilada e BSA, na mesma concentracao descrita
para as amostras, foram utilizados nos experimentos. Todos os testes foram feitos em
duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para determinar o efeito do extrato de semente de C. ensiformes sobre os nematoides
(J, preparasitas), foram aplicadas duas metodologias de separagao: cromatografia de
exclusdo molecular e a dialise.

Um cromatograma contendo seis picos protéicos foi obtido a partir da analise
cromatografica (figura 1). As fracdes referentes a cada um dos picos foram reunidas e
guantificadas para serem analisadas quanto ao seu efeito nematicida ou nematostatico em
bioensaios contra J, de M. incégnita.

Cromatograma - C. ensiformes

. ensiformes

Absorbancia (280nm)
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Figura 1: Perfil cromatografico de 12 mg de extrato aquoso de semente de c.ensiformes usando Sephacryl
S200. As proteinas foram separadas em 06 picos obedecendo um fluxo de 0.2mL/min e coleta de frag6es de
3mL/tubo. As proteinas foram eluidas com agua destilada.
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Os resultados dos ensaios biolégicos revelaram um efeito nematicida para o dialisado
externo, com 95% dos J, mortos. Paralelamente, foi observado um efeito nematostatico
acentuado do pico 6 da cromatografia de excluséo molecular, com 86% dos J, em estado
completo de letargia (figura 2). Para o controle negativo (com agua destilada) e o controle
protéico (com BSA), nado foi observado nenhum tipo de efeito, ficando os J, vivos e |épidos
apos o periodo de 48 horas. Em contrapartida, para o controle positivo utilizando extrato cru
aquoso, foi constatado um efeito nematicida com morte de praticamente todos os J, utiliza-
dos no ensaio (figura 2).

Efeito das diferentes amostras obtidas de sementes de C.
ensiformes contra J, de M. incognita

m Vivos
B Mortos
100 O Letargicos
80 - ]
i’ 60 -
i 40 -
20
0 - -

H20 BSA ECA DI DE P1 P2 P3 P4 P5 P6

Tratamentos (500ug )

Figura 2: Bioensaios para avaliar a atividade nematicida ou nematostatica das amostras provenientes da
cromatografia de exclusdo molecular e da dialise, onde P1-P6 correspondem aos picos cromatograficos e
ECA, Dl e DE, correspondem ao extrato cru aquoso, dialisado interno e dialisado externo, respectivamente.
BSA e H20 correspondem aos controles.

Estes resultados sugerem que o efeito toxico do dialisado externo sobre os
nematoides pode ser resultante da acédo de fitocompostos ou peptideos (< 3.5 kDa) ou
ainda da acao de lectinas presentes nas sementes de C. ensiformes. As lectinas tém sido
freqientemente associadas ao bloqueio do sistema quimioreceptor dos nematoides,
interferindo principalmente na sua motilidade e sua capacidade de localizar a planta
(Mendonza et al., 1987). Adicionalmente, as lectinas constituem cerca de 2-3% da massa
total de proteinas nas sementes de C.ensiformes (Alvarez, 1989).

PERSPECTIVAS

Informacdes acerca da natureza bioquimica e estrutural das biomoléculas com
atividade nematicida e/ou nematostatica, obtidas do extrato de semente vegetal de C
.ensiformes, permitirdo ndo somente o entendimento dos mecanismos efetivos destas
biomoléculas contra os parasitas, mas também observar como e em que fase do
desenvolvimento do nematoide elas atuam. Portanto, a préxima etapa deste trabalho consiste
em purificar e caracterizar estes biocompostos para que possamos delinear uma estratégia
especifica e mais eficiente para o controle dos fitonematoéides.
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26— APLICACAO DAS TECNICAS DE CULTIVO DE TECIDOS NA TRANSFORMACAO
GENETICA DO ALGODOEIRO
Vidal, M.S.}; Carvalho, J.M.F.}; Santos, J.W.%; Lima, L.H.G.M.?; Sousa, E.B.M.? e Sousa,
D.M.M.2
Embrapa Algodao, Campina Grande, PB; ?2Universidade Estadual da Paraiba, Campina
Grande, PB.
RESUMO

A cultura do algodoeiro herbaceo apresenta relevante importancia econémico-social
no Brasil e no mundo, situando-se entre as dez maiores fontes de rigueza no setor
agropecuario brasileiro. Do algodoeiro quase tudo é aproveitado, destacando-se a semente
e a fibra, principal produto do algodao. Objetivou-se, com este trabalho, estabelecer um
meio adequado de superbrotamento em cultivo de tecidos em algodao (Gossypium hirsutum
L.) Sementes selecionadas das cultivares CNPA ITA-90I e BRS JATOBA foram lavadas e
desinfestadas com solucao de hipoclorito de sodio a 1% de cloro ativo e, em seguida,
enxaguadas trés vezes com agua deionizada estéril e, posteriormente, cultivadas em tubos
de ensaio contendo 10 mL de meio MS, suplementados com 30 g.L*de sacarose, 6,5 g.L
! de agar e pH ajustado para 5,8, vedados com fita-filme. Esses tubos foram mantidos no
escuro pelo periodo de 48-72 horas e, depois, durante 20-25 dias, a um fotoperiodo de 16h
de luz/8h de escuro, para desenvolvimento da plantula. Dessas plantulas foram extraidos os
apice caulinares, que foram subcultivados em frascos contendo meio MS suplementado
com diferentes combinac¢des dos horménios 6-Benzilaminopurina - BAP (0,0; 1,0; 1,5; 2,0;
2,5e 3,0mg.L?) e cinetina- CIN (0,0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mg.L?), sendo numerados de
MBO (livre de hormonio - testemunha) a MB25, cada meio com cinco frascos contendo trés
explantes cada um. Os frascos foram mantidos, durante 45 dias, sob as mesmas condi¢des
as quais os tubos foram submetidos e entdo se observou o nimero de brotos por explante.
Os dados foram analisados mediante o procedimento “General Linear Model (GLM)” do
SAS, destacando-se o meio MB 7 suplementado com as combinac¢des 1,5mg.L* de BAP
+1,5mg.L* de CIN para a cultivar JATOBA, enquanto a cultivar respondeu melhor & inducao
de multiplos brotos quando em meio MB21 (MS + 1,0 mg.L* de BAP + 3,0 mg.L* de CIN).

INTRODUCAO

Estudos cada vez mais avancados com a cultura algodoeira visam desenvolver
técnicas que possam auxiliar os programas de melhoramento desta cultura, ndo obstante a
sua substituicdo mas, sim, complementa-las (Gyves, 1994).

Com o emprego da biotecnologia alguns problemas relacionados ao melhoramento
genético do algodoeiro podem ser resolvidos a curto e médio prazo, podendo encurtar o
ciclo do melhoramento (Carvalho et al., 1999).

A cultura de tecidos € uma das técnicas biotecnologicas que vem sendo utilizada
como ferramenta para encurtar os programas de melhoramento genético de plantas. Dentro
da cultura de tecidos uma das metodologias empregadas € o superbrotamento, que consiste
em, a partir de um unico explante cultivado nas condi¢cfes ideais, acima citadas, possam
ser geradas varias plantas geneticamente idénticas as do exemplar original e em menor
espaco de tempo.

Da mesma forma que a engenharia genética vegetal estd amplamente baseada no
cultivo de tecidos, os processos de transformacéo genética vegetal também, umavez que a
transformacéo requer que se possa cultivar in vitro protoplastos, células e tecidos de plantas
gue se vao transformar e que, com as células transformadas, se possa regenerar plantas;
além disso, a frequiéncia de transformacéo pode ser aumentada através da inducéo de
organogénese na regido do meristema apical, isto é, através da inducdo de uma
multibrotacao (Aragao et al., 1998).
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Diferentes técnicas de transformacao genética de plantas foram estabelecidas com
o desenvolvimento da cultura de tecidos e da engenharia genética (Brasileiro e Carneiro,
1998). Para o algodoeiro, a transformacéao genética € obtida basicamente através de duas
metodologias: bombardeamento de microparticulas (McCabe e Martinell, 1993) e cocultivo
com Agrobacterium tumefaciens (Firrozabady et al., 1987; Umbeck et al., 1987),
extremamente dependentes da cultura de tecidos; ambas produzem plantas transgénicas,
com diferentes graus de eficiéncia, uma vez que a regeneracao de plantulas, dependendo
do explante empregado e do genotipo, € muito baixa. Por este motivo muitos grupos fazem
opcao por introduzir genes provenientes de outros organismos diretamente em cultivares
elites de algodoeiro, como linhagens Coker (Trolinder e Xhixian, 1989; Firrozadady e De
Boer, 1993; Koonce et al., 1996). Uma das dificuldades desta estratégia € o intervalo de
tempo relativamente longo para transferir a caracteristica transgénica para as variedades
comerciais, geralmente 6 a 10 geragcfes de cruzamento; deste modo, o desenvolvimento
de metodologia de morfogénese, organogénese ou embriogénese somatica, adaptadas
as cultivares desenvolvidas pela Embrapa Algodao, possibilitardo um incremento, tanto em
aspectos qualitativos como quantitativos da cultura algodoeira.

Objetivou-se, através deste trabalho, estabelecer um meio adequado de
superbrotamento em cultivo de tecidos em algodéao para as cultivares CNPA ITA-Il e BRS
JATOBA.

MATERIAL E METODOS

As sementes selecionadas das cultivares CNPA ITA-Il e BRS JATOBA foram lavadas e
desinfestadas em solucéo de hipoclorito de sodio a 1% de cloro ativo. Em seguida, foram
enxaguadas trés vezes com agua deionizada estéril e, posteriormente, cultivadas em tubos
de ensaio contendo 10 mL de meio MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementados com
3% de sacarose, 0,65% de agar e pH ajustado para 5,8. Os tubos contendo as sementes
foram mantidos no escuro por um periodo de 48—72 horas e, depois, transferidos para um
fotoperiodo de 16h de luz/8h de escuro, onde foram mantidos por quinze dias, para
desenvolvimento da plantula-matriz. Dessas plantulas foram extraidos os meristemas apicais,
gue foram subcultivados em frascos contendo meio MS basico suplementado com diferentes
combinacdes dos horménios 6-Benzilaminopurina (BAP) (0,0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5e 3,0 mg.L°
Y e cinetina (Kin) (0,0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mg.L™) e numerados de MBO (livre de horménio)
a MB25, com cinco repeticdes contendo trés explantes por frasco. Utilizou-se um
delineamento inteiramente casualizado. Os frascos foram mantidos durante sete semanas
sob as mesmas condi¢cbes as quais as plantulas-matriz foram submetidas e, entéo, foi
observado o numero de brotos por explante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O emprego de apice caulinar como explante para superbrotamento foi muito eficaz,
ja que o0 mesmo apresenta-se em estagio embrionario com alto poder de diferenciacao,
gerando partes novas na planta. Uma vez isolado e colocado num meio de cultura contendo
nutrientes e diferentes concentracdes das citocininas (BAP e CIN) foi verificado o
desenvolvimento de varios brotos a partir de um Unico explante tanto para a cultivar CNPA
ITA-Il quanto para a BRS JATOBA.

Dos 26 meios de cultura trabalhados com o explante apice caulinar para ainducéo e
0 desenvolvimento de maior numero de brotos, foi verificado que o nomeado MB 7 foi o que
melhor respondeu para a cultivar de algoddo BRS JATOBA, ao passo que para a cultivar
CNPAITA-II que gerou melhor resposta foi o MB 21 (Tabela 1).

No trabalho realizado por Carvalho e colaboradores (2000) sobre inducéao de
superbrotamento e regeneracao de planta in vitro na cultivar de algoddo CNPA 7H, utilizando
0 no cotiledonar como explante, 0 meio que produziu um maior nimero de brotos foi o
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suplementado com 2,5 mg.L* de BAP e CIN. O efeito da resposta do nimero de brotos da
combinacdo das duas citocininas na mesma concentracdo desta cultivar foi bastante
semelhante ao presente estudo, pois além de serem iguais as concentracdes, apenas
necessitou de quantidade maior.

Tabela 1. Valores médios de tratamento referentes a variavel do numero de brotos,
dos 26 tratamentos com citocininas, nas cultivares de algoddo CNPA ITA-ll e BRS JATOBA.

Meio Citocininas (mg.L") Média’ [

KIN BAP CNPA ITA -90II BRS JATOBA
MBO 0,0 0,0 1,249 d 1,303 f
MB1 1,0 1,0 2,278 abc 1,947 abcde
MB2 1,0 1,5 2,274 abc 1,631 bcdef
MB3 1,0 2,0 2,372 abc 2,073 abcde
MB4 1,0 2,5 1,940 bc 1,563 def
MB5 1,0 3,0 1,897 bcd 2,045 abcde
MB6 1,5 1,0 2,101 abc 2,184 abc
MB7 1,5 1,5 1,970 abc 2,332 a
MB8 1,5 2,0 2,039 abc 2,219 ab
MB9 1,5 2,5 2,066 abc 2,059 abcde
MB10 1,5 3,0 1,960 bc 2,018 abcde
MB11 2,0 1,0 2,325 abc 1,705 abcdef
MB12 2,0 1,5 2,106 abc 1,897 abcdef
MB13 2,0 2,0 1,926 bc 2,079 abcde
MB14 2,0 2,5 1,736 cd 2,128 abcd
MB15 2,0 3,0 2,081 abc 1,869 abcdef
MB16 2,5 1,0 2,064 abc 2,081 abcde
MB17 2,5 1,5 2,341 abc 1,482 ef
MB18 2,5 2,0 1,972 abc 1,563 cdef
MB19 2,5 2,5 2,233 abc 1,949 abcde
MB20 2,5 3,0 2,235 abc 1,840 abcdef
MB21 3,0 1,0 2,672 a 2,043 abcde
MB22 3,0 1,5 2,208 abc 1,777 abcdef
MB23 3,0 2,0 2,090 abc 1,730 abcdef
MB24 3,0 2,5 2,456 ab 1,855 abcdef
MB25 3,0 3,0 2,223 abc 1,791 abcdef
CV%" 24,852 24,932

1Dados transformadosemy =./x +1

2Coeficiente de variagao

Médias seguidas pelas mesmas letras, ndo diferem significativamente

entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

PERSPECTIVAS

Com o desenvolvimento de meios de cultivo especificos para a inducédo de
superbrotamento em cultivares de algodéo desenvolvidas pela Embrapa Algodéo e que
estejam sendo comercializadas, espera-se emprega-los em programas de transformacao
genética desta cultura, de modo que a frequéncia de transformacéo seja aumentada. Esta
metodologia devera ser empregada para o desenvolvimento de novas cultivares com
caracteristicas de importancia agronémica, as quais ndo puderam ser melhoradas pelo
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sistema convencional como, por exemplo, a obtenc&o de plantas resistentes ao bicudo,
plantas que apresentem fibras coloridas (azul, preto etc), plantas resistentes a seca etc.
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27 - TRANSFORMACAO DE PLANTAS DE ALGODOEIRO VIA TUBO POLINICO
VISANDO O CONTROLE DO BICUDO-DO-ALGODOEIRO, Anthonomus grandis.
Oliveira Neto, O.B.%; Batista, J.A.N.%; Evangelista, I.B.R.%; Viana, A.A.B.}; Cavalcante, K.L.;
Craveiro, K.I.C.* e Grossi de S4, M.F.*
'EMBRAPA - Recursos Genéticos e Biotecnologia.
RESUMO

A incorporacéo de tecnologias que contribuam para a diminuicdo dos custos de
producéo e aumentem a produtividade € de grande valia para o incremento da cotonicultura
nacional. Entre as inovacfes com previsdo de expansao nos proximos anos esta a
transformacéo de cultivares portando genes de interesse agronémico e econémico que
atendam as exigéncias do mercado do algodéo com relagéo a qualidade da fibra, resisténcia
a pragas, doencas e estresses ambientais. O algodéao € a principal fonte natural de fibras
para a industria téxtil o que torna o seu melhoramento uma preocupacéo constante. A
metodologia de transformacéo genética de algodao (Gossypium hirsutum), ora disponivel
apresenta baixa eficiéncia, o que dificulta o seu uso em pesquisas envolvendo a transferéncia
de genes e ndo permite seu uso de forma ampla em programas de melhoramento genético
da cultura. Um método efetivo e reprodutivel de transformacéao de plantas, a partir de células
ou tecidos, € essencial em estudos de genética e melhoramento envolvendo a transferéncia
de genes pela engenharia genética. Atécnica de transformacao via tubo polinico nédo requer
o0 estabelecimento de um protocolo de cultura de tecidos, que € uma etapa que leva muito
tempo é extremamente laboriosa e tem sido apontada pelos especialistas como a que tem
limitado sensivelmente o aumento das estatisticas de producéo de plantas transgénicas. O
objetivo principal deste trabalho é a transformacé&o genética de algodao via tubo polinico,
gue consiste na aplicacdo de DNA exdgeno no ovario da planta, através da passagem
deixada pelo tubo polinico, que vai integrar as células zigoticas, ja fertilizadas mas nao
divididas. Este trabalho faz parte de um esforco coletivo para tornar o Brasil um importante
centro produtor de algodado, com um produto competitivo no mercado internacional com
variedades transgénicas.

INTRODUCAO

A agricultura tem sido um dos pilares da economia brasileira e dentro deste contexto
o algodédo vem assumindo um novo e importante papel, tanto como gerador de divisas
como de empregos diretos e indiretos. A recente vitoria de uma representacéo do Brasil
junto a Organizacé&o Mundial do Comeércio contra os Estados Unidos, em funcéo do subsidio
dados aos produtores americanos de algodédo (da ordem de US$ 4 bilh6es ao ano) deve
incrementar mais ainda o agronegocio do algodao no Brasil.

Desde o aparecimento do bicudo no Brasil em 1983, estudos tém sido conduzidos
visando gerar tecnologias que sejam econdmica e ecologicamente viaveis para serem
utilizadas no seu controle. Entretanto, a maioria dos esforcos realizados até hoje tem se
concentrado no aspecto agronémico. Estes esforcos tém sido de grande valia, mas o bicudo
ainda se mantém como a praga que mais causa prejuizo a cultura do algodao no Brasil.
Do ponto de vista da biologia molecular muito pouco tem sido feito visando o controle do
bicudo-do-algodoeiro no Brasil., como a de utilizar genes que codificam para proteinas
entomotoxicas (8-endotoxinas, inibidores de enzimas hidroliticas, lectinas) para obter
variedades de algodoeiro geneticamente modificadas resistentes ao bicudo-do-algodoeiro.
Atualmente, 0 n0sso grupo conta com varios genes isolados que séo candidatos em potencial
a serem usados na transformacéao do algodoeiro (Oliveira Neto et al., 2003; Franco et al.,
2004; Oliveira Neto et al., 2004a; 2004b).

A transformacéao do algodoeiro vem sendo extremamente retardada devido a limitacao
gue sdo impostas a algumas técnicas pelos cultivares, por exemplo, a técnica de
transformacéao por Agrobacterium so funciona para uma cultivar especifica. Alguns
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pesquisadores ja conseguiram um relativo sucesso na transformacéo de plantas de algodéo.
Relativo, uma vez que a eficiéncia da transformacdo conseguida € baixissima e de
repetibilidade duvidosa.

A tecnologia da transformacédo do algodoeiro via tubo polinico foi divulgada pela
primeira vez por Zhou e colaboradores em 1983 e consiste na aplicacdo de uma solucéo de
DNA na parte superior da jovem maca apos a polinizacao, o DNA exdgeno pode alcancar o
ovario atraves da passagem deixada pelo tubo polinico e integrar as células zigoticas ja
fertilizadas mas néo divididas.

A obtencdo de uma planta transgénica de algodoeiro expressando proteinas
entomotoxicas ativas contra o bicudo-do-algodoeiro € o ponto de mais relevante deste
trabalho.

MATERIAL E METODOS
Construcdes génicas para microinjecdes em algodoeiro
Construcdes com 0s genes btci e com tarina

Foram selecionados dois genes a serem introduzidos no algodoeiro: o gene
codificador do inibidor BTCI (inibidor de tripsina Bowman-Birk e inibidor de quimotripsina)
e da Tarina (Tarl), devido as suas atividades contra o bicudo-do-algodoeiro e lepidopteros,
respectivamente. Os genes foram introduzidos em vetores de expressao de plantas sob
controle do promotor 35S do virus do mosaico da couve flor duplicado (CaMV35Sd) e com
0 enhancer do virus do mosaico da alfafa (AMV) no vetor da série pPCAMBIA (pC2300). Esta
construcao esta sendo utilizada na transformacéo utilizando microinje¢cdes em plantas de
algodoeiro.

Construcédo com o gene cry8ga sintético

Para a expressao de toxinas Bt em plantas, as seqiéncias originais dos genes
correspondentes foram modificadas. Os genes Bt apresentam alto conteudo de AT sendo
comum que estes segmentos sejam interpretados na planta como sinais de terminacao,
“splicing”, poliadenilacéo ou outros, levando ao término prematuro, a producao de proteinas
truncadas e a um baixo nivel de expresséo (Diehn et al. 1996). Estas modificacdes consistem
em substituir determinados residuos de nucleotideos na sequiéncia original de modo a criar
codons utilizados preferencialmente pela célula vegetal e eliminar possiveis sinais de
processamento utilizados pela maquinaria transcricional e traducional das plantas. Para
modificar a sequéncia do gene cry8Ga foi utilizada a metodologia “Template Directed
Ligation-PCR”, descrita por Strizhov et al. (1996). O desenho do gene cry8Ga sintético foi
baseado na sequéncia do gene cry8Ga original, incluindo apenas a parte N-terminal da
proteina com os trés dominios responsaveis pela atividade inseticida, constituida de cerca
de 666 aminoacidos. A sequéncia protéica final do gene cry8Ga sintético € idéntica a
sequéncia original.

A construcdo com o gene cry8Ga sintético esta fase em fase final e sera utilizada na
transformacao utilizando microinjecdes em plantas de algodoeiro (Batista et al., 2004).

Transformacéo via tubo polinico

As microinjecdes estdo sendo feitas diretamente nas macéas durante a época de
floracdo. As flores do algodoeiro abrem no inicio da manha e fecham ao entardecer do
mesmo dia, a viabilidade do pélen decresce gradualmente apos as 9 horas, embora ja se
tenha verificado que o pélen permanece habil para fertilizar propor¢des acima de 80% apos
as 17 horas. Vinte e quatro horas ap0s a antese apenas uma pequena parte do pélen ainda
€ capaz de realizar a fecundacéo. O algodoeiro € bem peculiar quanto as caracteristicas da
flor. Em um primeiro momento tem-se o botéo floral, e apos a antese temos a flor de pétalas
brancas e em seguida a flor de pétalas roxas. Para os procedimentos da técnica de
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transformacéo via tubo polinico € necessaria que ja tenha ocorrido polinizagdo com
consequente desenvolvimento do tubo polinico e fecundacéo, o que coincide com o
aparecimento das flores de cor roxa.

Sendo assim, no dia do aparecimento da flor roxa, o botdo correspondente era
etiquetado pelo peciolo com a data e a construcdo génica. Em seguida a flor tinha
cuidadosamente as pétalas, estames e estigma retirados com objetivo de expor o primordio
de maca.

A microinjecéo foi feita sempre apds as 18 horas com uma microseringa do tipo
Hamilton e cada maca recebeu uma dose de 10 mL da construgcdo génica a uma
concentracdo de 100 ng/mL. A agulha da microseringa foi introduzida verticalmente a uma
profundidade de 1/3 da parte superior do primordio de macé e a solu¢do com o DNA exdégeno
liberada.

Figura 1. Diferentes estadios de desenvolvimento da flor do algodoeiro (A) e macga do algodoeiro sendo
microinjetada (B)

Algumas plantas estdao em fase de produgcdo de sementes que serdo colhidas e
submetidas a um teste de selecdo. A selecdo seré feita por PCR com oligonucleotideos
para sitios especificos nas constru¢des génicas utilizadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tecnologia da transformagé&o do algodoeiro via tubo polinico vem sendo feita no
Nnosso grupo desde agosto de 2004 e trata-se de uma ferramenta com grande potencial
para a geracao de uma planta transgénica de algodoeiro. Esta metodologia dispensa os
protocolos de cultura de tecido o que mostra a principio ser uma grande vantagem, uma vez
a cultura de tecido demandar muito tempo nos protocolos de transformacdes de plantas.

Devido a baixa umidade relativa em Brasilia durante o periodo das aplica¢fes das
microinjecdes alguns ajustes foram necessarios para a aplicagéo da técnica de transformacao
via tubo polinico em nosso laboratério. Um deles foi o horéario escolhido para as microinjeces
gue inicialmente era feito de 6:00 as 8:00 horas da manha e de 18:00 as 20:00 horas da
noite e passaram a ser feitas apenas no horario noturno.

Para os procedimentos da técnica de transformagéo via tubo polinico é necessaria
que ja tenha ocorrido polinizacdo com conseqiente desenvolvimento do tubo polinico e
fecundacéo. A entrada do tubo polinico no évulo levara a dupla fecundacao que realizard a
fus&@o do primeiro nucleo masculino com a oosfera e a do segundo nucleo masculino com
os dois nucleos polares Estes se mantém juntos, mas independentemente, até 0 momento
da entrada do nucleo masculino. Imediatamente depois da fuséo dos trés nucleos se da a
primeira divisdo da célula mae do endosperma. Algumas horas depois ja se véem évulos
com dois nucleos do endosperma e outros com quatro nucleos. A fertilizacdo ocorre 30
horas depois da polinizacao, entretanto € muito importante frisar que neste momento e nas
proximas 24 horas o ovo fecundado permanece indiviso.
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O principio da técnica de transformac&o via tubo polinico consiste na aplicacéo de
uma microinjecdo de DNA na parte superior da maca jovem do algodoeiro. Apds a polinizacao
ocorre a “germinacéo” do polen no estigma originando o tubo polinico, o qual se desenvolve
ate atingir o saco embrionario. Quando a flor chega ao estagio de flor roxa, a polinizacao e
afecundacdo ja ocorreram, e assim utiliza-se do “canal” deixado pelo tubo polinico e aplica-
se 0 DNA exdgeno na porg¢éao superior do tubo polinico. Neste estadio de desenvolvimento,
apesar da fecundacéo ter ocorrido o que se tem séo células zigoticas nao divididas e sem
a presenca de parede celular o que facilita a integracdo do DNA exdgeno no genoma da
planta hospedeira. Esta parte do procedimento técnico € a mais delicada uma vez que
qgualquer lesdo deixada em funcdo da aplicacdo, que nao seja o orificio deixado pela
microseringa no apice da maca, leva ao abortamento das mesmas.

Figura 2. Mac¢a microinjetada em franco crescimento (A) em fase de abertura (B) e produzindo (C).

Atualmente o algodao esta em fase de colheita das sementes. A producéo esperada
para esta etapa do trabalho é de aproximadamente 6.000 sementes correspondentes a
168 macas microinjetadas.

A préxima etapa consiste em submeter as sementes a um teste de selecdo. Como a
eficiéncia da técnica € de 0,1 a 0,5%, e que na variedade que esta sendo usada para a
transformacao tem-se em média 36 sementes por macga, em 1000 flores € possivel ter de
36 até 180 sementes potencialmente transformadas. A selecdo sera feita por PCR com
primers para sitios especificos nas construcdes génicas utilizadas e com ensaios desafios
com canamicina. Também esta sendo desenvolvido constru¢gées que com genes de
resisténcia a herbicidas, o que facilita o trabalha de selec&o dos transformantes.

PERSPECTIVAS

A continuacédo deste trabalho permitira avaliar até 220 mil sementes possiveis de
serem transformadas, uma vez que apos as microinjecdes espera-se que uma planta de
algodoeiro possa sustentar pelo menos 15 macas contendo 36 sementes e a casa-de-
vegetacdo ora usada conta com 600 plantas.

Quanto as construcdes, vem sendo desenvolvido um projeto em paralelo, no qual um
promotor isolado, em nosso grupo, do proprio algodoeiro (uceA) esta sendo caracterizado
de forma a se buscar médulo(s) responsavel(is) pela expressao direcionada em botdes
florais de algodoeiro, local de alimentacdo e desenvolvimento do bicudo-do-algodoeiro.
Com essas analises, far-se-a possivel a troca dos promotores (CaMV35Sd) pelo(s) médulo(s)
responsavel(is) pela expresséao especifica destes genes no botéo floral.

Produzir um planta transgénica de algodoeiro via tubo polinico expressando uma
proteina entomotoxica que venha conferir resisténcia contra o bicudo-do-algodoeiro, podera
apresentar uma nova metodologia na manipulacéo genética de plantas que tem como foco
principal a obtencédo, em um aspecto mais amplo, de plantas resistente a insetos-pragas.
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28 — ESTUDOS DA REGENERACAO E TRANSFORMACAO DE PLANTAS DE
ALGODAO VIA EMBRIOGENESE SOMATICA
Paes, N.StL.; de Lacerda, H.M*.; Borba, T.C.B.2; Bueno, |.B.E.%; Cavalcanti, K.L.; Craveiro,
K.I.C!.; Cabral, G.B.* e Grossi de S4, M.F.
'EMBRAPA — Recursos Genéticos e Biotecnologia; 2UnB - Universidade de Brasilia,
Departamento de Biologia Celular

RESUMO

A regeneracéao e transformacéo de plantas de algodéao (género Gossypium) tém
sido alvo de estudos em todo o mundo, visto que, notoriamente, € uma das culturas mais
recalcitrantes a regeneracao in vitro. Apesar dos esforcos de diversos grupos de pesquisa,
ainda hoje a obtencdo comercial de algodao geneticamente modificado esta limitada as
cultivares americanas Coker (G. hirsutum L.). Alguns trabalhos mostraram a transformacéo
de outras cultivares, inclusive de outras espécies de algodao, porém, geralmente os métodos
utilizados apresentam baixa eficiéncia ou ndo séo reproduziveis. O desenvolvimento de um
sistema eficiente de regeneracao de plantas a partir de células, tecidos ou 6rgaos vegetais
€ um dos principais requisitos para a obtencdo de plantas transgénicas. Os métodos de
regeneracdo mais utilizados para o algodoeiro sdo organogénese e embriogénese
somatica. Embora a organogénese seja considerada genotipo-independente, e portanto,
teoricamente capaz de regenerar qualquer variedade, alguns trabalhos mostraram que é
freqUiente o aparecimento de plantas quiméricas, ou seja, que ndo sao capazes transferir o
gene introduzido para a geracao F1 (progénie). Ja o processo de embriogénese somatica,
no qual ha formacéo de embrides a partir de células somaticas, apesar de laboriosa e de
dificil obtencéo, tem sido objeto de varias pesquisas nos paises produtores e exportadores
de algoddo como China, india e EUA. Com o intuito de adaptar a metodologia de
transformacao de algoddo as variedades brasileiras, estudos de regeneracao e
transformacao via embriogénese somatica estdo sendo conduzidos na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. Neste trabalho sdo apresentados os resultados parciais de
obtencéo e proliferacéo de calos primarios e secundarios a partir de segmentos de cotilédone
e hipocdétilo de G. hirsutum, cv. Glandless e Precoce3.

INTRODUCAO

Mundialmente, o algodao € uma das culturas agricolas mais importantes e, no Brasil,
vem assumindo cada vez mais destacado papel econdémico e social. O aparecimento de
doencas e pragas nas lavouras de algodao, aliado a crescente demanda pelo aumento da
produtividade e a melhoria da qualidade da fibra impdem a necessidade continua de
melhoramento genético desta cultura. Entretanto, a escassez de gendétipos com
caracteristicas agronémicas desejaveis e a incompatibilidade sexual entre espécies
cultivadas e silvestres séo fatores limitantes ao desenvolvimento de variedades comerciais
de interesse. Atualmente, a clonagem molecular e a transformacao genética tém sido
consideradas uma importante alternativa ao melhoramento classico. A possibilidade de
transferéncia de genes entre espécies distantes filogeneticamente permitiu o
desenvolvimento de variedades comerciais de algodao tolerantes a herbicida e resistentes
a insetos-praga (Wilkins et al., 2000). A introducéo, por exemplo, de genes codificadores
das toxinas cry de Bacillus thuringiensis vem demonstrando uma reducéo consideravel do
uso de agrotoxicos naqueles paises que comercializam algodao geneticamente modificado
(Benedict e Altman, 2001; James et al., 2003)

No mundo inteiro o estabelecimento de um método de transformacédo para o
algodoeiro é condicdo essencial para a efetiva introducédo de genes de interesse nesta
cultura. Entretanto, os métodos tradicionais de transformacé&o (mediado por Agrobacterium
tumefasciens e biolistica) estdo vinculados ao uso de sistemas eficientes de regeneracéo,
gue, em geral, sdo genotipos-dependentes.
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Comparando-se com outras culturas agricolas, o algoddo tem se mostrado
recalcitrante a transformacdo genética, ja que a maioria das variedades comerciais
apresenta um baixo potencial de regeneracao in vitro, com excecdo das linhagens
americanas Coker e de algumas espécies do género Gossypium. No Brasil, até o momento,
apenas a cultivar CNPA Precoce 2 apresentou capacidade embriogénica semelhante a da
cultivar Coker 312 (Gonzales-Benito et al., 1997).

A regeneracdo do algodoeiro baseia-se principalmente nos sistemas de
organogénese e embriogénese somatica. Ambas tém sido utilizadas para a obtencao de
plantas transgénicas de algoddo. De modo geral, a organogénese € considerada mais
promissora para espécies recalcitrantes como algodéao (Satyavathi et al., 2002). Nos ultimos
anos, o sistema de embriogénese somatica tem tido grandes avancos, os quais permitiram
a regeneracao de algumas espécies selvagens do género Gossypium (Sun et al., 2003;
Sakhanokho et al., 2004), de variedades chinesas de G. hirsutum (Zhang et al., 2001), além
das cultivares tradicionais da linhagem Coker (Kumria et al., 2003; Chaudhary et al., 2003,
Kumar et al., 2004; Ikram-ul-Hag e Zafar, 2004).

A embriogénese somatica consiste na formacao de embrides a partir de células
somaticas, podendo ser de maneira direta ou indireta. Alguns tecidos possuem a capacidade
de produzir embridides diretamente, ja outros (a maioria) requerem a passagem pela fase
de calos até a formacao de embrifes propriamente ditos. Varios trabalhos de transformacéo
do algodoeiro utilizaram a regeneracao via embriogénese indireta, a qual requer um longo
periodo de cultivo in vitro (de 6 a 9 meses). Entretanto, o aperfeicoamento dos protocolos
de embriogénese e a identificagcdo mais precisa dos diferentes tipos de calos tém
possibilitado a sele¢cdo apenas dos calos com potencial embriogénico. Além disso, através
da manipulacéo das condi¢des de cultura (microambiente) e dos fatores nutricionais do
meio tem-se conseguido o aceleramento do processo de diferenciacdo e a maturacao dos
embrides e, consequentemente, a reducéo do tempo de regeneracao (4 a5 meses) (Kumria
etal., 2003).

Este método de regeneracdao e transformacao do algodoeiro € considerado um dos
mais eficazes, apesar de ser genétipo-dependente. A transformacdo das células
embriogénicas capazes de regenerar uma planta inteira garante a transferéncia dos genes
exogenos a sua progénie, e diminui as chances de ocorréncia de plantas quimeéricas. Assim,
um dos nossos objetivos consistiu ha adaptacdo do protocolo de regeneracédo e
transformacao por embriogénese somatica as nossas cultivares nacionais de algodéo (G.
hirsutum), cv. Glandless e BRS Cedro. Este trabalho esta baseado nos protocolos de Sun
et al. (2003) e Kumria et al. (2003).

MATERIAL E METODOS
Material vegetal:

Neste trabalho utilizamos duas cultivares nacionais de G. hirsutum: Glandless e CNPA
Precoce 3, cedidas pela Embrapa Algodéo (CNPA).

Desinfestacéo e germinacao das sementes:

Para a desinfestacdo, as sementes foram lavadas com detergente comum,
permaneceram imersas em alcool 92,8° por 30 minutos, sendo em seguida flambadas, e
retirados os tegumentos apdés uma hora de imersdo em agua esterilizada. Posteriormente
a desinfestacdo, as sementes foram colocadas para germinar em meio de cultura MS
(Murashige e Skoog, 1962), por uma semana.

Inducéo de calos:
Cinco a sete dias ap0s a germinacdo, segmentos de hipocétilo e pedacos de
cotilédone (5 a 10 mm) foram cortados e usados como explantes (8-10 explantes/placa)
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para a inducéo de calos. Para isso, foi utilizado o meio MIC contendo sais de MS, vitaminas
de Gamborg (B5), 3% de glicose, 2g/L de fitagel, suplementados com 0,1 mg/Lde 2,4-D e
0,5 mg/L de cinetina (pH 5.8), permanecendo cerca de 2 meses a 28+°C e fotoperiodo de
16/8 h (luz/escuro).

Inducéo e proliferacéo de calos secundarios:

Os calos primarios foram, entéo, transferidos para o meio ME, composto por: sais
de MS, vitaminas de Gamborg (B5), 3% de glicose, MgCl, 0,75 mg/L, KNO, 1,9 g/L, Mio-
Inositol 100 mg/L, 0,5 mg/L de 2,4-D, 2,0 mg/L de cinetina, 6,8 mM de glutamina, 3,8mM de
asparagina e 2,0 g/L de fitagel (pH 5,8), permanecendo por cerca de um més. Em seguida
foram passados para o meio MEO (sem os hormonios 2,4-D e cinetina).

RESULTADOS e DISCUSSAO

Os resultados parciais mostraram que ambas as cultivares apresentaram boa
capacidade de formacéao de calos nas concentracdes de 0,1mg/L de 2,4-D e 0,5 mg/L de
cinetina (Fig.1). Cerca de um a dois meses ap6s o inicio da indugéo de calos, observou-se
a ocorréncia de variados tipos de calos (Fig. 1). Apassagem dos explantes contendo calos
primarios para o meio ME propiciou o desenvolvimento de calos secundarios calos friaveis
(de coloracao creme) sobre a massa inicial de calos marrons. Estes foram, entéo, isolados
dos explantes e transferidos para o meio MEO (sem horménios) (Fig. 2A). A partir dai, houve
proliferacéo desses calos e a mudanca de coloracao, tornando-se esverdeados (Fig. 2B e
2C). Nesta fase, pode-se observar a formacéo das primeiras estruturas globulares em
algumas regides do calos secundarios branco-esverdeados (Fig. 2E e 2F). A figura 2D
mostra as regides dos calos onde ocorre uma maior organizacao celular (pontos escuros
apontados com a seta), indicando tratar-se de regides com elevado potencial embriogénico.

Figura 1. Presenca de calos em segmentos de cotilédone e hipocdtilo: (A) Calos marrons e verdes na
extremidade dos cotilédones; (B) Calos brancos esponjosos; (C) Calos brancos esponjosos e marrons e
lisos ao fundo; (D) Detalhe dos calos marrons nas bordas dos cotilédones; (E) Calos brancos e um calo
marrom e liso no centro; e (F) Calo esverdeado entre os marrons ao centro.
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Figura 2: Presenca de calos secundarios. (A) Calos friaveis (cor marrom ou creme); (B) Calos embriogénicos
esverdeados; (C) Detalhe dos calos mostrados em B; (D) O mesmos calos mostrados ao microscopio de
contraste de fase destacando-se as regides de células organizadas (escuras); (E) Um calo embriogénicos
em detalhe; e (F) Regido do calo anterior mostrando alguns primérdios de embrides globulares.

As pesquisas desenvolvidas neste trabalho basearam-se principalmente no protocolo
desenvolvido por Kumria et al. (2003) para a obtencéo de embrides somaticos de G. hirsutum
cv. Coker 310. Testamos inicialmente duas variedades brasileiras de algodao — Glandless
e Precoce 3, com o intuito de avaliar o seu potencial embriogénico. Nossos resultados
preliminares indicam que ambas as cultivares apresentaram semelhante resposta aos meios
de inducao de calos primarios e secundarios.

Ultimamente, uma série de relatos sobre embriogénese somatica em algodao foi
publicada (Sun et al., 2003; Kumria et al., 2003; Sakhanohko et al., 2004; Ikram-ul-Haq e
Zafar, 2004), o que revela o crescente interesse neste processo de regeneracao para a
obtencao de algodao transgénico. Segundo dados, uma vez obtidos os calos embriogénicos
e tendo estabelecido o sistema de regeneracgao in vitro, torna-se possivel a transformacao
genética tanto via A. tumefaciens quanto biobalistica. No entanto, durante anos se utilizaram
protocolos extremamente demorados, ou seja, 0 tempo exigido para a regeneracao de
plantas de algodao, a partir da embriogénese somatica, era demasiadamente longo (6 a 9
meses) e 0 processo envolvia varias passagens em diferentes meios de cultura, o que
praticamente inviabilizava o uso corriqueiro desta técnica. Atualmente, busca-se o seu
aperfeicoamento, visando reduzir esse tempo e desenvolver protocolos adaptados para o
maior nimero possivel de cultivares e até mesmo para outras espécies de interesse.

Cada espécie de planta possui um potencial diferenciado de resposta aos horménios
vegetais, bem como as fontes de carbono, nitrogénio e outros elementos essenciais. Com
iIsso, a manipulacéo das doses e tipos de reguladores de crescimento no meio de cultura
sempre serviu de base para os estudos de regeneracao. Entretanto, mesmo fazendo-se
uma série de combinacdes de hormbnios, no caso do algodao, pouco se avancou em relagéo
a capacidade de gerar plantas férteis a partir de embrides somaticos. Diversos trabalhos
com algodao apresentaram uma baixa taxa de obtencédo de embrifes viaveis, embora se
tenha conseguido alguns transformantes (Umbeck et al., 1987 e Finer, 1998).
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Observou-se, posteriormente, que a formacao de embrides a partir de calos com
potencial embriogénico estava fortemente relacionada com a presenca de altas doses de
KNO, no meio de cultura (lkram-ul-Haq e Zafar, 2004) e que a maturacéo e a germinacao de
embrides somaticos ocorriam com elevada frequéncia sob condi¢cdes de estresse hidrico
no estadio cotiledonar. Alguns trabalhos mostraram que a introducéo de papel de filtro e
uma tampa porosa nas placas contendo embrides imaturos, por um curto periodo,
ocasionavam a maturacéo da maioria deles (Kumria et al., 2003; Chaudhary et al., 2003 e
Sakhanokho et al., 2004). Assim, a partir de uma cultura de calos embriogénicos provenientes
de calos secundarios friaveis, a qual pode ser mantida durante meses em meio de
proliferacéo, pode-se utiliza-los como fonte de explante para transformacéo. A cultura de
calos embriogénicos, uma vez estabelecida, é, sem duvida, uma fonte de tecido altamente
promissora tendo em vista a transformacao genética do algodoeiro.

Neste trabalho observamos a formacéao de variados tipos de calos, 0s quais resultaram
na producao e proliferacéo de calos secundarios friaveis (de cor amarelada) para ambas
as variedades estudadas, conforme se observa com as cv. americanas Coker 310 e 312.
Portanto, os nossos resultados, ainda que preliminares, indicam ser possivel a obtencéo de
calos embriogénicos e a producao de embrides somaticos; bastando, para isso, realizarmos
as devidas adaptacdes nas condicdes de cultivo (doses ideais de reguladores de
crescimento, dessecacao, luminosidade adequada, etc) as variedades nacionais de
algodao.

PERSPECTIVAS

Uma vez obtidos os embrides somaticos, 0 objetivo seguinte consiste na maturacao e
desenvolvimento destes até a regeneracao completa, com os sistemas foliar e radicular
formados e sua posterior aclimatacdo em casa de vegetacao. O estabelecimento adequado
dessas etapas representa um grande avanco para a meta principal que é transformacao
genética das variedades nacionais de algodédo. Com isso, sera possivel, mantendo-se uma
cultura de calos embriogénicos permanentemente, agilizarmos o processo de transformacéao
e regeneracao utilizando-se este material como fonte de explante.

A transformacéo do algodoeiro sera feita via A. tumefasciens, utilizando os vetores
binarios ja construidos contendo os genes que codificam toxinas Bt e inibidores de
proteinases, 0s quais apresentam atividade inibitéria contra as lagartas Spodoptera
fugiperda, Anticarsia gematalis e o coledptero bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BENEDICT, J.H. & ALTMAN, D.W. Commercialization of transgenic cotton expressing
insecticidal crystal protein. In: Jenkins, J.N. & Saha, S. (eds) Genetic improvement of cotton;
USDA- Agricultural Research Service, Oxford & IBH, New Delhi, India p. 136-201, 2001.
CHAUDHARY, R.; KUMAR, S.; PRASAD, K.V.S.K.; OINAM, G.S.; BURNA, P.K. e PENTAL,
D. Slow desiccation leads to high-frequency shoot recovery from transformed somatic embryos
of cotton (Gossypium hirsutum L. cv. Coker 310 FR). Plant Cell Reports., v.21,p. 955-960,
2003.

FINER, J.J. Plant regeneration from somatic embryogenic suspension cultures of cotton
(Gossyium hirsutum L.). Plant Cell Reports, v.7, p. 399-402, 1988.
GONZALES-BENITO, M.E., J.M.C. CARVALHO e C PEREZ..Somatic embriogenesis of na
eargy cotton cultivar. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.32, p.485-488, 1997.
IKRAM-UL-HAQ & ZAFAR, U. Effect of netrates on embryo induction efficiency in cotton
(Gossypium hirsutum L.). African Journal of Biotechnology, v. 3, n..6, p. 319-323, 2004.
JAMES, C. Global Status of Commercialized Transgenic Crops. ISAAA Briefs N.30., 2003.
KUMRIA, R.; SUNNICHAN, V.G,; DAS, D. K.; GUPTA, S.K.; REDDY, V.S.; BAHTNAGAR,
R.R. e LEELAVATHI, S.. High-frequency somatic embryo production and maturation into

169



normal plants in cotton (Gossypium hirsutum) through metabolic stress. Plant Cell Reports,
v.21, p. 635-639, 2003.

LEELAVATHI, SUNNICHAN, V.G.; KUMRIA, R.; VIJAYKANTH, G.P.; BHATNAGAR, R.K. e
REDDY, V.S. Asimple and rapid Agrobacterium-mediated transformation protocol for cotton
(Gossypium hirsutum L.): Embryogenic calli as a source to generate large numbersof
transgenic plants. Plant Cell Reports, v. 22, p. 465-470, 2004.

SAKHANOKHO, H.F.; ZIPF, A.; RAJASEKARAN, K.; SAHA, S.; SHARMA, G. e CHEE, P.W.
Somatic embryo initiation and germination in diploid cotton (Gossypium arboreum L.). In
Vitro Cell. Dev. Biol. — Plant, v.40, p. 177-181, 2004.

SATYAVATHI, V.V.; PRASAD, V.; LAKSHIMI, B.G.; SITA, G.L. High effiency transformation
protocol for three Indian cotton varieties via Agrobacterium tumefaciens. Plant Science,
v.162, p. 215-22, 2002.

SUN, Y.; ZHANG, X.; JIN, S.; LIANG, S. e NIE, Y. Somatic embryogenesis and plant regeneration
in wild cotton (Gossypium Klotzschianum). Plant Cell, Tissue and Organ Culture v.75, p.
247-253, 2003.

UMBECKK, P.; JOHNSON, G.; BARTON, K. e SWAIN, W. Genetically transformed cotton
(Gossypium hirsutum L.) plants. Biotechnology, v.5, p. 263-266, 1987.

ZHANG, B., FENG, R, LIU, F. e WANG, Q.. High frequency somatic embryogenesis and plant
regeneration of an elite Chinese cotton variety. Bot. Bull. Acad. Sin, v. 42, p. 9-16, 2001.
WILKINS, T.A.; RAJASEKARAN, K. e ANDERSON, D.M. Cotton Biotechnology. Critical
Reviews in Plant Sciences, v. 19, n.6, p.511-550, 2000.

170



29 - OBTENCAO DE PLANTAS Coffea arabica GENETICAMENTE MODIFICADAS COM
GENE PARA INIBICAO DA BROCA.
Machado, F.R.B.>?; Bercot, M.A.1?; Dayler, C.?; Palacio, T.C.13; Vianna!, GR.; Paes!,N. S.;
Pereira, A.R.*?; Grossi-de-Sa, M.F.* e Barros, E.V.S.A'.
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF; 2Universidade de Brasilia,
Brasilia, DF; *UNICEUB.
RESUMO

O Brasil € mundialmente reconhecido como um dos paises mais competitivos na
cafeicultura, com uma producéo estimada em 42,40 milhdes de sacas de café na safra
2004/2005. Entretanto, a agricultura cafeeira sofre enormes prejuizos, pois a espécie Coffea
arabica, que corresponde por cerca de 82% da producao de graos, € altamente susceptivel
a varias pragas e doencas. Assim, estudos intensivos tém sido feitos por parte do
melhoramento genético para um maior vigor das plantas associado a resisténcia, maior
produtividade e melhor qualidade do produto. Uma das principais pragas do cafeeiro € a
Broca-do-café (Hypothenemus hampei), que ataca as espécies de C. arabica e C.
canephora em todos os estadios de maturagéo do fruto e os graos armazenados, acarretando
perda de peso e qualidade de bebida do produto, o que provoca perdas de 40 milhdes de
reais por ano. A transformacéao genética tem sido utilizada recentemente como ferramenta
do melhoramento genético de café que permite a selecdo de caracteristicas especificas
em gendtipos-elite em um reduzido espaco de tempo e sem que ocorra a introducao de
genes indesejaveis. Foi demonstrado que o inibidor a-amilase 1 (o-All), extraido de
Phaseolus vulgaris inibe in vitro a broca. O objetivo deste trabalho é introduzir o gene o-All
em C. arabica através da metodologia de transformacdo por bombardeamento de calos
embriogénicos e sele¢cdo com canamicina. Calos embriogénicos obtidos a partir de discos
foliares de C. arabica foram utilizados para o bombardeamento o vetor pCKa-All. Este
plasmideo contém o gene a-All, o gene repdrter gus, e o gene nptll que confere resisténcia
a canamicina. Foi confirmada a presenca dos genes nptll e o-All através da técnica de
PCR em plantulas crescidas no meio seletivo. As plantulas potencialmente transformadas
foram aclimatadas para uma posterior analise molecular. Com esta estratégia, espera-se
obter plantas de café resistentes ao ataque da broca.

INTRODUCAO

O café (Coffea spp.) € um dos produtos agricolas mais importantes no mercado mundial,
proporcionando sete milhdes de empregos diretos e indiretos com a produgdo média de
28 milhdes de sacas (Carvalho e Silva, 2003). O Brasil produz cerca de 40% do café
comercializado no mundo e ocupa o segundo lugar no consumo desse produto. Entretanto,
a cafeicultura brasileira vem sofrendo enormes prejuizos causados, principalmente, por
pragas e doencas. Dentre as mais de 80 subdivisdes do subgénero Coffea, destaca-se a
espécie C. arabica por ser a mais valorizada comercialmente. Entretanto, essa espécie é
altamente susceptivel a pragas e doencas, sendo que seu genétipo alotetraploide e
reproducao autdgama dificultam o cruzamento com outras espécies para o melhoramento
tradicional.

A broca-do-café, Hypothenemus hampei, constitui uma das principais pragas em varios
paises produtores de café das espécies C. canephora e C. arabica. Esse coledptero ataca
os frutos do cafeeiro em qualquer estado de maturacao (Souza e Reis, 1993), causando
perdas quantitativas e qualitativas consideraveis.

A transformacédo genética tem sido utilizada recentemente como ferramenta do
melhoramento genético de café para a insercao de caracteristicas especificas em genotipos-
elite. Plantas de café modificadas geneticamente foram obtidas pelo co-cultivo com
Agrobacterium e pela utilizacdo de RNAI. Entretanto, a técnica de bombardeamento
estabelecida em nosso laboratério constitui uma alternativa interessante na transformacao
de C. arabica. 171



Os inibidores de o-amilases ocorrem naturalmente em muitas plantas. Os insetos
gue possuem amilases néo afetadas por inibidores especificos sdo bem sucedidos na
alimentacé&o. Entretanto, € muito comum plantas apresentarem resisténcia por possuirem
inibidores efetivos contra as enzimas desses insetos.

Visando o controle da broca-do-café, foram desenvolvidas técnicas de transferéncia
do gene a-All em cultivares de C. arabica. A broca adulta tem duas a-amilases digestivas
principais, cujas atividades sao substancialmente inibidas (80%) em baixos niveis de inibidor
a-All de feijdo comum, Phaseolus vulgaris L., conforme demonstrado em ensaios “in vitro”
(Valéncia et al., 2000). Por interacdo ndo competitiva, o inibidor impede a acdo da amilase,
levando as larvas da broca ao déficit nutricional e causando danos em seus parametros
biolégicos, tais como, perda de peso, infertilidade e baixa expectativa de vida.

O objetivo deste trabalho € introduzir o gene a-All em C. arabica pelo método de
transformacao por bombardeamento de calos embriogénicos e selecdo em canamicina.

MATERIAIS E METODOS
Inducdo de Calos Embriogénicos

Explantes foliares (0,8 x 0,8 cm) de Coffea arabica L. Catuai Vermelho cultivadas em
casa de vegetacao foram utilizados para a obtencao de massa de calos embriogénicos. Os
calos foram induzidos em meio C (Van Boxtel e Berthouly,1996) contendo 10 mM 2,4-D, 5
mM 2iP, 5 mM de AIB e 2 % de sacarose (denominado C 20). Os explantes foram mantidos
a 25°C no escuro até a formacao de calos embriogénicos por aproximadamente 5 meses.

Protocolo de Transformacéo

A metodologia de transformacéao de calos embriogénicos de C. arabica utilizada foi
desenvolvida em nosso laboratério de acordo com Barros et al. 2004 (em preparacéo). A
massa embriogénica foi posicionada em Membranfilter 0,45mm sobre meio C com 2,4—-D
10mM, Manitol 0,5 M e fitagel 8g/L para pré-tratamento osmatico. O co-bombardeamento
consistiu em 12 tiros, utilizando-se o plasmideo pCAMBIA2300 que contém o gene nptll de
resisténcia a canamicina, e o fragmento correspondente ao cassete de expresséo do gene
a-All inibidor de a-amilase. A preparacdo das particulas e os procedimentos do
bombardeamento foram baseados no protocolo estabelecido por Aragéo et al. (1996). A
massa bombardeada foi subcultivada semanalmente em doses crescentes de canamicina
(200, 300 e 400 mg/L) em meio C com 2,4 — D 10mM.

Plantas Regenerantes

Apos meses de selecdo em canamicina, os embrides que atingiram o estadio de
torpedo foram transferidos para babyfood com WPM (Lloyd e McCown, 1981) contendo
carvao ativado e mantidos sob a luz em sala de crescimento a 25°C. As plantulas que
desenvolveram raizes tiveram o seu DNA gendmico extraido para as analises moleculares
e foram aclimatadas em casas de vegetacao.

Analise Via PCR

O DNA extraido de folhas das plantas aclimatadas foi baseado no protocolo com
CTAB. A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi utilizada para a deteccéo dos
genes da canamicina e do inibidor. Os primers para detec¢ao do gene nptll (forward: 5'-
GAG GCTATTCGG CTATGACTG - 3’ ereverse: 5- TCGACAAGACCG GCTTCCATC
- 3’) geraram um fragmento de 410bp; os primers para deteccéo do gene o-All (forward: 5'-
CCC GGC CCAGGC GGC CGC CAC CGAAACCTC -3 ereverse: 5'- CCG GCC GGC
CTG GCC GAG GAT CTT GTT GAG — 3) um fragmento de 660pb; os primers para deteccao
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de gus (forward: 5" — CTA CAC CAC GCC GAACAC CT —3'ereverse: 5- CAG GCACAG
CAC ATC AAA GA — 3’) amplificaram fragmento de 864 pb.

Foram utilizados como controles da reacédo de PCR os vetores: pTA2, contendo o
gene de resisténcia a ampicilina em bactéria e o gene do inibidor o-All; pBI426, contendo
0 gene de resisténcia a canamicina em planta (nptll) e o gene indicador gus.

Cerca de 200ng de DNA foram acrecentados a um mix contendo MgCl, 50 mM,
dNTPs 4 mM, 5 unidades de Tag polimerase (pht) e 10 mM de cada primer. As condicbes
ciclicas para a deteccéao do gene nptll foram: 95°C por 5min; amplificacédo: 36 ciclos de
95°C por 1min, 55° C por 1 min e 73°C por 1 min; 73° C por 5 min. Para a detec¢éo de gene
o-All foram: 94°C por 2min; amplificagéo: 30 ciclos de 94°C por 30 seg, 55° C por 30 seg
e 72°C por 1 min; 72° C por 2 min.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram obtidas 19 plantulas do bombardeamento denominado de F2300 (fragmento

o-All e o plasmideo pCambia 2300). Uma das plantulas foi aclimatada e analisada por
PCR. A analise dos resultados de amplificacdo dos genes de canamicina e do gene do
inibidor demonstrou a presenca dos genes nptll e o-All (figura 2). Iniciadores para
amplificacdo do gene gus foram utilizados como controle negativo, conforme o resultado
obtido de ndo amplificacao deste gene. O vetor pTAZ2 foi utilizado como controle positivo da
presencga do gene o-All porque a construgéo do plasmideo contendo o cassete de expressao
do inibidor foi gerado a partir deste vetor. O vetor pBl 426 foi considerado o controle positivo
da presenca do nptll, pois o vetor pCambia 2300 utilizado no bombardeamento apresentou
bandas inespecificas quando amplificado.

Figura 1: Planta bombardeada putativamente transformada em fase de aclimata¢&o na casa de vegetacao.

173



Figura 2: (a) Andlise por PCR dos primers para detecgdo dos genes nptll, 0(-All e gus nos vetores controle.
Ordem das amostras: (1) 1 Kb plus; vetor pTA2: (2) somente vetor, (3) pTA2 + primers nptll , (4) pTA2 +
primers O(-All, pTA2 + primers gus (5); vetor pBl426: (6) somente vetor, pBl426 + primers nptll (7), pBI426 +
primers O(-All (8), pBI426 + primers gus (9). (b) Analise das amostras da planta putativamente transformada
com o fragmento do OX-All e com o0 pCambia2300: (1) 1 Kb plus; (2) DNA + primers nptll; (3) DNA+ primers
gus; (4) DNA + primers O(-Al1.

PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos indicam que a introducao do gene inibidor o-All em C. arabica
por bombardeamento é viavel. As outras plantulas em fase de crescimento seréo aclimatadas
e analisadas apos aclimatacdo. Esperamos obter diferentes eventos de transformacao,
considerando-se que os embrides regenerantes foram obtidos a partir de diferentes placas
de tiro desse experimento. Assim, como ndo ha genes de resisténcia ao Hypothenemus
hampei no pool génico do cafeeiro disponivel para o melhoramento tradicional, esperamos
gerar plantas geneticamente modificadas expressando o gene o-All derivado do feijdo
comum. Outros genes de inibidores foram clonados e estéo sendo avaliados quanto a maior
especificidade para a broca do café (Pereira R.A., em preparacao).
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RESUMO

Este trabalho apresenta os resultados iniciais de regeneracao de feijao azuki a partir
de transformacao com o inibidor de trigo 0.53, sob o controle regulatério do promotor da
fitohemaglutinina (pFSMV 10.3). Explantes cortados a partir de epicotilos alongados na
presenca de 2,4D (1 uM) ou TDZ (2,5 uM) foram colocados em meio de co-cultura, sendo
inoculados com a cepa EHA 105 de A. tumefaciens carregando o vetor binario pFSMV
10.3. Apds a co-cultura, os explantes foram transferidos para meios de regeneragao
contendo diferentes reguladores de crescimento, passando por subcultivos a cada duas
semanas. Apenas os explantes germinados na presenca de 1 uM de 2,4D e colocados em
meio de regeneracdo contendo cinetina desenvolveram pré-gemas e a partir destas,
multibrotacdes. Dos 67 explantes, 20 apresentaram pré-gemas a partir do 312 dia pés-
semeadura (aproximadamente 30%), dos quais 16 desenvolveram multibrotacdes. Brotos
maiores do que 1 cm foram transferidos para meio de enraizamento (MS sem regulador de
crescimento, suplementado com 50 mg L “* de canamicina e 300 mg L ** de cefotaxima),
onde estdo sendo sub-cultivados para posteriores analises moleculares.

INTRODUCAO

O feijdo comum é a mais importante leguminosa para os paises em desenvolvimento,
constituindo uma das principais fontes de proteina e calorias, mas é susceptivel ao ataque
de doencas e insetos-praga. As pragas de armazenamento sdo responsaveis, no Brasil,
por perdas que atingem 10% da producéo de gréos (Brasil, 1993). As plantas possuem
fatores intrinsecos capazes de proteger suas sementes do ataque de insetos e esses fatores
podem ser incorporados a novos cultivares atraves de processos de melhoramento genético
e de técnicas de biologia molecular, as quais tornam possivel a transferéncia de informacoes
geneéticas entre espécies, ampliando desta forma as chances de sucesso na obtencéo de
novos cultivares resistentes a insetos-praga. Grande parte das pesquisas realizadas nesta
area tem sido focada nos inibidores de o-amilase, uma vez que essas substancias impedem
a digestdao de amido no trato digestivo dos bruquideos e que estes sao altamente
dependentes de amido para seu suprimento de energia. Os mais importantes insetos-praga
de feijao, no Brasil, sdo os bruquideos Zabrotes subfasciatus, Acanthoscelides obtectus e
Callosobruchus maculatus. Dentre as proteinas de defesa, o inibidor de a-amilase de trigo
0.53 é de interesse especial por ser uma das poucas proteinas com atividade contra as o-
amilases dos trés insetos e por mostrar baixa atividade inibitoria contra a-amilases de
mamiferos (Franco et al., 2002), o que a torna provavelmente viavel para programas de
melhoramento, através de transformagéo genética de plantas, sem risco de danos a saude
humana.

Apesar do desenvolvimento de processos para a transformacéo de diversas culturas,
muitos obstaculos precisam ainda ser vencidos para a aplicabilidade desta tecnologia
(Cooley et al., 1995; Damm et al., 1989). Os primeiros esfor¢os para produzir plantas de
feijdo transgénicas nao foram bem sucedidos devido a inexisténcia de sistemas eficientes
de transferéncia de DNA e de regeneracgdo de plantas de feijao (McClean et al., 1991).

Embora plantas transgénicas de diversas leguminosas da familia Phaseolae tenham
sido produzidas (Hinchee et al., 1988; McCabe et al., 1988; Dillen et al., 1997; EI-Shemy et
al., 2002; Aragao et al., 1998; Aragéao et al., 1999), a transformacao e regeneragao ainda
nao sao reproduziveis em muitos laboratorios.
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Dentre as leguminosas, o feijao azuki tem mostrado boa regeneracdo e a
transformacao foi alcancada pelo sistema mediado por Agrobacterium (Yamada et al., 2001).
Feijao azuki ndo € uma cultura cosmopolita, mas € um membro da tribo Phaseoleae. Assim,
0 sistema de transformacdo do azuki pode ser utilizado como um modelo para a
compreensao das fungdes génicas em graos de leguminosas. Este trabalho apresenta os
resultados iniciais de regeneracéao de feijdo azuki a partir de transformacéo de explantes
de epicotilos com o inibidor de trigo 0.53, visando, inicialmente, desenvolver uma metodologia
para as nossas condicdes e estudar a expressao desse inibidor nas plantas transformadas.

MATERIAL E METODOS
Plasmideos e Bactéria

O vetor binario pFSMV 10.3, contendo o gene neomicina fosfotransferase Il (nptll) e o
gene codificando para o inibidor de trigo 0.53 (Fig 1) foi usado para a transformacéao de
feijdo azuki. O gene neomicina fosfotransferase Il (nptll), usado como marcador de selecéo,
confere tolerancia ao antibiotico canamicina e esta sob o controle regulatério do promotor
35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV). O inibidor de trigo 0.53 encontra-se sob o
controle regulatério do promotor da fitohemaglutinina. A cepa EHA 105 de A. tumefaciens
foi usada para transformacéao de feijao azuki.

EcoRlI Xbal Clal

I— TCaMV35 = NPTIII pCaMv3sS = Tocs wheat 0.53 Ppha -I

Material vegetal e germinacdo das sementes:

Sementes de feijdo azuki compradas no mercado foram desinfestadas
superficialmente em etanol 70% por 30 segundos seguido por hipoclorito de sodio 2%
durante 15 minutos e 5 lavagens em agua destilada autoclavada. As sementes foram
semeadas sobre meio basal MS (Murashige e Skoog, 1962) modificado para metade da
concentracdo de macronutrientes e solidificado com 8 g L* de agar contendo 20 g L** de
sacarose, pH 5,8 e um dos dois reguladores de crescimento: 1uM de &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) ou 2,5 uM de thidiazuron (TDZ). As sementes foram germinadas
a 25°C em regime de 5 dias no escuro seguido por 3 dias na luz, 3 dias no escuro e,
novamente naluz por 1 dia.

Transformacéo e selecdo de feijao azuki

Epicotilos de plantulas alongadas por 12 dias, conforme descrito anteriormente, foram
cortados em pequenos fragmentos com cerca de 10 mm de comprimento (10 explantes por
epicotilo, em média), e entre 25 a 30 explantes por placa foram colocados horizontalmente
em meio de co-cultivo. Este meio consistiu de sais de MS solidificado com 5 g L de
phytagel contendo 20 g L* de sacarose, a pH 5,8 com 100 uM de acetoseringona e
reguladores de crescimento como indicado na tabela 2. Uma col6nia de A. tumefaciens
cepa EHA 105 carregando o vetor binario pFSMV 10.3 foi crescida a 28°C durante a noite
em LB liquido contendo 100 mg L*de rifampicina e 100 mg L* de canamicina. Células
bacterianas foram coletadas por centrifugacao e ressuspendidas paraumaA, entre 0,1 e
0,2 em meio MS liquido contendo 15 g L de glicose, tendo sido colocados 2 ul da suspensao
sobre os lados feridos de cada explante. Apés dois dias de co-cultura a 25°C no escuro, 0s
explantes foram lavados duas vezes com agua destilada autoclavada e o excesso de liquido
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foi removido com papel de filtro estéril. Os explantes foram plagueados horizontalmente
sobre meio de regeneracao - MR (MS solido contendo 100 mg L*de canamicina e 300 mg
L*de cefotaxima e reguladores de crescimento conforme tabela 2) e foram incubados a
25°C sob luz branca e fria fluorescente (regime de luz de 16h a 50 -60 imol m*s?). Os
explantes foram sub-cultivados a cada duas semanas. As brota¢cdes maiores que 1 cm e
apresentando mais de duas folhas foram transferidas para meio MS sem reguladores de
crescimento, mas contendo 50 mg L* de canamicina e 300 mg L* de cefotaxima. Essas
brotacbes estédo sendo repetidamente selecionadas no mesmo meio para desenvolvimento
das raizes e futura transferéncia para solo, em casa de vegetacéo, para posteriores analises.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A formacao de brotacdes ocorreu diretamente de tecido globular intumescido e
organizado proveniente do cambio vascular (pro-gemas) de epicotilo. Explantes cortados a
partir de epicotilos alongados (Fig. 2a) foram colocados em meio de co-cultura (Fig. 2b),
sendo inoculados com a cepa EHA 105 de A. tumefaciens carregando o vetor binario pFSMV
10.3. ApGs a co-cultura, os explantes foram transferidos para meio de regeneracao,
passando por subcultivos a cada duas semanas. Na presencga de 2,4D (1 uM) os epicotilos
alongaram de maneira normal. Por outro lado, a presenca de TDZ (2,5 uM) afetou o
desenvolvimento das plantulas, as quais alongaram muito pouco e tiveram a raiz principal
engrossada, sem emissao de raizes secundarias, o que reduziu significativamente o nimero
de explantes.

A resposta de azuki aos diferentes meios foi bastante variada. Os explantes
germinados em TDZ 2,5 iM ndo desenvolveram parte aérea, formando calos friaveis de
coloracao verde (MR contendo BAP 3 mg L) ou ficaram totalmente oxidados (MR contendo
TDZ 2,5 uM ou 10 uM). Em todos os tratamentos se verificou o desenvolvimento de calos
brancos, friaveis e hiper-hidratados tipo “flocos de algodao”, que néo regeneraram. O mesmo
aconteceu com os explantes originados de epicotilos alongados na presenca de 2,4D,
guando colocados para regenerar em meio contendo BAP 3mgL *,BAP 1 mgL *ouTDZ
2,5 uM. Apenas os explantes germinados na presenca de 1 uM de 2,4D e colocados em
meio de regeneracdo contendo cinetina desenvolveram pré-gemas e a partir destas,
multibrotacdes. Dos 67 explantes, 20 apresentaram pré-gemas (Fig. 2c) a partir do 312 dia
pos-semeadura (aproximadamente 30%), dos quais 16 desenvolveram multibrotacdes (Fig
2. d-e). Brotos maiores do que 1 cm foram transferidos para meio de enraizamento (MS
sem regulador de crescimento, suplementado com 50 mg L -*de canamicinae 300 mg L *
de cefotaxima), onde estdo sendo sub-cultivados para posteriores analises moleculares.

Tabela 2. Efeito de reguladores de crescimento utilizados nos meios de germinacéo, co-

cultura e regeneracao sobre explantes de epicatilos de azuki, sobrevivéncia dos explantes
e formacao de brotacdes. DAS - dias apés a semeadura.
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GERMINACAO | CO-CULTURA |REGENERACAO | no pE EXPLANTES N°DE
BROTACOES
14 27 31 46
DAS DAS DAS
DAS
-1 -1
BAP10mgL ™" |BAP3mgL N " . 0
24D 1 uM T
H BAP I mgL o n 0 0
T
KIN 10mgr - |KINImgL 67 4 2 16
TDZ 2.5 uM TDZ 2,5 uM 87 e 1 0
BAP10mgL" |BAP3mgL" 14 10 10 0
TDZ 2,5 uM
TDZ 2,5 uyM TDZ 2,5 uM 12 5 ) 0
TDZ 10yM | TDZ 10 uM 10 5 5 0

Um sistema de transformacéo e regeneracao para feijao azuki foi desenvolvido través
do sistema mediado por A. tumefaciens (EI-Shemy et al., 2002). Entretanto, a eficiéncia de
regeneracao e concentracdo 6tima de reguladores vegetais de crescimento € genotipo
dependente (Yamada et al., 2001) e, por isso, esta sendo desenvolvida em nosso laboratério
uma metodologia para uma cultivar comercialmente utilizada no Brasil.

Com base em observacdes feitas a partir de experimentos realizados com feijao de
corda em nosso laboratdrio, os epicotilos foram expostos a luz antes da co-cultura para
estimular um balanco hormonal enddégeno favoravel a citocininas. Foi observado que no
tratamento que deu origem ao surgimento de pro-gemas, essas estruturas se formaram e
deram origem a multibrotacdes de forma precoce (cerca de 31 dias pos-germinacao), quando
comparado ao tempo necessario para obter brotacdes, a partir de calos descrito por Yamada
etal., 2001.

Resultados obtidos com experimentos anteriores indicavam a presenca de elevada
taxa endogena de auxinas no feijao, o que poderia explicar a formacao exagerada do calos
friaveis, tipo “floco de algodao” e, em alguns explantes foi observada apenas a formacéo de
raizes. Este experimento foi, entdo, montado com o objetivo de se determinar um balanco
otimizado de reguladores que favorecesse a rota das citocinina e que eliminasse a formacéo
desse tipo de calos. A combinagéo que utilizou germinacgéo na presencade 1 uMde 2,4D e
0 uso de KIN (10 mg L *na co-cultura e 1 mg L " no meio de regeneracao) se mostrou
eficiente para a obtencédo de organogénese direta, tendo sido adotada para os experimentos
seguintes que estdo em curso no nosso laboratério. Repeticdes desse experimento estao
sendo montadas a fim de confirmar os resultados obtidos.
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Figura 2: Regeneracdao de feijdo azuki: (a) epicétilo alongado; (b) co-cultura; (c) formacao de pré-gemas; (d)
multibrotacéo das pro-gemas; (e) desenvolvimento de uma multibrotacéo.

PERSPECTIVAS

Algumas observagdes tém nos sugerido que algumas mudancas podem ser efetuadas
a fim de melhorar o procedimento. Por exemplo, uma grande parte dos explantes oxidou
completamente ao longo dos sub-cultivos. Nas repeticdes deste experimento que estdo em
curso, os explantes cortados a partir do ter¢co superior do epicétilo foram separados dos
demais e foi possivel observar que enquanto a maioria dos explantes do ter¢o superior
permanecem verdes, quase todos os demais se tornam oxidados e morrem. ISso se explica,
uma vez que o terco superior esta mais proximo da regido meristematica apical, sendo
mais jovens e tendo maior capacidade de desdiferenciacao.

A repeticdo desse experimento permitira avaliagcdes sobre a eficiéncia e
reprodutibilidade da metodologia.
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RESUMO

O feijdo de corda € um tipo de feijao grandemente consumido pela populacao do
nordeste brasileiro, para a qual constitui uma importante fonte protéica. Apesar de apresentar
caracteristicas agronémicas favoraveis, como tolerancia a seca, essa cultura também
apresenta problemas, como, por exemplo, susceptibilidade a insetos-praga. O
desenvolvimento de novas linhagens geneticamente modificadas com caracteristicas de
resisténcia a pragas, seria de grande interesse para os produtores daquela regido. Alguns
autores conseguiram a inducdo de calos embriogénico (Kulothungan et al., 1995), o
desenvolvimento e a maturacao de embrides somaticos no estagio cotiledonar e a conversao
desses embrides em plantas (Anand et al., 2000). O trabalho aqui descrito descreve os
resultados iniciais obtidos para embriogénese somatica de cinco cultivares de feijao de
corda a partir de cotilédones. As cinco concentracdes de 2,4D (1, 5, 10 20 e 40 uM) utilizadas
foram capazes de induzir a formacéo de calos embriogénicos em todas as cultivares testadas.
As concentracdes limites de 1 uM e 40 uM favoreceram, respectivamente, o surgimento de
raizes adventicias e a oxidacdo dos explantes. A cultivar Gurgueia apresentou, na
concentracéo de 5 uM de 2,4D alguns embrides globulares que, entretanto, ndo conseguiram
amadurecer. Esses experimentos estdo sendo repetidos com a finalidade de reproduzir os
resultados obtidos. A0 mesmo tempo, outros explantes estdo sendo testados para sua
eficiéncia em formar embrides ou calos embriogénicos.

INTRODUCAO

O feijao de corda é uma leguminosa de grande interesse para o nordeste brasileiro. Ela
constitui uma importante fonte de proteinas e € uma cultura tolerante a seca, sendo adaptavel
a diversas condi¢cdes ambientais (Quin, 1997). Entretanto, a susceptibilidade dessa cultura
a pragas ocasiona grandes perdas na producédo de graos.
Embora novas cultivares venham sendo desenvolvidas para caracteristicas agronémicas
desejaveis (Pellegrineschi, 1997), a engenharia genética de caupi pode ajudar a oferecer
aos produtores novas alternativas para desenvolver feijdo de corda resistente a insetos-
praga.
A disponibilidade de um procedimento para regeneracao in vitro € pré-requisito essencial
para a obtencéo de plantas geneticamente modificadas. Embora regeneracao atraves de
organogénese a partir de diferentes explantes tenha sido descrita para caupi (Kartha et al.,
1981; Pandey e Bansal, 1989; Kulothungan et al., 1993; Brar et al, 1997; Muthukumar etal.,
1995; Pellegrineschi, 1997; Brar et al., 1999). a frequiéncia de regeneracéo € baixa e os
protocolos ndo sao reproduziveis. Recentemente, protocolos envolvendo embriogénese
somatica tém sido considerados sistemas eficientes para regeneracao de plantas (Trick e
Finer, 1998; Trinh et al., 1998). Kulothungan et al., 1995 conseguiram inducdo de calos
embriogénicos a partir de explantes de folhas primarias de plantulas de caupi em meio MS
contendo 9,05 mM de acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D), mas nao foram capazes de
obter embrides totalmente maduros nem de recuperar plantas. Outros autores conseguiram
ainducao de calos embriogénicos, o desenvolvimento desses calos em embrides de diversos
formatos, a maturacdo de embrides somaticos no estagio cotiledonar e a converséo desses
embrides em plantas (Anand et al., 2000).
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Nesse trabalho, nds pretendemos desenvolver um protocolo de regeneracao de feijao de
corda a partir de embriogénese somatica e utiliza-lo para a obtencéao de plantas transgénicas
resistentes a insetos-praga.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e germinacédo das sementes

Sementes de feijao de corda (CV Gurguéia, Guariba, Pitilba, Rouxinol e Marataod)
foram esterilizadas em etanol 70% por 30 segundos seguido por hipoclorito de sédio 3%
durante 20 minutos e 5 lavagens em agua destilada esterilizada. Elas foram semeadas
sobre meio MSB5, o qual € composto por sais de MS - Murashige e Skoog (Murashige e
Skoog, 1962) e vitaminas B5, contendo 30 g L de sacarose e 6 g L' de agar (pH 5,8). As
sementes foram germinadas a 25°C.

Inducdo de calos embriogénicos

Apos 5 dias, cotilédones foram removidos das plantulas que apresentaram boa
germinacao e colocados em placas de cultura contendo meio MSB5 - pH 7.0 suplementado
com 30 g L* de sacarose, acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) nas concentracdes de
1uM, 5uM, 10uM, 20 uM e 40uM e 5 g L* de phytagel (meios D1, D5, D10, D20 e D40,
respectivamente). Os explantes foram mantidos nesse meio, a 25°C até o desenvolvimento
de calos embriogénicos ou embrides (aproximadamente 30 dias).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As cinco cultivares testadas (Gurguéia, Guariba, Marataod, Pitilba e Rouxinol) se
mostraram promissoras para embriogénese somatica, dando origem a calos embriogénico
e/ou embrides globulares (Figuras A e B). Essa inducéo se deu na presenca de todas as
concentracdes de 2,4D usadas, embora a concentracéo de 1 uM tenha induzido formacéao
de raizes adventicias e na concentracao de 40 uM os explantes tenham se tornado bastante
oxidados. O numero de embrides globulares obtidos, entretanto, foi extremamente baixo e,
apos 30 dias em cultura, 0s mesmos pareciam ter seu desenvolvimento estagnado. Foi
efetuada uma transferéncia dos embrides/calos embriogénicos para meio fresco contendo
metade da concentracao de 2,4D e com isso esperava-se induzir o desenvolvimento dos
embrides para os formatos coracao, torpedo e cotiledonar. Essa inducéo nao foi obtida,
entretanto. Ao contrario, o que se viu foi o surgimento de calos organogénicos esverdeados.

Novos experimentos foram desenhados com a finalidade de se obter uma multiplicacédo
dos embrides globulares e seu subsequente desenvolvimento e amadurecimento. Esses
experimentos envolvem o uso de outros tipos de explantes (folhas primarias de plantulas
com 5 dias de idade, eixos embrionarios maduros e imaturos) e o uso de diferentes
concentracdes de kinetina aliadas a um maior nimero de concentracdes de 2,4D.

Até essa etapa nao foi possivel identificar diferencas genotipicas significativas, embora
os resultados obtidos com a cultivar Gurguéia na concentragéo de 5uM de 2,4D tenham
diferido de todos os demais. Nessa concentragcdo, um pequeno numero de embribes
globulares de Gurguéia deu inicio a um processo de diferenciacao alcancando o estagio de
coracao (Figura C). A repeticdo desses resultados e a continuidade do processo de
diferenciacdo podera indicar se Gurguéia é mais facilmente regeneravel do que as demais
cultivares.
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Figuras A e B: indugéo de embries globulares apos 30 dias na presenca de 2,4D 5UM. A) cultivar Guariba;
B) cultivar Pitiliba. As setas indicam os embriées no formato globular.

Figura C: surgimento de embrides formato coracdo em explante de cultivar Gurguéia ap6s 30 dias na
presenga de 2,4D 5UM..

PERSPECTIVAS

Embora as cinco cultivares e cinco concentracdes de 2,4D testadas tenham
apresentado capacidade de inducao de calos embriogénicos e/ou embrides globulares, a
expectativa de sucesso nao foi ainda alcangada, em funcéo do numero muito pequeno de
embrides obtidos e da impossibilidade de seu amadurecimento. Dessa forma, nossos
esforcos atuais estao centrados em aumentar o numero de embrides obtidos e de conseguir
sua maturacao. Para isso, novos explantes estdo sendo testados (eixo embrionario maduro,
folhas priméarias e, posteriormente, eixo embrionario imaturo). Também serao testadas outras
concentracdes de 2,4D, assim como a adi¢céo de diferentes concentracdes de kinetina ao
meio de cultura.
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RESUMO

Genes PR-5 (pathogenesis-related) cujas proteinas codificadas possuem atividade
contra fungos e oomicetos fitopatogénicos tém potencial para aplicacdo em engenharia
genética de plantas, visando resisténcia a esses patégenos. Como uma abordagem a este
enfoque, dois genes PR-5, denominados SnOLP e SnOSML, foram recentemente clonados
a partir do genoma de Solanum nigrum var. americanum. A seqiiéncia deduzida de SnOLP
indica ser uma isoforma neutra, contendo 207 aminoacidos e os dezesseis residuos de
cisteinas envolvidos em oito pontes de sulfeto, comuns a maioria das proteinas PR-5. Um
indicativo de atividade antifungica para SnOLP foi revelado por um modelo computacional
de sua sequéncia predita. Para confirmar esta hipotese, a proteina SnOLP foi expressa em
Escherichia coli na forma madura recombinante, purificada em cromatografia de afinidade
por metais (Ni) e renaturada para uma forma ativa. Atividade antimicrobiana foi demonstrada
in vitro sobre a inibicdo da extensao da hifa de fungos e, especialmente de oomicetos, de
uma maneira dose dependente. Estudos de expressao heterdloga in planta estdo sendo
conduzidos em plantas transgénicas de fumo contendo o gene SnOLP na orientagédo senso
ou antisenso, obtidas apos transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens. A
confirmacéo daintegracéo do T-DNA nestas plantas foi verificada por PCR em transformantes
R, € por ensaio de segregacao da resisténcia a higromicina em plantas R,. Como resultado,
sementes de duas linhagens R foram selecionadas para desafiar plantas R, com fungos e
oomicetos. Os resultados obtidos nesta pesquisa dao evidéncias do potencial de ShOLP
para aplicacao na agricultura. Além disso, outras caracteristicas dessa familia de genes e
da planta maria pretinha fortalecem a hipotese de que SnOLP é um candidato para a
elaboracao de estratégias de controle de fungos e oomicetos em plantas transgénicas de
interesse econdmico.

INTRODUCAO

Genes que codificam para proteinas relacionadas com a patogénese (proteinas PR)
tém potencial aplicacdo em Biotecnologia. Na familia de proteinas PR-5 constam proteinas
com diversas funcdes. Proteinas PR-5 de plantas desempenham um papel no
desenvolvimento, protecdo contra estresse osmotico e tolerancia ao frio e também possuem
atividade direta contra fungos e oomicetos. Esta atividade tem sido demonstrada in vitro
para varios fungos, fitopatogénicos ou nédo, e para o oomiceto Phytophthora infestans. Aléem
disso, plantas transgénicas expressando constitutivamente o gene da osmotina de fumo ou
0 gene de uma OLP (OSM13) de batata (Solanum commersonii) apresentaram aumentada
resisténcia a infeccdo por P. infestans (Liu et al., 1994; Li et al., 1999). Os mecanismos
moleculares pelos quais proteinas PR-5 sdo capazes de inibir o crescimento in vitro da hifa
e a germinacdo de esporos, de lisar esporos e de reduzir a viabilidade de esporos
germinados, ainda néo estdo bem entendidos. Entre os mecanismos propostos estao: 1)
permeabilizacdo da membrana celular de fungos e oomicetos, devido a habilidade destas
proteinas causarem uma rapida liberac&o do conteudo citoplasmatico de células de fungos
(Roberts e Selitrennikoff, 1990; Abad et al., 1996; Anzlovar et al., 1998); 2) capacidade de
ligarem-se a b-1,3-glucanas (Trudel et al., 1998) e/ou de possuirem atividade de b-1,3-
glucanases (Grenier et al., 1999); 3) atividade de quitinase (Pan et al., 1999); 4) capacidade
de ligarem-se a actina (Takemoto et al., 1997). No entanto, a demonstracdo de que a

185



osmotina de fumo induz apoptose no ascomiceto unicelular Saccharomyces cerevisae €
um relato importante sobre o modo de acéo de proteinas PR-5 (Narasimhan et al., 2001).
A busca por novas proteinas naturais com aumentada atividade antifingica continua. Visando
a elaboracao de estratégias eficientes para a engenharia genética da resisténcia a doencas
de plantas, proteinas antifingicas tém sido prospectadas tanto em plantas quanto em
organismos diferentes de plantas. A utilizacdo de uma espécie selvagem de Solanum,
considerada nao-hospedeira de diversos patdogenos fungicos, como fonte natural de
proteinas com atividade antifUngica aumentada, representa um avanco promissor para o
entendimento e exploracdo dos mecanismos de resisténcia observados. Desta forma,
partindo-se da prospeccéo de genes do tipo PR-5, no genoma de Solanum nigrum var.
Americanum, levando a expressdo heterdloga em plantas transgénicas, tém-se uma
estratégia alternativa para a obtencéo de plantas resistentes a fungos e oomicetos. A natureza
desta resisténcia pode, em principio, alterar o processo co-evolutivo patégeno-hospedeiro,
0 que pode significar uma resisténcia mais duradoura. Neste sentido, este trabalho apresenta
a caracterizacdo de um gene PR-5 de Solanum nigrum, sua expressao heterologa e
potencial uso no controle de fungos e oomicetos fitopatogénicos.

MATERIAL E METODOS

Amplificacao por PCR de genes do tipo PR-5 de Solanum nigrum var. americanum

A clonagem dos genes SnOLP e SnOSM a partir do genoma de Maria Pretinha (Solanum
nigrum L. var. americanum) esta descrita em Campos et al. (2002). Oligonucleotideos foram
desenhados com base em alinhamento de seqUéncias do banco de dados NCBI,
denominados PPS1/PCTP e PPM1/PPM2 (Figura 1). A especificidade dos produtos de
PCR foi verificada por Southern blot usando uma sonda de gene homologo de Solanum
gilo (Campos, 2002). Em seguida, os produtos de PCR foram sequienciados e as sequiéncias
analisadas usando o pacote de programas UWGCG (verséo 9.1 Genetic Computer Group,
Wisconsin) e DNAMAN (versdo 4.0, Lynnon Biosoft). As sequéncias génicas
correspondentes as proteinas SNOLP e ShnOSM estéo depositadas no GenBank NCBI com
0S numeros de acesso AF450276 e AF450277, respectivamente. Um modelo computacional
de estruturas para as proteinas preditas SnOLP e SnOSM foi gerado, utilizando o MODELLER
(Sali e Bludell, 1993), baseado na estrutura tri-dimensional da proteina PR5d neutra de
Nicotiana tabacum (Identificador da proteina no banco de dados: 1AUN; Koiwa et al., 1999),
conforme descrito em Campos et al. (2002).

SnOLP REGIAO DA PROTEINA MADURA

PPM1 PPM2

PPS1 PCTP

Figura 1. Representacdo esquematica do gene SnOLP, indicando as regides que codificam para um peptideo
sinal (PS), para a proteina madura apds processamento pds-traducional e para um peptideo carboxi-terminal
vacuolar (CT), o qual esta ausente em algumas isoformas. As setas indicam a posicdo dos primers utilizados
para amplificar a ORF completa (PPS1/PCTP) ou apenas a regido que codifica para a proteina madura
(PPM1/PPM2).

Expresséo em Escherichia coli e Purificacdo de SnOLP

A sequéncia génica codante para a regido da proteina madura de SnOLP foi
amplificada por PCR usando os primers PPM1 e PPM2 (Figura 1), de modo a excluir os
peptideos sinal e carboxi-terminal da proteina SnOLP, e clonada no vetor de expressao
pQE30 (Qiagen). Culturas de E. coli foram crescidas a 37°C induzidas por IPTG. A proteina
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SnOLP madura recombinante foi expressa e purificada na forma de corpo de inclusao por
cromatografia de afinidade por metais (Ni). A proteina His-SnOLP madura purificada foi
renaturada em tampao renaturante contendo Glutationa oxidada:reduzida, dializada em agua,
liofilizada, ressuspendida em agua e usada em ensaios da atividade sobre o crescimento
in vitro de fungos.

Ensaio in vitro da atividade antifangica de ;His-SnOLP madura

O ensaio da atividade da proteina ,His-SnOLP foi realizado in vitro na forma de
antibiograma, com avaliacao visual da inibicdo da extensdo da hifa de fungos anamorfos
de Ascomicetos fitopatogénicos. Os fungos utilizados nos ensaios foram Macrophomina
phaseolina, Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides. Além desses, utilizou-se também o oomiceto Phytophthora nicotiana
var. parasitica.

Transformacdao de Nicotiana tabacum com SnOLP

Vetores binarios conduzindo a ORF completa de SnOLP, senso ou antisenso, sob
controle do promotor Ubiquitina3 de Arabidopsis thaliana, foram construidos para expressao
in planta. Estes vetores foram introduzidos em Agrobacterium tumefaciens e plantas de
Nicotiana tabacum foram transformadas. A confirmacéo da integracdo do T-DNA foi
verificada por PCR em transformantes R e por ensaio de segregacéo da resisténcia a
higromicina em plantas R,.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta pesquisa tem o mérito de expor o primeiro relato sobre a clonagem e

caracterizacao de genes PR-5 a partir do genoma de maria pretinha (Solanum nigrum L.
var. americanum). Duas sequéncias génicas, denominadas SnOLP e SnOSML, foram
isoladas, as quais devem ser parte de uma familia multigénica nesta Solanacea silvestre,
como ja foi relatado para outras PR-5. SnOLP constitui uma ORF completa de um gene do
genomade S. nigrum que codifica uma preproproteina do tipo PR-5, potencialmente neutra,
contendo um aminopeptideo sinal (PS) e um carboxi-teminal (CT). SnOSML compreende
parte de uma ORF de um gene que codifica uma PR-5 correspondente a uma sequéncia
completa de uma isoforma basica em S. nigrum. As duas proteinas maduras preditas
possuem 207 aminodacidos e contém os dezesseis residuos de cisteinas envolvidos em
oito pontes de sulfeto, comuns a maioria das proteinas PR-5. Amodelagem computacional
das duas sequéncias revelou estruturas que sédo indicativas de atividade antifingica (Campos
etal., 2002), que séo os dois dominios funcionais vistos para a proteina PR5d de Nicotiana
silvestris (Koiwa et al., 1999).
Baseando-se na hipotese de que estes genes poderiam codificar proteinas funcionais, a
expressao de SnOLP em Escherichia coli foi realizada. Como resultado, grande quantidade
de proteina SnOLP madura contendo uma calda de histidina foi obtida na forma insoluvel,
como corpo de incluséo (Figura 2a). Os corpos de inclusdo foram solubilizados em uréia e
a proteina foi purificada em cromatografia de afinidade por Ni (Figura 2b).
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Figura 2. Expressdo de His-SnOLP madura em Escherichia coli (A) e purificagéo (B). Marcador de massa
molecular (1). Proteinas totais da cultura de células nao induzidas (2) e induzidas com IPTG (3). Igual

guantidade de proteina de fusdo sollvel (4) e insoltvel (5). Corpos de incluséo solubilizados e purificados (6
e 7). O gel de SDSPAGE foi corado com azul de Comassie.

A proteina His-SnOLP madura renaturada, dializada e ressuspendida em agua foi usada
em ensaios da atividade contra fungos. Num primeiro ensaio, a atividade da proteina foi
observada, antes da quantificagcéo, contra o crescimento de Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, agente causal da ramulose em algodoeiro (Figura 3). O elevado efeito
inibitorio resulta a presenca alta concentracéo de His-SnOLP nas fragGes usadas.

40.L
20 pL

10 uL

Figura 3. Ensaio de inibicdo da extenséo da hifa de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides com His-
SnOLP madura renaturada de Solanum nigrum var. amaricanum. Os discos contém 10, 20 e 40 mL de His-
SnOLP; BSA, bovine serum albumine 10 mg; Nis, Nistatina 2000 U.

Em seguida, a quantidade minima necessaria para inibir a extenséo da hifa de fungos e
de oomicetos in vitro foi testada para Macrophomina phaseolina, Colletotrichum
gloeosporioides, os quais foram inibidos por apenas 2 mg de proteina, e para Phytophthora
nicotiana var. parasitica (dados ndo mostrados). Nistatina € um antifingico produzido por
Streptomyces noursei que apresenta atividade contra grande variedade de leveduras e
fungos leveduriformes. No entanto, nistatina foi ineficiente em inibir a extensao da hifa de P.
parasitica, enquanto que apenas baixa concentragao de ;His-SnOLP (3 mg) mostrou efeito
inibitério (dados ndo mostrados). O potencial citotoxico desta proteina € refletido na
capacidade inibitéria a baixas concentracfes, enquanto que outras PR-5 descritas na
literatura possuem atividade antimicrobiana sob concentragdes acima de 10 mg (Abad et
al., 1996).

Estudos sobre a expresséao heteréloga de SnOLP in planta estdo em fase avancada.
Plantas transgénicas de fumo conduzindo o gene SnOLP senso e antisenso foram produzidas
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e sementes foram colhidas. Analise de segregacao do T-DNA em plantulas transgenicas R,
foi realizada pela germinacao de sementes no agente de selecéo higromicina, resultando
no padréo de segregacao esperado, 3:1 (Figura 4).

Hig

R;Senso P14 R Antisenso P12 R;Senso P13

png/mL

Figura 4. Plantulas R, de trés linhagens de fumo transgénico apés 10 dias de crescimento em ensaio de
segregacao. Plantulas R, de Nicotiana tabacum cv. Xanthi transformadas com o SnOLP na orientagao senso
(linhagens 3 and 4) estdo identificadas como R, Senso Pl 3 and 4, enquanto que aquelas na orientagao
antisenso (linhagem 2) estdo indicadas como R Antisenso Pl 2.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho explora o potencial do gene SnOLP como valiosa ferramenta para aplicacao
em biotecnologia. A proteina SNOLP usada nos experimentos pode representar uma das
mais potentes versdes disponiveis na natureza. Além de maria pretinha ser considerada
uma planta ndo hospedeira de muitos patdégenos fungicos e especialmente de Phytophthora
spp., a participacéo de proteinas PR-5 na imunidade inata desta espécie ja foi demonstrada.
Por ter sido isolado de uma Solanacea, supde-se que SnOLP seja efetivamente expresso
em cultivares comerciais de solanaceas economicamente importantes, como tomate e batata,
com possivel incremento na resisténcia delas a Phytophthora infestans. A prospeccéo de
genes tropicais, os quais tém amplas possibilidades de se adaptarem a climas subtropicais
e temperados, representa uma grande vantagem comparativa e competitiva. Por outro lado,
genes de plantas com caracteristicas de interesse para a geracao de produtos transgénicos
oferecem uma vantagem de biosseguranca em relacdo aqueles de origem ‘ndo plantas’.
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