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Resumo

O gene que codifica a TCTP (Translationally Controlled Tumour Protein) esta
presente em todos 0s eucariontes e o seu produto esta envolvido em diferentes processos
celulares. Embora bem caracterizada em mamiferos, poucos sdo os trabalhos
disponiveis na literatura relacionados a analise dessa proteina em plantas. No presente
trabalho, a expressdo do gene que codifica a TCTP foi analisada em diferentes
orgdos/tecidos do tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara). A quantificacéo,
realizada por RT-qPCR, revelou a presenca do transcrito da TCTP em todos os
diferentes tecidos/6rgaos analisados, sendo o maior nivel de expressdo encontrado nas
folhas. Com excecdo de frutos em estagio intermediario de maturacdo, em que foi
detectado um pequeno aumento, a variacdo na expressdo relativa da TCTP para 0s
demais Orgdos/tecidos foi minima. Paralelamente, os efeitos da expressdo constitutiva
da TCTP foram investigados empregando linhagens transgénicas de tabaco capazes de
superexpressar essa proteina em diferentes niveis (T1, T2 e T3). Plantulas das referidas
linhagens, e de um controle ndo transgénico, foram cultivadas em meio de cultura MS
durante 21 dias. Ao final desse periodo, o comprimento das raizes e das folhas foi
registrado e as plantulas fotografadas. Através do Teste de Tukey, a andlise das médias
do comprimento da raiz revelou uma diferenca significativa entre as linhagens T1 e T3
em relacdo ao controle, ao passo que o0 mesmo ndo foi verificado para a linhagem T2.
Para as folhas, segundo o teste de Kruskal-Wallis, diferencas estatisticas entre as médias
de crescimento em cada uma das linhagens avaliadas foram detectadas. Pelos resultados
obtidos, pdde-se constatar o cardter ubiquo da TCTP em tomate, sendo sua maior
expressdo detectada em folhas, e, ainda, que sua superexpressdo promoveu um maior
crescimento radicular e foliar em duas das trés linhagens transgénicas de tabaco

testadas.



Palavras-chave: Solanum lycopersicum; TCTP; tomate.

Abstract

The gene encoding TCTP (Translationally Controlled Tumour Protein) is
present in all eukaryotes and its product is involved in various cellular processes.
Although well characterized in mammals, there are only few works available in the
literature related to the analysis of this protein in plants. In this present work, the
expression of the gene encoding TCTP was analyzed in different organs/tissues of
tomato plants (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara). A quantification performed by
RT-qPCR revealed the presence of TCTP transcript in all tissues/organs analyzed, with
the highest expression level found in leaves. With the exception of fruits in intermediate
stage of maturation, for which a small increase on the expression was detected, there
was minimal variation in the relative expression of TCTP in other organ/tissues. In
parallel, the effects of the constitutive expression of TCTP were investigated using
transgenic tobacco lines able to overexpress this protein at different levels (T1, T2 and
T3). Seedlings of these lines, and of a non-transgenic control line, were grown in MS
culture medium for 21 days. At the end of this period, the length of roots and leaves was
taken and the seedlings were photographed. According to Tukey's test, the analysis of
the mean root length revealed a significant difference between T1 and T3 lines when
compared to the control, although the same was not observed for the T2 line. For leaves,
according to Kruskal-Wallis test, there was a statistical difference between the averages
of leaf growth obtained for the different lines evaluated. According to these results, we
can conclude that TCTP shows an ubiquitous expression in tomato plants, with the
highest expression detected in leaves, and also that its overexpression promoted a higher

root and leaf development in two of three transgenic tobacco lines tested.



Key words: Solanum lycopersicum; TCTP; tomato.
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I. Introducao

1.1 A proteina TCTP

O gene que codifica a TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein) esta
presente em todos os eucariontes e parte da sua seqiéncia é altamente conservada entre
os diferentes filos. Devido a sua massa molecular de 23 kDa, essa proteina também é
conhecida como P23 ou Q23. Trata-se de uma proteina multifuncional envolvida em
diferentes processos celulares, como o crescimento e desenvolvimento celular. Apesar
de sua descrita multifuncionalidade, seu papel molecular ainda ndo esta totalmente
definido e, emalguns casos, seu modo de acdo permanece obscuro.

Inicialmente isolada e identificada a partir de células tumorais humanas (Gross
et al., 1989), sua denominacdo se deve ao relatado controle traducional de sua sintese
(Chitpatima et al., 1988). Entretanto, proteinas homélogas a TCTP foram identificadas
em outras espécies e, nesse caso, demonstrou-se que o controle pode ocorrer também
em niveis transcricionais, como por estimulo extracelular (Bommer e Thiele, 2004).

A analise das seqiiéncias de nucleotideos e deduzida de aminoacidos das TC TPs
de diferentes organismos revelou que aproximadamente 10% dos aminoacidos presentes
nessas proteinas sdo altamente conservados entre os filos de eucariontes, sendo que
entre as seqUéncias mais conservadas, a identidade pode chegar a 90% (Sage-Ono et al.,
1998). Ao longo do processo evolutivo, a proteina manteve alguns dominios funcionais
especificos, dentre os quais se destacam os dominios para ligacdo a calcio, a
microtubulos (tubulina), a proteinas sinalizadoras (quinases) e para ligacdo com seis
subunidades da bomba sédio e potassio (Hinojosa-Moya et al., 2008; Bommer e Thiele,
2004; Berkowitz et al., 2008, Jung et al., 2004). Diversos estudos em leveduras e

linhagens celulares humanas sugerem um papel da TCTP na regulacdo do crescimento e
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controle do ciclo celular através de sua fosforilacdo por uma proteina quinase e
interacdo com proteinas regulatorias, como a MCL1 (Myeloid Cell Leukemia) (Gachet
et al., 1999; Li et al., 2001; Yarm, 2002).

Conforme o grupo taxondmico, a TCTP pode desempenhar diferentes funcoes.
Em animais, essa proteina é responsavel pela liberacdo da histamina em eventos
inflamatérios (MacDonald et al., 2001), além de exercer um controle positivo na
proliferacdo de linfocitos B (Kang et al., 2001). No anfioxo, a TCTP est4 envolvida na
diferenciacdo de alguns tecidos, desempenhando um importante papel durante o
desenvolvimento embrionario, principalmente durante a diferenciacdo da mesoderme
(Chenet al., 2007).

A TCTP pode formar complexos protéicos com outras proteinas mudando a
atividade das mesmas, como € o caso da bomba de sédio e potéssio, responsavel pela
homeostase idnica e pelo potencial de membrana celular. Em camundongos
transgénicos com super-expressao da TCTP, essa proteina induz a hipertensdo sistémica
atuando como repressora citoplasmatica da bomba, ligando-se ao seu dominio a-1 (Kim
et al.,, 2008). Resultado semelhante foi descrito em cultura de células humanas da
linhagem Hela. Nesse caso contatou-se que, em sua estrutura, a TCTP apresenta dois
dominios capazes de se ligar a citada enzima transmembranica (Jung et al., 2004). JAem
peixes submetidos a estresse osmotico, a TCTP, que estd associada e inibindo a
atividade da bomba de sodio e potassio, € recrutada por proteinas envolvidas na resposta
primaria desse estresse, de forma a promover o processo osmoregulatério (Evans e
Somero, 2009).

Curiosamente, 0 seu transcrito pode formar estruturas secundarias de dupla fita
capazes de interagir com alguns componentes celulares. Nesse caso, as estruturas

secundarias resultantes podem ativar uma proteina quinase denominada PKR (Bommer
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et al., 2002), que estd envolvida na regulacdo e diferenciacdo celular, na resposta a
estresses, na apoptose, e no mecanismo de defesa antiviral celular (Jagus, 1999).
Durante a apoptose, mecanismo de morte celular programada, a TCTP pode ser
encontrada na mitocondria, organela importante neste mecanismo, ligando-se a
proteinas que apresentam atividade anti-apoptotica, evitando, assim, a morte celular
(Liu et al., 2005; Rinnerthaler et al., 2006). O mesmo ocorre no citoplasma, onde a
TCTP é responsdvel pela ligacdo e sequestro de calcio, diminuindo a apoptose
dependente desse ion (Graidist et al., 2007). Nesse contexto, foi observado que a
expressio da TCTP é reprimida pelo estresse de Ca®* que, juntamente com a
acumulacdo de perdxido de hidrogénio, é o principal fator indutor da morte celular
programada. Sua participagdo na manutencio da homeostase de Ca>* foi assim sugerida.
Outro importante papel desempenhado pela TCTP esta relacionado a processos
de sinalizacdo celular em animais e fungos. Analises da sequéncia deduzida de
aminoacidos da TCTP de Schizosaccharomyces pombe demonstraram uma alta
similaridade desta com a proteina MSS4/DSS4 de mamiferos (Thaw et al., 2001; Itzen
et al., 2006). Em animais, a MSS4/DSS4 é capaz de se ligar a proteina sinalizadora Rab,
e assim regular a sua atividade. A proteina Rab pertencente a super familia de proteinas
Ras GTPase cujos membros sdo responsaveis por muitos processos celulares
relacionados com a diferenciacdo e proliferacdo celular. Em Drosophila, por exemplo,
descobriu-se que a TCTP regula a atividade de Rheb, outro membro da super familia
Ras GTPase. Verificou-se que o silenciamento génico da TCTP, usando RNA de
interferéncia (RNAI), proporciona um crescimento e desenvolvimento reduzido das
moscas durante a organogénese (Hsu et al., 2007). Desse modo, pela sua interagdo com

a Rab, a TCTP pode mediar a atividade das GTPases envolvidas em sinalizagéo.
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Adicionalmente, tanto a Rheb como a TCTP podem atuar como fatores
regulatorios de uma importante via de sinalizacdo conhecida como TOR (Target of
Rapamycin) que esta envolvida em processos de crescimento celular e metabolismo.
Essa via é coordenada pela proteina quinase TOR (Wullschleger et al., 2006).

A via de sinalizacdo TOR é altamente conservada nos eucariotos, podendo ser
regulada por fatores externos, como estresse e falta de nutrientes. No ambiente celular,
esta via de sinalizacdo é constituida por dois complexos TOR 1 e TOR 2 que sdo
regulados por outras proteinas transdutoras de sinais (Serfontein et al., 2010 e
Woullschleger et al., 2006).

Em ensaios biologicos realizados em células humanas da linhagem Hela,
demonstrou-se que a TCTP participa da etapa de alongamento da tradugdo. Neste
processo, o fator de alongamento eEFla (eEF1A) necessita de GTP para recrutar
aminoacidos sendo dotado de uma atividade GTPase. A TCTP atua como fator de
inibicdo, ndo permitindo a troca de GDP por GTP junto ao eEF1A, a qual é mediada por
um fator de troca especifico denominado eEF1Bp (Cans et al., 2003). Segundo o0s
autores, a TCTP possui uma atividade inibidora de dissociacdo de nucleotideo guanina,
sendo um importante regulador da etapa de alongamento da traducéo.

Nos parasitas, observou-se que a TCTP, além de regular a proliferacdo e
diferenciacdo celular (Li, 2009), também pode interagir com a proteina G responsavel
pela sinalizacdo celular. Acredita-se que a TCTP de alguns parasitas como Plasmodium
sp. (MacDonald et al.,, 2001) e Schistosoma mansoni (Rao et al., 2002) esteja
intimamente relacionada com o desenvolvimento das patologias ocasionadas por estes
organismos, sendo capaz de provocar lesdo inflamatéria com infiltracdo de eosinofilos.

O silenciamento génico da TCTP pode ocasionar mudangas morfolégicas e

fisiologicas. O uso de RNAI para silenciar a TCTP em Caenorhabditis elegans
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promoveu crescimento lento, infertilidade na progénie e letalidade embrionaria nos

individuos em que o gene foi silenciado (S6nnichsen et al., 2005).

1.2 A TCTP em plantas

Proteinas homologas a TCTP também foram isoladas em plantas, entretanto, os
trabalhos na literatura sdo escassos e a funcdo dessa proteina nos vegetais ndo esta
claramente definida. Verificou-se que em plantas de dia curto do género Pharbitis, a
expressdo do gene que codifica a TCTP varia conforme o ritmo circadiano, podendo
influenciar o mecanismo de floracdo. Em células de soja submetidas a estresse idnico,
essa proteina pode ser responsavel pela regulacdo da homeostase do calcio em células
de soja submetidas a estresse idnico (Ermolayev et al., 2003). Em uma analise
protebmica em citrus, a TCTP foi identificada como sendo uma das proteinas cuja
acumulacdo € reduzida em frutos do Tangor murcott durante a senescéncia pds-colheita
(Lliso et al., 2007). Os autores sugerem que a TCTP é dotada de atividade anti-
apoptotica em frutos, a qual é reduzida depois que o fruto é destacado da arvore.

Recentemente, o papel in vivo da TCTP foi evidenciado empregando a planta
modelo Arabidopsis thaliana (Berkowitz et al., 2008). Segundo os autores, tanto a
superexpressdo da proteina como seu silenciamento foram capazes de influenciar o
crescimento e o desenvolvimento dos tecidos vegetais. A expressdo da proteina foi
observada em todos os tecidos, especialmente no meristema e em células em expansao.
O silenciamento da expressdo da TCTP promoveu o crescimento lento e diferencas
morfolégicas em folhas e raizes, e deficiéncia na formacdo do tubo polinico em relacdo

as plantas com a expressdao normal do gene. Além disso, a sensibilidade a hormdnios
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vegetais como a auxina ficou comprometida. Esses resultados sugerem um papel
importante da TCTP na regulacdo do crescimento vegetal.

Como destacado, a presenca dos transcritos da TCTP foi observada em todos
tecidos vegetais, entretanto, a presenca da proteina pode ser mais abundante em
determinados tecidos dependendo da funcdo destes. Em tubérculos de batatas,
especialmente na periderme que forma uma barreira contra entrada de patdgenos e se
desenvolve em locais que sofreram danos mecanicos, a expressao do gene que codifica
a TCTP mudou em relacdo ao tecido subseqiiente, no caso o parénquima (Barel e
Ginzberg, 2008). O mesmo fendmeno bioldégico também foi relatado na regeneracao da
parede celular de algoddo, onde os transcritos da TCTP foram identificados,
evidenciando uma possivel relagdo com a montagem da matriz extracelular (Yang et al.,
2008).

A capacidade da proteina TCTP de se ligar a outras proteinas, inicialmente
relatada em células animais, também foi evidenciada em plantas. A analise das proteinas
envolvidas no processo de transporte via floema em arroz e abébora demonstrou que a
TCTP pode se ligar, e regular, determinadas proteinas presentes nos vasos floematicos
(Aoki et al., 2005). Desse modo, supde-se que a TCTP é capaz de regular, através da
interacdo com outras proteinas, 0 movimento seletivo no floema, o que pode ser
indicativo do seu envolvimento na regulacdo do transporte viral via floema.

A TCTP pode ser usada por parasitas para estabelecer a infeccdo nos
hospedeiros, como no caso do nematdide Meloidogyne incognita, responsavel pela
formacdo de galhas em vegetais. A proteina TCTP secretada pelo parasita € homologa a
do hospedeiro e promove o surgimento de células gigantes nos mesmos, 0 que é
caracteristico da infeccdo. Neste caso, portanto, a proteina do parasita mimetiza a TCTP

do hospedeiro (Bellafiore et al., 2008).
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Ainda com relacdo ao papel da TCTP na relacdo parasita-hospedeiro, dois
importantes estudos foram realizados empregando A. thaliana. No primeiro, a analise
do proteoma de plantas infectadas por Pseudomonas syringae revelou mudangas no
perfil de expressdo de algumas proteinas do hospedeiro, especialmente na mitocondria e
no cloroplasto. Dentre essas, a TC TP apresentou mudancas em sua quantidade (Jones et
al., 2006). Curiosamente, um aumento na abundancia da TCTP foi constatado na fragéo
solivel enquanto que uma diminuigdo foi verificada na fracdo mitocondrial. No segundo
estudo, mudancas no perfil de expressdo da TCTP foram observadas nos estagios
iniciais de transformacdo mediada por Agrobacterium tumefenciens (Veena et al.,
2003).

A expressdao da TCTP também foi induzida em plantas de soja submetidas a
estresse por aluminio, especialmente em gendtipos considerados tolerantes (Ermolayev
et al., 2003), e apos tratamento de plantas de arroz com um elicitor derivado do fungo
Magnaporthe grisea (Liao e Wang, 2009). Esses dados fornecem evidéncias adicionais
de sua provavel participacao na resposta a estresses bioticos e abidticos.

Como observado em outros organismos, a TCTP de plantas também esta
envolvida em processos relacionados a via de sinalizacgdo TOR e a atividade de
pequenas GTPases. Analises da sequéncia deduzida de aminoacidos da TCTP de
Arabidopsis thaliana revelaram a presenca de um sitio conservado de ligacdo a
GTPases, 0 que sugere um possivel papel como mediadora da atividade TOR
(Berkowitz et al., 2008). Diversos estudos relacionam a TOR com o crescimento e
desenvolvimento vegetal tanto na fase embriondria como em plantas adultas, com a
organizacdo da parede celular e em eventos de estresse (Leiber et al., 2008, Deprost et

al., 2005 e 2007).
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Apesar das mencionadas evidéncias experimentais associando a TCTP as
respostas das plantas aos estresses de origem bidtica e abidtica, o seu efetivo papel
nesse contexto é ainda pouco conhecido. A maior parte dessas evidéncias advém de
estudos de analise protedmica ou de transcriptdmica que normalmente ndo envolvem

uma analise funcional mais detalhada.
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Il. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho consiste na caracterizacéo do gene que codifica a
TCTP em tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara) que serd usado como
modelo experimental. Para tal, analises de expressdo génica em tomate e funcionais

empregando plantas de tabaco capazes de superexpressar a TCTP foram realizadas.

I11. 1 Objetivos especificos

e Investigar a expressdo do gene que codifica a TCTP em diferentes
orgdos/tecidos de plantas de tomateiro (Capitulo I).
e Analisar 0 impacto da superexpressdo da TCTP no crescimento de

diferentes linhagens transgénicas de tabaco (Capitulo I1).
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111.CAPITULO |

Estudo da expresséo relativa do gene que codifica a TCTP em diferentes

orgaos/tecidos em plantas de tomate

1. Material e Métodos

1.1 Extracdo de RNA total e andlise da expressao relativa da TCTP por RT-

PCR em Tempo Real (RT-gPCR)

O RNA total de raiz, caule, folha, flor e frutos em diferentes estagios de
maturacdo (verde, amarelo e vermelho) de diferentes exemplares selvagens de tomate
(Solanum lycopersicum cv. Santa Clara) foi extraido com o uso do reagente TRIZOL
(Invitrogen) conforme o protocolo do fabricante, sendo escolhidas as amostras que
apresentaram melhor qualidade. As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido, e
a cerca de 100 mg do material vegetal macerado foi adicionado 1 mL do reagente
TRIZOL. As amostras foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente, para
entdo 200 pL de cloroformio serem adicionados aos tubos. Apos homogeneizacao por 3
minutos e incubagdo a temperatura ambiente pelo mesmo tempo, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante de cada amostra foi
transferido para um novo tubo com auxilio de micropipeta, sendo adicionados 500 pL
de alcool isopropilico. Apds incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos e
centrifugagdo a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi removido e o

sedimento lavado com etanol a 70%. Apo6s nova centrifugacdo a 7.500 x g por 5
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minutos a 4°C, o excesso de etanol foi retirado por secagem a vacuo, sendo o sedimento
ressuspendido com agua livre de DNases e RNases.

O RNA total foi quantificado em espectrofotdmetro (NanoDrop ND-1000 UV-
Vis Spectrophotometer, NanoDrop Technologies) usando absorbéancia a 260 nm, e sua
qualidade foi verificada por eletroforese em gel desnaturante de agarose (1%) corado
com brometo de etidio.

Para eliminacdo de qualquer contaminacdo com DNA gendmico, 0 RNA total
extraido foi tratado com DNase. Para tal, ao RNA total (2 pg) foram adicionados 2 pL
de DNase (1u/ puL) (Invitrogen), 2 pL de tampao (10x com MgC12) e agua DEPC para
completar o volume final de 20 pl. As amostras foram incubadas a 37°C por 30
minutos, sendo a enzima inativada pela adicdo de 2 pL de EDTA (25mM) e incubanyo
por 10 minutos a 65°C.

Para a realizagdo da transcricdo reversa, a cada amostra de RNA tratada com
DNase adicionou-se 2 pnL de oligo-dT (estoque a 10 mM), 2 uL de dNTP mix (dGTP,
dCTP, dATP, dTTP — estoque a 10 mM) e 3,5 puL de agua DEPC. O RNA total foi
desnaturado a 65°C por 5 minutos (seguida de incubag¢do em gelo por 1 minuto) sendo
entdo adicionados aos tubos 2 pL de DTT 0,1 M, 0,5 pL da enzima SuperScript 11l
Reverse Transcriptase (200 w/puL; Invitrogen) e 3 pL de tampao de reagdo (5x).

As amostras foram incubadas a 50°C por 60 minutos e a enzima foi inativada a
70°C por 15 minutos. O cDNA assim obtido foi quantificado em espectrofotdmetro
(NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer, NanoDrop Technologies) usando
absorbancia a 260 nm.

Apb6s a quantificacdo, as amostras de cDNA foram diluidas para uma
concentragdo final de 30 ng/uL. O kit usado nas reacGes de PCR em Tempo Real foi o

Maxima SYBR Green / ROX gPCR Master Mix(2X) (Fermentas). O volume total da
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reagdo por amostra foi de 12 pL, sendo esta realizada em triplicata empregando placas
de 96 pocgos. Os componentes da reacdo estdo listados na Tabela 1.

Os genes normalizadores utilizados como referéncia nas reagdes de gPCR
foram selecionados a partir de 12 genes candidatos (Tabela 2; Carvalho, 2010). O
desenho dos primers para amplificacdo da TCTP e dos referidos genes normalizadores
foi realizado usando o software Primer Express 2.0 (APPLIED BIOSYSTEMS). As
sequéncias destes primers, e respectivas referéncias bibliograficas, estdo
disponibilizadas na Tabela 2.

O calculo para a determinacdo da expressdo génica foi o do AACt (Livak e
Schmittgen, 2001), o qual se baseia na reacdo exponencial da PCR. Para tal foi usadas a
formula QR = 222", onde QR representa o nivel de expressdo génica; Ct representa o
ciclo de amplificacdao no qual cada amostra apresenta amplificagdo exponencial; ACt se
refere a diferenca entre o Ct da amostra amplificada para o gene alvo e o Ct da mesma
amostra amplificada para o gene referéncia, e AACt representa a diferenca entre o ACt
da amostra de interesse em determinado tempo e o ACt da amostra de referéncia. A
eficiéncia da reacdo foi determinada por meio de diluicdes seriadas (1:1, 1:5, 1:25 e
1:125). A partir do valor de Ct de cada aliquota, a curva padréo foi elaborada e o slope

da reta foi determinado. Este valor foientdo inserido na sequinte formula; 11/s/ope),



23

Tabela 1. Componentes da reacdo de qPCR para quantificacdo da expressao relativa

do gene TCTP.
Reagentes Quantidade e concentracéo
SYBR Green/ROX MasterMix (2x) 6,25 uL (1x)
Primers - Forward e Reverse (10 mM) 0,3 uL (300 nM)
cDNA (30 ng/uL) 1,0 uL
Agua 3,2ul
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Tabela 2. Descricdo dos oligonucleotideos usados nas reacdes de qPCR.

Gene Sequéncia dos Primers
Actina Forward 5° CGG TGA CCA CTT TCC GAT CT 3’
(ACT)l Reverse 5> TCC TCA CCGTCA GCCATTTT 3

Adenosil-fosforibosil
transferase 1 (APT 1)*

Forward 5> GAA CAG ACA AGA TTGAGA TGC ATGTA 3
Reverse 5> CCA CGA GGG CAC GTTCA 3

Beta tubulina
(TUB)®

Forward 5> TTG GTT TTGCAC CACTGA CTT ¥
Reverse 5> AAGCTC TGG CACTGT CAA AGC 3

Complexo adaptador de
clatrina (CAC)?

Forward 5 CTG GAT TGC GTGTTC GGT TT 3’
Reverse 5" TGT TGT AGC CACTCTTCT CCC AC 3’

Fator de elongamento
(EF)?

Forward 5° TCT GAT CCA TTG TTG GAT GCT GG 3’
Reverse 5> TTC AAA CCCTTCCTCTTGCG3

Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH)*

Forward 5 TCA TTA GGT CCA GCG TTC TTAGC 3’
Reverse 5> CCC ACC CTA AGG AAT CTG CAT 3’

Proteina fosfatase 2A
(PP2A)®

Forward 5 GAG GAT TAGTAT CAT CAT CAT TGT TTT GT 3’
Reverse 5° CTG GCG AAT CTA CGG GAT ATG 3

Proteina ribossomal L2
(RPL2)

Forward 5 CCC ATC AGG AGC CAA AAA GA ¥
Reverse 5> CCA CCA GCA ACCTGA CCA AT 3

Proteina da familia TIP41
(TIP41)?

Forward 5 CCC ATC AGG AGC CAA AAA GA ¥
Reverse 5> CCA CCA GCA ACCTGA CCA AT 3

Proteina ligante TATA

Forward 5> GTGATG TTA AAT TTC CTA TTC GAC TTGA 3’
Reverse 5> GGA AAT AGT TCT GGC TCG TAACTT G 3

(TBP)!
Ubiguitina Forward 5° GAT CAT CAA TGT GTT TTC GCT TTT 3’
(UBIY? Reverse 5> CAC AAA CTG CAT ATT CAT AAA GAT ACC A 3
18S IRNA Forward 5 GAT CGG CGGATG TTGCTT T 3’
(185)° Reverse 5> CGG AAC CCA AAA ACTTTGATTT 3’
Forward 5> AGA AGT CGA GAA TGG GGT GC 3’
qrCTP Reverse 5> TGA ACA ACC CAC TTC CCT TGA 3’

1-Alfenas-Zerbini et al., 2009; 2-Expoésito-Rodriguez et al., 2008; 3-Lovdal e Lillo, 2009




25

2. Resultados

2.1 Quantificacdo da expressao relativa da TCTP

Com a finalidade de determinar o perfil de expressdo do gene que codifica a
TCTP nos diferentes tecidos/6rgdos em plantas de tomate, usou-se a quantificacdo
relativa por meio da técnica de RT-PCR em tempo real (RT-gPCR). Para tanto, 0 RNA
total foi extraido a partir de raiz, caule, folha, flor, e frutos em diferentes estagios de
maturacédo (verde, amarelo e vermelho) de tomate.

Depois de extraido, 0 RNA total foi quantificado em espectrofotdmetro e sua
integridade verificada em gel desnaturante de agarose a 1%. Antes da realizacdo da
analise de RT-qPCR, objetivando verificar a qualidade do RNA total extraido, a regido
codificadora da TCTP foi amplificada por RT-PCR usando primers especificos. Usando
essa analise qualitativa, wverificou-se a amplificacio de um produto Unico de
aproximadamente 500 pb em todas as amostras, revelando portanto, a presenca de
transcrito correspondente @ TCTP em todos os tecidos/6rgdos de tomate analisados

(Figura 1).
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~500pb ——>

Figura 1: Amplificacdo de cDNA correspondente a TCTP nas amostras de RNA total
extraido dos tecidos/6rgdos de tomate. M: Marcador Molecular de 100 pb; C+:
Controle Positivo; R: Raiz; C: Caule; F: Folha; Fl: Flor; Vd: Fruto Verde; A: Fruto
Amarelo; Vm: Fruto Vermelho; C-: Controle Negativo (mix de reagentes de RT-PCR

semadicdo de RNA).
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Para a selecdo do melhor gene normalizador foram testados primers para 12
genes candidatos (Tabela 2), os quais foram previamente selecionados por serem
considerados constitutivos (Carvalho, 2010). Esses primers foram validados em reagoes
de RT-gPCR empregando amostras de diferentes drgaos/tecidos do tomateiro, e 0 gene
Ubiquitina (UBI) foi aquele que apresentou a menor variacdo de expressdo entre as
amostras. A eficiéncia da reacdo considerada para os céalculos de quantificacdo relativa
foi igual a 2,0. Com auxilio da curva de dissociacdo da reacdo foi possivel determinar a
auséncia de DNA gendmico nas amostras usadas para a quantificacdo relativa.

Tomando-se o nivel de expressdo encontrado em folhas como padrédo
(equivalente a 1), a expressdo relativa da TCTP nos demais 6rgaos/tecidos foi calculada,

resultando no grafico representado na Figura 2.
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Figura 2: Analise da expressdo relativa da TCTP em diferentes orgdos/tecidos de
tomateiro. A expressao foi determinada de acordo com a expressdo encontrada em
folhas, sendo os demais valores relativos a esse 6rgdo. Os dados estdo representados
pela média + desvio padrdo entre as réplicas quando normalizadas pelo gene de
referéncia (Ubiquitina).
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Pelo grafico é possivel constatar que o gene que codifica a TCTP de tomate é
expresso de forma ubiqua, sendo essa expressdo mais exacerbada em folhas, quando
comparada aos demais Orgdos/tecidos analisados. Com exce¢do das folhas, a variacao
na expressao relativa da TCTP nos 6rgaos vegetativos (caule e raiz) e reprodutivos (flor
e frutos) foi minima, excecdo feita a frutos em estagio intermediaria de maturacéo

(amarelos), onde um pequeno aumento de expressdo foi detectado.
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IV.CAPITULO II

Andlise do impacto da superexpressdo da TCTP em plantas transgénicas de tabaco

1. Material e Métodos

1.1 Material vegetal

Plantas de tabaco (Nicotiana tabacum SR1) transformadas com um cassete de
expressdo contendo a regido codificadora da TCTP de tomate sobre controle de um
duplo promotor 35S (obtidas por Carvalho, 2010) foram empregadas para avaliar o
impacto da superexpressdo dessa proteina no crescimento e desenvolvimento. Trés
linhagens transgénicas da geracdo R7 (denominadas T1, T2 e T3), correspondentes a
eventos independentes de transformacéo, e apresentando diferentes niveis de expressao
do transgene (Carvalho, 2010), foram empregadas (Figura 3). Plantas de tabaco nédo
transformadas foram usadas como controle.

As linhagens transgénicas foram produzidas utilizando o método de
transformacdo de discos de folha mediada por Agrobacterium tumefaciens. Os
transformantes foram regenerados a partir de calos mantidos em meio MS contendo
canamicina e, apos enraizamento, transferidos para vasos contendo uma mistura de terra

e vermiculita.
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Figura 3: Niveis relativos de expressdo da TCTP nas diferentes linhagens transgénicas
de tabaco empregadas nesse estudo. Os dados referem-se as médias + desvio padrdo
entre as réplicas quando normalizadas pelo gene de referéncia EF. Tomando-se a
expressdo relativa na linhagem selvagem como padrdo (equivalente a 1), pode-se
comparar os diferentes niveis de expressdo para cada linhagem, sendo este cerca de 15x
maior para a transgénica 1, 120x maior para a transgénica 2 e 129x maior para a
transgénica 3 (Carvalho, 2010).

1.2 Cultivo das sementes

As sementes das linhagens transgénicas e de tabaco selvagem, usadas como
controle, foram esterilizadas e colocadas para germinar visando a obtencdo de plantulas
estéreis. Para isso, as sementes foram inicialmente embebidas em agua Milli-Q pelo
periodo de uma hora, sendo em seguida imersas em etanol 70% por 1 minuto e lavadas
por 2x com agua Milli-Q autoclavada. Posteriormente, foram incubadas em solugéo de
hipoclorito 70% por 10 minutos e lavadas por 5x com agua Milli-Q autoclavada. Apds a

esterilizacdo, as sementes foram dispostas em placas de Petri contendo meio MS
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(Murashige e Skoog, 1992) e 0,23% de Phytagel (Sigma), e mantidas em camara

climatizada com fotoperiodo de 16 horas de luz artificial e temperatura entre 20-22°C.

1.3 Andlise do crescimento das plantulas

Para as analises de crescimento, 20 sementes de cada linhagem transgénica
foram germinadas em placas de Petri contendo meio MS adicionado de canamicina. As
sementes do controle selvagem (20 no total) foram germinadas em placas contendo
meio MS sem antibidtico. As placas foram posicionadas verticalmente em camara de
crescimento, e o desenvolvimento das plantulas foi acompanhado durante 21 dias. Ao
término do periodo de observacdo, os comprimentos das raizes principais e das folhas
de cada plantula foram registrados, e as mesmas foram fotografadas. Para cada plantula,
a medida da raiz corresponde ao seu tamanho desde o colo até sua extremidade mais
distal, enquanto que a medida de uma das folhas, escolhida ao acaso, foi feita a partir de
sua base até sua extremidade no sentido longitudinal.

Para a analise estatistica das médias obtidas para as raizes, foi verificado através
do teste F (F = 27,83; F critico = 4,05; p < 0,01) que estas apresentam distribuicdo
normal, permitindo a comparacdo entre a média de cada linhagem transgénica com a
média das plantulas selvagens através do Teste de Tukey (com p < 0,05). No caso das
folhas, ndo foi encontrado o mesmo padrdo de distribuicdo, sendo necessaria a
utilizacdo do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (com p < 0,05) para a
comparacao entre as medias obtidas para cada linhagem. Em ambos 0s casos, a analise

estatistica foi realizada através do software ASSISTAT.
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2. Resultados

2.1 Analise de crescimento radicular e foliar

A fim de verificar o padréo de crescimento e desenvolvimento das plantulas de
cada linhagem transgénica foram tomadas medidas do comprimento da raiz e folha. Os
valores médios obtidos para cada linhagem transgénica foram entdo comparados aqueles
obtidos para as plantulas de tabaco selvagem.

Pela analise global dos resultados foi possivel constatar que tanto o crescimento
radicular quanto o foliar, quando comparados aos observados para o controle, foram

afetados de forma diferencial pela superexpressdo da TCTP (Figura 4).

Figura 4: Plantulas de tabaco germinadas em meio MS apds 15 dias. S: Linhagem
selvagem (ndo-transgénica); T1: Linhagem transgénica 1; T2: Linhagem transgénica 2;
T3: Linhagem transgénica 3. Uma plantula representativa de cada linhagem (ou
controle) foi fotografada.
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Como demonstrado na Figura 4, a analise visual revela uma diferenca entre o
tamanho da raiz principal das plantulas das linhagens transgénicas T1 e T3 em relacédo
ao controle selvagem (S). Contudo, essa diferenca ndo é observada quando se compara a
linhagem transgénica T2 com o exemplar selvagem. A mesma observagdo é valida para
a formacdo de raizes laterais secundarias, que foi mais abundante nas linhagens T1 e T3
enquanto que na linhagem T2 o padrdo observado foi semelhante ao selvagem (Figura
4).

Quando as médias do comprimento da raiz principal foram comparadas pelo
Teste de Tukey, uma diferenca significativa entre o crescimento radicular das linhagens
transgénicas T1 e T2 emrelagdo ao controle (selvagem) pode ser constatada (Figura 5).
No entanto, essa diferenca ndo foi significativa quando a linhagem transgénica T2 foi

comparada ao controle.
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Figura 5: Crescimento radicular médio das diferentes linhagens de tabaco. Os dados
representados correspondem as médias = desvio padrdo obtidas para o comprimento da
raiz principal de 20 plantulas de cada linhagem analisada. As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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Ja para o crescimento foliar, diferencas significativas entre as linhagens
transgénicas e o controle selvagem foram encontradas. Por ndo apresentarem
distribuicdo normal, as médias para o comprimento das folhas foram analisadas segundo
o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (p < 0,01). O resultado obtido confirmou
estatisticamente a diferenca entre as médias de crescimento das folhas em cada uma das
linhagens avaliadas (Figura 6). Nesse caso, o comprimento médio das folhas das
linhagens transgénicas T1 e T3 foi significativamente maior que aquele obtido para a
linhagem selvagem, sendo a média da linhagem T3, a maior entre todas. Por outro lado,
0 valor médio obtido para a linhagem transgénica T2 foi o menor entre as quatro

linhagens analisadas.
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Figura 6: Crescimento foliar médio das diferentes linhagens de tabaco. Os dados
representados correspondem as médias + desvio padrao obtidas para 0 comprimento da
folha principal escolhida ao acaso de 20 plantulas de cada linhagem analisada. As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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V. Discusséo geral

O papel da TCTP em organismos eucariontes, especialmente em plantas,
permaneceu obscuro durante um longo periodo de tempo. A dificuldade de estudar sua
funcdo reside em seu amplo envolvimento em diversos processos celulares
aparentemente ndo-relacionados, como a liberacdo de histamina em animais, formacao
de microtibulos e osmorregulacdo ibnica. Através de estudos de caracterizacdo
molecular em tomate e funcional empregando plantas de tabaco capazes de
superexpressar a TCTP, algumas dessas funcdes puderam ser melhor elucidadas.

A analise do perfil de expressdo do gene que codifica a TCTP em tomate revelou
seu cardter ubiquo, sendo sua expressdo detectada em todos os tecidos/6rgdos
analisados. Os transcritos da TCTP foram observados tanto em 0rgdos vegetativos
(folha, caule e raiz) quanto em o6rgdos reprodutivos (flor e diferentes estagios de
desenvolvimento do fruto), indicando uma associagao entre a sua presenca e os tecidos
fisiologicamente ativos da planta como previamente descrito para Arabidopsis thaliana
(Berkowitz et al., 2008).

Segundo a literatura, a expressdo da TCTP, apesar de ubigua, apresenta uma grande
variagdo conforme o oOrgdo/tecido analisado, mostrando-se aumentada em tecidos
mitoticamente ativos (Thiele et al., 2000). No caso do tomate, a expressdo foi mais
acentuada em folhas, seguida pelo fruto no estagio intermediario de maturacéo
(amarelo), caule, flor, raiz, fruto nos estagios vermelho e verde, nessa ordem. J4 em A.
thaliana, um maior nivel de expressdo da TCTP foi encontrado em raizes, seguida pelos
frutos, flores e, finalmente, folhas (Berkowitz et al., 2008).

Na literatura encontram-se diversas referéncias ao papel da TCTP no ciclo

celular, sendo de grande importancia para a divisdo e crescimento das células. Em
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Caenorhabditis elegans, o uso de RNAIi e o consequente silenciamento do gene que
codifica a TCTP resultou em fendtipos de crescimento lento (Kamath et al., 2003),
assim como o knockout do gene que codifica a TCTP é letal nos estagios iniciais da
embriogénese de camundongos, Drosophila e C. elegans (Sonnichsen et al., 2005; Chen
et al., 2007).

Em A. thaliana, o knockout do gene da TCTP resultou na formacéo de tubos
polinicos com crescimento retardado, em consequéncia da presenca do alelo mutado nos
grdos de pdlen (Berkowitz et al., 2008). Por estar diretamente relacionada a via de
sinalizacdo TOR, responsavel pela regulacdo do crescimento celular (Cheung e Wu,
2008), e atuar na regulacdo da proteina sinalizadora Rab, pertencente a super familia de
proteinas Ras GTPase, uma possivel participacdo da TCTP na regulacdo de Rab
GTPases envolvidas no crescimento do tubo polinico foi proposta. A funcdo das
GTPases € conservada nos diferentes grupos de eucariotos e estad relacionada com
processos de transducdo de sinal, proliferacdo celular, organizacdo do citoesqueleto e
movimentacao de vesiculas celulares. Como existem diferentes proteinas com a mesma
fungdo, as GTPases sdo divididas em familias: Ras, Rab, Rho, Arf, e Ran, cada qual
responsdvel por uma determinada via. As proteinas da familia Rab regulam a
movimentacdo de vesiculas celulares principalmente entre organelas, reticulo
endoplasmatico e Golgi (Hwang e Robinson, 2009). Membros dessa familia foram
também relacionados com a regulacéo do crescimento da extremidade de ramificacfes
na raiz (Molendijk et al., 2001; Preuss et al., 2004), sugerindo, assim, uma possivel
funcdo da TCTP no desenvolvimento radicular semelhante aquele proposto para 0s
tubos polinicos (Berkowitz et al., 2008).

Nesse contexto, as plantulas de duas (T1 e T3) das trés linhagens transgénicas

de tabaco utilizadas no presente estudo apresentaram um maior crescimento radicular, o
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qgual que diferiu estatisticamente do controle ndo transgénico. Nessas linhagens, o
sistema radicular apresentou ainda um maior numero de raizes secundarias. Esses
resultados sugerem que a superexpressao da TCTP, aproximadamente 15 vezes maior
em T1 e 129 vezes maior em T3 quando comparadas ao controle selvagem, foi capaz de
promover um maior crescimento e desenvolvimento das raizes em tais linhagens.
Corroborando esses dados, o silenciamento do gene que codificaa TCTP em A. thaliana
resultou em uma significativa reducdo do comprimento das raizes e da formacdo de
raizes laterais quando comparadas as plantulas selvagens, embora ndo tenha sido
observada diferenca estatisticamente significativa entre a linhagem selvagem e as
linhagens silenciadas (Berkowitz et al., 2008). De forma semelhante, a superexpresséo
de uma ROP2 GTPase nas raizes de A. thaliana levou & formacéo de extremidades
maltiplas na mesma célula ou pélos com diversas pontas (Jones, et al., 2002).
Globalmente, esses dados evidenciam uma importante fungdo da TCTP no crescimento
e desenvolvimento do sistema radicular.

Resultados semelhantes aos obtidos para as raizes também foram observados
quando se avaliou o crescimento foliar. Nesse caso, as linhagens T1 e T3 apresentaram
folhas de maior comprimento se comparadas com o controle ndo transgénico, indicando
que a superexpressao da TCTP também tem um efeito promotor de crescimento na parte
aerea.

Estudos realizados em A. thaliana envolvendo o silenciamento do gene AtTOR
(que codifica uma quinase TOR; Deprost et al., 2007) e da TCTP (Berkowitz et al.,
2008), respectivamente, resultaram em fenotipos semelhantes, ou seja, as plantas
apresentaram um retardo no crescimento vegetativo causado pela reducdo no
crescimento celular. Constatou-se, por exemplo, uma redugdo no tamanho das células

pavimentosas da epiderme foliar nas plantas silenciadas. Por outro lado, a
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superexpressdo de AtTOR em Arabidopsis resultou em um aumento do tamanho celular
e conseqliente crescimento da planta (Deprost et al., 2007), fato que ndo foi constatado
em Arabidopsis que expressam constitutivamente a TCTP. Considerando a relatada
hipotese de regulacdo da atividade TOR pela TCTP, é possivel supor que a
superexpressdo da TCTP poderia promover um efeito semelhante ao constatado com a
superexpressdo de AtTOR, resultando em crescimento aumentado. Embora em
Arabidopsis as linhagens transgénicas que superexpressavam a TCTP ndo diferiram
fenotipicamente das selvagens (Berkowitz et al., 2008), no caso do presente estudo
empregando tomate como modelo, o aumento da expressdo da TCTP resultou em
promogdo do crescimento, o que é compativel coma hipdtese mencionada acima.

Com relacdo a linhagem transgénica T2, apesar desta apresentar um alto
acumulo de transcritos da TCTP (cerca de 120x), ndo foi possivel constatar 0 mesmo
aumento de crescimento observado para as outras duas linhagens testadas (T1 e T3).
Este fato pode estar associado & conhecida regulacdo pds-transcricional da TCTP,
especialmente a nivel protéico, como observado em modelos animais. Em Arabidopsis,
por exemplo, verificou-se que mesmo com altos niveis de expressdo do transgene (13x
em relacdo ao selvagem), ndo houve um acumulo proporcional da proteina nas
linhagens transgénicas analisadas (Berkowitz et al., 2008). Esse fenbmeno também
poderia estar acontecendo na linhagem T2. Entretanto, novos estudos precisam ser

realizados empregando a linhagem T2 para verificar essa possibilidade.

V1. Conclusdes

e O gene que codificaa TCTP de tomate é expresso de forma ubiqua, sendo a

sua expressdo mais abundante em folha.
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e A superexpressdo da TCTP promoveu um maior crescimento radicular e

foliar em duas das trés linhagens transgénicas de tabaco testadas.
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