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RESUMO

MONTEIRO-HARA, A. C. B. de A. Transformacgao genética de maracujazeiro azedo
para resisténcia ao virus do endurecimento dos frutos (Cowpea aphid-borne
mosaic virus - CABMYV). 2010. 76 f. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2010.

A cultura do maracujazeiro € afetada pela virose causada pelo Cowpea aphid-
borne mosaic virus (CABMV), provocando a redugéo da qualidade e produtividade dos
frutos e, em alguns casos, pode inviabilizar o cultivo comercial desta espécie. Uma
alternativa para o controle de doencas viréticas € o desenvolvimento de plantas
resistentes pela transformacao genética. O objetivo deste trabalho foi a obtencéo de
plantas transgénicas de maracujazeiro (Passiflora edulis f. flavicarpa), utilizando 2
construgbes génicas contendo a regido codificadora do gene da proteina capsidial do
CABMV. A construgdo pCABMV-asCP, que contém um fragmento na orientagéo
antisenso e a construgcao pCABMV-dsCP, que contém fragmentos senso e antisenso do
gene da proteina capsidial, separados por um intron, uma construgao hairpin. Para os
experimentos de transformagdo genética, via Agrobacterium tumefaciens, foram
utilizados os explantes de segmentos de hipocétilo e discos de folhas jovens das
variedades FB-100, IAC-275 e IAC-277. Ap6s 2 - 3 dias de co-cultivo em meio de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) contendo acetosseringona (100 mM), os
explantes foram transferidos para meio de cultura de selegdo e regeneragao constituido
de sais minerais e vitaminas de MS, suplementado com canamicina (100 mg/L) +
cefotaxima (500 mg/L) + nitrato de prata (4,0 mg/L), pH 5,8 e os reguladores BAP, TDZ
e combinacdo de BAP e TDZ. Apds 4 - 6 semanas, as gemas adventicias
desenvolvidas foram transferidas para meio de cultura de alongamento MSM + GA3; (1,0
mg/L) + cefotaxima (500 mg/L) + nitrato de prata (4,0 mg/L). As plantas desenvolvidas
foram aclimatizadas e analisadas por PCR, utilizando-se primers especificos para a
deteccao dos transgenes. Foram identificadas 30 plantas transgénicas PCR positivas
para do gene nptll, sendo 11 positivas para o fragmento antisenso da proteina capsidial
do CABMV e 2 positivas para o fragmento da construcdo génica hairpin. Até o
momento, a integracdo dos transgenes foi confirmada por Southern blot em 4 plantas.
Paralelo aos experimentos de transformagdo genética, foram avaliadas plantas de
maracujazeiro das variedades IAC-275 e IAC-277, obtidas em experimentos anteriores,
com a construgdo génica pCABMV-CP, que contém o gene da proteina capsidial do
CABMV. A anadlise de Southern blot de 14 plantas destes experimentos, confirmou a
integracdo do transgene em 13 plantas, as quais foram propagadas e inoculadas
mecanicamente com 3 isolados do CABMV (SP, RJ, CE). A linhagem T16 foi resistente
as 3 inoculagdes, com os 3 isolados testados. Clones desta linhagem foram analisados
por RT-PCR, comprovando a transcrigéo do transgene.

Palavras-chave: Transgenia. Agrobacterium. Passiflora edulis f. flavicarpa. Potyvirus.
Hairpin



ABSTRACT

MONTEIRO-HARA, A. C. B. de A. Genetic transformation of yellow passionfruit for
resistance to woodiness virus (Cowpea aphid-borne mosaic virus — CABMYV).
2010. 76 f. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade
de Sao Paulo, Piracicaba, 2010.

The vyellow passionfruit is affected by Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMYV), which causes a decrease in fruit quality and productivity and in some cases
making it unpractical for commercial cultivation of this species. Ann alternative for the
control of virus diseases is the development of resistant plants through genetic
transformation techniques. The objective of this work was to obtain passion fruit
(Passiflora edulis f. flavicarpa) transgenic plants with two different gene constructs
derived from the CABMV coat protein coding region. pPCABMV-asCP contains the gene
fragment in an antisense direction and pCABMV-dsCP contains a sense and antisense
coat protein gene fragments, separated by intron, a hairpin construct. The genetic
transformation experiments with Agrobacterium tumefaciens, were done in hypocotyl
segments and young leaf disks explants from varieties FB-100, IAC-275 and IAC-277.
After two to three days in co-culture in MS culture medium (MURASHIGE; SKOOG,
1962) supplemented with acetoseringone (100 mM) the explants were subcultured to
medium for selection and regeneration, composed of MS minerals and vitamins,
supplemented with kanamycin (100 mg/L), cefotaxime (500 mg/L) and silver nitrate (4.0
mg/L), at pH 5.8, and the growth regulators BAP, TDZ and combination of BAP and
TDZ. After four to six weeks, the adventitious buds developed were transferred to an
elongating medium composed of MSM salts supplemented with GAsz (1.0 mg/L),
cefotaxime (500 mg/L) and silver nitrate (4.0 mg/L). Plants were acclimatized and
analyzed by PCR, with specific primers for the transgenes detection. Thirty transgenic
plants were identified as PCR positive for the nptll gene, with 11 being positive for the
antisense fragment of the CABMV coat protein gene and two positive for the hairpin
gene construct fragment. Currently, the transgene integration was confirmed by
Southern blot analysis in four plants. Simultaneously to the genetic transformation
experiments, passionfruit plants, varieties IAC-275 e IAC-277, obtained from previous
experiments with pCABMV-CP, which contains CABMV coat protein gene, were
analized. The Southern blot analysis of 14 plants from these experiments confirmed the
transgene integration in 13 plants, which were propagated and mecanically inoculated
with three CABMV isolates (SP, RJ, CE). Line T16 was resistant to three inoculations
with all three isolates tested. Clones from this line were analyzed by RT-PCR which
confirmed the transgene transcription.

Keywords: Transgenic. Agrobacterium. Passiflora edulis f. flavicarpa. Potyvirus.
Hairpin.
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1 INTRODUCAO

O género Passiflora apresenta um grande numero de espécies economicamente
importantes, sendo cultivadas para diferentes fins. Dentro deste género, a espécie
Passiflora edulis f. flavicarpa € a mais cultivada nos pomares comerciais do pais,
apresentando importancia econdmica, devido a comercializacao dos frutos in natura e
do suco concentrado. O suco concentrado se destaca no mercado voltado para
exportacao, principalmente para Holanda, Alemanha e Estados Unidos.

A cultura do maracujazeiro é afetada por diversas doengas causadas por
bactérias, fungos e virus, que podem limitar o cultivo em determinadas regides
produtoras. O endurecimento dos frutos, uma das doengas mais importantes da cultura,
€ causado pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), o qual é transmitido por
afideos. Esta virose foi facilmente disseminada pelo pais provocando perdas
significativas na produtividade e qualidade dos frutos (GIORIA et al., 2000). As plantas
infectadas apresentam sintomas de mosaico, deformagdes nas folhas e nos frutos e
desenvolvimento reduzido, tornando-se pouco produtivas.

Os métodos de controle sdo praticamente inexistentes e pouco eficazes pois a
transmissao desta virose € do tipo nao-persistente, o que torna o controle quimico do
vetor pouco eficiente. Além disso, nenhuma variedade resistente ao virus foi identificada
no germoplasma do maracuja azedo cultivado. Diante disso, uma alternativa para
controle desta virose causada pelo CABMV ¢é a obtencdo de plantas resistentes por
transformagao genética.

A resisténcia a viroses por transformagéo genética pode ser obtida utilizando-se
o préprio genoma viral, pela introdugéo e integracdo de genes ou fragmento de genes
do patégeno no hospedeiro. Este principio é conhecido como resisténcia derivada do
patégeno (PDR - pathogen derived resistance), proposto por Sanford e Johnston
(1985). Diversos trabalhos ja foram relatados utilizando genes virais para obtencao de
plantas resistentes (PROVVIDENTI; TRICOLI, 2002; BUKOVINSZKI et al., 2007). A
resisténcia derivada do patégeno pode ser mediada pela expressdo da proteina do

transgene ou somente pelo RNA do transgene (TEPFER, 2002).
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Poucos trabalhos envolvendo transformagdo genética visando resisténcia a
doengas em maracujazeiro foram relatados. Utilizando o gene att A, para resisténcia a
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, plantas transformadas de P. edulis f.
flavicarpa foram obtidas por biobalistica (TAKAHASHI, 2002) e via Agrobacterium
tumefaciens, promovendo resisténcia a esta bacteriose (MONTEIRO, 2005). Visando a
obtencao de plantas resistentes ao CABMV, Alfenas et al. (2005) obtiveram 1 linhagem
transgénica apresentando resisténcia especifica ao isolado utilizado (CABMV-MG1),
enquanto Trevisan et al. (2006) obtiveram 1 linhagem imune aos 3 isolados do CABMV
testados (SP, RJ e CE).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi a obtengéo de plantas transgénicas de
maracujazeiro (Passiflora edulis f. flavicarpa) utilizando 2 construgdes génicas, a
pCABMV-asCP, contendo um fragmento do gene da proteina capsidial do CABMV na
orientagao antisenso do CABMV e, a pPCABMV-dsCP, contendo fragmentos do gene da
proteina capsidial na orientagdo senso e antisenso, separados por um intron, uma
construgdo do tipo hairpin. Paralelamente aos experimentos de transformagao genética,
plantas de maracujazeiro das variedades IAC-275 e IAC-277, obtidas em experimentos
anteriores de transformagéo genética, com a constru¢cdo pCABMV-CP, que contém o
gene da proteina capsidial do CABMV (TREVISAN, 2005). As plantas foram avaliadas
para a confirmagao da integracao do transgene e identificagdo de clones resistentes ao
CABMV.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia da cultura do maracujazeiro

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae a qual posssui mais de 580
espécies, sendo a maioria destas originarias da América tropical (SOUSA; MELETTI,
1997). Dentre as espécies comestiveis do género Passiflora, cultivadas comercialmente
no Brasil, podemos citar Passiflora edulis (maracuja roxo), P. edulis f. flavicarpa
(maracuja amarelo ou azedo) e Passiflora alata (maracuja doce). Devido a grande
diversidade genética, além da importancia agricola para a producao de frutos, o género
Passiflora também tem suas aplicagdes na industria farmacéutica e cosmética. Além
disso, algumas espécies de Passiflora também apresentam potencial ornamental, como
Passiflora caerulea e P. incarnata (PEIXOTO, 2005).

Atualmente, o Brasil é o principal produtor mundial de maracuja, com
aproximadamente 44.363 ha de area colhida e producdo de 615.196 toneladas,
possibilitando a geracao de mais de 200 mil empregos diretos e indiretos (RUGGIERO,
2000; MANICA; OLIVEIRA JUNIOR, 2004; FNP, 2009). As regides Nordeste e Sudeste
sao as maiores produtoras, com 377.136 e 152.204 t, respectivamente, destacando os
estados da Bahia (207.962 t), Ceara (101.035 t), Espirito Santo (72.079 t), Minas Gerais
(42.767 t) e Sergipe (41.919 t) (FNP, 2009). Aproximadamente 60 a 70% da produgéao
comercializada é destinada ao mercado da fruta fresca (RUGGIERO, 2000).

Além da comercializagdo do fruto in natura, o maracuja € comercializado na
forma de produto industrializado, como suco concentrado, que possui grande aceitagéo
no mercado internacional. Juntamente com o Brasil, paises como Equador, Colédmbia e
Peru, sdo grandes produtores e exportadores de suco de maracuja (CANCADO
JUNIOR; ESTANISLAU; PAIVA, 2000; MANICA; OLIVEIRA JUNIOR, 2004).
Atualmente, as exportagbes de maracuja podem ocorrer sob a forma de fruta fresca,
fruta conservada (congelada) e suco concentrado, destinados principalmente para
paises europeus e, mais recentemente, para a Argentina e Uruguai, no caso de frutas in
natura. O mercado voltado para a exportacdo de suco concentrado apresenta os

maiores ganhos em divisas, sendo intensamente comercializado para Holanda,
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Alemanha, Estados Unidos, Porto Rico e Japao, os quais importam 76% da produ¢éo
mundial (LIMA et al., 2006).

O suco é rico em vitaminas A e C e minerais, como calcio e fosforo. As cascas e
as sementes, subprodutos da industrializagdo do suco, sdo ricas em aminoacidos,
proteinas e carboidratos, e tém sido utilizadas na producdo de ragdo animal. Além
disso, pesquisas recentes relatam o uso da casca, em forma de pd ou farinha, para o
consumo humano como auxiliar no controle dos niveis de colesterol e agucar no
sangue, por ser um produto rico em pectina (RAMOS et al.,, 2007; JANEBRO et al,
2008). Compostos quimicos fitoterapicos como flavondides e alcaldides, presentes em
espécies de Passiflora, principalmente em P. edulis, P. alata e P. incarnata, séo
explorados pela industria farmacéutica (VASCONCELLOS; SILVA; REIS, 2005).

O maracujazeiro pode ser propagado por sementes ou vegetativamente, por
enxertia ou estaquia (GRATTAPAGLIA et al., 1991; SAO JOSE et al., 1994). Na
propagacao por sementes, devido a polinizagao cruzada, temos o desenvolvimento de
individuos diferentes, com consequente formagdo de lavouras heterogéneas,
acarretando diferengas de Brix e coloracdo do suco, prejudicando o aproveitamento
industrial do produto. A propagacao vegetativa realizada em programas de pesquisa e
melhoramento genético permite a obtengao de plantios mais uniformes e a multiplicagao
de plantas selecionadas com alta produtividade e rendimento de suco
(GRATTAPAGLIA et al., 1991; SOUSA; MELETTI, 1997).

Apesar da importancia da cultura para o pais, o cultivo comercial do
maracujazeiro apresenta problemas fitossanitarios que resultam em baixa
produtividade. A produtividade média é de 22 - 28 t/ha (FNP, 2007), mas poderia atingir
50 t/ha, com a utilizagdo de sementes melhoradas e tecnologia de produgdo adequada
(MELETTI; MAIA, 1999).

A expansao da area cultivada nos ultimos anos e a auséncia de tratos culturais
adequados resultou no aumento dos problemas fitossanitarios, provocando a redugéao
da area de cultivo ou até inviabilizando a produgdo em determinadas regides. A cultura
€ afetada por uma série de doengas causadas por fungos, bactérias e virus, que podem

ser limitantes a produgao, exigindo medidas imediatas para reduzir perdas e evitar sua
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disseminagao (SOUSA; MELETTI, 1997; GOES, 1998; KITAJIMA, 1998; MALAVOLTA
JUNIOR, 1998; SANTOS FILHO; LARANJEIRA, 2004).

As principais doencas causadas por virus que infectam a cultura do
maracujazeiro sdo: o endurecimento dos frutos (Cowpea aphid-borne mosaic virus -
CABMYV), o mosaico do pepino (Cucumber mosaic virus — CMV), a pinta verde
(Rhabdovirus), o clareamento das nervuras (Rhabdovirus), o mosaico amarelo
(Passionfruit yellow mosaic virus — PFYMV) e o mosaico do maracuja roxo (Purple
granadilla mosaic virus — PGMV). Dentre estes, destaca-se o CABMV, uma espécie do
género Potyvirus, da familia Potyviridae, com particulas do tipo flexuosas (690 - 760 nm
de comprimento, 11 - 16 nm de diametro), apresentando RNA de fita simples e senso
positiva, de aproximadamente 10.000 nucleotideos. No citoplasma das células
infectadas, podem ocorrer inclusdes lamelares, tipicas dos Potyvirus (NOVAES;
REZENDE; KITAJIMA, 2000; NASCIMENTO et al, 2006). Até recentemente,
acreditava-se que esta virose era causada pelo Passion fruit woodiness virus (PWV)
porém, atualmente, sabe-se que o agente causal € uma estirpe do Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV) (NASCIMENTO et al., 2006).

A transmissao natural do CABMV ocorre por meio de afideos, principalmente
pelas espécies Mysus persicae Sulz. e Aphis gossypii Glover, sendo a relag&o virus-
vetor do tipo ndo persistente e n&o circulativa. Entretanto, Piero et al. (2006)
observaram formas apteras e ninfas de Aphis gossypii em plantas de P. edulis f.
flavicarpa, 100 dias ap6s a inoculagao, sugerindo que o afideo pode colonizar a planta e
contribuir para a disseminacao do virus na cultura.

O CABMYV néao é transmitido por sementes, porém a transmissao mecanica pode
ser relativamente facil (NOVAES; REZENDE; KITAJIMA, 2000; BARBOSA; SANTOS
FILHO; LARANJEIRA, 2004). As plantas infectadas apresentam sintomas generalizados
de mosaico foliar, podendo aparecer manchas anelares, bolhas, rugosidade e
deformagdes no limbo foliar. Pode ocorrer a redugao do tamanho do entrend, afetando
o crescimento da planta. Nos frutos podem ocorrer deformacgdes, com reducado do seu
tamanho e da polpa, além de apresentarem consisténcia endurecida (NOVAES;
REZENDE; KITAJIMA, 2000). Em plantas infectadas com PWYV, Gioria et al. (2000)

verificaram danos evidentes relacionados com a redugdo da area foliar e consequente
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reducao na produgao dos frutos, em quantidade e qualidade, ou seja, ocorreram perdas
em numero, peso e valor dos frutos produzidos.

O virus afeta um grande numero de espécies do género Passiflora.
Recentemente, Maciel et al. (2009) avaliaram a resisténcia de dezesseis espécies de
Passiflora com quatro isolados do CABMV (PA, SP, RJ e CE). Apenas uma espécie
selvagem, P. suberosa, foi identificada por como sendo resistente ou imune aos quatro
isolados do virus, mesmo quando enxertada em porta-enxerto de P. edulis f. flavicarpa
infectado pelo virus.

O controle desta virose em maracujazeiro tem sido muito dificil. O plantio de
novos pomares proximos a pomares abandonados ou antigos, que podem servir como
fonte de in6culo, e a dificuldade de controle dos vetores, podem ser considerados os
fatores principais para a disseminagcdo da doenca. Além disso, nenhuma fonte de
resisténcia ou tolerancia a infecgao pelo virus tem sido encontrada no germoplasma de
maracuja azedo cultivado e a pré-imunizagao, com isolados do PWV, n&o proporcionou
protecao contra estirpes mais virulentas (NOVAES; REZENDE, 2003). Uma alternativa
para a eliminagao do CABMV em maracujazeiro € a utilizagdo da microenxertia a partir
apices caulinares de plantas infectadas, enxertados em epicétilo e hipocétilo de plantas
sadias. Ribeiro et al. (2008) observaram que 180 dias apds a realizagdo da
microenxertia, 93% das mudas encontravam-se livres de virus detectavel pelo teste
ELISA (‘Enzyme Linked Imunosorbent Assay’).

Atualmente, no Brasil, a unica maneira de controlar a doenca é através de
praticas culturais, como o uso de mudas sadias para transplante, eliminacdo de
pomares antigos infectados antes da instalagdo dos novos, evitar o cultivo intercalado
com espécies leguminosas as quais podem ser hospedeiras do virus e efetuar a
retirada de plantas doentes até 5 ou 6 meses apos o plantio.

A escassez de variedades de maracuja azedo que associem caracteristicas
desejaveis como alta produtividade, qualidade e homogeneidade dos frutos, além de
tolerancia ou resisténcia genética as principais doengas que afetam a cultura, tem sido
limitante para melhorar a qualidade e produtividade dos pomares brasileiros (MELETTI;

SANTOS; MINAMI, 2000). Diante deste cenario, as técnicas de biologia molecular e
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transformacao genética apresentam grande importancia para a obtencdo de plantas

resistentes ou tolerantes as doencgas, com caracteristicas agrondmicas desejaveis.

2.2 Transformacao genética de plantas para resisténcia a doencas causadas por

virus

A transformacgao genética de plantas visando resisténcia a virus esta associada
ao conceito da resisténcia derivada do patdégeno (PDR - pathogen derived resistance),
proposto por Sanford e Johnston (1985). Os autores propuseram que a resisténcia do
hospedeiro pode ser obtida pela introdugcado de gene (s) do proprio patégeno no genoma
hospedeiro. O desenvolvimento das técnicas de cultura de tecidos e engenharia
genética permitiram a identificagdo, clonagem e introdugcdo de genes do patdégeno na
planta hospedeira.

A hipotese da PDR tem sido utilizada principalmente para a obtengcéo de plantas
resistentes a virus, com a producdo de plantas transgénicas contendo genes ou
fragmentos do genoma viral. A estratégia mais empregada nos trabalhos para a
obtenc&o de plantas transgénicas resistentes a viroses € baseada no uso do gene da
proteina capsidial de virus (ARAGAO; FARIA, 2007).

A primeira demonstracdo do uso da PDR foi feita por Powell-Abel et al. (1986)
que obtiveram plantas transgénicas de fumo expressando a proteina capsidial do
Tobacco mosaic virus (TMV). Neste caso, foi observado que o nivel de resisténcia foi
proporcional a quantidade de proteina transgénica acumulada e plantas que
apresentaram apenas o acumulo de mRNA do transgene foram suscetiveis ao TMV.

Plantas transformadas com o gene da proteina capsidial apresentando
resisténcia a virus ja foram descritas para varias espécies, como ameixeira (Prumus
domestica) para o Plum pox virus (PPV) (RAVELONANDRO et al., 2000), abdbora
(Cucurbita pepo) para o Squash mosaic virus (SqMV) (PROVVIDENTI; TRICOLI, 2002)
e batata (Solanum tuberosum) com o gene da proteina capsidial do Lettuce mosaic
virus (LMV) obtendo resisténcia contra o Potato virus Y (PVY) (HASSAIRI et al., 1998;
BUKOVINSZKI et al., 2007). Abdboras resistentes ao WMV, ZYMV e CMV e a batata
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resistente ao PVY ja foram licenciadas para a comercializagdo nos Estados Unidos
(ARAGAO; FARIA, 2007).

Além do gene da proteina capsidial, genes como da replicase (NIb), associada a
replicagéo do virus, e genes expressando proteinas de movimento, também tem sido
utilizados nas pesquisas (ARAGAO et al., 2001; ZHANDONG; SHUANGYI; QIWEI,
2007).

Bag, Singh e Jain (2007) obtiveram plantas transformadas de Arachis hypogaea
utilizando as construcdes senso e antisenso do gene da proteina capsidial do Tobacco
streak virus (TSV). Os autores observaram niveis insignificantes da proteina nas plantas
transformadas com a construgéo antisenso, em contraste com altos niveis da proteina
nas plantas transgénicas contendo a construgao senso.

A evolucdo dos trabalhos nesta linha de pesquisa demonstra que nem sempre
existe uma correlagao entre o nivel de express&o da proteina transgénica e o nivel de
resisténcia ao patéogeno (SANJAYA et al.,, 2005). Em alguns casos, a resisténcia é
observada mesmo quando a proteina ndo € detectada, sugerindo que a expressao da
mesma nao seja essencial para a resisténcia ao patdogeno (NEVES-BORGES et al.,
2001). Sabe-se hoje, que as estratégias da PDR estado divididas nas que requerem a
expressao da proteina do transgene (protein-mediated resistance) e nas que requerem
apenas a transcricdo do transgene (RNA-mediated resistance) (SPIELMANN et al.,
2000; RITZENTHALER, 2005).

A resisténcia mediada pela proteina depende da sintese da proteina codificada
pelo transgene e normalmente é efetiva para um grande numero de estirpes do virus,
mas pode n&o conferir altos niveis de resisténcia, estando muitas vezes, associada ao
atraso no aparecimento dos sintomas. A resisténcia mediada pelo RNA é conferida pela
degradagdo de sequéncias especificas do mRNA do transgene e do RNA viral, sendo
especifica para o virus homdélogo ao transgene e conferindo altos niveis de resisténcia
ou imunidade (BEACHY, 1997; TEPFER, 2002).

O uso da resisténcia mediada pelo RNA para obtencao de plantas resistentes a
virus foi primeiramente descrita por Lindbo et al. (1993), demonstrando ser este um

processo relacionado ao silenciamento génico pods-transcricional (PTGS) com a
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degradacdo do RNA do transgene e do RNA viral no citoplasma (HIGGINS et al., 2004;
RITZENTHALER, 2005).

O processo de PTGS ¢ iniciado pela presenca de RNA de fita dupla (dsRNA) e
desencadeia uma série de eventos moleculares. A dsRNA é reconhecida e clivada por
uma enzima especifica, Dicer, da familia das RNAselll, e sdo gerados pequenos
fragmentos de 21 - 26 nucleotideos, os siRNAs (small interfering RNA). Os siRNAs
produzidos sao incorporados a um sistema complexo de defesa (RISC — RNA-induced
silencing complexes), o qual direciona a clivagem do RNA alvo, transformando o RNA
em fita simples e degradando o mRNA homdlogo (LEE; ROTH, 2003; YU; KUMAR,
2003; LIN et al., 2007).

O PTGS é considerado um componente do sistema de defesa das plantas contra
virus (CHELLAPAN et al., 2004) que pode ser acionado em plantas transgénicas, com
construgbes senso ou antisenso do transgene (CUOZZO, et al., 1988; FANG;
GRUMET, 1993; JORGENSEN; ALBRECHTSEN, 2007).

A estratégia utilizando sequéncias antisenso da proteina capsidial tem sido
empregada para diferentes grupos de virus. O mecanismo de agcdo do RNA antisenso
pode ocorrer em nivel traducional, sendo que a presen¢ga de uma sequéncia do virus
integrado ao genoma da planta pode silenciar sua prépria expressdo (ARAGAO et al.,
2001). De forma semelhante, com a utilizacdo de construgbes antisenso, Praveen,
Mishra e Dasgupta (2005) observaram que a obtencédo da resisténcia ocorre pela
hibridizagdo complementar do RNA transgene com o RNA viral, formando um hibrido e
bloqueando a tradugdo. Zhandong, Shuangyi e Qiwei (2007) obtiveram sucesso na
utilizacdo da construgcdo antisenso para obtencdo de plantas resistentes de Brassica
campestris ssp. pekinensis, utilizando o gene antisenso da replicase do TuMV (Turnip
mosaic virus). Neste caso, as plantas apresentaram alto nivel de resisténcia apds a
inoculagéo, pois, o gene antisenso da replicase afeta diretamente a replicagao viral,
bloqueando a tradug&o ou degradando o mRNA pelo RNAI. Nesse sentido, resultados
positivos também foram obtidos por Mubin et al. (2007) utilizando a orientagao
antisenso do gene AV2 do ToLCNDV (Tomato leaf curl New Delhi virus) para obtengao

de resisténcia em plantas de tabaco, evitando a replicagdo ou o movimento viral.
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De acordo com Chen et al. (2004) a produgdo de plantas transgénicas com
construgdes génicas tradicionais senso ou antisenso normalmente resulta na obtencao
de um pequeno numero de individuos expressando o fendmeno de silenciamento
génico.

Uma estratégia para aumentar a eficiéncia do PTGS e a obtengdo de um maior
numero de plantas transgénicas resistentes € o uso de construgbes génicas que
possuem coOpias do transgene na orientagdo senso e antisenso, separadas por uma
sequéncia intron, chamada de construgcao hairpin (SMITH et al., 2000; CHEN et al.,
2004; SUSI et al., 2004). Este tipo de construgcao génica facilita a producao de RNA de
fita dupla (dsRNA) ou RNA hairpin (hpRNA), em etapas intermediarias do processo de
replicagdo do virus, acionando PTGS (WESLEY et al.,, 2001; WATERHOUSE;
HELLIWELL, 2003).

Plantas de cevada transformadas com uma construgdo hairpin mostraram-se
extremamente resistentes ao Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV). As plantas
foram consideradas imunes, ja que o virus nao foi detectado pelo teste ELISA (WANG;
ABBOTT; WATERHOUSE, 2000). Utilizando a construgao hairpin, Abhary et al. (2006)
obtiveram plantas transgénicas de tomate resistentes ao TYLCD (Tomato yellow leaf
curl disease). As plantas inoculadas com o virus, ndo apresentaram sintomas de
infeccdo viral, sendo observada uma correlagdo entre resisténcia e acumulo de siRNAs,
comprovando o PTGS.

Outro exemplo da ocorréncia do PTGS na obtengédo de plantas de Trifolium
repens resistentes ao White clover mosaic virus (WCMV) foi relatado por Ludlow;
Mouradov; Spangenberg (2009). Os autores relataram que o sucesso do método
ocorreu pela presenca da dsRNA formada a partir do transgene (hpRNA), e observaram
o0 acumulo das moléculas de siRNA anterior a inoculagdo com o virus, indicando um
mecanismo ativo de silenciamento génico.

Dessa forma, a utilizagdo de técnicas para a indugdo de silenciamento génico
pos-transcricional, visando a obtengcao de plantas transgénicas capazes de suprimir a
expressao de genes enddgenos e acidos nucléicos ‘exdgenos’, constitui uma importante
ferramenta biotecnoldgica para programas de melhoramento de plantas (SOUZA,;
MENDES; MOURAO FILHO, 2007).
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2.3 Cultura de tecidos e transformacao genética em Passiflora

O desenvolvimento da cultura de tecidos in vitro para Passiflora spp permite
associar as técnicas de micropropagagdo, hibridagdo somatica e transformacgao
genética aos programas de melhoramento genético possibilitando a obtencdo de
plantas com caracteristicas agrondmicas superiores.

O primeiro relato do cultivo in vitro em Passiflora foi feito por Moran Robles
(1978; 1979), cultivando gemas axilares e entrenés de P. edulis f. flavicarpa e P.
mollissima. Foi observado o desenvolvimento de calos e a multiplicacao das plantas foi
feita em meio de cultura contendo 2,0 mg/L de cinetina.

A grande maioria dos trabalhos de cultivo in vitro e micropropagagao foram
realizados com P. edulis e P. edulis f. flavicarpa estando relacionados a indugéo e
multiplicagdo de gemas (BACCARIN, 1988; KANTHARAJAH; DODD, 1990; DREW,
1991; KAWATA et al., 1995; FARIA; SEGURA, 1997a; BIASI et al., 2000; MONTEIRO
et al., 2000a; ISUTSA, 2004).

A micropropagacao de P. edulis e P. edulis f. flavicarpa foi obtida por Isutsa
(2004), utilizando BAP, na concentragdo de 5 mg/L. O autor relata a importancia da
adicdo de acido giberélico (GA3) no meio de cultura, favorecendo o alongamento das
gemas obtidas. O GA3, também foi adicionado ao meio de cultura por Monteiro et al.
(2000a) visando alongamento das plantulas. Os autores compararam os meios de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e MSM durante a micropropagagéo de P.
edulis f. flavicarpa, acrescidos de 3,0 mg/L de BAP. As plantulas multiplicadas em meio
MSM apresentaram maior crescimento devido a melhores condigdes nutricionais.

Trabalhos de organogénese em espécies de Passiflora a partir de explantes
foliares, segmentos internodais e hipocotiledonares foram estudados por diversos
autores, onde foi testada a adigdo de diferentes citocininas no meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), principalmente BAP (6-benzilaminopurina), cinetina e
TDZ (thidiazuron) (AMUGUNE; GOPALAN; BYTEBIER, 1993; MONTEIRO;
RODRIGUEZ; MENDES, 1996; FARIA; SEGURA, 1997b; PASSOS, 1999; BIASI et al.,
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2000; MONTEIRO et al., 2000b; BECERRA; FORERO; GONGORA, 2004; TREVISAN;
MENDES, 2005; PINTO et al., 2009).

Visando a indugcdo de gemas adventicias a partir de explantes foliares de
espécies de Passiflora utilizando diferentes reguladores, Monteiro-Hara (2000) obteve a
regeneragao de plantas de P. edulis f. flavicarpa e P. suberosa, quando cultivados em
meio contendo BAP. Em P. alata pode-se observar apenas a formagao de gemas
adventicias, que nao se desenvolveram em plantas. Este fato também foi observado por
Pinto et al. (2009) em discos foliares de P. alata, onde as gemas adventicias n&o se
desenvolveram em meio de alongamento. Entretanto, os autores obtiveram sucesso na
regeneracao de plantas a partir de segmentos de hipocétilo desta espécie. O meio de
cultura suplementado com BAP + TDZ foi eficiente para indugdo das gemas adventicias
e desenvolvimento em plantas.

Existem evidéncias que o acumulo de etileno nos frascos de cultura in vitro,
interfere no desenvolvimento de gemas adventicias e plantulas. A adigao de inibidores
de etileno no meio de cultura favorecendo a regeneragao in vitro em P. edulis f.
flavicarpa foi estudada por diversos autores (FARIA; SEGURA, 1997b; BARBOSA,
1999). De acordo com Pinto et al. (2009) a adicdo de nitrato de prata (AgNO3), um
inibidor da sintese de etileno, no meio de cultura foi um fator decisivo para promover a
organogénese in vitro de P. alata. Resultados semelhantes foram obtidos por Trevisan e
Mendes (2005), onde a indugdo de gemas adventicias em P. edulis f. flavicarpa foi
superior nos tratamentos contendo TDZ e AgNOj;, promovendo maior namero de
explantes responsivos e maior numero de gemas desenvolvidas por explante.

O acréscimo de um precursor de etileno, o &cido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) e de inibidores de etileno, o &cido aminoetoxivinilglicina (AVG) e
tiossulfato de prata (STS) no meio de cultura foi avaliado durante desenvolvimento de
gemas axilares de P. edulis f. flavicarpa. O ACC teve efeito marcante sobre as gemas,
inibindo o comprimento e expansao foliar, enquanto que AVG e STS estimularam o
desenvolvimento e o aumento do numero de gemas por explante (REIS et al., 2003).

O efeito da adicao de agua de coco nos meios de cultura durante as fases de
inducdo e alongamento de gemas adventicias foram relatados por diversos autores
(DORNELAS; VIEIRA, 1994; HALL et al.; 2000; TREVISAN; MENDES, 2005; PINTO et
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al., 2009). A adicao de 10% de agua de coco durante a fase de indugdo promoveu um
rapido desenvolvimento de gemas e aumento da porcentagem de explantes
responsivos (DORNELAS; VIEIRA, 1994; HALL et al; 2000), e aumentou
consideravelmente o numero de gemas alongadas de P. edulis f. flavicarpa
(TREVISAN; MENDES, 2005).

Outros explantes como cotilédones, embrides zigoticos e endosperma também
vem sendo estudados (MOHAMED; HICKS; BLAKESLEY, 1996; RIBAS et al., 2002;
GUZZO et al., 2004; SILVA et al., 2009). Embriogénese somatica de P. cincinnata foi
obtida a partir de embrides zigdticos. As combinagdes de BAP e 2,4-D foram eficientes
para induzir a formagdo dos embrides, sendo observada com maior intensidade na
regiao cotiledonar do embrido zigotico (SILVA et al., 2009).

Trabalhos de isolamento e cultivo de protoplastos foram relatados para algumas
espécies de Passiflora por Dornelas e Vieira (1993), d’'Utra Vaz et al. (1993), Otoni
(1995), Otoni et al. (1995a, b; 1996), Barbosa (1998) e Monteiro (2005). Hibridagao
somatica a partir de eletrofusao de protoplastos isolados de mesdfilo de P. incarnata +
P. edulis f. flavicarpa foi obtida por Otoni (1995) e entre P. edulis f. flavicarpa + P. alata,
P. edulis f. flavicarpa + P. amethystina, P. edulis f. flavicarpa + P. cincinnata, P. edulis f.
flavicarpa + P. giberti, e P. edulis f. flavicarpa + P. coccinea, por fusdo quimica por
Dornelas et al. (1995).

Além da espécie, tipo de explantes e reguladores testados, a eficiéncia da
regeneracao in vitro também pode ser influenciada pela idade das plantas doadoras de
explantes. A organogénese foi observada com maior intensidade em explantes foliares
de plantas com até 2 meses, confirmando maior capacidade morfogenética de tecidos
jovens (BECERRA, FORERO; GONGORA, 2004).

Estudos histolégicos da morfogénese podem ser realizados para caracterizar a
via de regeneracdo, verificar os tipos celulares envolvidos e regides do explante
potencialmente morfogénicas, podendo-se determinar melhores condi¢gdes de cultivo e
estabelecer protocolos eficientes para indugcdo e obtengcdo de plantas in vitro
(APPEZZATO-DA-GLORIA; VIEIRA; DORNELAS, 1999; BIASI et al., 2000; LOMBARDI,
2003). A anadlise histolégica de discos de folhas de P. edulis f. flavicarpa permitiu

verificar a formagao de areas meristematicas na superficie adaxial da nervura central,
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promovendo a formagao de brotos (APPEZZATO—DA-GLC)RIA; VIEIRA; DORNELAS,
1999).

A determinagdo da regiao ou células responsaveis pela morfogénese torna-se
importante em trabalhos relacionados a transformagdo genética, pois esta é
dependente de um protocolo eficiente de regeneragao de plantas e da area morfogénica
dos explantes. De acordo com Alves (1999) esta area deve ser coincidente com aquela
atingida pela transformagao genética, independente do método utilizado, seja pela
Agrobacterium ou por bombardeamento. Explantes hipocotiledonares de P. edulis f.
flavicarpa foram analisados anatomicamente por Fernando et al. (2007). Os autores
observaram a regeneracdo direta e indireta de gemas a partir de meristemdides e
protuberancias formadas nas camadas superficiais do explante e recomendam a
utilizagao do explante de hipocdtilo para transformagao genética via Agrobacterium.

Assim, a disponibilidade de técnicas de cultivo in vitro com a regeneragcao de
plantas, permite a associagao a programas de melhoramento genético, como trabalhos
voltados para a transformacgao genética.

Diversos trabalhos envolvendo técnicas de transformagao genética em Passiflora
vém sendo relatados, os quais avaliaram o efeito de antibiéticos na regeneragdo dos
explantes, a expresséo de genes marcadores e a expressao de genes para resisténcia
a antibidticos (MANDERS et al., 1994; OTONI, 1995b; SILVA, 1998; BRAZ, 1999).
Plantas transformadas com a construgdo antisenso do gene CMe-Acol, inibidor da
sintese de etileno, foram obtidas por Quoirin, Winkler e Ayub (2004).

Reis et al. (2007) utilizaram explantes radiculares provenientes de hipocétilo para
a obtengado de plantas transformadas de P. cincinnata e P. edulis f. flavicarpa. Os
explantes de hipocétilo foram cultivados com A. rhizogenes contendo o gene quimeérico
nos-nptll-nos. A regeneragido das plantas ocorreu via embriogénese somatica a partir
das raizes formadas.

Mais recentemente, foram obtidas plantas transgénicas contendo genes de
resisténcia a doencgas. Plantas transformadas de P. edulis f. flavicarpa foram obtidas
contendo o gene exdégeno atacina A (attA), por biobalistica (TAKAHASHI, 2002) e via
Agrobacterium (MONTEIRO, 2005), promovendo a resisténcia a bacteriose causada por

Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Neste trabalho, foram identificadas plantas
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PCR positivas para o gene attA provenientes de explantes hipocotiledonares,
apresentando 11% de eficiéncia de transformagdo. Apos a inoculagdo com o patogeno,
32% das plantas n&do apresentaram sintomas da doenca.

Alfenas et al. (2005) obtiveram plantas transgénicas de maracujazeiro
expressando um mRNA correspondente a parte dos genes NIb (replicase) e CP
(proteina capsidial) de um isolado do virus do endurecimento dos frutos de
maracujazeiro (CABMV). Dentre as plantas obtidas, apenas uma linhagem apresentou
certo grau de resisténcia ao CABMV, especifico para o isolado utilizado (CABMV-MG1).
Trevisan et al. (2006) trabalhando com as variedades IAC-275 e IAC-277 confirmaram a
integracao do gene da proteina capsidial do CABMV, por Southern blot, em 7 linhagens
regeneradas de experimentos de transformagéo genética via Agrobacterium. As plantas
obtidas foram inoculadas com 3 isolados do CABMV e foi possivel verificar uma
linhagem imune aos 3 isolados testados. Pelas analisse de Northern blot e Western blot
desta linhagem nao foi possivel detectar a presenga do mRNA e da proteina, indicando
a ocorréncia de silenciamento génico.

O sucesso destes primeiros trabalhos estimula a avaliagdo do uso de novas
construgbes génicas que tem se mostrado eficientes para a obtencdo de plantas
resistentes a virus em outros sistemas patégeno-hospedeiro (SMITH et al., 2000; CHEN
et al., 2004). Além disso, devido aos problemas de incompatibilidade inerentes da
cultura, ha necessidade da obtengdo de um grande numero de plantas transgénicas de

maracujazeiro a fim de garantir a polinizagdo, sem comprometer a qualidade dos frutos.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia Vegetal, do
CENA/USP, no Laboratério de Virologia, do Departamento de Fitopatologia e
Nematologia, da ESALQ/USP, e no Laboratério de Bioquimica Fitopatolégica, do

Instituto Bioldgico de Sao Paulo.

3.1 Material vegetal: foram utilizadas as variedades de maracuja azedo (Passiflora
edulis f. flavicarpa), FB 100 (Viveiros Flora Brasil Ldta. — Araguari/MG, fruto para
industria), IAC-275 (Instituto Agrondmico de Campinas/SP, fruto para industria) e IAC-

277 (Instituto Agronémico de Campinas/SP, fruto para consumo in natura).

3.2 Obtencéao dos explantes

3.2.1 Segmento de hipocdtilo: os segmentos de hipocétilo (10 mm) foram coletados
de plantulas obtidas de sementes germinadas in vitro. A assepsia das sementes foi feita
em solugao de hipoclorito de sédio (cloro ativo 2,5%) em agua destilada (1:2), por 20
min. Em seguida, as sementes foram lavadas (4 vezes) com agua destilada estéril, em
condi¢cbes assépticas e transferidas para tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10
mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). O material foi incubado em
auséncia de luz, a 27 + 1 °C, durante 3 - 4 semanas para a germinagao das sementes e
estiolamento das plantas. Apos este periodo o material foi transferido para condigdes de

fotoperiodo de 16 h e temperatura de 27 + 1 °C, por 4 - 5 semanas.

3.2.2 Disco de folha: os discos de folhas (6 mm) foram coletados de plantas jovens,
obtidas de sementes germinadas em substrato (Plantmax), incubadas sob condigdes
controladas de fotoperiodo e temperatura (16 h de luz / 27 + 1 °C). A assepsia das
folhas foi feita em solugao de hipoclorito de sédio (cloro ativo 2,5%), em agua destilada,
na propor¢ao de 1:3, durante 20 minutos, seguida de 4 lavagens com agua destilada
estéril, em condi¢cdes assépticas. Os discos de folhas foram obtidos com auxilio de um

vazador de rolha e incubados com a face adaxial em contato com o meio de cultura.
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3.3 Construcdes génicas

3.3.1 Elaboracgéo da constru¢cao génica pCABMV-dsCP

3.3.1.1 Construcao do cassete de expresséao hairpin

A construgéo génica do tipo hairpin, foi elaborada utilizando-se um fragmento de
208 pb, contendo a regido conservada WCIEN, do gene da proteina capsidial do
CABMYV - isolado SP (Acesso AY433950). Este fragmento foi amplificado a partir do
vetor pCambia 2300-PWYV, utilizado por Trevisan (2005), sendo inicialmente clonado no
vetor pGEM®-T (Easy Vector Sytems - Promega, Madison, USA). Para a amplificagéo
deste fragmento, foram utilizados primers contendo os sitios de restricdo para as
enzimas BstEIl, Ncol, Kpnl e Sacl, visando facilitar a clonagem dos fragmentos no

cassete de expresséo:

Primer foward: 5’ - CCC GGTGACC CCATGG AGACACAGCTCAGCAAATGG -3
BstEll Ncol

Primer reverse: 5 - CCC GAGCTC GGTACC AGTGTGGGTTTTGCGTTTTC -3
Sacl Kpnl

A reacéo de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi realizada com o programa de
2 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 95 °C, 30s a 55 °C, 30s a72 °C, mais 1
ciclo de 7 min a 72 °C. Apo6s a amplificagdo, o fragmento (Figura 1a) foi purificado do
gel de agarose com auxilio do kit ‘QIAEX® Il Gel Extraction’ (QIAGEN GmbH, Hilden,
Germany), seguindo-se as orientacdes do fabricante. Em seguida, o fragmento de 239
pb, correspondente ao gene da proteina capsidial do CABMV (CP) e os sitios de
restricdo para as enzimas, foi clonado no pGEM®-T (Figura 1b), seguindo as instrugdes
do fabricante. A confirmagéo da clonagem do fragmento no vetor pGEM®-T foi feita por
sequenciamento, onde a reacao foi submetida em sequenciador automatico ABI 377

(Applied Biosystems).
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Para obtencao do cassete de expressao hairpin, utilizou-se o plasmideo pGEM
modificado (pGEM/35S-intron-NOST) (Figura 1c), contendo o promotor 35S do CaMV

(Cauliflower mosaic virus), um intron, o terminador NOST e sitios de restricdo para as

enzimas.
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Figura 1 - Etapa inicial da clonagem do cassete de expressao hairpin. a) fragmento amplificado
do gene da proteina capsidial do CABMV (208 pb), onde foram adicionados os sitios
de restricdo para as enzimas BstEll, Ncol, Kpnl e Sacl; b) vetor pGEM®-T, onde o
fragmento do gene foi inicialmente clonado; ¢) pPGEM modificado (pGEM/35S-intron-
NOST), utilizado para a construgéo hairpin, pPCABMV-dsCP. O promotor 35S-P se
encontra entre os sitios de restricao das enzimas EcoRI e Ncol e o terminador NOS-
T entre os sitios de restricdo das enzimas BstEIl e Hindlll

Para a insergcdao dos fragmentos de aproximadamente 208 pb no pGEM
modificado, foram feitas digestdes com as enzimas de restricdo Ncol e Kpnl para a
insercao do fragmento na orientagdo senso e com as enzimas Sacl e BstEll, para a

insercao do fragmento na orientag&o antisenso (Figura 2).

EcoRlI
Ncol
Kpnl
Sacl
BstEIl

Hindlll

—{355-P | 208 pb > iNTRON < 208 pb_| NOS-T —

Figura 2 - Esquema do cassete de expressao hairpin, contendo o promotor (35S), o intron, o
terminador (NOST) e os sitios de restricdo para as enzimas, onde foram clonados os

fragmentos do gene da proteina capsidial do CABMV (208 pb)
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Para a clonagem do fragmento senso, os vetores pGEM®-T, contendo o
fragmento de aproximadamente 208 pb, e pGEM modificado (pGEM/35S-intron-NOST)
foram digeridos com as enzimas Ncol e Kpnl (2 h, 37 °C). O vetor pGEM modificado foi

purificado diretamente pelo kit ‘PureLink™ PCR Purification’ (Invitrogen - Carlsbad,
USA) e o fragmento de interesse (inserto) foi purificado do gel de agarose pelo kit
‘QIAEX® Il Gel Extraction’ (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany). A reacdo de ligacéo
entre o vetor e o inserto foi realizada na proporgao de 3:1 (inserto:vetor), utilizando 6 pL
de inserto, 2 uL do vetor, 1 uL do tampao (10X) e 1 uL da enzima T4 DNA Ligase
(Promega - Madison, USA), durante 16 h, a 16 °C. A reacgao de ligagao foi precipitada
em 1 uL de acetato de sddio (3M, pH 5,2) e 11 uL etanol absoluto (13 min, -80 °C), e
posteriormente centrifugada (14000 rpm, 20 min, 4 °C). Em seguida, o precipitado foi
lavado com etanol 70% (50 pL) e novamente centrifugado (14000 rpm, 5 min, 4 °C).
Apos a secagem do pellet, adicionou-se 2 uL de agua MilliQ estéril. O produto da
ligacao foi introduzido por eletroporagcao em 40 uL de células eletrocompetentes de
Escherichia coli (DH10B), preparadas segundo Sambrook e Russell (2001).

ApOs a eletroporagao, as células foram colocadas em 1 mL de meio de cultura

SOC (S.0.C. medium - Invitrogen), incubando-se por 1 h (160 rpm, 37 °C). A suspenséo
(200 puL) foi plaqueada em meio de cultura LB (Luria-Bertani - triptona 10 g/L, extrato de
levedura 5 g/L, cloreto de sddio 10 g/L, agar 15 g/L), suplementado com 100 mg/L de
ampicilina, sendo incubada por 16 h, a 37 °C. Para a confirmagdo da inser¢édo do
fragmento senso da construgdo hairpin, coldnias isoladas de E. coli foram analisadas
por PCR e pela digestdo do plasmideo purificado com as enzimas Ncol e Kpnl. A
purificagdo do plasmideo foi realizada com auxilio do kit ‘Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System’ (Promega - Madison, USA).

Para a clonagem do fragmento antisenso da construgdo hairpin, os vetores
(PGEM-T e pGEM-modificado) foram digeridos com as enzimas Sacl (1 h, 37 °C),
seguida da digestdo com a enzima BstEIl (1 h, 60 °C). Apés as reagdes de digestao, foi
feita a reacdo de ligagcao, na proporcao de 3:1 (inserto:vetor), utilizando-se os mesmos
procedimentos descritos para a clonagem do fragmento senso. Para a confirmagao da
insercdo do fragmento antisenso, colénias isoladas de E. coli foram analisadas pela
digestdo do plasmideo purificado (kit ‘Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification

System’ - Promega) com as enzimas Sacl e BstEll.
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Para a confirmag&o da clonagem do cassete de expressao hairpin, construgao
pCABMV-dsCP, foi feita a digestdo do plasmideo (pGEM-modificado) com a enzima
EcoRI (1 h, 37 °C) seguida da digestdo com a enzima BstEIll (1 h, 60 °C).

3.3.1.2 Construcdao do vetor de expresséao hairpin

O cassete de expressdo hairpin foi clonado no vetor binario pCambia 2201
(Cambia GPO Box 3200, Camberra ACT 2601, Australia) (Figura 3). O plasmideo
pCambia 2201 contém bordas esquerda e direita de regido de transferéncia do
plasmideo de Agrobacterium tumefaciens, e o gene de selegdo nptll (neomicina
fosfotransferase Il), que confere resisténcia em plantas, ao antibiético canamicina.

O vetor pGEM modificado, contendo o cassete de expresséo hairpin, e o vetor
binario, foram digeridos com a enzima de restrigdo EcoRI (1 h, 37 °C), seguida da
digestdao com a enzima BstEIl (1 h, 60 °C). Os procedimentos seguintes de purificagao,
ligacao e transformagao sdo os mesmos descritos no item 3.3.1.1. Apos a eletroporacao
e crescimento em meio de cultura SOC, a suspenséo bacteriana foi plaqueada em meio
de cultura LB, acrescido de cloranfenicol (25 mg/L). As colénias isoladas foram
selecionadas e analisadas por PCR, utilizando primers especificos para a detec¢gdo do
fragmento do gene da proteina capsidial do CABMV. Para a confirmagéo da inser¢édo do
cassete de expressao hairpin, foi feita a extragdo do plasmideo com auxilio do kit
‘Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System’ (Promega), seguida da digest&o
com as enzimas de restricdo EcoRI e BstEll.

O plasmideo pCambia 2201 contendo a construgao hairpin (pCABMV-dsCP) foi
inserido em A. tumefaciens, linhagem EHA 105, pelo método do choque térmico
(LACORTE; ROMANO, 1998). Apo6s a transformacdo, as colénias de A. tumefaciens
foram selecionadas em meio de cultura YEP (peptona 10 g/L, extrato de levedura 10
g/L, cloreto de sddio 5 g/L, agar 10 g/L), contendo os antibiéticos canamicina (100 mg/L)

e rifampicina (50 mg/L).
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Figura 3 - Clonagem do cassete de expressao hairpin no vetor pCambia 2201. O esquema
mostra a ligacdo do cassete de expressao no vetor apds a digestdo com as enzimas
de restricdo EcoRlI e BstEll

As colénias transformadas foram analisadas por PCR e pela digestdo com
as enzimas de restricdo EcoRI e BstEll para a confirmagdo da insercdo do cassete de
expressao hairpin. O fragmento de aproximadamente 208 pb, amplificado pela reagao
de PCR (item 3.3.1.1), foi purificado do gel de agarose (‘QIAEX® Il Gel Extration Kit’ -
QIAGEN Gmbh, Hilden, Germany) e quantificado por fluorometria (‘Qubit™ Fluorometer’
e ‘Quant iT™ DNA Assay Kit’ - Invitrogen, Carlsbad, USA). Para confirmar a insergao do
transgene, correspondente ao fragmento da CP do CABMV (208 pb), no pCambia 2201,
o produto de PCR purificado (200 ng) foi submetido ao sequenciamento de nucleotideos

(Macrogen Inc., Seoul, Korea).
3.3.2 Construgéo génica antisenso pCABMV-asCP

O cassete de expressao antisenso contém um fragmento de 610 pb do gene CP
do CABMV (Figura 4), clonado no plasmideo pCambia 2201 (Cambia GPO Box 3200,
Camberra ACT 2601, Australia) e inserido em A. tumefaciens, estirpes EHA 105 e LBA
4404, pelo método do choque térmico (LACORTE; ROMANO, 1998). A construgao
pCABMV-asCP foi elaborada no Laboratério de Bioquimica Fitopatoldgica, do Instituto

Biologico de S&o Paulo, sob a supervisao do Dr. Ricardo Harakava.
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Figura 4 - Esquema da regiao de transferéncia (T-DNA) do vetor pCambia 2201; nptll: regido

codificadora do gene de selegédo nptll (neomicina fosfotransferase 11); CABMV-as:
fragmento antisenso do gene CP do CABMV (610 pb); 35S-P: promotor constitutivo
CaMV-358S; 35S-T: terminador; LB: borda esquerda; RB: borda direita

3.3.3 Construcgao génica senso pCABMV-CP

As variedades IAC-275 e IAC-277, obtidas de experimentos de transformagao
genética contendo a construcdo génica pCABMV-CP (TREVISAN, 2005) foram
cultivadas e propagadas em casa de vegetagdo. As plantas foram analisadas por
Southern blot, por RT-PCR e avaliadas em relacao a resisténcia ao CABMV.

O cassete de expressao da construgédo pCABMV-CP é constituido pelo gene que

codifica a proteina capsidial do CABMV (850 pb), o promotor CaMV35S duplicado e
pelo terminador NOST (Figura 5).
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Figura 5 - Esquema da regiéo de transferéncia (T-DNA) do pCambia 2300-CABMV; nptll: regido
codificadora do gene neomicina fosfotransferase 1l, CABMV-CP: regido codificadora

do gene da proteina capsidial do CABMV; 35S: promotor constitutivo CaMV-35S;
terminador NOS-T; LB: borda esquerda; RB: borda direita
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3.4 Transformacao genética via Agrobacterium tumefaciens com as construcdes
génicas pCABMV-asCP e pCABMV-dsCP

3.4.1 Sensibilidade dos segmentos de hipocétilo ao antibidtico canamicina

Para iniciar os experimentos de transformacao genética com segmentos de
hipocétilo, foi feita a avaliagdo da sensibilidade destes explantes ao antibidtico
canamicina. Os explantes foram cultivados em meio de cultura MS, suplementado com
benzilaminopurina (BAP - 1 mg/L) e o agente seletivo canamicina em diferentes
concentragdes (0; 50; 75; 100 ou 150 mg/L). Foram realizadas 5 repeticbes para cada
concentragcdo do antibidtico, sendo cada repeticao constituida por uma placa de Petri,
contendo 10 explantes. A avaliagao foi realizada apds 4 semanas de incubagao (27 + 1
°C, em auséncia de luz), determinando-se o numero de explantes com desenvolvimento
de gemas adventicias.

Para os discos foliares, utilizou-se a dose de 100 mg/L de canamicina, conforme

relatado por Trevisan (2005).

3.4.2 Manutencéo e cultivo da Agrobacterium tumefaciens

As linhagens de A. tumefaciens, EHA 105 e LBA 4404 contendo o vetor de
expressao foram mantidas a temperatura -80 °C, em solugéo estoque de glicerol (50%).
Para a constru¢cao pCABMV-asCP foram utilizadas as 2 linhagens e, para a construgéo
pCABMV-dsCP, a linhagem EHA-105. Para uso nos experimentos de transformagao
genética, as bactérias foram plaqueadas em meio de cultura YEP sodlido (peptona 10
g/L, extrato de levedura 10 g/L, cloreto de sédio 5 g/L, agar 10 g/L), suplementado com
canamicina (50 mg/L) e rifampicina (50 mg/L), sendo incubadas a 27 £ 1 °C, por um
periodo de 2 - 3 dias. Apo6s o crescimento das colbnias, uma colbénia isolada foi
transferida para meio de cultura YEP liquido, contendo canamicina (50 mg/L) e
rifampicina (50 mg/L), cultivada por 16 h, em agitador orbital (180 rpm, 28 °C). A leitura
da absorbancia (OD 600 nm) foi feita em espectrofotémetro (BIO-RAD - SmartSpec™

3000). Em seguida, a suspenséao bacteriana apresentando densidade optica entre 0,5 -
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1,0 nm foi centrifugada (4800 rpm, 15 min, 15 °C). O precipitado obtido foi
ressuspendido em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), em um volume

adequado para obter a concentracdo de bactérias de 5 x 102 CFU/mL.

3.4.3 Inoculacao e co-cultivo dos explantes com Agrobacterium

Segmentos de hipocdtilo (10 mm) e discos foliares (6 mm) foram inoculados com
suspensao bacteriana durante 20 min. Em seguida, os explantes foram secos em papel
de filtro estéril, incubados em placa de Petri (90 x 15 mm) contendo meio de cultura MS,
suplementado com acetosseringona (100 mM), pH 5,5, cultivados em auséncia de luz, a
temperatura de 24 °C, por um periodo de 2 - 3 dias. Os segmentos de hipocétilo foram
cultivados em meio de cultura MS contendo benzilaminopurina (BAP - 1 mg/L) e os

discos foliares em meio MS acrescido de TDZ (0,25 mg/L).

3.4.4 Selecao, regeneracao e alongamento das gemas adventicias

Apbs o co-cultivo, os explantes foram transferidos para meio de cultura de
selecdo, constituido do meio MS suplementado com canamicina (100 mg/L) +
cefotaxima (500 mg/L) + nitrato de prata (4,0 mg/L), pH 5,8. Para o cultivo dos discos de
folhas, o meio de cultura de selegcao foi suplementado com TDZ (0,25 mg/L) ou a
combinagao de BAP + TDZ (0,8 mg/L + 0,25 mg/L) e os segmentos de hipocétilo foram
cultivados em meio de cultura contendo BAP (1 mg/L) ou BAP + TDZ (0,8 mg/L + 0,25
mg/L).

As culturas foram incubadas no escuro, sob temperatura de 27 + 1 °C, sendo
transferidas a cada 2 semanas para meio de cultura fresco. Apdés 4 - 6 semanas de
cultivo, as gemas adventicias desenvolvidas foram identificadas, individualizadas e
transferidas para meio de cultura de alongamento MSM (MONTEIRO et al., 2000b),
suplementado com acido giberélico (GAsz - 1,0 mg/L) e antibidtico (cefotaxima - 500
mg/L). As culturas foram mantidas em sala de luz, sob fotoperiodo de 16 h e

temperatura de 27 £ 1 °C, sendo subcultivadas a cada 2 semanas. As plantas
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alongadas foram cultivadas em meio de cultura contendo acido indolbutirico (IBA - 1,0
mg/L) para enraizamento.

Os experimentos de transformagao genética foram avaliados apds 4 - 6 semanas
de cultivo, determinando-se o numero de explantes responsivos aos tratamentos. Apos
este periodo, as gemas adventicias desenvolvidas foram transferidas para meio de
cultura MSM + GA; (1,0 mg/L).

3.4.5 Aclimatizacao das plantas

As plantas, com cerca de 3 - 5 cm de altura, foram lavadas em agua corrente e
transferidas para vasos (0,25 L), contendo substrato (Plantmax - Eucatex). Cada vaso,
contendo uma planta, foi coberto com saco plastico transparente, o qual foi retirado
gradativamente até a aclimatizagdo das plantas. As plantas foram inicialmente mantidas
sob fotoperiodo de 16 h e temperatura de 27 + 1 °C, sendo posteriormente transferidas

para casa de vegetagéao.

3.4.6 Identificacdo das plantas transgénicas por PCR (Polymerase Chain

Reaction)

As plantas desenvolvidas foram analisadas por PCR para a identificacao inicial
das plantas transgénicas. As plantas identificadas como PCR positivas para a presenca
do fragmento do gene da proteina capsidial do CABMV para as construgbées pCABMV -
asCP e pCABMV-dsCP ou positivas para o gene de selegao nptll, foram aclimatizadas
em casa de vegetacao. A extracdo de DNA foi realizada a partir de tecido foliar jovem,
pelo método CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990).

Para a amplificagdo do fragmento de aproximadamente 208 pb da construgao
pCABMV-dsCP, foram utilizados 0s primers 5 -
CCCGGTGACCCCATGGAGACACAGCTCAGCAAATGG - 3 e 5 -
CCCGAGCTCGGTACCAGTGTGGGTTTTGCGTTTTC - 3, utilizando o programa de 2
min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 55 °C, 30 s a 72 °C, mais 1

ciclode 7 mina 72 °C.
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Para a amplificacdo do fragmento de 610 pb da construgdo pCABMV-asCP,
foram utilizados os primers 5' - GGTGACCGCTGGTAGAGTACTTCT - 3' e &' -
CCATGGTGCATATTCTGATTAAC - 3'. A reacédo de PCR seguiu o programa de 1 ciclo
de 2 min a 94 °C e seguido de 35 ciclos de 30s a94 °C,30s a 60 °C,40sa72°Ce 1
ciclode 5mina 72 °C.

A amplificagdo do fragmento do gene de selegao nptll (655 pb), foi realizada com
os primers 5 - ATTCGCCGCCAAGCTCTT - 3 e 5 - GAGGCTATTCGGCTATGACTGG
- 3’, seguindo o programa de 1 ciclo de 2 min a 94 °C, seguido de 39 ciclos de 30 s a 94
°C,30sa62°C,40sa72°Ce1ciclode4 mina72°C.

Para o controle positivo das reagbes foram utilizados plasmideos purificados
contendo as construgcbes pCABMV-asCP ou pCABMV-dsCP, ou DNA de planta
transformada contendo a construgao pCABMV-CP. Como controle negativo, foi utilizado
o DNA de plantas nao transformadas e agua (branco).

A eficiéncia de transformagao (%) foi calculada considerando o numero total de
explantes introduzidos e o numero de plantas PCR positivas obtidas em cada

experimento.

3.4.7 Anéalise de Southern blot

O DNA total foi extraido pelo método CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990), a partir de
folhas jovens (1,4 g) de plantas aclimatizadas, identificadas como transgénicas por PCR
e de plantas nao transgénicas, para controle negativo (testemunha). Apos a extragao, a
qualidade do DNA foi avaliada em gel de agarose 0,8%, e a quantificagcéo foi realizada
por fluorometria (‘Qubit™ Fluorometer’ e ‘Quant iT™ DNA Assay Kit' - Invitrogen,
Carlsbad, USA).

Ap06s a quantificagéo, 60 a 70 ug de DNA foram submetidos a reagao de digestao
com a enzima EcoRI (16 h, a 37 °C). A enzima de restricdo selecionada, EcoRI, corta o
T-DNA apenas uma vez, fora da regido do transgene.

Os fragmentos gerados na digestdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose (1%), transferidos para membrana de nylon ‘Amersham Hybond™ - N* (GE
Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) e fixados a 80 °C, por 2 h. A sonda
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utilizada para a detecgéo do fragmento antisenso gene da proteina capsidial do CABMV
ou do gene de selegao nptll foram preparadas por PCR, conforme descrito no item
3.4.6. Os fragmentos foram purificados com o auxilio do kit ‘QIAEX® 1l Gel Extration’
(QIAGEN Gmbh, Hilden, Germany) e quantificados por fluorometria.

As sondas foram marcadas com a enzima fosfatase alcalina, com auxilio do Kit
‘AlkPhos Direct Labelling Reagents’ (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire,
UK). A hibridizagao foi realizada a 60 °C, durante 16 h. A reagao de detecgao foi
realizada com auxilio do kit ‘CDP - Star™ Detection Reagent’ (GE Healthcare, UK),
seguindo-se as orientagdes do fabricante. Apds a secagem, a membrana foi transferida
para filme plastico e colocada em contato com chapa fotografica (Hyperfilm™ MP - GE
Healthcare, UK) durante 1 - 3 h, dentro do cassete fotografico (Hypercassette™ -
Amersham Life Science, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). Apds o periodo de
exposi¢cao, a chapa foi tratada com Revelador e Reforgador Kodak GBX (Carestream
Health, Inc. Rochester, New York), por 4 min, lavada em &agua (1 min), em seguida
transferida para Fixador e Refor¢cador Kodak GBX (Carestream Health, Inc. Rochester,

New York), durante 14 min e novamente lavada em agua (1 min).

3.5 Andlise de plantas obtidas em experimentos anteriores de transformacéo

genética com a construcado génica pCABMV-CP

Plantas de maracujazeiro azedo, das variedades IAC-275 e I|AC-277,
transformadas com a construgdo génica pCABMV-CP por Trevisan (2005), foram
cultivadas e multiplicadas em casa de vegetagdo, as quais foram analisadas por

Southern blot e por RT-PCR e avaliadas em relagao a resisténcia ao CABMV.
3.5.1 Anédlise de Southern blot

O DNA das 14 plantas PCR positivas para o gene da proteina capsidial do
CABMV foi extraido pelo método CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990). Apds a avaliagdo da
qualidade do DNA em gel de agarose, foi feita a quantificagao por fluorometria (‘Qubit™
Fluorometer’ e ‘Quant iT™ DNA Assay Kit' - Invitrogen, Carlsbad, USA).
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Um total de 60 ug de DNA foi digerido com a enzima Hindlll (16 h, a 37 °C), que
corta o T-DNA fora da regido do transgene. A sonda utilizada para a detecgao do gene
da proteina capsidial do CABMV, foi preparada por PCR, utilizando os primers &’ -
GAAGCTTATGTCTGATGGAAAG - 3 e 5 - GGGATCCTCAGACGCATGGGCA - 3,
resultando na amplificagdo de um fragmento de 850 pb. A reacao foi realizada com o
programa de 2 min a 94 °C, 35 ciclos de 45s a 94 °C, 1 min a 52 °C, 1 min a 72 °C ,
mais um ciclo de 1 min a 72 °C. Os demais procedimentos da analise foram feitos

conforme descrito no item 3.4.7.

3.5.2 Propagacéao das plantas e avaliagéo daresisténcia ao CABMV

As plantas transgénicas contendo a construgdo pCABMV-CP, variedades IAC-
275 e IAC-277, foram cultivadas em casa de vegetagdo e propagadas por estaquia,
para a realizacao dos testes de avaliacao da resisténcia ao CABMV. Os ramos foram
cortados em segmentos, contendo 1 ou 2 gemas axilares e meia folha na extremidade.
As estacas, com cerca de 30 - 40 cm, foram cultivadas em vasos, contendo a mistura
de substrato (Rendmax - Eucatex) e fertilizante, onde foram mantidas em casa de
vegetagao.

Para avaliagdo da resisténcia das plantas, foram feitas inoculagcdes mecanicas
com diferentes isolados do CABMV (SP, RJ e CE). As plantas foram submetidas a 3
inoculagdes sucessivas, com diferentes diluicbes, 1:200, 1:100 e 1:50, para verificar a
resisténcia em diferentes pressdes de inéculo. Os indculos foram obtidos pela
maceragao de folhas infectadas com os respectivos isolados do virus, em almofariz, na
presenca de tampao fosfato de potassio (0,02 M, pH 7,0). As inoculagdes foram feitas
em 2 folhas das plantas, previamente polvilhadas com carbureto de silicio, totalizando o
volume de 200 uL por planta. O in6culo foi aplicado sobre as folhas com auxilio de
micropipeta e feita a friccdo o com o dedo indicador. Como controles, foram inoculadas
plantas ndo transgénicas, no inicio e no final da inoculagao de todas as plantas.

A avaliagdo foi realizada ap6s 30 dias da inoculagdo, com base na observagao

dos sintomas nas folhas das plantas infectadas.
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3.5.3 Extracdo de RNA e andlise da transcricdo do transgene por RT-PCR

(Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction)

O RNA total foi extraido a partir de tecido foliar jovem (60 mg), com o produto
comercial TRizol® Reagent (Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante. A
qualidade do RNA foi avaliada em gel de agarose (1%), e a quantificagao foi realizada
por fluorometria (‘Qubit™ Fluorometer’ e ‘Quant iT™ RNA Assay kit' - Invitrogen). Apos
a quantificagao, um total de 4 pg de RNA foram tratados com com a enzima DNase,
com auxilio do kit RQ1 RNAse-Free DNase (Promega - Madison, USA), de acordo com
as orientagdes do fabricante.

A sintese do cDNA foi realizada com a enzima ‘M-MLV Reverse transcriptase’
(Invitrogen), seguindo a recomendagdo do fabricante, utilizando primers oligo(dT)
(Invitrogen). Aproximadamente 1 pg de RNA tratado foi submetido a reagdo de
transcricao reversa. Para a reagcdo da PCR foram utilizados 2 uL do cDNA sintetizado e
primers especificos para a detecgédo do gene da proteina capsidial do CABMV (5’ -
GAAGCTTATGTCTGATGGAAAG - 3 e 5 - GGGATCCTCAGACGCATGGGCA - 3). O

ciclo da reacao de PCR foi descrita no item 3.5.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Construgao génica hairpin pCABMV-dsCP

A elaboracdo da construcao pCABMV-dsCP foi iniciada pela inser¢cdo dos
fragmentos senso e antisenso do gene da proteina capsidial do CABMV no plasmideo
pGEM modificado (pGEM/35S-intron-NOST). A inser¢do do fragmento de 208 pb do
gene da CP do CABMV, na orientagdo senso e antisenso, pode ser verificada pela
digestao do vetor com as enzimas Ncol e Kpnl (Figura 6a) e Sacl e BstEll (Figura 6b),

respectivamente.

A confirmagao da construg&do do hairpin foi observada apos a digestdo do pGEM
modificado (pGEM/35S-intron-NOST) com a enzima Ncol (Figura 6c) liberando um
fragmento de aproximadamente 900 pb, correspondente ao conjunto da sequéncia do
intron e dos fragmentos senso e antisenso da CP do CABMV. Da mesma forma, a
digestdo do pGEM modificado com as enzimas Kpnl e BstEIl (Figura 6d), possibilitou a
visualizagdo dos fragmentos de 500 pb e de 208 pb, correspondentes ao intron e ao
fragmento do gene de interesse, respectivamente. A Figura 6e mostra a reagdo de
digestdo do vetor pCambia 2201 e do pGEM modificado, contendo o cassete de
expressao hairpin, com as enzimas EcoR| e BstEll, para realizacdo da reagdo de

ligacao do cassete de expressao hairpin no pCambia 2201.

A clonagem do plasmideo pCambia 2201 contendo a construgao pCABMV-dsCP
em Escherichia coli e Agrobacterium tumefaciens pode ser confirmada pelas analises
de PCR e pela digestdo com as enzimas EcoRI e BstEll, como pode ser observado na

Figura 7.

Além das confirmacgdes por digestdo e por PCR, a presenca do fragmento do
gene da CP do CABMV na construgao génica pCABMVds-CP também foi confirmada

pelo sequenciamento de nucleotideos.
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<+ 208 pb < 208 pb

< 1500 pb

Figura 6 - Construgao do cassete de expressao hairpin contendo o fragmento de 208 pb do
gene da proteina capsidial (CP) do Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV). a-b)
clonagem do fragmento no pGEM®-T Easy Vector Sytems (Promega), digerido com
as enzimas Ncol e Kpnl (a) e Sacl e BstEll (b); c-d) digestdo do cassete de
expressao hairpin no pGEM (pGEM/35S-intron-NOST) com a enzima Ncol (c),
liberando um fragmento de 900 pb e, digestdo com as enzimas Kpnl e BstEIl (d) para
confirmacao da insercéo dos fragmentos do gene da CP do CABMV (208 pb) senso
antisenso, além do intron (500 pb); e) digestao do vetor binario pCambia 2201 (1-2)
e do vetor pGEM modificado contendo o cassete de expressao hairpin (3-6) com as
enzimas EcoRI e BstEll para a reagao de ligagdo. M: marcador de peso molecular de
1 Kb (Promega); m: marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas)
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Figura 7 - Plasmideo pCambia 2201 contendo a construgcdo génica pCABMV-dsCP em
Escherichia coli (Ec) e A. tumefaciens (A). a) reacao de PCR de plasmideo purificado
das colbnias transformadas, utilizando primers especificos para amplificacdo do
fragmento do gene da CP do CABMV (208 pb); (-) controle negativo: agua. b-c)
reagao de digestdo dos plasmideos em E. coli (1-5) e em A. tumefaciens (A) com as
enzimas EcoRI e BstEll, liberando um fragmento de aproximadamente 1500 pb. m:
marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas). M: marcador de peso molecular
de 1 Kb, Invitrogen (b) e Promega (c)

A sequéncia de nucleotideos de 208 pb (Figura 8a) clonada na construgao
pCABMV-dsCP, foi analisada pelo programa BLAST apresentou 92 - 96% de identidade
com a sequéncia correspondente ao fragmento da CP de diferentes isolados brasileiros
do CABMYV (Figura 8b).

5 - AGACGACGGCTCGAGCGAAATGGTTTGAAGCCGATTAAAGGAGAGTACGAGCT
GGACGAAGACGAAGATGGGTGTTATCATGAATGGGTTCATGGTTTGGTGCATTG
AAAATGGAACTTCGCCTGATGTGAATGGAGTGTGGACAATGATGGATGGGGACG

a) AGCAAGTGGAATTTCCGCTCAAGCCCATCGTGGAAAACGCAAAACCCACACT - 3
Accession Description ‘ Max Total Query ‘ N E ‘ Max
sCore SCore coverage |—value ident
AY433950.1 Cowpea aphid-borne mosaic virus strain CABMV-SP coat protein mf 344 344 86% le-91 96%

AY253911.1 Cowpea aphid-borne mosaic virus isolate 3E1 polyprotein mRNA, p: 344 344 6% 1le-91 96%
AYd434454.1 Cowpea aphid-borne mosaic virus strain CABMY-M3 coat protein ge 316 316 6% 3e-83 93%
AYS505342.1 Cowpea aphid-borne mosaic virus strain F-144 polyprotein mRNA, ¢ 305 305 6% 6e-30 92%
b) AY433951.1 Cowpea aphid-borne mosaic virus strain F-101 coat protein mRNA, 305 305 6% 6e-30 92%
AY433952.1 Cowpea aphid-borne mosaic virus strain CABMV-M2 coat protein ml 300 300 6% 3e-78 92%

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

Figura 8 - Analise de sequenciamento. a) sequéncia de nucleotideos de 208 pb do transgene; b)
valores de identidade da sequéncia de nucleotideos do transgene com diferentes
isolados do CABMV


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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4.2 Avaliacdo da sensibilidade dos segmentos de hipocoétilo ao antibiotico

canamicina

A analise dos dados apresentados na Tabela 1 permite verificar que os
segmentos de hipocétilo de maracujazeiro (Passiflora edulis f. flavicarpa) se mostraram
sensiveis a presenca do antibiotico (Figura 9), apos 4 semanas de cultivo em meio de
cultura MS + BAP (1,0 mg/L), suplementado com diferentes concentragdes de

canamicina.

Tabela 1 - Avaliagdo da sensibilidade dos segmentos de hipocétilo ao antibidtico canamicina
apos 4 semanas de incubagdo, em meio de cultura de indugdo de gemas adventicias
(MS + 1,0 mg/L de BAP). Média de 5 repeticoes de cada tratamento

Canamicina N° de explantes com gemas /
(mg/L) N total de explantes
0 8/10
50 1,8/10
75 0,6/10
100 0,4/10
150 0/10

O desenvolvimento de gemas adventicias foi inibido na menor dose testada (50
mg/L), reduzindo gradativamente até a dose de 150 mg/L, sendo que na concentragao
de 100 mg/L, apenas 0,4% dos explantes apresentaram regeneragdo de gemas.
Verificou-se que a dose de 150 mg/L ndo promoveu a formagado de gemas adventicias
nos explantes, porém, foi observada necrose acentuada dos explantes neste
tratamento. Dessa forma, para os experimentos de transformacéo genética, o meio de
cultura de selegao e regeneracao foi suplementado com canamicina, na concentragao
de 100 mg/L. Esta dose de antibiético também foi relatada por Trevisan (2005), para

discos foliares e por Reis et al. (2007) para explantes de hipocétilo de maracujazeiro.
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Figura 9 - Avaliagao da sensibilidade dos segmentos de hipocétilo ao antibiético canamicina,
apos 4 semanas de cultivo em meio de cultura MS acrescido de BAP (1,0 mg/L). a)
regeneragao de gemas adventicias na auséncia de antibidtico; b-e) redugdo ou
auséncia de indugao de gemas adventicias, nos tratamentos com adigdo de 50 (b),
75 (c), 100 (d) e 150 (e) mg/L de canamicina



45

4.3 Transformacdo genética via Agrobacterium tumefaciens com as construcdes
génicas pCABMV-asCP e pCABMV-dsCP

Inicialmente, foram feitos testes preliminares para a indugdo de organogénese a
partir de segmentos de hipocdtilo e de discos foliares, da variedade FB-100, em meio
de cultura MS contendo BAP (1,0 mg/L). Pela avaliagdo dos experimentos, verificou-se
um maior numero de explantes responsivos quando se utilizou dos segmentos de
hipocdtilo. Estes resultados foram confirmados por aqueles obtidos por Monteiro (2005)
para a regeneracdo de plantas transgénicas de maracujazeiro, utilizando meio de
cultura suplementado com BAP (1,0 mg/L), e explantes de hipocétilos.

Estudos anatébmicos realizados por Fernando et al. (2007) reforcam a
superioridade deste explante para a formagédo de gemas adventicias e desenvolvimento
de plantas, em relagdo ao disco foliar. Nos segmentos de hipocétilo foi observada a
ocorréncia de protuberancias individualizadas, originando maior numero de gemas
formadas. Portanto, por esses estudos, os experimentos de transformacao genética
deste trabalho foram inicialmente conduzidos a partir de segmentos de hipocétilo.

Os experimentos de transformagao genética utilizando os explantes de hipocétilo
apresentaram de forma geral, formagao de gemas adventicias apds 3 - 4 semanas de
incubagdo, em auséncia de luz, em meio de cultura para selegcao e regeneragdo, MS +
BAP (1,0 mg/L) + canamicina (100 mg/L) + cefotaxima (500 mg/L) + nitrato de prata (4,0
mg/L), pH 5,8.

Entretanto, com a evolugao dos experimentos de transformagao genética com a
variedade FB-100, verificou-se um numero reduzido de explantes responsivos e,
consequentemente, numero reduzido de plantas PCR positivas, em relagcao ao niumero
de explantes introduzidos. Diante desta dificuldade, visando otimizar o processo de
transformacao genética, foram feitas alteragbes no meio de cultura de selegdo e
regeneracao, no tipo de explante e nas variedades utilizadas.

Para a variedade FB-100, além dos explantes de hipocdtilo, foram também
testados discos foliares. Os dois tipos de explantes, segmentos de hipocatilo e discos
de folhas, foram testados para as variedades IAC-275 e |IAC-277, incubados sob

combinagdes dos reguladores BAP e TDZ, ou somente TDZ.
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Para a indugd&o da organogénese nos experimentos de transformagéo genética,
foram feitas modificagbes nas combinagdes e concentragdes dos reguladores vegetais
utilizados no meio de cultura. Os segmentos de hipocétilo das 3 variedades foram
cultivados com BAP + TDZ (0,8 mg/L + 0,25 mg/L) e os discos foliares cultivados em
meio de cultura contendo TDZ (0,25 mg/L) ou com a combinagao BAP + TDZ (0,8 mg/L
+ 0,25 mg/L). A realizacdo dos experimentos de transformacgdo genética utilizando
discos de folhas cultivados em meio de cultura suplementado com TDZ (0,25 mg/L) foi
baseada no sucesso do trabalho realizado por Trevisan (2005).

Os experimentos de transformacdao genética de 1 - 9 (Tabela 2), com a
construcao pCABMV-asCP e os experimentos de 1 - 15 (Tabela 3), com a construgéo
pCABMV-dsCP, foram realizados utilizando-se meio de cultura de selecdo e
regeneracao suplementado de BAP (1,0 mg/L). O meio de cultura contendo BAP + TDZ
(0,8 mg/L + 0,25 mg/L) foi utilizado nos experimentos de 10 a 17 (Tabela 2) e nos
experimentos 16 a 21 e 27, 28, 31 e 33 (Tabela 3). Os tratamentos contendo apenas
TDZ (0,25 mg/L) foram utilizados para o cultivo de discos foliares nos experimentos 18
a 25 (Tabela 2) e nos experimentos 22 a 26, 29, 30, 32, 34 a 36 (Tabela 3).

4.3.1 Experimentos com a construcdo génica antisenso pCABMV-asCP

Como pode ser observado na Tabela 2, foram realizados 25 experimentos de
transformacao genética com a construgdo pCABMV-asCP. Foram introduzidos um total
de 4355 explantes, sendo 3475 segmentos de hipocdtilo e 880 discos foliares. Foram
obtidos 582 explantes responsivos, os quais resultaram em 40 plantas, sendo 37
analisadas por PCR. Até o momento, pelas analises de PCR, foram obtidas 11 plantas
PCR positivas para o fragmento antisenso do gene da proteina capsidial do CABMV
(610 pb).

Apesar das modificagbes realizadas nos experimentos de transformacao
genética, a alteragcdo do tipo de explante utilizado, ndo apresentou os resultados
esperados. Os experimentos contendo discos foliares cultivados em meio de cultura,
suplementado com BAP + TDZ (0,8 mg/L + 0,25 mg/L), ou TDZ (0,25 mg/L), ndo foram
responsivos para as das 3 variedades testadas. Embora tenham sido obtidos 17

explantes responsivos, de um total de 880 discos, néo foi observado o desenvolvimento
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de plantas. No caso da variedade FB-100, os resultados preliminares ja haviam
demonstrado a baixa porcentagem dos discos foliares responsivos. Os dados obtidos
neste trabalho (Tabela 2), diferem dos resultados descritos por Trevisan (2005), nos
experimentos de transformagdo genética para as variedades IAC-275 e IAC-277. O
autor constatou o desenvolvimento de gemas adventicias a partir de discos foliares,
cultivados em meio de cultura suplementado com TDZ (0,25 mg/L). Esta diferenca pode
estar relacionada as condigdes fisiolégicas das plantas utilizadas para a coleta dos

explantes e ao numero de experimentos realizados.

Tabela 2 - Experimentos de transformacédo genética de P. edulis f. flavicarpa, utilizando os
explantes de segmentos de hipocétilo e discos foliares das variedades FB-100,
IAC-275 e IAC-277, com a constru¢cao pCABMV-asCP

N° explantes N° plantas obtidas/ Eficiéncia de
Explante Variedade  Experimentos responsivos/ N° N° plantas N° plantas transformacéao
total de explantes analisadas PCR + (%)
K+ As+
Segmento de  FB-100 1= 65/360 3/3 1 0,27
hipocétilo 2u 47/360 17 1 0,27
3= 49/440 3/3 -
4m 15/164 2/2 2 1,21
5m 36/219 5/5 1 1 0,91
6m 31/241 5/5 2 0,83
7= 25/210 2/2 + 1 0,47
8m 26/406 3/3 1 1 0,50
Om 32/225 3/3 1 0,44
10 36/182 7/5% + 1 1 1,09
14 108/234 2/2 +
15¢ 31/144 2/1 +
16 20/105 0 -
17O 44/185 2/2 +
Subtotal 565/3475 40/37 3 11 0,66
Disco de FB-100 110 4/133 0 -
folha 120 0/165 0 -
13¢ 0/132 0 -
18e 0/60 0 -
19e 4/61 0 -
20e 1/54 0 -
IAC 275 21e 0/53 0 -
23e 1/49 0 -
25e 3/50 0 -
IAC 277 22e 2/78 0 -
24e 2/45 0 -
Subtotal 17/880
Total 582/4355 40/37 3 11 0,66

= meio de cultura de selegcao suplementado com BAP (1,0 mg/L).

< meio de cultura de selegédo suplementado com BAP + TDZ (0,8 mg/L + 0,25 mg/L).
® meio de cultura de selegao suplementado com TDZ (0,25mg/L).

* perda da planta em fase de aclimatizagao, antes da analise.

+ plantas em fase de alongamento, ndo analisadas.

K+: plantas PCR positivas para o gene nptll.

As+: plantas PCR positivas para fragmento antisenso do gene da CP do CABMV.
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Nos experimentos de 1 - 9, realizados com o meio de cultura MS + BAP (1,0
mg/L), foram introduzidos 2625 segmentos de hipocdtilo, apresentando 326 explantes
responsivos que resultaram no desenvolvimento de 27 plantas, até o momento. Os
experimentos 10, 14 - 17, realizados com meio de cultura contendo BAP + TDZ (0,8
mg/L + 0,25 mg/L), do total de 850 explantes introduzidos, 239 foram responsivos,
sendo obtidas, até o momento, 13 plantas . Para os explantes de segmentos de
hipocdtilo, a alteragédo do meio de cultura de selegéo e regeneragao contendo BAP (1,0
mg/L) para o meio de cultura suplementado com BAP + TDZ (0,8 mg/L + 0,25 mg/L) foi
positiva. Neste meio de cultura, os explantes mostraram-se mais responsivos, com
porcentagem de formacdo de gemas de 28,1%, experimentos 10, 14 - 17 (Tabela 2),
enquanto os explantes cultivados em meio de cultura acrescido de BAP (1,0 mg/L)
apresentaram 12,4% de explantes responsivos. Em Passiflora alata, a combinagado dos
reguladores BAP e TDZ foi eficiente para o desenvolvimento de gemas adventicias
utiizando segmentos de hipocdtilo, apresentando 26,6 - 37,2% de explantes
responsivos, apds 4 semanas de cultivo (PINTO et al., 2009).

Os experimentos realizados com os segmentos de hipocatilo cultivados em meio
de cultura contendo BAP + TDZ (1,0 mg/L + 0,25 mg/L) mostraram, até o momento,
maior porcentagem de plantas obtidas em relagdo ao numero de explantes responsivos.
Dessa forma, pode-se afirmar que, pelos resultados obtidos, os tratamentos contendo a
combinagcdo de BAP + TDZ promoveram um maior numero de plantas que se
desenvolveram em meio de alongamento (1,5%) em relagdo aqueles contendo BAP
(1,0%).

Ainda estdo em fase de alongamento, 31 plantas obtidas dos experimentos de
transformacao genética (7, 10, 14, 15 e 17) contendo a construgdo pCABMV-asCP, que
posteriormente serdo analisadas por PCR. Em casa de vegetagcdo estdo sendo

cultivadas 12 plantas, das quais 7 foram analisadas por Southern blot.
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4.3.2 Experimentos com a construc¢ao génica hairpin pCABMV-dsCP

A Tabela 3 mostra os experimentos de transformagao genética realizados com a
construgcdo génica hairpin, pCABMV-dsCP. Foram realizados 36 experimentos,
totalizando 5904 explantes introduzidos, sendo 4458 segmentos de hipocdtilo e 1446
discos foliares. Foram observados 548 explantes responsivos, dos quais foram obtidas
42 plantas, sendo 29 analisadas por PCR para a identificagdo do transgene. Pelas
andlises de PCR, 14 plantas apresentaram amplificacdo do gene nptll e 2 plantas
amplificaram o fragmento do gene da CP do CABMV (208 pb).

Assim como os experimentos realizados com a construgdo pCABMV-asCP
(Tabela 2), os experimentos realizados com a construgao pCABMV-dsCP, utilizando-se
discos foliares, foram pouco responsivos (Tabela 3). De um total de 1446 explantes
introduzidos, foram observados 53 explantes responsivos, que originaram 6 plantas das
variedades FB-100 e IAC-277, provenientes dos tratamentos contendo meio de cultura
com BAP + TDZ (0,8 mg/L + 0,25 mg/L) e TDZ (0,25 mg/L), correspondentes aos
experimentos 32, 34 e 36. Estas plantas estdo em fase de alogamento e n&o foram
analisadas.

Pela analise dos dados da Tabela 3, o cultivo dos explantes de segmentos de
hipocétilo, da variedade FB-100, em meio de selecdo e regeneragao, suplementado
com BAP + TDZ (0,8 mg/L + 0,25 mg/L), permitiu a obtencdo dos melhores resultados
para a indugcado de gemas adventicias. Para estes experimentos, foram introduzidos 760
explantes, sendo 115 responsivos (15%) e 11 plantas foram obtidas (1,4%). Para os
experimentos contendo o meio de cultura acrescido de BAP (1,0 mg/L) da variedade
FB-100, foram introduzidos 3350 segmentos de hipocdtilo, 238 foram responsivos
(7,1%), sendo obtidas 31 plantas até o momento (0,9%). O cultivo dos segmentos de
hipocétilo em meio de cultura contendo BAP (1,0 mg/L) apresentou menor porcentagem
de explantes responsivos e de plantas desenvolvidas, semelhante aos resultados

obtidos na Tabela 2, utilizando a constru¢géo génica pCABMV-asCP.
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Tabela 3 - Experimentos de transformacgdo genética de P. edulis f. flavicarpa, utilizando os
explantes de segmentos de hipocétilo e discos foliares das variedades FB-100, IAC-
275 e IAC-277, com a construcao pCABMV-dsCP

N° explantes N° plantas obtidas/ Eficiéncia de
Explante Variedade  Experimentos responsivos/ N° N° plantas N° plantas transformagao
total de explantes analisadas PCR + (%)
K+ Hp+
Segmento de  FB-100 1m 4/273 0
hipocotilo 2m 2/184 2/2 1 0,54
3= 2/320# 1/0* -
4m 36/362 17 1 0,27
5m 23/237 0 -
6= 14/248 0 -
7= 8/243 0 -
8m 11/234 2/2 2 0,85
Om 50/238 14/9* + 6 2,52
10m= 16/233 4/3* 2 0,85
11m 1/210# - -
12m= 8/197 17 1 0,50
13m 7/150 3/3 + 0 -
14m 33/118 0 -
15m 23/103 3/3 0 -
16 34/232 10/5 + 2 1 1,30
20 19/145 1/0* + -
210 28/141 + -
33¢ 34/242 + -
IAC 275 28<¢ 45/137 + -
310 54/109 + -
IAC 277 270 43/102 + -
Subtotal 495/4458 42/29 14 2 0,97
Disco de FB-100 17 6/163 0
folha 18¢ 0/180 0
190 0/190 0
22e 0/73 0
23e 8/90 0
24e 0/73 0
25e 0/65 0
26e 1/82 0
36e 1/60 + -
IAC 275 30e 8/80 0
35e 2/80 0
IAC 277 29e 8/74 0
32e 2/87 + -
34e 17/149 + -
Subtotal 53/1446
Total 548/5904 42/29 14 2 0,97

= meio de cultura de selegao suplementado com BAP (1,0 mg/L).

<> meio de cultura de selegdo suplementado com BAP + TDZ (0,8 mg/L + 0,25 mg/L).
® meio de cultura de selegao suplementado com TDZ (0,25mg/L).

# contaminagdo do experimento.

* perda da planta em fase de aclimatizagéo, antes da analise.

+ plantas em fase de alongamento, ndo analisadas.

K+: plantas PCR positivas para o gene nptll.

Hp+: plantas PCR positivas para fragmento do gene da CP do CABMV.
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Estdo em fase de alongamento, 36 plantas provenientes dos experimentos de
transformacao genética (9, 13, 16, 20, 21, 27, 28, 31, 32, 33, 34 e 36), realizados com a
construgcéo génica pCABMV-dsCP, sendo que destas, 6 plantas foram obtidas a partir
de discos foliares. Em casa de vegetagdo, estdo sendo cultivadas 14 plantas PCR
positivas para o gene da canamicina, das quais 5 foram avaliadas por Southern blot.

Foram introduzidos um total de 10.259 explantes nos experimentos de
transformacao genética, utilizando as construgbées pCABMV-asCP e pCABMV-dsCP
(Tabelas 2 e 3), sendo obtidas 64 plantas, destas, 56 foram aclimatizadas e, 67 plantas
encontram-se em fase de alongamento em meio MSM + GA3; (1,0 mg/L) + cefotaxima
(500 mg/L), que serao analisadas posteriormente.

Pela avaliacao das Tabelas 2 e 3, pode-se observar que as alteracdes realizadas
no meio de cultura de selegao e regeneracao, tipo de explante e variedades utilizadas,
nao foram eficientes para um aumento significativo no numero de plantas
desenvolvidas.

Diferengas na resposta morfogénica dos explantes de hipocdétilo e de discos
foliares foram observadas. A formagdo das gemas adventicias nos explantes de
hipocétilo ocorreu apds 3 - 4 semanas de cultivo, acompanhada da proliferagédo de calo
(Figura 10a-b), apresentando desenvolvimento satisfatério em meio de alongamento
(MSM + GA; + cefotaxima). Nos discos foliares, a formagédo das gemas adventicias foi
observada apds 4 - 6 semanas, ocorrendo nas bordas dos explantes (Figura 10c-d) e
geralmente, com menor proliferacao de calo. De acordo com Trevisan e Mendes (2005)
os melhores resultados para indugao de organogénese a partir de discos de folhas de
P. edulis f. flavicarpa, da variedade FB-100, foram obtidos com TDZ (0,25 mg/L),
apresentando alta porcentagem de regeneragdo e elevado numero de gemas por
explante. Este meio de cultura foi eficiente para obtencao de plantas transformadas
utilizando discos foliares (TREVISAN, 2005).

Pelo resultado dos experimentos de transformagéo genética, foi observado um
numero reduzido de explantes foliares responsivos, como também, um pequeno
numero gemas que se desenvolveram no meio de alongamento. Este fato pode ser

explicado pelas analises histologicas realizadas por Fernando et al. (2007), durante a



52

organogénese de explantes foliares e hipocotiledonares de P. edulis f. flavicarpa, da
variedade FB-100. Os autores descrevem a ocorréncia da formagao de protuberéancias,
as quais sao responsaveis por originar gemas e primordios foliares. No caso dos discos
foliares, essas protuberancias perdem a adesao com o tecido, provocando a redugéo na
formagéo das gemas.

As gemas obtidas, provenientes dos discos foliares e dos segmentos de
hipocdtilo, foram transferidas para meio de cultura de alongamento (MSM + GA; +
cefotaxima), sendo subcultivadas para meio fresco a cada 15 dias (Figura 10e). Durante
esta fase, um grande numero de gemas transferidas para o alongamento nio se
desenvolveram, reduzindo o numero de plantas obtidas. A baixa eficiéncia no
alongamento das gemas adventicias provenientes dos experimentos de transformagéao
genética utilizando discos de folhas, também foi observada por Trevisan (2005).

A média da eficiéncia de transformag¢ao genética, foi de 0,66%, com a utilizagao
da construgédo génica pCABMV-asCP (Tabela 2) e 0,97% com a constru¢do pCABMV-
dsCP (Tabela 3), embora alguns experimentos tenham apresentado valores de 0,27% e
2,52%, como pode ser observado nos experimentos 4 e 9, da Tabela 3. A eficiéncia de
transformacao genética dos experimentos realizados foi obtida calculando-se o numero
de plantas PCR positivas pelo numero total de explantes introduzidos em cada
experimento. Valores da eficiéncia de transformagao genética encontrados na literatura
sao muito variaveis, dependendo de varios fatores, entre eles, da espécie ou variedade
e tipo de explante utilizados. Para P. edulis f. flavicarpa, variedade FB-100, foram
encontrados valores de 6 e 11% para discos de folhas e segmentos de hipocdtilo,
respectivamente (MONTEIRO, 2005) e para discos foliares, das variedades IAC-275 e
IAC-277, de 1,8 e 0,3%, respectivamente (TREVISAN, 2005). A variacdo da eficiéncia
de transformagéo genética também pode ser observada em outras espécies frutiferas
como melancia (Cucurbita lanatus cv. ‘Crimson Sweet’), de 1,1 a 10,16% (STIPP, 2009)
e variedades de laranja doce, como as laranjas ‘Hamlin’, ‘Valéncia’, ‘Natal’ e ‘Péra’ que
apresentam eficiéncia de transformacdo de 6,2, 5,6, 4,0 e 2,7%, respectivamente
(BARBOSA-MENDES, 2007).
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Figura 10 - Organogénese in vitro e transformagéo genética de Passiflora edulis f. flavicarpa a
partir de segmentos de hipocétilo (a-b) e discos foliares (c-d) cultivados em meio de
cultura de regeneragdo e selegdo. a) inicio do desenvolvimento de gemas
adventicias na extremidade do explante, ap6s 4 semanas de indugéo; b) gema
desenvolvida; c-d) desenvolvimento de gemas adventicias a partir de discos de
folhas ap6s 6 semanas de cultivo; e) alongamento das plantas em meio de cultura
MSM + GA; + cefotaxima; f) planta aclimatizada. Barras: 500 ym
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Ap6s a fase de alongamento, as plantas apresentando 3 - 5 cm foram
aclimatizadas, inicialmente em sala climatizada (16 h, 27 + 1 °C) e, em seguida
transferidas para casa de vegetagcdo (Figura 10f). Durante a fase de aclimatizagéo,
apenas 8 plantas ndo sobreviveram ao processo, representando uma perda de 12,5%

do numero total de plantas obtidas.

4.3.3 Identificagéo das plantas transgénicas por PCR

Até o momento, 66 plantas provenientes dos experimentos de transformagao
genética contendo as construgdes pCABMV-asCP e pCABMV-dsCP foram analisadas
por PCR.

Durante o desenvolvimento do trabalho, ocorreram dificuldades para a detec¢ao
dos genes de interesse e, como alternativa, foram também utilizados os primers
especificos para a amplificagdo do gene de selegao nptll. A detecgcao do gene nptll
também foi realizada por Quoirin, Winkler e Ayub (2004) para a confirmagcao da
transformacgao genética em plantas de maracujazeiro contendo a construgao antisenso
do gene CMe-Acol, inibidor da sintese do etileno.

Dessa forma, a identificagdo das plantas transformadas foi realizada utilizando-se
os primers especificos para a deteccao do gene nptll (Figura 11a-b) e os primers
especificos para a detecgdo dos fragmentos do gene de interesse das construgcdes
pCABMV-asCP (Figura 11c) e pPCABMV-dsCP (Figura 11d).
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1 2 3 4 5 6 7 89 T

Figura 11 - Analise de PCR das plantas de Passiflora edulis f. flavicarpa obtidas dos
experimentos de transformacgéo genética. a-b) PCR de plantas provenientes dos
experimentos com as construgcdes pCABMV-asCP ou pCABMV-dsCP, utilizando
primers para amplificagado do gene de selegéo nptll (655 pb), 1-3: plantas obtidas
com a construgdo pCABMV-asCP, 4-10: plantas obtidas com a construgéao
pCABMV-dsCP; c) PCR de plantas provenientes dos experimentos contendo a
construgao pCABMV-asCP utilizando primers especificos para amplificagdo do
fragmento antisenso (610 pb) do gene da CP do CABMV; d) PCR de plantas
contendo a construgdo pCABMV-dsCP, utilizando primers para amplificagdo do
fragmento de 208 pb do gene da CP do CABMV. +: controle positivo (planta
transgénica ou plasmideo purificado); (-): controle negativo (agua). T:
testemunha (planta nao transgénica). M: marcador de 1 Kb (Invitrogen); m:
marcador de 100 pb (Promega)
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4.3.4 Andlise de Southern blot

A analise de Southern blot foi realizada para as plantas da variedade FB-100,
resultantes dos experimentos de transformagéo genética. Foram avaliadas no total, 12
plantas, sendo 7 plantas obtidas dos experimentos de transformacao genética com a
construcdo génica pCABMV-asCP e 5 plantas obtidas de experimentos de
transformagao genética com a construgao génica pCABMV-dsCP. O DNA foi digerido
com a enzima de restricdo EcoRI, cortando o T-DNA uma vez, fora da regido do gene
de interesse.

Devido a dificuldade de detecgcao do transgene da construgao pCABMV-dsCP,
optou-se pela realizagdo da analise de Southern blot utilizando-se a sonda para
deteccdo do gene de selegao nptll, permitindo também, a avaliagédo de plantas
contendo a construgao pCABMV-asCP. A detecgdo do gene de interesse da construgao
pCABMV-asCP foi obtida apds o aumento da quantidade de DNA digerido, para 70 ug.

Pela observacao das Figuras 12a e 12b, pode-se verificar a integragcéo do gene
de selecao nptll, que confere resisténcia ao antibiético canamicina em 5 plantas,
apresentando de 1 a 5 eventos de inser¢do. As plantas 1, 2 e 3, foram obtidas de
experimentos de transformagao genética contendo a construgao génica pCABMV-asCP
e, as plantas 4 e 5, obtidas dos experimentos de transformagdo genética com a
construgdo génica hairpin, pCABMV-dsCP.

A Figura 12c mostra a hibridizagdo com a sonda do fragmento antisenso do gene
do CABMV, em 4 das 5 plantas analisadas, apresentando de 1 a 2 eventos de insergao.
Vale ressaltar, que a planta 4, obtida dos experimentos de transformag&o genética com
a construgcéo génica pCABMV-dsCP, apresentou hibridizagdo do fragmento de 208 pb
(hairpin) com a sonda da construgcdo antisenso (610 pb). Nao foi observada a
hibridizacdo das amostras de DNA das plantas ndo transgénicas (controle negativo)
com as sondas utilizadas para detecgcdo dos genes nptll (655 pb) e do fragmento

antisenso do gene da CP (610 pb).
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Figura 12 - Analise de Southern blot das plantas de P. edulis f. flavicarpa, variedade FB-100,
desenvolvidas nos experimentos de transformagdo genética com as construgdes
pCABMV-asCP e pCABMV-dsCP. a-b) C+: controle positivo do gene nptll (produto
de PCR purificado - 650 pb); c) C+: controle positivo do fragmento antisenso do
gene do CABMV (produto de PCR purificado - 610 pb); C-: controle negativo
(planta nao transgénica). Plantas analisadas: 1, 2 e 3 plantas transformadas com a
construgédo génica pCABMV-asCP e, 4 e 5 plantas transformadas com a
construgéo génica pCABMV-dsCP
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Em maracujazeiro, a andlise Southern blot de plantas transformadas com o gene
da proteina capsidial do CABMV (TREVISAN et al., 2006) mostrou a integragéo do
transgene em 7 das 8 plantas avaliadas. Destas, 3 linhagens transgénicas
apresentaram elevado numero de eventos de inser¢do e, 2 plantas com apenas 1
evento de insergéo.

As andlises de Southern blot encontrados na literatura, geralmente relatam a
ocorréncia de diferentes eventos de insergcao no genoma das plantas transformadas, de
1 a 3 copias (ZANDONG et al., 2007; BAG; SINGH; JAIN, 2007) e 1 a multiplas copias
(NEVES-BORGES et al., 2001;) apresentando diferentes pesos moleculares, indicando
que bandas hibridizadas resultam de eventos de transformacao independentes. Clarke
et al. (2008) observaram que as plantas analisadas apresentaram a integragdo do
transgene com tamanho maior que do T-DNA (inser¢do completa do T-DNA), como
também de fragmentos menores, com insergao parcial do T-DNA, podendo ser causada
pela integracéo truncada do mesmo (ZHU et al., 2006).

Zanek et al. (2008) verificaram a integridade do transgene e o0 numero de copias
inseridas no genoma de variedades de laranja doce, onde a maioria das linhagens
apresentou uma copia do transgene, enquanto 2 linhagens mostraram a inser¢cédo de 2 a
3 copias. Resultados semelhantes foram obtidos por Muniz (2008) para plantas de
laranja ‘Valéncia’ contendo o gene da proteina capsidial e da regido conservada do CTV

(Citrus tristeza virus), que apresentaram de 1 a 3 eventos de insergéo.

4.4 Analise das plantas obtidas em experimentos anteriores de transformacéo

genética com a construcédo génica pCABMV-CP

Plantas de maracujazeiro, das variedades IAC-275 e IAC-277, obtidas em
experimentos de transformagéo genética realizados com a construgao génica pCABMV-
CP, contendo o gene da proteina capsidial do CABMV (850 pb) (TREVISAN, 2005),
foram analisadas neste trabalho para a confirmagdo da insergcéao e expressao do

transgene e, avaliadas em relagéo a resisténcia ao CABMV.
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4.4.1 Andlise de Southern blot

A andlise de Southern blot foi realizada com as 14 plantas PCR positivas para o
gene da proteina capsidial do CABMV. Um total de 60 ug de DNA foi digerido com a
enzima de restrigao Hindlll, cortando o T-DNA fora da regido do gene de interesse.

Pela observagéo da Figura 12, pode-se verificar a confirmagao da integragao do
gene da proteina capsidial do CABMV, em 13 das 14 plantas analisadas, sendo 11 da
variedade IAC-275 (T8; T9; T11; T12; T13; T14; T15; T17; T19; T20 e T21) e 3 plantas
da variedade IAC-277 (T10; T16; T18). Apenas a planta T21 ndo apresentou a
integracdo do transgene no genoma. N&o houve hibridizagdo do DNA das amostras
usadas como controle negativo (plantas nao transgénicas).

O resultado da anadlise de Southern blot permite confirmar que as plantas séo
transgénicas, provenientes de diferentes eventos de transformagéo genética, possuindo
de 1 a 4 eventos de insergéo do transgene, provavelmente com mais de uma copia do
gene em cada um. As plantas T14, T15 e T20 apresentaram somente 1 evento de
insercao, enquanto 6 plantas, T10, T11, T12, T13, T17 e T18, apresentaram 2 eventos
de insercédo, e as plantas T8, T9, T16 e T19 apresentaram 3 ou mais eventos (Figura
12).

As analises de Southern blot realizadas por Trevisan et al. (2006) mostraram a
integracdo do transgene em 7 das 8 plantas analisadas e, em 3 delas foi observado

elevado numero de eventos de insergao.

4.4.2 Propagacdao e avaliacdo da resisténcia ao CABMV

As plantas matrizes de maracujazeiro, das variedades IAC-275 e IAC-277 foram

propagadas por estaquia e cultivadas em casa de vegetagcdo. A inoculagdo com o

CABMV foi realizada apos as estacas apresentarem, 3 ou 4 folhas desenvolvidas.
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Figura 13 - Analise de Southern blot de plantas de P. edulis f. flavicarpa, variedades IAC-275 e
IAC-277, provenientes de experimentos de transformagdo genética com a
construgédo génica pCABMV-CP. C+: controle positivo (produto de PCR purificado -
850 pb); C-: controle negativo (planta ndo transgénica). Plantas analisadas: a) T8;
T9; T10; T11; T13; T14; T16; T17; T21 e b) T12; T15; T18; T19e T20

A Tabela 4 mostra o resultado dos experimentos de avaliagdo da resisténcia das
plantas transgénicas contendo a constru¢do pCABMV-CP das variedades IAC-275 (T9;
T11; T12; T13; T14; T15; T17; T19; T20 e T21) e IAC-277 (T10; T16; T18) a diferentes
isolados do CABMV (SP, RJ e CE).
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Tabela 4 - Resultados da avaliagédo da inoculagao das plantas de maracujazeiro com diferentes
concentragdes de indculo dos isolados CABMV-SP, CABMV-RJ e CABMV-CE.
Numero de plantas infectadas / numero de plantas inoculadas. C: plantas controle
(n&o transgénicas)

Linhagem T9 T10 T11 T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18 T19 T20 T21 Ci Cf

Dosagem
CABMV-SP
12noc. (1:200) O/7 2/8 0/2 2/5 1/2 2/6 2/3 0/9 2/6 3/9 4/5 1/2 1/8 2/2 1/2
2%|noc. (1:100) 5/7 4/8 2/2 2/5 2/2 5/6 2/3 0/9 4/6 6/9 5/5 2/2 2/8 2/2 2/2

3?Inoc. (1:50) 5/7 5/8 0/2 5/5 - - 2/3 0/9 56 99 - - 7/8 4/4 1/4
CABMV-RJ

12 Inoc. (1:200) 5/6 0/6 1/1 2/8 3/5 2/4 0/3 2/3 5/7 2/9 5/6 3/4 2/3 2/3
2%Inoc. (1:100) 6/6 2/6 1/1 8/8 5/5 4/4 0/3 2/3 7/7 5/9 5/6 4/4 2/2 3/3
3% Inoc. (1:50) - 36 - - - - 0/3 33 - 9/9 56 - 3/3 3/3
CABMV-CE

12 Inoc. (1:200) 0/4 2/3 2/2 2/5 11 2/2 0/2 3/3 1/4 0/3 5/6 3/3 2/2
2% Inoc. (1:100) 4/4 2/3 2/2 5/5 11 2/2 0/2 3/3 4/4 3/3 6/6 11 1/2
32 Inoc. (1:50) 213 - - - - 02 - - - - 12 23

* Plantas infectadas / plantas inoculadas.
** Ci: controle de indculo inicial; Cf: controle de indculo final.

As plantas n&o transgénicas desenvolveram sintomas evidentes de mosaico e
deformacgéo foliar, em aproximadamente 25 dias apds a inoculagcdo com os 3 isolados
do virus. A linhagem T16 apresentou resisténcia total aos 3 isolados (Figura 13), e
algumas plantas da linhagem T10 apresentaram certa resisténcia aos isolados SP e RJ.
Pelas avaliagbes realizadas, pode-se verificar que, de modo geral, as linhagens
transgénicas apresentaram sintomas menos severos ou mais tardios quando

comparadas com as plantas controle.
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Figura 14 - Analise das plantas transgénicas de maracujazeiro 30 dias apds a inoculagdo com o
isolado CABMV-SP. a) planta com sintomas de mosaico foliar; b) planta T16
resistente ao virus, com auséncia de sintomas apods inoculagdo com 3 concentracdes
crescentes de indculo

Diferengas nos sintomas das plantas transgénicas inoculadas com 3 isolados do
CABMV foram observadas por Trevisan et al. (2006). Apos a segunda inoculagdo, com
inéculo mais concentrado (1:100) do isolado SP, os clones de 4 linhagens (T1, T2, T7 e
T8) nado apresentaram sintomas de mosaico nas folhas, sendo a planta T2, identificada
como resistente aos 3 isolados testados.

Dando continuidade aos trabalhos de avaliagdo da resisténcia das linhagens
transgénicas de maracujazeiro obtidas por Trevisan (2005), Jadao et al. (2008)
analisaram clones das plantas Rp e R1 de T2 e T16, com 4 inoculagdes sucessivas com
o isolado CABMV-SP por meio de inoculagdes mecénicas e de afideos Myzus
nicotianae. Os resultados mostraram que, das 295 plantas Ry da planta T16, 14

apresentaram resisténcia a infecgédo ao CABMV.
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4.4.3 Andlise da transcricdo do transgene por RT-PCR

A analise por RT-PCR (Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction) foi
realizada em 12 clones da planta T16, que apresentou resisténcia as inoculagdes
mecanicas (item 4.4.2) com os diferentes isolados do CABMV.

A transcricdo do transgene foi confirmada pela analise por RT-PCR. Pelos
resultados obtidos pode-se verificar a amplificagcdo do transgene, correspondente ao
gene da proteina capsidial do CABMV (Figura 14) em todos os clones da planta T16,
comprovando sua expressdo. Neste caso, pela confirmacdo da expressao do
transgene, a resisténcia da linhagem T16, pode estar sendo mediada pela proteina

expressa pelo transgene.

+ Pi1 2 3 4 5 6 812 14 15 16 17 Pc

850pb —>-JE 2 2l L ol 1 e

o .
40““.-.‘0.‘

Figura 15 - Analise de RT-PCR dos clones da planta T16 para detecgdo do mRNA do
transgene, confirmando a amplificagédo do gene da proteina capsidial do CABMV
(850 pb); +: planta matriz T16; Pi: planta inoculada com o CABMV-SP; 1-17 clones;
Pc: planta controle (ndo transgénica); (-): controle negativo (agua). M: marcador de
peso molecular de 1 Kb (Invitrogen)

A analise por RT-PCR foi realizada por Zandong et al. (2007) para verificar a
expressao do gene NIb, do TuMV (Turnip mosaic virus), na orientagdo antisenso, em
plantas de Brassica campestris. Neste trabalho, a analise das plantas n&o transgénicas
inoculadas com o virus, apresentou alta quantidade de produto amplificado. A baixa
quantidade do produto de RT-PCR nas plantas transgénicas inoculadas ou nédo com o
TuMV, indicou que a expressao do gene antisenso-NIb reduziu muito a replicagéo do

virus.
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5 CONCLUSOES

v E possivel obter plantas de maracujazeiro azedo resistentes ao CABMV por

transformagao genética.

v" O processo de transformagdo genética de maracujazeiro é influenciado pela

variedade e tipo de explante.

v' Foram obtidas plantas transgénicas de maracujazeiro, da variedade FB-100, com as
construgdes génicas pPCABMV-asCP e p CABMV-dsCP.

v' Foi identificada uma linhagem transgénica da variedade IAC-277, contendo a
construgcao pCABMV-CP, resistente aos 3 isolados do CABMV.
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