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Figura 1. Transformacio de cloroplastos. A integracio de um novo gene no
genoma do cloroplasto (Plastoma) ocorre por dois eventos de recombinacdo
homologa. No vetor, o gene de interesse estd ligado ao gene marcador seletivo
e sao flanqueados por seqiiéncias homoélogas do cloroplasto, que determinam o
local de insercao. Apds recombinagio, o genoma do cloroplasto transformado
(Transplastoma) passa a expressar o gene marcador € o gene de interesse
introduzido. (DLI, Direita do Local de Insercao; ELI, Esquerda do Local de
Inser¢ao)
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Introducio

desenvolvimento de proces-

sos de eliminacio do gene

marcador seletivo torna-se um

requisito na tecnologia de
transformacao de cloroplastos de plan-
tas, principalmente por trés motivos
bastante marcantes: 1) o genoma clo-
roplastidial € polipl6ide levando a altos
niveis de expressao da proteina refe-
rente ao gene introduzido nessa orga-
nela; 2) o gene marcador seletivo mais
efetivo para a obtencio das plantas
transplastdmicas é o gene bacteriano
aadA, que confere resisténcia aos an-
tibidticos espectinomicina e estrepto-
micina; e 3) a possibilidade de reutili-
zacao desse gene marcador seria til
para introducio de diferentes genes
de interesse em diferentes regides do
genoma. Neste artigo sao descritos
alguns métodos que estao sendo de-
senvolvidos para obtencao de plantas
transplastomicas livres do gene marca-
dor seletivo.

O Genoma de
Cloroplastos de Plantas

Em geral, o genoma de cloroplastos
de plantas possui entre 120 a 160 kb
que codifica em torno de 120 genes,
sendo que cada célula vegetal possui
cerca de 10.000 copias idénticas do
genoma (Bendich, 1987). Apesar do
pequeno tamanho desse genoma,
quando comparado com o genoma
nuclear de plantas, a quantidade de
DNA cloroplastidial de uma célula re-
presenta entre 10% a 20% devido a sua
poliploidia. A organizacdo dos genes
no genoma de organelas, como o clo-
roplasto e a mitocdndria, ocorre na
forma de operons, os quais mantém o
mecanismo procariotico de expressao
dos genes (Goldschmidt-Clermont,
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Figura 2. Eliminacio do gene marcador por loop-out das seqii€ncias
repetitivas diretas. (A) vetor de transformacio de cloroplastos apresentando
o gene marcador seletivo (amarelo) entre duas regides repetitivas diretas
(r6sea) ligado ao gene de interesse (azul). A regiao do vetor € flanqueada por
sequiéncias homologas do cloroplasto (Pt-DNA) que localizam o local de
insercio do gene de interesse por dois eventos de recombinac¢iao homologa. (B)
Cloroplasto transformado contendo o gene de interesse e o marcador seletivo
flanqueado com as seqiiéncias repetitivas diretas. Apds novo evento de
recombinacio intramolecular entre as regides repetitivas diretas, ocorre a
excisao do gene marcador seletivo por loop-out em meio nao-seletivo (C) O
transplastoma possuird somente o gene de interesse e uma copia das seqiiéncias
repetitivas direta. Devido ao gene marcador seletivo estar ligado a outra
sequiéncia repetitiva e como nao possui origem de replicacdo e outras
sequiéncias necessarias a sua estabilidade, esse segmento do DNA € degradado
por enzimas DNAases endogenas

1998; Coleman e Norozzi, 1999). Mui-
tas pesquisas vém sendo desenvolvi-
das para entender o sofisticado meca-
nismo de regulacio governando a co-
operagio das organelas com o com-
partimento nucleo-citoplasmatico das
células vegetais.

Com o desenvolvimento da tecno-
logia de transformagao de cloroplastos
da alga Chlamydomonas reinhardtii
(Boyton et al, 1988) e da planta de
fumo (Nicotiana tabacum) (Svab et

al., 1990), tornou-se possivel a mani-
pulacio das informacdes genéticas
endégenas da organela, abrindo a pos-
sibilidade de introduzir novos genes e
de expressa-los a partir da sua maqui-
naria genética.

Sistema de Transformacio
de Cloroplastos

A partir de 1987, com o desenvol-
vimento do sistema de biolistica (bom-

bardeador ou acelerador de particulas)
por Sanford e colaboradores, foi criada
mais uma estratégia além da Agrobac-
terium para auxiliar na introduco de
DNA no compartimento nuclear das
células. Essa técnica consiste em intro-
duzir nos diversos compartimentos
celulares, particulas de ouro ou de
tungsténio revestidas com o DNA, em
alta velocidade. O desenvolvimento
da biolistica trouxe um grande impulso
ao desenvolvimento da tecnologia de
transformacio de cloroplastos pelas
caractéristicas fisicas da organela.

As organelas, mitocondrias e cloro-
plastos, possuem duas membranas, as
quais constituem uma grande barreira
para a introdugiao de genes em seus
compartimentos; além disso, nio sao
conhecidos virus ou bactérias que pos-
sam servir de veiculo na transferéncia
de genes para o genoma das organe-
las. Desse modo, o sistema de biolistica
proporciona uma excelente ferramen-
ta para a transformacio de organelas.
Apesar da introdugio e expressio de
diversos genes em cloroplastos de plan-
tas estarem sendo demonstradas com
sucesso desde 1990 (ver revisio Ha-
ger e Bock, 2000), e de a transforma-
¢ao de mitocondrias de levedurasja ter
sido relatada (Johnston et al., 1988), a
introducio de genes em mitocOndrias
de plantas ainda é um desafio.

O processo de introduc¢io de um
gene no genoma do cloroplasto ocorre
por dois eventos de recombinacio
homéloga, muito bem estabelecidos
pela presenca de um eficiente sistema
tipo-RecA herdado das cianobactérias
ancestrais (Cerutti et al., 1992). Dessa
forma, na construc¢io do vetor de trans-
formacao, € imprescindivel flanquear
o gene de interesse contendo as se-
qliéncias regulatérias de expressio com
uma seqiiéncia de, aproximadamente,
400 pb nos dois lados da sequiéncia
sendo introduzida no plastoma (Figura
D.

A garantia da estabilidade do trans-
formante no cloroplasto somente é
obtida a partir da presenca do gene
introduzido em todas as copias do
genoma da organela, o que se conse-
gue a partir do eficiente sistema de
recombina¢io do DNA do cloroplasto
na presenca de um fator de pressdao
seletiva. Inicialmente, em uma célula
somente um ou poucos cloroplastos
recebem o gene que esta sendo intro-
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Figura 3. Eliminacio do gene marcador por recombinacio entre as
seqii€ncias repetitivas diretas em plantas. (A) mapa do genoma de
cloroplasto transformado com um gene repérter (#idA), um gene marcador
seletivo (aadA) e um gene de resisténcia a herbicida (bar). As setas P1 (0 )
sdo segmentos do promotor 16S tDNA com 174 pb; P1* sio sequéncias
parcialmente similaresaP1e; T1(0 )sao seqiiéncias repetitivas diretas com
418 pb da regiao TpsbA regulatéria. (B) A partir de multiplos eventos de
recombinacio e segregacio no cloroplasto, obteve-se o gene de resisténcia
a herbicida flanqueado com uma seqiiéncia repetitiva P1 e T1, e auséncia do

gene marcador e do gene reporter

duzido e, mesmo assim, esse evento
niao ocorre em todas as copias do
genoma. Nesse estagio, as plantas sao
denominadas de transplastdmicas he-
teroplasticas, e sio instaveis, podendo,
na auséncia da pressdo de selecio,
reverter a forma original nao transfor-
mada. Plantas transplastdmicas homo-
plasmicas, as quais apresentam a inser-
¢ao do gene introduzido em todas as
copias do genoma do cloroplasto, sao
obtidas por intermédio de subculturas
em meio seletivo, mantendo-se a pres-
sdo de selecio. Em geral, a homoplas-
mia ocorre apds 2 a 4 subculturas.

A primeira espécie vegetal a ex-
pressar estavelmente um gene intro-
duzido no cloroplasto foi o fumo (Svab
et al., 1990, Svab e Maliga, 1993), que
se tornou uma espécie modelo no
desenvolvimento da tecnologia de
transformacao de cloroplastos de ou-
tras espécies e em estudos de expres-
530 génica. A transferéncia da tecnolo-
gia para outras espécies demorou qua-
se 10 anos para se tornar realidade:
Arabidopsis ( Sikdar et al., 1998) e
batata ( Sidorov, et al., 1999) produzi-
ram transplastomas, mas resultaram
plantas infertéis que somente sio man-
tidas in vitro. Plantas de arroz trans-
plastdmicas heteroplasmicas (Khan e
Maliga, 1999) foram regeneradas, de-
monstrando a possibilidade de modifi-
car a organela nesta espécie. Em 2001,
Ruf e colaboradores obtiveram plantas
transplastomicas férteis de tomate apre-

sentando alto nivel de expressio da
proteina exégena nos plastideos de-
monstrando que mesmo os frutos ma-
duros acumulam em torno de 50%
dessa proteina. Essa conquista demons-
tra o grande potencial biotecnolégico
dessa tecnologia para obter plantas
com alto teor nutritivo quanto a ex-
pressdo de aminodacidos essenciais e
de vitaminas em folhas e frutos (os
nutracéuticos), como também para
desenvolver vacinas comestiveis.

Genes marcadores seletivos

Uma grande contribuicdo para o
sucesso da obten¢ao dos transforman-
tes foi o desenvolvimento do primeiro
marcador seletivo resistente a um an-
tibiético especifico de cloroplasto, o
gene bacteriano aadA (aminoglicosi-
deo 3’-adeniltransferase), que confere
resisténcia aos antibidticos espectino-
micina e estreptomicina (Goldshmidt-
Clermont, 1991). A escolha do gene
marcador seletivo e o agente de sele-
¢a0 é bastante critico na determinacao
do sucesso da transformacio. O antibi-
otico normalmente utilizado na trans-
formagiao de cloroplasto é a espectino-
micina devido a sua alta especificidade
como inibidor do processo traducional
em procariéticos e pelo seu baixo
efeito toxico nas células de plantas
(Bock, 2001). A enzima catalisa a trans-
feréncia de um residuo de AMP do ATP
para a espectinomicina e converte o
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antibiético em uma forma inativa (ade-
nilespectinomicina), que ndo mais ini-
be a biossintese da proteina ribossomal
procaridtica 70S presente no cloro-
plastos ( Svab e Maliga, 1993). Para
tornar o gene aadA de E. coli um
marcador seletivo especifico de cloro-
plasto, sua regiao codificadora foi fusi-
onada aos sinais de expressao do clo-
roplasto: um segmento 5’, que contém
o Promotor, regiio 5’nao-traduzida, ea
seqiiéncia de Shine-Dalgarno, como
também um segmento da regido 3’'ndo-
traduzida que é necessaria para dar
estabilidade ao transcrito na planta
(Goldschimit-Clermont, 1991).

Genes marcadores seletivos que
conferem resisténcia a outros antibioti-
cos como canamicina (Carrer et al.,
1993), gentamicina, lincomicina e ge-
nes de resisténcia a herbicidas, bar
(Lutz et al., 2001) e als (Carrer e
Maliga, nao publicado) nao apresenta-
ram possibilidade de selecionar plan-
tas transplastomicas. Recentemente,
foi descrito por Daniell etal., 2001, um
novo marcador seletivo que confere
resisténcia a betaina aldeido desidro-
genase, Cujo gene se encontra no nu-
cleo de algumas espécies vegetais,
como o espinafre. Esse gene tem de-
monstrado ser uma excelente alterna-
tiva para o uso de genes de resisténcia
a antibidticos para plantas que nio
apresentam esse gene endogeno. Para
estudos de expressao génica dos ge-
nes plastidiais regulados por genes
nucleares, foi desenvolvido um marca-
dor seletivo negativo, o gene codA, de
E. coli, que expressa citosina deamina-
se e ¢ letal paraa célula na presenca de
5-fluorcitosina quando esta € aplicada
exogenamente no meio de cultura
(Serino e Maliga, 1997). Também, ge-
nes reporteres como uidA e gfp, que
codificam para a proteina GUS e verde
fluorescente, respectivamente, tém
auxiliado nos estudos de expressao
génica e no desenvolvimento da tec-
nologia de transformacao de cloroplas-
tos em diferentes espécies vegetais
(Khan e Maliga, 1999; Bogorad, 2000;
Bock, 2001; Maliga, 2002).

Métodos de eliminaciao do
Gene Marcador Seletivo

Até o presente, em sua grande
maijoria, os genes introduzidos no ge-
noma cloroplastidial sio ligados ao gene
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Figura 4. Esquema do processo de eliminaciio do gene marcador pelo
sistema de recombinacio especifica CRE-lox . Neste exemplo, o cloroplasto
transformado possui o gene marcador aadAflanqueado pelas seqiiéncias lox
(setas roseas flanqueando o gene aadA). O gene de interesse (goi- retingulo
azul) foi introduzido selecionando-se as plantas transplastdmicas pelo gene
marcador. (A) introduc¢ao do crepor transformag¢ao nuclear com agrobacterium
ou (B) por poliniza¢ao de uma planta transgénica resultam na expressio da
proteina recombinase CRE sitio-especifica a partir do gene nuclear cre. A
proteina CRE é dirigida ao cloroplasto, onde se expressa e, simultaneamente,
remove o gene marcador de todas as copias do genoma cloroplastidial que
possuia sequéncia lox. A presenca de cree do gene marcador seletivo neo, que
confere resisténcia 2 canamicina no nucleo, esta representada por (e (n),
respectivamente; a auséncia desses genes estao representadas por (+). Plantas
transformadas regeneradas em cultura de tecidos estao representadas por (T );
Primeira e segunda geracao da progénie produzidas por auto-polinizacdoda T
estdo representadas por T, e T,, respectivamente

marcador seletivo aadA, sendo ambos
integrados ao genoma da organela (Fi-
gura 1). Devido ao fato desse genoma
ser polipléide, pode-se ter a presenca

de até 10.000 copias do gene marca-
dor seletivo com alto nivel de expres-
sdo dessa proteina nas células das plan-
tas transplastomicas. Esta proteina nio

tem utilidade nas células vegetais e
apresenta uma preocupacio constan-
te diante da possibilidade dos genes de
resisténcia a antibiéticos poderem ser
transferidos para plantas daninhas, mi-
crorganismos do solo e para o trato
digestivo de animais e pessoas (Dani-
ell et al.,, 2001). Em muitos paises, a
presen¢a de genes de resisténcia a
antibidticos impedem a liberacao de
transgénicos para uso comercial.

Visando a contornar essas preocu-
pacdes, estio sendo desenvolvidas al-
gumas estratégias para eliminar o gene
marcador seletivo de plantas transgé-
nicas nucleares, como descrito na revi-
sio de Ow e Medberry, 1995. Em
cloroplastos, algumas caracteristicas da
propria organela, tais como alta fre-
qiiéncia de recombinacao no DNA do
genoma das organelas e o uso de um
sistema de recombinacao de bacteri6-
fagos Cre-lox estio sendo utilizadas
como estratégias na excisao do gene
marcador seletivo.

Em Chlamydomonas reinbardltii,
foi demonstrado por Fischer et al., em
1996, duas importantes estratégias para
eliminar e, entao, poder reutilizar o
gene marcador seletivo aadAna trans-
formacao de cloroplastos. Uma dessas
estratégias demonstrou que duas se-
qliéncias repetitivas diretas, contendo
cerca de 483 bp flanqueando o gene a
ser eliminado, resultou na excisio do
gene marcador por “loop-out” (Figura
2). Foi apresentado no trabalho que
transformantes homopldsmicos em
meio seletivo mantiveram-se homo-
plasmicos para o gene introduzido,
mesmo apds terem sido transferidos
para meio sem o antibidtico. Testes
com sequiéncias de 100 e 230 bp nao
resultaram em delecao do gene marca-
dor. As linhagens resultantes mantive-
ram uma das copias da seqiiéncia re-
petitiva apos eliminacio do gene sele-
tivo, a qual permanece no genoma da
organela. Esse nao ¢ um resultado
muito atrativo quando se deseja intro-
duzir varios genes de interesse, pois
podera haver um acimulo de seqién-
cias curtas, sem func¢ao, no genoma da
organela.

Outra estratégia muito interessante
testada em Chlamydomonas explora
o fato de que o genoma do cloroplasto
possuir varios genes que sao essenciais
para a viabilidade celular. Assim, a
cotransformacao de um gene de inte-
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resse juntamente com o gene marca-
dor aadA insere ambos os genes no
genoma do cloroplasto. Entretanto, o
gene marcador seletivo € dirigido para
ser inserido em um dos genes essenci-
ais da organela interrompendo a fun-
cao desse gene. Dessa forma, as célu-
las permanecem continuamente hete-
ropldsmicas para o gene marcador se-
letivo, permitindo que o gene de inte-
resse apresente-se homoplasmico no
local de insercao, que € necessaria-
mente uma regido intergénica, para
nao interferir com os genes endégenos
daorganela. Apos retirada a pressiao de
selecdo do antibidtico (espectinomici-
na) do meio seletivo, o gene aadA é
eliminado por recombinacio, restabe-
lecendo a funcio do gene essencial,
enquanto o gene de interesse ¢ man-
tido estavel por estar na forma homo-
plasmica. Essas estratégias vém sendo
testadas em plantas, e desde que a
cotransformacao mostrou-se um efici-
ente método para inser¢ao de mais de
um gene, simultaneamente, no geno-
ma de cloroplasto de fumo (Carrer e
Maliga, 1995), acreditamos que essa
seja uma elegante estratégia para ob-
tencao de plantas transplastdmicas sem
o gene marcador seletivo.
Experimentos de eliminacao do
gene marcador em cloroplastos de
plantas vém sendo objeto de estudo
em varios laboratérios de pesquisa no
mundo. Trabalhando com fumo, Ia-
mtham e Day, 2000, expressaram si-
multaneamente trés genes, aadA, uidA
e bar, em cloroplastos, utilizando um
vetor de transformacao especifico. Esse
vetor possui o promotor 16S rRNA
(rrm) fusionado aregiao 5’ codificadora
dos trés genes, produzindo uma se-
qiiéncia repetitiva direta de 174 pb. A
seqiiéncia regulatoria TpsbAfoi clona-
da na regido 3’desses genes criando
seqliéncias repetitivas diretas de 418
pb. Os genes foram introduzidos no
genoma do cloroplasto na regiao inte-
respecifica entre os genes rbcLe accD
(Figura 3). Ap6s a obtencao de plantas
transplastdmicas, em meio seletivo con-
tendo o antibidtico espectinomicina,
as brotacoes verdes foram transferidas
para meio contendo glifosinato, um
herbicida onde tecidos expressando o
gene barregeneraram plantas. Inicial-
mente foi obtida a inser¢io dos trés
genes e, ap6s retirada do antibidtico e
do herbicida, as plantas foram transfe-

ridas para meio sem nenhuma pressio
de selecao. Foram observados varios
eventos de recombinacao e de perda
de alguns genes por “loop-out’, que
resultaram em plantas transplastdomi-
cas apresentando linhagens com: a)
auséncia do gene aadA e bar; 2) au-
séncia dos genes aadA e uidA; ¢)
auséncia do gene aadA; e d) auséncia
do gene bar. Essa estratégia apresen-
tou resultados de grande interesse na
eliminacao do gene marcador, obser-
vando-se, contudo, a presen¢a de uma
copia da regiao repetitiva introduzida
ligada ao gene de interesse inserido.
Uma outra estratégia para eliminar
o gene marcador de cloroplastos de
plantas (Figura 4) utiliza o sistema de
recombinac¢io do bacteriéfago P1 CRE-
lox (Hoess e Abremski, 1990). Esse
processo foi utilizado em cloroplastos
independentemente por Corneille et
al., 2001, e por Hajdukiewicz et al.,
2001, que demonstraram o grande
potencial dessa metodologia para eli-
minar genes de resisténcia ao antibio-
tico aadA. CRE é uma enzima recom-
binase de fago sitio-especifica que re-
move qualquer segmento de DNA
entre duas seqliiéncias repetitivas e
diretamente orientadas de 34 bp de-
nominadas de sitios-/ox. No vetor de
transformacao do cloroplasto, as se-
qiiéncias lox devem flanquear o gene
marcador que estd ligado ao gene de
interesse. Dessa forma, os genes sio
introduzidos no genoma do cloroplas-
to na auséncia da proteina CRE, até
que as plantas transplastomicas tor-
nem-se homoplasmicas. Uma das es-
tratégias para dirigir a proteina CRE no
cloroplasto, ¢ através de transforma-
¢do de plantas transplastdmicas por
Agrobacterium tumefasciens, introdu-
zindo no nicleo o gene creligado a
uma seqiéncia peptideo sinal de dire-
cionamento da proteina ao cloroplasto
onde ¢ ativa (Hajdukiewicz et al.,
2001). O gene cre é subsequientemen-
te removido por segregacao na progé-
nie. Outra estratégia alternativa, de-
monstrada por Corneille et al., 2001,
utiliza a processo de fertilizacio das
plantas transplastdmicas com poélen de
plantas transgénicas nuclear expres-
sando a proteina CRE com peptideo
sinal de direcionamento ao cloroplas-
to. A obtencao de plantas com ausén-
cia do gene marcador seletivo ocorre ja
na primeira geracao de sementes, sen-
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do um processo muito ativo de recom-
binag¢io, dirigida pelo sistema CRE-/ox.
O sistema de polinizacio apresentou
algumas vantagens quando compara-
do com o sistema de clones transfor-
mados por Agrobacteriumpelaausén-
cia de possiveis rearranjos nao previsi-
veis que ocorrem nesse método. O
sistema CRE-/ox demonstrou ser uma
eficiente metodologia para eliminar o
gene marcador seletivo, principalmente
por nao deixar no genoma nenhuma
sequiéncia resultante da introducio do
sitio-lox, em contraste com a metodo-
logia loop-outonde uma das sequiénci-
as repetitivas permanece no genoma
da organela e um grande nimero de
plantas precisam ser analisadas para
selecionar as plantas sem o gene mar-
cador seletivo.

Perspectivas Futuras

Transformacao de cloroplastos é
uma tecnologia com grandes atrativos
para o desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos na agricultura e paraa
producao de nutracéuticos. Sao varias
as vantagens de expressar genes em
cloroplastos comparando-se comatec-
nologia de transformacio nuclear: a
localizacao do transgene no genoma é
dirigida pelo sistema de recombinacio
homoéloga; nao apresenta silenciamen-
to de genes; por ser um sistema poli-
ploide apresenta grande acimulo de
proteina soluvel total nas células e;
principalmente, pela organela apre-
sentar heran¢a maternal na maioria das
plantas cultivadas, a transferéncia dos
transgenes para espécies aparentadas
via polen, ndo ocorre.

As possiveis desvantagens do siste-
ma de transformagao de cloroplastos
consistem na falta de um sistema de
exportac¢ao de proteinas do cloroplas-
to para o citoplasma ou outro compar-
timento celular e na falta de proteinas
especificas (chaperonas) necessarias
para alguns processos pOs-traducio-
nais de montagem estrutural ou de
modificagao de algumas proteinas para
sua atividade celular, como glicosila-
cao, fosforilacao, e outros. Esses pro-
cessos precisam ser melhor entendi-
dos na organela e na interacao com o
nucleo para poder contornar essas di-
ficuldades.

Quanto a preocupacdo existente
sobre a utilizacio de genes marcadores



de resisténcia a antibiéticos, resultan-
do no grande nimero de copias nas
plantas transplastémicas, ja ha alguns
anos estd sendo estudado em varios
laboratorios de pesquisa. Neste artigo,
estd sendo apresentado o grande po-
tencial de algumas estratégias de re-
mocao desses genes do genoma do
cloroplasto.

Até o presente, poucas espécies
vegetais apresentaram sucesso na trans-
formacao de cloroplastos. A partir do
conhecimento adquirido com tabaco,
tomate e Arabidopsis serd possivel
obter maior abrangéncia dessa tecno-
logia para outras espécies. Pesquisas
serao dirigidas para o desenvolvimen-
to de novos vetores de transformacio
contendo as sequiéncias regulatérias
para producio de alta expressao de
proteina em tecidos especificos junta-
mente com um conveniente processo
de eliminac¢ao do gene marcador sele-
tivo. Serd também desejavel a introdu-
cao de multiplos genes para a expres-
sao simultanea de varias caracteristi-
cas, visando a atender as necessidades
de umaumento da produtividade agri-
cola e melhoramento nutricional dos
alimentos. Para isso, o cloroplasto seria
o compartimento celular apropriado
para a expressao simultinea desses
multiplos genes.
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