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RESUMO

PINTO, A. P. C. Transformacdo genética de maracujazeiro ( Passiflora alata
Curtis) para resisténcia ao Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV). 2010.
64 f. Dissertacdo (Mestrado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2010.

Uma das espécies que atualmente vem despertando interesse econémico por
seu elevado valor de mercado € o maracuzajeiro doce (Passiflora alata Curtis).
Entretanto, a cultura € afetada por diferentes doencas que prejudicam a
produtividade e a qualidade dos frutos, sendo a doenca causada pelo Cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMV) a que mais afeta a cultura do maracujazeiro no
Brasil. O presente trabalho teve como objetivo a obtencdo de plantas transgénicas
de P. alata visando resisténcia ao CABMV. O processo de transformacdo genética
utilizado foi via Agrobacterium tumefaciens, estirpe EHA105, contendo o cassete de
expressdo com um fragmento do gene da proteina capsidial do CABMV, numa
construcdo tipo hairpin e 0 gene de selecdo nptll que confere resisténcia ao
antibiotico canamicina. Para os experimentos de transformacdo genética foram
utilizados como explantes segmentos de hipocétilo e segmentos internodais. Apos 2
a 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 selecdo e regeneracado constituido de sais minerais e vitaminas de MS,
suplementado com benzilaminopurina (BAP - 1mg/L) + thidiazuron (TDZ - 0,5 mg/L)
+ canamicina (100 mg/L) + cefotaxima (500 mg/L) + nitrato de prata (4,0 mg/L), pH
5,8. Apés 4 a 6 semanas de incubacdo, determinou-se o numero de explantes
responsivos e 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 primers especificos para a deteccdo do fragmento do gene da
proteina capsidial do CABMV e do gene de selecdo (nptll). Foram identificadas 47
plantas transgénicas PCR positivas para do gene nptll. Até o0 momento, a integracao
do gene nptll foi confirmada por Southern blot em 9 plantas.

Palavras-chave: Transgenia. Agrobacterium. Passiflora alata. Potyvirus. Hairpin.



ABSTRACT

PINTO, A. P. C. Genetic transformation of passionflower (  Passiflora alata
Curtis) for resistance to Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV). 2010. 64 f.
Dissertacao (Mestrado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 2010.

One species that is currently attracting interest due to its high economic value
is the sweet passionflower (Passiflora alata Curtis). However, the culture is affected
by different diseases that harm the productivity and fruit quality. The disease caused
by Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMYV) is the one that more affect the culture
of passionflower in Brazil. This work aimed to obtain transgenic plants of P. alata
resistant to the CABMV. The genetic transformation process was via Agrobacterium
tumefaciens, strain EHA105, containing the expression cassette with a fragment of
the coat protein gene of CABMV, in a hairpin construct and the selection gene nptll,
which confers resistance to the antibiotic kanamycin. In the experiments of genetic
transformation hypocotyl segments and internodal segments were used as explants.
After 2-3 days of co-cultivation in MS medium (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
containing acetosyringone (100 mM), the explants were transferred to the selection
and regeneration culture medium consisting of mineral salts and vitamins of MS
medium supplemented with benzylaminopurine (BAP - 1 mg/L) + thidiazuron (TDZ -
0.5 mg/L) + kanamycin (100 mg/L) + cefotaxime (500 mg/L) + silver nitrate (4.0 mg
/L), pH 5.8. After 4-6 weeks of incubation, it was determined the number of
responsive explants. Shoots developed were transferred to elongating culture
medium MSM + GA3z (1.0 mg/L) + cefotaxime (500 mg/L) + nitrate silver (4.0 mg/L).
The developed plants were acclimatized and analyzed by PCR using specific primers
to detect the fragment of CABMV and the selection gene (nptll). It was identified 47
transgenic plants PCR positive for the gene nptll. Until this moment, the integration of
the nptll gene was confirmed by Southern blot in 9 plants.

Keywords: Transgenic. Agrobacterium. Passiflora alata. Potyvirus. Hairpin.



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt ettt seeate s 9
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt nene e 11
2.1 A cultura dO MAaraCUJAZEIN0.........cceveeeieiiiiiiiiiaeae e e e e et 11
2.2 Cultura de tecidos e transformacgao genética em Passiflora...................... 15

2.3 Transformacé&o genética para resisténcia a doencas causadas por virus. 22

3 MATERIAL E METODOS .....oviviiieeeeeeeete ettt 27
3.1 Material Vegetal ........uueeeeiii e 27
3.2 Construcao génica PCABMV-ASCP ........ooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeei e 27
3.3 Transformacao genética via Agrobacterium tumefaciens ......................... 28

3.3.1 Sensibilidade dos segmentos de hipocdétilo ao antibiético canamicina... 28

3.3.2 Manutencgéo e cultivo da A. tumefacCiens .........ccccccveeeeeiiiiiiiiiiciieee 28
3.3.3 Inoculagéo e co-cultivo dos explantes com Agrobacterium.................... 29
3.3.4 Selecéao, regeneracao e alongamento das gemas adventicias............... 29
3.3.5 Aclimatizac8o das Plantas.........cccccevieeieeeeeiiieieeee e 30

3.4 Identificacdo das plantas transgénicas por PCR (Polymerase Chain

REACTION. ...ttt e e e e e 30
3.5 Analise de SoUthern DIOL...........ooiii e 31
4 RESULTADOS E DISCUSSAD. .....ccoiiceeeteieeeeeeeeeete e, 33
4.1 Avaliacdo da sensibilidade dos segmentos de hipocotilo ao antibiético

(0= 1 g F= T 0 o3 o - USRS 33
4.2 Transformagédo genética de Passiflora alata via A. tumefaciens.............. 34

4.3 Andlise de Southern blot das plantas identificadas como transgénicas

pela analiSe dE PCR.........uiiiiiieie et s e e e e e e e e e e e e e e e eaeaeanaaes a7
5 CONCLUSOES.......cooiiiiiiisietee ettt 51
REFERENCIAS.......cooiiiietiiit ettt 52



1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos principais centros de origem das espécies do género
Passiflora, apresentando um grande potencial para sele¢do de plantas que possam
ser utilizadas, direta ou indiretamente, com o intuito de atender aos mercados de
frutas frescas e de suco concentrado. O uso do maracujazeiro também vem se
destacando em novos nichos de mercado, como na area de paisagismo e
ornamentacao e em produtos farmacéuticos e cosmeéticos.

Dentro do género, a espécie Passiflora edulis f. flavicarpa € a mais cultivada
nos pomares comerciais do pais, apresentando importancia econémica devido a
comercializag@o dos frutos in natura e do suco concentrado. Entretanto, o maracuja
doce (Passiflora alata Curtis), vem apresentando destaque no cenario nacional, com
potencial para atender diferentes nichos de mercado, entre eles: na industria
farmacéutica, em projetos paisagisticos e principalmente no mercado de frutas
frescas.

Assim como outras culturas, o maracuja doce é afetado por diversas doencas
causadas por bactérias, fungos e virus, que podem provocar uma reducdo na
produtividade e inviabilizar o cultivo da espécie em determinadas regibes. O
“endurecimento dos frutos”, uma das doencas mais importantes da cultura, €
causado pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), sendo transmitida por
meio de afideos. As plantas de maracuja doce infectadas pelo virus apresentam
sintomas generalizados de mosaico foliar, com intensidade variavel, podendo vir
acompanhado de manchas-anelares, bolhas, rugosidade e deformagbes foliares,
além da reducdo no tamanho dos frutos, tornando as plantas pouco produtivas.

Existem poucas medidas de controle dessa doenca, a principal seria o plantio
de mudas sadias, fiscalizadas e certificadas. Contudo, essa medida ndo consegue
mitigar a ocorréncia da doenca, devido & alta eficiéncia do pulgdo na transmisséo do
virus. Além disso, a relacdo ndo-persistente desse vetor com o virus torna ineficaz o
controle quimico.

Uma vez que medidas tradicionais de controle de viroses nédo tém tido
sucesso no caso do endurecimento do fruto do maracujazeiro, a alternativa para o
controle dessa virose seria a obtencdo de plantas resistentes. Desta maneira, uma
ferramenta interessante seria a transformacao genética que possibilita a introducéo

e integracao de genes ou fragmento de genes do patdégeno no hospedeiro, induzindo



10

a resisténcia com o proprio genoma viral. 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 obtencdo de plantas resistentes (PROVVIDENTI; TRICOLI, 2002;
BUKOVINSZKI et al., 2007).

Poucos trabalhos envolvendo transformacdo genética visando resisténcia a
doencas em maracujazeiro foram relatados. Utilizando o gene attA, 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 obtencdo 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 altamente
resistente aos 3 isolados do CABMYV testados (SP, RJ e CE).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi a obtenc&o de plantas transgénicas
de Passiflora alata utilizando a construgdo génica pCABMV-dsCP, contendo
fragmentos do gene da proteina capsidial do CABMV na orientacdo senso e
antisenso, separados por um intron, uma constru¢cdo do tipo hairpin. As plantas
foram avaliadas para a confirmacdo da integracdo do transgene e identificacdo de

clones resistentes ao CABMV.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do maracujazeiro

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae, da ordem Passiflorales,
gue compreende 12 géneros e aproximadamente 580 espécies, sendo a maioria das
espécies descritas originarias da América Tropical (COSTA; MORO; OLIVEIRA,
2009). Dessas espécies, mais de 150 sdo nativas do Brasil, um dos principais
centros de diversidade genética dessa familia. Aproximadamente 70 espécies
apresentam frutos comestiveis e de importancia econédmica (CUNHA; BARBOSA,
2002).

O género Passiflora possui trés espécies importantes economicamente: P.
edulis f. flavicarpa (maracuja amarelo), Passiflora edulis (maracuja roxo) e Passiflora
alata (maracuja doce). Outras espeécies de maracuja também sdo importantes no
uso ornamental, como as espécies Passiflora caerulea e P. incarnata (PEIXOTO,
2005) e na industria farmacéutica e cosmética, com a extracdo de compostos
contendo propriedades sedativas, antiespasmoédicas e antibacterianas (COPPENS
et al., 1997).

Atualmente a producdo de maracuja vem ganhando importancia no Brasil, o
que coloca o pais numa situacdo de destaque no cenario internacional. De acordo
com ITI tropicals (2007) a producdo mundial de maracuja esta em torno de 800.000
toneladas, e o Brasil, como primeiro produtor, apresenta aproximadamente uma
producdo de 615.196 toneladas, com aproximadamente 44.363 ha de area colhida
(RUGGIERO, 2000; FNP, 2009). Segundo Lima (2001) o agronegoécio do maracuja
no Brasil gera anualmente R$ 500 milh&es, emprega 250.000 pessoas e gerade 5 a
6 empregos diretos e indiretos por hectare. O estado da Bahia é o principal produtor,
representando 33% da producdo nacional, cerca de 200 mil toneladas, seguido do
Ceara com uma producao de 101 mil toneladas (FNP, 2009; IBGE, 2007).

O maracuja amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa), nativo do Brasil, € a mais
importante espécie do género Passiflora cultivada nos paises tropicais,
correspondendo a 97% da é&rea cultivada. Da producdo total comercializada de
maracuja amarelo cerca de 60 a 70% ¢é destinada ao mercado da frutas frescas

(RUGGIERO, 2000) e o restante € utilizado para producao de suco concentrado.
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Recentemente, a espécie Passiflora alata (maracuja doce) vem ganhando
destaque no mercado de frutas frescas no Brasil e no exterior. E uma espécie
também nativa do Brasil e cultivada em todo o territério nacional (MELETTI et al.,
2003), sendo encontrada também no Peru, Paraguai e Argentina (BERNACCI;
MELETTI; SOARES-SCOTT, 2003).

As caracteristicas do maracuja doce quanto ao tamanho, a coloracdo externa,
ao aroma, a baixa acidez, e as propriedades medicinais e farmacéuticas, com a
extracdo da passiflorina um calmante natural, o torna bastante aceitavel pelos
consumidores europeus e brasileiros (MANICA, 2005). No entanto, o consumo ainda
é limitado, principalmente devido a pequena oferta do produto no mercado. Com a
aceitacdo do produto pelos consumidores e o preco elevado no mercado de frutas
frescas, o agricultor tem se sentido atraido a expandir o cultivo de maracuja doce
(MELETTI; MAIA, 1999; VASCONCELLOS; CEREDA, 1994). Segundo Lima (2001)
0 maracuja doce é uma cultura bem aceita pelos pequenos produtores rurais por ser
uma atividade que gera renda em areas relativamente pequenas em comparacao
com outras culturas, e pode oferecer um rapido retorno dos investimentos.

Em relacdo aos aspectos econdmicos do maracuja doce no Brasil, os dados
sdao muito limitados, tendo em vista sua recente e ainda pequena participagdo no
mercado de frutas frescas (SILVA; RUA, 2007). Atualmente, a maior parte da
producdo de maracuja doce encontra-se no municipio de Cajati, localizado no
Estado de S&o Paulo (Vale do Ribeira). Outros Estados como Parana, Santa
Catarina, Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia e Para, tém entrado nesse mercado,
contribuindo para expanséo da area cultivada com a cultura. De acordo com Maciel
et al. (2009) a area cultivada com maracuja doce € estimada em cerca de 1400 ha,
ou seja, aproximadamente 3% do total da area com plantios de maracuja.

Segundo Kavati e Piza Junior (2002) o volume de maracuja doce
comercializado em Sao Paulo tem aumentado significativamente desde o inicio da
década de 1980, chegando a 1,7 mil toneladas em 2002, com uma produtividade
atingindo o dobro da observada para o maracuja amarelo. No ano de 2006,
comercializaram-se no CEAGESP um total de 438.459 caixas de 3,70 kg de
maracujad doce. O maior preco do maracuja doce € conseguido com os frutos
maiores, de modo geral, em média, uma caixeta contendo 10 frutos custa cerca de
US$ 4,97 o que representa US$ 0,50/fruto, conferindo ao maracuja doce um dos

principais lugares de preco entre as frutas (SILVA; RUA, 2007).
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A inexisténcia de uma cultivar homogénea e produtiva tem sido fator limitante
para elevar a qualidade e produtividade da cultura. Do ponto de vista do mercado,
segundo Junqueira et al. (2005), a cultivar ideal deve ter frutos grandes
apresentando tamanho comercial, de 200 a 300 g, formato piriforme ou ovalado,
sem amolecimento apical, resisténcia mecanica (casca firme), elevada conservacéo
na poés-colheita, elevado rendimento de polpa (superior a 30%), elevado teor de
sélidos soluveis totais e sabor doce acidulado, além de alta produtividade,
precocidade e resisténcia a pragas e doencas.

O maracujazeiro € uma planta de fecundacdo cruzada por exceléncia, por
apresentar elevada taxa de auto-incompatibilidade, também observada em
Passiflora alata (VASCONCELLOS; BRANDAO FILHO; VIEITES, 2001). Com isso,
Oliveira et al. (1982) observaram que o polimorfismo do maracujazeiro doce resulta
em significativas variagdes no tamanho e formato dos frutos, peso, espessura da
casca, coloracdo, porcentagem de polpa e numero de sementes, resultando na
perda de identidade genética e ampliacdo da variabilidade dos pomares. Em
contrapartida, de acordo com Faleiro et al. (2005), o maracujazeiro poSsui
variabilidade genética consideravel, que deve ser estudada, preservada e utilizada
em programas de melhoramento genético.

A expansdo da é&rea cultivada, nos ultimos anos, e a auséncia de tratos
culturais adequados, propiciou 0 aumento dos problemas fitossanitarios. Dentre
esses problemas, as doencas tornaram-se fator limitante para o cultivo do
maracujazeiro, uma vez que a maioria, quando nao controlada eficientemente, causa
danos irreparaveis na cultura, acarretando prejuizos altissimos para o produtor
(DIAS CARVALHO, 2000; KITAJIMA; REZENDE, 2002). Dados mostram que devido
a ocorréncia de doencas, de 1990 a 2000, a produtividade média do maracuja
amarelo no Brasil diminuiu, passando de 12,5 t/ha para 9,9 t/ha, ou seja, uma
reducédo de 21% (BRASIL, 2002).

A cultura do maracujazeiro é afetada por uma série de doencas causadas por
fungos, bactérias e virus, que exigem medidas imediatas para reduzir perdas e evitar
sua disseminacdo (SANTOS FILHO; LARANJEIRA, 2004; LEAO et al., 2006).
Doencas como antracnose, fusariose, verrugose, bacterioses, diversos virus,
fitoplasma, além de pragas como lagartas, percevejos, moscas das frutas e

nematoides, causam prejuizos que, em determinadas condicfes, sdo limitantes a
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producdo (SOUSA; MELETTI, 1997; GOES, 1998; KITAJIMA, 1998; MALAVOLTA
JUNIOR, 1998).

As principais doencas causadas por virus que infectam a cultura do
maracujazeiro sao: o endurecimento dos frutos (Cowpea aphid-borne mosaic virus -
CABMV), 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 (NOVAES; REZENDE; KITAJIMA, 2000;
NASCIMENTO et al., 2006).

A virose do endurecimento dos frutos € uma das principais doencas do
maracujazeiro, podendo atingir rapidamente todas as plantas do pomar em curto
espaco de tempo (JUNQUEIRA et al., 2005). Até recentemente, acreditava-se que
esta virose era causada pelo Passion fruit woodiness virus (PWV), no entanto,
estudos com base na sequéncia de nucleotideos da regido codificadora da proteina
capsidial do genoma do virus indicaram claramente que a doenca é causada por
uma estirpe do Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) (NASCIMENTO et al.,
2006; BARROS et al., 2007).

A transmissao natural de Potyvirus ocorre por meio de afideos, principalmente
as espécies Myzus persicae Sulz. e Aphis gossypii Glover, sendo a relagdo virus-
vetor do tipo ndo persistente. Este virus ndo € transmitido por sementes, porém, a
transmissdo mecanica pode ser relativamente facil (NOVAES; REZENDE;
KITAJIMA, 2000). Os sintomas apresentados pelo maracujazeiro infectado pelo
CABMV de acordo com Jungueira et al. (2005) séao caracterizados pela reducdo do
tamanho e deformacdo da planta, encarquilhamento e formagcdo de mosaico nas
folhas. As plantas suscetiveis reduzem consideravelmente sua vida util e chegam a
morrer, devido principalmente ao ataque de patdgenos oportunistas.

O controle do endurecimento dos frutos do maracujazeiro tem sido muito
dificil. O plantio de novos pomares proximos de pomares abandonados ou antigos,
gue podem servir como fonte de inéculo, e a dificuldade de controle dos vetores,
podem ser considerados os fatores principais para a disseminagcdo da doenca.
Atualmente, a Unica maneira de controlar a doenca no Brasil € pela utilizacdo de
praticas culturais como o uso de mudas sadias para transplante, eliminacdo de

pomares antigos infectados antes da instalacdo dos novos, evitar cultivo intercalado
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com espécies leguminosas, as quais podem ser hospedeiras do virus, e retirada de
plantas doentes até 5 ou 6 meses apés o plantio (NOVAES; REZENDE, 2003;
ALFENAS et al., 2005; TREVISAN et al., 2006; MACIEL et al., 2009).

Neste contexto, as técnicas de melhoramento vegetal podem contribuir de
maneira decisiva para o desenvolvimento e a competitividade da cultura, com a
obtencdo de variedades que atendam grande parte dos padrfes de referéncia,
principalmente no caso de resisténcia as doencas. Além do melhoramento
convencional, a biotecnologia pode contribuir de forma muito eficiente na obtencéo

de novas variedades, complementando os programas de melhoramento genético.

2.2 Cultura de tecidos e transformacao genética em Passiflora

Muitos estudos tém sido feitos sobre varios aspectos da cultura in vitro de
maracuja. Esses estudos incluem o desenvolvimento de protocolos para
micropropagacao de plantas (KAWATA et al.,1995; ISUTSA, 2004), organogénese in
vitro (DORNELAS; VIEIRA, 1994; BIASI et al., 2000; MONTEIRO et al., 2000;
TREVISAN; MENDES, 2005) e cultura de células em suspensdo (DORNELAS et al.,
1995; OTONI et al., 1995). A disponibilidade destes protocolos permite a aplicacao
da transformacdo genética e da hibridacdo somatica no melhoramento genético da
cultura.

Os estudos sobre cultura de tecidos em Passiflora foram iniciados em meados
dos anos 1960 e 1970, com trabalhos de Nakayama e Moran Robles. Nakayama
(1966) trabalhou com o cultivo in vitro de tecidos de Passiflora caerulea,
demostrando que um maior teor de citocinina no meio de cultura seria favoravel a
proliferacdo de gemas adventicias, enquanto que o0 teor de auxina induziria a
formacdo de raizes. Moran Robles (1978) realizou a propagacdo vegetativa de
gemas axilares de Passiflora edulis var. flavicarpa e P. mollissima. No ano seguinte,
publicou um estudo demonstrando ser possivel a organogénese in vitro em
segmentos internodais de Passiflora edulis em meio de cultura suplementado com
2 mg/L de cinetina (MORAN ROBLES,1979).

Desde entdo, um numero crescente de trabalhos com Passiflora tém sido
descritos na literatura, com destaque para os trabalhos de Kantharajah e Dodd
(1990) e Drew (1991). Kantharajah e Dodd (1990) descreveram a técnica de

micropropagacao a partir de explantes nodais de P. edulis, mantidos em meio MS
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(MURASHIGE; SKOOG, 1962) contendo 1, 2 ou 3 mg/L de benzilaminopurina
(BAP). Drew (1991) realizou o cultivo in vitro de segmentos nodais e gemas apicais
de tecido jovem e adulto. Neste trabalho, explantes de tecido adulto foram utilizados
para regeneracdo in vitro de P. edulis e P. edulis f. flavicarpa, e explantes
provenientes de tecido jovem foram testados para diversas espécies de Passiflora,
como: P. edulis f. flavicarpa, P. alata, P. caerulea, P. mollissima, P. coccinea, P.
herbertiana e P. suberosa.

Varios autores relatam o cultivo in vitro de espécies de maracuja, utilizando
diferentes tipos de explantes. Os explantes podem ser classificados como
meristematicos e nao-meristematicos; como exemplos de explantes meristematicos
utilizados nos trabalhos tém-se os segmentos nodais (KANTHARAJAH; DODD,
1990; DREW, 1991; D'UTRA VAZ et al., 1993); as gemas apicais (SCORZA,;
JANICK, 1980; DREW, 1991; FARIA; SEGURA, 1997a; JUNGHANS et al., 2002) e
os primérdios de brotos (KAWATA et al.,, 1995). Em trabalhos mais recentes é
possivel observar a utilizacdo de explantes ndo-meristematicos, como discos foliares
(MONTEIRO-HARA, 2000; BECERRA; FORERO; GONGORA, 2004; TREVISAN;
MENDES, 2005), segmentos de hipocétilo (FARIA; SEGURA, 1997b; PINTO, et al.,
2009) e segmentos internodais (MORAN ROBLES, 1979; BIASI, et al.,, 2000;
ISUTSA, 2004).

Os primeiros trabalhos envolvendo espécies de Passiflora utilizaram os
explantes meristematicos, pela maior facilidade na regeneracéo de brotos e pouco
conhecimento relacionado com a organogénese in vitro com outros tipos de
explantes. Como ja descrito, os trabalhos iniciais de Kantharajah e Dodd (1990) e
Drew (1991) foram fundamentais para o entendimento do processo de regeneracao
in vitro em maracuja e a influéncia de diferentes tipos de reguladores vegetais no
meio de cultura como benzilaminopurina (KANTHARAJAH; DODD, 1990),
isopenteniladenina (2iP) e &cido indol-acético (IAA) (DREW, 1991).

De maneira geral, os trabalhos realizados com explantes meristematicos
utilizaram como meio de cultura para regeneracdo de brotos o meio MS ou MS
modificado com teores alterados da concentracdo de NO3 : NH,", descrito em Faria
e Segura (1997a). Trabalhos mais recentes utilizaram principalmente o BAP como
regulador vegetal para formacéo de brotos, esse regulador em alguns trabalhos foi
associado com o acido indol-butirico (IBA) ou acido indol-acético (KAWATA et al.,

1995; FARIA; SEGURA, 1997a) para estimular a regeneracéo in vitro. Dornelas e
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Vieira (1994) obtiveram sucesso no estabelecimento in vitro de plantas de cinco
espécies de Passiflora (P. amethystina, P. edulis var. flavicarpa, P. giberti, P.
maliformis e P. molissima), por meio de apices meristematicos de caule. Os
explantes foram cultivados em meio de cultura MS sem adicdo de hormdnios ou
agua de coco.

Com relacdo ao processo de enraizamento das plantas regeneradas a partir
dos meristemas, varios metodos foram testados, com a utilizacdo do meio de cultura
MS com ou sem a presenca de reguladores. Kantharajah e Dodd (1990) obtiveram o
enraizamento das plantas com a suplementacdo do meio de cultura MS com acido
naftalenoacético (ANA) e IBA, enquanto Drew (1991) adicionou ao meio de cultura
de enraizamento o IAA. Também foi possivel obter a formacéo de raizes no meio de
cultura sem reguladores de crescimento, com sucesso ha aclimatizacéo das plantas
de cerca de 90%, como descrito por Faria e Segura (1997a).

Apés alguns trabalhos desenvolvidos, os pesquisadores iniciaram os estudos
de cultura de tecidos utilizando novos tipos de explantes, que ndo apresentassem
regido meristematica pré-formada. Varios tipos de explantes nao-meristematicos
foram utilizados, Dornelas e Vieira (1994) utilizaram explantes cotiledonares,
hipocotiledonares e discos de folhas para regeneragéo de plantas, enquanto Biasi et
al. (2000) utilizaram segmentos internodais para organogénese in vitro de maracuja
amarelo.

Considerando a particularidade de cada trabalho realizado com Passiflora,
constatou-se a utilizacdo do BAP na maioria dos trabalhos com organogénese in
vitro para inducdo de gemas adventicias. Pode-se observar a utilizacdo do meio de
cultura MS suplementado somente com BAP (BIASI et al., 2000) ou com BAP em
associacdo com outros reguladores ou substancias como: ANA, thidiazuron (TDZ),
cinetina, AQNO3 ou agua de coco (DORNELAS; VIEIRA, 1994; TREVISAN; MENDES,
2005; BECERRA; FORERO; GONGORA, 2004; HALL et al., 2000).

Para estimular o enraizamento nas plantas obtidas a partir dos explantes nao-
meristematicos foram utilizados os meios de cultura MS ou ¥2 MS (com a metade da
concentracdo de sais) sem reguladores vegetais ou o meio de cultura MSM
desenvolvido por Monteiro et al. (2000b), com acido giberélico (GAs3) ou agua de
cocCo.

A organogénese in vitro em Passiflora pode ocorrer indiretamente a partir de
calos (MOURAD-AGHA; DEXHEIMER, 1979; SCORZA; JANICK, 1980;
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KANTHARAJAH; DODD, 1990; MONTEIRO et al., 2000a) ou diretamente do
explante (KAWATA et al., 1995; FARIA; SEGURA, 1997a; CANCINO et al., 1998;
OTAHOLA, 2000). Dornelas e Vieira (1994) demonstraram a ocorréncia de
organogénese direta em tecidos cotiledonares, hipocotiledonares e tecidos foliares
na presenca de citocinina. Da mesma maneira, Biasi et al. (2000) constatou em P.
edulis f. flavicarpa que o desenvolvimento de gemas adventicias nos segmentos
internodais ocorreu de maneira simultdnea e continua, com observacdo de gemas
em diversos estadios de desenvolvimento em um mesmo explante, com maior
eficiéncia nos meios de cultura contendo 1,0 mg/L de BAP.

E possivel constatar uma variedade de trabalhos com organogénese in vitro
de Passiflora, a partir de explantes foliares, segmentos internodais e
hipocotiledonares, onde foi testada a adicdo de diferentes citocininas no meio de
cultura MS, principalmente BAP, cinetina e/ou TDZ (AMUGUNE; GOPALAN;
BYTEBIER, 1993; MONTEIRO; RODRIGUEZ; MENDES, 1996; FARIA; SEGURA,
1997b; PASSOS, 1999; BIASI et al., 2000; MONTEIRO et al., 2000b; BECERRA,;
FORERO; GONGORA, 2004; TREVISAN; MENDES, 2005; PINTO et al., 2010).

Um dos procedimentos-consenso € que, para maioria das espécies estudadas
ndo importando o explante, a citocinina foi o indutor de gemas adventicias por
exceléncia na faixa de 0,5 a 2,0 mg/L, conforme demostrado para P. edulis
(DORNELAS; VIEIRA, 1994; PASSOS, et al., 2002, TREVISAN; MENDES, 2005), P.
amethystina, P. giberti, P. maliformis e P. molissima (DORNELAS; VIEIRA, 1994), P.
nitida (PASSOS, 1999; PASSOS et al., 2002), P. cincinnata, P. setacea e P.alata
(PASSOS, et al., 2002; LOMBARDI, 2003; LOMBARDI et al., 2007; PINTO et al.,
2010).

De acordo com Isutsa (2004) para proliferagcao de brotos nos explantes de P.
edulis var. flavicarpa a concentracdo adequada foi de 0,5 mg/L de BAP, enquanto
para P. edulis var. edulis 0 meio de cultura contendo uma combinacéo de BAP com
GA3; apresentou melhor resposta para iniciacdo e desenvolvimento das gemas
adventicias. A adicdo de BAP e 10% de agua de coco no meio de cultura MS para
inducéo de gemas adventicias foi reportado por Dornelas e Vieira (1994) e Hall et al.
(2000), que obtiveram resultados positivos na organogénese in vitro, com um
elevado nimero de explantes com gemas adventicias. Os autores concordaram que
a utilizacdo de agua de coco no meio de cultura acarretou em gemas adventicias

maiores e com melhor aparéncia. Monteiro et al. (2000b) obtiveram a regeneracao
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de plantas de P. suberosa, quando cultivados em meio de cultura contendo 0,5 ou
1,0 mg/L de BAP. Em contrapartida, Trevisan e Mendes (2005) demonstraram um
namero maior de explantes com gemas adventicias no meio de cultura
suplementado com TDZ e nitrato de prata (AgNO3).

A descricdo do meio de cultura de alongamento das gemas adventicias
obtidas nos trabalhos com Passiflora € bem variavel, com trabalhos utilizando o meio
de cultura MS e ¥2 MS (MS modificado com metade da concentracdo de sais) na
auséncia ou presenca de reguladores como BAP ou ANA (DORNELAS; VIEIRA,
1994; HALL et al., 2000). E outros trabalhos descrevem a utilizagcdo do meio de
cultura MSM, desenvolvido por Monteiro et al. (2000b), com a adicdo de GAz ou
agua de coco para o alongamento das plantas (MONTEIRO, 2000a; TREVISAN;
MENDES, 2005; PINTO et al.,, 2010). Trevisan e Mendes (2005) relataram que a
suplementacdo do meio de cultura MSM com 10% de agua de coco proporcionou
um aumento do namero de brotos alongados de Passiflora edulis f. flavicarpa.

Trabalhos relatam que os meios de cultura suplementados com inibidores
para bloquear a producdo de etileno ou acdo do hormodnio, interferiram no
desenvolvimento de gemas adventicias e plantulas em diversas espécies (PUA; CHI,
1993; PESTANA et al., 1999; MOHIUDDIN et al., 1997). Ludford (1995) demonstrou
gue o maracuja produzia altos niveis de etileno, que se acumulavam nos frascos de
cultura in vitro prejudicando o desenvolvimento das plantas. Considerando esses
resultados, trabalhos seguintes com Passiflora demonstram a importancia do uso de
inibidores de etileno na cultura de tecidos com essa espécie (FARIA; SEGURA,
1997b; BARBOSA, 1999).

De acordo Trevisan e Mendes (2005) a indugdo de gemas adventicias em P.
edulis f. flavicarpa foi superior nos tratamentos contendo TDZ com adi¢cdo de AgNOs,
um inibidor da sintese de etileno, promovendo um maior nimero de explantes, com
gemas adventicias mais vigorosas. Faria e Segura (1997b) e Marota et al. (2001)
demonstraram que a adicdo de tiossulfato de prata (STS) ao meio de cultura
aumentou significativamente a diferenciacdo e desenvolvimento de gemas
adventicias em Passiflora. De maneira semelhante, Reis et al. (2003) mostraram que
o acréscimo de um precursor de etileno teve efeito marcante sobre as gemas,
inibindo o comprimento e expansédo foliar, e em contrapartida, a adicdo dos

inibidores de etileno, o acido aminoetoxivinilglicina (AVG) e tiossulfato de prata
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(STS) estimularam o desenvolvimento e o aumento do numero de gemas
adventicias por explante.

Outros explantes como cotilédones, embrides zigoticos e endosperma
também vem sendo estudados para obtencdo da embriogénese somatica
(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 zigoticos. As combinacdes de BAP e 2,4-D foram eficientes para induzir a
formacdo dos embribes, sendo observada com maior intensidade na regiao
cotiledonar do embrido zigético (SILVA et al., 2009).

Nos trabalhos de isolamento e cultivo de protoplastos os explantes mais
utilizados para o isolamento de protoplastos de espécie de Passiflora tém sido
cotiliédones (DORNELAS; VIEIRA, 1993; PASSOS et al.,, 2004) e folhas recém-
expandidas (A’'UTRA VAZ et al., 1993; DORNELAS et al., 1995; OTONI, 1995). Nos
trabalhos de d’Utra Vaz et al. (1993) e Otoni (1995) foi relatado que os protoplastos
isolados do mesofilo possuiam seu rendimento e sua viabilidade reduzidos de
acordo com a idade da planta e apos a emisséo das gavinhas.

Em relacdo aos estudos morfolégicos realizados em Passiflora, Appezzato-
da-Gloria et al. (1999) realizaram cortes histoldgicos de discos foliares de P. edulis f.
flavicarpa o0s quais apresentaram respostas morfogénicas distintas quando
cultivados em meio MS contendo 1,0 mg/L BAP ou ANA. Lombardi et al. (2003),
analisaram a origem indireta das gemas em discos foliares de P. cincinnata Mast. e
a origem direta ou indireta a partir de segmentos de raizes.

Fernando et al. (2007) realizaram a inducdo de gemas adventicias em
explantes hipocotiledonares e discos de folha de P. edulis f. flavicarpa, utilizando 1,0
mg/L de BAP, e analisaram todo o processo de organogénese in vitro. Os autores
observaram a regeneracdo direta e indireta de gemas a partir de meristemadides e
protuberancias formadas nas camadas superficiais do explante e recomendam a
utiizacdo do hipocotilo como explante para transformacdo genética via
Agrobacterium, devido a estabilidade genética na regeneracéo desse tipo de tecido.

No caso especifico de maracuja doce, o primeiro estudo do cultivo in vitro foi
realizado por Desai e Mehta (1985) com o cultivo de discos foliares de Passiflora
alata, estudando o efeito da alteragcdo dos niveis de poliaminas durante a

morfogénese in vitro, com a formacdo de brotos, raizes e inducdo de calos.
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Trabalhos seguintes com a regeneracdo in vitro de P. alata foram realizados por
Rodriguez et al. (2007) e Pinto et al. (2010).

Rodriguez et al. (2007) utilizaram como explantes 0os segmentos nodais e
segmentos de folha, nesse trabalho ocorreu a regeneracédo de plantas somente a
partir dos segmentos nodais, enquanto que o material foliar apresentou somente a
formacao de calos, com auséncia de regeneracédo de plantas.

Em contrapartida, Pinto et al. (2010) obtiveram sucesso na organogénese in
vitro de maracuja doce com a formacdo de gemas adventicias em discos foliares e
segmentos de hipocétilo, sendo obtidos os melhores resultados na inducdo de
gemas com o0s segmentos de hipocdétilo cultivados em meio de cultura MS
suplementado com BAP e TDZ, sob fotoperiodo de 16 h. Nesse trabalho também
constatou-se que a adicdo de AgNO3z no meio de cultura foi um fator decisivo para
promover a organogénese in vitro de P. alata. Com relacdo a regeneracdo de
plantas, Pinto et al. (2010) observaram o desenvolvimento e alongamento de plantas
provenientes apenas dos segmentos de hipocoétilo. O estudo histolégico do processo
de organogénese in vitro em P. alata demonstrou a formacdo de protuberancias nos
explantes de discos de folha, enquanto que nos segmentos de hipocétilo houve a
formacdo de gemas adventicias com o desenvolvimento de um meristema apical e
primérdios foliares. Diferentemente do observado em trabalhos com outras espécies
de Passiflora, em P. alata a adicdo de GA3; no meio de cultura de alongamento
acarretou em melhores resultados no desenvolvimento das plantas do que com a
adicdo de agua de coco.

Todas as técnicas descritas na cultura de tecidos vegetais tém sido utilizadas
como ferramentas auxiliares do melhoramento, como a hibridacdo somatica e
transformacdo genética de maracujazeiro. Diversos trabalhos envolvendo técnicas
de transformacdo genética em Passiflora vém sendo relatados, os quais avaliaram o
efeito de antibidticos na regeneracdo dos explantes, a expressdo de genes
marcadores e a expressao de genes para resisténcia a antibiéticos (MANDERS et
al., 1994; OTONI, 1995b; SILVA, 1998; BRAZ, 1999). Plantas transformadas com a
construcdo antisenso do gene CMe-Acol, inibidor da sintese de etileno, que foram
obtidas por Quoirin, Winkler e Ayub (2004).

Véarios fatores, incluindo o gendtipo da planta, o tipo do explante, a
concentracdo da suspensao bacteriana e o tempo de co-cultivo estédo relacionados

com o sucesso dos trabalhos de transformacéo genética. O efeito da sonicacdo em
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conjunto com transformacdo mediada por Agrobacterium teve um resultado positivo
na expressao transiente do gene com P. edulis e P. mollissima (CANCINO et al.,
1998).

A estabilidade da transformagé&o em Passiflora com os genes nptll e uidA foi
descrita por Silva (1998), que utilizou a A. rhizogenes. Reis et al. (2007) utilizaram
explantes radiculares provenientes de hipocétilo para a obtencdo de plantas
transformadas de P. cincinnata e P. edulis f. flavicarpa. Os explantes de hipocétilo
foram cultivados com A. rhizogenes e a regeneracdo das plantas ocorreu via
embriogénese somatica a partir das raizes formadas.

Mais recentemente, foram obtidas plantas transgénicas contendo genes de
resisténcia a doencas. Com P. edulis f. flavicarpa, a técnica de biobalistica foi
testada com o objetivo de transferir o gene bactericida attacinA (attA) dirigido pelo
promotor 35S com o0 objetivo de obter plantas transgénicas resistentes ao
Xanthomonas campestris pv.passiflorae (TAKAHASHI, 2002; VIEIRA et al., 2002).

No trabalho realizado por Alfenas et al. (2005) a fim de obter plantas
transgénicas de P. edulis f. flavicarpa resistentes ao endurecimento dos frutos,
plantas foram transformadas, via A. tumefaciens, com uma construcdo génica
contendo um fragmento ndo-traduzivel do genoma viral do isolado do virus CABMV-
MG1, contendo dois tercos da regido codificadora da polimerase viral (NIb) e um
terco da regido codificadora da proteina capsidial (CP).

Trabalhando com as variedades IAC-275 e IAC-277, Trevisan et al. (2006)
confirmaram a integracdo do gene da proteina capsidial do CABMV, por Southern
blot, em 7 linhagens regeneradas de experimentos de transformacdo genética via
Agrobacterium. Monteiro-Hara (2010) obteve plantas transgénicas de maracuja
amarelo, da variedade FB-100, utilizando duas constru¢cées génicas, uma contendo
um fragmento do gene da proteina capsidial na orientagdo antisenso e a outra

construcdo contendo fragmentos senso e antisenso do gene da proteina capsidial.

2.3 Transformacéo genética para resisténcia a doen¢  as causadas por virus

A estrutura gendmica de plantas pode ser alterada por transformacgao
genética pelo processo de transferéncia de genes utilizando-se Agrobacterium
tumefaciens, biobalistica e outras técnicas que permitem a integracado de parte de

um genoma (gene exdgeno) em outro genoma. A hipétese de que a resisténcia a
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certo patdgeno poderia ser obtida de seu préprio material genético foi denominada
resisténcia derivada do patégeno (PDR), sendo proposta inicialmente por Sanford e
Johnston (1985).

A PDR tem sido utilizada principalmente para a obtencdo de plantas
resistentes a virus, com a producdo de plantas transgénicas contendo genes ou
parte do genoma viral. O primeiro relato de plantas transgénicas com resisténcia
derivada do patégeno foi feito com plantas de fumo expressando a proteina capsidial
do Tobacco mosaic virus (TMV) (POWELL-ABEL et al., 1986). 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.

Segundo Santana (2001) e Aragdo e Faria (2007) o gene que codifica a
proteina capsidial tem sido o mais utilizado, em parte por ser a primeira estratégia
descrita e também por fornecer amplo espectro de resisténcia, quando comparado a
outros genes virais. A resisténcia mediada pelo gene da proteina capsidial consiste
na introducdo na planta desse gene, do virus que se pretende inibir. Na planta, a
expressdo dessa proteina interfere no ciclo replicativo do virus homologo
(BAULCOMBE, 1996; GOLDBACH; BUCHER; PRINS, 2003).

Entretanto, pesquisas demonstram que nem sempre existe uma correlagao
entre 0 nivel de expressdo da proteina transgénica e o nivel de resisténcia ao
patogeno (SANJAYA et al., 2005). Em plantas transformadas com parte do genoma
viral, a resisténcia a doencas é obtida pela expressédo da proteina e a interferéncia
desta em alguma etapa da infeccdo viral, ou pela ativagdo do mecanismo de
silenciamento génico pos-transcricional (Pos-transcriptional gene silencing - PTGS),
responsavel pela degradacdo do RNA viral.

Plantas transformadas com o gene da proteina capsidial 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), 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),
abobrinha-de-moita (Curcubita pepo) e melancia (Citrullus lanatus) para resisténcia
ao Papaya ringspot virus e ao Zucchini yellow mosaic virus (STIPP, 2009), tomate

(Solanum lycopersicum cv. Moneymaker) para resisténcia ao Potato spindle tuber



24

viroid (PSTVd) (SCHWIND et al.,, 2009) e trevo branco (Trifolium repens) para
resisténcia ao White clover mosaic virus (WCMV) (LUDLOW; MOURADOV,
SPANGENBERG, 2009).

Uma descoberta interessante na histéria do silenciamento foi a da resposta de
silenciamento génico no nematoide Caenorhabditis elegans (FIRE et al., 1998). Esse
fendmeno, que se inicia com a introdu¢cdo de uma fita dupla de RNA (dsRNA)
levando a perda da expressdo do gene correspondente pela degradacdo da
sequéncia especifica do RNA, foi chamado interferéncia de RNA (RNAI).

De acordo com Vendruscolo (2003) o silenciamento génico, como processo,
corresponde a uma interacdo entre sequéncias homoélogas de DNA ou RNA. Sabe-
se que o0 RNA esta envolvido em dois tipos de silenciamento génico dependente de
homologia (SGDH): PTGS (silenciamento génico pos-transcricional), onde a
degradacdo de RNAs homologos no citoplasma levaria a ndo traducdo, e o TGS
(silenciamento génico transcricional) que estd relacionado ao blogueio na
transcricao.

O PTGS é considerado um componente do sistema de defesa das plantas
contra virus (BAULCOMBE, 2004; CHELLAPPAN et al.,, 2004) que pode ser
acionado em plantas transgénicas, com constru¢cbes senso ou antisenso do
transgene (CUOZZO et al., 1988; FANG; GRUMET, 1993). O processo de PTGS é
iniciado pela presenca de RNA de fita dupla (dsRNA), o qual é processado por uma
enzima da familia das RNAse Il (DICER) em pequenos fragmentos de 21-26
nucleotideos de comprimento (SiRNAs). Essa enzima é homologa a RNAse Il de E.
coli e apresenta um dominio de ligacdo a dsRNAs e dominios helicase (BERNSTEIN
et al., 2001). Segundo Barbosa e Lin (2004) os pequenos fragmentos de dsRNA,
conhecidos como small interfering RNAs (siRNAs), correspondem as fitas senso e
antisenso do RNA alvo e se associam a proteinas celulares formando um complexo
multimérico chamado RISC (RNA Interference Specificity Complex), o qual
transforma o RNA fita simples e degrada o mRNA homologo (LEE; ROTH, 2003; YU;
KUMAR, 2003; LIN et al., 2007).

Uma estratégia para aumentar a eficiéncia do PTGS e a obtencdo de um
maior numero de plantas transgénicas resistentes, € o uso de constru¢gdes génicas
gue possuem copias invertidas do transgene, na orientacdo senso e antisenso,
separadas por uma sequéncia intron (CHEN et al., 2004; SUSI et al., 2004). Este
tipo de construcéo génica facilita a producdo de RNA de fita dupla (dsRNA) ou RNA
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hairpin (hpRNA), em etapas intermediarias do processo de replicacdo do virus,
acionando PTGS (WESLEY et al.,, 2001; WATERHOUSE; HELLIWELL, 2003). A
estrutura hairpin pode induzir o PTGS com aproximadamente 100% de eficiéncia
quando direcionado com viroses ou genes endoégenos (SMITH et al., 2000).

Utilizando a construcdo 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 infeccéo viral, sendo
observada uma correlacdo entre resisténcia e acumulo de siRNAs, comprovando o
PTGS. Plantas de cevada transformadas com uma constru¢ao hairpin mostraram-se
extremamente resistentes ao Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV). As plantas
foram consideradas resistentes, ja que o virus ndo foi detectado pelo teste ELISA
(WANG; ABBOTT; WATERHOUSE, 2000).

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

Segundo Zerbini et al. (2005) como as medidas tradicionais de controle de
viroses nao tém tido sucesso no caso do endurecimento dos frutos do
maracujazeiro, a alternativa para o controle dessa virose € a obtencéo de plantas de
maracujazeiro transgénicas expressando por¢des do genoma viral, a fim de obter
resisténcia pelo mecanismo de silenciamento génico pds-transcricional.

No caso especifico de maracujazeiro alguns trabalhos possuem destaque
pelos resultados inovadores e promissores. Como o trabalho de Alfenas et al. (2005)
gue obtiveram plantas transgénicas de maracujazeiro amarelo expressando um
RNAmM correspondente a parte dos genes NIb e cp de um isolado do virus do
endurecimento dos frutos de maracujazeiro (CABMV). A presenca do transgene foi
confirmada via PCR em 15 das 16 plantas regeneradas, mas apenas uma linhagem
apresentou certo grau de resisténcia ao CABMV, especifico para o isolado utilizado
(CABMV-MG1), porém, foi suscetivel a infecgdo por outro isolado do virus. Esse
resultado indicou que o espectro da resisténcia estava relacionado ao numero de

coOpias do transgene e a analise molecular demonstrou que o0 mecanismo de
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resisténcia foi o silenciamento génico poés-transcricional que ja se encontrava ativo
na planta antes da infecgao viral.

Outro trabalho importante foi realizado por Trevisan et al. (2006) que
utilizaram as variedades IAC-275 e IAC-277, confirmando a integracédo do gene CP
por Southern blot em 7 linhagens regeneradas de experimento de transformacao
genética via Agrobacterium. A analise de transcricdo e traducdo do gene foi
realizada por Northern e Western blot, respectivamente. As linhagens transgénicas
foram inoculadas com 3 isolados do CABMV e foi possivel identificar 1 linhagem
resistente aos 3 isolados testados. Nas analises de Northern e Western blot desta
linhagem néo foi possivel detectar a presenca de RNA e da proteina capsidial,
indicando a ocorréncia de silenciamento génico.

Plantas transgénicas de maracuja amarelo foram obtidas por Monteiro-Hara
(2010) utilizando a variedade FB-100. As transformacdes genéticas foram realizadas
via A. tumefaciens contendo as construcdes génicas pCABMV-asCP ou pCABMV-
dsCP. A construcdo pCABMV-asCP, com um fragmento na orientacao antisenso e a
construcdo pCABMV-dsCP, com fragmentos senso e antisenso do gene da proteina
capsidial, separados por um intron, numa construcdo hairpin. Foram obtidas
11 plantas positivas para o fragmento antisenso da proteina capsidial do CABMV e
2 positivas para o fragmento da constru¢cdo génica hairpin, a integracdo dos
transgenes foi confirmada por Southern blot em 4 plantas.

Souza, Mendes e Mourdo Filho (2007) descreveram que a utlizacdo de
técnicas para a inducdo de silenciamento génico pdés-transcricional, visando a
obtencdo de plantas transgénicas capazes de suprimir a expressao de genes
exdgenos, constitui uma importante ferramenta biotecnolOogica para programas de
melhoramento de plantas. Os trabalhos apresentados com Passiflora indicam que o
uso da PDR é viavel para obtencdo de variedades de maracujazeiro resistentes ao
CABMV.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material Vegetal

Sementes de maracuja doce foram retiradas de frutos maduros, adquiridos no
mercado local (Distribuidora Belle Sampa), e imediatamente preparadas para
semeadura, devido ao curto periodo de viabilidade das sementes. As sementes
foram retiradas dos frutos e escarificadas com areia fina esterilizada. A assepsia das
sementes foi realizada em soluc¢do de hipoclorito de sédio (2,5%) em agua destilada
(1:2), por 20 min. Apés a assepsia, as sementes foram lavadas (3x), com agua
destilada estéril em condi¢cbes assépticas. Para propiciar a abertura do tegumento e
facilitar a germinacao, as sementes sofreram um corte lateral e foram transferidas
para tubos de ensaio contendo meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), e
incubadas a 27 °C, no escuro, durante 30 dias. Apos este periodo, os tubos foram
transferidos para condicdes de fotoperiodo de 16 h de luz, a 27 °C, para o
esverdeamento e engrossamento do hipocétilo. Os explantes constituiram-se de

segmentos de hipocdtilo, de aproximadamente 1 cm.

Plantas mantidas em casa de vegetacéo, obtidas a partir da germinacdo das
sementes coletadas dos frutos adquiridos no mercado, foram utilizadas como fonte
de segmentos internodais. Os segmentos internodais foram retirados da parte
superior da planta, de tecidos tenros e verdes, e a assepsia foi realizada em solucéo
de hipoclorito de sédio (2,5%) em agua destilada (1:2), por 20 minutos. Durante a
assepsia, os explantes foram mantidos em sonicador (Bransonic 220, 50/60 Hz) para
auxiliar no processo de assepsia. ApOs a assepsia, 0s segmentos foram lavados
(3x), com agua destilada estéril, em condi¢cdes assépticas e foram cortados com o

auxilio de um bisturi, em segmentos internodais de aproximadamente 1 cm.

3.2 Construcao génica pPCABMV-dsCP

Os experimentos de transformacdo genética foram realizadas com A.
tumefaciens EHA105, com o plasmideo pCambia 2201-CABMV (Cambia GPO Box
3200, Camberra ACT 2601, Australia) contendo um fragmento do gene da proteina
capsidial do CABMV (208 pb) numa construcao génica do tipo hairpin (Figura 1).

Nesse vetor, o gene é dirigido pelo promotor 35S e pelo terminador NOS. O gene de
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selecédo é o nptll que codifica a proteina neomicina fosfotransferase I, que confere
resisténcia ao antibiético canamicina. A construgdo génica pCABMV-dsCP foi
elaborada por Alessandra Cristina Boffino de A. Monteiro-Hara, com a supervisao do

Dr. Ricardo Harakava, do Instituto Biologico de Séao Paulo.
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Figura 1 - Esquema do cassete de expressao hairpin, contendo o promotor (35S-P), 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)

3.3 Transformagéo genética via Agrobacterium tumefaciens
3.3.1 Sensibilidade dos segmentos de hipocétilo ao antibiotico canamicina

Para iniciar os experimentos de transformacédo genética com segmentos de
hipocotilo, 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) + thidiazuron (TDZ - 0,5 mg/L) + AgNO3
(4,0 mg/L) + canamicina (0, 50, 100, 150 mg/L). Foram realizadas 4 repeti¢cdes para
cada concentracdo do antibidtico, sendo cada repeticdo constituida por uma placa
de Petri, contendo 10 explantes. A avaliacdo foi realizada apdés 4 semanas de
incubacgéo (27 £ 1 °C, sob fotoperiodo de 16 h de luz), determinando-se o numero de

explantes com desenvolvimento de gemas adventicias.
3.3.2 Manutengao e cultivo da A. tumefaciens

Os isolados de Agrobacterium contendo o vetor de expressdo sao mantidos, a
temperatura -80 °C, em solugdo estoque de glicerol (50%), para conservagao a
longo prazo. Para uso nos experimentos de transformacéo genética, a bactéria foi

plagueada em meio de cultura YEP solido (peptona 10 g/L, extrato de levedura



29

10 g/L, cloreto de s6dio 5 g/L e agar 10 g/L), suplementado com os antibiéticos
canamicina (100 mg/L) e rifampicina (50 mg/L), e incubada a 27°C, por um periodo
de 3 dias. Apds o crescimento das colénias, uma colénia isolada foi transferida para
meio de cultura YEP liquido, suplementado com canamicina (100 mg/L) e rifampicina
(50 mg/L), e cultivada por 16 h, em agitador orbital (28 °C/180 rpm). O crescimento
da colénia bacteriana foi avaliado em espectrofotbmetro (OD 600 nm),
considerando-se a cultura adequada para a utilizacdo quando a densidade Optica
estivesse entre 0,5 - 1,0 nm. A suspenséo bacteriana foi centrifugada a 5000 rpm,
15 °C, por um periodo de 15 minutos. O precipitado foi ressuspendido em meio de
cultura MS, em um volume adequado para obter uma suspensao de concentracéo
5 x 10° UFC/mL.

3.3.3 Inoculacao e co-cultivo dos explantes com Agrobacterium

Segmentos de hipocétilo ou segmentos internodais (1 cm) foram inoculados
com a suspensédo bacteriana na concentragéo de 5 x 108 UFC/mL, por um periodo
de 20 minutos. Apds a inoculacdo, os segmentos de hipocaétilo foram secos em
papel de filtro estéril, e transferidos para placa de Petri (100 x 15 mm) contendo
meio de cultura MS suplementado com benzilaminopurina (BAP - 1 mg/L) +
thidiazuron (TDZ - 0,5 mg/L) + nitrato de prata (AgNO3 - 4,0 mg/L) + acetoseringona
(100 pM/L). A incubacéo foi realizada em auséncia de luz, a temperatura de 24 °C,

por um periodo de 3 dias.

3.3.4 Selecdo, regeneracao e alongamento das gemas  adventicias

ApoOs o periodo de co-cultivo, os explantes foram transferidos para meio de
cultura de selecéo, constituido do meio de cultura MS suplementado com BAP
(3 mg/L) + TDZ (0,5 mg/L) + canamicina (100 mg/L) + cefotaxime (500 mg/L) +
AgNOs3 (4,0 mg/L). A incubacéo foi realizada a 27 £ 1 °C, sob fotoperiodo de 16 h de
luz.

A avaliacdo foi realizada apés 4 semanas de incubacéo, determinando-se o
namero de explantes responsivos, com auxilio do microscépio estereoscépico. As

gemas adventicias desenvolvidas, com folhas de 1 cm, foram transferidas para meio
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de cultura de alongamento, constituido de sais minerais de MSM (MONTEIRO et al.,
2000b), suplementado com &acido giberélico (GAs; - 1,0 mg/L) + canamicina (100
mg/L) + cefotaxime (500 mg/L), mantidas sob fotoperiodo de 16 h e temperatura de
27 £1 °C, sendo subcultivadas a cada 2 semanas.

Apos 8 a 10 semanas, as plantas alongadas foram analisadas por PCR,
conforme descrito no item 3.4, e transferidas para meio de enraizamento constituido
da metade da concentracdo dos sais minerais de MSM (MONTEIRO et al., 2000b),
suplementado com &cido indolbutirico (IBA - 1mg/L).

3.3.5 Aclimatizac&o 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 aclimatizacdo das plantas. As plantas foram
inicialmente mantidas sob fotoperiodo de 16 h e temperatura de 27 £ 1 °C, sendo

posteriormente transferidas para casa de vegetacao.

3.4 lIdentificacdo 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 a construcao
pCABMV-dsCP ou positivas para o gene de selecédo nptll, foram aclimatizadas em
casa de vegetacao. A extracdo de DNA foi realizada a partir 0,2 g de tecido foliar,
utilizando-se o produto comercial DNAzol® (Invitrogen).

Para a amplificacdo do fragmento de aproximadamente 208 pb da construcéo
pCABMV-dsCP, foram utilizados os primers 5 - GCTCAGCAAATGGTTTGAAG - 3' e
5 - GTTTTCCACGATGGGCTTG - 3, utilizando-se o programa de 1 ciclo de 2 min a
94 T, seguido de 40 ciclos de 30sa 94 °C,30sa58 °C,30s a 72 °C, mais 1 ciclo
de 4 mina 72 °C.
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A amplificacdo do fragmento do gene de selecdo nptll (650 pb), foi realizada
com 0s primers 5 - ATTCGCCGCCAAGCTCTT - 3 e
5 - GAGGCTATTCGGCTATGACTGG - 3, seguindo o programa de 1 ciclo de 2 min
a 94 °C, seguido de 40 ciclosde 30sa 94 °C,30sa 62 °C,40sa 72 °C e 1ciclo de
4 mina72 °C.

Para o controle positivo das reacdes foram utilizados plasmideo purificado
contendo a construcdo pCABMV-dsCP. Como controle negativo, foi utilizado o DNA
de plantas ndo transformadas e dgua (branco).

A eficiéncia de transformacdo (%) foi calculada considerando-se o0 numero
total de explantes introduzidos e o numero de plantas PCR positivas obtidas em

cada experimento.

3.5 Anélise de Southern blot

O DNA total foi extraido pelo ‘illustra™ DNA Extraction Kit PHYTOPURE™’
(GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK), a partir de folhas jovens
(1,0 g) de plantas aclimatizadas, identificadas como transgénicas por PCR e de
plantas ndo transgénicas, para controle negativo (testemunha). Apés a extracao, a
qualidade do DNA foi avaliada em gel de agarose (0,8%), e a quantificacdo foi
realizada por fluorometria (‘Qubit™ Fluorometer’ e ‘Quant iT™ DNA Assay Kit’ -
Invitrogen, Carlsbad, USA).

Apos a quantificacdo, 60 a 70 pg de DNA foram submetidos a reacdo de
digestdo 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 digestao foram separados por eletroforese em gel
de agarose (1%), transferidos para membrana de nylon ‘Amersham Hybond™ - N*
(GE Healthcare) e fixados a 80 °C, por 2 h. A sonda utilizada para a deteccdo do
fragmento antisenso do gene da proteina capsidial do CABMV ou do gene de
selecdo nptll foram preparadas por PCR, conforme descrito no item 3.4.6. Os
fragmentos foram purificados com o auxilio do kit ‘QIAEX® Il 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). A hibridizagao foi realizada
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a 60 C, durante 16 h. A reacdo de deteccéo foi realizada com auxilio do kit ‘CDP -
Star™ Detection Reagent (GE Healthcare), seguindo-se as orientacdes do
fabricante. Apdés a secagem, a membrana foi transferida para filme plastico e
colocada em contato com chapa fotogréafica (Hyperflm™ MP - GE Healthcare)
durante 1 a 3 h, dentro do cassete fotografico (Hypercassette™ - GE Healthcare).
Apés o periodo de exposicdo, a chapa foi tratada com Revelador e Reforgador
Kodak GBX (Carestream Health Inc, Rochester, New York, USA), por 4 min, lavada
em agua (1 min), em seguida transferida para Fixador e Reforcador Kodak GBX
(Carestream Health, Inc. Rochester, New York), durante 14 min e novamente lavada

em agua (1 min).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo da sensibilidade dos segmentos de hip  océtilo ao antibiotico

canamicina

A anadlise dos dados apresentados na Tabela 1 permite verificar que o0s
segmentos de hipocoétilo de P. alata se mostraram sensiveis a presenca do
antibiotico (Figura 2) apds 4 semanas de cultivo em meio de cultura MS + BAP (1,0
mg/L) + TDZ (0,5 mg/L), suplementado com diferentes concentragces de

canamicina.

Tabela 1 - Avaliacdo da sensibilidade dos segmentos de hipocoétilo de P. alata ao antibiotico
canamicina apos 4 semanas de incubagdo, em meio de cultura de inducdo de
gemas adventicias (MS + 1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L TDZ). Média de 4
repeticbes de cada tratamento

Canamicina N2 de explantes com gemas /
(mg/L) N? total de explantes
0 7/10
50 0,4/10
100 0/10
150 0/10

Foi possivel verificar que o desenvolvimento das gemas adventicias foi inibido
totalmente nos explantes cultivados em meio de cultura suplementado com
canamicina nas doses de 100 e 150 mg/L (Figuras 2b-c). Na dose mais baixa (50
mg/L), menos de 1% dos explantes apresentaram desenvolvimento de gemas
adventicias (Figura 2d) e pode-se verificar que na dose de 150 mg/L houve a
ocorréncia de necrose acentuada nos explantes. Dessa forma, para os experimentos
de transformacdo genética, o meio de cultura de selecdo e regeneracdo foi
suplementado com canamicina, na concentracdo de 100 mg/L. Esta dose de
antibiotico também foi relatada por Trevisan (2005), para discos foliares e por Reis et

al. (2007) para explantes de hipocotilo, de P. edulis.
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Figura 2 - Avaliacdo da sensibilidade dos segmentos de hipocétilo de P. alata ao antibi6tico
canamicina apés 4 semanas de cultivo em meio de cultura MS acrescido de BAP
e TDZ. a) regeneragdo de gemas adventicias na auséncia de antibiotico; b-d)
reducdo ou auséncia de indugdo de gemas adventicias, nos tratamentos com
adicdo de 50 (b), 100 (c), 150 (d) mg/L de canamicina

4.2 Transformacédo genética de Passiflora alata via A. tumefaciens

A germinacdo das sementes in vitro para obtencdo das plantas para coleta
dos segmentos de hipocétilo ocorreu com sucesso, com aproximadamente 70% de
porcentagem de germinacdo. O periodo de incubacdo em auséncia de luz
necessario para germinacao in vitro e estiolamento do segmento de hipocétilo variou
de 30 - 60 dias. Apds esse periodo, os segmentos estiolados foram transferidos para
fotoperiodo de 16 h de luz, e apresentaram condi¢Bes para utilizacdo apés 60 dias
de incubacédo (Figura 3a). Desta maneira, foi verificado que para obtencdo do

segmento de hipocotilo, em condi¢cdes Otimas para utilizacdo como explante, o
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tempo total necessario desde a introducdo da semente in vitro até a obtencao do
segmento de hipocétilo ideal, foi em torno de 3 a 4 meses. Os experimentos de
transformacado genética utilizando-se os segmentos de hipocétilo ndo apresentaram
problemas em relacdo a contaminagcdo, confirmando a assepsia deste tipo de
explante.

A porcentagem de germinagcdo das sementes em substrato (Figura 3b), em
condicbes de casa de vegetacdo, foi elevada, cerca de 90%, nao havendo
dificuldade na obtencdo de plantas para coleta dos segmentos internodais. O
periodo verificado para germinacdo das sementes ex vitro foi de aproximadamente
15 a 30 dias, dependendo das condi¢Bes climaticas durante o processo. Uma
variacdo diaria de temperatura em torno de 10 a 20 °C propiciou um aumento
significativo na germinacdo das sementes de maracuja doce. A influéncia da
temperatura na germinacdo foi confirmada por Osipi e Nakagawa (2005) que
obtiveram resultados semelhantes em funcéo das variacbes de temperatura para a
germinacdo das sementes de maracuja doce. Com isso, foi observado um periodo
em torno de 2 a 3 meses para obtencdo dos segmentos internodais nas plantas
mantidas em casa de vegetacéao (Figura 3c).

Com relacdo aos explantes de segmento internodal foi observado a
ocorréncia de contaminacdo nos primeiros experimentos, utilizando-se o método de
assepsia tradicional, sem o uso do sonicador. Essa contaminacdo foi minimizada
com a utilizacdo do sonicador durante a assepsia dos explantes, que se mostrou
bem eficiente para controlar o desenvolvimento de microorganismos nos
experimentos instalados. Nakano (2008) relatou a importancia do uso do sonicador
para viabilizar o estabelecimento in vitro de trés cultivares de heliconias devido a
reducado e controle da contaminacéo bacteriana com o uso dessa técnica.

Os experimentos de transformacdo genética foram realizados utilizando-se
como explantes o segmento de hipocétilo (Figura 4a) e o segmento internodal
(Figura 4d). A utilizacédo in vitro do segmento de hipocotilo de maracuja doce foi
estudada por Pinto et al. (2010) que obtiveram sucesso na inducdo de gemas
adventicias e no desenvolvimento de plantas a partir desse explante. Estudos
anatomicos realizados por Fernando et al. (2007) reforcam a superioridade deste
explante para a formacéo de gemas adventicias e desenvolvimento de plantas, em
relacdo ao disco foliar. O segmento internodal foi adotado mediante trabalhos

realizados por Biasi et al. (2000) e Isutsa (2004) que demostraram a ocorréncia de
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proliferacao de calos e brotos nas extremidades dos explantes e o alongamento das

gemas adventicias formadas.

Figura 3 - Obtencdo do material vegetal utilizado para coleta de explantes para os

experimentos de transformacao genética. a) segmento de hipocétilo apos 60
dias de incubacdo sob fotoperiodo de 16 h de luz; b) germinacdo das
sementes de maracuja doce em casa de vegetacdo para obtencdo do
segmento internodal; c) planta adulta de maracuja doce com destaque para a

parte retirada da planta para obtencéo do segmento internodal

Apbs a inoculacdo dos explantes em suspenséao bacteriana e do co-cultivo, os
explantes foram transferidos para fotoperiodo de 16 h de luz, a 27 £+ 1 °C. O
processo de organogénese in vitro ocorreu com sucesso, sendo verificado o inicio
do desenvolvimento das gemas adventicias ap6s 20 dias de incubacdo e o
aparecimento das primeiras folhas nos explantes apos 30 a 40 dias (Figura 4b).

Apés 40 dias de incubacdo os explantes que apresentaram folhas com
aproximadamente 1 cm de comprimento foram transferidos para meio de cultura de
alongamento MSM + GA3; + cefotaxima + canamicina, permanecendo nesse meio de
cultura por cerca de 8 semanas (Figura 4c-f). As plantulas desenvolvidas com
aproximadamente 5 cm de altura foram transferidas para meio de cultura de
enraizamento MSM + IBA + cefotaxima, e permaneceram nesse meio de cultura por
cerca de 30 dias, ou até a visualizacdo do desenvolvimento das raizes.
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As plantas desenvolvidas apresentando raizes foram transferidas para vasos
de 0,25 L, contendo substrato ‘Plantmax’ autoclavado. Os vasos foram cobertos com
saco plastico, o qual foi retirado gradualmente para adaptagdo a condicdo ex vitro
(Figura 4g). O processo de aclimatizacdo foi de aproximadamente 4 semanas. As
plantas que sobreviveram ao processo de aclimatizagcdo foram transferidas para
vasos de 5 L e mantidas em casa de vegetacao (Figura 4h-i).

Considerando todo o processo envolvido para o desenvolvimento de uma
planta, desde a obtencdo do explante, no caso, do segmento de hipocaétilo ou do
segmento internodal até a planta propriamente dita, mantida em casa de vegetacéo,
0 tempo necessario envolvido nessa atividade foi no minimo 8 meses, chegando até
10 meses de trabalho.

Desta maneira, durante o desenvolvimento do trabalho foram realizados
24 experimentos de transformacgdo genética, sendo 15 experimentos utilizando-se
como explante o segmento de hipocatilo, e 9 experimentos utilizando-se segmento
internodal como explante (Tabelas 2 e 3).

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos nos experimentos de transformacgéao
genética utilizando-se segmento de hipocétilo como explante. Foram realizados 15
experimentos de transformacdo genética, totalizando 2956 explantes introduzidos.
Apbs 4 semanas de cada experimento de transformacdo genética, foi possivel
verificar o desenvolvimento de gemas adventicias, totalizando 670 explantes
responsivos.

Os experimentos de 1 a 4 foram realizados utilizando-se o protocolo original
de transformacédo genética de maracujazeiro, que consistia de tempo de inoculacdo
do explante com a suspensao bacteriana de 15 minutos, 2 dias de co-cultivo e a
incubacdo dos explantes sob fotoperiodo de 16 h de luz. Foi verificada nesses
experimentos, a ocorréncia de explantes responsivos e a formacao de plantas, com
excecao do experimento 2.

Entretanto, devido ao baixo numero de plantas alongadas iniciou-se a
alteracdo de alguns parametros para aumentar a eficiéncia de transformacdo nos
experimentos seguintes. Assim, a partir do experimento 5 foram utilizados novos
parametros no processo de transformacao genética, como a alteracdo do tempo de
contato do explante com a suspenséo bacteriana para 20 minutos, o aumento do
periodo de co-cultivo para 3 dias e suplementacdo do meio de cultura de co-cultivo

com acetoseringona (100 pM/L). Além disso, nos experimentos 5 e 7 foram testados
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Figura 4 — Organogénese in vitro e transformacao genética de Passiflora alata a partir de
segmentos de hipocétilo (a) e segmento internodal (d) cultivados em meio de
cultura de selecéo e regeneracdo. b) desenvolvimento das gemas adventicias
na extremidade do segmento de hipocétilo apés 6 semanas de cultivo em meio
de cultura de selecdo e regeneracdo; c) gema adventicia obtida a partir de
segmentos de hipocétilo em alongamento em meio de cultura MSM + GA; +
cefotaxima; e) desenvolvimento de gemas adventicias a partir de segmento
internodal, ap6és 4 semanas de cultivo em meio de cultura de selecédo e
regeneracdo; f) gema adventicia em alongamento, obtida a partir do segmento
internodal; g) aclimatizacdo de plantas; h) planta aclimatizada; i) plantas
cultivadas em casa de vegetacdo. Barras: 1000 um (b) e 500 um (e)
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Tabela 2 - Transformacgdo genética de Passiflora alata via A. tumefaciens com o plasmideo
pCambia 2201-CABMV contendo um fragmento do gene da proteina capsidial do
CABMV, numa constru¢do tipo hairpin, utilizando-se segmento de hipocétilo
como explante

N° de explantes  N° de plantas .
Eficiéncia de Plantas
Experimento cozn gemas/ obtidasf N® Plantas transformacdo  aclimatizadas
N= total de de plantas PCR+ (%)° PCR+
explantes (%) analisadas
K+ Hp+
1 37/174 (21,4) 2/2 2 2 1,15 2
2 30/176 (17,0) 0 0
3 71/198 (35,8) 212 2 2 1,00 1
4 79/210 (37,6) 2/2 2 2 0,95
e C: 14/130 (10,7) 3/3 3 2,30 2
E: 3/120 (2,5) 212 2 1 1,66 2
6+ 31/149 (20,8) 717 5 3 3,35 6
C: 15/60 (25,0) 6/6 6 1 10,0 6
7+0cd I: 25/60 (41,6) 0
E: 7/60 (11,6) 0
8+ 50/166 (30,1) 212 2 1,20 2
9*™° 45/165 (27,2) 2/1 1 0,60 1
10+ 63/219 (28,7) 31 1 0,45 1
11+° 28/228 (12,2) 3/-
12+ 69/185 (37,2) 0
13+ 32/218 (14,6) 0
14+ 41/239 (17,1) 5/-
15+ 30/199 (15,0) 9/-
Total 670/2956 (22,6) 48/28 26 11 2,26 23

*: suplementag&o do meio de cultura de co-cultivo com acetoseringona (100 pM/L).

a: explantes incubados sob fotoperiodo de 16 h de luz ou na auséncia de luz para inducéo de gemas adventicias; (C: luz; E:
escuro). Explantes incubados no escuro por 10 dias, e transferidos para fotoperiodo de 16 h de luz.

b: explantes incubados na suspenséo bacteriana por 20 minutos.

c: periodo de co-cultivo de 3 dias.

d: explantes incubados sob fotoperiodo de 16 h de luz direta, luz indireta ou na auséncia de luz, para inducéo de gemas
adventicias; (C: luz direta; I: luz indireta; E: escuro). Explantes incubados no escuro por 10 dias, e transferidos para
fotoperiodo de 16 h de luz.

e: eficiéncia de transformacéao calculada a partir das plantas analisadas.

- experimentos em andamento, plantas ainda ndo analisadas por PCR.

K+: plantas PCR positivas para o gene nptll.

Hp+: plantas PCR positivas para o fragmento do gene da CP do CABMV.
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parametros relacionados com a auséncia ou presenca de luz direta ou indireta
durante o processo de selecdo e regeneracdo de gemas adventicias e
consequentemente a influéncia na eficiéncia da transformacéo genética.

Em todos os experimentos realizados houve a ocorréncia de explantes
responsivos, como pode ser confirmado na Tabela 2, sendo possivel destacar o
experimento 7, com cerca de 41,6% de explantes responsivos no tratamento |, que
consistiu na incubacdo dos segmentos de hipocétilo sob luz indireta. Em
contrapartida, também foi possivel constatar no experimento 7 uma porcentagem
baixa de inducdo de gemas adventicias (11,6%), verificada no tratamento E, que
manteve os explantes em auséncia de luz nos primeiros dias de incubagéo.

Com esses resultados, foi possivel relacionar a porcentagem de inducéo de
gemas adventicias com a presenca ou auséncia de luz durante o processo de
selecéo e regeneracdo, como pode ser confirmado nos experimentos 5 e 7, em que
a auséncia de luz nos 10 primeiros dias de incubagéo acarretou em uma baixa
porcentagem de explantes responsivos, com valores de 2,5% e 11,6%,
respectivamente.

No restante dos experimentos em que os explantes foram incubados sob
fotoperiodo de 16 h de luz, as porcentagens de explantes responsivos foram
superiores, como pode ser constatado no experimento 4, em que 37,6% dos
explantes foram responsivos e no experimento 12 em que 37,2% dos explantes
apresentaram a formacao de gemas adventicias.

Foi possivel observar a formacéo de plantas na maioria dos experimentos de
transformacdo genética realizados, utilizando-se o segmento de hipocétilo como
explante, com um total de 48 plantas obtidas, como pode ser verificado na Tabela 2.
O numero de plantas obtidas nos experimentos de transformacdo genética esta
relacionado principalmente com o numero de gemas adventicias desenvolvidas e
alongadas e com a sobrevivéncia das plantas na fase de aclimatizagcdo. Durante a
fase de aclimatizacéo, apenas 10 plantas ndo sobreviveram ao processo. Outro fator
gue acarreta na perda de plantas ja aclimatizadas de maracuja doce é a poda, pois
algumas plantas na casa de vegetacdo nao sobreviveram ao processo. A perda de
plantas durante a fase de aclimatizacdo também foi observada por Monteiro-Hara
(2010) que obteve perdas em torno de 12,5% do numero total de plantas obtidas de
Passiflora edulis f. flavicarpa e por Stipp (2009) em plantas de abobrinha de moita e

melancia. Nao foram obtidas plantas nos experimentos 2, 12 e 13. Este resultado
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provavelmente esta relacionado ao baixo numero de explantes responsivos e pelo
nao alongamento das gemas adventicias desenvolvidas.

As plantas obtidas nos experimentos utilizando-se segmento de hipocotilo
foram avaliadas por PCR para detec¢éo do gene nptll e para detec¢cao do fragmento
do gene da proteina capsidial do CABMV. Pode-se verificar 0 desenvolvimento de
plantas transgénicas tanto nos experimentos que utilizaram o0s parametros
tradicionais da transformacdo genética de maracujazeiro (experimentos de 1 a 4),
COMO nos experimentos que testaram 0s novos parametros ja citados anteriormente
(experimentos 5, 6 e 7). Entretanto, foi possivel constatar um numero maior de
plantas desenvolvidas nos experimentos de transformacgdo genética utilizando os
parametros alternativos, como pode ser verificado a partir do experimento 5.

Também pode-se verificar que a eficiéncia de transformacéo foi superior,
acima de 2,0%, nos experimentos 5, 6 e 7. A eficiéncia de transformacgdo genética
dos experimentos realizados foi obtida calculando-se o nimero de plantas PCR
positivas pelo namero total de explantes introduzidos em cada experimento. Desta
maneira, observando a Tabela 2, pode-se confirmar que 0 uso de novos parametros
na transformacgéo genética utilizando-se segmentos de hipocatilo foi importante para
aumentar o nimero de plantas transgénicas, ou seja, para aumentar a eficiéncia de
transformacao de P. alata.

Com relacéo a influéncia da presenca ou auséncia de luz durante a incubacao
dos explantes, com o numero de plantas transgénicas obtidas, foi possivel relacionar
esses dois fatores observando os resultados obtidos nos experimentos 5 e 7. No
experimento 5, a identificagdo de plantas PCR positivas ocorreu tanto quando os
explantes foram incubados sob fotoperiodo de 16 h de luz como em auséncia de luz,
com eficiéncia de transformacao de 2,3% e 1,66%, respectivamente.

Em contrapartida, o fato ndo pode ser constatado no experimento 7, pois
somente quando os explantes foram incubados sob fotoperiodo de 16 h de luz
ocorreu o desenvolvimento de gemas adventicias. No experimento 7, foram
identificadas 6 plantas PCR positivas para o gene nptll e uma para o fragmento da
proteina capsidial . O experimento 7 apresentou um eficiéncia de transformacao de
10,0%, sendo a maior porcentagem obtida nos experimentos de transformacao
geneética.

Com isso, conforme verificado no desenvolvimento do protocolo de

organogénese in vitro (PINTO et al., 2010) pode-se confirmar a importancia da
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presenca de luz durante todo o periodo de indugcdo das gemas adventicias nos
explantes, propiciando um aumento no numero de plantas desenvolvidas nos
experimentos de transformacdo genética e consequentemente, um aumento da
probabilidade do desenvolvimento de plantas transgénicas.

Durante o desenvolvimento do trabalho ocorreram dificuldades para a
deteccdo do fragmento do gene da proteina capsidial do CABMV devido a auséncia
de resultados coerentes como géis de agarose com fragmentos amplificados de
tamanho diferente do esperado ou a auséncia de amplificacdo. Como alternativa,
foram também utilizados os primers especificos para a amplificacdo do gene de
selecéo nptll. A deteccao do gene nptll também foi realizada por Quoirin, Winkler e
Ayub (2004) para a confirmacdo da transformacdo genética em plantas de
maracujazeiro contendo a construgcdo antisenso do gene CMe-Acol, inibidor da
sintese do etileno.

Dessa forma, a identificagdo das plantas transformadas foi realizada
inicialmente utilizando-se os primers especificos para a deteccdo do gene nptll.
Confirmando-se o resultado com primers especificos para a deteccao dos fragmento
do gene fragmento do gene da proteina capsidial do CABMV.

Das plantas obtidas nos experimentos de transformagéo genética utilizando-
se segmentos de hipocotilo, 28 plantas foram analisadas por PCR, resultando em 26
plantas PCR positivas para o gene nptll e 11 plantas PCR positivas para o
fragmento do gene da proteina capsidial do CABMV. Com isso, pode-se observar
das 28 plantas analisadas que a maioria foi PCR positiva para o gene nptll (92,8%).
Algumas plantas ainda seréo avaliadas por PCR para a amplificacdo do fragmento
do gene da proteina capsidial do CABMV, portanto, o numero de plantas
transgénicas podera ser superior ao numero obtido até o momento. A Figura 5
corresponde aos géis de agarose obtidos das reacdes de PCR para a amplificacédo
do fragmento de 650 pb correspondente ao gene nptll e para o fragmento de 208 pb
do gene da proteina capsidial do CABMV.

Os experimentos de transformacédo genética utilizando segmento internodal
como explante confirmaram a eficiéncia dos novos parametros determinados nos
experimentos com segmento de hipocotilo e demonstraram a possibilidade do uso

desse material vegetal como uma alternativa de explante.
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M (+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 T )

208 pb

Figura 5 - Analise por PCR das plantas regeneradas nos experimentos de transformacgéo
genética de P. alata utilizando segmentos de hipocoétilo como explantes. a) PCR
utilizando primers para amplificacdo do gene de selecdo nptll (650 pb), M =
marcador de 1 Kb (Invitrogen), (+) = controle positivo (planta transgénica de
maracuja-azedo com o0 gene da proteina capsidial e o gene nptll, Southern blot
positivo), 1-15 = plantas analisadas, T = testemunha (planta ndo-transgénica), (-)
= controle negativo (agua); b) PCR utilizando primers especificos para
amplificacdo do fragmento do gene da protéina capsidial do CABMV (208 pb), M =
marcador de 100 pb (Invitrogen), (+) = controle positivo (plasmideo contendo a

construcao génica), 1-9 = plantas analisadas, (-) = controle negativo (agua)

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos dos 9 experimentos de
transformacdo genética utilizando-se o segmento internodal, com 425 explantes
responsivos de um total de 1668 explantes introduzidos. Dos experimentos
realizados pode-se destacar o experimento 2, que apresentou uma porcentagem de
63,6% de explantes responsivos, uma média bem superior a encontrada nos
experimentos utilizando-se segmento de hipocatilo.

A utilizacdo do sonicador durante a assepsia dos explantes mostrou-se

eficiente tanto na reducdo da contaminacdo dos explantes, como no aumento da



44

resposta de inducdo de gemas adventicias. Esse fato pode ser confirmado no
experimento 1 que mostra uma porcentagem de 39,1% de explantes responsivos
com a utilizacdo da sonicagdo durante a assepsia, enquanto que com o0 uso do
meétodo tradicional de assepsia, observou-se uma porcentagem de 23,3% de
explantes responsivos.

Como mostra a Tabela 3, foram obtidas 38 plantas nos experimentos de
transformacdo genética utilizando-se segmento internodal. Nao foram obtidas
plantas nos experimentos 6, 7 e 8. As plantas obtidas foram avaliadas por PCR,
identificando-se 21 plantas positivas, para a amplificacdo do gene nptll (Figura 6). As
plantas obtidas nos experimentos de transformacdo genética utilizando-se os
segmentos internodais ainda estdo sendo avaliadas por PCR para a amplificacao do
fragmento do gene da capa protéica do CABMV, por essa razdo nao ha dados na
Tabela 3 referentes a esses resultados.

Os experimentos de transformagdo genética 1, 2 e 3 apresentaram as
eficiéncias de transformacéo igual ou acima de 2,5%, com a maior porcentagem
verificada no experimento 3 (4,0%). As eficiéncias de transformacédo observadas
individualmente em cada experimento de transformacdo genética utilizando-se o
segmento internodal foram maiores do que nos experimentos utilizando-se o
segmento de hipocatilo.

Da mesma maneira, a meédia da eficiéncia de transformacdo genética foi
superior utilizando-se o segmento internodal com uma porcentagem de 2,44%
comparando-se com os experimentos de transformacgao utilizando-se o segmento de
hipocétilo (2,26%). Valores da eficiéncia de transformacdo genética encontrados na
literatura sdo 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, IAC-275 e IAC-277 foram encontrados valores variando de 0,27 a 2,52% para
segmentos de hipocdtilo (MONTEIRO-HARA, 2010) e para discos foliares, das
variedades IAC-275 e IAC-277, de 1,8 e 0,3%, respectivamente (TREVISAN, 2005).
A variacao da eficiéncia de transformacao genética também pode ser observada em
outras espécies frutiferas como melancia (Citrullus 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 transformacéo de
6,2, 5,6, 4,0 e 2,7%, respectivamente (BARBOSA-MENDES, 2007).
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Tabela 3 - Transformacgédo genética de Passiflora alata via A. tumefaciens com o plasmideo
pCambia 2201-CABMYV contendo um fragmento do gene da proteina capsidial do

CABMV, numa construgao tipo hairpin, utilizando-se segmento internodal como

explante
N® de .
N=de pl. o o
explantes com ) N=de Eficiéncia de Plantas
) e obtidas/ N°© . o
Experimento gemas/ de bl plantas transformacdo  aclimatizadas
e pl.
N2 total de _ P PCR+ (%) PCR+
analisadas
explantes (%)
K+ Hp+

S: 47/120 (39,1) 3/3 3 2,50 0
1a

NS: 7/30 (23,3) 2/2 0
2 89/140 (63,6) 8/8 5 3,57 5
3 50/200 (25,0) 9/9 8 4,00 7
4 43/220 (19,5) 6/5 4 1,81 4
5 95/278 (34,1) 8/2 1 0,35 1
6 33/150 (22,0) 0
7 28/170 (16,4) 0
8 19/178 (10,6) 0
9 14/182 (7,7) 2/-

Total 425/1668 (29,3) 38/29 21 2,44 17

*: suplementacéo do meio de cultura de co-cultivo com acetoseringona (100 pM/L).

a: explantes submetidos durante a assepsia a sonica¢éo (S) ou a auséncia de sonicagéo (NS).
b: explantes incubados por 20 minutos na presenga da suspensao bacteriana.

c: periodo de co-cultivo de 3 dias.

d: eficiéncia de transformacé&o calculada a partir das plantas analisadas.

- experimentos em andamento, plantas ainda néo analisadas por PCR.

K+: plantas PCR positivas para o gene nptll.

Hp+: plantas PCR positivas para o fragmento do gene da CP do CABMV.
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Até o momento, apds a avaliacdo das plantas obtidas dos experimentos de
transformacao genética utilizando-se segmento de hipocoétilo e segmento internodal,
foi possivel verificar um total de 47 plantas transgénicas para a amplificacdo do gene
nptll e 11 plantas PCR positivas para o fragmento do gene da proteina capsidial do
CABMV. As plantas obtidas nos experimentos utilizando-se o segmento internodal
serdo avaliadas por PCR para a identificagdo do transgene, na Figura 6 pode-se
observar a identificacdo das plantas transformadas utilizando-se o0s primers

especificos para a detec¢édo do gene nptll.

M (+) 8 9 10 11 12 13 14 )

650 pb

Figura 6 - Analise por PCR das plantas regeneradas nos experimentos de transformacéao
genética de P. alata para identificacdo do fragmento de 650 pb correspondente
ao produto amplificado do gene nptll. m = marcador de 100 pb (Invitrogen); M =
marcador de 1 Kb (Invitrogen); (+) = controle positivo (planta transgénica de
maracujd amarelo com o gene da proteina capsidial e o gene nptll, Southern
blot positivo); 1 - 14 = plantas analisadas; (-) = controle negativo (dgua)
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Foi realizado o sequenciamento do produto amplificado da reacdo de PCR de
uma planta PCR positiva para o fragmento do gene da protéina capsidial do CABMV.
O fragmento foi purificado pelo kit ‘QIAEX® Il Gel Extration’ (QIAGEN Gmbh, Hilden,
Germany) e quantificado por fluorometria.

A sequéncia de nucleotideos obtida (Figura 7a) foi analisada pelo programa
BLAST e apresentou 94 - 98% de identidade com a sequéncia correspondente ao
fragmento da CP de diferentes isolados brasileiros do CABMV (Figura 7b).

a)

5'- CTCAGCAAATGGTTTGAAGCCATTAAAGAAGAGTACGAGCTGGACGAAGACAAGAT
GGGTGTTATCATGAATGGGTTCATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAACTCCACTCTGA

TGTGAATGGAGTGTGGACAATGATGGATGGGGACGAGCAAGTGGAATTTCCGCTCAA

GCCCATCGTGGAAAA -3’

b)

Sequences producing significant alignments:
Accession | Description Max score | Total score | Query coverage | Evalue | Maxident

AY433850.1  Cowpea aphid-bome mosaic virus strain CABMV-SP coat pratein mRN; 331 i 100% Te-88 98%
3 31 100% 7e-88 98%
0 303 100% 2e-79 96%
292 100% 3e-76 95%
292 100% Je-76 95%
287 100% 2e-74 94%

(%]
iy

AY253811.1  Cowpea aphid-bome mosaic virus isolate SE1 polypratein mRNA, parti

(]
]

AY434454.1  Cowpea aphid-bome mosaic virus strain CABMV-M3 coat protein gene

3
=y
ra

AY305342.1  Cowpea aphid-bome mosaic virus strain F-144 polyprotein mRNA, par

ra
=y
ra

AY433951.1  Cowpea aphid-borne mosaic virus strain F-101 coat protein mRNA, pal

a3
[==1
~

AY433952.1 | Cowpea aphid-borne mosaic virus strain CABMV-M2 coat protein mRN,

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi

Figura 7 - Andlise de sequenciamento. a) sequéncia de nucleotideos de aproximadamente
200 pb do transgene; b) valores de identidade da sequéncia de nucleotideos do

transgene com diferentes isolados do CABMV

4.3 Andlise de Southern blot das plantas identificadas como transgénicas pela
analise de PCR

Dentre as plantas identificadas como transgénicas por PCR, 30 plantas foram
submetidas a analise por Southern Blot para confirmacdo da integracdo do
transgene e determinacdo do numero de eventos de insercdo (Figura 8). 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 deteccdo do transgene da
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construcdo hairpin, optou-se pela realizacdo da analise de Southern blot utilizando-
se a sonda para deteccéao do gene de selecao nptll.

Das plantas analisadas 16 foram oriundas de experimentos de transformacao
genética utilizando-se segmento de hipocétilo e 14 foram provenientes de
experimentos utilizando-se segmento internodal. As colunas 1, 2, 6, 8, 10, 14, 18, 24
e 26 (Figura 8) representam as plantas obtidas nos experimentos e que
apresentaram hibridizagdo com a sonda do gene nptll (650 pb) confirmando a
integracdo desse gene.

A maioria das plantas analisadas apresentaram 2 eventos de inser¢cao na
digestdo realizada com a enzima EcoRI, com excecdo da planta 8 que apresentou
somente 1 evento de insercdo do gene nptll. Das 9 plantas analisadas que
confirmaram a integracdo do transgene, observou-se que 7 plantas foram
provenientes dos experimentos de transformacdo genética utilizando-se segmento
de hipocétilo, e apresentaram 2 eventos de insercdo do gene. Somente duas plantas
obtidas dos experimentos utilizando o segmento internodal apresentaram a
integracao do transgene. A planta 8 apresentou somente 1 evento de insercdo como
observado na Figura 8b, e a planta 26 apresentou dois eventos de inser¢cao do
transgene (Figura 8d).

Em maracujazeiro, a analise Southern blot de plantas transformadas com o
gene da proteina capsidial do CABMV (TREVISAN et al., 2006) mostrou a
integracdo do transgene em 7 das 8 plantas avaliadas. Destas, 3 linhagens
transgénicas apresentaram elevado namero de eventos de insercdo e, 2 plantas
com apenas um evento de insercdo. Monteiro-Hara (2010) verificou a integracéo do
gene nptll em 5 plantas transgénicas, apresentando de 1 a 5 eventos de insercéo,
obtendo a hibridizacdo da sonda do fragmento antisenso do gene do CABMV em 4
das 5 plantas analisadas, com 1 a 2 eventos de insergao.

As analises de Southern blot encontrados na literatura, geralmente relatam a
ocorréncia de diferentes eventos de inser¢cdo no genoma das plantas transformadas,
de 1 a 3 copias (ZHANDONG et al., 2007; BAG; SINGH; JAIN, 2007) e de uma a
multiplas cépias (NEVES-BORGES et al., 2001) apresentando diferentes pesos
moleculares. Clarke et al. (2008) observaram que as plantas analisadas
apresentaram a integracdo do transgene com tamanho maior que do T-DNA

(insercédo completa do T-DNA), como também de fragmentos menores, com inser¢cao
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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 o 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
insercdo 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 regiao
conservada do CTV (Citrus tristeza virus), que apresentaram de 1 a 3 eventos de
insercdo. Stipp (2009) apresentou resultados de hibridizacdo da sonda dos
fragmentos dos genes da capa protéica do ZYMV e PRSV-W em 3 plantas de
abobrinha-de-moita com 1 a 2 eventos de insercao.

Pode-se constatar que 21 plantas analisadas ndo apresentaram a integracao
do transgene, mesmo sendo PCR positivas para o gene nptll. Este fato pode ter
ocorrido por diversos fatores que podem estar interferindo na analise por Southern
blot como: a propria técnica que apresenta certa dificuldade de execucdo, a
auséncia de trabalhos com essa espécie reduzindo o numero de informacoes
adicionais disponiveis e a possibilidade da ocorréncia de uma insercdo parcial do
vetor de expressédo no genoma da planta, impossibilitando assim, a hibridizagdo com
a sonda do gene nptll.

Novas analises serdo realizadas para confirmacdo da integracdo do
transgene. As plantas transgénicas serdo propagadas e avaliadas para resisténcia
ao CABMV.
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Figura 8 - Analise de Southern blot das plantas de P. alata provenientes de experimentos
de transformagédo genética. a-d) C+: controle positivo (sonda ndo marcada), C-:
controle negativo (planta ndo-transgénica), T16: planta transgénica de maracuja
amarelo com o gene da capa protéica e o gene nptll, Southern blot positivo; G1
e G2: plantas PCR positivas para o gene nptll. Plantas analisadas: a) 1 e 2; b) 2
a8;c)9al7ed) 18a27
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5 CONCLUSOES

v' A transformacdo genética de Passiflora alata é um processo viavel, sendo

possivel a obtencéo de plantas transgénicas.

v’ Foram obtidas plantas transgénicas de P. alata com a construcdo génica

pCABMV-dsCP contendo um fragmento do gene da proteina capsidial do CABMV.

v" O processo de transformacéo genética de maracujazeiro (P. alata) é influenciado

pela auséncia ou presenca de luz e pelo tipo de explante utilizado.
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