UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE BOTUCATU

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

ESTUDO DO PAPEL DA TCTP (Trandlationally Controlled Tumour
Protein) NA RESPOSTA AOS ESTRESSES BIOTICOS E

ABIOTICOS EM PLANTAS

MARCIO DE CARVALHO

PROF. DR. IVAN DE GODOY MAIA
ORIENTADOR

Dissertacdo apresentada ao Programa d
Pés-Gaduacdo em Ciéncias Biologica
(Genética) - Insituto de Biociéncias, Campu:
de Botucatu, UNESP, como requisito
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncie
Bioldgicas (Genética).

BOTUCATU - SP
- 2010 -



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SEGAO TEC. AQUISE TRAT. DA INFORMAGAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMRJS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL:ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

Carvalho, Marcio de.

Estudo do papel da TCTP (Translationally CdigdoTumour
Protein) na resposta aos estresses bidticos ecaisi@m plantas /
Mércio de Carvalho. - Botucatu, 2010.

Dissertacao (mestrado) — Instituto de Biociéscie Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, 2010.

Orientador: Ivan de Godoy Maia
Capes: 20203004

1. Genética vegetal. 2. Tomate. 3. Crescim@?lantas).

Palavras-chave: Estresse abidtico; PepYMV; TCThdie.




"Nada em biologia faz

sentido exceto a luz da evolutao
Theodosius Dobzhansky



Agradecimentos

Aos meus pais, José Militdo e Matilde, por tudo que proporcionaram. As
dificuldades e os problemas foram superados e ésti@u aqui, sé tenho a agradecer a
vocés pelo apoio e ajuda. Quando eu pensava erstidesuas palavras e seus afagos
me completaram e me estimularam. Vocés me auxiiaaubir esta escada e espero
contar com vocés sempre e sempre. Eu amo muits,wamégado.

As minhas irmas, Marcia, Marcela e Juliana, poraesm ao meu lado, por suas
ideias. Sei que posso contar com Vocés, sempre.

A minha querida e amada Shelly. Devo a vocé p#etta conquista, sobretudo
seu companheirismo junto com seu amor foram os wstivieis da minha jornada.
Obrigado pela paciéncia, fico muito feliz de terc&cao meu lado. “Te amo muito,
muito...”

Aos meus queridos sobrinhos, Nicolly, Eduarda,oCa& Jodo Vitor, “meus
pequeninos”, 0 sorriso e a alegria de vocés € uange prémio.

Ao seu Nestor e dona Maria que me acolheram esl@gos, obrigado, assim
como a Sheila, o Guto, o Bruno, o Lucas, a Sandriariana e o Raphinha — um
abraco especial do Dindo.

Ao meu orientador, lvan de Godoy Maia, suas ogimifboram validas e suas
criticas enrigueceram muito a minha vida académieprendi muito com voceé,
obrigado.

A Irani Quagio-Grassioto pela suas idéias que ragaaram nos momentos de

davidas.



Nao poderia esquecer o pessoal do BIOGEM, galea & competente, muito
obrigado pelas ajudas de bancada: Alessandra; Aledsa Vasconcelos; Carol,
Edmarcia; Fabio — Escova; Flavio — Bonsai; JuliarRodrigo - Japa; Layra; Marcela;
Pit.

Ao pessoal do laboratorio do Prof. Celso: Andréijlio; Juliana; Helena;
Leonardo; Suzana; Tania; Vanusa.

Aos Prof. Jodo Pessoa e Paulo Ribolla pelo espaghdo ao uso do Tempo
Real e o robd, em especial a Carine e Carina - Béwotogia

Ao laboratério de Virologia do Departamento de & Fitossanitaria do
Lageado, em especial a Prof2 Renate, Monica e fatipelo auxilio com os ensaios de
infecgéo viral e ELISA.

Ao CNPq pelo auxilio financeiro.

Enfim, gostaria de agradecer a todos que me ajaistiadireta ou indiretamente

no desenvolvimento desse projeto.



indice

L RESUMO. . et 3
P2 L1 £ Yo (1 Tor=To I =T - | 4
P2 N o170 (=11 o = IO I = SRR PSPPI 5
2.2. ATCTP €M PlANTAS......ccciiiiiiiiiiiiieiieeee ettt eee e e e eeeeeaes 9
T @] ][] 1)/ 1 TP 13
A, CAPITULO | oottt ene e aeeeeene s 14
I [ 1 (o To [F o> T 1T RPTTTTTPN 14
2. Material € METOTOS ... ..ueiiiiieiieicete e e e et e e e e e e e s e reeeeeaeeeeeennnes 16

2.1. Inducgéo de estresse abidtico a biotico em tmmasando as analises de expressao

relativa da TCTR....o e 16
2.1.1. INduGao de eStresSSe DIOtICO.......uviiiiii i 16
2.1.2. Inducdo de estresse abiOtiCQ..........cceueieiiiiiiiiiiiiiie e 17
2.1.3. Analise das amostras inoculadas pelo tegt&HISA indireto...........ccccceeunnnnnns 17

2.2. Extracdo de RNA total e analise da expressélativa da TCTP por RT-PCR em
TEMPO REAL.....ccc oo 18
3. RESUIAUOS ...ttt e e e e e e e as 23

3.1. Quantificacdo da expressao relativa da TCTP egposta ao estresse biotico e

ADIOTICO. .. e et a e e e e 23
5. CAPITULO I ottt sttt 28

R [ 1o o [ o> T 1SR 28

2. Material € METOTOS ... ...eiiiiiei et e e e e e e e e e s e ee e e e e e e e e nnnes 28

2.1. Amplificagc&o da regido codificadora da TCTP tienate e construgdo do cassete de

23 0] (115 (o NPT 28



2.1.1. Extracdo de RNA total € RT-PCR.........ccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieenene e 28
2.1.2. Construcdo do cassete de expresséo contandgido codificadora da TCTP29

2.1.3. Insercdo do cassete de expressado 2X35S: TRDS: em vetor binario pBl121 e

transformacgao em agrobDACLErIaA..........ceeiiiiiiiiiiiiieiii et 32
2.1.4. Verificagdo da transformacao de A. tumefagse...............ccoi 33
2.1.5. Sequenciamento dO DNA. ... oo 33

2.2. Transformacao genética do tabaco e inoculag@al em plantas transgénicas.... 35

2.2.1. Transformacgao de discos de folha............. 35
2.2.2 Analises moleculares das plantas transforragd...............cccccvvvvieeeiieeeinnicinnee. 36
2.2.3. WESEEIM BIOL. .....ciiiiieiii it e e e ennne 37
2.2.4.Inoculacéo viral em plantas transgénicas @aco............ccceeeeeeeeieeee e, 39
3. RESUIAUOS ...ttt e e e e e e e e e e s 40

3.1. Amplificag&o da regido codificadora da TCTPmRT-PCR e construcdo do cassete
(0 Lo o 0] =TT Y- T PP 40

3.2. Producéo e sele¢cdo das plantas transgénicamdaco super-expressando a TCAB

6. DISCUSSA0 GEIAL.......uiiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e e e e e e e s 50
7. CONCIUSA0 © PEISPECTIVA ... ..eviviiiiiiiieiiiiiiiieiieieeitttteeesrernreeeeseeeeereeeeeseeeeeeeeeseeeeeeeseeeseenes 75
TN 0= o (ol = PO PP PPPPPPPPPPP 58

8.1. Preparacéo de Células Competentes de Eschixictli usando Cloreto de Calci@8

8.2. Transformacéo de células competentes de B.mmi choque térmica.................... 58

8.3. Minipreparacdo de DNA plasmidial por lise @lina..............ccccooeveeeieiiiiiiiiinieeeenennns 59

8.4. Preparacao de células competentes de Agrobiactetumefaciens......................... 59
9. Referéncias bibliOgrafiCas...........uuieiiiiiiiiiiii e 28



1. Resumo

O gene que codifica a TCTPTranslationally Controlled Tumour Protéinesta
presente em todos os eucariontes e 0 seu prodifcergolvido em diferentes processos
celulares. Embora bem caracterizada em mamifemsog sdo os trabalhos disponiveis na
literatura relacionados a analise da TCTP em @ama presente trabalho, a expressao do
gene que codifica a TCTP em tomateiros foi anadisaich situacdes de estresse bidtico e
abidtico. No estresse abibtico, as plantas detofioaam submetidas a dano mecéanico nas
folhas, e essas coletadas apos 4, 8 e 12 horasstMisse bidtico, duas espécies virais foram
inoculadas mecanicamente nas plantas de tomajcamber mosaic viru§CMV) e o
Pepper Yellow Mosaic VirugPepYMY, respectivamente, e as folhas sistemicamente
inoculadas foram coletadas apds 25 dias. Um aummentxpresséo da TCTP foi constatado
em resposta ao estresse biotico, sendo de 1,3xekgéo ao controle ndo inoculado na
infeccao peloCMV, e de 1,4x na infeccdo peRepYMV No estresse mecanico, o pico de
expressao ocorreu apés 4 horas com um aumentdxerB, relacdo ao controle néo tratado,
com posterior reducdo nos demais tempos. Adiciosrtiep plantas transgénicas de tabaco
capazes de superexpressar a TCTP de tomate foradege fim de determinar o papel dessa
proteina na infeccdo pel®epYMV Quando as linhagens transgénicas geradas foram
inoculadas com &epYMVobservou-se, aos 14 dias apos a inoculagédo (DAlaumento na
concentracao viral (1,8x) em relacéo as plantasloigco ndo transformadas, sendo 0 mesmo
verificado aos 21 DAI (1,6x). Essa diferenca, eéatito, ndo foi mais observada aos 28 DAI.
Esses dados confirmam a relacdo funcional da T@hParesposta de defesa das plantas aos

estresses bidticos e abiobticos.



2. Introducao Geral

O padréo de expresséo génica encontrado em organlsinidgicos pode ser alterado
em determinadas situacdes. Este fendbmeno podetrienido a fatores abioticos como
variacdo de temperatura e falta de nutrientesgticbs como o ataque de bactérias, fungos e
virus. Nestes casos, dependendo do evento envplegl@genes podem ter sua expressao
induzida ou entdo reprimida.

Nesse contexto, alteracdes significativas no trggtecna sdo observadas em plantas
submetidas a estresses bioticos, sendo grande gelede associadas com a execucdo de
mecanismos de defesa apropriados. As respostasefdsad constituem, portanto, um
fendbmeno complexo governado por mecanismos espesifde reconhecimento e de
sinalizacdo celular que permitem ou ndo ao patodewadir e multiplicar-se na célula
hospedeira.

Recentemente, um estudo realizado com tomatairaksou o padrédo de expressdo
diferencial de genes em plantas infectadas pelss\wdo mosaico do pimentaBgpYMV—
Pepper yellow mosaic virug em plantas sadias (Alfenas, 2006; Alfenas-Zesdtial, 2009).

As plantas infectadas mostraram mudancas no perfixpressdo de varios genes em relacéo
as plantas sadias néo infectadas. Nesse caso, &8ds goram identificados como
diferencialmente expressos sendo que 53 delestiveua expressao diferencial confirmada
por diferentes metodologias. Tal abordagem revelquesenca de transcritos codificando
proteinas de resposta a choque térmico, proteimasvédas na resposta de defesa contra
ataque de patdgenos, com a via ubiquitinacdo/msteno, no metabolismo e na transducéo
de sinal. Dentre 0s genes cuja expressao foi afttenmeduzida em resposta ao ataque viral foi

observado um que codifica uma proteina denominaaiaslationally controlled tumor



protein, mais comumente conhecida pela sigla TCTP. Esskamga na expressao do referido

gene em tomateiro se mostrou especificamente oelada com a infeccéo pdhepYMV

2.1. A proteina TCTP

A TCTP (outranslationally controlled tumor protejnest4 presente em todos os
eucariontes e parte da sua seqiéncia génica éealamronservada entre os diferentes filos.
Esta proteina também é conhecida como P23 e Q2Riodao peso molecular de 23 kDa.
Trata-se de uma proteina multifuncional envolvida @giferentes processos celulares, como
por exemplo, no crescimento e desenvolvimento aelulApesar de sua descrita
multifuncionalidade, o seu papel molecular ainda eéta totalmente definido e, em alguns
casos, 0 seu modo de acédo ainda permanece obscuro.

A TCTP foi inicialmente isolada e caracterizadacéiilas tumorais humanas (Gross et
al, 1989), e sua denominacéo se deve ao fato dsirsigése ser controlada a nivel traducional.
Entretanto, proteinas homélogas a TCTP foram ifiesdias em outras espécies e, nesse caso,
demonstrou-se que o controle ndo é exclusivameadedional, podendo acontecer tanto por
niveis transcricionais como por estimulo extraeel(Bommer e Thiele, 2004).

A analise das seqUéncias de nucleotideos e deddeidaninoacidos das TCTPs de
diferentes organismos, revelou que, aproximadani®e dos aminoacidos presentes nessas
proteinas sdo altamente conservados entre ogdBl@icariontes. Dentre as sequéncias mais
conservadas, entretanto, a homologia pode ched@%a de identidade (Sage-Ono et al,
1998). Outros trabalhos demonstram que, ao longaramesso evolutivo, a proteina manteve
alguns dominios funcionais especificos, dentreuassgse destacam os dominios para ligacao

a calcio, a microtabulos (tubulina), a proteinasakzadoras (quinases) e para ligagdo com



subunidades da bomba soédio e potassio (HinojosaaMbwgl, 2008; Bommer e Thiele, 2004;
Berkowitz et al2008, Jung et a2004).

Dependendo do grupo taxonémico, a TCTP pode desdrapgapéis distintos e
variaveis. Em animais, essa proteina € responggelliberacdo da histamina em eventos
inflamatérios (Mac Donald et al, 200&)também pelo controle positivo de proliferacéo de
células B (Kang et al, 2001). Além disso, a TCTR esvolvida na diferenciacdo de alguns
tecidos, como em\mphioxus onde a proteina desempenha um papel importamgatéuo
desenvolvimento embrionériprincipalmente, na diferenciacdo da mesode(@teen et 3l
2007).

A TCTP pode formar complexos protéicos com outrasefnas, mudando a atividade
destas, como no caso da bomba de sédio e potdasidém conhecida como NaK’-
ATPase) que é responsavel pela homeostase idpie @otencial de membrana celular. Em
camundongos transgénicos com super-expressao dg,@s%a proteina induz a hipertenséo
sistémica atuando como repressora citoplasmatichlalaK*- ATPase, ligando-se ao seu
dominio a-1 (Kim et al 2008). Resultado semelhante foi descrito em culteacélulas
humanas da linhagem HelLa. Nesse caso contatouesemusua estrutura, a TCTP apresenta
dois dominios capazes de se ligar a citada enzenarhembranica (Jung et 2D04). Ja em
peixes submetidos ao estresse osmotico, a TCTResjaeassociada e inibindo a atividade da
Na’, K- ATPase, é recrutada por proteinas envolvidasesposta primaria desse estresse.
Assim, o0 processo osmoregulatério dependente dédadie da bomba sddio/potassio é
promovido (Evans e Somero, 2009).

A TCTP pode também se ligar aos microtubulos, dpseimando papel importante na
divisdo celular, bem como ao calcio presente nopkisma celular (Yarm, 2002).

Curiosamente, o seu transcrito pode formar esastsecundarias de dupla fita capazes de



interagir com alguns componentes celulares. Nems® @s estruturas secundarias resultantes
podem ativar uma proteina quinase denominada PKétnifier et al, 2002), que esta
envolvida na regulacédo e diferenciacdo celularresposta a estresses, na apoptose, € no
mecanismo de defesa antiviral celular (Jagus, 1999)

Durante a apoptose, mecanismo de morte celularrgragla, a TCTP pode ser
encontrada na mitocéndria, organela importanteenestcanismo, ligando-se a proteinas que
apresentam atividade anti-apoptotica, evitandoimasa morte celular (Liu et al, 2005;
Rinnerthaler et al, 2006). O mesmo ocorre no citspla, onde a TCTP é responsavel pela
ligacdo e sequestro de calcio, diminuindo a apepteEpendente desse ion (Graidist et al
2007). Nesse contexto, foi observado que a expessd CTP ¢é reprimida pelo estresse de
Ccd" que, juntamente com a acumulacdo de peréxidodtedénio, é o principal fator indutor
da morte celular programada. Sua participacdo nauteacdo da homeostase de*'Cai
assim sugerida.

A TCTP também desempenha um papel importante emtaveaelacionados a
processos de sinalizagdo celular em animais e fungodlises da sequéncia deduzida de
aminoacidos da TCTP dgchizosaccharomyces pomtbemonstraram uma alta similaridade
desta com a proteina MSS4/DSS4 de mamiferos (Thaly 2001 e Itzen et aR006). Em
animais, a MSS4/DSS4 é capaz de se ligar a prosgiaizadora Rab, e assim regular a sua
atividade. A proteina Rab pertencente a super i proteina Ras GTPase cujos membros
sdo responsaveis por muitos processos celularesiaeddos com a diferenciacdo e
proliferacdo celular. EnDrosophilg por exemplo, descobriu-se que a TCTP regula a
atividade de Rheb, outro membro da super familia BaPase. Verificou-se que o
silenciamento génico da TCTP, usando RNA de in@nfga, proporciona um crescimento e

desenvolvimento reduzido das moscas durante a@ggarse (Hsu et,82007). Desse modo,



pela sua interacdo com a Rab, a TCTP pode meditividade das GTPases envolvidas em
sinalizacéo.

Em ensaios biologicos realizados em células humdadishagem HelLa, demonstrou-
se que a TCTP participa da etapa de alongamentoadacéo. Neste processo, o fator de
alongamento eEF1-alfa (eEF1A) necessita de GTPrparatar aminoacidos sendo dotado de
uma atividade GTPase. A TCTP atua como fator deci#o, ndo permitindo a troca de GDP
por GTP junto ao eEF1A, a qual € mediada por uwr fdé troca especifico denominado
eEF1B3 (Cans et al2003). Segundo os autores, a TCTP possui uma ati&ithibidora de
dissociacdo de nucleotideo guanina, sendo um iamerregulador da etapa de alongamento
da traducéo.

Adicionalmente, tanto a Rheb como a TCTP podenr amo fatores regulatérios de
uma importante via de sinalizacdo conhecida comB T€)gla deTarget of Rapamycjmue
esta envolvida em processos de crescimento cedutaetabolismo. Essa via € coordenada
pela proteina quinase TOR (Wullschleger ¢2@06).

A via de sinalizacdo TOR é altamente conservada ex@sriotos, podendo ser
regulada por fatores externos, como estresse & dalinutrientes. No ambiente celular, esta
via de sinalizacdo € constituida por dois complekOf 1 e TOR 2 que séo regulados por
outras proteinas transdutoras de sinais (Serfoateaif2010 e Wullschleger et,#2006).

Nos parasitas, observou-se que a TCTP, além dé&aregproliferacéo e diferenciacéo
celular (Li, 2001), também pode interagir com atgirta G responsavel pela sinalizacao
celular. Acredita-se que a TCTP de alguns parasibaso, por exemploPlasmodiumsp.
(Mac Donald et al, 2001) &chistosoma mansoifRao et gl 2002), esteja intimamente
relacionada com o desenvolvimento das patologiasi@msadas por estes organismos, sendo

capaz de provocar lesdo inflamatoria com infiltcagé eosindfilos.



O silenciamento génico da TCTP pode ocasionar ngadgammorfologicas e
fisiologicas. Usando RNA de interferéncia parangilar a TCTP enCaenorhabditis elegans
Sonnichsen et gR005) detectaram crescimento lento, infertilidadeprogénie e letalidade

embrionaria nos individuos onde o gene foi sileshzia

2.2. ATCTP em plantas

Proteinas homodlogas a TCTP também foram isoladasplantas, entretanto, os
trabalhos na literatura sdo escassos e a funcda gesteina nos vegetais ndo esta claramente
definida. Verificou-se que em plantas de dia cddogénerdPharbitis a expressado do gene
gue codifica a TCTP varia conforme o ritmo circadigpodendo influenciar o mecanismo de
floracdo. Segundo Ermolayev e colaboradores (266@) proteina pode ser responsavel pela
regulagdo da homeostase do calcio em células dessbjmetidas a estresse ibnico. Em uma
analise protedmica em citrus, a TCTP foi identd@acomo sendo uma das proteinas cuja
acumulacéo é reduzida em frutosTamgormurcottdurante a senescéncia pés-colheita (Lliso
et al, 2007). Os autores sugerem que a TCTP éaldwmatividade anti-apoptética em frutos,
a qual é reduzida depois que o fruto é destacadovdee.

Recentemente, Berkowitz e colaboradof2808) evidenciaranin vivo o papel da
TCTP empreganddrabidopsis thaliana.Segundo os autores, tanto a superexpressao da
proteina como seu silenciamento sdo capazes deencfar o crescimento e o
desenvolvimento dos tecidos vegetais. A expressdproteina foi observada em todos os
tecidos, especialmente no meristema e em célulaaxpansédo. O silenciamento da expresséo
da TCTP promoveu o crescimento lento e diferencadahdgicas em folhas e raizes, e

deficiéncia na formacg&o do tubo polinico em relagfglantas com a expressédo normal do



gene. Além disso, a sensibilidade a hormoénios a&gebmo a auxina ficou comprometida.
Esses resultados sugerem um papel importante d® @ Tegulagc&do do crescimento vegetal.

Como destacado, a presenca dos transcritos da i@ DBservada em todos tecidos
vegetais, entretanto, a presenca da proteina godeass abundante em determinados tecidos
dependendo da funcdo destes. Em tubérculos deapatdpecialmente na periderme que
forma uma barreira contra entrada de patégenosiessavolve em locais que sofreram danos
mecanicos, a expressdao do gene que codifica a TQUBou em relacdo ao tecido
subseqliente, no caso o parénquima (Barel e GinzZd@d§). O mesmo fenébmeno bioldgico
também foi relatado na regeneracéo da parede cdkiEgoddo, onde os transcritos da TCTP
foram identificados, evidenciando uma possivel gé@a com a montagem da matriz
extracelular (Yang et a2008).

A capacidade da proteina TCTP de se ligar a optdeinas, inicialmente relatada em
células animais, também foi evidenciada em plaiaanalise das proteinas envolvidas no
processo de transporte via floema em arroz e aba®monstrou que a TCTP pode se ligar, e
regular, determinadas proteinas presentes nos Viasosaticos (Aoki et al2005). Desse
modo, supde-se que a TCTP é capaz de regulargatdavinteracdo com outras proteinas, o
movimento seletivo no floema, o que pode ser indicalo seu envolvimento na regulagéo do
transporte viral via floema.

A TCTP pode ser usada por parasitas para estabeleicdeccdo nos hospedeiros,
como no caso do nematéitieloidogyne incognitaresponsavel pela formacéo de galhas em
vegetais. A proteina TCTP secretada pelo parasitan®loga a do hospedeiro, e promove o
surgimento de células gigantes nos hospedeiro® quagacteristica da infeccdo. Neste caso,

portanto, a proteina do parasita mimetiza a TCTRadpedeiro (Bellafiore et,aP008).
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Ainda com relagéo ao papel da TCTP na relacao iptasspedeiro, dois importantes
estudos foram realizados empregandi@bidopsis thaliana No primeiro, a analise do
proteoma de plantas infectadas fseudomonas syringaevelou mudancas no perfil de
expressao de algumas proteinas do hospedeirojaspatte na mitocdndria e no cloroplasto.
Dentre essas, a TCTP apresentou mudancas em sudidgda (Jones et ,al2006).
Curiosamente, um aumento na abundancia da TCTd@fstatado na fragédo soltvel enquanto
gue uma diminuicao foi verificada na fracdo mitatal. No segundo estudo, mudancas no
perfil de expressdo da TCTP foram observadas riagies iniciais de transformacédo mediada
por Agrobacterium tumefencieif§eena et al2003).

A expresséo da TCTP também foi induzida em plag¢asoja submetidas a estresse
por aluminio, especialmente em gendtipos consideréalerantes (Ermolyev et al, 2003), e
apos tratamento de plantas de arroz com um elidédvado do fungdlagnaporthe grisea
(Liao e Wang, 2009). Esses dados fornecem evid€nadicionais de sua provavel
participacdo na resposta a estresses bidticogacalsi

Como observado em outros organismos, a TCTP déapléembém esta envolvida em
processos relacionados a via de sinalizagdo TORtigidade de pequenas GTPases. Analises
da sequéncia deduzida de aminoacidos da TCTFArdbidopsis thalianarevelaram a
presenca de um sitio conservado de ligacdo a G3Rasgie sugere um possivel papel como
mediadora da atividade TOR (Berkowitz et 2008). Diversos estudos relacionam a TOR
com o crescimento e desenvolvimento vegetal tantdage embrionaria como em plantas
adultas, com a organizacdo da parede celular eventos de estresse (Leiber et al, 2010,
Deprost et al, 2005 e 2007).

Apesar das mencionadas evidéncias experimentaisiasdo a TCTP as respostas das

plantas aos estresses de origem bidtica e abidtisay efetivo papel nesse contexto € ainda
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pouco conhecido. A maior parte dessas evidénciaade estudos de andlise protedmica ou
de transcriptdmica que normalmente ndo envolvem anddise funcional mais detalhada.

Nesse cenario, a interacdo tomatéepY MV na qual a expressdo da TCTP é induzida em
resposta a infeccéo viral, constitui um modelorggsante de estudo para tentar desvendar

alguns dos aspectos funcionais dessa proteinapaste ao estresse bidtico.
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3. Objetivos
O objetivo principal do presente trabalho foi o ideestigar o papel da TCTP na
resposta das plantas aos estresses bioticos dcabioPara tal, 0os seguintes objetivos
especificos foram propostos:
e Quantificar a expressao relativa do gene que @addi TCTP em plantas de tomate
inoculadas com diferentes espécies virais ou sutlased estresses abidticos (Capitulo
1);
e Obter plantas transgénicas de tabaco capazes deeypessar a TCTP de tomate a

fim de determinar o papel da proteina na infecgdo PepYMV(Capitulo II).
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4. CAPITULO |

Estudo da expresséo relativa do gene que codifica BCTP em plantas de tomate

inoculadas com diferentes espécies virais ou subnuzts a estresses abioticos

1. Introducéo

Como mencionado anteriormente, Alfenas (2006) ebseque a expressao da TCTP
€ induzida em plantas de tomate infectadas PelpYMV sendo tal inducédo ndo observada
guando a planta é infectada por outros patdgeno® dongos e bactérias. BepYMV
pertence a familid@otyviridae que agrupa o géner@otyvirus com aproximadamente 200
espécies virais. Os potyvirus sdo responsaveipr das infecgdes virais de importancia
econdmica observadas em plantas (Shukla, 1994).vi8&@® cosmopolitas encontrados em
todas as regides do globo, e infectam mais de 2e@p@cies de plantas em mais de 550
géneros de 81 familias. Coletivamente, os potywdewsam perdas econdémicas superiores as
causadas por todos os outros virus de plantas ejmto.

Os potyvirus apresentam particulas de estrutueandéihtosa de 680-900 nm de
comprimento e 10-15 nm de largura. O material gemétral compreende uma molécula de
RNA de fita simples de sentido positivo de aproxdaraente 10 kb. A extremidade 3’ do
genoma viral é poliadenilada, e uma proteina dgeariviral denominada VPgifal protein —
genome linked esta acoplada a extremidade 5. O genoma virate¥estido por
aproximadamente 2000 capsdmeros que formam o eapsidhl, porém sem a presenca de
um envelope (Urcuqui-Inchima et, 2001; Riechmann et &992; Peng et all998; Fauquet

et al,2005). O RNA viral tem apenas uma fase abertaitiedeopen reading frame ORF),

14



cuja traducao origina uma poliproteina com pescemdar entre 340-370 kDa, que por sua
vez sofre autoprocessamento dando origem as diésrgmoteinas virais necessarias para a
replicacao viral e infeccéo do hospedeiro (Maial,g1996; Urcuqui-Inchima et a2001) .

Embora os efeitos da infeccdo viral sobre a expeessa TCTP tenham sido
evidenciados nas andlises de expressao diferepal@adas por Alfenas (2006) empregando
o tomateiro como modelo, o papel especifico dessizipa (ou de seu mMRNA) na interacao
virus-planta é ainda totalmente desconhecido. Mfeabe, por exemplo, se a inducdo da
expressao da TCTP e sua acumulacdo na planta easptshde a favorecer o virus durante o
processo infeccioso, ou se a mesma € parte integdanresposta de defesa do hospedeiro
frente a infeccao viral.

Como mencionado anteriormente, em mamiferos o drégmsda TCTP forma
estruturas secundarias que sao capazes de acioagrateina quinase (PKR) dependente de
RNA dupla fita (AsRNA) relacionada com a ativacaorelsposta de defesa antiviral mediada
pelo interferon (Bommer et al, 2002). Em mais uwmidé@ncia da associacdo da TCTP com a
defesa viral, Graidist e colaboradores (2006) iganiém, fazendo uso de uma biblioteca
subtrativa, que um gene que codifica uma TCTP emac@ Penaeus monodom) altamente
induzido durante o inicio da infeccdo p&ihite spot syndrome vir{8VSSV). Em camardes
submetidos a injecdo com TCTP recombinante vetfs® uma taxa de sobrevivéncia de 80-
100% e uma baixa acumulacéo de WSSV se comparacimnérole nao tratado (Tonganunt et
al, 2008). Em conjunto, esses dados representafiortenindicativo da possivel participacéo
dessa proteina (ou de seu transcrito) na respoistira.

Tendo em vista a importancia dos potyvirus e aerds necessidade de se estabelecer
estratégias de combate a tais virus, o conhecingmtpapel da TCTP na interagdo virus-

planta € de suma importancia. Nesse contexto, @ésttetentes também tém evidenciado a
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expressao diferencial da TCTP em resposta a estrabgiticos, sugerindo a sua participacéo
na interconexdo da resposta a estresses bioti@sotcos. Entretanto, tal fato também
necessita de maior investigacao.

Aqui, num primeiro momento, pretendeu-se investigarkpressao da TCTP em folhas
de tomate sistemicamente infectadas papYMV(25 dias), uma vez que Alfenas - Zerbini e
colaboradores (2009) investigaram essa expresséense na fase inicial da infeccao viral
(folhas inoculadas nos tempos de 0 a 96 h pos-iag@n). Além disso, procurou-se analisar a
expressao desse gene em resposta a infeccdo ta pdaruma espécie viral ndo relacionada

aoPepYMV(no caso €MV), bem como em resposta a dano mecéanico induzido.

2. Material e métodos

2.1. Inducdo de estresse abidtico a bidtico em tmmaisando as analises de

expressao relativa da TCTP
2.1.1. Indugéo de estresse bidtico

Para a inducdo do estresse biotico foram usaldedap de tomatelLycopersicon
esculentum cv. Santa Clgreom trés meses de idade, germinadas em terratedda@m casa
de vegetacdo com isolamento contra vetores. Astgdaioram divididas em trés grupos,
conforme o tratamento, sendo que em cada grupmferapregadas quatro plantas. Antes da
inoculacéo, folhas de cada grupo foram coletadasstituindo o tempo zero da analise. O
tratamentomock consistiu na inoculagcdo do tampdo e do agentesigbraem o extrato de
planta infectada. Nos outros dois tratamentospeuilacéo foi realizada usando extrato foliar
de plantas de tomate infectadas com as espéci@s €@ucumber Mosaic VirugCMV) e

Pepper Yellow Mosaic VirugfepYMYV, respectivamente, e carborundum (600 mesh) como
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abrasivo. Para a obtencdo do extrato, folhas detgdanfectadas cor@MV e PepYMV
respectivamente, foram maceradas em tampéo fodéapotassio (0,2 M, pH7,2) contendo
sulfito de sédio a 1 g/L. Em cada caso, foram zadhs duas inocula¢des, com intervalo de
dois dias entre elas.

As plantas inoculadas foram mantidas em casa detagip. Apdés um periodo de 25
dias, e confirmacédo da infeccao viral por ELISAnfoome descritano item 2.1.3as folhas

foram coletadas e estocadas a -80°C.

2.1.2. Indugéo de estresse abidtico
O estresse abiodtico consistiu de dano mecanicodllass de tomate. Para tal, as
bordas das folhas de plantas de tomate adultag$8srde idade) (quatro plantas/tratamento)
foram danificadas com auxilio de uma pinca. As dsllestressadas foram coletadas nos
tempos 4, 8, e 12 horas apos a realizacdo dadangendo o controle n&o tratado (tempo zero)
constituido de folhas coleadas antes da realizdgdestresse. As amostras de folhas das
plantas tratadas e correspondentes a cada teng foralisadas em conjunto, constituindo-

se, desta maneira, ymool de folhas/tempo amostral.

2.1.3. Analise das amostras inoculadas pelo test&HISA indireto
Para a deteccdo deéepYMV nas plantas de tomate inoculadas foi utilizado um
antissoro universal antipotyvirus (Agdia) e ELISEngime Linked Immunosorbent Agsay
indireto. As amostras de folha (0,1g) foram initiahte maceradas em tampé&o de extragéo
Indirect Sample ExtractiodX (10 mM carbonato de sédio, 30 mM bicarbonatsdeio, 3
mM azida de sodio, 2% Polivinilpirrolidona — PVR{ B,6) na proporcéo 1:10. Adicionou-se

entdo 10QuL desse macerado a cada cavidade da placa detipetiese esta foi incubada por
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2 horas a 4°C. Apos este periodo, a placa foi tapad sete vezes em tampéo PBS-T 1X (130
mM cloreto de sédio, 8 mM fosfato de sodio dibasiconM fosfato de potassio monobésico,
3 mM cloreto de potassio, 0,05% Tween-20, pH 7). seguida adicionou-se o anti-soro
diluido (1:200) em tampéo ECI 1X ( 0,2% albuminabde 2% PVP, 3 mM azida de sadio,
pH 7,4), sendo a placa incubada por 12 horas actfi@,posterior ciclo de sete lavagens em
tampédo PBS-T (1X). Apds as lavagens, o anticorgars#ario conjugado (anti-lgG de rato)
diluido (1:200) em tampé&o ECI (1X) foi adicionadmeubou-se por 2 horas a 4 °C. Um ciclo
de sete lavagens em PBS-T (1X) foi novamente gddizA revelacao foi feita utilizando-se
p-nitrofenilfosfato em pastilha de 5 mg, a qualdduida em 5 mL de tampdao especifico. A
leitura das densidades opticas foi realizada erectgfotometro (Multiskan Plu¥ersion
2.03) usando a absorbancia a 405 nm. Foram coadate infectadas as amostras com o

triplo do valor de absorbéncia da amostra usada @amtrole negativo (planta sadia).

2.2. Extracdo de RNA total e andlise da expressélativa da TCTP por RT-PCR em
Tempo Real

O RNA total de folhas de tomatéycopersicon esculentum cv. Santa C)afai
extraido com o uso do reagente TRIZOL (Invitrogesm)forme o protocolo do fabricante. As
amostras de folha foram maceradas em nitrogénindlig e a cerca de 100 mg do material
macerado foi adicionado 1 mL do reagente TRIZOL.afsostras foram incubadas por 5
minutos a temperatura ambiente, 200 de cloroférmio foram adicionados ao tubo. Apds
homogeneizacédo por 3 minutos e incubacao a tenyparambiente pelo mesmo tempo, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 1dutms a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo com auxilio de migrea, sendo adicionados 500 de

alcool isopropilico. Apos incubagéo a temperatundiante por 10 minutos e centrifugacéo a
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12.000 x g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadanteefmiovido e o sedimento lavado com
etanol a 70%. Apos nova centrifugacdo a 7.500 grgobpminutos a 4°C, o excesso de etanol
foi retirado por secagem a vacuo, sendo o sedinressuspendido com agua livre de DNases
e RNases.

O RNA total foi quantificado em espectrofotome{idanoDrop ND-1000 UV-Vis
Spectrophotometer, NanoDrop Technolopigsando absorbancia a 260 nm, e sua qualidade
foi verificada por eletroforese em gel desnatural@eagarose (1%) corado com brometo de
etidio.

Para eliminar qualquer contaminacdo com DNA genéymocRNA total extraido foi
tratado com DNase. Para tal, ao RNA totalg? foram adicionados gL de DNase (1uplL)
(Invitrogen), 2uL de tampéo (10x com Mgglle agua DEPC para completar o volume final
de 20uL. As amostras foram incubadas a 37°C por 30 mg@endo a enzima inativada pela
adicdo de 2L de EDTA (25mM) e incubacdo por 10 minutos a 65P@ra a realizacdo da
transcricdo reversa, a cada amostra de RNA tra@mdaDNase adicionou-sep? de oligodT
(estoque a 10 mM), 2L de dNTPmix (dGTP, dCTP, dATP, dTTP — estoque a 10mM) e 3,5
uL de agua DEPC. O RNA total foi desnaturado a 686€C5 minutos (seguida de incubacéo
em gelo por 1 minuto) sendo entdo adicionados lam 2wl de DTT 0,1M, 0,5uL da enzima
SuperScriptll Reverse Transcriptag200ufiL; Invitrogen) e 3uL de tampéo de reacao (5x).
As amostras foram incubadas a 50°C por 60 minutb®rlzima foi inativada a 70°C por 15
minutos. O cDNA assim obtido foi quantificado enpestrofotdometro (NanoDrop ND-1000
UV-Vis Spectrophotometer, NanoDrop Technolopigsando absorbancia a 260 nm.

Apés a quantificacdo, as amostras de cDNA foramidhks para uma concentracdo
final de 35 ngiL. O kit usado nas reacdes de PCR em Tempo Real ftaxima SYBR

Green / ROXJPCR Master Mix(2XjFermentas). O volume total da reacdo por amostidef
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10 uL, sendo esta realizada em triplicata empregandoapl de 96 pocos. Para preparar as
reacdes foi usado um robd (COBERT'S - ROBOT). Ospumentes da reacao estdo listados

na Tabela 1.

Os normalizadores utilizados como referéncia nasacoes de gPCR foram
selecionados a partir de 13 genes candidatos @abel O desenho dogrimers para
amplificacdo da TCTP e dos referidos genes noradies foi realizado usando o software
Primer Express2.0 (APPLIED BIOSYSTEM). As sequéncias degpeisners e respectivas

referéncias bibliogréaficas, estdo disponibilizadas abela 2.

A amplificacdo dos fragmentos alvo foi realizada @m termociclador 6tico (7300
Real Time PCR System, Applied Biosystems), com tailo dnicial de desnaturacdo a 95 °C
por 10 minutos, seguido de 40 ciclos com desnaorag®5°C por 15 segundos e pareamento
a 60°C por 1 minuto. Os dados o¢pticos foram pasteente analisados no programa 7300

System Softwar@pplied Biosystems).

O célculo para a determinacdo da expresséo géanioadbAACt (Livak e Schmittgen,
2001), o qual se baseia na reacdo exponencial Ba Pga tal a expressdo QR %%, onde
QR representa o nivel de expressao génica, Ctsexgigeo ciclo de amplificacdo no qual cada
amostra apresenta amplificacdo exponendi@l; se refere a diferenca entre o Ct da amostra
amplificada para o gene alvo e o Ct da mesma aaastplificada para o gene referéncia, e
AACt representa a diferenca entrdaGt da amostra de interesse em determinado tempo e o
ACt da amostra de referéncia. A eficiéncia da ed@gadeterminada por meio de diluicdes
seriadas (1:1, 1:5, 1:25 e 1:125). A partir do vae Ct de cada aliquota, a curva padrao foi

elaborada e slopeda reta foi determinado. Este valor foi entdoridsena seguinte formula:

1 1(1/slope
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Tabela 1 Componentes da reagcdo de PCR para quantificacéepiessao relativa da TCTP.

Reagentes Quantidade e concentracao
SYBR Green/ROX MasterMix2x) SuL (1X)
Primers — Forward e reverdd0 mM) 0,3uL (300 nM)
cDNA (35 ngliL) 1,5uL
Agua 3,2uL
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Tabela 2 Descri¢cdo dos oligonucleotideos usados nas redede€R em tempo real.

Gene

Sequéncias dd@rimers

Actina (ACT)*

Forward5 CGG TGA CCACTT TCC GATCT 3
Reverse 5 TCC TCACCG TCAGCCATTTT 3

Adenosil-fosforibosil
transferase 1 - (APT1)

F. 5 GAACAG ACAAGATTGAGATGCATGTAZ
R. 5 CCACGA GGG CACGTTCA 3

Beta tubulina - (TUB)

F.9TTGGTTTTG CACCACTGACTT 3
R. 5" AAG CTC TGG CAC TGT CAAAGC &

Complexo adaptador d
clatrina - (CAC¥

&.5 CTGGATTGC GTGTTCGGTTT 3

R.5" TGT TGT AGC CAC TCT TCT CCC AC 3’

Expressed

F.5 TCATTAGGT CCAGCGTTCTTAGC 3
R. 5 CCCACC CTAAGG AATCTG CAT &

Fator de elongamento - (EF)

F.5 TCT GAT CCATTG TTG GAT GCT GG 3’
R.5TTCAAACCCTTCCTCTTGCG 3

Gliceraldeido-3-fosfato F.5 TCATTAGGT CCAGCGTTCTTAGC 3
desidrogenase - (GAPDH) | R.5 CCC ACC CTA AGG AAT CTG CAT 3’
Proteina fosfatase 2 A |+.5 GAG GAT TAG TAT CAT CAT CATTGTTTT GT 3’
(PP2A)3 R.5 CTG GCG AAT CTA CGG GAT ATG 3
Proteina Ribossoma L2 |+.5 CCC ATC AGG AGC CAA AAAGA 3
(RPL2)3 R.5 CCACCAGCAACCTGACCAAT 3
Proteina da familia TIP41 |-F.5° CCC ATC AGG AGC CAA AAAGA 3
(TIP41)2 R.5 CCACCAGCAACCTGACCAAT 3
Proteina ligante TATA +F.5 GTGATG TTAAATTTCCTATTCGACTTGA 3
(TBP)l R.5 GGA AAT AGTTCTGGC TCGTAACTTG 3
o F.5 GAT CATCAATGTGTTTTCGCTTTT 3
Ubiquitina - (UBIY
R.5 CAC AAA CTG CAT ATT CAT AAAGATACCA 3
F.5 GATCGG CGGATGTTGCTTT 3
18S r RNA - (18S9)
R.5 CGG AAC CCAAAAACTTTGATTT 3

qTCTP

F.5 AGA AGT CGA GAATGG GGT GC 3’
R.5 TGAACAACCCACTTCCCTTGA 3

1 — Alfenas-Zerbini et al, 2009; 2 - Exposito-Rgdez et 312008; 3 — Lgvdal e Lillo, 2009.
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3. Resultados

3.1. Quantificacdo da expresséao relativa da TCTP mBsposta ao estresse biotico e
abidtico

Com a finalidade de determinar o perfil de expreskfigene que codifica a TCTP nas
duas situacdes de estresse, usou-se a quantifioagiiva por meio da técnica de RT-PCR
em tempo real (RT-qPCR). Para tanto, o RNA totaleidraido das folhas de plantas de
tomate submetidas aos diferentes tratamentos ermdoestio primeiro caso, as plantas foram
inoculadas com duas espécies virdledY MVe CMV), caracterizando o estresse biotico. No
segundo caso, as bordas das folhas foram danificamta auxilio de pinca caracterizando o
estresse abidtico.

Depois de extraido, o RNA total foi quantificadm eespectrofotometro e sua
integridade verificada em gel desnaturante de agaadl%. Antes da realizacdo da analise de
RT-gPCR, objetivando verificar a qualidade do RNwal extraido, a regido codificadora da
TCTP foi amplificada por RT-PCR usandarimers especificos. Usando essa analise
qualitativa, verificou-se a amplificacdo de um primddnico de aproximadamente 500 pb em

todas as amostras analisadas (Figura 1A e B).

23



~ 500pb —>

M C+ O Mock CMV PepYMV
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Figura 1 — Confirmagédo da amplificacdo da TCTP arasstras de RNA total extraido das
plantas de tomate submetidas a estresse bittibtica. A) amostras das plantas de tomate
submetidas ao estresse mecéanico nos diferentessen, 4, 8, e 12 horas (0, 4, 8, 12); C+ -
controle positivo (vetor contendo a regido coddima da TCTP de tomate); (M) - marcador
molecular de 1 kb; B) amostras das plantas de tos#thmetidas ao estresse bidtico. C+ -
controle positivo (vetor contendo a regido codidima da TCTP de tomate); (O) — planta ndo
inoculada; mock — planta tratada somente com tanggonoculacdo; (CMV) — planta

inoculada conCCucumber Mosaic VirggPePYMV) - planta inoculada cofepper Yellow

Mosaic Virus (M) - marcador molecular de 100 pb.

Para selecionar os melhores normalizadores paia tcathmento foram testados 13
genes candidatos (Tabela 2), que foram previamsgiecionados por serem considerados
constitutivos. Esses normalizadores foram validaelbsreacfes de RT-gPCR, e 0s genes

APT1eEF foram aqueles que apresentaram a menor variacérptessdo nas condicdes de
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estresse biotico e abiotico, respectivamente (BRi@)r A eficiéncia da reacdo considerada
para os calculos de quantificacdo relativa nosesms tratamentos foi igual a 2,0. Com
auxilio da curva de dissociacdo da reacdo foi peksieterminar a auséncia de DNA
gendmico nas amostras usadas para quantificagiivaglFigura 2; painéis E e F).

A analise dos resultados de quantificacdo da es@oelativa do gene que codifica a
TCTP em resposta ao estresse abidtico evidenciopiommde expressao 4 horas apos a
realizacdo do dano mecanico nas folhas, sendsegtedo de uma reducédo na expressao nos
intervalos seguintes (8 e 12 h; Figura 3). Nos e 8 e 12 h, a expressao foi semelhante
aguela observada no tempo zero (ndo estressad®s Eessultados indicam que em tomate, a
expressao do gene que codifica a TCTP € induzidarde rapida (4 h) em resposta ao dano
mecanico.

Antes da realizagdo das analises de expressawvaetats amostras submetidas ao
estresse biodtico, aos 20 dias apos a inoculac@ifeecdo viral nas plantas de tomate foi
confirmada por ELISA (dados ndo mostrados). Umaewédenciada a presenca dos virus, aos
25 dias apos a inoculacgéo, as folhas sistemicanm@etdadas foram coletadas para analise do
perfil de expressdo da TCTP. Nesse caso foi pdssidservar que a expressao da TCTP foi
induzida pela infeccdo viral (Figura 3B). Nas pémninfectadas pelBepYMV o aumento na
expressao em relacdo ao controle nao inoculadaldoil,5x, enquanto que nas plantas
infectadas pel@€MV, o aumento observado foi de 1,4x. Por outro ladaye pouca variacéo

na expressao observada no tratamardokem relagédo ao controle ndo inoculado.
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Figura 2 — Analise do perfil de expressdo dos geaadidatos a normalizadores e curvas de

dissociacdo correspondentes a amplificacdo da TE@aReéis: A)APTL, B) GAPDH; (nas

duas amplificacdes foram usadas amostras de esbtiEgio); C)EF; D) Actina 1(nas duas

amplificacdes foram usadas em amostras de estads§tco); Curvas de dissociagdo dos

produtos amplificados pelo par ggmersqTCTP nas amostras submetidas a estresse biético
(E) ou abidtico (F).
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Figura 3 — Quantificacdo da expresséo relativa @GP em plantas submetidas a estresse
abidtico (A) em diferentes tempos (0, 4, 8 e 12abaapds dano mecanico), ou a estresse
bidtico (B) com diferentes espécies vira@V e PepYMVY. Em (B) Zero corresponde ao

controle ndo inoculado (tempo zeraneckao tratamento sé com tampao e abrasivo.
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5. CAPITULO Il

Obtencdo de plantas transgénicas de tabaco capazés superexpressar a TCTP de

tomate a fim de determinar o papel da proteina nanfeccéo peldPepYMV

1. Introducéo

Uma vez observada a inducdo da expressao do geneodifica a TCTP em plantas
de tomate infectadas sistemicamente epYMYV plantas transgénicas de tabaco que super
expressam esse gene foram geradas. Estas plamsgémnicas foram infectadas pBepYMV

na tentativa de desvendar o papel da TCTP na ébeacal.

2. Material e métodos

2.1. Amplificacéo da regido codificadora da TCTP tienate e construcdo do cassete

de expressao
2.1.1. Extracdo de RNA total e RT-PCR

O RNA total de folhas de tomatéycopersicon esculentum cv. Santa C)afai
extraido com o uso do reagente TRIZOL (Invitrogaamforme protocolo descrito no item 2.2
do capitulo I. O cDNA foi sintetizado com uso daziema SuperScript Il Reverse
Transcriptasg(Invitrogen), seguindo o protocolo do fabricar@nforme descrito no item 2.2
do capitulo 1.

A regido codificadora da TCTP foi entdo amplifiaador PCR com auxilio dos
primers gene - especificoS$CTPF 5-CGGCCATGGGTTGGTTTATCAGG-3' e TCTPR

5-GCCGAGCTCCTACTTGATCTC-3'. Esses primers foram desenhadosn doase na
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sequéncia parcial de nucleotideos da TCTP de todispenibilizada por Alfenas - Zerbini e
colaboradores (2009) e em uma etiqgueta de sequ@&xgeessa (EST - numero SGN-
U581240) depositada no bancedlanaceae Genomic Netwbdikttp://solgenomics.net/). No
desenho dos primers foram inseridos dois sitioesieicdo, um especifico para a enzima de
restricdoNcd, e outro par&ad (sublinhados na seqiéncia de nucleotideos acima).

Os componentes da reagéo de amplificacao foragrh:de cDNA (300 ngiL); 0,5 uL
de dNTPmix (estoque a 10mM); 0,6L de cada primer (estoque a 10 mM); Ql1lde enzima
Pfu (2,5 ullL; Fermentas); 2,5uL tampéo (10x contendo MgSO4) e 198 de agua
deionizada. O programa usado na PCR consistiu dedesnaturacdo inicial a 94°C por 5
minutos, seguida de um ciclo basico de desnatura&3C por 1 minuto, pareamento a 53,5
°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minuto® fpu repetido 35 vezes, e de uma
extensdo final a 72°C por 5 minutos. Os fragmermtoplificados foram analisados por

eletroforese em gel de agarosel% corado com braeettidio.

2.1.2. Construcdo do cassete de expressado contan@gido codificadora da

TCTP

A construcdo do cassete de expressao consistuateetapas (Figura 4). Na primeira
etapa, o produto de amplificacdo contendo a regdbficadora da TCTP de tomate foi
inserido no vetor intermediario pBI2X35S para agdis de um duplo promotor viral
CaMV35S (2x35S) e do terminador do gene da nopadiméetase deAgrobacterium
tumefaciengNOS), ambos importantes para a regulacédo da £dwelo transgene na planta.
Para tal, o cDNA amplificado foi purificado em gefecipitado e digerido com as enzimas de
restricdoNcd e Sad. Para a digestdo utilizou-se a uma aliquota ddAD2 uL da enzima

Ncol (10 upL) (Invitrogen), 2uL da enzimaSacl (10 ufiL) (Invitrogen), 2uL de tampéo de
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enzima (10x) e 4gua para um volume final deuROEm paralelo, uma aliquota do vetor
pBI2X35S (400 ngiL) foi igualmente digerida. As amostras foram inadds por 2 horas a
37°C. ApoOs a digestédo, as enzimas de restricamnforativadas a 70°C por 15 minutos, e 0s
produtos da digestdo foram purificados em gel deasg usando o kiBV Gel and PCR
Clean-Up SysterfPromega) seguindo as instru¢des do fabricante.

O fragmento contendo a regiao codificadora da TG@diPentdo ligado ao vetor
pBI2X35S purificado com auxilio da enzima T4 DNAgase (1000 wl) (Fermentas). Para
cada reacgdo de ligagao usou-sgl.2de enzima (1000 uL), 4 uL de tampé&o apropriado da
enzima (10X), 1QuL de vetor (10 ngil), 10 uL de inserto (20 ngL) e 16 uL de agua
deionizada e autoclavada. A reacéo de ligacaméoibada a 22°C por 14 horas com posterior
inativagdo da enzima a 70°C por 15 minutos. Os yiosd da ligacdo foram entdo
transformados er&scherichia colDH5a conforme o protocolo descrito no apéndice. Apés a
obtenc&o dos recombinantes, a insercdo do fragndenitateresse no vetor foi verificada por
digestdo dos plasmideos obtidos por miniprep (podtono apéndice) com as enzinisl e
Sad, e posterior analise em gel de agarose 1%. OQnideeo recombinante assim obtido foi

denominado pBI2X35S: TCTP: NOS.
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Digestao
Ncol/Sall

Ncol

Hindlll

Digestéo
Hindlll/EcoRI

Figura 4 - Representacdo esquematica dos vetosmosisna construcdo do cassete de
expressao contendo a regiao codificadora da TCTPcsatrole de um duplo promotor
CaMV35S (2X35S) e do terminador NOS. As posi¢cOesdgitios de restricdo utilizados estdo

indicadas. RB — borda direita e LB — borda esquerda
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2.1.3. Insercdo do cassete de expressédo 2X35S: TRDE: em vetor binario
pBI121 e transformacdo em agrobactéria

Visando a transformacgao de plantas, o casseteptess@o obtido na etapa anterior foi
extraido por digestdo do vetor intermediario paystgrior ligagdo no vetor binario pBl121
(Clontech) (Figura 4). Para tal, uma aliquota de4@o vetor pBI2X35S: TCTP: NOS (20
ng/uL) foi incubada a 37°C por 1 hora e 45 minutos cbmL das enzimas de restricdo
Hindlll e EcaRl (10 ufill) (Fermentas) em reacgdo contendoplOde tampéo de digestao
(2X). Apés a incubagédo, as enzimas foram inativad@®°C por 15 minutos. O produto da
digestao foi analisado em gel de agarose 1% camamoBrometo de Etidio.

Apés purificagcdo em gel de agarose, o fragmento5&XJICTP: NOS foi ligado ao
vetor binario pBI121 igualmente digerido e puriica Na reacéo de ligacao usou-sel 2de
enzima T4 DNA Ligase (1000ul) (Fermentas), 4L de tampéo de ligacdo (10x), LB de
vetor (6 ngiL), 3,6 uL de inserto (20 ngl) e 12,4ul de agua deionizada e estéril. A reacdo
de ligacéo foi incubada a 22°C por 14 horas contepios inativagdo da enzima a 70°C por 15
minutos. O produto de ligacdo foi entdo transforonadh células competentes He coli
DH50 conforme o protocolo descrito no apéndice. A igderdo fragmento de interesse no
vetor foi checada por digestdo dos plasmideos reicamtes, obtidos usando miniprep, com
as enzimaslindlll e EcoR, e posterior analise em gel de agarose 1% caraaoBrometo de
Etidio.

Apés a confirmacdo da insercdo, o plasmideo reqmanbé (denominado pBI121:
TCTP) foi inserido em células dégrobacterium tumefacien§LBA 4404) tornadas
competentes conforme descrito no item X do apénéliam tal, adicionou-se 2,0 do vetor
recombinante pBl1121: TCTP (500 pgj a uma aliquota de 1QQ. de células competentes de

A. tumefacieng procedeu-se uma incubacéo, primeiramente, empgel80 minutos e, em
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seguida, em nitrogénio liquido por 2 minutos. Amse periodo, uma terceira e ultima
incubacdo a 37°C por 5 minutos foi realizada. Apdshoque térmico, 1 mL de meio LB
(Luria-Bertani; 5 g NaCl; 5 g triptona; 2,5 g extrale levedura; pH 5,7) foi adicionado ao
tubo contendo as células e o vetor recombinanten@ incubacéo a 28°C por 2 horas foi
empreendida. Aliquotas de 100 e 500 da transformacdo foram entdo transferidas para
placas de Petri contendo meio LB sélido e os aittdns de selecdo [canamicina (50 mi),
rifamicina (50 mgfiL) e estreptomicina (300 mgL)]. As placas foram incubadas a 28°C por

48 horas.

2.1.4. Verificagdo da transformacéo de A. tumefatse

Colbnias isoladas d&. tumefaciensransformadas com o vetor pBI121: TCTP foram
inoculadas em 3 ml de meio LB liquido adicionads dantibidticos de selecéo, e incubadas a
28°C por 25 horas a 180 rpm. O vetor recombinaniteetitdo extraido dos transformantes
com auxilio do protocolo de minipreparacdo de DNésmidial por lise alcalina conforme
descrito no apéndice. A presenca do cassete dess&ar foi confirmada por PCR usando o
DNA plasmidial extraido e primers especificos (35S - Forward - %
ACAATCCCACTATCCTTC 3 e TCTP - Reverse - S
CGGCCATGGCTATGTTGGTTTATC 3’) complementares, redpesmente, a regiao
codificadora da TCTP e ao promotor 35S. Os proddéoamplificacéo foram observados em

gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

2.1.5. Sequenciamento do DNA
Para obter DNA plasmidial livre de impurezas paseguenciamento, usou-se o kit de

purificacdo de DNA plasmidiaWizard DNA Purification SystefPromega) conforme o
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protocolo do fabricante. O seqiienciamento dos slee&ecionados foi realizado utilizando o
kit BigDye™ Terminator v3. 1 Cycle Sequencuggsdo 3.1(Applied Biosystems). Em cada
reacao utilizou-se gl do tampéo 2,%5ave Money400 mM Tris-HCI pH 9,0, 10 mM MgCI2),

2 ul do mix deBigDye 5 pmol dos oligonucleotideos 35S~erward e TCTP —Reversee 0
equivalente a 200 ng de DNA plasmidial. O volumedompletado com agua deionizada
estéril. As reacdes foram realizadas em termoaclatbm os ciclos de temperatura
programados para: desnaturacgao inicial a 96°C pun@dtos seguida de 40 ciclos de 96°C por
30 segundos, 53°C por 45 segundos e 60°C por 4oninlipos a amplificacdo, as amostras
foram mantidas a 6°C até a precipitacdo. Para aadstra foram realizadas duas reacdes,
sendo uma para o oligonucleotideward e outra para ceverse.

Para precipitacdo do DNA, 40 de isopropanol 75% foram adicionados as amostras
com posterior incubacdo a temperatura ambient@@anin. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a velocidade de 4000 rpm por 45 némgoeratura ambiente. O isopropanol foi
removido invertendo os tubos e, a sequir, foi adi@do 200ul de etanol 70% seguida de
centrifugacéo a 4000 rpm por 10 min. Todo o etéiakmovido com auxilio de micropipeta.
As amostras foram secas a temperatura ambient@redoto ressuspendido em 10 de
Formamida Hi-DiTM (Applied Biosystems). No momerda aplicagdo, as amostras foram
aquecidas a 95°C por 5 min e rapidamente tranatepdra o gelo. As sequéncias de DNA
foram determinadas em sequenciador automético ABRIO3(Applied Biosystems). As
sequéncias obtidas foram comparadas ao banco des dld NCBI (National Center for

Biotechnology Informatior Estados Unidos da América).
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2.2. Transformacao genética do tabaco e inoculagéal em plantas transgénicas
2.2.1. Transformacéao de discos de folha

O protocolo a seguir foi extraido do “Manual densfarmacdo genética de plantas-
modelos” da EMBRAPA (2002). Uma aliquota de 10@e um pré-inoculo da agrobactéria
transformada com o plasmideo pBI121: TCT#& usada para inocular 10 mL de meio LB
contendo 20ul de canamicina (50 mgl), 20 pul de rifamicina (50 mgl) e 0,8l de
estreptomicina (300 mgl). A cultura foi incubada a 28°C sob agitacdo (10®) até atingir
uma absorbancia (600 nm) igual a 1,5. Uma aligdetd mL foi entdo diluida em 9 mL de
meio LB. Discos de folhas de tabadsidotiana tabacumncom aproximadamente 4 cm de
didametro foram extraidos, com auxilio de um pedora de plantas cultivadas em frascos
contendo meio MS estéril (Murashige e Skoog - SIGM4icionado de sucrose e fitagel. Os
discos foliares foram entdo incubados por 5 minattsmperatura ambiente sob leve agitacdo
no meio LB contendo agrobactéria. O excesso de mheigultura foi retirado dos discos
foliares com auxilio de papel de filtro e, em sdguiestes foram transferidos para placas com
meio MS contendo os hormonios vegetais ANA (gImL) e BAP (2ug/mL). As placas
foram incubadas a 28°C no escuro por 48 horas cémeceaadaxial dos discos foliares em
contato com 0 meio. ApoOs este periodo, os discoanfotransferidos para placas de
regeneragdo contendo meio MS adicionado de ANA (QyimL), BAP (2 pg/mL),
canamicina (50 mgL) e cefotaxina sédica (300g/mL). As placas de regeneracdo foram
mantidas em camara climatizadas com fotoperiod® iévas de luz/escuro e temperatura de
22°C+2°C. Os discos foram transferidos para nolesap de regeneracdo ap0s duas semanas.
Apoés esse periodo, os brotos regenerados forarsfératos para frascos de enraizamento
contendo meio MS adicionado de ANA (Qu&y/mL), canamicina (50 mgL) e cefotaxina

sédica (30Qug/mL). Uma vez enraizadas, as plantas regeneradtabedco foram transferidas
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para potes plasticos contendo uma mistura de &miguecida e vermiculita (2:1), sendo
aclimatizadas em um recipiente coberto com fiimésgdo. Passado o periodo de

aclimatizacgéo, as plantas transgénicas de tabaamm feubmetidas a caracterizagdo molecular.

2.2.2 Analises moleculares das plantas transformsda

Para selecionar as plantas transgénicas de tahaz@mresentavam o cassete de
expressao contendo a regiao codificadora da TCTiBrdate procedeu-se a extracdo de DNA
gendmico utilizando o protocolo descrito a segdimostras de folhas frescas das linhagens
transgénicas obtidas foram inicialmente maceraghasiogénio liquido. Cerca de 100 mg do
material macerado foi entdo transferido para mitrof ao qual se adicionou 5@Q de
tampéo de extracdo (100 mM Tris-HCI pH8, 0,5 mM RDJH8,0, 500 mM NaCl, 10mM
mercaptoetanol), 70L de SDS (10%) e 21pL de acetato de potassio (3M). Os microtubos
contendo as amostras foram incubados, primeirameates5°C por 10 minutos, e
posteriormente em gelo por 5 minutos, sendo emidegeentrifugados a 15000xg por 10
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadantefwferido para um novo microtubo com
auxilio de micropipeta, e a este foram acrescest&dduL de alcool isopropilico e 60L de
acetato de potassio (3M). Em seguida, procedeurseincubacéo a -20°C por 10 minutos e
uma centrifugacdo a 15000xg por 10 minutos a teatyper ambiente. O sobrenadante foi
descartado com auxilio de micropipeta e o materetipitado foi ressuspendido em 200
de tampéao TE (100 mM Tris-EDTA pH8,0). Em segumtrifugou-se o material a 15000xg
por 5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadfnt transferido para um novo
microtubo e 20uL de acetato de potassio (3M) e 440 de etanol absoluto foram
adicionados. Apdés incubacdo a -20°C por 10 mingaxedeu-se nova centrifugacdo a

15000xg por 5 minutos a temperatura ambiente. @esadante foi entdo descartado, e o
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sedimento lavado em 5Q. de etanol 70%. Apos centrifugacdo a 15000xg porirtutos a
temperatura ambiente, o sobrenadante foi novandestartado e o excesso de etanol retirado
usando-se o sistema de secagem a vacuo. O DNAedsuspendido em agua deionizada
estéril e quantificado em espectrofotdmetro (NANGIHR usando absorbéancia a 260 nm.

A insercao do cassete no genoma das plantas traragfas foi entdo confirmada por
PCR empregando a seguinte ciclagem: desnaturaiggal en94°C por 5 minutos; seguida de
um ciclo basico de desnaturacdo a 94°C por 1 mimpaeamento a 53,5 °C por 1 minuto e
extensado a 72°C por 2 minutos, que foi repetidvees, com extensao final a 72°C por 5
minutos. Para tal foi empregando o DNA gendmicaagetd e oprimers gene - especificos
35S - Forward e TCTP —Reverse Os fragmentos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% corado com boaheettidio.

As plantas transgénicas de tabaco que apresergairssarcado do cassete de expressao
foram selecionadas para extracdo de RNA total disarrificar a presenca do transcrito. A
extracdo do RNA total e a sintese do cDNA foranizadas conforme protocolo descrito no
capitulo 1. A PCR foi realizada empregando os pramgene - especificosiCTPF 5'-
CGGCCATGGTGTTGGTTTATCAGG-3' e TCTPR 5-GCCGAGCTCCTATGATCTC-
3. As plantas transgénicas de tabaco com a presenciiadscrito confirmada foram

selecionadas e transferidas para casa de veggtagiobtencédo de sementes.

2.2.3. Western blot
A presenca da proteina TCTP de tomate nas trésgams de tabaco selecionadas foi
confirmada poWestern blotComo controle positivo desse ensaio foi usadatxfprotéico
total obtido de folhas de tomateirddm disco de folha com aproximadamente 2 cm de

diametro foi extraido de cada linhagem transgérbean como de uma planta nédo
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transformada. Os discos coletados foram macerad@)8ul tampédo SDS-PAGE (Laemmli,
1970), e os extratos incubados por 5 minutos a 9B¥amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante foi teai@ para um novo microtubo.
Aproximadamente 12l desse sobrenadante foram aplicados em gel SDSER&®. Apos

a eletroforese, procedeu-se a transferéncia dagimpae do gel de poliacrilamida para
membrana de nitrocelulose com o auxilio do sistelmaransferéncidransf Dry (BioRad).
Realizada a transferéncia, a membrana de nitre@sgulfoi incubada (30 minutos a
temperatura ambiente sob agitacdo) em solucao atpidib contendo tampdo TBS-Tween
0,05% 1x (50 mM Tris, HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl e€©%% Tween-20) e 5% de leite
desnatado. Posteriormente, a membrana foi incubabaagitacdo a temperatura ambiente
(~12 h)em solucdo de TBS-Tween 0,05% 1x contendo 3% de tkisnatado, a qual foi
adicionado o anticorpo primario (antissoro espeaifiara a TCTP na diluicdo 1:1000). Apds
essa incubacdo, a membrana passou por trés etapasagem, sendo as duas primeiras
realizadas empregando TBS-Tween 0,25% 1x e a ukim@regando TBS-Tween 0,5% 1x.
Cada lavagem teve duracdo de 5 minutos sendo adatiza temperatura ambiente sob
agitacdo. A membrana foi novamente incubada (2rhselucdo de TBS-Tween 0,05% 1x
contendo 3% leite desnatado adicionada do anticagaundario (anti-lgG de coelho)
conjugado a peroxidase na diluicdo de 1:2000. Ejuida, a membrana passou pelas mesmas
trés lavagens descritas anteriormente. Para deteleciroteina de interesse usou-se 0 sistema
Amersham ECL Western Blotting Syste(@E Healthcare), segundo o protocolo do
fabricante. O filme radiogréafico ficou exposto ctea 30 segundos sobre a membrana de

nitrocelulose sendo entao revelado.
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2.2.4. Inoculacgéao viral em plantas transgénicastdéaco

Trés linhagens transgénicas de tabaco, todaswglasexpressando a TCTP de tomate,
foram selecionadas para inoculagdo viral e andbsefeccao sistémica. Em paralelo, plantas
selvagens de tabaco foram usadas como controlévega

Foram usadas plantas com trés meses de idade,ass fqgtam submetidas a dois
tratamentos. No primeiromock as plantas (3) foram inoculadas com tampé&o fostat
potassio (0,2 M, pH7,2) contendo sulfito de sédiog(L) adicionado de agente abrasivo
(carborundum), mas sem adicao do extrato de plafgetada. No segundo, as plantas foram
inoculadas com um extrato foliar obtido de plardagomate infectadas coRepYMV Esse
extrato foi obtido usando tamp&o fosfato de poté&sR M, pH7,2) contendo sulfito de sédio
(1 g/L) e adicionado de abrasivo. A inoculacdo doss tratamentos foi realizada nas duas
folhas basais das plantas, sendo que uma seguoda&agdo foi realizada dois dias apés a
primeira. O primeiro par de folhas situado acimdat@l inoculado foi coletado aos 14, 21 e
28 dias apos a inoculagédo (DAI). Esse materialtadtefoi macerado em tampao de extracédo
Indirect Sample Extractioe submetido a quantificagdo viral usando ELISArrgtd como
descrito no item 2.1.3. do capitulo I. A partir 28 DAI foi possivel visualizar os primeiros

sintomas nas plantas infectadas.
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3. Resultados

3.1. Amplificagdo da regido codificadora da TCTP mpRT-PCR e construgdo do
cassete de expressao

A regido codificadora da TCTP foi amplificada pof-RCR usando-se RNA total
extraido de tomate eprimers especificos. O produto de amplificagdo obtido tem
aproximadamente 550 pares de bases e foi amplifiead apenas uma amostra (Figura 5).
Esse fragmento foi purificado em gel e inserido \v@&tores especificos para construcdo do

cassete de expressao.

~ 550 pb

Figura 5 - Fragmento amplificado por RT-PCR coroesiente a regido codificadora da TCTP
de tomate (seta). Apenas a amostra de numero 2esypoe produto de amplificacdo. M -

Marcador molecular de 100 pb. B - Branco. Gel de@ge 1% corado com brometo de etidio.

A construcéo do cassete de expressao consistiwamedapas. Na primeira etapa, o
produto de amplificacdo correspondente a regiadicadora da TCTP foi inserido no vetor
pBI2X35S por digestablcd/Sad para aquisicdo de um duplo promotor 35S e doitemor
NOS conforme esquematizado na Figura 4. O plasmiglsmmbinante foi transformado em

células deescherichia colias quais foram selecionadas pelo antibidtico afimzc
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O plasmideo recombinante pBI2X35S: TCTP: NOS féfiersubmetido ao tratamento
com as enzimas de restricktindlll e EcoRl para liberagdo do cassete de expressdo

2X35S:TCTP:NOS (Figura 6), visando a sua postetmragem no vetor binario pBl121.

<— ~ 1500 pb

Figura 6 — Digestao do plasmideo recombinante pBBESX TCTP: NOS com as enzimas de
restricAoHindlll e EcaRI. 1, 2, - DNA plasmidial extraido de diferentedomias deE. coli. O
fragmento de aproximadamente 1500 pares de bdsesdipesponde ao cassete de expressao
2X35S:TCTP:NOS (seta vermelha). (M) Marcador mdkecde 1000 pb (a direita) e de 100

pb (a esquerda). Gel de agarose 1% corado com traleetidio.
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Na etapa seguinte, o fragmeriEgoRI/Hindlll contendo o cassete de expressado foi
purificado e inserido no vetor de transformacaopldatas pBl121 igualmente digerido. A
insercdo do cassete de expressdo em pBl121 foiiroaafa por digestdo do vetor
recombinante com as enzimas de restrig@wdill e Ecdrl (Figura 7). Nesse caso, dois
fragmentos, um de aproximadamente 1500 pb correspbdm ao cassete de expressao, e outro
acima de 10000 pb correspondente ao vetor pBll2deram ser observados, confirmando
assim a insercdo. A regido codificadora da TCTRrida no vetor binario pBI121 foi
sequenciada e as sequéncias obtidas foram subsmatidhanco de dados do NCBI. Cabe
ressaltar que toda essa estratégia teve que sexdadama vez que o vetor binario pBl121

apresenta mais de um sitio de restricdo para enaigd.

~ 10000 pb

~ 1500 pb

Figura 7 — Confirmagéo da insercdo do cassete peegsdo 2X35S: TCTP: NOS no vetor
binario pBI1121 apos digestdo com as enziriasllll e EcdARl. 1, 2, 3, 4, 5 - DNA plasmidial

extraido de diferentes colonias & col. O fragmento de aproximadamente 1500 pb
corresponde ao cassete de expressao (circulojragroento de ~10000 pb ao vetor (seta).

(M) Marcador molecular de 100 pb. Gel de agarosedfado com brometo de etidio.
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O vetor pBI121 recombinante foi entdo inserido Amtumefaciengara posterior
transformacdo de plantas. As células Aletumefaciengque receberam o vetor pBI121
recombinante foram selecionadas pelo antibidticoagacina, e a presenca da regido
codificadora da TCTP nas colbnias transformadasctoifirmada por PCR de colbnia

empregando primers especificos para a regido caddira da TCTP (Figura 8).

Figura 8 - PCR de colbnia usando primers espesifieoa a regido codificadora da TCTP. O
DNA plasmidial foi extraido de diferentes colbnids A. tumefaciendransformadas com
vetor pBI121: TCTP (1 a 4). (M) Marcador molecutkr 100 pb; (C+) Controle positivo —
vetor pBI121: TCTP extraido d& coli (B) Branco — amostra sem DNA. Gel de agarose 1%

corado com brometo de etidio.

3.2. Producdo e selecdo das plantas transgénicastat@co superexpressando a

TCTP
Plantas transgénicas de tababb {abacumSR1) capazes de expressar de maneira

constitutiva a proteina TCTP de tomate foram pras utiizando o método de
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transformacédo de discos de folha mediadaAgpobacterium tumefacien®s transformantes
foram regenerados a partir de calos mantidos eno W& contendo canamicina, e apos
enraizamento, transferidos para vasos contendanistara de terra mais vermiculita.

A verificagdo da insercao do cassete foi realizadaalmente em oito regenerantes.
Para tal, o DNA gendmico foi extraido das plantaegonadas e um fragmento foi
amplificado por meio de PCR usando primers espesifiao promotor 35S e a regiao
codificadora da TCTP. O uso gemer forward especifico para a regidao 35S se da devido a
presenca desse fragmento no cassete de express@opesterior transferéncia, juntamente
com a regiao codificadora da TCTP, durante a toamsdcdo de discos de folha mediada por
Agrobacterium tumefaciendla Figura 8 € possivel constatar que cinco (%, Z, e 8), dos
oito transformantes analisados, apresentam anggéc do fragmento de tamanho esperado a

partir do DNA genbmico, confirmando, portanto, sercao.

Figura 8 — Confirmacdo da insercdo do cassete geesséo nas diferentes linhagens
transgénicas de tabaco selecionadas (humeradasad®).1(C-) - controle negativo (tabaco
selvagem néo transformado); (C+) - controle pasiivetor com a regido codificadora da
TCTP de tomate). Um marcador molecular (M) de 1@@0 foi usado. O fragmento

amplificado tem aproximadamente 550 pb. Gel decsgat % corado com brometo de etidio.
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A presenca de transcritos da TCTP de tomate ndsmdens transgénicas que
apresentavam a insercdo do cassete de expressdagéns 1, 2, 4, 7 e 8; Figura 8) foi
checada por RT-PCR usando-se primers especifiaesgpaegido codificadora da TCTP e
RNA total extraido de folhas. Para fins de comp@agluas linhagens (3 e 5) que nao
apresentaram a insercao do cassete de expresafdlise anterior foram incluidas no ensaio.
Pelo resultado obtido verifica-se que o transcdtorespondente a TCTP de tomate foi
amplificado em apenas trés linhagens transgénicas ¢ 8) (Figura 9). As sementes dessas
linhagens transgénicas foram coletadas para detetgdproteina e realizacdo de futuras

analises funcionais usando virus.

~ 500 pb

Figura 9 — Amplificacdo de transcritos da TCTP iakagens transgénicas de tabaco
(numeradas de 1 a 8) empregando RT-PCR (painéiB)A(8) — amostra controle sem DNA;
(C-) - controle negativo de amplificacdo (RNA totld tabaco selvagem); (C+) - controle
positivo de amplificacédo (plasmideo com a regiddifmadora da TCTP de tomate); (M) -
marcador molecular 1K pares de bases (pb). O fragmamplificado tem aproximadamente

500 pb. Gel de agarose 1% coroado com brometddie.et

45



As linhagens de numeros 1, 7 e 8 foram entdo stideseao ensaio dé/estern Blot
com anticorpos policlonais para deteccdo da pratdi@TP. Neste ensaio empregou-se
extrato protéico total de tomate como controle tpasi e de tabaco ndo transformado como
controle negativo. O resultado Wéestern Blodlemonstrou a auséncia da TCTP de tomate no
controle negativo, enquanto que nas trés linhag@msgénicas analisadas, bem como no
controle positivo, foi possivel detectar uma badedd 9 kDa correspondente a proteina TCTP

(Figura 10).

— e~

Figura 10 — Detecgdo da proteina TCTP de tomatdidmgens transgénicas de tabaco
usandowestern blat (C-) - controle negativo, tabaco selvagem; (C4gontrole positivo,
tomate selvagem; (1, 7 e 8) — linhagens transgerleatabaco mostrando a acumulacdo da
proteina TCTP (19 kDa).

Para avaliacdo da acumulagao viral, plantulas dacge R1 das trés linhagens
transgénicas obtidas foram inoculadas cadrepYMV e a concentracédo viral foi analisada em
diferentes momentos durante a infeccdo sistémiessé caso, plantulas de tabaco néo

transformadas foram usadas como controle positivo.
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Os primeiros sintomas visuais de infeccdo ocasmnpelo PepYMV nas plantas
inoculadas surgiram aos 20 DAI e foram caractedgadela presenca de mosqueado nas
folhas sem areas de necrose (Figura 11 A). Sonaepdetir de 60 DA foi possivel visualizar
o inicio dos sintomas de mosaico (Figura 11 B). siidomas observados nas folhas das
plantas transgénicas foram semelhantes aquelesvalies nas plantas ndo transformadas,
ndo sendo possivel identificar uma predominancisitemas nestes dois grupos.

Aos 14 DAI, os valores médios de absorbancia obtiis extratos foliares provenientes
das trés linhagens transgénicas testadas foranximgaaamente 1,8x maiores que aquele
observado nos extratos foliares provenientes datgdando transformadas (Figura 12),
indicando, portanto, uma maior concentracdo desvias linhagens transgénicas. Ja aos 21
DAI, a diferenca observada foi de aproximadamerfig. JAos 28 DAI, porém, as diferencas

detectadas entre as plantas testadas nao foraificsiyas (1,03x) (Figura 12).
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Figura 11 — Sintomas observados em folhas de tatbacsgénico capaz de superexpressar a
TCTP de tomate e inoculada conPepYMV. A - 25 DAI; B — 60 DAI.
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3 A O selvagem

E linhagem 1
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O linhagem 7
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14 21 28

dias apdsinfeccdo

Figura 12 — Deteccdo d&epYMV em plantas transgénicas de tabaco capazes de
superexpressar a TCTP de tomate. Linhagem 1, 7didhagens transgénicas de tabaco
produzidas nesse estudo; selvagem — plantas nasfamnamadas. A concentracao viral foi
determinada em ensaio de ELISA indireto e o redaltnalisado em espectrofotdmetro a 405

mn.
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6. Discussao Geral

A andlise do perfil de expressao do gene que cad#iTCTP em tomate revelou a sua
inducdo em resposta aos dois tipos de estresseegadms no presente estudo. Nas plantas
gue sofreram injuria mecéanica, o pico de expreasaateceu 4 horas ap0os o tratamento com
posterior queda no intervalo entre 8 e 12 horas.plantas infectadas peldMV ou pelo
PepYMV,e analisadas apds 25 dias da inoculacéo, a e#prelss TCTP aumentou 1,4X e
1,5%, respectivamente. Resultados semelhantes manfbéam observados nas linhagens
transgénicas de tabaco que superexpressam a TCibhde aqui geradas, onde uma maior
concentracao viral foi observada nas linhagenssg@mcas em relacdo ao controle nao
transformado. Esses resultados, juntamente comsotritbalhos da literatura, corroboram a
associacdo da TCTP com eventos relacionados targsteesse bidtico quanto abidtico.

A TCTP é uma proteina multifuncional envolvida eifer@ntes processos celulares.
Existem na literatura dados experimentais sobra pssteina que podem funcionar como
norteadores para tentar elucidar o seu modo decagaate a resposta a tais estresses. Barel e
Ginzberg (2008), por exemplo, investigando a exgé@resie algumas proteinas envolvidas na
resposta ao estresse abiotico e bidtico em peraldartubérculos de batatas, verificaram que
a TCTP € uma das mais induzidas. A periderme éaamd secundario cuja origem pode
estar relacionada aos diferentes tipos de injgu@sa planta esta sujeita, como por exemplo, o
ataque de patdégenos e danos mecanicos. Nestes casesdo original da area danifica é
substituido pela periderme, que na sua composigaesenta células com depdsito de
suberina na parede celular formando uma barreindraceentrada de patdégenos ou outras

substancias. O proteoma da periderme de tubéreulatata revelou um aumento na sintese
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de algumas proteinas em relacdo a camada inferiparénquima. Nesse caso, as proteinas
superexpressas foram divididas em grupos, confansategoria funcional, e a TCTP foi
incluida entre as proteinas responsaveis pelafgnagiéio celular juntamente com actina e
tubulina, uma vez que hé intensa divisdo celulaamte o desenvolvimento da periderme. Os
autores, entretanto, ndo quantificaram as protaiifasencialmente expressas neste ensaio
bioldgico.

Mudangas na expressdao da TCTP também foram obssrvech estudo sobre
regeneracao da parede celular em protoplastogyddéa (Yang et ak008). A identificacéo
dos genes envolvidos neste processo foi determip@ldauso de biblioteca subtrativa, sendo
gue 412 genes foram diferentemente expressos nkgrds iniciais. Varias classes de genes
mostraram mudancas no perfil de expressao, as ggaagam proteinas relacionadas a defesa
celular contra patdgenos, organizacdo da pareddacetransducdo de sinais, transporte e
metabolismo, e energia. Segundo os autores, a T@Hhquadrada em um grupo de genes
gue sdo expressos durante todo o processo de ragg&meda parede celular, incluindo a
sintese da parede priméria, secundaria e duranigisfio celular. Outra possivel funcéo
relacionada & TCTP foi com a montagem da matriaestular.

A inducdo da expressdo da TCTP durante a regemerdgdparede celular em
protoplastos de algodao pode estar relacionadaaceua atividade regulatoria sobre algumas
GTPases. As GTPases sdo pequenas proteinas cdpaaedigar ao GTP e de regular a sua
hidrélise sendo encontradas em todos os eucaridtiscdo das GTPases € conservada nos
diferentes grupos de eucariotos e esta relacionada processos de transducdo de sinal,
proliferacdo celular, organizacdo do citoesquektmovimentacdo de vesiculas celulares.
Como existem diferentes proteinas com a mesma durgs GTPases sao divididas em

familias: Ras, Rab, Rho, Arf, e Ran, cada qualaes@vel por uma via. As proteinas da
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familia Rab regulam a movimentacdo de vesiculadarek principalmente entre organelas,
reticulo endoplasmatico e Golgi (Hwang e Robin2899).

Sabe-se que os potyvirus promovem a formacdo dewas membranares derivadas
do reticulo endoplasmaético (ER) para sua replicagsiguais sao induzidas pela proteina viral
6K (Schaad et al, 1997). Essas vesiculas recrutasua formacao a rota de secrecdo ER-
Golgi da qual participam as vesiculas de transpextestidas chamadas COPI e COPB#rgo
containing coat protein complexWei e Wang, 2008). Os complexos COPI e Il sao
compostos por diferentes GTPases, sendo que odixodo recrutamento da GTPase Arfl
pela droga Brefeldina A, o qual inibe a formacadC@Pl, inibe também a replicacdo de duas
espécies de potyvirus (Wei e Wang, 2008) bem camt@rdpevine fanleaf virugRitzenthaler
et al, 2002). Consequentemente, uma participagcddGIP nesse processo através do seu
papel regulatorio das GTPases pode assim ser \oshalo (Thaw et al2001).

Trabalhos relacionando a TCTP a GTPases em plaimda sdo escassos. Entretanto,
estudos em animais confirmam a TCTP como fatorladgun de GTPases. A analise das
sequéncias deduzidas de aminoacidos, bem comotmaues tridimensional da TCTP de
Schizosaccharomyces pombevelou similaridade com a proteina Mss4/Dss4, pade
desempenhar algumas funcdes relacionadas ao aaxifitvidade de pequenas GTPases
(Thaw et al 2001). Dentre estas funcdes, destaca-se a cagaddaMss4/Dss4 de se ligar a
forma livre da Rab, e o complexo formado por Mss#YlRode se ligar mais rapidamente a
GTP do que GDP.

O papel da TCTP nao fica restrito apenas a troeasutleotideos na familia Rab.
Segundo Cans e colaboradores (2003), a TCTP desbmpencado semelhante na regulacao
da atividade do fator de alongamento eEF1A, atuamtoo um inibidor de dissociacao de

nucleotideo guanina. Esse importante componentendquinario de traducdo tem sido
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relatado como sendo necessario para o estabeldoigh@imfeccdo de algumas espécies virais
em plantas. O eEF1A faz parte, por exemplo, do axopde replicagdo ddomato bushy
stunt virus sendo necessario para a multiplicacdo do RNAI Vita et al, 2009).
Adicionalmente, o silenciamento da expressdo ddéas® em Nicotiana benthamiana
provocou uma reducao na acumulacaolrdbacco mosaic virufTMV) e na sua capacidade
de infeccdo do hospedeiro (Yamaiji et al, 2010)cBlsn dolurnip mosaic virusum potyvirus
como o PepYMV, foi demonstrado que o eEF1A é calsainteragir com a RNA polimerase
dependente de RNA e com a VRg 4l genome-linked prote)nsendo que 0s seus niveis nas
fracGes de membrana aumentam em resposta a infeelggduMV (Thivierge et al, 2008).

A TCTP tem sido relatada como uma proteina multitumal relacionada
principalmente com eventos de divisdo celular emslvimento. Durante a caracterizagéao
da TCTP deArabidopsisthaliana Berkowitz et al (2008) verificaram que a ausénga
expressdo desse gene pode ocasionar tanto mudaogasdgicas como fisiologicase. 0
gréo de polen de plantas onde o gene foi nocaute@dorma o tubo polinico e apresenta
desvantagem reprodutiva em relacdo ao grao de gélprantas selvagens. Nas linhagens das
plantas submetidas ao silenciamento génico por Rbiraim observados o retardamento do
crescimento durante a germinacao, reducdo nas eantsl células epidérmicas de folhas,
reducdo no crescimento primario de raizes e naddio de raizes laterais, diminuicdo na
sensibilidade a auxina exdgena e aumento na sidéesexina enddgena. Curiosamente, no
Nnosso caso, a superexpressao da TCTP ndo provogdangas fenotipicas evidentes nas
plantas transformadas quando comparadas as setvayada segundo os autores, a TCTP

pode atuar como possivel mediador da atividade T@Ryet of Rapamyciam plantas.
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A via de sinalizacdo TOR esta presente em todosrietos, e regula eventos
relacionados a maquinaria traducional, crescimeantolar, respostas a estresse e nutrientes
(Inoki e Guan, 2006). As proteinas dessa via dalizatdo atuam como proteinas quinases,
conhecidas como fosfatiditilinositol quinase, e sd#8ovididas em dois complexos
multiproteicos, sendo TOR 1 - responsavel pelautgad, biogénese de ribossomos,
disponibilizacdo de nutrientes, autofagia, metabad e TOR 2 - pela organizagdo do
citoesqueleto (Serfontein et, @010 e Wullschleger et ,a2006). Os dois complexos TOR
sofrem diferentes regulacfes, TOR 1 € sensiveirasss e a rapamicina, sendo responsiva a

nutrientes, ao passo que TOR 2 n&o apresenta dielasi® a rapamicina.

Em mamiferos, estimulos como insulina, estresg@xtd, nutrientes e reducédo nos
niveis de energia celular desencadeiam cascataisvdedo de proteinas transdutoras de sinal
e estas ativam a Rhed GTPase, que atua como reguida atividade TOR ( Wullschleger et
al, 2006). EmDrosophila a TCTP funciona como principal fator de regulaci&o Rhed
GTPase, e em individuos onde a TCTP foi silenciaddaram-se alteracdes no
desenvolvimento celular em certos 6rgaos, tais casas e olhos (Hsu et al, 2007). A TCTP

pode atuar como regulador positivo e fator de tdecaucleotideos da Rhed GTPase.

E sabido que, em animais, alguns virus sdo capmhzesgular a via de sinalizacdo
TOR para aumentar a sua replicagdo e taxa sobrevvéa célula hospedeira. Dados da
literatura demonstram, por exemplo, que a prot&iB&A do Hepatite C virusé capaz de

ativar a via TOR para inibir a apoptose (Peng.eall0).

Formas homologas a TOR de mamiferos foram caraatias em plantas, entretanto,

essa via de sinalizacdo ainda ndo esta bem caradi@mos vegetais. Insercfes por T-DNA
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em dois genes que codificam RAPTOR (proteina réguda associada a TOR) em
Arabidopsisresultou em aborto de sementes e em problemasitducadesenvolvimento
embrionario das plantas mutantes (Deprost,e2@05) Desse modo, TOR parece contribuir
para o desenvolvimento embrionario em plantas. Quan gene que codifica TOR em
Arabidopsisé silenciado ou super expresso, ocorrem mudamgaseranismos relacionados
ao crescimento, resisténcia a estresse e prodadizidSegundo Deprost e colaboradores
(2007), os niveis de expressdo da TOR podem irflaero crescimento vegetal e a
produtividade de sementes. Plantas com Jeéd silenciado apresentaram desenvolvimento
embrionario prejudicado e alta sensibilidade amessé osmético, ao passo que as plantas que
expressaram esse gene de maneira constitutiva démm@am aumento no crescimento e
reducdo na sensibilidade a estresse osmotico. I@ga@ntes que regulam a atividade da via
de sinalizagdo TOR em animais e fungos sdo encm#m@conservados em plantas.

Outra funcéo atribuida a TCTP, que pode estar mgk@o estabelecimento da
infeccado viral, é seu papel na regulacdo seletovandvimento a longa distancia nos vasos
condutores do floema. Aoki e colaboradof2805) demonstraram que a TCTP é capaz de
interagir, e regular, duas proteinas responsaedistpansporte de macromoléculas em floema
de abdbora. Curiosamente, a TCTP também foi daswino estando presente no floema de
plantas de mamona (Barnes et al., 2004). Essetadp@cional é interessante ja que 0s virus
de planta fazem uso dos vasos condutores paraememtar na planta hospedeira. Segundo
Carrington et a1996), no desenvolvimento da infecgdo viral emnfals, os virus podem
utilizar duas rotas. No primeiro momento, a infecéaniciada na epiderme foliar por meio da
inoculacdo. Posteriormente, 0s virus apresentaminmeovacao célula-célula, usando o
plasmodesma, alcancando os tecidos subsequentssdenme e parénquima, até atingir o

floema. Na segunda rota, que ocorre via floemandera movimentacao a longa distancia, as
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particulas virais sdo transportadas com auxilialgemas proteinas codificadas pelos virus, e
chegam a outros tecidos estabelecendo a infecgf@msta. O uso desse mecanismo de
transporte necessita de algumas adaptacdes perdoart/irus.

As andlises realizadas no presente trabalho mosfuena expressdo da TCTP é
induzida nas primeiras quatro horas apés a redlizde dano mecanico, fenbmeno que pode
estar associado a um papel da proteina no reparprefuizos ocorridos em decorréncia do
referido dano nos tecidos e nas células, sejavisadi ou no reparo da parede celular. O fato
de a TCTP atuar como fator de regulacao da atieidiedalgumas GTPases, em especial Ras,
e que estas por sua vez, regulam o transporte décutes por endomenbranas, evento
necessario para sintese e reparo da parede cedglatal, € indicativo da sua participagédo
como componente regulatorio desse fendmeno.

Uma inducdo da expressédo do gene que codifica éPTi@mbém foi observada em
plantas de tomate infectadas por duas espécidas,WirBepYMVe o CMV, sugerindo que a
modulagdo da expressao desse gene € parte dataedgesncadeada pela infecgdo viral. Essa
expressao estimulada da TCTP, entretanto, pargoeefzer o agente patogénico ja que uma
maior concentracdo viral foi observada nas linhageansgénicas de tabaco com expressao
constitutiva da TCTP de tomate. Tais resultado®r&ngy, portanto, que o virus é capaz de
modular a expressao da TCTP a seu favor durantéeacéo da planta hospedeira. Nesse
cenario é possivel imaginar que a TCTP esteja eitokem processos relacionados com a
regulacdo de componentes especificos de determsinéaiade sinalizacdo intracelular (TOR,
por exemplo), em especial de pequenas GTPasegjualea envolvidos no transporte via
sistema vascular. Por se tratar de uma proteintfumgional é possivel que a TCTP tenha

participacdo em outros eventos que favorecam eaggab viral no hospedeiro.
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7. Conclusodes

e A expressao do gene que codifica a TCTP em plalgadsmate é induzida por dano
mecanico;

e A expressdo do gene que codifica a TCTP € indura plantas de tomate
sistemicamente infectadas p&epYMVe peloCMV..

e Um aumento da concentracdo BepYMVfoi observado em plantas transgénicas de
tabaco que super expressam a TCTP de tomate, eldddn a participacdo dessa

proteina na infec¢éo viral.
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8. Apéndice

8.1. Preparagcdo de Células Competentes de Escheridoli usando Cloreto de
Célcio

A cepa DHo deEscherichia colfoi inoculada em 3 mL de meio LB (Luria-Bertani; 5
g NaCl; 5 g triptona; 2,5 g extrato de levedura;5H) por 12 horas sob agitacdo de 150 rpm
a 37°C. Uma aliquota de 0,5 mL do pré-inoculo fiwida em 250 mL de meio LB, e
incubada a 37°C sob agitacdo de 150 rpm até atimggr absorbéancia (600 nm) entre 0,45 e
0,55. As células foram transferidas para tubosmb e incubadas em gelo por 25 minutos
com posterior centrifugagcéo a 3700 rpm por 10 noimat4°C. O sobrenadante foi eliminado e
o sedimento ressuspendido em 10 mL de cloreto Id® ¢€aC} 0,1M). Apds incubacdo em
gelo por 90 minutos, a amostra foi centrifugad&@03rpm por 10 minutos a 4°C. Essa etapa
foi repetida mais uma vez, porém diminuindo-se lome de CaGlpara 1 mL e o tempo de

incubacdo em gelo para 60 minutos. As células fastocadas em microtubos a -80°C.

8.2. Transformacdao de células competentes de B.mml choque térmico

A reacao de ligacao foi adicionada a 3@0de células competentes e incubadas por 1
h em gelo. Um choque térmico foi entdo aplicadalando a amostra a 42°C por 2 min e
transferindo-a imediatamente para gelo com incubpgé 5 minutos. Apos o choque térmico,
400 mL de meio LB foi adicionado ao tubo que foid@nincubado a 37°C sob agitacdo de
100-200 rpm. As células transformadas foram traitsfe para placas contendo meio LB
adicionado de agar e dos antibioticos de selegapidina (100 mg/mL) para o vetor de
clonagem pBI2X35S e canamicina (100 mg/mL) paratorv pBl121], sendo entédo incubadas

a 37°C por 12 horas.
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8.3. Minipreparacdo de DNA plasmidial por lise alina

Para obtencdo de DNA plasmidial, as bactérias fonaguladas, com auxilio de palito
de dente, em 3 ml de meio LB liquido contendo ab#tico de selecado, e incubadas sob
agitacao de 250 rpm a 37°C por 12 horas. Aliqudtat,5 mL foram entéo transferidas para
microtubos e centrifugadas a 14000 rpm por 5 msudo temperatura ambiente. O
sobrenadante foi retirado com auxilio de microgipeto sedimento ressuspenso em 200
de solucédo P1 (Tris-HCL 50 mM pH 8,0; EDTA 10 mM @&0D; RNase 10Qg/mL) e,
posteriormente, homogeneizados e incubados por rutos em temperatura ambiente.
Adicionou-se 200uL de solucdo P2 (NaOH 0,2M; SDS 10%) seguida datilge
homogeneizacdo e incubacéo por 5 minutos a tenoparainbiente. Duzented. da solucéo
P3 (Acetato de Potassio 3 M pH 5,5) foram acresdast ao microtubo procedendo-se nova
homogeneizacdo e incubacdo por 15 minutos em geio, posterior centrifugacdo a 14000
rpm por 20 minutos a temperatura ambiente. O saldmte (55QuL) foi transferido para
novo microtubo e a este se acrescentouh0@e alcool isopropilico gelado. Apos incubacao
por 1 hora a -20°C, procedeu-se nova centrifugacB4000 rpm por 5 minutos a temperatura
ambiente. O sedimento foi lavado com 1 mL de etar@ gelado, e submetido a
centrifugacdo como descrito na etapa anterior. Apdetirada do sobrenadante, o DNA
plasmidial foi seco em estufa a 37°C e ressuspergtitd dgua deionizada. As amostras foram

estocadas a -20°C.

8.4. Preparacao de células competentes de Agrolbactetumefaciens
O protocolo a seguir foi extraido do “Manual densfarmacdo genética de plantas-

modelos” da EMBRAPA — 2002. A Cepa LBA 4404 Agrobacterium tumefacientoi
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inoculada, a partir de col6nia isolada, em 3 mlhmago LB contendo L de rifamicina e
0,25uL de estreptomicina. As bactérias foram crescada8°C sob agitacdo de 130 rpm até
atingirem uma absorbancia (600 nm) entre 0,5 eEinDseguida, uma aliquota de 2 ml desse
pré-inoculo foi transferida para 50 ml de meio Ld,as bactérias crescidas a 28°C sob
agitacdo de 130 rpm até uma absorbancia a 600mmn@&a46 e 0,55. O meio de crescimento
foi incubado em gelo por 15 minutos seguido derdagacéo a 4°C por 15 minutos a 1300
rom. O sobrenadante foi descartado e as célulasigesndidas gentiimente com 1 mL de
CaCkbk (20 mM). Aliquotas de 100L de células em suspensdo em Gafokam transferidas
para microtubos e a estes adicionou-se 15% (v/\gliderol estéril. Para constituir a cultura
permanenteas aliquotas contendo as células competentes fovageladas rapidamente, em

nitrogénio liquido, sendo posteriormente mantide®04C.
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