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RESUMO
Transformacao genética cloroplastidial visando aumento da eficiéncia fotossintética em
tabaco (Nicotiana tabacum)

Ribulose-1,5-Bifsfosfato (RuBP) carboxilase/oxigenase (RuBisCO) ¢ a enzima chave para
a fixacdo do carbono atmosférico e para a produtividade das plantas. Nao ha, at¢ o momento,
uma metodologia estabelecida para otimizar o processo de fixacdo do CO, nas diferentes
espécies de plantas. Entretanto, a disponibilidade de um protocolo de transformagdo genética
de cloroplasto de tabaco permite tentativas de manipulagdo da enzima RuBisCO visando
aumento da eficiéncia fotossintética. Nas plantas, esta proteina ¢ formada por 8 subunidades
menores codificadas pelo gene rbcS localizado no genoma nuclear € por 8 subunidades
maiores codificadas pelo gene rbcL localizado no genoma de cloroplastos. Neste trabalho,
dois genes rbcL-sintéticos, um com a substituicdo da alanina (A) 378 por uma valina (V)
(A378V) e outro sem a substituicdo foram utilizados para a constru¢do dos vetores pTT629,
pTT630, pTT632 ¢ pTT633. Estes vetores foram usados para transformar o cloroplasto de
folhas de tabaco, pelo método de biolistica. Um total de 35 plantas transplastomicas se
desenvolveram sob sele¢ao dos antibioticos espectinomicina (500 mg/L) e estreptomicina
(500 mg/L) e a andlise molecular dos sitios de restrigdo Accl, EcoRI, Ndel e Nsil, de
fragmentos amplificados da sequéncia codante atpB::rbcL::aadA::accD demonstrou a
integragdo dos genes rbcL-sintéticos em 11 linhagens transplastdmicas. Sementes F1 destas
plantas demonstraram ser homopldsmicas pela germinagdo na presenca do antibidtico
espectinomicina (500 mg/L). Analises fisioldgicas das taxas de fotossintese (4), condutancia
estomatica (gs) e de transpiracdo (F) das plantas transplastomicas (A378V) mantidas em casa-
de-vegetacdo produziram valores maiores e significativos, quando comparados com as plantas
sem a mutacao e controle nao transgénicos. O aumento da taxa de fotossintese das linhagens
transplastomicas indicam a possibilidade de aumento da atividade catalitica da RuBisCO. A
compreensdo da interacdo fotossintética com a atividade fotorrespiratoria poderd permitir
explorar e estender possiveis beneficios, como o aumento da produtividade em cultivares de
interesse agronomico.

Palavras-chave: Fotossintese; RubisCO; rbcL; Transformagdo de cloroplastos;
Fotorrespiragao.
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ABSTRACT

The genetic transformation of chloroplast seeking to increase the photosynthesis
efficiency in tobacco (Nicotiana tabacum)

Ribulose-1,5-Bifsfosfato (RuBP) carboxylase/ oxygenase (RuBisCO) is the key enzyme for
the fixation of atmospheric carbon and productivity of plants. At moment, no single solution
to optimize the CO; fixing process by the different species of plants. The availability of a few
efficient chloroplast transformation protocols for all cultivars also directs attempts to
manipulate the larger and small subunit of RuBisCO. In plants, this protein consists of coding
form eight smaller subunits encoding the »bcS gene and 8 larger subunits of the rbcL gene
respectively located in the nucleus and chloroplasts. Using two rbcL-synthetic genes, with an
alanine (Ala) 378 substituting a valine (Val) (A378V) and another one without the
replacement were used in the construction of pTT629, pTT630, pTT632 and pTT633 vectors,
which were used in the method of biolistic to driving these transgenes into the chloroplast
genome of tobacco. A total of 35 transplastomic plants were grown under selection of
antibiotics spectinomycin (500mg/ L) and streptomycin (500mg/ L) and the molecular
analysis using restriction sites Accl, EcoRI, Ndel and Nsil from the amplified fragments of
atpB::rbcL::aadA::accD sequence displayed the rbcL-synthetic genes integrated into the
plastome of the 11 transplastomic lines. The F1 seeds of these plants were shown to be
homoplasmic from germinating in the presence of the antibiotic spectinomycin (500mg / L).
The physiology analyzes of photosynthesis (A4), stomatal conductance (gs) and transpiration
(E) rates of these transplastomic lines (A378V) plants kept in green-house produced the
highest and significant values when when compared to the control plants without the mutation
and non-transgenic control. The increase of the photosynthesis rate form transplastomic lines
indicates the possibility of increasing the catalytic activity of RuBisCO. The understanding of
the photosynthetic interaction with photorespiration activity may allow explore more the
potential benefits, such as increased productivity in crops of agronomic interest.

Keywords: Photosynthesis; RuBisCO; rbcL; Genetic transformation of chloroplasts;
Photorespiration
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1 INTRODUCAO

Avancos importantes tém sido obtidos nos ltimos anos, em varios aspectos sobre a
biologia que envolve a enzima Ribulose-1,5-bisfosfato-carboxilase/oxigenase (RuBisCO)
(PORTIS; PARRY, 2007; WHITNEY; ANDREWS, 2001a). Apreciacdes sobre a complexa
atividade catalitica dessa enzima e a identificacdo de caracteristicas e possiveis variacoes
cinéticas que possam ser encontradas, em diferentes homologos da RuBisCO, ¢ um dos
impulsos para produzir variantes melhoradas de cultivares agronomicas (PARRY et al., 2007;

RAINES, 2011; 2006; TCHERKEZ et al., 2006; ANDREWS; WHITNEY, 2003).

A enzima RuBisCO ¢ a proteina mais abundante na biosfera terrestre (RAVEN, 2013;
ELLIS, 1979). A aten¢ao dada a RuBisCO deve-se ao papel que esta enzima desempenha na
manutengdo e perpetuacdo de praticamente todas as espécies. A capacidade de fixar o gas
atmosférico CO; na reagao da fotossintese habilita essa enzima como uma estrutura molecular
chave para as diversas reagoes fisiologicas e a adaptacdo das diversas espécies em diferentes

biomas (SPREITZER; SALVUCCI 2002).

A RuBisCO tem uma massa molecular de aproximadamente 560 000 Daltons, com
oito copias de dois tipos de subunidades, maior (“L”) e menor (“S”) que fazem parte da
estrutura desta holoenzima (TABITA et al., 2007, KNIGHT et al., 1990). Esta enzima ¢
codificada pelo gene rbcLS, sendo que o gene rbcL codifica os 56 000 Daltons das
subunidades “L”, cada qual com a forma af-cilindros. Em conjunto, estd a subunidade “S”
com 15 000 Daltons codificados pela familia do gene nuclear »bcS. A subunidade “S” ¢
processada por precursores durante a entrada no interior do cloroplasto, para entdo ser
acoplado a estrutura da subunidade “L”, através de rotas que envolvem a acdo molecular de

chaperonas (DEAN et al., 1989).

No interior do cloroplasto, a enzima RuBisCO catalisa a reagdo carboxilase, entre o
CO, e a molécula ribulose-1,5-bisphosphate (RuBP) para formar duas moléculas de 3
carbonos, o fosfoglicerato (3PG). Entretanto, o O, compete com o CO; pelo mesmo sitio ativo
desta enzima (LAING et al., 1974). A atividade oxigenase que promove a reagao do O, com a
RuBP resulta na produgdo de apenas uma molécula de 3PG (CEGELSKI; SCHAEFER,
2006). Neste processo os dois carbonos da RuBP restantes formam o fosfoglicolato que ¢ o

reagente inicial da fotorrespiragdo, um processo que leva a perda de 30% de CO, que poderia
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ser usado em um potencial processo de fixagdo na fotossintese (PETERHANSEL et al., 2011;
SOMERVILLE). Esta perda gerou diversos questionamentos e relatos, se a produtividade das
plantas poderia ser melhorada pela reducdo da atividade oxigenase ou pelo aumento da

atividade carboxilase.

Muitos progressos t€ém sido obtidos pela elucidagao dos mecanismos cataliticos e da
estrutura cristal em raios-x da RuBisCO (ANDERSSON, 1996). Alternativas natural e
sintética de alterar o processo de fixacao do carbono tem sido limitada (BAR-EVEN et al.
2010), o que faz da RuBisCO a tunica enzima capaz de suportar a rede de assimilagao do
carbono que leva ao ganho de biomassa. A tentativa de melhorar ou aperfeicoar a RuBisCO
pode implicar em melhorar a produtividade de cultivares de interesse agrondmico € 0 uso
eficiente dos recursos envolvidos (PARRY et al. 2007; WHITNEY et al. 2011a). A alteragcdo
no clima em escala global e a elevacdo da temperatura muda a disponibilidade de agua que
impacta na produtividade das cultivares agrondmicas e na assimilacdo do carbono pelas
plantas, juntamente com o aumento populacional tem gerado esfor¢os para o aumento da
producdo de biomassa, pelo uso de tecnologias que possam dirigir a expressdao da RuBisCO
para gerar uma planta melhorada, pela alteracao da atividade catalitica da RuBisCO que que
otimize o processo da fotossintese e que produza o aumento de biomassa da planta.

(WHITNEY et al., 2011b; RAINES 2003).

Por estas razdes, o foco, na engenharia da RuBisCO nos cloroplastos de plantas
superiores, tem sido dirigido para identificar o nivel de controle da expressao desta enzima,
pela predi¢ao e o exame da influéncia de sequéncias regulatorias e do codon degenerado.
Outras questdes, como as diferentes classes de RuBisCO exdgenas podem ser usadas para
construir uma nova estrutura dessa enzima que possa ser inserida no plastoma e se manter
estavel. Além de como usar uma sequéncia da subunidade “L” de outras espécies de plantas
que funcione adequadamente na estruturacdo com a subunidade “S” nativa da enzima, sem
detrimento da atividade catalitica (SHARWOOD et al., 2008). As tecnologias do DNA
recombinante aliado a tecnologia de transformagdo genética por biolistica, dentre a mais
usada, na transformagdo do cloroplasto sao importantes para a producao de novas cultivares
que possam apresentar maior assimilacdo do carbono atmosférico, melhora na taxa
fotossintética e consequentemente na produtividade das plantas. Assim, a inser¢cdo do gene

rbcL-sintético que contem a alteracdo em um Unico codon, no genoma do cloroplasto, poderia
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substituir, por recombinacdao homologa, a sequéncia nativa do plastoma, visando alterar a

eficiéncia da capacidade fotossintética das linhagens transplastomicas de tabaco.
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6 CONCLUSOES

A transformagdo genética do cloroplasto realizada neste trabalho confirmou que o
método por biolistica € eficiente para a transformagao genética do cloroplasto, pois permitiu

inserir um gene rbcL-sintético no plastoma dos clones de tabaco nao transgénico.

As técnicas moleculares, como a PCR, o sequenciamento a partir do DNA total de
folhas de tabaco transformados com os vetores pTT629, pTT630, pTT632 e pTT633 que
contem o gene rbcL-sintético e a clivagem de sitios de restrigdo especificos, de fragmentos
amplificados desse DNA total permitiram identificar e confirmar a inser¢ao do transgene, no

genoma do cloroplasto, em 11 linhagens transplastomicas de tabaco.

A identificagdo da inser¢do do transgene rbcL-sintético, pela clivagem nos sitios de
restricdo EcoRIl, Accl, Ndel, NsilL permitiu perceber que o processo de recombinagao
homologa ¢ uma vantagem, por ocorrer no genoma do cloroplasto, tornando-se uma
ferramenta natural e estratégica para auxiliar na insercao de genes exogenos de interesse apos
o processo de transformagdo genética. A identificagdo, pela clivagem dos sitios de restrigao,
de linhagens transplastdmicas com, apenas, a inser¢ao da regido codante do gene marcador
seletivo no transplastoma, mostrou que a recombinagdo homodloga, pode inserir parte € ndo a

sequéncia exogena inteira.

A pressdao de selecdo ¢ essencial para se obter as linhagens transplastomicas. As
sementes produzidas por estas plantas germinaram em meio seletivo com fendtipo verde,
confirmando, a prévia identificacdo pela técnica da PCR, o estado de homoplasmia dos

cloroplastos nessas linhagens.

Os valores maiores das taxas de A4, gs e E, das linhagens transplastomicas quando
comparados com a planta controle de tabaco sugere ser devido a inser¢ao da enzima da

RuBisCO com a muta¢ao A378V, no transplastomas dessas linhagens.

As taxas de gs e de E maiores nas linhagens transplastdmicas em relacao ao controle
pode ser devido a maior taxa de assimilagao de CO,, mostrando uma uma relagao positiva e e
diretamente proporcional entre os processos de fotossintese, condutancia estomatica e de

transpiracao.
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Nao foi observado aumento no tamanho e espessura do internd e da area foliar que
pudesse estar relacionado com o aumento da taxa de fotossintese, no periodo em que o
experimento foi realizado, havendo necessidade de complementagdo com estudos em
diferentes niveis de CO; e O,, em que se possa ser considerado maiores detalhes como as
taxas da atividade catalitica da enzima RuBisCO, com as taxas de 4, gs, E, fotorrespiracao ¢ a

alocacao de carbono, dentro da planta.
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