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Capitulo 1

Introducéao e Objetivos
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1 Introducéo

Na agricultura moderna, em que a monocultura é a norma, milhares de individuos da
mesma espécie convivem em grande proximidade fisica, 0 que constitui uma situacéo
ecologicamente instavel e que oferece uma arriscada oportunidade a invasdo das lavouras por
microrganismos patogénicos, plantas invasoras e insetos-praga. Com o objetivo de garantir 0s
altos niveis de producdo, mantendo as condicBes fitossanitarias das plantas cultivadas,
diferentes agroquimicos sdo aplicados contra os mais diversos tipos de pragas e doencgas que,
ainda hoje, destroem cerca de 33% de toda a producéo agricola. Metade deste valor se deve a
incidéncia de doencas fungicas. Entretanto, o uso de agroquimicos também resulta em
acréscimo de custos a producao, além de significantes problemas a salde e ao meio ambiente.
Estimativas apontam um crescimento em torno de 1.900% na quantidade de agroquimicos
liberados no ambiente nos Gltimos 50 anos (Hall, 1991; Logemann & Schell, 1993).

Esta claro que a prética agricola que inclui o emprego de agroquimicos ndo pode ser
sustentada se o preco deste sucesso for a destruicdo do meio ambiente e da salde dos
agricultores, além do encarecimento da propria pratica. No entanto, sdo reduzidas as
alternativas disponiveis para substituir a monocultura com o mesmo grau de produtividade a
curto prazo, mesmo que se mantenha a busca por modos ecoldgicos de controlar plantas
invasoras, insetos e microrganismos patogénicos.

A transformacgdo genética de plantas, associada aos programas convencionais de
melhoramento vegetal, tem comprovado tratar-se de uma importante ferramenta que pode
trazer contribuicbes significativas a agricultura sustentavel, por superar as barreiras de
isolamento genético entre espécies e possibilitar que a transferéncia de genes de interesse
ocorra de maneira mais ampla, entre individuos filogeneticamente afastados, como plantas e
fungos. Este esforco inclui, entre outros, a geracdo de cultivares tolerantes a herbicidas, a
descoberta de biopesticidas para o uso como agentes de controle bioldgico e a producao de
plantas livres de doencas, como plantas resistentes a insetos e a microrganismos patogénicos
(Herrera-Estrella & Chet, 1999).

Consideravel interesse tem sido dedicado as propriedades biopesticidas das enzimas
quitinoliticas, devido a capacidade de atuarem como agentes de defesa contra organismos
quitinosos, como fungos e insetos. A resisténcia conferida pelas quitinases em plantas
expressando estas enzimas é explicada por danos causados a estruturas vitais destes

organismos, como a membrana peritréfica ou a cuticula de insetos, e a parede celular de
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fungos patogénicos ou, ainda, por meio da liberacdo de compostos derivados destas estruturas
e que podem estimular mecanismos de defesa presentes no préoprio vegetal. Outra vantagem
da utilizacdo destas enzimas é o fato de que a quitina esta ausente em plantas, o que garante a
especificidade contra organismos invasores ou predadores. Além disto, alguns trabalhos
relatam a resisténcia de plantas expressando quitinases contra um amplo espectro de
patogenos (ver Secdes 2.2.2 Quitinases: acdo catalitica e classificacdo e 2.3 Plantas
transgénicas expressando quitinases).

Alguns trabalhos descrevem o aumento de resisténcia a Rhizoctonia solani em
diferentes espécies vegetais, quando estas plantas sdo transformadas com genes codificadores
de quitinases (ver Secdo 2.3 Plantas transgénicas expressando quitinases). Este
microrganismo € um basidiomiceto fitopatdgeno presente no solo e que provoca o
apodrecimento das raizes, a ferrugem nas plantulas e que produz lesbes com bordas
amareladas e centros marrom-escuros, denotando necrose nas folhas de plantas infectadas.
Este patogeno possui um amplo espectro de hospedeiros como tomate, tabaco, canola e
algoddo, além de monocotiledéneas como arroz e grama (Lorito et al., 1998; Patil et al., 2000;
Datta et al., 2001; Chai et al, 2002). Outra interessante caracteristica deste fungo é a sua ja
bem descrita sensibilidade as quitinases, especialmente aquelas derivadas de Trichoderma
harzianum (Samuels, 1996; Herrera-Estrella & Chet, 1999; Patil et al., 2000). Todas estas
evidéncias tornam R. solani um candidato bastante promissor para se testar o potencial
protetor de um novo gene codificador de quitinase.

Os genes codificadores de quitinases utilizados nos trabalhos de engenharia genética
tém origens bastante diversificadas como outras plantas, bactérias, insetos e fungos
filamentosos. Embora Metarhizium anisopliae seja amplamente utilizado no controle
bioldgico de insetos-praga e produza uma grande quantidade de quitinases cuja funcdo seria
permitir a penetracdo ativa das hifas na cuticula de artropodes, ndo existem relatos na
literatura sobre a utilizacdo deste fungo como fonte de genes para a transformacédo genética
vegetal com vistas a producédo de plantas transgénicas resistentes a fungos ou insetos.

Este trabalho teve por objetivo geral testar a capacidade de um gene codificador de
quitinase, isolado do fungo entomopatogénico e acaricida M. anisopliae, em conferir
resisténcia a doencas fungicas em Nicotiana tabacum. Foram objetivos especificos do
presente estudo:

1 Gerar plantas transgénicas de N. tabacum contendo o gene chitl de M. anisopliae e o
respectivo grupo de plantas-controle, sem o gene de interesse;
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2 Verificar o numero de copias do transgene no genoma das plantas transformadas e a
estabilidade da sua heranca na progénie destas;

3 Determinar os niveis de enzima recombinante CHIT42 presente nos tecidos foliares
das plantas transgénicas;

4 Testar os niveis de atividade catalitica especifica da enzima recombinante contra
diversos substratos sintéticos;

5 Desafiar as plantas transgénicas da geracdo parental e da progénie com o fitopatdgeno

R. solani, avaliando suas resisténcias e/ou suscetibilidades a infeccao.




Capitulo 2

Revisao Bibliografica
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2 Revisao Bibliografica
2.1 A Transformacdo genética vegetal mediada por Agrobacterium tumefaciens

A transformagdo genética por Agrobacterium tumefaciens, que na natureza causa
crescimentos celulares neoplasicos em tecidos vegetais, resulta da transferéncia de um
fragmento especifico de DNA (chamado de DNA de transferéncia ou T-DNA) do plasmideo
bacteriano indutor de tumor (Ti) a célula hospedeira, seguida pela sua integracdo no genoma
da célula vegetal e pela expressao dos genes introduzidos na mesma (Gelvin, 2000; Tzfira &
Citovsky, 2002).

O processo de transformacdo genética vegetal mediada por agrobactérias pode ser
considerado em sete etapas distintas, conforme apresentadas na Figura 1. A maioria destas
etapas ndo requer apenas proteinas bacterianas, mas também fatores protéicos especificos do
hospedeiro. S&o elas (i) o reconhecimento entre as células de Agrobacterium e as células
vegetais, (ii) a formacéo da fita-T e (iii) seu empacotamento, (iv) seu transporte intercelular,
(v) sua introdugdo no nucleo da célula hospedeira, (vi) a integragdo e (vii) expressdo dos
genes integrados (Tzfira & Citovsky, 2002).

O T-DNA é um fragmento de DNA localizado no plasmideo Ti e delimitado por duas
sequéncias repetidas de 25 pares de base, denominadas bordas direita e esquerda. No T-DNA
existem genes que, ao serem integrados no genoma da célula vegetal, sintetizam enzimas
envolvidas na biossintese de aminoacidos modificados ou opinas, utilizados pelas
agrobacterias como fonte nutricional e sinaliza¢do para conjugacéo bacteriana, e um segundo
grupo de genes codificadores de enzimas que sintetizam reguladores de crescimento vegetal
(auxinas e/ou citocininas). Estes compostos induzem a proliferacdo celular, o que gerara um
tumor, fendtipo este conhecido como galha-da-coroa ou coroa-da-galha nos processos
desencadeados pela infeccdo por A. tumefaciens em vegetais hospedeiros. Nos plasmidios Ti
existe, além dos grupos de genes citados, uma série de outros genes responsaveis pela
viruléncia (genes vir) das agrobactérias. Versdes destes genes estdo presentes, também, no
DNA gendmico da bactéria, denominados de genes hvr (Zambryski, 1992; Tzfira & Citovsky,
2002).
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Na primeira etapa da infeccdo, ocorre a inducdo do complexo protéico composto pelas
proteinas Vir, ativadas por sinais como acetoseringona, um composto fendlico liberado por
tecidos vegetais lesionados. As proteinas VirD1 e VirD2 clivam as bordas do T-DNA na
mesma fita, resultando em uma molécula fita-simples de T-DNA (também chamada de fita-T)
gue, juntamente com outras proteinas Vir, é exportada para o citoplasma da célula vegetal por
meio de um canal formado por VirD4 e VirB. A fita-T com uma molécula de VirD2
covalentemente ligada a sua extremidade 5 -fosfato e coberta por muitas moléculas de VirE2,
forma o complexo de transporte do T-DNA. Este complexo €, entdo, transportado para o
interior do nucleo da célula vegetal com o auxilio de VirD2 e VirE2, que facilitam, também,
direta ou indiretamente, a subseqiiente integracdo da fita-T no genoma da célula hospedeira
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(Gelvin, 2000; Tzfira & Citovsky, 2002; Zupan et al., 2000). A integracdo ocorre por
recombinacéo ilegitima e, de acordo com este modelo, ocorre o0 pareamento de poucas bases
em um processo conhecido como micro-homologias, na etapa de pré-anelamento entre a fita-
T e 0 genoma vegetal. Como tais homologias sdo muito baixas, estas conferem apenas
especificidade minima ao processo de recombinacgdo (de la Riva et al., 1998).

Para se fazer uso da maquinaria das agrobactérias para a transformacéo de plantas, no
entanto, faz-se necessario tornar estas bactérias incapazes de produzir os sintomas
patolégicos. De acordo com Hooykaas & Mozo (1994), as principais estratégias utilizadas
consistem em:

- Desarma-las, ou seja, eliminar do T-DNA os genes codificadores de enzimas
sintetizadoras de reguladores de crescimento vegetal e de opinas;

- Transferir o T-DNA do plasmideo Ti para um segundo plasmideo (plasmideo
binéario) facilitando, assim, a manipulacdo dos genes. Isto se faz necessario porque o
plasmideo Ti é muito grande (mais de 100.000 nucleotideos) e de baixo nimero de copias;

- Ligar no T-DNA um gene de interesse mantendo as bordas comuns aos T-DNAs das
agrobactérias selvagens.

Entre as possiveis novas qualidades passiveis de transferéncia aos genomas vegetais,
com a utilizacdo da transformacédo genética de células vegetais por Agrobacterium, estd a
resisténcia a fungos fitopatogénicos. O grande potencial a ser explorado neste sentido seria a
introdugdo, em plantas suscetiveis, de genes provenientes de fungos (ou outras fontes)
produtores de enzimas com alguma acéo inibidora/destruidora de componentes estruturais dos
organismos invasores. Um exemplo de um gene como este é chitl de Metarhizium anisopliae,
um fungo entomopatogénico e acaricida capaz de secretar diversos tipos de enzimas
hidroliticas, como as quitinases, que atacam a quitina presente em muitas pragas, como

insetos, acaros e fungos.

2.2 Fungos filamentosos como fonte de genes para a transformacao genética vegetal
2.2.1 Metarhizium anisopliae e o controle biologico

O fungo filamentoso deuteromiceto Metarhizium anisopliae, descrito pela primeira
vez em 1879 pelo patologista russo llya Metchnikoff, possui um amplo espectro de
hospedeiros, sendo capaz de infectar mais de 300 espécies de artropodes (Ferron, 1981). No
Brasil, é utilizado em cerca de 60% das plantagdes de cana-de-aclicar no nordeste para o

controle da Mahanarva posticata (cigarrinha da cana-de-agUcar), além de apresentar um
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enorme potencial para a utilizacdo em insetos-praga nas culturas de arroz, soja e alface (Lopes
et al., 2000). Este fungo tem, também, alto potencial de emprego no controle de vetores de
doencas humanas como triatomideos (Messias, 1998, Juarez et al., 2000) e Glossina sp
(moscas tse-tsé, Kaaya & Munyinyi, 1995). Ndo obstante, alguns trabalhos descrevem o
emprego deste fungo no controle de larvas de Musca domestica (mosca, Renn et al., 1999),
Blatella germanica (barata germanica, Kaakeh et al., 1996), Vespula vulgaris (vespa, Harris et
al., 2000), Drosophila melanogaster (mosca-da-fruta, Lezama-Gutierrez et al., 2000) e
Boophilus microplus (carrapato, Kaaya et al., 1996; Rand et al., 1989; Frazzon et al., 2000).

Entretanto, para ser bem sucedido no processo de infec¢do, o fungo deve transpor a
primeira barreira a invasdo, a cuticula do hospedeiro, de estrutura bastante complexa. O
tegumento dos insetos € composto por trés camadas principais: a cuticula externa, a camada
celular ou epiderme e a membrana basal. A cuticula é constituida de duas camadas: a
epicuticula e a pré-cuticula, as quais sdo consideradas a principal protecéo do inseto ao ataque
de microrganismos. A epicuticula € uma camada externa e fina, composta por proteinas,
lipideos, acidos graxos e esterdis. A pro-cuticula constitui a maior parte da cuticula e contém
fibras de quitina embebidas em uma matriz protéica associada a lipideos e quinonas (Clarkson
& Chanrley, 1996).

Para superar essas barreiras fisicas e iniciar o processo de infeccdo propriamente dito,
os fungos entomopatogénicos que penetram ativamente via tegumento possuem a capacidade
de produzir uma variedade de enzimas hidroliticas como quitinases, proteases e lipases, que
viabilizam a ruptura da cuticula e a subsequente invasdo do hospedeiro. Uma vez encontradas
condicgdes favoraveis de umidade, temperatura, pH, oxigénio e nutrientes, o esporo, unidade
infectiva do fungo, germina sobre o inseto, produzindo um tubo germinativo. Na extremidade
deste tubo h& uma dilatac&o e diferenciacdo da hifa em uma estrutura denominada apressorio.
A penetracdo da cuticula ocorre por meio da combinacdo da pressao mecéanica exercida pelo
apressorio e pela acdo das enzimas hidroliticas (St Leger et al, 1986a, 1986b). O processo de
infeccdo dos hospedeiros por esporos de M. anisopliae esté ilustrado na Figura 2.

Apo6s a penetracdo através da cuticula do hospedeiro, tem inicio o processo de
colonizacdo. As hifas que atravessam a cuticula do hospedeiro ramificam-se, liberando
toxinas e metabolitos secundarios que determinam a morte do hospedeiro. Uma destas classes
de compostos toxicos sdo as destruxinas (DTX), ciclodipepsipeptideos com atividade

inseticida. Os sintomas causados nos insetos sdo a paralisia, a perda da sensibilidade e a




Dissertacdo de Mestrado Marcelo Fernando Kern 15

incapacidade de coordenacdo dos movimentos, uma vez que as DTXs provocam a

despolarizacéo dos canais de Ca®* (Bradfisch & Harmer, 1990, Dumas et al., 1996).

Esporo Germinagio
Diferenciagéo

. : - L [ te! el S s o P Tl

”.33,
CHIT60, CHIT42.

Pré-cuticula Lipases?

! R,
gl m

Epiderme

Figura 2. O processo de infeccdo de artrépodes mediado por M. anisopliae. Sob
condicbes favoraveis, os esporos do fungo germinam na superficie da cuticula do
hospedeiro, liberando uma série de proteases, quitinases e lipases que agem em
componentes estruturais da pro- e da epicuticula, produzindo nutrientes que permitirdo a
continuidade do processo de infeccdo do artropode. A imagem representa um corte
transversal da carapaca do carrapato bovino B. microplus, visualizada por coloragao
verde-luz e acido periodico de Schiff (PAS). (Imagem gentilmente cedida pelo Dr. A.
Schrank, Centro de Biotecnologia, UFRGS).

Com a morte do hospedeiro, as hifas de M. anisopliae desenvolvem-se invadindo
diversos 6rgdos internos e, com o esgotamento de nutrientes, estas emergem para a superficie
formando um micélio que cobre o tegumento, resultando na mumificacdo do hospedeiro. Sob
condi¢cdes ambientais favoraveis, ha a producdo assexuada de esporos de coloracdo verde-
oliva, que poderdo ser disseminados por vento, chuva e umidade, para infectar outros
hospedeiros (Alves, 1998).

2.2.2 Quitinases:acdo catalitica e classificacéo

A quitina ¢ um dos polimeros mais abundantes da natureza. E constituinte do
exoesqueleto de artrépodes e de conchas de moluscos, e compde a parede celular de fungos e
algumas algas. A elucidacdo da estrutura quimica da quitina demonstrou que este
polissacarideo € um polimero ndo ramificado de N-acetil-D-glicosaminas (NAcGIcs) unidas

por ligagdes do tipo 3-(1,4), conforme ilustrado na Figura 3 (Flach et al., 1992).
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Figura 3. A estrutura quimica da molécula de quitina. A seta indica uma unidade
monomérica de N-acetil-D-glicosamina (NAcGIc). (Imagem gentilmente cedida pelo Dr.
A. Schrank, Centro de Biotecnologia, UFRGS).

Andlises por difracdo de raios X revelaram que existem diferentes associagdes
intercadeia das moléculas de quitina estabilizadas por pontes de hidrogénio, resultando em
trés formas: a-quitina, B-quitina e y-quitina. A primeira delas consiste de cadeias antiparalelas
de poli-NAcGlc, a forma 3 se caracteriza pela presenca de duas cadeias paralelas e a forma y
apresenta duas cadeias paralelas e uma anti-paralela. A distribuicdo destas cadeias também é
variavel, pois enquanto a a-quitina é encontrada na parede celular de fungos, as outras duas
formas s@o encontradas em organismos aquaticos e na membrana peritréfica de insetos (Patil
et al., 2000).

As quitinases, ou enzimas quitinoliticas (EC 3.2.1.14), estdo incluidas em uma classe
de enzimas do grupo das glicosil-hidrolases, capazes de promover a clivagem das ligagdes [3-
(1,4) existentes entre os mondémeros de NAcGIc, produzindo oligdmeros, multimeros e
mondmeros de NAcGIc (Flach et al., 1992).

Embora as quitinases sejam classificadas sob um unico numero de acordo com a
International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUB-MB), este sistema ndo
reflete a diversidade dos mecanismos de acdo destas enzimas, com a liberacdo de produtos
distintos, tampouco a relagdo evolutiva existente entre si (Henrissat, 1999).

Baseando-se na natureza dos produtos liberados pela hidrolise do substrato, as
quitinases  foram  agrupadas em  exoquitinases, endoquitinases ou  [-1,4-N-
acetilglicosaminidases. As exoquitinases removem moléculas de diacetilquitobiose (dimeros
de NAcGIc), onde nenhum monossacarideo ou oligossacarideo é formado. As endoquitinases

clivam a molécula de quitina em pontos internos aleatérios, produzindo multimeros de
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NAcGIlc. As B-1,4-N-acetilglicosaminidases liberam sempre mondmeros de NAcGlc como
produto final (Sahai & Manocha, 1993; Warren, 1996; Patil, 2000).

O sistema de classificacdo das enzimas quitinoliticas baseado na similaridade de
sequéncias de residuos de aminoacidos do dominio catalitico as divide entre as familias 18 e
19 das glicosil-hidrolases. A familia 18 é a maior delas, com cerca de 180 membros
distribuidos entre bactérias, virus e eucariotos como artropodes, protozoarios, plantas,
nematodeos, humanos e fungos. Por outro lado, a familia 19 é composta em quase sua
totalidade por quitinases vegetais, com alguns poucos representantes de Streptomyces griseus,
Haemophilus influenzae e Caenohabditis elegans. Uma vantagem deste critério de
classificacdo é que a conservagdo de seqliéncia representa um indicativo das similaridades
estruturais e caracteristicas das etapas intermediarias de clivagem das ligacdes glicosidicas
(Henrissat, 1999).

Estruturalmente, as quitinases da familia 18 possuem um residuo de acido glutamico
na posicdo 171, essencial ao mecanismo catalitico, enquanto nas quitinases pertencentes a
familia 19, os residuos de acido glutdmico importantes para 0 mecanismo de acdo da enzima
estdo localizados nas posicdes 67 e 89. As quitinases integrantes da familia 18 possuem uma
estrutura em barril, formado por oito folhas B inclinadas em direcdo ao interior do mesmo,
com um igual nimero de a-hélices formando um arcabougo em forma de anel externo. As
quitinases da familia 19 exibem um motivo contendo 10 a-hélices e trés folhas  (Robertus &
Monzingo, 1999).

2.2.3 Quitinases de M. anisopliae: genes e enzimas

Em fungos, as quitinases estdo envolvidas tanto na utilizagdo da quitina como
nutriente, como na sua modificacdo estrutural na sintese da parede celular, a liberacdo de
esporos ao ambiente, a diferenciacao e a morfogénese das hifas (Gooday et al., 1992).

A participacdo destas enzimas no entomoparasitismo ainda ndo estd completamente
elucidada, pois uma linhagem mutante do fungo Verticillium lecanii manteve-se capaz de
infectar afideos, mesmo sendo deficiente na producdo de enzimas quitinoliticas (Jackson et
al., 1985). No entanto, tendéncias mais recentes apontam o sinergismo entre as varias classes
de hidrolases secretadas no momento da penetracdo da cuticula como sendo crucial a
eficiéncia do processo, estabelecendo-se um sinergismo entre estas enzimas, visando a

invaséo do hospedeiro (St Leger & Joshi, 1997).
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As quitinases ja descritas incluem uma endoquitinase de 33 kDa e uma N-
acetilglicosaminidase de 110 kDa (St Leger et al., 1991), bem como outras endoquitinases de
45 e 43,5 kDa (St Leger et al., 1995) e uma endo e exoquitinase identificada por CHIT30
(Pinto et al., 1997). Na Tabela 1 estdo resumidas as informagfes pertinentes as quitinases
conhecidas de M. anisopliae.

Tabela 1. Quitinases de M. anisopliae e suas principais propriedades bioquimicas

Massa

Quitinase  molecular  MecaNIsmo de Especificidade Referéncia
acéo
(kDa)
CHIT30 30 Endo/exo Quitobiose, quitotetraose Pinto et al.,
1997
CHIT33 33 Endo Quitotetraose, quitosana, St Leger et al.,
quitina cristalina, quitina
coloidal 1991
CHIT42 42 Endo Quitobiose, quitotetraose ~ Baratto, 2001
CHIT43,5e 435,45 Endo Glicol quitina St Leger et al.,
CHIT45 1996
CHIT60 60 Endo/exo Quitina coloidal, quitina Kang et al.,
cristalina, p-NP-NAcGIc* 1998
CHIT110 110 Glicosaminidases  Quitobiose, quitotriose, St Leger et al.,
quitotetraose 1991

* p-NP-NAcGIc: substrato sintético p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosamina

Apenas dois genes codificadores de quitinases de M. anisopliae foram isolados e
caracterizados até 0 momento. O gene chill foi isolado por Kang et al. (1998) e estes autores
demonstraram que a proteina codificada (CHIT58) apresenta 522 residuos de aminoacidos,
com uma massa molecular de 58 kDa que Ihe confere 0 nome, o que a torna bastante diferente
das demais quitinases de M. anisopliae descritas até entdo. No entanto, o primeiro dos genes
codificador de quitinases de M. anisopliae a ser caracterizado foi o gene chitl, que codifica
uma quitinase de 423 residuos de aminoacidos (CHIT42). A enzima possui quatro sitios
potenciais de glicosilacdo e um peptideo-sinal composto pelos primeiros 35 residuos de
amino&cidos na por¢do N-terminal, com a massa molecular da enzima madura calculada em

torno de 42 kDa. A transcri¢do deste gene é altamente induzida quando quitina é adicionada
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ao meio de cultivo. Esta enzima mostrou-se diferente das demais envolvidas na hidrolise da
quitina (Bogo et al., 1998).

A endoquitinase CHIT42 apresenta uma regido entre as posicdes 166 e 174, com o
residuo de acido glutdmico na posi¢do 172, essencial ao mecanismo catalitico dos membros
da familia 18 das glicosil-hidrolases. A estrutura tri-dimensional em forma de diagrama de
fitas esté representada na Figura 4, com destaque para a conformacéo de barril formada por o-

hélices e folhas 3 no centro do modelo.

Figura 4. Estrutura tri-
dimensional da
endoquitinase CHIT42
de M. anisopliae em
diagrama de fitas. As a-
hélices estdo representadas
em cor magenta e as
folhas B em amarelo. No
centro da enzima estd o
barril o/p, caracteristico
das quitinases da familia
18 das glicosil-hidrolases.
(Imagem gentilmente
cedida pelo Dr. A
Schrank, Centro  de
Biotecnologia, UFRGS).

2.3 Plantas transgénicas expressando quitinases

A expressdo de quitinases em tecidos vegetais nos momentos e nas quantidades
adequados é capaz de produzir uma reducdo significativa dos sintomas de doencas fungicas,
levando, inclusive, a uma resisténcia completa em plantas transformadas geneticamente.
Muitos trabalhos comprovam a capacidade antimicética (e mesmo inseticida) desta classe de
enzimas, sendo constatadas, ainda, a estabilidade de heranca destes fenotipos e a resisténcia a
um amplo espectro de patégenos em alguns casos. Exemplos de trabalhos onde foram

descritas tais propriedades de vegetais transgénicos estao apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1. Exemplos de plantas transgénicas expressando genes codificadores de
quitinases e a resisténcia das mesmas a diferentes fungos fitopatogénicos ou a insetos.

Planta Transgene(s) Patogeno(s) e Inseto(s) | Referéncia
Nicotiana tabacum . o Zhu et al.,
rchl (quitinase de arroz) | Cercospora nicotianae
(tabaco, fumo) 1994
Cylindrosporium
_ Gene quimérico de duas concentricum _
Brassica napus doquiti (teb Grison et al.,
endoquitinases (tabaco + ;
(canola) Phoma lingam 1996
tomate)
Sclerotinia sclerotiorum
cDNA de uma quitinase de| Oryzaephilis mercator
_ _ 3 Wang et al.,
N. tabacum Manduca sexta(cigarrinha ] (besouro-dos-graos-do- 1999
da cana-de-acucar) mercador)
chil do fungo Rhizopus | Sclerotinia sclerotiorum | Terakawa et
N. tabacum oligosporus e Botrytis cinerea al., 1997
cDNA de uma quitinase de| M. sexta e Heliothis Ding et al.,
N. tabacum M. sexta virescens 1998
| chit42 (quitinase do fungo ) ) Lorito et al.,
Solanum _ _ Alternaria solani
tuberosum (batata) | Trichoderma harzianum) 1998
_ Alternaria alternata
chit42 e ThEn-42 _
- Lorito et al.,
N. tabacum (quitinases do fungo T. B. cinerea 1998
harzianum)
Rhizoctonia solani
Dendranthema Takatsu et al.,

grandiflorum
(criséntemo)

rcc2 (quitinase de arroz)

B. cinerea

1999

Lycopersicon
esculentum
(tomate)

pcht28 (endoquitinase de

Lycopersicon chilense)

Verticillium dahliae

Tabaeizadeh et
al., 1999
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Planta Gene Patdgeno(s) Referéncia
Transgénica
. ) Datta et al.,
Oryza sativa rc-7 (PR-3 de arroz) R. solani
(arroz) 2001
Endoquitinase ech42 e
: - o ) Bolar et al.,
Malus x domestica | exoquitinase nag70de T. | Venturia inaequalis
(maca) ) 2001
harzianum
Erysiphe graminis f. sp,
. : N y p -g o P Oldach et al.,
Triticum aestivum | quitinase de cevada (PR) tritici e Puccinia
(trigo) _ o 2001
recondita f. sp, tritici
Brassica oleracea | chit42 (quitinase do fungo ) o Mora & Earle,
var italica . Alternaria brassicicola
L T. harzianum) 2001
(brocolis)
. _ o Rohini & Rao,
Arachis hypogaea chi (PR de tabaco) Cercospora arachidicola
(amendoim) 2001
Cucumis sativus o ) Kishimoto et
) rcc2 (quitinase de arroz) B. cinerea
(pepino) al., 2002
Agrostis palustris | hs2 (quitinase de Ulmus _ Chai et al.,
) ] R. solani
(grama) americana, uma arbdrea) 2002
endoquitinase e Gongora &
L. esculentum chitobiosidase de ND* Broadway,
Streptomyces albiflavus 2002

*ND: ndo determinado

Com o objetivo de conferir a resisténcia a fungos, os genes para a transformacao

genética de plantas podem ser divididos em dois grupos:

1) genes provenientes de microrganismos, como bactérias e fungos filamentosos,

sobretudo do fungo T. harzianum;

2) genes codificadores de proteinas relacionadas a patogénese, isolados de plantas como

Oryza sativa (arroz) e Nicotiana tabacum (tabaco);
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Muitos microrganismos tém sido alvo da busca de genes de interesse para a
transformacdo genética de plantas, sobretudo fungos filamentosos do género Trichoderma,
gue possui inimeras enzimas com propriedades antimicrobianas (Lorito et al., 1993; 1994;
1996). Alguns dos genes codificadores destas quitinases possuem atividade antifingica
descrita em plantas transgénicas. Lorito et al. (1998) analisaram o potencial antifungico de
dois genes codificadores de endoquitinases de T. harzianum em batata e tabaco, tendo
verificado grande eficiéncia das enzimas em ambos os sistemas. Em comparacdo as plantas
controle, as plantas transformadas com estes genes separadamente demonstraram sintomas
menos severos das doencas associadas aos patdgenos, como uma discreta clorose, isto €, areas
necrosadas restritas as regides proximas ao ponto de inoculacdo do fungo, e uma menor
guantidade de esporos nas lesdes, além da permanéncia destas caracteristicas mesmo depois
de um longo periodo de infec¢do. Em trabalhos com macieiras expressando genes de endo e
exoquitinase separadamente, foi verificada uma correlagdo fortemente positiva entre os niveis
de expressdo da enzima recombinante e o numero de lesdes com esporos, porcentagem da
area foliar atacada e numero de conidios recuperados de uma mistura de cinco isolados de
Venturia inaequalis, embora estes fendtipos fossem mais intensos em plantas expressando a
endoquitinase (Bolar et al, 2000; Bolar et al., 2001). Quando as plantas foram transformadas
com ambos 0s genes simultaneamente, houve aumento destas tendéncias, fornecendo um
importante sinergismo da eficiéncia destas enzimas (Bolar et al., 2001).

No segundo grupo de genes utilizados para a introdu¢do em tecidos vegetais estd uma
classe de enzimas cuja expressdo é intensamente induzida quando as plantas sdo infectadas por
fungos ou tratadas com extratos de parede celular destes fitopatogenos. Esta classe de enzimas
¢ induzida, ainda, ao se produzir leses mecanicas em 6rgdos dos vegetais. As enzimas desta
classe sdao denominadas de proteinas relacionadas a patogénese (PRs, do inglés, pathogenesis-
related proteins) e incluem as quitinases vegetais como principal integrante, estando
amplamente distribuidas em uma grande variedade de espécies (Gooday, 1995). Terakawa et
al. (1997) geraram plantas com reduzida suscetibilidade aos patdgenos Sclerotinia
sclerotiorum e Botrytis cinerea com a introducédo de um gene codificador de uma quitinase do
fungo Rhizopus oligosporus em plantas de tabaco. Resultados semelhantes foram descritos por
Lorito et al. (1998).

Devido a potencial atividade antifangica, muitos trabalhos relatam a utilizacdo de
genes de quitinases como forma de aumentar a resisténcia das plantas ao ataque por

patdgenos. Kishimoto et al. (2002), por exemplo, transformaram plantas de pepino com o
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gene de uma quitinase de arroz, obtendo plantas capazes de impedir a penetragdo e o
desenvolvimento de hifas invasoras de B. cinerea, embora nenhuma reducéo na viabilidade ou
germinacdo de esporos deste fungo tenha sido detectada. Uma graminea, Agrostis palustris,
expressando uma quitinase da arbdrea Ulmus americana, demonstrou auséncia total de
sintomas da doenca provocada pelo patégeno Rhizoctonia solani por um periodo superior a
sete dias apos a inoculacdo do fungo no solo (Chai et al., 2002). Plantas de crisantemo e de
amendoim expressando um gene de quitinase de tabaco foram também obtidas. Ao serem
inoculadas com Cercospora arachidicola, um importante patdégeno da cultura do amendoim,
as plantas transgénicas nao desenvolveram os sintomas tipicos da doenca, tais como lesGes
circulares de coloracdo amarelo-escuro nas folhas (Rohini & Rao, 2001). Em crisantemo,
plantas expressando a quitinase de tabaco também mostraram uma significante reducdo da
area foliar afetada por lesdes enegrecidas, provocadas pelo patdgeno B. cinerea (Takatsu et
al., 1999). Um outro exemplo deste grupo de vegetais transgénicos inclui a expressdo
constitutiva da PR-3 de arroz nesta mesma planta, permitindo que as plantas produzidas
apresentassem uma reducdo do numero e da area de lesdes provocadas por R. solani (Datta et
al., 2001). Finalmente, em um outro trabalho, plantas de Lycopersicon esculentum (tomate)
transformadas com o gene codificador de uma endoquitinase de L. chilense mostraram-se
resistentes a infeccdo provocada pelo fungo Verticillium dahliae, com diminuicdo dos danos
ao sistema vascular e da area foliar sintomatica (Tabaeizadeh et al., 1999).

Alguns trabalhos descrevem, ainda, a obtencdo de resisténcia a mais de um patégeno
simultaneamente, por meio da transformacdo genética de plantas com apenas um gene. Como
exemplos, podemos citar a resisténcia obtida em plantas de Brassica napus (canola),
portadoras de um gene quimérico das quitinases de feijdo e de tomate, frente aos patdgenos
Cylindrosporium concentricum, Phoma lingam e Sclerotinia sclerotium (Grison et al., 1996).
Oldach et al. (2001) obtiveram plantas de trigo expressando uma quitinase de Hordeum
vulgare (cevada), que mostrou-se eficiente em deter o avango de doencas provocadas pelos
fungos Sclerotinia sclerotiorum e B. cinerea, com significativa reducdo da germinacdo dos
esporos destes fungos sobre as folhas das plantas transgénicas.

Além de conferir a vantagem adaptativa da resisténcia a doencas causadas por fungos,
genes de quitinases também podem conferir um carater toxico a insetos, 0 que reduziria a
predacdo das plantas por estes animais. Até 0 momento, genes com esta propriedade tém
como origem os proprios insetos, estando envolvidos em processos de ecdise nestes animais.

Durante este periodo, existe a expressdo de quitinases endogenas do inseto, afim de permitir
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uma hidrolise parcial da quitina presente na membrana peritréfica do intestino e, também, do
exoesqueleto (Flach et al., 1992). Entretanto, a expressdo destas enzimas é regulada por
horménios produzidos durante a ecdise, de sintese restrita a um periodo relativamente curto
no estadio larval (Fukamizo & Kramer, 1987). Se o inseto for exposto a esta classe de
enzimas fora deste periodo, as estruturas contendo quitina, especialmente a membrana
peritrofica, podem ser danificadas, levando a uma inibi¢cdo do crescimento e a morte. Deste
modo, o controle de insetos-praga também pode ter como alvo o metabolismo de quitina
nestes animais (Wang et al., 1999).

A expressdo de quitinases de insetos em plantas transgénicas de tabaco tem se
mostrado letal a larvas, atingindo indices de 100% de mortalidade em besouros da espécie
Oryzaephilis mercator quando alimentados com uma dieta contendo uma quitinase de
Manduca sexta (Wang et al., 1999). Em um outro trabalho, plantas de tabaco expressando
uma quitinase de M. sexta foram testadas com respeito a uma possivel inibicdo do
crescimento das larvas e reducdo da area foliar danificada por insetos herbivoros. Em
experimentos com Heliothis virescens, houve significativos efeitos de retardo do
desenvolvimento das larvas e diminuicdo da area foliar danificada. Resultados diferentes
foram obtidos quando larvas de M. sexta foram utilizadas, ndo sendo observadas quaisquer
destas tendéncias ao empregar-se somente as folhas de plantas expressando altos niveis da
quitinase recombinante como fonte de alimento. Todavia, pulverizando-se estas folhas com
uma dose sub-letal da toxina de Bacillus thuringiensis, a tendéncia de redugdo de danos
foliares e de diminuicdo do crescimento das larvas reapareceu de maneira mais intensa do que
em plantas tratadas somente com a toxina bacteriana, indicando um sinergismo entre esta
ultima e a quitinase introduzida nas plantas (Ding et al., 1998).

Em uma comparagdo do carater inseticida das quitinases provenientes das bactérias
Serratia marcescens e Steptomyces griseus, da cigarrinha M. sexta e da cevada, estas
proteinas foram separadamente incluidas na dieta de larvas de besouros. Somente a quitinase
do inseto foi capaz de reduzir o crescimento e elevar os indices de mortalidade das larvas
(Ding et al., 1998). De fato, ndo existem relatos de plantas transgénicas com resisténcia a
insetos por meio da expressdo de quitinases de outras origens.

Embora a introducdo de quitinases em plantas confira ao hospedeiro a vantagem
adaptativa de se tornar resistente a um determinando patdégeno ou inseto, alguns efeitos
adversos da expresséo destas enzimas tém sido relatados. Em plantas de magé transformadas

com o gene de uma endoquitinase de T. harzianum, por exemplo, uma correlagdo negativa
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entre o nivel de expressdo da enzima e o crescimento das plantas foi constatada tanto em
individuos portadores deste transgene exclusivamente, como em individuos expressando este
transgene em combinacdo com uma exoquitinase. No entanto, 0 mecanismo desta inibi¢do do
crescimento desencadeada pelo transgene ainda permanece desconhecido (Bolar et al., 2000;
2001). Em plantas transgénicas de tomate, expressando uma quitinase e uma quitobiosidase
de Streptomyces albidoflavus, foi verificada uma correlagdo positiva entre os niveis de
atividade quitinolitica nos tecidos vegetais e a ocorréncia de floracdo prematura, seguida do
aumento no numero de flores e frutos nestas plantas, além de uma correlacdo negativa com o
peso vegetal (Gongora & Broadway, 2002). Em plantas transgénicas de amendoim
expressando uma quitinase de tabaco, foi também observado atraso no crescimento, embora
estes vegetais permanecessem saudaveis e mantivessem a fertilidade, florescendo e
produzindo sementes como as plantas selvagens (Rohini & Rao, 2001). Cabe ainda ressaltar
que a interacdo prejudicial de genes codificadores de quitinases com o vigor das plantas
transgénicas foi observada em apenas poucos exemplos, sendo que em plantas de tabaco
transformadas com um gene equivalente, nenhum efeito adverso sobre o crescimento,
desenvolvimento e fertilidade dos individuos transgénicos foi detectado (Lorito et al., 1998).
Mesmo com a eficiéncia das quitinases em proteger plantas do ataque de patégenos e
insetos, nem todos os casos tem sido bem sucedidos. Quando uma quitinase de tabaco foi
inserida em plantas de Nicotiana sylvestris, as plantas transgénicas permaneceram sensiveis
ao fungo Cercospora nicotinae, mostrando niveis de infeccdo idénticos aos das plantas
selvagens (Neuhaus et al., 1991). Outro caso muito semelhante a este € o de plantas de
brocolis expressando uma quitinase de T. harzianum, em que estas permaneceram sensiveis

ao fungo S. sclerotiorum (Mora & Earle, 2001).
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Abstract

Plant resistance to pathogenic fungi was improved in transgenic tobacco by employment of a
novel chitinase gene from the biocontrol fungus Metarhizium anisopliae. The chitl gene,
encoding the chitinase CHIT42 (EC 3.2.1.14), was placed under the control of the CaMV 35S
promoter and the resulting construct was transferred to tobacco. Seventeen kanamycin-
resistant transgenic lines were recovered and the presence of the transgene was confirmed
through PCR analysis and Southern blot hybridisation. The number of chitl copies was
determined to be varying from one to four copies. Copy number had observable effects
neither on plant growth nor development. Substantial heterogeneity concerning production of
the recombinant enzyme and both general and specific chitinolytic activities were detected in
leaf extracts from primary transformants. The greatest amounts of chitinase were found in
plants harbouring two chitl inserts at different loci. Progeny derived from self-pollination of
these primary transgenics revealed a stable inheritance pattern, with transgene segregation
following a Mendelian dihybrid ratio. Two selected plants expressing high levels of CHIT42
were consistently resistant to the soilborne pathogen Rhizoctonia solani, suggesting a direct
relationship between enzyme activity and reduction of foliar area affected by fungic lesions.
We Dbelieve this to be the first report of resistance to fungal diseases in plants mediated by a

chitinase gene from an entomopathogenic and acaricide fungus.

Introduction

Mycoparisitic and entomopathogenic fungal species have been employed in the biological

control of crop pests and diseases not only directly, but also as a source of valuable genes to




Dissertacdo de Mestrado Marcelo Fernando Kern 29

be introduced into plants (Herrera-Estrella & Chet, 1999; Patil et al., 2000). An advantage of
these biocontrol microorganisms is their feature of having evolved towards the development
of specific approaches to attack arthropods and phytopathogenic fungi, but not plants. An
important component of this system is the key step of overcoming host barriers in order to
advance on infection process. In many cases, genes encoding a range of hydrolytic enzymes
such as chitinases and -glucanases that exert an active role in the early interaction, have been
exploited due to their antimicrobial activity (Lorito et al., 1993; Lorito et al., 1994, Lorito et
al, 1996). The chitinase mechanism of action involves chitin degradation and cell wall
disruption, leading to fungal cell lysis (Arlorio et al., 1992).

Most these genes have been isolated from the mycoparasitic genus Trichoderma and it
has been demonstrated to encode endochitinases and exochitinases capable of generating high
levels of non-specific resistance to a broad spectrum of different pathogens including the
Deuteromycetes Alternaria alternata, A. solani, Botrytis cinerea which cause leaf spot and
fruit rot and the Basidiomycete Rhizoctonia solani which attacks the stem and root of tobacco
and potato plants (Lorito et al., 1998), and the apple scab disease Ascomycete Venturia
inaequalis (Bolar et al., 2000; Bolar et al, 2001). Beyond Trichoderma, a chitinase gene from
another biocontrol fungus, Rhizopus oligosporus, has been introduced into tobacco plants,
conferring resistance to the grey mold pathogen B. cinerea (Terakawa et al., 1997).

Even though the entomopathogenic and acaricide fungus Metarhizium anisopliae is
one of the best studied fungus with insecticide and acaricide properties and with many
chitinase genes and enzymes isolated and characterised, there are no reports available
concerning their potential to confer plant resistance against arthropods or fungi. Besides being
involved in the process of host penetration, chitinases produced by M. anisopliae are also
thought to be involved in fungal growth (St Leger et al., 1986; St Leger et al., 1991; St Leger

etal., 1996; Pinto et al., 1997; Bogo et al., 1998; Kang et al., 1998; Frazzon et al., 2000),
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which led us to test their capability to confer plant resistance against fungi. Using the full
length cDNA encoding the chitinase CHIT42 (chitl gene), this work was conducted to
evaluate the ability of the chitl gene to confer resistance to R. solani by generating transgenic
tobacco plants. The production and activity of the recombinant enzyme is here described,
examining the possible effects of the transgene on inheritance stability and plant vigour,

besides testing different transgenic plants for disease symptoms.

Material and Methods

Molecular Cloning and Plant Transformation

Nucleic acid procedures were performed essentially as described in (Sambrook & Russel,
2001). A fragment with 1.7 kb in length and containing the full length cDNA for CHIT42
(chitl gene) from M. anisopliae was isolated from the plasmid pChit (Bogo et al., 1998). The
insert, excised by Smal/BamHI, was cloned into pMOG463 (Mogen, The Netherlands) cut
with EcoRV and BamHI, positioning the chitl gene between the Cauliflower Mosaic Virus
35S (CaMV 35S) promoter and the nopaline synthase transcription terminator (nos T). The
CaMV 35S-chitl-nos T cassette was excised by Sacl and ligated into the binary vector
pMOG402 (Mogen, The Netherlands). The recombinant binary plasmid was transferred to
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 by triparental matting (Peach & Velten, 1994) and
Nicotiana tabacum cultivar SR1 “Little Havana’ was transformed by the leaf disc method
(Horsch et al., 1985). Independently produced, transgenic plants harbouring the CaMV 35S-
chitl-nos T cassette were called chitplus. Control plants, named chitless, consisted of N.
tabacum transformed with the unmodified T-DNA of pMOG402. Both T-DNA structures are

shown in Figure 1.
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Southern blot hybridisation

Genomic DNA was prepared from leaf tissues by the CTAB method described by Doyle &
Doyle (1987) and quantified by DNAQuant Fluorometer Assay (Amersham Biosciences, UK)
following the manufacturer instructions. DNA (20 pg) samples were cleaved with EcoRI and
electrophoretically separated on 0.8% agarose gel. Probe labelling, hybridisation, stringency
washes and detection were carried out as specified in the Gene Images Random Prime
Labelling and CPD Star Detection kit (Amersham Biosciences, UK). The DNA blotting was
probed with a 1,500 bp EcoRI-Pstl fragment containing the chitl gene coding sequence

(Bogo et al., 1998) purified from agarose gels by GFX (Amersham Biosciences, UK).

PCR analysis

Polymerase chain reactions (PCR) were performed using genomic DNA from leaves of 2-
month-old primary putative transformants and 8-week-old progeny resulting of self-pollinated
primary transgenics, prepared using Plant DNAzol Reagent (Gibco BRL, USA), following the
protocol supplied by the manufacturer and quantified as described for Southern blot DNA
samples. Reactions employed the specific primers to the chitl coding region MachitFor (5’-
GGAGGGTGGACGTGGTCAAC-3’) and MachitRev (5’-GCTGCCCCCAATCCCTTG-3’,
Figure 1). PCR components were as follows: 50 pmol of each primer, 2.5 U Taq DNA

polimerase (CENBIOT Enzimas, Brazil), 10 mM Tris.Cl pH 8.3, 5 mM KCI, 2 mM MgCl,,

200 uM dNTP and 200 ng genomic DNA. A termocycler (PTC 100 MJ Research, USA) was
programmed with an initial denaturation at 95°C for 5 min following 35 cycles at 94°C for 45

s, 47°C for 45 s and 72°C for 90 s, and a final extension step at 72°C for 10 min. Plants were
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evaluated for the presence of a 750 bp product after PCR and agarose gel electrophoresis.
Results were submitted to statistic analysis using the double tailed testing associated to

binomial distribution as determined by Armitage & Berry (1987).

Immunoblot analysis

Leaf crude extracts were prepared and polyacrilamide gel electrophoretic analyses under
denaturing conditions (SDS-PAGE) according to Memelink et al. (1994) and total protein was
determined using the BCA Protein Assay Kit (Pierce, USA). After electrophoresis in a Mini-
Protean Il Cell (BioRad, USA), proteins were electroblotted onto nitrocelullose filters using
the Mini-Transf-Blot Cell (BioRad, USA) apparatus. Protein extracts were probed with a
polyclonal antibody specific for CHIT42 from M. anisopliae. Recombinant enzyme was
visualised with the ECL Western Blot Detection and Analysis System (Amersham

Biosciences, UK).

Chitinase activity assay

Leaf total proteins were prepared according to Jefferson & Wilson (1994) with the following
modifications: protein samples were extracted with 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.0,
10 mM EDTA, 0.1% (w/v) Sarcosyl, 0.1% (v/v) Triton X-100 and 10 mM B-mercaptoethanol.
After centrifugation (10 min at 13,000 rpm), the supernatant was collected and dialysed
against 100 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, exceeding 100 times sample volume.
Protein measurements were determined by the method of Bradford (1976) using BSA as
standard. Chitinolytic activity was measured using the synthetic substrates N,N’-

diacetylchitobiose, N,N’,N’’,N”"’-tetracetylchitotetraose (Sigma, USA) using the procedures
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described in Reissig et al. (1955). One unit of chitinase activity was defined as the amount of
enzyme that releases 1 umol N-acetylglucosamine (GIcNACc) per min per mg of total soluble
protein. For the substrate p-nitrophenyl-N-acetyl-p-D-glucosamine (Sigma, USA), chitinolytic
activity was detected according to Yabuki et al. (1986) and one unit of chitinase was defined
as the amount of enzyme that releases 1 umol p-nitrophenol per min per mg total soluble

protein.

Glycol-chitin zymograms

After the first dialysis step, leaf protein extracts were submitted to a second dialysis against 5
mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, at an excess of 100 times the total sample volumes.
Chitinase activity gels were prepared as described by St. Leger et al. (1993). Chitinases from
Streptomyces griseus (Sigma, USA) were used as molecular weight markers. Black lytic

zones representing chitin hidrolysed were examined by placing gels under UV light.

Plant resistance assays against Rhizoctonia solani

R. solani, a soilborne pathogen that causes damping-off, seedling blight and root rot, was
isolated and kindly provided by Dr. A.T.S. Matsumura from Departamento de Fitossanidade,
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Brazil). Primary
transgenics and their progeny were tested using respectively direct infection assays of leaves
in agar dishes or fungus inoculation in soil. Infection experiments were conducted essentially
as described by Lorito et al. (1998), with the following modifications: tobacco plants were
micropropagated on Murashige & Skoog medium (Murashige & Skoog, 1962) for one month,

leaves were cut and put on dishes containing 0.85% Phytoagar (Duchefa, The Netherlands)
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plus 8 mg/mL fungus mycelia. Dishes were incubated for up to one week at 28°C with 16 h of

light.

Results

Production of transgenic plants and genetic characterisation

A total number of 34 independently transformed tobacco plants (17 chitplus and 17 chitless
plants) were obtained after leaf disc transformation by A. tumefaciens and regeneration. The
structures of both T-DNA versions are illustrated in Figure 1. No distinguishable effects on
plant growth, development and fertility were observed in either chitplus or chitless plants,
with identical general phenotypes as wild-type plants throughout their life cycle (results not
shown). All plants were tested for the presence of the chitl transgene by preliminary analysis
through PCR. Figure 2A illustrates the result of the PCR analysis for 2 chitless and 8 chitplus
plants. An expected 0.75 kb fragment was detected in all chitplus transgenic plants, while the
same band was not present in chitless plants. Southern blot hybridisation of the same
transgenic plants was conducted with a 1.5 kb probe representing a fragment of the chitl
coding region (Figure 2B). Plant genomic DNA was cut with EcoRI and each hybridisation
band corresponded to one different chitl copy, since the integrated gene was cut once by
EcoRI (see Figure 1) and the other EcoRI site required to yield a fragment was localised in the
plant genome. The position of this site depends on the locus where the integration occurred.
Since each integration event occurs independently and randomly, transgenic plants exhibited
singular hybridisation profiles. Hence the copy number of the chitl transgene was estimated
asone in Typ and Tyy, two in Tys, T2, Tas and T4z and four in Ty4. Surprisingly, no

hybridisation signals were seen in Ty, suggesting this plant has possibly lost the chitl




Dissertacdo de Mestrado Marcelo Fernando Kern 35

transgene, maintaining the kanamycin resistance cassette that allowed its selection in culture
medium. In addition, a band of approximately 5 kb was observed in wild-type, chitless and
chitplus plants, indicating this band represented a plant chitinase gene fragment sharing high
sequence similarity with the chitl gene from M. anisopliae. This fragment was not detected in
the genomic DNA from the fungus (lane Ma in Figure 2B). Weak hybridisation signals with
high molecular weight are thought to result from partial cleavages of the genomic DNA and

were not considered to estimate the number of chitl inserts.

Recombinant chitinase production and activity levels in leaf protein extracts from transgenic

plants

Western blot analysis revealed the presence of a 42 kDa band corresponding to the expected
molecular weight of the chitinase CHIT42 in all chitplus plants tested, though individual
transgenics showed differences in band intensities. As shown in Figure 3A, the strongest
signals were observed in proteins extracts from Ty3 and Ty, plants. The same band was
verified neither in wild-type nor in chitless plants.

Similar results were obtained through chitinase activity gels (Figure 3B and 3C). No
zones of hydrolytic activity were observed in wild-type and chitless plants. The 14 chitplus
plants analysed showed great differences in the pattern of antibody recognition, varying from
plants not exhibiting any recombinant enzyme activity (T12, T132, T23, T2s, T2g, T33) tO
intermediate (T14, T21, T2, T27, T32) and strong signals (T13, Ts4, T4s) of chitinolytic activity
(Figure 3B and 3C). These data support the idea that, in some chitplus plants, CHIT42 was
efficiently processed and the signal peptide of 35 amino acid residues was accurately

removed, allowing the production of the mature and active chitinase form.
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Specific chitinase activities were higher in chitplus than in wild-type or chitless plants
for all substrates tested. Due to the high levels of chitinase enzymatic units detected against p-
nitrophenyl-N-acetyl-B-D-glucosamine (2.2050 - 6.3601 U for T,; and T, respectively,
Figure 4A) and N,N’-diacetylchitobiose (1.2689 - 6.1084 U for T, and Ty, respectively,
Figure 4B), specific substrates for exochitinases and N,N’,N’’,N’"’-tetracetylchitotetraose
(0.9731 - 7.6461 U for T3, and Ty3, Figure 4C) for endochitinases, both exo- and
endochitinase activities were significantly increased in chiplus plants. However, these results
point to a preferential endochitinase-like mode of action for CHIT42, since differences
between chitplus and controls were observed in a higher proportion for the assay using
N,N’,N’’,N’”’-tetracetylchitotetraose as substrate (7.85-fold). Compared to the activity gel
assay, these latter results indicated that the specific chitinase activity assays are more sensitive
approaches, allowing to distinguish discrete amounts of chitinase even in leaf extracts
showing very similar intensities in the western blot analysis (T12, T14, T21, T32, T34 and Tys) or
no hydrolysed regions in the activity gels (T12). For Tis, T2z, T34 and T4z chitplus plants,
positive signals found in western blots and in chitinase activity gels were confirmed by the

chitinase specific activity assays, and they kept their position of top enzyme producing plants.

Transgenic plant resistance to the soilborne pathogen R. solani

Four chitplus plants showing the highest chitinase activities and one chitless plant were
selected to test their resistance (or susceptibility) to R. solani. As shown in Figure 5A, one
week after inoculation, leaves of T, and T3 chitplus plants presented typical symptoms of R.
solani infection throughout the foliar area, mainly consisting of necrotic lesions, a severe

reaction similar to that observed in leaves of the chitless Cy5 plant. On the other hand, T13 and
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T4 chitplus plants were completely resistant to the pathogen and appeared healthy after one
week of infection, developing neither chlorosis nor necrotic lesions.

The descendants of these four Ty top chitinase producing plants were also submitted to
infection by R. solani in soil (Figure 5B). Wild-type (SWT) and the chitless plant SCys were
susceptive to the pathogen, developing typical necrosis lesions surrounded by a chlorotic halo
whereas in chitplus segregant plants disease symptoms, if present, were restricted to a few
leaves (ST22), with most plants (ST13, STs4, ST43) remaining healthy even after one month of

the fungus inoculation, without observable lesions.

Analysis of T1 plants for transgene inheritance stability

The first self-pollinated generation of Ti3, T2, T34 and Tas chitplus plants, all harbouring two
copies of the chitl transgene (Figure 2B) were tested for the maintenance of an independent
segregation pattern according to Mendel’s laws. As presented in Table 1, altogether 67 T1
plants were submitted to PCR analysis and, in 53, no significant deviations from the predicted
ratio of chitl presence (+) to chitl absence (-) corresponding to 15:1 were detected,
corroborating the dihybrid segregation of the chitl transgene. The exact probability of finding
such a proportion among descendants, at random, was calculated to be 0.8741, 0.9947 and
0.9907 for Ti3, T2 and T34 respectively. All values were above the significance level chosen
for the test (o = 0.05). Unlikely, only in one offspring derived from T,3 the number of plants
bearing the transgene was found to be extremely reduced (2 plants out of 14). The exact

probability of such an event, by chance, was highly significant (P << 0,05).

Discussion
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In this study, transgenic N. tabacum SR1 plants bearing a chitinase gene from the
arthropod infective fungus M. anisopliae were generated through A. tumefaciens-mediated
transformation. The presence of the transgene was confirmed by PCR and Southern blot
analysis, also revealing that the transgene copy number varied from 1 to 4 amongst plants. In
all chitplus plants obtained, great heterogeneity concerning amounts of soluble active
chitinase CHIT42 was detected, though all activity levels were increased in chitplus plants
contrasting to chitless or wild-type plants. Descendants of double hemyzygous plants
demonstrated that the transgene was inherited according to Mendelian proportions in three
independent progenies (whose parental individuals were Ti3, T2 and T43), whereas a
remarkable deviation was recorded in one of them (derived from T3 ). In preliminary
infection experiments in agar dishes, variable CHIT42 activity levels reflected on plant
resistance to lesions caused by R. solani, ranging from fully resistant chitplus plants (T13 and
Ts3y4) to plants as susceptible as the control (T2, and Ty43). However, soil infection assays
revealed that in all chitplus descendant plants, resistance levels to the pathogen R. solani were
increased, compared with the wild-type and chitless plants although less intense variations
have also been recorded.

Strong degrees of variation on chitinase transgene expression amongst transgenic
plants independently produced have been reported in many studies including groundnut
(Rohini & Rao, 2001), cucumber (Kishimoto et al., 2002), potato and tobacco (Lorito et al.,
1998) and creeping grass (Chai et al., 2002). These phenomena have been believed to be
related to intrinsic properties of the transformation protocols, which may give rise to
epigenetic silencing, cossupression, position effects and changes in transgene structure
(Finnegan & McElroy, 1994; Magbool & Christou, 1999).

There was a partial significant correlation between the copy number of chitl and the

chitinase activity levels in leaf protein extracts from chitplus plants. In general, four chitplus




Dissertacdo de Mestrado Marcelo Fernando Kern 39

plants harbouring 2 transgene copies (T13, T2z, T34 and T43) showed the highest amounts of
chitinase specific activity. In those transgenic plants with 1, 3 and 4 copies detected, enzyme
levels were much lower. No correlation between the number of copies and the level of
enzyme production were also observed in transgenic plants transformed with chitinase genes
from Trichoderma (Lorito et al., 1998) or American elm (Chai et al., 2002).

Unspecific amplification products in PCR and heterologous hybridisation signals in
Southern blot analysis detected in the wild-type, chitless and chitplus plants, are thought to be
derived from plant chitinase genes sharing high sequence similarity with chitl from M.
anisopliae since these fragments were not detected in the genomic DNA from the fungus.
Indeed chitinases constitute the main component of pathogenesis-related proteins (PRS)
involved in defence mechanisms against bacteria, fungi and insects, widely spread throughout
plant species (Gooday et al., 1992; Patil et al., 2000).

Moreover, these four independent chitplus plants (T1s, T2z, T34 and Ty3) were selfed
and the resulting segregation ratio was discovered not to differ significantly from the expected
dihybrid pattern, which is 15:1 as predicted by two unlinked loci. This genetic evidence also
corroborates transgene copy number estimated by Southern blot. A stable mode of inheritance
for heterologous chitinase genes in plants have been described in rice (Datta et al., 2001) and
tobacco (Lorito et al., 1998). Unlikely, one deviation was verified for the progeny of the Ty3
plant, and the number of plants with chitl integrated was surprisingly reduced, indicating that
epigenetic rearrangements of T-DNA inserts may have occurred, leading to losses of these
fragments. Inheritance instability was also reported by Deineko et al. (2000) when testing the
stability of the nptll marker gene in the descendants of transgenic tobacco plants, segregation
deviations from the Mendelian ratios were also demonstrated for the progeny of double

heterozygous plants.
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The accurate cleavage of immature CHIT42 was suggested through western blot and
chitinase activity gels because the expected band size of 42 kDa was detected in both
experiments, indicating the removal of the 35 amino acid signal peptide from the fungal
enzyme. Lorito et al. (1998) reported the correctly post-translation processing of secretion
signal peptides belonging to chitinases from T. harzianum and tomato when expressed in
tobacco plants. Conversely, Bolar et al. (2001) found an inefficient splicing in exochitinase
transcripts from T. atroviride in apple plants.

No distinguishable effects on plant growth, development and fertility were observed in
chitplus plants and their phenotypes were identical to chitless or wild-type plants throughout
their life cycle. Even though similar results have been obtained by Lorito et al. (1998) in
tobacco, a negative correlation between the level of an endochitinase gene alone and endo-
and exochitinase genes combined on growth of apple transgenic plants was registered in two
works by Bolar et al. (2000, 2001).

All chitinase activity results shown in the present work suggested the rise in enzyme
activity in chitplus plants was responsible for the improvement in plant resistance. T13 and Ta4
chitplus plants, expressing strong exo- and endochitinase activities, showed no necrotic or
chlorotic lesions. Surprisingly, T2, and T43 exhibited a pattern of resistance not so high as
predicted according to the great amount of specific chitinolytic activity. Overall, compared
with parental resistance levels, the progeny of chiplus plants demonstrated a reduced degree
of variation, with all plants exhibiting improved reactions against the fungal attack. Although
some variation in response has been reported, constitutive expression of chitinase in leaf
tissues has been associated with high levels of plant resistance to pathogens (Lorito et al.,
1998; Bolar et al., 2001; Datta et al., 2001 and Kishimoto et al., 2002).

As far as we are aware, this is the first report of resistance to a fungal disease in plants

mediated by a chitinase gene from an entomopathogenic and acaricide fungus. Further
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experiments will include challenge transgenic tobacco with other pathogenic fungi and
insects, in order to evaluate possible resistance to a broader spectrum of pathogens, as well as
the insertion of chitl into economically relevant plant species such as potato, tomato,

soybean, eucalyptus, barley, sugarcane and rice.
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Figure 1. T-DNA constructs. (A) Chitplus construct containing the cDNA of the chitl gene
from M. anisopliae. (B) Chitless construct, a control version T-DNA lacking the expression
cassette CaMV 35S-chitl-nos T. LB: T-DNA left border; RB: T-DNA right border; nos P:
nos promoter; nos T: nos terminator; nptll: neomycin phosphotransferase Il encoding gene
(kanamycin selectable marker); CaMV 35S: Cauliflower Mosaic Virus leader sequence of
35S ribossomic RNA. Positions of primers MachitFor and MachitRev and the probe (PEP)
used for PCR and Southern blot analyses are shown respectively by black filled arrows and a

fine broken line. Restriction endonuclease sites: Sl: Sacl; El: EcoRlI; PI; Pstl.
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Figure 2. PCR and Southern blot analyses of chitless and chitplus transgenic plants. (A) PCR
amplication of the fungal chitl transgene using the MachitFor and MachitRev primers and
template DNA from: two control chitless plants (C,3 and Cy), the vector pMOG402
harbouring the chitplus T-DNA (Pch) and eight chitplus transgenic plants (T1, to Ty43). A 0.75
kb product was detected in Pch and in chitplus plants, but not in chitless ones. (B) Southern
blot analysis of EcoRlI digested genomic DNA extracted from M. anisopliae (Ma), wild-type
tobacco (WT), two control chitless plants (C,3 and Czs) and eight chitplus plants (T2 to Tas)
probed with a 1.5 kb fragment of chitl coding region (PEP). Except for one common signal

shared with all plants, number of bands corresponded to the number of chitl inserts.
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Figure 3. Western blot and chitinase activity gels of leaf protein extracts from chitless and
chitplus transgenic plants. Leaf soluble proteins (50 ug per lane) were extracted from wild-
type (WT), chitless (C,3 and Cy6) and chitplus (from Ty to Ty3) tobacco plants, separated by
SDS-PAGE (12,5% for western and 12% for chitinase gels) and submitted to (A) western blot
analysis, visualised with anti-CHIT42 polyclonal antibodies and to (B and C) chitinase
activity gels, with black bands representing the hydrolysis of glicol-chitin, a substrate
copolymerised in the polyacrilamide matrix. Estimated molecular weight of the chitinase (42

kDa) is indicated.
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Figure 4. Chitinase specific activity in leaf protein extracts. Leaf protein crude extracts were
prepared from wild-type (WT), chitless (C23 and Cyg) and chitplus (T12 to Ty43) tobacco plants
and chitinase activity was assayed against four synthetic substrates (A) p-nitrophenyl-N-
acetyl-B-D-glucosamine (pNP-GIcNAC), (B) N,N’-diacetylchitobiose (GICNAC,), (C)
N,N’,N’’,N’"’-tetracetylchitotetraose (GIcCNAC,). Values are an average of three independent

determinations. Bars labelled with the same letter are not significantly different according to

Duncan's test («=0,05).
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Figure 5. Resistance assay of transgenic plants to the phytopathogenic fungus R. solani. (A)
Tobacco chitless (Cy) and chitplus plants (Tis, Ta2, Taa, Tas) Were cultivated under aseptic
conditions for one month and leaves were removed and put into dishes containing either
0,85% Phytoagar (up) or added of 0.8 mg/mL (fw) of mycelia of the pathogen (down). Dark
zones correspond to necrotic lesions, caused by fungic attack one week after inoculation. (B)
Four month-old progenies of selfed control (SWT), chitless (SCy) and chitplus (STis, ST,
STsa, STas) plants were grown on infested soil added of 8 g (fw)of R. solani mycelia. Highly
damaged leaves with necrotic and chlorotic lesions were observed in SWT and SCyg, with the

best standing chitplus transgenics. Results are given one month after fungus inoculation.
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Tablel. Inheritance pattern of the chitl gene in the progeny of self-pollinated transgenic

plants bearing two copies of the transgene at unlinked loci.
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To chitplus lines  Progeny tested  chitl (+) plants  chitl (-) plants P segregation
ratio (15:1)*

Ti3 20 18 2 0.8741

To 19 15 4 0.9947

Ty 14 11 3 0.9907

T3 14 2 12 0.0000

% Segregation ratio expected for double hemyzygous individuals in which a single locus is
enough to produce the phenotype. P: Probability of accepting the expected mendelian
proportions, calculated based on two tailed-testing associated to binomial distribution.
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4.1 Discussao Geral

Conforme descrito na secdo “Revisdo Bibliografica” (secdo 2.3, “Plantas transgénicas
expressando quitinases”), a transformacdo genética de plantas com genes de quitinases tem
sido realizada em muitos trabalhos, empregando genes de origem diversa e uma grande
variedade de espécies de plantas hospedeiras. Entre os vegetais transformados com esta classe
de genes inclui-se desde sistemas-modelo como o tabaco, a plantas cultivadas de elevado
valor econdmico como trigo, tomate, batata e macd. Na imensa maioria dos casos, o transgene
€ expresso com sucesso e quantidades de enzima recombinante sdo produzidas em niveis
suficientes para conferir aumento significativo ou, até mesmo, uma completa resisténcia a
fungos fitopatogénicos como, por exemplo, R. solani. Algumas vantagens das quitinases na
protecdo de plantas contra patdgenos incluem seu potencial fungicida, o fato de possuirem um
alvo especifico, minimizando efeitos nocivos a planta hospedeira, e seu carater atdxico a
humanos e vertebrados superiores, além de conferirem resisténcia a um amplo espectro de
patogenos (Herrera-Estrella & Chet, 1999; Patil et al., 2000). Deste modo, a introducdo de
genes de quitinases em plantas mostra-se uma estratégia eficiente para o combate de sintomas
e doencas provocadas por tais microrganismos, aumentando a produtividade, reduzindo os
custos associados a producdo e contribuindo para uma reducdo nos indices de poluigédo
ambiental vinculada ao uso de fungicidas.

Neste trabalho, plantas transgénicas de tabaco expressando o gene chitl do fungo
entomopatogénico e acaricida M. anisopliae foram geradas pelo método de transformacao
genética por A. tumefaciens. A presenca do transgene nos tecidos das plantas chitplus foi
confirmada por PCR e a hibridizacdo de Southern blot revelou que o numero de copias
integradas no genoma das plantas estava entre uma e quatro. Uma grande variacdo, tanto na
quantidade de proteina recombinante solGvel quanto nas atividades quitinoliticas geral e
especifica, foi detectada no grupo das plantas chitplus, embora nossos dados demonstrem que
houve um aumento significativo destes parametros em relacdo as plantas chitless e nédo
transgénicas. A progénie de plantas duplo-hemizigotas para a insercdo do transgene e com
elevados niveis de atividade quitinolitica foi analisada com o objetivo de verificar se o padrao
de heranca do transgene se desviava das proporcdes Mendelianas esperadas. Somente na
progénie derivada da transgénica primaria T43 foi constatado um desvio estatisticamente
significativo do padrdo de heranca Mendeliana, com o numero de plantas portadoras do
transgene grandemente reduzido. A variabilidade dos niveis da quitinase recombinante
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CHIT42 nos tecidos foliares das plantas chitplus refletiu-se na resisténcia destes individuos as
lesbes provocadas pelo patégeno R. solani, pelo fato de que foram encontrados tanto
individuos com uma assintomatologia completa da doenca, quanto individuos com um nivel
de resisténcia semelhante as plantas controle chitless (T2, e T3, resultados apresentados no
Capitulo 3). Uma série de experimentos complementares foi executada e cujos resultados ndo
foram incluidos na Secdo 3. Estes resultados estdo apresentados na forma de Apéndices ao
final desta Dissertacao.

A grande variabilidade encontrada entre as transgénicas chitplus pode ser explicada
pela baixa especificidade e uniformidade do processo de integragédo do T-DNA no genoma da
célula vegetal, ocorrendo de maneira aleatoria e em um numero indefinido de locais, sendo
possivel a integracdo do transgene na forma de repeticdes in tandem, embora esta seja mais
comumente descrita para os protocolos de transformagdo genética envolvendo biobalistica,
eletroporagdo e microinjecdo (de la Riva et al., 1998; Kumar & Fladung, 2001). A
necessidade de ocorréncia de um pareamento minimo entre a fita-T e as seqiiéncias-alvo
gendmicas permite que copias do T-DNA sejam integradas com igual probabilidade em
regides altamente transcritas do DNA nuclear, garantindo elevada transcricdo do transgene,
como em regides de heterocromatina constitutiva, inacessivel a maquinaria de transcricao
durante a maior parte do ciclo celular, resultando em um baixo nivel de expressdo do
transgene. A variacdo na expressdo do transgene neste caso € dita decorrente de efeito de
posicdo (Gelvin, 1998; Fu et al., 2000; Kumar & Fladung, 2001).

Alem do local de integracdo, outros fendmenos também interferem na expresséo do
transgene como o silenciamento transcricional, o silenciamento pos-transcricional, a
inativacdo em trans e a co-supressdo (Finnegan & McElroy, 1994; Grant, 1999; Meyer,
1999). Estes mecanismos representam um sistema de defesa para a deteccéo e inativacdo de
DNAs invasivos, como transgenes, transposons e virus, que poderiam comprometer a
viabilidade de células que expressam elevados niveis das proteinas e mMRNAs associados a
estes elementos exdgenos (Matzke & Matzke, 1998; Fu et al., 2000). De modo geral, quando
0 transgene esta presente como cdpia Unica e a quantidade do seu transcrito permanece abaixo
de um certo limiar, seu padrdo de expressao nao é afetado. No entanto, ao transpor este limiar,
0 gene, 0 MRNA ou a proteina produzidos por ele tornam-se alvos potenciais para a
inativacdo em qualquer um destes niveis (Wassenegger, 2002). No silenciamento génico
transcricional, a sintese do mMRNA correspondente ao transgene € inibida devido a estrutura da
cromatina associada e a metilacdes de residuos de citosinas nas regides promotoras das
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sequéncias de DNA introduzidas. No silenciamento pos-transcricional, as regides
codificadoras estdo sujeitas a metilacdes e este processo estd associado a hidrélise de mRNAs
produzidos de maneira aberrante (Grant, 1999). Na inativacdo em trans, genes contidos em
um T-DNA podem ser inativados por metilagdo quando um segundo T-DNA é introduzido no
genoma da célula vegetal, enquanto na co-supressdo ocorre o silenciamento de genes
enddgenos que compartilham um alto grau de homologia com o transgene inserido, resultando
na inativacdo de ambos (Finnegan & McEIroy, 1994; Grant, 1999; Meyer, 1999; Kumar &
Fladung, 2001).

Adicionalmente, quando h& a integracdo simultdnea de mais de uma cépia do
transgene no genoma de uma célula vegetal, a orientacdo fisica de cada copia dentro do loco
transgénico também pode ser considerada uma fonte de variacdo na expressdo do gene
exogeno. A introducdo de copias inversamente repetidas resulta em silenciamento por
orientacdo complementar das cadeias de mRNA produzidas, caracterizando o fenémeno de
silenciamento por RNA antisenso (Senior, 1998).

Uma vez ocorridos tais processos, a expressao do transgene pode ser restaurada apos a
segregacdo do mesmo em geracOes subseqiientes, embora esta reversdo ocorra com uma
freqUéncia bastante pequena e sejam necessarias varias geracdes para obter uma desmetilacdo
total ou mesmo parcial do transgene (Finnegan & McElroy, 1994; Deineko et al, 2000). Por
outro lado, ha evidéncias de que o silenciamento génico pode ocorrer de novo em qualquer
geracdo, mesmo na descendéncia de plantas expressando ativamente o transgene e que efeitos
de silenciamentos alternativos podem acontecer independentemente em transgenes
heterdlogos adjacentes (Fu et al., 2000)

Com a finalidade de promover a reativacdo de transgenes silenciados e garantir a
estabilidade da expressdo dos mesmos, 0 uso de 5-azacitidina (Komari et al., 1998) e a
inclusdo de regides de ligacdo a matriz (MARs, do inglés, matrix attached regions), com
elevada homologia a regides transcricionalmente ativas do genoma, posicionadas proximo ao
transgene, tém sido empregados para aumentar os niveis de expressao do transgene e sua
estabilidade (Holmes-Davis & Comai, 1998)

Estes fendmenos podem explicar ndo somente a grande heterogeneidade na expressao
do transgene encontrada entre as plantas chitplus geradas neste trabalho, mas fornecem
possiveis justificativas para os casos em que a presenca do transgene é detectada no DNA de
plantas transformadas, mas nenhuma ou pequena quantidade de seu produto é sintetizada.

Inimeros trabalhos relatam grande variagdo nos niveis de expressdao de transgenes
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codificadores de quitinases entre plantas transformadas, utilizando como receptor plantas
como tabaco e batata (Ding et al., 1998; Lorito et al., 1998), macd (Bolar & Bolar, 2001),
arroz (Datta et al., 2001), amendoim (Rohini & Rao, 2001), grama (Chai et al., 2002) e pepino
(Kishimoto et al., 2002), o que reforga esta caracteristica como propriedade inerente aos
protocolos de transformagdo genética vegetal. N&o raro, esta variabilidade é detectada nas
diferentes etapas do processo de expressdo génica, como nas quantidades de mRNA do
transgene e no contetido de proteina recombinante produzida, que exercem influéncia direta
sobre a resisténcia das plantas ao ataque por fungos patogénicos (Ding et al., 1998; Lorito et
al., 1998; Bolar & Bolar, 2001; Datta et al., 2001, Rohini & Rao, 2001; Chai et al., 2002;
Kishimoto et al., 2002).

Quanto a associacdo entre os niveis de expressao de CHIT42 e o nimero de copias
presentes no genoma das plantas transformadas, embora nossos dados sugiram que duas
copias do transgene tenham produzido plantas com maior quantidade de proteina
recombinante soluvel e atividade especifica de quitinase, ndo houve uma tendéncia continua
de aumento destas varidveis quando mais de duas copias foram integradas no DNA nuclear
das plantas transformadas. Este fenémeno pode ser explicado pelo fato de que o aumento de
copias do transgene aumenta a suscetibilidade do mesmo a mecanismos de silenciamento,
descritos acima. De fato, na literatura, tem sido relatada a tendéncia de que o nimero de
copias integradas do transgene ndo esta relacionada diretamente com o nivel de expressao do
mesmo (Gelvin, 1998). Nenhuma correlagdo entre o nimero de copias e o nivel de transcri¢éo
e sintese da enzima recombinante foi detectada em plantas de tabaco e batata (Lorito et al.,
1998), maca (Bolar & Bolar, 2001) e grama (Chai et al., 2002).

Embora muitos trabalhos destaquem as vantagens do emprego de genes de quitinases
no combate a fungos fitopatogénicos, alguns distarbios fisiologicos e genéticos tém sido
encontrados nas plantas transgénicas. Como ja descrito anteriormente, no primeiro grupo de
desordens, destacam-se o tempo de floracdo e o crescimento retardados, o0 aumento no nimero
de flores e frutos, e a reducdo no peso da planta (Bolar et al.,2000; Bolar et al., 2001; Rohini
& Rao, 2001; Gongora & Broadway, 2002). Em relacdo a heranca de transgenes em plantas
transformadas geneticamente, uma certa instabilidade no padrdo de heranca como desvios do
padrdo Mendeliano de segregacdo do transgene, tem sido descritos. Deineko et al. (2000)
verificaram problemas semelhantes a este em 12 de um total de 102 plantas de tabaco
transformadas com o gene marcador nptll para a selecdo contra o antibiotico aminoglicosidico

canamicina. Nestes individuos, foram detectadas anormalidades como segregacao distorcida
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com reducdo do numero de individuos com o gene marcador integrado, surgimento de
segregantes com fenotipo variegado para a resisténcia ao antibidtico permanecendo por
geracdes seguintes, e perda completa do transgene na primeira geracdo de autopolinizacdo das
plantas transgénicas. A semelhanca deste Gltimo trabalho, encontramos, em um total de 67
plantas testadas, 14 em que houve problemas de heranca, demonstrados na diminui¢do do
numero de individuos apresentando o transgene (Apéndice 1: Figura 5 ). Tal fenémeno pode
ser atribuido a integracdo do transgene em locais desfavoraveis do genoma vegetal, a perda
total do transgene ou a modificacdo de sua sequéncia por mutag¢fes, sendo mais comumente
vinculados ao aumento no ndmero de inser¢des do T-DNA (Cherdshewasart et al., 1993;
Deineko et al., 2000). Entretanto, deve-se salientar que tais distarbios tém sido registrados em
um pequeno numero de trabalhos, nos quais poucos individuos exibem tais fendtipos
aberrantes, prevalecendo a regularidade e a auséncia destes efeitos indesejaveis nas plantas
transgénicas.

A aplicabilidade de genes de quitinases na transformacdo genética de plantas, com o
objetivo de promover uma resposta mais efetiva das mesmas frente a doencas causadas por
microrganismos patogénicos, representa uma alternativa ao emprego de microrganismos
antagonistas aos patdgenos vegetais ou de defensivos agricolas quimicos. A eficiéncia do
emprego dos antagonistas biologicos depende de condi¢cbes ambientais favoraveis ao
desenvolvimento, multiplicacdo e infeccdo, o que tem dificultado a sua implementacdo em
ampla escala, principalmente diante das variagfes ambientais. Os insumos quimicos sao
notoriamente onerosos e, principalmente para o controle de moléstias flngicas, pouco
efetivos. Por meio do presente trabalho, demonstramos uma maneira de superar estes
obstaculos, inserindo um gene de um dos microrganismos antagonistas em um sistema vegetal
modelo, conferindo as plantas a capacidade de responder aos sintomas da infeccdo fungica,

mantendo seu aspecto saudavel.
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4.2 Conclusbes e Perspectivas

A busca por estratégias eficientes ao combate de doencas fungicas em plantas tem sido
continua, sendo a utilizacdo de genes codificadores de quitinases uma valiosa abordagem para
a geracdo de plantas transgénicas resistentes a doencgas causadas por microrganismos. Varias
especies cultivadas tém sido transformadas com estes genes oriundos de fungos ja
empregados no controle bioldgico, tais como o género Trichoderma, tendo sido obtido
aumento dos niveis de resisténcia nas plantas transgénicas, inclusive com casos de resisténcia
a mais de um patdgeno simultaneamente. N&o obstante, relatos de efeitos fisioldgicos e
genéticos negativos sobre as plantas transformadas tém sido observados isoladamente e
restritos apenas a um numero bastante reduzido de espécies. Embora o fungo M. anisopliae ja
seja empregado com sucesso no controle biolégico de muitas pragas de lavoura, e ja tenha
sido descrita a sua elevada producéo de quitinases, pouco ainda se explora do potencial deste
microrganismo, uma vez que poucos genes envolvidos na interface com o hospedeiro foram
isolados até o momento.

Os resultados apresentados nesta Dissertacdo visam & avaliagdo da capacidade do gene
chitl, que codifica uma dessas quitinases, de conferir resisténcia a fungos fitopatogénicos em
plantas transgénicas. As principais conclusdes obtidas sdo as seguintes:

(i) plantas transgénicas de tabaco capazes de expressar o gene chitl de M. anisopliae
foram geradas de forma estavel, o nUmero de cépias de chitl integradas nos seus
genomas variou de 1 a 4, e a heranca do transgene segue o padrdo Mendeliano;

(if) as plantas transgénicas contendo chitl sdo capazes de processar corretamente o
produto da traducdo, produzindo uma quitinase recombinante ativa,;

(iii) as plantas transgénicas com 2 coépias de chitl integradas nos seus genomas
apresentam maiores quantidades da proteina recombinante, maiores niveis de
atividades enzimaticas geral e especifica e maior resisténcia a infeccéo por R. solani;

(iv) o gene chitl de M. anisopliae codifica uma proteina com nitido efeito fungicida ao
inibir a sintomatologia da infeccdo por R. solani em plantas transgénicas de tabaco;

(v) hé& uma relacéo direta entre a atividade especifica de quitinase recombinante e o
aumento nos niveis de resisténcia as leses causadas pela infeccédo por R. solani nas
plantas transgénicas.

(vi) a expressdo do transgene ndo mostrou qualquer efeito adverso observavel nas

plantas transgénicas.
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Este trabalho abre perspectivas mais amplas de emprego do gene chitl (e genes
homologos e heterdlogos) no controle de doencas e pragas de culturas vegetais. Entre estas
perspectivas, gostariamos de destacar a introducdo do gene chitl em plantas cultivadas de
interesse econdbmico como arroz, milho, cevada e soja suscetiveis aos fungos Piricularia
oryze (ou brusone, do arroz), R. solani (ferrugem-da-bainha em gramineas) e Bipolaris
sorokiniana (mancha-marrom-da-cevada e da aveia). Sugere-se, ainda, que testes sejam
executados com um numero maior de patdgenos, para verificar a hipotese de resisténcia
maltipla, além da realizacdo de experimentos com o objetivo de verificar uma possivel

resisténcia das plantas transgénicas a insetos herbivoros.
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Resumo

A resisténcia a doencas em plantas transgénicas tem sido obtida por meio da expressdo
de genes isolados de bactérias, fungos micoparasitas e plantas. Neste trabalho, relatamos a
utilizacdo de um gene do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae como modo de
gerar resisténcia a doencas fangicas em plantas. O gene chitl codifica a quitinase CHIT42
(EC 3.2.1.14), pertencente a uma classe de glicosil-hidrolases capazes de converter quitina em
oligbmeros de N-acetil-glicosamina (NAcGIc). Quando presentes em tecidos vegetais, supde-
se que as quitinases ataguem especificamente a parede celular de fungos invasores,
provocando danos as hifas e causando a morte por lise das células fungicas. Deste modo, dois
diferentes grupos de plantas transgénicas de Nicotiana tabacum foram produzidos: no
primeiro deles, denominado chitplus, os individuos possuem o gene chitl sob o controle do
promotor CaMV 35S. O segundo grupo, demoninado chitless, consiste de plantas
transformadas com um T-DNA ndo contendo o gene do fungo. Trinta e quatro plantas
transgénicas resistentes a canamicina (17 de cada grupo) foram regeneradas a partir de discos
de folhas infectados por Agrobacterium tumefaciens. A producdo da quitinase em extratos
protéicos de folhas foi analisada por zimogramas em SDS-PAGE contendo glicol-quitina e
corados por calcofldor branco, na forma de um screening dos transgénicos primarios. As
plantas transgénicas foram testadas, ainda, por meio de ensaios colorimétricos empregando
oligbmeros sintéticos de NAcGlc como substratos especificos, além de immunoblot e Western
blot com soro anti-quitinase. A quantidade de enzima recombinante nas plantas chitplus
variou desde nenhuma atividade detectavel a elevados niveis de expressdao da enzima. A
hibridizacdo de Southern blot demonstrou que o numero de cdpias do gene chitl integradas no
genoma vegetal foi estimado entre uma e quatro. A primeira geracdo de plantas transgénicas
geradas por autofecundacdo de parentais portadores de duas cépias do transgene foi testada
com relacédo a estabilidade da heranca do transgene e em 43 de um total de 67 descendentes,
originados de quatro cruzamentos independentes, o padrdo de segregacdo ndo diferiu das
proporcdes Mendelianas esperadas. Ensaios de resisténcia, desafiando as plantas transgénicas
com o basidiomiceto Rhizoctonia solani foram realizados e uma evidente diminuigcdo da &area
foliar contendo lesbes fungicas foi observada entre as linhagens transgénicas, embora
variacbes na atividade quitinolitica tenham influenciado o nivel de resisténcia. No0ssos
resultados sugerem uma relacdo direta entre a atividade especifica de quitinase e ao aumento

nos niveis de resisténcia as lesdes causadas pela infecgdo por R. solani.
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Abstract

Plant resistance in transgenic plants has been obtained by expressing genes isolated
from bacteria, mycoparasitic fungi and plants. Here we report the employment of a gene from
the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae as a tool to generate resistance to
fungal diseases in plants. The chitl gene encodes the chitinase CHIT42 (EC 3.2.1.14),
belonging to a class of glicosyl-hydrolases able to convert chitin into N-acetyl-glucosamine
(GIcNAC) oligomers. When present in plant tissues, chitinases are supposed to disrupt the
invading fungal cell wall specifically, causing hyphae damage and leading to cell lysis. Hence
two different groups of transgenic Nicotiana tabacum plants were produced. The first group
was named chitplus, in which individuals harbour the chitl gene under the control of the
CaMV 35S promoter . The second group, named chitless, carried a T-DNA not containing the
fungal gene. Thirty-four kanamicin resistant plants (17 of each group) were regenerated from
leaf discs infected with Agrobacterium tumefaciens. Chitinase production in leaf protein
extracts was analysed through zymograms in SDS-PAGE containing glycol-chitin and stained
by calcofluor white, as a screening of primary transformants. Transgenic plants were also
evaluated by colorimetric assays using synthetic GICNAc oligomers as specific substrates
besides immunoblot and Western blot probed with rabbit anti-chitinase sera. The amount of
recombinant enzyme in chitplus plants ranged from no detectable chitinase activity to high
levels of enzyme expression. Southern blot hybridisation revealed that chitl copy number
inserted into plant genomes varied from one to four. The first self pollinated generation of
transgenic lines bearing two copies of the transgene was tested on inheritance stability and in
43 out of 67 descendants, derived from four independent crosses, the segregation pattern was
discovered not to differ from the predicted Mendelian ratios. Resistance assays challenging
transgenic plants with the basidiomycete Rhizoctonia solani were performed and a clear
decrease in the foliar area containing fungal lesions was observed amongst transgenic lines,
though variations in chitinase activity also reflected on the resistance level. Our results
suggest a direct relationship between chitinase specific activity and the improvement in the
resistance to lesions caused by infection.




Anexo 1

Resultados ndo apresentados no manuscrito
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Descendentes de T,
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0.73 kb
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0.75 b

C Descendentes de T,
11 12 13 21 22 23 24 31 32 41 42 43 51 S2pM P C
0.75 kb

D Descendentes de T,,

0.75 khy

Figura 5. Andlise da segregacdo do transgene chitl na progénie de plantas
transgénicas primarias. Sessenta e sete individuos, gerados por autofecundacdo das
plantas parentais duplo-hemizigotas T3 (A), T2 (B), T34 (C) e T43 (D) foram submetidos
a andlise por PCR (ver Capitulo 3, se¢cdo Material and Methods, PCR analysis). A
presenca do produto de 0,75 kb, que corresponde a um fragmento do gene codificador da
quitinase CHIT42 de M. anisopliae (canaletas com numero ndo-sublinhado), denota
plantas com pelo menos uma cépia do transgene em um dos locos transgénicos.
Segregantes sem este o produto foram considerados selvagem para ambos locos
transgénicos (canaletas com numero sublinhado). pM: plasmideo binario pMOG22-
chitl; P: reacdo de amplificacdo usando como molde o DNA extraido do respectivo
individuo parental; C: reacdo de amplificacdo usando como molde o DNA extraido da
planta chitless Cas.
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Figura 6. Perfil eletroforético dos extratos protéicos totais foliares de plantas chitless e
chitplus em gel desnaturante de SDS-poliacrilamida. Ap6s a preparacdo dos extratos
protéicos, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida 12% (como descrito para Immunoblot, no Capitulo 3, secdo Material and
Methods). A auséncia de bandas de 45 e 42 kDa, correspondentes as formas imatura e
madura do polipeptideo CHIT42, revela que os extratos de ambos grupos de plantas
parentais sdo idénticos e, provavelmente, a quantidade de enzima recombinante &
insuficiente para ser detectavel por SDS-PAGE. Massa molecular indicada estd em kDa.
Plantas chitless estdo indicadas pela inicial C e plantas chitplus, por sua vez, pela inicial T.
WT: extrato da planta de tabaco néo transgénico.
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Figura 7. Immunodots para andlise da eficiéncia do pré-tratamento dos anticorpos
primarios com antigenos de plantas ndo transformadas. Cerca de 1 mg de proteina
foliar de uma planta da cultivar selvagem SR1 (preparada como descrito para
Immunoblot, no Capitulo 3, secdo Material and Methods) foram pré-incubados com o
soro de coelhos imunizados (diluido 1:100 em PBS 1 X) com a proteina CHIT42. A esta
mistura foi adicionado PMSF 5 mM. A seguir, foram testadas varias condigdes de
incubacdo, como seguem: S37: mistura mantida durante a noite a 37°C; S4C e S4B:
mistura mantida durante a noite a 4°C. Nesta condi¢éo, diante da precipitacdo do PMSF,
a amostra foi dividida em duas e uma delas foi centrifugada a temperatura ambiente a
13.000 rpm por 30 s e o sobrenadante foi coletado. A aliquota restante (S4B), nao
centrifugada, foi utilizada diretamente como anticorpo primario para o reconhecimento
da enzima recombinante nos extratos das plantas transgénicas. Para detecgéo, utilizou-se
anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina. A intensidade da coloracdo purpura
é diretamente proporcional a quantidade da quitinase recombinante presente no extrato
protéico. Em cada ponto foram aplicados 200 ug de proteina total foliar, (quantificados
como descrito para Glycol-chitin zymograms, no Capitulo 3, secdo Material and
Methods). EB: extrato vegetal incubado sem soro contendo anticorpos anti-CHIT42; SB:
soro anti-CHIT42 sem pré-incubacdo; AP: 5 uL por ponto do anticorpo secundario
conjugado a fosfatase alcalina (diluido 1:10.000 (v/v) em PBS 1 X); Plantas parentais
chitless estdo indicadas pela inicial C e plantas parentais chitplus, por sua vez, pela inicial
T. WT: extrato da planta de tabaco néo transgénico.
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Figura 8. Atividade quitinolitica especifica da enzima CHIT42 contra o
substrato quitina coloidal. O ensaio enzimatico para a detecgdo da atividade
enzimatica foi realizado como descrito em Chitinase activity assays, no Capitulo 3,
secdo Material and Methods. Reagdes realizadas em triplicata. Uma unidade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol
de NAcGlIc por min por mg de proteina total. Barras com a mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Duncan (o = 0,05). Plantas
parentais chitless estdo indicadas pela inicial C e plantas parentais chitplus, por sua
vez, pela inicial T. WT: extrato da planta de tabaco nao transgénico.




