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RESUMO

Transformacdo genética de tomate Micro-Tom e de laranja doce com os genes chitinase
type 111 (PR-8) e constitutive disease resistance protein (CDR-1) de Citrus sinensis

Atualmente, o HLB é considerado a principal doenca que acomete as plantas citricas.
Diante desse fator, pesquisas por cultivares resistentes a esta doenca sdo necessarias. A
transformacdo genética via Agrobacterium, juntamente com o uso de plantas modelos, tem
sido uma alternativa para verificacdo do funcionamento dos genes em resposta a patdgenos,
isto porque as plantas modelos possuem como caracteristica ciclo de vida curto e alto poder
de regeneracdo. Assim sendo, objetivou-se com o presente trabalho, a transformacéo genética
via Agrobacterium tumefaciens, de tomate Micro-Tom (Solanum lycopersicum L.) e de
laranja doce, com os genes que codificam as proteinas PR-8 e CDR-1, isolados a partir de
Citrus simensis. Os cotilédones provenientes de sementes germinadas in vitro de tomate
Micro-Tom foram utilizados como fonte de explante para os experimentos de transformacéo
genética com os genes PR-8 e CDR-1. Esses explantes foram subcultivados até o
aparecimento de brotos regenerantes e posteriormente plantas transgénicas, as quais foram
aclimatizadas e levadas a casa-de-vegetacdo. A transgenia foi confirmada por PCR e o
numero de insercdes do gene por Southern blot. As plantas foram cultivadas até a obtencéo da
geragdo T1. Simultaneamente, foram realizados experimentos de transformagdo genética em
segmentos de epicotilo, provenientes de sementes de laranja ‘Hamlin’ germinadas in vitro,
com o gene CDR-1, a fim de se obter plantas transgénicas e sua caracterizacdo. Paralelamente,
foi realizada a construcdo da curva padrdo pela andlise de qPCR para identificacdo de
Pseudomonas syringae pv. tomato. Foram obtidas treze plantas transgénicas de tomate Micro-
Tom com o gene PR-8 e trés com o gene CDR-1. As eficiéncias de transformacdo foram em
torno de 0,38 a 1,98%. Trés plantas de tomate Micro-Tom transgénicas com o gene PR-8
foram caracterizadas por Southern blot e 0 numero de inser¢Bes variou de 1 a 3. Dezenove
plantas transgénicas de laranja ‘Hamlin’ com o gene CDR-1 foram obtidas através dos
experimentos de transformacéo genética. A eficiéncia de transformacao foi de 2,06 a 5,96%.
Dessas, apenas uma foi caracterizada por Southern blot apresentando 1 nimero de cépia do
DNA no genoma da planta.

Palavras-chave: HLB; Melhoramento; Planta modelo; Pseudomonas syringae pv. tomato;
Resisténcia; Solanum lycopersicum
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ABSTRACT

Genetic transformation of Micro-Tom tomato and sweet orange with chitinase type 111
(PR-8) and constitutive disease resistance protein (CDR-1) genes from Citrus sinensis

HLB is currently considered the main disease affecting citrus plants. Given this
factor, research for cultivars resistant to this disease is needed. Genetic transformation via
Agrobacterium with the use of model plants has been an alternative for checking the gene
function in response to pathogens, because these model plants have as characteristic a short
life cycle and high power of regeneration. Therefore, the aim of this work was to produce
transgenic plants, via Agrobacterium tumefaciens, of Micro-Tom tomato (Solanum
lycopersicum L.), and sweet orange, with the genes encoding the PR-8 and CDR-1 proteins
isolated from Citrus sinensis. The cotyledons from in vitro germinated Micro-Tom tomato
seeds were used as explants source for genetic transformation experiments with PR-8 and
CDR-1 genes. These explants were subcultured until the appearance of regenerating shoots
and after transgenic plants, which were acclimatized and taken to a greenhouse. The
transgenic plants were confirmed by PCR and the number of gene insertions by Southern blot.
The plants were grown until T1 generation was obtained. Simultaneously genetic
transformation experiments were performed with epicotyl segments from ‘Hamlin’ sweet
orange seeds germinated in vitro with CDR-1 gene in order to obtain transgenic plants and
their characterization. Simultaneously, the standard curve construction was performed by
gPCR analysis for identification of Pseudomonas syringae pv. tomato. Thirteen transgenic
plants of Micro-Tom tomato with PR-8 gene and three with CDR-1 gene were obtained. The
transformation efficiencies were around 0,38 to 1,98%. Three transgenic plants of Micro-Tom
tomato with PR-8 gene were characterized by southern blot, and the number of inserts ranged
from 1 to 3. Nineteen transgenic ‘Hamlin’ sweet orange plants with CDR-1 gene were
obtained through genetic transformation experiments, and the transformation efficiency was
2,06 to 5,96%. One plant was characterized, by Southern blot and has one DNA copy number
in the plant genome.

Keywords: HLB; Improvement; Model plant; Pseudomonas syringae pv. tomato; Resistance;
Solanum lycopersicum
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1 INTRODUCAO

O setor citricola possui um papel econdmico importante na agricultura do pais, isto
porque o Brasil € um dos paises de maior exportacdo de suco de laranja. Entretanto, no
mercado interno, este setor se destaca com as frutas de mesa, entre elas, laranjas, tangerinas e
limdes.

Desta forma, o Brasil lidera o ranking mundial de producéo de laranja, chegando a
produzir o equivalente a 18 milhdes de toneladas no ano de 2012, atingindo mais que o dobro
dos Estados Unidos, o qual mantém o segundo lugar com 8,14 milhdes de toneladas. (FAO,
2015). Dentre os principais estados produtores, Sdo Paulo lidera a producgéo de laranja, sendo
considerado o maior pélo mundial citricola. Isto se deve & instalacdo de grandes industrias
voltadas a exportacdo de suco e a proximidade de cidades metropoles com maior poder
aquisitivo (BOTEON; NEVES, 2005).

Entretanto, mesmo diante deste cenario, a citricultura vem passando por diversas
dificuldades recentes, as quais estdo relacionadas a fitossanidade dos pomares, e no caso da
citricultura paulista, se somam as condic¢des climaticas adversas encontradas nos dois ultimos
anos, como o longo periodo de estiagem, fazendo com que houvesse diminuicdo na area
plantada de laranja, e por consequéncia, reducao da producéo nacional.

No ano de 2014, a area colhida foi de 650.692 hectares, o que corresponde a uma
reducdo de 8,1% e queda na producéo de 8,9% em relagcéo ao ano de 2013. No mesmo ano, 0
estado de S&o Paulo obteve uma producdo em torno de 10 milhdes de toneladas, em
comparacdo a 2013, esse dado reflete uma queda de producdo de 13,8% (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA-IBGE, 2015a).

Diversas sdo as doencas que acometem os pomares citricolas, dentre elas, citam-se o
cancro citrico, a clorose variegada do citros (CVC), a leprose, a pinta preta e a podrid&o floral.
Porem, atualmente a principal doenca que vem se propagando entre as regides produtoras € o
greening ou huanglongbing (HLB).

O HLB é considerado a doenga mais devastadora da cultura do citros, pois, afeta a
planta por completo desde ramos velhos aos novos chegando até os frutos, isto porque o HLB
¢ associado a bactérias que colonizam a planta pelo floema, e sdo denominadas Candidatus
Liberibacter spp., transmitidas por insetos vetores, psilideos, como Diaphorina citri e Trioza
erytreae. Quase todas cultivares de citros sdo suscetiveis, independentemente do porta-
enxerto, ao HLB (FUNDECITRUS 2009; BOVE, 2006).

Deste modo, e diante do histdrico da cultura do citros e suas doencas, alternativas

para desenvolvimento de plantas com resisténcia genética vém sendo desenvolvidas. Porém as
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caracteristicas genéticas e reprodutivas das plantas citricas, dentre elas, a apomixia, longo
ciclo reprodutivo e alto grau de heterozigosidade, dificultam a pratica do melhoramento
genético convencional (SILVA et al., 2005).

Assim, a transformacdo genética de plantas via Agrobacterium tumefaciens tem se
demonstrado como uma importante vertente da engenharia genética na busca de plantas
resistentes a doencas. Esta metodologia permite a introducdo de genes exdgenos no genoma
da planta.

Somada a esta técnica, o que vem se destacando atualmente é a busca pelo aumento
do mecanismo natural de defesa j& existente nas plantas usando genes ou componentes
derivados das mesmas espécies de plantas ou outros. Dentre os mecanismos de defesa, pode-
se destacar a SAR-Resisténcia Sistémica Adquirida (FEBRES et al., 2009). O processo da
ativacdo da SAR é iniciado através de um agente indutor fazendo com que 0s mecanismos de
defesa sejam ativos ndo somente no sitio de indugdo, mas também em locais distantes, sendo
de certa forma generalizada. Assim o termo “adquirido” refere-se quando o elicitor (sinal
externo) é um agente patogénico ou parasita (BARROS et al., 2010).

Contudo, apesar dos protocolos existentes para a transformacdo genética de citros
serem eficazes, ha a necessidade de se desafiar essas plantas para verificacdo do desempenho
dos genes. Desta forma, se faz necessario o uso de sistemas que possibilitem a avaliacdo
funcional dos genes, onde se faz uso de plantas que tenham como caracteristica principal o
ciclo de vida curto e, portanto, caraterizadas como modelos.

Dentre as plantas mais utilizadas como modelo para ensaios com patdgenos, citam-se
Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum. Porém, o tomate Micro-Tom (Solanum
lycopersicum L.) vem se difundindo como alternativa para pesquisas voltadas a interacdo
planta-patdégeno (ARIE et al., 2007). Esta cultivar tem diversas caracteristicas Unicas, tais
como tamanho pequeno, que Ihe permite crescer a uma alta densidade (1.357 plantas m?) e
ciclo de vida curto, garantindo frutos maduros e com sementes dentro de 70-90 dias apés a
semeadura. Tais caracteristicas sdo semelhantes as de Arabidopsis e, consequentemente,
permitem que este tomateiro seja considerado uma cultivar modelo para estudos de genémica
funcional (SUN et al., 2006).

Assim sendo, objetivou-se com o presente trabalho, a transformacdo genética via
Agrobacterium tumefaciens, de tomate Micro-Tom (Solanum lycopersicum L.) e de laranja
doce, com os genes que codificam as proteinas PR-8 e CDR-1, isolados a partir de Citrus

simensis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Citros: Caracteristicas gerais e econdmicas

Os citros pertencem a familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae, tribo Citreae e
subtribo Citrinae (SWINGLE; REECE, 1967). O género Citrus, subgrupo Citrus abrange
quatro espécies selvagens alopatricas conhecidas, sendo que duas sao tropicais C. halimii B.C.
Stone (Peninsula Malaia e Borneo) e C. grandis Osbeck [= C. maxima (Burm.) Merr.]
(toranja, do sudeste da Asia) e as outras duas sdo subtropicais C. medica L. (cidra) e C.
reticulata Blanco (tangerina, mandarin), desta forma os frutos comercialmente comestiveis
referentes a Citrus provavelmente sdo oriundos das trés ultimas espécies, isto devido a
selecdo, hibridizagao e selegdo de “complexos agdmicos” (MABBERLEY, 1997).

As plantas de citros cultivadas comercialmente, como variedades copas, estdo
divididas em cinco grupos: laranjas doces (C. sinensis (L.) Osbeck), tangerinas (C. reticulata
Blanco), lim@es (C. limon (L.) Burm. F.), limas &cidas [C. aurantifolia (Christm.) Swing e C.
latifolia (Yu. Tanaka)] e os pomelos (C. paradisi Macfad), sendo que o grupo que apresenta
maior expressao € o das laranjas doces, acompanhado das tangerinas, limdes e limas acidas.
Algumas espécies citricas sdo utilizadas comercialmente como porta-enxerto, entre elas
citam-se: limdo ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck), limdo ‘Volkameriano’ (C. volkameriana V.
Tem & Pasq.), tangerina ‘Sunki’ (C. sunki hort. ex Tanaka), tangerina ‘Cledpatra’ (C. reshni
hort. ex Tanaka), laranja azeda (C. aurantium L.), trifoliata (Poncirus trifoliata (L.) Raf.), e 0s
hibridos citrange ‘Carrizo’ ¢ citrange ‘Troyer’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck x Poncirus
trifoliata (L.) Raf.] e citrumelo ‘Swingle [Citrus paradisi Macfad. cv. Duncan x Poncirus
trifoliata (L.) raf.] (PIO et al., 2005; POMPEU JUNIOR, 2005).

Entre os principais produtos agricolas produzidos no Brasil, a laranja esta entre os
cinco mais produzidos, com uma meédia de producédo entre os anos de 2000 e 2013 em torno
das 18 milhdes de toneladas (FAO, 2015). Entre as regides produtoras, 0 sudeste se destaca
como maior produtor, tendo como participacdo mais de 50% da produgéo. Dentre os estados,
Sdo Paulo se destaca por concentrar a producdo citricola brasileira. Em 2012, o sudeste
contribuiu com 14 milhdes de toneladas, desses o equivalente a 13 milhdes de toneladas
foram produzidos em Séo Paulo (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA-IBGE, 2015b).

Além disso, o Brasil lidera a produgdo mundial de suco de laranja com uma média de
864 mil toneladas durante o periodo dos anos 2000 a 2013 (FAO, 2015). Desta forma é

considerado o principal exportador de suco no mundo. A cada cinco copos de suco de laranja
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que sdo consumidos no mundo, trés sdo provenientes do Brasil, isto porque, o pais detém 50%
da producdo mundial de suco de laranja, exporta 98% do que produz e sua participacdo no
mercado mundial corresponde a 85% (NEVES et al.,, 2009). Porem, ha alguns anos a
citricultura vem sofrendo diversos problemas fitossanitarios que podem ser considerados um
dos grandes gargalos da producdo citricola do pais.

Em 2014, a produgdo de laranja caiu 8,9% e a area colhida foi 8,1% menor em
relacdo ao ano de 2013. O estado de Séo Paulo, devido aos problemas fitossanitarios como
CVC (clorose variegada dos citros), a pinta-preta, a leprose, o cancro citrico e o HLB, teve
um decréscimo na producdo e em 2014 produziu em torno de 10 mil toneladas. Desta forma,
as consequéncias das perdas econémicas da citricultura paulista, ocorridas desde 2012, se
tornaram evidentes (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA-IBGE,
2015a). Contudo, atualmente, o HLB tem sido considerado um dos principais problemas
enfrentados pela citricultura nacional. Sendo assim, o HLB devido aos danos que causa e a
dificuldade de manejo, coloca em risco esse setor do agronegdcio brasileiro (BELASQUE
JUNIOR, 2009).

2.2 Huanglongbing (HLB)

Os primeiros relatos dos sintomas do HLB ocorreram nos continentes Asiatico e
Africano, sendo que até o inicio dos anos 2000, o continente Americano estava livre da
doenca. Porém, em marco de 2004 e em agosto de 2005, os sintomas foram observados nas
duas das maiores regides produtoras de citros no mundo, Sdo Paulo e Florida, respectivamente
(BOVE, 2006).

O HLB é associado a trés espécies de bactérias, Candidatus Liberibacter asiaticus,
Candidatus Liberibacter africanus e Candidatus Liberibacter americanos, e sdo assim
denominadas de acordo com os continentes em que foram primeiramente relatadas. Essas
bactérias sdo Gram-negativas, pertencentes a subdivisdo o de Proteobacteria e sua
colonizacdo é restrita ao floema das plantas. Devido ao fato de ndo serem ainda cultivadas em
meio de cultura, recebem a nomenclatura Candidatus. O inseto vetor que serve como
hospedeiro dessas bactérias € o psilideo, sendo que duas espécies se destacam: Diaphorina
citri e Trioza erytreae. A Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) e Candidatus Liberibacter
americanos (Lam) sdo tolerantes a areas quentes e possuem como inseto vetor, Diaphorina
citri. Entretanto, a Candidatus Liberibacter africanus (LAF) € sensivel a areas quentes e é
transmitida por Trioza erytreae (BOVE, 2006; BELASQUE JUNIOR, 2009; JAGOUEIX et
al., 1994; GARNIER et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2005 a, b, c).
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O HLB afeta a maioria das espécies de citros, portanto, ndo ha cultivares tanto de
copa como de porta-enxerto, resistentes a esta doenca. Ndo ha métodos de cura para
erradicacdo da mesma. Além disso, a planta ornamental utilizada amplamente no Brasil,
conhecida como “murta” (Murraya paniculata), é hospedeira dos tipos asiatico e americano
de Candidatus Liberibacter como também do psilideo Diaphorina citri (FAN et al., 2010;
FUNDECITRUS, 2009; BELASQUE JUNIOR, 2009). Assim, estes fatores contribuem para
que a doenca se expanda cada vez mais nos pomares brasileiros.

De forma geral, os sintomas da doenca incluem amarelecimento e mosqueados das
folhas, que podem ser confundidos com sintomas de deficiéncia nutricional, redugdo do
tamanho da folha e abscisdo prematura na regido do peciolo. A mortalidade das plantas pode
ocorrer em alguns meses ou até varios anos apés a infeccdo (LIAO; BURNS, 2012). Ainda, 0
HLB também pode causar assimetria em frutos com inversdo de cores e sementes abortadas.
Além disso, foram observados acimulo de amido em folhas infectadas (FAN et al., 2010), e
lesdes ao floema (KIM et al., 2009). Ao infectar a planta, a bactéria obstrui o floema,
interrompendo a distribuicdo da seiva. Desta forma, plantas jovens ndo conseguem atingir a
producéo e plantas adultas chegam a improdutividade em dois a cinco anos (FUNDECITRUS,
2009).

Ndo existem métodos curativos para 0 HLB. Portanto, o controle deve ser preventivo
e fundamentado na eliminacdo do indculo através da erradicacdo das plantas infectadas e uso
de quimicos para controle dos vetores. Deste modo, as medidas preventivas que devem ser
realizadas impedindo a entrada do HLB em areas sadias sdo: evitar o transporte de materiais
de propagacdo de areas infectadas para ndo infectadas; inspecionar todos os materiais vegetais
de citros externos, garantindo sua sanidade (BOVE, 2006; ABDULLAH et al., 2009).

Comparando os dados das safras entre os anos de 2013 e 2014, verifica-se alto indice
de erradicacdo de pomares, isto porque em 2014, a area total ocupada sofreu uma perda de
aproximadamente 69 mil hectares. Em 2013 durante o periodo de junho a dezembro, 0s
pomares erradicados foram convertidos em cultivos de cana-de-agucar (16%) e gréos (26%),
sendo este ultimo divido entre milho e soja e 5% para outras culturas (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA-IBGE, 2015a; CONAB, 2013).

Estes dados refletem os problemas fitossanitarios que os produtores vém enfrentando
ao longo dos anos, principalmente, com o HLB, o que resultou na reducédo da area cultivada,
fazendo com que ocorram mudancas no cenario citricola brasileiro. Desta forma a busca por
cultivares resistentes a doencas se faz necessaria, diante da grave situacdo enfrentada pelo

setor.
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2.3 Transformacao genética em citros e plantas modelo

Ao longo de mais de 20 anos, pesquisas voltadas para a utilizacdo de introducéo de
genes exogenos, visando a adicdo de caracteristicas agronémicas, em plantas de interesse
comercial, tém tido grandes progressos. Isto porque a transformacdo genética surgiu como
uma ferramenta de importancia na biotecnologia moderna, principalmente, em plantas
perenes, as quais possuem fatores limitantes ligados as suas caracteristicas bioldgicas e
reprodutivas. Desta forma, as plantas transgénicas visam maior produtividade, melhor
qualidade de frutos e reducdo do uso de agrotoxicos. Assim, possuem grandes beneficios
diretos e indiretos ao consumidor (GAMBINO e GRIBAUDO, 2012).

A transformacdo genética em citros consiste em uma técnica de importancia
expressiva, pois, permite a introducdo de genes em casos em que as espécies sdo sexualmente
incompativeis, acelera o processo para adquirir cultivares melhoradas e também por limitar a
adicdo de genes indesejaveis, 0s quais sdo decorrentes do cruzamentos sexuais (MACHADO
et al., 2005).

O primeiro relato de transformacédo genética em citros se deu por volta da década de
80, com o0 meétodo de transferéncia direta de DNA. A partir de entdo, diversas pesquisas foram
desenvolvidas com o objetivo de se obterem plantas transgénicas de citros com alta eficiéncia.
Desta forma, surgiram diversas metodologias utilizando diferentes fontes de explantes na
transformacdo genética de citros, tais como: protoplastos, calos embrionarios, cotilédones,
epicotilos, e bombardeamento de segmentos (XIAO; JI, 2013).

O método mais empregado atualmente para obtencdo de plantas transgénicas de
citros é a transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens, a qual utiliza segmentos de
epicétilo de 1 cm como forma de explante (BESPALHOK FILHO et al., 2001). Diversos
trabalhos visando a obtencdo de plantas transgénicas de citros resistentes a doencas vém
sendo desenvolvidos e publicados (BARBOSA-MENDES et al., 2009; CARDOSO et al.,
2010; DUTT; MADHAVARAJ; GROSSER, 2010; MUNIZ et al., 2012; MIYATA et al.,
2012). No entanto, faz-se necessario que essas plantas sejam testadas para a validacdo desses
genes em resposta a infeccdo de patdgenos. Porém, essas possuem como caracteristica a
juvenilidade, o que dificulta esta pratica, pois sdo necessarios anos para a avaliacdo das
caracteristicas comerciais (BESPALHOK FILHO et al., 2001) como também para a validacao
de novos genes inseridos em seus genomas.

No entanto, uma alternativa para se verificar o funcionamento desses genes, a favor
da planta e contra o patdgeno vem sendo recentemente utilizada. A técnica consiste no uso de

plantas modelos que passam pelo processo de transformacdo genética com o0s genes de
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interesse e posteriormente sdo desafiadas com patdgenos a fim de se obter as respostas das
plantas em relacdo a infeccdo dos organismos fitopatogénicos.

Um organismo modelo, por definicdo, consiste em uma espécie estudada
extensivamente para a compreensdo de um fendmeno bioldgico particular, de modo que as
descobertas facilitem o entendimento da interacdo do fendmeno com outros organismos
(DELATORRE; SILVA, 2008).

Dentre as plantas mais utilizadas para essa finalidade destaca-se a Arabidopsis
thaliana, Nicotiana tabacum L. (tabaco) e mais, recentemente, o tomate Micro-Tom (Solanum
lycopersicum L.). Todas essas espécies possuem algumas caracteristicas em comum, o que faz
delas um modelo para estudo de interagcdo planta-patdgeno, tais como: porte pequeno, ciclo de

vida curto e alta regeneracéo in vitro.

2.4 Micro-Tom: Caracteristicas gerais

Cerca de 1000-2000 espécies compdem a familia Solanaceae, as quais possuem
grande variabilidade morfologica e adaptacdo ecoldgica. Dentre essas espécies existem
diversas culturas horticolas, que compreendem plantas com frutos, tubérculos e ainda
ornamentais, sendo que muitas delas possuem importancia econémica (KNAPP, 2002; AOKI
etal., 2010).

Dentre as solanaceas, a cultivar miniatura Micro-Tom foi criada para fins
ornamentais (SCOTT; HARBSUGH, 1989). No entanto, vem se destacando como modelo nas
pesquisas cientificas devido as caracteristicas Unicas que possui, diferenciando-a das demais
cultivares, tais como: tamanho pequeno (15-20 cm de altura), ciclo de vida rapido (70-90
dias) e facil transformacdo, como também alta fertilidade e frutificagdo mesmo sob
iluminacdo fluorescente. Ainda pode ser cultivada em elevada densidade (maior que 1.357
plantas m?), e produzir trés a quatro geracdes em um ano (MEISSNER et al., 1997;
EMMANUEL; LEVY, 2002; TANKSLEY,1993).

De acordo com Meissner et al. (1997), o carater fenotipico do Micro-Tom € resultado
de duas principais mutacGes recessivas: dwarf (d) e miniatura (mnt). Pnueli et al. (1998)
relataram a existéncia de mais uma mutacédo fenotipica associada ao gene selfpruning (sp). O
gene selfpruning é um regulador que interage com proteinas que estdo relacionadas na
defini¢do do potencial para o crescimento do meristema apical, e esta envolvido no controle
do crescimento simpodial dos brotos vegetativos e reprodutivos (PNUELI et al., 2001, 1998).
O gene dwarf estd relacionado com a biossintese dos brassinoesterdides, sugerindo niveis

reduzidos destes na planta. Porém, possuem niveis adequados de acido giberélico (GA). Desta
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forma, a interacdo entre GA e brassinoesterdides é sinérgica, e, portanto, a resposta de GA
depende dos brassinoesterdides (BISHOP et al., 1999; MARTI et al., 2006). Em tomate, este
gene € expresso em todos os 6rgdos da planta, sobretudo nos tecidos vegetativos e
reprodutivos em fase de expansdo (MONTOYA et al., 2005).

Em torno de 60 doencas graves e mais de 110 espécies de patogenos, dentre eles,
fungos, bactérias e virus acometem as plantas de tomate. Dentre as principais doengas
fangicas estdo: cancro da haste, murcha por fusarium, mofo cinzento, requeima, oidio,
podriddo por sclerotonia, ferrugem sul e mancha. Entre as doencas bacterianas, destacam-se a
murcha bacteriana e pinta bacteriana. Por fim, as principais doencas causadas por virus sdo o
mosaico com ou sem necrose causada como, por exemplo, pelo Cucumber mosaic virus
(CMV) (JONES et al., 1991; HORST, 2001; TAKAHASHI et al., 2005).

Takahashi e colaboradores (2005) realizaram experimentos de inoculacdo com o
tomate Micro-Tom e um total de 16 organismos patogénicos (8 fungos, 5 bactérias e 3 virus).
Concluiram que o Micro-Tom pode ser considerado um organismo hospedeiro, isto porque
cinco fungos, duas bactérias e trés virus foram patogénicos ao tomateiro. Os pesquisadores
ainda afirmaram que o Micro-Tom pode ser uma excelente planta modelo de estudo dos
mecanismos existentes na interacao suscetiveis e resistentes entre plantas e patogeno.

A pinta bacteriana, causada pela Pseudomonas syringae pv. tomato é uma doenca
que pode atingir um amplo espectro de espécies de plantas. Deste modo, Pseudomonas
syringae esta relacionada com doencas economicamente importantes. Ainda, por ser um
agente patogénico bacteriano Gram-negativo facilmente cultivado, e permitir diversas
técnicas de biologia molecular, desperta um grande interesse cientifico, pois tais
caracteristicas facilitam sua manipulacdo e identificagdo de fatores de viruléncia e
patogenecidade (XIN; HE, 2013; PRESTON, 2000).

Os sintomas da pinta bacteriana ocorrem na parte aérea, apresentando manchas
pequenas com aspecto necrotico, cercada por um halo amarelo. Ainda sob condigdes
favoraveis a evolucdo da doenga pode levar a queima e desfolha precoce do tomateiro
(JONES et al., 1991; SRISINK; SIVASITHAMPARAM, 1987).

Em Micro-Tom, os sintomas observados quando infectados por Pseudomonas
syringae pv. tomato sdo o amarelecimento gradual das folhas. Porem as manchas

caracteristicas da doenca ndo sdo observadas nessa cultivar (TAKAHASHI et al., 2005).
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2.5 Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR) através dos genes PR-8 e CDR-1

As plantas podem ser consideradas hospedeiras potenciais para diversos grupos de
patogenos, entre eles, bacterias, fungos, virus ou até mesmo nematoides (AGRIOS, 1997).
Desta forma, para se defender, as plantas possuem diversas barreiras estruturais e até mesmo
metabolitos antimicrobianos pré-formados para prevenir ou enfraquecer a infeccdo dos
agentes patogénicos (PIETERSE, 2009).

Mesmo sem um sistema circulatorio, as plantas sdo capazes de ativar uma defesa
contra a infeccdo, ndo somente no local, mas também sistematicamente (FU; DONG, 2013).
Esta capacidade presente nas plantas € ativada normalmente através de um estimulo dado pelo
patdgeno na infeccdo desencadeando diversas reacGes metabolicas na planta para combater o
patdgeno. Esta acao esta relacionada com a Resisténcia Induzida (RI). A resisténcia induzida
(R1) pode ser definida como um aumento da capacidade de defesa da planta contra um amplo
espectro de agentes patogénicos, que € adquirida posteriormente a uma estimulacdo adequada
(RAMAMOORTHY et al., 2001). Desta forma, a RI ocorre naturalmente como resultado da
infeccdo por patdgeno, particularmente quando a planta desenvolve uma reacdo de
hipersensibilidade. A RI pode ser divida em resisténcia sisttmica adquirida (SAR) e a
resisténcia sistémica induzida (ISR) (VAN LOON et al., 1998).

Fenotipicamente, esses mecanismos sdo semelhantes, pois, em ambos o0s casos, as
plantas, apos a exposi¢do a um agente indutor (patdgeno), tém seus mecanismos de defesa
ativados, ndo apenas no local da inducdo, mas também em outros distantes, de forma
normalmente generalizada. A palavra “adquirida” faz referéncia quando o elicitor (sinal
externo) ¢ um agente patogénico ou parasita, ja “induzida” é usado quando esse agente é
benéfico, simbionte ou abidtico (BARROS et al., 2010).

A ISR normalmente é induzida por rizobactérias ndo patogénicas, promotoras do
crescimento das plantas (PGPR), pois sdo capazes de eliminar os microorganismos nocivos no
solo e sdo benéficas as plantas. Desta forma, quando a ISR € ativada, ndo ocorre sintoma
necrotico nas plantas (VAN LOON et al., 1997; VAN LOON et al., 1998).

Assim, na ISR ndo ocorre o acimulo de proteinas relacionadas a patogénese (PRPs)
e, consequentemente, ndo ha alteracdes na planta. Contudo, a indu¢do da ISR pode nédo ser
dependente da presenca de acido salicilico, e sim estar associada a rotas que envolvem o acido
jasmonico e etileno (PIETERSE et al., 1998; VAN LOON et al., 1998).

A SAR normalmente é ativada em tecidos saudaveis de plantas infectadas
localmente, por organismos patogénicos indutores de lesdes necrdticas. Estd associada a

niveis altos de acido salicilico (SA) e é caracterizada pela ativacdo de um grande conjunto de
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genes que codificam proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) as quais possuem atividade
antimicrobiana. Confere resisténcia de longa duracdo atuando nas plantas em locais distantes
do sitio de infeccdo (PIETERSE et al., 2009; VAN LOON et al., 1997; ZHANG; ZHOU,
2010). Desta forma, pode-se afirmar que a SAR est4 envolvida com o acumulo de proteinas
(PR) que contribuem para a resisténcia na planta, ainda a SAR pode ser ativada por indutores
quimicos na auséncia de um organismo patogénico (GORLACH et al., 1996).

As PRs normalmente se acumulam nos tecidos vegetais ap0s entrar em contato com
0 patégeno ou em resposta ao tratamento com alguns compostos quimicos ou a outros tipos de
estresse. Desta forma as proteinas-PR podem ser a primeira linha de defesa das plantas, isto
porque a ativacao dos genes que as codificam é rapida (VAN LOON et al., 1994; WHALEN,
2005).

As PRs estdo classificadas em familias, de acordo com suas sequéncias de
amino&cidos, relagdes soroldgicas e atividade enzimética ou biolégica (VAN LOON et al.,
1994). Os primeiros relatos das proteinas PR foram feitos em folhas de tabaco sobre a
infeccdo de virus, descrevendo-se as primeiras familias de PRs (PR-1 a PR-5). Para tanto,
primeiramente, levou-se em conta as propriedades soroldgicas e posteriormente dados de
sequéncia (CAMPOS et al., 2007). Atualmente, sdo conhecidas 17 familias das PRs, as quais
estdo numeradas de acordo com a ordem que foram descobertas (VAN LOON; REP;
PIETERSEL, 2006). Todas as 17 familias de PRs possuem genes homologos dentro do
genoma de citros. Dentre estas, a PR-8 esta presente em quatro espécies como: Citrus
aurantium, C. limonia, C. reticulata e C. sinensis (CAMPOS et al., 2007).

Dentre as familias das PRs, quatro delas (PR-3, PR-4, PR-8 e PR-11) séo
classificadas como quitinases. Assim, a caracteristica dessas PRs é atuar limitando a
atividade, crescimento e propagacdo de fungos patogénicos (VAN LOON, 1997; VAN
LOON; REP; PIETERSEL, 2006).

Desta forma, as quitinases atuam hidrolisando a ligagdo B-1,4 glicosidica presente em
biopolimeros de quitina, a qual compde a parede celular dos fungos (BRUNNER et al., 1998).
Porém as quitinases da classe Ill, que compreendem a familia da PR-8, também possuem
atividades de lisoenzimas, podendo atuar contra bactérias patogénicas, funcionando como
uma enzima, clivando e hidrolisando os peptideoglicanos bacterianos, elemento estrutural da
parede celular das bactérias (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006; FRITIG; HEITZ;
LEGRAND, 1998).

Nos anos recentes, pesquisas envolvendo a sinalizacdo e ativacdo da SAR, através de

diversos mecanismos, vém sendo realizadas. Desta forma, Xia et al. (2004) propds a
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sinalizacdo da SAR por peptideos, isto porque ao observar a ativacdo da SAR em Arabidopsis
a partir da acdo da protease aspartica apoplastica - CDR-1 (Constitutive Disease Resistance 1)
as plantas apresentaram resisténcia a infeccdo de Pseudomonas syringae. Desta forma, esses
autores propuseram que o gene CDR-1 esta relacionado a um sistema de sinal de peptideos
envolvidos na ativacdo dos mecanismos de resisténcia induzida.

Albrecht e Bowman (2012) ao estudarem respostas entre duas cultivares de citros,
em relacdo a infeccdo de Candidatus Liberibacter asiaticus (Las), associada ao HLB, sendo
uma tolerante US-897 (Citrus reticulata Blanco x Poncirus trifoliata L. Raf.) e uma
suscetivel tangerina 'Cledpatra’ (C. reticulata) ao patdgeno, identificaram diversos genes
envolvidos na resisténcia da planta a infeccdo. Genes esses, que foram expressos em niveis
mais elevados em US-897, independente da infeccéo, sendo que um desses foi 0 gene CDR-1.

Portanto, o gene CDR-1 codifica uma protease aspartica apoplastica capaz de ativar
0s mecanismos de resisténcia, mediada por &cido salicilico através da liberacdo de um
peptideo. Ainda, os niveis elevados de expressdo de CDR-1 podem resultar em alta expressao
de diversos genes relacionados com a defesa e maior resisténcia a bactérias e fungos
patogénicos, tanto em Arabidopsis como em arroz (XIA et al., 2004; PRASAD et al., 2009).
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3 MATERIAL E METODOS
Os experimentos de transformacdo genética e analises moleculares foram realizados
no Laboratorio de Biotecnologia de Plantas Horticolas, no Departamento de Producéo
Vegetal, na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”- USP/ESALQ, Campus de
Piracicaba/SP.

3.1 Obtencao das construgdes génicas
Para realizacdo dos experimentos de transformacdo genética foram utilizadas duas

construcgdes génicas.

3.1.1 Construcéo génica contendo gene PR-8

Esta construcdo foi elaborada pelo grupo de pesquisa da USP/ESALQ, em trabalhos
anteriores. Desta forma, o gene PR-8 foi identificado no banco de dados CITEST (Citrus
Expressed Sequence Tags) e clonado a partir de Citrus sinensis. Possui 903 pb e foi clonado
no vetor pPCAMBIA2201, dirigido pelo promotor 35S, em substituicdo ao gene reporter uidA.
Posteriormente, esse vetor binario foi inserido nas estirpes EHA 105 e GV 3101 de

Agrobacterium tumefaciens (Figura 1).

r 35S-T| nptll 35S-P [] 35S-P PR-8 NOS-T _‘

LB RB

Figura 1- Representacdo esquematica do vetor de expressdo pCAMBIA2201/35S::CsPR-8
contendo o gene CsPR-8. nptll: gene que confere resisténcia a canamicina. 35S-P:
promotor constitutivo CaMV35S. 35S-T: terminador. NOS-T: terminador. LB:
borda esquerda. RB: borda direita

3.1.2 Construcao génica contendo gene CDR-1

O gene CDR-1 foi selecionado pelo grupo de pesquisa coordenado pela Dra. Juliana Freitas-
Astla (Embrapa Mandioca e Fruticultura), com base em pesquisas relacionadas a avaliacdo de
expressao diferencial de genes em materiais infectados e ndo infectados com HLB (ALBRECHT
e BOWMAN, 2012). Possui 1281 pb, e foi isolado a partir de Citrus sinensis. Foi clonado no
vetor pPCAMBIA2301, sob controle do promotor constitutivo Ubil0 [Ubiquitina 10 de
Arabidopsis thaliana (MEHLMER et al.,2012)], contendo o gene repdrter uidA, gene GUS,
pela empresa DNA Cloning Service (Alemanha), inserido na estirpe EHA 105 de

Agrobacterium tumefaciens (Figura 2).
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Figura 2- Representacdo esquematica do vetor de expressdo pCAMBIA2301/UBI10::CsCDR-
1 contendo o gene CsCDR-1, dirigido pelo promotor UBI10. 35S-T: terminador.
nptll: gene que confere resisténcia a canamicina. 35S-P: promotor constitutivo
CaMV35S. UBI10: promotor constitutivo de Arabidopsis thaliana. OCS:
terminador. uidA: gene GUS. NOS-T: terminador. LB: borda esquerda. RB: borda
direita

3.2 Transformacao genética de tomate Micro-Tom via Agrobacterium tumefaciens

A metodologia utilizada foi adaptada do protocolo desenvolvido por PINO e

colaboradores (2010).

3.2.1 Obtencao do material vegetal

As sementes foram extraidas de frutos maduros de tomate Micro-Tom, e colocadas
em mistura de &gua acrescida de fermento biologico por 12 horas, ou até a realizacdo da
fermentagdo, para a extragdo da mucilagem. Apos este procedimento, as sementes foram
lavadas em agua corrente e secas em temperatura ambiente.

Posteriormente, foi realizada a assepsia em solucdo comercial de hipoclorito de sédio
e agua 30% (v/v) mais duas gotas de detergente comercial, por 15 minutos. Em seguida, as
sementes foram lavadas trés vezes em agua estéril e incubadas em frascos contendo meio de
cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (Anexo B) com a metade da concentracdo dos
sais, 15 g L™ de sacarose, metade da concentragdo de vitamina B5 (Gamborg) e 2,3 g L™ de
phytagel. O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem.

Foram incubadas cerca de 26 sementes por frasco contendo 30 ml de meio, os frascos
foram mantidos por 4 dias a 25 £ 1°C no escuro, e em seguida transferidos por mais 4 dias

para fotoperiodo de 16h de luz em sala de crescimento a 25 + 1°C .

3.2.2 Cultivo de Agrobacterium tumefaciens para experimentos de transformacao
genética

As col6nias de A. tumefaciens, estirpe EHA 105 e GV 3101, contendo o plasmideo
pCAMBIA2201 com o gene PR-8, a estirpe EHA 105 contendo o plasmideo pPCAMBIA2301
com o gene CDR-1 e a estirpe EHA 105 contendo apenas o vetor pCambia2201, sem o gene

de interesse, foram cultivadas em meio YEP solido (Anexo C), acrescido dos antibioticos
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canamicina (100 mg L) e rifampicina (50 mg L™), em placas de Petri no periodo de 2-3 dias
a 27°C, no escuro.

Ap0s esse periodo, foi preparado o pré-indculo da bactéria. Uma colénia isolada foi
transferida para tubo (Falcon®, 10 ml) contendo 5 ml de meio YEP liquido (Anexo C) com 0s
antibi6ticos canamicina (100 mg L) e rifampicina (50 mg L™) mantida a rotagdo 100 rpm, a
28°C, por 36 horas. Posteriormente, para o preparo do indculo, foram transferidos 100 pl
dessa suspensdo para 45 ml de meio YEP liquido (Anexo C), em erlenmeyers de 250 ml, com
0s antibiéticos canamicina (100 mg L™) e rifampicina (50 mg L), mantida a rotacéo de 180
rpm, a 28°C, durante 16 horas.

Apo6s o crescimento, foi determinada a absorbancia da suspensdo bacteriana em
espectrofotometro (A= 600 nm). A absorbancia da suspensdo, ao atingir um valor entre 0,2-
0,3, foi transferida para tubos (Falcon®, 50 ml) e centrifugada por 15 minutos, a 4.000 rpm, a
15°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, e o precipitado formado ressuspendido em
meio MS liquido (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (Anexo B), em volume adequado para
obter uma concentracdo bacteriana final de 3x10® UFC mL™ para ser utilizado na

transformacéo genética.

3.2.3 Transformagao genética

Para realizacdo da transformacdo genética, foram utilizados como fonte de explante
os cotilédones, apds oito dias da incubacdo das sementes. Os cotilédones foram divididos
transversalmente em duas secdes, e as pontas distais e proximais foram retiradas. Em seguida,
foram acondicionados um total de 20 explantes por placa de Petri com a face abaxial em
contato com meio de cultura RIM (meio MS com 0,4 uM de ANA) suplementado com 30 g L
! de sacarose, 7 g L™ de agar e 100 uM de solugio de acetoseringona e pH ajustado para 5,8.
Acrescentou-se 1 ml L™ de acetoseringona na suspensdo bacteriana e apés 10 minutos, uma
gota da suspensdo foi colocada em contato com cada explante, cobrindo-o totalmente. O
material foi incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds este procedimento, a
suspensao bacteriana foi retirada com auxilio de pipeta de Pasteur estéril, e os cotilédones
foram secos em folhas de papel de filtro esterilizado para retirar o excesso de solucao (Figura
3A).

Os explantes foram cultivados por 2 dias (co-cultivo) a 24°C em auséncia de luz.
Apos co-cultivo, os cotilédones foram transferidos para meio de cultura SIM (meio MS com 5

uM de BAP), suplementado com vitamina B5, 30 g de sacarose LY 35 g L de agar,
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acrescido de 100 mg L™ de canamicina e 300 mg L™ timentin, cultivados sob fotoperiodo de
16 h de luz a 27°C por 2-3 semanas (Figura 3B).
3.2.4 Selecao de brotos regenerantes, enraizamento de plantulas e aclimatizagdo

Apods 2 a 3 semanas, realizou-se um sub-cultivo. Os brotos bem desenvolvidos (1-2
cm) foram separados e transferidos para frascos contendo 30 ml de meio MS (MURASHIGE
e SKOOG, 1962) isento de regulador vegetal e suplementado com 100 mg L™ de canamicina
e 300 mg L timentin , durante 2 a 3 semanas (Figura 3C).

Posteriormente, as plantulas que nao continham raizes foram transferidas para
frascos contendo 30 ml de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (Anexo B) isento de
regulador vegetal e suplementado com 100 mg L™ de canamicina e 300 mg L™ timentin , e
sub-cultivados até o surgimento de raizes.

As plantulas que apresentaram raizes de 3-5 cm foram separadas para aclimatizacéo,
sendo transferidas para vasos plasticos (0,5 L de capacidade) contendo substrato Multiplant
1075 (terra do paraiso) e vermiculita (média) na proporcdo de 2:1 previamente autoclavados,
e revestidas com sacos plasticos para a manuten¢do da umidade relativa. Posteriormente,
foram acondicionadas em sala de crescimento em fotoperiodo de 16 h de luz a 27°C. A
aclimatizacdo iniciou-se ap06s 3 dias do transplantio, com a retirada do plastico por 15-20
minutos ou até observado o inicio da murcha das folhas. Tal processo foi repetido todos os
dias por 2 a 3 semanas.

As plantas foram consideradas aclimatizadas quando ap6s um periodo de 8 horas nao
houve murcha das folhas. Em seguida ao processo de aclimatizacdo, as plantas foram
transferidas para casa de vegetacdo onde foram autopolinizadas para producdo de sementes

T1 e, posteriormente, T2.
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Figura 3- Estagios de desenvolvimento dos cotilédones de tomate Micro-Tom durante o
processo de transformagdo genética e cultivo. A: Placa de Petri contendo explantes
cotiledonares de tomate apds a transformacdo genética; B: detalhe do broto
regenerando a partir do cotilédone transformado; C: Plantula de tomate Micro-Tom
a ser transferida para potes com meio de enraizamento
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3.2.5 Selecdo das linhagens T1 e T2 das plantas transgénicas por canamicina

Apos a producdo das linhagens T1, as sementes foram extraidas dos frutos maduros,
tratadas e semeadas em bandejas na estufa. Ap6s 14 dias da semadura, foi pulverizado até o
ponto de escorrimento, 400 mg L™ de canamicina por 5 dias nas mudas.

As plantas que demonstraram total resisténcia a canamicina foram transferidas para
vasos e cultivadas até a producéo de frutos e obtencdo de T2. (FREITAS-ASTUA et al., 2003;
XIANG, HAN; OLIVER, 1999; WEIDE; KOORNNEEF; ZABEL, 1989).

3.2.6 Obtencao do isolado bacteriano

A estirpe de Pseudomonas syringae pv. tomato foi obtida a partir do isolado ICMP
2844 da colecdo do Instituto Bioldgico, numero de acesso 836. O isolado bacteriano foi
recuperado com a adicdo de 200ul de caldo nutriente (Anexo F), mantida por 30 minutos em
temperatura ambiente. Posteriormente, 100 ul da suspensdo formada foi pipetada em placa de
Petri contendo meio B de King, mantida a 28°C, no escuro, por 2 dias.

Apos este periodo, confirmou-se por fluorescéncia a presenca de Pseudomonas
syringae pv. tomato na placa anteriormente preparada. Em seguida, uma pequena quantidade
do isolado bacteriano recuperado, foi transferido para meio NA liquido, a 28°C, por 16 horas.
Ao fim desta etapa, o material bacteriano foi conservado em glicerol (50%) e mantido em

ultrafreezer vertical a -80°C.

3.2.7 Cultivo e selecdo de Pseudomonas syringae pv. tomato

Para a selecdo da bactéria, foi realizado primeiramente um experimento de
inoculacdo em plantas de tomateiro comercial (cultivar Alambra), a fim de verificar a
patogenicidade do patdgeno bem como as lesdes tipicas causadas pela sua inoculagdo. Assim,
as plantas foram mantidas em camara imida por 24 horas, e posteriormente inoculadas com
uma suspensao composta por coldnias bacterianas e solucdo salina, com absorbancia de 0,3 e
medida em espectrofotdbmetro a 600nm. O processo de inoculacdo ocorreu atraves da
pulverizacdo da suspensdo em todas as folhas, tanto na parte abaxial como na adaxial. Em
seguida, as plantas foram mantidas em camara Umida por 48h, e ap0s este periodo,
identificaram-se os primeiros sintomas caracteristicos da doenca (pinta bacteriana) causada
pela bactéria.

Posteriormente, escolheu-se a folha com maior numero de lesdes para o isolamento

da bactéria. A mesma foi cortada em segmentos de 1 cm, na regido de transicdo do tecido
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sadio para o doente. Em seguida, foi realizada a assepsia do material vegetal. Primeiramente,
os fragmentos da folha foram mantidos em alcool 70% por 1 minuto. Apos este periodo, 0s
fragmentos foliares foram transferidos para solucao de hipoclorito de sodio (3:1), durante 1
minuto. Em seguida, foram lavados trés vezes em agua destilada esterilizada e, posteriormente
macerados.

A seguir, plaqueou-se 100l da suspensdo obtida em meio B de King (Anexo E). A
placa foi mantida a 28°C por 2 dias, no escuro. Apés este periodo, uma pequena parte da
suspensdo cultivada em placa de Petri foi inserida em meio NA liquido (Anexo D), e mantida
a 28°C, por 16 horas. Apds este procedimento, uma aliquota de 800 pl desta suspensao obtida
foi acrescentada a igual volume de glicerol (50%) e conservada em ultrafreezer.

Porém, para garantir melhor éxito na inoculacdo com a bactéria, fez-se necessario a
realizacdo de novo experimento com solugfes bacterianas de 5 coldnias isoladas e diferentes,
provenientes do cultivo do isolado acima obtido, em meio B de King (Anexo E), em placa de
Petri, por 2 dias 28°C. As coldnias foram subcultivadas separadamente, em tubo de ensaio
contendo meio B de King (Anexo E), a 28°C por 2 dias.

Em seguida realizou-se um experimento de inoculacdo com plantas de tomateiro
comercial (cultivar Alambra). Foram inoculadas 5 plantas e cada colonia subcultivada
resultou em uma suspensdo. Desta forma, as cinco plantas foram inoculadas com col6nias
diferentes. Contudo, os procedimentos durante este experimento foram os mesmos realizados
no primeiro.

Apos 10 dias de inoculacdo os sintomas e agressividade da doenga em cada planta
foram observados, e a escolha da colonia a ser utilizada nos futuros experimentos de
inoculacdo, foi realizada de acordo com a planta que apresentou maior nimero de sintomas

em suas folhas e com maior intensidade.

3.3 Analises moleculares em plantas transgénicas de tomate Micro-Tom

3.3.1 Teste histoquimico de GUS

Para a deteccdo da atividade do gene uidA (GUS), seguiu-se a metodologia
apresentada por Brasileiro e Carneiro (1998). Foram utilizados pequenos segmentos de tecido
foliar (5 mm) das plantas de tomate Micro-Tom transformadas com o gene CDR-1. O material
foi inoculado em solucdo de X-GLUC (5-bromo-4-cloro-3-indolil glucuronida), a 37°C, em

auséncia de luz, por 16 horas. Posteriormente, o material foi lavado com alcool etilico (70%)
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para a retirada da clorofila, facilitando, portanto a visualizagdo da reacdo pela presenca da

coloracgdo azul no tecido vegetal.

3.3.2 Confirmacéo da transgenia por Polymerase Chain Reaction - PCR

A PCR (reagdo em cadeia da polimerase) foi utilizada para a constatagdo da
transgenia, em plantas regeneradas de tomate Micro-Tom. A coleta dos fragmentos foliares
das plantas de tomate Micro-Tom ocorreu durante o processo de enraizamento, aclimatizacao
e até mesmo quando se encontravam na estufa. Também foi realizada a PCR para a
identificacdo do gene vir da regido Ti do plasmideo de Agrobacterium, para assim se
confirmar a auséncia da bactéria nas plantas.

O DNA utilizado para a analise foi extraido de folhas jovens através do método
CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990). Os primers utilizados para a amplificacdo do fragmento dos
genes nptll e CDR-1 estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Sequéncia dos primers foward (F) e reverse (R) desenhados para amplificagdo de
466 e 439 pb dos genes nptll e CDR-1 respectivamente

Gene Sequéncia Amplicon (pb)
nptll F: 5' GCCGAGAAAGTATCCATCAT 3'
R:5' AGAAGAACTCGTCAAGAAGGC 3' 466
CDR-1 F:5'CTCTGTTTCGCTTGTTACTCAA 3'
R: 5 TTGAGTAACAAGCGAAACAGAG 3' 439

As andlises foram executadas em termociclador de acordo com a seguinte
programacéo: para as plantas transformadas com o gene CDR-1: 1 ciclo de 10 segundos a
98°C, seguido de 30 ciclos de 1 segundo a 98°C, 5 segundos a 58°C, 15 segundos a 72°C e
por fim, 1 ciclo de 1 minuto a 72°C. Para plantas transformadas com o gene PR-8, fez-se a
analise com os primers do gene nptll, de acordo com a programacéo a seguir: 1 ciclo de 10
segundos a 98°C, seguido de 30 ciclos de 1 segundo a 98°C, 5 segundos a 56°C, 15 segundos
a 72°C e por fim, 1 ciclo de 1 minuto a 72°C. As plantas transformadas com a construgéo
contendo apenas o vetor pPCAMBIA2201 foram analisadas com os primers do gene nptll,
seguindo a programacéo descrita acima para tal gene.

Todas as plantas transgénicas também foram analisadas com primers especificos para
0 gene virG de Agrobacterium (NEGROTTO et al., 2000), a fim de verificar a ocorréncia de

contaminacdo com a bactéria que pudesse modificar os resultados encontrados. O programa
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utilizado foi: 1 ciclo de 10 segundos a 98°C, seguido de 30 ciclos de 1 segundo a 98°C, 5
segundos a 53°C, 15 segundos a 72°C e por fim, 1 ciclo de 1 minuto a 72°C.

Os produtos da reacdo foram pipetados em gel de agarose 1% corado por brometo de
etidio, separados e amplificados por eletroforese. Em seguida, foram fotografados e
visualizados em luz ultravioleta através do programa EDAS120 (Kodak, Rochester, NY,
EUA).

3.3.3 Anélise de Southern blot

A andlise de Southern blot foi realizada para a confirmacdo do nimero de cépias
inseridas no genoma das plantas obtidas. Folhas novas foram coletadas das plantas inseridas
na casa de vegetacao para a analise. Para a extracdo do DNA, macerou-se 1,4 grama de folha
em almofariz, com nitrogénio liquido. Posteriormente, realizou-se a extragdo do DNA em
duas etapas. Primeiramente, o DNA foi extraido através do método CTAB, no qual ao final é
adicionada RNAse concentrada por 16 horas, permanecendo em temperatura ambiente. Em
seguida, o DNA obtido anteriormente, foi submetido a segunda extracdo na qual se utilizou
fenol e purificou-se com cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Apéds a purificacdo, o DNA foi
precipitado com acetato de amonio e alcool absoluto, e resuspendido com agua miliQ
acrescentando-se RNAse liquida.

Apb6s a extragdo, o DNA total foi quantificado por fluorimetria, através do
equipamento Qubit™ Fluorometer (Invitrogen) e o reagente Quanti™ dsDNA BR assay Kit,
de acordo com as instrucdes do fabricante. A quantidade de DNA utilizado para a analise foi
de 10 pg a 30 pg, sendo este submetido a reacdo de digestdo, contendo 30 U da enzima
EcoRl, por 16 horas a 37°C. Ap0s este periodo, o DNA foi precipitado com acetato de aménio
e alcool absoluto e resuspendido com agua MiliQ. Posteriormente, adicionou-se sacarose na
suspensdo obtida e, em seguida, as amostras foram alocadas em gel de agarose 1%, corado
com brometo de etidio, a 35 volts, por 16 horas.

Em seguida, apos a separacao dos fragmentos através da eletroforese, realizaram-se
as lavagens do gel, utilizando solucGes de tampdes apropriados segundo o protocolo de
Southern blot (SOUTHERN, 1975). Ao fim do processo de lavagem, o gel foi transferido para
membrana de nylon Amersham Hybond™ -N*, sendo que a membrana foi fixada a 80°C por
duas horas.

A sonda utilizada para marcacdo da membrana foi produzida através de um
plasmideo pCAMBIA2201 contendo o gene nptll, a partir do produto da PCR, o qual foi

aplicado em gel de agarose. Posteriormente, o fragmento amplificado foi purificado com
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auxilio do Kit QIAEX® Il Gel Extraction (Qiagen). Em seguida, o fragmento da sonda foi
marcado com o Kit AlkPhos Direct Labelling Reagents (Amersham™ GE Healthcare Life
Sciences).

Para a hibridizacdo da membrana com a sonda, foi utilizado tampéo de hibridizacéo a
60°C, durante 16 horas, sob rotacdo. Apos este periodo, realizou-se a reacdo de deteccédo
através do kit CDP-Star™ Detection Reagente (Amersham™). O excedente do agente de
deteccdo foi removido por evaporacdo. A membrana foi envolvida em filme plastico
(Amersham Hyperfilm™ MP), alocada em cassete de revelagdo em contato com a chapa
fotogréfica por um periodo de 1h30min e, em seguida, prosseguiu-se com a revelacéo.

3.3.4 Construcdo da curva padrdo de Pseudomonas syringae pv. tomato pela técnica de
gPCR

A construcdo da curva padrdo de Pseudomonas syringae pv. tomato foi realizada a
partir da extracdo do DNA total da bactéria. Cdlonias de Pseudomonas syringae pv. tomato
foram mantidas em meio NA liquido (Anexo D) por 16 horas a 28°C, em seguida a suspensao
bacteriana foi centrifugada e 0 DNA total da bactéria foi extraido através do método do
CTAB e armazenado em ultrafreezer vertical a -80°C. O DNA extraido foi quantificado em
NanoDrop. Em seguida, o DNA foi diluido em diferentes concentra¢des 10, 1, 0,1, 0,01 e
0,001 ng. Para a reacdo de amplificacdo do DNA da bactéria foram utilizados os primers
RealForl e RTRRev (FANELLI; CARIDDI; FINETTI-SIALER, 2007) (Tabela 2), e kit
FastSybr® Green Master Mix (life). Para o mix da reacdo utilizou-se 0,4 uL de cada primer, 6
uL do FastSybr® , 3,2 pL de 4gua e 1 pL de DNA diluido. Cada amostra foi testada em
triplicata e foram adicionadas trés amostras como controle negativo (agua).

Tabela 2- Sequéncia dos primers foward (RealForl) e reverse (RTRRev), utilizados para
amplificacdo de 138 pb

Primer Sequéncia Amplicon (pb)
RealForl  5GGGTCGGACGTCCTTGAGTGATTTC3'
RTRRev 5'CTGAGCAGGTGCGGGGAT3' 138

A reacéo foi realizada no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR Products (versao
2.0.5) (Applied Biosystems). O aparelho foi utilizado no modo FAST, com a seguinte
programacéo: 1 ciclo inicial a 95°C (20 segundos), 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C (3
segundos) e, anelamento e extensdo a 62°C por 30 segundos, seguido da curva de Melting

(Figura 4), com um ciclo a 95°C (15 segundos) para a desnaturacdo das duplas fitas
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amplificadas, e aquecida de 60 a 95°C, onde s&o realizadas medidas de fluorescéncia continua
e por fim, sdo submetidas a 60°C por 15 segundos.

Foram realizadas 3 curvas padrdo, a eficiéncia dos primers na reacdo para a
confeccdo das curvas foram 94,25%, 102,77% e 97, 47%. Calcularam-se as médias dos
pontos das trés curvas para assim estabelecer uma Unica curva padrdo, isto porque podem
ocorrer variag@es nas analises, devido ao erro de pipetagem, e consequentemente nas curvas
(Figura 5).
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Figura 4- Curvas de Melt das curvas padrao realizadas, mostrando que houve apenas um pico
de amplicacdo e, consequemente ndo ha nenhuma amplificacéo inespecifica. A, B e
C: curva padrdo 1 a 3, respectivamente
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Figura 5- Curva padrdo de Pseudomonas syringae pv. tomato realizada por PCR quantitativo
usando FastSybr® Green Master Mix, a partir de diluicSes serial de concentracio do
DNA da bactéria

3.4 Transformacao genética de laranja ‘Hamlin’ via Agrobacterium tumefaciens

3.4.1 Obtencéao do material vegetal

As sementes foram extraidas dos frutos maduros de laranja ‘Hamlin’ (Citrus
sinensis), proveniente da cole¢do do Departamento de Producdo Vegetal, na Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz”- USP/ESALQ, Campus de Piracicaba, SP, lavadas em &gua
corrente e secas a temperatura ambiente. Apds a extracdo, foram retirados os tegumentos e
realizou-se 0 processo de assepsia em solugcdo comercial de hipoclorito de sédio e agua (2:1)
v/v por 15 minutos.

Realizada a assepsia, as sementes foram lavadas trés vezes em 4&gua estéril e
incubadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) (Anexo B), acrescido de 30 g L™ de sacarose e 2 g L™* de phytagel mantidas a
27+2°C, em auséncia de luz durante 60 dias até a emergéncia das plantulas. Posteriormente,

foram mantidas em fotoperiodo de 16 horas de luz e temperatura 25+2°C por 15 dias.

3.4.2 Cultivo de Agrobacterium tumefaciens para experimentos de transformacao
genética

As colbnias de A. tumefaciens, estirpe EHA 105, contendo o plasmideo
pCambia2301 com o gene CDR-1, foram cultivadas em meio YEP solido (Anexo C),
acrescido dos antibidticos canamicina (100 mg L™) e rifampicina (50 mg L™), em placas de

Petri no periodo de 2-3 dias a 27°C no escuro.
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Apos esse periodo, trés colbnias da bactéria foram transferidas para 50 ml de meio
YEP liquido (Anexo C), com os antibiéticos canamicina (100 mg L™) e rifamicina (50 mg L’
1, e cultivadas em erlenmeyers de 250 ml, a 180 rpm, 28°C a 16 horas.

Posteriormente, a absorbancia da suspensdo bacteriana foi determinada em
espectrofotdbmetro (A= 600 nm). Ao atingir valor 0,5-0,6 de absorbancia, a solu¢do bacteriana
foi transferida para tubos (Falcon®, 50 mL) e centrifugada por 15 minutos, a 4.800 rpm, a
15°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, e o precipitado formado foi ressuspendido
em meio MS liquido (MURASHIGE e SKOOG, 1962), em volume adequado para obter uma
concentracdo bacteriana final de 5x10° UFC mL™ e assim ser utilizada na transformagéo

genética.

3.4.3 Transformacao genética

Para a realizacdo da transformacdo genética, foram utilizados como fonte de
explante, segmentos de epicétilo, os quais foram acondicionados em placa de Petri contendo
meio de cultura MS liquido, suplementado com 30 g L™ de sacarose e pH ajustado para 5,8.
Posteriormente, a solucdo de meio MS liquido foi retirada com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur estéril, adicionando-se a suspensdo bacteriana. O material foi incubado por 15
minutos a temperatura ambiente. Apos esse procedimento, a suspensdo bacteriana foi retirada
com auxilio de pipeta de Pasteur estéril, e os explantes foram secos em folha de papel
absorvente esterilizado.

Os explantes secos foram transferidos para placas de Petri contendo o meio de
cultura MT (MURASHIGE e TUCKER, 1969) (Anexo A), suplementado com 30 g L™ de
sacarose, 8 g L™ de 4gar, pH 5,8, acrescido de 1 mg L™ de BAP (benzilaminopurina), e
cultivados por 2 dias (co-cultivo) a 24°C em auséncia de luz (Figura 6A).

ApoOs co-cultivo, os explantes foram transferidos para meio de cultura MT
suplementado com sacarose 30 g L™, 4gar 8 g L™, BAP 1 mg L™, canamicina (50 mg L") e
cefatoxima sédica (500 mg L™), pH ajustado para 5,8. Os explantes foram subcultivados a
cada 15 dias, por um periodo de 30 dias, a 27°C em auséncia de luz, e em seguida o material

foi transferido para a sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas de luz e a 27 + 2°C.

3.4.4 Enraizamento das brotacdes

Para inducdo do enraizamento, as brotacGes adventicias regeneradas (Figura 6 B e C)
apos a transformacdo genética foram transferidas para frascos contendo 20 mL de meio de
cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (Anexo B), suplementados com 30g L™ de
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sacarose, 8g L™ de 4gar, 0,5 mg L™ ANA (alfa-naftalenoacético) e de 0,5 mg L™ de IBA
(&cido indolbutirico). As brotacbes foram cultivadas na sala de crescimento a 27 + 2°C, sob

fotoperiodo de 16 horas, durante 30 dias.

3.4.5 Enxertia in vitro e aclimatizacéo

As brotacOes adventicias foram enxertadas em plantulas de porta enxerto citrange
‘Carrizo’ [Poncirus trifoliata (L.) Raf. x Citrus sinensis (L.) Osbeck] obtidas in vitro. A
enxertia consistiu na introducdo, em condicfes assépticas, de um apice caulinar de laranja
‘Hamlin’ com duas a trés folhas, excisado da brotacdo regenerada, sobre o porta-enxerto
decapitado, onde foi realizado corte do tipo garfagem fenda cheia, para insercdo do &pice
meristematico.

Os brotos enxertados foram acondicionados em tubos de ensaio, contendo 10 ml de
meio MS sélido (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (Anexo B), suplementados com 30g L™ de
sacarose, 8g L™ de 4gar, cultivados em sala de crescimento a 27 + 2°C, sob fotoperiodo de 16
horas, durante 20 dias até a total cicatrizacdo da enxertia e desenvolvimento do broto.

Posteriormente, os brotos enxertados foram removidos do tubo de ensaio, e as raizes
foram lavadas em &gua corrente, para a remocdo do excedente de meio de cultura. Em
seguida, foram acondicionados em vasos plasticos (0,5 L de capacidade) contendo substrato
Multiplant 1075 (terra do paraiso), previamente autoclavado, e revestidas com sacos plasticos
para a manutencdo da umidade relativa. Posteriormente, foram acondicionadas em sala de
crescimento em fotoperiodo de 16 h de luz a 27°C. Apo6s alguns dias do transplantio,
adicionou-se em torno de 0,6g L™ de fertilizante de liberacdo lenta (OSMOCOTE), na
formulagdo de 19-06-10, sobre o substrato em cada vaso.

A aclimatizacdo iniciou-se 7 dias ap0s do transplantio, com a retirada do plastico por
15-20 minutos ou até observado o inicio da murcha das folhas. Tal processo foi repetido todos
os dias por 3-4 semanas. O tempo da retirada do pléastico aumentou de forma gradual durante
este processo. As plantas foram consideradas aclimatizadas quando apds um periodo de 8
horas ndo houve murcha das folhas. Posteriormente ao processo de aclimatizacao, as plantas

foram transferidas para casa de vegetacdo e transplantadas em vasos de 5 L de capacidade.
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Figura 6- Estagios de desenvolvimento dos explantes de laranja ‘Hamlin’ durante o processo
de transformacdo genética. A: Placa de Petri contendo explantes de hipocotilo de

laranja ‘Hamlin’ apo6s a transformagdo genética; B e C: Detalhe do broto
regenerando apartir do explante transformado

3.5 Analises moleculares em plantas transgénicas de laranja ‘Hamlin’

3.5.1 Teste histoquimico - GUS
O teste histoquimico em brotos de laranja ‘Hamlin’ foi realizado conforme descrito

no item 3.3.1.

3.5.2 Confirmacéo da transgenia por Polymerase Chain Reaction - PCR

A PCR (reacdo em cadeia da polimerase) também foi utilizada para a constatagéo da
transgenia em plantas de laranja ‘Hamlin’. A coleta dos fragmentos foliares das plantas de
laranja ‘Hamlin’ ocorreu durante o processo de aclimatizacdo e quando as mesmas se
encontravam na estufa.

O DNA utilizado para a andlise foi extraido de folhas jovens através do método
CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990). Devido ao gene CDR-1 ser clonado de C. sinensis, foi
necessario o uso do primer Reverse do terminador OCS juntamente com o primer Forward do
promotor UBI10, bem como em alguns casos, quando ndo ocorria a presenca de bandas para
algumas plantas, houve a necessidade de se utilizar primers do gene nptll. Os primers
utilizados para a amplificacdo do fragmento do UBI10 +CDR-1+ OCS e do gene nptll (Tabela
3).
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Tabela 3- Sequéncia dos primers foward (F) e reverse (R) desenhados para amplificagdo de
466 e 1386 pb, dos genes nptll e UBI10 +CDR-1+0CS respectivamente

Gene Sequéncia Amplicon (pb)
nptll F: 5' GCCGAGAAAGTATCCATCAT 3'
R:5' AGAAGAACTCGTCAAGAAGGC 3' 466
UBI10 F.: 5 GCGATCGAATTTGTCGATTA 3
OCS R:5' CAACGTGCACAACAGAATTG 3' 1386

As analises foram executadas em termociclador de acordo com a seguinte
programacéo: 1 ciclo de 3 minutos a 94°C, seguido de 36 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 60°C, 40 segundos a 72°C e por fim, 1 ciclo de 7 minutos a 72°C.

Os produtos da reacdo amplificados foram separados por eletroforese. As amostras
foram pipetadas em gel de agarose 1% corado por brometo de etidio, em seguida foram
fotografados e visualizados em luz ultravioleta através do programa EDAS120 (Kodak,
Rochester, NY, EUA).

3.5.3 Analise de Southern Blot
A analise de Southern blot nas plantas transgénicas de laranja ‘Hamlin’ foi realizada

conforme descrito no item 3.3.3.
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4 RESULTADOS

4.1 Transformacéao genetica de tomate Micro-Tom

Para a obtencdo de plantas transgénicas de tomate Micro-Tom com o gene PR-8, foi
necessario a realizacdo de um grande nimero de experimentos de transformacéo genética. No
entanto, a porcentagem de plantas obtidas foi baixa em relagdo a trabalhos anteriores
envolvendo essa cultivar de tomate (CHETTY et al., 2013; CRUZ-MENDIVIL et al, 2011).
Houve também contaminagfes dos explantes durante o cultivo in vitro, fato que colaborou
para o baixo valor de eficiéncia de transformacgdo obtida neste trabalho. Desta forma, foi
necessaria a introducdo de pouco mais de nove mil explantes, que resultaram em menos de
trinta plantas positivas confirmadas por PCR. Nesses experimentos, foram utilizadas estirpes
diferentes de Agrobacterium tumefaciens, isto porque, ha relatos de transformacdes genéticas
em tomate Micro-Tom (CHETTY et al., 2013) realizadas com a estirpe GV 3101 obtiveram
maiores valores de eficiéncia de transformacdo em relacdo a EHA 105 (Tabela 4). Porém os
dados encontrados neste trabalho ndo confirmam essas afirmacdes, pois, 0s experimentos
realizados com a estirpe GV 3101 obtiveram eficiéncias de transformacdes menores que 0s
realizados com a estirpe EHA 105.

Nos experimentos de transformacéo genética, realizados com o gene CDR-1 e com 0
vetor pPCAMBIA2201, foi utilizada somente a estirpe EHA 105, pois, como nédo houve valores
de eficiéncia de transformacdo maiores com a estirpe GV 3101 nos experimentos anteriores
com o gene PR-8, ndo se utilizou essa estirpe com as construcdes contendo o gene CDR-1 e 0
vetor pCAMBIA2201. As transformagdes genéticas com o vetor pCAMBIA2201 foram
realizadas para controle das transformacdes realizadas com os genes de interesse. Houve um
grande nimero de contaminagfes nas transformacfes genéticas realizadas, tanto com o gene
CDR-1 como também com o vetor pPCAMBIA2201, assim como nos experimentos realizados
com o gene PR-8, o que influenciou no nimero de plantas e eficiéncia de transformacéo
obtidas. Para o gene CDR-1, foram introduzidos mais de quatro mil explantes e para o vetor
pCAMBIA2201 o nimero de explantes foi maior, em torno de cinco mil (Tabelas 5 e 6).

Apos a transformacdo genética, foi realizado o teste histoquimico do GUS nos
segmentos foliares de brotos regenerados obtidos nos experimentos com o gene CDR-1 e
pCAMBIA2201 (Figura 8).
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Tabela 4- Transformacédo genética de tomate Micro-Tom via A. tumefaciens contendo o gene

PR-8
Eficiéncia de
Experimento Estirpe . Explan.tes Explan_tes .Plan_tas PCR+ transformacéo
introduzidos responsivos aclimatizadas %)™
1 EHA 105 200 64 3 1 0,50
2 EHA 105 159 28 2 1 0,63
3 EHA 105 101 18 4 2 1,98
4 EHA 105 135 8 0 0 0
5 EHA 105 262 14 0 2 0,76
6 EHA 105 256 35 6 5 1,95
7 EHA 105 653 0 0 0 0
8 EHA 105 299 3 0 0 0
9 EHA 105 220 27 1 0 0
10 EHA 105 260 9 2 0 0
11 EHA 105 320 28 2 0 0
12 EHA 105 720 30 2 0 0
13 EHA 105 147 0 0 0 0
14 EHA 105 360 0 0 0 0
15 EHA 105 300 44 0 0 0
16 EHA 105 180 0 0 0 0
17 EHA 105 340 5 0 0 0
18 EHA 105 160 10 0 0 0
19 EHA 105 399 23 0 0 0
20 EHA 105 180 8 0 0 0
21 EHA 105 129 6 0 0 0
22 EHA 105 216 5 0 0 0
23 EHA 105 400 25 0 0 0
24 EHA 105 440 2 0 0 0
25 EHA 105 360 0 0 0 0
26 GV 3101 340 9 0 3 0,88
27 GV 3101 298 4 0 0 0
28 GV 3101 260 12 4 3 1,15
29 GV 3101 124 2 0 0 0,00
30 GV 3101 140 16 2 2 1,43
31 GV 3101 380 25 7 6 1,58
32 GV 3101 175 11 1 1 0,57
33 GV 3101 400 19 3 2 0,50
Total 9313 490 39 28 0,30

“numero de plantas PCR positivas por transformacao genética.
Eficiéncia de transformacdo = quantidade de plantas PCR+ dividido pelo niumero total de
explantes introduzidos multiplicado por 100.
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Tabela 5- Transformacdo genética de tomate Micro-Tom via A. tumefaciens contendo o gene
CDR-1, na estirpe EHA 105

. Explantes Explantes Plantas . Eficiéncia de
Experimento . . : Lo PCR+/GUS+  transformagao
introduzidos  responsivos  aclimatizadas %)™
1 120 18 0 0/0 0
2 420 20 0 0/1 0
3 180 19 0 0/0 0
4 400 2 0 0/0 0
5 307 5 0 0/0 0
6 436 19 0 0/0 0
7 280 14 1 1/1 0,36
8 120 4 0 0/0 0
9 200 12 0 0 0
10 120 11 1 1/1 0,83
11 175 0 0 0 0
12 360 23 0 0 0
13 340 21 2 1/3 0,29
14 360 4 0 0/0 0
15 360 16 0 0/0 0
16 300 34 1 1/1 0,33
17 210 12 0 0 0
Total 4688 234 5 4/7 0,085

:QUmero de plantas PCR, GUS positivas por transformacédo genética.
Eficiéncia de transformacdo = quantidade de plantas PCR+ dividido pelo nimero total de
explantes introduzidos multiplicado por 100.

Na analise de PCR, tanto para o gene PR-8 quanto para o vetor pPCAMBIA2201, as
plantas que apresentaram fragmentos com 466 pb, sdo consideradas transgénicas, sendo
obtidas 13 plantas de tomate Micro-Tom PCR positivas com o gene PR-8 e 2 para a
construcdo sem o gene de interesse (Figura 7 A, B e D). Por outro lado, as plantas que
apresentam fragmento com 439 pb sdo transgénicas para o gene CDR-1, resultando em 3
plantas de tomate Micro-Tom PCR positivas (Figura 7 C).
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Tabela 6- Transformacdo genética de tomate Micro-Tom via A. tumefaciens com o vetor

pCAMBIA2201 sem gene de interesse, na estirpe EHA 105

. Explantes Explantes Plantas * Eficiéncia de
Experimento intro%uzidos resp%nsivos aclimatizadas PCR+/GUS+ transformacéo (%)
1 185 16 0 0/0 0
2 216 20 1 0/0 0
3 311 8 2 0/0 0
4 140 0 0 0 0
5 360 0 0 0 0
6 120 15 0 0/0 0
7 120 8 0 0/0 0
8 380 0 0 0 0
9 280 8 0 0/0 0
10 260 7 0 0/0 0
11 180 4 0 0/0 0
12 340 4 0 0/0 0
13 220 4 0 0/0 0
14 420 4 0 0/0 0
15 400 0 0 0 0
16 380 12 0 0/0 0
17 200 11 0 0/0 0
18 280 0 0 0 0
19 400 23 3 2/4 0,50
Total 5192 144 6 2/4 0,039

:QUmero de plantas PCR, GUS positivas por transformacao genética.
Eficiéncia de transformagdo = quantidade de plantas PCR+ dividido pelo numero total de
explantes introduzidos multiplicado por 100.
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Analise de PCR de plantas de tomate Micro-Tom com os genes PR-8, CDR-1 e o
vetor pPCAMBIA2201. A e B: Plantas transformadas com o gene PR-8. Colunas de
P1-P15 plantas analisadas. C: Plantas transformadas com o vetor pPCAMBIA2201.
Colunas de V1-V3 plantas analisadas. D: Plantas transformadas com o gene CDR-
1. Colunas de C1-C3 plantas analisadas. M = marcador de 1Kb (Thermo Scientific).
H,0 = &gua miliq - controle da reagdo. C+ = controle positivo (plasmideo contendo
0 gene PR-8, 0 vetor sem gene de interesse e o gene CDR-1, correspondem as letras
A e B, C, D respectivamente). C- = controle negativo (planta ndo transformada). O
fragmento de 466 pb corresponde ao gene nptll e o fragmento de 439 pb
corresponde a uma sequéncia de pares de base interna do gene CDR-1
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]

C D

Figura 8- Segmentos de folhas jovens de tomate Micro-Tom transgénico ap0s 0 teste
histoquimico do GUS. A: tubos contendo folhas jovens de tomate Micro-Tom com
0 gene CDR-1 em alcool 70%. B: detalhe de uma das folhas GUS+ com o gene
CDR-1. C: tubos contendo folhas jovens de tomate Micro-Tom com o vetor
pCAMBIA2201 em alcool 70%. D: detalhe de uma das folhas GUS+ com o vetor
pCAMBIA2201

4.2 Transformacao genética de laranja ‘Hamlin’

Nos experimentos de transformagéo genética de laranja ‘Hamlin’ com o gene CDR-1
ndo houve alto indice de contaminacdo do material in vitro, ou seja, em somente um dos
experimentos 0s explantes sofreu contaminacgdo durante o processo de cultivo, causando a
perda de quase todo material e, consequentemente, afetando a eficiéncia de transformacéo.

Como o protocolo para a transformacao genética de citros ja se encontra estabelecido
e com alta eficiéncia de funcionamento, ndo foram necessarios muitos experimentos de
transformacdo genetica para obtencdo de plantas transgénicas de laranja ‘Hamlin’. Desta
forma, em torno de 700 explantes foram introduzidos para a obtencdo de mais de 15 plantas
transgénicas (Tabela 7). Apos a transformacdo genética, realizou-se o teste histoquimico de

GUS em segmentos de folhas jovens regenerados (Figura 9).
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Na andlise de PCR, as plantas que possuem um fragmento com 1386 pb (Figura 10 A
e B) e 466 pb (figura 10 C), sdo consideradas PCR positivas, assim foram obtidas 19 plantas

transgénicas de laranja ‘Hamlin’com o gene CDR-1.

Tabela 7- Transformacdo genética de laranja ‘Hamlin’ com o gene CDR-1 via A. tumefaciens,

na estirpe EHA105

_ _ Explan_tes Brotos _Plan_tas X Eficiéncia de
Experimento introduzidos/ aclimatizadas/ GUS+/PCR+  transformacéo

responsivos enxertados o). ntas estufa (%)™

1 151/25 17 17/10 23/9 5,96

2 193/20 2 2/1 2/1 0,52

3 242/22 16 16/5 16/5 2,06

4 126/9 4 4/4 4/4 3,17

Total 712/76 39 39/20 45/19 2,66

“nimero de plantas PCR, GUS positivas por transformacao genética.
Eficiéncia de transformacdo = quantidade de plantas PCR+ dividido pelo nimero total de
explantes introduzidos multiplicado por 100.

A

Figura 9- Segmentos de folhas jovens de laranja ‘Hamlin’ transgénicos apdés o teste
histoquimico do GUS. A: fragmentos de folhas dos brotos em alcool 70%. B:
detalhe de uma das folhas GUS+ com o gene CDR-1
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Figura 10- Andlise de PCR de plantas de laranja ‘Hamlin’ transformadas com o gene CDR-1;
A e B: PCR realizada com os primers UBI 10 e OCS. C: PCR realizada com o0s
primers nptll. M = marcador de 1Kb (fermentas). C+ = controle positivo
(plasmideo contendo o gene CDR-1). H,0 = &gua milig-controle da reacdo. C- =
controle negativo (planta ndo transformada). Colunas de H1-H19 plantas
analisadas. O fragmento de 1386 pb corresponde as sequéncias do gene CDR-1 +
UBI 10 (promotor)+ OCS (terminador)e o fragmento de 466 pb corresponde ao
gene nptll

4.3 Analise de Southern blot em plantas de tomate Micro-Tom e de laranja ‘Hamlin’

Posteriormente a realizagdo da andlise de PCR nas plantas transgénicas, foram
coletados materiais para a analise de Southern blot, tanto para as plantas de laranja ‘Hamlin’
como para os tomates Micro-Tom, porém foi respeitado o ciclo de desenvolvimento de cada
planta. Buscou-se utilizar sempre folhas com tecidos jovens. Entretanto, devido as plantas de
tomate Micro-Tom apresentarem um ciclo réapido, frutificando rapidamente, fez com que a
qualidade do DNA fosse baixa, 0 que por sua vez interferiu nesta analise, pois, a maioria das
plantas ndo puderam ser avaliadas mais de uma vez, devido sua senescéncia e
consequentemente diminuicdo da qualidade do material genético.

Assim, em torno de 20 plantas transgénicas de tomate foram analisadas pela técnica
de Southern blot. Dessas, apenas 3 plantas com o gene PR-8 foram confirmadas pela anélise,
e 0 numero de cdpias inseridas variou entre 1 e 3 (Figura 11 B).

Dentre as plantas de laranja ‘Hamlin’ com o gene CDR-1, 13 foram avaliadas e

apenas 1 planta foi confirmada pela anélise, apresentando 1 numero de copia (Figura 11 A).
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Figura 11- Analise de Southern blot em plantas de laranja ‘Hamlin’ com o gene CDR-1 (A) e
tomate Micro-Tom com o gene PR-8 (B). Os DNAs foram clivados com a enzima
EcoRlI e hibridizado com a sonda contendo o amplicon do gene nptll de 722 pb.
C+ = Controle positivo (sonda). Colunas numeradas correspondem ao DNA de
plantas de laranja ‘Hamlin’ e tomate Micro-Tom transgénicas

4.4 Selecdo de plantas transgénicas T1 por canamicina

O experimento de selecdo de plantas transgénicas T1 de tomate Micro-Tom, foi
realizado com 21 eventos de transformacdo, sendo que desses, 15 plantas foram
transformadas com o gene PR-8, 3 com o gene CDR-1 e 3 com o vetor pPCAMBIA2201 sem
gene de interesse.

As linhagens T1 que apresentaram resisténcia a canamicina foram 10 eventos com o
gene PR-8, 3 com 0 gene CDR-1 e 1 evento com o vetor, totalizando 14 eventos. Alguns
eventos do gene PR-8 e do vetor vazio apresentaram alta mortalidade das sementes

germinadas (Figura 12).
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Figura 12- Experimento de selecédo de plantas de tomate Micro-Tom transformadas com genes
PR-8, CDR-1 e o vetor pPCAMBIA2201 sem gene de interesse em T1 pulverizadas
com canamicina na concentragdo de 400 mg L™ A: plantulas T1 de diferentes
eventos de transformagdo ndo apresentando nenhuma reacdo a pulverizacdo de
canamicina. B: plantulas apresentando reacdo a canamicina apés cinco dias de
pulverizacdo. C: plantulas j& apresentando reacdo a canamicina apés 12 dias de
pulverizagdo. D: apenas as plantulas verdes resistentes a canamicina e E: detalhe
de uma plantula com sintomas da canamicina
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, os valores de eficiéncia de transformacdo em plantas de tomate
Micro-Tom variaram de 0,5-1,9%, e desta forma, ndo corroboram com os dados encontrados
em trabalhos semelhantes, como o de CHETTY et al. (2013), que ao transformarem a cultivar
Micro-Tom, obtiveram valores de eficiéncia de transformacdo que variaram de 15 a 65%,
esses valores foram calculados do mesmo modo como os calculados neste trabalho, ou seja,
dividiu-se o numero de plantas transgénicas PCR positivas pelo nimero de explantes
inoculados, multiplicado por 100.

Porém, ha autores que diferem no modo de célculo da eficiéncia de transformacéo,
como CRUZ-MENDIVIL e colaboradores (2011) que transformaram a mesma cultivar, e
obtiveram uma eficiéncia de transformacdo de 19%, a qual foi calculada através do numero de
explantes infectados com Agrobacterium e plantas PCR positivas.

Os trabalhos realizados com DAN et al. (2006) e QIU et al. (2007) encontraram
valores de eficiéncia de transformacdo que variaram 19-37%, porém o modo de célculo da
eficiéncia de transformacdo em ambos os trabalhos foi expressa pela porcentagem do numero
de plantas regeneradas pelo numero total de explantes introduzidos.

Mesmo havendo diferencas no modo de obtencdo dos valores de eficiéncia de
transformacéo, os valores entre os trabalhos desenvolvidos pelos autores acima descritos
foram préximos entre si. Entretanto, todos sdo valores maiores que o0s encontrados neste
trabalho.

Diversos fatores durante o processo de transformacdo genética podem afetar a sua
eficiéncia em produzir plantas transgénicas. Dentre eles, citam-se o tipo do explante (tamanho
e idade), meio de cultura, quantidade de in6culo bacteriano, tempo de inoculagdo, tempo de
co-cultivo e estirpe bacteriana (KHUONG et al., 2013; BHATIA et al., 2004,
SIVANKALYANI et al., 2014; CHETTY et al., 2013). Desta forma, os parametros acima
descritos podem ter influenciado nos resultados obtidos nos experimentos de transformacao
genética em tomate Micro-Tom, isto porque hd uma variagdo entre os protocolos existentes
para tal finalidade.

A utilizacdo das estirpes GV 3101 e EHA 105 neste trabalho, bem como o nimero de
plantas obtidas através das transformac6es realizadas com as mesmas, contradizem com 0s
valores encontrados em trabalhos publicados comparando ambas as estirpes. CHETTY e
colaboradores (2013), em experimentos de transformacdo genética com tomate Micro-Tom
testaram as diferentes estirpes de Agrobacteirum, dentre elas a GV 3101 e a EHA 105. Seus

resultados indicam que, com a GV3101 a eficiéncia de transformacdo foi maior (65%) que a
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EHA 105 (40%), porém a quantidade de escapes foi maior na GV 3101. Ainda, a EHA 105
foi mais eficiente do que GV 3101 na transferéncia de T-DNA em inser¢Ges Unicas de nptll e
uidA no genoma de transgenes de tomate. No entanto, 0s mesmos autores concluiram que o
valor de eficiéncia de transformacdo somado ao menor nimero de inser¢fes em plantas
transformadas utilizando EHA 105, a torna uma estirpe ideal para trabalhos em gendmica
funcional e aplicagdes biotecnoldgicas em tomates.

Além de se utilizar amplamente diferentes estirpes de Agrobacterium (EHAL05 e
GV3101) no processo de transformacdo genética em tomate, as concentragdes do inéculo
também podem variar entre 0,2 a 0,6 em uma absorbancia de 600nm-ODgyy (GAO et al.,
2009; KRASNYANSKI et al., 2001; QIU et al., 2007). A concentracdo de indculo utilizada
para 0s experimentos de transformacdo genética em tomate Micro-Tom descrita neste projeto
esta dentro desse intervalo.

Os explantes provenientes de cotilédones, como os utilizados nos experimentos de
transformacdo genética neste trabalho, sdo comumente utilizados nesse procedimento para 0s
tomateiros comuns, outro tipo de explante usado em geral para essas plantas, sdo explantes
provenientes de hipocotilos (SUN et al., 2015). Entretanto, em relagdo ao Micro-Tom,
diversos trabalhos utilizam cotilédones como fonte de explante para experimentos de
transformacdo genética (SUN et al., 2006; GUO et al., 2012; DAN et al., 2006; QUIU et al.,
2006 e CHETTY et al., 2013). Ainda, Mamidala e Nanna (2011) afirmam que dentre os tipos
de explantes testados (cotilédone, hipocétilo e segmentos de folha), os explantes a partir de
cotilédones e segmentos de folhas apresentaram melhores resultados de regeneracdo para
experimentos nos quais ndo houve a transformacdo genética. Esses mesmos autores afirmam
que a regeneracdo dos explantes provenientes de cotilédones de Micro-Tom foi melhor
quando utilizados 1 e 2 mg L™ de BAP e 0,1 mg L™ de IAA.

O tempo de co-cultivo também é um fator importante na eficiéncia de transformacéo,
pois, pode influenciar diretamente a transferéncia do T-DNA da bactéria para a planta. Nesta
fase, os cuidados devem ser tomados para o melhor desempenho da bactéria ao infectar os
segmentos de explantes. Portanto, o tempo dos explantes em co-cultivo e a temperatura do
ambiente onde estdo alocados sdo determinantes para que a populacdo bactériana ndo
prejudique os tecidos vegetais e a0 mesmo tempo transfira o0 gene de interesse no genoma da
planta. Para os experimentos de transformacdo genética com tomate Micro-Tom realizados
durante este trabalho, o tempo de co-cultivo foi de dois dias em temperatura de 28°C, a qual é

ideal para o desenvolvimento da bactéria.
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Porém, GUO et al. (2012), em experimento de transformacdo genética com tomate
Micro-Tom, ao analisarem o tempo de co-cultivo, concluiram que o tempo correspondente a
um dia foi adequado para o co-cultivo, diferentemente dos valores encontrados em trabalhos
de transformacdo genética de tomate Micro-Tom. Essses autores ainda enfatizam que isso
pode estar relacionado com os genotipos de tomate e diferentes tecidos das plantas.

No que se refere aos experimentos de transformagao genética em laranja ‘Hamlin’, as
eficiéncias de transformacdo encontradas neste trabalho foram calculadas a partir do numero
de plantas PCR positivas e explantes introduzidos obtendo-se valores de 2,06 a 5,96%, e
assim corroboram com os valores encontrados em trabalhos anteriores para esta cultivar.
Entre os dados encontrados nas publicacdes, os valores da eficiéncia de transformacéo
calculados a partir dos mesmos dados que este trabalho, possuem uma alta variacdo, podendo
serem observados valores de 0,6 a 18% (MUNIZ et al., 2012; MENDES et al., 2010). Ainda
ha trabalhos que calculam as eficiéncias da através da quantidade de brotos GUS positivos
/GFP positivos e explantes inoculados, e seus valores variam de 6,0 a 25% (MIYATA et al.,
2012; DUTT e GROSSER, 2009).

A variagdo entre esses dados pode ser explicada pelo fato de que diversos fatores
podem afetar a eficiéncia de transformacdo. A condigéo de inoculagdo por Agrobacterium,
condi¢cBes em co-cultivo, e um sistema eficiente de regeneracdo apos a infeccdo séo
pardmetros importantes que afetam o processo de transformacdo genética (DUTT e
GROSSER, 2009).

O tempo utilizado para a inoculacdo dos explantes com Agrobacterium neste trabalho
esta coerente para a cultivar ‘Hamlin’, conforme demonstrado por Mendes et al. (2002). Estes
autores afirmam que o tempo de inoculacdo pode afetar a transformacao genética em laranja
‘Hamlin’ via Agrobacterium tumefaciens e, desta forma, concluem que o tempo de 15
minutos € o ideal para a inoculacgéo.

Ainda, o genotipo de plantas de citros podem influénciar a organogénese in vitro,
independente da regido do epicotilo que o explante € extraido e da presenca ou auséncia de
citocinina (SCHINOR et al., 2006). Almeida et al. (2003), em trabalhos de organogénese e
transformacéo genética com segmentos internoidais e discos de folhas de diferentes cultivares
de laranja, concluiram que a laranja ‘Hamlin’ foi a melhor cultivar em resposta a
transformacdo genética, confirmando que as laranjas doces apresentam uma capacidade
morfogenética gendtipo-dependente e alta afinidade com Agrobacterium.,

Dutt e Grosser (2009), ao realizarem experimentos de transformacdo genética em

diferentes cultivares de citros (Carrizo, Duncan, Hamlin e Lima comum), e a avaliacdo da



62

capacidade de integracdo do gene de interesse no DNA vegetal via Agrobacterium,
classificaram as cultivares em trés categorias. Assim, a laranja ‘Hamlin’ foi considerada
moderada a dificil para o processo de transformacéo genética.

Os brotos escapes, ou seja, brotos regenerados e nao transgénicos estdo ligados a
dificuldade para obtencdo de plantas transgénicas de citros (MIYATA et al., 2011). A
regeneracgéo de brotos escapes pode chegar a 95% (YANG et al., 2000). A selecéo ineficiente
que resulta em formacdo de brotos escapes pode ser atribuida a protecdo das céluas ndo
transformadas exercida pelas células transformadas, localizadas em sua proximidade, a partir
de um agente seletivo, bem como a persisténcia de Agrobacterium e sua resisténcia a
canamicina em explantes inoculados em um longo periodo de tempo (DOMINGUEZ et al.,
2004). Neste trabalho, ndo houve a presenca de grande numero de brotos escapes que
pudessem afetar o nimero de plantas transgénicas obtidas.

O numero de copias do transgene, inseridos no DNA gendmico das plantas de tomate
Micro-Tom e laranja ‘Hamlin’, submetidas a transformac&o genética e analisadas pela técnica
de Southern Blot neste trabalho estdo de acordo com o observado em outros trabalhos de
transformacéo genética de tomate Micro-Tom (CHETTY et al., 2013; DAN et al., 2006; SUN
et al., 2006) e de laranja ‘Hamlin’ (BARBOSA-MENDES et al., 2009; MENDES et al., 2010;
MIYATA et al., 2012).
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6 CONCLUSAO

A obtencéo de plantas transgénicas de tomate Micro-Tom com o0s genes PR-8,
CDR-1 e o vetor pPCAMBIA2201 sem o gene de interesse, somente foi possivel

devido ao grande nimero de experimentos realizados.

As transformacdes genéticas com plantas de laranja ‘Hamlin’ foram realizadas
com éxito e o nimero de plantas transgénicas obtidas com o gene CDR-1

ficaram dentro do esperado para esta cultivar.
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ANEXO A - Solugdes estoque do meio MT (MURASHIGE e TUCKER, 1969)

Macronutrientes

NH,NO;
KNO;
MgS0..7H,0
KO,PO,
K,HPO,

Célcio
CaC|2.2H20

Micronutrientes
H3BO;
MnSQO,4.H,0O
ZnS0,.7H,0

Kl
NaMo00O,.2H,0
CuS04.5H,0
CoCl,.6H,0

Ferro
NaEDTA
FeSO,.7H,0O

Vitaminas
Thiamina-HCL
Pyridoxina-HCL
Acido Nicotinico
Glicina

Inositol

(50x) g.L™*
82,5
95,0
18,5

7,5
1,0

(50x) g.L*
22,0

(100x) g.L™
0,62
2,23
0,86
0,083
0,025
0,0025
0,0025

(100x) g.L™
3,73
2,78

(100x) g.L™*
1,0
1,0
0,5
0,2
10,0

77



78

ANEXO B - Solugdes estoque do meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)

Macronutrientes
NH;NO3

KNO;
MgSO..7H,0
KH,PO,

Célcio
C&Clz.ZHzO

Micronutrientes
H;BO3
MnSQO,4.H,0
ZnS0,.7H,0

KI
NaMo00O,.2H,0
CuS0,.5H,0
CoCl,.6H,0

Ferro
NaEDTA
FeS0O,.7H,O

Vitaminas
Thiamina-HCL
Pyridoxina-HCL
Acido Nicotinico

Glicina

(50x) g.L™
82,5
95,0
18,5

8,5

(50x) g.L™*
22,0

(100x) g.L™*

0,62
2,23
0,86
0,083
0,025
0,0025

0,0025

(100x) g.L™*
3,73
2,78

(100x) g.L™*
0,01
0,05
0,05
0,2



ANEXO C -Meio de cultura YEP

YEP sélido
Peptona

Extrato de Levedura
NaCl

Agar

YEP liquido
Peptona

Extrato de Levedura
NaCl

ANEXO D - Meio de cultura NA

NA liquido

Extrato de Carne
Extrato de Levedura
Peptona

NaCl

ANEXO E - Meio de cultura B de King

B de King
Peptona
KoHPO43H,0
MgSO,47H,0
Glicerol

Agar

79

(9L
10,0
10,0
5,0
15,0

(@L™

10,0

10,0
5,0

(9L
1,0
2,0
5,0
5,0

QL™
20,0
1,5
50
10 ml
18,0
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ANEXO F- Caldo Nutriente

Peptona
Extrato de carne
NaCl

(@L™Y
5,0
3,0
1,0



