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Resumo

O folato é uma vitamina do complexo B, solivel em &gua, formada por
pterina, &cido para-aminobenzbico (PABA) e uma a oito partes de glutamato. Estudos
sugerem que sua deficiéncia em gestantes esta relacionada ao aborto espontaneo, e no
feto a defeitos do tubo neural, anencefdia, anacefalia, coluna bifida, 1abio leporino e
sindrome de Down, e estabelece uma relagéo entre dietas com niveis inadequados de
folato e o surgimento de defeitos congénitos, problemas para o desenvolvimento
cognitivo, aumento do risco de doencas cardiovascures, esquizofrenia, mal de
Alzheimer, anemia megaloblastica e depressdo. A aface foi escolhida para ter o seu
teor de folato aumentado por ser uma hortalica cultivada e consumida em todo o
mundo, in natura, e ter seu protocolo de transformacdo estabelecido. Foram
modificadas duas vias metabdlicas do folato: aviadas pterinas e aviado pABA. Para
isso dois sistemas em paralelo foram usados. um sistema mediado por Agrobacterium
tumefaciens em que foi transferida a regido codificante do gene GTP ciclohidrolase |
(gchl), que catalisa o primeiro passo na via metabdlica das pterinas. O gene do gchl
foi sintetizado baseado em uma seqiiéncia de Gallus gallus com a otimizagdo de
codons para expressdo em alface, sob o controle do promotor 35S de CaMV
duplicado. Na via de sintese do pABA foi usado o sistema de bombardeamento, para
inserir a regido codificante do gene Corismato Sintase (lecs) de tomate (Solanum
lycopersicum =Lycopercicon esculentum) no genoma cloroplasmético de aface. A
LeCS catalisa 0 primeiro passo desta via. 29 linhagens de alface contendo o transgene
gchl e 4 linhagens contendo o transgene lecs foram obtidas. Plantas da geracéo T,
foram analisadas para quantificagéo de folatos totais pelo método microbiol égico com
Lactobacillus rhamnosus (ATCC7469). Os resultados mostram que houve um
aumento de até 8,5 vezes no teor de folato em linhagens transgénicas expressando
gchl e de 1,8 vezes nas linhagens transgénicas transformadas com lecs, quando
comparadas com plantas ndo transformadas. Essas linhagens serdo utilizadas em

experimentos para a determinacao da biodisponibilidade de folato em animais.

Xii



Abstract

Folate is a complex B vitamin, water-soluble, formed by pterine, para-aminonzoic
acid (pPABA) and one to eight parts of glutamate. Some studies suggest that its
deficiency in pregnant women is related to miscarriage, and that in the foetus it is
related to defects of the neural tube, anencephalia, anacephalia, spine bifide, leporine
lip and Down syndrome, and establish a relation between diets with inadequate folate
levels and the appearance of congenital defects, problems in the cognitive
development, increase in the risk of cardiovascular diseases, schizophrenia,
Alzheimer’s disease, megaloblastic anemia and depression. The lettuce plant was
chosen to have its folate level increased because it is a vegetable cultivated and
consumed throughout the world, in natura, and because it has its transformation
protocol established. We have transformed two metabolic ways of folate: the way of
pterines and the way of pABA. For such purpose two systems have been used in
pardlel: a system mediated by Agrobacterium tumefaciens in which we have
transfered the codifying region of the gene GTP ciclohidrolase | (gchl), which
catalizes the first step in the metabolic way of the pterines. The gene of the gchl was
synthetized based on a sequence of Gallus gallus with the optimization of codons for
the expression in lettuce, under control of the promoter 35S dCaMV. In the way of
pPABA we used the bombardment system, in which we inserted the codifying region
of the gene corismato sintase (lecs) of tomato (Solanum lycopersicum =Lycopercicon
esculentum) in the lettuce chloroplastic genome, which catalyses the first step of this
pathway. We obtained 29 lineages of lettuce containing the transgene gchl and 4
lineages containing the transgene lecs. Plants of the generation T, were analysed for
the quantification of total folates by means of the microbiological method with
Lactobacillus rhamnosus (ATCC7469). The results show there has been aincrease in
up to 8.5 times in the folate level in transgenic lineages expressing gchl and 1.8 times
in transgenic lineages transformed with lecs, when compared to non transformed
plants. These lineages will be used in experiments for the determination of the

biocavailability of folate in animals.
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Capitulo 1

I ntroducéo

1.1. O Folato

1.1.1. Breve historico, composicéo e funcdes

O folato € uma vitamina do complexo B soluvel em agua, também conhecido
como é&cido fdlico, acido pteroilmonoglutamico, folacina ou vitamina Bg. Descoberto
em 1931 por Lucy Wills, foi isolado pela primeira vez de folhas de espinafre em 1941
por Herschel K. Mitchell, Esmond E. Snell e R. J. Williams, e por isso foi chamado
inicialmente de folium (folha em latim) e posteriormente de &cido fdlico (derivado de
folium). Em 1946 foi sintetizado pela primeira vez por Robert B. Angier, James H.
Boothe, Brian L. Hutchings na forma de pteroilmonoglutamato (Eskes, 2000).

O termo folato é usado para se referir aos folatos naturais das plantas ou
fortificados; e acido félico a todas as formas sintéticas ou suplementadas. Segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (ANVISA), em sua Portaria n°32, de 13 de
janeiro de 1998, suplementos ou suplementos vitaminicos e ou de minerais, sdo
alimentos que servem para complementar com estes nutrientes a dieta diéria de uma
pessoa saudavel, em casos onde sua ingestéo, a partir da alimentacéo, sejainsuficiente
ou quando a dieta requerer suplementacdo. Devem conter de 25% a 100% da ingestéo
diaria recomendada (IDR) de vitaminas e ou minerais, na porc¢ao diaria indicada pelo
fabricante, ndo podendo substituir os alimentos, nem serem considerados como dieta
exclusiva. Conforme Portaria n°31, de 13 de janeiro de 1998, aimento
fortificado/enriquecido ou simplesmente adicionado de nutrientes é todo alimento ao
gual for adicionado um ou mais nutrientes essenciais contidos naturalmente ou n&o no
alimento, com o objetivo de reforcar 0 seu valor nutritivo, prevenir ou corrigir
deficiéncias demonstradas em um ou mais nutrientes, na alimentacéo da populacéo ou
em grupos especificos da mesma. De forma semelhante alimento restaurado ou com

reposicdo de nutrientes essenciais é todo alimento ao qual for adicionado nutriente



com a findidade de repor, quantitativamente, agquele reduzido durante o
processamento e armazenamento do alimento.

Os folatos e seus derivados, conhecidos genericamente como folato, séo
moléculas formadas por trés partes, que consistem em pterina, pABA e uma a oito
partes de glutamato. O THF, monoglutamilado, possui apenas um residuo de
glutamato e férmula molecular C19H19N7Os (fig. 1) (Eskes, 2000).

H a
o | H o COOH
N CHo—N C—N—C—CH~CH,—C
— —N—C— —COOH
J\ H
HNT Sy ReH
b
pterina dc. para-aminobenzoico glutamato

Fig. 1 - Estrutura quimica da forma monoglutamilada do folato (THF). A maioria dos folatos em
plantas tem uma cauda y-poliglutamilada e até sete residuos ligados ao primeiro glutamato. O anel
pterinico pode existir em tetra- e di-hidro e nas formas total mente oxidadas (De La Garza et al., 2004).

Bactérias, fungos e plantas sintetizam folato de novo por uma complexa via
metabdlica que termina com a adicdo de residuos de glutamato ATP-dependente
(adenosina trifosfato dependente). As células dos mamiferos ndo possuem a
habilidade de gerar folatos, portanto é fundamental que estes estejam presentes em
sua dieta (Konings et al., 2001; Scott et al., 2000). As principais fontes de folato sdo:
cereals, frutas (abacates, bananas, magds, tomates), frutas citricas (laranjas e
grapefruit), folhas verdes (espinafres, brocolis, couve), sementes, frango, carne e
figado crus. No entanto, os folatos estdo presentes em pequenas concentracdes em
plantas (tipicamente < 5 nmoles por peso fresco). Segundo Johansson et a. (2007) a
guantidade de folato total presente em folhas de alface variam entre 30 e 198 pug por
100 g de peso fresco. Holasova et al. (2008) encontraram valores acima de 50 pg de
folato por 100 g de peso fresco de espinafre, repolho, alface, couve-flor e brocalis; e
menos de 25 pg/100 g em batatas, cenoura e pimenta. Konings et al. (2001)
quantificaram folato em vérios aimentos utilizando HPLC (sigla em inglés para
cromatografia liquida de alta performance), encontrando valores de 65 pg de folato
por 100 g de brdcolis, 100 pg de folato por 100 g de espinafre cru e 83 ug de folato
por 100 g de produto cozido, 8 pug de folato por 100 g de tomate fresco e 43 pg de
folato por 100 g de alface fresco. Os resultados de Konings et al. (2001) também
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apontaram que ndo ha diferenca nos niveis de folato dos vegetais analisados com
relacdo a estacdo do ano, ou sgja, ndo houve variagcdo estatisticamente significante nos
niveis de folato relacionados a estacdo de crescimento da planta.

A absorcdo do folato ingerido compreende a conversdo de poliglutamatos a
monoglutamatos por uma conjugase do jejuno. O folato na forma monoglutamilada
entra nas células do intestino e é completamente reduzido a THF por uma enzima
tetrahidrofolato redutase. O THF, folato derivado de pteroilpoliglutamato (PteGluy), €
a forma ativa do folato e pode ser transportado diretamente para a circulagdo ou ser
convertido a THF-poliglutamato que é estocado, ou a 5-metil THF monoglutamato, a
forma predominante do folato no soro e tecidos. Os locais de estocagem no corpo séo
figado, pancreas, rins, cérebro e hemacias (Eskes, 2000).

O THF pode aceitar uma unidade de carbono da serina ou glicina para formar
5,10-metileno-tetrahidrofolato. Isto também ocorre para a sintese de timidilato que é
incorporado a0 DNA, oxidado a formil-THF, usado para a sintese de purinas para
incorporagéo no RNA e DNA, ou reduzido a 5-metil-THF, usado na metilacdo da
homocisteina (Eskes, 2000) (fig. 2).

purinas

glicina e serina
AV‘ \
CO, NADH

Fonnato%iv 10-formil-THF — 5,10-metenil-THF <> 5,10-metileno-THE  <«—> 5-metil-THF

-H,0 /
\ timidilato /%

metionina homocisteina
Formilmetionil-t(RNA
S-adenosilmetionina S-adenosilhomocisteina

reacdes de metilacio

Fig. 2 - ReacOes dependentes de folato e o fluxo de carbono na fotorespiragdo em plantas (Cossins,
2000; Sahr et al., 2005).

A homocisteina € um intermediario formado quando da metabolizacdo do
aminoécido essencial metionina. O processo comega com a desmetilacdo de um
intermedi&rio secund&io sulfurado da metionina, a S-adenosilmetionina, dando
origem a homocisteina. A seguir, duas rotas sdo seguidas: a primeira regulada pela
concentragdo da vitamina Bes, que visa a excrecdo da homocisteina pelos rins,

diminuindo sua concentragcdo sérica e a segunda, responsavel pelo retorno da
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homocisteina a metionina, dependente da concentracdo de vitamina B;, e de folato.
Dessaforma, as vitaminas do complexo B sdo cofatores essenciais no metabolismo da
homocisteina, pois ambas as rotas sdo dependentes desses substratos. A ingestdo
média didria de homocisteina deve ser responsavel por manter a concentracao sérica
na ordem de 10 mmol/L em homens adultos, mas dietas ricas em metionina e pobres
em vitamina B produzem a elevagdo dos niveis séricos desse aminoacido, chamada
hiperomocisteinemia, 0 que pode levar a agumas doencas (Eskes, 2000) (ver item
1.3.4. Doengas associadas a deficiéncia de folato).

Folatos metabolicamente ativos também contém um ndmero de residuos y-
glutamil e sd0 chamados folilpoliglutamatos. O pool celular do 5,6,7,8-
tetrahidropteroilpoliglutamato (H4PteGlu,) participa no metabolismo de um carbono
pela doacdo ou recepcdo de grupos carbono simples, com ordem de oxidagdo de
formil a metenil (fig. 2).

Os processos celulares das plantas e de outros organismos dependem muito do
metabolismo de um carbono mediado por THF poliglutamilados, que significa a
transferéncia de um carbono para diversos processos metabdlicos. O folato € um co-
fator que age como um doador, bem como receptor destes grupos (Cossins, 2000). Os
processos celulares que requerem unidades de um carbono séo: biossintese de &cidos
nucléicos, biossintese de aminoécidos e biogénese de grupo metil, essencia para a
divisdo celular (Sousa et d., 2007). O que reforca a importancia desta vitamina, vital
para o desenvolvimento e funcionamento normal do corpo (Eskes, 2000) (fig. 2).

A funcdo primaria do folato é prover unidades de carbono para a sintese de
trés das quatro bases do DNA, guanina, adenina e timina. Os folatos normal mente
adquirem seus grupos C; da serina ou do formato, e as enzimas da via de sintese de
purinas necessitam desse C,;, que fica ligado ao tetrahidrofolato, para o inserirem
como C-2 ou C-8 do anel da purina. Igualmente, a conversao da uracila (RNA) em
timina (DNA), é realizada pela enzima timidilato sintase, que usa o cofator como seu
doador de C; (Scott, 1999).

Alternativamente, o 5,10-metilenotetrahidrofolato usado pela timidilato sintase
pode ser direcionado para o ciclo de metilacdo. Esse ciclo assegura a célula um
suprimento adequado de S-adenosilmetioning, que age como um doador de grupos
metil para uma sé&rie de metiltransferases. Estas enzimas metilam uma série de
substratos de lipideos, horménios, DNA e proteinas (Scott, 1999)(fig. 2).



Humanos e outros mamiferos ndo podem produzir essa molécula, devendo
inseri-lo em sua dieta. Pelo fato de as plantas serem a maior fonte de folato e a
deficiéncia do mesmo ser um problema global, o aumento dos niveis de folato em
plantas é um alvo da engenharia metabdlica (Basset et ., 2002).

1.1.2. Biossintese de folato em planta

O fracionamento celular e estudos imunohistoquimicos nos Ultimos 40 anos
tém revelado a extensa compartimentalizacdo do metabolismo das plantas. Em anos
mais recentes, novas tecnologias como espectrometria de massa e programas que
predizem sequéncias de proteinas a partir de dados encontrados em bancos de dados
aceleraram o fluxo de informac&o (Lunn, 2007). De uma maneira geral, as proteinas
desempenham nas plantas fungdo estrutural, enzimética, reguladora, de nutricdo, de
defesa e de transporte, porém a localizacdo intracelular da maioria das proteinas no
proteoma de plantas ainda é desconhecida ou incompleta (Lunn, 2007). Atuamente
sabe-se que todas as vias metabdlicas das plantas estéo interconectadas, e 0 maior
desafio dos bioguimicos € entender a regulacéo e o controle das redes metabdlicas.
Para entender como funcionam as células dos eucariotos, é necessario entender néo
apenas como 0 metabolismo e outros processos sao compartimentalizados na célula,
mas também como eles sdo interligados e controlados. Entender este processo em
plantas é particularmente dificil pela presenca de estruturas e compartimentos
adicionais, como plastidios, parede celular, plasmodesmata, apoplasto e vaclolos
(Lunn, 2007).

Como ja mencionado, o folato € uma molécula formada por trés grupos
funcionais. pterina, pABA e de um a oito residuos de glutamato. Em plantas, o
residuo de pterina, hidroximetildihidropteroato, € formado a partir de GTP no citosol,
enquanto o precursor pABA é sintetizado nos plastidios, ambos se unem na
mitocondria ocorrendo subsequientes condensagdo, glutamilagdo e reducéo, para a
sintese de THF (Basset et al., 2004; Hanson & Gregory 111, 2002; Lunn, 2007) (fig.
3).
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Fig. 3 - A via metabdlica de biossintese do folato em plantas. Aminodeoxicorismato (ADC), &cido
para-aminobenzoéico (pPABA), guanosina trifosfato (GTP), dihidropterina (H,Pterina), dihidropteroato
(H,Pteroato), dihidrofolato (H,Folato), tetrahidrofolato (H4F-Glu;) formamidepirimidina nucleosidio
trifosfato (FPNT), GTP ciclohidrolase | (GCHI), corismato sintase (cs), dihidroneopterina aldolase
(DHNA), hidroximetildihidropterina pirofosfokinase (HPPK), dihidropteroato sintase (DHPS)
dihidrofolato sintase (DHFS), dihidrofolato redutase (DHFR), folilpoliglutamato sintase (FPGS),
residuo de glutamato (Glu) (Cossins, 2000; Hanson & Gregory 111, 2002; Sahr et al., 2005).

O folato é relativamente estével tanto na sua forma sintética quanto nas formas
existentes in vivo, quando esta associado a proteinas e o and pteridimico ndo é
reduzido (Scott, 1999). No entanto, os folatos sdo instaveis se expostos a luz (Hanson
& Gregory |11, 2002), e até 50% de sua quantidade natural é destruida no cozimento,
processamento e estocagem dos alimentos. Essa degradac&o ocorre por oxidagdo, com
guebras que ocorrem entre o C-9 e o N-10, gerando residuos de pterinas ou pABA-
glutamil (Scott, 1999). O tempo, a temperatura e o pH da &gua de cozimento séo
alguns fatores responsaveis pelas perdas de folato dos alimentos (Dang et al., 2000).
As plantas compdem a principal fonte de folato em dietas humanas, mas muitas
frutas, tubérculos e gréos sdo pobres nesta vitamina, sendo sua deficiéncia um
problema mundial (DeLaGarzaet a., 2004).

Apesar de sua baixa quantidade e suscetibilidade a ateragbes, o status de
folato em plantas mantem-se para grandes fluxos metabdlicos. Por exemplo, na

fotorrespiracdo normal de uma folha Cs, se 30% do folato total da folha participasse



na reacdo mitocondrial de conversdo de glicina para serina, mediada por THF, um
pool de 1 nmol/g de folato deveria levar a um fluxo de carbono de 1-2 pmol/g/min,
isto €, a unidade C; precisaretornar 20 a 30 vezes por segundo para ser reutilizada, o
gue é diversas vezes mais rapido que o turnover de ATP nas folhas, que ja é bastante
rapido (Hanson & Gregory 111, 2002).

Os passos da via metabdlica da sintese de folato em plantas ndo séo totalmente
conhecidos, mas provavelmente sdo 0s mesmos encontrados em bactéria (Hanson &
Gregory 111, 2002). Os poliglutamatos séo as coenzimas preferidas no metabolismo de
um carbono, porque a afinidade das enzimas dependentes de folato aumenta
proporciona mente ao nimero de residuos de glutamato (Ravanel et al., 2001).

A ligacdo de glutamatos para a formacéo do folato envolve duas reacBes. A
primeira € catalisada pela dihidrofolato sintase (DHPS), que adiciona o primeiro
residuo de glutamato ao grupo carboxil do dihidropteroato (DHP) para formar
dihidrofolato (DHF). Presente apenas em organismos que possuem a habilidade para
produzir THF de novo de 6-hidroximetildihidropterina, pABA e precursores de
glutamato (plantas, algumas bactérias, fungos e protozoérios). A segunda é formada
por uma seqiiéncia de ligagdes y entre os residuos de glutamato, uma reagdo catalisada
pela enzima folipoliglutamato sintase (FPGS) (Ravanel et al., 2001).

Dos quatorze passos para esta sintese, nove sdo mediados por enzimas
especificas. Os genes e enzimas de plantas para 0os cinco passos finais foram
caracterizados e as enzimas se mostraram mitocondriais, 0 que contraria sua primeira
localizacdo citosdlica em outros eucariotos (Hanson & Gregory I1l, 2002). Os
primeiros passos que produzem pterina e pABA sd0 menos conhecidos em plantas, no
entanto, dados genémicos mostram que plantas tém uma enzima homologa a de
bactérias na sintese de pterina, a GTP ciclohidrolase | (GCHI) e dihidroneopterina
aldolase (DHNA). As sequéncias de residuos de aminoacidos destas proteinas
parecem ndo possuir sinais de enderecamento para organelas especificas, e por isso
s80 presumivel mente citosdlicas (Hanson & Gregory 11, 2002) (fig. 3).

Dados genémicos também mostram que plantas tém homologos da primeira
enzima da sintese de pABA, aminodeoxicorismato sintase (ADCS) e as proteinas
destas plantas tém dominios que correspondem a ambas as subunidades da enzima
bacteriana. A ADCS de planta tem peptideos sinais de enderecamento para 0s
plastidios, o que & consistente com a sintese de corismato, o0 substrato da ADCS,

também ocorrer no cloroplasto (Hanson & Gregory |11, 2002) (fig. 3). Por isso, sdo
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necessdrias reagdes coordenadas para a producdo de folato nas plantas, ocorrendo trés
passos de transporte de membrana que envolve trés compartimentos celulares
distintos, o que € diferente em procariotos, onde as enzimas sdo predominantemente
citosolicas (Basset et al., 2002).

A via do chiquimato é responsavel pela biossintese de componentes
aromaticos em bactérias, leveduras, fungos e plantas (Herrmann & Weaver, 1999;
Roberts et a., 1998). A via do chiquimato é o precursor para a via de sintese de
corismato e envolve sete reacOes (fig. 4). A primeira envolve a condensacéo de dois
intermediarios do metabolismo de carboidratos. fosfoenolpiruvato da glicélise e D-
eritrose-4-fosfato da via das pentose-fosfato, que € eventuamente convertido a
corismato, o ultimo intermediario comum na sintese de trés aminoécidos arométicos
(fenilalanina, tirosina e triptofano). Esta reacdo € catalisada por 3-deoxi-D-arabino-
heptul osonato-7-fosfato (DAMP) sintase (fig. 4), que ndo é inibida pelo feedback de
qualquer dos residuos de aminoaci dos aromaticos formados, e é ativada por triptofano
e Mg*. A segunda enzima, 3-dehidroquinato sintase (fig. 4), catalisa o primeiro passo
de ciclizagéo, formando 3-dehidroquinato. Por meio da liberagdo de uma molécula de
agua, a 3-dehidroquinato dehidratase catalisa a sintese de 3-dehidrochiquimato, que é
0 substrato da enzima chiquimato desidrogenase para sintese de chiquimato (fig. 4). O
guinto passo é catalisado pela chiquimato quinase (fig. 4), que fosforila chiquimato a
chiguimato 3-fosfato. A penlltima enzima envolvida, a 3-fosfochiquimato-1-
carboxiviniltransferase (fig. 4) catalisa fosfoenolpiruvato a 5-O-(1-carboxivinil)-3-
fosfochiquimato e fosfato. E o Ultimo passo da via € a enzima corismato sintase (fig.
4) que catalisa 5-O-(1-carboxivinil)-3-fosfochiquimato para sintetizar o corismato e
fosfato, requerendo a reducdo do cofator nucleotidico flavina (Buchanan et al., 2002).
O corismato sintetizado pode ser direcionado a sintese de pABA, quinonas,
flavonoides e acalGides, ou pode ser direcionado para as mitocondrias para a sintese
de folato. Em todos os genes que codificam as enzimas da via do chiquimato se
encontrou peptideos sinais de direcionamento para os cloroplastos (cTP) nos N-
terminais das regides codificantes, corroborando que a via da chiquimato € realmente

localizada nos plastidios (Weaver & Herrmann, 1997).



| ‘Via das fosfato pentoses

_______ ,,: quinato  6-deoxi-3-quetofrutose-
i 1-fosfato
D ¥ 4 7P-2-dehidro-3- |
-efrml':nse- "———  deoxi-D- ———>3-dehidroquinato «— L-aspartato-4-
osiato arabinoheptonato semialdeido
fosf;mgl 3-dehidrochiquimato
ey T :
piruvato — ==k -
chiquimato |

i

i

T .
-3- I

; chiquimato-3-fosfato | biossintese de

- ! peptideos nio

! 5.0-(1-carboxivinif)- ! | ribossomais de grupo

1

i

3-fosfochiquimato | siderofore

biossintese de
henzoxazinona
*

indol \

x
: J-indoil-glicerol <> <—> <>l Corivmate —--past -] DOSSHIESE
L-triptofano «——» fostat - s de folatos
' osfato 1 -
metabolismo do |, -3 biossintese de
triptofano ! ubiquinona

M
biossintese de metabolismo fenilpinivato -

efenato
alcalides de fenilalanina [, = -
~ . jl’_ 0wl metabolismo
biossintese de "~ LY irosi entipiruvato da tirosina
aldidee 1 [€777rm=~ fenilalanina «—— pretirosina y‘ = -
; L ; inssintese de
. tirosina - ¢ -
biossintese de |, &\ | alcaloides I
finilpropanoide  —
& cumarina biossintese de
puromicina

Fig. 4 - Via metabdlica da fenilalanina, tirosina e triptofano, em destaque o ramo metabdlico do
chiguimato a0 corismato (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
http://www.genome.ad.j p/kegg/pathway/map/map00400.html).

As plantas possuem também homdlogos de enzimas que participam da sintese
de pterinas (que também formam folato), como a GTP cyclohydrolase | (GCHI) e a
dihidroneopterina adolase (DHNA) (fig. 3). As sequéncias de residuos de
aminoécidos destas proteinas parecem ndo possuir sinais de enderecamento para
organel as especificas, e por isso sdo presumivel mente citosolicas (Hanson & Gregory
I11, 2002), o que implica que a mitocondria deve importar a pterina para produzir
folato do citosol da célula (Basset et al., 2002). O primeiro passo da sintese de pterina
€ de interesse especial, pois envolve guanosina trifosfato (GTP), controlando o fluxo
da via de sintese de folato. Este passo, mediado por GCHI, € uma expansdo complexa
do anel, que converte GTP a dihidroneopterina (DHN) trifosfato e formato (fig. 3)
(Basset et al., 2002). No segundo passo um pirofosfato é quebrado por
dihidroneopterina trifosfato sintase (DHPS), formando dihidroneopterina monofosfato
(Klaus et a., 2005). A seguir adihidrofolato sintase (DHFS), presente exclusivamente
na mitocondria, catalisa a sintese de dihidropteroato a 7,8 dihidrofolato. Este é
convertido a THF-monoglutamilado pela catalizacdo da enzima dihidrofolato redutase
(DHFR) (fig. 3). Como ultimo passo para a sintese das diferentes formas de folatos, a

folilpoliglutamato sintase (FPGS) catalisa as ligagdes entre a molécula de folato e os
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residuos de glutamato (Ravanel et al., 2001). FPGS et presente em diferentes
isoformas na mitocondria, no citosol e no cloroplasto, com cada isoforma codificada
por um gene (fig. 3).

As enzimas da sintese de folato em Arabidopsis séo codificadas por um atrés
genes. Dados de EST (Expressed Sequence Tag) indicam uma situacdo similar em
outras plantas, porém, a abundancia de ESTs para genes das enzimas de sintese de
folato é muito superior se comparado com o status do folato. Os ESTs de sintese de
NAD(-P), purinas e pirimidinas sdo similares, mesmo o status de folato sendo dez
vezes menor que de NAD(-P) e 100 a 200 vezes menor que de purinas e pirimidinas,
gue implica em uma altissima capacidade de sintese de folato. Esta capacidade talvez
ocorra devido: (1) ao retorno do pool de folato mitocondrial na fotorrespiracdo de
folhas ter que ser extremamente rgpido, por ndo se encontrar complexado entre a
glicina decarboxilase e a serina hidroximetiltransferase, por isso pode ficar exposto a
matriz mitocondrial e a uma degradag@o quimica e (2) a constatacdo de que a luz
degrada o folato, por isso as folhas expostas a luz solar tém o seu folato rapidamente
degradado, o que implica em uma igualmente rapida sintese de folato (Hanson &
Gregory 111, 2002). Por isso, a atividade das enzimas de sintese de folato da
mitocondria séo mais que suficientes para repor o pool mitocondrial de folato a cada
meia hora (Neuburger et a., 1996).

Em um estudo com A. thaliana, Ravanel et al. (2001) isolaram cDNAs que
codificam DHFS e trés formas de FPGS, usaram mutantes deficientes na atividade
destas enzimas, mediram in vitro a incorporacéo de glutamato no dihidrofolato e
tetrahidrofolato e analisaram a funcéo de cada uma destas enzimas. A conclusdo que
chegaram é que DHFS esta presente exclusivamente na mitocondria, fazendo deste
compartimento o unico loca de sintese de dihidrofolato nas células das plantas. Ja
FPGS estd presente em diferentes isoformas na mitocdndria, no citosol e no
cloroplasto, sendo cada isoforma codificada por um gene separado, situacdo Unica
entre os eucariotos. Esta compartimentalizacdo das isoformas esta em acordo com a
predominancia de derivados de tetrahidrofolato conjugados a y-glutamil e a presenca
de serina hidroximetiltransferases e C;-tetrahidrofolato interconvertendo enzimas no
citosol, mitocdndria e plastidios. A combinacéo do FPGS e estas reacfes mediadas
por folato pode suprir cada compartimento com coenzimas folato poliglutamilados,
necess&rias nas reagdes de metabolismo de um carbono, além de sugerir que o

transporte das formas de folato ndo sdo conjugadas (Ravanel et a., 2001).
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Ao que tudo indica o controle substancial da via metabdlica do folato reside no
conhecimento e controle das enzimas das vias metabdlicas de pterina e pABA
(principalmente, gchl e adcs) (Hanson & Gregory 11, 2002).

1.1.3. Quantificacéo de folato em plantas

A determinagcdo dos niveis de folato em plantas € complicada, devido ao
comprimento da cauda de poliglutamil, dos estados de oxidagdo do anel de pterina e
dos C substituintes. Além disso, as moléculas sdo suscetiveis a interconversdo e
degradacéo oxidativa durante a extracdo das folhas e andlise quantitativa. Assim, a
validade dos resultados analiticos depende muito do uso de um método apropriado de
extracdo, processamento do extrato e da quantificagcdo (Hanson & Gregory 111, 2002).

O folato total de alimentos é determinado apds a extracdo, deconjugacéo de
poliglutamatos a monoglutamatos com o uso de uma conjugase (y-glutamil hidrolase),
e de um método de quantificagdo (Pandrangi & LaBorde, 2004). Folatos podem ser
medidos por métodos de quimioluminescéncia, HPLC e ensaios microbiol 6gicos. Os
métodos de quimioluminescéncia séo comumente usados para determinacéo de folato
em sangue, e tém-se mostrado inadequados para determinagdo de folato total em
plantas, devido as diferencas entre as varias formas de folato e de afinidades entre a
molécula de folato e a proteina ligante usada no ensaio. O método HPL C proporciona
informacdo qualitativa e quantitativa, mas o preparo de padrdes confiaveis € dificil
paramedir folatos instaveis.

O método microbioldgico utiliza Lactobacillus rhamnosus (ATCC 7469, = L.
casel) € 0 mais usado para quantificagdo de folato total (Hanson & Gregory |11, 2002)
e possui ata sensibilidade (Gregory 11 et a., 1984). Entretanto, esse método possui
pouca precisdo, porque 0 microrganismo ndo responde aos folatos poliglutamicos,
respondendo apenas aos di e monoglutamilfolatos, € moroso e ndo diferencia entre as
principais formas de folato (Gregory 111 et al., 1984). Além disso, certos componentes
da planta em andlise podem estimular ou inibir o crescimento da bactéria, resultando
em dados n&o confiaveis (Konings et al., 2001).

Os Lactobacillus sdo bactérias Gram positivas, anaerdbicas facultativas, que
preferencialmente crescem em meio microaerofilico. Elas sdo organismos fastidiosos,

gue apenas crescem em meio contendo carboidrato como fonte de energia, além de
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fontes de carbono, nucleotideos essenciais, aminoacidos e vitaminas (Pandrangi &
LaBorde, 2004).

O método utiliza placas de Elisa para medicdo do crescimento da bactéria em
extratos de alimentos. O crescimento da bactéria é medido pela turbidez das amostras
apos certo periodo de incubacdo. Um importante aperfeicoamento na técnica € o uso
de culturas crioprotegidas em glicerol, pois se pode produzir a bactéria em larga
escala e congel& | as para posterior uso, o que gera economia de tempo e uniformidade
das aiquotas da cultura no uso (Tamura, 1990; Wilson & Horne, 1982). Mas, mesmo
com 0s avancos nesta andlise, muitas vezes o organismo encontra dificuldades para
crescer. Além disso, as culturas crioprotegidas perdem a viabilidade apds 2-3 meses,
tornando dificil a manutencdo adequada das culturas.

A efetiva extracdo de folato é essencial para sua quantificagdo, e essa fase
pode ser dificultada nas plantas porque o folato pode estar em paredes celulares ou
ligadas a proteinas e residuos de amido (Hanson & Gregory 111, 2002). Outro passo
enzimatico importante € a deglutamilacdo de folatos poliglutamicos, uma vez que L.
rhamnosis responde mais a folatos com apenas trés ou menos residuos de glutamato
(Gregory et a., 1990). Similarmente, muitos métodos de HPLC reguerem a completa
conversdo do folato a forma monoglutamica (Pfeiffer et a., 1997).

Alguns trabalhos demonstram um significante aumento nas medidas de folato
apos um tratamento com algumas enzimas deglutamilantes: protease, a-amilase e
conjugase. Konings et al. (2001), em ensaio para quantificar folato de uma série de
alimentos, encontraram que extratos de fruta tratados bi-enzimaticamente com
protease e a-amilase, apresentaram concentragdes 16% maiores de folato que os
exemplos néo tratados. Da mesma forma, extratos tratados de produtos derivados de
leite apresentaram 21% a mais de folato na quantificacdo que os mesmos ndo tratados
com as enzimas. Examinando 12 diferentes tipos de cereais, Pfeiffer et al. (1997)
encontraram que no tratamento trienzimético a quantidade de folato foi em média
19% maior que nos extratos tratados apenas com a conjugase. Holasova et al. (2008),
encontraram maior eficiéncia na determinagdo de folato em espinafre, repolho e
brocolis apés o tratamento com a-amylase e conjugase, do que com o tratamento
trienzimatico ou apenas com conjugase. Ja Pandrangi e LaBorde (2004) concluiram
que a extragdo oOtima de folato de folhas de espinafre envolve um tratamento bi-
enzimatico, consistindo em incubacdo a 37°C com protease por 8 horas a pH 4,0,

seguido de tratamento com conjugase a 37°C por 3 horas a pH 7,0. Porém, os
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resultados variados dos estudos ja feitos demonstram que as condi¢des étimas para a
andlise de folato precisam ser determinadas para cada alimento, e que as condicdes

sub-6timas podem resultar em subestimacdo da quantidade de vitamina.

1.1.4. Doencas associadas a deficiéncia de folato

Em 1960, M. M. Nelson reportou os efeitos da deficiéncia de folato no
desenvolvimento de embrides de ratos (Persad et a., 2002). Em humanos o estudo
desta vitamina comecou antes de 1965, com o pediatra Richard Worthington
Smithells, um dos primeiros a reconhecer 0 possivel papel da nutricdo,
particularmente o metabolismo do folato, para a embriologia humana (Eskes, 2000).

Os primeiros estudos de associagdo de doencas envolvendo deficiéncia de
folato foram realizados em Liverpool, em colaboracdo com a obstetra Elizabeth D.
Hibbard, usando o teste do &cido formiminoglutdmico (FIGLU), produto
intermedi&rio excretado pela urina quando o folato encontra-se em falta no organismo.
Mulheres que deram a luz a recém-nascidos com ma formagdo mostraram uma
incidéncia cinco vezes maior de FIGLU do que as mées de recém-nascidos normais.
Os autores concluiram que “a ocorréncia familiar de malformagéo do sistema nervoso
sérico pode ser mediado, em certos casos, por um defeito genético determinado do
metabolismo do folato” (Eskes, 2000). Foi reconhecida entéo que a méa nutrigdo era
um dos fatores responsaveis por mas formagdes congénitas. Em pesquisas posteriores,
0s niveis de vitaminas em um grupo de 900 mulheres durante o primeiro trimestre de
gestacdo foram investigados e seis destas tiveram bebés com defeitos do tubo neural
(DTN). Nestas mées, baixos niveis de folato sérico foram observados, com valores
significativamente menores que aqueles encontrados nas outras méaes. A sequéncia
l6gica seria 0 estudo de uma possivel prevencdo destes defeitos por meio de uma
intervencdo com o uso de multivitaminas no periodo pré-concepcao, este periodo foi
escolhido por saber-se que o tubo neural se fecha naterceira semana pos-concepgao, e
0 uso de multivitaminas devido a deficiéncia de mais de uma vitamina por estas
mulheres. Para este estudo mées que ja tinham filhos com estes defeitos foram
selecionadas. Os estudos finais confirmaram o efeito protetor de um preparo
multivitaminico contendo 360 g diarios de acido folico (Eskes, 2000).

Apobs Nicholas Wald e Paul Polani (1984) expressarem consideraveis dividas

da eficécia da suplementagdo com vitamina pré-concepcdo, 0s autores anunciaram um

13



grande estudo clinico randomizado duplo-cego na tentativa de validar os resultados
precedentes. Apds quase 10 anos, tal estudo demonstrou uma reducéo de 72% da re-
ocorréncia de DTN quando 400 pg de &cido fdlico era administrado no periodo
proximo a concepcdo (MRC, 1991).

Outros estudos mostram também que a ingestdo de suplementos vitaminicos
contendo acido félico no periodo pré-concepcdo reduz o risco de DTN em recém-
nascidos (Abramsky et al., 1999; Liu et a., 2004; Persad et d., 2002).
Recomendacdes do Departamento de Salde do Reino Unido (UK Department of
Health) sugerem que a protecdo contra DTN pode ser obtida pela ingestéo de doses
diarias de 400 ug de acido félico usando suplementacéo, alimentos fortificados com
&cido fdlico e dietas com alimentos ricos em folato. No entanto, ndo houve aumento
significativo do status de folato quando as mulheres estudadas apenas comiam
alimentos ricos nesta vitamina (Cuskelly et al., 1999).

Outro estudo parece demonstrar a diminuicdo do risco de nascimentos de
criangas com l&bio leporino em mulheres que haviam ingerido complexos
multivitaminicos contendo acido félico, de um més antes até dois meses depois da
concepcdo. Porém esta associacdo pode ndo ser atribuida especificamente ao acido
folico, podendo ser uma consequéncia de outros componentes do suplemento
vitaminico, mas parece estar atamente relacionado ao uso de multivitaminicos
contendo é&cido félico (Shaw et al., 1995).

A gravidez est4 associada com um aumento acelerado nas reacOes de
transferéncia de um carbono, incluindo as necessérias a sintese de nucleotideos e a
divisdo celular, 0 que é a base para o substancial aumento no requerimento de folato
durante a gravidez. Um estudo com dieta controlada, conduzido com gravidas,
confirmou as descobertas de estudos populacionais que a combinagdo de 300ug de
acido fdlico sintético por dia de suplementos, aimentos fortificados ou ambos, mais
100 pg de folato de alimentos ricos nesta vitamina por dia, sdo suficientes para manter
0 status normal durante a gravidez (Fitzpatrick, 2003).

Dados recentes também indicam que acido fdlico pode reduzir o risco de
aborto espontaneo. Pesquisas ha Suécia e Suica, onde o0s gréos consumidos ndo foram
fortificados com &cido fdlico, encontraram que a deficiéncia desta vitamina esta
associada com o aumento do risco de aborto esponténeo (George et al., 2002; Hess et
al., 2001). Outros dados sugerem que suplementagdo com acido félico antes da

concepcdo pode ser um potencia redutor na freqiéncia de sindrome de Down.
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Algumas méaes de criangas com sindrome de Down tinham val ores alterados de folato,
bem como, mutagcdo no gene da metilenotetrahidrofolato redutase, estas alteraces
também foram observadas em bebés com DTN (Barkai et al., 2003; James €t dl.,
1999).

O valor da Ingestéo Diaria Recomendada (IDR) para lactantes € de 500ug de
Folato Dietético Equivalente (FDE) por ser importante durante a amamentagao, ja que
todo o folato fornecido para a formacéo do bebé é dado pela mée (FDE é 1ug de
folato dos aimentos ou 0,6ug de &cido félico de suplementos ou aimentos
fortificados. Esta equivaléncia se da pela diferenca entre a biodisponibilidade destes
tipos de folato) (Fitzpatrick, 2003).

O folato é necessario para a formagéo e crescimento das células vermelhas do
sangue. Na anemia por deficiéncia de folato, as células vermelhas sdo anormalmente
grandes, chamadas de megalécitos e, quando na medula 0ssea, sdo chamados de
megal oblastos. Consequlientemente, esta anemia é chamada de anemia megal obl astica.
Dietas pobres, alimentos muito cozidos, alcoolismo, doencas de ma absorcdo e
gravidez sdo fatores de risco. Nestes casos, suplementos de &cido fdélico ora ou
intravenoso podem ser dados em curto espaco de tempo até a anemia ser corrigida, ou
pelo resto da vida no caso de ma absorcdo pelo intestino (Fitzpatrick, 2003).

O uso crénico de acool pode levar a deficiéncia secundéria de folato. Isto se
da devido a uma reducdo na absorcdo de folato pela competicdo com o etanol,
alteracdo no metabolismo hepatobiliar e aumento da excregdo biliar de folato causado
pelo etanol. Estudos com animais sugerem que a deficiéncia de folato acelera o
desenvolvimento precoce de doencas do figado ligado ao alcoolismo. Humanos que
consomem &l cool regularmente devem consumir diversos alimentos ricos em folato e
consumir um suplemento alimentar contendo &cido félico (Fitzpatrick, 2003).

O metabolismo do folato também tem um papel importante na funcdo do
sistema nervoso. Estudos de deficiéncia de folato e hiperomocisteinemia sdo
reportados para doencgas cardiovasculares, derrames (Boushey et al., 1995; Selhub et
al., 1995) esguizofrenia (Regland et a., 1995) e os niveis de folato tendem a ser
baixos em pessoas com ma de Alzheimer (Clarke et al., 1998), deméncia vascular
(Fabender et al., 1999; Gallucci et a., 2004) e depresséo (Favaet a., 1997).

O estudo Framingham Heart (Fitzpatrick, 2003) mostrou que quanto maior o
nivel sangliineo de homocisteina maior 0 estreitamento das artérias carétidas ao

cérebro, 0 que aumenta a probabilidade de derrames. A homocisteina do soro pode ser
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reduzida com suplementacéo de écido félico conforme Brouwer et al. (1999) e Wald
et a. (2001). Baseados nas descobertas de Wald et al. (2001), uma redugcdo na
homocisteina do soro para 3 pmol/L, pode ser conseguida com a ingestéo diaria de
0,8 mg de é&cido falico. 1sso pode reduzir os riscos de isquemia no coracéo em 16 %,
trombose em 25 % e derame em 24 %. O mecanismo peo qual a
hiperomocisteinemia pode aumentar o risco de doencga vascular esta incerto. Embora
diversas hipo6teses tenham sido propostas, ainda sd0 necessarios mais estudos bem
controlados para se provar a eficiéncia do &cido félico na prevencdo e tratamento de
doencas cardiovascul ares (Fitzpatrick, 2003).

Estudos em varias partes do mundo, inclusive Bélgica, México e Brasil, tém
mostrado que mutagBes no gene 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)
podem reduzir a atividade desta enzima e levar a hiperomocisteinemia, uma
deficiéncia que tem sido associado a vérias doengas vasculares, em particular, doenca
arterial coron&ria e trombose venosa profunda. Em um estudo no México com 45
pacientes com altas concentracBes de homocisteina e baixos niveis de folato no
sangue foram associados ao aumento no risco de trombose venosa cerebral.
Populagcbes com baixo poder socio-econémico e deficiéncia nutricional podem
contribuir para a ata incidéncia desta doenca (Cantu et a., 2004). Em outro estudo
realizado na Bélgica com diabéticos tipo 2, com e sem hiperomocisteinemia, mostrou
uma maior incidéncia de mutagcdo na metilenotetrahidrofolato redutase (C677T) em
diabéticos com hiperomocisteinemia do que nos pacientes com homocisteina normal e
pode contribuir juntamente com fatores ndo genéticos na prevaléncia de
hiperomocisteinemia (Buysschaerta et a., 2004). Um estudo de caso foi relatado no
Brasil, de umajovem de 19 anos na segunda gestacéo e com um filho que apresentou
trombose venosa profunda em seu pos-parto anterior. Sendo uma das possiveis causas
de trombose a presenca de um anticorpo anticardiolipina (ACA). Uma investigagdo
das causas de trombose revelou anticorpo anticardiolipina (ACA-IgM) e heterozigose
para a mutagdo C677T no gene MTHFR. A paciente recebeu 55.000 Ul de heparina
subcuténea diariamente da 152 a 36 semana de gestagdo, quando ela deu a luz. N&o
houve complicagdes clinicas durante o periodo pés-parto e elafoi liberada 3 dias apos
o0 parto (Couto et a., 2002).

Estudo realizado no Kaiser Permanente’'s Southern California Endocrinology
Laboratory dos E.U.A. analisou amostras de sangue humano no periodo de 1994 a

1998 afim de avaliar se houve mudanca nas concentracdes de folato sérico desde que
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a fortificacdo de aimentos comegou em 1° de janeiro de 1998. O valor médio de
folato destas amostras aumentou de 12,6 para 18,7 ug por litro. Além disso, a
porcentagem de individuos com valores baixos foi reduzida. A explicacéo provavel é
a fortificagdo de alimentos com é&cido félico desde 1996 nos E.U.A. ano em que a
Food and Drug Administration (FDA), agéncia americana responsavel pela regulacéo
e controle de aimentos e remédios, obrigou afortificacdo com 140 ug para cada 100g
de cereais (Lawrence et al., 1999).

No Canadg, de 1995 a 1998 houve uma recomendacdo na suplementacéo de
acido félico para mulheres antes da concepcao e, a partir de novembro de 1998 houve
a implementacdo da fortificacdo de produtos graneleiros, isto €, produtos a base de
arroz, milho, batata, cereais e produtos panificados sdo fortificados com acido falico.
Um estudo na Nova Escocia avaliou aincidéncia de DTN antes (1991-1994) e apos a
suplementacdo (1995-1998) e comparativamente ndo foi observado mudanca
significativa na incidéncia de DTN, no entanto, quando foram comparados os dados
antes (1991-1997) e ap6s a fortificacdo (1998-2000) foi mostrada uma queda de mais
de 50% na incidéncia de DTN, dando destaque a0 que tange anencefalia e coluna
bifida (Hossain et a., 2004; Persad et al., 2002).

No Brasil, os atos indices de anemia e de doencas causadas pela deficiéncia
de &cido fdlico na populacéo brasileira, levaram o Ministério da Sallde e aANVISA a
tornar obrigatdria a fortificagdo das farinhas de trigo e milho. Com a publicacdo da
Resolucéo RDC n° 344, de 13 de dezembro de 2002, desde junho de 2004 as farinhas
de trigo e de milho vendidas diretamente ao consumidor, e aquelas utilizadas como
matéria-prima pelas industrias na fabricacdo de outros produtos, passaram a ser
enriquecidas com Fe e &cido falico. Cada 100 g das farinhas de trigo e milho deverdo
conter 4,2 mg de Fe e 0,15mg de é&cido félico. Com isso, as farinhas e produtos
industrializados, como pées, macarrdo, biscoitos, misturas para bolos e salgadinhos
dever@o apresentar maior quantidade de Fe e acido félico em sua formulagdo final
(ANVISA, acessado em 01/04/2009). Espera-se assim, reduzir a incidéncia destas

doencas relacionadas com dietas de niveis inadequados de fol ato.
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1.2. A Alface

A aface (Lactuca sativa) € uma hortalica da Divisdo Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida, Ordem Asterales, Familia Asteraceae, Genero Lactuca, Espécie
Lactuca sativa (Mabberley, 1997). Considerada a hortalica folhosa mais importante
na alimentac&o do brasileiro, sendo seu consumo médio anual em torno de 41 kg per
capita (Nadal et al., 1986), 0 que assegura a cultura expressiva importancia
econdémica (Grangeiro et al., 2006).

Quanto a sua estrutura, a aface € uma planta herbacea delicada, com caule
diminuto, ao qual se prendem folhas amplas que crescem em volta do caule em roseta,
podendo ser lisas ou crespas, formando ou ndo uma cabeca. Conforme a cultivar, a
coloracao pode ocorrer em varios tons de verde e roxo (Filgueira, 2000). Originariada
regido do Mediterraneo, de clima temperado, esta espécie vegetal ja era utilizada
como planta medicinal desde 4.500 a.C., como tranquilizante, digestivo, emoliente e
fornecedor de vitaminas e como hortalica, sua utilizacgo € registrada desde 2.500 a.C.
Acredita-se que tenha sido trazida para o Brasil pelos portugueses e as espécies
silvestres trazidas na época ainda podem ser encontradas no sul da Europa e na Asia
Ocidental, regides de climatemperado (Goto & Tivelli, 1998).

A sua adaptacdo a regides de temperatura mais elevada, como o Brasil, tem
gerado obstaculos a0 seu crescimento e desenvolvimento, impossibilitando que a
cultura expresse todo 0 seu potencia produtivo. Nestas condigdes, ocorre reducdo do
ciclo da cultura, comprometendo sua producdo, devido a aceleracdo do metabolismo
da planta e, conseqlientemente, a antecipacéo da fase reprodutiva. Mesmo assim, séo
cultivados no Brasil, aproximadamente 30 mil hectares sendo responsavel pela
geracdo de aproximadamente 60 mil empregos diretos (Grangeiro et a., 2006;
Makishima, 1993; Setubal & Silva, 1992).

No Brasil existem informagbes de pesquisas a respeito do crescimento e
acimulo de nutrientes em diferentes cultivares. Entretanto, as mesmas foram
realizadas em regides de clima mais ameno (Radin et a., 2004), ou em condic¢des de
cultivo protegido (Lopes et al., 2003; Menezes Junior et a., 2004) sem aplicacdo
prética naguelas regides que cultivam aface, em condigdes de altas temperatura e
luminosidade (Grangeiro et al., 2006). O seu cultivo em estufas agricolas permite a
utilizacdo intensiva da terra e do capital, e sua producdo de maneira controlada,

dependendo menos das condi¢Bes climéticas e com melhor aproveitamento dos
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insumos, possibilitando a distribui¢do da producgédo ao longo do ano, o que regularizaa
oferta e possibilita ao produtor evitar épocas de menor preco (Rodrigues et al., 1997;
Trani et al., 2006). Outra técnica que tem se mostrado muito promissora no cultivo de
alface € a hidroponia, que trouxe vantagens como a antecipacdo da colheita, a
homogeneidade de oferta e qualidade dos produtos durante todo o ano, a auséncia de
necessidades de rotacdo de culturas e a reducdo no uso de agrotoxicos, quando
comparado com o cultivo tradicional (Luz et al., 2006).

Até 1993, segundo Naga (1993), a preferéncia predominante no Brasil era
para a aface de folhas lisas do tipo manteiga, entretanto, foi observado, atualmente,
grande demanda para o tipo crespa (Oliveiraet a., 2004), sendo que a participacéo de
folhas crespas atende a 70% do mercado consumidor dessa folhosa. Nos ultimos anos,
tem sido observado no mercado de sementes de alface um numero crescente de
cultivares, sendo algumas delas adaptadas ao cultivo protegido. Para outras, ha
auséncia de informagdes (Trani et a., 2006).

No Brasil atualmente sdo plantados seis grupos de cultivares de alface, sendo:
grupo Americana, com folhas que formam uma cabega, semelhante ao repolho, com
os bordos das folhas crespas (ex.: cultivares Taind e Lucy Brown); Repolhuda-
Manteiga, semelhante ao anterior, mas com os bordos das folhas lisas (ex.: cultivares
Elisa e Aurélia); grupo Solta-Lisa que sdo afaces que ndo formam uma cabeca e
possuem os bordos das folhas lisos (ex.: cultivares Regina e Uberlandia-10000);
Solta-Crespa que sdo alfaces semelhantes ao grupo anterior, mas possuem os bordos
das folhas crespos (ex.: cultivares Vera e Verdnica), € 0 que mais cresceu em area
plantada no Brasil, correspondendo hoje a 70% do mercado. Existe ainda o grupo
Mimosa, que sdo afaces com folhas bem recortadas (como a cultivar Salas Bowl) e 0
grupo Romana, sendo estes dois Ultimos com menor importancia econémica
(Filgueira, 2000).

A dface € uma hortalica mundialmente conhecida e consumida crua como
salada, no entanto, em alguns lugares as folhas so secas, curadas e fumadas como
tabaco (USDA, 2008), em outros, como na China, é consumida quente em sopas
(Simoon, 1991). Para os Yazidi, comunidade fechada do nordeste do Iraque com
estimativa de, no méximo, 700.000 pessoas, comer aface é um tabu, uma das mais
antigas tradicOes desta religido “kurdish”, envolta em mistérios e segredos que nem

eles explicam (MacFarquhar, 2003).
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Variedades de alface de todos 0s tipos, lisas e crespas, sdo cultivadas ao redor
do mundo em regides de clima moderado e necessitam de muita &gua e luz para seu
crescimento. Os principais produtores da Unido Européia sdo: Espanha, Itdlia e
Franca. No mundo os principais produtores sdo China e EUA. Segundo dados da FAO
(Food and Agriculture Organization of the United Nations) a producdo mundia de
alface combinada com a de chicdria foi de 23,55 milhdes de toneladas em 2007, e de
22,77 milhGes de toneladas em 2006, com um aumento de 3,4% em um ano, e sendo
sempre observado algum crescimento a0 longo dos ultimos anos (FAOSTAT,
acessado em 15/02/2009).

Segundo dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA)
100 g das folhas verdes da aface possuem em sua composicado nutricional mais de
95% de &gua, baixo vaor caldrico (15 kcal), baixo teor de gorduras totais (0,15g) e
quantidade razoavel de proteinas totais (1,36 g), vitaminas e minerais. Entre estes
destaca-se a vitamina A, vitamina C, niacina, célcio, fésforo e ferro (tabela 1). Cada
100g de folhas de alface crua possui 38 pg de folato, enquanto outros produtos sdo
considerados ricos em folato como o espinafre (Spinacia oleracea) que possui 194 ug
de folato em 100 g de produto crd, brécolis tém 71 ug de folato em 100 g de produto
cru, couve (Brassica oleracea var. viridis) com 166 pg de folato em 100 g de produto
cru, que se reduz para 93 pg de folato quando cozida e fervida e o feijéo preto
(Phaseolus vulgaris) que contem 444 ug de folato quando cru e diminui para 149 ug
de folato apds cozido. Outros sdo considerados pobres em folato como o espinafre
(Tetragonia tetragonoides) que possui 15 ug de folato por 100 g de produto cru, o
tomate possui 29 g de folato em 100 g de produto e quando verde tem 9 ug por 100
g de produto e batata tanto crua quanto cozida sem casca possuem 9 g de folato por

100 g de produto o que sobe para 22 ug de folato por 100 g de produto com casca.
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Tabela 1. Composi¢do nutricional da alface (por 100 gramas de produto)

Nutrientes Valores Vitaminas Valores
Agua 9507g | VitaminaC 18,0 mg
Energia 15 kcal Tiamina 0,070 mg
Proteina 1,369 Riboflavina 0,080 mg
Gordura Total 0,159 Niacina 0,375 mg
Carboidratos 2,799 Acido pantoténico 0,134 mg
Fibratotal 1,39 Vitamina B-6 0,090 mg
AcUcarestotais 0,789 Folato total 38 ug
Glicose (dextrose) 0,36 g Colinatotal 13,4 mg
Frutose 0,439 Betaina 0,2mg
Minerais Valores Vitamina A, RAE 370 ug
Cdcio 36 mg B-Caroteno 4443 ug
Ferro 0,86 mg Vitamina A 7405 Ul
Magnésio 13 mg Vitamina E 0,29 mg
Fésforo 29 mg Vitamina K 173,6 ug
Potéssio 194 mg

Sodio 28 mg

Zinco 0,18 mg

Cobre 0,029 mg | mg- miligramas

Manganés 0,250 mg | ug —microgramas

Selénio 0,6 ug Ul — Unidades internacionais

(USDA, 2008)

1.2.1. Doengas e pragas que atacam a cultura de alface

Todas as doencas causadas por fungo tém condicbes favoréveis de
desenvolvimento em alta umidade e clima ameno com temperaturas entre 10 e 28°C,
condicgoes estas que sdo ideais também para o desenvolvimento da cultura de alface.

A septoriose causada pelo fungo Septoria lactucae Passerini € uma das
doencas mais disseminadas que afetam a cultura da aface. Suaimportancia deve-se as
lesBes necroticas no limbo foliar que prejudicam o valor comercial do produto. Nos
campos, a doenga causa nas folhas manchas com contornos irregulares e seca das
folhas devido a coalescéncia de muitas manchas, resultando em danos na formagéo
das sementes. O fungo ataca principalmente as folhas, mas pode afetar também a
haste e os orgdos florais. O tecido afetado, inicialmente com aspecto desidratado,
torna-se pardacento, com numerosos pontos de cor escura visiveis a olho ni. Ndo ha
cultivares consideradas imunes a esta doenga, mas em observagdes de campo pode-se

verificar diferencas nos niveis de resisténcia horizontal (Sousa et a., 2003).
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A cercosporiose ou mancha de cercospora é causada pelo fungo Cercospora
longissma, e atinjem inicialmente as folhas mais baixas. As lesdes tém tamanhos
variados, tornando-se irregulares ou angulares, com coloragdo marrom clara a escura,
circundadas por tecido clordtico com ponto central de coloragéo acinzentada. Quando
a doenca apresenta alta severidade, as lesbes coalescem e extensas areas do tecido
foliar morrem (Gomes et al., 2006).

O mildio é uma das principais doencas da alface, com ocorréncia em qual quer
fase do ciclo da cultura. O fungo oomiceto Bremia lactucae ataca as folhas através de
manchas amareladas de tamanho variavel, afetando a producado, a qualidade e o valor
do produto colhido. E responsavel por perdas superiores a 80% na produtividade. Para
minimizar os danos, além do emprego de cultivares resistentes e do controle da agua
de irrigacdo, € de fundamental importéncia o diagndstico correto no inicio do
desenvolvimento dos primeiros sintomas, bem como a ado¢cdo de fungicidas
adequados as exigéncias do patgeno.

A doenca do tombamento das mudas é um problema que afeta principal mente
solos frios com pouca drenagem e com excesso de irrigagdo. E causado por fungos
gue permanecem no solo por longos periodos de tempo. As sementes morrem sem
germinar. As plantas germinadas também sdo atacadas murchando e tombando.
LessOes escuras e encharcamento sdo normamente visiveis no caule da planta na
linha do chéo.

O mofo-branco ou podriddo do caule é causado pelo fungo Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) De Bary, que sobrevive no solo e que infecta mais de 360 espécies
de plantas (Amorin, 1995). Este patégeno pode atacar a planta em qualquer estégio de
desenvolvimento, principa mente proximo a colheita e produz estruturas de resisténcia
denominadas esclerddios, que tornam a doenga de dificil controle em fungdo do longo
periodo de permanéncia destas no solo (Rodrigues et al., 2007).

A doenca queima da saia, embora surja com certa frequéncia, ndo causa
grandes prejuizos a ndo ser quando existe atraso na germinacdo da planta. E causada
pelo fungo Rhizoctonia solani e os sintomas mais graves causado pelo
estrangulamento parcia dos caules sdo: atraso no desenvolvimento da planta,
deformagdo e descoloracdo dos caules, necrose do tecido vascular, pigmentacOes
purpuras nas folhas. Em periodo Umido, o fungo pode manifestar-se na base dos
caules necrosados e formar uma bainha esbranquicada. A rizocténia produz uma

toxina que tem efeito inibidor do crescimento. As raizes sdo igualmente infectadas e
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algumas delas destruidas, razéo pela qual as plantas dispdem de um sistema radicular
fraco. O fungo mantem-se de um ano para o outro, sob a forma de esclerotos no solo,
ou como micélio em residuos vegetais existentes no solo. Na primavera, quando as
condic¢des sdo mais favoraveis, os esclerotos germinam e invadem os caules da planta,
especidmente através de feridas. O desenvolvimento da doenca é estimulado por
umidade elevada e temperaturas baixas do solo.

O mofo cinzento causado pelo fungo Botrytis cinerea ocasiona um
acinzentamento das folhas, gerando perdas de produtividade.

A podriddo-mole ou podriddo-da-base-das-folhas-externas, causada pela
bactéria Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, € uma das doencas mais
destrutivas nas culturas da alface. Aparece inicialmente como uma murcha nas folhas
externas, sendo que plantas proximas a colheita sdo mais suscetiveis. A murcha é
causada pelo colapso dos tecidos vasculares, com o desenvolvimento de descoloragéo
rosa a marrom. Com o progresso da doenca, a medula do caule torna-se encharcada,
macerada e esverdeada. Em estédgios avancados, toda a planta pode tornar-se
apodrecida. Durante a pés-colheita as folhas externas tornam-se murchas,
descoloridas e toda a planta pode apodrecer.

A podriddo negra das raizes ou murchadeira é uma doenca relativamente
recente, que foi constatada em 1999 e que se encontra em expansao no estado de Séo
Paulo. E causado pelo fungo Thielaviopsis basicola e seus sintomas si manchas
escuras nas raizes que, com o0 avanco da doenca va@o se tornando totalmente
apodrecidas. A planta pode emitir novas raizes e ha a reducdo do crescimento da
planta e murcha nas horas mais quentes do dia

A doenca da mancha de aternaria, causada pelo fungo Alternaria alternata
gue afetam as folhas até estas amadurecerem. Os sintomas sdo observados 48 horas
apos a infeccdo, formando pequenas manchas escuras, rodeadas por um halo
amarelado. Podem se expandir, ocupando grandes éreas da superficie foliar e atingir
as nervuras. Nos ramos, os sintomas s&o semel hantes aos observados em folhas, com
lesbes de 1 a 10 mm de didmetro.

A mancha bacteriana € causada pela bactéria Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria e ocasiona prejuizos na producdo de aface. Os sintomas iniciais sdo
observados nas bordas das folhas mais velhas como manchas irregulares de coloragéo
marron. O aumento da severidade provoca necrose total das folhas, que por sua vez

secam, afetando a produtividade e aceitabilidade pelo consumidor.
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O virus do mosaico da alface ou ferrugem é causado por um potyvirus, que é
totalmente inofensivo para o consumidor, mas torna a planta néo comercializavel por
causar defeitos e alteragOes na cor das folhas, tornando-as marrons nas suas partes
inferiores. O que pode causar uma perda de 100% da producdo devido aos sintomas
serem observados apenas ha colheita.

Ha ainda a doenca chamada nematGide-das-galhas, causada pelo nematoide
Meloidogyne sp., que tem se tornado um dos principais problemas enfrentados no cultivo
da dface, sendo responsaveis por importantes perdas, uma vez que reduzem a
guantidade e a qualidade do produto colhido. Cultivares de aface quando atacadas
pelos nematdides apresentam debilidade intensa da planta, ocasionando uma densa
formacdo de galhas no sistema radicular. As galhas obstruem a absorcdo de &gua e
nutrientes do solo, resultando em plantas amareladas, com cabeca de tamanho
reduzido, pequeno volume foliar e sem valor para 0 consumo in natura.

As principais pragas que atacam a plantacdo de alface sdo: pulgdes ou afidios que
tem dupla importancia na cultura: que se alimentam das folhas e das raizes e causam
danos diretos sugando a seiva, injetando toxinas, e até provocando o desenvolvimento
da fumagina, causando perdas, tanto quantitativas, como qualitativas, ou como
vetores de virus, especialmente o virus do mosaico da aface, lagarta minadora e
lagarta tesourinha, mosca-branca, cochonilha, paguinhas, grilo, lesmas, caraciis,
tatuzinhos, tripes do fumo e besouro preto e tanto podem se alimentar da planta como
serem transmissoras de doencas ao se alimentarem de uma planta doente e apos de uma

saudavel.

1.3. Método de transformacéo genética mediado por Agrobacterim tumefaciens

A gaha-da-coroa (do inglés crown-gall) é uma doenca de plantas conhecida
na Europa desde a Antiglidade, manifestando principamente em plantas de
propagacdo vegetativa. Essa doenga traduz-se pela formagdo de uma galha na coroa
(juncdo entre o tronco e araiz) ou diretamente nas raizes da planta infectada. Sabe-se,
ha mais de um século, que o agente etiologico causador da galha-da-coroa é uma
bactéria tipicamente do solo, a Agrobacterium tumefaciens (Cavara, 1897; Smith &
Townsend, 1907).

Ao contrério das células sadias, os tecidos da galha-da-coroa, quando isolados

da planta e cultivados in vitro, sdo capazes de crescer indefinidamente em meio de
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cultura, sem o acréscimo de reguladores de crescimento (Braun, 1958; White &
Braun, 1941). Essa particularidade despertou o interesse de cientistas que trabalham
nos mais diferentes campos da pesquisa, pois, até entdo, pensava-se que a proliferacdo
do tecido das galhas vegetais seria induzida somente por um estimulo externo, de
natureza quimica ou mecanica. Os pesquisadores inicidmente associaram 0
desenvolvimento dessas galhas ao cancer animal, o que estimulou numerosas
pesquisas para 0 entendimento das causas dessa doenca (Fernandes & Martins, 1985;
Hooykaas & Schilperoort, 1992). Esses estudos concluiram que o surgimento da galha
é, na redlidade, o resultado de um processo natural de transferéncia de genes da
bactéria para a célula vegetal, que passam a sintetizar substancias que estimulam a
divisdo celular no sitio de infeccéo.

Os conhecimentos gerados desde entdo levaram a um entendimento
aprofundado do parasitismo Agrobacterium-planta, sendo considerado atual mente um
sistema modelo para estudos das interacbes patdégeno-hospedeiro, do transporte
intercelular de macromoléculas e do direcionamento de proteinas para o nicleo. Nos
ultimos anos, 0 mecanismo de transferéncia de informagdo genética destas bactérias
para as plantas tem propiciado 0 uso de Agrobacterium como vetor natural de
transferéncia de genes e permitido a obtencdo de um grande nimero de plantas

geneticamente modificadas.

1.3.1. O género Agrobacterium

As agrobactérias (Agrobacterium spp.) sdo bactérias tipicamente do solo, do
tipo bacilo Gram negativo e aerdbico, porém, alguns isolados conseguem sobreviver
sob condicdes reduzidas de oxigénio quando se encontram nos tecidos vegetais. Suas
células apresentam um tamanho de 0,6 a 1,0 x 1,5 a 30 nm, ocorrem isoladas ou aos
pares e ndo formam esporos. As agrobactérias s8o moveis na rizosfera gragas a dois
flagelos polares e de dois a quatro filamentos laterais que permitem sua
movimentacdo a 60 pm/segundo, aproximadamente. A temperatura de crescimento
destas bactérias esta na faixa de 25 a 28°C, com colOnias geramente convexas,
circulares, lisas, apigmentadas ou de cor creme (Holt et al., 1994).

Agrobacterium tumefaciens € considerada a espécie-tipo do género

Agrobacterium e foi descrita pela primeira vez por Smith e Townsend (1907), como
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Bacillus tumefaciens. Posteriormente, 0 género Agrobacterium foi proposto por Conn
e enquadrado na familia Rhizobiaceae que agrupa, entre outros, 0s géneros
Rhizobium, Bradyrhizobium, Phyllobacterium e Azorhizobium que sdo bactérias
fixadoras de nitrogénio (Holt et al., 1994; Kersters & De Ley, 1984). No género
Agrobacterium (do grego agros = campo e bakterion = bastonete) estdo descritas,
além de Agrobacterium tumefaciens, que causa a doenca conhecida como galha-da-
coroa (crown-gall), outras quatro espécies, que diferem entre si pela sintomatologia e
especificidade de hospedeiro: (1) A. rhizogenes (Riker) Conn. que provoca a sindrome
daraiz em cabeleira (do inglés hairy root); (2) A. rubi (Hildebrand) Starr e Weiss que
induz tumores em Rubus spp.; (3) A. vitis Ophel e Kerr que induz tumores em Vitis
spp. e (4) A. radiobacter (Beijgerinck e van Delden) Conn., que sdo bactérias

saprofitas, ndo-patogénicas.

1.3.2. Ocorréncia da doenca

As agrobactérias encontram-se distribuidas em todo mundo, em solos
cultivados ou n&o e na rizosfera das plantas contaminadas onde s&o encontradas nas
galhas, raizes ou no solo adjacente. As agrobactérias patogénicas ocorrem com maior
frequéncia em regides de clima frio. Esta preferéncia deve estar ligada a sensibilidade
das mesmas a atas temperaturas e a sensibilidade térmica do processo de infecgdo
(Lippincott et al., 1981).

Mais de 600 espécies vegetais sdo susceptiveis ainfeccdo por A. tumefaciens e
A. rhizogenes, pertencendo, a maioria delas, a classe das Angiospermas dicotileddneas
(>60%) e Gymnospermas e, mais raramente, as Angiospermas monocotiledéneas (De
Cleene & De Ley, 1976; Escobar & Dandekar, 2003). Na Europa, a doenca €
conhecida desde a antigiiidade, quando foi primeiramente observada por Aristoteles e
por seu estudante Teofrasto em videiras. Embora sua incidéncia segja baixa, a galha
da-coroa pode tomar proporcdes devastadoras em certas culturas, principalmente em
paises temperados, conduzindo a altas perdas da producdo, em particular para
agumas espécies ornamentais, frutiferas e florestais, que sdo0 propagadas
vegetativamente.

No Brasil, os primeiros relatos sobre doengas causadas por espécies de
Agrobacterium surgiram na década de 30 em pessegueiro e, posteriormente a galha-

da-coroa foi relatada em varias outras espécies como castanheira, videira, ameixeira,
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alface, chuchu, mandioca, entre outras (Barros et a., 2004; Beriam et a., 1996;
Gomes et a., 1998). Em Minas Gerais, a galha da roseira surgiu primeiramente em
algumas propriedades e, posteriormente, as praticas agrondmicas adotadas para esta
cultura, como a propagacdo vegetativa e enxertia, contribuiram para uma répida
disseminacdo do patdégeno (Romeiro, 1995).

Além de plantas, Agrobacterium pode transformar, em condi¢cbes de
laboratério, uma vasta gama de organismos eucariéticos, incluindo fungos
filamentosos, levedura, cogumelos cultivados, ourico-do-mar e células humanas
(Bulgakov et al., 2006; Lacroix et a., 2006b). Essas descobertas abriram a
possibilidade de utilizagdo de Agrobacterium como um vetor universal de
transformacdo genética e pode ser explorado como uma nova ferramenta

biotecnol 6gica para a engenharia genética de todos os organi Smos eucari6ticos.

1.3.3. Biologia do processo infeccioso

No inicio do processo de infeccdo de uma planta por Agrobacterium, ocorre o
reconhecimento e a penetracdo da bactéria no tecido vegetal lesado em decorréncia de
ferimentos superficiais causados por insetos, geadas ou tratos culturais. As bactérias
sd0 atraidas em direcéo ao tecido vegetal por quimiotactismo positivo em relacéo as
moléculas-sinal (compostos fendlicos, monossacarideos, aminoacidos e prétons), que
sd0 exsudadas pelas células presentes no loca da lesdo, como uma resposta
inespecifica de defesa (Tzfira & Citovsky, 2000). A liberacdo de ions H* (prétons)
nos espagos intercelulares culmina com o abaixamento do pH no loca do ferimento,

condicdo que favorece o processo infeccioso (fig. 5).
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Fig. 5 — Esguema do processo infeccioso, mostrando todos os passos da transferéncia do DNA da
bactéria para a planta hospedeira (Brasileiro & Aragéo, 2009).

Uma vez em contato com as células vegetais, as bactérias sintetizam
microfilamentos de celulose que estabilizam a ligagdo inicial, propiciando uma
melhor fixagdo entre a bactéria e a célula hospedeira (Matthysse et a., 2000).

Os filamentos de celulose formados permitem a formacéo de agregados de
células bacterianas em volta das células vegetais proximas ao tecido ferido. Acredita-
se que existam receptores especificos para Agrobacterium na superficie da célula da
planta, pois um nimero finito de agrobactérias é capaz de se ligar a estas células
(Gelvin, 2000; Matthysse & McMahan, 1998). Recentemente, foi demonstrado que a
infeccdo por Agrobacterium ativa a expressao de varios genes de defesa da planta
durante os estégios iniciais do processo infeccioso (Dafny-Yelin et a., 2008). Essas

proteinas de defesa sdo utilizadas pela bactéria para auxiliar no seu processo de
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transformagdo genética, um exemplo de desvio do sistema bioldgico de defesa vegetal
a seu favor. Quando ndo mais necessarios, Nos estagios mais avancados da infeccdo
(formacdo do tumor), esses genes de defesa terdo sua expresséo reprimida pela
bactéria.

Com a ligagdo bactéria-planta estabilizada, as moléculas-sinal sintetizadas
pela planta ativam a expressdo de genes de viruléncia que estéo localizados em um
plasmidio de alto peso molecular (200 a 800 kb), conhecido como plasmidio Ti (do
inglés tumor-inducing). Em determinadas linhagens, o plasmidio Ti pode representar
50% do genoma (Allardet-Servent et al., 1993). Este plasmidio esta presente somente
em linhagens patogénicas de Agrobacterium, em um baixo nimero de copias, e pode
ser transferido via conjugacdo, para outras bactérias (van Larebeke et a., 1974;
Watson et al., 1975).

Duas importantes regides funcionais no plasmidio Ti envolvidas diretamente
no processo de indugdo tumoral foram identificadas: a regi&o-T, que corresponde ao
segmento de DNA transferido para a célula vegetal e a regido de viruléncia ou regido
vir, que contem genes que codificam enzimas responsaveis pela excisdo e
transferénciadaregido-T (Stachel & Nester, 1986; van Larebeke et al., 1974).

O plasmidio Ti possui também outras trés regides funcionais que ndo estéo
diretamente envolvidas com o processo de inducdo tumoral. Estas regifes sao
conhecidas como: (1) regido de transferéncia conjugativa (loci tra e trb), responsavel
pela transferéncia conjugativa do plasmidio Ti entre linhagens de Agrobacterium spp.
ou para outras bactérias Gram-negativas, (2) regido de absor¢éo e catabolismo de
opinas (regido opc), envolvida na sintese de mais de 40 enzimas especificas
responsaveis pela absor¢éo das opinas para dentro da célula e posterior catabolismo
das mesmas pela bactéria, e (3) regido de replicaco (regido rep), que € necessaria
para a replicacdo e funcbes ligadas & manutencdo e estabilidade do plasmidio Ti
dentro da bactéria, controle do nimero de cdpias durante a divisdo celular e
incompatibilidade entre bactérias. A maioria dessas regides é conservada entre os
diferentes tipos de plasmidio Ti, principal mente aguelas pertencentes a mesma classe
de opina.

A regido vir, que é atvada pelas moléculas-sina durante a ligagdo
Agrobacterium-hospedeiro, € formada por um conjunto de seis ou mais operons
(conhecido como regulon vir), contendo 34 genes conhecidos. Os operons da regido
vir s8o co-regulados por duas proteinas da prépria regido vir, VirA e VirG, que sdo
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induzidas, de maneira coordenada, em resposta as moléculas-sinal (estimulos
quimicos), isto &, apds o reconhecimento extracelular, o sinal quimico é convertido
em umarepostaintracelular (McCullen & Binns, 2006).

No sistema conhecido como two-component regulatory system ao qua
pertencem as duas proteinas, a proteina VirA funciona como uma proteina sensora,
enquanto a proteina VirG age como um ativador transcricional. Liga-se a regides
promotoras dos operons vir, iniciando assim o processo de transferéncia da regi&o-T
(Hooykaas & Beijersbergen, 1994; Winans et al., 1994). Na presenca das moléculas-
sinal, aproteina VirA, uma histidina quinase presente na membrana da bactéria, vai se
autofosforilar e, subseqlientemente transfosforilar a proteina VirG, localizada no
citoplasma bacteriano. Uma vez fosforilada, a proteina VirG passa de sua forma
inativa para uma forma ativa, ativando a sua propria transcricdo e a dos demais
operons vir (Hooykaas & Beijersbergen, 1994; Winans et al., 1994). Esta proteina
interage com aregido vir box, uma seqiiéncia especifica e altamente conservada de 12
pb, presente naregido promotora de cada operon vir, permitindo uma regulacéo e uma
expressao coordenada desses genes (Jin et al., 1990). Uma vez que todos os genes da
regido vir forem ativados, inicia-se 0 processo de transferéncia da regido-T para a
célulavegetal.

A regido-T € definida e delimitada por duas sequéncias repetidas de 23 pb,
conhecidas como extremidades direita e esquerda. O processo de reconhecimento,
clivagem e transferéncia da regido-T inicia-se gragas a atividade do operon virD e
virC que reconhecem e clivam dentro desses 23 pb que delimitam aregi&o-T.

Ao que tudo indica, VirD1 reconhece as extremidades da regido-T e converte o
DNA para a forma relaxada, através de sua atividade topoisomerase, expondo as
sequéncias especificas de clivagem para a proteina VirD2, uma proteina com
atividade endonucleasica, que tembém reconhece de forma especifica os 23 pb de
cada extremidade daregido-T (Yanofsky et a., 1986).

Apo6s a clivagem, a proteina VirD2 mantem-se covaentemente ligada a
extremidade 5 da regido-T (Herrera-Estrella et a., 1988; Pansegrau et al., 1993),
enquanto uma segunda clivagem ocorre na extremidade 3 esquerda, levando a
liberacBo da fita inferior da regido-T. Enquanto isso, uma cdpia da mesma €&
sintetizada a partir da extremidade direitanadirecéo 5® 3, utilizando afitade DNA

superior daregido-T como molde, mantendo assim afita superior em forma duplex. A
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sintese da fita inferior continua até atingir o sitio de clivagem da extremidade 3’
esquerda. A molécula de DNA linear, fita simples, gerada a partir do deslocamento da
fita inferior da regido-T foi denominada de fita-T. Desta forma, o deslocamento da
fitaT ocorre na diregdo 5® 3’ da inferior da regido-T, iniciando na extremidade
direita e terminando na extremidade esquerda, indicando a existéncia de polaridade no
processamento dafita-T (Zambryski et al., 1989).

As proteinas VirCl e VirC2, codificadas pelo operon VirC, ligam-se a uma
sequéncia conservada localizada proxima a extremidade direita, denominada
overdrive (ou regido ode). Acredita-se que esta ligacdo favoreca a correta orientacéo
do complexo protéico VirD1/VirD2 para o reconhecimento dos sitios de clivagem,
aumentando desta forma a eficiéncia no processo de clivagem e transferénciada fita-T
(Toro et al., 1989).

Apébs sua formacdo, a fitaT deixa a célula bacteriana, penetra na célula
vegetal, atravessa a membrana interna bacteriana, seu periplasma e a membrana
externa bacteriana e se integra a0 DNA nuclear da planta. Supde-se que a fita-T é
transportada da bactéria para a célula vegetal, como um complexo nucleoprotéico,
conhecido como complexo-T imaturo e formado pelafita-T protegida na extremidade
5 pelaVirD2 (Citovsky et al., 1989).

O transporte do complexo-T da agrobactéria para o citoplasma da célula
vegetal indica a necessidade de se formar uma estrutura funcionalmente similar a um
pilus, ou poro celular, e ocorreria através da interacdo das proteinas do operon virB
com o complexo-T (Ward et al., 1988; Zupan et al., 1998). O operon virB contém 11
genes, sendo que a maioria das proteinas VirB esta localizada nas membranas interna
e externa da bactéria e esta diretamente ligada a formacdo do canal VirB ou ao
fornecimento de energia (atividade ATPase) necess&ria para a formagdo do canal
VirB e para o processo de exportagdo das moléculas (Cascaes & Christie, 2004;
McCullen & Binns, 2006).

A proteina VirD4, uma proteina ancorada na membrana interna da bactéria,
seria 0 produto que intermediaria a ligagcdo do complexo-T ao canal VirB, auxiliando
na translocacao entre a bactéria e a célula hospedeira. O complexo protéico formado
por VirB e VirD4, associado as membranas da bactéria, vai permitir a translocacdo do
complexo-T imaturo para o citoplasma da célula vegetal através de um sistema
secretério do tipo IV (T4SS) (Christie, 2004). As proteinas VirB2, VirB5 e,
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provavelmente, VirB7 formam o pilusT, que é um filamento extracelular que
intermedeia a ligacdo do canal VirB/VirD4 a parede (ou membrana) da célula vegetal
(McCullen & Binns, 2006).

Sabe-se que, uma vez no citoplasma, a maturacdo do complexo-T é finalizada
por sua associagdo com proteinas efetoras exportadas pela bactéria, em particular com
VirE2 (Gelvin, 2003). A proteina VirE2 é uma Sngle Srand Binding Protein e liga-
se covalentemente e de maneira ndo-especifica a fitaT (Christie et ., 1988; Gietl et
al., 1987). Por ocorrer com certa abundancia e apresentar alta afinidade por DNA fita
simples é sugerido que aligacdo da proteina VirE2 afitainferior do T-DNA, além de
evitar o dobramento da mesma, poderia protegé-la da degradacdo de nucleases
durante seu transporte através dos poros nucleares (Citovsky et a., 1989).

Uma vez superada a membrana da agrobactéria, a segunda etapa da
transferéncia do complexo-T é atravessar os espacos intercelulares, parede celular e a
membrana plasmatica vegetal até o nucleoplasma. Provavelmente existam receptores
na membrana celular vegetal que possam auxiliar na entrada do complexo-T no
citoplasma da célula vegetal, que é feito de forma ativa (Citovsky & Zambryski,
1993; Howard et a., 1992). Esta ativacdo € mediada por uma seqiéncia-sina de
localizac&o nuclear, presente na propria molécula a ser transportada ou em moléculas
associadas a ela. Como a fita-T néo possui sinais de direcionamento, sua importacéo
para 0 nucleo da célula vegeta € provavelmente mediada pelas proteinas da
agrobactéria que a acompanham, as proteinas VirD2 e VirE2 (Ziemienowicz et al.,
2001).

Dentro do citoplasma, o complexo-T percorre um caminho para atingir o niicleo
da célula hospedeira. A densa estrutura do citoplasma, composta por microtubulos
encruzilhados, actina e rede de filamentos intermediérios, impede a difusdo Brownian
de macromoléculas, indicando um mecanismo ativo de transporte intracelular do
complexo-T (Tzfira, 2006). O grande tamanho do complexo-T (estimado em 50 kD) e
sua estrutura solenoidal reforcam a hipétese do envolvimento de proteinas motoras
associadas aos microtubul os durante seu transporte intra-citoplasmético (Abu-Arish et
al., 2004; Suh et al., 2003).

A Ultima etapa no processo de importacdo e transferéncia da fita=T culmina
com sua integracdo no genoma nuclear da célula hospedeira. Entretanto, os
mecanismos moleculares envolvidos nas etapas de passagem pela membrana nuclear,

transporte intranuclear e de direcionamento para a cromatina ainda sdo poucos
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conhecidos. O diametro do complexo-T (15 nm) excede o tamanho limite do
complexo do poro nuclear (Nuclear Pore Complex — NPC) de 9 nm, indicando que o
complexo-T entra no ndcleo por um mecanismo ativo, mediado pela maquinaria de
importacdo nuclear da célula hospedeira envolvendo também as proteinas VirD2,
VirE2 e VirE3 (Citovsky et a., 2006).

Enquanto muitas proteinas de Agrobacterium envolvidas no processo de
transferéncia do complexo-T ja foram caracterizadas, pouco € conhecido sobre 0s
fatores celulares vegetais que participam deste processo. Proteinas vegetais
pertencentes as familias das carioferinas, das cicloferinas, as importinas e as proteinas
VIP (VirE-interacting protein) podem atuar como mediadoras do transporte e
protetoras do transporte do complexo-T (Gelvin, 2003).

A fitaT ndo codifica nenhuma proteina requerida para sua integracéo,
diferentemente de outros elementos méveis como transposons e retrovirus. Assim, a
integracdo da fitaT no genoma da planta pode ser mediada pelas proteinas VirD2 e
VirE2, em combinacdo com varios fatores e mecanismos moleculares da propria
célula hospedeira (Tzfira & Citovsky, 2000; Tzfira et al., 2004). Os fatores da planta
S0 necessarios para a complementacdo da molécula de fita-T para DNA dupla fita
(dsDNA), para a producéo de quebras no genoma do hospedeiro e para a ligacéo da
molécula do T-DNA nessas quebras.

Estudos realizados em plantas transgénicas de Arabidopsis indicam que 0s
sitios de integracdo da fitaT ocorrem geralmente dentro das regides
transcricionamente ativas do genoma e de descondensagdo da cromatina, ndo
havendo, entretanto, nessas regifdes, uma preferéncia por cromossomo ou sequéncia
(Lacroix et a., 2006a). A integracdo da fita-T geralmente ocorre em quebras da fita
dupla (double strand breaks — DSBs) no DNA do genoma eucariota por dois
caminhos:. via recombinagdo ilegitima ou ndo-homdloga (NHR) ou via recombinagéo
homdloga (HR) que necessita homologia entre o DNA integrante e o DNA-alvo. No
sistema NHR, o DNA integrante est4 geramente em forma de fita dupla e sua
integracdo envolve enzimas de juncdo de pontas ndo-homologas (nonhomologous
end-joining — NHEJ), enquanto que o sistema HR necessita de uma DNA integrante
gue esteja, pelo menos parcialmente, em forma de fita simples e, geramente, envolve
um mecanismo de reparo de lacuna de fita simples (single-strand gap repair — SSGR)
(Lacroix et a., 2006a).
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Uma vez transferida e integrada no genoma da célula vegetal, afitaT passa a
ser denominada T-DNA ou DNA transferido. Essa integracéo é estavel e o T-DNA é
transmitido para as células-filha ap6s a divisdo mitética e durante a meiose e a
singamia. Os genes presentes no T-DNA, embora apresentem origem procariota,
possuem sequéncias regulatérias que sdo reconhecidas pelo sistema eucarioto vegetal
e que permite sua expressdo apos a integragdo. Um grupo destes genes, também
conhecidos como oncogenes, codifica para a sintese de enzimas envolvidas na via de
biosintese de horménios vegetais (auxinas e citocininas), e também na regulacéo do
balango auxinal/citocinina. A expressdo destes genes causa um desequilibrio hormonal
nas células transformadas resultando na proliferacdo desordenada das mesmeas,
levando assim, a formacéo de tumores nos sitios infectados da planta (Andrade et al.,
2003; Zupan et a., 2000). Desta forma, a producdo endégena de horménios pelas
células transformadas explica porque esses tumores, uma vez isolados da planta, sdo
capazes de crescer indefinidamente em meio de cultura, mesmo na auséncia de
reguladores de crescimento (Hooykaas & Schilperoort, 1992).

Outros genes presentes na regido-T codificam enzimas envolvidas na via da
biosintese de opinas. As opinas produzidas nas células transformadas (tumor) séo
secretadas nas regides intercelulares do tumor e metabolizadas especificamente pela
linhagem de Agrobacterium indutora do tumor (Petit et a., 1983). Porém, como
somente a linhagem indutora € capaz de catabolizar essa opina como fonte de energia,
carbono e nitrogénio, as células transformadas pelo T-DNA continuam dividindo-se
incontroladamente devido a producdo de citocininas e auxinas e quanto mais elas se
dividem, mais elas produzem opinas que vao sendo utilizadas pela bactéria. Criando
desta forma um nicho favoravel para o seu desenvolvimento (Dessaux et al., 1993).

O sistema de infeccdo de plantas pelas agrobactérias representa, assim, uma
situagcdo Unica na natureza: a transferéncia de um elemento genético, o T-DNA, de
um organismo procariota para um organismo eucariota superior, com sua subsequente
integracdo e expressdo no genoma hospedeiro. A demonstragéo de que a causa da
proliferacéo celular da galha é a transferéncia de informac&o genética da bactéria para
acéulavegeta (Chilton et a., 1977) foi o ponto de partida para pesguisas intensivas
visando a utilizac8o desse sistema natural de transferéncia de genes para a obtencéo

de plantas transgénicas (Zambryski, 1992).



1.3.4. Agrobacterium como vetor de transformacao de plantas

O conhecimento dos mecanismos moleculares e celulares envolvidos no
processo de infeccdo de uma planta hospedeira por Agrobacterium permitiu a
utilizacdo desta bactéria como vetor natural de transformacéo genética de plantas. O
ponto de partida para pesquisas intensivas nesta area foi a demonstragdo de que
nenhum gene presente na regido-T, exceto os 23 pb de suas extremidades, €
necessario ao processo de transferéncia e integracdo da fitaT no genoma da planta
infectada (Hoekema et a., 1983; Zambryski et al., 1983). Assim, 0s genes presentes
na regido-T podem ser eliminados e substituidos por genes de interesse, com sinais
para expressao e regulacdo em plantas, sem que isto afete o processo de transferéncia.

Além das extremidades da regido-T, a regido vir do plasmidio Ti é
fundamental para o processo de transferéncia. Entretanto, a remocédo dos oncogenes
do T-DNA se faz necesséaria, pois a expressdo destes genes interfere no balango
hormonal de auxinas e citocininas nas células transformadas induzindo sua
multiplicacdo descontrolada. Por este motivo, as células transformadas pelo T-DNA
selvagem ndo sdo capazes de regenerar plantas normais. Uma linhagem de
Agrobacterium, cujo oncogenes foram removidos do seu plasmidio Ti, € denominada
“linhagem desarmada’, pois ndo € mais capaz de induzir a formagdo de galhas em
plantas.

Conclui-se entdo, que o desenvolvimento de vetores baseados no sistema
Agrobacterium requer que as extremidades, direita e esquerda, da regido-T sgam
conservadas, mantendo também intacta a regido vir, € que 0s oncogenes sgam
removidos. Desta maneira, qualquer outra nova sequéncia de DNA, inserida entre as
extremidades da regido-T, pode ser transferida e integrada no genoma vegetal, sem
afetar aregeneracdo da célulatransformada em uma planta.

ApGs a obtencdo de uma linhagem desarmada de Agrobacterium, a préxima
etapa € a clonagem na regido-T do gene a ser transferido para a planta. Entretanto, o
grande tamanho do plasmidio Ti (aproximadamente 200 kb) dificulta sua
manipulacdo. Assim, o sistema binario foi desenvolvido, onde os genes presentes na
regido vir do plasmidio Ti funcionam in trans para processar e transferir a regido-T
(Hoekema et al., 1983). A regido-T, contendo 0s genes de interesse entre suas
extremidades, deverd estar clonada em pequenos plasmidios (de 10 a 30 kb),

denominados vetores bin&rios. Estes vetores sd0 capazes de se replicar
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autonomamente tanto em Escherichia coli como em Agrobacterium (Brasileiro &
Carneiro, 1998).

1.3.5. Sistema de transfor macgéao

A partir do desenvolvimento de vetores binarios e sua introducdo em
linhagens desarmadas de Agrobacterium, foi possivel a transferéncia de genes
exogenos para plantas, utilizando esta bactéria como vetor natural de transformacéo.
Os primeiros estudos de transformacéo genética de plantas envolveram a inoculagcéo
de tecidos de fumo (Nicotiana tabacum) com linhagens engenheiradas de
Agrobacterium (Herrera-Estrella et al., 1983; Zambryski et al., 1983). A partir de
entdo, o sistema de transformagdo via Agrobacterium vem sendo utilizado para
transformar um grande nimero de plantas. A alta eficiéncia de transformagéo, o baixo
custo operacional, assim como a simplicidade dos protocolos de transformagéo e de
selecdo sd0 as principais razbes para a universdidade do uso do sistema
Agrobacterium (Brasileiro & Lacorte, 2000; Tzfira & Citovsky, 2006).

Atualmente diferentes caracteristicas de interesse socio-econémico ja foram
introduzidas em diferentes espécies vegetais por transformacdo genética,
principalmente através do sistema Agrobacterium e do método biobalistico
(Brasileiro, 2001; Brasileiro & Cangado, 2000; Guimardes et a., 2003). Essas
caracteristicas visam principalmente o melhoramento do desempenho em campo das
plantas cultivadas, através da resisténcia a estresses bidticos e abidticos.
Caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento da planta e a qualidade do produto
também podem ser modificadas em plantas transgénicas. A tendéncia é que cada vez
um maior nUmero de caracteristicas possa ser manipulado via engenharia genética,
aumentando a gama de produtos a serem disponibilizados para o agricultor e o
consumidor. Em um futuro breve, as plantas transgénicas desempenhardo também o
papel de biofébricas, desenvolvidas para a producéo de produtos de interesse para as
industrias de medicamentos, de alimentos e de racoes.

Além de todas as implicagOes para a agricultura e outros setores da economia,
as plantas transgéni cas constituem também um excel ente sistema para estudos bésicos
em diferentes campos da biologia, como fisiologia, genética, botanica, biologia
molecular e celular.
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1.4. Método de transformacgao genética mediado pelo processo biobalistico

O processo biobalistico (do inglés biolistic), foi desenvolvido inicialmente por
J. Sanford, N. Allen, T. Klein e E. Wolf da Cornell University (USA) (Sanford, 2000;
Sanford et al., 1987; Sanford et al., 1993) e € também conhecido por aceleracéo ou
bombardeamento de particulas. Foi desenvolvido como uma aternativa para a
introducéo direta de materia genético no genoma nuclear de plantas superiores.
Desde entdo, sua universalidade de aplicagOes tem sido avaliada, demonstrando ser
um processo efetivo e simples para a introdugdo e expressao de genes em bactérias,
protozoarios, fungos, algas, insetos, tecidos vegetais e animais e organelas isoladas,
como cloroplastos e mitocondria (Aragéo et al., 1992; Aragéo et al., 1993; Bailey et
al., 1993; Barreto et al., 1997; Bogo et al., 1996; Boynton et al., 1988; Daniell et al.,
1991; Harrier & Millam, 2001; Johnston et al., 1988; Klein & Fitzpatrick-Mcelligott,
1993; Rech et d., 1996; Sanford, 2000; Sanford et al., 1993; Vainstein et al., 1994).

O método consiste na aceleracéo de particulas com 0,2 a 3 nm de diametro,
gue atravessam de forma ndo leta a parede celular e a membrana plasmética
carreando substancias adsorvidas para o interior da célula (Klein et a., 1987; Sanford,
1988). O processo biobalistico tem sido mais empregado para introduzir moléculas de
DNA, no citoplasma, nucleo e cloroplasto, embora moléculas de RNA e proteinas
possam ser carreadas. Varias modificagbes tém sido readlizadas, aumentando a
eficiéncia e possibilitando a obtencdo de plantas transgénicas de diversas espécies,
gue até entdo ndo haviam sido transformadas com o0 uso de outras metodologias
(Aragdo et al., 1996; Aragdo et al., 2000; Birch & Franks, 1991; Christou, 1995;
Luthraet al., 1997; Rech et al., 2008).

Nos casos em que 0s sistemas de transformag&o mediados por Agrobacterium
ndo podem ser utilizados, devido aos sistemas de cultura de tecidos existentes, a
técnica de biobalistica deve ser empregada, uma vez que pode transformar diferentes
tipos de tecidos e células. Além disso, € uma técnica rdpida, que envolve menos
manipulacdo das células em cultura, quando comparados com outros métodos. Varios
tipos de explantes e células podem ser utilizados para a transformacdo por
biobalistica, tais como folhas, calos e caule.

A biobalistica pode também ser utilizada juntamente com a inoculagdo com

Agrobacterium, em tecidos bombardeados cujos microferimentos ampliam a area de
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infeccdo, aumentando a eficiéncia de transformacdo (Bidney et al., 1992; Brasileiro et
al., 1996). Neste caso, o tecido pode ser bombardeado com particulas nuas e depois
submetido a uma co-cultura com Agrobacterium, ou as bactérias podem ser
previamente misturadas as particul as que sdo entdo bombardeadas.

Outra aplicagdo da técnica de biobalistica é no estudo da expressdo génica
transiente. Uma sequiéncia de DNA introduzida em uma célula pode vir a ser
transcrita, mesmo sem ser integrada ao genoma. A maior expressao génica transiente
€ observada de 24 a 72 horas ap0s a transferéncia, ndo sendo praticamente detectada
apOs uma semana. A andlise da expressdo transiente foi e ainda é bastante utilizada
para otimizacdo dos parémetros envolvidos no processo de bombardeamento. No
entanto, tem sido mais utilizada em estudos de regulacéo génica e para a avaliacéo de
promotores (sequéncias regul atorias). Nestes casos, genes quimeéricos sdo construidos,
como as sequéncias regulatorias ligadas a genes marcadores (principalmente gus e
ofp), e as construgdes sdo utilizadas para o bombardeamento de tipos celulares
especificos. Para esse tipo de estudo a biobalistica apresenta vantagens sobre as
técnicas que utilizam protoplastos (eletroporacdo ou transformacdo mediada por
PEG), uma vez que os tipos celulares sdo transformados sem necessidade de
manipulagdes mais sofisticadas in vitro. A expressdo génica pode ser analisada em
células intactas e tecidos organizados, 0 que € essencial para o estudo de promotores

tecido-especificos e atécnica é simples e mais rapida.

1.4.1. Ossistemas

Foram desenvolvidos e construidos diferentes sistemas capazes de acelerar
microparticulas cobertas com &cidos nucléicos, a velocidades superiores a 1.500
km/h. Todos estes sistemas baseiam-se na geragdo de uma onda de chogque com
energia suficiente para deslocar uma membrana carreadora contendo as
microparticulas cobertas com DNA (Rech et d., 1996; Rech et a., 2008) (fig. 6- A e
B), outros sistemas nédo exigem a utilizagdo de uma menbrana carreadora (Aragéo et
al., 1995; Finer et a., 1992; Sautter et al., 1991; Takeuchi et a., 1992; Vain et a.,
1993) (fig. 6 - CeD).

A onda de choque pode ser gerada através de uma explosdo quimica de
polvora seca (Sanford et al., 1987), por uma descarga de hélio a alta presséo (Aragao
et al., 1996; Aragdo et al., 2000; Sanford et al., 1991), por uma descarga de ar
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comprimido (Morikawa et a., 1989), pela vaporizagdo de uma gota de &gua através
da descarga €l étrica com alta voltagem e baixa capacitancia (Christou, 1993; McCabe
& Christou, 1993; McCabe et a., 1988) ou baixa voltagem a alta capacitancia
(Aragdo et al., 1992; Aragdo et a., 1993; Rech et al., 1991). Os sistemas que utilizam
alta pressdo de gés hélio e descarga elétrica tém demonstrado possuirem um amplo
espectro de utilizagcdo e serem mais eficientes para a obtencdo de altas fregliéncias de

transformagéo.
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Fig. 6 — Esguema bésico dos principais sistemas biobalisticos para transformagéo genética de plantas.
Nestes sistemas temos em comum que (1) as microparticulas (em geral de ouro ou tungsténio) sdo
recobertas com o DNA contendo os genes a serem inseridos. As particulas sdo aceleradas a altas
velocidades (2) e penetram nas células vegetais de forma ndo destrutiva (3). Os sistemas diferem
basicamente na geracdo de energia para movimentar as particulas e no suporte em que elas sdo
depositadas que pode ser (A) gas hélio com alta pressdo com as particulas depositadas sobre um
suporte pléstico (membrana carreadora de kapton ou mylar), (B) descarga elétrica para vaporizagéo de
uma gota de &gua com as particulas depositadas sobre um suporte pléstico, (C) gas hélio com baixa
pressdo e as particulas presas por capilaridade (em suspensdo em um meio liquido) sobre uma tela de
metal (PIG), (D) gas hélio com baixa pressdo e as particulas secas depositadas no interior de um tubo
fino de plastico. Nos sistemas A e B a membrana carreadora fica retida em uma tela, pela qua as
particulas atravessam em diregdo as células-alvo (Aragdo & Brasileiro, 2009).

Os equipamentos desenvolvidos originalmente possuem uma camara selada
com vacuo parcia, o que limita muito sua utilizacdo em amostras grandes ou pouco
resistentes a danos provocados pela exposi¢do ao vacuo. Assim, foram desenvolvidos
equipamentos mais sofisticados que ndo requerem camaras de véacuo e podem ser
utilizados in vivo, em amostras grandes e em condicdes de campo (Rech et al., 1996;
Rinberg et a., 2005; Roizenblatt et al., 2006; Shefi et a., 2006). Equipamentos
manuais (hand-held gene guns) tém sido utilizados com sucesso para transfectar

diversos tipos celulares e organismos, como bactérias e levedura, e especialmente
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para introduzir genes em plantas e animais no campo ou casa de vegetagcdo, e para
inoculacdo de virus em plantas (Burkhalter & Bernardo, 1989; Grutzendler et al.,
2003; O'Brien & Lummis, 2004; Rech et a., 1996; Sambrook & Russell, 2006).

1.4.2. Asmicroparticulas

Microparticulas de distintas naturezas podem ser empregadas como
carreadoras de DNA, desde que ndo degradem ou causem quebras em é&cidos
nucléicos, tenham ata densidade, tamanho e formato adequados. No inicio do
desenvolvimento da tecnologia biobalistica foram testadas microparticulas de vérios
materiais, tais como metais com alta densidade como platina e iridio, aém de vidro,
silica e outras, resultando em baixa frequéncia de transformagéo genética (Sanford et
al., 1993). Recentemente a prata tem sido utilizada em uma técnica chamada de
diolistica (Roizenblatt et al., 2006). Atualmente, os microprojéteis mais empregados
como microcarreadores tém sido particulas de tungsténio ou ouro. As de tungsténio
tém formato irregular e tamanho entre 0,2 e 3,0 um, sdo potencial mente toxicas para
alguns tipos de células (Armaleo et a., 1990; Russell et al., 1992) e sujeitas a
oxidacdo répida com consequente efeito negativo sobre 0 DNA, seu custo € bastante
reduzido. As de ouro sdo biologicamente inertes, de formato esférico e didmetro de
1,0 a 7,5 um, mais uniforme que as de tungsténio, tém um custo mais elevado.
Experimentos com células animais tém demonstrado que particulas de ouro maiores
s80 mais adequadas (Cheng & Joho, 1994; Rech et al., 1996). Células desidratadas de
Escherichia coli e Agrobacterium tumefaciens, funcionando como uma forma natural
de encapsulacdo de DNA, foram utilizadas com sucesso no lugar das microparticulas
cobertas de DNA, para a transferéncia de genes em suspensdo celular de fumo e milho
(Rasmussen et a., 1994).

O tipo apropriado de microparticulas varia em funcdo do tamanho das células
a serem transformadas. Como uma regra geral, as microparticulas devem possuir um
tamanho aproximado de 1/10 do tamanho da célula-alvo. Portanto, para células de
microrganismos (células bacterianas e esporos fungicos), microparticulas com
didmetro em torno de 0,2 um (M5, Sylvania) sdo mais apropriadas. Para células de
plantas, particulas com didametro em torno de 0,2 a 1,5 um (M10, Sylvania) sdo as
mais indicadas. Mazus et al. (2000) mostraram evidéncias de que particulas de

tungsténio podem interagir com plasmidios e gerar quebras na molécula de dsDNA
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gerando moléculas lineares. Particulas de ouro de 1 a 3 um, que ndo apresentam
toxidez sdo recomendadas para células animais, que apresentam maior tamanho e
também podem ser utilizadas para determinados tipos de células vegetais (Aragado et
al., 1993).

Diversas caracteristicas relativas as microparticulas influem na eficiéncia de
transformacdo, pela interacdo com o DNA ou com a célula. Dessa forma, estudos
visando avaliar o0 efeito de diferentes tamanhos, formatos, homogeneidade e tipo de
material das particulas podem contribuir para a otimizagdo do processo de
biobalistica. Recentemente microparticulas com formatos de rosca, em forma de tubos
e com cavidades tém sido desenvolvidas e podem ser bastante Gteis.

Diversos protocolos de precipitacdo de DNA sobre as particulas tém sido
descritos (Sanford et a., 1993). O método mais utilizado, desenvolvido inicia mente
por Klein et a. (1987), emprega cloreto de cacio e espermidina. As particulas com o
DNA adsorvido s&o lavadas e ressuspendidas em etanol absoluto, e distribuidas sobre
a membrana carreadora. O etanol evapora rapidamente e as particulas com o DNA
permanecem secas sobre 0 macrocarreador. Como o etanol absoluto e a espermidina
sd0 muito higroscopicos, as particulas com o DNA tendem a absorver umidade,
formando agregados. Estes agregados de microparticulas danificam as células quando
as atingem, resultando em baixa frequéncia de transformacéo. O experimento de
Smith et a. (1992) mostrou claramente que a umidade relativa do ar no momento da
deposicao das microparticulas na membrana é um fator muito importante. Esse fator e
tanto mais importante quanto menor for o didmetro das particulas utilizadas e menor
for a célula-alvo. DNA em excesso ou preparacdes impuras também causam a
aglomeracdo das particulas (Aragéo et al., 1993; Klein et al., 1988). Variagdes nas
metodol ogias de precipitagdo de DNA sobre as microparticulas, bem como protocol os
alternativos, podem diminuir os problemas associados aos métodos disponiveis,
principamente pela reducéo da formagdo de agregados, e na reprodutibilidade dos
experimentos.

1.4.3. Parametros fisicosimportantes

As microparticulas sdo rapidamente desaceleradas em consequiéncia do atrito
com o ar, devido a sua massa reduzida. Para que haja uma minimizagdo desse efeito

nos principais sistemas de biobalistica descritos (com exce¢do dos sistemas hand-
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held), a quantidade de ar na camara deve ser reduzida com auxilio de uma bomba de
vécuo. O vacuo deve ser mantido a uma pressao em torno de 710 mm de Hg. Véacuo
acima desse nivel ndo conduz a uma melhor freqiéncia de expressdo do gene
introduzido, provavelmente por causa da reducédo do vapor residua de agua da prépria
amostra biologica. Para certas aplicagdes o vacuo deve ser reduzido, como no caso do
bombardeamento de células animais em cultura e animais in vivo (Johnston et al.,
1991). Em aguns casos, gas hélio é injetado na camara de vacuo, de forma que
substitua 0 ar residual. A adicdo do gas hélio, de baixo peso molecular e baixa
densidade, aumenta a eficiéncia de transformagdo, provavelmente pela reducdo do
atrito e consequente diminuicdo da desaceleracdo. Esse fato tem sido observado
principamente em microrganismos, onde se utilizam microparticulas menores (0,2
pum). Em bactérias, o aumento da eficiéncia pode chegar a 6 vezes e, em leveduras, a
até 4 vezes (Sanford et a., 1993; Smith et al., 1992). No caso de plantas, onde se
empregam particulas até cinco vezes maiores (1,0 um), ainjegdo de hélio na cdmara
de bombardeamento néo apresenta efeito significativo na eficiéncia de transformagéo
(Sanford et al., 1993).

Outro parametro muito importante que deve ser otimizado para cada tipo
celular sdo as distancias entre as células-alvo e o ponto de origem das particulas ou da
fonte geradora de energia para mové-las. No caso dos equipamentos de gés hélio a
alta pressdo, deve-se otimizar a disténcia entre a membrana de ruptura e a membrana
carreadora de particulas (macrocarreador), a distancia entre a membrana carreadora
até a tela de retencéo e desta até o tecido-alvo. Isto é importante devido ao fato de
ondas de choque e acUstica se propagarem pelo interior do equipamento no momento
do disparo. Estas, necessarias para a aceleracdo do macrocarreador, podem causar
danos as células-alvo (Russell et al., 1992). A intensidade e forma dessas ondas
variam conforme as distancias entre a fonte geradora da onda de choque (membrana
de ruptura) e o macrocarreador, entre 0 macrocarreador e a tela de retencdo, e desta
até as células-alvo. Esses pardmetros também influem na velocidade final das
microparticulas, sua capacidade de penetracdo e, conseqiientemente, na eficiéncia da
transferéncia e expressao génica (Kemper et a., 1995; Kikkert, 1993; Sanford et al.,
1993).

Outro paréametro importante € a presséo do gas hélio. Na maioria dos casos
essa pressdo € de 1.200 psi, entretanto, deve ser gjustada para cada tecido a ser

bombardeado. Uma pressdo muito alta pode acarretar dano aos tecidos enquanto
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pressdes mais baixas podem levar a uma baixa penetracdo das particulas, que podem

n&o atingir os tipos celulares desgjados em cada tecido-alvo.

1.4.4. Osvetores

O processo biobalistico € bastante influenciado por algumas das caracteristicas
dos vetores empregados, com efeitos marcantes sobre a introducdo e integragdo dos
genes exégenos nas células. O DNA plamidial pode ser precipitado sobre
microparticulas, acelerado e introduzido, tanto na forma circular quanto linear. O
tamanho do vetor aparentemente ndo € um fator limitante (Lacorte et al., 1997;
Sanford et al., 1993). Entretanto, ha uma limitacdo da massa de DNA que podera ser
adsorvida as microparticulas. Grandes quantidades de DNA tendem a gerar
aglomerados de microparticulas (Aragdo et al., 1993; Lacorte et a., 1997).
Teoricamente, 400 a 800 copias de um plasmidio de 10 kb sdo adsorvidas em uma
microparticulas com 1,2 nm de didmetro médio. Estes aglomerados causam danos as
células devido as suas dimensdes e massa. O nimero de copias dos genes introduzidos
€ um fator importante para sua expressao transiente (Lacorte et a., 1997), no entanto,
a influéncia sobre a integracdo ainda necessita ser investigada. Finalmente, como o
tamanho do vetor (DNA plasmidial) € diretamente proporcional a sua massa e
inversamente proporcional ao nimero de copias possivel de ser precipitado sobre as
microparticulas, deve-se entdo dar preferéncia a vetores pequenos, entre 2-15 kb. A
fregiiéncia de transformacdo estavel, isto €, a obtencdo de plantas transformadas,
parece ser um pouco reduzida quando da utilizagdo de vetores lineares (Bonfim et al.,
2007; Vianna et al., 2004). Entretanto, devido a questdes de biosseguranca pode-se
optar pela utilizagdo de vetores lineares. Esses vetores sdo produzidos apds a remogao
(pela digestdo com enzimas apropriadas) de seqUéncias génicas que conferem
resisténcia a antibidticos, presentes nos vetores circulares. E recomendavel que o
vetor circular possua um sitio para uma enzima que permita a digestdo e eliminacéo
de genes desnecessarios para 0 processo de transformagio genética. E possivel a co-
transformacdo, com a utilizagdo de dois ou trés vetores simultaneamente. Isto
permitira a segregacdo dos transgenes nas geracdes seguintes. As frequéncias de co-

transformacdo para genes presentes em um Unico vetor sdo de cerca de 100%



enguanto gque para genes presentes em vetores distintos € de cerca de 50% (Aragéo et
al., 1996).

Os plasmidios utilizados no processo biobalistico ndo necessitam de nenhuma
seguiéncia moduladora da sua integracdo no genoma vegetal, ao contrario dos vetores
de Agrobacterium. Em levedura (Orr-Weaver et a., 1981) e algumas espécies de
Synechococcus (Williams & Szalay, 1983), a integracdo do DNA exdgeno ocorre
devido a seqliéncias homdélogas ao DNA cromossomal (recombinacdo homéloga). A
integracdo do DNA exdgeno, introduzido por métodos diretos no genoma de células
vegetais parece ser diferente. Aparentemente sua integracéo independe de presenca de
sequiéncias homdlogas no genoma vegetal (llda et al., 1990; Morikawa et al., 1994).

Entretanto, 0 mecanismo de integracdo ainda necessita ser mais bem compreendido.

1.4.5. Transformacao de meristemas apicais

Com o surgimento dos processos biobalisticos abriu-se a possibilidade de
transformacdo diretain situ das células do meristema apical. Desta forma vislumbrou-
se a possibilidade de obtencdo de plantas transgénicas através da transformacéo de
celulassmde do meristema apical. No final dos anos 80, a soja, a primeira planta
transgénica pelo processo biobalistico foi obtida a partir de células transformadas do
meristema apical (McCabe et a., 1988).

O meristema apical vem sendo alvo de um grande nimero de estudos. A
maioria destes tem investigado a funcdo das diferentes células que o compdem. A
regido apical é constituida do meristema apical propriamente dito, dos primérdios dos
orgéos laterais e da regido de maturacdo, onde a diferenciacdo se torna aparente
(Cutter, 1965). A regido apicd de meristemas apicais de feijdo € composta
basicamente pelo meristema apical, primérdios foliares e folhas primérias.

A transformacéo destas células meristematicas através do processo biobalistico
tem-se mostrado bastante eficiente. Em cultivares de algoddo, a eficiéncia de
transformacdo ficou entre 0,027 e 0,71%, com relacdo a0 numero de plantas
transgénicas obtidas e 0 nimero de embrides bombardeados (Aragdo et a., 2005;
McCabe & Martinell, 1993). A fregiiéncia de transformacdo, no entanto, pode ser
significativamente aumentada através da indugdo de organogénese na regido do

meristema apical. Em feijoeiro, a frequéncia de transformacéo foi de 0,9% com a



utilizagdo de vetores circulares (Aragéo et al., 1996) e entre 0,2 e 0,8 com 0 uso de
vetores lineares (Bonfim et a., 2007; Vianna et a., 2004).

Com relagdo aos fatores bioldgicos que influenciam o processo, véo desde
aqueles relacionados a integracdo do DNA exdgeno no genoma vegetal até a
neoformacdo de brotos a partir das células meristeméticas apicais. Além dafisiologia
das células, a morfologia da regido apical e sua resposta a citocininas sdo fatores
muito importantes. Algumas variedades de feij&o apresentam 0s meristemas apicais
encobertos total ou parcialmente pelos primérdios foliares, o que dificulta sua
transformacdo, sendo necessario encontrar variedades cujo domo apica sga
completamente exposto ao bombardeamento (Aragdo & Rech, 1997; Bonfim et a.,
2007). Em caupi, ndo foi possivel encontrar variedades com o domo apical exposto.
No entanto foi possivel redizar a transformacdo pelo bombardeamento de céulas
meristematicas apicais apos a remoc¢ao das folhas primérias e primérdios foliares (Ivo
et al., 2008). Estes pontos séo extremamente importantes para o desenvolvimento de

uma metodologia de transformagdo que segja independente da cultivar.

1.4.6. Transformac&o clor oplasmatica

A transformacdo cloroplasmatica, insercdo do transgene no genoma do
cloroplasto, em alguns casos tem algumas vantagens em relacdo a transformacéo do
genoma nuclear. As principais vantagens apontadas sdo: altos niveis de expressao
heter6loga (De Cosa et al., 2001; Tregoning et a., 2003), contencdo do transgene
devido ao fato de que para a maioria das plantas superiores 0 genoma cloroplasmatico
tem heranca materna (Birky, 2001; De Cosa et a., 2001; Ruf et al., 2001; Svab &
Maliga, 1993), auséncia do efeito de posicdo devido ao fato de que € possivel
direcionar a integragdo para uma regido especifica (Staub & Maliga, 1992), e
diminuic¢do dos problemas de silenciamento génico quando multiplos genes devem ser
inseridos, devido ao fato de que a maquinaria traducional dos cloroplastos tem a
capacidade de traduzir transcritos policistronicos, onde h4 um promotor para um ou
mais genes (De Cosa et a., 2001; Kanamoto et al., 2006; Staub & Maliga, 1995).
Com o advento da biobalistica foi possivel inicialmente transformar uma alga verde
(Chlamydomonas) (Boynton et al., 1988). Entretanto, apesar de todas estas vantagens,
quase uma década foi necesséria até que essa tecnologia tenha sido desenvolvida para
plantas superiores (Svab et al., 1990; Ye et al., 1990). Apesar de ser possivel
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transformar cloroplastos com outras metodologias (eletroporagdo e mediada por

PEG), o processo de biobalistica tem sido mais presente naliteratura.

1.4.7. Inoculacéo de virus e viréides

A biobalistica também tem sido utilizada para a inoculacdo de virus e viréides
em plantas. O genoma viral clonado, ou mesmo DNA ou RNA de uma planta
infectada, é transferido para a célula, possibilitando a infecgéo. Este método tem sido
empregado, principalmente em virus, nos casos em que 0s métodos para inoculagcéo
mecénica ndo sao eficientes, como os geminivirus (Aragdo et al., 1995; Gal-On et al.,
1997; Garzon-Tiznado et a., 1993; Gilbertson et al., 1991). Também tem sido usado
para inoculagdo com virdides (Matousek et al., 2004). Ultimamente, tem sido
utilizado por varios grupos como o método preferido para inoculagdo em estudos
basicos de fitopatologia e teste de plantas transgénicas resistentes (Calegario et al.,
2007; Helloco-Kervarrec et a., 2002; Makwarela et al., 2006).

1.4.8. Diolistica

O processo de biobalistica tem também sido utilizado para introduzir
substancias fluorescentes ou coloridas (corantes) em células. Essa técnica é chamada
de diodlistica (O'Brien & Lummis, 2004; 2007). Os corantes sdo aderidos as
microparticulas ou filtros e entdo sdo bombardeados para penetrarem nas células. A
utilizacdo destes corantes ndo toxicos, como a carbocianina, que podem ser
transportados pela célula, tem permitido a marcacdo de muitos tipos celulares e
permanecem funcionais por um longo periodo (O'Brien & Lummis, 2007). A
diolistica tem vantagens sobre outras técnicas, como a microinjecéo e eletroporacao,
por ser mais simples, rapida, e poder marcar um maior nimero de células ab mesmo
tempo. Além disso, a técnica de microinjecdo pode dialisar o contetido celular, causar
ruptura em componentes celulares vitais, afetando o funcionamento da célula. A
técnica de diolistica tem sido muito Util para estudos da arquitetura e morfologia em
células animais (O'Brien & Lummis, 2007) porém ainda é pouco utilizada para o

estudo de células vegetais.
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1.5. Método detransformacao genética por eletroporacao de protoplasto

A eletroporacdo de protoplastos € um método utilizado para introduzir
macromoléculas (RNA, proteinas, corantes e drogas) em células vegetais.

Protoplastos sdo células vegetais desprovidas de parede celular e
teoricamente, podem ser isolados de qualquer tecido vegetal. Em cultura de tecidos
com condigdes bem-estabelecidas, 0s protoplastos reconstituem suas paredes,
dividem-se, formam colonias, calos e regeneram plantas, por embriogénese ou
organogénese (Abdullah et al., 1985; Panis et al., 1993).

Para se obter os protoplastos € necessario a incubacdo do tecido vegetal em
meio de digestdo composto de enzimas pectoceluloliticas, e enzimas que digerem os
principais componentes da parede celular: celulose, lignina e pectina. Outros
parémetros importantes, que devem ser determinados para cada tecido e gen6tipo
diferente, sdo (1) o pH, que deve favorecer a atividade enzimatica e ndo comprometer
a viabilidade das células, (2) a pressdo osmética, que deve favorecer a estabilidade
dos protoplastos recém formados, (3) a composicéo do meio de digestéo, (4) o tempo
de permanéncia do tecido nesse meio e (5) o estado fisioldgico da planta doadora.

Apos a digestdo da parede celular, os protoplastos devem ser purificados, e o
numero de protoplastos intactos determinado, utilizando-se um hemacitdmetro. Apos
esta purificagdo e quantificacdo, realiza-se imediatamente a eletroporacdo que
consiste na inducdo de poros reversiveis nas membranas celulares, resultando em
fluxo de ions e moléculas através da membrana deformada (Chang, 1989).

Adiciona-se a suspensdo de protoplastos, o plasmideo no qual estdo clonados
0s genes de interesse e 0s genes marcadores, que facilitam a recuperacdo das células
transformadas. Pode-se também adicionar DNA carreador (DNA de timo de boi ou
DNA de esperma de salméo fragmentado), com a finalidade de aumentar a eficiéncia
de transformacdo. No momento da eletroporagdo o grande numero de células
encontra-se individualizado e homogéneo, o0 que favorece a obtencdo de
transformantes independentes e facilita a selecdo. A selecdo é feita no inicio da
cultura, qguando a maioria das células derivadas dos protoplastos esta na segunda
divisdo. Esta selecdo precoce € bastante eficiente, evita 0 aparecimento de falsos
transformantes ou quimeras, o0 que € um problema em outras técnicas de

transformacao, nas quais a selecdo € realizada em tecidos ou érgéos intactos.

47



Introduziram pela primeira vez DNA exdgeno em células de camundongo,
desta maneira. Adaptaram a técnica de eletroporacdo a protoplastos de milho e fumo,
oferecendo, assm, uma alternativa de transformac&o de cereais, pois 0 sistema de
transformagdo via Agrobacterium era considerado ineficiente em monocotileddneas
Fromm et al. (1985).

Assim, por meio da eletroporacdo de protoplastos diferentes genes foram
incorporados ao genoma de diversas plantas, de forma estavel, conferindo-lhes novas
caracteristicas. Os genes exogenos geralmente se mantém de forma estavel
segregando na progénie, de acordo com as leis de Mendel. Nos dltimos anos, a
eletroporacdo tem sido particularmente Util em estudos de expressdo transiente, que é
a expressao do gene exdgeno sem necessaria integracdo ao genoma da planta
hospedeira. Esse tipo de experimento possibilita a andlise rapida da funcionalidade de
construgdes e permite o estudo de promotores e de outros fatores envolvidos no
controle da expressao génica, livres do efeito de posi¢do observadas na transformagéo
estavel.

A maioria dos aparelhos de eletroporagéo, os el etroporadores, utiliza descarga
de capacitores para produzir pulsos de ata voltagem. A intensidade do pulso é
determinada pela voltagem aplicada e condutividade do meio. Quando ndo se
conhecem os pardmetros para a eletroporacdo de uma espécie ou tecido vegetal, é
sempre necessario otimizar: a intensidade da voltagem e a capacitancia, a duragéo do
pulso, a condutividade do meio, a concentragdo dos protoplastos e a quantidade de
DNA (plasmideo e carreador), entre outros. O grau de permeabilidade da membrana
dependera do campo elétrico aplicado e do tipo ceular. Altos niveis de
permeabilizacdo facilitam a entrada de DNA, entretanto, diminuem a viabilidade da
célula. Portanto, é necessario estabelecer uma curva de viabilidade da célula em
relacdo aos parametros aplicados. O campo elétrico 6timo para uma expressao
transiente maxima varia com a espécie e, geralmente, corresponde a uma viabilidade
dos protoplastos inferior a 50%.

A eficiéncia de transformacdo mediado pela eletroporacdo é dada de duas
maneiras. (1) frequéncia absoluta de transformacdo (FAT), que representa o nimero
de colbnias transformadas dividido pelo numero inicial de protoplastos, e (2)
frequéncia relativa de transformagdo (FRT), dada em porcentagem, que representa o
nimero de coldnias transformadas dividido pelo nimero total de colénias obtidas sem

selecdo, multiplicado por 100. A eficiéncia de transformagéo varia significativamente
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entre diferentes espécies e mesmo entre cultivares da mesma espécie. Quanto ao tipo
de plasmidio utilizado, alguns trabalhos demonstram que o plasmideo linearizado
favorece a transformagéo, entretanto, altas freqliéncias de transformacgéo tém sido
obtidas utilizando-se plasmideos circulares. A transformagdo com dois plasmideos
(co-transformagéo ) também é viével.

Em um estudo inicial com alface (Lactuca sativa L.), protoplastos de folhas
adultas de alface foram eletroporadas em solugdes tampédo gjustadas osmoticamente
contendo o DNA plasmidial com pCAMV CAT ou pABD1. Os protoplastos de
alface se mostraram possiveis de sofrer transformacéo direta sob as condigdes gerais
empregadas nos protoplastos de tabaco. A integracdo do DNA exdgeno ao DNA
gendmico da alface de plantas resistentes foi demonstrado por andlise de Southern
blot. A transformacdo direta permite novas oportunidades em estratégias especificas
para o desenvolvimento de novas cultivares de alface (Michelmore et al., 1987a) e de

outras plantas superiores.

1.6. Engenharia genética de alface

A engenharia genética € uma importante ferramenta no auxilio ao
melhoramento de plantas. Dessa forma, diversas pesquisas e estudos utilizando a
engenharia genética, tém sido realizados em plantas de alface com o objetivo de
melhorar sua tolerancia a herbicidas, aumentar sua resisténcia a patdgenos, para
supressdo da formag&o de certas substancias que iniciam 0 processo de escurecimento
de suas folhas, para modificacéo daforma das folhas, dentre outros.

Como exemplo, Dias et a. (2006) expressaran 0 gene da oxaato
decarboxilase (oxdc) de Flammulina sp. em plantas de aface transgénicas para
conferir resisténcia ao fungo Sclerotinia sclerotiorum, que produz acido oxalico,
degrada as paredes celulares das células da folha e causa o apodrecimento de plantas
como aface, soja, feijdo e tomate. Com o uso da transformacdo mediada por
Agrobacterium tumefaciens foram produzidas plantas contendo o gene oxdc que ao
clivarem 0 écido oxdico ndo apresentaram sintomas quando folhas isoladas foram
inoculadas com uma culturade S. Sclerotiorum.

Santos et a. (2008) produziram linhagens transgénicas de alface objetivando
silenciar o gene serk (somatic embryogenesis receptor-like kinase) endégeno usando

RNA antisense. O gene serk tem um papel importante na indugdo de embriogéneses

49



somaéticas e zigbticas em plantas. As plantas transgénicas obtidas apresentaram uma
reducdo no nimero de sementes viaveis e reducdo em sua habilidade de formar
estruturas embriogénicas sométicas in vitro. Além disso, as linhagens transgénicas
apresentaram uma maior sucetibilidade ao fungo S sclerotiorum (estes resultados
corroboram a idéla de gue o gene serk pode estar envolvido ndo apenas no
crescimento e desenvolvimento das plantas, como provavel mente no mecanismo geral
da percepcdo de estresse bidtico e abidtico).

Nagata et al. (2000) obtiveram plantas transgénicas de alface resistentes ao
herbicida glifosato (N-(fosfonometil) glicina), pela superexpressdo da enzima 5-
enolpiruvil chiquimato-3-fosfato sintase (epsps).

Plantas de aface também tém sido utilizadas para expresséo de bioférmacos.
Usando o sistema Agrobacterium, Young-Sook et al. (2006) expressaram um gene
para producdo da subunidade B da toxina do colera (CTB), uma toxina usada como
vacina contra o colera, infecgdo intestinal aguda causada pela bactéria Vibrio cholerae
que é capaz de produzir uma enterotoxina que causa diarréia. O gene CTB sintético,
com otimizacdo de codons comuns nas plantas de aface foi fusionado com um
peptideo sinal de retencdo no reticulo endoplasmético. A expressdo has plantas
transgénicas alcancou o nivel de 0,24% de CTB em relacéo a proteinatotal solGvel.

Em outro trabalho recente, houve transformacdo de cloroplastos de folhas e
tabaco e obtiveram linhagens destas plantas transgénicas com a expressdo das
proteinas fusionadas da subunidade B da toxina do colera e da proinsulina humana
(CTB-Pins, em inglés cholera toxin B subunit-human proinsulin). CTB-Pins
acumulou mais de 16% da proteina total soltvel (PTS) em tabaco e mais de 2,5% de
PTS em aface. Oito miligramas de folhas de tabaco em p6 expressando CTB-Pins ou,
como controle negativo, CTB-proteina verde fluorescente (CTB-GFP) ou interferon-
GFP (IFN-GFP), ou folhas ndo transformadas foram administradas oralmente,
semana mente por um periodo de 7 semanas, para fémeas diabéticas de camundongos
ndo obesas de 5 semanas de idade. O pancreas de camundongos tratados com CTB-
Pins mostrou uma diminui¢do na infiltragdo das células caracteristicas de linfécitos
(insulitis), producéo de insulina nas células 3 das ilhas pancreéticas dos camundongos
tratados com CTB-Pins foram significantemente preservadas, com baixos niveis de
glicose sanguineo ou na urina, em contraste com as poucas células B restantes nas
ilhotas pancredticas dos controles negativos (Ruhlman et al., 2007). Segundo os

autores, este € o primeiro anincio de expressdo de proteina terapéutica em
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cloroplastos transgénicos de uma cultivar comestivel. Plantas de aface
transplastonicas, isto € com todos os cloroplastos da planta transformados com o gene
de interesse, no caso CTB-Pins, cresceram normalmente e, como esperado, 0S
transgenes foram maternal mente herdados na progénie T;. Estes resultados abrem a
possibilidade de producdo de baixo custo de proteinas terapéuticas para humanos, e de
desenvolvimento de uma estratégia para o tratamento de vérias outras doencas auto-
imunes (Ruhlman et a., 2007).

Varios trabalhos tém sido realizados para se produzir em aface subunidades
de vacinas recombinantes o que se refere ao uso de proteina derivada de patdégeno, ou
apenas 0 dominio imunogénico da proteina, chamado epitopo, ou 0 proprio patbgeno
morto ou atenuado para estimular a protecdo imunoldgica. O conceito original do uso
de plantas para a produgéo de vacinas foi baseado na idéa que o tecido vegetal pode
servir de alimento aos humanos e animais comercialmente importantes. Este método
de vacinagdo dispararia uma resposta imune na mucosa, 0 que representa 0 primeiro
passo de defesa contra a maioria dos patdgenos. A expressao de proteinas de uma
variedade de patégenos microbiano e viral possibilitou a expressdo de sistemas de
producdo de subunidades de vacinas em plantas transgénicas, incluindo a expresséo
da proteina de superficie do antigeno da hepatite B (HbsAg) em alface (Kapusta et al.,
2001). Outra proteina expressa em alface é a glicoproteina viral E2 recombinante de
cOlera dos porcos ou peste suina classica, uma doenca atamente contagiosa e
frequentemente fatal nos suinos, bastante importante para a economia da suinocultura,
j& que a doenca permanece endémica ou recorrente em outras areas (Legocki et a.,
2005).

1.7. Engenharia genética para biofortificacdo de plantas

Humanos necessitam de mais de 22 elementos minerais, 0s quais podem ser
conseguidos com uma dieta apropriada, no entanto, populagbes que subsistem de
dietas a base de cereais, ou que subsistem do plantio em regides com desbalango de
minerais no solo, principalmente ferro (Fe), zinco (Zn), célcio (Ca), magnésio (Mn),
cobre (Cu), iodo (1) e selénio (Se) sofrem de caréncia de um ou mais destes minerais
essenciais (White & Broadley, 2005). Estratégias tradicionais para aumentar estes
minerais nas dietas das populagdes carentes levaram a programas de suplementagdo

ou fortificagdo de alimentos. Infelizmente, estas intervengdes nem sempre foram bem
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sucedidas. Uma solucdo aternativa € aumentar a concentracdo de minerais ou
vitaminas em plantas comestivels, isto € chamado “biofortificacdo”. Este processo
pode ser conseguido pela fertilizagdo mineral ou melhoramento génico de plantas.
Existe consideravel variacdo genética em espécies cultivadas que podem ser
manipuladas para estratégias de biofortificagdo sustentével. Variedades com aumento
na concentragcdo de minerais em suas porgdes comestiveis ja estdo disponiveis e novos
genotipos com maiores densidades de minerais estdo sendo desenvolvidos (White &
Broadley, 2005).

Durante a Ultima década, tém havido consideraveis progressos na elucidacdo
das vias biossintéticas de plantas importantes para a salde do ser humano. Esse
avanco possibilitou o uso de técnicas de modificacbes génicas para desenvolver
variedades cultivaveis com aumento nas quantidades de minerais e vitaminas
essenciais, e melhorou as caracteristicas dos componentes nutracéuticos. Muitas
pesquisas com vitaminas e minerais tém focado em gerar novas variedades de plantas
cultivadas para melhorar a dieta da populagéo dos paises em desenvolvimento.

A biotecnologia de plantas pode contribuir muito para a seguranga alimentar e
nutricional. Por exemplo, o desenvolvimento do “Golden Rice” ou arroz dourado
(rico em provitamina A) gerado pelo grupo do prof. Ingo Potrykus. Esse trabalho deu
inicio a aplicacdo de tecnologia genética para se obter tanto melhoria na qualidade
nutricional quanto na salde da populagcdo humana (Potrykus, 2001). Deficiéncias de
minerais e proteinas, bem como seguranca alimentar continuam sendo 0s maiores
desafios para paises em desenvolvimento.

Atuamente projetos de pesquisa estéo direcionando seus esfor¢os sobre dois
produtos: mandioca (Manihot esculenta Crantz) e arroz (Oryza sativa L.). A raiz
tropical mandioca € a maior fonte de alimento para aproximadamente 600 milhdes de
pessoas no mundo (Sautter et al., 2006). Na Africa sub-Sahariana mais de 200
milhdes de pessoas utilizam a mandioca como sua maior fonte de energia alimentar. A
qualidade nutricional da raiz da mandioca ndo € suficiente para suprir todas as
necessidades dietéticas diarias (Sautter et al., 2006). Ainda neste contexto, 0 arroz
constitui-se no principa aimento de metade da populacdo do mundo, fornecendo
aproximadamente 20% da energia per capitae 13% da proteina para consumo humano
do mundo (Sautter et a., 2006). Por isso, o desenvolvimento de novas linhagens de
arroz com aumento na quantidade de provitamina A e Fe é importante, pois
representam deficiéncias mundiais.
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A pesqguisa ha producdo de nutracéuticos tem geralmente sido induzida a gerar
novas cultivares para mercados nas nagdes desenvolvidas, com o objetivo de fornecer
cultivares elite exibindo grande apelo de consumo. Os grandes progressos com
nutracéuticos tém sido feitos com apenas alguns tipos de metabdlitos até 0 momento,
em particular na produgdo de novos &cidos graxos polinsaturados de cadeia longa em
sementes oleaginosas e para aumentar as quantidades de flavondides e carotendides
em tomate e batata (Davies, 2007). No entanto, devido ao répido progresso na
elucidacdo de vias de biossintese de metabdlitos vegetais, espera-se em um futuro
préximo grande sucesso com 0 aumento dos niveis de componentes das plantas para a
salide dos seres humanos, por meio da biotecnologia (Davies, 2007).

Arroz, o principal produto agricola do mundo, € uma fonte pobre em
micronutrientes essenciais, incluindo folato. A fortificacéo de sementes dessa cultura
foi alcangada por intermédio da superexpressdo de um locus simples contendo dois
genes de Arabidopsis thaliana dos ramos da pterina e pABA na via de biossintese de
folato. Esse trabalho propiciou um aumento de 100 vezes na quantidade de folato
guando comparado com linhagens selvagens. A partir de 100g de gréos crus polidos
foram obtidos quatro vezes o requerimento diério para um adulto, que € de 200ug de
folato por dia (Storozhenko et a., 2007).

Outros grupos trabalharam na via metabdlica de producdo de folato
envolvendo a superexpressdo do GTP ciclohidrolase | (gchl), que catalisa o primeiro
passo da sintese de pterinas, em A. thaliana e tomate (Solanum lycopersicum) (De La
Garzaet al., 2004; Hossain et a., 2004). Apesar de terem conseguido um aumento de
2 a4 vezes no fluxo de pterinas, 0s pesquisadores notaram um severo decréscimo nos
nivels de &cido para-aminobenzéico (pABA) nas plantas transformadas, sugerindo
gue o suprimento de pABA tinha se tornado limitante para a sintese de folato. Para
solucionar este problema, De La Garza et al. (2007) combinaram as duas vias
metabdlicas no tomate, a de sintese de pABA e a de sintese de pterinas, conseguindo
ainda uma producéo de folato pelo fruto suficiente para suprir as recomendagOes
diarias de folato para um adulto com apenas 100g de tomate. Os tomates acumularam
sete vezes mais folato do que qualquer outro vegetal verde considerado rico em folato.

Diversos trabalhos tém sido realizados em arroz com o0 objetivo de aumentar
os teores de Fe, normal mente baixos neste produto. Nandi et al. (2002) e Suzuki et al.
(2003) expressaram lactoferrina humana, a maior proteina ligada a Fe do leite humano

em arroz. Usando a tecnologia da biobalistica com um promotor especifico do
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endosperma de arroz (glutelina), foram obtidas altas concentragdes de lactoferrina, 59
a cada kg de gréos, 6% das proteinas totais. Vale ressdtar que a expressao
permaneceu estavel por mais de cinco geracdes. Contudo, apesar de ter havido um
aumento de 120% no contetido de Fe, este incremento foi modesto, e ndo proveriaum
aumento substancial na quantidade de Fe diario de um adulto (Nandi et al., 2002,
Suzuki et a., 2003). Com o objetivo de se conseguir um maior aumento da expressao
de ferritina, Goto et a. (1999) e Murray-Kolb et al. (2002) introduziram o gene da
ferritina de soja em arroz, uma vez que cada molécula de ferritina pode estar ligada a
4.500 &omos de Fe. Os resultados demonstraram um aumento de 2 a 3 vezes na
guantidade de Fe quando compararam linhagens transformadas com linhagens néo
transformadas.

Outro grupo de pesguisa inseriu 0 gene da ferritina de feijdo (Phaseolus
vulgaris L.) em arroz, usando a transformagdo mediada por Agrobacterium e o
promotor de arroz da glutelina. Os resultados exibiram um aumento de duas vezes na
quantidade de Fe (Lucca et a., 2001a). Uma preocupacdo neste tipo de experimento é
a mudanca de cor do arroz conforme o aumento na quantidade de Fe. A ateracdo na
cor pode ocorrer mesmo com uma peguena variagdo na concentragad de Fe. Além
disso, outros aspectos precisam ser avaliados, tais como a possibilidade de
alergenicidade e a receptividade do consumidor (Lonnerdal, 2003).

O aumento de Fe em solos deficientes neste mineral podem ser contornados
aumentando em plantas ndo gramineas a expressao de genes codificando Fe(ll1)
redutases (Connolly et al., 2003; Samuelsen et al., 1998), ou ainda pelo incremento a
partir de gramineas da sintese e exudacéo de substancias quelantes (Takahashi et al.,
2001).

Mutantes de péssego (brz e dgl) e Arabidopsis (frd3, também conhecido como
manl), com atividade constitutiva de Fe(l11) redutase, acumulam ndo somente Fe mas
também Zn, Ca, Mn, Cu e Mg em brotacfes jovens, no entanto, quelantes de Fe sdo
necessarios para o transporte do floema para as sementes (Grusak, 2000; Rogers &
Guerinot, 2002; Wang et al., 2003). Todos estes mutantes expressam
constitutivamente a Fe(l11) redutase, transportadores de Fe2C e atividade HC-ATPase
em células de raiz e contém altas concentragdes de nicotianamina (Grusak, 2000;
Rogers & Guerinot, 2002; Wang et al., 2003). Interessante, a superexpressao de
ni cotianamina sintase também resultou em um aumento nas concentragdes de Fe, Zn e

Mn em brotagdes de tabaco transgénico (Douchkov et al., 2005). A superexpressao do
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transportador Zn2C de Arabidopsis em raiz de cevada (Hordeum vulgare) aumentou a
concentracdo de Fe e Zn na semente (Ramesh et al., 2004).

Outras estratégias transgénicas para aumentar a biodisponibilidade de Fe e Zn
em porcbes comestiveis tém focado no aumento das concentragbes de proteinas
ligadas a metais, como ferritina e lactoferritina, aumentando componentes
promotores, como &cido ascorbico, B-caroteno e peptidios contendo cisteina, e
reduzindo componentes antinutricionais, como fitato e taninos (Holm et al., 2002;
Lonnerdal, 2003). Estas estratégias tém obtido certo sucesso.

A expressdo de ferritina de planta ou lactoferritina humana no endosperma de
arroz aumentou a concentracdo de Fe, Zn e Cu nas sementes (Lucca et al., 2001b;
Nandi et al., 2002; Vasconcelos et a., 2003), e a superexpressao de ferritina de planta
aumentou a concentracdo de Fe em folhas de alface (Goto & Y ashihara, 2001).

ConcentragOes de é&cido ascorbico foram aumentadas em aface (Jain &
Nessler, 2000), altas concentragdes de p-caroteno e a-tocoferol foram conseguidas em
arroz e outras plantas (Beyer et al., 2002; Paine et al., 2005; Shintani & DellaPenna,
1998) e tanto concentracBes de lisina quanto de cisteina tém sido aumentadas em
sementes e graos de vérias espécies vegetais (Bouis et al., 2003; Lucca et a., 20014a;
Welch & Graham, 2004).

Acido fitico € um inibidor da absor¢3o de Fe e Zn em humanos e animais e
acredita-se ser o maior fator contribuinte para o problema mundial de deficiéncia
destes minerais. A reducdo do contelido de fitato na dieta mostrou ser fortemente
correlacionado a0 aumento da absor¢éo de Fe e Zn, portanto, qualquer reducdo no
contetido de fitato nos aimentos deve resultar em um aumento no status destes
minerais. Mutantes esponténeos com baixos niveis de acido fitico foram encontrados
em milho, cevada e arroz e resultaram em sementes com reducgdo de 50 a 90% deste
acido quando comparado aos controles (Raboy, 2002; Raboy et al., 2001).

Nunes et a. (2006) usando a técnica de RNA interferente, construiram um
vetor de silenciamento do gene mio-inositol-1-fosfato sintase (GmMIPSL) que foi
utilizado para transformagéo de plantas de soja (Glycine max (L.) Merrill) por
biobalistica e obtiveram linhagens transgénicas apresentando reducdo de mais de 94%
no teor de fitato em soja, quando comparadas as plantas néo transformadas (controle).

Para reduzir a concentracdo de fitato em alimentos humanos e de animais,
duas estratégias transgénicas tém sido adotadas. A primeira blogueia enzimas na via
de biossintese de inositol hexafosfato (Hitz et al., 2002; Pilu et a., 2003; Shi et al.,
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2005; Shi et a., 2003; Shukla et a., 2004) e produz pouco fitato e alta quantidade de
fésforo inorganico (Pi). A segunda estratégia se baseia na superexpressao de fitases,
enzimas que degradam o fitato, em porcOes comestivels em vérias cultivares,
incluindo afafa, soja, canola, arroz e trigo (Brinch-Pedersen et a., 2003; Chieraet d.,
2004; Goto & Yashihara, 2001, Holm et al., 2002) porém igualmente reduz a

concentracdo de fitato e aumenta a de Pi nas sementes (White & Broadley, 2005).

1.8. Objetivo geral

Aumentar a concentragdo de folato em plantas geneticamente modificadas de
alface pela superexpressdo dos genes de duas enzimas da via metabdlica do folato,

GTP ciclohidrolase | (gchl) e Lycopercicon esculentum corismato sintase (lecs).

1.8.1. Objetivos especificos

1) Construgdo de um vetor para transformacdo de aface mediada por A.
tumefaciens com a finalidade de expressar o gene da GTP ciclohidrolase |
(gchl) de galinha (Gallus gallus) (com os cédons otimizados) em plantas
de alface geneticamente modificadas.

2) Clonagem do gene da corismato sintase (CS) de tomate e construcéo de
um vetor para transformagdo cloroplasmética de alface.

3) Otimizagdo de par@metros para transformagdo genética do genoma
cloroplasmatico de aface por biobalistica

4) Adaptacéo para a alface de um sisterma microbiologico para quantificacdo

de folatos totais nesta hortalica.
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Capitulo 2

Aumento da expressao de GTP ciclohidrolase | em plantas de alface

2.1. Introducéo

A alface foi escolhida para ter seu nivel de folato aumentado, por ser uma
hortalica consumida em todo o mundo, ser a mais plantada e consumida no Brasil, na
forma de saladas, |ogo, sem tratamento, crua, o que reduz as perdas por manipulacéo e
processamento e ter baixo teor de folato. Por ser um produto perecivel, os centros de
plantio devem ser proximos aos centros consumidores, 0 que também reduz o tempo
de armazenamento e conseqlientemente as perdas de fol atos.

Os folatos sdo parte de uma grande familia de poliglutamatos (com até 8
residuos de glutamil) de &cido pterdico e andlogos, e sdo cofatores essenciais para as
reacOes de transferéncia de um carbono necessarios para a biosintese de purinas,
pirimidinas, formilmetionil-tRNA e timidilato e no metabolismo de vérios
aminoécidos, incluindo metionina, serina e glicina (Cossins & Chen, 1997,
Storozhenko et al., 2005). Em plantas, os precursores das pterinas sdo sintetizados de
GTP no citosol (ramo da pterina), enquanto acido para-aminobenzoico (pABA) é
sintetizado de corismato nos plastidios (ramo do pABA). A biosintese de pterinas é
regulado pela GTP ciclohidrolase | (gchl), a primeira enzima desta via metabdlica.
Ambos os precursores das pterinas e de pABA sdo importados para dentro da
mitocondria para participar na condensagcdo de folatos pela adicdo de glutamatos
(Cossins, 2000).

O gene sintético baseado no gene de galinha (Gallus gallus) foi escolhido por
seu produto ndo apresentar feedback negativo, quando produzido em plantas, evitando
assim que seu produto iniba a formag&o de mais substrato e assim ndo atinja todo o
potencial de expressdo desgado (De La Garza et a., 2004). A técnica de
transformacdo mediada por A. tumefaciens foi escolhida por ser um protocolo
estabelecido e conhecido e por ser direcionado para a transformac&o nuclear, como &

0 caso do gene gchl. Esta técnica foi primeiramente utilizada em alface em 1987
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(Michelmore et a.) e na cultivar Verdnica pela primeira vez no Brasil em 1998
(Lovato et al.).

2.2. Materiais & Métodos

221. Construcdo do vetor para transformacdo mediada por

Agrobacterium tumefaciens

O gene GTP ciclohidrolase | (gchl) foi sintetizado pela empresa Epoch
Biolabs Inc (Sugar Land, TX, USA) de acordo com a sequéncia de Gallus gallus
(Genebank acesso n.° Z49267), substituindo 10 cédons raros em aface do gene de
galinha (Gallus gallus): TGT para TGG, CCA para CCG, GGT para GGC, AGA para
CGT, GCA para GCG, AGA para AGG, ACA para ACG, CCT para CCC, GGT para
GGC e CAT paraCAC. O DNA sintético foi inserido entre os sitios de Ncol e Sacl do
vetor pBI426 (Datlaet a., 1991), substituindo o gene fusionado gus: nptl 1.

O cassete de expressdo foi entdo transferido para o vetor pPCAMBIA1300
usando EcoRI e Hindlll para gerar o vetor pCGCHI que foi transferido para A.
tumefaciens estirpe EHA105 (Hood et a., 1993) por eletroporacdo, que consiste no
uso de um pulso elétrico de ata voltagem para criar poros na membrana celular e
permitir a entrada do DNA exdgeno nas células alvo. Foi usado como agente seletivo
das plantas a higromicina. O vetor pCGCHI (fig. 7) foi utilizado na transformacéo de
aface (cv. Verdnica) mediado por A. tumefaciens de acordo com Dias et a. (2006).

BE35Ster hpt 35Spro nost gchl AMV d35Spro

EcoRI Sacl Ncol Hindlll

Fig. 7 - Representagéo esquemética do T-DNA presente no vetor pCGCHI utilizado para transformar
folhas de alface mediado por Agrobacterium tumefaciens. Borda esquerda (BE), terminador 35S do
virus do mosaico dourado da couve-flor (35Ster), gene marcador da higromicina fosfotransferase (hpt)
gue confere resisténcia a higromicina, promotor 35S do virus do mosaico dourado da couve-flor
(35Spro), terminador do gene de sintese da nopalina (nost), cassete de expressdo do gene gchl (gchl),
virus do mosaico da alfafa (AMV), promotor 35S duplicado do virus do mosaico dourado da couve-flor
(d35Spro), borda direita (BD).
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2.2.2. Transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens

2.2.2.1. Preparo de Agrobacterium tumefaciens sepa EHA105

uma col6nia de agrobactéria sepa EHA 105 foi retirada com o auxilio de uma
alca e colocada em tubo falcon de 50 mL contendo 5 mL de meio Luria-Bertani (ou
meio LB) (1% triptona, 0,5% extrato de levedura e 1% de cloreto de sodio, gjustar 0
pH para 7,0 com NaOH 5N e autoclavar a 121°C por 20 min.) e 50 mg/L de
rifampicina. A cultura foi incubada durante 12 h a 28°C com agitagdo. No dia
seguinte, o inéculo foi transferido para um Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de
novo meio LB com 50 mg/L de rifampicina e 100 yuL do pré-inéculo. A cultura foi
incubada novamente novamente com agitacéo e temperatura de 28°C até uma ODgoonm
de 0,6 (aproximadamente 14 h) e deixada no gelo por 15 minutos. A culturafoi entdo
centrifuda (Centrifuga refrigerada 5810R da Eppendorf) por 5 min. a 5000g (ou 8000
rom no rotor SS35). O sobrenadante foi descartado e secado em papel-filtro
autoclavado. Em seguida foi ressuspendido em 300 pL de &gua milli-Q com 20 mM
de cloreto de célcio (CaCl,), misturado no gelo e distribuido em aliquotas de 100 pL
de bactéria por tubo de microcentrifuga e apds congelélas no nitrogénio liquido

foram guardados no freezer -80°C até o uso.

2.2.2.2. Transformacdo da Agrobacterium EHA105 com o gene de
interesse (p)CGCHI)

5 uL de DNA (pCGCHI) foram pipetados, colocados no tubo da bactéria
EHA105 e deixados no gelo por 30 minutos. Foi colocado no nitrogénio liquido até
solidificar (aproximadamente 2 min.) e transferidos para banho-maria a 37°C por 5
min., apos o choque térmico, foi adicionado 1 mL de meio LB, homogeneizado com
pipeta e incubado em estufa a 28 °C por 2 h. Apos este tempo, 100 uL de EHA105
transformada foi plaqueada em meio LB solido (1% triptona, 0,5% extrato de
levedura e 1% de cloreto de sodio, gjustar o pH para 7,0 com NaOH 5N, 1,6% de agar
e autoclavado a 121°C por 20 min.) com os antibiéticos (50 mg/L de rifampicina e 50
mg/L de canamicina). A placa foi entdo incubada em estufa a 28°C até crescerem as
coldnias (2 a 3 dias). As colbnias que crescerem foram testadas por reagdes em cadeia

da polimerase (PCR), com primers especificos (sequencias de DNA presente do gene
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introduzido) e programa AHAS no termociclador. O programa AHAS consiste em
ciclos de: 95°C por 5 min., 35 ciclos de (95°C por 1 min., 55°C por 1 min., 72°C por
1 min.), 72°C por 7 min. e 4°C.

2.2.2.3. Desinfestagéo e ger minagdo de sementes

0,1 g de sementes (aproximadamente 100 sementes) foram desinfestadas. A
tensdo superficial das sementes foi reduzida colocando-as em uma seringa e
adicionando aos poucos 20 mL de &gua destilada autoclavada com 2 gotas de tween
20 e descartando a agua a cada lavagem. Para a desinfestacdo 1% de hipoclorito de
sodio foi colocado na seringa e deixado por 15 min. mexendo a seringa de vez em
guando. Novamente as sementes foram lavadas com agua destilada autoclavada pura
por 4 a5 vezes. Apés as lavagens, &gar 0,2% autoclavado foi colocado na seringa e
bem misturado para as sementes se expa harem. Trés magentas foram preparadas e
autoclavadas com papel-toalha em forma de “U” invertido e &gua da torneira até a
metade da altura do papel-toalha. As sementes foram distribuidas sobre o papel-toaha

e colocadas para germinar em sala de crescimento por 2 dias.

2.2.2.4. Co-cultura alface-Agrobacterium

Em fluxo laminar, as sementes germinadas (aproximadamente 100 sementes)
de alface foram organizadas em placa de Petri autoclavada, as cascas marrons foram
removidas, e as raizes cortadas para separar 0os 2 cotilédones (aproximadamente 200
cotilédones) e ferir a planta para a penetracéo das Agrobacterias.

Em outra placa de Petri autoclavada, foi colocado o inéculo de Agrobacterium
EHA 105 transformado com o vetor pCGCHI e 2/3 dos cotilédones (aproximadamente
130 cotilédones). Esta mistura ficou em contato por 15 minutos, mexendo a placa de
vez em quando. Apds este tempo, os cotilédones foram retirados da placa e colocados
em placa contendo meio MS (0,44 g de meio MS com vitaminas, 3 g de sacarose)
com 0,1 mg/L de 6-benzilaminopurina (BAP), 0,1 mg/L de &cido indol-3-butirico
(A1B), 0,1 mg/L de canamicina e 0,1 mg/L de rifampicina). Os cotilédones foram
arrumados de forma circular na placa. Em outra placa de Petri, o restante dos

cotilédones (1/3 ou 70 cotilédones) foram da mesma forma arrumados porém estes
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sem haver contato com a Agrobacterium (controle). As placas foram deixadas na sala

de crescimento por 48h.

2.2.2.5. Selecao e crescimento das plantas

Apbs 2 dias na sala de crescimento, metade dos cotilédones controle (ndo
transformados) foram transferidos para novo meio MS com 50 mg/L de claforan e a
outra metade para meio MS com 50 mg/L de claforan e 50 mg/L de higromicina. Os
cotilédones tranformados foram igualmente transferidos para novo meio MS com 50
mg/L de claforan e 50 mg/L de higromicina. O crescimento de plantulas foi entéo

observado a partir das células transformadas e resistentes aos antibi6ticos.

2.2.3. Andlise das plantas por reacdes em cadeia da polimerase (PCR)

2.2.3.1. Extracdo de DNA gendmico das plantas para anélise por PCR

O DNA foi isolado de discos foliares de acordo com Doyle & Doyle (1987).
Um disco foliar das plantas a serem testadas foi retirado e macerado com bastdes
autoclavados, foi acrescentado a cada amostra 0,4 mL de tampdo CTAB 2X [1,4 M de
cloreto de sodio, 100 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 20 mM de &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), 2% de brometo de cetil-trimetilaménio (CTAB), 2% de
polivinilpirrolidona (PVP)]. As amostras foram agitadas por 20 min. a 60°C e em
seguida foram adicionados 0,4 mL de cloroféormio. As suspensdes foram
homogeneizadas em agitador do tipo vortex por 6 seg. e centrifugadas a 14.000 rpm
por 5 min. Foram retirados 0,2 mL do sobrenadante e transferidos para novo tubo de
microcentrifuga. Foram adicionados 0,2 mL de isopropanol e os tubos foram
invertidos 8 vezes. As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi excluido por sucgdo com a pipeta e as amostras foram deixadas secar
por aproximadamente 30 min. com o tubo invertido sobre papel-filtro. O DNA foi

ressuspendido em 20 pL de agua mili-Q e guardados a -20°C até posterior uso.
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2.2.3.2. APCR

As PCR foram realizadas de acordo com Bonfim et a. (2007). Os primers
CHMUTS91C (5° ATGTGTAGCTTCGATCACCACTCC-3) e CHMUT130 (5°-
AGACCAAGA AGCGAGGAGGACAAC-3) foram utilizados para amplificar uma
sequéncia de 461 pb correspondente a0 gene gchl. A mistura foi colocada no
termociclador onde foi tratada a 95°C por 5 minutos e 35 ciclos de amplificagdo
(95°C por 1 min, 55°C por 1 min., 72°C por 1 min.) com um ciclo elongador final de
7 min. a 72°C, terminando a 4°C. A mistura foi entdo aplicada em gel de agarose 1%

e visualizada sob luz UV com blue green dye (LGC Biotecnologia, Brazil)

2.2.4. Andlise de western blot

2.2.4.1. Expressdo de gchl em E. coli

O gene gchl foi expresso em Escherichia coli para ser usado como controle
positivo. A seguiéncia codante do gchl foi inserida no vetor de expresséo de E. coli
pDEST 17 (Invitrogen) gerando o vetor pPDESTGCHI. Meio LB (0,5 L) com adigdo de
50 mg de ampicilina (antibidtico de selegdo) foi inoculado com uma cultura celular
crescida durante 12 horas de células BL21-Lys transformadas contendo o plasmidio
pPDESTGCHI. As células cresceram com agitacéo a 37°C até uma ODgoonm entre 0,7 e
0,9, com a expressdo do gene gchl induzido por IPTG 1mM (Isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosida). A cultura cresceu por mais 5 horas a 37°C. As células foram
aliquotadas e armazenadas a -80°C. A proteina GCHI foi purificada em coluna de
niquel e foi analisada por SDS-PAGE. O Hiss-tag gchl foi usado como um controle

positivo.

2.2.4.2. Extracao protéica de folhas de alface para western blot

A extragdo protéica foi realizada pela mistura de 0,1 g de folha de alface
macerada no nitrogénio liquido e 30 L de tampé&o de amostra (125 mM Tris pH 6,8,
4% SDS, 10% B-mercaptoetanol, 20% glicerol, 0,04% azul de bromofenol). A mistura
foi fervida por 5 min. e aplicada no gel de poliacrilamida 12%. Uma nova extragéo foi

realizada pela mistura de 0,1g de folha de aface macerada no nitrogénio liquido e 30
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ML de tampdo de extracdo (50mM Tris-HCl pH 6,8, 1% B-mercaptoetanol, 0,2%
PVP). A proteina total foi quantificada usando o Quick Start™ Bradford Protein
Assay (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA).

2.2.4.3. SDS-PAGE ewestern blot

As proteinas foram aplicadas em um mini gel SDSPAGE 12%,
eletrotransferido para a membrana Immobilon-P PVDF (Millipore) sob 100 mA por
70 min., ficando 12h a 4°C blogueando em solucéo salina de tamp&o Tris (20 mM
Tris base, 137 mM NaCl, pH 7,6), contendo 5% (p/v) de leite desnatado e 0,1% (v/v)
de tween 20. A membrana foi incubada com anticorpo primario policlonal IgG de
camundongo anti-GCHI (NP000152, Human GCHI epitopo aa 84-173, Novus
Biologicals Inc, Littleton, CO, USA) diluido 1:4.000 em tamp&o de blogqueio por 4h a
25°C. O anticorpo secundério foi incubado por 4h a 25°C com antimouse 1gG de
cabra conjugado com fosfatase alcalina (Bio-Rad) em uma diluicéo de 1:7.000 em
solucéo de blogueio. Blots foram revelados com o substrato CSPD quimiluminescente
(Applied Biosystems) de acordo com instrucdes do fabricante e expostos ao filme
Kodak Standard.

2.2.5. Andlise defolato em plantas pelo método microbiol égico

As plantas positivas para 0 transgene gchl tiveram o seu teor de folato
guantificado pelo método microbioldgico, mediado por Lactobacillus rhamnosus
(ATCC 7469).

2.2.5.1. Crioprotegdo da cultura de Lactobacillus rhamnosus

Para ser utilizada na quantificagdo de folato em extratos de folha de aface, a
cultura de L. rhamnosus, a partir de uma cultura liofilizada, foi crioprotegida para
maior durabilidade e estabilidade, de acordo com Wilson e Horne (1982) da seguinte
forma. 1 mL de meio FAAM (Folic Acid Assay Médium, Sigma) foi adicionada a
cultura liofilizada e foi hidratada por 10 minutos. O meio continha 47 mg do meio
FAAM por litro de meio final, contendo 0,3 pg/L de &cido fdlico e 250 mg/L de acido

ascorbico, autoclavado a 121°C por 10 minutos e apos frio foi utilizado.
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Um volume de 0,5 mL desta suspens&o bacteriana foi inoculado em 10 mL de
meio FAAM e incubou-se a 37°C por 7 horas. Depois, 0,5 mL da cultura bacteriana
foi retirada e juntada a 189 mL de meio FAAM, incubando o in6culo a 37°C por 18
horas. O recipiente contendo a cultura bacteriana foi retirado da estufa e resfriado
imediatamente em gelo. O mesmo volume de glicerol 80% gelado e estéril foi
adicionado a cultura. Toda a solucéo foi aliquotada em tubos de 2 mL, que foram
guardados a—80°C até o uso.

2.2.5.2. Extracéo defolato de folhas de alface

O método microbioldgico foi usado para a determinacdo de folato em folhas
de alface seguindo o protocolo AACC Method 86-47 (DeVries et a., 2001; Hyun &
Tamura, 2005) com modificagdes. Para a extracao de folato, cinco gramas de folha de
aface foram macerados com nitrogénio liquido em um cadinho de porcelana com a
ajuda de um pistilo. O po resultante foi ressuspenso em 25 mL de tampéo fosfato 0,1
M (pH 4,1) com 114 mM de &cido ascorbico, em um tubo falcon. A mistura foi
aquecida em banho-maria por 10 minutos a 100°C, resfriada rapidamente em gelo e

armazenada até o uso no freezer -80°C (Tamura, 1990).

2.2.5.3. Tratamento bi-enzimatico dos extr atos de folato

O tratamento bi-enzimatico foi seguido conforme proposto por Pandrangi e
LaBorde (2004). Foi misturado 250 uL do extrato vegetal contendo folato a 250 uL de
tampéo citrato 0,3 M (pH 4,0) e 500 uL de protease (Protease, Tipo XIV: bacteriana,
de Streptomyces griseus; Sigma) e incubado a 37°C por 8 horas. Apos este tempo a
amostra foi fervida por 5 minutos para inativar a enzima. 200 uL deste extrato
resfriado foi adicionado a 950 pL de tampdo fosfato 0,3 M (pH 7,0) e 50 uL de
conjugase, que foi novamente incubada a 37°C, desta vez por 3 horas.

A conjugase foi preparada de acordo com Wilson e Horne (1982). Sangue de
bovino foi coletado e deixado coagular. Em seguida foi centrifugado a’5.000 g por 10
min. O soro (16 mL) foi dializado a 4°C por 18 h em um litro de tampé&o fosfato de
potéssio 0,1 M (pH 7,0) contendo 2 g de carvéo ativado para remocdo de folatos
enddgenos. O dializado foi entéo estocado a—20°C em aliquotas de 0,5 mL até o uso.
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2.2.5.4. Quantificacdo de folato em folhas de alface

Para a quantificagdo de folato placas de ELISA de 96 pogos foram utilizadas
para 0 acondicionamento do meio de crescimento da bactéria. O meio FAAM sem
adicéo de acido folico foi utilizado, sendo este Ultimo adicionado nos pontos da curva,
e presente naturalmente no extrato da planta que se desgja quantificar. No ensaio foi
utilizado o tampéo fosfato 50 mM (pH 6,1). Fez-se uma curva, adicionada de &cido
félico sintético, acido pteroil-L-glutamico (Sigma), para servir de referéncia na
guantificacdo, e as amostras de plantas, que serviriam como fonte de folato para o
crescimento da bactéria também foram preparadas. Todos o0s pontos da curva e todos
0s extratos de plantas a serem quantificados foram preparados em triplicata.

No preparo das amostras de planta, foi preparada uma mistura (mistura A),
contendo 100 uL de FAAM, 25 uL de tampdo fosfato 50 mM (pH 6,1) e 5 uL da
bactéria crioprotegida. Foi distribuida entdo 130 puL da mistura A em cada pogo da
placa de ELISA. Em seguida, foi adicionado a cada poco 2,5 uL do extrato tratado bi-
enzimaticamente de cada planta a ser analisada, mais 167,5 uL do meio FAAM
(autoclavado por 10 minutos a 121°C e adicionado de écido ascérbico, sem é&cido
folico).

No preparo da curva, foi feita uma diluicdo seriada: primeiramente foi
adicionado 170 uL de meio FAAM a cada poco da placa; acrescentado ao primeiro
poco 60 uL de solugdo de acido folico na concentragéo de 100 ng/mL, e mais 170 pL
de meio FAAM. ApGs misturar com o auxilio da pipeta, foram retirados 170 uL da
solucdo e colocados no poco seguinte, que ja continha 170 uL de meio FAAM, e
assim foi repetido por 7 vezes, o &cido folico também foi diluido por 7 vezes, gerando
as seguintes concentracoes: 0,2 ng, 0,1 ng, 0,05 ng, 0,025 ng, 0,0125 ng, 0,00625 ng e
0,003125 ng de &cido falico. Apos a diluicdo seriada feita para todos os sete pontos da
curva, cada ponto foi repetido mais duas vezes e foi adicionado também a cada poco
130 puL damistura A. Ao final de cada diluicdo seriada, foi feito um branco: um pogo
contendo apenas 130 pL da mistura A e mais 170 uL de meio FAAM, ou sga, um
ponto da curvafoi feito sem adicdo de &cido fdlico.

Apds o preparo de toda a placa, esta foi lacrada com filme adesivo pléastico
estéril para microplacas de ELISA (Axygen Scientific Inc.) e incubada a 37°C, sem

agitacdo, por 48 horas. Transcorrido esse tempo, a placa foi levada a um
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espectofotdmetro de densidade ética, onde a turbidez (o crescimento bacteriano) do
meio foi medida a 595 nm.

Uma regressao polinomial, com auxilio do programa Excel, permitiu cruzar os
dados obtidos na curva com os dados das plantas, para obter a quantidade de folato
equivalente nas plantas de acordo com o crescimento da bactéria observado. Os dados
da concentracdo de folato foram normalizados usando o vaor de proteina total e os
resultados foram expressos em ng de folato por mg de proteina total.

As andlises de variancia foram realizadas com o SAS System for Windows
(versdo 8.02, SAS Institute, Cary, NC).

2.3. Resultados & Discussao

Em 45 experimentos de transformagdo por A. tumefaciens, com 130 explantes
cada experimento, 57 plantas regeneradas foram obtidas a partir de calos individuais,
e destas, 29 plantas positivas para o transgene gchl quando testadas por PCR com
primers especificos.

As plantulas positivas foram aclimatadas e cada linhagem avangada até a
terceira geracdo (T3). N&o foi observada qualquer diferenca fenotipica entre as plantas
geneticamente modificadas e os controles (plantas ndo transgénicas). As folhas das
plantas foram analisadas por PCR em cada geracdo para avaliar a presenca do

transgene gchl (fig. 8).
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Fig. 8 - Eletroforese em gel de agarose 12% mostrando os fragmentos de 461 pb amplificados por
PCR do gene gchl de algumas plantas To. Linha 1: branco, linha 2 a 6: linhagens de plantas de aface
transgénicas, linha 7: controle negativo (planta ndo transgénica) e linha 8: controle positivo, vetor
utilizado na transformag&o diluido 1.000 vezes.
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Para confirmar a expressdo do gene gchl, a proteina de folhas das plantas T3
foram extraidas e analisadas por SDS-PAGE e Western blot. O produto do transgene
gchl foi detectado nas linhagens transgénicas (fig. 9).

1 2 3 4 5 6 7
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Fig. 9 - Expresssdo de GgGCHI em folhas de aface transgénicas. Western blot da expressdo de
GgGCHI em folhas de plantas transgénicas, figado de galinha e E. coli detectados pelo uso de
anticorpo anti-hGCHI. Linhal-2: folhas de aface ndo transgénicas; linhas 3-5: linhagens transgénicas
de aface; linha 6: 30ug de proteina total isolada de figado de galinha; linha 7: GCHI-6His de células
de E.coli transformadas com o plasmidio pDEST-GCHI. Marcadores de massa molecular indicados a
esquerda (em kDa).

Nenhuma reag@o cruzada com a proteina GCHI enddgena foi detectada e
nenhuma banda foi observada nas plantas ndo transgénicas (fig. 9). Como esperado,
uma banda imunoreativa foi observada, correspondendo em tamanho a massa
molecular predeterminada de 30kDa (incluindo as extensdes N- e C-terminais) do
produto do gene gchl expresso em E. coli (fig. 9). O uso de anticorpo anti-GCHI
contra o epitopo de GCHI humano correspondente aos aminoacidos de posicéo 84 a
173 mostraram que o gene de G. gallus com os codons otimizados foram expressos
em folhas de alface. Nenhum sinal foi observado nas linhagens n&o transgénicas. Na
verdade, a GCHI de G. gallus é muito divergente da GCHI de plantas, apresentando
uma identidade de apenas 39% com GCHI de S. lycopersicum (E=1e%) e Arabidopsis
thaliana (E=3e*). Além disso, o epitopo humano GCHI tem alta identidade com o
GCHI de galinha (94%) e baixa identidade com o epitopo de plantas (<41%).

Uma banda GCHI imunoreativa maior e outra menor foram observadas nas
linhagens transgénicas. A proteina GCHI de galinha detectadas em ambas folhas de
alface transgénicas e figado de galinha mostraram uma massa molecular maior
guando comparadas com a GCHI de galinha expressado em E. coli. Esta enzima é um
multimero composto de subunidades idénticas, mas seu nimero exato de subunidades

ainda ndo foi determinado para a maioria das espécies. Diferencas nos padrfes de
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eletroforese, relativas a massa molecular esperada in silico, tem sido observada em
GCHI de plantas e animais (Cha et al., 1991; Yoneyama & Hatakeyama, 1998). Esta
diferenca no tamanho da proteina pode também ser atribuida as modificagdes pos-
traducionais, como a glicosilacéo e fosforilacdo. Hesslinger et al. (1998) mostraram
gue GCHI esta sujeita a modificagOes pds-traducionais. Adicionalmente, uma andlise
in silico usando o algoritmo YinOYang 1.2 (Gupta & Brunak, 2002) previu 5 residuos
de Ser/Thr na GCHI de galinha com ato potencia (0,77 a 0,99; limiar = 0,5) para
glicosilagdo N-acetilglucosamina bem como fosforilagéo.

Em folhas de alface transgénicas, GCHI de gdinha parece ser
eletroforeticamente superior que a proteina encontrada no figado de galinha. Apesar
de as plantas possuirem um sistema endomembrana e uma via secretora similar aos
das células de animais, diferencas nos padrdes de glicosilacgo entre plantas e animais
tém sido observadas (Balen & Krsnik-Rasol, 2007; Maet a., 2003; Streatfield, 2007).
Porém, outros experimentos sao necessarios para confirmar se estas diferencas podem
influenciar na atividade enzimética.

A fim de determinar se a expressao do gchl exégeno aumentou a quantidade
de folato, foi quantificado pelo método microbioldgico mediado por L. rhamnosus o
folato total das linhagens transgénicas e ndo transgénicas (controle) (fig. 10).

Por meio da equagdo gerada (y = -3,6139x° + 4,4752X? — 1,1239x + 0,0815;
R?= 0,9999), foram cal culados os valores equivalentes de cada medida observada nas
plantas, para se obter os valores correspondentes em ng/ug de tecido fresco. Em
seguida, o valor foi dividido pela quantidade de proteina existente em cada pogo da
placa de ELISA (quantificado por Bradford). A partir destas quantificagbes foram
verificadas que a linhagens transgénicas mostraram um aumento no teor de folato de

até 8,5 vezes quando comparadas com plantas ndo transformadas (controle) (fig. 10).
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Fig. 10 - Quantificacdo de folato total em linhagens de aface transgénicas Tz e ndo transgénicas
(controle). Valores de folato de 19 linhagens transgénicas foram significativamente diferentes (barras
cinzas) das plantas ndo transformadas (controle). Valores de folato de 10 linhagens transgénicas néo
foram significativamente diferentes (barras brancas) das plantas ndo transformadas (controle). O
controle e o espinafre estéo representados por barras pretas. As barras representam as médias +/- SD
(Student”s t-test; P>0,05 versus controle). Espinafre também foi analisado por ser considerado rico em
folato.

Os resultados revelaram que 19 linhagens apresentaram aumento significativo
na quantidade de folato (P=0,05), apresentando um aumento de 2,1 a 8,5 vezes
guando comparado as linhagens ndo transgénicas (fig. 10). Além disso, o espinafre
(Spinacea oleracea), uma planta rica em folatos, foi anaisado. Os resultados
revelaram que algumas linhagens transgénicas, como a AA16-C3-3, 47B5, 47B2
tiveram 72,6; 67,4 e 51,5%, respectivamente do total de folato encontrado no
espinafre.

As plantas expressando o gene gchl de galinha apresentaram uma aumento de
até 8,5 vezes mais folatos que os controles. Uma estratégia similar, porém usando
gchl de bactéria, foi similarmente bem sucedida no aumento de sintese de pterinas e
folato em folhas de A. thaliana (Hossain et al., 2004) e tomate (De La Garza et d.,
2004). Apesar do aumento no teor de folato em tomate em duas e até trés vezes, as
frutas amadurecidas apés colheita das plantas continham niveis de folato similares as
frutas controle que amadureceram nas plantas (De La Garza et al., 2004). Em
Arabidopsis, a expressao do gene gchl de E. coli resultou em um aumento de duas a
guatro vezes no teor de folatos. Em todos os casos, a expressdo do gene gchl gerou
altos niveis de pterina quando comparados com o aumento de folato total (De La
Garzaet al., 2004; Hossain et al., 2004). Estes resultados sugerem a existéncia de um
gargalo no fluxo da via de sintese de folato, provavelmente no suprimento de pABA.

Recentemente, De La Garza et a. (2007) cruzou linhagens de tomate
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superexpressando tanto pABA quanto pterina e produziu plantas com acimulo de 25
vezes mais folato nas frutas.

A gquantidade de folato obtida nas folhas de alface foi de 188,5 ug/100 g de
peso fresco (346,5ng de folato/mg de proteina total), o que representa 5,4 vezes mais
folato do que o observado em folhas verdes de aface cruas var. crispa (USDA

National Nutrient Database for Sandard Reference, http://www.nal.usda.gov/fnic/

foodcomp/search/). Com estes resultados plantas de alface fortificadas obtidas neste
trabalho fornecerdo 26% da IDR de folato para adultos (400 pg/dia para um adulto)
pelaingestdo diaria de uma porcao regular (56g ou uma xicara de cha, de acordo com
USDA National Nutrient) de folhas destas alfaces.
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Anexo

Nunes, A.C.S,; Kalkmann, D.C.; Aragao, F.J.L. (2009) Folate Biofortification
of Lettuce by expression of a codon optimized chicken GTP cyclohydrolase |

gene. Transgenic Research (in press)
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Capitulo 3

Aumento da expressao de corismato sintase em plantas de alface

3.1. Introducéo

O aumento da expresséo do gene da corismato sintase (cs) foi escolhido por
ser 0 primeiro passo da via metabdlica do pABA, um precursor para a formagéo de
folatos. Como ja mencionado anteriormente no capitulo 2, estudos mostram que
mesmo havendo um aumento no teor de folato pela superexpressao do gene gchl, esta
superexpressao gera altos niveis de pterina quando comparados com o aumento de
folato total (De La Garza et al., 2004; Hossain et a., 2004). Estes resultados sugerem
a existéncia de um gargalo no fluxo da via de sintese de folato, possivelmente no
suprimento de pABA. No entanto, isso néo foi observado quando De La Garza et al.
(2007) cruzaram linhagens de tomate tanto com aumento da expresséo de pABA
guanto de pterinas e produziram plantas com acumulo de 25 vezes mais folato nestas
frutas quando comparadas com as frutas ndo transformadas. A técnica de
transformacdo por biobalistica foi escolhida por ser um protocolo estabelecido,
conhecido e por poder ser direcionado para a transformacao plastidial, como é o caso
do genedacs.

A transformacdo cloroplasmatica € mediada por biobalistica e tem algumas
vantagens em relacdo a transformacdo do genoma nuclear. As principais vantagens
apontadas sdo: altos niveis de expressdo heteréloga (De Cosa et al., 2001; Tregoning
et al., 2003), contencdo do transgene devido ao fato de que para a maioria das plantas
superiores o genoma cloroplasmatico tem heranca materna (Birky, 2001; Ruf et al.,
2001; Svab & Maliga, 1993), auséncia do efeito de posicéo devido ao fato de que é
possivel direcionar a integracdo para uma regido especifica (Staub & Maliga 1992), e
diminuicéo dos problemas de silenciamento génico quando multiplos genes devem ser
inseridos, devido ao fato de que a maquinaria traducional dos cloroplastos tem a
capacidade de traduzir transcritos policistronicos, onde ha um promotor para um ou
mais genes (De Cosa et a., 2001; Kanamoto et a., 2006; Staub & Maliga, 1995).
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Desde 1990 é possivel transformar plantas superiores com 0 processo de
transformacao de cloroplastos por biobalistica (Svab et a., 1990; Yeet a., 1990).

3.2. Materiais& Métodos

3.21. Construcdo do vetor para transformacdo plastidial por

bombardeamento

O vetor pRL 1000 utilizado na construcéo do vetor final para transformacéo de
plastidio de aface por bombardeamento foi gentilmente cedido pelo Dr. Hirosuke
Kanamoto (Research Institute of Innovative Technology for the Earth, Kyoto, Japan).
O pRL1000 (Kanamoto et al., 2006) consiste de um sitio de integragdo plastidial por
recombinacdo e um cassete de selecdo que confere resisténcia a espectinomicina
(aadA) (fig. 11).

EcoRl Notl E¢047III Ps.tl Sall Hindlll
— rbcL —I aadA I— accD —
LsPrrn LsTpsbA
\__ _J

Fig. 11 - Cassete de expressao do vetor pRL1000 usado na construgdo do vetor de transformacdo
plastidial de aface (Kanamoto et al., 2006).

O gene da corismato sintase de tomate (lecs) foi clonado de Solanum
lycopersicum L. (=Lycopersicon esculentum Mill.). Para isso inicialmente flores de
tomate foram retiradas da planta e imediatamente o RNA total foi extraido em
nitrogénio liquido seguindo-se o protocolo do kit micro-to-midi total RNA purification
system da Invitrogen (Carlsbad, California, USA), conforme indicag&o do fabricante.
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A partir do RNA total obtido, cDNA foi sintetizado com o uso do kit
Superscript I RNAse H- Reverse Transcriptase da Invitrogen (Carlsbad, California,
USA), conforme indicagdo do fabricante.

Com o cDNA, foram feitas entdo reacbes em cadeia da polimerase com
transcricdo reversa (RT-PCR) usando-se Platinum Tag DNA Polymerase High
Fidelity da Invitrogen (Carlsbad, California, USA). A fim de se obter o gene lecsl-2
de aproximadamente 1.100 pb, e também substituir um sitio da enzima de restri¢cdo
Sacl por um sitio de Kpnl na mesma posi¢do. Estas reacdes foram realizadas em duas
pates lecsl e lecs2. Para isso 2 pares de primes. LeCSPSTF
(GCTGCAGTTGTAGGGAGGGATTTATGGCTGGTAGTACATTTGG) e
LeCSKPNR (GCGGTACCTGATGAAATTTTGCAAG) foram usados visando a
amplificagdo do gene lecsl (de aproximadamente 200 pb) e, LeCSKPNF
(CAGGTACCGCAGATGGGC TGACTAC) e LeCSPSTSACR (CGAGCTCTGCAG
TCAGAGGGTAACCTC) para amplificar o gene lecs2 (de aproximadamente 900
pb). Todas as reagdes foram colocadas em um termociclador PTC-100 (MJ
Researcher) em 50 uL de solugéo contendo 40 ng de cDNA, 60 mM Tris-SO, (pH
8,9), 18 MM (NH4)2SO4, 2 MM MgSO,, 250 nM de cada dNTP, 200 nM de cada
primer e 5 U de Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). A reagéo
ocorreu nas seguintes condigdes: 1 ciclo de 95°C por 5 min., 35 ciclos (95°C por 1
min., 55°C por 1 min, 68°C por 1 min.) e um ciclo de elongacdo final (68°C por 5
min.). Os fragmentos foram clonados separadamente no vetor pGEM-T-Easy
(Promega) e sequienciados com os primers universais M13 e T7 em um sequenciador
automatico (ABI Prism 3700).

Apos verificados no sequienciamento, cada fragmento foi entdo digerido com
enzimas de restricdo especificas. LeCS1 com as enzimas Kpnl e Ncol e LeCS2 com
Kpnl e Sacl. Ambos os fragmentos foram ligados com T4 DNA ligase para se obter o
inserto LeCS1-2.

O vetor pRL1000 e o inserto LeCS1-2 foram ent&o digeridos com a enzima de
restricdo Pstl e ambos foram ligados, sendo obtido assim o vetor policistronico de
transformacdo por bombardeamento pLeCS (fig. 12). No vetor policistrdnico um
promotor (LsPrrn) € capaz de codificar a sintese de uma molécula de RNAm, que
possui a informagdo para a producédo de duas ou mais proteinas (AadA e LeCS), que

poderdo ser geradas ao mesmo tempo.
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Fig. 12 - Vetor de transformagao plastidial pLeCS para bombardeamento de folhas de aface. Contém
cassete de expressdo do gene aadA que confere resisténcia ao antibiético espectinomicina, sob o

controle de elementos regulatérios de plastidio de alface, especiamente o promotor do operon RNA
ribossomal 16S (LsPrrn) fusionado e o terminador do gene psbA de aface (LsTpsbA).

3.2.2. Otimizacdo dos parametros de transformacéo cloroplasmética por
biobalistica

Folhas jovens de aface (3 a 4 semanas de idade) crescidas em meio estéril,
foram organizadas, de 6 em 6, em placa de Petri de bombardeamento (peguenas), com
o lado adaxia para cima, contendo meio de regeneracéo (meio MS 3% de sacarose
suplementado com 0,1 mg/L de &cido naftaleno acético (NAA), 0,1 mg/L de BAP e
0,6% de agar, pH 5,8 e autoclavado a 121°C por 20 minutos). Apés um dia de
incubacdo no melo de regeneracdo, as folhas foram bombardeadas usando
microparticulas cobertas com DNA do vetor pBl 426 com o0 uso de um acelerador de
microparticulas que utiliza alta pressdo de gés hdlio.

Foram realizados 4 experimentos diferentes, sendo 3 bombardeamentos em
cada, com 6 explantes por bombardeamento, conduzidos em condi¢des controladas:

umidade relativa do laboratorio em 40%, distdncia de 8 milimetros (mm) entre a
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camara de gés a alta pressdo (gerador de onda de choque) e a membrana carreadora
contendo as microparticulas cobertas de DNA, disténcia de 13 mm entre a membrana
carreadora e a tela de retencdo, disténcia de 80 mm entre a tela de retencéo e o
material a ser bombardeado, pressdo de vacuo de 27 polegadas de mercurio.

No primeiro experimento utilizou-se uma pressao de gés hélio de 800 psi, com
particulas de tungsténio de 0,2 um de didmetro (M5). No segundo, utilizou-se uma
pressdo de 800 psi e particulas de tungsténio de 1 um de didmetro (M10). No terceiro
experimento, utilizou-se pressdo de 1200 psi, com particulas M5, e no quarto, pressao
de 1200 psi com particulas M 10 de tungsténio.

Apdbs o bombardeamento, os explantes foram levados a sala de cultivo, onde
ficaram por 24 horas. Transcorrido este tempo, foram transferidos para placa de
ELISA com 2 mL de tamp&o de &cido 5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-glucurénico (X-
gluc) [100 mM NaH,PO4.H,0, 0,5 mM K4Fe(CN)6.3H,0, 10 mM NaEDTA.2H-0,
0,1% Triton X-100, 0,1% de X-gluc a 50 mg/mL diluido em dimetilsulfoxido
(DM SQ)] para cada grupo de folhas bombardeadas (6 folhas bombardeadas por tiro).
Os explantes foram colocados no escuro a 37°C por 16 horas. O tamp&o de reagéo foi
retirado e 3 mL de etanol 70% foi adicionado em cada grupo de folhas, para
interromper a reagdo, retirar a clorofila e permitir melhor visuaizagdo da cor azul,
colocados por 16 horas a temperatura ambiente. Apos este tempo o etanol foi retirado
e agua foi adicionada. Os explantes foram analisados em uma lupa marca Zeiss
modelo Stemi SV11 (Alemanha) com um aumento de 40 vezes e a quantidade de

pontos azuis gerados em cada tiro foram contados.

3.23. Transformacdo cloroplasmatica por bombardeamento e

regener acao das plantas

As sementes de aface da cv. Verdnica tiveram sua tensdo superficia reduzida
pela lavagem em solugdo de tween 20 em agua destilada autoclavada. Em seguida as
sementes foram desinfestadas por 15 minutos em solugdo de 1% de hipoclorito de
sodio. Foram realizadas ainda trés lavagens sucessivas com agua autoclavada, e a
semeadura foi feita em placa de Petri contendo 25 mL do meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962) com 3% de sacarose e 0,6% de agar (pH 5,8). O meio foi

entdo esterilizado em autoclave a 1 atmosfera de pressdo e 121°C por 20 minutos. A
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germinacdo se deu em sala de crescimento com lampadas fluorescentes, com
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25°C.

Com os parametros estabelecidos, folhas jovens (3 a 4 semanas de idade)
foram organizadas em novas placas de Petri de bombardeamento, com o lado adaxia
para cima, contendo meio de regeneracdo (meio MS com 3% de sacarose
suplementado com 0,1 mg/L de NAA, 0,1 mg/L de BAP e 0,6% de agar, pH 5,8 e
autoclavado). Ap6s um dia de incubacdo no meio de regeneracdo, grupos de 6 folhas
foram bombardeadas usando microparticulas de tungsténio WP-100 (Atlantic
Equipment Enginners, Bergenfield, NJ, USA) de 1 um de didmetro cobertas com o
vetor pLeCS com o uso de um acelerador de microparticulas que utiliza alta presséo
degéshédlio.

Foram feitos 18 experimentos, de 12 bombardeamentos cada, com 6 explantes
em cada bombardeamento, sendo que os bombardeamentos foram conduzidos em
condigBes controladas de umidade relativa do laboratorio inferior a 40%, distancia de
8 mm entre a cAmara de gas a alta pressao (gerador de onda de choque) e a membrana
carreadora contendo as microparticulas com DNA, distancia de 13 mm entre a
membrana carreadora e a tela de retencéo, distancia de 80 mm entre a tela de retencéo
e o material a ser bombardeado, presséo de vacuo de 27 polegadas de Hg e pressdo do
gas hélio de 1200 psi.

Dois dias ap6s 0 bombardeamento, as folhas foram cortadas em pequenos
pedacos (4 x 4 mm) e colocadas com o lado adaxial para baixo, em contato com novo
meio de regeneracdo, contendo desta vez 50 mg/L de espectinomicina (antibiotico
seletivo), 500 mg/L de PVP para evitar o escurecimento do meio pela oxidagéo de
compostos fendlicos, 3% de sacarose, 0,6% de agar, 0,1 mg/L de NAA, 0,1 mg/L de
BAPepH 5,8.

Apobs o inicio do aparecimento das radiculas, cerca de dois meses apds a
transformacéo, as plantas regeneradas foram transferidas para 0 meio com a metade
de sais do meio MS e metade da concentragcdo de sacarose, contendo ainda 0,6% de
agar, 0,1 mg/L de NAA e 50 mg/L de espectinomicina, parainduzir o enraizamento.

Depois de devidamente enraizadas, as plantas foram transplantadas para
vermiculita e foram levadas a casa de vegetacdo por 7 dias. ApOs esse periodo as
mudas foram transferidas para vaso com terra, mantidas na casa de vegetagcdo, onde

permaneceram com irrigagdes didrias até o florescimento e producéo das sementes.
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3.2.4. Confirmacao dainsercéo do transgene

Durante o periodo de aclimatacdo das plantas, analises para confirmacdo da
integracdo do transgene no cloroplasto da planta e para quantificacdo de folato no
tecido vegetal foram realizados.

3.2.4.1. Extracdo de DNA gendmico das plantas para analise por PCR

O DNA foi isolado de discos foliares de acordo com Doyle e Doyle (1987).
Descrito no Capitulo 2, item 2.2.2.1. Extracdo de DNA gendmico das plantas para
andise por PCR.

3.242. APCR

A PCR foi realizada de acordo com Bonfim et al. (2007), para a confirmacéo
da insercdo dos transgenes. Os primers  especificos  LeCSPSTF
(5GCTGCAGTTGTAGGGAGGGATTTATGGCTGGTAGTACATTTGG-3) e
LeCSPSTSACR (5-CGAGCTCTGCAG TCAGAGGGTAACCTC-3") foram
utilizados para amplificar uma sequéncia de aproximadamente 1.100 pb
correspondente ao gene LeCS. As amostras foram colocadas no termociclador onde
foram tratadas a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de amplificagdo (95°C por 1 min.,
55°C por 1 min., 72°C por 1 min.) com um ciclo final de 72°C por 7 min., terminando
a4°C.

Os produtos do PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
(p/v) preparado com tampdo TBE 1X (10,8 g de Tris base, 5,5 g de acido bérico e 4
mL de EDTA 500 mM, pH 8,0, em g.s.p. 1 L de &gua destilada) e corado com 1
mg/100 mL de brometo de etideo. As bandas foram visualizadas e fotografadas com o
auxilio do Gel Doc 2000™ (Biorad).

3.2.5. Andlisedefolato em plantas pelo método microbioldgico

A quantificac8o de folato foi realizada nas linhagens ABD12-1, ABD12-2 e
ABD18, plantas positivas para o transgene LeCS que tiveram 0 seu teor de folato

quantificado pelo método microbiol égico, mediado por L. rhamnosus (ATCC 7469),
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conforme descrito no Capitulo 2 (item 2.2.4 Andlise de folato em plantas pelo método
microbiol 6gico).

Os dados foram comparados sempre aos dos controles (plantas néo
transformadas) e espinafre, por conter altas concentracBes da vitamina. Os dados
foram ent8o cruzados com os dados da curva de crescimento do microorganismo,
obtida por diluicéo seriada de &cido folico como descrito no Capitulo 2 (item 2.2.4.4.
Quantificagdo de folato em folhas de alface).

Uma regressao polinomial, com auxilio do programa Excel, permitiu cruzar os
dados obtidos na curva com os dados das plantas, para obter a quantidade de folato

equivalente nestas plantas de acordo com o crescimento da bactéria observado.

3.3. Resultados & Discussao

No experimento para otimizagdo dos parametros de bombardeamento das
folhas de alface, os dados gerados podem ser visuaizados na tabela 2, onde estdo
representados os ensaios usando pressdes de 800 ou de 1.200 psi, com microparticulas
de tungsténio de 0,2 um de diametro (M5) ou de 1 um de didmetro (M 10). Os dados
foram conseguidos por meio da contagem dos pontos azuis existentes nas folhas de
alface apos o bombardeamento com o vetor pBl 426. Em cada experimento, realizado
em triplicata, 6 explantes foram bombardeados, dando um total de 18 explantes por
experimento. Entre 9 e 105 pontos de expressado do gene gus puderam ser visualizados

por experimento nas folhas de alface (fig. 13).

Tabela 2. Numeros de pontos azuis obtidos na expressdo transiente do gene gus em
folhas de alface, foram usadas pressdes de 800 e 1200 psi e particulas M5 e M 10.

NuUmero de pontos azuis
Experimento 1 | Experimento 2 | Experimento 3 | Experimento 4
Triplicata 800 psi / M5 800 psi/M10 | 1200 psi / M5 | 1200 psi / M10
1 4 7 1 64
2 8 28 2 41
3 5 66 6 0
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Fig. 13 - Folhas de aface ap06s 0 experimento com gene gus. (A) ndo ha expressdo do gene gus (B) ha
uma grande concentragdo de pontos azuis, onde ocorreu areagdo histoquimica.

Conforme descrito na tabela 2, os experimentos utilizando particulas de
tungsténio de 1 um (M 10) e pressdes de gas hélio de 800 e 1200 psi apresentaram 0s
valores mais elevados de nimero de pontos azuis. Kanamoto et al. (2006) usaram para
a cultivar de alface var. Cisco uma presséo de 900 psi, com particulas de ouro de 0,6
um de didmetro, indicando que maiores didametros de particulas tém tido melhores
resultados para folhas de alface, ndo se podendo afirmar 0 mesmo quanto a pressao
usada, que parece ndo surtir diferencas significativas na eficiéncia do sistema. E
importante notar também uma relagdo entre a espécie da planta e o tamanho de
particula a ser utilizada, uma vez que Svab e Maliga (1993) obtiveram alta freqiiéncia
de transformagéo de tabaco (Nicotiana tabacum) utilizando particulas de tunsgténio
de apenas 0,1 um de didmetro. Por isso, foram escolhidas as condi¢Bes de
bombardeamento de 1200 psi e particulas M10 para a transformagdo de folhas de
alface. Portanto, os demais experimentos visando inserir o gene de interesse foram
conduzidos nessas condicdes (tabela 2).

Uma semana ap0s a transferéncia dos explantes para meio seletivo, estes
formaram um calo esbranquicado. De 4 a 6 semanas apds a passagem para 0 meio de
selecdo, comegcaram a surgir pequenos brotos verdes (fig. 14), que foram entdo
transferidos para meio de enraizamento. Depois da planta formada, estafoi transferida

para vermiculita e finalmente para o solo.

87



Fig. 14 - Broto da planta ABD8, 5 semanas ap6s o bombardeamento, saindo de uma intensa massa
branca de células.

Nos 18 experimentos realizados, com 12 bombardeamentos cada, foram dados
216 tiros, e bombardeados 1.296 explantes, sendo obtidas 4 linhagens de plantas (uma
linhagem transgénica em 54 tiros). A primeira foi regenerada do oitavo experimento
(ABD8). Depois, mais duas plantas do experimento 12 foram obtidas (ABD12-1 e
ABD12-2). No ultimo experimento, mais uma planta foi gerada (ABD18). Apesar da
baixa fregliéncia de producdo em aface, o baixo nimero de transformantes por
experimento ndo € incomum. Na transformacdo de plastideos de tabaco (Nicotiana
tabacum), Svab & Maliga (1993) obtiveram 1-15 linhagens transgénicas por
bombardeamento. Porém, na transformagéo de folhas de Arabidopsis uma linhagem
transgénica foi obtida em 100 tiros (Sikdar et al., 1998), uma linhagem foi obtida em
35 tiros de batata (Solanum tuberosum) (Sidorov et a., 1999) e uma planta
transgénica a cada 20 tiros de tomate (Lycopersicon esculentum) (Ruf et al., 2001).
Logo, entre as plantas superiores a transformacdo de plastideos seria viavel
habitual mente apenas para o tabaco, que é a planta que apresenta maior eficiéncia na
transformagdo, por isso, ha ainda a necessidade de se desenvolver métodos mais
eficientes de transformagéo de cloroplastos de alface.

Durante a regeneracéo das plantas ndo se notou o0 escurecimento do meio de
cultura, como relatado por Kanamoto et al. (2006), porque foram adicionados ao meio
500 mg/L de PVP. Jafoi notério o escurecimento dos calos ndo transformados apos 2
meses no meio de cultura; primeiramente todos se tornavam brancos, e aqueles que

n&o se desenvolveram tornaram-se marrons, momento em que foram eliminados.
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As plantas ABD positivas para 0 transgene lecs apresentaram um
desenvolvimento normal na casa de vegetagcdo, sementes foram geradas, e as
progénies avaliadas se mostraram também positivas quanto a integracdo do gene
exogeno. Testes quanto a segregacdo do gene continuam sendo efetuados no

laboratorio; toda a progénie tem sido avaliada por PCR (fig. 15).

Fig. 15 - Eletroforese em gel de agarose 12% mostrando os fragmentos de 1.100 pb amplificados por
PCR do gene lecs de algumas plantas Ts. Linha 1 a 10: fragmento do DNA amplificado por PCR das
plantas filhas da ABD12-1; linha 11 a 17: fragmento das plantas filhas da ABD12-2, linha 18: branco,
linha 19: controle negativo (planta ndo transgénica) e linha 20: controle positivo, vetor utilizado na
transformacao diluido 1.000 vezes.

Algumas plantas filhas, porém, demonstraram quantidade anormal de flores e
sementes, além de um crescimento pronunciado. Trés linhagens apresentaram um
nimero muito superior de flores por planta (cerca de 3 a 5 vezes). Quanto a essas
anomalias tém-se realizado outras andlises, como a quantificacdo de AlA (&cido indol
acético), pois possivelmente esteja ocorrendo um desvio do corismato para a via
metabdlica do triptofano, que é um precursor do horménio AIA, uma auxina
envolvida com aregulacéo do crescimento da planta, dominancia apical, formacéo de
raizes adventicias e florescimento (Altamura & Tomassi, 1998; Salisbury, 1955).

Para a quantificac8o de folato, calcularam-se os valores equivaentes de cada
medida observada nas plantas usando a equagdo gerada no programa Excel (y = -
3,6139x° + 4,4752X* — 1,1239x + 0,0815; R*= 0,9999). Estes valores foram entfio
transformados para ng/ug de tecido fresco. Em seguida, dividiu-se pela quantidade de
proteina existente em cada poco da placa de ELISA (quantificado por Bradford). Por
intermédio destas quantificacfes, as linhagens transgénicas mostraram um aumento
no teor de folato de até 77,8% (fig. 16). Entretanto, esses aumentos ndo S&o
estatisticamente significativos quando os dados sdo analisados com um teste t de

Student (P>0,05 versus controle).
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Fig. 16 - Quantificacdo de folato de trés linhagens transgénicas (ABD18, ABD12-1 e ABD12-2), de
planta de aface néo transformada (controle negativo) e de planta de espinafre, por conter ato teor de
folato, os valores sdo fornecidos em ng de folato/ug de proteina total. As respectivas barras de erro
estéo representadas.

DelLaGarzaet a. (2004), ao transformarem tomate, conseguiram um aumento
de duas a trés vezes nas concentrages de folato em relacdo ao controle, apos a
alteracdo da via das pterinas. Os autores sugeriram gue 0 baixo aumento deveu-se
principalmente a diminuicio nos niveis de pABA verificado nas plantas
transformadas, sendo este um fator limitante a expresséo eficaz do gchl (GTP
ciclohidrolasel).

De la Garza et a. (2004) reportaram um aumento de até 20 vezes em relagdo
ao controle nos niveis de pABA em tomate, ao superexpressarem adcs. Porém, este
aumento de pABA néo repercutiu em aumento significativo nos niveis de folato dos
frutos. Quando duas linhagens modificadas foram cruzadas (as que expressaram adcs
e as que expressaram gchl), o nivel de folato nos frutos aumentou em cerca de 25
vezes em relacdo ao controle (De La Garza et ., 2007).

Os niveis de folato quantificados para as plantas transformadas com o vetor
lecs foram inferiores ao esperado, mas ndo se pode comparé-los a outros estudos, pois
estes foram conduzidos com outras vias metabdlicas e visando um aumento nos niveis
de folato em frutos e ndo em folhas. A hipotese de que parte do aumento ocasionado
pela transformagdo nos niveis de corismato esteja sendo usado para a formacdo de
alcalbides e outros compostos arométicos ainda devera ser avaliada. Como comentado
anteriormente, em plantas, residuos de aminoacidos aromaticos produzidos pela via
metabdlica do lecs servem como precursores para varios metabdlitos secundérios,

como AlA, indol alcal6ides, fenilpropandides e flavondides (Herrmann, 1995). Mais
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de 90% destes residuos de aminoacidos sdo usados pelas bactérias para sintese de
proteinas (Dixon & Paiva, 1995). A caracterizagdo da via metabdlica do chiquimato
(via do pré-corismato) e do corismato €, portanto importante na elucidagdo e
engenharia genética de metabolismos secundarios em plantas (Pascal et a., 2004).
Certos metabdlitos secundérios, incluindo fenilpropandides e flavondides, tém
importante papel no sistema de defesa das plantas (Dixon & Paiva, 1995; Dixon &
Steele, 1999) e o AIA é importante na producdo de flores e conseqlientemente,
sementes. Por isso, ha a possibilidade da via do lecs para a sintese de folato estar
sendo desviada para a sintese de auxina, com efeito no desenvolvimento de
meristemas florais, o que explicaria em parte a baixa quantificagdo de folato nas
plantas ABD e o alto nimero de flores. Caso este dado venha a ser confirmado nos
ensaios que estdo em andamento, ha um grande interesse na inser¢céo deste vetor em
plantas produtoras de flores ornamentais e plantas produtoras de sementes importantes

para a alimentagdo humana e animal, ou com interesse agrondmico.
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Capitulo 4

Conclustes & Per spectivas

Como esperado um aumento no teor de folato foi obtido nas plantas
geneticamente modificadas expressando o gene gchl. Com este resultado plantas de
alface fortificadas obtidas neste trabalho fornecerdo 26% da IDR de folato para
adultos (400 pg/dia para um adulto) pela ingestéo didria de uma porgdo regular (56 g
ou uma Xicara de cha, de acordo com USDA National Nutrient) de folhas destas
alfaces.

As linhagens geradas poder&o ser iseridas em um programa de melhoramento
genético para gque essa caracteristica sgja transferida para outras variedades. Além
disso, linhagens com ato teor de folato devem ser submetidas as andlises de
biosseguranca para que, no futuro, seja possivel a avaiagcdo de liberagdo de um
produto comercial que certamente teria um impacto positivo na salide humana.

Ainda, o aumento de folato obtido podera ser maior com a manipulacdo davia
de sintese de pABA. Nesse trabalho, essa via foi manipulada pela expressdo do gene
de uma corismato sintase nos cloroplastos. Entretanto, ndo se obteve o aumento
esperado nas linhagens obtidas. Isto pode ocorrer devido ao desvio da via metabdlica
de sintese de corismato para sintese de auxinas (por exemplo, AlA) e ndo para a
sintese de folato, como se esperava. Novos estudos deverdo ser realizados para que se
possa compreender o que foi observado nesse trabalho. Essa compreensdo ainda
depende de um maior conhecimento do controle das rotas metabolicas do chiquimato
e pABA em cloroplastos. Se for comprovado o desvio da via metabdlica do corismato
para AlA haveré o interesse nainsercdo deste vetor, com as modificacfes necessarias,
para o aumento da producdo de flores, no caso de plantas ornamentais ou na producéo
de sementes e gréos em cultivares de interesse agronémico ou consumidos por
humanos e animais.

Provalmente um maior teor de folato podera ser obtido com a expresséo de um
gene de uma aminodeoxicorismato sintase (adcs). Essa devera ser a etapa seguinte

nesse trabaho. Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com agueles
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observados na literatura, os quais estabel ecem uma necessidade de sintese tanto davia
do pABA quanto da via das pterinas, simultaneamente, para se ter plantas com maior
guantificaco de folatos se comparado ao aumento obtido com a superexpressao de
cada substrato da via metabdlica isoladamente. Em tomates houve um aumento de
apenas duas vezes quando superexpressou-se apenas um gene da via metabodlica das
pterinas, e pABA mostrou-se um fator limitante para uma maior quantificagdo nos
niveis de folato (De La Garza et a., 2004). No entanto, um aumento de 25 vezes mais
folato foi observado em plantas expressando os genes gchl e AtADCS quando
comparado com plantas néo transformadas, o que proveria a IDR total em menos de
uma por¢do padréo de tomate para mulheres grévidas. Nestas frutas uma quantidade
sete vezes superior de folato foi obtida em relacdo a plantas consideradas com alto
teor defolato (De La Garzaet a., 2007).

Com estes resultados sera possivel produzir plantas convencional mente,
cruzando as plantas que mais produzirem pABA (lecs ou adcs) com as que mais
produzirem pterinas (gchl) para se obter uma planta elite, com maior quantidade de
folato e entdo realizar um teste nutricional comparativo com a planta de alface elite e
uma planta de alface néo transformada para avaliagcdo da biodisponibilidade de folato
em animais (camundongos e€/ou coelhos). Além disso, haver4 a necessidade de
quantificar os varios metabdlitos da via de sintese de pterinas e pABA. 1sso poderia
lancar luz sobre como essas rotas sd0 processadas em plantas, tanto no citoplasma
guanto nas mitocdndrias e cloroplastos, aém de possivelmente terem aguma
relevancia do ponto de vista de biosseguranca. Ja que niveis elevados de pterinas
foram observados em plantas transformadas como tomate (aumento de 10 vezes no
teor de pterinas) (De La Garza et al., 2004), arroz (25 vezes) (Storozhenko et al.,
2007) e Arabidopsis (1.000 vezes) (Hossain et al., 2004) quando se objetivou
aumentar o teor de folato. Este acuimulo ndo € interessante ja que os efeitos do
acuimulo de pterinas no organismo humano ndo sdo conhecidos e podem ter
consequéncias para a salde humana, devido ao importante papel das pterinas na
fisiologia humana (De La Garza et a., 2004; Storozhenko et a., 2007).
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