[image: image1.png]B2TUB/G418-FOR; Primer Bind

G418-FOR; Primer Bind

pChiamy_L reverse unmﬂ/
Uamion
B2TUB/G4 lBrREV/‘

pChlamy-G418 (Kan)
3,937bp

e,

2
G418-REV,

G418/COPL-FOR; Primer Bind

pChlamy_1 - forward primer; Primer Bind




.

Rio Grande/RS, Brasil, 23 a 25 de outubro de 2013.

PRODUÇÃO DE UM PLASMÍDEO DE SELEÇÃO POR ANTIBIÓTICO AMINOGLICOSÍDIO PARA MANIPULAÇÃO GENÉTICA EM Chlamydomonas
BRUM, Rayanne Johan; LANES, Carlos Frederico Ceccon; MARINS, Luis Fernando.   

FIGUEIREDO, Marcio Azevedo

rayannebrum@yahoo.com.br
                                                              Evento: Congresso de Iniciação Científica

    Área do conhecimento: Biologia Molecular

Palavras-chave neomicina, microalga transgênica, Chlamydomonas reinhardtii.
1 INTRODUÇÃO

Recentemente, microalgas vem sendo utilizadas como biofábricas para a produção de proteínas recombinantes e biocombustíveis (Potvin & Zhang, 2010). Esses microrganismos fotossintetizantes possuem custo de produção comparativamente baixo uma vez que podem ser cultivados em sistemas simples, capazes de atingir altas produtividades, a partir de luz e CO2 (Hannon et al., 2010). Atualmente, sequências genômicas completas e métodos eficientes de transformação gênica se encontram disponíveis para várias espécies de microalgas, como Chlamydomonas reinhardtii. Entretanto, existe apenas um kit comercial com plasmídeo para a manipulação de C. reinhardtii, denominado pChlamy_1. Esse plasmídeo confere resistência ao antibiótico higromicina. Porém, para a manipulação de mais de um gene na mesma cepa, é necessário o desenvolvimento de plasmídeos que confiram resistência a outros antibióticos. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo substituir o gene de resistência à higromicina do pChlamy_1 por um gene de resistência à neomicina utilizando o método de subclonagens de produtos de PCR. 

2 MATERIAL E MÉTODOS

O plasmídeo pChlamy_1 foi utilizado como base para a substituição do gene de resistência a antibiótico, através de PCR com primers específicos para amplificar todo o plasmídeo, exceto o gene de resistência à higromicina. Já o gene de resistência à neomicina foi amplificado por PCR do plasmídeo pDsRed-Express-DR. Para a futura clonagem, foram inseridos nos fragmentos amplificados, sítios de reconhecimento para enzimas de restrição (BamHI e AgeI), inexistentes no plasmídeo pChlamy_1. Os fragmentos foram ligados utilizando a enzima T7 DNA Ligase (BioLabs), com subsequente transformação em cepas competentes de Escherichia coli (Top10, Invitrogen). Após a clonagem, o plasmídeo final foi confirmado por digestão com enzimas de restrição e sequenciamento ao redor dos dois pontos de ligação gerados. Para avaliar a eficiência do plasmídeo produzido, a microalga C. reinhardtii (cepa CC3395) foi eletroporada usando o protocolo descrito no Kit GeneArt Chlamydomonas Engineering (Life Technologies). As microalgas foram plaqueadas em meio sólido contendo ágar, meio de cultivo TAP e arginina (200 g/mL. Como o gene utilizado pode conferir resistência a três antibióticos diferentes (neomicina, canamicina e geneticina), foram produzidas placas com cada um desses na concentração de 10 µg/mL. Além disso, microalgas controles (eletroporadas sem o plasmídeo e microalgas não-eletroporadas) foram plaqueadas em placas sem antibiótico. Após 15 dias, as colônias que cresceram foram transferidas para o meio líquido (TAP, 10 µg/mL de antibiótico, 200 µg/mL de arginina) para avaliar o desenvolvimento das microalgas transformadas.

3 RESULTADOS e DISCUSSÃO 

O plasmídeo final apresentou um tamanho de 3.937 pb, e foi chamado de pChlamy-Neo (Fig. 1). Os testes de confirmação por digestão com enzimas de restrição foram positivos, e o resultado do sequenciamento confirmou que os fragmentos estavam ligados corretamente. Nos testes de eletroporação, foi verificado que as microalgas eletroporadas com pChlamy-Neo cresceram somente nas placas que continham o antibiótico neomicina. Esse resultado sugere que a neomicina deve ser menos tóxica para C. reinhardtii que os demais antibióticos testados. Adicionalmente, o gene de resistência ao antibiótico pode estar sendo expresso em baixos níveis, não protegendo a microalga da ação dos outros antibióticos. Foram selecionadas cinco colônias das placas com neomicina para o cultivo em meio líquido. Dentre essas, somente duas apresentaram crescimento equivalente às microalgas controle, confirmando a possibilidade de níveis diferentes de expressão em cada colônia. 
Figura 1- Plasmídeo pChlamy-Neo produzido pela clonagem de dois fragmentos obtidos por PCR.
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS

O presente experimento demonstrou que o plasmídeo pChlamy-Neo utilizado em Chlamydomonas reinhardtii foi capaz de induzir resistência ao antibiótico neomicina, indicando, assim, a sua funcionalidade. Posteriormente, serão realizadas análises por PCR das microalgas transformadas para a confirmação da integração do transgene e analisar os níveis de expressão do gene de resistência à neomicina.
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