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RESUMO

CORREA, M. F. Reacéao de plantas transgénicas de Passiflora alata a infeccéo
com o Cowpea aphid-borne mosaic virus. 2014. 72 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba,
2014.

A cultura do maracujazeiro é de grande importancia econémica para o Brasil, porém
problemas fitossanitarios vém limitando a sua producédo. A doenca do endurecimento
dos frutos causada pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), é atualmente a
principal doenca que afeta a cultura do maracujazeiro, tendo ocorréncia
generalizada no Brasil, diminuindo a produtividade e a longevidade dos pomares.
Devido a ineficiéncia dos métodos convencionais de controle desta doenca, a
biotecnologia mostra-se como uma ferramenta para auxiliar na obtencao de plantas
resistentes ao patbgeno com o uso de técnicas de transformacao genética. Com o
intuito de obter plantas resistentes ao CABMV, Pinto (2010) regenerou 48 plantas de
P. alata em experimentos de transformacéo genética via Agrobacterium tumefaciens,
utilizando uma construcdo génica do tipo hairpin, a qual contém um fragmento do
gene da proteina capsidial do CABMV, baseando-se no conceito de resisténcia
derivada do patégeno (PDR). Foram identificadas 22 plantas transgénicas por PCR
utilizando primers especificos para amplificacdo do gene CP. A integracdo do
transgene foi confirmada via Southern blot, com sonda para detec¢cdo do gene de
selecdo nptll. As plantas identificadas como transgénicas por PCR foram
propagadas (4 plantas por linhagem), inoculadas mecanicamente com o CABMV
(3x) e analisadas por teste de ELISA. As plantas infectadas foram descartadas e as
remanescentes foram inoculadas por afideos viruliferos. Apos 30 dias as plantas
inoculadas foram analisadas por RT-PCR e RT-gPCR para detec¢cdo do patdégeno.
Todas as linhagens transgénicas inoculadas indicaram a presenca do virus em pelo
menos 3 dos 4 clones inoculados. Foram selecionadas 3 plantas nas quais o virus
nao foi detectado apds 3 inoculacdes mecéanicas e uma via vetor, e 3 plantas que
apresentaram baixa titulagéo viral. Estas plantas serdo propagadas para plantio em
campo e avaliacao de resisténcia a infeccéo pelo CABMV em condi¢des naturais de
infeccéo.

Palavras-chave: Transformacéo genética. Passiflora. CABMV.
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ABSTRACT

CORREA, M. F. Reaction of Passiflora alata transgenic plants to Cowpea aphid-
borne mosaic virus infection. 2014. 72 f. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2014.

The passion fruit crop has an expressive economic importance in Brazil, however
phytosanitary problems has been limiting its production. The passion fruit woodiness
disease caused by Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMYV) it's the currently
main disease, decreasing productivity and the longevity of orchards and has a
widespread occurrence in Brazil. Due to the inefficiency of the conventional methods
for controlling this disease, genetic transformation techniques shown as an
alternative way for obtaining pathogen resistant transgenic plants. In order to obtain
transgenic plants resistant to the CABMV, Pinto (2010) regenerated 48 plants from
genetic transformation experiments with P. alata using a hairpin genetic construct
containing a CABMV coat protein gene fragment, based on the PDR (pathogen-
derived resistance) concept, were 22 transgenic lineages were identified by PCR for
the CP gene. The transgene integration was confirmed by Southern blot with a probe
for the nptll gene. The transgenic plants were propagated in a total of 4 plants per
lineage and then inoculated mechanically for 3 times with the CABMV. The viral
replication was confirmed by ELISA. The infected plants were discarded after each
inoculation and the remaining were inoculated by viruliferous aphids and analyzed by
RT-PCR and RT-gPCR. All inoculated transgenic lines shown the presence of the
virus in at least 3 of 4 clones. After the inoculations, 3 plants showed no symptoms
and 3 a very low viral titration. These plants will be propagated for field tests in
natural conditions of infection by CABMV.

Keywords: Genetic transformation. Passiflora. CABMV.
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1 INTRODUCAO

A doenga do endurecimento dos frutos do maracujazeiro, causada pelo
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), é um fator limitante para produgéo nos
pomares de maracuja no Brasil. Os primeiros registros de plantas de maracujazeiro
infectadas com o CABMV ocorreram no final da década de 1970, no estado da
Bahia. Atualmente o patégeno infecta maracujazeiro em todas as regides do
Brasil..O virus é transmitido de forma n&o-persistente e ndo circulativa por varias
espécies de afideos que ndo colonizam as plantas de maracujazeiro. A infeccao pelo
CABMV provoca reducdo expressiva na producdo e na qualidade dos frutos e
diminui a longevidade dos pomares. As plantas de maracujazeiro infectadas pelo
CABMV apresentam sintomas generalizados de mosaico foliar, acompanhado de
manchas-anelares, bolhas, rugosidade e deformacdes foliares (BASHIR; AHMAD;
GHAFOOR, 2002).

O controle da doenca do endurecimento dos frutos do maracujazeiro nos
pomares é dificil, pois todas as cultivares, tanto de maracujh amarelo quanto de
maracuja doce, sdo suscetiveis a infeccdo. O controle quimico do vetor é geralmente
ineficiente devido a forma nado persistente de transmissdo. Tentativas de pré-
imunizacdo com estirpes fracas do CABMV realizadas por Novaes e Rezende
(2003), ndo mostraram resultados promissores por nado promoverem resisténcia
contra a infeccdo por estirpes comuns. Atualmente, a Unica alternativa viavel para

controle da virose do endurecimento dos frutos € o uso de praticas culturais.

Devido aos limitados recursos de resisténcia natural ao virus, a transformacao
genética pode ser uma alternativa para a obtencdode plantas resistentes a este
patdogeno. Dentre as diversas estratégias para desenvolvimento de plantas
transgénicas resistentes a patdgenos, a resisténcia derivada do patégeno (PDR),
descrita por Sanford e Johnston (1985), tem sido utilizada para obtencéo de plantas
transgénicas resistentes a virus. O conceito baseia-se na possibilidade da
resisténcia ao patdgeno ser obtida pela introducdo de genes ou partes do genoma
viral ao genoma do hospedeiro. O gene mais frequentemente utilizado é o da
proteina capsidial (CP) do virus, que ja mostrou ser efetivo em prevenir ou reduzir a

infeccdo causada pelo virus homdlogo. O conceito de PDR ja foi aplicado com
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sucesso nos patossistemas Nicotiana tabbacum/Tobacco mosaic virus (ABEL et al.,
1986), Lycopersicum esculentum/Tobacco mosaic virus (NELSON et al., 1988),
Carica papaya/Papaya ringspot virus (FITCH et al., 1992) e Prunus domestica/Plum
pox virus (SCORZA et al., 1994).

A resisténcia ao patégeno pelo conceito de PDR pode ser alcancada pela
expressdo da proteina ou somente pela transcricdo do transgene, ativando o
mecanismo de silenciamento génico, que € caracterizado pela degradacéo
especifica de ambos os mRNA, tanto do transgene quanto do RNA alvo
complementar, e pode ser ativado em plantas transgénicas com o0 uso de

construcdes génicas do tipo senso, antisenso e hairpin.

Utilizando a estratégia de PDR, alguns trabalhos ja foram desenvolvidos
visando a producdo de plantas transgénicas de maracujazeiro resistentes ao
CABMV. Alfenas et al. (2005) selecionaram uma planta transgénica de
maracujazeiro expressando um RNA n&o traduzivel da regido 3’ do gene NIb e 5’ do
gene CP resistente ao isolado CABMV-MG. Trevisan et al. (2006) selecionaram uma
linhagem transgénica expressando o gene CP do CABMV a qual foi resistente a
inoculagdo com 3 diferentes isolados do virus do endurecimento dos frutos do
maracujazeiro (CABMV-SP, CABMV-RJ, CABMV-CE). Monteiro-Hara (2010) obteve
11 plantas transgénicas utilizando uma construcdo génica do tipo antisenso

contendo o gene CP do CABMV e 2 com uma constru¢ao génica do tipo hairpin.

Com o intuito de obter plantas de Passiflora alata resistentes ao CABMV,
Pinto (2010) conduziu experimentos de transformacédo genética via A. tumefaciens,
com a construcao génica pPCABMV-dsCP, do tipo hairpin, que contém o gene CP do
CABMV. O objetivo deste trabalho € a caracterizacdo molecular destas plantas e a

avaliacdo de resisténcia das plantas transgénicas selecionadas ao CABMV.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A cultura do maracujazeiro

As espécies de maracujazeiro pertencem a familia Passifloracea, a qual
compreende 12 géneros, sendo o Passiffora 0 mais expressivo com
aproximadamente 530 espécies (HANSEN et al., 2006; CUNHA; BARBOSA; FARIA,
2004). A maioria das espécies sdo originarias da regido tropical e subtropical da
América do Sul, sendo que mais de 152 espécies sdo procedentes da parte central e
norte do Brasil (VANDERPLANK, 1996). Existem ainda outras espécies originarias
da Austrdlia, China, Malasia e Madagascar (MANICA, 2005).

De acordo com Cunha et al. (2002), 70 espécies do género Passiflora
apresentam frutos comestiveis e de importancia econémica. Dentre estas se
destacam trés de maior importancia P. edulis f. flavicarpa (maracuja amarelo),
P. edulis (maracuja roxo) e P. alata (maracuja doce). Algumas outras espécies
possuem importancia no mercado de ornamentais e na industria farmacéutica e

cosmética como P. incarnata e P. caerulea (PEIXOTO, 2005).

Segundo Ruggiero (1998) o cultivo do maracuja para fins comerciais se
iniciou no Havai e na Australia, com a utilizacdo de espécies nativas do Brasil. A
exploracdo comercial da cultura do maracujazeiro no Brasil adquiriu maior
importancia a partir da segunda metade da década de 1970, quando a producao
cresceu para atender a demanda interna e a exportacdo, em um cenario onde
existiam poucos paises produtores e a concorréncia internacional era praticamente
inexistente, o que facilitava de sobremaneira a comercializagcdo e a expansao do
cultivo (PIRES; SAO JOSE, 2011).

Dentro do género Passiflora, a espécie P. edulis é responsavel por mais de
95% da area cultivada comercialmente, apresentando importancia econdmica tanto
pela comercializagao de frutos in natura como pela de suco concentrado (BRAGA et
al., 2005). O maracuja doce (P. alata Curtis) vem apresentando destaque no cenario

nacional, com potencial para atender diferentes nichos de mercado como a industria
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farmacéutica, projetos paisagisticos e principalmente o mercado de frutas frescas
(SILVA; RUA, 2007), ocupando aproximadamente 3% da é&rea cultivada (MACIEL,
2009). Segundo Noriega (2011), P. alata apresenta em sua composicdo quimica
flavondides, alcaldides e saponinas que conferem atividade antioxidante levando a
neutralizacdo de radicais livres além de ser rico em passiflorina, um calmante

natural.

A importancia econébmica do maracujazeiro aumentou significativamente nas
Ultimas trés décadas, refletindo em uma producdo mundial de aproximadamente
805.000 t, sendo o Brasil o maior produtor, seguido por Equador, Coldombia, Peru
(ITI TROPICALS, 2014; MELETTI, 2011). O Equador €, atualmente, o maior
exportador, tendo os Estados Unidos como seu maior mercado-destino (PIRES et
al., 2011).

A estimativa de &rea colhida de maracuja no Brasil é de 57.848 ha com uma
producdo de 776.097 t, onde as regides Nordeste e Sudeste sdo as maiores
produtoras, com 563.346 e 114.796 t, respectivamente, com destaque para 0sS
estados da Bahia (320.945 t), Ceara (179.243 t), Espirito Santo (35.700 t), Minas
Gerais (39.373 t) e Sergipe (35.977 t) (IBGE, 2012). O Brasil também destaca-se por
ser o maior consumidor mundial, sendo que mais de 60% da producdo doméstica se
destina ao consumo in natura e o restante as industrias de processamento de polpa
e suco (MENEGOTO, 2008).

Contrastando com a alta producdo e demanda de maracuja no Brasil, a
produtividade da cultura é baixa, em média 13 — 14 t/ha (IBGE, 2012). Considerando
o potencial de cultivares melhoradas geneticamente e a aplicacdo de tecnologias
adequadas, a produtividade poderia chegar a 50 t/ha (FALEIRO et al., 2008).

Com o surgimento de novas areas de cultivo e a expansdo da cultura,
observou-se o aparecimento de diversos problemas fitossanitarios, causados por
fungos, bactérias e virus. Isso acarretou a reducdo da vida util dos pomares de
maracujazeiro, tornando essa cultura itinerante, ou seja, a cultura passou a diminuir
seu tempo de permanéncia numa determinada area. Inicialmente, a vida util dos
pomares era de cinco a seis anos, atualmente os pomares sao renovados a cada
dois anos ou mesmo anualmente (RUGGIERO, 1996; LIMA et al., 2011).
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Segundo Lima et al. (2006), os cultivos de maracuja no Brasil sdo conduzidos,
na sua maioria, com baixo nivel tecnoldgico e, desta forma, algumas medidas devem
ser adotadas para o aperfeicoamento desse processo, destacando-se 0 emprego de
tecnologias adequadas de manejo da cultura relacionados a correcdo do solo,
adubacdes equilibradas, espaldeiramento, podas, polinizacao artificial e controle
fitossanitério adequado.

Muitos fatores contribuem para a reducéo da longevidade e produtividade de
pomares de maracujazeiro, sobretudo as doencas de etiologia viral, bacteriana e
fungicas, as quais o endurecimento dos frutos do maracujazeiro causada pelo
CABMV (Cowpea aphid-borne mosaic virus), a mancha bacteriana causada por
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, a podriddo-do-colo causada por
Haematonectria haematococa, a fusariose causada por Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae e a antracnose causada por Glomerella cingulata sdo as mais
importantes, podendo tornar a cultura impraticavel e nomade (FISCHER; REZENDE,
2008; MONTEIRO, 2005).

A doenca do endurecimento dos frutos do maracujazeiro € uma das mais
importantes nos pomares brasileiros, ocorrendo em varias espécies do género
Passiflora, sendo limitante para producdo (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014).

2.2 CABMV - Cowpea aphid-borne mosaic virus

O CABMV possui ocorréncia generalizada no Brasil (KITAJIMA et al., 2008)
causando a doenca do endurecimento dos frutos, a mais importante entre as
doencas que afetam o género Passiflora (BARROS, 2011). De acordo com Barros et
al. (2007) até recentemente acreditava-se que esta virose era causada pelo Passion
fruit woodiness virus (PWV), entretanto, estudos baseados na sequéncia de
nucleotideos da regido codificadora da capa proteica do virus, indicaram que a
doenca € causada por uma estirpe do CABMV. Tanto o CABMV quanto o PWV
pertencem ao género Potyvirus, familia Potyviridae, e suas particulas sdo do tipo

filamento flexuoso com 690-760 nm de comprimento, 11-16 nm de diametro e
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possuem o genoma composto por uma unica molécula de RNA senso positiva, com
aproximadamente 10.000 nt (FAUQUET et al., 2005).

O primeiro registro de ocorréncia de infeccdo de plantas de maracujazeiro
com o CABMV se deu no estado da Bahia, em plantas de P. alata, no final de 1970
(YAMASHIRO; CHAGAS, 1979). De acordo com Cerqueira-Silva et al. (2008), casos
de infestagcbes pelo CABMV foram mais tarde relatados nos estados de

Pernambuco, Sergipe, Ceara, Sédo Paulo e Minas Gerais.

A doenca é caracterizada pelo aparecimento dos sintomas de mosaico foliar,
com intensidade varidvel, podendo ser acompanhado de encarquilhamento e
deformidades no limbo foliar, manchas anelares e bolhas; as plantas apresentam um
retardamento no crescimento e 0s entrends se mostram mais curtos; no fruto nota-se
um espessamento e enrijecimento do pericarpo, diminuicdo da cavidade da polpa,
além de deformidades e reducédo significativa no tamanho dos frutos (NASCIMENTO
et al., 2006; SAO JOSE, 1994). De acordo com Ruggiero (1996) os sintomas s&o

mais pronunciados nas épocas mais frias do ano

De acordo com Piero et al. (2006) a transmissdao do virus ocorre
principalmente pelo pulgdo Aphis gossypii ho momento da picada de prova do
inseto, 0 que caracteriza a relagao virus-vetor como sendo do tipo ndo-persistente e
ndo circulativa. Costa (1998) relata que outras espécies de pulgdo também podem
atuar como vetor do CABMV, como A. fabae Scopoli, A. nerii Boyer de
Fonscolombe, Myzus nicotianae Blackman e M. persicae (Sulz.). Apesar destes
afideos serem vetores do CABMV, a maioria dos relatos ndo os inclui como pragas
do maracujazeiro. O virus do endurecimento dos frutos ndo é transmitido por
sementes, mas a sua transmissdo mecanica pode ser relativamente facil (NOVAES,;
REZENDE; KITAJIMA, 2000).

O controle da doenca do endurecimento dos frutos do maracuja nos pomares
e dificil, pois todas as cultivares, tanto do maracuja amarelo quanto do doce, séo
suscetiveis a infeccdo e o controle quimico do vetor é geralmente ineficiente devido
a forma ndo persistente de transmissédo (BOCK; CONTI, 1974; TAYLOR; GREBER,
1973). Tentativas de pré-imunizacdo do maracujazeiro com estirpes fracas do
CABMYV, realizadas por Novaes e Rezende (2003), ndo monstraram resultados

promissores por ndo promoverem resisténcia contra a infec¢éo por estirpes comuns.
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Segundo Rezende (2006) novos plantios préximos a pomares abandonados
ou antigos, os quais podem servir como fonte de indculo, e a dificuldade de controle
dos vetores, podem ser considerados os principais fatores para a disseminacao da
doenca. Atualmente, no Brasil, a Gnica maneira de controlar a doenca € com praticas
culturais, como usar mudas sadias para transplante, eliminar pomares antigos
infectados antes da instalacdo dos novos, evitar o cultivo intercalado com espécies
leguminosas, as quais podem ser hospedeiras do virus, e efetuar a retirada de
plantas doentes até 5 ou 6 meses apds o plantio (OLIVEIRA, 2006; GIORIA et al.,
2000).

2.3 Transformacéo genética de plantas para resisténcia a virus

As viroses sdo ameacas significativas para as culturas agricolas por todo
mundo e os recursos limitados de resisténcia natural demandam a busca por novas
fontes de resisténcia (PRINS, 2003). A transformacéo genética de plantas utilizando
genes derivados do patdégeno € um procedimento jA bem estabelecido, conhecido

como ‘pathogen-derived resistance’ (PDR) descrito por Sanford e Johnston (1985).

O conceito de PDR tem sido utilizado principalmente para a obtencdo de
plantas resistentes a virus, com a producédo de plantas transgénicas contendo genes
ou parte do genoma viral ( WATERHOUSE; SMITH; WANG, 1999; SASAYA et al.,
2014). O gene mais comumente utilizado é o da proteina capsidial, porém, genes
expressando proteinas de movimento e genes associados com a replicacdo do
virus, como o da replicase (NIb), também estdo sendo utilizados em diversos
trabalhos (ARAGAO et al., 2001; ZHANDONG; SHUANGYI; QIEWI, 2006).

O primeiro trabalho a relatar a funcionalidade do conceito de PDR foi
desenvolvido por Abel et al. (1986), o qual demonstrou que plantas de tabaco
transgénico, contendo o gene da proteina capsidial (CP) do Tobacco mosaic virus
(TMV), ao serem desafiadas pelo virus apresentavam retardo ou auséncia de

sintomas.

Utilizando o conceito de PDR, a primeira cultura melhorada via transformacao
genética avaliada em testes de campo foi o tomateiro, expressando o gene CP do
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TMV, onde 95% das plantas avaliadas ndo mostraram sintomas apos os testes de
inoculacdo e apresentaram a mesma produtividade de plantas n&o transgénicas
(NELSON et al., 1988).

Fitch et al. (1992) obtiveram plantas transgénicas de mamoeiro contendo um
cassete de expressdo com o gene CP do Papaya ringspot virus (PRSV). Uma das
linhagens se mostrou completamente resistente ao patégeno, transformando-se em
uma variedade comercial, reestabelecendo a cultura do mamoeiro no Havai. Em
2006, 90% da area plantada no Havai, consistia de mamoeiro transgénico (SUZUKI
et al., 2007). Plantas de abobrinha contendo um cassete de expressao com 0 gene
CP do Cucumber mosaic virus (CMV) e/ou do Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)
e/ou Watermelon mosaic virus (WMV) também foram aprovadas para
comercializacdo nos Estados Unidos, por serem altamente resistentes aos
patégenos, tanto na inoculagcdo mecéanica como na inoculagéo via vetor (GOTTULA,
FUCHS, 2009; TRICOLI et al., 1995).

Plantas de ameixeira contendo o gene CP do Plum pox virus (PPV) foram
obtidas por transformacao genética via Agrobacterium tumefaciens por Scorza et al.
(1994). As plantas foram inoculadas com o PPV mecanicamente e expostas
naturalmente ao vetor, demonstrando alto nivel de resisténcia e auséncia de
sintomas. Os resultados mostraram pela primeira vez que o mecanismo também

funciona em plantas perenes e lenhosas (SCORZA et al., 2001).

A resisténcia a doenca pode ser obtida pela expressdo da proteina e a
interferéncia desta em alguma etapa da infeccao viral (protein-mediated resistance)
ou somente pela transcricdio do transgene (RNA-mediated resistance)
(BAULCOMBE, 1996; SPIELMANN et al., 2000; RITZENTHALER, 2005) que pode
levar a ativacdo do mecanismo de silenciamento génico pés-transcricional (post-
transcriptional gene silencing — PTGS). Baulcombe (2004) considera este
mecanismo um componente de defesa natural das plantas a virus, sendo
responsavel pela degradacdo do RNA viral, podendo ser acionado em plantas
transgénicas com o uso de construgdes génicas do tipo senso ou antisenso do

transgene. De acordo com Waterhouse, Graham e Wang (1998) o mecanismo
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de PTGS é caracterizado pela degradacdo altamente especifica de ambos os
MRNA, tanto o do transgene quanto o do RNA alvo que contém as mesmas

sequéncias, ou sequéncias complementares de nucleotideos.

O silenciamento génico € definido como um processo molecular que envolve
a regulacao de genes especificos, assim como um sistema de defesa genético. As
vias de silenciamento génico ja identificadas englobam o silenciamento génico pos-
transcricional (PTGS), silenciamento génico transcricional (TGS) e silenciamento
génico induzido por virus (VIGS), todos mediados por sRNAs (small RNAS)
(VAUCHERET; FAGARD, 2001; ROVERE; VAS; HOPP, 2002; YU; KUMAR, 2003;
SOUZA et al., 2007).

Apesar de muitas classes de sRNAs terem surgido, varios aspectos como a
origem, estrutura, proteinas efetoras associadas e seus papéis biolégicos levaram
ao reconhecimento de duas principais categorias, os short interfering RNA (SiRNA) e
os microRNAs (miRNA). Os miRNAs sao considerados reguladores de genes
enddgenos, enquanto os siRNAs como defensores da integridade do genoma em
resposta a acidos nucléicos invasivos, como virus, transposons e transgenes
(BAULCOMBE, 2004; NAHID et al., 2011).

Os sRNAs séao produzidos pela clivagem de moléculas mais longas de dsRNA
(double stranded RNA) por enzimas com dominios RNase lll, caracterizadas como
dsRNA-nuclease-especifica chamadas comumente de DICER. O principal
componente efetor da maquinaria do silenciamento génico € uma proteina da
superfamilia Argonauta (AGO). Todos os fendmenos gene-regulatérios envolvendo
RNAs de 21 — 24 nt requerem uma ou mais proteinas argonauta que Sao 0sS
componentes centrais do RISC (RNA Induced Silencing Complex). Os produtos de
fita dupla gerados pela DICER entram na via de montagem do RISC que envolve a
separacdo de uma das fitas do dsRNA culminando em uma associacao estavel de
uma das fitas com a proteina efetora AGO podendo, desta forma, afetar a estrutura
da cromatina, segregacao de cromossomos, transcricdo, processamento de RNA,
estabilidade do RNA e traducéao ao reconhecer um alvo (CARTHEW; SONTHEIMER,
2009; LIN et al., 2007; LEE; ROTH, 2003; WILLIANS, 2011; CHEN, 2009;
BRODERSEN; VOINNET, 2006; HAMILTON; BAULCOUMBE, 1999; MATTICK;
MAKUNIN, 2006).
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Em contraste a resisténcia a doencas causadas por bactérias e fungos,
plantas transgénicas resistentes a virus estdo sendo utilizadas comercialmente a
mais de uma década, como os cultivares de abobrinha e maméao apresentando
resisténcia a virus especificos de RNA (COLLINGE et al., 2010; ISAAA, 2014a).

2.4 Transformacdo genética de maracujazeiro

A suscetibilidade das espécies comerciais de Passiflora a doencas tem
limitado a expansdo da cultura do maracujd no Brasil, justificando o uso de
estratégias biotecnoldgicas nos programas de melhoramento (APEZZATO-DA-
GLORIA et al., 2005). A producdo de plantas geneticamente modificadas constitui
alternativa de transferéncia de genes de resisténcia a doencas, principalmente
aquelas causadas por virus e bactérias (DASGUPTA; MALATHI; MUKHERJEE,
2003).

Visando obter plantas transgénicas resistentes a bacteriose causada por
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, Monteiro (2005) utilizou as linhagens de
A. tumefaciens LBA 4404 e EHA 105, contendo o gene da atacina A (attA), e obteve
31 brotos transgénicos identificados por PCR (Polymerase chain reaction). A
expressdo do transgene foi confrmada por RT-PCR (Reverse transcription -
polymerase chain reaction) e, apés inoculagéo, 10 plantas se mostraram resistentes

ao patégeno.

Plantas transgénicas de maracujazeiro expressando um RNA néo traduzivel
correspondente a regiao 3’ do gene NIb (replicase) e 5 do gene CP (proteina
capsidial), de um isolado brasileiro do CABMV, foram obtidas por Alfenas et al.
(2005). As plantas foram analisadas e apenas uma se mostrou resistente ao isolado
CABMV-MG1 do CABMV, porém suscetivel a CABMV-PE1l. A auséncia da
replicacéo viral foi confirmada pelo teste ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent

Assay).

A integracdo do gene da proteina capsidial do CABMV foi confirmada por
Southern blot em 7 linhagens regeneradas a partir de experimentos de
transformacdo genética via Agrobacterium por Trevisan et al. (2006) utilizando as

variedades IAC-275 e IAC-277 de maracujazeiro. As plantas foram inoculadas com
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3 isolados do CABMV e foi possivel verificar uma linhagem imune aos 3 isolados
testados. Nesta linhagem, a partir das analises de Northern e Western blot, ndo foi
possivel detectar a presenca do mRNA e da proteina, indicando a ocorréncia de um
evento de silenciamento génico. Monteiro-Hara (2011) deu continuidade ao trabalho
de avaliacdo de resisténcia ao CABMV identificando mais uma linhagem que nao
mostrou sintomas apods as inoculagbes. As linhagens identificadas como imunes
foram autofecundadas para avaliacdo de resisténcia da geracdo R; e apoés
inoculacdo, somente uma das linhagens se mostrou resistente, a qual foi novamente

autofecundada tendo a geracdo R, mostrado alto nivel de resisténcia ao patdgeno.

Monteiro-Hara (2010) utilizando as construgbes génicas pCABMV-asCP,
contendo um fragmento do gene CP do CABMV na orientacdo antisenso, e a
construcdo génica pCABMV-dsCP, contendo fragmentos senso e antisenso do gene
CP do CABMV, separados por um intron formando uma construcdo génica do tipo
hairpin, obteve plantas transgénicas de maracujazeiro, via A. tumefaciens, utilizando
as variedades FB-100, IAC-275 e |IAC-277. Foram identificadas por
PCR 11 plantas positivas para o fragmento antisenso da proteina capsidial do
CABMV e 2 plantas transgénicas com o fragmento da construcdo génica hairpin.
A integracdo do transgene foi confirmada em 4 plantas por Southern blot para a

construcéo génica antisenso.

Com o intuito de obter plantas de P. alata resistentes ao CABMV, Pinto (2010)
conduziu experimentos de transformacdo genética via A. tumefaciens, estirpe EHA
105, contendo um cassete de expressdo com um fragmento do gene da proteina
capsidial do CABMV, numa construcao tipo hairpin e o gene de selecao nptll. Foram
identificadas 48 plantas transgénicas por PCR e a integracdo do transgene foi

confirmada por Southern blot em 9 plantas, utilizando-se sonda para o gene nptll.

Aléem dos trabalhos visando resisténcia a patdégenos, diversos trabalhos
envolvendo técnicas de transformacao genética em Passiflora vém sendo relatados,
0s quais avaliaram o efeito de antibidticos na regeneracdo dos explantes, a
expressdo de genes marcadores, a expressdo de genes para resisténcia a
antibioticos e herbicidas, e genes visando a inibicdo da sintese de etileno
(MANDERS et al., 1994; OTONI et al., 1995; QUOIRIN; WINKLER; AYUB, 2004;
SILVA, 1998; BRAZ, 1999; MARTINEZ et al., 2005; BUENO DOS REIS et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Para as andlises de caracterizacdo molecular e avaliacdo de resisténcia ao
CABMYV, foram utilizadas plantas de P. alata, aclimatizadas em casa-de-vegetacao,
provenientes de experimentos de transformacdo genética, utilizando a construcao
génica pCABMV-dsCP (Figura 1) do tipo hairpin. Esta constru¢céo génica constitui-se
de fragmento senso e antisenso, de 208 pb do gene da proteina capsidial do
CABMYV contendo a sequéncia conservada WCIEN, separados pelo intron do gene
da quitinase de Citrus clementina, dirigidos pelo promotor 35S do CaMV
(Caulliflower mosaic virus) e o terminador NOS (nopalina sintase), tendo o gene nptll

(neomicina fosfotransferase) como gene de selecédo, o qual confere resisténcia ao

antibidtico canamicina.
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Figura 1 — Representacdo esquemética da construcdo génica pCABMV-dsCP e seus sitios de
restricdo, utilizada nos experimentos de transformacéo genética de P. alata. LB: borda esquerda; RB:
borda direita; 35S-P: promotor do Caulliflower mosaic virus; 35S-T: terminador do Caulliflower mosaic
virus; NOS-T: terminador do gene nopalina sintase; nptll: gene da neomicina fosfotranferase II; intron:

intron da quitinase de Citrus clementina.
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3.2 Caracterizagdo molecular das plantas matrizes

As plantas regeneradas dos experimentos de transformacdo genética foram

analisadas por PCR e Southern blot, para identificacdo e confirmacdo da integracéo

do transgene.

RE
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3.2.1 Extracédo de DNA

A extragdo de DNA foi realizada conforme descrito por Borse, Joshi e
Chapalkar (2011), com algumas modificacdes. Com o auxilio de cadinhos e pistilos,
folhas jovens (0,5 g) foram pulverizadas com nitrogénio liquido e transferidas para
tubos de centrifugacdo (15 mL). Adicionou-se tampéo de extragao (7 mL; 65 °C)
composto por brometo de cetil trimetii aménio (CTAB 2%), cloreto de sodio
(NaCl 1,4 M), tris-HCI (100 mM; pH 8,0), &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA
20 mM), polivinilpirrolidona (PVP 1%), B-mercaptoetanol (0,2%), proteinase K
(0,1 mg.mL™) e &cido ascérbico (100 mM). As amostras foram homogeneizadas por
inversao, incubadas (65 °C; 20 min) e centrifugadas (12.000 x g; 10 min; 25 °C). O
sobrenadante foi transferido para tubo novo contendo cloroférmio — alcool isoamilico
(7 mL; 24:1 viv), repetindo-se a etapa anterior. Ao sobrenadante recuperado (~5 mL)
foi adicionado etanol absoluto (10 mL). As amostras foram incubadas (-20 °C; 1 h)
seguindo-se por centrifugacdo (12.000 x g; 10 min; 4 °C), a fase aquosa foi
descartada e o pellet lavado por centrifugacao (12.000 x g; 5 min; 4 °C) com etanol
70% (2,5 mL). Apos descarte da fase aquosa, o pellet foi ressuspendido em TE
(1 mL; tris-HCI 10 mM; pH = 8,0; EDTA 1mM:; pH 8,0), contendo RNase (10 pg.mL™).
Apés a extracdo, a qualidade das amostras de DNA foi avaliada por
espectrofotometria (Nanodrop® - Thermo Scientific, San Jose, EUA) com base na
relacdo A260/280 (1.8£1). As amostras foram quantificadas por fluorometria (Qubit™
Fluorometer; Quant-it DNA Assay Kit — Invitrogen, Carlsbad, EUA).

3.2.2 Identificacdo das plantas transgénicas por analise de PCR

Foram analisadas por PCR 48 plantas de P. alata, regeneradas de
experimentos de transformac&o genética com a construcdo génica pCABMV-dsCP.
A reacdo constitui-se de: ‘GoTaq® Green Master Mix* (12,5 pL; PROMEGA -
Madison, USA), DNA (50 ng), primers (10 pmol) 8- AGTGTGGGTTTTGCGTTTTC -
3’ e 3- GCTGGACGAAGACAAGATGG -5, agua (g.s.p. 25 pL) seguindo o programa
de 4 min a 94 °C, 40 ciclos de 3 min a 94 °C, 30 sa 58 °C, 30 s a 72 °C mais 1 ciclo
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de 4 min a 72 °C, para amplificacdo de um fragmento de 162 pb, correspondente ao
fragmento do gene CP, contido na construcdo génica em questdo. Como controle
positivo foram utilizados plasmideos purificados (5 ng) e linearizados contendo a
construcdo génica em questdo e como controle negativo foram utilizadas plantas
ndo transgénicas e &agua ultrapura. O produto das reacdes foi submetido a
eletroforese em gel de agarose (1,5% w/v) e os fragmentos amplificados foram
purificados (QIAEX Il Gel Extraction Kit - QIAGEN, Hilden, Alemanha) e

sequenciados (Macrogen Inc. — Seoul, Coréia).

3.2.3 Southern Blot

Para comprovagdo da transgenia e determinagdo do numero de eventos de
insercao do transgene, as plantas PCR positivas foram analisadas por Southern blot,
utilizando-se 30 pg de DNA para a digestdo com a endonuclease HINDIII (5 U/ug de
DNA; 37 °C; 16 h). Os fragmentos gerados foram precipitados, acrescentando-se
acetato de amonio (10% v/v; 7,8 M; pH = 7,8) e etanol absoluto (250% v/v) e
centrifugados (12.000 x g; 4 °C; 20 min). ApoOs a centrifugacdo o sobrenadante foi
removido e as amostras foram lavadas com etanol 70% (500 pL) seguindo-se de
nova centrifugacdo (12.000 x g; 4 °C; 5 min). Apdés secagem, o pellet foi
ressuspendido e os fragmentos gerados foram separados por eletroforese em gel de
agarose (0,8%; 40 V; 16 — 18 hs). O gel contendo os fragmentos foi lavado para
despurinacdo (HCI 0,25 M; 15 min) e desnaturacdo (NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 M)
seguido por duas lavagens de neutralizacdo (NaCl 1,5 M; Tris-HCI 0,5 M; pH = 7,5).
O conteudo do gel foi imobilizado em membrana de Nylon (Amersham Hybond™
N* - GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), via transferéncia por
capilaridade, utilizando-se uma solugdo SSC 20x (NaCl 3 M; citrato de sédio 0,3 M;
pH = 7,0). Apds a secagem da membrana (80 °C; 30 min) os fragmentos foram
fixados por exposicéo a luz ultravioleta (7x10* pJ.cm™; UVC 500 UV Crosslinker - GE
Healthcare). Para hibridizacdo, a membrana foi transferida para frasco de vidro
(Hybridization bottles - Pyrex®), incubada (60 °C; 90 min) em solucdo SSC 5x
(50 mL) e pré-hibridizada em solu¢do de hibridizacdo (30 min). A sonda utilizada

para deteccdo do fragmento do gene nptll foi obtida por PCR e marcada com
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fosfatase alcalina, utilizando-se o kit ‘Alkphos Direct Labelling Reagents’ (GE
Healthcare). A sonda foi acrescentada a solugcdo de hibridizacdo e o material foi
incubado (60 °C; 16 — 18 h). ApdOs incubacdo, a solucdo de hibridizacdo foi
descartada e a membrana lavada (60 °C; 10 min; 2x) em solucao buffer | (uréia 2 M;
Na,PO, 50 mM; NaCl 150 mM; MgCl, 1 mM; SDS 0,1% w/v; agente bloqueador
0,2% p/v). A membrana passou por mais duas lavagens (5 min; 25 °C) em solucéo
buffer 1l (NaCl 100 mM,; tris-base 50 mM; MgCl, 2 mM). A deteccao foi realizada com
o reagente ‘CDP - Star™ Detection Reagent (GE Healthcare). Ap6és secagem, a
membrana foi transferida para filme plastico, e colocada em contato com uma chapa
autorradiografica ‘Hyperfilm™ MP’ (GE Healthcare) por um periodo de 1 — 6 h, em

um cassete radiografico ’Hypercassete™

(Amersham  Life  Science,
Buckinghamshire, Reino Unido). Apds o periodo de exposicao, a chapa foi revelada
utilizando-se solucéo reveladora (Revelador e Reforgcador Kodak GBX - Carestream
Health, Inc. Rochester, Nova lorque; 4 min), lavada em agua (1 min) e transferida
para solucao fixadora (Fixador e Reforcador Kodak GBX - Carestream Health; 20

min).

3.3 Avaliacéo de resisténcia ao CABMV

3.3.1 Propagacao das plantas

As plantas identificadas como transgénicas por PCR foram mantidas em
casa-de-vegetacdo e propagadas via estaquia, visando a obtencdo de um total de
4 clones por linhagem transgénica. Os ramos medianos das por¢des maduras das
plantas foram cortados, mantendo-se um entreno e meia folha na extremidade. As
estacas foram plantadas em vasos de aluminio (1,5 L), contendo substrato comercial
(Plantmax Hortalicas®, Eucatex), e mantidas em casa-de-vegetacdo (sombrite 50%),
certificada para o cultivo de plantas transgénicas. Apds o inicio da brotacdo, as
plantas foram transferidas para vasos plasticos (3 L), contendo 0 mesmo substrato,

e mantidas em casa-de-vegetacao.
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3.3.2 Inoculagdo mecanica do CABMV

As inoculacbes foram realizadas com o isolado S&o Paulo do CABMV
(CABMV-SP). O in6culo foi obtido pela maceracdo de folhas infectadas, em
almofariz, na presenca de tampéo fosfato de potassio (0,02 M; pH = 7,0; 1:50 w/v).
Foram inoculadas as folhas mais jovens de cada planta, previamente polvilhadas
com carbureto de silicio. O inéculo foi pipetado sobre as folhas (200 L) e levemente
friccionado com o dedo indicador. Como controle, foram utilizadas duas plantas néo
transgénicas sendo uma inoculada no inicio e outra no final das inoculacdes. Foram
inoculados 4 clones de cada uma das 21 linhagens transgénicas, totalizando
84 plantas. A avaliacao foi realizada 30 dias apds a inoculacdo, determinando-se o
namero de plantas com sintomas e realizando-se a andlise de PTA-ELISA (Plate
Trapped Antigen — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para confirmacdo da
replicacdo viral. As plantas sem sintomas, as quais o0 virus ndo foi detectado pelo

teste de ELISA, foram re-inoculadas mecanicamente (2x).

Para o teste de PTA-ELISA, as amostras foram coletadas e maceradas
individualmente na presenca de tampdo carbonato (carbonato de sddio
15 mM; bicarbonato de sodio 28 mM; azida sédica 3 mM; pH = 9,6; 1:50 v/v). Foram
utilizados dois pocos da placa de ELISA por amostra, transferindo-se
100 uL do homogeneizado por po¢co. Como controle positivo foram utilizadas folhas
de plantas ndo transgénicas infectadas com o CABMV e como controle negativo
foram utilizadas plantas ndo transgénicas e ndo inoculadas com o patdgeno. As
placas foram incubadas (15 min; 37 °C) e lavadas (3x) com solucdo PBS-T
(NaCl 136 mM; KH,PO,4 1,46 mM; Na,PO, 8,1 mM; KCI 2,68 mM; azida sodica
3,07 mM; TWEEN® 20 0,05% w/v). Para a reacdo, adicionou-se o antissoro contra o
CABMYV (1 mL), diluido em solucdo PBS-TPB (1:1000; PBST + PVP 2% + albumina
de soro bovino 0,2% w/v) em cada poco incubando-se as placas a 37 °C (2 h).
Apos o periodo de incubacao, as placas foram lavadas com solugdo PBS-T (3x). Em
seguida, adicionou-se solucdo de imunoglobulina G conjugada com fosfatase
alcalina (100 pL; 1:2100 em PBS-TPB) seguindo-se de incubacao a 37 °C (2 h). Apos

o0 periodo de incubacdo, as placas foram lavadas com solugdo PBS-T (3x)
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seguindo-se da adi¢do de p-fosfato de nitrofenil diluido em dietanolamina (100 pL;
0,6 mg.mL?'). As leituras das placas foram realizadas apés 60 min
(405 nm) em um leitor de placas de ELISA (2960 Microplate Reader -

Metertech, Taipei, Taiwan).

3.3.3 Inoculacéao pelo vetor Myzus persicae

As plantas que ndo mostraram sintomas apds as 3 inoculacfes mecanicas,
foram submetidas a inoculacéo via afideos infectados. Colénias de Myzus persicae
foram estabelecidas em plantas de nabo e cultivadas em gaiolas entomoldgicas. As
colénias foram analisadas e os pulgbdes foram identificados como M. persicae
(Sulz.), sob a supervisdo do Dr. Valdir Yuki, do instituto Agrondémico de Campinas.
Os pulgbes foram removidos cuidadosamente das folhas de nabo com o auxilio de
um pincel e mantidos em jejum (15 min). ApGs o periodo de jejum, os pulgdes foram
transferidos para uma folha de maracujazeiro inoculado com o isolado CABMV-SP,
apresentando sintomas severos de infeccdo da virose do endurecimento dos frutos.
Apds o periodo de aquisicdo (10 min), 15 pulgdes foram transferidos para cada
planta transgénica com o auxilio de um pincel. Como controle, foram inoculadas
2 plantas nédo transgénicas de maracujazeiro. A avaliacao foi realizada 30 dias apos
a inoculacéo pela visualizagcédo dos sintomas e determinagao da replicacéo viral pela
andlise de RT-PCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction) e RT-
gPCR (Reverse Transcriptase — quantitative Polymerase Chain Reaction).

Para extracdo de RNA total, segmentos de tecido foliar (0,02 g) das plantas
inoculadas foram homogeneizados com o produto comercial ‘TRIzol®
(1 mL; Invitrogen) com o auxilio de um disruptor de tecidos (TissueLyser Il — Qiagen;
30 hz; 3 min) em microtubos (2 mL) contendo 2 esferas de aco inox (Stainless Steel
Beads, 5 mm — Qiagen). Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente (5 min),
seguindo-se a adicao de cloroférmio (200 pL). Os tubos foram invertidos (15x) e
mantidos a temperatura ambiente (3 min) e entdo centrifugados (12.000 x g;
15 min; 4 °C). A fase aquosa foi transferida para tubo novo e adicionou-se

isopropanol (500 pL). ApoOs esta etapa, continuou-se a extracdo do RNA com o kit
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‘PureLink™

RNA Mini Kit' (Life Technologies). A remocdo do DNA gendmico foi
realizada utilizando-se o kit ‘PureLink™ DNase Set (Life Technologies). A
concentracdo e a qualidade (A260/280; 2.0 1) do RNA nas amostras foi

determinada por espectrofotometria (NanoDrop - Thermo Scientific).

Para a sintese de cDNA, primeiramente pipetou-se o RNA (1 pg), Oligo(dT)
(0,5 pg), dNTP’s (10 mM) e agua (g.s.p. 12 pL). A solugdo foi incubada
(65 °C; 5 min) e ,em seguida, rapidamente acondicionada em gelo (3 min).
Adicionou-se o tampéo First-Strand (5x; 4 pyL), DDT (0,1 M; 2 pL), RNase Inhibitor
(15U - Life Technologies) e a reacao foi incubada (37 °C; 2 min). Adicionou-se a
enzima transcriptase reversa M-MLV (200U — Life Technologies) e incubou-se a
reacao
(37 °C; 50 min). Apés este periodo a reacao foi inativada por aquecimento (70 °C;
15 min).

Os cDNA'’s obtidos a partir destas reacfes foram submetidos a andlise de
PCR. A reacao constitui-se de: ‘GoTag® Green Master Mix’ (12,5 uL; PROMEGA —
Madison, EUA), cDNA (100 ng), primers (5 pmol), 5 — GACGCTCAAAGAACAACA —
3 e 3 — CAAGCGACAACTCCATATC — 5 e agua (g.s.p. 25 pL) seguindo o
programa de 3 min a 94 °C, 40 ciclos de 30 sa 94 °C,30sa 52 °C,30sa 72 °C
mais 1 ciclo de 4 min a 72 °C, para amplificacdo de um fragmento de 95 pb do gene
HC-Pro (Helper Component Protein) do CABMV, o qual ndo esta presente no inserto
da construcédo génica pCABMV-dsCP, utilizada nos experimentos de transformacao
genética. Para o controle positivo foi utilizado uma planta ndo transgénica com
sintomas da virose e diagnosticada com o CABMV. Como controle negativo utilizou-

se uma planta néo transgénica, ndo inoculada, e agua ultrapura.

As andlises de RT-gPCR foram realizadas no equipamento ‘7500 Fast™ Real-
Time PCR System’ (Applied Biosystems, Foster City, EUA) em placas
‘MicroAmp ® Fast 96-Well Reaction Plate’ (0,1 mL; Applied Biosystems),
programado para analise do tipo Cy comparativo (AACy) utilizando primers
especificos para amplificacdo de um fragmento do gene HC-Pro do CABMV citado
acima e como controle enddgeno os primers 5 — ATGTGGGATGTGTGGCAGT - 3
e 3’ — GTTAAGGATTTGAAGCGTGG- 5 amplificando um fragmento do gene EF1a2

utilizando-se 2 réplicas técnicas por amostra. Como controle positivo foi utilizado
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uma planta ndo transgénica com sintomas da virose e diagnosticada com o CABMV.
Como controle negativo utilizou-se uma planta ndo transgénica, nao inoculada e

agua ultrapura.

As reacdes foram conduzidas utilizando-se 10 ng do cDNA diluido
(10 ng.pL™), primers (1,5 pmol), Fast SYBR Green Master Mix (7,5 pL) (Applied
Biosystems) e &gua (g.s.p. 15 pL). O programa utilizado para amplificacdo foi o
padrao do equipamento no modo FAST, 20 s a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 3 s a
95 °C e 30 s a 60 °C. O ponto de fusdo médio dos amplicons foi determinado pela
analise de melting submetendo-se as amostras a 95 °C por 15 s, aguecendo-as
gradativamente (60 - 95 °C), com taxa de aquecimento de 0,3 °C.s™ e ,em seguida,
mantendo-as a 60 °C. Para as andlises comparativas, a amostra com o valor de Ct
mais alto para o gene HC-Pro foi selecionada como amostra de referéncia. Os
valores de quantificacao relativa (RQ) em escala Log;o foram utilizados para analise

e geracao do grafico.

3.3.4 Recuperacao biolégica do CABMV

As plantas indicadoras Chenopodium quinoa e C. amaranticolor, que reagem
com lesdo local ao CABMV, e plantas de P. alata ndo transgénicas, foram
inoculadas com macerado de folhas das plantas transgénicas assintomaticas apos a
guarta inoculacéo, para confirmacao da auséncia do virus nestas plantas. O indculo
foi preparado pelo macerado de fragmentos de folhas de diferentes regides de cada
uma das plantas selecionadas em tampao fosfato de potassio (0,02 M; pH = 7,0;
1:50 w/v). As plantas foram inoculadas mecanicamente conforme descrito no item
3.3.2. Como controle positivo utilizou-se um macerado preparado a partir de folhas
de uma planta infectada com o CABMV. As plantas foram mantidas em condi¢do de
casa-de-vegetacao e a avaliacdo foi realizada 20 dias apoés inoculacdo, com base na

visualizagéo de sintomas.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo molecular das plantas matrizes

4.1.1 Identificacdo de plantas transgénicas por anélise de PCR

Os experimentos de transformacdo genética de P. alata, com a construcao
génica pCABMV-dsCP, foram realizados por Pinto (2010) tendo sido obtidas

48 plantas, as quais foram aclimatizadas para condi¢cdo de casa-de-vegetacao.

A analise de PCR realizada com estas plantas permitiu a identificacdo de
22 linhagens contendo o fragmento do gene CP do CABMV (162 pb). A Figura 2
mostra o resultado desta analise com 21 plantas as quais o fragmento do gene CP
do CABMYV foi detectado por PCR.

M (+) ™ T2 T T4 T5 T6 m T8 T9 T10 ™

Figura 2 — Andlise de PCR de plantas de P. alata regeneradas de experimentos de transformagéo genética com
a construcéo génica pCABMV-dsCP. M: marcador de peso molecular 100 pb (PROMEGA); (+): controle positivo
(plasmideo contendo a construgdo génica pCABMV-dsCP purificado); T1 — T21: plantas analisadas; NT: planta
nao transgénica; (-): agua (controle negativo).
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Os fragmentos amplificados foram purificados e sequenciados a fim de
confirmar a identidade com o transgene. A partir dos resultados obtidos, as
sequéncias foram montadas utilizando o software DNA Baser (Heracle Biosoft —
Pitesti, Roménia) e os contigs obtidos foram analisados utilizando-se algoritimo
BLAST/NCBI (Basic Local Alignment Search Tool — National Center of Biotechnology

Information, EUA - www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), como mostra a Figura 3.

TGCTGGACGAAGACAAGATGGGTGTTATCATGAATGGGTTCATGGTTTGGTGCATTGAAMATGGAACTCCACCTGATGTGAAT
GGAGTGTGGACAATGATGGATGGGGACGAGCAAGTGGAATT TCCGCTCAAGCCCATCCTGGAAAACGCAAAACCCAC

Max Total Query E

Ident Accession
score score cover value

Deszcription

Cowgea sphid-bome mosnic vings isolate Alvinlandia-SP coat protein mRNA, partial cds 215 215 99% 8e-53 99% KCT77404.1

215 215 99% 8e-53 089% KCT774031

9 2 ate Jacypirangs atg arsal cds 215 215 99% 8e-53 99% KC777402.1

2 ap E 3 ar B-SP costy R 3 215 215 99% 8e-53 99% KCT774011
Cowpea aghid-bome maosa s strain CABMV-S ai protein mMRNA_partia 2156 215 99% 8e-53 99% AY433950.1
Cowpea sphid-bome mosais virus isciate SE1 polypretein mRNA, panisl cds 215 215 999% 8e-53 99% AY 1
paa aphid 2 mosa 5 gat 209 209 99% de-51 98% KC7774051

193 193 99% de-d46 06% AY4344Sdd

Figura 3 — Valores de identidade da sequéncia de nucleotideos de fragmento amplificado na analise de PCR,
com diferentes isolados do CABMV analisado pelo algoritmo BLAST/NCBI.

A analise dos resultados obtidos no sequenciamento mostra que o0s
fragmentos amplificados possuem 99% de identidade com o mRNA que codifica a

proteina capsidial de diferentes isolados do CABMV, confirmando a transgenia.

4.1.2 Andlise de Southern blot

As plantas identificadas como transgénicas pela analise de PCR foram
analisadas por Southern blot para confirmacdo da integracdo e determinacdo do

namero de eventos de inser¢do do transgene.
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As andlises foram repetidas diversas vezes utilizando-se sonda para detec¢ao
do gene CP, variando diferentes fatores, como quantidade de DNA, endonuclease
para digestdo, distancia de migracdo dos fragmentos no processo de eletroforese,
meétodo de transferéncia e método de extracdo de DNA, porém os resultados nao
foram satisfatorios. Embora o sequenciamento dos fragmentos amplificados na
analise de PCR tenha mostrado identidade com o gene CP do CABMV, néo foi
possivel detectar bandas de hibridizacdo nas analises de Southern blot realizadas
com sonda para deteccdo deste fragmento. Pela analise da Figura 4, pode-se
verificar bandas de hibridizacdo com o controle positivo (0,1 ng da sonda para o
gene CP) e com a planta transgénica de maracujazeiro T16, proveniente do trabalho
de Trevisan (2005), indicando que as analises foram conduzidas sem erros

metodoldgicos.

6.11Kb =

38Kb =

162 pb —»

Figura 4 — Analise de Southern blot de plantas de P. alata, com sonda para deteccdo do gene CP, regeneradas
de experimentos de transformacgdo genética com a construgdo génica pCABMV-dsCP e identificadas como
transgénicas por PCR. C+: controle positivo para o gene CP (produto de PCR purificado); C-: controle negativo
(planta nao transgénica); C++: controle positivo (planta transgénica T16).

A confirmacéo da integracdo do transgene pela técnica de Southern blot foi
repetida utilizando-se sonda para deteccdo do gene de selecdo nptll. A andlise da
Figura 5, permite verificar a presenca de bandas de hibridizagdo em 11 plantas
analisadas mostrando de 1-2 eventos de insercéo. Pelo perfil de hibridizac&o, pode-
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se verificar que as plantas sao provenientes de diferentes eventos de transformacao

genética.
* ™ ~
s & R S g ke A Z R so Aol
1w
| Rz
[
1028 Kb =
6.1 Kb 653 K0 . -
183 Kb - T2Kb —» j
38Kp 50Kp :
32Kb = 251Kb =
20Kp
0.65Kb 0.65 Kb —»

065 Ko -

Figura 5 — Analise de Southern blot de plantas de P. alata, com sonda para detec¢éo do gene nptll, regeneradas
de experimentos de transformacéo genética com a construgdo génica pCABMV-dsCP, e identificadas como
transgénicas por PCR. C+: controle positivo para o gene nptll (produto de PCR purificado); C-: controle negativo
(planta néo transgénica); C++: controle positivo (planta trasngénica T16).

4.2 Avaliacao de resisténcia ao CABMV

A propagacao das plantas foi realizada com sucesso obtendo-se 4 clones de
21 linhagens transgénicas selecionadas. Os clones foram mantidos em
casa-de-vegetacao e entdo inoculados com o CABMV.

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos na avaliacdo de resisténcia das

plantas transgénicas, apos 3 inoculagdes mecanicas e 1 inoculacédo via vetor.
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Tabela 1 — Avaliagdo de resisténcia ao CABMV em linhagens transgénicas de P. alata.

(continua)
Inoculagéo
linhagem clone 1 2 3 4
St E2 S E S E S RT-PCR3 RT-q PCR*
I - - - - - - - + +
1 - - - - + e
T1
I - - - - - - B
v - - - - + B s
| - - - - - - e
Il - - - - - - B
T2
] - - - - + e
v + PP PP PP PUTPTOPPPP
I - - + TSP O PSP PSP PPPPPUPVPPRON
1 - - - - + e
T3
] - - - - + e
v - - + SO PPPPT PP
| - - - - - - - + +
1 - - - - - - - + +
T4
] - - + PO PPPT TP
[\ - - + e et
I - - - - + OSSPSR
1 - - + e et et ee e
T5
] + 5P PSP PUTP PP
v - - - - + e
| - - - - - - F
1 - - - - - - e
T6
] - - - - - - e
v - - - - + e
| - - - - - - - + +
Il - - - - - - - + +
T7
1l - - . . 5 - - = =
Y - - - - + F e e
I - - + ST TSSOSO USSP PO PRSPPI
1] - - - - + e
T8
] - - - - - - s
v - - - - - - F
| - - - - - - - + +
I - - - - - - - + +
T9
n - - - - + +
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Tabela 1 — Avaliacdo de resisténcia ao CABMV em linhagens transgénicas de P. alata

(continuac&o)
Inoculacdo
linhagem clone 1 2 3 4
S E S E S E S RT-PCR gqPCR
| - - - - + et
1l - - - - - - F
T10
1 - - - - - - F
\Y - - - - - - F
| - - - - + e nraeen
1l - - - - - - F
T11
1 - - - - - - F
\Y) - - - - - - F
| - - - - + e are e e naaeeas
1l - - - - - - F
T12
1 - - - - - - F
v - - - - - - F
| - - - - - - - + +
1] - - - - - - - + +
T13
1 - - + S
\Y) - - + OSSP TPPR PN
| - - - - - - - + +
1] - - - - - - - + +
T14
1 - - + S
vV - - - - + e ———————————————————————
| - - - - - - - + +
1l - - - - + e ——————————————————————
T15
1 - - - - + N
vV - - - - + e ——————————————————————
| - - - - + e
1l - - - - + S
T16
1 + e —————
vV - - - - + e ——————————————————————
| - - + e e —e e e e e e et be e e aae e e e aaeeeaaes
1l - - - - + F
T17
1 + TSP UPUPUPUPSPUPRPNY
\Y - - - - + F
| - - - - - - - + -
I - - - - - - - - -
T18
1 - - - - - - - + +
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Tabela 1 — Avaliacdo de resisténcia ao CABMV em linhagens transgénicas de P. alata
(concluséo)

Inoculagéo
linhagem clone 1 2 3 4
S E S E S E S RT-PCR gPCR

| + +

I - - -
T19

I + +

v + B e ettt ettt ettt

| F s

I F s
T20

I F s

v F s

| F s

I + F e
T21

nn F s

v F s
cn® | - 0,186 - 0,098 - 0,125 - e
Cpi® | + 0,587 + 0,243 + 0,301+ e
cpf’ I + 0,569 + 0,212 + 0,286 oot
cp® | + 0,634 + 0,249 + 0,340 F e

1 S = Planta inoculada com presenca ( +) ou auséncia ( - ) de sintomas causados pelo CABMV.

2 E = Planta positiva ( + ) ou negativa ( -) para analise de ELISA, considerada infectada quando o valor da absorbancia (Assnm)
= 2xCn.

3 RT-PCR = Planta positiva (+) ou negativa (-) na analise de RT-PCR para detec¢do do CABMV.

*RT-qPCR = Planta positiva ( + ) ou negativa ( - ) na analise de RT-qPCR para deteccdo do CABMV.

® Cn = Planta n&o transgénica, ndo inoculada.

® Cpi = Controle positivo inicial — planta n&o transgénica inoculada no inicio das inoculacdes.

" Cpf = Controle positivo final — planta n&o transgénica inoculada no final das inoculacées.

8Cp = Controle positivo — planta ndo transgénica infectada com o CABMV utilizada como fonte de inéculo.

O resultado da primeira inoculacdo mecanica mostra que, em 16 das
21 linhagens transgénicas inoculadas, nenhum dos 4 clones apresentava sintomas
causados pelo CABMV. As linhagens T2, T5, T16, T17 e T19 apresentaram 1 clone
infectado cada. A andlise de ELISA nas plantas inoculadas confirmou a presenga do
CABMYV nas plantas sintomaticas, com valores de A4osnm variando de 0,124 a 0,627.
As plantas ndo transgénicas inoculadas (Cpi e Cpf) apresentaram sintomas da
doenca, com valores de Aosnm Variando de 0,569 a 0,587 e a planta nédo transgénica
infectada, utilizada como fonte de indculo (Cp), mostrou valores médios de Asosnm =
0,634. O controle negativo ndo apresentou sintomas da doencga e o virus nao foi
detectado pela analise de ELISA (Asosnm = 0,186). As leituras das amostras com

valores de Asosnm maior ou igual a 0,372 (Assnm = 2XCn) foram consideradas
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infectadas e descartadas. As plantas remanescentes foram podadas para o
desenvolvimento de novas brotagdes e realizagdo da segunda inoculagao.

Apés a segunda inoculagdo, a porcentagem de linhagens que mantiveram 4
clones nao infectados caiu para 52.38%, sendo 11 linhagens (T1, T6, T7, T9, T10,
T11, T12, T15, T18, T20, T21), 5 linhagens com 1 clone infectado (T2, T8, T14, T16,
T19) e 5 linhagens com 2 clones infectados (T3, T4, T5, T13, T17). A confirmacéo da
infeccdo pelo CABMV nas plantas inoculadas pela analise de ELISA mostrou valores
de Aypsim entre -0,016 a 0,528. As plantas n&o transgénicas inoculadas
apresentaram sintomas da doenca e valores de Asosnm Na analise de ELISA variando
de 0,212 e 0,243 e na planta Cp, o valor médio de Aspsnm foi de 0,249. Nao foi
observado sintomas do CABMV na planta Cn (controle negativo), a qual apresentou
valores médios de Aspisnm = 0,098 para andlise de ELISA. As plantas que
apresentaram valores de Ajpisnm Maior ou igual a 0,196 foram consideradas
infectadas e descartadas. As plantas remanescentes foram podadas e inoculadas

novamente apds o surgimento de novas brotacdes.

A porcentagem de linhagens com 4 clones néo infectados caiu para 9,52%
apos a terceira inoculacdo. Do total geral de linhagens avaliadas, 7 linhagens ainda
apresentavam somente 1 clone infectado (T6, T7, T10, T11, T12, T19, T21), 7
linhagens foram detectadas com 2 clones infectados (T1, T2, T4, T8, T9, T13, T14) e
1 linhagem com 3 clones infectados (T15). Em 4 linhagens, todos os clones foram
diagnosticados como infectados (T3, T5, T16, T17) restando somente 2 linhagens
com os 4 clones néo infectados (T18 e T20). A deteccéo das particulas virais pela
analise de ELISA mostrou valores de Asosnm variando entre 0,007 a 0,350. Para a
planta Cp o valor médio de absorbancia foi de Asosnm = 0,340. As plantas nao
transgénicas inoculadas mostraram sintomas caracteristicos da infeccéo
pelo CABMV e valores de Asosnm variando de 0,281 e 0,301. A planta Cn néao
apresentou sintomas de infeccdo pelo CABMV e valor de Ajopsnm = 0,125.
As amostras com Aypsnm maior ou igual 0,250 foram consideradas infectadas e
descartadas. As plantas foram novamente podadas para a realizacdo da quarta

inoculacao.
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Nas inocula¢cdes mecanicas, , as novas brotacdes apresentavam o sintoma de
mosaico foliar evoluindo para mosaico foliar severo, podendo ser acompanhado de

encarquilhamento e bolhosidades 30 dias apés a inoculacéo.

Apds a quarta inoculagdo, realizada com o vetor M. persicae, 20 plantas
inoculadas ndo mostraram sintomas do CABMV, sendo os clones T1(l), T4(l), T4(ll),
T7(), T7(1), T7(I), TO(N), TO(I), T13(1), T13(Il), T14(1), T14(Il), TA5(1), T18(I), T18(lI),
T18(Ill), T18(IV), T19(l), T19(ll) e T19(lll). A andlise de RT-PCR realizada nas
plantas assintoméaticas, detectou a presenca do virus em 17 plantas (Figura 6).

M (+)  TA() T4 T4 T7() T7AL) O T7qAN)  T9() Tl T13() TA3(I) T14(D)

M T14(11) T15(1) T18(1) T18(I) T18(11) T18(IV) T19(1) T19(¢I1) T19(I1) NiNi

Figura 6 — Analise de RT- PCR de plantas assintomaticas apds a 42 inoculagédo, com primers especificos para
detecgdo do CABMV. M: marcador de peso molecular 50 pb; (+): planta ndo transgénica infectada (controle
positivo); Tn(x): clones assintomaticos selecionados; NtNi: planta ndo transgénica ndo inoculada.

As plantas assintomaticas foram analisadas por RT-gPCR (Figura 7) e a
auséncia de particulas virais foi confirmada nas plantas transgénicas T7(lll), T18(ll) e
T19(ll). O virus foi detectado nas plantas transgénicas T7(ll), T14(l) e T18(l) porem
em baixa concentracdo, sendo que a planta T7(ll) foi utilizada como amostra de
referéncia por mostrar o maior valor de Cr.
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Figura 7 — Andlise de RT-qPCR de plantas transgénicas de P. alata para detec¢do do gene HC-Pro do CABMV,
apos a 42 inoculagdo com o patdégeno. Tn(x): clones avaliados; NtNi: planta ndo transgénica n&o inoculada
(controle negativo); C-: 4gua (controle negativo); +: planta ndo transgénica infectada (controle positivo). A planta
transgénica T7(ll) foi selecionada como amostra de referéncia por demonstrar o maior valor de Ct (39.678).

Nos testes de inoculacao via afideos viruliferos, os sintomas de mosaico foliar
foram observados somente 25 dias apds a inoculacdo em 9 linhagens. As linhagens
que foram classificadas como ndo sintométicas para a doenca do endurecimento
dos frutos, mas o virus foi detectado pelas analises de RT-PCR e RT-qPCR,

mostraram sintomas 60 dias apds a inoculacéo.

A Figura 8a mostra uma planta ndo transgénica e néo inoculada, uma planta
transgénica sem sintomas inoculada 4 vezes com o CABMV (Figura 8b, clone T7(lll))
e uma planta ndo transgénica inoculada com o CABMV 30 dias apés a inoculagéo

(Figura 8c).
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Figura 8 — Reacdo de plantas transgénicas e ndo transgénicas ao CABMV. a: planta ndo transgénica nao
inoculada; b: planta transgénica T7(lll) apds 4 inoculagdes com o CABMV; c: planta ndo transgénica inoculada
com o CABMV apresentando sintomas caracteristicos a infeccdo com o CABMV.

4.3 Recuperacao biolégica do CABMV

Os testes para recuperacao bioldgica do CABMV mostraram que 0S
macerados preparados com folhas das plantas transgénicas assintomaticas (T7(lll),
T8(Il) e T19(l)), as quais o virus ndo foi detectado pelas analises de RT-PCR e RT-
gPCR, ndo infectaram as plantas indicadoras e as plantas de maracujazeiro
inoculadas, tendo somente as plantas que foram inoculadas com o macerado da
planta infectada, mostrado sintomas de infeccdo pelo CABMV, como mostra a
Tabela 2.
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Tabela 2 — Avaliacdo de recuperacao biolégica do CABMV a partir de plantas transgénicas
de P. alata assintomaticas apos 4 inoculagdes com o patdégeno.

linhagem
planta Indicadora T7(111) T8(I1) T19(II) controle +
C. quinoa - - - +
C. amaranticolor - - - +
P. alata - - - +

As plantas indicadoras e a planta ndo transgénica de P. alata, quando
inoculadas com o macerado de folhas infectadas com o CABMV mostraram lesé&o
local e sintomas caracteristicos da doenca do endurecimento dos frutos do
maracujazeiro, respectivamente. Em C. quinoa observou-se o0 aparecimento de
lesBes locais 20 dias apds a inoculacdo (Figura 9a). As Figuras 9b-d mostram
plantas inoculadas com os macerados das plantas transgénicas T7(lll), T8(Il) e
T19(Il), respectivamente.

Figura 9 — Recuperacéo biolégica do CABMV em C. quinoa, 20 dias ap6s a inoculagdo. a: planta controle com
sintomas de leséo local inoculada com macerado de planta infectada com o CABMV; b: planta inoculada com o
macerado do clone T7(lll); c: planta inoculada com o macerado do clone T18(ll); d: planta inoculada com o
macerado do clone T19(Il).
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Em C. amaranticolor as lesdes locais no controle apareceram 15 dias apés
inoculacdo (Figura 10a). As Figuras 10b-d mostram plantas inoculadas com os

macerados das plantas transgénicas T7(l11), T8(ll) e T19(ll), respectivamente.

Figura 10 — Recuperacao biolégica do CABMV em C. amaranticolor, 15 dias apos a inoculacéo. a: planta controle
com sintomas de lesdo local inoculada com macerado de planta infectada com o CABMV; b: planta inoculada
com o macerado do clone T7(lll); c: planta inoculada com o macerado do clone T18(ll); d: planta inoculada com o
macerado do clone T19(ll).

A planta ndo transgénica de P. alata inoculada com macerado de planta
infectada, mostrou sintomas caracteristicos de infeccdo com o CABMV, como
clareamento de nervura e mosaico, 10 dias apoOs a inoculagdo (Figura 1l1a). As
Figuras 11b-d mostram plantas inoculadas com os macerados das plantas
transgénicas T7(lll), T8(Il) e T19(ll), respectivamente.
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Figura 11 — Recuperacao biol6gica do CABMV em P. alata, 10 dias ap6s a inoculagdo. a: planta controle com
sintomas da doenga do endurecimento dos frutos, inoculada com macerado de planta infectada com o CABMV;
b: planta inoculada com o macerado do clone T7(lll); c: planta inoculada com o macerado do clone T18(ll); d:
planta inoculada com o macerado do clone T19(ll).
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5 DISCUSSAO

O objetivo de obter plantas transgénicas resistentes a doencas esta presente
ja nos primeiros trabalhos realizados em engenharia genética de plantas. A
transformacdo genética visando resisténcia a doencas causadas por virus tém
mostrado resultados promissores e considerando o niumero de estratégias que foram
desenvolvidas para producéo de plantas resistentes a doencas, este enfoque pode
ser considerado um dos de maior sucesso na biotecnologia vegetal (PRINS et al.,
2008).

Em relacdo as doencas de plantas causadas por fungos e bactérias, os
resultados obtidos até o momento mostram sempre plantas com resisténcia parcial
ao patégeno, que ainda ndo evoluiram para variedades comerciais (COLLINGE;
LUND; THORDAL-CHRISTENSEN, 2008; COLLINGE et al., 2010; BOSCARIOL et
al., 2006; MENDES et al., 2010). No entanto, a transformacédo genética visando a
producéo de plantas resistentes a doencgas causadas por virus, permitiu a liberacdo
comercial de cultivares de mamoeiro resistente ao Papaya ringspot virus, de
ameixeira resistente ao Plum pox virus, de batata resistente ao Potato leaf roll virus,
de abobrinha resistente ao Zucchini yellow mosaic virus e ao Cucumber mosaic
virus, outra de abobrinha resistente ao Zucchini yellow mosaic virus, ao Cucumber
mosaic virus e Watermelon mosaic virus, de pimentéo e de tomateiro resistentes ao
Cucumber mosaic virus, e de feijoeiro resistente ao Bean golden mosaic virus
(ISAAA, 2014b). Estes resultados estimularam e nortearam o estudo envolvendo o

patossistema Passiflora/Cowpea aphid-borne mosaic virus.

Os trabalhos de transformacédo genética de maracujazeiro visando resisténcia
ao CABMV iniciaram com P. edulis permitindo a sele¢cdo declones resistentes de
2 linhagens transgénicas Ry (T2 e T16) resistentes ao patdogeno (TREVISAN et al.,
2006; MONTEIRO-HARA et al., 2011). A avaliacdo das geracdes R; e R, da
linhagem T16 confirmou a manutencao da resisténcia ao CABMV, apoés inoculagbes
mecanicas e pelo vetor do patégeno (MONTEIRO-HARA, 2010).

A identificacdo de plantas transgénicas é normalmente realizada por PCR,
inclusive em maracujazeiro (MONTEIRO, 2005; TREVISAN, 2006; MONTEIRO-
HARA, 2010; PINTO, 2010) e a confirmacdo da integracdo e determinacéo do
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namero de eventos de insercdo € feita pela analise de Southern blot. No entanto,
neste trabalho as andlises de PCR e Southern blot apresentaram problemas. Para
certificar que o gene CP do CABMV havia sido integrado ao genoma das plantas, 0s
fragmentos amplificados por PCR foram sequenciados e a analise de Southern blot
foi realizada com sonda para o gene nptll. Dificuldades na amplificagcdo do
fragmento do gene de interesse por PCR e a utilizagcdo de sonda alternativa, a qual
nao ¢ homologa com o gene de interesse, porém hibridiza com outra regido da

construcdo génica, também foram relatadas para eucalipto (GONZALEZ, 2002).

Dificuldades nas analises moleculares para identificacdo de plantas
transgénicas de maracujazeiro também foram relatadas por Pinto (2010) trabalhando
com P. alata, e por Monteiro-Hara (2010) trabalhando com P. edulis f. flavicarpa var.
FB100. Estes problemas na caracterizagdo molecular de plantas transgénicas de
maracujazeiro surpreenderam o0s autores, ja que estas dificuldades ndo foram
relatadas em trabalhos anteriores realizados no mesmo laboratério (TREVISAN,
2005; TREVISAN et al., 2006). Cabe ressaltar que embora estes trabalhos tenham
sido realizados no mesmo laboratério, as variedades de P. edulis utilizadas eram
IAC-277 e IAC-275, as construcdes génicas utilizadas foram pCABMV-sCP e
pCABMV-asCP contendo o gene da proteina capsidial do CABMV, e discos foliares
foram utilizados como explantes nos experimentos de transformacdo genética. Os
trabalhos de Monteiro-Hara (2010) e Pinto (2010) foram realizados utilizando-se
segmentos de hipocétilo como explantes, a construcdo génica pCABMV-dsCP, que
contém um fragmento do gene da proteina capsidial numa construcéo tipo hairpin, e
a variedade FB100 de P. edulis. Estas diferencas citadas podem estar relacionadas

as dificuldades na caracterizagdo molecular das plantas.

A avaliagdo de plantas transgénicas Ry visando resisténcia a virus ja foi
relatada para diversas culturas (MONTEIRO-HARA et al., 2010; WU et al., 2009;
BONFIM et al., 2007; TREVISAN et al., 2006). Os resultados geralmente mostram
linhagens transgénicas com diferentes niveis de resisténcia ou imunidade ao virus.
Outra caracteristica destas analises, é que de maneira geral, plantas clonadas da
mesma linhagem transgénica apresentam uma resposta variavel podendo ser
classificadas como suscetiveis, altamente resistentes ou imunes ao patégeno
(WU et al., 2009; LOPEZ et al., 2010). Nos testes de inoculaco deste trabalho, das

21 linhagens transgénicas R, avaliadas, apenas 3 apresentaram um clone
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assintomatico, nos quais a replicacdo viral ndo foi detectada ap6s quatro
inoculacbes com o patdégeno. No caso especifico de P. edulis, este fendbmeno
também foi observado (TREVISAN et al., 2006; MONTEIRO-HARA, 2011), tendo
sido selecionados apenas alguns clones resistentes ao CABMV, isto €, plantas que

se apresentaram assintomaticas e a replicacao do virus néo foi detectada.

O silenciamento de RNA consiste na supressdao da expressdo génica por
interacdes sequéncia-especificas que sdo mediadas por pequenos RNAs
interferentes (SiRNAs) de 21-23 nucleotideos derivados de um precursor maior de
RNA dupla fita (dsRNA) (RUIZ; VOINNET; BAULCOMBE, 1998; ZAMORE et al.,
2000; BERNSTEIN et al., 2001). O mecanismo de defesa de plantas contra virus
estd associado com a producdo de dsRNA e construcdes génicas do tipo hairpin
estdo sendo empregadas visando favorecer a inducdo do silenciamento génico em
plantas transgénicas (SHIMURA; PANTALEO, 2011). No entanto, a presenca de
supressores do silenciamento génico tem sido relatada para diversos virus, os quais
funcionam como um mecanismo de defesa do virus, suprimindo os efeitos antivirais
do silenciamento génico (ROTH; PRUSS; VANCE, 2004). Este mecanismo esta
geralmente associado a proteinas produzidas por cada espécie de virus
(VARGASON; BURCH; WILSON, 2013).

No caso do CABMV, um potyvirus, a proteina HC-Pro foi identificada como
sendo um supressor do silenciamento génico, tanto para o silenciamento génico
induzido por virus quanto induzido por transgenes, reduzindo a acumulacdo de
siRNA no citoplasma (ANANDALAKSHMI et al., 2000; KASSCHAU; CARRINGTON,
1998). A reducdo dos siRNAs, acompanhado do simultdneo acumulo de longos
dsRNA, sugere que a HC-Pro altera a atividade da enzima que produz siRNAs a
partir de longos dsRNAs (MLOTSHWA et al.,, 2005). Genes supressores do
silenciamento do RNA ja foram identificados em outros géneros de virus, como em
Carmovirus (CP), Closterovirus (p20, p2l1, p22, p23, p25), Cucumovirus (2b),
Geminivirus (AC2 e C2), Potexvirus (p25), Tospovirus (p25) entre outros (ROTH;
PRUSS; VANCE, 2004; FLORES et al., 2013).

Folimonova et al. (2008) e Lu et al. (2004) sugerem que em plantas de citros
transgénicas visando resisténcia ao Citrus tristeza virus (CTV), com construcdes

génicas que favorecem o silenciamento génico, a variacdo do nivel de resisténcia
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entre os clones propagados a partir de uma mesma linhagem transgénica, pode ser
resultado da complexa interacdo entre o silenciamento génico pos-transcricional
ativo nas plantas, o estado fisiologicoe a resposta ao silenciamento desempenhada
pelo CTV, através de seus trés genes supressores de silenciamento p20, p23 e p25.
O mesmo fendmeno sugerido acima pode estar sendo desencadeado nas plantas
transgénicas de P. alata inoculadas com o CABMV, porém mediado pela proteina

HC-Pro, o que levaria a ocorréncia da resisténcia parcial das linhagens.

Outro fator que pode influenciar a avaliacdo da resisténcia de plantas a
doencas causadas por virus é o método de inoculacdo utilizado. Inoculacdes
mecanicas sdo consideradas drasticas, podendo danificar o tecido foliar devido ao
uso de abrasivos, a ponto de impedir a penetracdo do virus na célula reduzindo a
taxa de infeccdo das plantas inoculadas. A inoculacdo pelo vetor, embora mais
trabalhosa, reproduz as condi¢cdes naturais de infeccdo. Monteiro-Hara et al. (2012)
mostrou que clones da linhagem transgénica T2, selecionados como resistentes ao
CABMYV, apos 3 inoculag6es mecanicas (TREVISAN et al., 2006), foram infectadas
pelo virus quando inoculadas pelo vetor. Neste trabalho, clones de P. alata que se
mantinham assintométicos e a replicacdo viral ndo foi detectada pelo teste de

ELISA, foram infectadas pelo CABMV ap6s uma inoculagéo via vetor.

O processo de producado de plantas transgénicas resistentes a doencas pode
ser considerado longo, envolvendo diferentes etapas como a obtencéo das plantas,
a caracterizacdo molecular das plantas regeneradas e a propagacao e avaliacdo de
resisténcia ao patégeno para possivel selecdo de clones resistentes. Este trabalho
descreve atividades das etapas de caracterizacdo molecular e avaliacdo de
resisténcia de plantas de P. alata ao CABMV. Foram selecionados clones
assintomaticos de 3 linhagens transgénicas diferentes, os quais a replicacdo do
virus ndo foi detectada pelas andlises de RT-PCR, RT-gPCR. Também néo foi
possivel recuperar o virus inoculado nessas plantas quando seus extratos foliares
foram inoculados em plantas de C. amaranticolor, C. quinoa e P. alata. Sendo o
maracujazeiro uma espécie que apresenta alta taxa de auto-incompatibilidade, a
disponibilidade de plantas de diferentes origens para o avanc¢o das geracdes € muito

importante.
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As plantas selecionadas serédo propagadas, via estaquia, autofecundadas ou
por fecundagdo cruzada, com plantas transgénicas e nao transgénicas, para
obtencao das progénies R; e R, as quais serdo avaliadas em condi¢des naturais de

infeccéao.
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6 CONCLUSAO

Foram identificadas plantas transgénicas de P. alata contendo o fragmento do
gene da proteina capsidial do CABMV. A avaliacédo de resisténcia destas plantas ao
CABMYV, permitiu a selecdo de 3 clones assintomaticos de 3 diferentes linhagens

transgénicas, onde a replicacdo do virus néo foi detectada.
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Anexo A - Valores médios de absorbancia (Assnm) das analises de ELISA dos clones das
linhagens transgénicas inoculados mecanicamente.

(continua)
inoculagéo
linhagem clone 1 2 3
A405nm A405nm A405nm
| 0,179 0,041 0,137
Il 0,190 0,048 0,279
T1
] 0,167 0,039 0,059
v 0,182 0,043 0,333
| 0,176 0,007 0,168
Il 0,170 0,008 0,194
T2
1] 0,163 0,001 0,327
v 0,594 et
[ 0,230 0,423 s
Il 0,176 0,003 0,334
T3
] 0,241 0,009 0,339
v 0,229 0,406 s
| 0,191 0,045 0,125
Il 0,193 0,047 0,119
T4
1] 0,188 0,339 s
v 0,181 0,347
| 0,189 0,044 0,295
Il 0,196 0,228 s
T5
1] 0,599 e
v 0,184 0,021 0,350
| 0,237 0,011 0,121
Il 0,237 -0,006 0,157
T6
1] 0,200 0,007 0,166
v 0,201 -0,004 0,302
| 0,139 0,038 0,043
Il 0,144 0,024 0,016
T7
1] 0,132 0,055 0,052
v 0,144 0,033 0,351
| 0,160 0,224
Il 0,240 0,096 0,319
T8
1] 0,229 0,032 0,024
v 0,201 0,014 0,025
| 0,138 0,005 0,025
Il 0,124 0,005 0,102
T9
1] 0,142 0,039 0,352

v 0,130 0,029 0,331
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Anexo A - Valores médios de absorbancia (A4s) das andlises de ELISA dos clones das
linhagens transgénicas inoculados mecanicamente.

(continuagéo)

inoculagéo
linhagem clone 1 2 3
A405nm A405nm A405nm
| 0,199 0,024 0,291
Il 0,203 0,023 0,171
T10
1] 0,204 -0,016 0,091
v 0,219 -0,009 0,051
| 0,152 0,009 0,302
11 0,223 0,009 0,025
T11
1] 0,180 0,005 0,040
1Y 0,222 0,009 0,034
| 0,205 0,016 0,315
Il 0,175 0,025 0,044
T12
1 0,168 0,024 0,058
v 0,204 0,053 0,044
| 0,190 0,009 0,007
Il 0,184 0,081 0,027
T13
1 0,233 0,528
v 0,176 0,295
| 0,158 0,022 0,115
Il 0,142 0,016 0,108
T14
1] 0,142 0,521
v 0,170 0,029 0,327
| 0,149 -0,001 0,102
Il 0,156 0,001 0,332
T15
1 0,125 0,007 0,328
v 0,149 0,009 0,336
| 0,214 0,003 0,324
Il 0,205 0,026 0,317
T16
1] 0,627 e
v 0,239 0,010 0,315
| 0,196 0,225
Il 0,199 0,028 0,333
T17
1] 0,593 e
v 0,175 0,029 0,288
| 0,190 0,006 0,016
Il 0,179 0,008 0,121
T18
1] 0,148 -0,002 0,026

v 0,178 -0,009 0,132
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Anexo A - Valores médios de absorbancia (A4s) das andlises de ELISA dos clones das
linhagens transgénicas inoculados mecanicamente.

(conclusao)

inoculagéo
linhagem clone 1 2 3
A405nm A405nm A405nm
I 0,146 0,087 0,021
10 I 0,141 0,145 0,029
1] 0,134 0,031 0,015
v 0,593 s
[ 0,194 0,005 0,040
120 I 0,258 0,011 0,041
1T 0,193 0,012 0,061
v 0,165 0,005 0,030
[ 0,215 0,014 0,170
To1 I 0,203 0,020 0,309
1T 0,201 0,019 0,072
v 0,212 0,016 0,077
cn' [ 0,186 0,098 0,125
Cpi? I 0,587 0,243 0,301
Cpf® I 0,569 0,212 0,286
cp* [ 0,634 0,249 0,340

1 Cn = Planta nao transgénica, ndo inoculada.

2 Cpi = Controle positivo inicial — planta ndo transgénica inoculada no inicio das inoculagées.

3 Cpf = Controle positivo final — planta ndo transgénica inoculada no final das inoculagdes.

4 Cp = Controle positivo — planta ndo transgénica infectada com o CABMV utilizada como fonte de in6culo.



