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Figura 1. Plantas de Nicotiana tabacum infectadas com (A) Agrobacterium tumefa-

Aprendendo
com as Agrobactérias

Das plantas transgénicas aos mecanismos de crescimento e desenvolvimento vegetal

As agrobactérias e a colonizacao
genética

Os mecanismos de interacio plan-
ta-patdgeno sdo extremamente com-
plexos e diversificados. Entre os dife-
rentes tipos de parasitismo, o que
utiliza a transferéncia de material ge-
nético como estratégia de colonizacao
é um dos mais intrigantes, tendo sido
descritos nos virus e agrobactérias. Os
virus utilizam o sistema de transcri¢io
e traducao da célula hospedeira para
produzir suas proprias proteinas, o
que permite a sua multiplicacao, debi-
litando o hospedeiro e culminando,
geralmente, em sua morte. As
agrobactérias, porsua vez, transferem
parte de seu material genético para o
genoma da planta hospedeira, meca-
nismo este denominado de Coloniza-

ciens, onde pode ser vista uma galha de coroa, e (B) A.rbizogenes, com raizes em

cabeleira in vitro.

cao Genética (Schell et al., 1979). Os
genestransferidos sao replicados, trans-
critos e traduzidos como se fossem da
propria célula vegetal, resultando no
desenvolvimento de tumores ou raizes
adventicias no sitio de infeccio, co-
nhecidos como galha de coroa (“crown
gall”) ou raizes em cabeleira (“hairy
root”), respectivamente (Figura 1). As
células neopldsicas sintetizam e
excretam compostos derivados de
aminodcidos e agicares, denominados
opinas, que servem de nutrientes ape-
nas para a agrobactéria (Petit et al.,
1983). Em outras palavras, a célula
vegetal é “subjugada” para produzir
nutrientes para a agrobactéria invasora
que, desta forma, obtém carbono e
nitrogénio sem competir com as de-
mais bactérias do solo.

Os primeiros estudos sobre
agrobactéria datam do inicio do século
XX quando Smith e Townsend (1907)
isolaram uma bactéria de galha de
coroa de Chrysanthemum frutescens
(margarida) e demonstraram que ela
também causa tumores em varios ou-
tros vegetais, sendo denominada de
Bacterium tumefaciens. Riker e cola-
boradores (1930) demonstraram que
a proliferacao de raizes em cabeleira,
também é causada por uma bactéria,
por eles nomeada Phytomonas
rhizogenes. Mais tarde, Conn (1942)
agrupou as duas espécies em
um novo género denominado
Agrobacterium.

Hoje, o género Agrobacterium
encontra-se agrupado na familia
Rhizobiaceae, juntamente com o gé-
nero Rhizobium, que sio bactérias de
solo, Gram-negativas, causadoras de
neoplasias em plantas (Buchanan &
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Gibbons, 1975). O género Rhizobium
é composto por bactérias fixadoras de
nitrogénio que estimulam nédulos nas
rajzes deleguminosas, diferentemen-
te das neoplasias causadas por
agrobactérias.

Asagrobactérias infectam iniime-
ras dicotiledoneas e algumas
monocotiledéneas (De Cleene & De
Ley, 1976; Porter,1991) apresentam
temperatura 6tima de crescimento
entre 25-30 °C e somente se estabele-
cem, em condic¢oes naturais, em locais
injuriados da planta (Buchanan &
Gibbons, 1975). Devido a estas carac-
teristicas, as galhas de coroa e raizes
em cabeleira sio doencas importantes
em regides de clima temperado, es-
pecialmente em viveiros de fruteiras
(parreiras, amendoeiras, ameixeiras,
macieiras e pessegueiros) que sio
propagadas vegetativamente ou por
enxertia. Os ferimentos, resultantes da
manipulagiodas plantas, favorecema
instalacio daagrobactéria (Hildebrand,
1934; Kerr, 1969a).

No Brasil, segundo Beriam e cola-
boradores (1996), os primeiros traba-
lhos sobre infec¢do de plantas por
agrobactéria foram feitos por Costa
Neto em 1937, que relata ser a galha
bacteriana do pessegueiro (Prunus
persica) uma doengca comum no Esta-
do do Rio Grande do Sul. Nos anos
seguintes, as galhas de coroa foram
citadas em muitas culturas tais como
castanheiro (Castanea sativa), videira
(Vitis vinifera), ameixeira (Prunus
domestica), alface (Lactuca sativa),
chuchu (Sechium edule), mandioca
(Manibot esculenta), uracum (Bixa
orellana), etc. (Beriam et al., 1996).
Romeiro e colaboradores (1994) re-
portam que nas culturas de roseiras
(Rosa spp.) na regido de Barbacena,
Estado de Minas Gerais, as galhas
agrobacterianas sio responsaveis pela
queda de 20 a 100% da producio de
botoes florais comercializdveis.

O mecanismo molecular de
interacioAgrobacterium-Planta

Ofatodeaagrobactéria alterar o
programa de desenvolvimento das
plantas hospedeiras, induzindo a for-
macao de tumores ou raizes, atraiu a
curiosidade dos cientistas, resultando
em avancos do conhecimento nesta

drea. O primeiro grande passo no
sentido de elucidar o mecanismo de
infec¢ao foi dado quando White &
Braun (1943) demonstraram que as
galhas de coroa poderiam crescer in-
definidamente in vitro, na auséncia
da bactéria, lancando a hipotese da
existéncia de um principio indutorde
tumor (“tumour-inducing principle -
t.i.p.”). Desde entao, varias outras im-
portantes descobertas somaram-se no
sentido de solucionar este intrigante
mecanismo de infeccio. Kerr (1969b)
observou que a viruléncia de uma
cepa de Agrobacterium fitopatogénica
poderia ser transferida para uma cepa
saprofitica (A. radiobacter). Petit e
colaboradores (1970) demonstraram
que a cepa que induz a sintese da
opina Octopina nas células tumorais
usa esse produto, seletivamente, como
fonte de carbono e nitrogénio, mas
niaouma outra opina comoaNopalina,
sugerindo que a informac¢ao genética
paraasintese da opina seja transferida
da agrobactéria para a planta. Mais
tarde, foi demonstrado que um ele-
mento nio cromossomal é responsa-
vel pela viruléncia das agrobactérias,
sendo denominado de plasmideo Ti
(“Tumor inducing”) em A.

tumefaciens (Van Larebeke et al.,
1974) e plasmideo Ri (“‘Root inducing”)
em A. rhizogenes(Moore etal., 1979).
Essas descobertas culminaram na

Figura 2. Plasmideo Ti ou Ri de Agrobacte-
rium tumefaciens ou A. rhizogenes, respecti-
vamente. T-DNA: regido transferida, que
pode se apresentar como um Unico segmen-
to ou em dois segmentos, T, e T,-DNA; tra e
trb: regides responsaveis pela conjugacio
bacteriana; OPC: regido responsavel pelo
catabolismo de opinas, e vir: codifica protei-
nas associadas ao processo de transferéncia
do T-DNA para a célula hospedeira.
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elucidacio do mecanismo de infec-
¢io: a transferéncia de um segmento
do plasmideo Ti ou Ri (T-DNA) da
Agrobacterium para o genoma vege-
tal (Chilton et al., 1977; Chilton et al.,
1982; White et al., 1982).

O Ti e o Risao plasmideos gran-
des, variando de 200 a mais de 8O0KDb,
apresentando estrutura modular, onde
genes de fun¢io similar encontram-se
agrupados, resultando em cinco regi-
oes definidas (Zhu et al., 2000) (Figura
2): (1) T-DNA (“transfer DNA”): regido
do plasmideo transferida paraa planta,
codifica os genes indutores de tumo-
res ou raizes e genes responsaveis
pela sintese das opinas (octopina,
nopalina, manopina, agropina etc.).
(iD) regido vir:dirige o processamento
e transferéncia do T-DNA para a célula
hospedeira; (iii) regido rep: responsa-
vel pela replicacio do plasmideo; (iv)
regides tra e trb: dirigem o mecanis-
mode conjugacdo entre agrobactérias;
e (v) regido opc: envolvida na absor-
¢io e catabolismo das opinas.

O mecanismo de transferéncia do
T-DNA para a célula vegetal ja esta
quase totalmente elucidado. A Figura
3 apresenta todos 0s passos para o
estabelecimento da infeccao. Quando
um vegetal sofre uma injaria, um
exudado composto de fendis e aguca-
res é secretado, servindo de prote¢io
einicioda cicatrizacao do ferimento. A
agrobactéria, atraida por estes com-
postos, chega ao local do ferimento.
Os seus genes cromossomais conheci-
dos como chvA, chtB, chiD, chiE,
chtG, chul, pscA, alt, miaA, ros, e actB
codificam proteinas envolvidas no re-
conhecimento do exudado e no con-
tato entre a agrobactéria e a célula
hospedeira (Matthysse et al., 1981,
Douglas et al., 1982; Tzfira et al.,
2000). Os compostos fendlicos pre-
sentes no exudado, principalmente a
acetosseringona, tambémativama re-
gido de viruléncia “vir” através da
estimula¢ido da proteina VirA, uma
quinase localizada na membrana da
agrobactéria que fosforila outra prote-
ina bacteriana,a VirG que, porsua vez,
estimula a transcricio das proteinas de
todos os seis operons Vir(A, B, C, D,
Ee G) (Stachel et al., 1986b; Winans et
al., 1989; Joubert et al., 2002). Sugere-
se, ainda, que a transferéncia do T-
DNA para a célula vegetal ocorra por
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Figura 3. Interacio molecular agrobactéria-planta. A planta que sofreu injiria produz compostos fendlicos e agtcares que sao
captados pela proteina VirA, que fosforila a VirG que, por sua vez, ativa os demais genes vir. A VirD2 cliva as bordas do T-DNA
e o direciona para a célula hospedeira através de canais formados pela VirB. Ja na célula vegetal, as proteinas VirE2 se ligam a
fita-T formando o complexo T. Este complexo, entdo, entra no nucleo da célula vegetal com o auxilio das carioferinas e cicloferinas
do préprio hospedeiro, e integra no genoma da planta. Desta forma, a planta passa a produzir fitormonios e opinas que servem
de nutriente para a agrobactéria.

Adaptada de Zhu et al., 2000, por Marlene T. De-Souza e Antdnio Américo B.Viana.

mecanismo semelhante a conjugacio
bacteriana. Inicia-se com a clivagem
dasbordas de uma das fitas do T-DNA
pelas endonucleases sitio especificas
VirD1 e VirD2 (Wang et al., 1987).
Subsequiientemente, uma nova fita de
DNA é sintetizada, iniciando na borda
direita e prosseguindo na direcao da
borda esquerda (Stachel et al., 19806a;
Yanofsky et al., 1986). Um T-DNA de
fita simples, chamado de fita T, é

liberado no processo, no quala prote-
ina VirD2 permanece covalentemente
ligada até seu destino final, que é o
nicleo da célula vegetal (Herrera-
Estrella et al., 1988). A fita T, com a
proteina VirD2 e outra proteina a VirE2,
saotranslocados daagrobactéria paraa
célula vegetal através de um canal
semelhante ao “pilus” conjugativo es-
tabelecido entre a agrobactéria e a
célula vegetal por proteinas codifica-

dasnooperon VirB (Baron & Zambryski,
1990; Christie PJ, 1997). No citoplasma
da célulavegetal, varias proteinas VirE2
juntam-se a fita T formando um com-
plexo T-DNA/proteinas (complexo T)
que é transportado para o nicleo, com
ajuda das proteinas da célula vegetal
carioferina alfa e cicloferinas (Zupan
et al., 1996; Gelvin, 2000). Uma vez
no nucleo, o T-DNA ¢ integrado no
genoma vegetal por recombinacio
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Tabela 1. Exemplos de plasmideos Ti e Ri

Plasmideo T-DNA glg ittel:ilz ada Referéncia Bibliografica
Ti T-DNA Nopalina Holsters et al., 1980,

Ri T-DNA ruaf:ﬂmpu; " Hansen etal, 1991

Ti T, e T,.DNA Octopina Ooms et al., 1982

Ri T, e T,DNA Agropina Jouanin, 1984

ilegitima, preferencialmente em lo-
cais ativos do genoma (Mayerhofer et
al., 1991; Thomashow et al., 1980).
Os genes do T-DNA sdo entdo expres-
sos pela planta. Aqueles que codifi-
cam enzimas responsaveis pela sinte-
se de fitohormonios levam a diferenci-
acao e proliferacao celular e, os que
codificam para as opinas sintases produ-
zem nutrientes para as bactérias colo-
nizadoras.

Da agrobactéria, engenheira
genética natural, as plantas
transgénicas atuais.

A descoberta de que a
agrobactéria € capaz de introduzir no
genoma da célula vegetal um seg-
mento do seu proprio plasmideo, que
altera o programa de desenvolvimen-
to e o metabolismo da célula vegetal
em seu favor, em uma troca nao con-
vencional de material genético, lan-
couas bases da Transformacao Gené-
tica Vegetal.

O entendimento dos mecanis-
mos de transferéncia do T-DNA para a
célulavegetal, aliadoa Tecnologia de
DNA Recombinante e a Cultura de
Tecidos Vegetais, resultou no desen-
volvimento das plantas transgénicas.
O homem, observando as
agrobactérias, tornou-se capaz de fa-
zer com que as plantas produzam
compostos do seu interesse. No en-
tanto, modificacdes no T-DNA tive-
ram que ser feitas, de forma que os
genes responsaveis pela sintese dos
fitohorménios e das opinas fossem
retirados, resultando no chamado
plasmideo Ti desarmado. Neste local,
genes de interesse podem ser inseri-
dos, incluindo genes que conferem a
célula transformada uma caracteristica
passivel de selecao. Desta forma, o Ti
com o T-DNA alterado ¢ introduzido

de volta na agrobactéria, que € utiliza-
da no processo de transformagiao. O
tecidoalvo da transformacio € coloca-
do em contato com a agrobactéria
contendo o novo Ti e, subsequiente-
mente, cultivado em meio que favore-
ca a regeneragio de plantas, em pre-
senca do agente seletivo, de forma a
permitir a regeneracdo apenas das
células transformadas, ou seja, aquelas
que incorporaram o T-DNA. Deste
modo, a planta regenerada contém
em seu genoma uma ou mais copias
doT-DNA, que serdo transmitidas para
as futuras geracoes por meiose, obe-
decendo as leis de Mendel (Tepfer,
1984). As primeiras plantas
transgénicas obtidas utilizando-se A.
lumefaciens como vetor de transfor-
macio foram plantas de Nicotiana
tabacum. Inicialmente, foram utiliza-
dos protoplastos de células do mesofilo
para a transformacio (De Block et al.,
1984; Horsch et al., 1984) e, em segui-
da, passou-se a utilizar discos foliares
(Horsch et al., 1985). Protoplastos ou
discos foliares foram co-cultivados com
aagrobactéria, contendono T-DNA o
gene nptll, que confere resisténcia ao
antibidtico canamicina. Depois de va-
rias semanas de cultivo em meio pro-
picio a regeneracao, contendo
canamicina, foram obtidas plantas trans-
formadas resistentes ao antibidtico.
Atualmente, em experimentos de
transformacao, o co-cultivo com seg-
mentos foliares é utilizado preferenci-
almente, devido a simplicidade da
manipulago.

O T-DNA

O T-DNA pode ser encontrado
como um unico segmento de aproxi-
madamente 20 kb, ou dividido em
dois segmentos, com até 20 kb cada,
separados por pelo menos 15 kb de
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DNA nio integrativo (White ef al.,
1985), dependendo da linhagem
bacteriana. A Tabela 1 mostra alguns
exemplos de plasmideos Ti e Ri espe-
cificando o tipo de T-DNA e a princi-
pal opina resultante.

Cada Regido T ¢ delimitada em
ambas extremidades poruma seqiién-
cia de 25 pb, disposta na mesma
orienta¢ao, chamada de borda esquer-
da e borda direita (“LB e RB”) (Wang
et al., 1984). Embora os genes do T-
DNA sejam provenientes de um orga-
nismo procarioto, eles contém sequién-
cias regulatérias eucaridticas, como
TATAbox ,CAATbox , “enhancers” e
um sitio para adi¢ao da seqiiéncia de
poliadenina, que sao reconhecidos pela
RNA polimerase II da célula vegetal
(Willmitzer et al., 1981). Desta manei-
ra, a agrobactéria pode utilizar a ma-
quinaria de expressao génica do hos-
pedeiro para expressar seus genes e,
consequentemente, manipulara fisio-
logia das plantas em seu favor.

A exata organizagdo dos genes
dentro do plasmideo Ti somente foi
conhecida apods seu completo
sequienciamento, realizado por Zhu e
colaboradores (2000). Este trabalho
mostrou que o T,-DNA e T ,-DNA do
plasmideo Ti da familia octopina, pos-
sui 13 e 7,8 Kb, respectivamente,
codificando um total de 13 provdveis
genes. Esses genes sdo responsaveis
pela proliferacio das células
neopldsicas e produgio de opinas.

No T,-DNA foi caracterizado o
locus tms (“tumour morphology
shoot”), que, quando inativado, pro-
voca o aparecimento de brotos nos
tumores (Garfinkel eral., 1981; Ooms
et al., 1981). Este locus possui dois
genes, o gene iaaM também chamado
de genel, tmsl, auxl ou shi
(Thomashow et al., 1986; Van
Onckelen et al., 1986) e o iaaH tam-
bém conhecido como gene2, tms2,
aux? ou shi (Schroder et al., 1984;
Thomashow et al., 1984). Eles codifi-
cam enzimas responsdveis pela con-
versaodo triptofano via indolacetamida
em acido indol-3-acético (AIA), resul-
tando emuma nova rota de produc¢io
daauxina endégena mais abundante,
envolvida em vdrios processos do
desenvolvimento vegetal. No T -DNA
também foi caracterizado o locus tmr
(“tumour morphology root”) que, quan-
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Figura 4. T-DNA da A. tumefaciens (pTiAch5) e da A. rbizogenes (pRiA4). Ambos possuem genes codificadores de horménios
vegetais (iaaM, iadtl, ipte tml) e de sintese de opinas (ocs, ags, masl e mas2). Somente a A. rhizogenes possui os genes responsaveis
pela inducao da formacdo de raizes (r0lA, rolB, rolC e rolD).

do inativado, produz tumores com
raizes. Este locus contém apenas um
gene o ipl, também conhecido como
genet, tmr ou roique catalisa a sintese
da citocinina iso-penteniladenosina 5°-
monofosfato a partir de dimetilalil-
pirofosfato e 5"AMP (Akiyoshi et
al.,1984; Barry etal., 1984; Buchmann
etal.,1985). Aparentemente, enzimas
da planta hospedeira convertem iso-
penteniladenosina 5" -monofosfato na
citocinina zeatina. As citocininas sao
hormonios que regulam o desenvolvi-
mento vegetal de forma antagoénica as
auxinas. Dois outros genes, encontra-
dos no T,-DNA do plasmideo Ti, sdo
também responsaveis pela formacio
da galha de coroa: o gene5 ou ila, que
¢é responsdvel pela sintese do com-
postoindol-3-lactato, um antagonista
da auxina (Korber et al., 1991) e, o
genebb ou tml, que confere as células
transformadas um aumento de sensi-
bilidade a auxina, por um mecanismo
ainda nao identificado (Hooykaas et
al., 1988; Tinland et al., 1992). No T -
DNA também existem genes respon-
sdveis pelo metabolismo das opinas.
Um deles € o gene ocs, que codifica a
enzima octopina sintase, responsavel
pela condensacao do piruvato com
quatroaminodcidos bdsicos, arginina,
lisina, histidina ou ornitina, dando ori-
gem opinas octopina, lisopina,
histopina oudcido octopinico, respec-
tivamente (De Greve et al., 1982).
Outro gene caracterizado é o nos, que
codifica uma proteina responsavel pela
secrecao das opinas (Messens el cl.,
1985) (Figura4).

No T,-DNA deste plasmideo Ti

foram identificados trés outros genes
responsdveis pela produgio das opi-
nassao eles o mas2’, cujo produto é o
responsdvel pela condensa¢io do4ci-
do glutimico coma glicose formando
o precursor desoxifrutosilglutamina, e
o masl’, responsivel pela reducao do
precursor, formandoa opina manopina
(Dessaux et al., 1998). O outro gene
é o ags, cujo produto catalisa a
lactoniza¢iao da manopina resultando
na agropina (Dessaux el al., 1998;
Hong et al., 1997). Dois outros possi-
veis genes foram identificados no T, -
DNA da familia octopina, o gene 3e o
gene 4, cujas fungdes ainda nio foram
determinadas. Portanto, os plasmideos
dotipo octopina produzem diferentes
tipos de opinas.

No caso da A. rhizogenes, em
contraste com o A. lumefaciens, ocor-
re aindu¢io de umtecido neopldsico
organizado na forma de raizes adven-
ticias (Figura 1). Nao obstante, existe
uma significante homologia do T,-
DNA do plasmideo Ri com o T-DNA
do plasmideo Ti, como por exemplo,
os genes de sintese de auxina iaaM e
iaaH e, os genes masl’, mas2’ e ags,
responsaveis pela sintese das opinas
(White et al., 1985). Em contraste, o
T,-DNA do plasmideo RiA4, possui 18
regides abertas para leitura (ORFs)
(Slightom et al., 1986) com baixa
homologia com o plasmideo Ti da
familia octopina (Nilsson & Olsson,
1997). Quatro destes genes, especifi-
cos dos plasmideos Ri, sao considera-
dos responsdveis pela inducao das
raizes em cabeleira (White etal. 1985,
Spena et al., 1987) (Figura 4). Esse

locus foi denominado de locus de raiz
(root locus) cujos genes foram desig-
nados de r0lA, 1olB, 10lC e rolD (White
etal.,1985), correspondendo as ORFs
10, 11, 12 e 15, respectivamente
(Slightom et al., 1986).
Diferentemente dos tumores, as
raizes neopldsicas provém de uma
Unica célula transformada e podem
regenerar plantas férteis, quando
cultivadas in vitro. Essas plantas
apresentam fendtipo alterado, cujos
principais sintomas sdao: nanismo,
enrugamento foliar, formacao de raizes
adventicias e plagiotrépicas,
dominancia apical reduzida, alteracao
na morfologia floral, reduc¢ao do
numero de sementes, entre outros
(Tepfer, 1984). Assim como a
descoberta da transferéncia do T-DNA
para a célula vegetal levou ao
desenvolvimento das plantas
transgénicas, o entendimento dos
mecanismos pelos quais as
agrobactérias alteram a morfologia da
planta pode ser util nos estudos de
Biologia do Desenvolvimento e
Fisiologia Vegetal, bem como na
manipulacio de caracteristicas
agronomicas de interesse.

Os oncogenes rolA, rolB,
rolC e rolD

Como os genes rol participamda
estratégia de colonizagao, estabelecida
no decorrer da evolugio planta/
patégeno? Qual € o papel de cada
gene na sindrome de raiz em cabelei-
ra? As respostas para estas perguntas
ainda nao sdo totalmente conhecidas.
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No entanto, sabemos que os genes ro/
atuam de maneira sinergistica e que,
quando expressos em pares, provo-
cam efeitos mais acentuados do que
quando expressos isoladamente
(Spena et al., 1987). Isto sugere uma
certa redundancia funcional, que pode
ser interpretada como um modo de
garantir o sucesso no processo de
infeccao.

O gene 70/B (ORF11) € o mais
eficiente na inducio das raizes e o
unico gene do T-DNA que, quando
inativado, suprime a indu¢io de raizes
nas plantas infectadas pela A.
rhizogenes, exceto em plantas de
fumo (White et al., 1985). De fato, A.
rhizogenes contendo apenas o gene
rolB é capaz de induzir raizes tio bem
quanto cepas selvagens (Spena et al.,
1987; Capone et al., 1989). O gene
rolB expresso em plantas promove
alteragcdes na morfologia das folhas e
flores, o desenvolvimento de raizes
adventicias no caule (Schumilling et
al., 1988)e a inducao de raizes em
segmentos foliares cultivados, in vitro,
na auséncia de auxina. Essas observa-
coeslevarama conclusao de que plan-
tas transformadas com ro/B apresen-
tamum estado hiperauxinico (Capone
el al., 1989).

A proteina RolB contém 259
aminodcidos com massa molecularde
30KDa, nao possuindo nenhum moti-
votipico ou similara proteinas conhe-
cidas. Primeiramente, foi sugerido que
RolB provocaria umaumento da con-
centracio de auxina, resultado da
hidrélise dos conjugados inativos do
acido indol acético (AIA), liberando
auxina ativa na célula (Estruch et al.,
1991b). Porém, plantas de fumo ex-
pressando o gene rolB sob controle
do promotor 35S do virus do mosaico
da couve-flor (CaMV35S) (Odell et
al.,1985) ndo apresentam niveis alte-
radosde AIA ou ATA-conjugado (Nilsson
et al., 1993). A segunda hipotese ¢
que RolB aumentaria a sensibilidade
da célula para o AIA, e ndo a sua
disponibilidade, como sugerido ante-
riormente. Protoplastos de plantas
transgénicas de fumo expressando
RolB sao até 100000 vezes mais sen-
siveis 2 auxina do que plantas controle
(Maurel et al., 1991). Corroborando
este resultado, foi observado que pre-
paracdes de membrana plasmadtica de

células transformadas com ro/B sio
capazes de ligar mais auxina do que
membranas de plantas controle, e que
estaligacio ¢ completamente abolida
na presenca de anticorpos anti-RolB
(Filippini et al., 1994). Além disso,
protoplastos 35S::70/B se dividem e
formam calos na auséncia de auxina
(Walden et al., 1993), e calos gerados
a partir de raiz de plantas 35S::RolB
tornam-se necroticos em um terco da
concentragiode auxina necessaria para
induzir a2 mesma resposta em calos
controle (Schmulling et al., 1993). Os
efeitos de ro/B na organogénese fo-
ram estudados utilizando cultura de
camada fina de células (TCL), onde foi
observado que 70/B ndo somente in-
duzaformaciomeristemas radiculares,
mas também meristemas florais
(Altamura et al., 1994). Recentemen-
te, Altamura (2004) propds um mode-
lo no qual ro/B induziria a formagao de
meristemas, sendo que o tipo de
meristema resultante depende do ba-
lango hormonallocal. Apesar dos efei-
tos da proteina RolB serem bem co-
nhecidos, ainda existem controvérsias
quanto ao seu modo de ago. Filippini
e colaboradores (1994) demonstra-
ram que a proteina RolB possui ativi-
dade tirosina fosfatase, e alocalizaram
em membrana plasmatica das células
transformadas, sugerindouma fun¢io
de receptor ou transdutor de sinal da
via do horménio AIA. No entanto,
Moriuchi e colaboradores (2004) loca-
lizarama proteina quimérica GFP::RolB
no nucleo de células transformadas, o
que favorece a fun¢io de transdutor
de sinais.

O gene 70lC (ORF 12), cuja pro-
teina possui 180 aminodcidos com
massa molecular de 20 KDa, também
nio possui homologia com proteinas
conhecidas. A proteina RolC foi
imunolocalizada no citosol das células
transformadas (Estruch et al., 1991a;
Oono et al., 1987). As plantas
transgénicas de fumo expressando
RolC sao menores, ramificadas, com
folhasafiladas e reduciao do contetido
de clorofila. A floracio ocorre mais
cedo com flores pequenas e reducio
do niimero de graos de pélen (Oono
etal., 1987; Schmulling et al., 1988). A
fun¢io da proteina RolC ainda nao foi
determinada, tendo sido descrito um
aumento de citocinina ZR nas regides
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apicais (Nilsson et al., 1996), sugerin-
do que RolC influencia positivamente
a sintese de citocinina em folhas jo-
vens. Foi observado, ainda, uma dimi-
nuicao dos niveis de giberilina (GA)
em plantas expressando o gene r0lC
devido, provavelmente, a inibicio da
conversiodo GA19 paraoGA | (Nilsson
et al., 1993, 1996). No entanto, a
aplicagido de GA ex6geno em plantas
expressando a proteina RolC reflete
somente no aumento do tamanho das
plantas, nio revertendo os outros
fendtipos, tornando evidente que o
decréscimo de GA é um efeito secun-
dario (Schmulling et al., 1993).

O gene rolD (ORF15) codifica
uma proteina de 344 aminodcidos
(Slightom et al., 1980). A. rbizogenes
contendo no locus rolapenas o gene
rolD é incapaz de induzir a formacao
de raizes em plantas de fumo (Mauro
et al.,1996). Por outro lado, A.
rhizogenes contendo mutagdes ape-
nas no gene 7o/D induz o desenvolvi-
mento de raizes, porém, as raizes
resultantes sio pequenas (White e/
al., 1985). A proteina RolD provoca a
floracao precoce em plantas de fumo
ea potenciacao da organogenese flo-
ral em culturas de células (Mauro etal.,
1996; Altamura, 2004). Em 2001,
Trovato e colaboradores demonstra-
ram que o produto protéico deste
gene ¢ a enzima ornitina
ciclodesaminase (OCD), que conver-
te ornitina em prolina. Existem evi-
déncias de que a prolina atue como
um indutor da floracao.

O gene ro/A (ORF10) €, entre os
genes rol, 0 que causa maiores altera-
¢oes morfolédgicas em plantas, sendo
este objeto de estudo em nosso labo-
ratério. A. rbizogenes contendo ape-
nas o gene 70lA é capaz de induzir
raizes em N. tabacum, mas nio em
outras plantas testadas (Spena et al.,
1987). Plantas de fumo transformadas
com o gene rolA apresentam reducao
do porte, folhas enrugadas, arredonda-
das e verdes escuras, atraso na floracio,
(Figura 5), sistema radicular pobre,
reduzido ndmero de flores e retardo
na senescéncia (Schmiulling et al.,
1988; Sinkar et al., 1988; Slightom et
al.,1986; Carneiro & Vilaine, 1993). Da
mesma forma, foram observadas alte-
racoes fisiologicas tais como reducio
de giberilina GA, (Dehio etal., 1993;



Moritz & Schmtulling 1998) e reducao
da sintese de poliaminas, através de
interferéncia na via da ornitina (Burtin
et al., 1991; Sun et al., 1991; Ben-
Hayyim ef al.,1996). Plantas de fumo
expressando 70/A, quando tratadas com
giberilina, nao revertem completamen-
te o fendtipo (Dehio et al., 1993;
Schmilling et al., 1993), o que sugere
que esta reducao de giberelina repre-
sente um efeito secundario. Curiosa-
mente, plantas transgénicas com re-
duzido nivel de AIA apresentam
fendtipo semelhante a plantas ro/A
(Romano etal., 1991), sendo especu-
lado que o fendtipo ro/A seja o resul-
tado de um aumento da relacio
citocinina/auxina. Em consonancia com
esta hipdtese, nanismo, folhas
enrugadas e verdes escuras sdo
fendtipos tipicos de plantas com alta
producio de citocininas (Eklof et al.,
1990).

A expressio do gene ro/A em
plantas transgéncias mostrou que seu
promotor € ativo, essencialmente, em
todos os orgaos (Schmulling et al.,
1989). Carneiro & Vilaine (1993) mos-
traram que o nivel do RNA mensageiro
é maior no caule, cinco vezes menor
na folha e cinqiienta vezes menor na
raiz, e que,alémdisso, o promotordo
gene é composto por moédulos que
determinam a expressio tecido espe-
cifica.

A proteina RolA possui 100
aminodcidos com massa molecular es-
timada em tornode 11,4 KDa e ponto
isoelétrico de 11,2 (Slightom et al.,
1986). Andlises computacionais mos-
traram que nao existe similaridade da
RolA com proteinas conhecidas. Devi-
doa sua natureza extremamente basi-
ca e a presenga do motivo SPXX en-
contrado em proteinas regulatorias, a
possibilidade de interacio com dcidos
nucléicos foi proposta (Levesque el
al.,1988; Hansen et al., 1994). Alterna-
tivamente, foi sugeridouma funcaode
receptor ou transdutor de sinal de
auxinas na membrana plasmdtica
(Maurel et al.;1991; Vansuyt et
al.,1992). Experimentos de
fracionamento celular de plantas de
fumo transformadas com o gene
rolA::gusindicam que a proteina RolA
estaria associada, preferencialmente,
afracioda membrana plasmdtica, em-
bora a atividade do gene reporter gus

tenha sido detectada em outras fra-
coes celulares (Vilaine et al.,1998).
Sendoassim, as informagdes quanto a
localizacao da proteina RolA na célula
vegetal e sua provdvel fun¢io sdo
contraditorias, e, apesar dasalteracoes
hormonais detectadas nas plantas ro/A
explicarem parcialmente os fenétipos
resultantes, faz-se necessario um
aprofundamento das investigacdes
parase chegara sua verdadeira funcio
biolégica.

Estratégia adotada para estudar
a funciao da proteina RolA
em plantas

A capacidade de RolA alterar vi-
riosaspectos do crescimento e desen-
volvimento de plantas tem atraido a
atengao dos cientistas, pois decifrara
fun¢iao de RolA pode levar ao enten-
dimento de como os fendtipos baixo
porte, enrugamento foliar, crescimen-
to deficiente de raizes, retardo na
floracao e senescéncia sio gerados.
Estas informag¢des podem resultar em
avancos na Fisiologia Vegetal e Biolo-
gia do Desenvolvimento, possibilitan-
doainda, o controle de caracteristicas
agronomicas desejiveis em uma de-
terminada cultura.

Tendo como base as hipdteses

existentes na literatura, de localizacao
da proteina RolA na membrana
plasmadtica ou no nicleo, desenhamos
algumas estratégias com o objetivo de
testar essas duas hipoteses.

Estudos de modelagem molecular
da proteina RolA, realizados porRigden
e Carneiro (1999) culminaram com a
proposicio de um modelo para a pro-
teina RolA, no qual esta estaria atuan-
do na forma dimérica e interagindo
com sequiéncias de DNA em dois pon-
tos especificos de sua estrutura, os
residuos lisina 24 e arginina 27, via
pontes de hidrogénio. Para testar este
modelo, experimentos de muta¢io
sitio-dirigida foram realizados, substi-
tuindo os aminodcidos lisina 24 e
arginina 27 por asparagina 24 e 27 e
por glutamina 24 e 27 (Assis, 2003).
Asparagina e glutamina foram escolhi-
dos porapresentarem tamanhos simi-
laresaos aminodciodoslisina e arginina,
mas diferentes quanto as caracteristi-
cas fisico-quimicas, o que poderia alte-
rara especificidade de ligacio de RolA
com os promotores, sem alteracdes
considerdveis na estrutura da proteina.
Os genes ro/A mutados foram inseri-
dos em plantas de fumo, e anilises
fenotipicas estio sendo realizadas em
nosso laboratério.

Para testar a hipdtese de que

Figura 5. (A) Planta de N. tabacum expressando o gene 70/A sob controle do seu
préprio promotor, a esquerda, e uma planta nao transformada, a direita. Ambas
possuem a mesma idade. (B) Detalhe da planta expressando o gene 10/A.
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Figura 6. Perfil de hidrofobicidade e seqiiéncia primaria de RolA. Destacada em verde, a regido hidrofébica
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positivamente.

RolA atue como regulador da expres-
sao de genes, DNA de Arabdopsis
thalianafoidigerido com enzimas de
restricao de corte freqiiente, gerando,
assim, um banco de fragmentos de
DNA. Estes fragmentos foram entao
incubados com a proteina de fusiao
GST::RolA (Santos, 2002) e,
concomitantemente, com a proteina
GSTisolada. A A. thalianafoi escolhi-
da como modelo experimental, dado
adisponibilidade da seqiiéncia do seu
genoma completo em bancos de da-

dos, o que facilita os estudos posterio-
res. Porandlise diferencial, foi possivel
isolar trinta fragmentos de DNA com
os quais RolA se ligou. Para verificar se
esses fragmentos sao promotores de
genes regulados pela proteina RolA,
eles foram clonados adjacentes a se-
quéncia codante do gene reporter
uidA (gus), que codifica a enzima B-
Glucuronidase (Jefferson et al., 1986),
em vetores de planta, de forma a
tornar possivel a verificacio da capaci-
dade dos fragmentos de promover a
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expressiao da Gus. Esses vetores fo-
ram entdo transferidos por
eletropora¢ao para protoplastos de
fumo, onde foi observada atividade
promotora em alguns fragmentos
(Barreto et al.,1998). Dois destes frag-
mentos, quando expressos em plantas
de fumo, foram capazes de promover
a expressio de Gus nos graos de
poélen de plantas de fumo (Viana,
2003).

Alternativamente, uma outra es-
tratégia foi estabelecida para possibili-



taralocalizacao subcelular e evidenci-
ara existéncia de dominios funcionais
na proteina RolA. O perfil de
hidrofobicidade da RolA foi determi-
nado, utilizando o programa ProtScale
disponivel no endereco (http://
www.expasy.ch/). Duas regidoes bem
definidas ficaram evidentes no N-ter-
minal da proteina RolA: uma regido
hidrofébica seguida de outra hidrofilica
(Figura 6). A regido hidrofébica possui
23 residuos de aminodcidos, dos quais
16 sdo residuos apolares (em verde) e
aregido bdsica corresponde a 14 resi-
duos de aminodcidos, sendo que 9sio
residuos basicos (em vermelho) e 5
apolares (em verde) (Figura 6). Em
acordo com a hipdtese da RolA ser
uma proteina reguladora da expressao
génica, foi observado dentro da regiao
bdsica, uma regiao homologa ao sinal
de enderecamento nuclear da protei-
na antigeno “large T” do virus SV40.
Poroutrolado, os 23 primeiros residu-
os de aminodcidos, presentes no N-
terminal, essencialmente hidrofébicos,
seguidos de residuos bdsicos,
hidrofilicos, configuram um possivel
motivo conhecido como “Reverse-
signal-ancor”, que, nas bactérias, per-
mitem oancoramento em membranas
(Barros et al., 2003). Os residuos basi-
cos interagem com as porg¢oes
hidrofilicas dos lipideos das membra-
nas promovendo o ancoramento das
proteinas na membrana de maneira
estavel (van Heijne e Manoil, 1990).
Com base nessas informacoes
experimentos foram desenhados para
estudar estes motivos putativos en-
contrados no N-terminal da proteina
RolA. Foram construidas fusdes
traducionais da proteina RolA inteira,
ou apenas segmentos do seu N ou C-
terminal, com a enzima repoérter Gus
(RolA::Gus). Os genes quiméricos fo-
ram inseridos no plasmideo Ti desar-
mado, sob o controle do promotor
CaMV35S. Plantas de fumo transfor-
madas com essas construcoes foram
regeneradas, sendo que o fendtipo
caracteristico de plantas ro/A estd pre-
sente apenas nas plantas que contém
o gene ro0/A completo. Surpreenden-
temente, a atividade especifica desta
proteina de fusio aumentou mais de
50vezes,devidoaoacimuloda fusio,
em torno de 36 vezes maior que a
proteina Gus isolada (Barros, 2003). E

possivel, que o acimulo da proteina
de fusio observado possa estar relaci-
onado coma fun¢ao biolégica da pro-
teina RolA (Barros et al., 2003). Curio-
samente, ensaios preliminares de
citoquimica e imunocitoquimica suge-
rema presenca da proteina RolA::Gus
em cloroplastos, em vez de membra-
na celular ou nicleo, como previsto
(Barros, 2003). Desta maneira, € pos-
sivel que a fungao da proteina RolA
esteja relacionada com esta organela,
que temum papel central no metabo-
lismo vegetal.

Consideracoes finais

O conhecimento dos mecanis-
mos moleculares de interacdo
Agrobacterium-planta permitiu ao
homem manipular geneticamente es-
pécies vegetais, introduzindo genes
de interesse agronémico, resultando
em variedades mais produtivas, resis-
tentes a estresses bidticos e abidticos,
e comaumento no seu valornutricional.

Por outro lado, os genes rol sio
ferramentas importantes para o en-
tendimento dos mecanismos de cres-
cimento e desenvolvimento vegetal.
Porém, apesar dos esfor¢os de diver-
sos grupos de pesquisa, a fun¢io pri-
mdria de varios desses genes ainda ¢é
controversa. Serdo necessarios, ainda,
estudos para se alcancar o completo
conhecimento do modo de aciao de
cada um dos genes rol em plantas
transgénicas, e seus papéis na interagio
Agrobacterium-planta.
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