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RESUMO

O objetivo do trabalho foi estudar uma forma alternativa para o controle
do endurecimento dos frutos do maracujazeiro, pela producdo de plantas
transgénicas contendo o gene da proteina capsidial do Passionfruit woodness
virus - PWV. O vetor de expresséao foi construido utilizando-se os plasmideos
pCambia 2300 e pCambia 2301, que contém o gene de sele¢do nptll, para
resisténcia ao antibidtico canamicina. O plasmideo pCambia 2301 contém
também o gene reporter uidA (GUS). Os plasmideos foram introduzidos em
Agrobacterium tumefaciens, estirpes EHA 105 e LBA 4404, pelo método do
choque térmico. Os explantes para transformacédo genética constituiram-se de
discos de folhas jovens (6 mm de didmetro), das variedades IAC 275 e IAC 277,
coletados de plantas mantidas em sob fotoperiodo de 16 h luz, a 27 °C. Os
explantes foram inoculados com suspenséo bacteriana (5x10® UFC/mL) por 20
min e transferidos para placa de Petri contendo o meio de cultura MS +
thidiazuron (TDZ - 0,25 mg/L) + nitrato de prata (AgNOs; - 4 mg/L) +

acetoseringona (1 uM/L). O co-cultivo foi realizado a temperatura de 24 °C, em



viii

auséncia de luz, por um periodo de 3 dias. Para selecdo e regeneracdo de
plantas os explantes foram transferidos para meio de cultura de selecdo MS +
TDZ (0,25 mg/L) + AgNO3 (4 mg/L) + canamicina (100 mg/L) + cefotaxime (500
mg/L). A incubacéo foi realizada a 27 °C, em auséncia de luz, por um periodo
de 4 - 6 semanas. As gemas adventicias desenvolvidas foram transferidas para
o0 meio de cultura MSM + 10% de agua de coco e incubadas sob fotoperiodo de
16 h de luz. A transformacdo genética foi identificada pelo teste histoquimico
GUS e por PCR. Obteve-se um total de 22 plantas PCR positivas. Destas, 8
foram analisadas por Southern blot para confirmacdo da integracdo do
transgene. A transcricdo e expressdo do transgene foram analisadas por
Northern e Western blot, respectivamente. As plantas transgénicas avaliadas
foram multiplicadas e inoculadas com 3 diferentes estirpes do PWV. A linhagem

T2 apresentou resisténcia a infec¢ao dos trés isolados utilizados.
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SUMMARY

The main purpose of this work was to study an alternative way to control
the Passionfruit woodiness virus - PWV through the production of transgenic
plants which contained the Passionfruit woodness virus coat protein gene. The
binary vector was built by using pCambia 2300 and pCambia 2301 plasmids,
which contain the selection gene nptll. The pCambia 2301 plasmid also contains
the reporter gene uidA (GUS). The plasmids were introduced into Agrobacterium
tumefaciens, EHA 105 and LBA 4404 strains, via thermal shock method. The
explants for the genetic transformation were young leaf disks (6 mm of diameter)
of IAC 275 and IAC 277 varietys, extracted from plants kept under 16 h
photoperiod, at 27 °C. The explants were inoculated with a bacterial suspension
(5x10® UFC/mL) for 20 min and then transferred to Petri dishes containing co-
colture medium MS + thidiazuron (TDZ - 0,25 mg/L) + silver nitrate (AgNO3 - 4
mg/L) + acetosyringone (1 pM/L). The co-culture was performed at 24 °C t, in
the dark, for a three-day period. For the selection and regeneration of plants, the
explants were transferred to the selection culture medium MS + TDZ (0,25
mg/L) + AgNO3 (4 mg/L) + kanamycin (100 mg/L) + cefotaxime (500 mg/L). The



incubation was performed at 27 °C, in dark, for 4 - 6 weeks. The adventitious
buds developed were then transferred to the culture medium MSM + 10%
coconut water and kept incubated under 16 h photoperiod. The genetic
transformation was identified through GUS and PCR tests. There were 22 PCR
positive plants. Out of those, 8 were Southern blot analyzed for the confirmation
of transgenc integration. The transgene transcription and expression were
determined by Northern and Western blot respectively. The transgenic plants
were then multiplied and inoculated with 3 different strains of PWV, and the

line 2 showed resistance to the three strains used.



1 INTRODUCAO

Brasil, Colémbia, Peru e Equador sdo os maiores produtores de
maracuja (Lima, 2002). Os estados brasileiros que se destacam na producao
sdo Para, Bahia, Sdo Paulo, Sergipe, Ceara, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Espirito Santo e Alagoas, que juntos perfazem 94% da producdo brasileira
(Lima & Cunha, 2004). No ano de 2002, a area plantada com maracujazeiro no
Brasil foi de aproximadamente 34.778 ha, com uma producao aproximada de
478.652 toneladas (FNP, 2005).

O cultivo do maracujazeiro no Brasil em escala comercial iniciou-se a
década de 60, com a espécie Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. (Lima, 2002).

O maracujazeiro é suscetivel a uma série de doencas destacando-se a
fusariose, bacterioses e doencas virdticas (Medina et al, 1980). O
endurecimento dos frutos, causado pelo Passionfruit woodiness virus (PWV), é
uma das doencas mais importantes da cultura do maracujazeiro, apresentando
normalmente uma incidéncia de 100% em pomares de Sao Paulo, provocando
reducdo na producao, perda de qualidade dos frutos e reducéao da longevidade
do maracujazeiro. No Brasil, essa doenca foi observada pela primeira vez em
plantios comerciais de maracuja amarelo (P. edulis f. flavicarpa) e maracuja
doce (P. alata), no estado da Bahia, no final da década de 70 (S&o José€, 1994),
e atualmente encontra-se disseminada por todas as regides produtoras do pais.

O controle desta virose pode ser realizado pela eliminagédo sistematica
das plantas com sintomas e substituicdo por mudas sadias como feito em
Taiwan (Chang et al., 1992). Na Australia o controle da doenca é realizado pela

utilizacédo de hibridos de maracujazeiro roxo (P. edulis) e maracujazeiro amarelo



(P. edulis f. flavicarpa), que séo tolerantes a doenca (Taylor & Greeber, 1973),
associadas a infec¢do com estirpes fracas premunizantes (Simmonds, 1959).

No Brasil, o controle da doenca tem sido insatisfatério devido ao tipo de
transmissdo, nao-persistente, o que torna o controle quimico do vetor
ineficiente. Outro fator relevante € o fato do virus infectar leguminosas e
especies silvestres de Passiflora, as quais funcionam como fontes de in6culo
(Costa, 1996). A pré-imunizagdo com estirpes brasileiras fracas do PWV néo
apresentou resultados promisores (Novaes & Rezende, 2003) e ndo existem
varidades resisténtes ao virus.

Neste cenario dificil para a cultura do maracujazeiro, uma alternativa
para o controle do PWV pode ser a utilizacdo de plantas transgénicas, contendo
parte do genoma viral. A obtencdo de plantas transformadas com genes que
codificam proteinas virais, apresentando resisténcia ao virus relacionado, ja foi
descrita para muitas espécies e € conhecida pelo nome de Resisténcia
Derivada do Patégeno (RDP).

A transformacdo genética de plantas tem como pré-requisito a
disponibilidade de um sistema eficiente para regeneracéo de plantas por cultura
de tecidos "in vitro". Os explantes mais utilizados na cultura de tecidos de
maracujazeiro tém sido segmento nodal e disco de folha. O processo de
regeneracao “in vitro” mais usual para a maioria das espécies de maracujazeiro
€ a organogénese direta ou seja, desenvolvimento de brotacbes sem a
formacédo de calo (Dornelas & Vieira, 1994).

O primeiro trabalho de transformacdo genética de maracujazeiro foi
realizado por Manders et al. (1994), os quais obtiveram plantas de
maracujazeiro transgénicas contendo o gene nptll, que confere resisténcia ao
antibidtico canamicina, via transformacdo indireta utilizando Agrobacterium
tumefaciens. Recentemente Alfenas et al. (2005) relataram a obtencdo de uma
linhagem transgénica de maracujazeiro contendo 2/3 da regido 3’ que codifica a

replicase viral mais a porcdo 5 da regido que codifica a proteina do capsideo



viral do PWV, a qual mostrou-se resistente apenas ao isolado doador da
sequéncia utilizada.

O objetivo deste trabalho foi estudar uma forma alternativa para o
controle do virus do endurecimento dos frutos do maracujazeiro, pela producao

de plantas transgénicas expressando o gene da proteina capsidial do PWV.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do maracujazeiro

O maracujazeiro encontra-se distribuido pelos tropicos, com seu principal
centro de diversidade genética localizado no centro-oeste brasileiro (Souza &
Meletti, 1997). A América do Sul é o centro de origem de 95% das espécies de
maracujazeiro, o restante encontra-se distribuido pela Asia, Australia e América
do Norte (Lima & Cunha, 2004).

O maracujazeiro pertence a ordem Passiflorales, tribo Passiflorae e
familia Passifloraceae, que contém 18 géneros e 630 espécies (Lima, 2002).
Apesar da grande variedade de espécies dentro do género Passiflora, poucas
sdo cultivadas em funcdo de suas propriedades alimenticias, ornamentais e
medicinais. O uso medicinal, bastante difundido, baseia-se nas propriedades
calmantes da passiflorina, um sedativo natural encontrado nos frutos e nas
folhas (Souza & Meletti, 1997).

De acordo com Pereira et al. (1971) setenta espécies de maracujazeiro
apresentam frutos comestiveis, sendo estas as espécies de maior importancia
econbmica. Apesar desta grande variedade de espécies com frutos
comestiveis, 0s cultivos comerciais brasileiros baseiam-se quase que
totalmente em uma Unica espécie, P. edulis f. flavicarpa, popularmente
denominada de maracujazeiro amarelo ou azedo, que representa 95% dos

pomares e € a referéncia para as estatisticas nacionais de producdo, area
cultivada e produtividade (Meletti & Bruckner, 2001).



A comercializagdo do maracuja é realizada na forma de fruto “in natura” e
pelo suco concentrado, o qual € o mais importante produto de exportacao,
embora existam uma série de subprodutos provenientes do maracuja (Manica,
1981).

Os maiores produtores mundiais de maracuja sédo Brasil, Colémbia, Peru
e Equador, sendo os trés ultimos os maiores exportadores de suco concentrado
e polpa de maracuja; os paises Africanos (Quénia, Zimbabwe, Africa do Sul e
Burundi) sdo grandes produtores de frutos de cor roxa, enquanto os paises
americanos (Brasil, Coldmbia, Peru e Equador) sdo produtores de frutos de cor

amarela (Lima, 2002).

A cultura do maracujazeiro apresenta grande relevancia social, uma vez
que esta fruteira € cultivada predominantemente em pequenos pomares (Lima
& Cunha, 2004).

A elevacédo da produtividade e da qualidade dos frutos do maracujazeiro
pode ser obtida de maneira relativamente facil, pela associacdo da irrigacao
com a polinizagdo artificial, além de outras tecnologias de producao
recomendadas para a cultura. A utilizacdo destas técnicas pode elevar a
produtividade dos pomares de 22 t/ha/ano (plantios tradicionais bem
conduzidos) para niveis de até 50 t/ha/ano (Meletti & Maia, 1999).

O cultivo do maracujazeiro no Brasil em escala comercial iniciou-se na
década de sessenta, com a espécie P. edulis f. flavicarpa Deg. Além desta,
outras espécies sao difundidas e comercializadas no Brasil: P. alata, P.
quadrangularis, P. caerulea e P. laurifolia (Lima, 2002). A cultura adquiriu
expressdo econdmica na década de 80, principalmente pelo incentivo da
agroindustria, que estimulou o mercado do produto processado na forma de
suco. Em seguida, a crescente demanda no segmento "in natura” ampliou o
mercado interno de forma bastante significativa. Assim, a partir de 1986

observou-se incremento constante na Aarea cultivada, resultante da



popularizacdo do consumo de frutas "in natura” junto aos grandes centros (Rizzi
et al., 1998).

A década de 90 foi marcada pela valorizagdo do preco da fruta fresca e a
modificagdo do habito de consumo. Por longo periodo, cerca de 30% da
producado era destinada ao mercado de fruta fresca e 70% para a industria de
sucos. Ocorreu entdo uma inversdo no consumo e por volta de 1998 mais da
metade da producéo nacional destinava-se ao mercado interno de frutas (Silva,
1998).

O maracujazeiro € hoje a décima quinta espécie frutifera mais cultivada
no Brasil (FNP, 2005).

2.2 Endurecimento dos frutos do maracujazeiro

No Brasil, esta doenca foi observada pela primeira vez em plantios
comerciais de maracujazeiro amarelo (P. edulis f. flavicarpa) e maracujazeiro
doce (P. alata), no estado da Bahia, no final da década de 70 (Chagas et al.,
1981; Yamashiro & Chagas, 1979), e atualmente encontra-se disseminada por
todas as regides produtoras do pais.

O PWV é uma espécie do género Potyvirus, cujas particulas sdo do tipo
flexuoso, com 670-750 nm de comprimento e 12 nm de diametro, apresentando
RNA de fita simples e senso positivo. O virus produz no citoplasma das células
infectadas inclusGes lamelares tipicas de potyvirus (Taylor & Greber, 1973). Seu
RNA é constituido de aproximadamente 10.000 nucleotideos, com uma Unica
sequéncia aberta de leitura (ORF), que origina uma Unica poliproteina com
aproximadamente 350 Kda. Essa proteina é processada mediante proteinases
contidas na prépria poliproteina e subdividida em unidades funcionais
(Carrington et al., 1990). Uma caracteristica das proteinas produzidas pelos

potyvirus € o seu carater multifuncional, uma vez que praticamente todas as



proteinas com func¢des j4 determinadas atuam em mais de um processo no
ciclo de infeccéo viral (Zerbini & Zambolin, 1999).

No Brasil, ha relatos de incidéncia do PWV variando de 60% a 80% em
plantios comerciais na regido da Serra da lbiapaba, no Estado do Ceara
(Bezerra & Lima, 1992). Em S&o Paulo, estudos realizados por Gioria et al.
(2000) indicaram que a incidéncia média do PWV foi de 71,8%, variando de
55,5% a 84,5% nos pomares analisados.

Os isolados Vvirais brasileiros relacionados com a doenca do
endurecimento dos frutos do maracujazeiro foram considerados pertencentes a
espécies PWV, com base em caracteristicas seroldgicas e biolégicas (Inoue et
al.,, 1995; Costa 1996). Entretanto, um estudo de sequenciamento de
nucleotideos do gene que codifica a proteina capsidial do PWV de diferentes
isolados Dbrasileiros, conduzido por Santana (2001), mostrou que estes
apresentaram uma alta homologia entre si, e maior homologia com o Cowpea
aphid born mosaic virus, do que com o Passionfruit woodiness virus da
Austrélia, mostrando que os isolados brasileiros do PWV ndo pertencem a
mesma espécie que os australianos.

Os principais sintomas apresentados pelo virus do endurecimento do
fruto do maracujazeiro sdo: mosaico foliar, com intensidade variavel podendo
ser acompanhado de manchas anelares, bolhas, rugosidades e deformagdes no
limbo foliar; as plantas apresentam um retardamento no crescimento e 0S
internés se mostram mais curtos; no fruto observa-se um espessamento e
endurecimento no pericarpo e reducdo na cavidade da polpa, aléem de
deformidades e reducdo consideravel do tamanho (S&o José, 1994). A
temperatura influencia diretamente a intensidade dos sintomas, sendo estes
mais pronunciados nas épocas frias do ano (Ruggiero et al., 1996).

Mesmo pertencendo a espécies diferentes, segundo Sao José (1994) os
sintomas causados pelos isolados brasileiros do PWV sdo muito semelhantes
aqueles descritos na Australia, onde o virus foi primeiramente relatado em
1953.



No campo a transmissdo natural do PWV ocorre por meio de afideos. As
espécies Myzus persicae, Aphis gossypii, A. solanella, Toxoptera citricidus,
Uroleucon ambrosiae e Uroleucon sonshii ja foram relatadas como vetores
(Costa et al., 1995), sendo que a relacao virus-vetor € do tipo ndo persistente
(Taylor & Greber, 1973). O virus ndo é transmitido por sementes, mas pode ser
transmitido por enxertia e também mecanicamente (Ruggiero et al., 1996).

Os prejuizos ocasionados pelo PWV na cultura do maracujazeiro séo
queda de produtividade, producédo de frutas sem valor comercial e reducdo na
vida econbmica do pomar. Em S&o Paulo, estudos quantitativos sobre o efeito
do PWV no desenvolvimento e na producdo do maracujazeiro foram realizados
em plantas inoculadas com 5 estirpes do PWV, de diferentes origens, em
condicdes de casa de vegetacdo e os resultados mostraram reducdo na area
foliar da ordem de 50%, quando comparadas com plantas sadias da mesma
idade. Quanto ao efeito do virus na producdo, 0s autores constataram que
plantas inoculadas aos 2, 4, 6 e 8 meses apoés o transplante, em condi¢des de
telado em campo (Vera Cruz, SP), tiveram producbes medias de 2,4; 3,4; 6,9 e
12,9 kg, respectivamente, na colheita durante 5 meses (Gioria et al., 2000).

O controle desta virose pode ser realizado pela eliminagédo sisteméatica
das plantas com sintomas e substituicdo por mudas sadias, como € feito em
Taiwan (Chang et al., 1992). Entretanto espécies silvestres de Passiflora e
feijoeiro (Phaseolus vulgaris) constituem-se um reservatorio natural do virus
(Taylor & Greeber, 1973), o0 que torna esse tipo de controle dispendioso e a
erradicacdo do virus impossivel.

Na Australia, o controle tem sido realizado pela utilizacdo de hibridos de
maracujazeiro roxo (P. edulis) e maracujazeiro amarelo (P. edulis f. flavicarpa),
que sao tolerantes a doencas (Taylor & Greeber, 1973), associados a pré-
imunizacdo com isolados fracos (Simmonds, 1959). A utilizacao de hibridos de
maracujazeiro roxo e maracujazeiro amarelo ndo é relatada no Brasil, uma vez
que os frutos destes apresentam o inconveniente da coloracdo arroxeada e um

tamanho reduzido, ndo sendo atrativos ao consumidor brasileiro.



No Brasil, tentativas de pré-imunizacdo com seis estirpes brasileiras
fracas do PWV foram realizadas por Novaes & Rezende (2003), porém os
resultados ndao foram promissores, pois ndo houve a promog¢ao de resisténcia
contra a infecgdo por estirpes comuns. Aparentemente, essa falha na protecao
esta associada a baixa concentracdo e/ou distribuicdo irregular das estirpes
fracas do virus na planta.

A utilizacdo de inseticidas no controle dos vetores resposaveis pela
transmissdo do virus do endurecimento dos frutos ndo é realizada devido ao
tipo de transmissado ndo persistente, uma vez que 0 sucesso no controle de
viroses € normalmente obtido quando a relacdo de transmissdo € do tipo
persistente, sendo o controle quimico normalmente ineficiente em viroses
transmitidas de forma néo persistente (Perring et al., 1999).

A exploracéo da variabilidade genética de espécies de Passiflora poderia
contribuir para o estabelecimento de cultivares resistentes. Ha relatos de fontes
de resisténcia em espécies ndo comerciais (P. suberosa), mas os programas de
melhoramento convencionais sdo dificultados por caracteristicas de auto-
incompatibilidade, incompatibilidade cruzada e esterilidade masculina (Costa,
1996).

Diante deste cenario problematico para o controle desta fitovirose uma
opcéo € a utilizacdo de plantas transgénicas, contendo parte do genoma viral. A
obtencao de plantas de maracujazeiro contendo parte do genoma viral do PWV
foi relatada por Alfenas et al., (2005).

2.3 Resisténcia derivada do patégeno

A biologia molecular e as técnicas da engenharia genética tornaram
possivel a utilizacdo de novos mecanismos para a obtencdo de plantas
resistentes a patogenos. A hipotese de que a resisténcia a um certo patdgeno

pode ser obtida de seu proprio material genético € denominada resisténcia
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derivada do patdgeno (RDP) e teve 0 seu conceito teérico proposto por Sanford
& Johnston (1985).

A transformacdo genética de plantas com diferentes partes do genoma
viral pode conferir resisténcia ao virus da qual a sequéncia foi derivada ou a
virus relacionados. A vantagem desse sistema é que genes virais com potencial
para conferir resisténcia sdo mais faceis de serem isolados e clonados do que
genes de resisténcia derivados de plantas (Grumet, 1990).

O primeiro relato de plantas transgénicas com resisténcia derivada do
patdégeno foi feito com plantas de fumo expressando a proteina do capsideo do
Tobacco mosaic virus (TMV) (Powell et al., 1986).

Dentre as estratégias utilizadas na obtencdo de plantas transformadas
com parte do genoma viral podemos citar a utilizacdo do gene que codifica para
a proteina do capsideo, o gene da replicase viral, 0 gene que codifica para
proteinas envolvidas no movimento do virus na planta, o uso do RNA antisense,
0 uso de RNA satélite e 0 uso RNA defectivo interferente (Torres et al., 1999).
Destes, 0 gene que codifica para 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 comparada a outros genes virais (Santana,
2001).

Resultados de diferentes trabalhos sdo contraditérios quando
correlacionam o grau de expressdo da proteina do capsideo viral em plantas
geneticamente modificadas, e o grau de resisténcia adquirido. Em alguns casos
parece ocorrer uma correlacao direta entre concentracdo da proteina funcional
do capsideo viral e eficiéncia de protecao obtida (Resende, 1994). Como
exemplo cita-se o caso de plantas de tomateiro onde a expresséao de baixo nivel
de proteina da capa protéica do CMV resultou em suscetibilidade a infeccao,
enquanto aquelas com alto nivel dessa proteina apresentaram resisténcia
(Kaniewski & Lawson, 1998). Porém a necessidade da expressdo da proteina
intacta ndo foi verificada em plantas de tabaco transformadas com as duas

proteinas do capsideo do Andean potato mottle virus (APMoV). Neste caso as
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plantas com baixo nivel de expressdo do transgene apresentaram uma maior
resisténcia (Neves—Borges et al., 2001).

Em plantas de Nicotiana benthamiana transformadas com o gene n do
Tomato spotted wilt virus (TSWV) a resisténcia foi obtida sob as duas
condicdes, linhagens com alto nivel de expresséo da proteina do capsideo viral
apresentaram resisténcia parcial, via atraso no desenvolvimento de sintomas,
enquanto linhagens com baixo nivel do transcrito apresentaram resisténcia total
(Vaira et al., 1995).

Essa falta de correlacdo entre o nivel de expresséo de proteinas virais e
a resisténcia adquirida em plantas transgénicas indica que possivelmente existe
mais de um mecanismo governando a resisténcia. A resisténcia em plantas
transgénicas transformadas com parte do genoma viral pode ser obtida pela
expressao da proteina viral e interferéncia desta em alguma etapa da infec¢ao
viral ou pela ativacdo do mecanismo de silenciamento génico pds-transcricional
(Pos-transcriptional gene silencing - PTGS) responsavel pela degradacdo do
RNA viral.

Resisténcia mediada pela capa protéica (CP) é o termo utilizado para se
referir a resisténcia obtida pela expressao do gene do capsideo de virus em
plantas transgénicas (Resende, 1994). Register & Beachy (1988) propuseram
que a resisténcia derivada do patdgeno proveniente da expressdo do gene do
capsideo viral é efetivada pela inibicdo do desencapsulamento do virus nas
células inicialmente infectadas. Wilson & Watkins (1986) em experimentos "in
vitro” demonstraram que a expressdo da proteina do capsideo viral pode
bloquear o desencapsulamento.

Entretanto, a resisténcia derivada do patégeno proveniente da expressao
do gene do capsideo do Potato virus X (PVX) é efetiva tanto contra a particula
viral como contra o RNA isolado, indicando que outros processos podem estar

relacionados com a promocéo de resisténcia (Hemenway et al., 1988).



12

De maneira geral as plantas que apresentam resisténcia mediada pela
expressao da proteina viral ndo sdo resistentes a inoculacdo com alta
concentracao da particula viral e ao RNA isolado.

O silenciamento génico poés-transcricional (PTGS) € o outro mecanismo
pelo qual a resisténcia pode ser obtida em plantas transgénicas. Esse
fenbmeno ocorre no RNA e pode apresentar o potencial de suprimir o acumulo
de RNA que possua uma sequéncia homéloga a do gene silenciado
(Baulcombre, 1996). O PTGS € um mecanismo de degradacdo de RNA dirigido
por sequéncias especificas e é considerado responsavel por imunidade a
infeccdo em muitas plantas transgénicas que contém genes virais (Mitter et al.,
2001). Esse mecanismo foi primeiramente relatado em plantas transgénicas de
petunia, quando a introducéo de um transgene levou a inativagcado do transgene
e de genes enddgenos homologos, fenbmeno denominado de co-supressao
(Napoli et al.,, 1990). A reducdo nos niveis de mRNA detectados apos a
ativacdo do PTGS ndo estd relacionada com a diminuicdo na taxa de
transcricdo, e sim com a degradacdo do mRNA formado (De Carvalho et al.,
1995). O silenciamento ocorre pela degradacdo do RNA mensageiro e nao
afeta a transcri¢cdo do locus génico envolvido (Yu & Kumar, 2003).

A infeccdo de um virus em plantas pode disparar o mecanismo de PTGS.
A inducao do silenciamento por meio da replicagéo viral foi denominada virus
induced gene silencing (VIGS) (Kumagai et al.,, 1995) e € considerado um
mecanismo natural de resisténcia a viroses em plantas.

Em plantas o silenciamento do RNA ndo esta associado apenas ao
mecanismo de defesa, mas também participa na regulacdo da expresséo de
genes endégenos em uma grande variedade de processos durante o
desenvolvimento vegetal (Yu & Kumar, 2003).

O PTGS nao é totalmente efetivo, alguns virus codificam proteinas
capazes de suprimi-lo, € o caso do Cucumer Mosaic Virus (CMV) que foi capaz
de superar a resisténcia por PTGS em tabaco (Mitter et al., 2003). Em outro

exemplo plantas transgénicas de tabaco (N. benthaniana), apresentando PTGS,
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voltaram a expressar o gene silenciado quando inoculadas com o Cucumer
mosaic virus (CMV) ou o Tobacco vein mottling virus (TVMV) (Simon-Mateo et
al., 2003).

A habilidade de alguns virus de plantas em suprimir o PTGS ¢é
provavelmente um mecanismo de contra-defesa ao mecanismo de resisténcia
de plantas a virus via PTGS (Mitter et al., 2001).

Em alguns casos plantas transgénicas expressando o gene viral e ndo
resistentes apresentam apds a inoculacdo um fendtipo conhecido como
recuperacdo. Esse fenotipo € funcdo do acionamento do PTGS. Simon-Mateo
et al. (2003) obtiveram em tabaco (N. benthamiana), expressando a proteina
Nib mutante do Plum pox virus (PPV), o fendtipo de recuperacdo apds a
inoculacdo com o PPV.

Nem todos 0s genes virais sao capazes de induzir a resisténcia via
expressdo da proteina. Mlotshwa et al. (2002) relatam um aumento na
severidade dos sintomas inoculando plantas de tabaco (N. benthamiana),
transformadas com o gene “helper component — proteinase (HC-Pro)”, com o
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV). A resisténcia foi obtida apenas
nas plantas que apresentaram baixa concentracdo de RNA transcrito, ou seja,
pelo PTGS.

Estudos demonstram que a introducdo do gene do capsideo viral em
plantas pode conferir resisténcia ndo apenas ao isolado do virus doador do
gene, mas também a outros isolados e mesmo a espécies relacionadas. E o
caso de plantas de tabaco expressando os genes do capsideo do Watermelon
mosaic virus (WMV) (sin. Watermelon mosaic virus — 2) e do Zucchini yellow
mosaic virus (ZYMV), que mostraram algum grau de resisténcia quando
inoculadas com o0 WMV e mais outros seis Potyvirus: Bean yellow mosaic virus
(BYMV), Potato y virus (PYV), Pea mosaic virus (PeaMV), Clover yellow vein
virus (CYVV), Pepper mottle virus (PeMV) e Tabacco etch virus (TEV) (Namba
et al., 1992).
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No caso do Potyvirus causador do endurecimento dos frutos de
maracujazeiro, Yeh & Chu (1996), em Taiwan, demostraram que a expressao
do gene da proteina capsidial, em plantas de N. benthamiana, conferia
resisténcia a infeccdo com o PWV e duas outras linhagens apresentavam
atraso no aparecimento dos sintomas. No Brasil, Alfenas et al. (2005)
produziram plantas transgénicas de maracujazeiro expressando um mRNA
correspondente a parte dos genes nib e cp de um isolado do virus do
endurecimento dos frutos do maracujazeiro, proveniente de Minas Gerais.
Destas plantas apenas uma linhagem apresentou certo grau de resisténcia ao
PWV, especifica para o isolado utilizado, ndo conferindo um amplo espectro de
protecao.

A obtencéo de plantas transformadas com proteinas de capsideo virais
apresentando resisténcia a virus ja foi descrita para muitas 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), videira (Vitis sp.) para o Grapevine fanleaf virus
(GFLV) (Mauro et al., 1995) e batata (Solanum tuberosum) com a proteina do
capsideo viral do Lettuce mosaic virus (LMV) obtendo resisténcia contra o
Potato virus Y (PVY) (Hassairi et al., 1998).

Plantas trangénicas com resisténcia a virus ja foram liberadas
comercialmente em outros paises. Em 1995, uma variedade de abobrinha de
moita (Cucurbita pepo L.) transgénica, denominada Freedon I, resistente ao
Zucchini yellow mosaic virus e ao Watemelon mosaic virus foi aprovada para
comercializagédo nos Estados Unidos (Tricoli et al., 1995). Esta parece ter sido a
primeira planta transgénica resistente a virus liberada comercialmente. Em
1998, duas variedades de mamoeiro (Carica papaya L.) transgénicas
resistentes ao Papaya ringspot virus — type P foram liberadas para

comercializacdo no Hawai, USA (Manshardt, 1998).
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2.4 Cultura de tecidos “in vitro” e transformacgao genética em Passiflora

Um dos pré-requisitos para o uso da tecnologia de transferéncia de
genes em espécies vegetais € a disponibilidade de um sistema eficiente de
regeneracdo de plantas a partir da cultura de tecidos.

A técnica de cultura de tecidos tém sido estudada para diversas espécies
de maracujazeiro, tanto na micropropagacao pela cultura de segmento nodal e
internodal (Biasi et al., 2000), como na morfogénese pelo cultivo de discos de
folha (Vestri et al., 1990; Kawata et al., 1995) segmentos de cotilédone
(Dornelas & Vieria, 1994) e segmentos de hipocétilo (Monteiro, 2005). Com o
objetivo de auxiliar programas de melhoramento genético, a cultura de
protoplastos (d’'Ultra Vaz et al., 1993; Dornelas & Vieira, 1993) que permite a
obtencédo de hibridos somaticos (Dornelas et al., 1995; Otoni et al., 1995), e a
transformacdo genética (Manders et al., 1994; Hall et al., 2000; Takahashi,
2002; Alfenas et al., 2005; Monteiro, 2005) também tem sido utilizados.

As espécies do género Passiflora ttm se mostrado responsivas ao cultivo
“in vitro”, tendo-se obtido sucesso na formagdo de gemas adventicias em P.
edulis, P. edulis f. flavicarpa, P. mollissima, P. giberti, P. amethystina e P.
caerulea (Moran Nobles, 1978; Vestri et al., 1990; Dornelas & Vieira, 1994); na
regeneracdo de plantas a partir de protoplastos de P. edulis, P. edulis f.
flavicarpa, P. amethystina, P. cincinnata (d’'Ultra Vaz et al., 1993; Dornelas &
Vieira, 1993), além da producdo de hibridos soméaticos entre P. edulis f.
flavicarpa + P. incarnata, por eletrofusédo (Otoni et al., 1995), e entre P. edulis f.
flavicarpa + P. alata, P. edulis f. flavicarpa + P. amethystina, P. edulis f.
flavicarpa + P. cincinnata, P. edulis f. flavicarpa + P. giberti e P. edulis f.
flavicarpa + P. coccinea, por fusdo quimica (Dornelas et al., 1995).

Independentemente do explante utilizado, sabe-se que a suplementacéo
do meio de cultura com citocininas favorece a organogénese (Appezato-da-
Gloria et al., 1999; Dornellas & Vieira, 1994; Monteiro et al., 1996; Biasi et al.,

2000), enquanto que a suplementacdo do meio de cultura com auxinas (acido
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naftalenoacético), mesmo em combinagdo com citocininas, promove a
diminuicdo na formagdo de gemas e o estimulo a formacado de calos e raizes
(Dornellas & Vieira, 1994; Appezato-da-Gloria et al., 1999).

A organogénese no maracujazeiro também pode ser obtida com o uso da
difeniluréia thidiazurom (TDZ), um composto que apresenta efeito semelhantes
a citocinina, conforme relatado por Trevisan & Mendes (2005), que obtiveram o
desenvolvimento de gemas adventicias em discos de folha cultivados em meio
de cutura suplementado com 0,25 mg/L de TDZ.

O maracujazeiro € uma espécie que produz alta taxa de etileno, um
regulador vegetal gasoso (Ludford, 1995). Em cultura de tecidos a produgédo em
excesso de etileno pode levar ao acimulo do regulador nos frascos de cultura,
dificultando o desenvolvimento dos explantes e a morfogénese “in vitro”
(Roustan et al., 1992). A influéncia da presenca de etileno no cultivo “in vitro”,
diminuindo a taxa de regeneracdo de plantas tem sido verificada em diversas
espécies como amendoim (Pestana et al., 1999), maracujazeiro (Faria &
Segura, 1997), meldo (Routan et al., 1992) e caupi (Brar et al., 1999). O uso de
inibidores da acéo de etileno como nitrato de prata (Roustan et al., 1992; Brar et
al., 1999), ou de inibidores da biossintese do etileno, como cloreto de cobalto
(Brar et al., 1999), na composi¢do do meio de cultura de tecido, pode favorecer
a morfogénese, aumentando a taxa de regeneragcdo de plantas. Em
maracujazeiro, a utilizacao de inibidores da acao de etileno, tiosulfato de prata
(Faria & Segura, 1997) e nitrato de prata (Trevisan & Mendes, 2005)
apresentaram efeitos favoraveis ao cultivo “in vitro”.

A caracterizagdo morfologia e histologica do desenvolvimento de culturas
“in vitro” de maracujazeiro, incubado em meio de cultura suplementado com
BAP, indicou que aos 14 dias de cultura ocorre a formacdo de centros
meristematicos e aos 28 dias a formacdo de gemas adventicias nestes centros
(Appezzato-da-Gloria et al., 1999). A formacdo de embrides sométicos em
estagio inicial de desenvolvimento foi observada associada a gemas

adventicias em meio de cultura suplementado com BAP ou TDZ (Monteiro-
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Hara, 2000). O estudo da organogénese em meio de cultura suplementado com
BAP e agua de coco (5%), associado a analise histolégica das estruturas
regeneradas permitiu observar que parte destas sdo primérdios foliares e nao
possuem meristema apical (Takahashi, 2002).

A disponibilidade de protocolos eficientes de cultura de tecidos em
maracujazeiro permite a utilizacdo de técnicas de transformacdo genética
visando a introducdo de genes de interesse agronémico. A transformacgéo
genética de maracujazeiro foi relatada com a introducdo do gene attA via
transformacgdo direta, biobalistica (Takahashi, 2002), e via Agrobacterium
(Monteiro, 2005). Ja Alfenas et al. (2005) obtiveram plantas transgénicas de P.
edulis f. flavicarpa, contendo parte do genoma do PWV, e obtiveram certo nivel
de resisténcia apenas ao isolado doador da sequéncia utilizada na

transformacéo.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

Sementes de maracuja azedo (P. edulis f. flavicarpa), das variedades
IAC-277 (“in natura”) e IAC-275 (inddstria), obtidos junto ao Instituto
Agrondémico de Campinas (IAC), foram germinadas em bandejas plasticas
contendo substrato (Plantmax - hortalicas), em ambiente com luz e temperatura
controladas (16 h de luz / 27 + 1°C). As plantas obtidas foram mantidas neste
mesmo ambiente e utilizadas como fonte de explantes. Os explantes
constituiram-se de discos de folhas jovens (6 mm), extraidos com o auxilio de
um vazador de rolha e foram incubados com a face adaxial em contato com o
meio de cultura. A assepsia das folhas foi realizada em solucdo de hipoclorito
de sédio (0,5%), por 20 min. Apos a assepsia as folhas foram lavadas (3x) com

agua destilada autoclavada, em condi¢Oes assépticas.

3.2 Construcéao do vetor de expresséo

O cassete de expressao constituiu-se do promotor CaMV35S
duplicado, do gene que codifica a proteina do capsideo do PWV, isolado Séo
Paulo, e do terminador NOS. O gene da proteina capsidial do PWV foi clonado
no Laboratério de Virologia, do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e
Zoologia Agricola - ESALQ/USP, sob a supervisao do professor Dr. Jorge A. M.

Rezende.
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Os vetores utilizados para construc¢éo do vetor binario contendo o gene
de interesse foram os plasmideos pCambia 2300 e pCambia 2301, ambos
contendo o gene de selecdo nptll (resisténcia ao antibiético canamicina), como
marcador para a bactéria e para a planta. O plasmideo pCambia 2301 também
contém o gene reporter uidA (GUS). Estes plasmideos sdo vetores binarios e
contém as bordas esquerda e direita da regido de transferéncia do plasmideo
de Agrobacterium tumefaciens. Os plasmideos pCambia 2300 e pCambia 2301
contidos em Escherichia coli estirpe JM 109, foram obtidos no Departamento de
Genética - Laboratorio de Biologia Celular e Molecular de Plantas - Professora
Dra. Maria L. C. Vieira, ESALQ/USP.

A extracdo dos plasmideos foi realizada com auxilio do kit de extracao
“Wizard Preps DNA Purification Systems (Promega Madison, USA)”, seguindo-
se as orientacdes do fabricante. Posteriormente, os plasmideos foram digeridos
com as enzimas de restricdo EcoRI e Hindlll (Promega), em reacdo simultanea,
seguindo-se as instru¢cdes do fabricante. Os plasmideos digeridos foram
separados dos fragmentos liberados por eletroforese em gel de agarose 0,8%,
em tampao 0,5x TBE, a 2,8 V/cm, e purificados com auxilio do kit “QIAquick Gel
Extration” (Qiagen Chatsworth, USA), seguindo-se as orienta¢cdes do fabricante.
Os vetores digeridos e purificados foram quantificados em gel de agarose. A
reacdo de ligacéo foi realizada na proporcao de 3:1 inserto vetor (ng), 2 uL do
tampéo (5x) e 1 uL de T4 DNA ligase, para um volume final de 20 uL, mantida a
15 °C, por 16 h.

Apbs a reacao de ligacdo os plasmideos foram inseridos em E. coli JM
109, pelo método de “choque térmico” (Brasileiro & Carneiro, 1998). As colonias
bacterianas foram selecionadas em meio de cultura YEP (peptona 10 g, extrato
de levedura 10 g, NaCl 5 g, agar 10 g), contendo o antibiético canamicina (100
mg/L).

Para analise dos transformantes bacterianos, as colénias obtidas foram
individualizadas e analisadas por PCR, utilizando-se “primers” especificos para
deteccdo do gene da capa protéica do PWV, P1=5"—-GGAGCTCATGTCTGA
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TG(G/A)AA(A/IG)GGACAA - 3' e P2 =5 — GGGATCCTCACTGCCCATGCGTCA
T - 3. As reacdes de PCR foram realizadas com o programa 2 min a 94 °C,
seguido de 35 ciclos de 45 sa 94 °C, 1 mina 52 °C, e 1 min a 72 °C, mais um
ciclo de 1 min a 72 °C. As reag¢fes de PCR foram conduzidas em termociclador
PTC-100 (MJ Research).

As colbnias selecionadas tiveram seu plasmideo extraido e digeridos
com enzimas de restricdo EcoRI e Hindlll, para confirmacdo da ligacdo. Os
plasmideos foram renomeados para pCambia 2300-PWV e pCambia 2301-
PWV, e inseridos em duas estirpes de Agrobacterium, EHA-105 (Hood et al.,
1993) e LBA-4404 (Hoekema et al., 1983), pelo método de “choque térmico”
(Brasileiro & Carneiro, 1998). A Figura 1 mostra um esquema da regido de
transferéncia dos vetores binarios pCambia 2300-PWV e pCambia 2301-PWV.
As colonias transformadas foram selecionadas em meio de cultura YEP,
contendo 50 mg/L canamicina + 50 mg/L rifampicina. A analise das col6nias
obtidas foi realizada por PCR como descrito anteriormente. As col6nias
transformadas foram cultivadas em meio de cultura YEP, suplementado com o

antibiotico de selecéo, e armazenadas em glicerol (50%), a - 80°C.

3.3 Cultura e manutencéao dos isolados de Agrobacterium

O cultivo de Agrobacterium estirpes EHA-105 e LBA-4404, para a
realizacdo dos experimentos de transformacdo genética de maracujazeiro,
realizou-se em meio de cultura YEP, suplementado com canamicina (50 mg/L)
e rifampicina (50 mg/L). O indculo, obtido a partir de uma colbnia isolada, foi
transferido para meio de cultura YEP liquido suplementado com canamicina (50
mg/L) e rifampicina (50 mg/L), incubando-se por 16 h, em agitador orbital
(28 °C/180 rpm). A absorbancia foi medida em OD 600, sendo utilizada a faixa
de leitura entre 0,5 e 1 nm. A suspensao bacteriana foi centrifugada (5000
rpm/15 min, 15 °C), e o precipitado formado resuspendido em meio de cultura
MS, na concentracéo de 5x10° UFC/mL.
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a) T-DNA do pCambia 2301-PWYV (7532 pb)
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Figura 1- Esquema da regido de transferéncia (T-DNA) dos vetores binarios. a) pCambia 2301-PWV; b)
pCambia 2300-PWV. LB: borda esquerda, T: NOS-TER sinal de término de expressdo, 35S: Promotor
constitutivo CaMV-35S, nptll: regido codificadora do gene nptll, CP-PWV: regido codificadora da proteina do
capsideo do PWV, uidA: regido codficadora do gene reporter uidA, Nos poly-A: sinal de término de expresséo,
RB: borda direita
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3.4 Efeito do antibiético cefotaxime na organogénese “in vitro”

O antibidtico cefotaxime é normalmente utilizado em experimentos de
transformacéo genética via Agrobacterium durante a etapa de selecédo, com a
funcdo de controlar a multiplicacdo da Agrobacterium. O objetivo do
experimento foi avaliar o efeito da presenca do antibiotico cefotaxime no meio
de cultura, e o seu efeito sobre a organogénese em maracujazeiro.

Os explantes constituiram-se de discos de folhas jovens, coletados de
maracujazeiro variedades IAC-275 e IAC-277. Esses foram incubados em meio
de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com TDZ (0,25 mg/L)
+ AgNO3 (4 mg/L) + cefotaxime (0, 250 e 500 mg/L). O material foi incubado no
escuro, por um periodo de 4 semanas, a temperatura de 27°C. O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso, com 4 repeti¢cdes por tratamento, sendo
cada repeticdo constituida de uma placa de Petri (100 x 15 mm), contendo 10

explantes.

A avaliacdo foi realizada com o auxilio do microscépio estereoscopico,
determinando-se o niumero de explantes que apresentaram o desenvolvimento

de gemas adventicias.

3.5 Sensibilidade de explantes ao antibiético canamicina

O antibidtico canamicina é um dos agentes seletivos mais utilizados em
experimentos de transformacdo genética de plantas. Em maracujazeiro
normalmente a dose de 100 mg/L é observada como suficiente para reprimir
inducdo de brotacdes. O objetivo do experimento foi selecionar uma dose de
canamicina capaz de inibir a regeneracdo de brotos nas variedades IAC-275 e
IAC-277.

Os explantes constituiram-se de discos de folhas jovens coletados de
maracujazeiro variedades IAC-275 e IAC-277, os quais foram incubados em
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meio de cultura MS, suplementado com TDZ (0,25 mg/L) + AgNOs3 (4 mg/L) +
canamicina (100, 125 e 150 mg/L). O material foi incubado no escuro, por um
periodo de 4 semanas, a temperatura de 27 °C. O delineamento experimental
foi o inteiramente ao acaso, com 5 repetigdes, sendo cada repeticdo constituida

de uma placa de Petri (100 x 15 mm), contendo 10 explantes.

A avaliacdo foi realizada com o auxilio do microscopio estereoscopico,
determinando-se o numero de explantes que apresentaram o desenvolvimento

de gemas adventicias.

3.6 Transformacgao genética e regeneracao de plantas

3.6.1 Inoculacéao e co-cultivo com Agrobacterium

Discos de folha coletados de folhas jovens (6 mm) foram inoculados com
a suspensdo bacteriana na concentracdo de 5x10® UFC/mL por um periodo de
20 min. Apos a inoculagdo, os discos de folha foram secos em papel de filtro
autoclavado, e incubados em placa de Petri (100 x 15 mm) contendo o meio de
cultura MS + TDZ (0,25 mg/L) + AgNO;3 (4 mg/L) + acetoseringona (100 uM/L),
em auséncia de luz, a temperatura de 24 °C, por um periodo de 3 dias. O
nitrato de prata foi esterilizado por filtracdo (0,22 um) e adicionado ao meio de

cultura apés a autoclavagem.

3.6.2 Selecéo e regeneracdo das plantas

Apbs o co-cultivo os explantes foram transferidos para meio de cultura de
selecdo, constituido do meio de cultura MS suplementado com TDZ (0,25 mg/L)
+ AgNO3 (4 mg/L) + canamicina (100 mg/L) + cefotaxime (500 mg/L), incubado
no escuro, a temperatura de 27 °C. A avaliacao foi realizada apos 4 semanas,

determinando-se 0 numero de explantes que desenvolveram gemas
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adventicias. Estas permaneceram no meio de cultura de selecdo por um
periodo de 4 a 6 semanas, sendo posteriormente transferidas para o meio de
cultura MSM (Monteiro, 2000) suplementado com agua de coco (10%) +
cefotaxime (500 mg/L) para alongamento e enraizamento. Tanto o alongamento
quanto o enraizamento foram realizados em frascos tipo “Magenta”, contendo
tampas ventiladas (vented lids/Sigma), sendo que a troca de meio de cultura foi
realizada em intervalos de 15 dias.

Visando avaliar os fatores que influenciam a eficiéncia do processo de
transformacgdo genética foram realizados diferentes experimentos, de acordo
com:1) discos de folhas foram inoculados com as diferentes estirpes de
Agrobacterium (EHA-105 ou LBA-4404); 2) discos de folhas foram co-cultivados
nas temperaturas de 24 °C ou 27 °C; 3) suplementacdo da suspensao
bacteriana utilizada para inoculacéo dos explantes e do meio de cultura de co-
cultivo com acetoseringona (0 e 100 uM/L); 4) suplementacdo do meio de
cultura de selecdo com de cefotaxime (500 mg/L) ou timetin (300 mg/L),
mantendo a mesma concentracdo durante as etapas de alongamento e
enraizamento; 5) suplementacdo do meio de cultura de co-cultivo e selecao
com TDZ (0,25 mg/L) ou BAP (1 mg/L); 6) suplementacdo do meio de cultura de
selecdo com o antibidtico canamicina (100, 125 ou 150 mg/L).

3.7 Andlise das plantulas regeneradas

As plantulas regeneradas foram avaliadas por PCR e pelo teste
histoquimico GUS. Para realizacao do teste histoquimico GUS, segmentos das
plantulas desenvolvidas foram incubados em solucdo X-GLUC (Jefferson,
1987), durante 12 h, no escuro, a temperatura de 37 °C. A avaliacdo do teste foi
realizada com o auxilio do microscépio estereoscopico, observando-se a
presenca de coloracao azulada no tecido analisado.

Para deteccdo do gene da proteina capsidial do PWV, a extracdo de

DNA foi realizada pelo método de Doyle & Doyle (1990) e as reacdes de PCR



25

foram conduzidas em termociclador PTC-100 (MJ Research), utilizando-se
"primers" especificos para a deteccao do gene que codifica para a proteina do
capsideo do PWV, P1 = 5' — GGAGCTCATGTCTGATG(G/A)AA(A/G)GGACAA
- 3 e P2 = 5 — GGGATCCTCACTGCCCATGCGTCAT - 3', gerando a
amplificacdo de um fragmento de 850 pb. As reacdes de PCR foram realizadas
com o programa 2 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 45 s a 94 °C, 1 min a
52 °C, e 1mina 72 °C, mais um ciclo de 1 min a 72 °C.

O calculo da eficiéncia de transformacéao foi realizado considerando-se o

namero total de explantes de cada variedade introduzidos por experimento.

3.8 Aclimatizacao e multiplicacdo das plantas obtidas

Apos o enraizamento as plantulas foram transferidas para vasos de 0,25
L contendo substrato (Plantmax - hortalicas) autoclavado, cobertas com saco
plastico e incubadas sob fotoperiodo de 16 h de luz, a temperatura de 27 °C. A
retirada do saco plastico foi gradual por um periodo de 30 dias. Terminado o
periodo de aclimatizacdo as plantas foram transferidas para vasos de 5 L e
transferidas para casa de vegetacao.

A multiplicacdo das plantas transgénicas obtidas foi realizada por
estaquia. As estacas, coletadas das plantas matrizes, foram incubadas em uma
solucdo de 50 mg/Lde acido indolbutirico (IBA), por um periodo de 20 minutos.
Apbs este tratamento as estacas foram plantadas em vasos de 1 L e mantidas

em casa de vegetacgao.

3.9 Andlise de Southern blot

O DNA total foi extraido de folhas de plantas PCR positivas
aclimatizadas, utilizando o produto comercial DNAzol (Invitrogen Carlsbad,
USA), seguindo as orientacOes do fabricante. Um total de 20 pg de DNA foi

submetido a reacdo de digestdo com as enzimas BamHI e Hindlll e os
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fragmentos gerados foram separados em um gel de agarose (1%) por
eletroforese, transferidos para membrana de nylon Hybond-N* (Amersham
Pharmacia Biotech Little Chalfont, England) e fixada a 80 °C, por 2 h. As
enzimas BamHI e Hindlll possuem um Gnico sitio de reconhecimento dentro do
T-DNA e fora da regido do gene que codifica a proteina do capsideo do PWV.

A sonda do gene da proteina capsidial do PWYV foi preparada por PCR. O
fragmento amplificado de 850 pb, correspondente ao gene do capsideo do
PWV, foi submetido a um gel de eletroforese 1%. O fragmento foi purificado
com o auxilio do kit “QIAquick Gel Extration” (Qiagen Chatsworth, USA) e
submetido & marcacdo com auxilio do Kit “Gene Images™ Random Primer
Labelling Module” (Amersham Biosciences Little Charlfont, England), seguindo-
se as orientacOes do fabricante.

A deteccao da sonda marcada foi realizada com o auxilio do kit “Gene
Images CDP-STAR detection module” da (Amersham Biosciences Little
Chalfont, England), através da sensibilizacdo da chapa de raio X, de acordo

com as instrugdes do fabricante.

3.10 Anédlise de Northern blot

O RNA total foi extraido de folhas de plantas PCR positivas
aclimatizadas, utilizando o produto comercial TRIzol (Invitrogen Carlsbad, USA),
seguindo as orientacbes do fabricante. Um total de 15 pug de RNA foram
separados em eletroforese em gel denaturante de agarose, sendo
posteriormente transferido por capilaridade para membrana de nylon Hybond-N*
(Amersham Pharmacia Biotech Little Charlfont, England), em SSC 10x, e
imobilizado em luz ultravioleta, conforme descrito por Sambrook et al (1989).

A sonda do gene da capa protéica do PWV foi preparada por PCR e 0
fragmento amplificado de 850 pb correspondente a parte do gene do capsideo
do PWV, foi submetido a um gel de eletroforese 1% e purificado com o auxilio
do kit “QlAquick Gel Extration” (Qiagen Chatsworth, USA) e submetido a
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marcacéo com auxilio do Kit “Gene Images™ Random Primer Labelling Module”
(Amersham Biosciences Little Chalfont, England), seguindo-se as orientagbes
do fabricante.

A deteccéo da sonda marcada foi realizada com o auxilio do “CDP-STAR
detection system” da (Amersham Biosciences Little Chalfont, England), através
da sensibilizacdo da chapa de raio X, de acordo com as instrucbes do

fabricante.

3.11 Analise de Western blot

3.11.1 Extracao da proteina do capsideo

Folhas de plantas PCR positivas foram maceradas em tampéao 0,5 M
TRIS (pH 6,8) na proporcdo de 0,5 g de tecido para 500 puL de tampdo. Em
seguida foi adicionado igual volume de tampé&o de dissocia¢éo (0,5 M TRIS, pH
6,8; dodecil sulfato de sédio (SDS) 3,8%; 2-mercaptoetanol 10%; azul de
bromofenol 0,1%; glicerol 19%). A desnaturacdo da proteina do capsideo foi
realizada incubando-se as amostras em agua fervente, por 5 min.

A analise da proteina do capsideo foi feita por eletroforese, em gel de
poliacrilamida contendo SDS. A identificacdo da proteina foi feita pela reacao
serolégica, apoOs transferéncia das proteinas do gel para a membrana de

nitrocelulose (Conci, 1999).

3.11.2 Eletroforese da proteina em gel SDS-PAGE

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo (SDS-PAGE), utilizando-se um aparelho “Bio Rad Mini Protean 1I”. O
gel de separacdo constitui-se de acrilamina 12,5%, agua destilada 32%, 1,5 M
TRIS 25% (pH 8,8), SDS 0,1%, APS 0,1% e TEMED 0,05%, e o gel de
empilhamento de acrilamina 4%, agua destilada 72%, 1,0 M TRIS 12,5% (pH
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6,8), SDS 0,1%, APS 0,1% e TEMED 0,076%. Cada canaleta do gel recebeu 10
UL da amostra a ser analisada. Uma das canaletas recebeu 8 pL do marcador
de proteinas Full Range Rainbow, com peso molecular na faixa de 10 a 250
kDa (Amersham Life Science). Foi efetuada a eletroforese por 20 min, a 95 V.
Em seguida a voltagem foi elevada para 125 V. A corrida foi interrompida

quando as amostras alcancaram o final do gel.

3.11.3 Reacdao serologica

As proteinas separadas no gel de poliacrilamida foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose, empregando-se tampédo de transferéncia
(TRIS 0,3%, glicina 1,5%, metanol 20%). A transferéncia foi feita em um
aparelho “BioRad Mini Trans-blot Cell”, por 90 min, a 0,25 mA. A membrana
contendo as proteinas das amostras foi submetida a uma reacdo seroldgica,
com antissoro contra a proteina capsisdial do PWV. Inicialmente a membrana
foi lavada por 2 a 3 min com TBS (0,002 M TRIS, pH 7,4; 0,15 M NaCl)/Tween
20 (0,05%). Em seguida foi incubada em TBS contendo 7,5% de leite em po
desnatado, por 30 min, a temperatura ambiente. A membrana foi transferida
para uma suspensao de anticorpo policlonal especifico contra o virus testado,
diluido 1:1.000 em TBS-Tween, contendo leite em po desnatado 7,5%, e
incubada sob agitacdo constante, durante 3 a 4 h, a temperatura ambiente. A
membrana foi lavada por 2 a 3 min, 3 vezes consecutivas, com TBS. A seguir
foi incubada por 2 a 3 h, sob agitacdo constante, & temperatura ambiente, em
uma solugdo contendo imunoglobulina G (IgG) conjugada com fosfatase
alcalina (Sigma A-8025), diluida 1:32.000 em TBS. Depois deste periodo a
membrana foi lavada 3 vezes em TBS-Tween, durante 2 a 3 min cada vez. E
posteriormente adicionado substrato “Nitro blue tetrazoliun / 5-bromo-4-cloro-3-
indolyl” (NBT/BCIP) diluido em tapao fosfatase alcanina. A reacao foi paralizada

através da lavagem da membrana com agua destilada.
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3.14 Avaliagao de resisténcia em plantas transformadas

Para determinacdo da pressdo de ino6culo de PWV a ser utilizada em
experimentos de inoculacdo das plantas transgénicas obtidas, foi realizado um
teste que constituiu-se na inoculacdo de mudas de maracujazeiro néo
transformados com diferentes diluicbes do isolado PWV-SP: 1:50, 1:100 e 1:
200 (peso:volume) em trés volumes de aplicagcédo: 50 pL, 100 pL e 200 pL. Os
inoculos foram obtidos pela maceragédo de folhas infectadas em almofariz, em
presenca de tampdao fosfato de potassio (0,02 M, pH 7,0), suplementado com
sulfito de sddio (0,02 M). As inoculacdes foram feitas nas folhas das plantas
testes, previamente polvilhadas com carbureto de silicio. O in6culo na
concentracdo e volume selecionados foi aplicado sobre as folhas com auxilio de
micropipeta e com o dedo indicador realizou-se a inoculacéo por friccdo. Em
seguida as folhas foram lavadas para retirar o excesso de abrasivo.

Para inoculacdo das linhagens transgénicas obtidas trés isolados do
virus foram selecionados, PWV-SP, PWV-RJ e PWV-CE. Os clones obtidos
foram submetidos a 3 inoculagdes sucessivas, de modo que fosse verificada a
resisténcia em diferentes pressfes de in6culo, em cada inocula¢@o duas folhas
foram inoculadas utilizando-se o volume e concentragdo determinados em cada
folha. A primeira inoculagdo foi realizada com 50 pL da diluigdo 1:200, a
segunda com 100 pL da diluicdo 1:100 e a terceira com 200 pL da diluicdo 1:50.
Para cada inoculacéo foi realizado um controle da infectividade do in6culo com
plantas ndo transformadas e sadias.

Para avaliar se as plantas obtidas apresentaram imunidade ao virus, as
linhagens T1, T2, T3.1, T3.2, T4, T5, T6 e T7 foram enxertadas em plantas de
maracujazeiro infectadas com o isolado PWV-SP. Foram realizados duas
enxertias para cada linhagem.

A avaliagdo das plantas inoculadas foi realizada ap6s 20 dias de
inoculacdo, com base na observacdo dos sintomas nas folhas das plantas

infectadas e o intervalo entre as inoculacdes foi de aproximadamente 25 dias.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma série de experimentos foram realizados no intuito de avaliar fatores
que influenciam a eficiéncia do processo de transformacéo genética. Entretanto
a baixa eficiéncia na regeneracdo de gemas adventicias ou no alongamento
das gemas obtidas, ndo permitiu a obtencdo de plantas transgénicas e
consequentemente, a avaliacdo dos diferentes tratamentos testados foi
prejudicada.

Assim os dados dos experimentos: discos de folhas co-cultivados nas
temperaturas de 24 °C ou 27 °C; suplementacdo da suspensdo bacteriana
utilizada para inoculacao dos explantes e do meio de cultura de co-cultivo com
acetoseringona 0 e 100 uM/L; suplementacdo do meio de cultura de selecéo
com 500 mg/L de cefotaxime ou 300 mg/L de timetin; suplementacdo do meio
de cultura de co-cultivo e selecdo com 0,25 mg/L de TDZ ou 1 mg/L de BAP;
suplementacdo do meio de cultura de selecdo com 100, 125 ou 150 mg/L do
antibidtico canamicina, ndo serdo apresentados devido ao grande numero de

resultados negativos

4.1 Construcdo do vetor de expressdo e transformacdo genética de

bactérias

Os plasmideos pCambia 2300 e pCambia 2301 foram digeridos com as
enzimas de restricdo EcoRI e Hindlll, promovendo a linearizacdo do plasmideo
e a liberacdo de um fragmento de 51 pb, correspondente ao sitio de mdultipla

clonagem. Os plasmideos linearizados e 0 cassete de expressao do gene que
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codifica a proteina do capsideo do PWV foram utilizados na reagdo de ligacéo.
O plasmideo contendo o inserto foi entdo utilizado diretamente para
transformacéo de E. coli JM 109, pelo método do “choque térmico”. As colbnias
transformadas foram identificadas por PCR. A Figura 2a mostra a amplificacéao
de um fragmento de 850 pb, correspondente ao gene que codifica a proteina do
capsideo do PWV, confirmando a transformacao genética de E. coli.

As colbnias selecionadas por PCR tiveram seus plasmideos digeridos
com as enzimas de restricdo EcoRI e Hindlll, para a confirmagcdo da insercao
do gene. A Figura 2b mostra um gel de agarose evidenciando dois fragmentos
um de 1839 pb, correspondente ao inserto contendo o gene do capsideo do
PWV, e um de 8691 pb correspondente ao plasmideo pCambia 2300
linearizado. Apds a confirmacdo da inser¢cdo do cassete de expressao 0s
plasmideos foram renomeados como pCambia 2300-PWV e pCambia 2301-
PWV. Os plasmideos contendo o gene que codifica a proteina do capsideo do
PWV foram utilizados para a transformacéo genética de Agrobacterium, estirpes
EHA-105 e LBA-4404, pelo método do “choque térmico”. A Figura 2c mostra a
identificacdo por PCR das colénias de Agrobacterium transformadas. As
colbnias transformadas foram cultivadas em meio de cultura YEP,
suplementado com o antibiotico de selecdo especifica, e armazenadas em
glicerol (50%), a - 80°C.
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Figura 2 - Confirmacdo da clonagem do vetor binario e transformacdo genética de
bactérias. a) Amplificacdo por PCR de fragmentos (850 pb) correspondente ao gene
gue codifica a proteina do capsideo do PWV, em colénias de E. coli JM 109
confirmando a transformacdo com o vetor binario com o gene de interesse. 1:
marcador molecular de 100 pb; 2: controle positivo (inserto); 3: controle negativo
(célula competente de E. coli JM 109); 4 - 11: colbnias transformadas com o vetor
binario contendo o cassete de expressdo; b) Analise do plasmideo recombinante
pCambia 2300-PWV. 1: marcador molecular de 1 Kb; 2: plasmideo pCambia 2300-
PWV; 3: plasmideo pCambia 2300-PWYV digerido com EcoR | e Hind lll; ¢) Amplificacdo
por PCR de fragmentos (850 pb) correspondente ao gene que codifica a proteina do
capsideo do PWYV, de colbnias de Agrobacterium. 1: marcador molecular de 100 pb; 2:
controle positivo (inserto); 3: controle negativo (célula competente de Agrobacterium);
4: colénia de EHA-105 néo transformada; 5 — 7: colénias de Agrobacterium EHA-105
transformadas; 8 — 11: coldnias de Agrobacterium LBA-4404 transformadas

4.2 Efeito do antibidtico cefotaxime na organogénese “in vitro” de

maracujazeiro

Em experimentos de transformacdo genética via Agrobacterium, apos a
inoculagdo e co-cultivo da bactéria com os explantes, estes sdo transferidos
para um meio de cultura de selecdo e regeneracao, o qual é suplementado com
antibiotico para controle da Agrobacterium (Torres et al., 1999). Os antibioticos
mais utilizados para controlar a multiplicacdo de Agrobacterium sdo cefotaxime,

carbenicilina e ampicilina.
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Os antibidticos utilizados para o controle da Agrobacterium no meio de
cultura podem influenciar o desenvolvimento normal dos explantes. Sarma et al.
(1995) observaram efeitos deletérios como a reducdo na maturagdo de
embrides somaticos de Picea sitchensis na presenca de antibiéticos como
cefotaxime e carbenicilina. Em Triticum aestivum, a presenca de cefotaxime
estimula o crescimento inicial de calo, e os calos cultivados com cefotaxime sao
mais organogénicos (Raymond & Lesley, 1986). Pius et al. (1993) observaram
em Pennisetum americanum estimulo no crescimento de calo e regeneragao de
plantas na presenca do antibidtico cefotaxime. Em maracujazeiro d’ Utra Vaz et
al. (1993) constataram que a presenca do antibidtico cefotaxime foi
indispensavel para sustentar a divisdo celular em experimentos com
protoplastos.

A fim de avaliar o efeito do antibiético cefotaxime na organogénese “in
vitro” de maracujazeiro, 0 meio de cultura para inducdo de gemas adventicias
foi suplementado com diferentes concentracdes do antibiético, avaliando-se o
namero de explantes com gemas, apés 4 semanas de incubacdo. A Tabela 1
mostra que a concentracdo de 250 mg/L de cefotaxime estimulou o
desenvolvimento de gemas adventicias em discos de folhas de maracujazeiro
nas duas variedades testadas. Esse estimulo na organogénese pode estar
associado ao alto nimero de gemas escapes observados em experimentos de

transformacéo genética de maracujazeiro.
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Tabela 1. Organogénese “in vitro” de maracujazeiro, em meio de cultura de

inducdo suplementado com o antibidtico cefotaxime (mg/L). (média de 4

repeticoes)
Variedade N° de explantes com gemas / N° total de explantes
Cefotaxime IAC-275 IAC-277
0 5,2/10 a 3,5/10 a
250 9,5/10 b 9,25/10 b
500 7,7/10 ab 3,7a
Desvio padrao 0,3098 0,3843
CcVv 11,07 16,23

Dados transformados para (x + 0,5)"°. Médias seguidas da mesma letra, na coluna, néo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p = 0,05).

4.3 Sensibilidade de explantes ao antibiético canamicina

Em experimentos de transformacéo genética a integracdo do transgene
ocorre normalmente em associacdo com um gene de selecdo, o qual é
responsavel pela selecdo das células transformadas. O gene que codifica a
proteina neomicina fosfotransferase 1l (nptll), que confere resisténcia ao
antibiético canamicina, € o gene de selecdo mais utilizado em experimentos de
transformacéo genética (Brasileiro & Dusi, 1999).

A selecdo de plantas transgénicas em experimentos de transformacgéo
genética com maracujazeiro tem sido feita com o antibiético canamicina
(Manders et al., 1994; Alfenas et al., 2005) e com o herbicida fosfinotricina
(Takahashi, 2002; Monteiro, 2005). O antibiético canamicina tem sido utilizado
em concentracdes de 75 — 150 mg/L e o processo de transformacdo genética
esta sempre associado ao desenvolvimento de plantas escapes.

O objetivo deste experimento foi avaliar a sensibilidade de explantes
foliares das variedades de maracujazeiro IAC-275 e IAC-277 ao antibi6tico
canamicina e definir a concentragdo de canamicina a ser utilizada em

experimentos de transformacgéo genética. A Tabela 2 mostra que a dose de 100
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mg/L de canamicina foi suficiente para inibir o desenvolvimento de gemas
adventicias em discos de folha das variedades testadas, tendo sido a

concentracao escolhida para os experimentos de transformacédo genética.

Tabela 2. Sensibilidade dos explantes de maracujazeiro a presenca do
antibiético canamicina (mg/L), utilizado em meio de cultura para inducédo de

gemas adventicias. (média de 5 repeticdes)

Variedade N° de explantes com gemas / N° total de explantes
Canamicina IAC-275 IAC-277
0 3,2/10 a 5,4/10 a
100 0/10 b 1/10 b
125 0/10 b 0/10 b
150 0/10 b 0/10 b
Desvio padréo 0,2531 0,1645
Ccv 25,36 14,17

Dados transformados para (x + 0,5)"°. Médias seguidas da mesma letra, na coluna, néo

diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p = 0,01).

4.4 Transformacdo genética do maracujazeiro e avaliacdao das plantas

regeneradas

Inicialmente o0s experimentos de transformacdo genética foram
realizados com duas estirpes de Agrobacterium, EHA-105 e LBA-4404, a fim de
verificar a existéncia de afinidade das estirpes com a espécie em estudo. A
Tabela 3 mostra dados de 4 experimentos realizados com as duas estirpes de
Agrobacterium em paralelo, podendo-se verificar a baixa eficiéncia da estirpe
LBA-4404 em promover o desenvolvimento de gemas adventicias em
experimentos de transformacao genética de maracujazeiro.

Nos experimentos realizados com Agrobacterium estirpe LBA-4404
apenas 6 explantes, da variedade I1AC-277, apresentaram o desenvolvimento

de gemas adventicias. Cinco plantulas foram regeneradas e destas nenhuma
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foi identificada como transgénica. Nos experimentos realizados com
Agrobacterium estirpe EHA-105 pdde-se verificar o desenvolvimento de um
maior numero de gemas adventicias. Foram introduzidos 220 explantes da
variedade IAC 275 obtendo-se 38 plantulas regeneradas e destas nenhuma foi
identificada como transgénica. O numero de explantes introduzidos da
variedade IAC-277 foi de 210, permitindo a regeneracdo de 64 plantulas, das
quais duas foram identificadas como transgénicas e a eficiéncia de
transformacédo foi de 3,3% (experimento 2, Tabela 3). Nos experimentos
realizados foi possivel observar a regeneracédo de escapes, gemas adventicias
nao transformadas.

As Figuras 3a e 3b mostram a atividade do gene uidA em discos de folha
transformados com A. tumefaciens estirpes EHA-105 e LBA-4404
respectivamente, apos trés dias de co-cultivo, mostrando uma maior area com
atividade do gene uidA nos explantes inoculados com EHA-105.

Os resultados obtidos indicam que o uso da estirpe EHA-105 favoreceu o
desenvolvimento de gemas adventicias em experimentos de transformacao
genética.

Os experimentos relatados na Tabela 4 tiveram como objetivo apenas a
obtencdo de plantas transgénicas. Foram realizados 10 diferentes
experimentos, obtendo-se 14 plantas PCR positivas (Figura 3g), sendo 9 da
variedade |AC-275, obtidas nos experimentos 2, 5, 7 e 8, o0s quais
apresentaram eficiéncia de transformacdo de 0,6%, 0,9%, 1,7%, 0,6%,
respectivamente; e 5 da variedade IAC-277 obtidas nos experimentos 3, 5, 7 e
9, os quais apresentaram eficiéncia de transformagédo de 1,5%, 0,5%, 0,5%,

0,4%, respectivamente.
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Tabela 3. Transformacdo genética de discos de folha de maracujazeiro,
variedades IAC-275 e IAC-277, utilizando-se as estirpes EHA-105 e LBA-4404

de A. tumefaciens, contendo o plasmideo pCambia 2301-PWV

Experimento  Variedade N° de explantes com gemas / N° total de explantes

Testemunha EHA-105 LBA-4404

1 IAC-275 5/50 13/60 (0/3)* 0/60
IAC-277 12/50 20/60 (0/4) 2/60 (0/0)

2 IAC-275 23/50 7/70 (0/0) 0/90

IAC-277 38/50 13/60 (2/2) 0/80

3 IAC-275 26/40 15/40 (0/10) 0/50
IAC-277 33/40 19/40 (0/8) 3/50 (0/5)

4 IAC-275 36/40 3/50 (0/0) 0/50
IAC-277 30/40 12/50 (0/5) 1/50 (0/0)

*(Plantulas PCR positivas / Plantulas regeneradas)
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Tabela 4. Transformacdo de discos de folhas de maracujazeiro, variedades
IAC-275 e IAC-277, com a estirpe EHA-105 de Agrobacterium tumefaciens,
contendo o plasmideo pCambia 2300-PWV

Experimento Variedade N° de explantes com gemas / N° total de explantes Eficiéncia de
Testemunha EHA-105 transformacéo (%)

1 IAC-275 25/40 30/180 (0/26)* -
IAC-277 30/40 21/180 (0/6) -

2 IAC-275 25/40 26/150 (1/6) 0,6%
IAC-277 30/40 37/140 (0/15) -

3 IAC-275 20/40 37/140 (0/19) -
IAC-277 27/40 25/130 (2/9) 1,5%

4 IAC-275 37/40 19/190 (0/14) -
IAC-277 33/40 23/230 (0/11) -

5 IAC-275 5/30 22/220 (2/9) 0,9%
IAC-277 0/10 15/180 (1/2) 0,5%

6 IAC-275 4/30 12/320 (0/0) -
IAC-277 3/30 34/320 (0/0) -

7 IAC-275 30/40 20/170 (3/13) 1,7%
IAC-277 29/40 3/170 (1/2) 0,5%

8 IAC 275 8/30 49/430 (3/7) 0,6%
IAC 277 17/30 54/230 (1/3) 0,4%

10 IAC 277 10/30 14/450 (0/1) -

* (Plantulas PCR positivas / Plantulas regeneradas)

A literatura (Manders et al., 1994) e o teste de sensibilidade realizado
com as variedades IAC-275 e IAC-277 (Tabela 2) indicam concentracdes de 75
- 100 mg/L de canamicina como suficiente para inibir totalmente a regeneracao
de brotos em discos de folhas de maracujazeiro, entretanto um grande ndmero
de gemas escape foi obtido durante os experimentos de transformacao

genética de maracujazeiro.
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De acordo com Park et al. (1998), o alto nimero de plantas escape pode
ser justificado pelo fato da resisténcia nas células transformadas ocorrer pela
capacidade da enzima transgene em detoxificar o antibiético no meio de
cultura, o que poderia promover a nao selecdo nos tecidos adjacentes aos
tecidos transformados.

A Tabela 5 mostra dados de 3 diferentes experimentos de transformacéo
genética, nos quais utilizou-se a concentracdo de 150 mg/L de canamicina no
meio de cultura de selecdo. Foram obtidas 6 plantas transgénicas, destas, 5
eram da variedade IAC-275 (experimento 1, eficiéncia de transformacéo 1,8%).
Foi identificada apenas uma planta transgénica para a variedade IAC-277,

(experimento 3, eficiéncia de transformacao de 0,3%).

Tabela 5. Transformacdo genética de discos de folhas de maracujazeiro,
variedades IAC-275 e IAC-277, com Agrobacterium tumefaciens estirpe EHA-
105 contendo o plasmideo pCambia 2300-PWV, em meio de selecao

suplementado com canamicina (150 mg/)

Experimento Variedade N° de explantes com gemas / N° total de explantes  Eficiéncia de

Testemunha Canamicina transfg);]r;]agao
1 IAC-275 0/30 30/270 (5/21)* 1,8%
IAC-277 1/30 4/270 (0/0) -
2 IAC-275 21/30 2/140 (0/0) -
IAC-277 26/30 2/100 (0/0) -
3 IAC-277 19/40 10/340 (1/2) 0,3%

*(Plantulas PCR positivas / Plantulas regeneradas)

Em resumo, dentro dos experimentos realizados um total de 22 plantas
transgénicas foram identificadas por PCR. A Tabela 3 relata a obtencdo de
duas plantas transgénicas para a variedade IAC-277 em experimentos de
transformagdo genética com A. tumefaciens estirpe EHA-105, contendo o vetor
binario pCambia 2301-PWV. As Tabelas 4 e 5 relatam a obtencdo de 14 e 6



40

plantas transgénicas respectivamente, em experimentos de transformacao
genética com A. tumefaciens estirpe EHA-105, contendo o vetor binario
pCambia 2300-PWV. Um total de 10.910 discos de folha foram introduzidos,
destes 946 apresentaram regeneracdo de gemas adventicias, 211 plantulas
foram regeneradas, destas 22, 14 da variedade IAC 275 e 8 da variedade
IAC-277 tiveram a insercdo do gene confirmada por PCR.

O desenvolvimento das gemas adventicias em maracujazeiro ocorre em
tufos, na extremidade de corte do disco foliar, sendo dificil a individualizag&o
das gemas. Assim, a transferéncia para o meio de cultura de alongamento foi
feita com um segmento do explante original contendo um tufo de gemas. Dentre
0s explantes responsivos, a qualidade das gemas regeneradas nos
experimentos de transformacdo genética variaram desde gemas pequenas e
pouco desenvolvidas (Figuras 3c e 3e) até gemas grandes e bem

desenvolvidas (Figuras 3d e 3f).

O alongamento das gemas adventicias e o seu desenvolvimento em
plantulas ndo ocorreu conforme previsto, a obtencéo de plantas transgénicas foi
dificultada pela baixa eficiéncia no alongamento das gemas adventicias obtidas.
Dentro de um mesmo explante observaram-se gemas em diferentes estagios de
desenvolvimento, competindo entre si, desta forma gemas transformadas pouco
desenvolvidas poderiam estar sendo inibidas por gemas escapes mais

vigorosas.

Outro problema € que nem todas as estruturas regeneradas podem ser
realmente gemas adventicias. Segundo Takahashi et al. (2002) em um estudo
de inducdo por organogénese associado a analise histolégica das estruturas
regeneradas foi possivel observar que uma parte das estruturas sao primérdios

foliares e ndo possuem meristema apical.

A Figura 3h mostra uma plantula transformada durante a etapa final de
alongamento, entretanto muitas estruturas regeneradas identificadas como

transgénicas por PCR néo resistiram ao processo de alongamento e morreram.
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A baixa eficiéncia no alongamento de gemas obtidas em experimentos de
transformacdo genética de maracujazeiro constituiu-se o principal problema
observado durante o desenvolvimento do projeto.

As plantas transgénicas foram transferidas para vasos de 0,25 L
contendo substrato (Plantmax - hortalicas) autoclavado. Os vasos foram
cobertos com saco plastico (Figura 3i), o qual foi retirado gradualmente para
adaptacéo das plantas a condicéo “ex vitro”. Todas as 22 plantulas alongadas e
identificadas por PCR como transgénicas foram aclimatizadas para condicfes
de casa de vegetacdo com sucesso.

Apés a aclimatizacédo as plantas foram transferidas para vasos de 5 L e

mantidas em casa de vegetacéo (Figura 3j).
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Figura 4 - Andlise das plantas transgénicas de maracujazeiro. a) Southern blot com a
enzima Hindlll, 1: Controle positivo (sonda ndo marcada), 2: Controle negativo (planta néo
transformada); 3-10: Amostras analisadas. b) Southern blot com a enzima BamHI, 1:
Controle positivo (sonda ndo marcada), 2: Controle negativo (planta ndo transformada); 3-
10: Amostras analisadas. ¢) Northern blot, 1: controle positivo (planta infectada com o
PWV); 2: controle negativo (planta sadia, ndo transgénica); 3-10: Amostras analisadas. d)
Western blot,1: controle positivo (planta infectada com o PWV); 2: controle negativo (planta
sadia, ndo transgénica); 3-10: Amostras analisadas
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4.5 Andlise das plantas transformadas

Dentre as plantas identificadas como transgénicas por PCR, 8 foram
submetidas a andlise de Southern blot para confirmacdo da integracdo do
transgene e determinacdo do numero de eventos de insercéo (Figuras 4a e 4b).
As colunas 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 da Figura 4 representam, respectivamente, as
linhagens T1, T2, T3.1, T3.2, T4, T5, T6, T7. As Figuras 4a e 4b permitem
verificar duas plantas (T1 e T7) com multiplos eventos de insercéo, a planta T4
apresentou multiplos eventos de insercdo na digestao realizada com a enzima
BamHI. Problemas na digestdo com a enzima Hindlll ou na hibridacdo da sonda
ndo permitiu identificar com precisdo o niumero de eventos de insercdo.As
plantas T3.1 e T3.2 (Colunas 5 e 6) sdo provenientes do mesmo evento de
transformacéo e apresentam apenas 1 evento de insercédo. As plantas T2 e T6
(Colunas 4 e 9) apresentam 3 eventos de insercéo e a planta T5 (Coluna 8) ndo
apresentou hibridizacdo com a sonda do gene da capa protéica do PWV.

A analise do Southern blot permitiu confirmar a inser¢cdo do gene em 6
diferentes linhagens de maracujazeiro regeneradas em experimentos de
transformacdo genética. Dentre estas, 3 linhagens apresentaram multiplos
eventos de insercdo do transgene. Este ndo é um padrdo esperado em
experimentos de transformacdo genética via Agrobacterium (Brasileiro &
Carneiro, 1998). Entretanto, a falta da analise de Southern blot em outros
trabalhos de transformacdo genética de maracujazeiro realizados até o
momento ndo permite uma conclusdo sobre as caracteristicas do processo de
transgenia na espécie.

A analise de Northern blot (Figura 4c) foi realizada para as linhagem T1,
T2, T3.1, T3.2, T4, T5, T6 e T7, tendo-se constatado a presenca de RNA
mensageiro somente para as linhagens T3.1, T3.2 e T6 (Colunas 5, 6 € 9).

A expressdo do gene que codifica para a proteina da capa protéica do
PWV foi avaliada nas mesmas 8 plantas por Western blot, a analise da Figura

4d mostra plantas com expressdo da proteina da capa protéica do PWV, as
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plantas T3.1 e T3.2 (Colunas 5 e 6) apresentaram um alto nivel de expressao
da proteina, as plantas T1, T4, T5, T6 e T7 nao apresentaram um nivel de
expressao detectavel.

Tendo em vista que as plantas T3.1 e T3.2 pertencem ao mesmo evento
de transformacdo e que a planta T5 ndo é uma linhagem transformada,
obtiveve-se apenas uma linhagem apresentando expresséao do gene do casideo
do PWV, e 5 linhagens transformadas nas quais a expresséo da proteina do

capsideo do PWV néo foi identificada.
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Figura 3 - Cultura de tecidos e transformacgéo genética de maracujazeiro. a) Disco de folha
de maracujazeiro IAC-277 co-cultivado por 3 dias com Agrobacterium estirpe EHA-105
contendo o plasmideo pCambia 2301-PWV, testado para atividade do gene uidA. b) Disco
de folha de maracujazeiro IAC-277 co-cultivado por 3 dias com Agrobacterium estirpe LBA
4404 contendo o plasmideo pCambia 2301-PWV, testado para atividade do gene uidA. ¢)
Gema adventicia desenvolvida em de disco de folha de maracujazeiro IAC-277, apés 30
dias de incubacgéo. d) Gema adventicia desenvolvida em disco de folha de maracujazeiro
IAC 275, apés 30 dias de alongamento. €) Gema adventicia desenvolvida em disco de
folha de maracujazeiro IAC 277, ap6s 30 dias de incubacdo. f) Gema adventicia
desenvolvida de disco de folha de maracujazeiro IAC 275, apés 30 dias de alongamento.g)
Amplificacdo por PCR do fragmento (850 pb) correspondente ao gene que codifica a
proteina capsidial do PWV. 1: marcador molecular de 100 pb; 2: controle positivo (pCambia
2300-PWV); 3: controle negativo; 4, 5, 6 e 8. plantas transformadas; 7: planta ndo
transformada. h) Plantula transformada em alongamento em frasco tipo "Magenta". i)
Planta transgénica em processo de aclimatizacéo. j) Plantas transgénicas aclimatizadas
mantidas em casa de vegetagdo. Barras: a, b,c=1mm; d, e, f=2 mm



46

4.6 Avaliagcao de resisténcia em plantas transformadas

No intuito de verificar qual a pressao de inéculo minima do PWV para
promover a infeccdo em plantas de maracujazeiro, testou-se diferentes
concentracdes de inéculo. A andlise do experimento para determinacdo da
pressao de indculo indicou que o volume de 100 pL na concentracdo de 1:200
(peso/volume) do isolado PWV-SP foi a menor dose capaz de infectar todas as
amostras.

Para verificar se a transformacgéo genética com o gene que codifica para
a proteina do capsideo do PWV seria capaz de conferir resisténcia ao
endurecimento dos frutos, as plantas T1, T2, T3.1, T3.2, T4, T6 e T7 foram
inoculadas com trés diferentes isolados do virus, o isolado doador da sequéncia
utilizada em transformacgao de maracujazeiro, o PWV-SP e os isolados PWV-RJ
e PWV-CE. A Tabela 6 mostra o resultado do experimento de inoculagdo com
os diferentes isolados. As plantas ndo transformadas desenvolveram sintomas
evidentes de mosaico e deformacdo foliar, por volta dos 20 dias apos a
inoculacdo com os 3 isolados (Figura 5a). A linhagem T2 apresentou resisténcia
total aos 3 isolados (Figura 5b), as linhagens T1, T6 e T7 apresentaram
resisténcia a baixas concentracdes do isolado SP mas ndo aos isolados RJ e
CE. A Figura 5c mostra a linhagem transgénica T1 com sintomas de infeccao
apos a inoculacao com uma alta concentragéo (1:50) do isolado PWV-SP.

A fim de verificar se as plantas transgénicas regeneradas apresentavam
imunidade ao PWV, ramos das linhagens transgénicas foram enxertadas em
plantas infectadas com o PWV, todas as linhagens enxertadas, inclusive a T2
(Figura 5d) que apresentou resisténcia a inoculacdo do PWV, apresentaram o
desenvolvimento de sintomas indicando que a resisténcia obtida ndo é funcao

de imunidade e sim resisténcia a infeccao.
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Tabela 6. Inoculagdo das linhagens transgénicas com 3 diferentes

concentracoes dos isolados SP, RJ e CE do PWV

Linhagem T1 T2 T3.1 T332 T4 T6 T7 C** C C
Dosagem
PWV-SP
12 Inoc. (1:200) o/4* O0/7 15 0/4 04 02 06 33 - -
22 Inoc. (1:100) o4 o7 35 214 14 02 06 - 1/3 -
32 1noc. (1:50) 4/4 or7 5/5 4/4 4/4 1/2 5/6 - - 4/5
PWV-RJ
12 Inoc. (1:200) 03 03 03 04 06 03 06 13 - -
22 noc. (1:100) /3 0/3 33 14 56 13 1/6 - 33 -
32 Inoc. (1:50) 33 03 33 34 66 33 6/6 - - 5/5
PWV-CE
12 Inoc. (1:200) 03 03 03 05 04 173 08 13 - -
22 1noc. (1:100) /3 0/3 03 15 24 2/13 2/8 - 1/2 -
32 Inoc. (1:50) 3)3 03 213 55 44 33 6/8 - - 5/5

*Plantas com sintomas/plantas inoculadas

**Controle de inéculo, planta ndo transformada.

Figura 5- Sintomas de plantas inoculadas. a) Planta ndo transformada apresentando
sintomas de infeccdo. b) Linhagem transgénica T2 inoculada com PWV néo
apresentando sintomas de infeccdo. c) Linhagem transgénica T1 inoculada com PWV
apresentando sintomas de infeccdo. d) Linhagem transgénica T2 enxertada em
maracujazeiro infectado com o PWV, apresentando sintomas de infecgéo
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Como relatado anteriormente, na linhagem T2 nao foi constatada a
presenca do RNA mensageiro e a proteina capsidial do PWV nao foi detectada
(Figuras 3c e 3d) e esta linhagem apresentou resisténcia aos 3 isolados do
virus utilizados nos experimentos para avaliacdo da resisténcia (Tabela 6).
Entretanto, a linhagem T2 em uma analise anterior de Western blot (dados néo
relatados) apresentou a expresséo da proteina do capsideo do PWV ao mesmo
tempo essa linhagem apresentou-se susceptivel a infec¢do do isolado PWV-SP
(dados néo relatados).

Essa falta de correlacdo entre dados anteriores e dados recentes sugere
a hipétese de que a resisténcia na linhagem T2 se deve a ativacdo do

mecanismo de sileciamento génico pds-transcricional.



5 CONCLUSOES

- E possivel obter plantas transgénicas de maracujazeiro pela inoculagdo de

discos de folhas, com Agrobacterium.

- A avaliagdo da resisténcia ao PWV realizada com 7 linhagens transgénicas
obtidas mostrou que a linhagem T2 apresentou resisténcia aos 3 isolados

utilizados nos experimentos.
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