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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, os avancos na area da biotecnologia tém proporcionado novas
ferramentas a0 melhoramento genético, ferramentas estas que abrem a possibilidade de
obtencdo de combinagBes génicas antes inimagindveis. Na érea agricola, a engenharia
genética se destaca por oferecer a possibilidade de se alterar caracteristicas de cultivares ja
conhecidas através da introducdo de um ou varios genes naturais ou sintetizados
artificialmente. Como conseqiiéncia, diversos programas de pesquisa e desenvolvimento ja se
encontram em andamento em nivel mundial, visando a producéo de plantas transgénicas
melhoradas, seja quanto a capacidade de resistir a patdgenos, insetos e a estresses ambientais,
ou quanto a qualidade nutricional, ou a possibilidade de produgdo de metabdlitos de interesse.
Muitos destes programas ja disponibilizaram produtos, sendo que no ano 2000,
aproximadamente 44 milhdes de hectares foram cultivados com plantas transgénicas no
mundo (James, 2000).

Plantas transgénicas de diversas espécies vegetais ja foram produzidas, como
consequéncia direta da disponibilizacdo de sistemas de cultura de tecidos e transformagéo
desenvolvidos nas trés Ultimas décadas do século XX (Brasileiro & Carneiro, 1999). Ao lado
dos avancos obtidos na cultura de tecidos e transformagdo genética, ocorreram também
consideraveis progressos na obtencdo de genes Uteis para serem utilizados na transformagéo

de plantas. A disponibilizacdo de genes permite que caracteristicas agrondémicas importantes,
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como resisténcia a doengas de origem fungica, possam ser introduzidas em plantas cultivadas.
Diversos genes ja foram testados para resisténcia a fungos em plantas transgénicas, dentre
eles cabe destacar 0s genes que codificam para enzimas que atuam hidrolisando componentes
da parede celular destes organismos, como quitinases e glucanases, ou que atuam na
membrana citoplasmatica, modificando sua permeabilidade, como a osmotina (Datla et al.,
1991). Além destes, genes que codificam peptideos antimicrobianos de amplo espectro
também tém sido identificados e testados contra diversos patdgenos (Bechinger, 1997;
Cammue et al. 1992; During et al. 1993; Hancock & Lehrer, 1998; Jaynes et al. 1993; Trudel

et al. 1993).

A presente revisdo objetiva analisar os avancos da biotecnologia na diregdo do
desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes a fungos, em especial, ao uso de genes
que expressam peptideos antimicrobianos de amplo espectro de agdo para o controle de

doencas fungicas limitantes da fruticultura brasileira.

ENGENHARIA GENETICA E A FRUTICULTURA BRASILEIRA

A fruticultura Brasileira experimentou consideravel crescimento no decorrer das
Ultimas trés décadas, devido, principalmente, a0 aumento da area plantada em todo o pais e
pela proliferacdo de polos de irrigac@o no Nordeste. A crescente demanda por quantidade e
qualidade, nos mercados interno e externo, tem forgado este ramo da agroindlstria nacional a
adotar cada vez mais tecnologias que permitam suprir esta demanda. Dentre as diversas
fruteiras produzidas no Brasil, cabe destacar o abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merril.); a

bananeira (Musa sp.), 0 mamoeiro (Carica papaya L.) e avideira (Vitis vinifera L.), que sdo
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plantadas em quase todo o territorio nacional, e apresentam importancia tanto econdmica
como social.

O cultivo de fruteiras tem severas limitagdes decorrentes das condi¢des climaticas
nas regides produtoras. Essas limitaces sdo devidas, principalmente, a ocorréncia de doencas
fangicas, que sdo responsaveis por perdas substanciais em pomares e em pos-colheita. O uso
de agroquimicos é a principal forma de controle empregada atualmente contra doencas
fangicas em pomares. Embora o cultivo possa ser viabilizado por esta forma de controle,
disso resulta uma elevacdo consideravel nos custos de produgdo e nos riscos para a salde

humana e para o ambiente.

Existem patdégenos de fruteiras, como o Fusarium sp., Mycosphaerella sp. e
Colletotrichum sp., para 0s quais o controle quimico é feito a um custo que muitas vezes
chega a comprometer a economicidade do cultivo, além de apresentar um nivel de controle
nem sempre satisfatério. Ha, portanto, a necessidade de se melhorar geneticamente o material
usado para a producéo de frutas no Brasil, sob pena de se perder a competitividade ao longo
do tempo. A resisténcia a pragas e doencas € um ponto chave. Embora haja abundancia de
fontes de resisténcia em algumas espécies de fruteiras, as tentativas de obtencdo de cultivares
resistentes e de alta qualidade via melhoramento genético convencional em geral tiveram
sucesso muito limitado.

Nesse sentido, avangos na area da engenharia genética tém proporcionado novas
oportunidades de obtencdo de cultivares resistentes, sendo que uma série de limitagcbes
biologicas podem ser vencidas pelos melhoristas, como o longo tempo entre cada geragéo (3-
5 anos), longo tempo para avaliagdo das plantulas, depressdo endogamica, heranca poligénica
para os caracteres mais importantes, ato custo de manutencdo, entre outras. Caracteristicas

estas que fazem do melhoramento genético de diversas fruteiras um processo longo e oneroso.
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A tranformag8o genética de espécies frutiferas vem sendo obtida rotineiramente em
varios laboratérios, mesmo em espécies consideradas anteriormente como recalcitrantes,
como a videira (Kikkert et al. 1997; Krastanova et al. 1995; LeGall et al. 1994; Martinelli &
Mandolino, 1994; Mauro et al. 1995; Perl et al. 1996; Scorza et al. 1995). A literatura nessa
area também € vasta para a macieira (Bolar et al., 1998; DeBondt et al. 1994; James et al.
1993; Sriskandarajah et al. 1994; Yao et al. 1995), e alguns casos foram reportados com
ameixeira (Korte et al. 1994; Mante et al. 1991; Scorza et al. 1995). Méodos
biotecnoldgicos para a obtencdo de mamoeiros transgénicos resistentes a virus também ja
foram desenvolvidos, e mamoeiros transgénicos resistentes ao virus da mancha anelar,
expressando 0 gene da capa proteica deste virus, ja foram obtidos (Fitch et al., 1992; Tennant,
1996; Cai et al.,1999; Souza Jr., 1999), sendo que duas variedades ja se encontram no
mercado (Gonsalves, 1998). A transformacdo genética de variedades de bananeira (Musa sp.)
tém permitido o melhoramento de variedades estéreis amplamente cultivadas no mundo.
Plantas transgénicas de bananeira ja foram obtidas através da técnica de bombardeamento de
microparticulas em células embriogénicas em suspensdo (Sagi et al., 1995; Morais €t al.,

1999) e através dainfeccdo por Agrobacterium (May et al., 1995).

PEPTIDEOS COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Diversos organismos utilizam peptideos com atividade antimicrobiana como um
componente de suas estratégias de defesa.  Peptideos hidrofébicos e anfipéticos, produzidos
por organismos como fungos, insetos, anfibios e humanos, apresentam atividade
antimicrobiana através da sua interagd com membranas de células vivas (Bechinger, 1997).

Os peptideos antimicrobianos isolados de plantas e animais sdo estruturas geralmente
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catibnicas, compostas de 12 a 45 aminoacidos, sendo expressos constitutivamente ou somente
apos uma infecgdo ou injuria (Hancock & Lehrer., 1998). Estes peptideos podem também ser
sintetizados in vitro por métodos bioquimicos, em quantidades suficientes para permitir o seu
estudo por técnicas biofisicas (Bechinger, 1997).

A multiplicidade de patdgenos potenciais exige uma evolucdo muito rgpida dos
mecanismos de defesa em plantas e animais, incluindo a expressdo de peptideos
antimicrobianos. Embora sendo claramente um mecanismo ancestral utilizado contra
microorganismos, a producdo de peptideos antimicrobianos por animais sO foi reconhecida

recentemente (Hancock & Lehrer, 1998).

Peptideos com atividade antimicrobiana estédo presentes na maioria das plantas,
incluindo monocotiledéneas e dicotiledoneas. As tioninas (45 a 47 aminoécidos) e as
defensinas (45 a 54 aminoécidos) sdo exemplos de peptideos de plantas (Broekaert et al.,

1997).

Insetos também tém sido utilizados como fontes para o isolamento de diversos
peptideos antimicrobianos. As cecropinas de tracas e moscas foram os primeiros peptideos a
serem descobertos (Maloy & Kari, 1995). Todos estes peptideos sdo bésicos, devido a
presenca de residuos de Arginina e Lising, e, por isso, interagem fortemente com bicamadas
lipidicas carregadas negativamente (Maloy & Kari, 1995). Estes autores também descrevem
um segundo tipo de peptideos com atividade antimicrobiana encontrados em insetos, que sdo
as defensinas, as quais formam canais em membranas e sa0 ativas contra bactérias gram-
positivas. Casteels et al. (1989) propuseram a idéia da utilizagdo de genes que codificam para
proteinas com atividade antimicrobiana, encontradas em insetos, para aumentar aresisténcia a

doengas bacterianas em plantas.
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Segundo Batista et al. (1999), peptideos produzidos na pele de anfibios tém sido
objeto de intenso interesse de muitos grupos de pesguisa e companhias farmacéuticas nas
Ultimas décadas. Iss0 é devido a extraordindria variedade de atividades bioldgicas e
aplicacBes biotecnoldgicas potenciais destes peptideos (Matsuzaki et al., 1995). Tem se
tornado evidente, através do estudo de centenas de espécies de anfibios, que diferentes
espécies armazenam diferentes classes de moléculas farmacologicamente ativas na pele
(Bevins & Zasloff, 1990). Diferentes familias de peptideos tém sido descritas de acordo com
suas atividades, caracteristicas estruturais e organizacdo gendomica. Estes peptideos oferecem
possibilidades promissoras para vencer o declinio da efic&cia de antibioticos convencionais,
devido ao desenvolvimento de organismos resistentes (Batista et al., 1999). Hancock &
Lehrer (1998) afirmam que muitos destes peptideos mostram eficiente atividade in vitro
contra microorganismos resistentes a antibioticos convencionais, podendo ser usados como
modelo para o desenvolvimento de agentes anti-infecciosos em humanos.

Estudos em mais de 500 espécies distintas de sapos revelaram uma alta quantidade e
diversidade de peptideos na pele destes animais. A abundancia de peptideos antimicrobianos
varia entre espécies, destacando-se 0s géneros Phyllomedusa e Xenopus como ricas fontes
dessas substancias. Estes estudos também tém permitido catalogar uma diversidade muito
grande de peptideos (Bevins & Zasloff, 1990).

As potentes propriedades antimicrobianas de vérios peptideos e sua localizagdo
estratégica em interfaces entre o organismo e o ambiente, fornecem fortes evidéncias da sua
participagdo na resisténcia as infeccbes. Esta inferéncia € fortemente apoiada pela rapida
inducéo de certos peptideos antimicrobianos depois de infecgdes ou ferimentos em plantas e

animais (Hancock & Lehrer, 1998).
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As magaininas sd0 descritas como polipeptideos de 21 a 26 aminoacidos,
pertencentes a familia dos peptideos imunogénicos que sdo expressos na pele e intestinos do
sapo africano Xenopus laevis. Pertencem a uma classe de peguenos peptideos
antimicrobianos que fazem parte do sistema imunoldgico no reino animal (Boman et al.,
1989). Estes autores ressaltam que a grande maioria dos peptideos antimicrobianos atuam na
ruptura de célula da membrana citoplasmética, através da interacdo com proteinas alvo
especificas. Estes polipeptideos protegem estes animais contra infecgdes e exibem um amplo
espectro de atividade anti-bacteriana, antifungica e tumoricida (Zasloff, 1987; Cruciani et al.,
1991).

As magaininas adotam uma estrutura secundéria de a-hélice quando em contato com
membranas, como determinado por Bechinger et al. (1997). Eges autores relatam que a
hélice é hidrofébica de um lado, sendo este lado oposto a uma parte hidrofilica. Entdo, as
magaininas sdo capazes de dissipar o0 potencial de membrana de membranas biolGgicas
(Westerhoff et al., 1989) e induzir a formacdo de canais de ions através da bicamada lipidica
(Cruciani et al., 1991), sendo detectadas numa orientacdo perpendicular a bicamada em altas
concentragOes (Ludtke et al., 1996).

Considerando que as magaininas sdo peptideos lineares simples, diversos grupos de
pesguisa tém conduzido estudos da estrutura e atividade destes peptideos, visando aumentar a
sua poténcia (Maloy & Kari, 1995). Zasloff et al. (1988) sintetizaram sequéncias modificadas
do gene Magainin2 e observaram reducéo da atividade antimicrobiana. A remocgéo de certos
aminoacidos resultou até na perda total de atividade. A maioria dos estudos com peptideos
sintéticos andlogos as magaininas buscam aumentar a interacdo destes peptideos com
membranas fosfolipidicas negativamente carregadas.  Substituicdes e delegdes foram

realizadas nas magaininas, buscando-se a estabilizagcdo da estrutura de a-hélice e aumento do
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cardter positivo das moléculas. Componentes obtidos através dessas mudangas, como 0s
peptideos MSI78 e MSI99 (Maloy & Kari, 1995), tém tido excelente atividade contra
patdgenos resistentes a diversos antibioticos.

Alguns modelos procuram explicar o0 modo de agéo das magaininas, sendo que o
mais recente destes, proposto por Matsuzaki et al. (1995) sugere que o peptideo se liga
primeiramente a parte externa da membrana plasmética. A face hidrofébica da a-hélice
penetra entdo na dupla camada lipidica, formando poros ou canais transientes. Com isso, 0s
peptideos translocam-se através da membrana, sendo que a reducdo da concentragdo destes no
lado exterior da membrana provoca a desativacdo dos poros. Esse modelo pode explicar os
resultados de varios estudos demonstrando que a condutividade de ions na membrana
aumenta na presenca de magaininas (Bechinger, 1997). Muitos autores descrevem este
aumento de condutividade durante experimentos eletrofisicos, 0s quais sugerem que as
magaininas formam poros bem definidos, sendo que estes eventos apresentam vida muito
curta (Cruciani et al., 1991). A formagdo de canais na membrana celular € um processo
transiente, observado principal mente nos primeiros estégios da interagdo entre os peptideos e
amembrana (Matsuzaki et al., 1995).

Peptideos da familia Phyllomedusinae também merecem particular atencéo devido a
sua potente atividade antimicrobiana (Coote et al., 1998). Muitos destes peptideos sdo
descritos como dermaseptinas (DMS), sendo produzidos por células de glandulas de rés do
género Phyllomedusa (Bevins & Zasloff, 1990). As DMS exercem atividade contra bactérias,
protozo&rios e fungos, em concentracbes micromolares, exibindo ndo s6 a habilidade de
identificar rapidamente células-alvo como também atividade contra alguns dos mais sérios

patdgenos resistentes a antibioticos (Batista et al., 1999).
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O obtencéo de plantas transgénicas expressando genes que codificam peptideos com
atividade antimicrobiana de amplo espectro é uma linha de pesquisa e desenvolvimento com o
uso potencial no controle de doengas de plantas causadas principalmente por fungos e
bactérias. Nesse sentido, Jaynes et al. (1993) observaram que plantas transgénicas de fumo
expressando a-tionina, uma cecropina modificada, foram muito mais resistentes a infecgdes
causadas por patdgenos bacterianos. Magaininas e seus derivados andlogos também ja foram
testados em plantas transgénicas, demonstrando um aumento da resisténcia de plantas
ornamentais a diversos patdgenos (Smith et al., 1998). Entretanto, plantas transgénicas de
fumo expressando peptideos antimicrobianos, revelaram resultados pouco satisfatorios no
sentido de promover 0 aumento de resisténcia destas plantas a diferentes patdgenos (Florack

et al., 1994).

CONSIDERACOESFINAIS

A engenharia genética € uma importante ferramenta para o melhoramento genético,
com grande potencial de uso em espécies vegetais de importancia econémica para o Brasil,
como as fruteiras. Variedades melhoradas por engenharia genética tém sido obtidas por
diversos grupos de pesquisa em todo o mundo, inclusive no Brasil. A aplicacdo do
conhecimento ja acumulado nessa &rea da biotecnologia pode representar um importante
apoio aos programas de melhoramento de fruteiras existentes no Brasil.

O desenvolvimento de fruteiras transgénicas expressando peptideos com atividade
antimicrobiana de amplo espectro, e resistentes aos principais fungos fitopatogénicos que
limitam a producdo destas, € uma linha de pesquisa e desenvolvimento com potencial para

possibilitar um salto qualitativo do agro-negdcio da fruticultura no Brasil, visando ampliar
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tanto o mercado interno quanto externo. Porém, existe uma série de questdes que precisam
ser consideradas para ndo so possibilitar a confirmagdo do potencial técnico desta tecnologia,
mas também para garantir que ela possa resultar em produtos capazes de serem absorvidos
pelo mercado. Dentre estas questdes, sobressaem-se aguelas relativas a propriedade
intelectual e & seguranca biolégicaz Que genes expressando peptideos utilizar? Que
promotores utilizar para regular estes genes? Qual a situacdo destes quanto a propriedade
intelectual? Os peptideos causam algum efeito tdéxico ou aérgico nos potenciais
consumidores? Estas sdo algumas das questdes especificas que precisam ser respondidas

antes e durante o processo de desenvolvimento destas fruteiras transgénicas.
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CAPITULO 2

PRODUCAO DE PLANTAS TRANSGENICAS DE FUMO (Nicotiana tabacum L.)
EXPRESSANDO GENES QUE CODIFICAM PARA PEPTIDEOS COM ATIVIDADE

ANTIMICROBIANA DE AMPLO ESPECTRO

RESUM O

Peptideos antimicrobianos de anfibios tém sido objeto de amplo estudo devido as suas
diversas atividades bioldgicas e aplicacfes biotecnoldgicas potenciais. As magaininas sdo
polipeptideos de 21 a 26 aminoacidos, pertencentes a familia dos peptideos imunogénicos,
gue s30 expressos na pele e intestinos de sapos, apresentando atividade antimicrobiana e
fornecendo respostaimediata as infecgdes nesses animais.  Peptideos como as magaininas tém
potencial de uso no controle de doengas de plantas causadas por fungos ou bactérias. O
presente estudo objetivou a producdo de plantas de fumo (Nicoticana tabacum L.)
expressando genes que codificam para magaininas, as quais seréo posteriormente utilizadas
em estudos visando o controle de doencgas de plantas. Para tanto, folhas de fumo foram
submetidas a transformacdo genética mediada por biobalistica, utilizando os genes
Magainin2 e MS 99, e o gene marcador de selecéo nptll. Plantas de fumo, obtidas em meio
de cultura suplementado com canamicina, foram submetidas a analise molecular por PCR.
Essa andlise revelou uma alta eficiéncia de co-transformagéo, haja visto que 75% das plantas
selecionadas foram PCR positivas para o gene nptll e para o gene de interesse.

TERMOSADICIONAIS PARA INDEXAQAO: Resisténcia, magaininas, engenharia

genética, co-transformagéo, biobalistica.
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INTRODUCAO

Organismos como fungos, insetos, anfibios e humanos, produzem peptideos
hidrofébicos e anfipéticos, que apresentam atividade antimicrobiana, através da sua interacéo
com a membrana de células vivas (Bechinger, 1997). Os peptideos antimicrobianos de plantas
e animais sdo estruturas geralmente catidnicas, compostas de 12 a 45 aminoacidos, sendo
expressos constitutivamente ou somente apos uma infeccdo ou injaria (Hancock et al., 1998).

Durante as Ultimas décadas, peptideos antimicrobianos de anfibios tém sido
intensamente estudados devido a sua extraordinéria variedade de atividades bioldgicas e
aplicacbes biotecnoldgicas potenciais. Segundo Bevins & Zasloff (1990), mais de 500
espécies digtintas de sapos ja foram estudadas, revelando alta quantidade e diversidade de
peptideos na pele destes animais. A abundancia de peptideos antimicrobianos varia entre
espécies, destacando-se 0s géneros Phyllomedusa e Xenopus como ricas fontes dessa
substancias.

Bechinger (1997), descreve as magaininas como polipeptideos de 21 a 26
aminoacidos, pertencentes a familia dos peptideos imunogénicos que sao expressos na pele e
intestinos de sapos, apresentando atividade antimicrobiana e fornecendo resposta imediata as
infec¢Bes nesses animais. Além disso, sdo solUveis em &gua, onde assumem uma conformagéo
em a-hélice e demonstram uma forte afinidade para membranas fosfolipidicas.

O principal sitio de agdo das magaininas € a membrana citoplasmatica de fungos e
bactérias (Zasloff, 1987). Alguns modelos procuram explicar o modo de ac&o das magaininas,
sendo que 0 mais recente destes, proposto por Matsuzaki et al. (1995) sugere que estes
peptideos se ligam primeiramente a parte externa da membrana plasmética. A face

hidrofdbica da a-hélice das magaininas penetra entdo na dupla camada lipidica, formando
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poros ou canais. Esse modelo pode explicar os resultados de vérios estudos demonstrando que
a condutividade de ions na membrana aumenta na presenca de magaininas (Bechinger, 1997).
Genes expressando peptideos com atividade antimicrobiana de amplo espectro podem
ser usados para gerar espécies frutiferas como a videira, mamoeiro, bananeira e abacaxizeiro,
resistentes as principais doencas fungicas a que sdo submetidas. Este presente trabalho
objetivou a producdo de plantas transgénicas de fumo (Nicotiana tabacum L.) expressando
genes que codificam para estes peptideos. Esta espécie foi utilizada como modelo para
introducdo e andlise de expressdo de genes que codificam para magaininas, devido a sua
répida regeneracdo in vitro e a existéncia de detalhados protocolos de transformacéo genética,
sgja por Agrobacterium ou por Biobalistica. Estas plantas serdo posteriormente utilizadas para
estudos de expressdo in vivo destes peptideos e avaliacdo da agdo dos mesmos contra fungos
gue atacam fumo e que sdo relacionados, em nivel de género com fungos que atacam

fruteiras, como os classificados como Fusarium.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Sementes de fumo (Nicoticana tabacum L.) das variedades * Sansum’ e ‘Xantii’ foram

inoculadas sobre papel filtro em magentas contendo 50 ml de meio de culturaMS (Murashige

& Skoog, 1962) solido, acrescido de sacarose (40 g/l), mio-inositol (100 mg/l) e phytagel (2

o/l), sendo o pH gustado para 56 com KOH. As culturas foram mantidas em sala de

crescimento com fotoperiodo de 16/ 8 horas de luz e temperatura de 25+2 °C.
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Duas semanas ap0s a inoculagdo, folhas provenientes das plantas de fumo germinadas
foram utilizadas para o primeiro experimento de bombardeamento, como serd descrito
adiante. Subsequentemente, essas plantas foram sendo repicadas e mantidas in vitro, sob as

mesmas condic¢des de cultivo, para serem utilizadas nos experimentos posteriores.

Construcdes Génicas

Foram utilizados cinco plasmideos nos experimentos de transformagdo de fumo, sendo
eles. pPSAN163, pSAN164, pB.SAN167, pB.SAN168 e pSAN236 (Figura 2.1). O plasmideo
PSAN163 apresenta um cassete de expressao em eucariotos, composto pelo promotor do gene
UBQ3 (Callis et al., 1995), o gene Magainin2 (Zasloff, 1987) e o terminador nos (Bevan et
al., 1983), o qual esta inserido no sitio multiplo de clonagem do plasmideo pUC19 (Y anisch-
Perron et al., 1985). O pSAN164 tem a mesma congtituicdo do pSAN163, sb que o gene
MS99 (Maoy et al., 1995) se encontra no lugar do Magainin2. O gene MS99 € sintético e
analogo ao Magainin2. O pB.SAN167 apresenta um cassete de expressdo em eucariotos,
composto pelo promotor do gene UBQ3, um peptideo sinal de secregdo, 0 gene Magainin2 e o
terminador nos, 0 qual esta inserido no sitio multiplo de clonagem do plasmideo pBluescript
Il SK (Stratagene, La Jolla, CA). O pB.SAN168 tem a mesma constituicdo do pB.SAN167,
SO que o gene MS99 se encontra no lugar do Magainin2. O pSAN236 apresenta um cassete
de expressdo composto pelo promotor do gene UBQ10 (Callis et al., 1995), o gene marcador
de selecdo npt |1 (Beck et al., 1982) e o terminador nos.

O DNA plasmidial utilizado nos experimentos de transformacéo foram obtidos de
culturas bacterianas de Escherichia coli (DH5a) mediante o emprego de um protocolo

modificado de purificagdo de DNA em pequena escala (Modified mini alkaline-lysis’PEG
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precipitation procedure, Appendix A, Tag DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit,

Applied Biosystems, Foster City, CA.).

Transformacéo e Selecdo de Transformantes

Folhas de plantas de fumo germinadas in vitro foram extraidas no mesmo dia do
bombardeamento, e imediatamente inoculadas, em grupo de quatro, no centro da placa de
petri contendo meio de selecdo [MS solido, suplementado com sacarose (40g/1), mio-inositol
(100 mg/ 1), vitaminas MS (2,5 ml/ 1), canamicina (100 mg/ |) e phytagel (1,5 ¢/ ), sendo o
pH ajustado para 5,6 com KOH].

O método utilizado para a transformacéo foi o de Biobalistica (Sanford et al., 1990).
As microparticulas (M10) de tungsténio, com DNA adsorvido, foram preparadas segundo o
protocolo desenvolvido por Aragédo et al. (1996), com algumas adaptacbes. Cada placa foi
bombardeada duas vezes, sendo que em cada bombardeamento utilizou-se de uma mistura de
PSAN236 com um dos demais plasmideos, na proporcéo de 1:2 (Tabela 2.1). Cadatiro usou
1,5 ug de DNA com o gene de interesse e 0,75 pg de DNA com o gene marcador de selecéo,
co-precipitados em 600 g de microparticulas. O bombardeamento foi realizado em aparelho
de biobalistica com pressdo de Hélio de 1200 psi. Foram realizados oito experimentos de
transformacéo (Tabela 2.1).

Ap6s 0 bombardeamento, os explantes foram mantidos em meio de selegdo em salade
crescimento (25°+/-2° C e fotoperiodo de 16 horas de luz). As folhas bombardeadas foram
mantidas em meio de selecdo por trés meses, sendo repicadas a cada duas semanas. As

plantas regeneradas foram extraidas e individualizadas, sendo também mantidas em meio de

selecéo.
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Caracterizacéo Molecular das Plantas Selecionadas

A caracterizagdo das plantas selecionadas foi feita mediante emprego da reacdo de
PCR — “Polymerase Chain Reaction” (Mullis & Faloona, 1987) para avaliar a presenca do
gene de interesse (Magainin2 e MS99) e do gene marcador de selecéo (nptll). Paratanto, o
DNA total das plantas foi extraido utilizando protocolo descrito em Souza Jr. (1999).

Os iniciadores especificos 5'-acatcgaattcctge-3' e 5'-tagaactagtggatc-3'  foram
utilizados como sense e antisense, respectivamente, para a amplificagdo de fragmento de
DNA contendo os genes Magainin2 ou MS-99. Enquanto que a amplificacéo do gene npitl|
foi feita com o emprego dos iniciadores especificos 5'-gaggctattcggctatgactg-3' e 5'-
tcgacaagaccggcttccatc-3' como sense e antisense, respectivamente. Um Unico programa foi
utilizado para a amplificagdo, independente do par de iniciadores utilizados, sendo ele: um
ciclo de 95°C/ 5 minutos, 35 ciclos de 95°C/ 1 minuto + 55°C/ 1 minuto + 73°C/ 1 minuto, e 1
ciclo de 73°C/ 7 minutos. Foi utilizado um termociclador modelo PTC 100 (MJ Research).
Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%, tamponado com

0,5X TAE (Sambrook et al., 1989) e colorido com brometo de etidio.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Cultura de tecidos e transformacéo de plantas

Na Tabela 2.1, podemos observar 0 niUmero de plantas selecionadas nos diferentes

experimentos, 90 dias apds o bombardeamento, utilizando-se uma combinagdo de diferentes

construgdes génicas contendo os genes de interesse (Magainin2 e MS99) e o gene marcador
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de selecdo (nptll). Um total de 40 plantas de fumo foram regeneradas a partir do meio
seletivo, sendo que nenhuma destas foi originada das placas controle; isto €, néo-
bombardeadas (Figura 2.2).

Das oitenta placas, contendo cada uma quatro folhas, que foram submetidas a
bombardeamento, foram selecionadas 40 plantas potencialmente transgénicas, o0 que
representa uma eficiéncia de regeneracéo de 12,5% em relacdo ao numero total de explantes
bombardeados. 1sso significa que, num periodo de trés meses, foi possivel obter uma planta
potencialmente transformada para cada oito folhas de fumo bombardeadas.

Observou-se uma desuniformidade entre os experimentos, no que diz respeito ao
nimero de plantas selecionadas. Os experimentos 1 e 2 mostraram 0s melhores resultados,
com onze plantas selecionadas por experimento; uma eficiéncia de regeneracéo de 27,5% em
relacdo a0 numero de explantes bombardeados. Por outro lado, nenhuma planta foi
selecionada nos experimentos 04 e 05. Foi obtida uma média de cinco plantas selecionadas

por experimento.

Andlise molecular das plantas potencialmente transgénicas selecionadas

A andlise molecular das plantas selecionadas, mediante emprego de PCR, revelou que
a metodologia utilizada permitiu alcancar o objetivo do trabalho; isto € a obtencéo de plantas
transgénicas de fumo contendo o gene de interesse.

Os resultados da andlise por PCR para a presenca do gene nptll revelaram que 38 das
40 plantas de fumo selecionadas apresentavam este gene. 1sso significa que 95% das plantas
eram transgénicas, e 5% eram escapes. Como o0 esperado, para amplificagdo a partir do gene

nptll, utilizando os iniciadores descritos em material e métodos, um fragmento de DNA com
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498 pares de bases (pb) foi obtido. Este fragmento também foi amplificado do controle
positivo (pSAN236), mas ndo no controle negativo (planta de fumo n&o-transformada)
(Figura 2.3).

Para os genes Magainin2 e MS99, como esperado, um fragmento de 500 pb foi
obtido, por PCR, do controle positivo (pB.SAN167, pB.SAN168 ou pSAN163), mas ndo no
controle negativo. Das 40 plantas selecionadas, 25% destas apresentaram-se como negativas
qguanto a presenca de gene de interesse. Uma das duas plantas PCR negativas para o gene
nptll apresentou-se positiva para o gene de interesse. Para a andlise da eficiéncia do processo
de transformagéo utilizado, podemos observar que, de um total de 80 placas bombardeadas,
totalizando 320 folhas, foram selecionadas 39 plantas transgénicas, representando 12,2% do
total de explantes bombardeados.

Porém, quanto a eficiéncia da co-transformagéo, observou-se que 75% das plantas
selecionadas apresentavam ambos genes, o de interesse e 0 marcador de selecdo. Estudos de
analise de progénies necessitam ser conduzidos para determinar se as plantas com os dois

genes apresentam estes nos mesmos grupos de ligagdo ou néo.
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Figura 2.1.

1 2
[ [
Promotor gene UBQ3 ~ Sigr!al NosTr m=—
Peptide

| Signal | I I
Promotor gene UBQ3 Peptide MS199 NosTr
Promotor gene UBQ3 - Nos Tr
Promotor gene UBQ3 - MS199 " NosTr
Promotor gene UBQ10 = NptlT = NosTr

Cassete de expressdo em eucariotos presente nas construgoes génicas utilizadas
para a transformacdo genética de fumo (Nicotiana tabacum L.). A -
pB.SAN167; B — pB.SAN168; C — pSAN163; D — pSAN164; e E — pSAN236.
Localizagdo referencial de iniciadores (1 — sense e 2 — antisense) utilizados
para amplificacdo de fragmento de DNA contendo gene de interesse nas
construgdes A, B, C e D. Nos Tr — Terminador da nopalina sintase. Magainin2
e MS99 — Genes de interesse. UBQ3 e UBQ10 — Genes de poli-ubiquitinas,
extraidos de Arabidopsis thaliana. Nptll — Gene que codifica a enzima

neomicina fosfotransferase , utilizado como marcador de selecéo.
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Figura2.2. Regeneracdo de plantas de fumo (Nicotiana tabacum L.) a partir de folhas

submetidas a transformacéo genética, mediada por biobalistica, em meio de

cultura suplementado com canamicina.
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Tabela2.1. Sumé&io de experimentos de transformacéo de fumo (Nicotiana tabacum L.)
por biobalistica

Experimento  Cultivar  Construcdes # Placas # Plantas
Utilizadas* Bombardeadas Selecionadas

001/2000 Samsun PSAN236 : pB.SAN167 10** 11

002/2000 Samsun pSAN236 : pB.SAN167 10 11

003/2000 Samsun pSAN236 : pB.SAN168 10 2

004/2000 Samsun pSAN236 : pB.SAN168 10 0

005/2000 Samsun pSAN236 : pB.SAN168 10 0

006/2000 Samsun pSAN236 : pSAN163 10 3

007/2000 Samsun pSAN236 : pSAN163 10 6

008/2000 Xanthii PSAN236 : pB.SAN168 10 7

TOTAL 80 40

* Co-bombardeamento utilizando DNAS na propor¢do de 1:2.

** Além das placas bombardeadas, cada experimento teve duas placas ndo bombardeadas

como controle negativo.
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ABCDEFGH 1 JKLMN

1.018 bp

517/506 bp

Figura2.3. Amplificagdo de fragmento de DNA contendo gene npt I1, por PCR. Linhas A
e B sdo, respectivamente, &gua e planta ndo-transformada (controles
negativos); C € 1 Kb DNA ladder; D é controle positivo (pSAN236), e linhas E
a N amostras de plantas de fumo selecionadas em meio suplementado com

canamicina.
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CAPITULO 3

EXPRESSAO TRANSIENTE DO GENE gus SOB REGULACAO DE DIFERENTES
PROMOTORES, EM DIFERENTES TECIDOS DE VIDEIRA (Vitis sp.), MAMOEIRO

(Carica papaya L.) E BANANEIRA (Musa sp.)

RESUMO

Entre as fruteiras produzidas no Brasil, destacam-se a videira (Vitis vinifera L.), 0 mamoeiro
(Carica papaya L.) e a bananeira (Musa sp.), plantadas em quase todo o territorio nacional e
com importancia econdmica e social. A tecnologia de producéo de organismos geneticamente
modificados, também conhecidos como “transgénicos’, tem grande potencial de uso no
desenvolvimento de fruteiras melhoradas. Porém, questdes de propriedade intelectual limitam
0 uso da engenharia genética por paises do Terceiro Mundo, que normalmente ndo detém
direitos sobre “ferramentas’ necessarias ao uso desta. O presente trabalho avaliou promotores
de expressdo génica, a fim de buscar aternativas a0 CaMV 35S, o mais utilizado até o
momento. Para tanto, construgdes génicas com 0 gene gus sob a regulagdo de diferentes
promotores foram testadas para expressdo transiente em diversos tecidos de bananeira,
mamoeiro e videira. Expressdo transiente foi observada em embrides sométicos, caules,
raizes, frutos e células em suspensdo das espécies tesadas. O promotor do gene UBQ3, que é
congtitutivo e se encontra em dominio publico, mostrou ser uma alternativa promissora para
futuros trabalhos de transformag@o genética destas fruteiras.

TERMOS ADICIONAIS PARA INDEXACAO: B-glucuronidase,  ubiquitina, actina e

CaMV 35S
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INTRODUCAO

A fruticultura brasileira apresentou um notavel crescimento nas Ultimas trés décadas,
tanto quantitativo como qualitativo. O crescimento quantitativo se deu pelo aumento da &rea
plantada em todo o pais, mas, principamente, pela proliferacdo de polos de irrigagdo no
Nordeste Brasileiro. Por outro lado, a crescente demanda por qualidade nos mercados interno
e externo, forcou uma adogdo cada vez maior de tecnologias que permitam o aumento da
gualidade da fruta brasileira. Dentre as diversas fruteiras produzidas no Brasil, cabe destacar
avideira(Vitisvinifera L.), o mamoeiro (Carica papaya L.) e a bananeira (Musa sp.), que sdo
plantadas em quase todo o territorio nacional, e apresentam importancia tanto econdémica
como social.

A videira € ameagada por inimeros problemas fitossanité&rios onde quer que sgja
cultivada. As doencas fungicas da videira, por exemplo, sd0 responsaveis por perdas
substanciais em produtividade e qualidade do fruto em todo o mundo. O uso de cultivares
resistentes ohtidas por melhoramento genético convencional tem sido uma das principais
formas de controle de pragas e doengas nesta cultura. Porém, devido ao seu longo ciclo
vegetativo (2-3 anos), esses programas de melhoramento necessitam de um longo periodo
para 0 desenvolvimento de novas variedades (Camargo et al., 1999). Nesse sentido, a
engenharia genética apresentase como uma ferramenta muito promissora para 0O
desenvolvimento de cultivares resistentes.

Segundo Kikkert et al. (1997), métodos para a transformacdo de videira, incluindo
importantes variedades de porta-enxertos e variedades copa, tém progredido rapidamente nos
altimos anos. Os métodos de transformacdo mais utilizados para inserir genes sdo agueles

baseados em cepas modificadas de Agrobacterium tumefaciens (Perl et al., 1996; Martinelli &
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Mandolino, 1994), utilizando cultura de embrides, e 0 método de biobalistica (Sanford, 1990),
no qual genes sdo acelerados juntamente com microparticulas inertes em alta velocidade para
dentro das células. Entdo, vérios sistemas modelo para transformagdo de videira ja foram
estabelecidos (Kikkert et al., 1997), podendo ser aplicados para 0 melhoramento de
variedades comercialmente importantes.

O Brasil é 0 maior produtor de mamdo (Carica papaya L.), responsavel por
aproximadamente 40% da producéo mundial (IBGE/SIDRA, 2000). O mamoeiro destaca-se
por ser capaz de produzir frutos o ano inteiro, sob irrigacdo, além de apresentar um alto valor
nutritivo (Burke, 1992). Como a videira, 0 mamoeiro tem a sua producdo bastante limitada
devido a uma série de pragas, cabendo destacar as de origem viral e fungica. A “mancha
anelar do mamoeiro” ou “mosaico” é o principal problema fitossanitario desta cultura no
mundo, sendo causada por um virus, o Papaya ringspot virus (PRSV). Diversas estratégias ja
foram aplicadas visando o controle desta doenca, como o “roguing” (eliminagéo das plantas
sintométicas), 0 uso de plantas tolerantes desenvolvidas pelo melhoramento genético
convencional e 0 uso de protegdo cruzada (Isherwood, 1992; Rezende & Costa, 1993; Yeh &
Gonsalves, 1994). Porém, nenhuma destas estratégias garante um controle amplo e
duradouro. Nesse sentido, o desenvolvimento de métodos biotecnoldgicos para a obtencédo de
mamoeiros transgénicos resistentes a virus tem hoje uma grande importanciaa.  Mamoeiros
transgénicos resistentes ao virus da mancha anelar, expressando o gene da capa proteica deste
virus, ja foram obtidos (Fitch et al., 1992; Tennant, 1996; Cai et al.,1999; Souza Jr., 1999), e
duas variedades ja se encontram no mercado (Gonsalves, 1998). O dominio datecnologia de
transformacdo genética de mamoeiro abre a possibilidade de adicionar novos valores

agregados a esta cultura, tais como resisténcia a fungos, vida de prateleira mais longa, etc.
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A bananeira esta entre as culturas tropicais e subtropicais mais importantes no mundo,
sendo cultivada em mais de 100 paises (INIBAP, 1999). Um dos maiores problemas desta
cultura é a falta de variedades que combinem alta produtividade com resisténcia as principais
doencas, tais como a “Sigatoka Negra® (Mycosphaerella musicola) e o “Mal do Panam@’
(Fusarium oxysporum f.sp. cubense). O melhoramento genético convencional tem sido
bastante utilizado nesta cultura, porém, devido principalmente a problemas de baixa
fertilidade, somente poucos genétipos melhorados foram obtidos até o momento. A
transformacdo genética nesta espécie oferece uma importante aternativa para vencer as
dificuldades do melhoramento convencional, permitindo o melhoramento direto de variedades
elite estéreis amplamente cultivadas no mundo. Plantas transgénicas de bananeira j& foram
obtidas através da técnica de bombardeamento de microparticulas em células embriogénicas
em suspensdo (Sagi et al., 1995; Morais et al., 1999) e através da infecgdo por Agrobacterium
(May et al., 1995).

Um dos principais fatores que limitam o desenvolvimento de plantas transgénicas em
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento € a dependéncia do uso de “ferramentas’
biotecnoldgicas que se encontram sob protecdo intelectual ou patentes. Dentre estas
“ferramentas’ cabe destacar 0os promotores de expressdo, que sfo regides regulatérias de
genes necess&rias a transcricdo dos mesmos.  Promotores constitutivos sGo aqueles que
permitem a expressdo de um gene em todas as células da planta, durante todas as fases do seu
desenvolvimento. Um dos promotores constitutivos mais utilizados em biotecnologia de
plantas é o 35S do virus do mosaico da couve-flor (Benfey & Chua, 1990), que confere uma
alta taxa de expressao na maioria das células quando transferido para plantas.

Ubiquitinas sdo proteinas eucariéticas altamente conservadas de aproximadamente 76

aminoacidos (Finley & Chau, 1991). UBQ3 é um gene de poli-ubiquitina (Callis et al., 1995)

32



Pinto, A. A. 2001. Analise exploratoria ... (Versdo Banca) 33

originado de Arabidopsis thaliana, cujo promotor que regula a sua transcricdo € constitutivo e
parece ser efetivo em uma grande variedade de dicotiledoneas.

O gene da B-glucuronidase (gus), isolado de Escherichia coli (Jefferson et al., 1986), é
um gene repérter bastante utilizado no desenvolvimento de plantas geneticamente
modificadas. Este gene € usado para 0 estudo e monitoramento da expressdo génica,
principalmente no que diz respeito a especificidade de sequéncias de promotores (Gilissen et
al., 1998). Esse sistema representa uma ferramenta muito importante no desenvolvimento de
protocolos para modificagcdo genética de espécies recalcitrantes, como € caso da videira
Gilissen et al. (1998), ressaltam que a expressdo do gene gus em uma planta modificada
geneticamente depende das caracteristicas da sequéncia promotora ligada ao gene. No caso
de promotores constitutivos, a enzima codificada por ese gene estara presente em todas as
células da planta, e a quantidade de enzima por célula dependera da atividade do promotor.

O presente estudo objetivou avaliar promotores de expressdo génica em diversos
tecidos de bananeira, mamoeiro e videira. Nesse contexto, foi avaliado o uso potencial do
promotor do gene UBQ3, que é constitutivo e se encontra em dominio publico, como
aternativa ao promotor CaMV 35S-35S em futuros trabalhos de transformacdo genética
destas fruteiras. Paratanto, foi analisada a expresséo transiente do gene gus, sob o controle de

diferentes promotores, em diferentes tecidos destas fruteiras.
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MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Foram utilizadas folhas e caules de plantas de videira da variedade copa ‘ Cabernet
Sauvignon’, e folhas, caules e raizes, do porta-enxerto ‘Paulsen-1103" (gentilmente cedidos
pelo Laboratério de Morfogénese in vitro da Universidade Federal de Santa Catarina), que
estavam sendo mantidas in vitro, em meio de cultura MS/2 isento de fitorreguladores.
Culturas de calos, previamente estabelecidas segundo Martinelli et al. (1994), provenientes de
cultura de tecidos de ovérios de ambas as variedades também foram utilizadas.

Frutos, folhas, caules e raizes foram obtidos de mamoeiros ‘Sunrise’ coletados no
campo da Embrapa/Cenargen — Brasilia/DF. Analises nos frutos, caule e raizes foram
efetuadas tanto no tecido da superficie quanto no tecido interno destes 6rgaos. Além destes
tecidos, foram utilizados embrides sométicos estabelecidos in vitro segundo Souza Jr. (1999).

Células em suspensdo da bananeira ‘Mac&, obtidas de acordo com Morais et al.
(1999), foram utilizadas juntamente com raizes e folhas coletadas a partir de plantas

estabelecidas in vitro e gentilmente cedidas por K. Matsumoto — Embrapa/Cenargen.

Construcdes Génicas

As construgbes génicas utilizadas nesse trabalho consissem do gene da [3-

glucuronidase (gus) (Jefferson et al., 1986), regulado por diferentes promotores e

terminadores, conforme Tabela 3.1.
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O plasmideo pAGl (Aragdo et al., 2000) contém 0 gene gus sob o controle do
promotor do gene act2 (Yong-Qiang et al.,1996). O plasmideo pBI-426 (Datla et al., 1991)
contém o gene gus sob o controle do promotor 35S duplo (35S-35S), do virus do mosaico da
couve-flor (Benfey & Chua, 1990). Ja o plasmideo pUBQ3gus contém o0 gene gus sob o
controle do promotor do gene UBQ3, que € um promotor constitutivo de Arabidopsis thaliana
(Callis et al., 1995). Por ultimo, o plasmideo pZSL11 contém o gene gus sob o controle do
promotor constitutivo SAM (Elibio Rech — Embrapa/Cenargen, comunicagdo pessoal). Todos
0s cassetes de expresséo citados apresentam o terminador nos, do gene da nopalina sintase

(Bevan et al., 1983).

Transformac&o e Anélise de Expressio Transiente

Todos os tecidos a serem transformados foram inicialmente inoculados,
aproximadamente quatro horas antes da transformagao, em placas de petri contendo meio de
cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) sdlido, isento de fitorreguladores. Para aumentar a
eficiéncia de transformagdo, os explantes foram agrupados no centro das placas para o
bombardeamento.

Para videira, variedade-copa ‘Cabernet Sauvignon’, foram preparadas quatro placas
para cadatipo de tecido utilizado (folhas, caules e calos). Da mesma forma, para a variedade
‘Paulsen-1103' foram preparadas quatro placas para cada tipo de tecido (folhas, caules, raizes
e calos).

Para 0 mamoeiro, também foram preparadas quatro placas para cada tipo de tecido
(embrido somatico, folhas, fruto superficie, fruto cortado, caule superficie, caule cortado, raiz

superficie e raiz cortada).
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No caso da bananeira, foram submetidas a transformagdo quatro placas com
suspensdes celulares, sobre papel filtro. Além disso, empregou-se também igual nimero de
placas, com folhas ou com raizes.

O método utilizado para a transformacdo dos tecidos foi de biobalistica (Sanford,
1990). O DNA utilizado no bombardeamento foi preparado segundo o protocolo
desenvolvido por Aragéo et al. (1996) com algumas adaptagdes. Cada placa foi bombardeada
duas vezes, sendo que em cada bombardeamento utilizou-se 1 pug de DNA precipitado em 600
Hg de microparticulas (M10) de tungsténio. O bombardeamento foi realizado em aparelho de
biobalistica com o gas Hélio sob pressdo de 1200 psi.

Apbs o bombardeamento, os explantes foram mantidos em sala de crescimento
(25°+2°C e fotoperiodo de 16 horas de luz) por 24 horas. Depois desse periodo, realizou-se 0
teste histoquimico, imergindo os explantes em solucdo de 0.5 pg/pl 5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolyl B-D-Glucuronide, dissolvido em 10 mM EDTA, disodium sat + 100 mM
NaH2PO4.H20 + 0,5 mM K4Feg(CN)6.3H20 + 0,1% Triton X-100 (X-Glu). Nessas
condigdes, os explantes foram incubados no escuro a 37° C por 16 horas. Depois desse
periodo, analisou-se a presenca ou auséncia de pontos de coloracdo azul nos diferentes

tecidos.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Expressdo transiente em Bananeira

A anadlise de expressdo transiente em folha e raiz de bananeira ndo foi possivel devido

a completa oxidacdo destes 6rgdos quando submetidos a0 bombardeamento com

36



Pinto, A. A. 2001. Analise exploratoria ... (Versdo Banca) 37

microparticulas de tungsténio (dados ndo mostrados). Esta limitagdo ndo foi observada
quando utilizaram-se células de bananeira em suspensao.

Somente a construcéo pAGL, que apresenta 0 gene gus sob a regulagdo do promotor
do gene Act2, ndo apresentou resultado positivo para expressdo transiente em células de
suspensao de bananeira (Tabela 3.2). Este dado é contrastante com o obtido por Morais et al.
(2000), gue relata resultado positivo de expressdo transiente com o gene gus sob a regulagéo
deste promotor em células em suspensdo da bananeira ‘Magd. Foi considerado como
resultado positivo de expresséo transiente, no presente estudo, todo tecido que apresentou
uma ou mais células com coloragdo azul apds bombardeamento e tratamento em solugdo X-
Glu. Napresenca de X-Glu, a enzima [3-glucuronidase produz um precipitado azul insoltvel.
N&o foi realizada nenhuma avaliagdo quantitativa da expressdo transiente.

A construcéo pBIl-426, que apresenta 0 gene gus sob a regulagéo do promotor CaMV
35S-35S, resultou em vérias células com coloragdo azul (Figura 3.1 e Tabela 3.2). Da mesma
forma, resultados positivos de expressdo transiente foram obtidos para as construgoes
pUBQ3gus e pZSL 11 (Tabela 3.2). Os resultados obtidos com bananeira mostram que, para
efeito de expressdo transiente em células de suspensdo da variedade "Magd’, ndo houve
diferenca entre as construgdes pBIl426, pUBQ3gus e pZSL11. Devido aos problemas de
oxidagdo dos tecidos bombardeados, estudos complementares de expressdo em tecidos de
plantas transgénicas desenvolvidas com estas construgdes se fazem necessarios para prover

um cenério mais completo do potencial de uso do promotor UBQ3 em bananeira.

37



Pinto, A. A. 2001. Analise exploratoria ... (Versdo Banca) 38

Expressao transiente em Mamoeiro

A andlise da expressdo transiente em mamoeiro também considerou como resultado
positivo todo e qualquer tecido que apresentou uma ou mais células com coloracdo azul.
Apbs o teste histoquimico em X-Glu, pontos azuis foram detectados em embrides e folhas
(Figura 3.1), paratodas as construgdes génicas utilizadas. Tennant (1996) também observou a
expresséo do gene gus, sob a regulacdo do promotor CaMV 35S e do terminador nos, em
folhas obtidas de plantulas de mamoeiro transgénico oriundas de sementes.

A expressdo transiente do gene gus na superficie do fruto do mamoeiro (casca) foi
observada para todas as construgdes utilizadas, com excegdo da pZSL11 (Tabela 3.2). No
entanto, ndo foi possivel observar expressdo deste gene na polpa do fruto, independente da
construcdo utilizada. Quando a expressdo na superficie do caule foi avaliada, pontos azuis
foram observados com a maioria das construgdes testadas, com excegdo da construgdo pAG1L.
Da mesma forma que na polpa do fruto, nenhuma expressdo transiente foi observada no tecido
interno do caule. Nenhum dos promotores testados promoveu o aparecimento de sinais de
expressao transiente em tecidos de raiz de mamoeiro (Tabela 3.2).

A inexisténcia de resultado positivo de expressdo transiente em tecidos internos de
mamoeiro pode ser decorrente de inibicdo da [3-glucuronidase por proteases liberadas quando
os tecidos foram cortados.

Em relagdo aos diferentes tecidos testados para 0 mamoeiro, observou-se que nao
houve diferenca entre as construgdes com o gene gus presentes nos plasmideos pUBQ3gus e
pBl426, que possibilitaram a expressdo do gene gus em embribes sométicos, folhas e
superficies de frutos e caules. Este resultado sugere que o promotor do gene UBQ3 representa

uma alternativa ao uso do promotor de CaMV 35S-35S em mamoeiro.
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Todos 0s promotores promoveram a expressao em embrides somaticos. Tecidos
embrionérios séo normalmente empregados para a selegdo in vitro de plantas transgénicas de
mamoeiro. Estes resultados sugerem que qualquer um dos promotores testados poderia ser
utilizado para regular a expresséo de genes marcadores de selecdo positiva de mamoeiros
transgénicos.

Somente com a construcdo pZSL 11 ndo foi possivel observar a expressdo transiente do
gene gus na casca do fruto. Devido a limitagdes metodoldgicas, que ndo permitiram a
obtenc&o de resultados conclusivos de expressao transiente na polpa do fruto, ndo foi possivel
saber se a construgao pZSL11 tem ou ndo a mesma especificidade de expressao apresentada
na superficie deste. A polpa do mamédo é consumida principalmente in natura, sem
processamento. Um promotor com expressao tecido-especifica, que ndo se expressa ha polpa
do fruto teria um consideravel potencial de uso nesta fruteira e em outras fruteiras,
principal mente se o produto do transgene utilizado apresentasse limitagdes quanto a seguranca
alimentar; isto &, toxidez ou alergenicidade. Estudos complementares se fazem necessarios,
principalmente no que se refere a expressao estavel do gene gus nos diversos tecidos do fruto,
para que se tenha uma analise mais completa da expressdo destes promotores em tecidos do

fruto, e com isso poder saber se algum destes promotores se enquadra neste perfil.

Expressao transiente em Videira

Para 0 porta-enxerto ‘Paulsen 1103’, resultados positivos de expressdo transiente do

gene gus foram obtidos em caules (Figura 3.1) e raizes, mas ndo nos demais tecidos testados.

Somente a construgdo pAGLl ndo apresentou expressdo deste gene em nenhum tecido de
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videira testado. Nas raizes, pontos azuis foram observados quando estes tecidos foram
bombardeados com as construcdes pBI-426 e pZSL 11, mas ndo com as demais (Tabela 3.2).

Martinelli & Mandolino (1994) obtiveram resultados positivos de expressdo do gene
gus, sob a regulacdo do promotor CaMV 35S e terminador nos em embribes somaticos
secundérios de Vitis rupestris S.  ‘Paulsen 1103', o porta-enxerto utilizado neste estudo, é
hibrido de V. Berlandieri e V. rupestris. Para Vitis sp., 0 promotor mais utilizado em
transformacdo genética é o CaMV 35S-35S (Kikkert et al. 1997; Martinelli et al., 1994). As
construgdes pBl426 e pZSL11 apresentaram a mesma especificidade para expressao
transiente neste porta-enxerto, 0 que sugere que este promotor pode representar uma
aternativaao CaMV 35S-35S em transformag&o de videira.

Quando se trata de porta-enxertos, é importante que a expressao de um gene inserido
ocorra principalmente nos tecidos de raiz e de caule. Os resultados obtidos revelam que o
promotor do gene UBQ3 promoveu a expressdo do gene gus apenas em caules de videira
(Tabela 3.2). Estudos complementares de expresséo estavel nos diferentes tecidos de videira
se fazem necessérios. Se estes estudos revelarem a mesma especificidade de expressao para o
promotor do gene UBQ3, este ndo podera ser utilizado quando objetivando caracteristicas
dependentes de expressdo na raiz, como por exemplo, resisténcia a “pérola da terrd’
(Eurizoccocus brasiliensis) ou a nematéides.

Para a variedade copa “Cabernet Sauvignon”, resultados positivos de expressdo
transiente foram observados apenas nos caules. Estes tecidos apresentaram pontos azuis, apos
o teste histoquimico em X-Glu, quando bombardeados com as construgdes pBI-426 e pZSL11
(Tabela 3.2). Kikkert et al. (1997) reportam expressao transiente do gene gus sob o controle
do promotor CaMV 35S-35S, utilizando a construcdo pBI-426 para o bombardeamento de

células embriogénicas das variedades ‘Merlot’ e ‘ Chancellor’.
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No caso de variedades copa, é importante que os promotores sejam eficientes para
promover a expressao em tecidos da copa, como folhas, caule e frutos. Os resultados obtidos
(Tabela 3.2) revelam que o promotor do gene UBQ3 ndo foi eficiente para promover a
expressao em nenhum dos tecidos testados, sendo, para tanto, menos eficiente em relagdo aos
promotores que regulam o gene gus em pBIl426 e pZSL 11.

Um dos principais tecidos atacados por doencas flngicas na videira sdo as folhas.
Nenhum dos promotores utilizados no presente estudo permitiu a expresséo transiente do gene
gus neste tecido. Expresséo estavel deste gene foi observada em folhas, caules, raizes, anteras
e ovarios quando sob a regulagdo do promotor CaMV 35S-35S (Kikkert et al., 1997). Estes
autores relatam expressao estavel do gene gus nos tecidos da variedade- copa ‘ Chancellor’. A
ndo expressao deste gene de forma transiente em folhas das variedades * Cabernet Sauvignon’
e ‘Paulsen 1103 (Tabela 3.2) pode ser decorrente de limitagdes metodoldgicas ou resultado
de uma especificidade de expressdo em nivel de variedade. Estudos complementares

precisam ser realizados para melhor esclarecer este ponto.
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Tabela3.1. Construgdes génicas com o0 gene gus utilizadas no estudo de expressdo
transiente em diversos tecidos de bananeira (Musa sp.), mamoeiro (Carica

papaya L.) e videira (Vitis sp.).

Nome da Construgédo Promotor Terminador
pBl426" CaMV 355-35S Nos
pAG1? Actin 2 Nos
pUBQ3-gus® UBQ3 Nos
pzSL11? SAM Nos

1- Datlaet al. (1991); 2 - Arago et al. (2000); 3 - Silveira e al. (2000); € 4 - SAM (Elibio

Rech — Embrapa/Cenargen, comunicagao pessoal).
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Tabela3.2. Expressdo transiente do gene gus em diferentes tecidos de bananeira (Musa

p.), mamoeiro (Carica papaya) e videira (Vitis sp.) com diferentes

construgdes génicas.

Cultura Tecido Construcéo
pBl426" pUB3gus’® pAG1® pzZsL11*
Mamoeiro Embrido Positivo Positivo Positivo Positivo
somatico
Folha Positivo Positivo Positivo Positivo
Fruto C° Positivo Positivo Positivo Negativo
Fruto P° Negativo Negativo Negativo Negativo
CauleE’ Positivo Positivo Negativo Positivo
Caule!® Negativo Negativo Negativo Negativo
Raiz E Negativo Negativo Negativo Negativo
Raiz | Negativo Negativo Negativo Negativo
Videira - Porta-
enxerto
Caule Positivo Positivo Negativo Positivo
Raiz Positivo Negativo Negativo Positivo
Calo Negativo Negativo Negativo Negativo
Folha Negativo Negativo Negativo Negativo
Videira- Copa
Caule Positivo Negativo Negativo Positivo
Calo Negativo Negativo Negativo Negativo
Folha Negativo Negativo Negativo Negativo
Bananeira
Cédulas em Positivo Positivo Negativo Positivo
Suspensdo

Gene gus sob o controle do promotor: 1 - CaMV 35S-35S (Datla et al., 1991); 2 - do gene
UBQ3 (Silveira et al., 2000); 3 - do gene act2 (Aragdo et al., 2000); e 4 - SAM (Elibio Rech —
Embrapa/Cenargen, comunicagdo pessoal). Tecido: 5 - Casca do fruto; 6 - Polpa do fruto; 7 —

Tecido interno; e 8 — Tecido externo.
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Figura 3.1.

Expressdo transiente do gene gus em diferentes tecidos de fruteiras. A e B —
Respectivamente, embrides sométicos e folha de mamoeiro (Carica papaya cv.
Sunrise); C — Caules de videira ( Porta-enxerto Paulsen 1103) e D — Suspenséo
celular de bananeira (Musa sp., Grupo AAB, cv. Magd). Setas indicam

resultados positivosem C e D.
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CAPITULO 4

SENSIBILIDADE N VITRO DE ISOLADOS DE FUSARIUM A PEPTIDEOS DA

FAMILIA DAS DERMASEPTINAS COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

RESUMO

A fruticultura é uma atividade agricola que tem severas limitagBes decorrentes da agéo de
fitopatdgenos que ocorrem tanto em pré como pos-colheita. Dentre as doengas das fruteiras,
cabe destacar aguelas causadas por fungos, em especial por aqueles do género Fusarium, que
apresentam uma ampla gama de hospedeiros entre as fruteiras. Peptideos com atividade
antimicrobiana de amplo espectro tém sido objeto de intenso estudo nas Ultimas décadas,
apresentando potencial de uso no controle de fitopatdgenos. O presente estudo objetivou
avaliar aacdo de dois peptideos (K e L) da familia das dermaseptinas, originalmente extraidos
de uma ra (Phyllomedusa distincta) da Floresta Atlantica Brasileira, contra fungos do género
Fusarium que sdo patdégenos de fruteiras como o abacaxizeiro, a bananeira e a videira. Os
resultados mostram que ambos peptideos apresentam atividade antimicrobiana contra os trés
fungos testados (Fusarium oxysporum f.sp. cubense, F. oxysporum Schl. f.sp. herbemontis e
F. moniliforme Sheld. f.sp. subglutinans), além da determinagdo da concentragdo minima
destes capaz de inibir a germinacdo de conidios e crescimento micelial in vitro. Igual
concentragdo minima inibitoria (CMI) foi observada para o peptideo L, independente do
isolado de fungo utilizado, enquanto que o peptideo K teve variacdo de CMI.

TERMOS ADICIONAIS PARA INDEXAQAO: Abacaxi, banana, uva, Phyllomedusa

distincta, concentraco inibitoria minima.
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ABSTRACT

The fruit crops production is an agricultural activity that shows severe limitation as a
consequence of the action of plant pathogens in pre and post-harvest. Diseases caused by
fungi are among the most important diseases of fruit crops. A broad range of host of the
Fusarium genera is found among the fruit crops species. Peptides with a broad spectrum of
anti-microbial activity has been the object of intense studies in the last decades, showing a
potential use for the control of plant pathogens. The present study aimed to evaluate the anti-
microbial action of two dermaseptins peptides (K and L), obtained from a frog
(Phyllomedusa distincta) found in the Brazilian Atlantic Rain Forest, against three different
plant pathogenic Fusarium, which are pathogens of pineapple, banana and grapes. The results
show that both peptides have anti-microbial activity against all three fungi tested (Fusarium
oxysporum f.sp. cubense, F. oxysporum Schl. f.sp. herbemontis e F. moniliforme Sheld. f.sp.
subglutinans). The minimal concentration (MIC) of the peptides able to inhibit in vitro
conidium germination and micelium growth were also determined. The same MIC was

observed for peptide L against all three fungi, while different M1Cs were seen for peptide K.

INTRODUCAO

Diversos organismos utilizam peptideos antimicrobianos como um componente de
suas estratégias de defesa.  Peptideos hidrofébicos e anfipéticos, produzidos em organismos
como fungos, insetos, anfibios e humanos, apresentam atividade antimicrobiana através da

sua interagd com membranas de células vivas (Bechinger, 1997). Peptideos produzidos na
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pele de anfibios tém sido objeto de interesse de diversos grupos de pesquisa nos ultimos anos
(Batista et al., 1999). Ege interesse € devido a extreordinaria variedade de atividades
biologicas e aplicagdes biotecnoldgicas potenciais destes peptideos (Matsuzaki et al., 1995).
Peptideos obtidos de ras da familia Phyllomedusinae merecem particular atencdo devido a sua
potente atividade antimicrobiana (Coote et al., 1998). Muitos destes peptideos sdo descritos
como dermaseptinas (DMS), sendo produzidos por células de glandulas de ras do género
Phyllomedusa (Bevins & Zasloff, 1990). As DMS exercem atividade contra bactérias,
protozo&rios e fungos, em concentracbes micromolares, exibindo ndo s6 a habilidade de
identificar rapidamente células-alvo como também atividade contra alguns dos mais sérios
patdgenos resistentes a antibioticos (Batista et al., 1999).

Phyllomedusa distincta € uma ra que ocorre preferencialmente na Floresta Atlantica
do Brasil. Peptideos ja foram extraidos deste anfibio, e tiveram sua seqiiéncia de aminoécidos
determinada (Batista et al., 1999). Estudos se fazem necessarios para medir a atividade destes
peptideos nativos de P. distincta, com a finalidade de avaliar o seu potencial de uso biolédgico
e farmacoldgico.

A fruticultura é uma atividade de grande importancia econémica e social no Brasil, e
gue ainda apresenta grande potencial de crescimento. Porém, esta tem severas limitacbes
decorrentes de pragas que ocorrem tanto em pré como pos-colheita. Dentre estas, cabe
destacar as doencas causadas por fungos, em especial aqueles do género Fusarium, que
apresentam uma ampla gama de hospedeiros entre as fruteiras.

Estes patdgenos, de uma maneira geral, provocam reducdo na qualidade dos frutos,
forcando a colheita antes do ponto ideal de maturacéo e causando perdas nos pomares e em
pos-colheita.  Além disso, sdo responsdveis por doengas tais como: o “Mal-do-Panama’

(Fusarium oxysporum f.sp. cubense E. F. Smith), a “Fusariose” (Fusarium oxysporum Schl.
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f.sp. herbemontis Tocchetto) e a “Fusariose” ou “Gomose” (Fusarium moniliforme Sheld.
f.sp. subglutinans Wr. & Rg.), as quais estdo entre as principais doencas da bananeira (Musa
p.), davideira (Vitis p.) e do abacaxizeiro (Ananas comosus), respectivamente.

O presente estudo objetivou a determinagdo da concentracdo minima de dois peptideos
da familia das dermaseptinas (K e L), extraidos de Phyllomedusa distincta, capaz de inibir o
crescimento in vitro de trés diferentes fungos do género Fusarium, importantes patdgenos da

bananeira, do abacaxizeiro e davideira

MATERIAL E METODOS

O isolado de Fusarium oxysporum f.sp. cubense E. F. Smith utilizado neste estudo foi
cedido pelo Dr. Zilton Maciel Cordeiro da Embrapa Mandioca e Fruticultura, enquanto que o
de Fusarium oxysporum Schl. f.sp. herbemontis Tocchetto foi cedido pelo Dr. Olavo SGnego
da Embrapa Uva e Vinho, e o de Fusarium moniliforme Sheld. f.sp. subglutinans Wr. & Rg.
foi cedido pelo Dr. José Aires Ventura do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica
e Extensdo Rural.

No recebimento, que se deu na forma de cultura micelial in vitro, os isolados foram
repicados em placas de petri contendo meio de cultura BDA (Riker & Riker, 1936) e
mantidos em sala de crescimento, com temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas de
luz, durante um periodo que variou de sete a dez dias. ApOs esse periodo, as culturas foram
utilizadas para a extragdo de conidios. Os conidios foram lavados das placas de cultura
fangica com uma solucéo de 0,1% de tween 40. Apoés a lavagem, a solugdo foi coletada e
filtrada em gase para reter a massa micelial, sendo entdo utilizada para a contagem de

conidios. A contagem de conidios foi realizada com camara de Neubauer (Begak & Paulete-
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Vanrell, 1970) em microscopio 6tico, utilizando-se um aumento de 10X. Uma dilui¢go de
1/10X da solucéo filtrada de conidios das diferentes culturas de Fusarium foi preparada para a
contagem. Esta diluicdo foi feita misturando-se 100 pl da solucéo filtrada, 50 pl de glicerol
(50%), 50 pl do corante azul de toluidina (1%). e 800 pl de &gua milli-Q estéril. Dessa
diluicdo, foram utilizados 5 pl na cadmara de Neubauer para a contagem. Para cada fungo, o
nimero de conidios foi contado num volume de 0,1 pl na cdmara (campo D da camara de
Neubauer), sendo este procedimento repetido trés vezes. A média do niUmero de conidios em
0,1 pl foi estabelecida para cada fungo para a posterior padronizagdo em 300 (peptideo K) e
400 (peptideo L) conidiog/ pl na solugdo filtrada.

Os peptideos K (GLWSKIKAAGKEAAKAAAKAAGKAALNAVSEAV) e L
(ALWKTLLKNVGKAAGKAALNAVTDMVNQ) de Phyllomedusa distincta utilizados
foram extraidos e purificados segundo Batista et al. (1999). Amostras liofilizadas destes
foram diluidas separadamente em 1 ml de agua milli-Q estéril em microtubos de 2 ml.
Amostras de 5 pl de cada uma das dilui¢des foram transferidas para outro microtubo, sendo o
volume completado para 2 ml (diluicdo 1/ 400). Para determinar a concentracdo dos
peptideos K e L, as diluicdes 1/ 400 destes foram submetidas a leitura em espectrofotémetro
para quantificagéo.

Diluicbes em <érie dos peptideos, em meio BD, foram realizadas para obter as
seguintes concentracdes molares para o peptideo K: 6,4 x 10°; 3,2 x 10°; 1,6 x 10°; 0,8 x 10°
% 0,4x 107 0,2 x 10™: 0,1 x 10° e 0,05 x 10™; e para 0 peptideo L: 6,8 x 10°; 3,4 x 10°; 1,7
x 10°; 0,85 x 10°; 0,43 x 10”; 0,22 x 10; 0,11 x 10® e 0,055 x 10°. Dilui¢Bes em série do
fungicida Benlate, em meio BD, foram realizadas para obter as seguintes concentragoes
molares do principio ativo Benomyl: 136 x 10™; 68 x 10°; 34 x 10°; 17 x 10”; 8,5 x 10°; 4,3

x 10°; 2,2x10° e 1,1 x 10°. O fungicida Benlate foi utilizado como controle negativo de
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germinagdo e crescimento de micélio. Conidios inoculados em meio de cultura BD, isento de
peptideos ou fungicida, foram utilizados como controles positivos.

As andlises para determinar CM1 foram realizadas em placas de ELISA estéreis, com
96 células (8 x 12). A placa continha, para cada fungo testado, uma repeticdo de cada uma
das diferentes concentracfes do determinado peptideo e do fungicida, além de trés repeticdes
do controle positivo. Cada célula da placa recebeu 190 pl de meio BD com o peptideo ou
com o fungicida, e 10 pl de solu¢do com conidios (300-400 conidiog/ pul). Trés placas foram
montadas para o teste de cada peptideo, sendo que cada uma destas placas representou uma
repeticdo, perfazendo um total de seis placas. Todas as dilui¢cbes de peptideos e fungicida
foram preparadas separadamente para cada repeticéo.

As placas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C e
fotoperiodo de 16 horas de luz por 24 horas. Ao final deste periodo foi realizada a avaliagéo

da germinac&o de conidios e crescimento micelial.

RESULTADOSE DISCUSSAO

ApOs 24 horas de cultivo, os seguintes resultados eram visiveis por pogo na placa de
ELISA: a) auséncia total de germinacdo de conidios e crescimento micelial (Figura 4.1b); b)
presenca de micélio em quantidade insuficiente para cobrir toda a area do poco (Figura 4.1c);
e c) presenca de micélio em quantidade suficiente para cobrir toda a &rea do pogo (Figura
4.1d). Todos os controles positivos de germinagdo e crescimento micelial apresentaram
micélio em quantidade suficiente para cobrir toda a &rea do poco. Foram considerados como
valores de CMI as concentractes de peptideos e fungicida nas quais ndo houve germinacdo de

conidios e crescimento micelial apds 24 horas, para as trés repeticdes. As CMI s dos peptideos
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e do fungicida, para ostrés diferentes isolados de Fusarium, podem ser visualizadas na Tabela
4.1.

A germinagdo de conidios e crescimento micelial de F. moniliforme ndo foi totalmente
inibida na presenca do peptideo K em nenhuma das concentragdes utilizadas, embora tenha
sido observada uma reducdo significativa na quantidade de micélio - quantidade insuficiente
para cobrir toda a drea do poco - quando a concentracgo deste peptideo foi de 6,4 x 10° M.
Para este mesmo fungo, a germinacdo de conidios e crescimento micelial foi completamente
inibida na concentracdo de 3,4 x 10° M do peptideo L. O fungicida Benlate, na concentracéo
de 17 x 10° M do principio ativo inibiu completamente a germinacéo de conidios e o
crescimento micelial de F. moniliforme. Estes resultados mostram que ambos 0s peptideos
foram mais eficientes que o fungicida no controle deste fungo. A CMI observada na
combinagdo peptideo L vs. F. moniliforme foi cinco vezes menor que a observada na
combinac&o fungicida vs. F. moniliforme. A reducéo observada na germinacdo de conidios e
crescimento micelial, quando a combinagdo peptideo K vs. F. moniliforme foi avaliada na
concentracdo 6,4 x 10° M, sugere que a CMI nesta combinagso ndo é muito superior a este
valor, 0 que nos permite prever que o peptideo K é mais eficiente que o fungicida.

Os peptideos K e L inibiram totamente a geminagdo de conidios e crescimento
micelial de F. oxysporum f.sp. cubense nas concentracdes de 3,2 x 10° e 3,4 x 10° M,
respectivamente. O fungicida foi mais eficiente contra este fungo do que contra o F.
moniliforme, apresentando a concentracdo de 4,3 x 10™ do principio ativo como CMI. Estes
resultados mostram que os peptideos foram ligeiramente mais eficientes contra este patégeno
de bananeira do que o fungicida.

O peptideo K apresentou uma CMI de 1,6 x 10° M, enquanto que o peptideo L

apresentou de 3,4 x 10° M, para o F. oxysporum f.sp. herbemontis. O fungicida foi mais
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eficiente na inibicéo a este fungo do que aos demais, apresentando uma CMI menor que 1,1 x
10° M do principio ativo. Mesmo o fungicida tendo apresentado uma alta eficiéncia contra
este fungo, os resultados mostram que os peptideos foram apenas ligeiramente menos
eficientes que o fungicida

Os resultados descritos no presente estudo, juntamente com os de Smith et al. (1998),
que observaram CMI’s entre 0,08 x10° e 0,3 x 10> M quando testando o peptideo Magainin2
(Zasloff, 1987), ou o seu derivado sintético MSI99 (Maloy & Kari, 1995), contra F. solani e
F. graminearum, mostram gue peptideos de anfibios tém atividade antimicrobiana de amplo
espectro dentro do género Fusarium. Magainin2 € um peptideo obtido a partir da pele do sapo
africano Xenopus laevis, e que apresenta atividade antimicrobiana de amplo espectro
(Zasloff, 1987; Smith et al., 1998).

O uso de peptideos com atividade antimicrobiana no controle de fungos e bactérias
fitopatogénicas € de grande interesse, e seu uso mediante expressao de genes que codificam
para estes em plantas transgénicas tem sido objeto de estudo (Montanelli & Nascari, 1990;
Hightower et al., 1994; Florack et al., 1995; Smith et al., 1998).

Neste contexto, cabe lembrar que a adogé comercial de uma planta transgénica
expressando genes que codificam para peptideos antimicrobianos, e, consequentemente, com
resisténcia a fungos ou bactérias fitopatogénicas, sera dependente de uma série de fatores que
extrapolam e muito o caracter meramente técnico de ser ou ndo resistente. Dentre estes
fatores, cabe destacar, a origem do peptideo, a forma de utilizacdo da planta transgénica e a

biosseguranca ambiental e alimentar.
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Figura4.l. Germinagcdo de conidios e crescimento micelial de Fusarium oxysporum f.sp.
cubense em meio BD com peptideo antimicrobiano, 24 horas ap0s inoculacéo. A — Micélio;
B — Poco de placa de ELISA mostrando auséncia de germinagdo de conidios e crescimento de
micélio; C — Poco de placa de ELISA mostrando germinacdo de conidios e crescimento de
micélio em quantidade insuficiente para cobrir a area total do poco; e D — Poco de placa de
ELISA mostrando germinag&o de conidios e crescimento de micélio em quantidade suficiente

para cobrir area do pogo.
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Tabela4.1. Concentracdo minima inibitoria (CMI) de dois peptideos antimicrobianos (K e
L), da familia das dermaseptinas, em relacdo a trés diferentes fungos

fitopatogénicos do género Fusarium.

Patogeno Concentracdo Minima Inibitoria (CMI1) em Molar
Peptideo K Peptideo L Benomyl*
F. moniliforme f.sp. subglutinans > 6,4 x 10° 34x10° 17 x 10”
F. oxysporum f.sp. cubense 3,2x10° 3,4x10° 43x10°
F. oxysporum f.sp. herbemontis 1,6 x 10° 3,4x10° <1,1x10°

* Metil-1-(butilcarbamoil)-2-benzimidazol carbamato - principio ativo do fungicida Benlate®

500.
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CAPITULO5

CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os métodos de transformagéo e selecdo utilizados no estudo de introducdo de genes de
resisténcia a doengas, possibilitaram a obtencéo de plantas de fumo resistentes ao antibiotico
canamicina e com os genes de interesse M99 e Maganin2. Estes genes expressam peptideos
antimicrobianos de amplo espectro, as magaininas. Estas plantas ser& mantidas tanto in vitro
como aclimatizadas em casa de vegetacdo para futuros estudos de expressdo dos genes
inseridos. Além disso, estas plantas poderdo ser testadas quanto a resisténcia a diferentes
patdgenos que infectam plantas de fumo, e que também ocorrem em culturas
agronomicamente importantes, como € o caso das fruteiras.

A elucidagdo de pontos referentes a expressao de genes que codificam para peptideos
antimicrobianos em fruteiras pode significar uma importante alternativa ao uso dos métodos
de controle a doengas mais utilizados hoje, baseados principalmente no uso de agrogquimicos.
Porém, muitos estudos ainda se fazem necessarios, pois, em muitos casos, peptideos
antimicrobianos ndo sdo acumulados em quantidade suficiente nas células da planta, sendo,
degradados rapidamente. Além disso, existem sérias preocupacdes sobre efeitos fitotoxicos
desencadeados por estes peptideos quando expressos em plantas e seus riscos potenciais ao
ambiente. Por estas razdes, a comunidade cientifica ndo tem ainda utilizado agressivamente
estatecnologia.

Através do estudo do comportamento de diferentes promotores utilizados para a
expressao transiente do gene GUS em diferentes tecidos de fruteiras, como a bananeira, o

mamoeiro e a videira, foi possivel a identificacdo de alternativas ao uso dos promotores mais
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utilizados hoje para transformacéo de fruteiras. O promotor do gene de poli-ubiquitinas
UBQ3, que é constitutivo e de dominio publico, se mostrou como uma importante alternativa
a0 uso do promotor 35S-35S. A geragcdo desse tipo de conhecimento € muito importante em
paises como o Brasil, onde, muitas vezes, o desenvolvimento de programas de melhoramento,
através do uso da engenharia genética, é limitado pela necessidade de utilizacdo de
ferramentas biotecnoldgicas que estdo sob patente.

Neste trabalho, foram também desenvolvidos estudos com peptideos antimicrobianos
originalmente extraidos de uma ra da Floresta Atlantica Brasileira (Phyllomedusa distincta).
Estes peptideos mostraram acdo in vitro contra diversos isolados de Fusarium, patégeno
l[imitante do cultivo de inUmeras fruteiras de importancia econdmica no Brasil. Os genes
responsaveis pela expressdo destes peptideos poderdo ser identificados, clonados e
introduzidos no genoma destas fruteiras. Além disso, genes andlogos a estes poderdo ser
desenvolvidos com modificacBes para aumentar a sua eficiéncia contra diversos patdgenos,
antes de serem utilizados em programas de melhoramento via transformagdo genética. O
estabelecimento deste tipo de tecnologia é importante para consolidar competéncias para o

desenvolvimento e aplicacéo de técnicas de transformagdo genética no Brasil.
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