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RESUMO

A cana-de-agucar ¢ uma planta de grande importancia econdmica, principalmente no
Brasil, que hoje ¢ o maior produtor mundial desta cultura. Porém, as lavouras de cana-
de-agucar estdo cada vez mais sendo atacadas e destruidas por pragas e patdgenos,
causando grandes perdas econOmicas para os produtores. Assim, varios estudos estdo
focados no desenvolvimento de variedades de cana-de-agliicar mais resistentes. Nosso
laboratdério tem trabalhado com a proteina CaneCPI-1, uma proteina inibidora de
cisteino-protease. Baseado em estudos que indicam que insetos pertencentes a ordem
Coleoptera possuem enzimas proteoliticas do tipo cisteino-proteases em seu trato
digestivo e, sabendo que algumas espécies de Coleoptera sao pragas de cana-de-agucar
e que causam sérios danos aos canaviais, foi desenvolvida uma cana-de-acucar
transgénica superexpressando o gene da CaneCPI-1 sobre controle do promotor da
ubiquitina do milho. A CaneCPI-1 foi também fusionada a uma his-tag para facilitar a
posterior purificacdo por cromatografia de afinidade em coluna de niquel. Para a
transformagao genética dos calos foi utilizado o método de biobalistica e, ap6s isto, foi
feita uma selecdo das plantas transformadas através de uma reagdo de PCR. As plantas
que apresentaram resultado positivo foram selecionadas por PCR Semi-quantitativo e
ensaios de Western blotting. Uma planta transformada expressando a proteina CaneCPI-
1 com his-tag foi selecionada para a purificacao da proteina recombinante em coluna de
afinidade ao niquel, possibilitando a purificagdo da ;sCaneCPI-1 em um tnico passo. O
rendimento foi de 6mg de proteina pura por kilograma de folhas de cana-de-actcar. A
msCaneCPI-1 purificada demonstrou atividade inibitéria contra a enzima catepsina L,
uma cisteino-protease humana. Estes resultados mostram que a cana-de-agucar pode ser
usada como um sistema de expressdo seguro e viavel para a produ¢do de proteinas
recombinantes ¢ ¢ o primeiro passo para o estabelecimento de uma cana-de-aglicar

resistente a pragas.



ABSTRACT

Sugarcane is a plant of great economical importance, mainly in Brazil, which is
currently the largest producer of this crop in the world. However, sugarcane farming has
suffered attacks from pests and pathogens, leading to considerable economical losses.
Therefore, a number of studies have focused on the development of more resistant
sugarcane varieties. Our laboratory has been working on a sugarcane protein (CaneCPI-
1), which is a cystein-protease inhibitor protein. Based on studies that indicate that
insects belonging to the order Coleoptera possess cystein-proteases in their mid-gut and
with the knowledge that some species of Coleoptera are sugarcane pests, a transgenic
sugarcane plant overexpressing the CaneCPI-1 gene was developed under the control of
maize ubiquitin promoter. CaneCPI-1 was fused to a His-tag to facilitate further
purification through affinity chromatography. The calli transformation was performed
through biobalistics. The transformed plants were then selected by polymerase chain
reaction. Positive plants were further selected by Semi-quantitative PCR and Western
blotting. A transformed plant expressing a His-tagged CaneCPI-1 was selected for
purification of the recombinant protein in a nickel column, enabling purification of
HISCaneCPI-1 from plant leaves in a single step. The yield was about 6mg of pure
protein per kilogram of sugarcane leaves. The p;sCaneCPI-1 purified from the
transformed sugarcane demonstrated inhibitory activity on the human cysteine protease
cathepsin L. These studies demonstrate that the sugarcane can be a safe and viable
expression system for recombinant protein production, and are the first step in the

establishment of a sugarcane plant that is more resistant to pathogens.
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1. INTRODUCAO

1.1. CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-agucar ¢ uma planta alégama que pertence a familia Gramineae
(Poaceae). Faz parte do género Saccharum, originaria do Sudeste Asidtico, da grande
regido central da Nova Guiné e Indonésia (DANIELS e ROACH, 1987). A maioria das
variedades comerciais ¢ formada por meio do cruzamento das varias espécies existentes.
Possui nimero polipléide de cromossomos, variando entre 130 e 170.

E uma planta que se propaga vegetativamente nas culturas agricolas através de
toletes que sofrem indugdo para brotacdo das gemas. A cana-de-acucar ¢ ereta, perene,
rizomatosa € forma touceiras Pode crescer de 3 a 6 metros. O colmo ¢ cilindrico,
extremamente glabro e de coloracdo varidvel. As folhas sdo simples, alternadas e
estreito lanceoladas. Possui frutos secos, do tipo cariopse € com semente de endosperma
abundante. E uma cultura que produz, em curto periodo, um alto rendimento de matéria
verde, energia e fibras, sendo considerada uma das plantas com maior eficiéncia
fotossintética. Seu plantio em larga escala ¢ tradicional em varios paises das regides
tropical e subtropical (COSTA-LIMA et al., 2001).

No Brasil, devido as condigdes climaticas favoraveis, a cana-de-agucar ¢
cultivada desde o seu descobrimento, sendo que a cultura estabeleceu-se de forma
definitiva nas regides Centro-Sul e Nordeste do pais. A cana-de-acucar tem grande
importancia nas industrias de actcar e alcool e constitui a base de produ¢do de matérias
primas como o bagago, o melago e outros de utilizacao crescente (STUPIELLO, 1987).

O Brasil se tornou o maior produtor mundial de agtcar derivado da cana e o

unico pais a produzir alcool em larga escala, em substitui¢do ao petréleo, e com a



vantagem de ser um combustivel renovavel e menos poluente. Atualmente o cultivo de
cana-de-agucar fundamenta a economia de determinadas regides do pais.

Com uma area plantada de 6,18 milhdes de hectares ¢ uma safra estimada em
475,7 milhdes de toneladas em 2006/07, o mercado sucroalcooleiro movimenta mais de
12,7 bilhdes de reais por ano com a venda de produtos como agucar, aguardente, alcool
e alguns subprodutos como melago e vinhaga. Atualmente existem no Brasil cerca de 50
mil produtores de cana-de-actcar e 308 unidades de processamento industrial, com uma
produtividade de 76,8kg/ha e produzindo 17,6 milhdes de m’ de etanol por ano
(Disponivel em: <www.unica.com.br>. Em jan. de 2007).

A agroindustria canavieira ¢ responsavel por milhdes de empregos, o que
evidencia a importancia social da cultura (SGRILLO, 1979), com a geracdo de divisas
através da exportacdo de aglicar e alcool e pelo aproveitamento racional da biomassa
vegetal, gerando energia elétrica e produtos para a induastria alcoolquimica e para a
alimenta¢do de animais entre outros (RAIZER, 1998).

Com tecnologias comerciais, ¢ usando somente o bagago, ¢ possivel gerar
energia elétrica, sendo que a tecnologia existente permite gerar cem kilowatts de
eletricidade por tonelada de bagaco. A utilizagdo de parte da palha poderia elevar este
potencial, aumentando ainda mais a importancia econdmica da cana-de-agucar
(SACILOTO, 2003).

Por ser um mercado de expressdo econdmica, preocupagdes com a qualidade e a
produtividade sdo constantes no setor. Existem varios fatores que contribuem para a
qualidade e a produtividade da cana-de-agiicar como o preparo do solo, a adubagao, a
escolha de variedades, o plantio e o ataque de pragas e doengas. Dentre estes fatores
estima-se que as perdas na producdo causadas por ataques de pragas na cana-de-acucar

chegam a um total de 470 milhdes de ddlares por ano. O ataque de patdgenos e pragas



de plantas vém contribuindo significativamente para as perdas na producao sofridas por
produtores de cana-de-acicar em todo o mundo. As perdas na produgdo agricola
mundial causadas por insetos chegam a 37% e sabe-se que mais de 200 doengas de
plantas sdo causadas por fitopatégenos (HAQ et al., 2004). Os principais métodos de
controle aplicados ao combate de fitopatdogenos ainda sdo os que se baseiam na
utilizagdo de fungicidas e pesticidas, causando altos custos econdomicos ¢ ambientais.
Estes métodos de combate quimico sdo geralmente eficientes, porém contaminam o
meio ambiente deixando residuos no solo, o custo é elevado para os produtores e
permitem o surgimento de pragas resistentes a estes pesticidas (GLEDDIE et al.,1989).
Por tais motivos, ¢ desejavel o desenvolvimento de alternativas de baixo custo que
diminuam o uso de produtos quimicos e conseqliente contaminaciao do solo, e também
evitando o surgimento de patdgenos resistentes.

Um grande sucesso na producdo de cana-de-agucar deve-se a utilizagdo de
variedades advindas do melhoramento genético classico desenvolvido por centros de
pesquisas e estacdes experimentais, como o antigo IAA — Instituto do Acucar e do
Alcool e atualmente o CTC — Centro de Tecnologia Canavieira (SACILOTO, 2003). O
mapeamento genético dos cultivares de cana mais utilizados estd sendo realizado
(GRIVET e ARRUDA, 2001), porém, a selecdo de variedades mais produtivas,
resistentes a pragas e doengas, e adaptadas a ambientes diversos por intercruzamentos, ¢
um processo demorado que pode levar anos.

Hoje, o seqiiénciamento do genoma de varias plantas tem facilitado e acelerado a
identificacdo de genes responsaveis por qualidades desejaveis, possibilitando o estudo e
a manipulagdo subseqiiente de genes de interesse através de técnicas de genética
molecular. Assim, ¢ possivel o desenvolvimento de plantas com maior resisténcia ao

ataque de pragas inserindo nestas plantas genes que codificam proteinas com funcdo de



defesa, isto ¢, proteinas que possam interferir em alguma fungdo metabdlica vital para o
organismo invasor. Apds estes estudos serd possivel disponibilizar comercialmente
culturas de importancia econdmica resistentes a pragas e patdégenos, proporcionando a
diminui¢ao de problemas fitossanitarios que comprometem a alta producdo das culturas

ou a sanidade do meio ambiente pela utilizagdo de agrotoxicos.

1.2. PRAGAS E DOENCAS EM CANA-DE-ACUCAR

Como ja mencionado, as perdas na produgdo de culturas de plantas devido ao
ataque de pragas e doengas tém sido estimadas em 37% em todo mundo (HAQ et al.,
2004), causando sérios problemas para a agricultura.

Em culturas de cana-de-agucar foram descritas mais de 216 patogenias, das
quais 38 ja foram encontradas nos canaviais brasileiros, sendo 10 de grande importancia
para os produtores.

Até alguns anos atras, as variedades de canas-de-acUcar existentes apresentavam
uma alta resisténcia ao ataque de pragas, porém, as variedades atuais ndo mostram o
mesmo grau de resisténcia em relagdo as variedades passadas. Em alguns casos ¢
provavel que os genes de resisténcia ainda estejam presentes nestas variedades, mas
estes genes ndo estdo sendo corretamente expressos (FALCO et al., 2001) ou entdo as
plantas e suas pragas tém co-evoluido ao longo dos anos, causando uma adaptagdo dos

insetos aos mecanismos de defesa das plantas (JONGSMA e BOLTER, 1997).



A cana-de-actucar ¢é susceptivel ao ataque de varios insetos. Dentre eles, um que
tem se tornando uma praga destruidora de lavouras de cana-de-agticar nos tltimos anos
¢ o Sphenophorus levis (Ordem Coleoptera). Este inseto é conhecido como “Gorgulhdo
rajado” ou “bicudo da cana” (figural) e sua infestagdo nas lavouras vém causando

grandes prejuizos.

Adultos

Figura 1. Fotografia mostrando os trés estagios de desenvolvimento do inseto Sphenophorus levis. As
setas indicam duas larvas, uma pupa e dois adultos.

O género Sphenophorus ¢ comumente encontrado na América do Sul com 14
espécies descritas no Brasil. E um coledptero da familia curculionidae que foi
identificado em 1978 e se tornou uma importante praga da cana-de-agticar (VANIN,
1990).

O Sphenophorus levis possui um tamanho aproximado de 15 mm, tem habitos

noturnos, apresenta pouca agilidade e simula-se morto quando atacado. A postura dos



ovos ¢ realizada no solo, mais especificamente nos rizomas. As larvas recém-nascidas
sdo brancas e com cabeca e corpo volumoso. Elas penetram no rizoma em busca de
alimento e abrigo construindo galerias irregulares (figura 2) onde permanecem até o
estagio adulto, bloqueando a parte basal da planta e rizomas, causando como
conseqiiéncia o amarelamento do canavial, morte das plantas e falhas nas soqueiras
(CERDA et al, 1999). Alguns inseticidas vém sendo utilizados no controle desta praga,
mas sem sucesso. O comportamento do Sphenophorus em estagio larval ndo permite a
utilizagdo de inseticidas sintéticos porque eles permanecem no interior da cana.

Assim, ¢ necessaria a busca de novas estratégias para controle desta praga,
podendo ser aplicadas como uma abordagem Uutil no manejo integrado do
Sphenophorus. Uma das alternativas para controle deste e de outros insetos seria a
utilizagdo de plantas transgénicas expressando proteinas de defesa, capazes de inibir o

crescimento e desenvolvimento destas pragas nas lavouras.

Figura 2. Infestacdo da cana por Sphenophorus levis. Foto mostrando larvas de Sphenophorus levis
atacando o rizoma de uma cana-de-acucar (Disponivel em: <www.biologico.sp.gov.br>. Acesso em dez.
2006).



1.3. PROTEASES

As enzimas constituem um grupo especializado e diverso de proteinas que tém
muitas fungdes em diversos processos fisiologicos. Enzimas proteoliticas tém como
acdo a regulacdo de processos complexos envolvidos na fisiologia normal da célula e o
controle da sintese e degradagdo de proteinas (LEUNG-TOUNG et al., 2002). As
proteases estdo envolvidas em processos digestivos, ativagdo de proenzimas, processos
inflamatorios e outros (OLIVEIRA et al., 2003).

As proteases sdo divididas em cinco categorias de acordo com o residuo de
aminoacido essencial ao seu sitio ativo € ao seu mecanismo de acdo, similaridades de
seqiiéncias de aminodcidos e estruturas tridimensionais das proteinas, similaridades de
inibidores e a extensdo do pH o6timo de atividade (BARRET et al., 2004; RAO et al.,
1998). Sao elas: serino-proteases, cisteino-proteases, aspartil-proteases, metalo-
proteases e as treonino-proteases. Exemplos destas proteases tém sido identificados em
plantas, insetos, microorganismos, ¢ sdo todas semelhantes aquelas encontradas nos
mamiferos.

As serino-proteases compreendem duas familias distintas. Em geral, a estrutura
tridimensional das duas familias ¢ diferente, porém a geometria do sitio catalitico e o
mecanismo de catalise s3o os mesmos. Possuem no sitio catalitico um grupo serino
(BEYNON e BOND, 1989). As cisteino-proteases incluem as proteases de plantas tais
como papaina, varias catepsinas lisossomais de mamiferos, calpainas e proteases de
parasitas. A catdlise das cisteino-proteases ocorre através da formacdo de um
intermediario covalente e envolve uma cisteina e um residuo de histidina (TURK e

BODE, 1991).



A grande parte das aspartil-proteases pertence a familia pepsina, incluindo
enzimas digestivas, catepsinas lisossomais e enzimas de processamento. Estas enzimas
sdo compostas por moléculas bilobadas com o sitio ativo localizado entre dois lobos
homoélogos, em que cada lobo contribui com um residuo de aspartato, o qual ¢
necessario para a atividade da enzima (BEYNON e BOND, 1989). As metalo-proteases
sdo enzimas encontradas em bactérias, fungos e em organismos superiores. Elas
apresentam grandes diferencas em suas seqiiéncias e estruturas, porém a maioria destas
enzimas contém um atomo de zinco o qual ¢ cataliticamente ativo. Em alguns casos o
zinco pode ser substituido por outro metal, como o cobalto ou niquel sem perda de
atividade. Estudos de cristalografia indicam que o zinco ¢ ligado por duas histidinas e

um 4cido glutdmico (BLUNDELL, 1994).

1.3.1. Cisteino —proteases

Em vertebrados, as cisteino-proteases estdo envolvidas no sistema de degradacao
de proteinas lisossomais, mas também possuem uma funcdo extracelular como em
algumas desordens metabolicas. Em invertebrados, tais como nematdides e 4acaros,
cisteino-proteases estdo entre as enzimas digestivas e em artropodos, tais como lagostas,
elas exercem um papel digestivo, mas também estdo relacionadas ao sistema nervoso
(RAWLINGS e BARRET, 1994). Em insetos, elas sdo utilizadas em processos
digestivos (RAWLINGS e BARRET, 1994), porém s3o encontradas em muitos outros
tecidos, indicando que podem ter outras funcdes. As cisteino-proteases também sao

muito utilizadas por virus, fungos e bactérias para infec¢ao de plantas.



Experimentos realizados com larvas de insetos mostraram que eles, e também
outros animais, usam uma mistura de enzimas digestivas para hidrolisar proteinas
ingeridas (APLLEBAUM, 1985).

Geralmente as cisteino-proteases requerem um processamento de remogao do
fragmento amino-terminal para que seja ativada. A regido amino-terminal, também
chamada de pro-regido, exerce importantes fungdes nao somente como inibidor de
atividade enzimatica, mas também no correto enovelamento da proteina recém
sintetizada para protegé-la contra desnaturagdo em mudangas repentinas em condic¢des
de pH (OLIVEIRA et al., 2003).

Em plantas estas enzimas sdo encontradas particularmente nos vactolos e sdo
responsaveis pela mobilizagdo de proteinas estocadas no endosperma durante a
germinagdo das sementes (OLIVEIRA et al., 2003). Também sdo encontradas no meio

extracelular tais como aquelas de papaia e figo (RAWLINGS e BARRET, 1994).

1.4. PROTEINAS INIBIDORAS DE PROTEASES

Ao longo da evolugdo, as plantas parecem ter desenvolvido mecanismos de
defesa contra proteases de fungos e insetos. Dentre estes mecanismos estdo aqueles que
se utilizam de proteinas de defesa. Desta forma, estas proteinas tém potencial para
utilizagdo no desenvolvimento de plantas transgénicas mais resistentes a patdogenos. Sao
descritas em torno de treze classes de proteinas de defesa. Entre elas estdo as proteinas
PR (“pathogenesis related”), as Ciclofilinas, as RIPs (“RNA N-glycosidases™), as LTPs

(“Lipids Transfer Proteins”), as “Killer proteins” e finalmente os inibidores de cisteino-



proteases de plantas (fitocistatinas). Esta Gltima classe, fitocistatinas, ¢ capaz de inibir
proteases que ocorrem em muitas espécies de insetos herbivoros e fungos patogénicos,
interferindo no crescimento ¢ desenvolvimento, pois tém a capacidade de ligar-se, e,
portanto, inibir a a¢do das proteases digestivas destas pragas e patdgenos
(SELITRENNIKOFF, 2001). Os inibidores de proteases (IPs) sdo produzidos em 6rgaos
de estoque ¢ sua sintese ¢ induzida por ferimentos que constituem o complexo
mecanismo de defesa de plantas. Altos niveis de inibidores de proteases sdo induzidos
em folhas de batata por ferimentos e quando estes inibidores sdo ingeridos pela larva do
besouro do Colorado da batata (Leptinotarsa decemlineata), bloqueiam as atividades
proteoliticas especificas no intestino do inseto, alterando o seu crescimento (GRUDEN
et al., 1998).

Os IPs sdo considerados agentes antimetabdlicos, pois causam deficiéncias
protéicas nos patdgenos. O comportamento antibiotico de inibidores de proteases ¢
atribuido pela sua interferéncia na digestdo de proteinas, as quais reduzem a viabilidade
de aminoacidos impedindo, assim, a sintese de proteinas necessarias para o crescimento,
desenvolvimento e reproducdo de patogenos (BRODWAYS e DUFFEY, 1986). A
atividade dos inibidores deve-se a sua capacidade de formar complexos estaveis com as
proteases alvo, bloqueando, alterando ou prevenindo o acesso ao sitio ativo da enzima
(HAQ et al., 2004)

Os IPs sdo classificados em quatro grupos de acordo com suas especificidades e
aminoacidos ativos nos sitios cataliticos das proteases. Sdo eles: inibidores de serino,

cisteino, aspartico e metalo-proteases.
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1.4.1. Cistatinas

As cistatinas sdo proteinas que especificamente inibem a atividade de cisteino-
proteases (TURK e BODE, 1991). As cistatinas sdo inibidores reversiveis e seu
mecanismo de acdo ¢ baseado na inibigdo competitiva através do bloqueio da atividade
proteolitica (ABRAHAMSON, 1993). Tém como principal funcdo garantir a protecao
de células e tecidos contra a atividade proteolitica de peptidases lisossomais que podem
ser liberadas ocasionalmente na morte normal de células ou na morte celular causada
por doengas ou invasdo de organismos, como insetos (BARRETT e KIRSCHKE, 1981).

A primeira cistatina a ser isolada foi um inibidor de enzimas “papaina like”,
caracterizado a partir da clara do ovo de galinha. O nome cistatina foi proposto por
Barret em 1986 e mais tarde foi usado para descrever proteinas homologas da mesma
familia. Cistatinas tém sido consideradas evolutivamente relacionadas, formando a
“superfamilia cistatina’>. Membros desta superfamilia podem ser divididos em trés
familias de proteinas intimamente relacionadas, que compreendem as cistatinas animais
(BARRET et al., 1987) e uma familia de cistatinas de plantas. A classificacdo das
familias ¢ baseada nas similaridades da seqiiéncia primaria, massas moleculares,
numero de ligagdes dissulfeto e localizagdo subcelular. A Familia 1, ou familia Estefina,
compreende as cistatinas que ndo contém liga¢des dissulfeto, com massa molecular de
aproximadamente 11 kDa e sdo geralmente citosélicas (OLIVEIRA et al, 2003). A
Familia 2, ou familia Cistatina, sdo as cistatinas que formam duas ligacdes dissulfeto
intracelulares proximas ao carboxi-terminal, com massa molecular entre 13 e 24 kDa e
podem ocorrer em altas ou baixas concentragdes em muitos fluidos bioldgicos (TURK e
BODE, 1991). A Familia 3, ou familia Cininogénio, estio no plasma sangiiineo e

possuem alta massa molecular, com cerca de 60 a 120 kDa. Formam liga¢des dissulfeto,
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sdo glicosiladas e tém uma grande participagdo no processo de coagulagcdo do sangue
(TURK e BODE, 1991). Finalmente, a Familia 4, ou fitocistatinas pois sdo encontradas
em plantas. A massa molecular estd entre 5 e 87 kDa e possuem caracteristicas das
familias 1 e 2 (REIS e MARGIS, 2001).

As fitocistatinas sdo a segunda classe de inibidores de proteases mais estudada e
tém sido caracterizadas a partir de varias espécies de plantas, tanto monocotiledoneas
como dicotiledoneas, incluindo feijao de corda (FERNANDES, et al., 1993), batata
(WALDROM et al., 1993), repolho (LIM et al., 1996), erva daninha (ROGERS et al.,
1993), cenoura (OJIMA et al., 1997), papaia (SONG et al., 1995), maga (RYAN et al.,
2003), abacate (KIMURA et al., 1995) e castanha (CONNORS et al., 2002). Cistatinas
também tém sido isoladas de sementes de varias plantas incluindo girassol
(KOUZUMA et al., 1996), arroz (ABE et al., 1987), trigo (KURODA et al.,, 2001),
milho (ABE et al., 1995) e soja (HINES et al., 1991; MISAKA et al., 1996). Essas
proteinas exercem importantes fungdes biolodgicas, como a regulagdo das atividades das
proteases endogenas durante a maturagao de sementes, a defesa contra ataque de insetos
e nematodides, que geralmente tém cisteino-proteases em seus intestinos. A inibig¢do ¢é
causada por uma regido hidrofobica, em forma de cunha da molécula de cistatina, que ¢
inserida no sitio ativo da protease bloqueando o acesso do substrato neste sitio (BODE
et al., 1988). Esta forma triangular ¢ composta por trés elementos estruturais, que sao
trés regides que possuem residuos ou dominios conservados na maioria das cistatinas,
compreendendo uma Glicina na regido N-terminal, um motivo Gln-Val-Val-Ala-Gly no
primeiro “loop” e uma sequéncia Leu-Pro ou Pro-Trp no segundo “loop” de ligacdo das
familias 1 e 2 das cistatinas. A atividade das cistatinas tem sido explicada pela presenca

destes trés pontos de contato com a protease alvo.
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Estudos com a cistatina C humana indicam que o primeiro ponto de interacao
envolve um segmento contendo um residuo de glicina no N-terminal, que se encaixa
entre os sub-sitios S1 e S2 da enzima. Os outros pontos de interagdo ocorrem no
“hairpin loop” contendo o dominio QxVxV (uma sequéncia altamente conservada
presente na superfamilia das cistatinas) o qual estabiliza o complexo fornecendo uma
area de contato estendida com o sitio de ligagdo da protease. O segundo “loop”
corresponde a um segmento contendo um residuo de triptofano que também pode

interagir com o sitio de liga¢ao da protease (ABRAHAMSON et al., 1987).

Os trés pontos de interacdo da cistatina com a cisteino-protease sao ilustrados na

figura 3.

Figura 3. Visdo esquematica da interagdo de uma cistatina e uma cisteino-protease. O sitio ativo da
enzima ¢ mostrado na parte superior da figura. A cadeia polipeptidica da cistatina C ¢ ilustrada abaixo,
com os residuos de aminoacidos indicados por letras. Trés segmentos da cistatina estdo envolvidos na
ligagdo da enzima. Os residuos da regido N-terminal (amarelo) interagem com o substrato. Dois “’loops’’
sdo formados, um em vermelho na regido central e um segmento localizado proximo a regido C-terminal
(azul) juntos formam a area de contato com a protease. A conformacdo da molécula da cistatina ndo
permite que ela seja clivada por uma protease na interagdo (ABRAHAMSON, 1993).
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1.4.2. Cistatinas da cana-de-agtcar

As cistatinas de cana-de-acucar foram descritas primeiramente por REIS e
MARGIS (2001), que identificaram no banco de dados de cana-de-agucar do SUCEST
(Sugarcane Expressed Tags Project) vinte e cinco provaveis fitocistatinas, possiveis

membros da superfamilia cistatina.

O clone SCCCRZ2001G09, originario do SUCEST, foi utilizado no projeto de
doutorado da Dra. Andrea Soares Costa desenvolvido no Laboratério de Biologia
Molecular da UFSCar. Este clone codifica uma proteina inibidora de cisteino protease
da cana-de-acucar que foi denominada Canacistatina (SOARES-COSTA et al., 2002).
Esta proteina é composta por 126 aminoéacidos e possui massa molecular aproximada de

13 kDa.

A canacistatina, também denominada CaneCPI-1, possui similaridade de
seqiiéncia com a Orizacistatina I, uma cistatina de arroz. A proteina recombinante foi
expressa em FE. coli e apresenta-se na forma solivel. A proteina purificada foi
caracterizada como sendo uma cistatina e foi utilizada em ensaios de inibicdo de
atividade de cisteino-proteases, inclusive com algumas catepsinas humanas (SOARES-
COSTA et al., 2002; OLIVA et al., 2004).

Outras duas cistatinas foram isoladas da cana-de-agtcar sendo denominadas de
CaneCPI-2 e CaneCPI-3. Estas cistatinas foram expressas em E. coli e purificadas. Em
ensaios de inibi¢do, a CaneCPI-2 ¢ CaneCPI-3 mostraram atividade inibitéria sobre a
papaina (GIANOTTI et al., 2006).

A figura 4 mostra a seqiiéncia de nucleotideos e aminoacidos da CaneCPI-1.
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M A E A H N G R RV G M V G D
ATGGCCGAGGCACACAACGGGCGGCGCGTGGGGATGGTGGGCGAC

V R DA P A G H E N DL E A I E L A
GTCCGGGACGCGCCGGCCGGCCACGAGAACGACCTCGAGGCCATCGAGCTCGCG

R F A VvV A E H N § K T N A ML E F E
CGCTTCGCCGTCGCCGAGCACAACAGCAAGACCAACGCGATGCTGGAGTTCGAG

R L v X VR H Q V vV A G T M H H F T
AGGCTGGTGAAGGTGAGGCACCAGGTGGTGGCCGGGACCATGCACCACTTCACC

v Q v X E A G GG G K K L Y E A K V W
GTCCAGGTGAAGGAGGCCGGCGGCGGCAAGAAGCTGTACGAGGCCAAGGTGTGG

E KV WENTF K QL QS F Q P V G D
GAGAAGGTGTGGGAGAACTTCAAGCAGCTGCAGAGCTTCCAGCCGGTCGGGGAC

A
GCC

Figura 4. Seqiiéncia de nucleotideos do gene da CaneCPI-1. A regido codificante da proteina ¢ mostrada a
partir do cddon de iniciagdo (ATG), em rosa; as regides conservadas presentes na superfamilia Cistatina
sdo mostradas em azul; o motivo conservado caracteristico da familia Fitocistatina é mostrado em laranja.

1.4.3. Inibidores de proteases no controle de insetos

As perdas na producdo de culturas de plantas causadas por pragas sdo um grave
problema que afeta os produtores, a agricultura e a economia de um pais. Assim, ¢
necessaria a busca por novos métodos de combate a estas pragas. O método mais
utilizado para eliminar os patogenos e as pragas de plantas € o uso de agrotdxicos e

pesticidas, porém este método ¢ caro e prejudicial ao meio ambiente.
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Plantas superexpressando genes de resisténcia a pragas vém se tornando uma
alternativa interessante para a agricultura, viabilizando a obtencdo de plantas menos
dependentes de pesticidas quimicos (BOUCHARD et al., 2003). Recentes estudos estio
focados na busca de novos genes de interesse que codificam proteinas de defesa, isto &,
proteinas que oferecam protecdo contra os insetos. Neste sentido, as proteinas inibidoras

de proteases tém se mostrado eficientes no combate aos insetos.

Os inibidores de proteases tém como uma de suas func¢des a defesa das plantas
contra o ataque de pragas ou patdgenos. Muitas pesquisas recentemente vém explorando
este mecanismo de defesa para a prote¢ao da cultura, através da transformagdo genética
de plantas com genes que codificam proteinas inibidoras de proteases, aumentando a
resisténcia destas plantas aos insetos (WALKER et al, 1999). Os inibidores de
proteases atuam extracelularmente no intestino dos insetos através do bloqueio da
protedlise do alimento, interferindo na nutrigdo e outras fun¢des metabolicas

relacionadas (BOUCHARD et al., 2003).

O provavel envolvimento dos inibidores de proteases na prote¢ao das plantas foi
observado inicialmente por LIPKE et al., em 1954, quando larvas do besouro da flor
Tribolium confusum ndo se desenvolveram na presenca de inibidores de tripsina de soja.
Apos estes estudos surgiram varios outros exemplos de inibidores de proteases que se
mostraram ativos contra certas espécies de insetos tanto em experimentos realizados
com proteases in vitro (PANNETIER et al., 1997; KOIWA et al., 1998) quanto in vivo
em ensaios feitos com dietas artificiais (URWIN et al., 1997; VAIN et al., 1998).

O uso de proteinas inibidoras de proteases no desenvolvimento de plantas
transgénicas resistentes a pragas e doencas tem sido adotado recentemente (HILDER et

al., 1987).
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Para uma administracdo eficiente do controle de pragas através do uso de
inibidores de proteases em plantas transgénicas, ¢ importante conhecer o tipo de enzima
presente no intestino do inseto. Das quatro classes de proteases existentes, as serino e
cisteino-proteases sdo as que mais se destacam, sendo encontradas com maior
freqliéncia no intestino dos insetos fitofagos. As serino-proteases sao encontradas com
maior freqiiéncia nos insetos da ordem Lepidoptera, ja as cisteino-proteases sao
encontradas com maior incidéncia nos insetos da ordem Coleoptera. O inseto
Callosobruchus maculates (Coleoptera:Bruchidae) possui no intestino de suas larvas
enzimas proteoliticas do tipo cisteino-proteases (CAMPOS et al, 1989). Proteases
similares foram isoladas do intestino de larvas do besouro da flor Tribolium castanaeum
(MURDOCK et al, 1987).

Como ja verificado em diversos trabalhos, testes bioquimicos e moleculares
indicam que as cisteino-proteases “catepsina L-like” sdo as enzimas mais comumente
encontradas no intestino de insetos pertencentes as ordens Hemiptera, Diptera e
Coleoptera (TERRA e FERREIRA, 1994).

As cisteino-proteases isoladas de intestino de insetos podem ter sua atividade
inibida por inibidores sintéticos como também por inibidores naturais. Em um estudo
com proteases de intestino de varios membros da ordem Coleoptera 10 de 11 besouros
tiveram inibicdo de proteases por um reagente a base de sulfidrila (PCMBS) indicando
que as proteases sdo da classe das cisteino-proteases (MURDOCK et al., 1987). A
atividade 6tima observada nas cisteino-proteases ocorre em pH 5-7, mesma faixa de pH
do intestino de insetos que utilizam cisteino-proteases na sua digestio (MURDOCK et

al., 1987).
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1.4.4. Plantas transgénicas como sistema de expressao

Recentemente, o potencial uso das cistatinas de plantas em inibir cisteino-
proteases de insetos tem evoluido e a importancia dos estudos das proteases digestivas
de patégenos tem sido acentuada (TURK ef al., 1991). Varias plantas transgénicas
expressando cistatinas de plantas ja foram testadas contra espécies de insetos. Foi
desenvolvida uma batata transgénica expressando um inibidor de cisteino-protease de
arroz, a orizacistatina (OC-I) (BOUCHARD et al., 2003). Uma orizacistatina mutante,
OC-IA86, também foi utilizada na transformacao genética de banana (ATKINSON et
al., 2004) e Arabidopsis thaliana (WALKER et al., 1999).

A transformagdo genética de plantas com genes que codificam inibidores de
proteases pode se tornar uma alternativa interessante ndo somente para o controle de
pragas e patdgenos, mas também como um método de producdo de inibidores de
proteases. Algumas proteinas vém sendo produzidas em plantas transgénicas com
sucesso. Tabaco e alfafa foram transformados geneticamente com o gene que codifica
uma proteina inibidora de protease de tomate (NARVAEZ-VASQUEZ, et al., 1992),
assim como o arroz foi transformado expressando o inibidor Kunitz de soja (LEE et
al.,1999) e pera também tem sido produzida expressando um inibidor de protease de
Nicotiana alta (CHARITY, et al., 1999). Assim, as plantas transgénicas além de se
tornarem resistentes a pragas e patdogenos podem funcionar como uma “biofabrica” para
a produgdo de proteinas heterdlogas (SARDANA et al., 1998). Além das vantagens
econdmicas, existem beneficios qualitativos que favorecem o uso de plantas
transgé€nicas como fabricas para a produgdo de proteinas recombinantes.

Embora os sistemas de expressao em bactérias e fungos sejam mais robustos,

eles ndo sdo ideais para a sintese de muitas proteinas de mamiferos devido as diferencas
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nas suas vias metabolicas, uso de cédons e formacdo de corpos de inclusdo. Apesar de
existirem diferencas no processamento pos-traducional e no uso de cddons entre plantas
e mamiferos, estas diferencas sdo menos significativas quando comparamos mamiferos
e microorganismos. E, se as diferencas no processamento representarem alguma
dificuldade, é possivel modificar as plantas para alterar as vias de maturacdo das
proteinas. Em adi¢do, os produtos das plantas transgénicas sdo menos suscetiveis a
contaminagdo por patégenos, toxinas microbianas ou seqiiéncias oncogénicas

(GIDDINGS, 2001).

1.5. TRANSFORMACAO GENETICA

Utilizando as técnicas de cultura de tecidos vegetais e da engenharia genética,
ampliaram-se consideravelmente as possibilidades da introducdo de genes de interesse
agrondmico, inclusive para o controle de fitopatdgenos (DOMINGUEZ et al., 2000). A
introdu¢do de genes exogenos em plantas pode ser feita através da Agrobacterium
tumefaciens ou por métodos diretos como a eletroporacdo e a biobalistica.

A bactéria de solo Agrobacterium tumefaciens ¢ do tipo gram negativa,

3

causadora da doenga ‘‘galha da coroa’’, em que ocorre um processo de transferéncia
natural de genes entre a agrobactéria e a célula vegetal, quando fragmentos de DNA
bacteriano (T-DNA) sdo transferidos para dentro da célula vegetal, integrando-se ao
genoma nuclear (REAM e GELVIN, 1996). Em sua forma natural, a bactéria transfere

um fragmento de DNA, parte do plasmideo bacteriano, e este se integra ao genoma das

células de plantas infectadas. No fragmento de T-DNA (Transferred DNA) que ¢
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transferido para a célula vegetal estdo os genes que codificam enzimas envolvidas na
sintese de opinas e de fitohormonios, produtos que sdo responsaveis pela formagdo do
tumor e sobrevivéncia da bactéria. Os vetores utilizados para a transformacdo sao
chamados de ‘‘desarmados’’, isto €, ndo possuem os oncogenes em seu plasmideo, mas
retém os genes de viruléncia (regido vir), localizados no plasmideo Ti (REAM e
GELVIN, 1996). Estas constru¢des de plasmideos possuem promotores de plantas e
genes bacterianos que conferem resisténcia a antibidticos, fazendo com que estes
marcadores sejam eficientes para a selecdo de células ou plantas transformadas. Assim,
a Agobacterium tumefaciens € utilizada como vetor de transformacao, onde o fragmento
de T-DNA ¢ deletado e substituido por um gene de interesse (SACILOTO, 2003),
perdendo a capacidade de causar tumores, porém sendo capaz de transferir o DNA
exogeno. Explantes inoculados com as linhagens desarmadas tém capacidade
regenerativa e grande porcentagem de produ¢do de plantas transgénicas (BRASILEIRO,

1998).

O processo de eletroporagdo consiste na inducdo tempordria de poros nas
membranas celulares de protoplastos, produzidos por um campo elétrico permitindo,
assim, a passagem de ions e moléculas, como a de DNA contendo os transgenes. Este
método nao ¢ muito utilizado em monocotiledoneas (BIRCH, 1997).

A biobalistica ¢ o procedimento que utiliza o bombardeamento de explantes com
microprojéteis objetivando a inser¢do de DNA exdgeno no genoma das plantas. A
técnica da biobalistica (balistica bioldgica), também conhecida por biolistica, aceleragao
de particulas ou bombardeamento de particulas, foi descrita inicialmente por

SANFORD et al., (1987).
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1.5.1. Técnica de transformacio por Biobalistica

O método de biobalistica consiste na aceleragio de microparticulas que
atravessam a parede celular e a membrana plasmatica, de forma ndo letal, carreando
substancias adsorvidas, como DNA, para o interior da célula (FERREIRA et al., 2004).
Sdo utilizados microprojéteis de ouro ou tungsténio, com didmetro em torno de lum,
nos quais sdo precipitadas as moléculas de DNA. Os projéteis carregam moléculas de
DNA precipitadas na superficie, que sdo liberadas, sendo que algumas atingem o ntcleo
da célula vegetal e, em baixa freqiiéncia, conseguem integrar-se de forma aleatdria no
genoma (Klein et al, 1987). O tipo de aparelho usado para acelerar as microparticulas
envolvidas pelo DNA pode ter propulsio a ar, polvora, gas hélio ou eletricidade

(FERREIRA et al., 2004).

A figura 5 mostra em um esquema representativo os passos envolvidos na

técnica de transformacao genética por biobalistica.
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Figura 5. Transformacao por biobalistica. Esquema representativo do método de transformacdo genética
por biobalistica. A: foto do aparelho de biobalistica, que ¢ utilizado para o bombardeio dos calos
embriogénicos. B: Placa de Petri com os calos embriogénicos posicionados no centro da placa. C: calos
embriogénicos apds o bombardeamento, em meio de sele¢do. D e E: regeneracdo dos calos e formagéo de
plantulas, inicialmente em placa de Petri e depois em tubetes de vidro. F: Plantas regeneradas, cultivadas
em vasos com terra. (Disponivel em: www.porquebiotecnologia.com.ar. Acesso: jan 2006).

Neste método de transformacdo genética, sdo utilizadas moléculas de DNA do
gene de interesse € marcadores selecionaveis, os quais sdo clonados em plasmideos que
possuem uma origem de replicacdo de E.coli e um gene marcador de resisténcia a um

antibidtico, para a selecao das bactérias que levam o inserto.

Um fator importante desta técnica ¢ a escolha do tecido alvo. Vdrios tipos de
tecidos podem servir como alvo, como folhas, calos, raizes, células em suspensdo e
outros explantes tém sido empregados em intimeros trabalhos. Gambley et al., 1993

verificaram que a escolha do alvo ¢ um dos fatores fundamentais neste processo.
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1.5.2. Transformacio genética da cana-de-ac¢ucar

A transformacdo genética de cana-de-agticar foi descrita por Chen et al. (1987),
que obtiveram massas celulares transgénicas a partir de protoplastos tratados com
polietilenoglicol (PEG) sem, contudo, alcancar a regeneracdo de plantulas. Plantas
transgénicas foram obtidas através da utilizacdo de métodos diretos e indiretos de
transformagdo, incluindo a eletroporacdo de tecidos meristematicos e fragmentos de
calo, o bombardeamento de calos embriogénicos e outras técnicas baseadas na
utilizagdo da Agrobacterium tumefaciens (COSTA-LIMA et al., 2001).

Para a cana-de-agticar, a técnica de transformagdo genética por biobalistica
mostrou-se eficiente e com resultados satisfatdrios. Neste método, verificou-se que os
calos embriogénicos foram os melhores alvos para a transformacdo genética de cana-de-
acucar. Além do alvo, a escolha do promotor também ¢é importante para garantir o
sucesso da técnica. No caso das monocotiledoneas o promotor mais utilizado ¢ o da

ubiquitina do milho (Ubi-1).

As técnicas de transformag¢do de cana-de-agucar estdo sendo amplamente
estudadas e atualmente existem plantas transgénicas para as mais variadas
caracteristicas. As perspectivas de transformagdo genética de cana-de-agucar foram
incrementadas pelo projeto genoma da cana, financiado pela FAPESP e

COPERSUCAR. Este projeto identificou milhares de seqiiéncias expressas.
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1.5.3. Escolha do transgene

Viérios trabalhos tém sido desenvolvidos em relagdo a transformagao de plantas,
empregando transgenes na tolerancia a herbicidas (FALCO et al., 2000). Temos como
exemplos o gene da capa protéica do mosaico da cana-de-agucar (SMITH et al., 1992),
0 gene bt para resisténcia a pragas (MOORE, 1996) e o gene da lactoferrina, uma
proteina que possui atividade antibacteriana, que foi inserido em tabaco, causando
diminui¢do dos sintomas causados R. solanaceum. Em tabaco, outra proteina Ttr,
(tabatoxina) foi expressa em plantas transformadas, levando a completa resisténcia da

planta a P. syringae.

Neste trabalho, o gene escolhido para a transformagda genética da cana-de-
acucar foi o gene da proteina Canacistatina ou CaneCPI-1 (SOARES-COSTA et al,
2002). Esta proteina pertence ao grupo das cistatinas de cana-de-acucar, que
provavelmente estdo envolvidas com mecanismos de defesa da planta ao ataque de

insetos.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma cana-de-agtcar
transgénica superexpressando o gene que codifica a proteina Canacistatina (CaneCPI-1),
com a finalidade de obtencao de uma planta resistente ao ataque de insetos e a posterior
purificagdo desta proteina recombinante das folhas da cana-de-agucar transgénica. A
escolha da CaneCPI-1 foi baseada em ensaios enzimaticos anteriores que mostraram
que ela pode inibir proteases intestinais do inseto S. levis. Estes ensaios sdo parte do

trabalho de pos-doutoramento de Andréa Soares-Costa.

2.1. Objetivos especificos

o Inser¢do do gene que codifica a CaneCPI-1 no vetor pAHC17 para expressao da
proteina sob controle do promotor Ubi-1.

. Transformacao genética da cana-de-acticar com o gene CaneCPI-1 através do
bombardeamento dos calos embriogénicos.

o Regeneragdo dos calos de cana-de-acticar ap6és bombardeamento e cultivo das
células transformadas in vitro.

. Verificagdo da integracao estavel do gene exdgeno ao genoma da planta.

o Anadlise da expressdo gé€nica nas plantas transformadas pelo método de PCR
Semi-Quantitativo.

o Detecgdo da CaneCPI-1 em canas transgénicas por analise de Western blotting.

o Purificagdo da proteina Canacistatina (;;sCaneCPI-1) a partir das folhas das
plantas transformadas.

° Ensaio de atividade com a proteina g;sCaneCPI-1 contra a catepsina L.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério de Biologia Molecular do
Departamento de Genética e Evolucdo da UFSCar (Sao Carlos), com a colaboragido do
laboratorio de Biologia Molecular do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC-
Piracicaba) e laboratorio de Biofisica do Departamento de Biofisica do Instituto de

Farmacologia (INFAR) da UNIFESP (Sao Paulo).

3.1. MATERIAL

O gene utilizado neste trabalho foi o gene da canacistatina, CaneCPI-1, que foi
obtido inicialmente a partir do clone SCCCRZ2001G09 (Acession Number: AY119689)
originado do Sugarcane Genome Project — SUCEST (FAPESP). A proteina CaneCPI-1
foi expressa em E. coli, purificada e caracterizada, sendo que o gene CaneCPI-1 foi
subclonado no vetor de expressio pET28a, sendo esta construcdo denominada
pET28canecys. Este plasmideo foi utilizado como molde para as amplificagdes.

O método de transformacdo genética utilizado foi a Biobalistica e este
procedimento foi realizado no Centro de Tecnologia Canavieira — CTC (Piracicaba —
SP). O vetor de expressdo utilizado para a transformacao genética da cana-de-acucar foi
o plasmideo pAHC17 (CHRISTENSEN e QUAIL, 1996). Outro vetor utilizado na
transformagdo genética dos calos de cana-de-agucar foi o vetor pHA9 que contém o
gene marcador de selecdo para geneticina e o gene que codifica para a enzima
neomicina fosfotransferase II (NPT II). Essas enzimas n3o sdo normalmente

encontradas em plantas e atuam fosforilando antibidticos aminoglicosilados, como os
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antibidticos canamicina, geneticina ¢ neomicina (BRASILEIRO, 1998; SACILOTO,
2003). A variedade de cana-de-agucar escolhida para o bombardeamento do transgene

foi a SP80-185, a qual se mostra ser estavel em diversos ambientes.

Para a expressdo da proteina Poliubiquitina em bactérias foi utilizada a cepa
bacteriana Rosetta (DE3). Para a purificacdao da proteina foi utilizada resina de niquel
Ni-NTA (QIAGEN).

Nos ensaios de atividade com proteases foi utilizada a enzima Catepsina L
(Calbiochem), o substrato Z-Phe-Arg-MCA (7-amino-metil-coumarina) (Calbiochem) e

o ativador enzimatico dithioerithreitol — DTE (SIGMA).

3.2. CONSTRUCAO DOS VETORES PARA EXPRESSAO NA PLANTA

O plasmideo pAHC17 utilizado nesta constru¢do foi cedido pelo Dr. Eugénio
Cesar Ulian do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC). O plasmideo pAHC17 possui o
promotor da ubiquitina do milho (ubil) que expressa muito bem em monocotiledoneas.
A frente do promotor ha sitios de restricdo para facilitar a clonagem do gene de
interesse (CHRISTENSEN e QUAIL, 1996).

O esquema representativo do mapa do pAHC17 é mostrado na figura 6.

27



BgllI (954)

Ubil prom
(2000 pb)

2880 pb Xbal (1390)

puUCS
EcoRI (1404)

pAHC17
(5267 pb)

Xbal (1628)

__PstI (1999)
__Sall (2005)

[ Xbal (2011)
__ BamHI (2017)
| Sall (2030)
__Pstl (2036)

EcoRI (2279)

Figura 6: Mapa do pAHC17. Este plasmideo possui um polylinker para clonagem, sendo
preferencialmente usado o sitio de restrigdo para a enzima BamHI.

Foram construidos dois vetores de expressdo. O primeiro vetor, denominado de
pAHCaneCPI-1A (figura 7), ndo possui cauda de histidinas mantendo a forma original
do gene da canacistatina. A outra constru¢do, denominada pAHCaneCPI-1C (figura 7),
possui uma cauda contendo seis histidinas no C-terminal. Esta estratégia foi utilizada

para facilitar a posterior purificacdo da proteina a partir da planta.
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Ubi 1 Canacistatina NOS |pAHCaneCPI-1A

Bam HI Bam HI
TAGAGGATCCATGGCC..CATCATTAAGGATCCGTCG

Ubi 1 Canacistatina |6XHis NOS pAHCaneCPI-1C

Figura 7: Esquema representativo dos vetores de expressdo pAHCaneCPI-1A e pAHCaneCPI-1C. Ubi-1,
promotor da ubiquitina do milho; ORF da Canacistatina; 6X Histidina tag; NOS (nopaline synthase
terminator).

3.2.1. Amplificacio da fase aberta de leitura da CaneCPI-1

A fase aberta de leitura que codifica a proteina inibidora de cisteino protease,
contida no vetor pET28canecys, foi obtida através de amplificagdao por PCR.

Para a construcdo pAHCaneCPI-1A foram utilizados os oligonucleotideos
CaneF bam: 5’ cac ttg gat ccg tca geg atg gec gag g 3° e CaneR_Bam: 5° cag cag gat
cct tag geg tce ccg ace gge tg 3”7 e para a constru¢do pAHCaneCPI-1C foram utilizados
os oligonucleotideos CaneF bam: 5’ cac ttg gat ccg tca gcg atg gcc gag g 3’ ¢
CaneR His: 5’ tag gat cct tta atg atg atg atg atg atg agg cgt ccc cga ccg get g 3°. Nota-
se que o oligonucleotideo CaneR His possui uma seqiiéncia de seis histidinas (em

negrito).

29



Os oligonucleotideos acima descritos contém sitios para a enzima de restricao
BamHI (em sublinhado) para a clonagem no vetor pAHC17 clivado com a mesma
enzima. Para a amplificagdo do gene da CaneCPI-1 por PCR foram utilizados 10ng de
DNA como molde, 200uM de cada dANTP (Invitrogen), tampao de PCR 1 X (20mM
Tris-HCI pH 8.4), 1.5mM MgCl,, 20pmol de cada oligonucleotideo e 1U de Tag DNA
Polymerase (Invitrogen) em uma reagao com volume final de 100ul. O programa usado
foi [1x] 94°C 1 min, [35x] 94°C 30 sec, 48°C 30 sec, 72°C 1 min, e [1x]72°C 5 min. Os
resultados das amplificagcdes foram observados em gel de agarose 1%. Os produtos de
amplificacdo foram clivados com a enzima BamHI e purificados utilizando o kit GFX

PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham Bioscience).

3.2.2. Subclonagem da CaneCPI-1 no vetor pAHC17

O vetor pAHC17 foi previamente digerido com a enzima de restricio BamHI e
lpg de DNA do vetor foi defosforilado com 2U de enzima SAP — Shrimp Alcaline
Phosphatase (Amersham Biosciencies) e tampao da enzima 1X, em um volume final de
50ul. Foi necessaria a defosforilagdo do vetor clivado para evitar a ligagdo do plasmideo
sem o inserto.

Os produtos de amplificagdo CaneCPI-1A e CaneCPI-1C, previamente digeridos
com a enzima de restricdo BamHI, foram ligados no vetor pAHC17. A ligagao foi feita
utilizando 80ng do vetor pAHC17, 480ng de cada fragmento amplificado, tampao da
enzima 1X e 1U da enzima T4 DNA Ligase, durante 12 horas a 4°C. A mistura de
ligacdo contendo o inserto e o vetor pAHC17 foi utilizada para transformar células de

E.coli DH5-a., cloreto de célcio competentes (SAMBROOK et al., 1989). As bactérias

transformadas foram plaqueadas em LB Agar (USB) contendo ampicilina (100ug/ml).
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As coldnias transformantes foram analisadas por PCR, com os primers utilizados na
amplificacdo dos insertos, ¢ as colonias com amplificagdo positiva foram selecionadas
para extracdo do DNA plasmidial. Para isso, foram cultivadas em meio liquido LB
Broth (USB) contendo o antibidtico ampicilina, durante 16 horas a 37°C, e a partir
destas coldonias foram feitas extragdes do DNA plasmidial.

Para confirmar a insercao dos fragmentos no vetor pAHC17 foi feita uma anélise
de restri¢ao, utilizando 3U da enzima BamHI (Fermentas), 200ng de DNA e tampao
BamHI" 1X (Fermentas), durante 3 horas a 37°C.

Apds a confirmacdo dos recombinantes por analise de restrigdo, os clones
selecionados foram seqiienciados para verificacdo da integridade e correta direcdo dos
insertos. Para o sequenciamento foi utilizado o kit Dyenamic ET Terminator
(Amersham Biosciencies) em sequenciador ABI Prism 377 DNA sequencer (SANGER,
1977), utilizando os primers M13 Foward: 5’ gta aaa cga cgg cca g 3’ ou M13 Reverse:

5’ cag gaa aca gct atg ac 3.

3.3. OBTENCAO DE CALOS DE CANA-DE-ACUCAR

Todos os procedimentos de obtengdo dos calos de cana-de-agucar,
bombardeamento, selecdo e regeneracdo dos calos e cultivo das plantas transformadas
foram realizados no Centro de Tecnologia Canavieira (Piracicaba - SP). Estes

procedimentos foram realizados pelos técnicos e pesquisadores do CTC.
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A variedade da cana de agucar utilizada na transformagao foi a SP80-185. Esta
variedade foi escolhida pela sua caracteristica de estabilidade em diferentes ambientes
com facil adaptagdo.

Foram utilizados calos embriogénicos de cana-de agucar como tecido alvo para o
bombardeamento, que regeneram plantas com grande facilidade, além de serem de facil
manuseio no processo de selecdo em meio de cultura e permitem uma alta producao de
material para o uso em bombardeamento em pouco tempo. Foram feitos cortes da regido
meristematica ¢ estas cultivadas em meio indutor de calogénese. Dos calos que se
desenvolveram, foram selecionados os calos com potencial embriogénico para o

bombardeamento das microparticulas com DNA transformante.

34. PREPARACAO DAS PARTICULAS DE TUNGSTENIO PARA O

BOMBARDEAMENTO

Foram utilizadas no bombardeamento particulas de tungsténio envolvidas com o
DNA transformante de acordo com o método descrito por Sanford et al. (1987). O DNA
plasmidial contendo o gene de interesse foi preparado para o bombardeamento, através
de Midiprep (QIAGEN). Os plasmideos foram precipitados em particulas de tungsténio,
através da mistura de 2.5M de cloreto de célcio, 10pug de DNA, 0.1M de espermidina e
também com 10ul do plasmideo pHA9, que contém os genes de resisténcia para
geneticina, em um volume final de 140ul. O DNA vetor foi preparado usando uma
variacdo do método de co-bombardeamento de Klein er al. (1988a,b). Essa mistura

ficou sob agitacdo lenta por 10 minutos para aderéncia, depois foi centrifugada e o
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pellet foi lavado duas vezes com etanol 95% e ressuspendido em 25 pl de etanol 95%.
Quatro microlitros desta mistura foram utilizados no bombardeamento de cada placa de
Petri contendo os calos embriogénicos posicionados no centro da mesma para o
bombardeamento. No total, foram bombardeadas seis placas de Petri. O aparelho
utilizado foi desenvolvido pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) e emprega gas
Helio comprimido de 8 a 9kgf/cm® e os disparos sdo realizados em uma cimara de
vacuo de 27mmHg para minimizar a resisténcia do ar.

A figura 8 mostra uma foto do aparelho de biobalistica utilizado neste trabalho.

Figura 8: Aparelho de biobalistica. Foto do aparelho de biobalistica utilizado para o bombardeamento de
DNA exodgeno em plantas, construido pelo CTC (Centro de Tecnologia Canavieira), o qual utiliza gas
hélio comprimido e vacuo parcial.

Apb6s o bombardeamento os calos de cana-de-aglcar passaram por Varios
processos de selecdo e regeneragdo baseados no trabalho de Bower e Birch (1992). Os

calos foram transferidos para meio de cultura sem selecdo ¢ mantidos em sala de
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crescimento. Apds 10 dias os calos foram transferidos para um novo meio de cultura CI-
3 contendo o antibidtico geneticina para selegdo. Estes calos foram mantidos em sala de
crescimento em um fotoperiodo de 12 horas a temperatura de 24°C + 2°C para a

regeneragdo dos transformantes.

3.5.SELECAO DAS PLANTAS TRANSFORMADAS

Os calos que cresceram em meio de selecdo, provavelmente transformados,
foram transferidos para um meio contendo geneticina para sele¢do, crescimento e
regeneracdo das plantas. Apds aproximadamente quatro meses foram obtidas plantas
com raiz, sendo possivel a coleta de pequenos pedagos de folhas para extracdo de DNA.
Foram utilizadas plantas controles ndo-transformadas, obtidas do mesmo tipo de calo, e
que se regeneraram passando pelos mesmos passos da cultura de tecido, porém ndo
sofreram bombardeamento.

As plantas regeneradas em meio de cultura seletivo, com cerca de 4cm de altura,
foram analisadas por PCR para determinar se houve integragdo do transgene no genoma
da cana-de-agucar.

O DNA da planta foi isolado através de maceragdo de folhas de cana-de-actcar
em nitrogénio liquido e posterior homogeneizacdo do tecido em Reagente Plant
DNAZzol (Invitrogen), obtendo-se no final o DNA gendémico das plantas. A reacdo de
amplificacdo foi realizada utilizando 20ng do DNA isolado das folhas de plantas nao-
transformadas e transformadas como molde, 200uM de cada ANTP (Invitrogen), tampao

de PCR 1 X (20mM Tris-HCI pH 8.4), 1.5mM MgCl,, 8pmol de cada oligonucleotideo
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e 0.25U de Taqg DNA Polymerase (Invitrogen) em uma reacdo de 25ul. Os seguintes
oligonucleotideos foram utilizados nas rea¢des para as duas construgdes: Ubi_forward:
5' ggc ata tge age atc tat tca 3' e CaneR_bam: 5' cag cag gat cct tag gcg tce ccg ace gge
tg 3', os quais hibridizam no promotor da ubiquitina e na regido flanqueadora 3’ do gene
da CaneCPI-1, respectivamente. O programa utilizado no termociclador foi [1x] 94°C 1
min, [40x] 94°C 30 seg, 48°C 30 seg, 72°C 1 min, e [1x] 72°C 5 min. Os produtos de

amplificagdo foram analisados em gel de agarose 1%.

3.6. ANALISE DA EXPRESSAO DA CaneCPI-1 EM PLANTAS

TRANSGENICAS

A andlise de expressao foi realizada através de PCR Semi-quantitativo para
confirmar a presenca de um transcrito de tamanho esperado. Para esta analise, 100mg de
folhas de canas-de-acticar nao-transformadas ¢ transformadas foram maceradas em
nitrogénio liquido com ajuda de um pistilo e homogeneizadas em 1ml de reagente
Trizol (Invitrogen), seguindo as instru¢des do fabricante para a obtengdo do RNA total.
O RNA total foi quantificado em espectrofotometro com absorbancia de 260nm. Para
sintese de cDNA foi utilizada a técnica de RT-PCR através do Kit Improm II Reverse
Transcription System (Promega). Cerca de 2ug de RNA total e 1ug de Oligo dT
(Promega) foram utilizados por reacao.

Foi realizada uma reacdo de PCR para amplificar os fragmentos de cDNAs das

plantas selecionadas. Assim, como molde para a reacdo, foram utilizados 4 pul do cDNA

sintetizado a partir do RNA da planta ndo-transformada e das transformadas, 200uM de
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cada ANTP (Invitrogen), tampao de PCR 1 X (20mM Tris-HCI pH 8.4), 1.5mM MgCl,,
Spmol de cada oligonucleotideo e 0.25U de Tag DNA Polymerase (Invitrogen) em uma
reacdo de 25ul. Os oligonucleotideos utilizados na reagdo de amplificacdo foram:
CaneF_bam:5’ cac ttg gat ccg tca gcg atg gee gag g 3” e CaneR_bam:5’ cag cag gat cct
tag gcg tee ccg ace gge tg 3.

Para estimar a expressdo do gene da CaneCPI-1 na cana-de-acucar transformada,
em compara¢do com uma nao-transformada, foi utilizada a técnica de PCR semi-
quantitativo. Seis diluicdes do cDNA foram utilizadas nas reagdes de amplificacdo (1:2,
1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64). Estas reacoes de PCR foram realizadas com os
oligonucleotideos especificos para o gene da CaneCPI-1, em um volume final de 25ul.
Os produtos de amplificagcdo foram analisados em gel de agarose 1% e visualizados sob
luz UV.

O gene da poliubiquitina foi escolhido como controle enddégeno para este
experimento por ser um gene com expressdo homogénea e adequado para a
normalizacdo de experimentos (PAPINI-TERZI, et al., 2005). O clone
SCCCST2001G02.g da cana-de-aglicar (origindrio do SUCEST- Sugarcane EST
Project) apresenta uma fase aberta de leitura de aproximadamente 250pb e codifica uma
proteina com 83 residuos de aminoacidos (8kDa). O controle endogeno também foi
utilizado em uma amplificagdo por PCR, em uma reagao seguindo as mesmas condig¢des
descritas para o gene da CaneCPI-1, nas mesmas dilui¢cdes e com os oligonucleotideos:
ST2001F: 5" ccc ata tgc aga tat ttg tg 3" e ST2001R: 5" ccg gat cct tac tge ccacc 3°. O
programa usado para o gene da poliubiquitina foi [1x] 94°C 5 min, [35x] 94°C 45 seg,

50°C 45 seg, 72°C 1 min, e [1x]72°C 10 min.
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3.7. ANALISE DE WESTERN BLOTTING DA CaneCPI-1 EM PLANTAS

TRANSGENICAS

Para a analise da expressao da proteina CaneCPI-1 na planta ndo-transformada e
nas plantas transformadas, foram realizados ensaios de Western blotting utilizando dois
diferentes tecidos das plantas: folhas e raizes.

Aproximadamente, 200mg de tecido de planta ndo-transformada e de plantas
transformadas selecionadas foram macerados em nitrogénio liquido com a ajuda de
pistilo e homogeneizados em 2ml de reagente Trizol (Invitrogen). As proteinas foram
isoladas de acordo com as instru¢des do fabricante e a concentragdo da proteina foi
medida utilizando o Bio-Rad Protein Assay Reagent (Bio-Rad).

Para confirmagdo da integridade das proteinas extraidas das folhas e raizes das
plantas transformadas e ndo-transformadas, foi realizado um SDS-PAGE 15% contendo
10ug da proteina recombinante expressa em E. coli e purificada e quantidades iguais de
proteinas extraidas do extrato bruto das folhas das canas-de-agticar (cerca de 30ug de
proteinas do extrato bruto de cada planta).

Para analise de Western blotting, novamente 10ug da proteina recombinante
expressa em E. coli e purificada e 30ug de proteinas extraidas do extrato bruto das
folhas das plantas foram separadas em SDS-PAGE 15% e transferidas para membranas
de PVDF Invitrolon™ (Invitrogen), em tampéo de transferéncia contendo 20mM Tris,
50mM Glicina e 165ml de metanol, em volume final de 975ml. As membranas foram
bloqueadas em tampao TBS 1X (50mM Tris-HCI, pH 8.0, 150mM NacCl), com 5% de
leite desnatado. Apds 12 horas a 4°C, as membranas foram lavadas 4X em TBS 1X e
incubadas com anticorpo especifico anti-CaneCPI-1 com dilui¢ao de 1:3000 e lavadas

novamente com TBS. Em seguida a membrana foi incubada com anti-mouse IgG AP-
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labeled (Sigma) com dilui¢do de 1:10000. As bandas de proteinas que reagiram com o0s
anticorpos foram reveladas utilizando o Kit AP Conjugate Substrate (Bio-Rad).

Neste experimento também utilizamos a proteina Poliubiquitina como controle
endogeno. Para isto, foi necessaria a producdo de anticorpos policlonais anti-
poliubiquitina para as analises de Western blotting. Os mesmos procedimentos acima
descritos foram realizados para imunodetec¢do da Poliubiquitina nos extratos brutos das
plantas transformadas e nao-transformadas, porém substituindo a proteina recombinante

CaneCPI-1 pela proteina Poliubiquitina produzida em E. coli.

3.7.1. Producio de anticorpos policlonais contra a proteina Poliubiquitina

O gene ST2001, que codifica a proteina Poliubiquitina, estava inicialmente
inserido no vetor pSPORT]1, assim sendo denominado de pSPORTST2001. Este vetor
pSPORTST2001 foi utilizado como molde em uma reagcdo de PCR para a amplificacio
do gene ST2001.

Os oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo foram: ST2001F: 5" ccc ata
tge aga tat ttg tg 3" e ST2001R: 5" ccg gat cct tac tge cca cc 3”. Estes oligonucleotideos
possuem sitios de clivagem para as enzimas de restricdo Ndel e BamHI,
respectivamente (sublinhados). Para a reacdo de amplificagdo foram utilizados 20ng de
DNA como molde, 200uM de cada dANTP (Invitrogen), tampao de PCR 1 X (20mM
Tris-HCI pH 8.4), 1.5mM MgCl,, 20pmol de cada oligonucleotideo ¢ 1U de Tag DNA
Polymerase (Invitrogen) em uma reagao de 100ul. O programa usado para o gene da
poliubiquitina foi [1x] 94°C 5 min, [35x] 94°C 45 seg, 50°C 45 seg, 72°C 1 min, e

[1x]72°C 10 min. O produto da amplificacdo foi observado em gel de agarose 1%.
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Apds a amplificagdo, este fragmento foi purificado e foi inserido no vetor de
propagagao pTZ57R/T (Fermentas). Foi feita a transformacao do produto da ligagdo em
células competentes (cepa DH-5a CaCl,). A selecdo das coldnias recombinantes foi
feita através das colOnias que exibiam coloragdo branca. Algumas coldnias foram
selecionadas para extracdo do DNA plasmidial e foram seqiienciadas utilizando o kit
Dyenamic ET Terminator (Amersham Biosciencies) em sequenciador ABI Prism 377
DNA sequencer (SANGER, 1977), utilizando os primers M13 Foward ou M13 Reverse.

O novo plasmideo, denominado de pTZST, foi clivado com as enzimas Ndel e
BamHI. O inserto foi recuperado do gel de agarose, purificado utilizando o kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e subclonado no vetor de expressao
pET28a, previamente clivados com as enzimas de restri¢ao Ndel e BamHI.

O inserto foi ligado no vetor pET28a, que contém em sua seqiiéncia uma cauda
de histidinas (6XHIS). A ligagdo foi feita utilizando 50ng do vetor pET28a, 120ng do
inserto, tampao da enzima 1X e 1U da enzima T4 DNA Ligase, durante 12 horas a 4°C.
A mistura de ligacdo contendo inserto e pET28a foi utilizada para transformar células
de E.coli DH-50, cloreto de calcio competentes (SAMBROOK ef al., 1989).

As bactérias transformadas foram plaqueadas em LB Agar (USB) contendo
canamicina (25ug/ml). As colonias transformantes foram analisadas por PCR, com os
primers da poliubiquitina, e as colonias com amplificacdo positiva foram selecionadas
para extracdo do DNA plasmidial. Para isso, foram cultivadas em meio liquido LB
Broth (USB) contendo o antibidtico canamicina, durante 16 horas a 37°C, e delas foram
feitas as extragdes do DNA plasmidial.

Apo6s a confirmagdo do recombinante, o plasmideo agora denominado
pETST2001, foi utilizado para a realizacao de ensaios de expressao da Poliubiquitina

em E. coli. O plasmideo pETST2001 foi utilizado na transformagao de células de E.coli
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cepa Rosetta (DE3) cloreto de célcio competentes, resultando em véarias colonias. Uma
dessas colonias foi cultivada em 500ml de meio liquido LB Broth (USB) com
antibidtico canamicina (25ug/ml) a 37°C sob agita¢ao até atingir uma densidade optica
(D.O.) de 0.6 no comprimento de onda de 600nm. Apoés a D.O. ter sido atingida, foi
coletada uma aliquota de 1ml da amostra para servir de controle antes da indugdo e
adicionou-se IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) em uma concentracao final de
0.4mM, para indugdo. A indugdo foi de 4 horas e a expressdao foi analisada em SDS-
PAGE 15%, segundo LAEMMLI (1990).

Apds a inducdo, as células foram coletadas e analisadas em relacdo a
solubilidade. Assim, as células foram sonicadas 7 vezes de 60 segundos com intervalos
de 30 segundos. As células bacterianas foram mantidas em gelo durante os intervalos de
sonica¢do. As células foram novamente centrifugadas e foram coletadas aliquotas do
pellet formado e do sobrenadante, e estas foram analisadas em SDS-PAGE 15% para a

verificagdo da solubilidade da proteina (LAEMMLI, 1990).

Foi verificado que a proteina poliubiquitina apresentou-se na forma insoluvel,
estando concentrada no pellet € ndo no sobrenadante (parte soluvel apos a sonicacdo).
Assim, foi necessaria a utilizagdo da uréia para solubilizar a proteina. Apds a inducao,
as células foram centrifugadas, ressuspendidas em tampao de lise (100mM NaCl, 10mM
Tris-HCI, 50mM NaH,POg, pH 8), sonicadas 7 vezes de 60 segundos com intervalos de
30 segundos (mantidas em gelo) e novamente centrifugadas. O precipitado foi
ressuspendido em tampao de lise acrescido de 6M de Uréia e permaneceu 2 horas no
gelo sob agitacdo. Apds este periodo, a mistura foi centrifugada e foram coletadas

aliquotas do pellet e do sobrenadante para analise de solubilidade.

A purificagdo da poliubiquitina foi realizada em cromatografia de afinidade

utilizando coluna contendo resina de niquel Ni-NTA (QIAGEN). Esta coluna contém
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um ligante (niquel) fixado por ligacdes covalentes a resina e este ligante tem a
capacidade de interagir com a proteina recombinante. Ao passar a mistura protéica pelo
complexo resina-ligante, ocorre uma interagdo entre a proteina alvo e o ligante. Como o
gene da poliubiquitina foi clonado no vetor pET28a fusionado a uma seqiiéncia de 6
histidinas na sua regido N-terminal, foi possivel a purificacdo desta proteina em coluna
de afinidade utilizando o ligante niquel devido a alta afinidade entre a histidina ¢ o
niquel.

Para a eluicdo da proteina recombinante ligada ao niquel utilizou-se o composto
imidazol, pois o anel imidazdlico liga-se aos ions niquel imobilizados pelos grupos

NTA da resina.

O sobrenadante proveniente da lise bacteriana solubilizada em uréia foi utilizado
para a purificacdo da proteina em coluna de afinidade ao niquel. A coluna foi montada
em uma seringa com 5ml de resina de niquel empacotada e mantida a temperatura
ambiente. Inicialmente, a coluna foi lavada com 4agua mili-Q (Millipore) com a
passagem de 3 vezes o volume da resina e depois equilibrada com 3 volumes de tampao
(10mM Tris-HCI, 50mM NaH,PO4 e 100mM NaCl, pH 8, 6M Uréia). Em seguida o
sobrenadante foi fracionado e novamente foram passados 3 volumes de tampao com
uréia. Apds esta etapa, iniciou-se a eluicdo da proteina com a passagem de tampdes com
uréia, contendo um gradiente com concentragdes crescentes de imidazol. O primeiro
tampao utilizado continha 10mM de imidazol, o segundo 25mM de imidazol, o terceiro
50mM de imidazol, o quarto 75mM de imidazol, o quinto 100mM de imidazol e o sexto
tampao continha 250mM de imidazol. Foram coletadas duas fragdes de cada gradiente.
Esta etapa de purificagdo foi analisada em SDS-PAGE 15%.

Apds a eluicdo, a proteina foi submetida a didlise utilizando membranas

SnakeSkin Pleated Dialysis Tubing 3,500MWCO (PIERCE n.catal. 68035). Nesta
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membrana foi colocada a proteina purificada e esta foi submergida em tampao contendo
(10mM Tris-HCI, 50mM NaH;PO4 ¢ 100mM NaCl, pH 8) e 3M Uréia. A dialise foi
realizada durante um periodo de 12 horas a 4°C sob agitacdo, para a retirada do
imidazol e da uréia. Foram realizadas mais 3 didlises, a segunda em tampao contendo
IM de uréia e a terceira e quarta em tampao sem uréia, nas mesmas condicdes
anteriores. A concentragdo da proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976).

Anticorpos policlonais anti-poliubiquitina foram produzidos em camundongos
contra a proteina purificada, produzida em E. coli, utilizando o protocolo segundo
Sambrook et al. (1989). Na primeira imuniza¢ao foram usados 50ug da proteina
recombinante Poliubiquitina purificada misturados com adjuvante completo de Freud
(Sigma). Uma segunda imunizagao foi feita apos 45 dias utilizando novamente 50ug da
proteina recombinante purificada Poliubiquitina misturada com adjuvante incompleto
de Freud (Sigma). Apos 15 dias, os animais imunizados foram sacrificados e o soro foi
coletado por centrifugacdo a 15000g por 5 minutos e mantido a 4°C.

ApOs a obtengao do anticorpos policlonais, foi realizada uma analise de Western
blotting para testar se os anticorpos estavam funcionando. Para esta analise de Western
blotting, foram utilizadas amostras do vetor pET28a sem inserto transformado em
células de E.coli, cepa Rosetta (DE3) induzido com IPTG e amostras da proteina
poliubiquitina expressa em FE.coli (cultura de bactéria induzida) e da proteina
poliubiquitina purificada.

Assim, 10ul de cada amostra foram separados em SDS-PAGE 15% e
transferidos para membrana de PVDF Invitrolon™ (Invitrogen), em tampdo de
transferéncia contendo 20mM Tris, 50mM Glicina ¢ 165ml de metanol, em um volume
final de 975ml. A membrana foi bloqueada em tampao TBS 1X (50mM Tris-HCI, pH

8.0, 150mM NaCl), com 5% de leite desnatado. Apos 12 horas a 4°C, a membrana foi
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lavada 4X em TBS 1X e incubada com anticorpo especifico anti-poliubiquitina com
dilui¢do de 1:5000 e lavada novamente com TBS. Em seguida a membrana foi incubada
com anti-mouse IgG AP-labeled (Sigma) com diluicdo de 1:10000. As bandas de
proteinas que reagiram com os anticorpos foram reveladas utilizando o Kit AP
Conjugate Substrate (Bio-Rad).

Estes anticorpos anti-poliubiquitina foram utilizados para as analises de Western
blotting das proteinas extraidas dos extratos brutos das folhas das canas-de-agucar,
seguindo os mesmos procedimentos realizados para a imunodetec¢do da proteina

CaneCPI-1 nas folhas das plantas transformadas e nao-transformadas.

3.8. PURIFICACAO DA CaneCPI-1 A PARTIR DA CANA-DE-ACUCAR

TRANSFORMADA

A constru¢do pAHCaneCPI-1C contendo uma cauda de histidinas na regido C-
terminal do gene da CaneCPI-1 foi feita para possibilitar a posterior purificagdo da
proteina recombinante superexpressa a partir das folhas da cana-de-agucar
transformada. Foi selecionada uma cana-de-agtcar transformada com um maior nivel de
expressao da proteina CaneCPI-1 (esta denominada y;sCaneCPI-1) para ser utilizada na
purificagdo.

Plantas com aproximadamente nove meses j& cultivadas em vasos com terra

foram utilizadas para a extragao da proteina recombinante.
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3.8.1. Extracio e Purificacao da p;5CaneCPI-1

Para a extracdo da proteina ;;sCaneCPI-1 a partir das folhas da cana-de-agticar
transgénica, foram coletados 10g de folhas da planta transformada selecionada e da
planta ndo transformada e estas foram maceradas em nitrogénio liquido com a ajuda de
pistilo e homogeneizados em 30ml de solu¢do contendo 0.15M NaCl e mantidos
durante 12 horas a 4°C. A mistura foi centrifugada durante 20 minutos, 10.000g a 4°C.
O sobrenadante derivado da planta transformada foi precipitado com acetona 50% v/v e
centrifugado durante 10 minutos, 10.000g a 4°C. O precipitado, contendo todas as
proteinas soluveis da planta transformada, foi ressuspendido em 10ml de tampao
contendo 10mM Tris-HCI, 50mM NaH,PO4 e 50mM NaCl, pH 8 (ROE, 2001).

A proteina recombinante foi purificada como descrito em SOARES-COSTA et
al., 2002. A p;sCaneCPI-1 foi purificada da fragao solivel do extrato bruto de folhas por
cromatografia de afinidade utilizando uma coluna contendo resina de niquel Ni-NTA
Superflow (Qiagen). Como a proteina foi expressa em fusdo com uma ‘“cauda” de
histidinas (6XHIS) contida no oligonucleotideo e considerando que residuos de
histidina tém afinidade pelo niquel, foi possivel a purificacdo em etapa Unica neste
procedimento. Para a posterior elui¢do da ;;sCaneCPI-1 utilizou-se o imidazol, por este
ter maior afinidade aos ions de niquel quando comparado a histidina.

A coluna foi montada em uma seringa com 5ml de resina de niquel empacotada
e mantida a temperatura ambiente. Inicialmente, a coluna foi lavada com agua mili-Q
(Millipore) com a passagem de 3 vezes o volume da resina e depois equilibrada com 3
volumes de tampdo 10mM Tris-HCl, 50mM NaH,PO4 e 50mM NaCl, pH 8. Em
seguida foi passado o extrato bruto das folhas da planta transformada e novamente

foram passados 3 volumes de tampao. Apos esta etapa, iniciou-se a elui¢do da proteina
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com a passagem de tampdes contendo concentragdes crescentes de imidazol. O primeiro
tampao continha 10mM de imidazol, o segundo 25mM de imidazol, o terceiro S0mM de
imidazol, o quarto 75mM de imidazol, o quinto 100mM de imidazol e o sexto tampao
continha 250mM de imidazol. As etapas de purificagdo foram analisadas em SDS-
PAGE 15%.

Apds a eluicdo, a proteina foi submetida a dialise utilizando membrana
SnakeSkin Pleated Dialysis Tubing 3,500MWCO (PIERCE n.catal. 68035). Nesta
membrana foi colocada a proteina purificada e esta foi submersa em tampao contendo
10mM Tris-HCl e 50mM NaCl, pH 8, durante 12 horas a 4°C sob agitacdo, para a
retirada do imidazol. A concentragdo da proteina foi determinada pelo método de

Bradford (1976).

3.8.2. Analise de Western blotting da y;sCaneCPI-1

Para confirmar a purificacdo da proteina ;;sCaneCPI-1 foi feita uma analise de
Western blotting. Para esta analise, quantidades iguais de amostras de proteinas (60ug)
provenientes do extrato bruto das folhas da planta ndo-transformada e da planta
transformada e 0.4pug de proteina p;sCaneCPI-1 purificada das folhas foram separadas
em SDS-PAGE 15% e transferidas para membrana de PVDF Invitrolon™ (Invitrogen),
em tampao de transferéncia contendo 20mM Tris, 50mM Glicina e 165ml de metanol,
em um volume final de 975ml. A membrana foi bloqueada em tampao TBS 1X (50 mM
Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl), com 5% de leite desnatado. Ap6s 12 horas a 4°C, a
membrana foi lavada 4X em TBS 1X e incubada com anticorpo especifico anti-
CaneCPI-1 com dilui¢do de 1:3000 e lavada novamente com TBS. Em seguida a

membrana foi incubada com anti-mouse IgG AP-labeled (Sigma) com dilui¢do de
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1:10000. As bandas de proteinas que reagiram com os anticorpos foram reveladas

utilizando o Kit AP Conjugate Substrate (Bio-Rad).

3.8.3.Ensaio de atividade da proteina g;sCaneCPI-1

Para verificar a atividade inibitéria da p;sCaneCPI-1 apds a purificagdo da
proteina das folhas da cana-de-agucar transgénica, realizou-se um teste de inibicao
contra uma cisteino-protease. O ensaio de atividade foi realizado em colaboracdo com a
Prof. Dra. Adriana K. Carmona da UNIFESP (Sao Paulo).

Para este ensaio de atividade foi utilizada a cisteino-protease humana catepsina
L (Calbiochem) e o substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA (Calbiochem). A medida
foi realizada em cubeta de quartzo mantida em compartimento aquecido a 37°C e foi
ensaiada pela adicao do substrato a enzima, utilizando o espectrofluorimetro HITACHI-
2000 com comprimentos de onda de excitagdo e emissdao de 380 e 460nm,
respectivamente.

Foram adicionados na cubeta de quartzo, 100mM de tampao acetato de sodio pH
5.5, ImM de dithioerithreitol (DTE) e 0.3nM de catepsina L e incubados 5 min a 37°C.
Ap0s este periodo, foi adicionado 0.01mM do substrato Z-Phe-Arg-MCA e apds 5 min
de incubacdo foi adicionado 5nM do inibidor ;;sCaneCPI-1. Assim, foi determinada a

atividade hidrolitica residual da enzima apo6s a adig¢@o do inibidor.

46



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como o objetivo principal deste trabalho ¢ a obtencdo de uma cana-de-agucar
transgénica resistente a insetos utilizando como transgene um inibidor de cisteino-
protease, ¢ de fundamental importancia saber qual tipo de enzimas alvo estdo presentes
no trato digestivo do inseto Sphenophorus levis. Assim, foram realizados experimentos
relacionados & purificacdo parcial das enzimas do Sphenophorus levis. Estes
experimentos fazem parte do projeto de pds-doutorado da Dra. Andrea Soares Costa.

Foi realizado com a proteina CaneCPI-1 um ensaio de atividade inibitéria contra
as proteases do trato digestivo de Sphenophorus levis e esta demonstrou boa capacidade
inibitdria sobre as proteases deste inseto. A CaneCPI-1 inibiu por completo a atividade
das proteases com uma constante de inibicdo de 3.9 nM. Este dado pode ser mais um
indicativo de que a proteina CaneCPI-1 pode ser utilizada na producdo de uma cana-de-

acucar transgénica resistente a insetos, especificamente ao Sphenophorus levis.

4.1. CONSTRUCAO DOS VETORES DE EXPRESSAO

A fase aberta de leitura do gene que codifica a proteina CaneCPI-1 foi
amplificada através de uma reacdo de PCR. O molde utilizado foi o vetor
pET28canecys, que continha o gene da CaneCPI-1.

Foram construidos dois vetores de expressdo, em que em um deles o gene da

CaneCPI-1 estava na sua forma original (pAHCaneCPI-1A) e no outro vetor o gene da
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CaneCPI-1 foi fusionado a uma seqiiéncia de seis histidinas (pAHCaneCPI-1C), para
posterior purificagdo da proteina recombinante.

Os produtos das amplificagdes da proteina CaneCPI-1, utilizando os
oligonucleotideos especificos para cada construgdo, resultaram em dois fragmentos de
aproximadamente 320pb (figura 9). Os resultados das amplificagdes sdo mostrados a

seguir:

500pb

L
250pb s <+— 320pb

Figura 9. Amplificacdo do gene da CaneCPI-1 a partir do plasmideo pET28canecys. Legendas: L: Ladder
1Kb; A: fragmento amplificado para a constru¢do pAHCaneCPI-1A; C: fragmento amplificado para a
constru¢do pAHCaneCPI-1C, com aproximadamente 320pb.

Nas reacdes de amplificacdo, em cada oligonucleotideo foi inserido um sitio de
restricdo para a enzima BamHI, para facilitar a subclonagem destes fragmentos no vetor
de expressdo pAHCI17. Apds as amplificagdes, os fragmentos foram clivados com a
enzima BamHI e purificados.

O vetor pAHC17 possui um unico sitio de clivagem para a enzima BamHI. Este

plasmideo foi clivado com a enzima BamH]I, linearizando (figura 10).
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5000pb <+— 5267pb

Figura 10. Clivagem do plasmideo pAHC17 com a enzima de restrigdo BamHI. L: Ladder 1Kb; 1:
pAHCI17 nao clivado; 2: pAHC17 clivado e linearizado.

Apoés clivagem dos fragmentos estes foram purificados e subclonados no
plasmideo pAHC17 clivado com a mesma enzima formando os vetores denominados
pAHCaneCPI-1A e pAHCaneCPI-1B. Esses vetores quando digeridos com a enzima de
restricdo BamHI, que flanqueia as construgdes, liberaram, cada um, um fragmento de
320pb, confirmando o sucesso da subclonagem (figura 11). Nota-se que o fragmento
clivado da constru¢do pAHCaneCPI-1C apresenta-se com um tamanho maior, de alguns

pares de bases, pela presenca da cauda de histidinas neste amplificado.
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L Al A2 C1  C2

5000pb

500pb
250pb

<+— 320pb

Figura 11. Analise por restrigdo dos plasmideos pAHCaneCPI-1A e pAHCaneCPI-1C. L: Ladder 1Kb;
Al e A2: pAHCaneCPI-1A clivado com a enzima BamHI gerando um fragmento de aproximadamente
320pb; Cl1 e C2: pAHCaneCPI-1C clivado com a enzima BamHI gerando um fragmento de
aproximadamente 320pb.

Os vetores com resultados positivos na analise de restricdo foram submetidos ao
sequenciamento para verificar a integridade dos genes e se estes estavam em sua correta
direcao.

A figura 12 mostra um alinhamento obtido a partir das seqiiéncias do gene
CaneCPI-1 e das construgdes pAHCaneCPI-1A e pAHCaneCPI-1C, confirmando

integridade do gene da CaneCPI-1 no vetor pAHC17.
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GTTACTAGATCCGATGATARGCTGTCARACATGAGAATTCGTGHTCATGGTCATAGCTGGTTTCTGHG

Figura 12. Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos da ORF CaneCPI-1 e das construgdes
pAHCaneCPI-1A e pAHCaneCPI-1C, confirmando integridade do gene da canacistatina no vetor
pAHC17. Em vermelho a ORF, e em azul a seqiiéncia do plasmideo pAHC17.
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4.2. OBTENCAO DOS CALOS DE CANA-DE-ACUCAR

Neste trabalho foram utilizados calos embriogénicos de cana-de-agucar da
variedade SP80-185.

Inicialmente, plantulas de cana-de-agticar com aproximadamente 30cm foram
utilizadas para a obtencao dos calos embriogénicos. Estes toletes foram seccionados em
e os palmitos inoculados (figura 13) em meio de cultura CI-3, acrescido de antibidtico
para evitar contaminagdes. Estes palmitos foram mantidos em sala de crescimento, por
trinta dias, quando a primeira repicagem foi realizada. Os mesmo foram repicados a

cada trés semanas.

Figura 13. Palmito de cana-de-agucar recém inoculado em meio de cultura contendo antibidtico.
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A figura 14 mostra explantes com duas semanas em meio de cultura com

antibidtico e a formagao inicial dos calos.

Figura 14. Calos da cana-de-agucar apresentando formag@o inicial de calos embriogénicos apds trinta
dias.

Ap0s quatro repicagens, foram selecionados os calos embriogénicos, com cerca
de 19 semanas. Estes calos foram utilizados no bombardeamento de microparticulas de

tungsténio contendo o DNA de interesse, ou seja, gene da CaneCPI-1.

53



4.3. BOMBARDEAMENTO DOS CALOS EMBRIOGENICOS DE CANA-DE-

ACUCAR

Para o bombardeamneto dos calos embriogénicos de cana-de-agiicar foram
necessarios 10ug de DNA plasmidial.

Os plasmideos foram precipitados em particulas de tungsténio, acrescidos de
espermidina, cloreto de célcio e do plasmideo pHA9, que contém o gene de resisténcia

ao antibidtico geneticina. Foi utilizada a técnica de co-bombardeamento, modificada, de

Klein et al. (1988a,b).

Apbs o bombardeamento, os calos foram transferidos para uma placa de Petri
contendo meio CI-3 sem selecdo para regeneracao dos calos. Apds 10 dias para a
regeneragao, os calos foram transferidos para um novo meio de cultura CI-3 contendo o
antibidtico geneticina para sele¢do. Estes calos foram mantidos em sala de crescimento
em um fotoperiodo de 12 horas a temperatura de 24°C +2°C para a regeneragao dos
calos transformantes.

A geneticina ¢ um eficiente agente seletivo para ser usado na transformagado
genética de cana-de-agucar. Em relacdo aos outros antibidticos, a geneticina € o
antibiotico ideal para monocotiledoneas, pois ndo interfere na regeneragao, sendo eficaz

como agente seletivo nos estagios iniciais (NEHRA, et al., 1994).
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A figura 15 mostra os calos de cana-de-actcar apds o bombardeamento.

Figura 15. Calos de cana-de-agticar bombardeados em meio de cultura contendo antibidtico e mantidos
em sala de crescimento com fotoperiodo de 12h a 24°C.

Estes calos sofreram trocas regulares de meio de cultura a cada duas semanas e,
apos seis semanas, os calos foram transferidos para meio de cultura de regeneragdo. Os
calos foram mantidos neste meio de cultura por trinta dias em sala de crescimento em

um foto periodo de 12 horas a temperatura de 24°C +2°C.

A figura 16 mostra os calos em fase de regeneragcdo em placa de Petri.
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Figura 16. Calos de cana-de-aglicar regenerados em meio de selecdo com hormoénio indutor de
crescimento

Os calos embriogénicos de cana-de-agicar mostraram ser muito eficientes como
tecidos alvos para a transformacdo genética da cana-de-acucar, facilitando a sele¢dao dos
calos transformados através do antibidtico geneticina e apresentando uma boa
freqiiéncia de regeneragdo, estando de acordo com Birch et al., 1995.

Regeneraram calos provenientes das doze placas de Petri bombardeadas
inicialmente, sendo seis placas bombardeadas para cada vetor de expressdo. Para se ter
um controle dos eventos de transformacdo, os calos regenerados foram nomeados de
acordo com a placa de origem para identificagdo dos eventos de bombardeamento e
mantidos separadamente. Neste trabalho foi utilizada uma nomeclatura simplificada
para descrever as plantas regeneradas, porém, o controle interno dos eventos foi
mantido. Assim, ¢ possivel saber exatamente qual o evento em que a planta

transformada pertence.
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Os calos embriogénicos resistentes ao antibidtico geneticina originaram plantas
possivelmente transformadas. Estas plantas foram selecionadas através do antibidtico
contido no meio de cultura e colocadas em tubetes com o mesmo meio de cultura e com
0o mesmo antibidtico. Observa-se que as plantas regeneradas dos calos bombardeados
possivelmente sdo as plantas transformadas com o gene da CaneCPI-1 e o plasmideo
pHA9 que contém o gene de resisténcia a geneticina.

As plantas regeneradas em tubetes de vidros podem ser observadas na figura 17.

Figura 17. Plantas regeneradas de cana-de-agucar da variedade SP80-185 em tubetes de vidro.

Estas plantas permaneceram no meio de cultura com agente seletivo e apds trés
meses, foram obtidas as primeiras plantas com raiz. Estas plantas enraizadas

possibilitaram a coleta de pequenos pedagos de folhas para a extracdo de DNA e analise
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da integracdo do gene da CaneCPI-1 no genoma da planta. Na figura 18 pode-se

observar as plantas regeneradas em tubetes contendo meio de cultura seletivo.

Figura 18. Plantas que sofreram selecdo com antibidtico, enraizada em meio de cultura contendo indutor
de crescimento.

Plantas ndo transformadas, que ndo sofreram bombardeamento, foram utilizadas
como controle. Essas plantas passaram pelos mesmos processos de regeneragdo que as

plantas transformadas e possuem a mesma idade.
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4.4. SELECAO DAS PLANTAS TRANSFORMADAS

As plantas que regeneraram e cresceram no meio de selecdo contendo o
antibidtico geneticina foram consideradas transformadas. Porém, esta anélise visual ndo
¢ suficiente para confirmar que estas plantas foram transformadas com o gene da
CaneCPI-1. Apodés o bombardeamento, o DNA de interesse introduzido via
microparticulas podera estar integrado ao genoma das plantas ou ndo. Apos inimeras
divisdes celulares, a permanéncia do agente marcador de selecdo caracterizard um
elemento de transformacdo positiva. Caso contrario, o tecido que foi submetido ao
processo de bombardeamento ao passar pelo processo de sele¢do quimica, por exemplo,
resisténcia a antibidticos, ndo serd viavel, vindo a perecer no processo de multiplicacao.
Entretanto, a simples passagem pelo processo de selecdio ndo ¢ indicador de
transgenicidade, termo que se refere a célula que teve o DNA exdgeno integrado ao

genoma.

Para confirmacdo da integracdo do gene da CaneCPI-1 no genoma das plantas
transformadas ¢ necessario utilizar técnicas de biologia molecular, como a rea¢do de
amplificacdo por PCR e/ou Southern Blotting.

Foram construidos dois vetores de expressao contendo o gene da CaneCPI-1, em
que um deles continha a proteina na sua forma original (pAHCaneCPI-1A) e o outro
com o gene da CaneCPI-1 fusionado a uma seqiiéncia de seis histidinas (pAHCaneCPI-
1C). Para analise da presenca destes vetores nas plantas, foram extraidos os DNAs
gendmicos das plantas transformadas e ndo-transformadas para posterior andlise por
PCR. Entre as plantas transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1A, um total de vinte e

cinco plantas regeneraram em meio de selecdo com antibidtico e foram selecionadas
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500pb

para analise de PCR Destas 25, vinte e trés amplificaram um fragmento de tamanho

esperado de 520pb (figura 19).

M1 2 345678 9101112131415161718 19202122232425 W C+ C-

Figura 19. Analise da presenga da CaneCPI-1 dirigida pelo promotor Ubi-1 nos possiveis transformantes.
Gel de agarose 1% mostrando produtos amplificados a partir de amostras de DNA de folhas de cana-de-
agucar transformada com a construcdo pAHCaneCPI-1A. M: Ladder 1kb; coluna 1 a 25: plantas
selecionadas; W: planta ndo-transformada; C+: controle positivo (pAHCaneCPI-1A); C-: controle
negativo.

O fragmento amplificado a partir do DNA das plantas teve um tamanho
aproximado de 520pb, sendo 200pb correspondentes ao promotor da ubiquitina do
milho (Ubil) e 320pb correspondentes ao gene da CaneCPI-1. Plantas nao
transformadas foram utilizadas como controle e nas reacdes nao apresentaram banda de
amplificacao.

As plantas transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1C também foram
regeneradas e selecionadas para analise de PCR. Entre as plantas transformadas com
este vetor, um total de dezesseis plantas regeneraram em meio de selegdo com
antibiotico. Destas dezesseis, quinze amplificaram um fragmento de tamanho esperado
de 520pb (figura 20). Plantas ndo transformadas foram utilizadas como controle e nao

apresentaram banda de amplificagao.
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Figure 20. Analise da presenga da CaneCPI-1 dirigida pelo promotor Ubi-1 nos possiveis transformantes.
Gel de agarose 1% mostrando produtos amplificados a partir de amostras de DNA de folhas de cana-de-
acucar transformadas, constru¢do pAHCaneCPI-1C. M: Ladder 1kb; coluna 1 a 16: plantas selecionadas;
W: planta ndo-transformada; C+: controle positivo (pAHCaneCPI-1C); C-: controle negativo.

ApoOs selegao das plantas transformadas e confirmacao da integracao do vetor
contendo o gene da CaneCPI-1 sob controle do promotor da ubiquitina do milho no
genoma das plantas, as canas-de-ac¢tiicar que apresentaram um produto de amplificacao
de 520pb foram selecionadas e transferidas para vasos em casa de vegetacao, durante
um periodo de trés meses para o desenvolvimento e crescimento das plantas. Apds este
periodo, as plantas que melhor se desenvolveram foram selecionadas para analise de
expressao génica. Para a andlise de expressdo é necessario que as canas ja estejam mais

desenvolvidas para possibilitar a coleta de folhas dessas plantas.

A figura 21 mostra as canas-de-agucar transgénicas que foram analisadas por

PCR e selecionadas para crescerem em casa de vegetacao.
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Figura 21. Canas-de-agticar transformadas com o gene da CaneCPI-1. Plantas que foram regeneradas,

selecionadas, analisadas por PCR e transferidas para casa de vegeta¢do, com aproximadamente 6 meses
de idade.

45. ANALISE DA EXPRESSAO DA CANECPI-1 NAS PLANTAS

TRANSGENICAS

As plantas selecionadas e crescidas em casa de vegetagdo foram submetidas a
analise da expressdo génica da CaneCPI-1 e do controle enddgeno poliubiquitina.

A andlise foi realizada através da obtengdo de transcritos para a CaneCPI-1 e
poliubiquitina por RT-PCR e quando amplificados apresentaram um produto de
amplificagdo de tamanho esperado para estes genes. Através da técnica de PCR Semi-
quantitativo, foi possivel a andlise da expressdo da CaneCPI-1 nas canas-de-actcar
transgénicas. A andlise foi realizada nas plantas transformadas com o vetor

pAHCaneCPI-1A, nas plantas transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1C e nas
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plantas ndo- transformadas, possibilitando detectar uma expressdo diferencial entre estas
plantas.

Para esta andlise de PCR Semi-quantitativo foram realizadas amplificagdes
utilizando o ¢cDNA como molde e os oligonucleotideos especificos para o gene da
CaneCPI-1 nas duas construgdes. Para o controle endégeno foi utilizado o mesmo
cDNA sintetisado para amplificagdo da CaneCPI-1 como molde para a amplificagdo da
poliubiquitina. Para a amplificagdo da poliubiquitina foram utilizados os
oligonucleotideos especificos para este gene. O resultado da amplificagio da
poliubiquitina mostrou que a expressdo deste gene foi similar entre as plantas
transformadas (T) e ndo-transformadas (NT), apresentando niveis de transcritos
similares nos tecidos de folhas. O gene da Poliubiquitina mostrou ser um bom controle
enddgeno para analises de PCR Semi-quantitativo, estando de acordo com os resultados
obtidos por PAPINI-TERZI, et al. (2005).

Nas plantas transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1A observou-se que o
gene da CaneCPI-1 apresentou uma maior expressao nestas plantas quando comparadas
com a planta ndo transformada, mostrando que o gene da CaneCPI-1 deve estar sendo
mais expresso nas plantas transformadas.

A figura 22 mostra o resultado do PCR Semi-quantitativo realizado com as
plantas transformadas com a construgdo pAHCaneCPI-1A. As plantas que apresentaram

maior nivel de expressao foram as plantas 2, 5, 8, 15 ¢ 21.
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Figura 22. Analise por PCR Semi-quantitativo das plantas transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1A.
Fotografias de géis de agarose 1% mostrando produtos de amplificagdo por PCR a partir de amostras de
RNA de folhas de canas-de-aglicar de plantas ndo transformadas e plantas transformadas com a
constru¢do pAHCaneCPI-1A. CaneCPI-1: amplifica¢do utilizando oligonucleotideos especificos para
CaneCPI-1 gerando um fragmento de 320pb: NT (planta ndo transformada), T (plantas transformadas - 2,
5, 8, 15 e 21). Poliubiquitina: amplificag@o utilizando oligonucleotideos especificos para o gene da
poliubiquitina gerando um fragmento de 250pb: NT (planta ndo transformada), T (planta transformada).
M: Ladder 1kb; diluigdes de RT-PCR (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64).

Nas plantas transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1C, que possui uma cauda
de histidinas no C-terminal, observou-se que o gene da CaneCPI-1 também apresentou
uma maior expressao nestas plantas em relagdo a planta nio transformada, novamente
mostrando que o gene da CaneCPI-1 deve estar superexpresso nas plantas

transformadas com este vetor.
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A figura 23 mostra o resultado do PCR Semi-quantitativo realizado com as
plantas transformadas com a constru¢ao pAHCaneCPI-1C. As plantas que apresentaram

maior nivel de expressao foram as plantas 1,4, 9 e 12.

CaneCPI-1

<—320ph

4— 320pb

4—320pb

Poliubiquitina

4—250pb

Figura 23. Analise por PCR Semi-quantitativo das plantas transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1C.
Fotegrafia de géis de agarose 1% mostrando produtos da amplificagdo por PCR a partir de amostras de
RNA de folhas de canas-de-agucar de plantas ndo-transformadas e plantas transformadas com a
construgdo pAHCaneCPI-1C. CaneCPI-1: amplificagdo utilizando oligonucleotideos especificos para
CaneCPI-1 gerando um fragmento de 320pb: NT (planta ndo transformada), T(plantas transformadas - 1,
4, 9, 12); Poliubiquitina: amplifica¢do utilizando oligonucleotideos especificos para o gene da ubiquitina
gerando um fragmento de 250pb: NT (planta ndo-transformada), T(planta transformada). M: Ladder 1kb;
dilui¢gdes de RT-PCR (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 ¢ 1:64).

65



De acordo com as reagdes de amplificagdo realizadas com as dilui¢des dos
cDNAs (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64) foi possivel detectar maior expressao da
CaneCPI-1 nas plantas transformadas com as constru¢des pAHCaneCPI-1A e
pAHCaneCPI-1C quando comparadas as plantas ndo transformadas (controle negativo)
que apresentaram menor expressdo nas mesmas dilui¢des. Assim, observa-se que a
CaneCPI-1 possui um maior grau de expressdao nas plantas transgénicas em relagdo a
planta selvagem que possui uma baixa expressao da CaneCPI-1 enddgena. Além disso,
nota-se que a poliubiquitina teve expressao similar entre as plantas transformadas e nao-
transformadas, comprovando que o bombardeamento do gene da CaneCPI-1 ndo afetou
os genes enddgenos da planta. Este fato também pode ser observado visualmente, pois
as plantas transformadas ndo apresentam nenhuma modificagdo morfologica, pelo
menos até o presente momento, quando possuem 15 meses.

As plantas transformadas e analisadas pelo PCR Semi-quantitativo apresentando
maior expressdo foram selecionadas para a realizagdo dos experimentos de
immumodeteccao da proteina CaneCPI-1 em seus tecidos.

Entre as plantas transformadas com a constru¢do pAHCaneCPI-1A, os clones
selecionados para realizagdo de experimentos com imunodetec¢do foram 2, 5, 8, 15 ¢
21. Entre as plantas transformadas com a construg¢do pAHCaneCPI-1C, os clones
selecionados para os experimentos de imunodetec¢do foram 1, 4, 9 e 12. A maioria

destas plantas sdo provenientes de eventos de bombardeamentos diferentes.
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4.6. ANALISE DE WESTERN BLOTTING DA CaneCPI-1 NAS PLANTAS

TRANSGENICAS

As plantas transformadas que foram selecionadas pelo método de PCR Semi-
quantitativo foram utilizadas para analise de imunodeteccao da proteina CaneCPI-1 nos
tecidos destas plantas e das plantas nao-transformadas. Foram realizados testes de
imunodeteccao utilizando folhas e raizes das canas-de-agucar.

Folhas e raizes das plantas transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1A (plantas
2,5,8,15¢21) e das transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1C (plantas 1,4, 9 e 12)
e também folhas e raizes de plantas ndo-transformadas foram coletadas e utilizadas para
a extracdo de proteinas.

Utilizando o anticorpo policlonal gerado contra a proteina CaneCPI-1, foi
possivel a detecgdo da proteina recombinante e da proteina endégena e recombinante
nos tecidos das folhas e raizes das plantas transformadas e nao-transformadas. O
anticorpo mostrou-se eficiente reconhecendo as bandas de proteinas de tamanho
esperado de 13kDa. O anticorpo anti-CaneCPI-1 também foi especifico, ndo
reconhecendo outras bandas na membrana. A CaneCPI-1 foi uniformemente detectada
nos tecidos de folhas e raizes de cana-de-agucar.

Um SDS-PAGE 15% contendo amostras de proteinas extraidas dos tecidos das
canas-de-agucar foi realizado em paralelo ao Western blotting para mostrar que
quantidades similares de proteinas foram utilizadas para a imunodetec¢ao da CaneCPI-1
nos tecidos das plantas transformadas e ndo transformadas.

A figura 24 mostra o ensaio de Western blotting realizado com as folhas das
plantas que foram transformadas com a constru¢do pAHCaneCPI-1A e a figura 25

mostra o ensaio de Western blotting realizado com as folhas das plantas que foram
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transformadas com a constru¢do pAHCaneCPI-1C. Os mesmos ensaios foram

realizados com o anticorpo anti-poliubiquitina para detectar a expressdo da proteina

Poliubiquitina nos tecidos de folhas das plantas nao transformadas e transformadas.
Figura 24 mostrando a analise de Western blotting realizada com as folhas das

plantas transformadas com a constru¢do pAHCaneCPI-1A.

<4+— 13kDa

<— 13kDa

Figura 24. Imunodetec¢do da CaneCPI-1 em folhas de canas-de-agucar. Western blotting do extrato bruto
de folhas de canas-de-aglicar ndo transformadas e transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1A. (A)
Aproximadamente, 60ug de proteina foram extraidas de folhas e separadas em SDS-PAGE 15%,
mostrando que foram utilizadas quantidades similares de proteinas na imunodetecgdo, (B) Proteinas
transferidas para membrana de PVDF incubadas com anticorpos policlonais anti-CaneCPI-1. M:
marcador de peso molecular; R: Proteina CaneCPI-1 recombinante, expressa em E.coli e purificada; NT:
extrato bruto de plantas ndo transformadas; 2: extrato bruto da planta transformada 2; 5: extrato bruto da
planta transformada 5; 8: extrato bruto da planta transformada 8; 15: extrato bruto da planta transformada
15 e 21: extrato bruto da planta transformada 21.
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A figura 25 mostra a analise de Western blotting realizada com as folhas das

plantas transformadas com a constru¢do pAHCaneCPI-1C.

(A) kDa

B
g i JWE

<— 13kDa
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10

(B)

- <+— 13kDa

Figura 25. Imunodetecg¢@o da CaneCPI-1 em folhas de canas-de-agucar. Western blotting do extrato bruto
de folhas de canas-de-agucar ndo transformadas e transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1C. (A)
Aproximadamente, 60ug de proteina foram extraidas de folhas e separadas em SDS-PAGE 15%,
mostrando que foram utilizadas quantidades similares de proteinas na imunodetec¢do, (B) Proteinas
transferidas para membrana de PVDF incubadas com anticorpos policlonais anti-CaneCPI-1. M:
marcador de peso molecular; R: Proteina CaneCPI-1 recombinante, expressa em E.coli ¢ purificada; NT:
extrato bruto de plantas ndo-transformadas; 1: extrato bruto da planta transformada 1; 4: extrato bruto da
planta transformada 4; 9: extrato bruto da planta transformada 9 e 12: extrato bruto da planta
transformada 12.
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A figura 26 mostra a analise de Western blotting realizada com as raizes das

plantas transformadas com a constru¢do pAHCaneCPI-1C.

M R
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Figura 26. Imunodetec¢do da CaneCPI-1 em raizes de canas-de-agticar. Western blotting do extrato bruto
de raizes de canas-de-agucar ndo transformadas e transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1C. (A)
Aproximadamente, 60ug de proteina foram extraidas de raizes e separadas em SDS-PAGE 15%,
mostrando que foram utilizadas quantidades similares de proteinas na imunodetecgdo, (B) Proteinas
transferidas para membrana de PVDF incubadas com anticorpos policlonais anti-CaneCPI-1. M:
marcador de peso molecular; R: Proteina CaneCPI-1 recombinante, expressa em E.coli e purificada; NT:
extrato bruto de plantas ndo-transformadas; 1: extrato bruto da planta transformada 1; 4: extrato bruto da
planta transformada 4; 9: extrato bruto da planta transformada 9 e 12: extrato bruto da planta
transformada 12.

Embora a intensidade das bandas detectadas tenha sido menor quando
comparada com a banda da proteina recombinante, os anticorpos provaram ser
especificos e permitiram a verificagdo da expressio da CaneCPI-1 na planta
transformada. Vale ressaltar que tentamos utilizar anticorpos contra a cauda de

Histidinas em experimentos de Western blotting. No entanto, estes experimentos nao
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foram bem sucedidos. As analises com estes anticorpos poderiam mostrar a expressao

apenas da proteina recombinante, excluindo o sinal da CaneCPI-1 enddgena.

4.6.1. Producao de anticorpos policlonais contra a proteina poliubiquitina

O produto de amplificagdo do gene da poliubiquitina a partir do clone
pSPORTST2001 resultou em um fragmento de aproximadamente 250pb. O resultado da

amplificacdo ¢ mostrado na figura 27.

500pb

250pb <+—— 250pb

Figura 27. Amplificag@o do gene da poliubiquitina a partir do plasmideo pPORTST2001. L: Ladder 1Kb;
1: fragmento amplificado com aproximadamente 250pb.

O produto da amplificacdo foi purificado e subclonado no plasmideo de
propagagdo pTZ57R/T (Fermentas). O plasmideo recombinante foi denominado de
pTZST2001. Nos oligonucleotideos especificos para o gene da poliubiquitina foram

inseridos sitios de clivagem para as enzimas Ndel e BamH], facilitando a subclonagem.
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Ap6s a selecdo das colonias recombinates e extragdo do DNA plasmidial, o vetor
pTZST2001 foi seqiienciado.

Posteriormente, o plasmideo foi digerido com as enzimas de restricdo Ndel e
BamHI, que flanqueiam a construcdo, liberando um fragmento de aproximadamente
250pb, confirmando a subclonagem. A figura 28 mostra a clivagem do plasmideo

pTZST2001 com as enzimas Ndel e BamHI.

500pb

250pb <+— 250pb

Figura 28. Clivagem do plasmideo pTZST2001 com as enzimas de restrigdo Ndel e BamHI. L: Ladder
1Kb; 1 e 2: plasmideos pTZST2001 clivados, liberando um fragmento de aproximadamente 250pb.

O fragmento originado da clivagem do plasmideo pTZST2001 foi subclonado no
vetor de expressdo pET28a, denominado de pETST2001. Ensaios de expressao da
proteina Poliubiquitina em E.coli foram realizados utilizando esta construgao.

Os resultados da expressdo da proteina Poliubiquitina em E.coli foram bem
sucedidos, pois foi observada uma banda de expressdo com massa molecular de
aproximadamente 8KDa, como esperado. A andlise de expressdo da Poliubuquitina

pode ser observada em SDS-PAGE 15% (figura 29).
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Foram realizados ensaios para analisar a solubilidade da proteina Poliubiquitina.
Se a proteina estivesse soluvel, ela poderia ser purificada na sua forma nativa, porém, se
a proteina estivesse insolivel seria necessario realizar uma purificagdo em condigdes
desnaturantes.

O teste de solubilidade mostrou que a proteina Poliubiquitina apresentou-se
insoluvel. O teste de solubilidade foi analisado em SDS-PAGE 15%, mostrado na figura

29.

kDa

20

<+— 8kDa

Figura 29. Analise da expressdo e solubilidade da proteina Poliubiquitina. SDS-PAGE 15%. M: marcador
de peso molecular; 1: pETST2001 ndo-induzido; 2: pETST2001 induzido; 3: fragdo soluvel do lisado
bacteriano; 4: fracdo insoluvel do lisado bacteriano.
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Apds a verificagdo que a proteina Poliubiquitina encontrava-se insoluvel,
decidiu-se optar pela purificacdo desta proteina em condi¢des desnaturantes, onde,
apesar da proteina ndo apresentar atividade bioldgica evidente, a purificagio é simples e
realizada em um unico passo. Como agente desnaturante, foi utilizada a uréia para a
purificagdo da proteina Poliubiquitina. A uréia ¢ um agente desnaturante, capaz de
solubilizar proteinas a partir de corpos de inclusdo.

Proteinas expressas em E. coli normalmente formam corpos de inclusdo, que sio
agregados protéicos insoluveis. Embora esta seja uma das barreiras para estudos
estruturais (YASUKAWA et al., 1995) a purificagdo de proteinas recombinantes a partir
de corpos de inclusdo ¢ relativamente facil.

Assim, os ensaios de purificagdo da proteina Poliubiquitina foram realizados em
condigdes desnaturantes.

A purificagdo da proteina foi feita através de sucessivos fracionamentos
considerando algumas propriedades da proteina, como solubilidade, carga i6nica, massa
molecular, ponto isoelétrico, propriedades de adsorcdo e especificidade de ligacdo a
outras moléculas. As técnicas de purificacdo de proteinas utilizam colunas verticais, nas
quais as amostras sdo colocadas nas colunas, formando duas fases, uma fixa e uma
movel. A fase fixa ¢ composta por uma resina ligada a um elemento imodvel e a fase
movel € o solvente, cujo fluxo arrasta a maioria das moléculas (NELSON e COX,
2000).

O método de purificagdo escolhido para a proteina Poliubiquitina foi a
cromatografia de afinidade em coluna de niquel, em condigdes desnaturantes. Este
sistema foi eficiente para a purificacdo desta proteina, pois o resultado em SDS-PAGE

15% mostrou que a proteina ligou-se a resina e foi possivel sua elui¢do na fragdo
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coletada em 250mM de imidazol (figura 30). Observa-se na figura uma banda de

aproximadamente 8kDa correspondente a proteina Poliubiquitina purificada.

kDa

20

® -

Figura 30. Analise da expressdo, solubilidade e purificagdo da proteina Poliubuquitina em condi¢des
desnaturantes. SDS-PAGE 15%. M: marcador de peso molecular; 1: pETST2001 nao-induzido; 2:
pETST2001 induzido; 3: fragdo insoliivel do lisado bacteriano; 4: fragdo soluvel do lisado bacteriano; 5:
fracdo insoluvel do lisado bacteriano apos tratamento com uréia; 6: fragdo soliivel do lisado bacteriano
apos tratamento com uréia; 7: proteina Poliubiquitina purificada.

Apo6s a purificacdo, foram realizadas quatro didlises com a proteina
Poliubiquitina para a retirada do imidazol e da uréia, possibilitando a renaturacdo da
proteina.

O rendimento da purificacdo da Poliubiquitina foi em torno de 2mg de proteina
por litro de cultura. Os resultados da purificagdo da Poliubiquitina obtidos foram
satisfatorios, pois foi possivel purificar a proteina em quantidade suficiente para a

producdo de anticorpos policlonais contra esta proteina.
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Apds a producao do anticorpo anti-poliubiquitina, foi realizado um teste para
verificar se o anticorpo estava ativo e se era especifico a proteina Poliubiquitina. Para
este teste foram utilizados o vetor pET28a sem inserto, o plasmideo pETST2001 e a
proteina recombinate purificada. Os vetores pET28a e pETST2001 foram transformados
em células de E. coli Rosetta (DE3) e foram induzidos com 0.4mM de IPTG durante 4
horas com 200rpm de rotacdo a 37°C. O vetor pET28a sem inserto foi utilizado para
comprovar que o anticorpo ndo reconhece nenhuma proteina endégena da bactéria.

Quantidades iguais das culturas induzidas e ndo induzidas dos plasmideos
pET28a ¢ pETST2001 e 0.3ug da proteina Poliubiquitina pura foram separadas em
SDS-PAGE 15% e transferidas para membranas de PVDF Invitrolon™ (Invitrogen). A
membrana foi incubada com anticorpo especifico anti-poliubiquitina e o anticorpo
mostrou ser capaz de detectar a proteina Poliubiquitina de peso molecular aproximado
de 8kDa.

O anticorpo demonstrou ser especifico, porém como a proteina Poliubiquitina ¢
uma proteina formada por varias moléculas de ubiquitina, o anticorpo reconheceu outras
bandas correspondentes a poliubiquitinas no extrato da bactéria. A figura 31 mostra o
resultado da andlise de Western blotting realizado com o anticorpo policlonal anti-

poliubiquitina.
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Figura 31. Imunodetecgdo teste da Poliubiquitina expressa em E. coli. A figura mostra a imunodetec¢io
da Poliubiquitina utilizando o anticorpo policlonal anti-poluibiquitina. (A) Quantidades iguais das fragdes
induzidas e ndo induzidas dos plasmideos e 0.3ug da proteina ST2001purificada foram separadas em
SDS-PAGE 15%, (B) Proteinas transferidas para membrana de PVDF incubadas com anticorpo policlonal
anti-poliubiquitina. M: marcador de peso molecular; 1: pETST2001 ndo induzido; 2: pETST2001
induzido; 3: pET28a ndo induzido; 4: pET28a induzido; R: proteina ST2001 recombinante purificada.
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Apés verificar que o anticorpo era especifico para a proteina Poliubiquitina,
foram realizadas analises de Western blotting para detectar a expressio da
Poliubiquitina nos extratos brutos das folhas das canas-de-agucar transgénicas.

O anticorpo anti-poliubiquitina mostrou ser especifico contra esta proteina,
reconhecendo as bandas de peso molecular esperado de aproximadamente 8kDa. Porém,
como a Poliubiquitina ¢ uma proteina formada de varias moléculas de ubiquitina, ela ¢
capaz de formar polimeros de diferentes tamanhos e moléculas de ubiquitina, com pesos
moleculares diferentes. Assim, o anticorpo além de reconhecer a Poliubiquitina de
tamanho esperado, também reconheceu bandas na membrana referentes a estes
diferentes polimeros de Poliubiquitina. Pode-se concluir que neste experimento de
Western blotting, ndo foi possivel utilizar a proteina Poliubiquitina como controle
enddgeno, pois a proteina ndo foi detectada em uma banda Unica e definida. Desta
forma, utilizamos apenas a andlise por PCR Semi-quantitativo para comparagdo entre a
expressdo génica da CaneCPI-1 e Poliubiquitina nas diferentes plantas transformadas e
ndo-transformadas.

A figura 32 mostra o ensaio de Western blotting realizado com plantas que
foram transformadas com a constru¢do pAHCaneCPI-1A, utilizando o anticorpo anti-

poliubiquitina.
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Figura 32. Imunodetecg¢@o da Poliubiquitina em folhas de canas-de-agticar. Western blotting do extrato
bruto de folhas de canas-de-aglicar ndo transformadas e transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1A.
Proteinas transferidas para membrana de PVDF incubadas com anticorpos policlonais anti-poliubiquitina.
R: Proteina Poliubuquitina recombinante, expressa em E.coli e purificada; NT: extrato bruto de planta ndo
transformada; 2: extrato bruto da planta transformada 2; 5: extrato bruto da planta transformada 5; 8:
extrato bruto da planta transformada 8; 15: extrato bruto da planta transformada 15 e 21: extrato bruto da
planta transformada 21.

A figura 33 mostra o ensaio de Western blotting realizado com plantas que
foram transformadas com a constru¢do pAHCaneCPI-1C, utilizando o anticorpo anti-

poliubiquitina

& <+— 8kDa

Figura 33. Imunodetecg¢@o da Poliubiquitina em folhas de canas-de-agticar. Western blotting do extrato
bruto de folhas de canas-de-agucar ndo transformadas e transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1C.
Proteinas transferidas para membrana de PVDF incubadas com anticorpos policlonais anti-poliubiquitina.
R: Proteina Poliubuquitina recombinante, expressa em E.coli e purificada; NT: extrato bruto de planta
nao-transformada; 1: extrato bruto da planta transformada 1; 4: extrato bruto da planta transformada 4; 9:
extrato bruto da planta transformada 9 e 12: extrato bruto da planta transformada 12.
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4.7. PURIFICACAO DA PROTEINA CaneCPI-1 A PARTIR DA CANA-DE-

ACUCAR TRANSFORMADA

Apoés a analise por Western blotting das plantas transgénicas foi selecionada
uma planta transformada com o vetor pAHCaneCPI-1C para extragdo e purificagdo da
proteina CaneCPI-1 fusionada a uma His-Tag (;7;5CaneCPI-1). A planta utilizada para a
extragdo da proteina recombinante foi a planta 9, que apresentou maior expressiao da
CaneCPI-1. Esta expressao ¢ resultado da expressao enddgena adicionada da expressao

do gene controlado pelo promotor da ubiquitina.

4.7.1. Extracao e Purificacdo da g;sCaneCPI-1 purificada a partir da planta

Folhas de canas-de-agucar nao-transformada e transformada foram coletadas,
maceradas e ressuspendidas em tampdo, como descrito em métodos. O extrato bruto da
planta transformada foi precipitado com acetona e o precipitado contendo todas as
proteinas soltveis da planta transformada foi ressupendido em tampao e purificado. O
método de purificacdo utilizado foi uma cromatografia de afinidade em coluna de
niquel, ja que a constru¢do pAHCaneCPI-1C contém o gene da CaneCPI-1 fusionado a
uma cauda de histidinas (6XHIS) que possui alta afinidade pelo niquel.

Ao passar pela coluna, a proteina recombinante ligada a histidina foi fixada aos
ions de niquel e as outras proteinas presentes no extrato bruto foram eluidas. Este
método de purificagdo foi eficiente, permitindo a eluicdo da proteina p;sCaneCPI-1 na
fragdo de 250mM de imidazol. O resultado do SDS-PAGE 15% revelou a presenca de

uma banda de tamanho esperado para a proteina z;sCaneCPI-1 de 13 kDa (figura 34).
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Figura 34: Analise da purificagdo da ;;sCaneCPI-1 produzida em cana-de-agtcar transgénica. SDS-PAGE
15% corado com prata. M: marcador de peso molecular; 1: extrato bruto de folhas de cana-de-aglicar
transformada; 2: extrato bruto de folhas de cana-de-agticar ndo-transformada; 3: fragdo eluida de 100mM
de imidazol; 4: fragdo eluida de 250mM de imidazol, apresentando uma banda de tamanho esperado para
a y;sCaneCPI-1 de 13kDa.

E possivel observar no gel, na coluna 1, a presenca de uma regiio mais escura na
altura prevista para a proteina CaneCPI-1, quando comparamos com a coluna 2, embora
ndo se possa afirmar com certeza que se trata da proteina em questao.

A produgdo da proteina psCaneCPI-1 na planta transgénica apresentou um
rendimento de aproximadamente 6mg de proteina purificada por kilograma de folhas de
cana-de-agucar. Isto representa um bom rendimento, com cerca de 1% do total de
proteina soluvel presente nos tecidos das folhas. Acreditamos que podemos obter ainda
maiores quantidades otimizando o protocolo de extracdo de proteinas da folha e,
posteriormente, utilizando o caldo da cana transgénica. Outras plantas também
utilizadas como sistema de expressdo produziram proteinas recombinantes com niveis

altos de acumulagdo de proteinas, como por exemplo, a avidina (HOOD et al., 1997) ¢ a
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B-glucuronidase (WITCHER et al., 1998) que foram produzidas em concentracdes de 3
e 0.7% do total de proteinas soluveis, respectivamente, em sementes de milho. A
proteina lectina tem sido produzida em cana-de-agicar transgénica com niveis de
aproximadamente 1% do total de proteinas solaveis (SETAMOU et al., 2002).

A utilizagdo de plantas como sistema de expressdo de proteinas heterdlogas ¢
uma alternativa vidvel e eficiente. Além de produzir proteinas a niveis
consideravelmente altos, as plantas possuem outras vantagens. A primeira vantagem ¢ o
baixo custo de produgdo, pois este custo ja esta embutido no custo do plantio da cultura
a ser utilizada como sistema de expressdo. O custo adicional seria o custo de extragdo e
purificagdo, porém esta metodologia ¢ viavel de ser implantada nas industrias e ja
existem varios estudos buscando reduzir os custos de processamento das proteinas
recombinantes (TWYMAN et al., 2003). A segunda vantagem ¢ que plantas possuem
muitas semelhancas com os mamiferos na produgdo de proteinas, como o uso de cddons
e modificagdes pos-traducionais, que ndo sdo possiveis em sistemas de expressdo que

utilizam organismos inferiores, como bactérias e fungos (GIDDINGS, 2001).

4.7.2. Analise de Western blotting da y;sCaneCPI-1 purificada a partir da planta

Para andlise de Western blotting foi utilizado o anticorpo policlonal anti-
CaneCPI-1, produzido anteriormente em camundongo contra a proteina recombinante
produzida em E. coli. A imunodetec¢do da proteina CaneCPI-1 purificada a partir da
planta transgénica foi realizada para detectar a expressdo e confirmar a purificacdo da
proteina.

As analises mostraram que o anticorpo anti-CaneCPI-1 foi capaz de detectar a

proteina CaneCPI-1 purificada a partir da planta com tamanho esperado de 13kDa
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(figura 35). Embora a intensidade da banda detectada tenha sido baixa, o anticorpo
provou ser especifico, reconhecendo somente a proteina ;;sCaneCPI-1 e também
permitiu a verificagdo da expressdo da proteina em plantas transformadas e nao-
transformadas, embora nestas ultimas a visualizagdo na figura 35 esteja comprometida

pela perda de qualidade ap6s aquisicdo da imagem por scanner.

«—13 kDa

Figure 35: Imunodetec¢do da ;;sCaneCPI-1 em canas-de-agticar. Western blotting do extrato bruto de
canas-de-agucar ndo-transformadas e transformadas, e ;;sCaneCPI-1 purificada da cana-de-agtcar
transformada. Aproximadamente, 60ug de proteina extraida das folhas das plantas e 0.4pg de proteina
msCaneCPI-1 pura foram separadas em SDS-PAGE 15%, transferidas para uma membrana de PVDF e
incubada com anticorpos policlonais gerados contra a proteina CaneCPI-1 recombinante purificada. 1:
extrato bruto de folhas de cana-de-agticar ndo-transformada; 2: extrato bruto de folhas de cana-de-agucar
transformada; 3: proteina ;;sCaneCPI-1 purificada de folhas de cana-de-agtcar transformada.
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4.7.3. Ensaio de atividade da j;sCaneCPI-1 purificada a partir da planta

Como ja verificado em trabalhos anteriores, a proteina CaneCPI-1 ¢ capaz de
inibir a atividade da enzima catepsina L com uma constante de inibi¢do (Ki) de 0.6nM
(OLIVA et al., 2004). Este ensaio de atividade ¢ importante para confirmar se a proteina
purificada a partir das folhas da cana-de-a¢tcar transgénica mantém sua conformacao
correta e capacidade inibitdria apos os processos de purificagdo. Além disso, confirma o
tipo da proteina purificada como sendo uma cistatina.

Foi verificado que a proteina recombinante ;;sCaneCPI-1 foi capaz de inibir a
atividade da enzima catepsina L na mesma ordem de grandeza que aquela produzida em
E. coli (Figura 36). Baseando-se na atividade inibitoria da p;sCaneCPI-1, pode-se
concluir que esta proteina produzida em cana-de-agucar transgénica estd em sua
conformacao correta e forma ativa. Estes resultados contribuem para eleger a cana-de-
aclicar como um sistema alternativo para a expressao de proteinas heterdlogas visto que
a proteina recombinante ndo sofreu nenhuma modificagdo aparente em sua estrutura que

bloqueie sua atividade.
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Figura 36: Grafico de inibi¢ao da ;;sCaneCPI-1 sobre a enzima Catepsina L. Catepsina L (0.3nM) foi
ativada por incubag@o em 100mM de tampao acetato de sddio pH 5.5 e ImM de DTE e sua atividade foi
determinada espectrofluoréticamente, apds a adicdo do substrato Z-Phe-Arg-MCA. A atividade inibitoria
da CanaCPI-1 expressa em E. coli e da p;CaneCPI-1 purificada das folhas de uma cana-de-agucar
transgénica foi determinada medindo-se a atividade hidrolitica residual da enzima apos pré-incubagio
com o inibidor.

Vale ressaltar que estudos com enzimas digestivas de alguns coleopteras
demonstraram a presenca de cisteino-proteases catepsina L-like no intestino destes
insetos (MURDOCK et al., 1987, CAMPOS et al., 1989). Sabendo-se que alguns
insetos da ordem Coleoptera sao pragas de cana-de-acucar, ¢ importante que a proteina
produzida na cana-de-aglcar transgénica ndo perca sua capacidade inibitoria sobre a
catepsina L, pois uma cana-de-agucar superexpressando a proteina y;sCaneCPI-1 podera
ser mais resistente ao ataque destas pragas.

O Laboratério de Biologia Molecular do DGE/UFSCar, onde este trabalho foi

desenvolvido, iniciou recentemente trabalhos com o coleoptera Sphenophorus levis, o
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qual ¢ uma importante praga dos canaviais no estado de Sao Paulo. As larvas desse
inseto destroem o rizoma da planta, pois estes abrigam-se no interior do rizoma e
danificam os tecidos. Em conseqiiéncia pode ocorrer a morte da planta e falhas nas
brotagdes das soqueiras, causando prejuizos da ordem de 30 toneladas de cana por
hectare, além de reduzir a longevidade do canavial. Ensaios iniciais utilizando proteases
purificadas do intestino do inseto mostraram que elas sdo inibidas eficientemente pela
CaneCPI-1. Desta forma, acreditamos que os resultados obtidos nesta dissertagdo
possam contribuir para esta nova linha de pesquisa do laboratério no sentido de obter

plantas mais resistentes a esta praga.
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5. CONCLUSOES

o Foram obtidas 38 plantas transgénicas superexpressando a proteina CaneCPI-1,
entre as plantas transformadas com o vetor pAHCaneCPI-1A e com o vetor

pAHCaneCPI-1C.

. A andlise de expressao da proteina CaneCPI-1 nas plantas transformadas com as
constru¢cdes pAHCaneCPI-1A e pAHCaneCPI-1C revelou que a proteina CaneCPI-
1 apresentou maior expressdo nas plantas transformadas em relagdo as plantas que
ndo foram transformadas, tanto nas andlises de expressdo génica e nas analises de

Western blotting.

o Foi possivel a deteccio da proteina CaneCPI-1 nos tecidos de folhas e raizes das

canas-de-ac¢ucar transformadas

. Foi possivel a purificacdo eficiente da proteina z;sCaneCPI-1 a partir de folhas

de uma planta transformada com a construgdo pAHCaneCPI-1C (selecionada por

expressar a proteina CaneCPI-1 em maior quantidade).

o A proteina purificada da planta transformada foi capaz de inibir catepsina L

humana, mostrando que CaneCPI-1 manteve sua forma ativa.
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