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RESUMO

Autora: Dagna Maria Laurindo da Silva

Titulo: Transformacéo genética de uma variedade brasileira de algodéo para controle do bicudo-
do-algodoeiro

Curso: Mestrado da Pés-Graduacao em Biologia Molecular.
Data da defesa: 22/02/2018.

Orientadora: Dra. Maria Fatima Grossi de Sa.

A cotonicultura desempenha um importante papel para o agronegécio brasileiro, situando-se entre
as dez maiores fontes de riquezas neste setor. A cultura é fortemente comprometida por insetos-
praga, incluindo o bicudo do algodoeiro, Anthonomus grandis (Coleoptera; Curculionidae), uma
das principais pragas, por possuir um dinamismo reprodutivo, no qual se alimenta e deposita seus
ovos em estruturas florais. O presente estudo é focado no desenvolvimento de plantas de uma
variedade brasileira de algoddo GM para resisténcia ao bicudo do algodoeiro. O vetor de
expressdo utilizado na transformacdo de plantas foi desenvolvido para expressar uma toxina
Cryl0Aa Mod, no qual o gene cryl0Aa Mod estd sob controle de um promotor de algodao -
GhPGFS1, que direciona a expressao preferencialmente ao botéo floral. O cassete de expressao
foi introduzido em embriées da cultivar BRS372 pelas técnicas de agrolistica e biobalistica. As
plantas GM foram pré-selecionadas pela tolerancia ao Imazapyr, indicando uma eficiéncia de
transformacé@o em torno de 0,5%. A caracterizacdo molecular inicial foi realizada em 139 plantas.
Destas, doze plantas TO apresentaram resultados PCR positivo para o gene cryl0Aa Mod e para o
gene de selegcdo ahas. A andlise de gPCR com base em 222t revelou que as plantas GM TO
possuem apenas uma coépia do transgene. A analise quantitativa da expressdo da proteina
Cryl0Aa Mod mostrou niveis elevados, variando de aproximadamente 18,0 a 27 ug/g de tecido
fresco no botdo floral. Os bioensaios realizados demonstraram um efeito entomotodxico
significativo, chegando a niveis de 100% de mortalidade de larvas. Os eventos de transformacéo
de algoddo GM gerados neste estudo representam um grande avan¢o para o controle do A.
grandis que contribuird de maneira significativa para a producdo e produtividade do algoddo

brasileiro.

Palavras chave: Transformac@o genética; agrolistica; Gossypium hirsutum; toxina Cry;
Anthonomus grandis; Agrobacterium tumefaciens, biobalistica.



ABSTRACT

Cotton cultivation plays an important role for Brazilian agribusiness, ranking among the ten largest
sources of wealth in this sector. The crop is strongly affected by pest insects, including cotton boll
weevil, Anthonomus grandis (Coleoptera; Curculionidae), one of the main pests because it has a
reproductive dynamism, in which it feeds and deposit its eggs in floral structures. The present study
is focused without plant development of a Brazilian GM cotton event presenting high resistance to
CBW. A plant vector was developed to express a Cryl0Aa Mod toxin, in which the cryl0Aa Mod
gene regulated by the cotton promoter-GhPGFS1, which directs the expression preferentially to the
floral bud. The expression cassete was introduced into embryos of the cultivar BRS372 by the
agrolistic and biolistic techniques. GM plants were preselected for tolerance to Imazapyr indicating
efficiency of transformation around 0.5%. An initial molecular characterization was performed 139
plants. Of these, twelve TO plants presented PCR positive results for the cryl0Aa Mod gene and
for the ahas selection gene. An analysis of qPCR based on 22ACt revealed that GM TO plants
possess only one copy of the transgene. A quantitative analysis of CrylOAa Mod protein
expression showed high levels, ranging from approximately 18.0 to 27 ug/g of fresh floral bud
tissue. Bioassays performed demonstrated a significant entomotoxic effect reaching 100% larval
mortality. The GM cotton transformation events generated in this study represent a great advance
for the control of A. grandis, which contribute significantly to the production and production of

Brazilian cotton.

Keywords: genetic transformation; agrolistic; Gossypium hirsutum; Cry toxin; Anthonumus
grandis; Agrobacterium tumefaciens, biobalistic.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A cotonicultura desempenha um importante papel para o agronegocio
brasileiro, principalmente, pelo valor econdmico agregado aos seus produtos e a
adaptabilidade da cultura as condi¢cdes edafoclimaticas. O algoddo é uma das
culturas de maior relevancia da agricultura, sendo considerada uma das principais
commodities do agronegocio brasileiro. Representa grande importancia socio-
econbmica, gerando renda direta e indiretamente aos diversos elos da cadeia
produtiva (BUENO e ROMERO, 2006). O algod&o esta entre as dez maiores fontes
de riqueza no setor agropecuario no Brasil, porém essa cultura vem sendo
fortemente ameacada por fatores bidticos e abibticos. Dentre os bidticos, o ataque
de pragas foi o principal responsavel pela reducédo da area plantada em 4% na safra
2017 em relacéo a safra anterior (USDA, 2018; CONAB, 2018).

O algodoeiro € uma planta com um alto grau de aproveitamento dos seus
subprodutos, sendo a fibra, o seu principal produto, utilizada, principalmente, na
industria téxtil. Além da fibra, as sementes sdo utilizadas na industria de alimentacéo
animal, como farelo e torta; além de seu uso na industria de 6leo vegetal por
apresentar alto potencial linoléico (SOARES, 2013).

O complexo de pragas que atacam a cultura do algoddo merece destaque,
principalmente devido a sua ampla diversidade. Estima-se que existam mais de
1.200 espécies de insetos que infestam o algodoeiro, entre 0s quais 20 a 60 sao
considerados insetos-praga. Dentre as pragas que afetam a cultura do algodéo, o
bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis Boheman) € a praga de maior incidéncia
e com maior potencial de dano, sendo considerada a praga-chave do algoddo
(GALLO et al.,2002).

Desde meados da década de 80, o cultivo do algoddo vem sofrendo sérios
problemas, como o estabelecimento do A. grandis (Coleoptera; Curculionidae) no
pais, principalmente por possuir um dinamismo reprodutivo, no qual o inseto se
alimenta e deposita seus ovos em estruturas florais. Em regides altamente
infestadas por esta praga e onde o controle adequado ndo é bem aplicado, o inseto

pode inviabilizar o cultivo, causando prejuizos diretos a comercializagédo do algodao
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(PRACA, 2007). Atualmente, o controle do inseto € realizado principalmente pelo
uso de inseticidas quimicos, aumentando substancialmente os custos de producéo.
O uso da biotecnologia se apresenta como uma alternativa promissora, por meio da
incorporacdo de genes exdgenos, para a obtencdo de plantas de algoddao GM
resistente a inseto-praga. Em relacdo ao bicudo do algodoeiro, diferentes pesquisas
encontram-se em andamento, com a integracédo de genes Bt (Bacillus thuringiensis)
em cultivares melhoradas de algodéo, desenvolvidas pela Embrapa (IMA, 2015;
OLIVEIRA et al., 2016; RIBEIRO et al., 2017). Alternativas biotecnolégicas aplicadas
ao controle de insetos pragas vem sendo fortemente adotadas pelos agricultores no
mundo e no Brasil e o controle do bicudo do algodoeiro por meio da tecnologia aqui
aplicada atende as demandas do agronegocio do algoddo contribuindo para o
aumento da producao e produtividade, reducéo de custos e diminuicdo dos danos ao

meio ambiente.

1.1 Cotonicultura: aspectos gerais e importancia

O algodoeiro é uma angiosperma da classe das dicotiledéneas, pertencente
a ordem Malvales, familia das Malvaceae, género Gossypium (PENNA, 2005).
Existem 52 espécies de algodado pertencentes a familia Malvaceae e ao género
Gossypium, dentre as quais, apenas quatro sdo cultivadas para fins comerciais, a
Gossypium hirsutum L., Gossypium barbadense L., Gossypium arboreum L. e
Gossypium herbaceum L. A espécie Gossypium hirsutum L. é a mais utilizada
comercialmente, responsavel por 90% da producdo mundial de algoddo, sendo seu
cultivo de extrema importancia socioeconémica (SOARES, 2013).

O algodao em caroco é o produto colhido e é composto pela pluma (fibra) e
pelo caroco (sementes com “linter”, ou seja, fibras curtas). E amplamente utilizado
na industria de fiacdo e tecelagem, na industria de alimentacdo animal (farelo) e
humana (6leo), além de ser usado para a producéo de grande numero de produtos
secundarios (SOARES, 2013).

O estado do Mato Grosso € responsavel por 60% da producdo no pais e a
Bahia por 26% (CONAB, 2015). A producdo mato-grossense, para a safra de
2017/18 deve ocupar uma area de 725,6 mil hectares, com aumento de 15,8% se
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comparado ao ano anterior. Este aumento na area plantada é reflexo dos precos
atrativos que geraram oportunidade de comercializagcdo antecipada de grandes
volumes de fibra (IMEA, 2017).

Quanto a produtividade, é estimada uma média de 261,6 arrobas por hectare
na safra 2017/18, evidenciando um recuo inicial de 5,4% em relac@o a produtividade
da safra anterior (IMEA, 2017). Em relacdo a producdo mato-grossense de algodao
em caroco, estima-se um valor de 2,85 milhdes de toneladas e 1,2 milhdes de
toneladas de pluma, 9,5 % a mais que a safra passada (IMEA, 2017).

O incremento na producéo brasileira de algod&o foi possivel devido as boas
condicdes climéticas do pais e ao elevado nivel tecnolégico adotado, por meio da
utilizacao de cultivares altamente produtivas e adaptadas a varios fatores biéticos e
abidticos (NASCIMENTO e SILVA, 2010). Apesar do cenério favoravél, houve uma
reducdo na é&rea plantada de algoddo no pais em torno de 4%, devido,
principalmente, ao ataque de pragas que interfere diretamente no rendimento e
qualidade da fibra. Dentre as diferentes espécies de insetos-praga que afetam a
cultura do algodédo, o coledéptero A. grandis € considerado a praga chave da

cotonicultura, trazendo grandes prejuizos a producao mundial (CONAB, 2015, 2017).

1.2. Anthonomus grandis, o bicudo do algodoeiro

O A. grandis é originario do México e foi descrito por C. H. Boheman em
1843. No ano de 1892, o inseto se dispersou para os Estados Unidos e,
subsequentemente, teve sua introducdo no Brasil e no Paraguai. O inseto foi
identificado inicialmente no Brasil na regido de Campinas-SP, préximo ao aeroporto
de Viracopos, em 1983, e disseminou rapidamente para grandes areas produtoras
de algodao (AZAMBUJA & DEGRANDE, 2013).

O bicudo do algodoeiro, um dos principais insetos-praga que atacam a
cotonicultura no Brasil e nas Américas, € um coledptero que mede em torno de
7mm, apresenta coloracdo castanha, rostro bastante alongado e um par de espinhos
nas patas dianteiras (GALLO et al., 2002). Trata-se de um inseto que apresenta
metamorfose completa, elevado dinamismo populacional e gera inUmeros danos por
usar estruturas reprodutivas para alimentagao e oviposicdo (SANTOS et al., 2002).

O controle do bicudo na Regido Centro-Oeste € realizado, principalmente, com
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inseticidas quimicos, sendo necessarias entre 10 e 25 aplicacdes para manter as
populacdes do inseto sob controle. O atraso nas aplicagbes dos inseticidas ou
procedimentos inadequados pode causar até 42% do custo de producdo e
comprometer em até 70% da producédo das fibras. Todo este impacto na cultura do
algodao deve-se a adaptabilidade que o inseto desenvolveu, tornando-se uma praga
de dificil controle (IMA, 2015).

Durante um ciclo de cultivo do algodoeiro podem ocorrer de 5 a 6 ciclos do
inseto, sendo que o periodo critico de ataque da praga ocorre de 50 a 90 dias apoés
a emergéncia das plantas (SILVIE et al., 2013). O bicudo do algodoeiro alimenta-se
principalmente de botdes florais jovens, devido ao seu aspecto tenro. As bracteas
servem como protecdo; o orificio de alimentacdo evidencia a presenca da praga na
lavoura (GALLO et al., 2002). Além de se alimentarem dos botdes florais, as fémeas
0s utilizam para a oviposi¢cao (SANTOS et al., 2003).

Os ovos que possuem forma eliptica e medem em torno de 1 mm sédo
colocados isoladamente com preferéncia de um ovo por botdo/macd. Apés a
abertura da punctura para oviposicdo, a fémea recobre a fissura com uma
substancia cerosa que ela mesma produz, sendo assim, possivel distinguir o local da
postura dos orificios de alimentacdo, os quais permanecem abertos. Geralmente,
sdo realizadas cerca de 6 posturas por dia e a eclosao das larvas ocorre apés 2 a 4
dias. Estas larvas se alimentardo do botédo floral de 4 a 12 dias, periodo de intenso
acumulo de reservas. Posteriormente, inicia a fase de pupa, que dura de 2 a 6 dias,
fase em que ndo ha alimentacéo e a metamorfose é intensa (SILVIE et al., 2013).

Um novo ciclo é iniciado quando os adultos emergem do botéo floral ou das
macds e copulam (FIGURA 1). Os botdes florais contendo 0s insetos em
desenvolvimento e/ou ovos sdo abortados e as macds novas ficam sujeitas a
podriddo ou caem no solo entre 5 a 10 dias ap6s a postura dos ovos (IMA, 2015).

A temperatura e a umidade séo fatores importantes para o desenvolvimento
do ciclo do inseto, onde temperaturas mais altas, em torno de 30°C, reduzem o
periodo de incubacéo do ovo e estadio pupal (AZAMBUJA & DEGRANDE, 2013).
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2a4adias 4a 12 dias 2 a 6 dias 20 a 40 dias

Figura 1- Ciclo de vida do Anthonomus grandis em botdo floral de algodao.
Estégio de ovo dura entre 2 a 4 dias. Apés a eclosdo, o desenvolvimento larval dura de
4 a 12 dias. Em seguida, o estagio pupal, com duracéo de 2 a 6 dias, de onde emerge o
inseto adulto, podendo apresentar longevidade de 20 a 40 dias. Imagem adaptada ao
conteudo descrito em GALLO et al., (2002).

Levando em consideracdo seus danos causados a cotonicultura, o controle
do inseto é de extrema importancia. Como alternativa para o controle da praga, o
uso de abordagens biotecnolégicas vem sendo destacada, com a integracdo de
diferentes genes em cultivares de algodao, por meio da transformacéo genética de
plantas (SILVA, 2014).

1.3. Métodos de transformacao

A transformacdo genética consiste na transferéncia de um ou mais
genes para o organismo hospedeiro sem que haja fecundagdo ou cruzamento.
Esses organismos transformados geneticamente recebem o nome de transgénicos e
0s genes inseridos sdo denominados de transgenes (BESPALHOK, GUERRA e
OLIVEIRA, 1999). O uso da transformacdo genética tem como principal vantagem a
possibilidade de transferéncia de genes entre organismos sexualmente
incompativeis, em oposi¢cdo ao melhoramento convencional, onde a troca de genes
é limitada somente entre espécies que sao sexualmente compativeis (BESPALHOK,
GUERRA e OLIVEIRA, 1999).
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A transformac@o genética de plantas pode ser realizada utilizando a
tecnologia de biobalistica, também chamada de método de bombardeamento de
particulas ou, ainda, aceleracdo de particulas. Este processo faz uso da aceleracao
de microprojéteis com alta velocidade com o objetivo de inserir acidos nucléicos e
outras substancias nos diferentes 6rgados e tecidos, e que independem do genétipo
usado (KLEIN, GRADZIEL, et al.,, 1988; SANFORD, 1990). Este método tem
demonstrado maior eficiéncia na obtencdo de plantas transgénicas quando a
transformacdo ocorre nos meristemas apicais e células embriogénicas. A
transformacdo de tecidos meristematicos, utilizando biobalistica, apresenta a
vantagem de evitar a ocorréncia de variacdo somaclonal, que consiste no
surgimento de variantes genéticos a partir da cultura de calos (ANDRADE, 2001).

A Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria encontrada no solo, do tipo
bacilo Gram-negativo, considerada patogénica para varias espécies, em especial
para as dicotiledéneas, causando a formacdo de tumores na regido da infeccao
(SMITH e TOWNSEND, 1907). O crescimento dos tumores é resultado da expressao
de genes do T-DNA da bactéria, que é transferido para a célula hospedeira e
inserido no genoma nuclear (FIGURA 2), o T-DNA é delimitado por duas bordas
formadas por 25 pares de bases conhecidas como “sequéncias repetidas”, entre as
quais se encontram 0s genes oncogénicos, responsaveis pela formacao de tumores
e biossintese de opinas. Estes genes sdo de origem bacteriana, porém apenas Sao
funcionais em células de plantas. Sua remocdo ndo diminui a capacidade da
bactéria transferir o T-DNA e integra-lo no genoma da célula hospedeira, porém,
inibe a formacédo de tumores, como desejado no processo de transformacdo de
plantas. O principal componente para realizar a transferéncia com sucesso do T-
DNA séo os genes localizados na regido vir, a qual possui, aproximadamente, 35
genes que sdo responsaveis desde o reconhecimento do hospedeiro pelo patégeno
até a insercao do segmento de T-DNA no nucleo da célula hospedeira (ANDRADE,
2001).



21

Agrobacterium
T;.I.'HEfECIEI.'ISﬂ\ Gene de
;% O Interesse Célula Vegetal
n 4 I

cor -y

:-| / ! l‘\" i/
o [ |
w k W) \\:\__.-"
AN |
| Regeneragio
Gene clonado em “v daplanta
Agrobacterium .
TDHA e Planta Trasngénica
- Gene clonado
Sitio de na célula vegetal

Restrigdo

Figura 2- Transformacgdo de plantas a partir do método Agrobacterium tumefaciens.
O plasmideo Ti contém a regido T, que é transferida para células de plantas infectadas, e
genes de viruléncia (vir), que funcionam na transferéncia do T- DNA . Nos vetores
plasmidicos de Ti, o DNA exdgeno é inserido na regido T. (1) O plasmideo recombinante é
introduzido em Agrobacterium tumefaciens, (2) que € entdo utilizado para infectar células
cultivadas. A regido T do plasmideo (que transporta o DNA inserido) é transferida para as
células da planta e integra-se no DNA cromossdmico. (3) Uma planta transgénica pode
entdo ser gerada a partir das células transformadas.

Fonte: COSTA, J. A (2016).

Uma complexa série de sinais quimicos de comunica¢do esta envolvida na
interacdo entre a Agrobacterium e a planta, os quais incluem acucares neutros,
compostos fendlicos e opinas. Estes compostos fendlicos induzem os genes vir das
bactérias. Um exemplo a ser citado de composto fenélico é a acetoseringona, a qual
€ percebida por proteinas receptoras, as VirA, e a autofosforilacdo dessas proteinas
e a subsequente fosforilagcdo das proteinas VirG resultam na ativacao da transcricao
dos genes vir. Muitas proteinas Vir estdo diretamente envolvidas no processo de
transferéncia do T-DNA da bactéria para a célula da planta (ANDRADE, 2001).

Ambas as técnicas de transformacg&o produzem organismos geneticamente
modificados (OGM) com diferentes graus de eficiéncia. Desse modo, a associagao
da biobalistica com a técnica de Agrobacterium, denominada agrolistica, pode
favorecer a entrada do T-DNA na célula vegetal. Esta técnica consiste no
bombardeamento dos explantes com particulas de tungsténio, sem a presenca de

DNA, a fim de causar macro e microferimentos no tecido vegetal. Os compostos
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fendlicos liberados pela célula vegetal mobilizam a transferéncia do T-DNA para a
célula hospedeira, durante o co-cultivo com A. tumefaciens, carreando o DNA
exdgeno para o interior da célula. Esse processo de transformacéo foi desenvolvido
com o objetivo de se obter maiores frequéncias de transformacdo, uma vez que 0s
microferimentos ndo prejudicam a célula vegetal e s@o suficientes para a inducédo da
transferéncia do T-DNA. Além disso, vem solucionar a limitacdo dos protocolos de
transformacao de algodao que, na maioria das vezes, sdo dependentes do gendtipo
e de dificil reprodutibilidade. Por meio desses diferentes tipos de técnicas de
transformacao genética de plantas € possivel a incorporacdo de genes provenientes
da bactéria B. thuringiensis em plantas, tornando-as resistente ao ataque de insetos
praga (BIDNEY, et al.,, 1992; BRASILEIRO, et al., 1996; HANSEN e CHILTON,
1996).

1.4 Utilizacdo de promotores na transformacao de plantas

Promotores génicos sdo fragmentos de DNA que antecedem o gene, nesta
regido, a RNA Polimerase se liga para dar inicio a transcricdo (BATUT, et al., 2013;
BANG, et al., 2013), sendo assim, estes sdo de suma importancia e essenciais para
garantir a expressao de genes de interesse, que desempenham papel importante na
biotecnologia (ZOU, et al., 2011).

Um exemplo de promotor génico é o promotor do virus mosaico da couve-
flor (CaMV35S), isolado e descrito em 1985 (ODELL, NAGY e CHUA, 1985), é um
dos mais utilizados em pesquisa e em processos de transgenia, devido a sua
caracteristica de ser constitutivo, ou seja, ser expresso na maior parte dos tecidos
vegetais (ODELL, NAGY e CHUA, 1985). Apesar da grande utilizacdo deste
promotor, este pode resultar em uma baixa expressédo dos trangenes, ndo havendo
garantia de expressdo no tecido de interesse. Deste modo, a utlizagcdo de
promotores de genes constitutivos ndo é desejavel em alguns casos, por ativarem a
expressdo génica do transgene em todos os tecidos da planta (ZHENG; MURAI,
1997; GREEN et al., 2002; NEUTEBOOM et al., 2002). Promotores suja expressao
seja tecido-especifica sao utilizado quando o alvo séo insetos de habitos endofiticos,

como A. grandis, sendo possivel direcionar a expressao para os botdes florais, loval
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de oviposicdo e desenvolvimento do inseto-praga (BRAGA SOBRINHO;
LUKEFAHR, 1983).

O promotor constitutivo proveniente do gene de conjugacdo a ubiquitina
(UceA 1.7) em algodao foi isolado e, posteriormente caracterizado pelo grupo do
LIMPP/Cenargen (GROSSI-DE-SA et al.,, 2008). Plantas de A. thaliana foram
transformadas com um vetor que possuia esse promotor no cassete de expressao, e
entdo foi observada a expressdo do gene em diversos tecidos, principalemnte em
raiz e botdo floral, quando comparado ao promotor 35S (GROSSI-DE-SA et al.,
2008; VIANA, 2011). Além dos citados acima, outro promotor, denominado
GhPGFS1, foi isolado de G. hirsutum e, caracterizado por gRT-PCR como um
promotor altamente expresso e especifico de botdo floral (ARTICO et al.,, 2010;
ALVES et al., 2014)..

Diante disso, € importante a correta escolha do promotor para a obtencéo de

um organismo geneticamente modificado de acordo com a caracteristica desejada.

1.5. Toxinas de Bacillus thuringiensis

A bactéria B. thuringiensis foi descoberta no inicio do século XX e passou a
ser bastante estudada devido a sua propriedade entomopatogénica. Este
microrganismo pode ser encontrado em varios substratos, como solo, agua, insetos
mortos, graos armazenados e superficies de plantas. Em 1915, Berliner observou a
presenca de inclusdes nas células de B. thuringiensis, as quais sao responsaveis
pela atividade toxica (FIGURA 3). Estas sdo produzidas durante o processo de
esporulacdo e conhecidas por &-endotoxinas ou toxinas Cyt e Cry (IMA, 2015).

Sado conhecidas estirpes de B. thuringiensis téxicas a insetos das ordens
Diptera, Coleoptera, Himenoptera, Homoptera e Ortoptera, cujos mecanismos de
acao ocorrem atraves de interagcdes moleculares no intestino médio dos insetos. O
microrganismo pode ser utilizado na sua forma selvagem ou como fonte de genes
para serem introduzidos em plantas pelo processo de transgenia. Além de sua
toxicidade a insetos, a utilizacdo das toxinas Bt apresenta vantagens quanto a

inocuidade aos seres humanos, insetos nao-alvo, vertebrados e plantas (IMA, 2015).
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Figura 3- Morfologia de B. thuringiensis. (A) microscopia de contraste de
fases de B. thuringiensis (1.000X). (B) microscopia eletronica de varredura de B.
thuringiensis mostrando: (c) cristais; (e) esporo (15.000X).

Fonte: IMA, 2015.

O mecanismo de acdo das proteinas Cry envolve 0s seguintes passos:
ingestdo da toxina, processamento dos cristais e/ou das toxinas, ligacdo das
toxinas ao receptor, insercdo da membrana, agregacdo, formacdo do poro,
citélise e morte do inseto (FIGURA 4) (IMA,2015).

@ 'ngestao das toxinas

R E

©Ligacao das toxinas

we **
9 A toxina ativa se une a um receptor
e origina poros na membrana

© Morte do inseto

Figura 4- Modo de acdo das toxinas de B.thuringiensis. O
mecanismo de acdo das proteinas Cry envolve diversas etapas,
como: (1) ingestacéo da toxina, seu processamento, (2) ligacdo das
toxinas ao receptor, (3) inserindo-se na membrana e dando origem
aos poros, (4) ocasionando citélise e morte do inseto.

Fonte: IMA, 2015
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Além das lavouras GM, que contém o gene cry, demandarem menor uso
de pesticidas, que sdo poluentes ao meio ambiente, esta tecnologia tem como
vantagem o fato de a proteina ser expressa em tecidos especificos da planta.

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen) possui uma
colecdo de 2,5 mil cepas de B. thuringiensis, da qual foram selecionadas
estirpes altamente toxicas aos insetos da ordem Diptera (MONNERAT et al.,
2005), Lepidoptera (MONNERAT et al., 2007) e Coleoptera, A. grandis
(MARTINS et al., 2007).

Em 2016 surgiu o primeiro relato sobre producdo de algoddo Bt
apresentando resisténcia ao ataque do bicudo em casa de vegetacdo. Esse
estudo mostrou plantas de algoddo geneticamente modificadas que expressam
0 gene cryllal2 apresentando um controle de até 60% desses insetos, ndo o
controle total dessa praga. Este fato refor¢ca a necessidade da busca por novas
moléculas com potencial inseticida para a geragdo de novos eventos de algodao
GM. Neste sentido, cresce a busca por novas 6-endotoxinas ou proteinas Cry
provenientes de B. thuringiensis com potencial para o controle de coledpteros
(OLIVEIRA, et al., 2016).

O gene cryl0OAa mostrou-se bastante promissor para o controle do A.
grandis (AGUIAR et al.,, 2012). O gene cryl0OAa codifica uma protoxina de 78
kDa que é clivada em uma toxina ativa de 60 kDa (THORNE et al., 1986). Um
vetor de transformacdo genética contendo o gene cryl0Aa protoxina, regulado
pelo promotor de ubiquitinacdo do algodao - uceal.7, foi introduzido em uma
cultivar brasileira de algodao, utilizando a técnica de biobalistica. Os resultados
demonstraram que a taxa de mortalidade dos insetos em casa de vegetacéo foi
de 100%, sendo essa taxa diretamente correlacionada com a expressao da
protoxina Cryl10Aa nos eventos de transformacgéo (RIBEIRO, et al., 2017).

Como mostrado em estudos anteriores, o gene cryl0Aa codifica para uma
protoxina, podendo ser expresso também na forma da toxina ativa (gene sem a
alfa hélice, localizada na regido C-terminal do dominio Il da proteina que lhe
deu origem). O efeito da toxina na sua forma ativa ainda € pouco estudado,
tornando-se assim uma outra alternativa para uso na geracdo de plantas de

algoddo GM com potencial de controle do bicudo do algodoeiro.
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Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo a transformacao
genética de uma cultivar brasileira de algoddo com o gene cryl0OAa Mod,
codificando para a toxina Cryl0Aa na forma ativa. Eventos de transformacao de
algodao resistentes ao bicudo do algodoeiro gerados neste estudo representam
um grande avanco para a cultura do algodao, podendo proporcionar uma

melhoria e aumento substancial na producéo e produtividade de algodéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
O objetivo principal deste estudo foi a obtencdo de eventos de
transformacdo de algoddao GM, como alternativa para o controle do bicudo do

algodoeiro, por meio das técnicas de agrolistica e biobalistica.

2.2. Objetivos especificos

1- Transformar uma variedade de algoddo brasileira com gene cryl0
sintético mutante

2-  Caracterizar molecularmente os eventos de transformacdo para
identificagc&o do transgene;

3- Avaliar os niveis de expressao da proteina nos botdes florais;

4- Validar os eventos de transformacdo de algoddo GM através de
bioensaios com insetos adultos provenientes do campo, em casa de
vegetacao.

5- Determinar os niveis de controle das larvas em contato com botbes

florais das plantas GM.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Construcao do vetor

O plasmideo GS57996-1 GS45270-Cryl10-bar, utilizado para transformar os
embrides de algodao, foi sintetizado pela empresa EPOCH Life Science (FIGURA
5A). O vetor base utilizado foi o pCambia 0380, o qual possui a canamicina como
agente seletivo em bactéria. O gene ahas foi adicionado ao vetor para selecdo das
plantas GM ao imazapyr.

O gene que cofdifica a toxina Cryl0Aa modificada esta sob controle do
promotor de algoddao GhPGFS1 (ARTICO et al., 2010; ALVES et al., 2014). O gene
para a toxina Cryl0Aa, presente neste vetor, foi modificado para a expressao da

forma ativa da proteina, sendo denominado cryl0Aa Mod.

A)
Sall
Cryl10-bar
- 2000 Fspl
14000 EcoNI
GS57996-1 GS45270-Cry10-bar
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Figura 5- Esquema da construcdo contendo o gene cryl0OAa Mod. Em (A) Vetor
GS57996-1 GS45270-Cryl10-bar (16.722 pb). Neste vetor foi inserido o gene cryl0mod sob
o controle do promotor GhPGFS1 e agente seletivo para plantas Ahas. (B) Cassete de
transformacédo (9.910 pb), obtido apds digestdo do plasmideo com a enzima BamHiI.
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Ap0s a construcdo do vetor, o mesmo foi utilizado para a transformagéo
por choque térmico de células competentes de E.coli, para obtencdo de
biomassa do plasmideo. Em seguida, o DNA foi preparado por Miniprep,
seguindo o Protocolo da QIAprep Miniprep Handbook. Posteriormente, o
plasmideo foi inserido, por eletroporacdo, em células competentes de A.
tumefaciens LBA4404 para posterior transformacéo dos embrides de algodéao,
pelo método de agrolistica.

Para o método de bombardeamento de particulas, o cassete de
transformacao foi obtido pela digestdo do plasmideo GS57996-1 GS45270-
Cryl0-bar com a enzima de digestdo BamHI (Biolabs®) (Figura 3B). Esta
digestdo libera dois fragmentos, um de 6.812 pb e outro de 9.910 pb, sendo
este Ultimo o que contém as sequéncias utilizadas na transformacéo das plantas.
As condi¢Ges de digestédo foram: 1U BamHI, 1 ug DNA, 1X NEBuffer 3(Biolabs®),
1X BSA, overnight a 37°C. O fragmento correspondente ao cassete de
transformacao foi purificado por eletroeluicdo, tendo 5 pg de DNA sido utilizados

no bombardeamento de 50 embrides.

3.2. Esterilizacdo e preparo das sementes

As sementes de algod&do da variedade BRS 372 foram previamente
lavadas em agua corrente e, em seguida, adicionadas a um recipiente estéril
com alcool 70% por 3 minutos. O alcool foi retirado e as sementes foram lavadas
(5x) com éagua MILLI-Q autoclavada. Posteriormente, foi acrescentada uma
solugdo de hipoclorito de sédio comercial a 1% (v/v) de cloro ativo e as
sementes incubadas por 30 minutos. O hipoclorito de sédio foi descartado e as
sementes lavadas cinco vezes com agua estéril. Logo apdés, foram imersas em
agua estéril com o antibiético ampicilina (100 mg/mL) e o antifangico nistatina
(200 mg/mL) durante 18 a 20 horas e mantidas no escuro. Apos este periodo, a
solucdo de agua com os antibidticos e antifungico foi retirada e as sementes

permaneceram no escuro em temperatura ambiente por 48 horas.
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3.3. Preparo dos hipocatilos

Os embrides zigoéticos de algodoeiro mantidos no escuro durante 48
horas para germinacdo foram, posteriormente, removidos da semente de
algoddo e seu meristema apical ficou exposto, sem a presenca das folhas
cotiledonares, com a finalidade de facilitar o processo de transformacéo. Apoés a
remocdo dos hipocaétilos, os embribes foram inseridos com a extremidade apical
voltada para cima em uma placa contendo o meio MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962), composto de 4,3% (m/v) de sais basais, 3% (m/v) de sacarose e 0,25%
(m/v) de fitagel. O preparo dos explantes foi 0 mesmo para 0s processos de

transformacao por agrolistica e biobalistica.

3.4 Transformacéo via agrolistica

A cepa LBA4404 de A. tumefaciens foi transformada com o vetor
GS57996-1 GS45270-Cry10-bar.

O pré-cultivo bacteriano das cepas foi feito durante 16 horas com
agitacdo constante de 180 rpm a 28°C em 5mL de meio LB (Luria-Bertani)
liqguido contendo 100 pg/mL de canamicina, 50 pg/mL de spectromicina e 100
pg/mL de rifampicina, onde uma coldnia isolada foi inoculada.

Apoés o periodo indicado acima, a suspensdo bacteriana foi transferida
para 125 mL de meio LB liquido com os mesmos antibioticos e mantidos em
agitacdo constante a 28°C até atingir a fase logaritmica de crescimento
(ODs00=1). Posteriormente, as células foram centrifugadas (15009/10 min) e
ressuspendidas em 10 mL do meio PIM (Pre induction medium) contendo 10 g/L
de glicose, 14,62 g/L de MES, 20 mL de tampéao fosfato de sodio (0,1 M, pH 5,6)
e 50 mL/L de AB salts stock (20x) pH 5,6, ao qual foi adicionado acetoseringona
na concentracao final de 100uM. A densidade de células bacterianas foi ajustada
para ODsoo de 0,4-0,5 antes do processo de transformacéo.

Inicialmente, foi realizado o bombardeamento de particulas de
tungsténio com o objetivo de lesionar a regidao meristematica caulinar que ficou
totalmente exposta com a remocédo das folhas cotiledonares dos embrides
germinados, a uma pressao de gas hélio de 700 psi. As particulas de tungsténio

foram preparadas do seguinte modo: 50 puL de CaCl2 2,5 M, seguido de 20 pL de
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espermidina 0,2 M, que foram adicionados a 50 pL de particulas de tungsténio
em suspensdo em agua destilada. A solucdo foi levada ao vortéx por 10
minutos, em seguida adicionou-se 150 pL de etanol 96% e centrifugou-se a
13.000 rpm por 20 segundos. Apds a lavagem com etanol, as particulas foram
ressuspendidas em 24 pL de etanol 96% e, entéo, levadas ao ultrassom por 3 a
4 segundos. Ao final, 3,2 puL da solugdo foram distribuidos no centro de cada
membrana carreadora, as quais foram previamente incubadas na camara de
silica por 10 a 15 minutos, com a finalidade de reduzir a umidade das
membranas.

Apdés o bombardeamento, os hipocétilos foram transferidos para a
suspensao de A. tumefaciens por 30 minutos a 28°C, sendo apés, lavados com
agua MILLI-Q autoclavada, secos em papel de filtro autoclavado e transferidos
para meio MS; suplementado com 3% (m/v) de sacarose e 0,25% (m/v) de
fitagel e 250 mg/L de cefotaxima, sem agentes seletivos, e mantidos no escuro
por 2 dias.

Apoés o periodo citado acima, os explantes foram transferidos para meio
MS contendo 3% (m/v) de sacarose, 0,25% (m/v) de fitagel, 300 nM de
imazapyr, 0,1% (m/v) de carvao ativado, 0,3 mg/L de BAP e 250 mg/L de
cefotaxima e mantidos durante 30 dias neste meio. Como este jA possui 0
agente seletivo, foi realizada a observacado das plantulas que se desenvolveram
mais rapidamente nas primeiras 3 semanas (FIGURA 6). Em seguida, as
plantulas selecionadas pela agdo do herbicida foram aclimatizadas na casa de
vegetacdo em recipientes contendo vermiculita e, apds 15 dias, transferidas para
o solo (FIGURA 7).
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Figura 6- Transformacdo genética de embrifes via agrolistica e subsequente
selecdo de plantas tolerantes ao herbicida imazapyr. Em (A) equipamento de
biobalistica; (B) embrides bombardeados; (C) infeccdo com A. tumefaciens. Os
embriGes permaneceram em contato com a bactéria durante 30 minutos; (D) plantula
tolerante ao imazapyr.

3.5 Transformacéo via biobalistica

Para a transformacédo via biobalistica, os embrides foram preparados
nas mesmas condigdes citadas acima. No bombardeamento foi utilizando o
acelerador de particulas (FIGURA 6a), onde a pressédo do gas hélio foi ajustada
para 1200 psi. As particulas de tungsténio foram preparadas seguindo 0 mesmo
procedimento utilizado na transformagé&o via agrolistica, porém com o acréscimo
de 5uL de uma solugcdo contendo o cassete de transformacdo (1pg/pL),
previamente purificado.

Apds 0 bombardeamento, os embriées foram transferidos para meio MS,
suplementado com 3% (m/v) de sacarose e 0,25% (m/v) de fitagel, sem agentes
seletivos, permanecendo por 48 horas no escuro. Em seguida, foram
transferidos para recipientes contendo meio seletivo com sais MS, suplementado
com 3% (m/v) de sacarose, 0,25% (m/v) de fitagel, 300 nM de imazapyr, 0,1%
(m/v) de carvao ativado e 0,3 mg/L de BAP, onde permaneceram por 30 dias.
Posteriormente, as plantulas que se desenvolveram na presenca do herbicida
imazapyr foram transplantadas para copos contendo vermiculita, cobertos com
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sacos plasticos transparentes, e aclimatadas em casa de vegetacdo
(temperatura de 27 °C + 4). Apos duas semanas, as plantas foram transferidas
para o solo (FIGURA 7).

Figura 7- Plantas na casa de vegetacdo. Em (A) plantas aclimatizadas na vermiculita,;
(B) plantas transferidas para o solo; (C) planta adulta com capulho aberto.

3.6 Caracterizagdo molecular dos transformantes primarios (TO)
3.6.1Extracao e quantificacdo de DNA

A extragdo do DNA total foi feita utilizando 4 discos de tecido foliar de cada
planta avaliada. A extracdo foi realizada de acordo com método descrito por Michiels
e colaboradores (2003), com modificacbes. Cada amostra foi macerada em
nitrogénio liquido e, em seguida, adicionou-se o tampédo de extracdo, constituido de
100mM de Tris HCI, pH 8,0; 5 mM de EDTA, pH 8,0; 0,35 mM de glicose; 1 % de -
mecaptoetanol e 2 % de PVP-40. ApGs a extracdo, o pellet foi ressuspendido em
agua MILLI-Q com Ribonuclease A (RNase A 10 mg mL™1) e incubado a 37 °C por 1
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hora para acdo da enzima. A concentracdo de DNA foi quantificada por
espectrofotometro (Nanovue, GE Healthcare, USA) e as amostras estocadas a -20
°C.

Para avaliar a qualidade de DNA, aliquotas da extracéo acrescida de tampao
de amostra de DNA foram submetidas a eletroforese unidimensional em gel de
agarose 0,8 % em tampé&o TBE (0,5 X). O gel foi corado com brometo de etideo e o
marcador “High DNA Mass Ladder” (cat. n® 10496016: Invitrogen®) foi utilizado para

analisar a massa molecular de DNA.

3.6.2 Selecao dos transformantes primarios por PCR

Reacdes de PCR para amplificar o DNA extraido das folhas de algodao
foram realizadas para confirmar a insercdo do gene crylOAa Mod, utilizando os
oligonucleotideos da Tabela 1. As condicdes de cada reacdo seguiram as
instrugdes do fabricante do “Multiplex PCR Kit” (cat. n°® 206143: Qiagen®) e estao
dispostas na Tabela 2. O volume final de cada reacdo foi de 10 pL e a
concentracdo dos iniciadores foi de 10 uM. O termociclador utilizado foi o T100™
Thermal Cycler (Bio-Rad) e as reacfGes foram feitas em tubos de 0,2 mL. Os
produtos de amplificacdo foram analisados em gel de agarose 0,8 % corado com
brometo de etidio.

Tabela 1- Sumario dos oligonucleotideos utilizados na PCR para amplificagdo do gene cryl0Aa
Mod.

Nome Sequéncia
Cry10-ativaF 5- GGCCAGCAGATATTCGTAGAG- 3’
Cry10-ativaR 5- ATCGTTAGGGAGACCGATCA- 3’

Os oligonucleotideos utilizados (TABELA 1) apresentam uma Tm de 57°C e

geraram um fragmento de 406 pb.
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Tabela 2- Condicdes do ciclo utilizados na reacdo de PCR para a amplificacdo do gene
cry1l0Aa Mod.

Etapa Temperatura Tempo
1 Desnaturagéo 94° C 15 minutos
2 Desnaturagéo 94° C 30 segundos
3 Anelamento 57° C 30 segundos
4 Extensdao 72°C 90 segundos

Repetir 35 vezes os passos de 2 a 4

6 Extensao 72°C 7 minutos

3.6.3 Andlise do nimero de cépias: qPCR-2-2ACt

O numero de cépias inserido no genoma das plantas GM de algodao foi
determinado de acordo com Yang et al. (2012) usando o método gPCR-2-24Ct, O
DNA gendmico da planta ndo transformada e das plantas GM foi extraido de
folhas jovens e saudaveis, cuja concentracdo foi determinada por
espectrofotometro (Nanovue, GE Healthcare, USA) e sua integridade foi
checada por eletroforese em gel de agarose. Foi utilizado o plasmideo
denomidado pBSK-ahas-ubcl como referéncia contendo o fragmento do gene
de ubiquitina C (ubcl) de G. hirsutum, com uma Unica cépia do gene, e 0 gene
de selecdo ahas, o qual também esta presente no cassete de expressao para a
transformacao de algodao.

A quantificacdo relativa do ahas contra o gene de referéncia endégeno
ubcl foi usada para calcular o nimero de coOpias do transgene presente no
genoma de plantas de algoddo GM usando os primers AHASF, AHASR,
GhUBC1F e GhUBCI1R (TABELA 3). Inicialmente, a quantidade absoluta dos
dois genes, ubcl e ahas, foi determinada por qPCR em referéncia a curvas

padrdo. Duas curvas padréo foram obtidas a partir do plasmideo de referéncia,
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pBSKahas-ubcl. O nimero de cépia absoluta do plasmideo pBSKahas-ubcl foi
calculado usando valores de Ct com base em curvas padrdo. O numero de copia
relativa do gene alvo ahas foi obtido dividindo a concentracdo absoluta do gene
ahas pelo do gene enddgeno ubcl na mesma amostra.

Tabela 3- Sumario dos oligonucleotideos utilizados na gPCR para verificacdo do
nimero de copias.

Nome Sequéncia
GhUBC1F 5- TGGCATTATATTGTCATTGTTACTATCC - 3’
GhUBCI1R 5- ACCATGTTATCTTATTCTAAGACAAGCTC - 3
AHASF 5- GTCACTGGGTTAATATCTCTCGAATCTTGCA - 3’
AHASR 5- CCTACTTCCAATGTCTGATTAGTGCTTCTGG- 3

3.6.4 Quantificacdo da expressao da proteina Cryl0Aa Mod por ELISA

Botdes florais de planta ndo transformada (NT) e das plantas
transformadas foram coletados, colocados em nitrogénio liquido e
posteriormente, macerados. A extracdo de proteinas totais de 12 plantas
transformadas e uma planta NT foi feita segundo o método utilizado por De Mot
(1989) com modificagdes. Um boté&o floral de 6 mm de cada planta foi macerado
separadamente, com nitrogénio liquido e, em seguida, adicionou-se o tampéao de
extracdo (0,7M de sacarose, 0,5M de Tris, 50mM de EDTA, 0,1M de KCL, 1mM
de DTT, 0,1% de Triton X-100 e 5% de PVPP, pH8,0). As amostras foram
homogeneizadas e permaneceram sob agitacdo a 4°C por 60 minutos. Os
extratos foram centrifugados a 9000 rpm a 4°C, por uma hora. O sobrenadante
dos botdes foram coletados e quantificados com o uso do “Bradford Protein
Assay”.

Para a quantificacdo da expressdo da proteina Cryl0Aa modificada em
plantas transgénicas de algodoeiro foi realizado um Ensaio Indireto de
Imunoabsorbancia Ligado a Enzima (ELISA Indireto) com uma planta ndo
transformada e as plantas transformadas, utilizando 200 ng de proteinas totais.
O volume final foi ajustado para 100 yL com PBS (100 mM NA2HPO4, 17 mM
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KH2PO4, 5 M NaCl, 27 mM KCI, pH 7.4) adicionado de 0,05% Tween-20. Apés
sensibilizacdo a 4 °C overnight, o contetdo da placa foi descartado e lavado trés
vezes com PBS 1X e 0,05 % de Tween-20. A placa foi, entédo, bloqueada com
PBS 1X e 0,05 % de Tween-20 e 5 % de BSA durante 4 horas a 37°C. Em
seguida, o conteudo da placa foi descartado e a placa foi lavada trés vezes com
PBS e 0,05 % de Tween-20. Foi feita a incubacdo com o anticorpo primario
“‘pabCry10Aa” produzido em coelho pela GenScript© (New Jersey) (1:1000 em
3,0% BSA-PBS e 0,05 % de Tween-20) por 2 horas a 37 °C. Posteriormente, o
conteudo dos pocos foi descartado e a placa lavada trés vezes com PBS e 0,05
% Tween-20. A placa foi, entdo, incubada com o segundo anticorpo “Goat Anti-
Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate” da BioRad (1:3000 em 3,0% BSA-PBS e 0,05
% de Tween-20) durante 1 hora a 37°C. A seguir, o conteudo dos pocos foi
descartado e a placa lavada trés vezes com PBS e 0,05 % de Tween-20.

A revelagcédo foi feita com TMB (3,3,5,5’- tetrametilbenzidina, Sigma),
como substrato, dissolvido em 10 mL de tamp&o de revelacéo (0,1 M de Acido
Citrico, 0,2 M de Fosfato de Sddio Dibéasico, pH5,0) e 10 uL de perodxido de
hidrogénio 30 %. A reac&o foi finalizada utilizando 3M de Acido Sulfurico seguida
pela leitura no comprimento de onda de 450 nm, realizada em espectrofotometro
(“Benchmark Plus” —BioRad).

3.7 Caracterizacao fenotipica dos transformantes primarios (T0)

3.7.1 Desafio de plantas de algodao da geracao TO ao bioensaio com A.

grandis

As plantas de algod&do GM e a planta ndo transformada foram submetidas
a bioensaios com botbes florais. Dois diferentes tipos de bioensaios foram
realizados: a) no primeiro utilizou-se fémeas fecundadas oriundas do campo que
realizaram a oviposi¢ao nos botdes florais; b) no segundo foram inoculados ovos
oriundos de insetos criados em laboratorio.

Para o bioensaio com as larvas, botdes florais com aproximadamente 6

mm de didmetro, tanto das plantas de algoddo GM como das plantas NT foram
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perfuradas com uma broca logo acima do receptaculo floral. Posteriormente, um
ovo contendo um embrido viavel e ativo foi introduzido no orificio perfurado e a
regido foi selada com vaselina para prevenir a desidratacdo do ovo, antes da
ecloséo da larva. Apos 20 dias, avaliou-se a taxa de mortalidade das larvas e a
taxa de abortamento dos botdes.

No bioensaio com as fémeas fecundadas, os insetos foram mantidos em
contato com o botdo floral por 48 horas para permitir a oviposicdo e depois
retirados. ApoOs este periodo, o botéo floral foi mantido isolado por 20 dias, para
entdo realizar-se a avaliacdo da taxa de mortalidade das larvas. A taxa de
mortalidade do inseto foi estimada utilizando a formula de Schneider-Orelli
(Schneider-Orelli, 1947): CM(%)= (T-C)/(100-C) x100; onde T (%) é a taxa de
mortalidade nas plantas GM e C (%) é a taxa de mortalidade em plantas de

algodao NT (controle negativo de bioensaio).

3.8 Avanco da progénie

Botdes florais antes da antese tiveram suas pétalas seladas com esmalte de
unha comercial, com a finalidade de impedir a fertilizacdo cruzada entre as plantas.
Este procedimento permite que as pétalas se unam sem qualquer dano a formacéo

dos frutos ou abertura dos capulhos.

3.8.1 Obtencéao da geragédo T1

Com o procedimento de selagem dos bot6es florais, foi possivel coletar
sementes da plantas TO que, futuramente, serdo submetidas a analise de PCR
para confirmar a presenca do gene cryl0Aa Mod e dar continuidade a

caraterizacéo dos individuos T1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Transformagéo de A. tumefaciens LBA4404

As coldnias que se desenvolveram no antibiotico de selecdo (canamicina),
apos a eletroporacdo, foram submetidas a PCR de colonia para verificacdo da
insercdo do vetor de interesse, utilizando o primer crylOativa (FIGURA 8). Foi
possivel obter um fragmento de 406 pb, indicando assim, que o vetor foi inserido nas
12 colbénias analisadas, as quais foram utilizadas para a transformacéo genética de

G. hirsutum.

IR e s e o B e G20 GBD G GED D GID e

Figura 8- PCR de colbnia utilizando primer para o gene cryl0Aa Mod. A amplificacédo
mostrou um fragmento de 406 pb. M, marcador molecular de 1 Kb; CP, controle positivo
(plasmideo GS57996-1 GS45270-Cryl0-bar.); CN, controle negativo; os nimeros de 01 a
12 correspondem as colbnias analisadas.

4.2. Transformacdo Genética de Embrides de Algodao

Dos 3.805 embrides da variedade BRS 372 transformados pela técnica de
agrolistica, 58 transformantes putativos foram selecionados pela acdo do herbicida
imazapyr e aclimatizados em casa de vegetacdo. Quanto a técnica de biobalistica,
foram bombardeados 1.369 embriGes, deste total, 81 plantulas apresentaram bom
desenvolvimento de raizes e folhas, além de resisténcia ao herbicida e foram
aclimatizadas para posterior caracterizagdo molecular. Em cada experimento de
transformacao foi possivel observar a agdo do herbicida imazapyr nas plantas que
ndo receberam o cassete de transformacdo, devido a inibicdo da enzima Aceto
Lactato Sintase (ALS). Esta enzima interrompe a sintese protéica, interferindo no

crescimento celular e causando amarelecimento dos meristemas, além de causar
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reducdo do sistema radicular, prejudicando a absorcdo de nutrientes (RODRIGUES;
ALMEIDA, 2005). As 139 plantas que mostraram resisténcia ao herbicida imazapyr,

conferido pelo gene ahas, passaram para as etapas seguintes de caracterizagao.

4.3 Integracao estavel do gene cryl0Aa Mod em plantas TO

Apés a aclimatacdo dos 139 eventos de transformacéo putativos em casa de
vegetacao, estes foram analisados por PCR, onde foi possivel observar a insercéo
do cassete de transformacéo no genoma de 12 plantas, por meio da amplificacao do
fragmento de 406 pb, correspondente ao gene cryl0Aa Mod (FIGURA 9). Como
esperado, nao foi detectado amplificacdo do fragmento na planta ndo transformada
(NT). Das 12 plantas PCR positivas, 5 sédo oriundas da técnica de agrolistica e 7 da
técnica de biobalistica, sendo assim, podemos observar uma taxa de eficiéncia de
transformacao de 0,13% no primeiro método e 0,5% no segundo.

Oliveira (2015) realizou o estudo de transformacéo genética de algoddao com
a variedade Coker 310, pelo método de agrolistica e relatou uma taxa de
transformacao de 0,62%. Diante disso, a taxa de eficiéncia no presente estudo pode
ser explicada pela diferente variedade das sementes utilizadas, pois o cocultivo com
A. tumefaciens requer regeneracdo via embriogénese somatica, restrita a poucas
cultivares como, por exemplo, a linhagem Coker (VIDAL e CARVALHO, 2002). Além
disso, o protocolo utilizado necessita ser otimizado para tornar-se mais eficiente por
se tratar de um método novo de introducdo de genes exdgenos.

O método biobalistico mostrou-se eficiente para a transformacdo da
variedade de algoddao BRS372, com uma alta taxa de transformagdo em
comparacao com outras técnicas, como a transformacao via tubo polinico, que foi de
aproximadamente 0,01% (OLIVEIRA et al., 2016). Adicionalmente, a taxa de
transformacao encontrada no presente estudo estd de acordo com a literatura, onde
foi descrito que a frequéncia média de transformacédo (numero total de plantas
transgénicas dividido pelo numero total de embrides bombardeados) é de 0,5 %,
podendo ocorrer variagbes, dependendo da cultivar (ARAGAO, et al., 2005).

Ribeiro et al. (2017) utilizando a mesma cultivar (BRS 372) obteve

igualmente uma taxa de transformacgéao de 0,5%.
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FIGURA 9- Analise de PCR de DNA gendmico da geracdo TO para detectar o gene
cryl0Aa Mod. A amplificagdo mostrou o fragmento de 406 pb. M, marcador molecular de 1
Kb; CP, controle positivo (plasmideo GS57996-1 GS45270-Cryl0-bar); NT, planta nao
transformada; os niUmeros correspondem as plantas TO que foram submetidas a PCR.

4.4 Andlise do numero de cépias: qPCR-2-8ACt

O numero de coOpias do cassete de expressdo do transgene crylOAa
Mod no genoma das plantas de algoddo GM foi determinado por gPCR, baseado
no método 2%4Ct, Deste modo, o DNA gendmico das plantas foi utilizado como
molde para amplificacdo por gPCR do gene ahas e do gene da ubiquitina (ubcl).
O numero de cépias do cassete de expressao foi calculado para as 12 plantas
GM T0, demonstrando haver uma cépia em todos os eventos de transformacéo,
independente do método de transformagdo utilizado, demonstrando, a
integracdo bem sucedida do cassete de expressdao no genoma das plantas
(TABELA 4). Barros e Guimardes (2011) utilizaram a técnica de gPCR para
guantificar o nimero de inser¢des de transgene em milho e observaram que 0s
clones gerados pela técnica de biobalistica apresentaram acima de quadro
insercdes do transgene, enquanto o0s eventos obtidos por transformacéo
mediada por A.tumefaciens apresentaram apenas uma cépia.

O presente estudo apresenta a vantagem dos putativos eventos
possuirem insercdo Unica do transgene, demonstrando um resultado desejavel,
pois sdo geneticamente estaveis e sdo os alvos primarios para a selecao de
eventos-elites (GADALETA et al., 2011).

Este método apresenta alta reprodutibilidade e sensibilidade, tornando-o
confiavel para determinacdo do numero de coOpias do transgene, levando em
consideracdo que a técnica de Southern Blot ndo é confiavel para determinar o
namero da copia do gene em rearranjo ou na integracdo de repeticoes em
tandem (YANG et al., 2012).
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Tabela 4- Nimero de copias do gene cryl0Aa Mod em plantas TO de algoddo GM, pelo
método qPCR-24ACt,

Plant ID gPCR-?2ACt ghas Namero de copias
gene estimado
02 0,865142148 1
12 1,256319999 1
33 1,030989186 1
50 0,982109278 1
55 0,889341455 1
130 0,924950186 1
144 0,955772494 1
146 0,989562179 1
150 1,004045406 1
176 1,271366539 1
181 1,322912115 1
183 0,881985857 1
NT -17,0866338 0

4.5 Quantificacdo da expressao da proteina Cryl0Aa Mod por ELISA

A deteccdo do nivel de expressdo da proteina Cryl0Aa Mod foi realizada
utilizando extrato de proteinas totais de botfes florais, pelo uso da técnica de
ELISA, o qual indicou diferentes niveis de toxina nas 12 plantas analisadas
(FIGURA 10). O ELISA revelou que as plantas GM expressam altos niveis de
toxina, variando de 18,26 a 27,29 ug/g de tecido fresco. Isto se deve ao
promotor GhPGFS1 utilizado na constru¢cdo do cassete de expressdo, o qual
apresenta altos niveis de expressdo em botédo floral, local onde o inseto causa
danos.

A expressdo da protoxina CrylOAa em plantas de algoddo GM, que deu
origem a toxina ativa, variou entre 3,1 e 13,9 ug/g de tecido fresco de botéo floral
(RIBEIRO et al.,2017). Os niveis de expressdo de CrylOAa ativa aqui
encontrados foram mais altos, que pode ser explicado pelo uso do promotor
GhPGFS1, ja que, no estudo anterior, a expressao do gene foi controlada pelo
promotor uceAl.7.
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Imunodeteccao da proteina Cryl0Aa Ativa em
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Figura 10- Imunodeteccdo de proteinas CrylO0Aa Mod em botdo floral nos diferentes
eventos de transformacdo de algoddo GM. O anticorpo primério utilizado foi o policlonal anti
Cryl0Aa. A quantidade total de proteina utilizada no ELISA indireto foi de 200ng por pogo. NT:
planta ndo transformada (controle negativo). Os nimeros indicam os eventos de transformacap
de algoddo GM TO.

4.6 Desafio de plantas de algodéo da geracdo TO ao bioensaio com A.

grandis

Os bioensaios foram realizados para avaliar a atividade da toxina Cryl0Aa
Mod contra A. grandis. A taxa de mortalidade das larvas, quando o ovo foi inoculado
no botéo floral, foi avaliada ao longo de 20 dias e foi observada uma variacdo de
43% a 100% em 5 plantas GM, em relacdo as plantas néo transformadas (FIGURA
11a). Quando as fémeas fecundadas de campo foram submetidas ao bioensaio, a
taxa de mortalidade das larvas variou de 28% a 100% (FIGURA 11b). Estes dados
evidenciam que a proteina CrylOAa Mod é toxica para Anthonomus grandis. A
planta GM de numero 55 apresentou maior taxa de mortalidade (100%) nos dois
bioensaios realizados correlacionando com o maior nivel de expressdo em botéao
floral, que foi aproximadamente 27ug/g de tecido fresco.

Os bioensaios apresentados no presente estudo foram realizados como

testes piloto para validar a atividade da proteina expressa nas plantas transgénicas
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contra o A. grandis. Outras repeticdes serdo realizadas para confirmar a taxa de
mortalidade apresentada e garantir reprodutibilidade dos dados.

Ribeiro et al. (2017) observou uma variacdo na taxa de mortalidade de larvas
A. grandis de 60% a 100% nas plantas analisadas que expressaram a protoxina
Cryl0Aa. Um bioensaio comparativo entre as duas proteinas, protoxina e toxina
ativa,foi realizado para observar as diferengas causadas no desenvolvimento do
inseto e o nimero de botdes florais abortados (FIGURA 12). Foi possivel observar
gue a toxina ativa, Cryl0Aa Mod, causou a mortalidade do inseto-praga antes deste
se tornar adulto, houve uma menor evidencia da praga no estagio pupal, maior
incidéncia no estagio larval e menor taxa de botdes abortados, se comparado a

protoxina.

Os cristais produzidos por Bt, ao serem ingeridos pelas larvas, sé&o
solubilizados no intestino médio e para serem ativadas, as protoxinas precisam ser
processadas pelas proteases intestinais da larva, perdendo a extremidade C-
terminal, restando a por¢do N-terminal como parte ativa, a qual configura o
fragmento toxico (MONNERAT & BRAVO, 2000). Como a toxina ativa ndo possui a
regido C-terminal presente na protoxina que |he deu origem, ndo é necessario a
clivagem da molécula, desencadeando um efeito entomotoxico mais rapido e,
consequentemente, causando a mortalidade do inseto em um estagio de
desenvolvimento mais precoce (estagio larval), se comparado a protoxina Cryl0Aa.

Os resultados encontrados evidenciam um promissor avanco no controle do
bicudo-do-algodoeiro, principalmente pelo fato da mortalidade ser atingida no inicio
do desenvolvimento do inseto, gerando menor taxa de abortamento de botdes florais

e, consequentemente, menores perdas causadas pela praga.
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Figura 11- Taxa de mortalidade de larvas de A. grandis em boté&o floral de algodao expressando a
toxina Cry10Aa Mod: (a) O grafico mostra a taxa de mortalidade de A. grandis corrigida (CM) quando o
ovo do inseto foi inoculado no botdo; (b) taxa de mortalidade do bicudo do algodoeiro quando as fémeas
fecundadas eram mantidas em contado com o bot&o floral para oviposicdo; (c) fémeas de campo
fecundadas em contato com o bot&o floral para realizar oviposicdo; (d) oviposicdo realizada no bot&o
floral pela fémea; (e) planta submetida ao bioensaio; (f) NT (wild type - planta ndo transformada), (g)
evento TO.
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Figura 12- Bioensaio comparativo entre protoxina e toxina ativa. O grafico mostra a
porcentagem de A. grandis nos diferentes estagios de desenvolvimento e porcentagem de
botBes florais abortados quando os ovos foram inoculados nas plantas que expressam a
toxina Cryl0Aa e a toxina Cry10Aa Mod.
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5. PERSPECTIVAS

A continuidade desse estudo inclui: (1) finalizacdo da caracterizacao
molecular dos eventos de transformacédo TO, T1 e T2 (niveis de mRNAs, niveis da
toxina nas folhas e botdo floral, insercdo no genoma da planta), (2) desafio dos
eventos de transformacé@o com insetos oriundos de dieta artificial e campo, em nivel

de casa de vegetacao (avaliagdo da mortalidade do inseto praga).

6. CONCLUSAO

Os dados aqui apresentados demonstram que ambas as metodologias,
transformacao por agrolistica e transformacéo por biobalistica, foram eficientes para
a variedade de algodao utilizada, como comprovado pela presenca do transgene
cryl0Aa Mod e pelo alto nivel de expressdo da proteina nos eventos de
transformacdo GM. Os niveis de mortalidade dos insetos obtidos nos bioensaios,
sob condicdo de casa de vegetacdo, sdo indicativos de que esses eventos poderédo
ser eficientes no controle do bicudo do algodoeiro no campo, 0 que contribuira para

0 avancgo no controle desse devastador inseto praga.
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