Biotemas, 23 (1): 1-11, margo de 2010
ISSN 0103 - 1643

Transformacgao de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) com
os genes recombinantes 35SHBsAg e 36SHBsSAgER do
virus da hepatite B

Juliana Martins Ribeiro'*
Débora Costa Bastos’
Eduardo Alves Gamosa de Oliveira’
Jackson Antonio Marcondes de Souza®
Marcio dos Santos Teixeira Pinto!
Ekkehard Ernst Theodor Hansen*

"Laboratério de Biotecnologia, Embrapa Semiarido
BR 428, km 152, Zona Rural, CEP 56300-970, Petrolina — PE, Brasil
*Produgdo Vegetal, Embrapa Semiarido, Petrolina — PE, Brasil
Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos e Plantas
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal — SP, Brasil
“Laboratorio de Biotecnologia, Centro de Biociéncias e Biotecnologia
Universidade Estadual do Norte Fluminense, Campos dos Goytacazes — RJ, Brasil
*Autor para correspondéncia
juliana.ribeiro@cpatsa.embrapa.br

Submetido em 20/09/2009
Aceito para publicacdo em 02/12/2009

Resumo

O antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) recombinante, purificado de plantas transgénicas,
mostrou-se bastante eficiente quando utilizado para a indugdo da producdo de anticorpos anti-HBs para a
prevengao da hepatite B. Devido ao importante papel demonstrado pelo antigeno HBsAg para a prevencao da
hepatite B, a sequéncia codificadora do antigeno HBsAg, adicionada ou ndo da sequéncia carboxi-terminal para
retengdo da proteina no reticulo endoplasmatico, foi ligada ao promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor,
a sequéncia lider Q do virus do mosaico do tabaco, e a sequéncia terminadora da transcrigdo. O objetivo deste
trabalho foi realizar a clonagem do gene quimérico 35SHBsAgER no vetor de expressdo em plantas pGPTV/
Kan/4sc. O plasmidio resultante, denominado pG35SHBsAgER, e um plasmidio produzido anteriormente em
nosso laboratdrio, denominado pG35SHBsAg, foram transferidos para Agrobacterium tumefaciens e folhas de
tabaco, cultivar SR1, foram utilizadas como explantes para transformagao genética. Foram obtidas 21 plantas
completas, dez para a construgdo pG35SHBsAg, e 11 para a construgdo pG35SHBsAgER. O DNA gendmico
de todas as plantas foi analisado por PCR e foi observada a presenca do transgene em todas as plantas.

Unitermos: antigeno HBsAg, plantas como biorreatores, sequéncia de retengao no reticulo endoplasmatico
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Abstract

Transformation of tobacco plant (Nicotiana tabacum 1.) with the recombinant hepatitis B virus
genes 35SHBsAg and 35SHBsAgER. The recombinant surface antigen of hepatitis B virus (HBsAg), purified
from transgenic plants, proved to be efficient when utilized for raising anti-HB antibodies for the prevention of
hepatitis B. Because of the important role of the HBsAg antigen in hepatitis B prevention, the coding sequence
of HBsAg antigen, with or without the addition of the carboxi-terminus sequence for protein retention in the
endoplasmatic reticulum, was linked to cauliflower mosaic virus 35S promoter, tobacco mosaic virus leader
sequence Q, and the transcription terminator sequence. The aim of this work was to clone the chimeric gene
35SHBsAgER in the plant expression vector pGPTV/Kan/Asc. The resulting plasmid, called pG35SHBsAgER, and
another plasmid produced previously in our laboratory called pG35SHBsAg, were transferred to Agrobacterium
tumefaciens, and tobacco leaves, of the SR1 cultivar were used as explants for genetic transformation. Twenty-one
fully regenerated plants were obtained (10 for the pG35SHBsAg construction and 11 for the pG35SHBsAgER
construction). The genomic DNA of all plants was analyzed by PCR, and the presence of the transgene was

confirmed in all plants.

Key words: endoplasmatic reticulum retention sequence, HBsAg antigen, plants as bioreactors

Introducao

A hepatite B ¢ considerada um problema mundial de
satde publica, sendo responsavel por elevados indices de
mortalidade em alguns paises. O virus da hepatite B (HBV)
¢ o maior responsavel pelas doengas do figado em todo o
mundo, incluindo hepatites cronicas, cirrose e carcinoma
hepatocelular (HCC). As regides afetadas pela hepatite B
sdo divididas mundialmente de acordo com os seus niveis
de prevaléncia. Regides onde mais de 8% da populagio
¢ portadora do virus da hepatite B sdo denominadas
regides de alta endemicidade; regides nas quais 2-7% da
populagido ¢ portadora do HBV sdo denominadas regides
de endemicidade intermediaria; e regides onde menos de
2% da populagao ¢ portadora do HBV sdo denominadas de
baixa endemicidade (Fagan e Harrison, 2000).

O Brasil inclui-se nas regides denominadas de
endemicidade intermediaria; entretanto, altos indices
de infeccao pelo virus da hepatite B sdo encontrados na
regido Norte, principalmente nas comunidades indigenas
da Amazonia. De uma maneira geral, a maior parte das
pessoas soropositivas para o HBsAg s3o nativas de
paises mais pobres e estdo na faixa etaria de um a vinte
anos (Kane, 1998; Clemens et al., 2000).

Grande parte das vacinas utilizadas para a prevengao
da hepatite B ¢ obtida através de técnicas de engenharia
genética e possuem em sua composi¢do o antigeno
HBsAg recombinante. Entretanto, a necessidade de

Revista Biotemas, 23 (1), marco de 2010

doses estimulatérias aumenta os custos relacionados as
campanhas de vacinag¢do limitando sua realizagdo em
paises mais pobres.

A biotecnologia oferece novas estratégias para a
vacinagao, baseadas em técnicas que tornam possivel o
isolamento de genes de virus patogénicos ou bactérias
e o uso de plantas para a expressdo destes genes. Assim
como os animais, a utiliza¢ao de plantas para a producao
de imunoprofilaticos e imunoterapicos permite o uso de
subunidades selecionadas dos organismos causadores de
uma doenga especifica para gerar uma resposta imune no
hospedeiro, evitando o risco de reativagao do organismo,
e consequentemente, o aparecimento da doenca (Hansen
e Kawashima, 2000).

Alguns estudos ja foram realizados mostrando
a eficiéncia de antigenos produzidos em plantas
transgénicas em gerar uma resposta imune, tanto em
animais quanto em seres humanos. Richter et al. (2000)
transformaram geneticamente tubérculos de batata
com o gene HBsAg, e as plantas transgénicas obtidas
foram administradas oralmente a camundongos, os
quais responderam imunologicamente ao antigeno
com a produgdo de anticorpos especificos. Entretanto,
os primeiros ensaios clinicos foram realizados por
Tacket et al. (1998) utilizando batatas transgénicas
expressando o antigeno LT-B de E. coli. Os resultados
mostraram um aumento no titulo de anticorpos contra
o antigeno, tanto no sangue quanto no trato digestivo
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dos individuos tratados com as plantas transgénicas.
Em todos os voluntarios, as plantas transgénicas foram
bem toleradas.

Para a produgao economicamente viavel de vacinas
utilizando plantas como biorreatores, um fator muito
importante ¢ a obtencdo de altos niveis de expressao
da proteina na planta transgénica. Uma das estratégias
que pode ser utilizada visando aumentar a expressao de
determinado gene € a retengdo da proteina heterologa em
um compartimento celular especifico por meio da adigdo
de sequéncias de ancoramento ao inserto. Baseados
nestes dados, Munro e Pelham (1987) fizeram um estudo
utilizando trés proteinas distintas residentes no reticulo
endoplasmatico, cujas sequéncias eram conhecidas,
com o objetivo de elucidar o mecanismo pelo qual
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a célula distingue as proteinas residentes no reticulo
endoplasmatico daquelas a serem secretadas. Os autores
observaram que a presenga da sequéncia Lys-Asp-Glu-
Leu na regido carboxi-terminal era determinante para a
reten¢do das proteinas no reticulo endoplasmatico.

Baseado nestas informagoes, o objetivo da presente
pesquisa foi isolar o gene quimérico 35SHBsAgER a
partir do plasmidio p35SHBsAgER (Figura 1), clona-
lo no vetor binario pGPTV/Kan/4sc (Figura 2), para
a obteng@o do vetor recombinante pG35SHBsAgER
e transformar geneticamente plantas de tabaco com o
vetores binarios recombinantes pG35SHBsAgER (com
a sequéncia de retengdo no reticulo endoplasmatico) e
pG35SHBsAg (sem a sequéncia de retengdo no reticulo
endoplasmatico) (Kawashima et al., 2001) (Figura 3).
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FIGURA 1: Plasmidio p35SHBsAgER. 35S: promotor do virus do mosaico da couve-flor. Q: sequéncia lider Q do virus do mosaico do
tabaco. HBsAgER: sequéncia codificadora do antigeno HBsAg ligada a uma sequéncia de retengao no reticulo endoplasmatico
ER. polyA: sequéncia terminadora da transcri¢do (Marcondes ¢ Hansen, comunicagdo pessoal). |: sitios de restri¢do para as
endonucleases de restricdo: Xhol, Notl, BamHI e Xbal e A: sitios de restri¢do para as endonucleases de restricdo 4scl, Sphl,

Pstl, Hincll.
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FIGURA 2: Plasmidio pGPTV-Kan-4sc. R e L: sequéncias das bordas direita (R) e esquerda (L) do T-DNA. uid A: sequéncia codificadora
do gene da B-glucuronidase. Pnos: promotor da nopalina sintase. npt II: sequéncia codificadora do gene da neomicina
fosfotransferase II. pAg7: sequéncia terminadora da transcricao (Uberlacker e Weer, 1996). A: sitios de restricdo para as

endonucleases de restri¢ao Ascl, Sall, Xbal, Hincll.
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FIGURA 3: Plasmidio pG35SHBsAg (Kawashima et al., 2001). R e L: sequéncias das bordas direita (R) e esquerda (L) do T-DNA. uid
A: sequéncia codificadora do gene da B-glucuronidase. Pros: promotor da nopalina sintase. npt II: sequéncia codificadora
do gene da neomicina fosfotransferase I1. p4g7: sequéncia terminadora da transcri¢do.35S: promotor do virus do mosaico da
couve-flor. Q: sequéncia lider Q do virus do mosaico do tabaco. HBsAg: sequéncia codificadora do antigeno HBsAg. polyA:
sequéncia terminadora da transcricdo. |: sitios de restricdo para as endonucleases de restri¢do: Xhol, Notl, BamHI e Xbal e A:
sitios de restricao para as endonucleases de restricao Ascl, Sphl, Pstl, Hincll, Xbal, Sall e Hindl11.

Material e Métodos

1) Preparo do gene recombinante 35SHB-
SAgER e do vetor binario pGPTV/Kan/
Asc para a reagao de ligacao

a) Restricao dos plasmidios p35SHBsAgER

e pGPTV/Kan/Asc com Ascl

Para restri¢ao do plasmidio p35SHBsAgER foram

utilizados, aproximadamente, 2ug de DNA plasmidial,
3uL de tampao Ascl (concentrado 10 vezes) e 1ul de
enzima A4scl (10U/uL), resultando em um volume final
de 30uL. Os tubos foram incubados em banho-maria
a 37°C durante 4h. Paralelamente, para a restricdo
do DNA plasmidial do vetor pGPTV/Kan/4sc foram
utilizados, aproximadamente, 7uL. de DNA plasmidial,
15uL de tampao Ascl (concentrado 10 vezes) e 2ul de
enzima Ascl (10U/uL), resultando em um volume final
de 150uL. Os tubos foram incubados em banho-maria
a 37°C durante 14h.
b) Isolamento do gene recombinante
35SQHBsSAgER e do vetor pGPTV/Kan/
Asc digeridos com Ascl, a partir do gel de
agarose

Asreagdes de restri¢ao dos plasmidios p35SHBsAgER
e pGPTV/Kan/A4sc foram analisadas através de eletroforese
em gel de agarose 0,8%. Apos a visualizagdo das bandas,
procedeu-se ao isolamento das bandas de interesse para
recuperacao de DNA. Para isso, foram feitas duas incisdes
no gel de agarose com uma ldmina de bisturi, uma acima e
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outra abaixo da banda de interesse; um pedago de papel DE-
81 foi inserido em cada incisdo e, através de eletroforese,
a banda contendo o DNA de interesse foi transferida para
papel DE-81 e a corrida foi feitaa 100V por 30min; o papel
contendo o DNA foi incubado em 400uL de tampao de
eluicdo por 30min a 68°C; ap6s rapida agitacao, a solucao
foi pipetada, tendo o cuidado de empurrar o papel para o
fundo do tubo, transferida para outro tubo e centrifugada
a 13.000rpm durante 15min; o sobrenadante foi retirado
cuidadosamente, evitando-se pegar fiapos do papel; 2uL
de MgCl, 2M foram adicionados ao sobrenadante, sendo
o DNA precipitado com etanol; o DNA foi deixado secar
em estufa a 37°C e, em seguida, foi diluido em 30uL de
agua ultrapura.

c) Desfosforilagao do vetor pGPTV/Kan/Asc
linearizado com Ascl

Para que ndo ocorresse sua recircularizagdo, o vetor
pGPTV/Kan/A4sc, previamente linearizado com A4scl, foi
tratado com a enzima fosfatase alcalina intestinal de vitela
(CIP — “calf intestinal phosfatase”), que desfosforila a
extremidade 5° do DNA. As reagdes de desfosforilagao
foram feitas em duplicata, em tubos de 1,5mL, ambos
contendo 44uL do plasmidio pGPTV/Kan/Asc (~34ng/
pL), SpL de tampao da enzima (concentrado 10 vezes)
e luL de CIP (20U/uL). Os dois tubos foram incubados
a 37°C durante 60min. Apos este tempo, procedeu-se
a inativacdo da enzima adicionando-se 3uL. de EDTA
0,5M, pH 8,6, ao volume de cada tubo. O contetido dos
dois tubos foi misturado em um so tubo, resultando em
um volume final de 106uL, sendo este incubado em
banho-maria a 85 °C por 15min.
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d) Purificagdo do vetor pGPTV/Kan/Asc

Ao volume de 106uL, resultante da reagdao de
desfosforilagcdo, foram adicionados 94uL de agua
ultrapura para formar um volume final de 200uL, de
maneira a facilitar a retirada da fase superior aquosa
na etapa de purificagdo do DNA. A este volume foram
acrescentados 200uL da solugao fenol:cloroformio:alcool
isoamilico:Tris-HCI 100mM pH 8,0 preparada nas
proporg¢des 25:24:1:1. Apds agitacdo por 50s, a mistura
foi centrifugada a 13.000rpm durante 10min para
recuperagdo da fase aquosa. Uma nova centrifugacio
do sobrenadante foi realizada para se evitar qualquer
contaminagdo com fenol. Foram recuperados 180uL,
aos quais foram adicionados 19,8uL de acetato de s6dio
3M pH 5,2; o tubo foi submerso em gelo por 5min e
apos este periodo foi adicionado o mesmo volume de
alcool isopropilico absoluto a -20°C. A amostra foi
homogeneizada por inversdo do tubo, incubada a—70°C
durante 30min, e centrifugada a 13.000rpm durante
10min para sedimentacdo do DNA. O sedimento foi
lavado com 1mL de etanol 70% (v/v) a —20°C, através
de inversdes do tubo. Novamente, a amostra foi
centrifugada a 13.000rpm durante 10min, descartado
o sobrenadante e sendo o sedimento seco em estufa a
37°C. Amassa de DNA precipitada e seca foi diluida em
25uL de agua ultrapura.

e) Reacao de ligagao do gene recombinante
35SQHBsAgER no vetor pGPTV/Kan/Asc

Para a reacdo de ligagdo foram utilizados 1U de
T4 DNA Ligase, 1uL do tampao da enzima (10 vezes
concentrado), 100ng do vetor e 40ng do inserto. Os
valores citados anteriormente foram calculados para
um volume final de 10puL Os tubos foram incubados em
banho-maria a 16°C durante, aproximadamente, 17h.
Como controle, foi realizada uma reagado de ligagao sem
a presenca do inserto.

f) Transformacdo de E.coli e selecao dos
clones recombinantes

Tubos contendo 200uL de suspensdo de células
competentes da bactéria E. coli, foram retirados de freezer
a-70°C e mantidos no gelo por 30min para que pudessem

atingir uma condi¢@o em que a amostra se apresentasse
de forma liquida. Aos tubos foram adicionados, em
camara de fluxo laminar, 10uL da reagdo de ligacdo A e
15uLl da reagdo de ligagdo B, sendo os tubos mantidos
em gelo por um periodo de 30min e, em seguida, a uma
temperatura de 42°C durante 90s; este choque térmico
leva a entrada dos plasmidios recombinantes nas células
bacterianas. Posteriormente ao choque térmico, os tubos
foram mantidos no gelo por 2 a 3min, sendo adicionados
800uL de meio LB, seguido de incubagdo a 37°C durante
uma hora. As amostras foram centrifugadas por lmin a
13.000rpm, retirando-se 800uL do sobrenadante com
uma pipeta, os quais foram descartados. O volume
restante, contendo o sedimento com as bactérias, foi
homogeneizado e espalhado em superficie de meio
LB solido, em placas de Petri, contendo 50ug/mL de
canamicina. As placas foram incubadas em estufa a 37°C
por 16h. As colonias resistentes ao antibiotico foram
inoculadas em 100mL de meio LB liquido acrescido de
50pg/mL de canamicina e o cultivo foi incubado por
16 horas a 37°C, para que pudesse ser feita a posterior
extragcdo de DNA plasmidial.

g) Extracao de DNA plasmidial de E. coli

O DNA plasmidial dos clones resistentes ao
antibiotico foi extraido utilizando-se o kit Concert Rapid
Plasmid Miniprep System (Life Technologies).

h) Restricao com Ascl para verificagao da li-
gacao

O DNA plasmidial extraido foi submetido a reagao
de restricdo com a enzima Ascl para a verificagdao da
clonagem do gene recombinante 35SHBsAgER no vetor
de expressao em plantas pGPTV/Kan/4sc. Em um tubo,
foram adicionados 100ng de DNA plasmidial, extraido,
11uL de agua ultrapura, 3ul. de tampao da enzima
(concentrado 10 vezes) e 1uL de 4scl (10U/uL). O tubo
foi incubado a 37°C durante 4h.

2) Conjugacao triparental

Células de A. tumefaciens, E. coli helper e E.
coli (transformadas com cada um dos plasmidios
recombinantes p35SHBsAgER e p35SHBsAg
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[Kawashima et al., 2001]) foram inoculadas em SmL
de meio YEB liquido suplementado com rifampicina
(100pg/mL), LB suplementado com canamicina (25ug/
mL) e LB suplementado com canamicina (100ug/mL)
respectivamente e incubadas a 28°C (4. tumefaciens) e
37°C (E. coli) durante a noite. Um volume de 100uL de
cada cultura foi espalhado na superficie de uma placa de
Petri com YEB s6lido sem antibiotico e incubada a 28°C
durante 48h. Apds o tempo de incubacdo 4mL de tampao
de dilui¢ao foram adicionados a superficie da placa de
modo a suspender as coldnias que cresceram. Utilizando
a suspensao de células gerada pela adi¢do de tampao na
placa foram feitas quatro dilui¢des. Na primeira, SOuL
do liquido foram misturados em SmL de tampao de
diluicdo. As dilui¢cdes subseqiientes (2, 3 e 4%) foram
geradas sempre se utilizando 50ul da dilui¢do anterior
em 5SmL de tampao de dilui¢do. Um volume de 100uL
de cada diluicdo foram aplicados placas de meio YEB
solido (uma placa para cada dilui¢do) suplementado
com canamicina e rifampicina (100pg/mL) e mantidas
a 28°C por 48h.

3) Extracao de DNA plasmidial de Agro-
bacterium tumefaciens

Duzentos pL de dez colonias de Agrobacterium
tumefaciens recombinantes, de cada uma das construcdes
(pG35SHBsAg ¢ pG35SHBsAgER), oriundas da
placa de Petri resultante da quarta dilui¢cdo, foram
inoculadas em 5SmL de meio YEB adicionado de SuL de
canamicina e Sul de rifampicina (100ug/mL). Os tubos
foram incubados durante a noite a 28°C. Um volume
de 1,5mL de cada cultura foi centrifugado durante
10min a 13.000rpm, descartando-se o sobrenadante. O
sedimento foi suspenso em 100uL de solugdo I (S00mM
de glicose,25mM de Tris-HCIl, 10mM de EDTA pH 8),
sendo adicionados a esta suspensao 8uL de lisozima
(50pug/mL). A mistura foi agitada em agitador por 15s,
incubada durante 15min a 37°C , ap6s o que foram
adicionados 200uL de solugdo de lise (NaOH 0,2M e
SDS 1%) seguido de agitagdo por inversdo do tubo. Na
sequéncia, 200uL de solucao de neutralizacao (acetato
de sddio 3M pH 5,2) foram adicionados ¢ o tubo foi
invertido para misturar. Finalmente, um volume de
200uL de cloroformio foi adicionado, sendo a solugao
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misturada e centrifugada durante 10min. A fase aquosa
foi transferida para outro tubo, sendo a ela adicionados
2,5 volumes de etanol absoluto. Apds repouso de
Smin em gelo, a amostra foi centrifugada por Smin,
descartando-se o sobrenadante. Ao sedimento foram
adicionados 400uLl de agua ultrapura esterilizada e
2,5 volumes de etanol absoluto, centrifugando-se por
Smin. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento
foram adicionados 500uL de etanol 70%, seguido de
centrifugagdo por 10min. O sobrenadante foi descartado
e o sedimento foi deixado a secar em estufa a 37°C.
O sedimento seco foi diluido em 20uL. de TE-RNAse
(10U/uL).

4) Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)
para verificagao da conjugacao

Foram feitas duas reagdes de PCR, uma para a
construcdo pG35SHBsAgER e outra para a construgao
pG35SHBsAg. Ambas as reagdes foram feitas utilizando-
se 10uL de solucdo de DNA isolado dos clones
supostamente recombinantes. A este volume foram
adicionados 2L de iniciador HBsAg 3’ (25pmoles), 2l
de iniciador HBsAg 5’ (25pmoles), Syl de tampéo da
enzima (concentrado 10 vezes), 2uL de MgClL, (25mM),
8uL de dNTP (1,25mM), 0,5uL de Tag Polimerase (5U/
pL) e dguaultrapura q. s. p. S0uL. As condi¢des da PCR
foram 94°C por 5Smin (desnaturagdo), seguida de 35
ciclos de 94°C por 1min (desnaturacdo), 580C por 1min
(anelamento) e 72°C por 1min (sintese). As sequéncias
dos iniciadores foram as seguintes:

¢ sense: 5'— GCG GGA TCC CAT GGA CAT
CACATCAGGA-3

¢ antisense: 5 — GCG GGA TCC TCA TAG
CTC ATC TTT CTC AGA CAT GGA CAT
CACATCAGGA-3
As sequéncias coloridas em azul representam os
nucleotideos existentes na sequéncia do gene HBsAg,
os nucleotideos marcados em negrito representam o
sitio de restricdo BamHI, e a sequéncia colorida em
vermelho representa a sequéncia de retengdo no reticulo
endoplasmatico.
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5) Micropropagacao de tabaco (cv. SR1) in
vitro

As culturas foram mantidas em meio de cultura
composto pelos sais MS (Murashige e Skoog, 1962),
vitaminas White (White, 1943), 100mg.L"' de i-inositol,
30g.L"! de sacarose, 8g L' de Agar, sem reguladores de
crescimento, esterilizados por autoclavagem (121°C,
1,05kg.cm?, por 15min). A cada trinta dias, as culturas
foram subcultivadas utilizando como explantes caules
com aproximadamente dois centimetros de comprimento,
com no minimo duas folhas.

6) Transformacgao de plantas de tabaco

Células de Agrobacterium tumefaciens, contendo
os plasmidios recombinantes pG35SHBsAgER ou
pG35SHBsAg (Kawashima et al., 2001), foram
inoculadas em meio YEB liquido, adicionado dos
antibioticos rifampicina e canamicina (100pg/mL) e
incubadas a 28°C por 48h. Apds o crescimento das
bactérias, folhas de plantas de tabaco crescidas em
ambiente estéril foram cortadas em pedagos, retirando-
se a nervura central, e colocadas em uma placa de Petri
contendo meio MS liquido para evitar ressecamento.

Os explantes foram, entdo, transferidos para uma
placa de Petri contendo MS liquido com uma aliquota
da cultura de Agrobacterium tumefaciens recombinantes
(meio de infeccdo). Os explantes submetidos ao meio
de infecgdo durante dois dias, na auséncia de luz, a
temperatura de 26°C. Apos este periodo, os explantes
foram transferidos para uma placa contendo meio
nutritivo (descrito no item 5) adicionado dos antibioticos
canamicina (100pug/mL) e cefotaxima (250pg/mL) e
dos reguladores de crescimento AIA (2pg/mL) e BAP
(0,2pg/mL), responsaveis pela indugdo de calos.

Apos a formagao dos calos, os explantes foram
transferidos para placas contendo meio nutritivo (descrito
no item 5) adicionado de vitaminas (100ug/mL), dos
antibidticos canamicina (100pg/mL) e cefotaxima (250ug/
mL) e dos reguladores de crescimento AIA (0,2ug/mL)e
BAP (2ug/mL), responsaveis pela indug@o de brotos. Apds
a formagao dos brotos, os explantes foram transferidos
para placas contendo meio nutritivo (descrito no item 5)

adicionado de vitaminas (100pg/mL) e dos antibidticos
canamicina (100pug/mL) e cefotaxima (250ug/mL),
sem adicao dos reguladores de crescimento, para que
houvesse a indugdo de raizes. Todas as manipulacdes
foram realizadas na cadmara de fluxo laminar.

7) Extracao de DNA vegetal

Para este procedimento, foi utilizado o kit Biogreen
DNA Purification (Biotools).

8) Quantificacao do DNA vegetal extraido

O DNA gendmico extraido das plantas transformadas
e 25, 50 e 100ng de A-DNA ndo digerido foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 0,8%
para a quantificagdo aproximada através da comparacéo
visual entre a intensidade das bandas de DNA, bem como
para a avaliacdo da qualidade do DNA extraido.

9) PCR para verificagao da transformacgao
das plantas

O DNA das vinte e duas plantas obtidas (incluindo
uma planta controle) foi extraido e utilizado como molde
em uma reagdo de PCR. Foram utilizados 60ng do DNA
vegetal extraido, 2l de iniciador HBsAg 3’ (25pmoles),
2ul de iniciador HBsAg 5’ (25pmoles), SuL de tampao da
enzima (concentrado 10 vezes), 2uL de MgCl, (25mM),
8uL de dNTP (1,25mM), 0,5uL de Tag Polimerase (SU/
pL) e agua ultrapura g. s. p. S0uL. As condigoes do PCR
foram 94°C por 5min (desnaturagdo), seguida de 35
ciclos de 94°C por 1min (desnaturagdo), S8°C por Imin
(anelamento) e 72°C por 1min (sintese).

Resultados e Discussao

Apos a reacdo de ligacdo do gene quimérico
35SHBsAgER ao vetor de expressdo em plantas pGPTV/
Kan/Asc, realizou-se restricdo com a enzima Ascl
para verificacdo da clonagem. A Figura 4, raias 3 ¢ 4,
mostra os fragmentos de DNA plasmidial, obtidos por
restri¢do com a enzima Ascl, de dois clones obtidos apos
transformacdo de £. coli competentes com o plasmidio
recombinate pG35SHBsAgER. A clonagem do gene
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quimérico 35SHBsAgER no vetor de expressdo em
plantas foi confirmada na raia 4 por meio da liberagao
de fragmentos de DNA com pesos moleculares
correspondentes aos do vetor pGPTV/Kan/A4sc, com,
aproximadamente, 13kb, e ao do inserto 35SHBsAgER,
com, aproximadamente, 1700bp (1,7KD).

3 Kb
2Kb

1 Kb

FIGURA 4: Analise da clonagem do gene recombinante
35SQHBsAgER no plasmidio pGPTV/Kan/4sc. M:
marcador de DNA 1 Kb (300ng). 1: pGPTV/KAN/Asc.
2: gene quimérico 35SHBsAgER. 3: DNA plasmidial
clone B1 digerido com Ascl. e 4: DNA plasmidial
clone B2 digerido com Ascl.

O gene HBsAg do capsideo do virus da hepatite
B ja foi utilizado em experimentos de transformagao
genética de plantas. Richter et al. (2000) transformaram
geneticamente tubérculos de batata com o gene
supracitado, utilizando o plasmidio pPAT como vetor
binario. As plantas transgénicas obtidas, expressando
o gene citado, foram administradas oralmente aos
camundongos, 0s quais responderam imunologicamente
ao antigeno com a producao de anticorpos especificos.
Ao final do trabalho, foi feita uma consideragao
sugerindo a ligagdo do gene HBsAg a uma sequéncia
de retencdo no reticulo endoplasmatico, de modo a
garantir um expressao mais elevada e estavel da proteina
heteréloga. Tal consideracao foi realizada no presente
trabalho e o gene HBsAgER foi clonado com sucesso
no vetor binario pGPTV/Kan/Asc.

Os plasmidios recombinantes pG35SHBsSAgZER e
pG35SHBsAg (Kawashima et al., 2001) foram inseridos
em Escherichia coli competentes via choque térmico
e transferidos para Agrobacterium tumefaciens via
conjugacao triparental. Apos esse procedimento, o DNA
plasmidial das colonias de A. tumefaciens resistentes
ao antibidtico canamicina foi isolado e utilizado como
molde no método da PCR, na qual foram utilizados
iniciadores especificos para as extremidades do gene
HBsAg. AFigura 5 (raias 3 a 12) mostra a amplificagao

Revista Biotemas, 23 (1), marco de 2010

de fragmentos de DNA com tamanhos correspondentes
aos genes recombinantes 35SHBsAg (Figura 5A) e
35SHBsAgER (Figura 5B) de dez clones obtidos apos
conjugacdo triparental, confirmando a transferéncia
dos plasmidios recombinantes pG35SHBsAg e
pG35SHBSAEER para 4. tumefaciens LBA4404.

A transformagdo genética de plantas de diferentes
espécies utilizando Agrobacterium tumefaciens ¢ uma
técnica muito difundida por possuir protocolos de simples
execucdo, com satisfatoria eficiéncia de transformagao e
por apresentar um baixo custo quando comparada com
outras técnicas, como a biobalistica, por exemplo. A
porcentagem de plantas transgénicas obtida em outros
trabalhos utilizando essa tecnologia foi de 82% em uma
espécie de graminea (Festuca pratensis Huds.) (Gao et
al., 2009), 86% em cevada (Hensel et al., 2009), de 60 a
80% no fungo Mortierella alpine (Ando et al. 2009), de
78% em plantas de arruda (Ruta graveolens L.) (Lievre
et al., 2009), entre outros.

Ap0s a conjugacao triparental, foram realizadas sete
séries de experimentos de transformagdes genéticas de
plantas de tabaco utilizando as constru¢des pG35SHBsAg
e pG35SHBsAgER, com aproximadamente 135 explantes
para cada construgdo. Dois dias apds a transformagao,
os explantes foram transferidos para meio MS solido
contendo vitaminas, cefotaxima (bacteriostatico),
canamicina (para selecdo dos transformantes) e
reguladores de crescimento responsaveis pela indugao
de calos (Figura 6A). Os calos obtidos em meio
de calejamento foram transferidos para meio MS
s6lido contendo vitaminas, cefotaxima, canamicina e
reguladores de crescimento responsaveis pela indugao de
brotos (Figura 6 B). A Figura 6B mostra a formacao de
brotos ap6s, aproximadamente, um més de transferéncia
dos calos para o meio de brotamento. Os brotos induzidos
no meio de brotamento foram transferidos para meio MS
contendo vitaminas, cefotaxima e canamicina. A Figura
6C mostra a formacao de raizes nos brotos um més apos
transferéncia para meio de enraizamento. Ao final do
processo de transformacao, foram obtidas 10 plantas
completas para as transformacgdes feitas com a construgao
pG35SHBsAg e 11 plantas para as transformagdes feitas
com a construcdo pG35SHBsAgER.
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FIGURA 5: (A) Analise da amplificagdo do fragmento HBsAg através de eletroforese em gel de agarose 0,8%. M: marcador de DNA 250bp
(2ng); 1: controle negativo (sem DNA); 2: Controle negativo (LBA4404 desarmada); 3-12: DNA plasmidial dos clones 1 a
10. 13: Controle positivo (pG35SHBsAg). (B) Analise da amplificagdo do fragmento HBsAgER através de eletroforese em gel
de agarose 0,8%. M: marcador de DNA 250bp ladder (2p1g); 1: controle negativo (sem DNA); 2: Controle negativo (LBA4404
desarmada); 3-12: DNA plasmidial dos clones 1 a 10; 13: Controle positivo (pG35SHBsAgER).

FIGURA 6: (A) Formacao de calos em explantes colocados em meio de calejamento. (B) Formagao de brotos em calos transferidos para
meio de brotamento. (C) Formagao de raizes em brotos colocados em meio de enraizamento.

O DNA genémico das plantas foi extraido e
utilizado como molde no método da PCR utilizando
iniciadores especificos para as extremidades do gene
HBsAg. Conforme ilustrado na Figura 7 (A e B), a
transformagdo das plantas de tabaco foi confirmada
através da amplificacdo de fragmentos de DNA de
peso molecular correspondente aos genes 35SHBsAg
e 35SHBsAgER (700bp). Das 11 plantas completas,
obtidas ap6s a transforma¢do com o plasmidio
recombinante pG35SHBsAgER, em 100% delas foi
verificada a presenca do transgene pela amplificacdo de
um fragmento de DNA com tamanho correspondente
ao tamanho de gene HBsAgER (Figura 7A). Da
mesma maneira, das 10 plantas completas obtidas
apos a transformagdo com o plasmidio recombinante
pG35SHBsAg (Kawashima et al., 2001), em 100% delas
foi verificada a presenga do transgene pela amplificacao
de um fragmento de DNA com tamanho correspondente
ao tamanho de gene HBsAg (Figura 7B).

De maneira geral, o tabaco é uma planta que possui
métodos de transformacgao, regeneracao e cultivo in vitro
bem estabelecidos, sendo, por isso, muito utilizado com
planta teste em diferentes experimentos. Assim como no
presente trabalho, varios autores obtiveram éxito quando
utilizaram o tabaco como receptor de transgenes. Zhang
et al. (2009) promoveram a super expressao do gene
GmERF3 de soja em plantas de tabaco, ¢ observaram
que as plantas transgénicas desenvolveram tolerancia
aos estresses salino e hidrico, além de se tornarem
resistentes a infecgdo por Ralstonia solanacearum,
Alternaria alternata e ao virus do mosaico do tabaco
(TMV). Kern et al. (2009) isolaram o gene chit! do
fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae e o
transferiram para o DNA de plantas de tabaco. Apos a
transformacdo genética, observou-se que as plantas de
tabaco expressando o transgene passaram a apresentar
resisténcia ao patogeno Rhizoctonia solani. Wan et al.

Revista Biotemas, 23 (1), margo de 2010



]_0 J. M. Ribeiro et al.

(2009) introduziram o gene codificador de uma oxalato
oxidase de trigo em plantas de tabaco e observaram que
as plantas transgénicas passaram a apresentar tolerancia
ao estresse oxidativo.

Cheung et al. (2009) transformaram geneticamente
plantas de tabaco com uma construg¢ao génica contendo
um gene codificador de um fator de crescimento humano
ligado a uma sequéncia de retencdo no vacuolo celular.
Ao final dos experimentos, os autores observaram que
a construgdo génica supracitada estava sendo expressa
nas sementes das plantas transgénicas e que a proteina
heterologa estava sendo acumulada no vacuolo. Os
autores concluiram que plantas de tabaco podem ser
consideradas biorreatores eficientes para a producao de
proteinas heter6logas de valor farmacéutico.

35456 891510, 1141213

700 bp

700 bp
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FIGURA 7: (A) Analise da amplifica¢ao dos fragmentos HBsAgER
através de eletroforese em gel de agarose. (B)
Analise da amplificacdo de fragmentos HBsAg
através de eletroforese em gel de agarose 0,8%.
M: marcador de DNA 250bp (0,5ug); 1: controle
positivo  (pG35SHBsAgER e pG35SHBsAg,
respectivamente); 2: Controle negativo (DNA de
planta ndo transformada); 3 — 13 (A): amostras de
DNA extraidas de plantas transformadas com a
construcdo pG35SHBsAgER; 3 — 12 (B): Amostras
de DNA extraidas de plantas transformadas com a
construcdo pG35SHBsAg.

Colgan et al. (2009) utilizaram o tabaco para
otimizar condi¢des de cultivo de plantas transgénicas.
Para tal propoésito, os autores analisaram o efeito que a
temperatura, quantidade de luz, quantidade de compostos
nitrogenados, irradia¢do e a densidade da planta
provocavam sobre a expressdo da proteina heterdloga
nas plantas transgénicas. Ao final dos experimentos,
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os autores observaram que a temperatura era a Unica
variavel que estava afetando a quantidade da proteina
heterologa nas plantas transgénicas de tabaco, havendo
um aumento da concentra¢do nas temperaturas mais
baixas.

Além de ser considerada uma planta modelo em
experimentos de transformagao genética, por ndo ser uma
planta comestivel, o tabaco pode ser utilizado somente
como sistema de produgdo da proteina de interesse,
fazendo-se necessario o uso de métodos eficazes de
extracdo da proteina recombinante. Além disto, sob
consideragdes atuais de Biosseguranga, recomenda-se
evitar a utilizacdo de plantas comestiveis como vacinas
orais em possiveis experimentos de campo ou futuros
plantios para a comercializagdo, como uma forma de
impedir o seu consumo indevido.

De maneira geral, pode-se concluir com os
resultados obtidos na presente pesquisa que o plasmidio
pGPTV/Kan/Asc apresenta-se bastante eficiente como
vetor binario, desde a etapa de insercdo de genes
quiméricos em seu sitio multiplo de clonagem, até
selecdo dos transformantes em bactérias e plantas.
Quanto ao método para transformagao de plantas de
tabaco, a utilizacdo de Agrobacterium tumefaciens
resulta em porcentagens satisfatorias da integragao
do transgene nas plantas transformadas. Em relacdo a
escolha da planta teste, o tabaco apresenta alto potencial
para utilizacdo como biorreatores na produgdo do
antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg),
visto que possui protocolos de transformagdo genética
de facil execucgdo, integra o transgene em seu DNA
gendmico em porcentagens satisfatorias e € regenerado
in vitro sem dificuldades.
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