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INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € uma cultura de grande importancia socioecondmica, devido
ao fato de ser componente essencial da dieta basica de mais da metade da populagdo
mundial, sendo necesséaria a constante busca de novas tecnologias que possibilitem
acréscimos de produgéo e expanséo dos setores produtivos (ROTILI et al., 2010).

A transformacdo genética em plantas é uma ferramenta importante dentro de programas
de melhoramento genético, possibilitando introducéo e modificagcdo de genes, aumentando
e diversificando o germoplasma da cultura através da introdugdo de caracteristicas
especificas. Assim o produtor podera obter vantagens como uma redugéo nos custos com
agrotéxicos, menor risco de intoxicagdo e impacto ambiental negativo, produtos com valor
agregado, entre outros. As plantas geneticamente modificadas tém sido uma ferramenta
essencial para estudo de biologia vegetal e para o desenvolvimento de novas variedades
(HERRERA-ESTRELLA et al., 2005).

Varios trabalhos relacionados a introducéo de genes exdgenos em plantas cultivadas
sugerem o uso de proteinas relacionadas a patogénese de origem vegetal, produzidas em
resposta ao ataque de diferentes agentes fitopatogénicos. Neste caso podemos citar as
quitinases e também as lectinas. As lectinas tém sido investigadas em relacdo ao seu
possivel papel na defesa de plantas contra mamiferos, insetos e fitopatégenos
(VASCONCELOS e OLIVEIRA, 2004; CHEN et al., 2009).

Lectinas sao proteinas ou glicoproteinas com um ou mais sitios de ligagéo a glicidio por
subunidade. Estas moléculas se ligam seletiva e reversivelmente a glicidios precipitam
polissacarideos, glicoproteinas e glicolipideos, agem como reconhecedoras de células
(SINGH et al., 1999). Pesquisas sobre a utilizagdo dessas proteinas como protegdo de
plantas ao ataque de insetos e fungos patogénicos tem sido comuns (KAUR et al, 2006). A
atividade tOxica das lectinas é baseada na ligacdo especifica aos glicidios presentes no
trato digestério de insetos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). O gene bvl codifica uma
lectina de sementes de Bauhinia variegata. Essas lectinas de (BVL-l e BVL-Il) séo proteinas
de cadeia simples que se ligam ao monossacarideo D-galactose (PINTO et al., 2008).

Nesse sentido, programas de melhoramento genético vém trabalhando na introdugéo de
novas caracteristicas, como resisténcia/tolerancia a pragas, doencas e herbicidas,
possibilitando assim maior produtividade para a cultura. E estudado ainda o
desenvolvimento de diferentes cultivares adaptadas as diferentes regifes e condigGes
climaticas.

O presente estudo representa uma das etapas do processo de otimizacdo da
transformagao de plantas de Oryza sativa, para a expresséo do gene bvl e tem por objetivo
a obtencdo de Agrobacterium tumefaciens transformada com o vetor binario pH7WG2D
preparado para integrar no genoma de células vegetais o cassete p ROLD-GFP-t35S-BVL-
t35S para expresséo do gene bvl junto com o marcador visivel GFP.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Vegetal, pertencente ao Centro
de Desenvolvimento Tecnolégico da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), RS.

O vetor binario pH7WG2D-GFP-BVL foi introduzido em células eletrocompetentes de
Escherichia coli por eletroporagdo conforme descrito por Sambrook (2001), com algumas
modifica¢Bes, para a sua multiplicagédo. A seguir, as células transformadas foram cultivadas
em meio LB acrescido de 25ug-L™ Espectinomicina. Apds o cultivo, o vetor foi isolado e
utilizado para transformacéo da cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens pelo mesmo
método.

Para obtencdo de células eletrocompetentes da linhagem DH5-alfa de E. coli e
Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404 foi utilizado o protocolo descrito por Sambrook
(2001). Logo apods, uma aliquota de células competentes (50uL) foi adicionado a 1L de

plasmidio pH7WG2D-GFP-BVL para a realizagcdo da transformagao das células (Sambrook,
2001). A extragdo do vetor binario das colbnias de A. tumefaciens e E. coli das cepas

LBA4404 e DH5-alfa respectivamente, crescidas nas placas contendo antibiético de selegdo
foi realizada utilizando-se o Kit Plasmid Mini KitPrep (RBC-Real Genomics).

A confirmagdo da introdugdo do vetor binario (pH7WG2D-GFP-BVL) nas cepas
potencialmente clonadas foi realizada pela técnica de PCR, utilizando-se os primers
especificos para o gene bvl.

Quadro 1. Primers especificos para o gene BVL utilizados nas reag6es de amplificagéo.

Primer Sequéncia 3'-5'

BaulR CATATGATGCTTCTCTACCAAC

BaulF GCATCCTTACATACTGGAATAA
BVLpplantaF ATGCTTCTCTACAACTCAAAATC

A reacdo de PCR foi realizada em termociclador PTC-100 Peltier Thermal Cycler (MJ
Research) e as condi¢des de amplificacao consistiram de uma fase inicial de desnaturacao
a 94°C por 1 minuto, seguida por 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 55°C por 30 segundos e extensao a 72°C por 1 minuto. Os produtos da PCR
foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com Blue green loading
dye | (LGC) e visualizados em transiluminador com luz UV.

Logo em seguida, foi realizada a transformacdo genética, via Agrobacterium, dos

explantes de arroz com o vetor ph7WG2D-GFP-BVL conforme o protocolo Hiei e Komari,
(2008), com algumas modificagdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A. tumefaciens, potencialmente transformadas, foram visualizadas em placa de Petri
apo6s dois dias de cultivo em meio seletivo. Apds o cultivo em meio liquido de colbnias
isoladas das referidas placas de Petri, o0 DNA plasmidial extraido das colnias de LBA4404
e DH5 foi observado e analisado por eletroforese em gel de agarose (Figura 1). A presenca

de sinais de aproximadamente 14kb sugerem a presenca do vetor binario pHWG2D-GFP-
BVL em todas as coldnias de A. tumefaciens e E. coli.
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Figura 1 — (A) Separacao de bandas em gel de agarose a 1%. (M) - Marcador 1Kb plus.
(01) - Vetor pH7WG2D-GFP-BVL, controle positivo. (02-06) - Produtos de extracdo do
plasmideo pH7WG2D-GFP-BVL a partir de colonias de E. coli linhagem DH5a. (B)
Separagdo de bandas em gel de agarose a 1%. (07 - 12) - Produtos de extracdo do
plasmideo pH7WG2D-GFP-BVL a partir de coldnias de A. tumefaciens cepa LBA4404.

As colbnias de A. tumefaciens e E. coli foram submetidas a amplificagdo por PCR com
primers para o gene bvl. A separagdo dos produtos do PCR por eletroforese em gel de
agarose, mostrou a presen¢a de sinais de tamanho esperado (~876pb) evidenciando a

transformacéo de ambas as cepas com pH7WG2D-GFP-BVL. Uma colbnia da cepa de A.
tumefaciens foi utilizada nas etapas seguintes de transformagdo de células vegetais. A

seguir, a transformac&o genética com o pH7WG2D-GFP-BVL foi realizada de acordo com o
protocolo de Brasileiro (1999), com modificagdes.
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Figura 2 — Gel de agarose 1% com resultado da amplificagcdo com primers especificos
para o gene bvl (M) — Marcador 1Kb plus. (01-06) — Resultado da amplificacéo do vetor

binario pH7WG2D-GFP-BVL amplificado a partir de DNA plasmidial extraido de colénias de

E. coli cepa DH5-alfa. (07-11) Resultado da amplifica¢&o do vetor binario pH7WG2D-GFP-
BVL LBA4404. (CN) — controle negativo da reagao.



CONCLUSAO

O protocolo descrito por Brasileiro (1999), com algumas modificagdes foi eficaz para a
insercdo do vetor binario pH7WG2D-GFP-BVL em cepas de Agrobacterium tumefaciens e
E.coli. A utilizacdo do vetor pH7WG2D contendo o gene gfp, € uma importante ferramenta
que podera ser utilizada nos processos de estabelecimento da transformagé&o genética.
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