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RESUMO

FERNANDES, Denise, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2009.
Morfogénese in vitro em tomateiro e berinjela e silenciamento génico da sintase do
mio-inositol-fosfato por RNAi em tomateiro. Orientador: Wagner Campos Otoni. Co-
orientadores: Everaldo Gongalves de Barros e Francisco José Lima Aragao.

Este trabalho teve como objetivo: 1) a otimizagdo das condi¢des de desinfestagdao de
seentes de tomateiros (Solanum Ilycopersicum Mill.) e berinjela (Solanum melongena
L.); ii) a avalia¢do da influéncia do tipo de vedacdo sobre a qualidade das plantulas e
explantes oriundos destas; iii) a avaliacdo do efeito da sonicagdo sobre a morfogénese in
vitro de explantes de tomateiros e sobre a viabilidade de células de Agrobacterium
tumefaciens; 1v) o estabelecimento de pardmetros para possibilitar a transformacao
genética mediada por A. tumefaciens visando ao silenciamento génico mediado por
RNAi da sintase do mio-inositol-fosfato, utilizando-se o gene GmMIPSI. Na
desinfestagdo das sementes de berinjela, comprovou-se que tratamentos utilizando
imersdo em agua deionizada sdo mais eficientes que imersdo em solucdo de 0,13% v/v
de cloro. A utiliza¢do de desinfestagcdo a seco, em camara de gas cloro, ndo ¢ indicada
para a assepsia de sementes de tomate e berinjela, pela toxicidade do gas as sementes,
comprometendo sua germinacdo. Observou-se que as trocas gasosas favorecem o
desenvolvimento das plantulas e geram explantes em maior nimero ¢ de melhor
qualidade para utilizagdo de transformagao genética via Agrobacterium tumefaciens. Ao
se utilizar a técnica de SAAT (‘Sonication-assisted Agrobacterium-mediated
transformation’), os explantes ¢ a suspensdo bacteriana foram expostos a tempos de
exposicao ao ultra-som (0, 3, 6 ¢ 9 segundos). Verificou-se que o intervalo de 3 a 6 segundos
¢ o indicado para se utilizar em transformagao genética, pois resultou nas maiores areas de
expressao transiente avaliada pela analise histoquimica in situ do gene GUS, maior niimero de
estruturas regeneradas e menor mortalidade nas células de A. tumefaciens. O processo foi
otimizado quando a imersdo em suspensdo de A. tumefaciens foi realizado apds 24
horas de exposi¢cdo ao ultra-som. Para ser possivel a sele¢do de transformantes foi
estabelecida a curva de letalidade ao agente higromicina e a concentragdo encontrada para
selecio de células nio transformadas foi de 7,5 mgL' em explantes cotiledonares,
hipocotiledonares e foliares de tomateiro. Dosagens acima de 7,5 mg.L"' mostratam-se
toxicas, resultando em explantes com areas cloréticas e necrdticas. A fim de verificar a

relacdo do gene MIPS com o desenvolvimento de sementes, a transformagdo genética foi
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realizada com sucesso em tomateiro e berinjela, via A. tumefaciens contendo plasmideo com
construgdo de silenciamento por siRNA para o gene MIPS, utilizando uma seqiiéncia
conservada do gene de soja GmMIPS. A natureza transgénica dos regenerantes primarios
foi confirmada mediante o teste histoquimico in situ de GUS e andlise de PCR com
oligonucleotideos iniciadores especificos. A andlise de expresdo génica confirmou o
silenciamento do gene MIPS, e a analise morfologica dos frutos confirmou a hipdtese
do relacionamento da mio-inositol-fosfato-sintase com o desenvolvimento de sementes.
Porém, conforme detectado pela técnica de citometria de fluxo, o processo de
regeneragdo in vitro adotado no protocolo de transformagdo de tomateiro, ao contrario

de berinjela, induziu poliploidia em algumas plantas transgénicas.



ABSTRACT

FERNANDES, Denise, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February of 2009. In
vitro morphogenesis in eggplant and tomato plants and silencing of myo-inositol-
fosfate sintase gene by RNAi in tomato plants. Advisor: Wagner Campos Otoni. Co-
advisors: Everaldo Gongalves de Barros and Francisco Jos¢ Lima Aragao.

The main objectives in this work were: 1) to find the optimum conditions to disinfect
tomato seeds (Solanum Ilycopersicum Mill.) and eggplant seeds (Solanum melongena
L.); ii) to evaluate the influence of the type of sealing in the obtained seedlings and
explants; iii) to evaluate the effect of sonication in the morphogenesis in vitro of the
tomato explants and in the viability of Agrobacterium tumefaciens cells; 1v) to establish
the parameters that allow the genetic transformation mediate by A. tumefaciens aiming
the genetic silencing mediate by RNAi from myo-inositol-phosphate synthase, using the
GmMPISI gene. It was checked that the use of deionized water was more efficient to
disinfect eggplant seeds than 0.13% v/v chlorine solution. The use of dry disinfection in
chlorine cameras is not appropriate to clean the tomato and eggplant seeds due to the
gas toxicity and that it also compromises their germination. It was observed that gas
exchange helps the seedlings development and leads to a bigger number of explants and
with better quality to be used in the genetic transformation via Agrobacterium
tumefaciens. Using the SAAT technique (Sonication-assisted Agrobacterium-mediated
transformation), the explants and the bacteria suspensions were exposed to ultrasound
for 0, 3, 6 and 9 seconds. It was verified that the immersion time from 3 to 6 seconds
was appropriate to be used in genetic transformation, since it shown the biggest
transient expression areas evaluated by in situ histochemical analysis of the GUS gene,
the biggest number of regenerated structures and less mortality in the A. tumefaciens
cells. The process was optimized when the immersion of the A. tumefaciens suspension
was made 24 hours after the exposition to ultrasound. To make possible to select the
transformed plants it was established the dependence of the hygromycin agent lethality
and the found concentration of the non-transformed selected cells was 7.5 mg.L™ in
cotyledonary hipocotyledonary and leaf tomato explants. It was found that concentrations
above this value were toxic, showing chlorotic and necrotic areas in the explants. A genetic
transformation in tomato and eggplant plants was successfully made to check the relation
between the MIPS gene and the seeds development by 4. fumefaciens containing plasmids

with silencing construction by siRNA to the MIPS gene using a conserved sequence of the
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soy gene GmMIPS. The transgenic nature of the primary regenerators was confirmed by in
situ histochemical tests of GUS and by PCR analysis with specific oligonucleotides initiators.
The analysis of the genetic expression confirmed the MIPS gene silencing and the
morphologic analysis of the fruits confirmed the hypothesis of the relationship between the
myo-inositol-phosphate synthase and the seeds development. However, as shown by
flow-citometry technique, the process of regeneration in vitro used in the tomato plants
transformation protocol changed some transgenic plants to polypoids. This was not

observed in eggplant plants.
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INTRODUCAO GERAL

Em plantas, o mio-inositol-1-fosfato ¢ sintetizado a partir de glicose-6-fosfato
em uma reacao catalizada pela enzima sintase do mio-inositol-1-fosfato (EC 5.5.1.4). O
inositol pode ser convertido em &cido fitico (AF; fitato) (Insp6), a forma mais
abundante de fosfato em sementes de varias espécies. Tem sido sugerido que a rota para
o fitato envolve uma seqiiéncia de fosforilagdo do mio-inositol e, ou, por fosfatidil-
inositol-fosfato. Duas rotas paralelas de biossintese de acido fitico, uma lipideo-
independente e outra lipideo-dependente, foram propostas para plantas superiores
(Brearley e Hanke, 1996; Raboy et al., 2002).

Apesar das numerosas investigacdes fisiologicas de acumulagdes e
armazenamento de fitato (Raboy & Dicknson, 1987; Stevenson et al., 2000; Hitz et al.,
2002), ndo ¢ ainda completamente entendido como plantas sintetizam fitato € como o
metabolismo de fitato ¢ coordenado com a sinalizacdo que envolve outros inositois-
fosfatos.

Além disso, a rota de biogénese do AF em sementes em desenvolvimento ¢é
pouco compreendida. Porém, é conhecido que fosfolipideos de inositol exercem papéis
na membrana exportando, sinalizando e regulando o metabolismo celular que controla o
crescimento; assim como fun¢do de armazenamento de cétions (principalmente K,
Mg*", Ca®" e Zn®"), fungio essa que se torna possivel pela alta densidade dos grupos
fosfatos negativamente carregados, localizados ao redor do anel de mio-inositol (Smart
& Fleming, 1993).

Em algumas espécies de plantas MIPS (sintase do mio-inositol-fosfato) pertence
a uma familia multigénica. Em Arabidopsis thaliana o gene MIPS (Atmips) ¢ formado
por trés genes: Atmips-1 que codifica uma proteinas de massa molecular de 56,5 kD
(Johnson, 1994); Atmips-2 com massa molecular de 56,3 kD (Johnson & Burk, 1995); ¢
Atmips-3, para o qual ndo ha referéncia de sua massa molecular (Ishitani et al., 1996).
Outras espécies, como soja e milho, contem de quatro e sete membros da familia do
gene MIPS, respectivamente (Larson & Raboy, 1998).

Alguns autores encontraram respostas interessantes sobre o mio-inositol e AF
trabalhando com manipulacao genética (Chiera et al., 2004; Shi et al., 2007; Polacco et
al., 2008). Esses estudos ajudam a hipotetizar a rota de biossintese, seus precursores e
destinos de catalise, bem como alguns genes envolvidos e as respostas morfologicas

encontradas nas plantas devido a essas interagoes.



Chiera et al. (2004) utilizaram a estratégia de transgenia para dirigir expressao
de uma fitase durante o desenvolvimento do embrido de soja no local de sintese ou de
armazenamento de AF. Assim, alcangaram a expressdo ectopica da fitase em plantulas
de soja expressado por um promotor especifico de sementes (f-conglicinina).
Observaram reducao de 8% de AF, aumentando 3 vezes em fosforo inorganico (Pi), e
aumentos na retencao total de fosforo (P) em sementes, sem, contudo, demonstrar
efeitos deletérios na germinacgdo e desenvolvimento de sementes.

Linhagens mutantes de milho (Raboy et al., 2000), cevada (Larson et al., 1998),
arroz (Larson et al., 2000) e soja (Wilcox et al., 2000) que apresentavam redugdo
acentuada nos niveis de fitato, ndo demonstraram efeito algum sobre o desenvolvimento
das sementes. Assim como mutantes de milho que apresentam fendtipo com redugdo no
contetdo de AF apresentam aumento na quantidade de mio-inositol e redugdo no mio-
inositol fosfato, mostrando efeito minimo no crescimento e desenvolvimento da planta
(Shi et al., 2005).

Shi et al. (2007), ao utilizarem um promotor embrido-especifico, obtiveram o
silenciamento do transportador ABC em linhagens transgénicas de milho, com sementes
com baixo nivel de AF e alto nivel de Pi, sem, contudo, demonstrar reducdo de massa
seca e na germinagao de sementes.

Richter et al. (2004), estudando sementes de trés mutantes de cevada (Hordeum
vulgare L.) e a redu¢do na demanda de utilizagdo de mio-inositol para a sintese de AF,
encontraram associagdo entre o aumento no teor mio-inositol e o decréscimo da sintese
de AF; as sementes mutantes também continham mais galactinol do que aquelas do tipo
selvagem. Os resultados sugeriram que a acumulagdo da familia oligossacarideos ¢
controlada pelos niveis dos substratos iniciais, mio-inositol e sacarose, e nao ditado
apenas pelos oligossacarideos. Estes oligossascarideos cumprem multiplas fun¢des nas
plantas, e em sementes, possivelmente, protegem estruturas celulares durante a
dessecacdo e constituem reservas de carbono para a germinagao.

Em soja, foram encontrados quatro ESTs (‘Expressed Sequence Tag’) de
GmMIPS com alta homologia: GmMIPS]1, isolado de cotilédone imaturo; GmMIPS2,
isolado de raiz, broto, flor e tegumento da semente; GmMIPS3, isolado de flor, folhas,
gemas e cotilédone; e GmMIPS4, isolado de gemas e vagens jovens (Hegeman et al.,
2001). Esses genes poderiam ser relacionados aos altos contetidos de fitato na
biossintese e reserva de AF nas sementes, bem como sua relagdo na possivel
necessidade das sementes para sua maturagdo ou germinagdo, realocando reservas de

mio-inositol fosfato e minerais das moléculas de AF. Ao se identificar uma mutac¢ao
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misense em soja no gene estrutural MIPS (GmMIPSI) e o mipsl exibiram redu¢do de
50% em AF em sementes, com concomitante aumento em Pi. Além disso, houve
reducdo em galactinol e rafinossacarideos anti-nutricionais, uma vez que mio-inositol-
fosfato também pode ser desfosforilado a inositol, essencial para a sintese de
oligossacarideos sob certas condi¢des (Richter ez al., 2004).

Os resultados anteriormente apresentados por varias pesquisas independentes
sugerem que os altos niveis de fitato ndo sdo requeridos para germinac¢dao de sementes e
crescimento de plantulas.

Nunes et al. (2006) produziram linhagens de soja usando RNA de interferéncia
(RNA)), construido para silenciar o gene mio-inositol-1 fosfato sintase. Observaram a
auséncia de desenvolvimento de sementes nas linhagens em que aprensentaram forte
expressdo do gene inserido, i.e, auséncia de deteccdo do mRNA do gene GmMIPSI.
Além disso, redugdo drastica (de até 94,5%) no contetido de fitato foi alcangada em
linhagens transgénicas. Contudo, os autores relatam que ndo esta claro se a construg¢ao
de RNA; afeta os outros cddigos da familia MIPS expressos em tecidos vegetativos,
pois as plantas transgénicas geradas se apresentaram normais, enquanto as sementes da
progénie herdando o RNA; apresentam previamente aborto de embrido. Os resultados
demonstraram correlacdo positiva entre a expressao do gene GmMIPS] e
desenvolvimento de semente. Refor¢ando a hipotese de que o gene MIPS esteja
envolvido no desenvolvimento das sementes, Hegeman et al. (2001), também
trabalhando com inositol, obtiveram niveis detectdveis de proteina de MIPS,
principalmente durante o desenvolvimento da semente, indicando um nivel de expressao
elevado somente em fases anteriores a cotiledonar embriondria. Isso indica que a
conversao de glicose-6-fosfato para mio-inositol-1-fosfato pode acontecer anteriormente
ao desenvolvimento de sementes. Esses dados demonstram que a alta redug¢@o de AF em
sementes pode ser prejudicial a planta.

Polacco et al. (2008) geraram uma linhagem de soja (CAPPA) na qual uma
fitase periplasmatica de Escherichia coli foi integrada. O produto do gene appA foi
uma fitase ativa, que resultou em reducao de aproximadamente 90% de AF em sementes
e aumentos concomitantes no fosfato livre total. Essas caracteristicas se apresentaram
estaveis ¢ houve marcante reducdo na taxa de germinagdo, mas sem efeitos sobre a
quantidade e massa das sementes.

Verifica-se que, enquanto a interferéncia com MIPS e aappA parecem ter
conseqiliéncias negativas sobre a germinagdo, a supressdo nucleo-especifica do

transportador de ABC em linhagens de milho, a expressao embrido-especifica de fitases
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e mutantes com AF reduzido apresentam pouco ou nenhum defeito de germinagao ou de
rendimento. Efeitos deletérios em sementes, em relagdo a germinagdao e, ou,
desenvolvimento sdo encontrados apenas com reducdo acima de 90% de contetdo de
AF.

Os genes e as correspondentes enzimas MIPS ja foram isolados em mais de 70
organismos diferentes, incluindo procariotos, animais e plantas. Estudos realizados com
as seqliéncias do gene e da proteina MIPS, encontradas em diferentes organismos,
revelaram que seus dominios cataliticos funcionais encontram-se bastante conservados
(Majumder et al., 2003). Esta constata¢do indica que o gene praticamente ndo sofreu
grandes mutagdes ao longo da evolucdo das espécies e, consequentemente, sua
funcionalidade tornou-se indispensavel para o metabolismo de diversos organismos.

A caracterizagdo do gene PeMIPS de Passiflora edulis f. flavicarpa e a analise
filogenética, revelaram que a seqiiéncia de nucleotideos do gene que codifica a regido
PeMIPSI comparada com as seqiiéncias de genes MIPS de 31 espécies de plantas
disponiveis no GenBank e no TIGR (The Institute for Genomic Research), mostraram
elevada similaridade na ordem de 74 a 86% (Abreu & Aragdo 2006). J& as seqii€ncias
de aminoacidos deduzidas usadas para comparar a composi¢do de aminoacidos do
polipeptideo de PeMIPSI com MIPS de outras plantas revelaram similaridade de 85-
93%; dentre as familias estavam Solanaceae e Fabaceae.

Uma possibilidade de encontrar respostas sobre a biossintese do AF, seu papel
no desenvolvimento de sementes e possiveis alteragdes no corpo vegetativo pode estar
na supressao do gene GmMIPS-1 em diferentes plantas; podendo ser realizado mediante
a técnica de RNA; utilizando transformagdo genética via Agrobacterium tumefaciens
(Nunes et al., 20006).

Para a obtencdo de linhagens transgénicas foram escolhidas como plantas-alvo
berinjela e tomateiro, por apresentarem ciclos relativamente curtos, e protocolos de
regeneragao in vitro ja estabelecidos na rotina de nosso laboratério. Além da presenca
de muitas sementes que auxiliaram na correlagdo das andlises moleculares com
caracteristicas fenotipicas apresentadas pelos transformantes, uma vez que o estudo visa
o controle da expressdo génica e estabilidade de transgenes, de modo especial com
énfase no aborto de embrides e desenvolvimento de sementes.

Os dados encontrados no GenBank relacionando a homologia do gene isolado
por Hegeman et al.(2001) GmMIPS1 (DQ323905) e utilizado para silenciar soja (Nunes

et al., 2006) com os genes endogenos de MIPS de Lycopersicon esculentum (atualmente



Solanum lycopersicum) (AF293460.1) mostraram uma sintase de mio-inositol-1-fosfato
(Inps) que apresenta 83% de homologia.

Utilizando a cultura de tecidos, o isolamento do gene GmMIPSI (que contém
alta homologia com o género Solanum), a construgdo de plasmideo contendo o cassete
de interferéncia para silenciamento e transformagdo genética mediada por A.
tumefaciens, propOs-se a transformacao genética das espécies de Solanum melongena L.
e Solanum lycopersicum L. com a técnica de siRNA utilizando o gene GmMIPS-1, a fim
de estudar seu relacionamento com o aborto de embrides e o desenvolvimento de
sementes.

A relagdo de reducdo acima de 90% no contetdo de fitato em sementes com
diminui¢do da quantidade e volume, sugere-se a possibilidade de utilizar a técnica de
silenciamento génico a fim de suprimir a expressdo do gene MIPS, que expressa o mio-
inositol-fosfato, precursor da sintese de fitato. Esse silenciamento podera ser possivel
devido a alta homologia entre as sequéncias de MIPS em diversas espécies. Essa
estratégia pode ser aplicada na obten¢do de sementes abortadas e com reduzida
quantidade de AF, indo de encontro as tendéncias comerciais atuais que visam ao
incremento do valor nutricional pela redugdo de elevados niveis de fitato.

Dessa forma, o presente trabalho objetivou verificar se a alta homologia entre a
seqliéncia encontrada na familia MIPS possibilita a utilizagdo do gene isolado de soja
GmMIPS] para o silenciamento do gene enddgeno de outras espécies, € se O
silenciamento da expressdo da sintase do mio-inositol-fostado estaria de fato
relacionado com o desenvolvimento de sementes em berinjela e tomateiro.

Para atingir tais objetivos, a presente dissertacdao foi dividida em 3 capitulos. O
primeiro, consta da otimiza¢do das condi¢des de desinfestacdo de sementes de
tomateiros (Solanum lycopersicum Mill.) e berinjela (Solanum melongena L.) e
avalia¢ao da influéncia do tipo de vedacdo sobre a qualidade das plantulas e explantes
oriundos das mesmas; o segundo, da avaliacdo do efeito da sonicacdo sobre a
morfogénese in vitro de explantes de tomateiros e sobre a viabilidade de células de
Agrobacterium tumefaciens durante a fase de aplicagdo de SAAT (‘Sonication-assisted
Agrobacterium-mediated transformation’); e o terceiro, da transformagdo genética
mediada por 4. tumefaciens visando ao silenciamento génico mediado por RNAi da

sintase do mio-inositol-fosfato, utilizando-se o gene GmMIPS].
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CAPITULO 1

Germinacio e estabelecimento in vitro de berinjela e
tomateiro e avaliacao de qualidade de plantulas de tomateiro

sob diferentes vedacoes



1.1 INTRODUCAO

O tomateiro e a berinjela pertencem a familia Solanaceae e podem ser
consideradas espécies modelos para trabalhos de regeneragdo in vitro e transformagao
genética. Todavia, o sucesso dos protocolos de transformacgao genética dessas espécies €
dependente de uma série de fatores dentre os quais pode-se citar o gendtipo envolvido, o
tipo de explantes, dentre outros (Otoni ef al., 2003; Collonier et al., 2001., Costa et al.;
2007; Picoli et al., 2007).

Sabe-se que os processos de morfogénese in vitro comumente sdo afetados por
diversos fatores do meio de cultura, como os reguladores de crescimento, a composi¢ao
salina e orgénica, o tipo de agente gelificante, dentre outros; e do ambiente fisico como
a irradidncia, a temperatura, a umidade, o tipo de vedacdo e as trocas gasosas (Joy Iv &
Thorpe, 1999; Piqueras & Debergh, 1999; Shim et al., 2003; Chen, 2004; Zobayed,
2006; George, 2008). Além disso, segundo George (2008) outros fatores contribuem
para o efeito do regulador de crescimento na organogénese do tecido ou 6rgdo em
cultivo, tais como: o tipo de cultivo (meio semi-solido e liquido), o genotipo da planta
matriz e fatores relacionados ao explante (posicao e idade do tecido de origem).

A qualidade fisiologica da planta matriz ¢ de fundamental importancia ao
sucesso das respostas morfogénicas in vitro. Diante disso, a adequagdo de fatores do
meio de cultivo e do ambiente ¢ imprescindivel para a garantia de uma populacido de
plantas com caracteristicas morfoldgicas, nutricionais e fisioldgicas adequadas. Dentre
esses fatores do ambiente estdo as trocas gasosas. E crescente o interesse e os trabalhos
que tém revelado que fatores ambientais afetam consideravelmente o crescimento e
desenvolvimento das plantulas in vifro. Estes estudos sugerem que o controle do
ambiente pode vir a se tornar uma estratégia essencial para obter plantulas de elevada
qualidade com sincronia no processo € baixos custos de producdo (Nguyen & Kozai,
1998; Zobayed et al., 2004; Zobayed, 2006).

A modificacdo da concentracdo de gases no espago interno e a troca gasosa
afetam o crescimento e a morfogénese de diversas espécies em diferentes sistemas da
cultura in vitro (Marino & Berardi, 2004; Zobayed, 2006; Ribeiro et al., 2009). O meio
nutriente e a concentragdo de dgua proporcionam umidade relativa muito elevada no
interior dos recipientes de cultivo, resultando na baixa transpiracdo, problemas
fotossintéticos, baixas taxas de absorcdo de 4gua e nutrientes e taxas de respiragdo
elevadas, reduzindo conseqilientemente as taxas de crescimento do explante (Kozai et

al., 1997a). Pode-se reduzir a umidade relativa utilizando-se de filtros permedveis a
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gases, como o poliuretano e polipropileno (Zobayed, 2000) e ventilagdo forgada
(Zobayed et al., 2001; Zobayed, 2006). Dessa maneira, aumenta-se as trocas gasosas, €
a atmosfera interna dos frascos de cultura fica menos contrastante daquela encontrada
no ambiente externo (Gongalves, 2008). Com o aumento das trocas gasosas, observa-se
que o crescimento ¢ a taxa de fotossintese das plantulas in vitro aumentam (Nguyen et
al., 1999), os estomatos apresentam funcionamento normal (Zobayed et al., 2001), e
desenvolvimento da cuticula (Jeong et al., 1995).

Em geral, os trabalhos que envolvem o cultivo in vitro e a transformagao
genética de tomateiro ou de berinjela baseiam-se em explantes juvenis, estabelecidos
mediante a germinagdo in vitro de sementes (Collonier et al., 2001; Otoni et al., 2003;
Bathia et al., 2004; Costa et al., 2007; Picoli et al., 2007). Sendo assim, as variagdes
decorrentes de diferentes origens e lotes de sementes sdo esperadas, uma vez que a
época de produgdo, o local de cultivo e a ocoréncia de pragas ¢ doencas afetaram a
qualidade fisiologica das sementes, bem como a ocorréncia de microrganismos
residentes nas mesmas, de modo especial endofiticos, patogénicos ou ndo.

E premissa da cultura in vitro o estabelecimento de material asséptico, isento de
contaminagoes, para que haja sucesso nas manipulagdes. Ha, portanto, necessidade de
estabelecer plantas e avaliar metodologias eficientes de desinfestagdo para atender essas
demandas. Sao variados os agentes desinfestantes, tanto em composicao quimica,
toxidez e eficiéncia relativa na desinfestacdo (Gamborg & Phillips, 1995; Rocha, 1999;
Silva et al., 2003; Moraes, 2007). Porém, o hipoclorito de sddio ¢ o agente desinfestante
mais amplamente utilizado, podendo variar a sua forma de tratamento, quer mediante a
imersdo em solugdes ou em camara de gases (Di et al., 1996; Nogueira, 2000).

Dessa maneira, o presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia das
técnicas de desinfestacdo na obten¢do de plantulas isentas de contaminantes em
tomateiro (Solanum lycopersicum Mill.) e berinjela (Solanum melongena L.) e do tipo
de vedagdo nas caracteristicas morfologicas de S. lycopersicum durante a fase de
germinagdo a fim de melhorar a qualidade dos explantes para posterior utilizagdo na

transformagdo genética.
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1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Desinfestacido de sementes de berinjela
1.2.1.1 Teste de sanitizagao com camara de gas de cloro.

As sementes de berinjla Long Purple foram selecionadas e dispostas sobre vidro
relogio. A camara de gas foi composta por um béquer de 1 litro de capacidade contendo
50 mL de solucdo hipoclorito a 2,5% de cloro e um suporte de elevacdo para o
recipiente de vidro contendo as sementes. Adicionou-se a cimara de gas 3,0 mL de HCl
6N sobre a solugdo de hipoclorito de sédio (NaClO) a 2,5% e lacrou-se imediatamente
com trés camadas de plastico cloreto de polivinila (PVC).

O experimento seguiu o delineamento inteiramente casualizado e foi composto
por quatro tratamentos assim distribuidos: (i) 24 horas em cdmara de gas, vedag¢do dos
tubos de cultura com tampa rigida de polipropileno (PP) e selamento com plastico de
PVC; (ii) 48 horas em camara de gas, vedacdo dos tubos de cultura com tampa PP e
selamento com PVC; (ii1) 24 horas em camara de gas, e vedagao dos tubos de cultura
com tampa de PP e selamento com fita Micropore™; (iv) 48 horas de gas, vedagio dos
tubos de cultura com tampa de PP ¢ selamento com fita Micropore®. Cada tratamento
foi composto por dez unidades experimentais, sendo cada unidade representada por um
tubo contendo trés sementes, totalizando 4 tratamentos, 40 tubos € 120 sementes.

O meio de germinagdo foi constituido dos sais de MS (Murashige & Skoog,
1962) forga total suplementado com vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), 0,1 g.L"' de
mio-inositol, 20 g.L'1 de sacarose, 6,5 g.L'1 de agar Merck® e pH 5,8 £ 0,2. O
experimento foi mantido em sala de crescimeto sob fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 26 + 2 °C ¢ irradidncia de 37 + 4 pmol.m’s™.

Foram avaliadas, ao vigésimo dia do inicio do experimento, as freqiiéncias de

contaminagdo e germinacgao.

1.2.1.2 Teste de sanitizagdo com imersao em solugdo de hipoclorito

As sementes inicialmente foram selecionadas e acondicionadas em camara

perfurada feita de embalagem de filme fotografico, onde permaneceram durante todo o
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processo de desinfestagdo. A camera perfurada foi mantida dentro de um frasco estéril
tipo Magenta (Sigma Chem, EUA) com tampa, onde se realizou os banhos de
esterilizacdo e os molhos.

A primeira etapa para a sanitiza¢do ocorreu com a imersao em etanol 70% por 1
minuto, seguido por 20 minutos em solug¢do de hipoclorito de sddio a 1,25 % de cloro
acrescido de 2 gotas de Tween 20 para cada 100 mL de solugdo e enxagilies em agua
deionizada e estéril por trés vezes consecutivas, representando o controle do
experimento (tratamento 1). Esse processo repetiu-se a cada 12 horas sendo uma camara
mantida sob imersdo em agua deionizada estéril e outra camara em solugdo de
hipoclorito de sddio a 0,13% de cloro ativo (5 mL de solucao de NaClO a 2,5% de cloro
em volume final de 100 mL), compondo os tratamentos planejados em um fatorial 2 x 7
(2 solugdes e 7 tempos) representados na tabelal.

Durante o periodo de molho as Magentas estéreis contendo as camaras
perfuradas com as sementes foram mantidas sob agitacdo orbital de 100 rpm, a
temperatura de 26 + 2°C.

Tabela 1. Tratamentos utilizados para desinfestagdo de sementes de berinjela, testando submersdo em
agua deionizada estéril ou solugdo de hipoclorito de sédio (NaClO) a 0,13% de cloro sob tempos

crescentes de exposi¢ao. Tratamento 1: controle: desinfestagdo sem submersdo; Tratamento 2: submersio
de agua deionizada estéril; Tratamento 3: submersdo de solugdo de hipoclorito de sédio a 0,13% de cloro

Tempo total | Quantidade total Solucdo de imersao
de imersdo de desinfestagdes | Agua destilada | Hipoclorito  de
autoclavada s6dio 0,13%
0 1 Tl
Tratamentos 12 2 T2 T8

24 3 T3 T9
36 4 T4 T10
48 5 T5 T11
60 6 T6 T12
72 7 T7 T13

Cada tratamento foi composto por 10 unidades experimentais sendo cada
unidade representada por 1 tubo contendo 3 sementes, totalizando 13 tratamentos, 130
unidades experimentais ¢ 390 sementes.

O meio de germinag¢do foi constituido como descrito no item 1.2.1.1. O
experimento foi mantido em sala de crescimento conforme o item 1.2.1.1. Foram
avaliadas, ao vigésimo dia do inicio do experimento, as freqiiéncias de contaminagdo e

de germinacao.

12



1.2.2 Desinfestacao de sementes de tomateiro
1.2.2.1 Sanitizagdo com camara de gas de cloro

Para a desinfestacao de sementes de tomateiro testou-se o método camara de gas
(Di et al., 1996) comparativamente ao descrito por Nogueira (2000).

Para esse experimento foram utilizadas sementes da cultivar Santa Clara obtida
no comércio local. Inicialmente as sementes foram contadas e selecionadas. Estas
sementes foram dispostas sobre vidro relogio a ser exposto em camara de gas, como
descrito no item 1.2.1.1.

O experimento seguiu o delineamento inteiramente casualizado e foi composto
por trés tratamentos assim distribuidos: (i) 30 horas de camara de gas contendo vedacao
de PVC; (i1) 30 horas de camara de gas contendo vedagdao com tampa PP contendo 1
membrana (1M); (iii) 30 horas de cdmara de gas contendo vedacdo com tampa PP
contendo 2 membranas (2M) MilliSeal® air vent de 0,22 um de poro (Millipore, Japao).

Cada tratamento foi constituido de quatro unidades experimentais, cada unidade
experimental foi representada por um frasco contendo 15 sementes em 40 mL de meio.
O meio utilizado para a germinacao foi constituido de sais MS meia forga, vitaminas de
Nitsch e Nitsch (Nitsch & Nitsch, 1969), 0,1 g.L'1 de mio-inositol, 20 g.L'1 de sacarose,
6,5 gL' de agar Merck™ e pH 5.8 + 0,2. O experimento foi mantido em sala de
crescimento como descrito no item 1.2.1.1. As avalia¢cdes ocorreram ao vigésimo dia
ap6s o inicio do experimento, € quantificou-se o nimero de sementes contaminadas e

sementes germinadas nos diferentes tratamentos.

1.2.2.2 Sanitizagao com imersao em solucao de hipoclorito de s6dio (NaClO)

As sementes inicialmente foram selecionadas e acondicionadas em camara
perfurada feita de embalagem de filme fotografico, onde permaneceram durante todo o
processo de sanitizagdo. A camera perfurada foi mantida dentro de um frasco estéril tipo
Magenta com tampa. A primeira etapa para a sanitizacdo ocorreu com a imersao em
etanol 70% por 1 minuto, seguido por 20 minutos em solu¢do de NaClO a 1,25 % de
cloro acrescido de 2 gotas de Tween 20 para cada 100 mL de solugdo, e enxagiie em

agua deionizada e estéril trés vezes seguidas; em seguida as sementes permaneceram em
13



molho em solu¢do de NaClO a 0,13% de cloro (5 mL de solugdo de NaClO a 2,5% de
cloro em volume final de 100 mL) durante 12 horas mantidos em agitacdo orbital de
100 rpm a temperatura de 26 + 2°C. Apds a permanéncia nessa solucdo, nova
desinfesta¢do foi realizada como descrito anteriormente. Decorridos os trés enxagiies
em agua deionizada autoclavada as sementes foram cultivadas em meio de cultura
referente aos tratamentos.

O delineamento aplicado foi inteiramente casualizado e os tratamentos foram
assim distribuidos: (i) imersdo em cloro a 1,25% e vedagao com PVC; (ii) imersdao em
cloro a 1,25% e vedagdo com tampa PP contendo 1M MilliSeal®; (iii) imersdo em cloro
a 1,25% e vedacdo com tampa PP contendo 2M MilliSeal®.

Cada tratamento foi constituido de quatro unidades experimentais, e cada
unidade experimental representada por um frasco de 250 mL de capacidade, contendo
cada um 15 sementes. O meio utilizado para a germinagao foi constituido como descrito
no item 1.2.2. O experimento foi mantido em sala de crescimento como descrito no item
1.2.1.1. As avaliagdes ocorreram ao vigésimo dia ap6s o inicio do experimento, e
quantificou-se o numero de sementes contaminadas e sementes germinadas nos

diferentes tratamentos.

1.2.3 Efeito do tipo de vedacio na qualidade de explantes de hipocotilos e

cotilédones de tomateiro, visando a transformacao genética

As sementes do cultivar de tomateiro Santa Clara foram desinfestadas conforme
Nogueira (2000). Em seguida, foram cultivadas em frascos contendo 40 mL de meio
nutritivo. O meio utilizado para a germinacdo foi constituido como descrito no item
1.2.2.1.

Os frascos de cultivo in vitro de 250 mL de capacidade foram vedados com
diferentes sistemas, constituindo os seguintes tratamentos: (i) tampas de PP; (ii) tampas
de PP contendo 1M MilliSeal®; e (iii) Tampas de PP contendo 2M MilliSeal®. Cada
tratamento conteve quatro unidades experimentais ¢ cada unidade experimental foi
representada por um frasco contendo 20 sementes das quais foram retiradas 15 plantulas
e avaliadas as caracteristicas morfogénicas. O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado.

O experimento foi mantido em sala de crescimento como descrito no item

1.2.1.1.
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Apds 15 dias de cultivo in vitro, foram avaliadas as varidveis: area cotiledonar
(cm?®); comprimento do hipocétilo (cm); massa fresca de raiz (g); massa fresca de
hipocoétilo (g); massa fresca de cotilédone (g); massa seca de raiz (g); massa seca de

hipocotilo (g) e massa seca de cotilédone (g).

1.2.4 Efeito do genotipo em relacio a aeracido na obtencdo de explantes de

segmentos de hipocotilos e de cotilédones para a transformacio genética

As sementes das cultivares de tomateiros Moneymaker, NCEBR-2 e Santa Clara
foram desinfestadas de acordo com metodologia proposta por Nogueira (2000) e, em
seguida, cultivadas em frascos contendo 40 mL de meio nutritivo. O meio utilizado para
a germinacao foi constituido como descrito no item 1.2.2.1.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casusalizado em esquema fatorial 3x4
sendo trés gendtipos: (‘Moneymaker’, ‘NCEBR-2’ e ‘Santa Clara’) e quatro vedacdes
(tampas rigidas de PP, contendo uma ou duas membranas MilliSeal” e plastico PVC),
onde cada tratamento conteve quatro unidades experimentais e¢ cada unidade
experimental foi representada por um frasco de 250 mL de capacidade contendo 20
sementes. As caracteristicas morfogénicas foram avaliadas a partir da retirada de 15
plantulas. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado.

O experimento foi mantido sob fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 26 +
2°C ¢ irradiéncia de 37 + 4 pmol m™ s

Apo6s 15 dias de cultivo in vitro foram avaliadas as variaveis area cotiledonar

(cm?) e comprimento hipocétilo (cm).

1.2.5 Analise de dados

As variaveis foram analisadas e quantificadas e os dados dos experimentos
foram submetidos ao teste de Lilliefors, para verificagdo da homogeneidade de variancia
e da distribuicdo normal dos dados; comprovado a distribui¢do normal, os dados
experimentais foram submetidos ao teste de variancia ANOVA a 5% de probabilidade e
as médias foram analisadas pelo teste estatistico de comparagdo de médias Tukey, a 5%
de significancia. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico

Genes (Cruz, 20006).
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1. Desinfestacio de sementes de berinjela e de tomateiro

Na esterilizagdo superficial de sementes de berinjela, ao se realizar o teste de
imersdo em solucdo de cloro comprovou-se que o tempo necessario de desinfestagdo
pode ser menor de 72 horas evidenciadas através de modificagdes no protocolo inicial.
Estas modificacdes empregaram imersdes de desinfestacdo a cada 12 horas e variagdo
no tempo de exposi¢ao ao tratamento e a solugdao de imersao.

A resposta das varidveis contaminacdo e germinacdo em relacdo a aplicagcdo dos
diferentes tempos de imersao com agua deionizada estéril pode ser obervada nas figuras
1 ¢ 3A-B. A varidvel germinagdo nao foi afetada, ndo demonstrando variagdo
significativa entre os tratamentos; comprovando que a composi¢do da solugdo de
imersdo e os tempos submetidos ndo prejudicaram a germinacdo in vitro; ao contrario,
percebe-se acréscimo nas médias de germinacdo em relagdo ao acréscimo do tempo de
imersdo no desinfestante.

A variavel contaminagdo mostrou-se significativa entre os tempos de exposi¢ao
ao tratamento e teve a menor média com o tempo de imersdo de 72 horas em conjunto
com desinfestagdes a cada 12 horas durante este periodo, apesar de nao diferir

estatisticamente aos tratamentos de 36, 48 e 60 horas de imerséo.
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Figura 1 - Tratamento de sementes de berinjela com imersdo em agua deionizada
autoclavada e desinfestacdo a cada 12 horas. Médias de germinacdo e médias de
contaminagdo em unidades de sementes. No eixo das abcissas o primeiro algarismo
corresponde ao tempo de imersdo em horas e o segundo algarismo corresponde a
quantidade de desinfestagdes. Médias seguidas de mesmas letras, para uma mesma
variavel, ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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Na imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio a 0,13% de cloro, a varidvel
germinagdo foi afetada pelos tratamentos (Figuras 2 e 3C-D), apresentando diminui¢ao
em sua média em relagdo ao acréscimo ao tempo de imersdo, sugerindo que a
composi¢ao da solucdo ¢ prejudicial ao embrido, ndo sendo contabilizado germinagao
nas imersdes com tempos superiores a 36 horas (Figura 2), resposta contraria aquela das
sementes expostas ao tratamento com agua deionizada (Figura 1).

No entanto para a variavel contaminagdo, as médias foram decrescendo a
medida que aumentaram o tempo de exposicao ao desinfestante, ndo sendo encontradas

contaminagdes em tratamentos com tempos superiores a 36 horas.
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Figura 2 - Tratamento de sementes de berinjela com imersdo em solugdo de 0,13% de
cloro e desinfestagdo a cada 12 horas. Médias de germinacdo e médias de contaminagao
em unidades de sementes. No eixo das abcissas o primeiro algarismo corresponde ao
tempo de imersdo em horas e o segundo algarismo corresponde a quantidade de
desinfestagdes. Médias seguidas de mesmas letras, para uma mesma variavel, ndo
diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.

Os resultados sugerem que os tratamentos com imersdo em solugdo de
hipoclorito de s6dio acima de 36 horas afetam drasticamente a viabilidade das sementes,
porém propiciam uma melhor desinfestacdo, evidenciando a interagdo agente
desinfestante x tempo de exposicdo. Dessa forma, sugere-se a realizacdo da
desinfestagdo de sementes de berinjela, utilizando a desinfestagdo mediante imersdo em
agua deionizada durante 36 horas, realizando desinfestagdo com NaClO 1,25% de cloro

durante 20 minutos a cada 12 horas até a finalizacdo do tempo de imersao.
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Figura 3 — Aspecto da germinagdo in vitro de sementes de berinjela submetidas a
diferentes tratamentos de desinfestacao. A ¢ B - Tratamentos conduzidos com imersao
em agua deionizada autoclavada; C e D - Tratamentos conduzidos com imersdo em
solugdo de hipoclorito de sodio a 0,13% de cloro.

Para tomateiro, a metodologia de desinfestagdo descrita por Nogueira (2000)
confirmou-se como sendo a melhor indicada, apresentando contaminacao entre 0 a 5% e
germinagdo entre 85 a 100%. As plantulas apresentaram morfologia normal e sincronia

na germinacao (Figura 4).

Figura 4 - Teste de desinfestacao utilizando imersdo com hipoclorito de sédio a 1,25%
de cloro (Nogueira, 2000) e diferentes sistemas de vedacdo (A) vedacdo com plastico
PVC; (B) vedagao com tampa PP com 1M; (C) vedagdo com tampa PP com 2M. Barra
=1cm.

No experimento para a sanitizagdo das sementes de berinjela, apds verificar a
ineficiéncia do procedimento usual de imersao em 1 minuto em etanol 70%, 20 minutos
de hipoclorito de sodio a 1,25 % de cloro, buscou-se protocolos alternativos que
propiciassem plantulas sadias e com sincroniza¢do no processo germinativo, portanto
com reflexos positivos sobre o potencial regenerativo in vitro.

Nesse sentido, foi empregada a cadmara de gas de cloro e a vedagao, de maneira a
avaliar possiveis incrementos no desenvolvimento das plantulas de berinjela. Todavia,
nesse teste ndo houve diferenca entre os tratamentos, resultando em taxas de 100% de

descontaminagcdo e 0% de germinacdo das sementes em todos os tratamentos,
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evidenciando que a cAmara de gas de cloro mostrou-se muito toxica para tal finalidade,
ocasionando provavelmente a morte dos embrides. Isso inviabilizou a avaliagdo de
caracteristicas morfologicas das plantulas em resposta as vedagdes.

Resultados semelhantes aos encontrados em sementes de berinjela foram
encontrados em sementes de tomate, quando o processo de desinfestacdo realizou-se
com gas cloro. A desinfestacdo envolvendo a cdmara de gas como procedimento de
desinfestagdo se apresentou prejudicial a germinagdo, impossibilitando qualquer
quantifica¢do de germinag@o nos dos tratamentos envolvendo o cloro gasoso.

Segundo Domini et al. (2005), o mecanismo de agdo do cloro ndo é bem
conhecido, embora algumas hipoteses sugiram que hd uma combinagao com proteinas
da membrana celular, formando compostos toxicos e levando a inibicdo de enzimas
essenciais, provocando assim a necrose nao s6 dos agentes infestantes, mas também do
material bioldgico. Os autores recomendam que seja utilizada uma solugdo de NaClO
com a menor concentracao possivel de cloro, para evitar danos ao tecido do explante.

Em soja tém sido, principalmente, usados para a desinfestacdo superficial de
sementes a esterilizacdo a seco (gas cloro) ou umida (2 base de hipoclorito de so6dio a
1%) (Di et al., 1996). A desinfestagdo a seco € vantajosa porque requer pouco trabalho e
possibilita a armazenagem das sementes desinfestadas. Entretanto, prolongadas
exposicoes das sementes pode causar efeitos adversos na germinagao e, ou regeneracao.
A diferenca da eficiéncia do protocolo de desinfestacdo entre as sementes de soja (Di et
al., 1996), berinjela e tomateiro pode ser explicada pelas caracteristicas morfologicas
das sementes; como a soja contém um endosperma de maior volume, poderia ter
fornecido ao embrido protecdo ao agente desinfestante gas de cloro. Assim, o tipo e os
parametros de desinfestacdo devem ser determinados para cada tipo de explante.

Em cultura de tecidos, a eliminacdo de macro ou microrganismos localizados
sobre o explante ¢ efetuada mediante a imersdo do propagulo em substancias quimicas,
quer liquidos ou gases (George, 1983). A contaminacao, freqiientemente, origina-se pela
introducdo em cultura de explantes contaminados com microrganismos endofiticos ou
microrganismos resistentes ao processo de desinfestacdo. O manejo de contaminantes
na cultura in vitro de células e tecidos vegetais depende do uso de plantas estoques
livres de patogenos e da combinagdo de métodos de desinfestagdo e/ou cultura de
meristemas para o estabelecimento de culturas livres de patdgenos e contaminantes
(Cassells, 2000; Leifert & Cassels, 2001).

De acordo com George (1993) a concentragdo e o tempo de exposi¢ao aos

agentes desinfestantes dependem do material vegetal e diferentes partes da planta
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apresentam respostas variadas quanto a sensibilidade dos tecidos. Para isso os produtos
quimicos utilizados na desinfestacdo devem ser avaliados previamente dentro de um
esquema fatorial, concentracdo versus tempo, para verificar o seu impacto sobre o
explante. A descontaminagdo do explante bem como todo o processo de assepsia ¢ um
desafio para o inicio de uma cultura de tecidos vegetais na fase de estabelecimento in
vitro (Moraes et al., 2007).

Apesar de simples, a méd escolha do método de desinfestacdo pode prejudicar
etapas essenciais para o estabelecimento e condu¢do de cultivo in vitro de explantes
vegetais como a germinacao de sementes e desenvolvimento de explantes (Barrueto Cid
& Zimmermann, 2006).

Segundo Grattapaglia e Machado (1998) o processo de desinfestacdo dos
explantes ¢ fator fundamental para as demais etapas do estabelecimento in vitro. O
etanol e os compostos a base de cloro sdo as substidncias com agdo germicida mais
utilizado nesse processo. O hipoclorito de s6dio ou de calcio mostra grande eficiéncia
na desinfestacdo de sementes, eliminando fungos e bactérias, promovendo aumento no
total de plantulas germinadas a partir de sementes tratadas.

Moraes (2007) testou diferentes concentragdes de hipoclorito de sddio e tempo
de exposicdo ao hipoclorito e concluiu que as concentragdes de 2, 3 e 4% NaClO
reduzem substancialmente a contaminacao das gemas axilares, porém a sobrevivéncia
das gemas axilares ¢ afetada com o aumento da concentragdo e do tempo de exposi¢ao
ao NaClO; resultando em uma concentra¢ao de 2% de hipoclorito de sédio durante 10
minutos um indice aceitavel de contaminagdo e sobrevivéncia das gemas axilares do
abacaxizeiro testado.

Sem duvidas, a contamina¢do microbiana ¢ um dos mais sérios problemas
afetando a cultura in vitro de células e tecidos vegetais. Embora o entendimento sobre a
identidade, fontes ¢ epidemiologia dos diferentes contaminantes microbianos tenham
avangado consideravelmente nos ultimos anos (Leifert ez al., 1994; Leifert & Cassels,
2001), a deteccao de contaminantes bacterianos latentes e a eliminagao da contaminagao
fingica e bacteriana de culturas estabelecidas in vitro permanecem a espera do
desenvolvimento de melhores estratégias.

Dessa forma, verifica-se que diferentes métodos de desinfestacdo ndo se
empregam a todos os tipos de explantes ou materiais vegetais, sendo necessaria

adequacdo do sistema de desinfestagdo em relagdo ao explante utilizado.
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1.3.2 Efeito da aeracio na obtencao de explantes de hipocotilos e cotilédones.

A aeragdo aplicada na etapa de germinacdo da semente comprova a associacao
de desenvolvimento x aeragdo. Essa condicdo de cultivo pode aumentar a transpiragdo
favorecendo as caracteristicas estruturais da parte aérea, resultando em ganhos
significativos de area cotiledonar (Figura 5) e comprimento de hipocétilo (Figura 6).

As maiores massas fresca e seca de cotilédones podem ser reflexo de maiores
trocas gasosas permitidas pelo tipo de vedacdo, resultando em maior transpiracdo e
efetiva elevacdo de dgua e minerais do meio, favorecendo o desenvolvimento da

plantula (Figuras 7-11).
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Figura 5 - Médias de éarea cotiledonar (cm?) de tomateiro relacionadas aos tratamentos
de aeragdo: tampa de polipropileno (Tampa PP), tampa de PP com 1 membrana (1M) e
tampa de PP com 2 membranas (2M). Médias seguidas de mesmas letras nao diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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Figura 6 - M¢dias de comprimento de hipocdtilo de tomateiro em centimetros
relacionadas aos tratamentos de aeragdo: tampa de polipropileno (Tampa PP), tampa de
PP com 1 membrana (IM) e tampa de PP com 2 membranas (2M). Médias seguidas de
mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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Figura 7 - Médias de massa fresca do cotilédone de tomateiro em gramas relacionadas
aos tratamentos de aeracdo: tampa de polipropileno (Tampa PP), tampa de PP com 1
membrana (1M) e tampa de PP com 2 membranas (2M). Médias seguidas de mesmas
letras ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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Figura 8 - Médias de massa fresca do hipocétilo de tomateiro em gramas relacionadas
aos tratamentos de aeracdo: tampa de polipropileno (Tampa PP), tampa de PP com 1
membrana (1M) e tampa de PP com 2 membranas (2M). Médias seguidas de mesmas
letras ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.

Figura 9 - Médias de massa seca de raiz de tomateiro em gramas relacionadas aos
tratamentos de aerac¢do: tampa de polipropileno (Tampa PP), tampa de PP com 1
membrana (1M) e tampa de PP com 2 membranas (2M). Médias seguidas de mesmas
letras ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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Figura 10 - Médias de massa seca do hipocoétilo de tomateiro em gramas relacionadas
aos tratamentos de aeragdo: tampa de polipropileno (Tampa PP), tampa de PP com 1
membrana (1M) e tampa de PP com 2 membranas (2M). Médias seguidas de mesmas
letras ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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Figura 11 - Médias de massa seca dos cotilédones de tomateiro relacionadas aos
tratamentos de aerac¢do: tampa de polipropileno (Tampa PP), tampa de PP com 1
membrana (1M) e tampa de PP com 2 membranas (2M). Médias seguidas de mesmas
letras ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.

1.3.3 Efeito do genotipo de tomateiros crescidos in vitro sob os diferentes tipos de
vedacio, na obtencio de explantes de hipocétilos e cotilédones a serem utilizados

na transformacio genética

Sabe-se que diferentes espécies ou até mesmo cultivares dentro da mesma
espécie podem se comportar de maneira variada quanto as respostas da inducdo ao
cultivo in vitro. Dessa forma, para se comprovar que os ganhos morfogénicos
relacionados aos diferentes sistemas de vedagdo respondem predominantemente as
caracteristicas de ambiente in vitro e ndo ao fator genotipo, o teste de trocas gasosas foi

repetido utilizando as cultivares Moneymaker, NCEBR-2 e Santa Clara.
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Confirmou-se a tendéncia de resposta morfogénica entre os explantes e o
ambiente in vitro produzidos pelos diferentes tipos de vedacao. Houve acréscimos na
variavel area cotiledonar, onde se verifica aumento significativo com o aumento da
aeracdo do sistema (Figura 13), mesmo a area cotiledonar sendo fortemente determinada
pelo fator genotipo (Figura 14),

Para comprimento de hipocotilo, foram observadas diferengas entre os sistemas
de vedacdo dentro de um mesmo gendtipo (Figura 15), porém esse ndo seguiu a
tendéncia em relacdo a maior aeragdo, sendo encontradas maiores médias em sistema de
vedagdo ‘tampa PP’ para as cultivares Moneymaker ¢ NCEBR-2. O fator genotipo
também demonstrou diferencas significativas entre as cultivares (Figura 16).

Como se pode verificar na figura 12, h4 um acréscimo de estrutura e expansao
nos explantes a medida que o sistema in vitro possui maiores trocas gasosas,
possibilitadas pelas membranas utilizadas nas tampas de vedagdo. Visualiza-se o
favorecimento das caracteristicas estruturais da parte aérea como maior area cotiledonar
e a qualidade dos éapices caulinares formados. Os &pices caulinares ainda que nio sejam
foco do estudo, representam visualmente as respostas das plantulas ao ambiente in vitro

sendo estas apresentadas com melhores estruturas e desenvolvimento quando o emprego

de aeragdo ¢ maior.

Figura 12 - Frascos de cultura in vitro representando o desenvolvimento de plantulas de
tomateiros desenvolvidas sob diferentes sistemas de vedagdo e detalhes dos respectivos
apices caulinares. A - filme plastico PVC; B - tampa rigida de polipropileno (PP); C -
tampa PP com 1 membrana e D - tampa PP contendo 2 membranas. Barra = 0,2 cm.
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Figura 13 - Médias de area cotiledonar de tomateiros relacionadas aos tratamentos de
sistemas de vedacdo: filme plastico PVC (Plastico PVC), tampa de polipropileno
(Tampa PP), tampa de PP com 1 membrana (IM) e tampa de PP com 2 membranas
(2M). Médias seguidas de mesmas letras, dentro de cada vedagdo, ndo diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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Figura 14 - Médias de area cotiledonar de tomateiros relacionadas aos gendtipos de
tomateiros ‘Moneymaker’, ‘NCEBR-2’ e ‘Santa Clara’. Médias seguidas de mesmas
letras, dentro de cada vedagdo, ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de
significancia.
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Figura 15 - Médias de comprimento de hipocotilo de tomateiros relacionadas aos
tratamentos de sistemas de vedagdo: filme plastico PVC (Plastico PVC), tampa de
polipropileno (Tampa PP), tampa de PP com 1 membrana (1M) e tampa de PP com 2
membranas (2M). Médias seguidas de mesmas letras, dentro de cada vedacgdo, ndo
diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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Figura 16 - Médias de comprimento de hipocotilos relacionadas aos gendtipos de
tomateiros ‘Moneymaker’, ‘NCEBR-2’ e ‘Santa Clara’. Médias seguidas de mesmas
letras, dentro de cada vedagdo, ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de
significancia.

Resultados semelhantes foram obtidos por Lai er al. (1998) onde foi
demonstrado que o controle de gases na atmosfera interna dos frascos, através de
sistemas de ventilagdo, pode resultar em melhor rendimento e qualidade dos brotos de
Carica papaya. Esses sistemas consistem na utilizagdo de tampas com membranas
facilitadoras de trocas gasosas, impedindo o acumulo de gases, entre estes o etileno.

Sob um grande numero de trocas gasosas, Nguyen et al. (1999) observaram
aumento na massa fresca, no comprimento dos brotos e na raiz e na area foliar das
plantulas ex vitro de café cultivadas fotoautotroficamente no substrato Florialite®,
resultado que indica que o micro-ambiente dos frascos, incluindo atmosfera e rizosfera,
tem fungdes decisivas no crescimento das plantulas. Essas condigdes de cultivo podem
aumentar a absor¢ao de agua e minerais devido a evapotranspiragdo ocorrer em maior
intensidade.

Em jojoba, a comparagdo entre propagulos crescidos em condi¢des de ventilagao
restrita ¢ os propagulos sob aeragdo, mostrou que os ultimos tornam-se menos
propensos a hiperidricidade, mais lignificados e mais resistentes a perda de dgua para o
ambiente. Em adicdo, nos cultivos aerados, os autores observaram que a deposicao de
parede celular na superficie da folha foi maior, o sistema vascular mais desenvolvido
com incrementos na area foliar e massa seca (Mills et al., 2004).

No cultivo in vitro de Herreria salsaparilha, a vedagdo com tampa com filtro
facilitou a perda de agua do sistema e permitiu que a concentracdo de oxigénio no
interior dos frascos fosse semelhante & encontrada no ambiente externo. Utilizando-se

esse tipo de vedagdo, as condi¢des de cultivo se mantiveram mais proximas as
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condi¢des do ambiente externo, se comparadas a outros tratamentos (Gongalves et al.,
2008).

Sciuti & Morini (1995) relataram que a elevada umidade relativa no interior dos
frascos pode influenciar caracteristicas anatomicas fisiologicas e morfologicas. Kozai et
al. (1997b) reforcaram os estudos sobre as diferencas anatomicas, afirmando diferencas
na organizagdo celular das células do parénquima, como maior espagamento entre as
células conferindo maior espago apoplasmatico, gerado por alta umidade refletindo em

explantes sensiveis e de textura tenra.

1.4 CONCLUSOES

Para a desinfestagdo das sementes de berinjela, comprovou-se que tratamentos
utilizando imersdo em d4gua deionizada em conjunto com as desinfestacio com
hipoclorito de sodio a 1,25% de cloro sdo mais eficientes do que a desinfestagdo pela
imersdo em solu¢do de hipoclorito de sédio 0,13% de cloro, em conjunto com as
desinfestagdo com hipoclorito de so6dio a 1,25% de cloro. Tempos de imersdo acima de
36 horas ndo diferem estatisticamente nos fatores avaliados germinacao e contaminagao,
no tratamento com imersao em agua deionizada, podendo ser empregados com sucesso.

A utilizagdo de desinfestagdo a seco, em camara de gas cloro, ndo ¢ indicada
para a assepsia de sementes de tomate e berinjela, pela toxicidade do gas as sementes,
comprometendo sua germinagdo; logo a desinfestagdo descrita por Nogueira em 2000
para tomate, foi a mais adequada.

As trocas gasosas favorecem o desenvolvimento das plantulas e geram explantes
em maior numero e de melhor qualidade para utilizagdo de transformagdo genética via

Agrobacterium tumefaciens.
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CAPITULO 2

Influéncia do ultra-som na morfogénese in vitro e expressao
transiente do gene Gus em tomateiro (Solanum lycopersicum
Mill.)
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2.1 INTRODUCAO

Os trabalhos pioneiros de transformagdo genética do tomateiro datam de 1985
(Hosrsch et al., 1985) e 1986 (McCormick et al., 1986). Desde entdo, foram publicados
muitos trabalhos na area, com a introducao de genes conferindo varias caracteristicas de
interesse, incluindo resisténcias a herbicidas, a viroses, a insetos e a fungos, tolerancia a
estresses abidticos e qualidade de frutos (Otoni et al., 2003; Costa et al., 2008). Apesar
do tomateiro ser considerado uma espécie modelo para trabalhos de regeneracao in vitro
e de transformacdo genética, a eficiéncia de transformagdo depende de varios fatores,
dentre esses o genotipo, a idade da planta matriz, o tamanho, a posi¢ao dos explantes, e
a fonte de explantes. Além desses, fatores relacionados a viruléncia de Agrobacterium, a
temperatura e tempo de co-cultivo, pré-cultura dos explantes e componentes do meio de
cultivo, conforme revisto por Otoni et al.(2003) e Costa et al. (2008).

Todavia, até o0 momento nado se tem relato do efeito de pulsos de ultra-som sobre
a morfogénese in vitro de explantes de tomateiro, bem ainda o seu efeito sobre a
eficiéncia de transformacgdo genética pela sonicagdo. A sonicagdo ¢ um método para
transferéncia de genes facilitando a captagdo de acidos nucléicos em protoplastos e
células de plantas intactas (Fechheimer ef al., 1987; Liu et al., 2005). Nesse sentido, foi
proposto o uso de pulsos de ultra-som para ferir e modificar o tecido alvo, visando o
aumento da infec¢do por Agrobacterium. Essa técnica foi denominada de SAAT
(Sonication-assisted Agrobacterium-mediated transformation) (Trick & Finer, 1997).

A técnica de SAAT ¢ o uso mais importante do ultra-som na cultura de tecidos
vegetais (Gaba et al., 2006) e o aumento na expressao transiente e estavel devido ao seu
uso, ja foi relatado para outras espécies como Glycine max (Meurer et al., 1998;
Santarém et al., 1998), Pinus taeda (Tang et al., 2001), Triticum aestivum (Amoah et
al., 2001), Chenopodium rubrum (Flores Solis et al., 2003), Robinia pseudoacacia
(Zaragoza et al., 2004), Phaseolus vulgaris (Liu et al., 2005), Cucurbita pepo
(Ananthakrishnan et al., 2007), Cicer arietinum (Pathak & Hamzah, 2008), Linum
usitatissimum (Beranova et al., 2008) ¢ Citrus (Oliveira et al., 2009).

Em decorréncia da exposi¢ao dos tecidos e 6rgaos vegetais a pequenos periodos
de ultra-som na presenca de Agrobacterium tumefaciens, em todos os tecidos testados, o

tratamento de SAAT aumentou grandemente os niveis de expressdo transiente de genes

(Trick & Finer, 1997).
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As respostas de captacao de ultra-som s3o dependentes da freqiiéncia e duracao,
sendo que tratamentos com maior tempo de captagdo ocasionaram ruptura de
protoplastos (Liu et al., 2005).

Até o presente momento, o mecanismo da permeabilizacdo actstica ndo estad
completamente esclarecido. Porém, Joersbo & Brunstedt (1992) hipotetizaram que seu
efeito pode estar relacionado ao violento colapso das bolhas, gerando pressao e
temperatura altas. Isso poderia causar ruptura localizada da plasmalema e levar a
absorc¢dao das substancias dissolvidas na solugdo onde as células se encontram, com a
posterior restauracdo da integridade da membrana. De acordo com Miller et al. (1974)
os efeitos fisiologicos do ultra-som estdo relacionados a parede celular, a membrana
plasmatica e ao crescimento.

Desta forma o presente estudo pretende avaliar o efeito do ultra-som no processo
de transformacgdo genética mediante a avaliagcdo da expressao transiente, do processo de
regeneragdo dos explantes e do seu efeito sobre a viabilidade de células de

Agrobacterium tumefaciens.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Ultra-som e a expressao transiente em tomateiro (Solanum lycopersicum cv.
Santa Clara)

Sementes de tomateiro ‘Santa Clara’ foram obtidas no comércio local e
desinfestadas de acordo com Nogueira (2000) para estabelecimento in vitro. Essas
foram germinadas em frascos de 250 mL de capacidade contendo 40 mL de meio de
germinacao MS (Murashige & Skoog, 1962) meia forga, vitaminas de Nitsch e Nitsch
(Nitsch & Nitsch, 1969), 0,1 g.L" de mio-inositol, 20 g.L" de sacarose ¢ 6,5 gL de
agar Merck”, com seu pH ajustado para 5,8 + 0,2. Os frascos foram vedados com
tampas de PP contendo 2 membranas MilliSeal® air vent de 0,22 um (Japao). Apos 15
dias de cultivo in vitro as plantulas foram seccionadas em segmentos de hipocotilos e
cotilédones entre 0,7 a 1 cm.

Os explantes foram expostos a quatro diferentes tempos de sonicagao (0, 3,6 €9
segundos); dois diferentes formas de imersdo em Agrobacterium tumefaciens (imersao
de 5 minutos juntamente com a sonicagdo e imersdo de 5 minutos apds 24 horas da
exposicao a sonicagao) resultando em um fatorial 4 x 2 x 2. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualisado, onde cada tratamento foi
constituido de 4 unidades experimentais sendo cada unidade experimental representada
por 4 explantes.

Apbs a sonicagdo e imersdo em suspensdo de A. tumefaciens, os explantes
permaneceram em meio de regeneracdo durante 4 dias, sendo mantidos em sala de
crescimento sob irradidncia de 24 pmol m™ s™, fotoperiodo de 16 horas a temperatura
de 26 2 °C.

O meio de regeneragdo foi composto de sais MS forga total, vitaminas Nitsch e
Nitsch, 0,1 g.L'1 mio-inositol, 2,0 mg.L'1 de zeatina, 0,1 mg.L'1 de 4cido indol-3-acético
(AIA), 20g.L" sacarose, 6,5 g.L"' agar Merck® ¢ pH 5,8 +0,2.

Apb6s este periodo, os explantes foram submetidos aos ensaios
histoquimicos da atividade de GUS, sendo transferidos para o mix contendo solugdo de
reacdo X-GLUC (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo) (Jefferson, 1987) e
incubados a 37°C, em auséncia de luz, overnight. Posteriormente, os embrides foram
enxaguados com etanol 70%.

Ap6s a reacdo com X-GLUC, o mix de GUS foi removido e os explantes

passaram por uma etapa de descoloragdo dos pigmentos naturais, tendo as clorofilas
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solubilizadas por solu¢ao composta por acetona e etanol 3:1 (v/v). Os explantes foram
imersos nessa solucao por 4 vezes durante 5 minutos cada imersdo. Esse tratamento de
descoloracdo possibilitou a contrastagdo das imagens para a quantificacdo dos setores
azuis pela expressao do gene uid4 ao reagente X-GLUC, permanecendo nos explantes a
coloragdo branca do explante e azul tipico da expressao transiente do gene GUS.

As imagens foram capturadas em microscopio estereoscopico (Olympus SZX-7)
acoplada a camera digital (Olympus E-330) e a atividade de GUS foi determinada
mediante a quantificacdo da 4rea de expressdo transiente, através do programa Image

Pro-Plus.

2.2.2 Influéncia do ultra-som no processo regenerativo de explantes tomateiro

Cotilédones e hipocotilos do tomateiro ‘Santa Clara’ provenientes de diferentes
sistemas de vedagdo [tampa PP, tampa PP com 1 membrana (IM) e tampa PP com 2
membranas (2M)] foram expostos a diferentes tempos ultra-som: 0, 3, 6 ¢ 9 segundos
com auxilio de sonicador (Bransonic Ultrasonic Cleaner, modelo B1210E-Mt, poténcia
de 80W) e crondmetro digital. Em seguida, transferidos para meio indutor de
regeneragao.

O delineamento foi inteiramente casualisado, onde cada tratamento foi
constituido de 4 unidades experimentais, sendo cada unidade experimental representada
por 10 explantes dispostos em placa de Petri de 90 x 15 mm de poliestireno cristal (J.
Prolab, Brasil), contendo 25 mL de meio de regeneragao.

Apds o tratamento de sonicagdo, os explantes permaneceram em meio de
regeneracdo, como descrito em 2.2.1, e foram mantidos em sala de crescimento como
descrito em 2.2.1 durante 80 dias, sendo recultivados em novo meio a cada 20 dias.

Apo6s periodo ao longo da inducdo de regeneracdo foram avaliados a massa
fresca dos explantes vidveis por unidade experimental, o nimero de ramos acima de 0,5
cm, o numero de foliolos, a fim de se estabelecer as razdes explantes ramos/explantes

vidveis, foliolos/explantes viaveis e massa fresca/explantes viaveis.
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2.2.3 Influéncia da sonicacio sobre a viabilidade de Agrobacterium tumefaciens

A linhagem de A. tumefaciens GV3101 cresceu em meio liquido YEP,
suplementado com os antibidticos seletivos canamicina a 50 mg.L"' e gentamicina 50
mg.L", mantido a 28 °C sob agitacio orbital de 150 rpm, até obter densidade 6ptica de
0,4, em leitura espectrofotométrica de comprimento de onda a 600 nm.

Uma bateria de diluigdes foi realizada para se determinar o limite de contagem
de células entre 30 e 300 células. Dessa bateria, diluigdes de 0 a 1x10"° foram
plaqueados 100 pL as dilui¢des de 1x10°, 1x107 ¢ 1x10™ em triplicata e, apos 3 dias de
crescimento, as células foram contabilizadas, sendo a dilui¢ao de 1x107 a adequada
para conduzir o teste de sonicacao.

O teste foi conduzido por DIC (delineamento inteiramente casualisado) contendo
quatro tratamentos com os tempos de sonicagdo 0, 3, 6 e 9 segundos, sendo cada
tratamento constituido de 3 unidades experimentais. Cada unidade experimental foi
representada por uma placa de Petri de 90 mm de didmetro contendo meio sélido YEP
suplementado com os agentes seletivos da linhagem de A. tumefaciens GV3101.

Uma nova cultura da linhagem GV3101 foi estabelecida como descrito
anteriormente ¢ dessas culturas realizou-se a diluicio de 1x107; essa suspensdo foi
entdo fracionada em 12 Eppendorfs de 1,5 mL contendo 1 mL da suspensdo cada; estes
Eppendorfs contendo a suspensdo bacteriana foram submetidos aos tempos de
exposicdo ao ultra-som 0, 3, 6 ¢ 9 segundos e plaqueados 100 pL. em em meio YEP
seletivo. Apos 6 dias de cultivo em BOD a 28°C as células crescidas foram

quantificadas.

2.2.4 Analise de dados

As variaveis foram analisadas e quantificadas e os dados dos experimentos
foram submetidos ao teste de Lilliefors, para verificacdo da homogeneidade de variancia
e da distribuicdo normal dos dados; comprovado a distribuicdo normal, os dados
experimentais foram submetidos ao teste de variancia ANOVA a 5% de probabilidade e
as médias foram analisadas pelo teste estatistico de comparagdo de médias Tukey, a 5%
nas analises de expressdo transiente e crescimento das celulas de 4. tumefaciens e 10%
de significancia nas analises de regenera¢do. Todas as andlises foram realizadas

utilizando-se o programa estatistico Genes (Cruz, 2006).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Ultra-som e a expressao transiente em tomateiro

As areas de expressdo transientes avaliadas pela quantificagdo de areas de
setores azuis resultantes da expresdo do gene uid4 em células transformadas
transitoriamente foram avaliadas pelo teste Tukey a 5% de significancia. Dessa forma, a
variavel area de expressdo transiente foi avaliada estatisticamente pelos fatores
individuais explante (hipocétilo e cotilédone), sonicagdo (0, 3, 6 ¢ 9 segundos) e forma
de exposicdo do explante ao Agrobacterium tumefaciens (imersdo em associacdo a
sonicagdo e imersao apds 24 horas da sonicacdo).

A area de expressdo transiente, avaliada pelo fator explante, mostrou diferenga
significativa de forma que os explantes cotiledonares apresentaram as maiores médias
em relacdo aos de segmentos de hipocétilos (Figura 1).

A maior média de area de expressao transiente foi atingida com 6 segundos de
sonicagdo, quando avaliado o fator tempo de sonicagdo (Figuras 2 e 3). Os diferentes
tempos de sonicagdo nao foram estatisticamente diferentes para segmentos de
hipocétilos. Porém, houve acréscimo de area de expressdo transiente no tempo de
sonicacdo de 6 segundos, sendo correlato com a resposta obtida nos explantes
cotiledonares, em que o tempo de 6 segundos proporcionou a maior média, ndo
diferindo daquele de 3 segundos.

Em relacdo ao fator forma de exposi¢do do explante ao A. tumefaciens, houve
diferenca nas médias somente com a auséncia da sonica¢do, sendo a imersdao apds 24
horas com a bactéria inferior aquela realizada logo apods a realizagdo dos cortes. Nao
houve diferenca entre as médias dos diferentes tempos de imersdo (em conjunto ou ap6s
24 h) quando a sonicacdo foi empregada, mas verifica-se que quando o explante ¢
exposto ao ultra-som e imerso em Agrobacterium apos 24 horas, a area de expressao
transiente foi maior (Figura 4).

A interacdo entre a imersdao apds 24 horas de exposicdo ao ultra-som entre os
tempos de sonicacao apresentou diferengas nas médias de area de expressao transiente.
Onde o tempo de 6 segundos apresentou a maior média (Figura 5) e a interagdo entre a
imersdo em suspensdo de 4. tumefaciens em conjunto a exposi¢ao a sonicagdo nao
apresentaram diferencas estatisticas entre as médias dos diferentes tempos de exposi¢ao

ao ultra-som (Figura 6).
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Figura 1 - Valores médios das areas de expressdo transiente em relagdo ao tipo de
explante utilizado (cotilédones ou hipocétilos). Médias seguidas de mesma letra, dentro
do mesmo tempo de sonicacdo, ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de
significancia.
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Figura 2 - Valores médios das areas de expressdo transiente em relacdo ao tempo de
sonicagdo nos explantes cotiledonares. Médias seguidas de pelo menos uma mesma
letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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Figura 3 - Valores médios das areas de expressao transiente em relagao ao tempo de
sonica¢do nos explantes de hipocotilos. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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Figura 4 - Valores médios das areas de expressdo transiente em relagdo aos tipos de
imersdo com suspensdo de Agrobacterium tumefaciens: imersdo em associacdo a
sonicagdo ¢ imersdo apds 24 horas da sonicagdo. Médias seguidas de mesma letra,
dentro de cada tempo de sonicacdo, ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5%
de significancia.
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Figura 5 - Valores médios das areas de expressdo transiente em relagdo aos tempos de
sonica¢do aplicados com a imersdo em suspensdo de Agrobacterium tumefaciens apos
24 horas da sonicacdo. Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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Figura 6 - Valores médios das areas de expressdo transiente em relacdo aos tempos de
sonicagdo aplicados em conjunto com a suspensdo de Agrobacterium tumefaciens.
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de
significancia.

Santarém et al. (1998), utilizando cotilédones imaturos de soja, demonstraram a

eficiéncia da técnica SAAT quanto a expressao transiente do gene GUS. Variagdes na

densidade Optica da suspensdo bacteriana, duracdo do tratamento de ultra-som e tempo
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de co-cultivo foram alguns dos pardmetros testados para maximizar a expressao
transitoria do gene reporter. As melhores condigdes de tratamento e cultivo foram
pulsos de 2 segundos de ultra-som em ODgponm 0,1 € 3 dias de co-cultivo, em presenca
de acetosiringona, resultando em 22% da superficie dos explantes com expressdo do
gene GUS. A duragdo dos pulsos de ultra-som foi o pardmetro que mais afetou a
expressao transitoria € quanto mais longo o pulso, maior a area do cotilédone com
setores azuis. Porém, quando tratamentos mais longos que 5 segundos foram aplicados,
a competéncia para a formacao de embrides somaticos, foi diminuida ou eliminada.

Os tecidos submetidos a SAAT foram analisados por microscopia Optica e
microscopia eletronica de varredura por Trick & Finer (1998) e Santarém et al. (1998) e
revelaram a formacdo de grande quantidade de microferimentos na superficie dos
tecidos e microcanais que permitiram o acesso da bactéria a tecidos subepidérmicos.
Esses autores afirmaram que o sistema tem o potencial de transformar o tecido
meristematico encontrado sob varias camadas de células e observaram que SAAT
remeteu maior eficiéncia de transformacdo transitoria de diferentes tecidos vegetais,
como folhas, cotilédones imaturos, embrides somaticos e zigoticos, apices caulinares,
entre outros.

Entende-se por expressdo transiente de genes, aquela detectada precocemente
(no intervalo de alguns dias) apos a inoculacdo. Nesse ponto, a expressao de um gene
reporter, existente no T-DNA pode ser de copias integradas e/ou ndo-integradas; a
atividade do gene uidA ¢ facilmente avaliada, pela clivagem de um substrato
cromogénico X-gluc (5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-acido glucuronico) produzindo
cor azul, porém isto ndo garante a regeneragao de plantas transgénicas.

No primeiro trabalho utilizando SAAT (Santarém er al., 1998), os autores
testaram diferentes espécies e explantes para a aplicacdo de pulsos de ultra-som (55
KHz). Testaram tecido foliar de caupi, embrides imaturos de Zea mays, sementes de
Triticum aestivum ¢ Picea glauca e variaram os pulsos de ultra-som entre 2 a 100
segundos, dependendo da espécie e do tecido testado. Em todos os tecidos testados, o
tratamento com SAAT aumentou os niveis de expressao transitoria do gene GUS. Na
maioria dos tecidos inoculados com Agrobacterium e sem SAAT, a expressdo
transitoria do gene GUS foi muito baixa ou nula. Aplicando-se pulsos de ultra-som, a
expressao aumentou de 100 a 1400 vezes dependendo da espécie.

Desta forma comprova-se que explantes de hipocétilos e cotilédones da espécie
Solanum lycopersicum respondem de maneira semelhante 4s espécies e tecidos ja

estudados, sendo também beneficiados pela técnica de SAAT apresentando maiores
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areas de setores azuis resultantes da expressao transiente de gene reporte uid4 sugerindo

sua utilizagdo em processos de obtencao de plantas por meio da transformacao estavel.

2.3.2 Influéncia do ultra-som no processo regenerativo de explantes de tomateiro

As relagdes entre ramos/explantes viaveis, foliolos/explantes vidveis, massa
fresca/explantes viaveis foram significativas e submetidas ao teste de médias Tukey a
10% de significancia devido ao alto coeficiente de variacdo contido nos procedimentos
de cultura de teciodos; coeficientes de variagdo em torno de 10 a 25% sao aceitaveis
devido as inumeras varidveis acometidas nesta técnica. O teste apontou diferenga entre
as médias.

O fator independente explante se mostrou significativo para todas as variaveis,
resultando em maior nimero de ramos/explantes vidveis e maior massa fresca/explantes
vidveis em explantes cotiledonares. Para a variavel foliolos/explantes viaveis, o explante
que apresentou a maior média foi o hipocotilo (Figuras 7 e 8).

O fator independente sonicagdo mostrou-se significativo entre os tempos de
exposicdo aos explantes em todas as varidveis analisadas. As maiores médias foram
obtidas no tempo de sonicacdo de 3 segundos, evidenciando um acréscimo na
quantidade de estrutura em relagdo aos explantes viaveis quando comparado ao controle
sem a exposi¢do ao ultra-som, mas forte decréscimo em relagdo a tempos superiores de
exposicao ao ultra-som (Figuras 9 e 10).

O fator independente tipo de vedagdo ndo resultou em diferengas significativas

quando avaliado em ANOVA a 5% de probabilidade.
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Figura 7 - Médias das razdes ramos/explantes vidveis e foliolos/explantes vidveis em
relacdo ao tipo de explante. Médias seguidas com letras iguais, para uma mesma
variavel, ndo diferem estatisticamente entre os explantes pelo teste Tukey a 10% de
significancia.
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Figura 8 - Médias da razdo massa fresca/explantes vidveis em relacdo ao tipo de
explante. Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre os
explantes pelo teste Tukey a 10% de significancia.
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Figura 9 - Médias das razdes ramos/explantes viaveis e foliolos/explantes vidveis em
relacdo ao tempo de sonicagdo. Médias seguidas pelas mesmas letras, para cada
variavel, ndo diferem estatisticamente entre os tempos de sonicagdo pelo teste Tukey a
10% de significancia.
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Figura 10 - Médias da razdo massa fresca/explantes vidveis em relagdo ao tempo de
sonicagdo. Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre os
tempos de sonicagdo pelo teste Tukey a 10% de significancia. (ver dados originais e
separagdo de médias)
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Um dos resultados imediatos da aplicagdo do ultra-som de alta intensidade ¢ o
rompimento celular. Entretanto, a exposi¢cdo das células a baixas intensidades ou doses
subletais tem revelado outros efeitos no metabolismo e estrutura celular (Joersbo &
Brunstedt, 1992). A aplicacdo de ultra-som apresenta efeitos quimicos, bioquimicos e
fisiologicos. Nos sistemas biologicos, os efeitos quimicos do ultra-som envolvem a
formacdo de radicais livres, que sao formados nos estagios finais de cavitagao transiente
(Makino et al., 1982).

Aparentemente, em estudos com células de mamiferos, os radicais livres
liberados ndo sdo os responsaveis pelo rompimento celular, j4 que o tratamento das
células, com um sequestrador desses radicais, ndo aumentou a eficiéncia de
plaqueamento das mesmas. No entanto, os radicais livres podem ter efeito na
capacidade de divisdo das células intactas remanescentes, por afetar a integridade das
membranas (FU et al., 1979).

Miller et al. (1974), utilizando o ultra-som, relataram a ocorréncia de ruptura nas
paredes celulares na zona de alongamento da raiz primaria de Vicia. As observagoes
histologicas demonstraram um grau mais alto de dano na face das células que estava
orientada em direcdo ao transdutor.

A exposicdo das células ao ultra-som pode causar a degradacdo de
macromoléculas, tais como, polissacarideos, proteinas, DNA e, provavelmente, RNA.
Miller et al. (1976) observaram a inibi¢do da sintese de DNA, RNA e proteinas em
meristemas radiculares de Pisum sativum, logo apds a exposi¢ao a | minuto de ultra-som
(1MHz; 30 Watts/cm®). A sintese de RNA e de proteinas foi diminuida em 60 a 70% 1
hora ap0s a exposic¢ao, mas foram recuperadas 4 horas mais tarde. De maneira similar, o
indice mitotico foi reduzido depois do tratamento de ultra-som e recuperado apds 6 a 7
horas.

O crescimento do tecido embriogénico foi inicialmente reduzido cerca de 30%,
como resultado do uso de ultra-som. Porém, apds duas semanas, a taxa de crescimento
foi recuperada assemelhando-se a tecidos ndo tratados (Trick & Finer, 1998).

Santarém et al. (1998), relataram que quando tratamentos superiores a 5
segundos foram aplicados, a competéncia para a formagdo de embrides somaticos foi
diminuida ou eliminada. Dessa forma, os pesquisadores buscaram minimizar os efeitos
prejudiciais causados pelo ultra-som nos explantes. Para tal, adotaram a incuba¢do dos
explantes em meio com controle osmotico hipertonico constituido de 0,4 M de manitol,

visando a desidratacdo parcial do tecido alvo. As observagdes realizadas, utilizando
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microscopia eletronica de varredura, indicaram que o tratamento de ultra-som na
presenca de manitol resultou em menor dano ao tecido cotiledonar, quando comparado
aquele tratamento sem condicionamento osmoético. Entretanto, a expressdo transiente de
GUS também foi reduzida com essas condi¢des. O meio com manitol poderia estar
causando a plasmolise celular. Sendo assim, a perda da turgidez das células poderia
estar diminuindo a cavitagdo e, conseqlientemente, o nivel de ferimento causado pelo
ultra-som, reduzindo a expressao transiente (Santarém et al., 1998).

Vaz (2007) relatou que a utilizacdo de 10 segundos de sonicacdo diminuiu a
freqliéncia da inducdo a embriogénense em embrides somaticos em estadio cotiledonar,
bem como a diminuicdo da maturagdo de embrides somaticos em estadio globular de
cultivares de mandioca. Observou também, diminui¢do significativa na freqiiéncia de
maturagdo e regeneragdo quando relaciona explantes sonicados e explantes sonicados
com imersdo em Agrobacterium,; indicando um maior grau de morte celular ou dano
celular causado por esta interagdo. Porém, quando comparado o SAAT com
transformagdo apenas com imersdo, as médias ndo diferiram entre si nas varidveis
regeneracdo e maturagdo, mas variaram em area de expressao transiente, resultando em
acréscimo significativo quando a sonicacdo ¢ empregada. Esse autor relata ainda a
utilizacao de quatro cultivares de mandioqueira expostas a sonicagdo, onde encontra
valores diferentes de area de expressdo transiente entre as cultivares, apresentando
cultivares com maior expressdo transiente em relagdo a outra, porém as areas de
expressdo transiente em relagdo ao tempo de sonicagdo apresentaram a mesma
tendéncia, sendo correlato com a literatura existente, mostrando que a técnica de ultra-

som ¢ igualmente aplicada em diferentes explantes, espécies e cultivares.

2.3.3 Influéncia da sonicag¢do sobre o crescimento de células de Agrobacterium

tumefaciens

Apos verificar relatos sobre ruptura de protoplastos, ferimentos em tecidos
vegetais causados pelo ultra-som, questionou-se a sua influéncia na célula do
Agrobacterium. Se o ultra-som ¢ dréastico o bastante para causar danos em células
vegetais constituidas de parede celular e disposta em tecidos organizados, o efeito

causado em células individualizadas podera ser maior e prejudicial ao Agrobacterium.
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Desta forma, os tempos de sonicacdo utilizados nos explantes vegetais foram
aplicados em suspensao de células de Agrobacterium e sua influéncia avaliada através
da viabilidade deste Agrobacterium a crescer apds a exposicao ao ultra-som.

Verificou-se que o efeito da sonicacdo influencia a viabilidade das células de
Agrobacterium tumefaciens (Figuras 11 e 12) quanto maior a exposi¢ao das células ao

ultra-som, menor a quantidade de células sobreviventes ao processo.
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Figura 11 - Efeito da sonicacdo sobre o crescimento de coldnias de Agrobacterium
tumefaciens. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
Tukey a 5% de significancia.

Figura 12 - Crescimento das coldnias isoladas de Agrobacterium tumefaciens GV 3101
(ODggo 0,4 e diluido a 1 X 107) plaqueadas em meio YEP, apds seram submetidas aos
tempos de sonicacdo (A) 0 segundos, (B) 3 segundos, (C) 6 segundos e (D) 9 segundos.

Efeitos deletérios do ultra-som haviam sido relatados por Santarém et al. (1998)
que avaliaram os niveis de injuria causados pelo ultra-som medindo a densidade dptica

da solugdo bacteriana em 400 nm, apds os tratamentos dos tecidos cotiledonares com
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ultra-som. Os tratamentos de longa duracdo (acima de 5 segundos) resultaram em
densidades Opticas mais altas, sugerindo maior extravasamento dos contetidos celulares.

O efeito da concentracdo de células de Agrobacterium na expressao
transiente de GUS em tecidos de inflorescéncia de trigo foi determinado mostrando que
0 aumento na concentragdo bacteriana entre 1 e 1,5 proporcionou substancial acréscimo
no numero de explantes com expressao de GUS (Amoah et al., 2001). No entanto,
densidades de células acima de 1,5, resultaram em significante redu¢do do niimero de
explantes bem como do numero de setores por explante que mostraram expressdo do

gene.

2.4 CONCLUSOES

Ao se utilizar a técnica de SAAT, os explantes cotiledonares apresentaram maior
area de expressdo transiente do gene GUS.

O tempo de exposicdo ao ultra-som que proporciona as maiores médias de
expressao transiente do gene GUS ¢é o tempo de 6 segundos. O processo ¢ melhorado
significativamente quando a imersdo em suspensao de Agrobacterium tumefaciens €
realizada apds 24 horas de exposi¢do ao ultra-som.

A sonicagdo causa danos celulares em Agrobacterium tumefaciens ocasionando
sua morte e essa taxa ¢ aumentada com o acréscimo do tempo de exposi¢do ao ultra-
som.

O processo regenerativo ¢ influenciado nas relagdes ramos/explantes viaveis,
foliolos/explantes viaveis, massa fresca/explantes viaveis. O tempo de 3 segundos de
exposi¢do ao ultra-som possibilitou as maiores médias, indicando beneficios no
procedimento. O aumento de exposi¢do dos explantes ao ultra-som ocasionou a
diminuicao das médias das varidveis analisadas.

Relacionando todas as variaveis analisadas nos trés testes realizados para avaliar
a influéncia do ultra-som no processo de transformagdo, sugere-se o intervalo de tempo

entre 3 e 6 segundos como o mais adequado para o processo de transformagao.
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CAPITULO 3

Silenciamento génico mediado por RNAi da sintase do mio-
inositol-fosfato em tomateiro (Solanum lycopersicum Mill.) e
berinjela (Solanum melongena L.) utilizando o gene
GmMIPS1
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3.1 INTRODUCAO

O silenciamento de RNA foi observado pela primeira vez em plantas
transgénicas por dois grupos independentes de pesquisadores (Napoli et al., 1990; Van
Der Krol et al., 1990). Estes pesquisadores tinham como objetivo criar petunias
transgénicas, cujas flores apresentassem uma coloracdo mais intensa. A estratégia
escolhida consistia em superexpressar o gene que codifica a chalcone sintase (Chs), uma
enzima chave na biossintese de antocianinas. Para isso foi introduzida uma copia extra
do gene Chs sob controle do promotor 35S do Cauliflower mosaic virus (CaMV).
Entretanto, ao contrario do esperado, as diferentes linhagens transgénicas obtidas
possuiam padrdes distintos de variegacao floral, incluindo linhagens que apresentavam
flores sem pigmentos. A analise molecular das linhagens transgénicas comprovou que a
introducdo da copia extra havia efetivamente bloqueado a biossintese de antocianinas,
inibindo, simultaneamente, a expressdo do gene enddgeno pré-existente e da copia
introduzida. A inibicdo da pigmentacdo das flores foi diretamente correlacionada com
uma redugdo especifica no acimulo de mRNA do gene Chs. O fendmeno foi
denominado co-supressdo, pois a introdu¢do de um transgene levou ao silenciamento
simultdneo do proprio transgene e do gene enddgeno homodlogo (Napoli et al., 1990;
Van Der Krol et al., 1990). Fenomeno semelhante foi relatado no fungo Neurospora
crassa, no qual foi denominado quelling (Cogoni et al., 1996; Romano & Macino,
1992), e em animais (Drosophila melanogaster e Caenorhabdits elegans), nos quais foi
denominado RNAi (RNA de interferéncia) (Fire et al., 1998).

RNA de interferéncia ¢ um mecanismo que controla a expressao de genes. Neste
mecanismo, mindsculas moléculas de dupla fita de RNA chamadas “RNA de
interferéncia pequenos (siRNA)” degradam mRNA celular que tem sucessdo
semelhante. Como resultado, embora um gene fosse expresso o mRNA ndo formaria
proteinas. As moléculas de siRNA que iniciam o processo de RNAi realmente sdo
minusculas (21 nucleotideos) e podem ativar a degradacdo de moléculas de mRNA que
podem ser mais do que 100 vezes maior que eles. E se estas moléculas de mRNA
codificam proteinas com importantes fungdes celulares, tal degradacio pode resultar em
conseqiiéncias devastadoras para a célula (Utpal Nath & Saumitra Das, 2007)

Estudos genéticos demonstraram a existéncia de trés vias de silenciamento de
RNA (Xie et al., 2004). Estudos com proteinas supressoras de silenciamento
codificadas por virus demonstraram que estas vias podem se sobrepor em alguns pontos

(Dunoyer et al., 2002). A primeira via ¢ a de silenciamento citoplasmatico via siRNAs,
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que estd envolvida na degradagcdo de RNA viral interferindo, ou mesmo bloqueando, o
ciclo de infecgdo. O dsRNA (‘double-stranded RNA’) pode originar-se da transcrigao de
um gene enddgeno, de um transgene ou de um intermediario da replicacdo de virus com
genoma de RNA. Em virus com genoma de DNA, dsRNA pode ser formado por meio
do anelamento de transcritos sobrepostos complementares (Baulcombe, 2004).

A segunda via ¢ a de silenciamento de mRNAs enddgenos via miRNAs (micro
RNAs). Os miRNAs regulam a expressdo génica negativamente por meio do
pareamento de bases especificos a mRNAs alvo, resultando na clivagem do mRNA ou
na repressdo de sua tradu¢do (Baulcombe, 2004). A terceira via ¢ nuclear e esta
associada a metilacdo de DNA e a formacdao de heterocromatina. Uma importante
funcdo para esta via € provavelmente proteger o individuo de desorganizagdes
genOmicas causadas por transposons (Baulcombe, 2004). As trés vias do silenciamento
de RNA requerem grupos de proteinas relacionas em plantas, fungos, animais e
protozodrios, sugerindo a existéncia de um mecanismo ancestral comum a estes
organismos e as trés vias, embora com diferencas significativas (Zamore, 2002).

Estudos genéticos e bioquimicos demonstraram que o silenciamento de RNA ¢
um processo gradual com pelo menos quatro etapas: iniciagdo, amplificagdo, sinalizagao
sistémica ¢ manutengao.

Na etapa de iniciagdo, o dsRNA ¢ processado em siRNAs com
aproximadamente 21-24 nt. Esta clivagem requer ATP e ¢ mediada por Dicer que possui
um dominio de RNA helicase na regido amino-terminal, um dominio central PAZ (Piwi,
Argonaute e Zwilli) de ligagdo a RNA, dois dominios cataliticos, um ou dois dominios
de ligagdo a dsSRNA e um dominio de fun¢ao desconhecida (Carmell & Hannon, 2004;
Cerutti et al., 2000; Yan et al., 2003). O modelo para a clivagem de dsRNA mediada
por Dicer propde que a enzima atua como um dimero antiparalelo, formando dois
centros cataliticos que geram os siRNAs de 22 nt (Blaszczyk et al., 2001).

O siRNA de fita dupla derivado do processamento de dsRNA por Dicer se
associa a proteina R2D2, que contém dominios de ligagdo a dsRNA sua fungdo ¢
discriminar qual das duas fitas do siRNA sera incorporada ao RISC (Tomari et al.,
2004). A fita incorporada serd aquela cujo terminal 5’ se anela com menor energia
especifica ao terminal 3’ da fita complementar. O RISC direciona a clivagem seqiiéncia
especifica de mRNAs complementares (Hutvagner & Zamore, 2002).

O complexo RISC possui atividade catalitica que cliva especificamente 0 mRNA

alvo sem afetar o siRNA guia (Liu et al., 2004).
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Uma caracteristica marcante do silenciamento de RNA ¢ seu carater sistémico.
As primeiras suspeitas sobre a existéncia de um “fator difusivel” vieram da existéncia
do sinal sistémico que foi claramente demonstrada em experimentos de enxertia entre
plantas transgénicas silenciadas e ndo silenciadas (Palauqui ef al., 1997). Nesses ensaios
foram utilizados trés transgenes distintos: os genes enddgenos Nia & Nii, que codificam
respectivamente as enzimas nitrato redutase e nitrito redutase, e o gene exdgeno uidA,
que codifica a enzima B-glucuronidase (GUS). O silenciamento foi sempre transmitido
de porta-enxertos silenciados para enxertos nao silenciados que expressavam o mesmo
transgene, mas ndo para enxertos expressando transgenes distintos.

Os mesmos resultados foram obtidos nos trés sistemas, indicando que o sinal
sistémico ndo ¢ uma caracteristica especifica de um gene em particular. Em todos os
casos o silenciamento do enxerto foi especifico, ou seja, as seqiiéncias silenciadas foram
as mesmas que encontravam-se silenciadas no porta-enxerto. Esta especificidade de
seqliéncia sugere que o sinal sistémico possui um acido nucléico em sua composicdo. A
transmissdo do silenciamento também ocorreu quando porta-enxertos silenciados foram
fisicamente separados do enxerto por um segmento de caule de 30 cm de planta ndo-
transformada, indicando a propagac¢ao a longa distancia do sinal.

O mecanismo pelo qual o silenciamento ¢ propagado a partir da célula
inicialmente silenciada ainda nao ¢ totalmente compreendido. Estudos em C. elegans
identificaram um gene requerido para o transporte do sinal sist€émico entre tecidos,
porém totalmente dispensavel para iniciar ou manter o silenciamento. Este gene,
denominado Sidl (systemic RNA interference deficient), codifica uma proteina
transmembrana que se localiza na periferia celular. Em plantas, acredita-se que o sinal
sistémico seja capaz de se mover célula-a-célula via plasmodesmas (Lucas et al., 2001;
Mlotshwa et al., 2002; Himber et al., 2003) e a longa distancia via floema (Klahre ef al.,
2002; Mallory et al., 2003). Entretanto, ndo se sabe de que forma (ativa ou passiva) o
transporte ocorre. Uma hipdtese atrativa € a de que os siRNAs fazem parte do sinal
sistémico, pois eles possuem comprimento longo o suficiente para garantir a
especificidade, estdo consistentemente associados ao silenciamento e sdo pequenos o
suficiente para movimentar-se célula-a-célula via plasmodesmas. Entretanto, existem
duas evidéncias contrarias a hipotese de que os siRNAs estejam associados ao sinal
sistémico. Estudos com HC-Pro, uma proteina viral supressora de silenciamento,
demonstraram que em plantas onde o silenciamento foi suprimido por HC-Pro ndo
ocorre acimulo de siRNAs, entretanto a capacidade de produzir ou enviar o sinal

sist€émico ndo ¢ afetada (Mallory et al., 2001). Além disso, em C. elegans, individuos
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mutantes no gene Rde-4, essencial para que o silenciamento ocorra, produzem siRNAs
de forma deficiente, porém o silenciamento sist€émico nao ¢ afetado (Parrish et al.,
2000).

Um estudo detalhado do extrato de floema de plantas de abdbora (Cucurbita
maxima) demonstrou a presenga de uma populagdo de pequenos RNAs provavelmente
envolvidos no processo de sinalizagdo sist€émica, pois uma andlise comparativa de
seqiiéncia identificou possiveis alvos destes pequenos RNAs. Experimentos realizados
com plantas transgénicas silenciadas e infectadas por virus confirmaram a presenca de
siRNAs derivados do transgene ou do virus no extrato do floema. Uma andlise
bioquimica desse extrato levou a identificagdio de uma proteina que se liga
seletivamente a pequenos RNAs de fita simples, denominada CmPSRP1 (‘C. maxima
Phloem Small RNA Binding Protein 1’), sugerindo que esta proteina é parte da
maquinaria envolvida no silenciamento sist€émico (Yoo et al., 2004).

Nunes et al. (2006) produziram linhagens de soja usando RNA de interferéncia
(RNA)), construido para silenciar o gene mio-inositol-1 fosfato sintase. Observaram a
auséncia de desenvolvimento de sementes nas linhagens em que apresentaram forte
expressdo do gene inserido, i.e, auséncia de deteccdo do mRNA do gene GmMIPSI.
Além disso, redugdo drastica (de até 94,5%) no contetido de fitato foi alcangada em
linhagens transgénicas. Contudo, os autores relatam que ndo esta claro se a construg¢ao
de RNA; afeta os outros cdodigos da familia MIPS expressos em tecidos vegetativos,
pois as plantas transgénicas geradas se apresentaram normais, enquanto as sementes da
progénie herdando o RNA; apresentam previamente aborto de embrido. Os resultados
demonstraram correlacdo positiva entre a expressao do gene GmMIPS] e
desenvolvimento de semente. Reforcando a hipdtese de que o gene MIPS esteja
envolvido no desenvolvimento das sementes, Hegeman et al. (2001), também
trabalhando com inositol, obtiveram niveis detectaveis de proteina de MIPS,
principalmente durante o desenvolvimento da semente, indicando um nivel de expressao
alto somente em fases anteriores a cotiledonar embriondria. Isso indica que a conversao
de glicose-6-fosfato para mio-inositol-1-fosfato pode acontecer anteriormente ao
desenvolvimento de semente. Esses dados demonstram que a alta reducdo de AF em
sementes pode ser prejudicial a planta. Dessa forma, o presente trabalho objetivou
verificar se a alta homologia entre os cddigos da familia MIPS possibilitam a utilizagdo
do gene isolado de soja GmMIPSI para o silenciamento do gene enddgeno de outras
espécies, e se o silenciamento da expressao da sintase do mio-inositol-fostado estaria de

fato relacionado com o desenvolvimento de sementes em berinjela (Solanum
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melongema L.) e tomateiro (Solanum lycopersicum Mill.). Para isso, foi necessario
estabelecer a curva de selecdo para o agente seletivo higromicina para tomateiro,
realizar transformacgdo genética via Agrobacterium tumefaciens contendo vetor de
transformag@o com sequéncia que pode induzir o mecanismo de silenciamento do gene
da mio-inositol-fosfato-sintase ¢ avaliar a expresdo génica dos transformantes, suas
caracteristicas morfoldgicas e a eficiéncia e estabilidade genética do processo de

regenera¢do mediante a técnica de citometria de fluxo.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Transformacgao de Agrobacterium tumefaciens

A linhagem GV3101 foi descongelada da criopreservacao de -80°C sob
refrigeracdo. Em camara de fluxo vertical realizou-se o preparo do material para
eletroporacgdo, adicionando em cubetas de eletroporagao 40 uL da cepa GV3101 do
Agrobacterium ¢ 1uL do plasmidio (Figura 1). A eletroporacdo ocorreu com os
parametros de descarga elétrica de 2.500 V e 200 Ohms de capacitancia, durante
aproximadamente 3 segundos.

Apds a eletroporagdo adicionou-se 1 mL de meio Rhizo (Tepfer & Casse-
Delbart, 1987) na cubeta de eletroporagdo e homogeneizou-se a suspensdo bacteriana
juntamente com o meio de cultivo, vertendo este mix em Eppendorf, incubado sob
agitacdo orbital de 150 rpm, durante 2 horas e 28 °C.

Apos este processo, o material foi centrifugado a 13.000 rpm por 30 minutos,
resuspenso em 100 pL. de meio Rhizo e plaqueado em meio seletivo contendo o
antibidtico gentamicina e canamicina. Apds plaqueadas, incubou-se as placas em BOD

a 28 °C durante periodo de 6 dias.

3.2.1.1 Crescimento do Agrobacterium tumefaciens putativamente transformado

Em posse das placas contendo as colonias que cresceram sob selecdo apods a
transformagao por eletroporagdo, escolheu-se uma unica colonia e a ela adicionou-se 5
mL do meio liquido YEP com antibidticos de sele¢do canamicina (50 mgL') e
gentamicina (50 mg.L™") em um tubo Falcon estéril de capacidade de 15 mL.

Incubou-se as culturas a 28 °C sob rotagdo de 180 rpm, durante 12 horas. Apds
o tempo de incubagdo, quantificou-se o crescimento por técnica de turbidimetria em
espectrofotometro em comprimento de onda de 600 nm e a confirmac¢do molecular da
transformagao foi realizada por PCR (‘Polymerase Chain Reaction’ — Reacdo de

polimerase em cadeia) de coldnia.
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3.2.1.2 Confirmagao dos transformantes de Agrobacterium tumefaciens por PCR

de coldnia

Foi realizada uma PCR baseado nas recomendagdes por Sambrook et al. (1989)
em um termociclador (PTC-100, MJ Researcher, USA) utilizando-se 0,8 puL de cada
iniciador de seqiiéncia homologa ao do promotor CaMV 35S, 2 uL de tampao 10 x, 0,4
uL de dNTPs (deoxinucleotideos) [4 mM], 0,12 pL de enzima Taq polimerase 5 u.p™,
(Invitrogen®™) e 1 pL da coldnia de bactérias (10° cfu. p™); 2 mM MgCl e 4gua ultrapura
em quantidade suficiente para um volume de reacdo final de 20 uL. A PCR foi
programada em 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C por
130 segundos.

Os produtos da reacao foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1%
em cuba de eletroforese media BioRad® (100 V durante 25 min) contendo um gel de
12,8 cm de largura e 15 cm de comprimento, composto de 150 mL de solu¢do TBE 5X
(Tris-Borato-EDTA; 0,445 M Tris, 0,445 M acido borico e 0,01 M EDTA) diluido para
0,5X e 1,5 g de agarose ultrapura Merck” e 0,01mg.L™" de brometo de etitio.

O padrao eletroforético foi visualizado e fotodocumentado num transiluminador

de luz ultravioleta.

CaMV 355 promoter
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Figura 1 - Plasmidio de transformag¢do contendo o gene GmMIPSI em contrugdo para
silenciamento por siRNA.
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3.2.1.3 Conservagao da colegdo de Agrobacterium tumefaciens transformada

3.2.1.3.1 Armazenamento a longo prazo a -80 °C

Realizou-se uma cultura liquida a partir de uma colonia individualizada crescida
em meio solido contedo os agentes de selecdo para 4. tumefaciens encontrados no
plasmidio Ti e no vetor binario pMIPS 1303, onde essa cultura foi crescida por
incubacao a 28°C e 180 rpm de agitagdo orbital, até atingir sua fase exponencial. Essa
fase pode ser medida através da técnica de turbidimetria, quantificando-se a densidade
optica em comprimento de onda a 600 nm, sendo a fase exponencial encontrada entre os
valores de 0,5 a 1,0.

Ap0s o crescimento da suspensdo bacteriana adicionou-se glicerol estéril a 40%
em volume necessario a se obter uma concentragdo final de glicerol de 20%. Fracionou-
se a suspenc¢do contendo glicerol 20% em tubo de criopreservagdo, congelou-se em

banho de nitrogénio liquido, transferindo-se imediatamente para ultrafreezer a -80 °C.

3.2.1.4 Reativagdo das linhagens de Agrobacterium tumefaciens mantidas em

estoque

Para preparar a suspensdo celular de 4. tumefaciens, inicialmente uma cultura
em meio sélido seletivo foi estabelecida a partir dos estoques. Apds o crescimento
desta cultura, algumas colonias isoladas foram inoculadas em meio liquido seletivo e
crescidas a temperatura de 28 °C, sob agitacdo orbital de 100 a 150 rpm. Utilizou-se na

transformagdo genética suspensdes que apresentram ODgg entre 05 a 1,0.

3.2.2 Tranformacio genética de berinjela e tomateiro mediada por Agrobacterium

tumefaciens

3.2.2.1 Obtencao de explantes

Sementes de tomateiro ‘Moneymaker’ e berinjela ‘Long Purple’ foram

desinfestadas conforme descrito no capitulo 1. Para as sementes de tomateiro seguiu-se
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a metodologia proposta por Nogueira (2000), e para as de berinjela a metodologia
proposta por Ribeiro (2006), sendo modificado o tempo de permanéncia em molho,
utilizando 36 horas em detrimento das 72 horas do protocolo original.

Apos a desinfestacdo as sementes foram germinadas in vitro em tubo de ensaio,
vedados com tampa PP e fita Micropore para berinjela em meio semi-solido de MS
(Murashige & Skoog, 1962) forca total e complexo vitaminico B5 (Gamborg et al.,
1968), contendo 3 sementes cada tubo. Para tomateiro foram utilizados frascos vedados
com tampa PP contendo 2 membranas contendo meio semi-s6lido MS meia forga, 50
mg.L™" de mio-inositol e 2% (p/v) de sacarose, vitaminas de Nitsch e Nitsch (Nitsch &
Nitsch, 1969); e solidificados pela adicio de 0,8 g.L”' agar Merck® contendo 15
sementes por frasco; ambos os meios foram ajustados seu pH para 5,8 e as culturas
foram mantidas sob irradidncia de 24 pmol m™s™, fotoperiodo de 16 horas.

A germinacdo e desenvolvimento das plantulas ocorreram entre 10 a 15 dias em
sala de crescimento e foram fontes de explantes segmentos de hipocétilos e cotilédones,

os quais foram seccionados antes da expansao das primeiras folhas verdadeiras.

3.2.2.2 Curva de letalidade para selecio com o antibidtico higromicina para

tomateiro

Para avaliar-se o efeito de higromicina (Sigma Chemical Company, EUA) na
organogénese de explantes de tomateiro, utilizou-se inicialmente as concentragdes 0,0;
15,0; 17,5; 20,0; e 22,5 mg L! para explantes de hipocétilos e cotilédones das
cultivares de tomateiro ‘Moneymaker’ ¢ ‘NCEBR-2’. Apos a avaliacdo dos resultados
referentes a curva de letalidade mencionada acima, uma nova curva com concentracoes
de 0; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 foi realizada em explantes de hipocotilos e cotilédones e folhas
da cultivar Santa Clara. A segunda curva de letalidade foi realizada com a cultivar Santa
Clara devido a facil disponibilidade dessas sementes no comércio local, o que nao
acontecia para ‘Moneymaker’ e ‘NCEBR-2’.

O delinecamento adotado foi o inteiramente casualisado e cada tratamento
constituiu-se de 4 unidades experimentais, sendo cada unidade constituida de uma placa
de Petri de 90 mm de didmetro contendo 25 mL de meio de regeneragdao descrito por
Frary et al. (1995), contendo 10 explantes cada.

O meio de regeneragdo foi composto por sais MS forca total, vitaminas de

Nitsch e Nitsch, 2,0 mg.L'1 de zeatina, 0,1 mg.L'] de acido indol acético, 20 g.L'1
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sacarose, pH 5,8 £ 0,2, 300 mg.L'] do antibiotico Timentin ¢ as concentracdes
referentes a cada tratamento com o antibiotico higromicina. Os antibidticos foram
esterilizados por filtragdo, em filtro Millex-GS (Millipore, USA) com membranas de
0,22 um de didmetro de poros, sendo adicionados ao meio de cultura apds o processo de
autoclavagem e durante o processo de resfriamento, com temperatura em torno de 40
°C.

As culturas foram mantidas sob irradiancia de 24 pmol m™s™, fotoperiodo de 16
horas e temperatura de 26 + 2 °C.

A avaliagdo acorreu apds 80 dias do inicio do experimento, sendo durante este
periodo os explantes recultivados em novo meio a cada 20 dias.

Uma vez que o tomateiro apresenta organogénese indireta, foram avaliadas a
intensidade de calejamento em porcentagem; a freqiiéncia de regeneracdo de ramos em
numero de ramos regenerados; o teor de pigmentos (clorofilas a, b e carotenoides) em

g kg de massa fesca (Lichtenthaler, 1987), além de quantificagdes das massas frescas.

3.2.2.3 Pré-cultivo, preparagao dos explantes vegetais.

Em posse do material vegetal germinado os explantes de cotilédones e
hipocétilos de tomateiro e berinjela foram seccionados em tamanhos entre 0,7 a 1 cm e
dispostos em placa de Petri contendo meio de regeneragdao sem antibidticos.

Os explantes de tomateiro foram pré-cultivados em meio de regeneragdo
composto de sais MS forga total, vitaminas de Nitsch e Nitsch, 2,0 rng.L'1 de zeatina e
0,1 mg.L" de 4cido indolil-3-acético (AIA), 2 gL' sacarose, 100 uM acetosiringona,
pH 5,8 = 0,2, durante 24 horas no escuro com a face adaxial dos cotilédones voltada
para o meio de cultivo. J4, os de berinjela em meio MS forgca total, complexo
vitaminico B5, 1968), 0,1 mg.L'1 de AIA, 20g.L'1 sacarose, 100 uM acetosiringona pH
5,8 £0,2 durante 24 horas no escuro com a face adaxial dos cotilédones voltada para o

meio de cultivo.
3.2.2.4 Co—cultivo e inoculagdo de Agrobacterium tumefaciens

Essa etapa foi realizada mediante a imersdo dos explantes, provenientes da fase
de pré-cultivo, na suspensao bacteriana (ODgop = 0,4) durante um periodo de 5 minutos

com agitacdes ocasionais. Apos banho os explantes foram secos em papel filtro estéril e
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transferidos novamente para o meio de pré-cultivo durante dois dias de co-cultivo onde
foram mantidos em sala de crescimento sob irradiancia de 24 umol m™s™, fotoperiodo
de 16 horas e temperatura de 26 + 2 °C, neste periodo, os explantes foram cultivados

sobre papel filtro autoclavado e estéril disposto sobre o meio de pré-cultivo.

3.2.2.5 Regeneragao e processo de selegao

Apobs a etapa de co-cultivo, os explantes foram transferidos para o meio de
regeneracao seletivo, com a face abaxial em contato com o meio de cultura.

O meio seletivo de regeneracdo para explantes de tomateiro sais de MS forga
total, 0,1 g.L'1 de mio-inositol, vitaminas de Nitsch e Nitsch, 20 g.L'1 de sacarose, 5,2
gL de agargel, 2,0 mg.L" de zeatina, 0,1 mg.L" de AIA, suplementado com 7,5
mg.L" de higromicina e 300 mg.L" de Timentin, pH 5,8 + 0,2

O meio seletivo de regeneragdo para explantes de berinjela conteve sais de MS
forca total, 0,1 g.L'1 de mio-inositol, complexo vitaminico BS5, 0,1 mg.L'1 de AIA,
20g.L" sacarose, 7,5 mg.L" de higromicina (conforme Picoli, 2000) ¢ 300 mgL" de
Timentin. Para cotilédones o meio seletivo de regeneracdo conteve sais de MS forca
total, 0,1 g.L'l de mio-inositol, complexo vitaminico B5, 0,1 mg.L'l de AIA, ZOg.L'1
sacarose, 5 mg.L" de acido a-naftaleno-acético (ANA), 10 mg.L" de higromicina e

300 mg.L"' de Timentin.

3.2.2.6 Alongamento e enraizamento

ApoOs a fase de indugdo de gemas, brotos diferenciados e alongados, com
aproximadamente 1,5 cm de tamanho, foram individualizados e transferidos para
frascos contendo 40 mL de meio seletivo de alongamento.

Para explantes de tomate o meio de alongamento constituiu de sais MS forca
total, 0,1 g.L'1 de mio-inositol, vitaminas de Nitsch e Nitsch, 20 g.L'1 de sacarose, 6,5
g.L'1 de agar Merck®, 1,0 mg.L'1 de zeatina, 0,1 mg.L'1 de AIA, suplementado com 7,5
mg.L" de higromicina ¢ 300 mg.L" de Timentin ¢ pH 5,8 + 0,2. Ap6s o alongamento de
ramos crescidos foram transferidos para meio de enraizamento contendo MS forga total,

0,1 g.L'1 de mio-inositol, vitaminas de de Nitsch e Nitsch, 20 g.L'1 de sacarose, 5,2 g.L'1
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de agargel, 0,2 mg.L" de AIA, 2 mg.L" de glicina, 300 mgL™ de Timentin, pH 5,8 +
0,2, sem o antibiotico seletivo.

Para os explantes de berinjela o meio de alongamento para ramos regenerados a
partir de segmentos de hipocétilo consistiu de sais MS forga total, 0,1 g.L” de mio-
inositol, complexo vitaminico BS5, 0,5 mg.L'1 de AIA, ZOg.L'1 de sacarose, 6,5 g.L'1 de

agar Merck”™, 300 mgL™"' de Timentin, também na auséncia do antibiotico seletivo

3.2.2.7 Aclimatatizagao

Apos o enraizamento e desenvolvimento da parte aérea, as plantas de berinjela
e tomate tiveram suas raizes lavadas em agua corrente, e foram transferidas para copos
plasticos descartaveis contendo dgua deionizada e cobertos por sacos plasticos a fim de
proporcionar umidade alta como encontrada no ambiente in vitro. Os copos plasticos
contendo as plantas foram mantidos sob condi¢des ambientes em sala de laboratorio,
enquanto orificios foram feitos nos sacos plasticos a cada dois dias proporcionando
trocas gasossas € diminuicdo da umidade relativa do ar. Ao final de duas semanas,
foram retirados os sacos plasticos transferidas para vasos plasticos contendo substrato
organico e mantidas em casa-de-vegetacdo sob telado sombrite 50% por mais uma

semana, apos este periodo foram dispostas em bancada de casa de vegetagdo a pleno sol.

3.2.3 Caracterizacio fenotipica das plantas putativamente transformadas pelo

teste histoquimico de GUS

O teste histoquimico de GUS (Jeferson et al., 1987) foi efetuado nas plantas
regeneradas para a indicacdo de possiveis eventos de transformacao genética. Secgdes
transversais de folhas e peciolos, frutos de tomateiro e ovario de berinjela foram
cortadas em microtomo de mesa e nestes adicionado a solugdo de ragao X-GLUC (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo; Gold Biotechnology Inc., St. Louis, USA)
e, posteriormente incubados a 37°C, em auséncia de luz, de forma a permitir analise

histoldgica da expressdao do gene gusA.
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3.2.4 Analise de PCR para verificacio da integracio do gene GmMIPS1

3.2.4.1. Extragdao de DNA para analise de PCR

Tecido foliar de trés plantas resistentes a higromicina e GUS positivas e 2
plantas controle de tomateiro ‘Moneymaker’ e de berinjela ‘Long Purple’, foi utilizado
para a extracdo de DNA de acordo com Edwards ef al. (1991). Para tal, utilizou-se um
disco foliar (circunferéncia do tubo de Eppendorf) o qual foi macerado com bastao de
vidro com ponta esmerilhada no interior de um tubo de Eppendorf estéril e misturado
com 750 pL de tampao de extracdo (CTAB a 55 mM, Tris a 100 mM, pH 8,0, EDTA a
10 mM, NaCl a 0,7 M) e 15 pL de mercaptoetanol. Apos incubagao a 65 °C por 30 min,
foram acrescentados 500 pL de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e a

mistura foi centrifugada por 5 min a 14.000 rpm.

A fase aquosa superior foi transferida para outro microtubo, ao qual foram
adicionados 500 pL de cloroférmio - dalcool isoamilico (24:1), sendo a mistura
centrifugada novamente. A fase liquida foi transferida para microtubo contendo 750 pL
de isopropanol (-20 °C), incubada em gelo por 10 min e centrifugada. Em seguida, o
precipitado foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 70% (-20 °C), seco e
ressuspendido em 50 pL de tampdo TE (Tris a 10 mM, pH 8,0, EDTA a 1 mM). O DNA

total foi tratado com RNAse e as amostras foram armazenadas a - 20 °C.

3.2.4.2 Reagdo de Polimerase em Cadeia

O DNA genomico foi submetido a amplificagdo pela técnica de PCR utilizando
os oligonucleotideos especificos MIPSKpn (5'-
CGGTACCAAATCTCAGCCTCATTTC-3") e MIPSEco
(5" -GGAATTCACCACCGAACTTGTTCAC-3) para amplificar dois fragmentos de
706 pb do gene GmMIPSI, GenBank AF293970. A reacdo foi realizada em

termociclador (PTC-100, MJ Researcher, USA) em 25 pL de solugao contendo 40 ng de
DNA, 60 mM Tris—SO4 (pH 8.9), 18 mM (NH4),S04, 2 mM MgCl,, 250 nM de cada
dNTP; 200 nM de cada iniciador, 5 U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen).

A amplificagdo consistiu de um ciclo de desnaturagdo de 5 min a 95 °C seguido

por 35 ciclos com 1 min de desnaturagao a 95 °C, 1 min, para o anelamento dos
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oligonucleotideos a 50 °C e 1 min de polimerizacdo a 72 °C com um ciclo alongamento

final a 72 °C por 5 min e tempertura de manutengao de 4 °C, até retirada das amostras.

3.2.4.3 Revelagao da amplificagdo por eletroforese

Os produtos da reagdo de PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 1% em cuba de eletroforese média (Bio Rad™) contendo um gel de 12,8 cm de
largura e 15 cm de comprimento, composto de 150 mL de solugdo TBE 5X (Tris-
Borate-EDTA; 0,445 M Tris, 0,445 M 4cido borico e 0,01 M EDTA) diluido para 0,5X
e 1,5 g de agarose ultrapura Merck”.

O tampdo juntamente com a agarose foi aquecido até total cozimento em
microondas e resfriado até aproximadamente 60 °C em agua corrente e adicionado 5 pL
de brometo de etidio.

O gel apds polimerizado com pentes para marcaciao dos pogos, foi submerso em
tampao TBE 0,5X em cuba eletroforética ¢ o marcador molecular, controles negativos,
positivos e as amostras foram adicionadas nos pogos. Juntamente com cada amostra e
controles foram adicionados 2 pL de tampdo de carregamento utilizado para
visualmente acompanhar a distdncia maxima percorrida no gel pelas amostras, evitando

a perca da amostra pela ultrapassagem do limite do gel.

3.2.5 Analise de expressao génica

3.2.5.1 Isolamento e purificacdo do RNA

O RNA de foi extraido e purificado de sementes normais e abortadas de frutos
imaturos dos eventos transgénicos ¢ dos controles negativos de acordo com Sambrook
et al. (1989), mediante o uso do kit Micro-to-Midi Total RNA Purification System
(Invitrogen, Carlsbad, CA).

O RNA extraido foi tratado com DNAse em reacdes contendo 2 pL do RNA
extraido adicionados a 1 pL. de tampdo 10X; 1 uL de DNAse e agua ultrapura em
quantidade suficiente para uma reacao de 10 uL. Essas reagdes foram desenvolvidas em

tubos de Eppendorf 0,5 mL RNAse free em termociclador, onde permaneceram por 30
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minutos em temperatura a 37 °C; 4 minutos a 4 °C onde nesse momento adicionou-se a
cada reagao 1 puL de ‘Stop Solution’, finalizando a reacao com 10 minutos a 65 °C.
Ap0s este tratamento os RNAs foram mantidos a temperatura de -70°C devido

sua facil desnaturagdo e degradagao.

3.2.5.2 Reagdo de amplificacdo de DNA complementar (cDNA)

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total pela utilizagdo da enzima

™
transcriptase reversa de acordo com o protocolo do kit SuperScript III Reverse

Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Para a obten¢do do cDNA foi utilizado o volume total das amostras de RNA
tratadas com DNAse. Nestas amostras foram adicionados as reagdes descritas no Kit da
Invitrogen da ‘Superscript III’, onde prescreve 2 reagdes aplicadas em tempos e
temperaturas diferentes.

Estas reagdes foram adicionadas nas amostras por meio de mistura dos reagentes
e estas foram mantidas em termociclador que desenvolveu as temperaturas requeridas
para as reagdes. Na primeira reacdo 1 pL de oligo dT e 2,5 pL de ANTPs 4 mM foram
adicionados a cada amostra e a reagdo ocorreu durate 5 minutos a 65 °C. ApoOs este
periodo uma pausa de 3 minutos a 4 °C foi realizada e aplicou-se a segunda reacdo
composta de 4 pL do tampao 5X , 1 pL de DTT, 1 pL de RNAse out e 1 uL de
“Superscript III’ onde permaneceram em termociclador a 50 °C por 60 minutos; 70 °C a
15 minutos e mantidos a 4 °C até a retirada das amostras para a estocagem a -20°C

Apo6s a reacdo de cDNA, este DNA sintetizado foi quantificado em aparelho
Nano Drop ND-1000.3.3.1, usando a relagdo de absorbancia 260/280 nm de

aproximadamente 1,8 para determinar a concentracdo de material genético (14 = 50

ng.uL™h).
3.2.5.3 PCR Controle Interno Gene EF'I-a ¢ Gene MIPS

Reagoes de PCR foram conduzidas com amostas de RNA, RNA tratado com
DNAse e c-DNA. A reagdo de PCR foi constituida de 10 mM TRIS-HCI (pH 8.,4), 50
mM KCl, 30 mM de MgCl, 4 mM de cada dNTP, 1,5 U de Taq polimerase (Invitrogen)

e 0,2 uM do par de iniciadores do gene EF/-o GenBank acesso n° X56856; iniciadores
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EF1F (5"-TGTTGCTGTTAAGGATTTGAAGCG-3") e EF1R (5'-
AACAGTTTGACGCATGTCCCTAAC-3" ) a fim de verificar a pureza do cDNA e
validar a PCR.

A validacdo da PCR para verificagdo da expressdo génica ocorre apds encontrar
o volume da aliquota do cDNA a ser utilizado nas rea¢des com o controle interno fator
de alongamento EF1-o; at¢ uma amplificagdo de mesma intensidade em todas as
amostras.

A PCR do gene MIPS foi preparada contendo cDNA num volume estabelecido
de acordo com o controle interno da reacdo. A reacdo de PCR foi constituida como
descrita acima, exceto o par de iniciador especifico para MIPS de tomateriro LEMIPSF
(Seqiiéncia 5'-CCAAGATGAAGTCAGTGCTGGT-3') LEMIPSR (Seqiiéncia 5'-
ATGTTGTTCTCTGGTGCCAGTC-3") baseados na seqiiéncia do MIPS de
Lycopersicum esculentum (agora Solanum lycopersicum), acesso do GenBank n°
AI491091 fragmento de 580 pb.

As condig¢des de tempo e temperatura da PCR foram de 95 °C (5 min), para
desnaturar, e 20 ciclos de amplifica¢do (95 °C por 1 min, 50 °C por 1 min, 72 °C por 1

min) com um ciclo final de 5 min a 72 °C.

3.2.6 Citometria de fluxo

Para a determinagdo do contetdo de DNA (pg), foram selecionadas
aleatoriamente 3 plantas controle de cada espécie, germinadas in vitro na auséncia de
reguladores de crescimento e aclimatizadas em casa de vegetagdo, e as plantas
transgénicas de berinjela e tomateiro.

Aproximadamente 20-30 mg de folha fresca de cada planta e dos padrdes
internos de referéncia interna Glycine max Mill. (valor 2C = 2,5 pg de DNA; para o
caso de tomateiro) e Pisum sativum L. (valor 2C = 9,09 pg de DNA; para o caso de
berinjela) foram cortadas em pequenos pedagos com uma navalha de aco descartavel na
presenga de 1 mL de tampao LBO1 para liberagcdo dos nucleos (Dolezel & Bartos,
2005). O tecido previamente picado foi aspirado através de duas camadas de tela
metalica com uma pipeta plastica, filtrado por uma membrana de nylon de 50 um e

coletado em um tubo de poliestireno.
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A suspensao de nticleos foi corada com 25 pL de solugdo de iodeto de propidio
(1 mg.mL™), sendo adicionados 5 uL de RNAse para cada amostra. As amostras foram
armazenadas a 4°C no escuro e analisadas ap6s 1-2 horas.

Para cada amostra, no minimo 10.000 nucleos foram analisados usando um visor
de escala logaritmica. As analises foram realizadas com utilizagdo de um citometro
FacsCalibur (Becton Dickinson). Cada histograma citométrico foi salvo usando o
software Cell Quest e analisado com o software WinMDI 2.8. O conteudo de DNA

nuclear (pg) das amostras foi estimado de acordo com a seguinte equagao:

Amostra (2C DNA) = Canal do pico G1 da amostra X conteudo de DNA do padrao

Canal do pico G1 do padrao

A determinacao foi repetida uma vez para validar os dados obtidos quando da

primeira determinac¢do da quantidade de DNA.

3.2.7 Avalia¢oes morfologicas descritivas da parte aérea de plantas transformadas

Durante a fase de desenvolvimento em casa de vegetacdo, algumas
caracteristicas morfologicas foram acompanhadas entre os eventos transformados e seus

respectivos controles.

3.2.8 Avaliacoes morfologicas descritivas dos frutos e sementes de plantas

transformadas de tomateiro

Cinco frutos de cada evento transformado de Solanum Ilycopersicum e cinco
frutos controle foram avaliados quanto a massa fresca dos frutos, o nimero de sementes
normais € o nimero de sementes abortadas e a relagdo sementes normais/massa fresca e
sementes abortadas/massa fresca. Os dados foram avaliados por analise de variancia
ANOVA a 5% probabilidade e separagdo de médias pelo teste Tukey a 5% de
significancia. O teste de separacdo de médias foi realizado pelo programa estatistico

GENES (Cruz, 2006).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.2 Dosagem de sele¢ao ao antibiético higromicina em Solanum lycopersicum

Transformacao genética na cultivar de tomateiro Moneymaker foi realizada com
a dose do agente seletivo higromicina 20 mg.L" e todos os explantes submetidos ao
agente seletivo apresentaram senescéncia e necrose, evidenciando entdo dosagem
exessiva do agente seletivo. Como medida de ajuste, realizou-se a curva de letalidade
com dosagens de 0, 15, 17,5 20 e 22,5 mg.L'1 de higromicina; o efeito de senescéncia e
necrose também foi visualizado em todos os tratamentos contendo o agente de sele¢dao
durante o periodo de 40 dias (Figuras 6 e 7). Nova curva de letalidade utilizando as
dosagem de 0, 5, 7,5 10 e 12,5 mg.L'1 de higromicina em explantes de cotilédones,
hipocétilos e folhas da cultivar Santa Clara, onde dentro desta faixa de concentracao
pode-se evidenciar nos diferentes tratamentos as respostas de regeneracdo, auséncia de
regeneragdo, senescencia e necrose (Figura 7).

No meio de regeneracdo sem a presenca do agente seletivo higromicina houve
calejamento em 100% dos explantes; quanto ao niimero de brotacdes houve média de 13
brotos nos explantes de cotilédones e 24 brotos nos explantes de hipocétilo e 5 em
explantes de folhas. Na dosagem de 5 mg.L™' de higromicina quantificou-se a média de
calejamento de 25% nos explantes de hipocotilos e cotilédones, ndo sendo evidenciado
nos explantes de folhas; observou-se a presenca de 3 unidades de brotos nos explantes
de cotilédones e 5 unidades de brotos nos expantes de hipocotilos € ndo foram
observados brotos nos explantes de folhas sob selegdo de 5 mg.L" de higromicina.

As diminui¢des dos conteudos de clorofilas a e b em explantes de cotilédones e
hipocoétilos em relagdo as diferentes concentragdes do agente seletivo (Figuras 2 e 3).
Houve marcante decréscimo das massas frescas (Figura 4) e as médias de calejamento e
formagdo de brotos nos diferentes explantes (Figura 5), em relagdo as dosagens do
agente seletivo.

A higromicina ¢ usada universalmente para a selecdo e manutengdo de células
tanto eucariotas como procariotas que portam um gene de resisténcia, chamado Aph.
Desde o descobrimento deste gene, a higromicina tem sido utilizada como um
antibiotico de selecdo em experimentos de transformagdo genética (Elzen et al., 1985).

O gene de Apt (ou aph IV) codifica para a enzima fosfotransferase da

higromicina (HPT; EC 2.7.1.119), também conhecido como aminoglicosideo 4' —
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fosfotransferase (APH [4]). Esse gene foi isolado de E. coli e expressa para uma
quinona que inativa o antibidtico catalisando-o através da fosforilagdo do grupamento
hidroxila (Elzen et al., 1985).

A dosagem ideal para a selegdo de explantes de cotilédones e hipocotilos de
tomateiro referente as dosagens testadas foi a de 7,5 mg.L"' de higromicina B, onde
podemos visualizar uma manutencao da vitalidade do explante, mas porém, sem
apresentar brotos regenerados. Em 5,0 mg.L™" de higromicina B houve diferenciagdo de
brotos regenerantes tanto nos explantes de hipocoétilos quanto nos de cotilédones,
resultando, portanto, em dosagem ineficiente para ser utilizada em processos de
transformagdo, pois permitiria a formacio de escapes. Dosagens acima de 7,5 mg.L"' de
higromicina B mostraram-se muito toxicas, levando os explantes a apresentarem areas
necroticas, em especial na superficie do explante em contato com o meio contendo o
agente seletivo. O que contraria a literatura existente (Xia, 2003; Cheng 2004; Shrish &
Gupta, 2005; Gupta, 2006) sobre doses utilizadas de higromicina para trabalhos de
transformagdo genética de tomateiro. Nesses, os autores relatam a obtencdo de

transformantes utilizando 20 mg.L™" de higromicina como agente seletivo.

‘ —e—Ca —m— Cb —a— Carotendides ‘

0.14 -
0.12 |

0.1+
0.08 -
0.06 -
0.04 -
0.02

mg.kg' de Massa
Fresca

0 5 75 10 125
Higromicina (mg.L™)

Figura 2 - Curva de letalidade de explantes de segmentos cotilédones de tomateiro
relacionando os conteudos de Ca (clorofila a) Cb (clorofila b) e carotendides em
mg.Kg" de massa fresca em relagio as dosagens de Higromicina B.
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Figura 3 - Curva de letalidade de explantes de segmentos de hipocétilos de tomateiros,
relacionando os contetidos em rng.Kg'1 de massa fresca de Ca (clorofila a) Cb (clorofila
b) e carotendides em relagdo as dosagens de Higromicina B.
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Figura 4 - Curva de letalidade de explantes de segmentos de hipocétilos e cotilédones
de tomateiro, relacionando as médias de massa fresca pelas dosagens de Higromicina B.
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Figura 5 - Curva de letalidade de explantes de segmentos de hipocétilos e cotilédones
de tomateiro relacionando as médias de calejamento em porcentagem e médias de
brotos por unidade pelas dosagens de Higromicina B.
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Figura 6 - Curva de letalidade, Figura 7 - Curva de letalidade, explantes de
explantes de hipocotilos e folhas hipocétilo e cotilédones da cultivar Santa
cotilédones da cultivar Clara nas dosagens de (A) 0; (B) 5; (C) 7,5; (D)

Moneymaker nas dosagens de 10 e (E) 12,5 mg-L-l de higromicina.
(A)0; (B) 15;(C)17,5; (D) 20 e
(E) 22,5 mg.L"! de higromicina.

3.3.4- Teste histoquimico in situ para detecciio da expressio de GUS

Tecidos vegetais (folhas, peciolos, frutos e ovarios) de plantas transgénicas e
plantas-controle forma utilizadas para a detec¢do histoquimica in situ do gene GUS
(Figuras 8, 9 e 10).

A natureza transgénica das plantas aclimatizadas foi inicialmente confirmada por
meio de andlises histologicas da expressio do gene CAMV35S/uid4 em segdes
transversais de frutos jovens de tomateiros (Figura 8 B e C) e ovarios de berinjela
(Figura 9B e C). Nos tecidos desses mesmos 0rgdos provenientes de plantas-controle

nao houve deteccao histoquimica de expressdao do gene (Figuras 8A e 9A).
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Nas seg¢oes transversais de peciolo, da nervura cental e lamina foliar a coloragao
foi mais marcante junto a regido de feixes vasculares (Figura 10 B, D e F). Nao houve
expressdo nas analises histoquimicas in sifu para o gene GUS em tecidos provenientes
das plantas-controle (Figura 10A, C e F).

Esses resultados estdo em concordancia com os obtidos por varios autores
incluindo Jefferson (1987), Jefferson et al. (1987), Nogueira (2000), Otoni ef al. (2003)
e Oliveira et al. (2009).

Figura 8 - Teste histoquimico de GUS em fruto imaturo de plantas controle e plantas
possivelmente transformadas de tomateiro ‘Moneymaker’. A - Corte transveral de fruto
imaturo proveniente de uma planta controle; B e C - Corte transverais de frutos
imaturos GUS positivos de plantas possivelmente transformadas.

Figura 9 - Teste histoquimico do gene GUS em ovarios de plantas controle e plantas
possivelmente transformadas de berinjela ‘Long Purple’. A - Corte transveral de ovario
jovem proveniente de uma planta controle. Notar a auséncia de coloragdo azul tipica da
expressio de GUS; B e C - Cortes transverais de ovarios jovens de plantas
possivelmente transformadas, evidenciando a expressao tipica de GUS.
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Figura 10 - Teste histoquimico para o gene GUS em tecido vegetal de plantas controle
e plantas potencialmente transformadas de tomateiro ‘Moneymaker’. A, C e E: cortes
transversais de peciolo, nervura central e lamina foliar, respectivamente, em plantas
controle; B, D e F: cortes transversais de peciolo, nervura central e lamina foliar,
respectivamente, em plantas transformdas apresentando a expressdo tipica do gene
GUS. Barra =200 pm.

3.3.5 Analise de PCR para verificacao da integracio do gene GmMIPS1

A revelacdo da eletroforese de gel de agarose foi realizada mediante sua
exposicdo a uma fonte de radiacdo UV. A identificagdo do fragmento de DNA foi
realizada quando comparado a marcador molecular de tamanho conhecido e controles
positivos, resolvidos juntamente com as amostras durante a eletroforese.

As amostras putativamente transformadas foram confirmadas molecularmente

por amplificagdo de PCR (Figura 11).
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Figura 11 - Revelacdo de separacdo eletroforética dos produtos da reagdo de PCR com
iniciadores para o gene GmMIPS1. M= marcador molecular, 1 e 2 controles negativos
de tomate, 3 e 4 controles negativos de berinjela, x = auséncia de amostras, 5 = controle
positivo (vetor de transformacdo), 6 a 8 plantas de tomateiro transformadas, 9 a 11
plantas de berinjela transformadas.

3.3.6 Analise da expressao génica

Apos separagdo eletroforética em gel de agarose a 1% das reagdes de PCR com
o iniciador EF-1la, realizadas com as amostras de RNA e RNA tratado com DNAse,
verificou-se a pureza desse RNA, fonte para sintese de cDNA. Mediante a ndo
revelagdo de bandas, confirmou-se a auséncia de fragmentos contaminantes de DNA
que pudessem fornecer falsos positivos na analise de expressao.

Com o cDNA sintetizado a partir das amostras de RNA tratadas com DNAse,

reagoes de PCR foram conduzidas a fim de verificar a expressdo do gene EFla do fator
de alongamento, representando o controle interno da reacao.
Ap6s verificada a amplificagdo e padronizagdo do cDNA para o fator de alongamento
pode-se realizar a analise de expressdo para o gene MIPS. Para tal, iniciadores
especificos para o gene MIPS de tomateiro foram utilizados para verificagdo da
expressdo génica, onde comprovou-se o silenciamento génico em amostras de sementes
abortadas dos eventos transformados (Figura 12).

A expressao do gene MIPS em sementes de outras espécies foi relatada por
Abreu et al. (2006) em sementes de Passiflora edulis em todos os estidgios de
desenvolvimento analisados. Observarm um nivel maximo de expressdo, com presenca
de um pico marcante, ao nono dia apds a polinizagao. Chun et al. (2003) detectaram
transcritos em sementes de soja em diferentes estagios de desenvolvimento. Hegeman et
al. (2001) afirmam que nas sementes de soja a expressao do gene MIPS ocorre nos

primeiros estagios de desenvolvimento, com sementes de at¢ 10 mm de comprimento.
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Desta forma, para o caso de tomateiro, pode-se afirmar que o silenciamento do
gene mio-inositol-fostato-sintase esta ligado ao aborto de sementes, uma vez que
sementes abortadas do controle expresam o gene MIPS, sendo seu aborto ocasionado
por outro fator. Sementes normais transformadas apresentam expressao do gene MIPS,
comprovando que mesmo com o transgene de silenciamento, se este ndo ocorre,
sementes normais sdo formadas, dando maior sustentabilidade a hipotese de aborto de

sementes causado por silenciamento do gene MIPS.

. mips

i« EFl-a

Figura 12 - RT-PCR do gene MIPS em plantas transformadas e controles de tomateiro.
Linhas 1, 2 e 3: sementes normais dos individuos controle; plantas transgénicas 1.1 e
1.3, respectivamente. Linhas 4, 5, 6 ¢ 7: sementes abortadas dos individuos controle,
plantas transgénicas 1.1, 1.2 e 1.3, respectivamente.

3.3.7 Citometria de fluxo.

As andlises de citometria de fluxo apresentaram CV inferiores a 3%. As 3
plantas controle de tomateiros analisadas apresentaram 2,1, 2,11 e 2,1 pg de DNA
(Tabela 1). Para berinjela as 3 plantas controle analisadas apresentaram 2,82, 2,82 ¢
2,78 (Tabela 2). Vale destacar que a planta TPT1 apresentou células com variacdo de
ploidia, apresentando os picos respectivos aos valores 2C, 4C e 8C, caracterizando-se,
portanto, como um mixoploide (Figura 13 B). Ja& a planta TPT2 apresentou-se com
quantidade de DNA (2,1 pg) compativel a apresentada pelos controles (Tabela 1, Figura
13 C). A planta TPT3 apresentou-se como tetrapléide, com quantidade de DNA
equivalente a 4,05 pg (Tabela 1).

Por outro lado, para berinjela todos os 3 eventos transgénicos (BPT1, BPT2 e
BPT3) analisados apresentaram quantidade de DNA  compativel com aquelas
apresentadas pelos controles (Tabela 2, Fig. 13 F, G, H).

Os dados de citometria obtidos para tomateiro (Tabela 1) reforcam a necessidade
de reavaliacao dos protocolos de regeneracdo e de transformacao genética, uma vez que

ao contrario do observado em berinjela (Tabela 2), houve regeneragdo de plantas
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tetrapldides e mixoploides. Cabe também ressaltar que a via morfogénica direta
observada em berinjela e a indireta em tomateiro contribuem para a maior ou menor
estabilidade genética de regenerantes primdrios, conforme observado no presente
trabalho.

A instabilidade genética, comumente observada em plantas cultivadas e
mantidas in vitro durante periodos prolongados, pode representar limitagao do emprego
das técnicas de cultivo in vitro, sobretudo na propagagcdo massal de plantas e na
transformagdo genética (Evans et al., 1984; Larkin & Scowcroft, 1981; Karp, 1991).

Os resultados obtidos no presente trabalho concordam, portanto, com o descrito
por Ellul et al. (2003), em que os autores relatam que o nivel de ploidia de plantas
transgénicas de 5 variedades de tomateiro, acessado também por citometria de fluxo, ¢
genotipo- e protocolo-dependente. Diante dessa realidade, ressaltaram a importancia e a
necessidade de avaliacdo do nivel de ploidia dos transformantes primarios, previamente
a qualquer inten¢do de incorpora-los em programas de melhoramento.

E crescente o uso de analises de citometria de fluxo na deteccdo de variacdes de
niveis de ploidias em cultura de tecidos, células e 6rgaos vegetais. A variacdo genética
mais comum observada na cultura de tecidos ¢ o aumento no nivel de ploidia ¢ a
citometria de fluxo mostra-se eficaz na identificagdo deste tipo de mudanca, uma vez
que revela apenas grandes diferencas no tamanho do genoma (acima de 2%), aliando
ainda as vantagens de rapidez e eficiéncia para estudos do nivel de ploidia em larga
escala (Ellul et al. 2003; Loureiro et al., 2005; Clarindo et al., 2008; Orbovié et al.,
2008).

Orbovié et al. (2008) analisando a variabilidade genética de cinco populagdes de
plantas de limdo, obtidas de 6vulos através de diferentes procedimentos de cultura in
vitro, também identificaram apenas uma planta contendo células dipldides e

tetraploides.
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Tabela 1 — Valores de DNA 2C em picogramas (pg) determinada por analise de
citometria de plantas obtidas via seminifera (controles TPC1, TPC2 e TPC3) e plantas
transgénicas (TPT1, TPT2 e TPT3) de tomateiro (Solanum lycopersicon
‘Moneymaker’) .

DNA (pg) Média Desvio-padrao Coeficiente de

Variacao (%)
TpCl 2,1 0,023 2,34
TPC2 2,11 0,01 1,89
TPC3 2,1 0,015 2,12
TPT1 2,07 0.029 2.8
TPT2 2,14 0.02 276
TPT3 4,05 0.062 254

TPC: Tomate Planta Controle
TPT: Tomate Planta Transgénica

Tabela 2. Valores de DNA 2C em picogramas (pg) determinada por andlise de
citometria de plantas obtidas via seminifera (controles BPC1, BPC 2 e BPC 3) e plantas
transgénicas (BPT1, BPT2 e BPT3) de berinjela (Solanum melongena ‘Long Purple’)

DNA (pg) Média Desvio-padrao Coeficiente de

Variacao (%)

BPC1 2.82 0,03 2.11
BPC2 2.82 0,055 2.23
BPC3

2.78 0,045 2.67
BPTI1 2.85 0,021 1.79
BPT2 2.82 0,047 2.67
BPT3 2.74 0,03 2.36

BPC: Berinjela Planta Controle
BPT: Berinjela Planta Transgénica
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Figura 13 - Histogramas de citometria de fluxo referentes a tomateiro (A-D) e berinjela
(E-H). O primeiro pico nos citogramas A-D corresponde ao padrdo interno Glycine max
(2,5 pg) e e de E-H a Pisum sativum (9,09 pg). A, E — Citogramas obtidos de plantas
provenientes da germinagdo de sementes in vitro; B. Linhagem transgénica 1 (TPT1) de
tomateiro Moneymaker, evidenciando picos com valores 2C, 4C e 8C, caracterizando a
ocorréncia de mixoploidia. C. Linhagem transgénica 2 (TPT2) de tomateiro
Moneymaker, com contetido de DNA compativel com a planta controle; D. Linhagem
transgénica 3 (TPT3) de tomateiro Moneymaker, com valor duplicado de DNA; F-H —
Linhagens transgénicas de berinjela ‘Long Purple’, BPT1, BPT2 e BPT3,
respectivamente, com conteido de DNA compativel com aquele apresentado pela planta
controle (E).
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3.3.8 Avalia¢oes morfolégicas descritivas da parte aérea de plantas transformadas

Durante a fase de desenvolvimento em casa de vegetacdo, algumas
caracteristicas morfoldgicas foram visualizadas como diferentes entre os eventos
transformados e seus respectivos controles.

No que se refere a morfologia da parte aérea das plantas as plantas
transformadas apresentam susceptibilidade a estresses bidticos e abidticos visivelmente
superior aos seus controles, tendo desenvolvimento afetado principalmente em .

melongena (Figura 14).

Figura 14 - Plantas transformadas e controle de Solanum melongena ‘Long Purple’ em
casa de vegetacio. A, B e C - plantas transformadas BPT1, BPT2 e BPTS3,
respectivamente; D - planta controle - BPC1.
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Nunes et al. (2005), trabalhando com silenciamento de MIPS em soja, nao
relataram diferengas morfologicas na parte aérea entre os eventos transformados e os
controles, porém sugeriram a avaliacdo destas caracteristicas em estudos
complementares.

As plantas de berinjela foram subcultivadas e aclimatizadas em casa de
vegetacdo contendo o mesmo padrdo morfologico, porém o desenvolvimento das
mesmas foi diferenciado, sendo severamente afetado nas plantas transformadas. Sabe-se
que além de reservas de fosfato os mio-inositol fosfatos estdo envolvidos em muitos
processos e rotas celulares como transdugdo e regulagdo de sinais, regulagdo da sintese
de ATP, transporte e estocagem de auxina, biossintese de parede celular, endocitose e
trafico de vesiculas, producdo de moléculas relacionadas ao estresse, da remodelagem
da cromatina, reparo e recombinagdo de DNA e expressdo de genes e exportagdo de
mRNAs (Safrany et al., 1999; York et al., 1999; Saiardi et al., 2002). Dessa forma, o
silenciamento génico pode ter alterado rotas de sinalizacdo especificas relacionadas a
morfogénese compativel com os declinios de vigor apresentados pelas plantas
transformadas. Porém estas afirmativas s3o meramente especulativas, sendo necessarios
estudos mais aprofundados, dentre esses, os ultraestruturais, a quantificagdo de
conteudos de mio-inositol em Orgdos vegetativos e reprodutivos, a mensuracao de

conteudos endogenos de auxinas, dentre outros, para confirmacgao dessa hipdtese.

3.3.9 Avaliacdes morfolégicas descritiva dos frutos e sementes de plantas

transformadas

No que tange as caracteristicas morfologicas dos frutos e sementes a hipotese
principal desta pesquisa foi confirmada, o silenciamento génico de mio-inositol-fosfato-
sintase interfere na formacdo de sementes, sendo o numero de sementes normais
encontrado nos eventos transgénicos fortemente reduzido ou eliminado, permanecendo
grande a quantidade de sementes abortadas.

Para comprovar estatisticamente esta diferenca morfologica, procedeu-se a
analise de variancia a 5% de probabilidade sob os valores quantificados avaliados de
cinco frutos de cada evento transformado de Solanum lycopersicum e cinco frutos
controle.

Foram avaliados a massa fresca de frutos, o nimero de sementes normais € o

numero de sementes abortadas ¢ a relagdo sementes normais/massa fresca e sementes
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abortadas/massa fresca. Para estas variaveis encontrou-se variacdo significativa em
numero de sementes normais relacdo sementes normais/massa fresca ¢ sementes
abortadas/massa fresca. Comprovando que ndo houve interagdo ou maiores
modifica¢des quanto ao desenvolvimento do fruto pelo aborto das sementes, uma vez
que a varidvel massa fresca ndo se mostrou significativa. O numero de sementes
abortadas também nao apresentou diferenca significativa entre os tratamentos, porém a
relacdo sementes abortadas/peso fresco apresentou diferencas.

O ntmero de sementes mormais (Figuras 15 e 20) foi significativamente
diferente entre as médias das sementes dos controles e aquelas dos eventos
transformados. Porém o ntimero de sementes abortadas (Figuras 16 e 20) nao diferiu
estatisticamente entre os controles se os eventos transformados, pois os controles
possuem naturalmente sementes abortadas, ndo sendo resposta do silenciamento de
genes e sim associado a outra natureza durante a sua formagao.

A relagdo sementes normais/massa fresca diferiu estatisticamente entre os
controles e os eventos transformados, comprovando que a diminuicdo de sementes
deve-se a fator outro que nao o de desenvolvimento do fruto (Figuras 17 e 18). Todavia,
a relacdo sementes abortadas/massa fresca, apresentou diferenca entre as médias para o
evento transgénico 1.3 por conter muitas sementes abortadas, sendo essa relagao

significativamente diferente das demais médias (Figura 19).
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Figura 15 - Médias dos nimeros de sementes normais em plantas controle (controle 1 e
controle 2) e nas plantas transformadas (mm 1.1, mm 1.2 e mm 1.3) de tomateiro.
Colunas com letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de
significancia.
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Figura 16 - Médias do nimero de sementes abortadas em plantas controle (controle 1 e
controle 2) e nas plantas transformadas (mm 1.1, mm 1.2 e mm 1.3) de tomateiro.
Colunas com letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de
significancia.
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Figura 17 - Médias da relacdo sementes normais/massa fresca dos frutos de plantas
controle (controle 1 e controle 2) e plantas transformadas (mm 1.1, mm 1.2 ¢ mm 1.3)
de tomateiro. Colunas com letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a
5% de significancia.

Figura 18 - Frutos de tomateiro do evento transformado e do evento controle. A
esquerda, fruto de evento transformado seccionado longitudinalmente, com auséncia de
sementes normais; a direita, fruto controle seccionado longitudinalmente mostrando
sementes normais.
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Figura 19: Média da relacdo sementes abortadas/massa fresca dos frutos de plantas
controle (controle 1 e controle 2) e plantas transformadas (mm 1.1, mm 1.2 ¢ mm 1.3)
de tomateiro. Colunas com letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a
5% de significancia.

Figura 20 - Sementes de tomateiro (Solanum Ilycopersicum ‘Moneymaker'). A -
sementes de um fruto proveniente de uma planta ndo transformada; B- caracteristica das
sementes predominantes no fruto de uma planta ndo transformada; C - teste
histoquimico de GUS em sementes de plantas nao transformadas seccionadas
longitudinalmente; D-teste histoquimico de GUS em sementes abortadas de plantas ndo
transformadas; E - sementes de fruto de planta transformada; F - caracteristica das
sementes predominantes no fruto de uma planta transformada; G - teste histoquimico
de GUS em cortes longitudinais de sementes de plantas transformadas; H - teste
histoquimico de GUS em sementes abortadas de plantas transformadas. Barra =0,2 cm.
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3.4 CONCLUSOES

A dosagem adequada para a selecdo de explantes de cotilédones e hipocoétilos de
tomateiro foi a de 7,5 mg.L™' de higromicina B. Dosagens acima dessa mostraram-se
muito toxicas, levando a clorose e necrose dos explantes.

A exce¢io aos carotendides, todas as varidveis analisadas apresentaram
decréscimos nas suas quantificagdes com o aumento das doses de higromicina B.

O teste histoquimico de GUS forneceu uma confirmacdo inicial da natureza
transgénica dos regenerantes primarios € a analise de PCR confirmou a integracdo do
transgene nas plantas transformadas.

O processo de regeneragao in vitro adotado no protocolo de transformacao para
tomateiro, ao contrario de berinjela, induziu a ocorréncia de poliploidia em alguns
regenerantes.

A andlise de expressao génica confirmou o mecanismo de silenciamento causado
pela integracdo do transgene, e a analise morfoldgica dos frutos confirma a hipdtese do

relacionamento da mio-inositol-fosfato-sintase com o desenvolvimento de sementes.

83



3.5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Baulcombe, D. RNA silencing in plants. Nature, 431:356-63, 2004.

Blaszczyk, J.; Tropea, J. E.; Bubunenko, M.; Routzahn, K. M.; Waugh, D. S.; Court, D.
L.; Ji, X. Crystallograthic and modeling studies of RNAse III suggest a mechanism for
double-stranded RNA clevage. Structure, 9:1225-36, 2001.

Carmell, M. A.; Hannon, G. J. RNAse III enzymes and the initiation of gene silencing.
Nature Structural & Molecular Biology, 11:214-218, 2004.

Cerutti, L.; Mian, N.; Bateman, A. Domains in gene silencing and cell differentiation
proteins: The novel PAZ domain and redefinition of the Piwi domain. Trends in
Biochemical Sciences, 25:481-482, 2000.

Clarindo, W.R.; Carvalho, C.R.; Aragjo, F.S.; Abreu, L.S.; Otoni, W.C. Recovering
polyploid papaya in vitro regenerants as screened by flow cytometry. Plant Cell, Tissue
and Organ Culture, 92:207-214, 2008.

Cogoni, C.; Irelan, J.; Schumacher, M.; Schmidhauser, T.; Selker, E.; Macino, G.
Transgene silencing of the a/-1 gene in vegetative cells of Neurospora is mediated by a

cytoplasmic effector and does not depend on DNA-DNA interactions or DNA
methylation. EMBO Journal, 15:3153-63, 1996.

Das, S.; Nath, U. Silence of the Genes. 2006 Nobel Prize in Physiology or Medicine.
General article. Resonance, April., 2007.

Dolezel, J.; Bartos, J. Plant DNA flow cytometry and estimation of
nuclear genome size. Annals of Botany, 95: 99-110, 2005.

Dunoyer, P.; Pfeffer, S.; Fritsch, C,; Hemmer, O.; Vonnet, O.; Richards, K.E.
Identification, subcelular localization and some properties of a cysteine-rich suppressor
of gene silencing encoded by Peanut clump virus. Plant Journal, 29 : 555-67, 2002.

Edwards, K.; Johnstone, C.; Thompson, C. A simple and rapid method for the
preparation of plant genomic DNA for PCR analysis. Nucleic Acids Research, 19:1349,
1991.

Ellu, P.; Garcia-Sogo, B.; Pineda, B.; Rios, G.; Roig, L.A.; Moreno, V. The ploidy level
of transgenic plants in Agrobacterium-mediated transformation of tomato cotyledons

(Lycopersocon esculentum L. Mill.) is genotype and procedure dependent. Theoretical
and Applied Genetics, 10:231-238, 2003.

Evans, D.A.; Sharp, W.R.; Medina-Filho, H.P. Somaclonal and gametoclonal variation.
American Journal of Botany, 77:759-774, 1984.

84



Fari, M.; Nagy, I.; Csanyi, M.; Mityko, J.; Andrasfalvy, A. Agrobacterium-mediated
genetic transformation and plant regeneration via organogenesis and somatic
embryogenesis from cotyledon leaves in eggplant (Solanum melongena L.
cv.‘Kecskeméti’). Plant Cell Reports, 15: 82-86, 1995.

Fire, A.; Xu, S.; Montgomery, M. K.; Kostas, S. A.; Driver, S. E.; Mello, C. C. 1998.
Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis
elegans. Nature, 391 : 806-11; 1998.

Gamborg, O.L.; Phillips, G.C. Plant cell, tissue and organ culture: fundamental
methods. Germany: Springer. 359p, 1995.

Gamborg, O.L.; Miller, R.A.; Ojima, K. Nutrient requirements of suspension cultures of
soybean root cells. Experimental Cell Research, 50:151-158, 1968.

Hegeman, C.E.; Good, LL.; Grabau, E.A. Expression of D-myo-inositol-3-phosphate
syntase in soybean. Implications for phytic acid biosynthesis. Plant Physiology,
125:1941-1948, 2001.

Hutvagner, G.; Zamore, P. D. A microRNA in a multiple-turnover RNAi enzyme
complex. Science, 297: 2056-2060, 2002.

Jefferson, R.A. Assaying chimeric genes in plant: the GUS gene fusion system. Plant
Molecular Biology Reports, 5:387-405, 1987.

Jefferson, R.A., Kavanagh, T.A., Bevan, M.W. GUS fusion:B-glucuronidase as a
sensitive and versatile gene fusion marker in higher plants. EMBO Journal, 6:3001-
3907, 1987.

Karp, A. On the current understanding of somaclonal variation. Oxford Surveys of Plant
Molecular and Cell Biology , 7: 1-58, 1991.

Klahre, U,; Crete, P.; Leuenberger, S.A.; Iglesias, V.A.; Meins, F. High molecular
weight RNAs and small interfering RNAs induce systemic postranscriptional gene

silencing in plants. Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 99: 11981-
11986, 2002.

Larkin, P.J.; Scowcroft, W. R. Somaclonal variation: a novel source of variability from
cell cultures for plant improvement. Theoretical and Applied Genetics, 60:443-455,
1981.

Liu, J.; Carmell, M.A.; Rivas, F.V.; Marsden, C.G.; Thomson, J.M.; Song, J.J,;
Hammond, S.M.; Jouhua-Tour, L.; Hannon, G. J. Argonaute? is the catalytic engine of
mammalian RNAI. Science, 305:1437-41, 2004.

Lichtenthaler, H.K. Chlorophylls and carotenoids: pigments of photosynthetic
biomembranes. Methods in Enzymology, 148:3349-3382, 1987.

Loureiro, J.; Pinto, G.; Lopes, T.; Dolezel, J.; Santos, C. Assessment of ploidy stability
of the somatic embryogenesis process in Quercus suber L. using flow cytometry.
Planta, 221:815-822, 2005.

85



McCormick; Niedermeyer, J.; Fry, J.; Barnason, A.; Horsch, R.; Fraley, R. Leaf disc
transformation of cultivated tomato (L. esculentum) using Agrobacterium tumefaciens.
Plant Cell Reports, 5:81-84, 1986.

Mallory, A.C.; Ely, L.; Smith, T.H.; Marathe, R.; Anandalakshmi, R,; Fagard, M.;
Vaucheret, H.; Pruss, G.; Bowman, L.; Vance, V.B. HC-Pro suppression of transgene

silencing eliminates the small RNAs but not transgene methylation or the mobile signal.
Plant Cell, 13 : 571-83, 2001.

Napoli, C.; Lemieux, C.; Jorgensen, R. Introduction of a chimeric chalcone synthase
gene into petinia results in reversible co-suppression of homologous genes in trans.
Plant Cell, 2:279-89, 1990.

Nogueira, F.T.S. Tranformacgdo genética e regeneracdo in vitro de tomateiros
(Lycopersicon esculentum Mill.) ‘Santa Clara’ e mutante ‘Firme’;inser¢do do cDNA
ACCs na orientagdo anti-senso. Dissertacdo. Mestrado em Fisiologia Vegetal.
Universidade Federal de Vigosa, 121 p. 2000.

Nunes, A.; Vianna, G.; Cuneo, F.; Amaya-Farfan, J.; de Capdeville, G.; Rech, E.;
Aragdo, F. RNAi-mediated silencing of the myo-inositol-1-phosphate synthase gene

(GmMIPS1) in transgenic soybean inhibited seed development and reduced phytate
content. Planta, 224: 125-132, 2006.

Oliveira, M.L.P.; Febres, V.J.; Costa, M.G.C.; Moore, G.A.; Otoni, W.C. High-
efficiency Agrobacterium-mediated transformation of citrus via sonication and vacuum
infiltration. Plant Cell Reports, 28: 387-395, 2009.

Otoni, W.C.; Picoli, E.A.T.; Costa, M.G.C.; Nogueira, F.T.S.; Zerbini, F.M. (2003)
Transgenic tomato. In: Singh, R.P.; Jaiwal, P. J. (Eds.) Plant genetic engineering:
Improvement of vegetables, v.5. Houston:Sci Tech Publishing LLC, .p.40-131.

Orbovié, V.; Calovié, M.; Viloria, Z.; Nielsen, B.; Gmitter Jr., F.G.; Castle, W.S.;
Grosser, J. W. Analysis of genetic variability in various tissue culture-derived lemon
plant populations using RAPD and flow cytometry. Euphytica, 161:329-335, 2008.

Palauqui, J. C.; Elmayan, J. M.; Vaucheret, H. Systemic acquired silencing: Transgene-
specific post-transcriptional silencing is transmitted by grafting from silenced stocks to
non-silenced scions. EMBO Jounal, 16:4738-45, 1997.

Parrish, S.; Fleenor, J.; Xu, S.; Mello, C.; Fire, A. Functional anatomy of a dsRNA
trigger: Differential requirement for the two trigeer strands in RNA interference.
Molecular Cell, 6:1077-87, 2000.

Romano, N.; Macino, G. Quelling: Transient inactivation of gene expression in
Neurospora crassa by transformation with homologous sequences. Molecular
Microbiology, 6:3343-53, 1992

86



Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T Molecular cloning: a laboratory manual. New
York:Cold Spring Harbor Laboratory Press. 2 ed., 1989.

Tepfer, M. and CassE-Delbart, F. Agrobacterium rhizogenes as a vector for
transforming higher plants. Microbiological Science, 4:24-28, 1987.

Tomari, Y.; Matranga, C.; Haley, B.; Martinez, N.; Zamore, P. D. A protein sensor for
siRNA asymmetry. Science, 306: 2004.

Van Der Krol, A.R.; Mur, L.A.; Beld, M.; Mol, J. N. M.; Stuitje, A. R. Flavonoid genes
in petunia: Addition of a limited number of genes copies may lead to a suppression of
gene expression. Plant Cell 2:291-299, 1990.

Xie, Z.; Johansen, L. K.; Gustafson, A. M.; Kasschau, K. D.; Lellis, A. D.; Zilberman,
D.; Jacobsen, S. E.; Carrington, J. C. Genetic and functional diversification of small
RNA pathways in plants. PloS Biology 2: E 104, 2004.

Yan K. S.; Yan, S.; Farooq, A.; Han, A.; Zeng, L.; Zhou. M. M. Structure and
conserved RNA binding of the PAZ domain. Nature, 426:468-474, 2003.

Yoo, B. C.; Kragler, F.; Varkonyi-Gasic, E.; Haywood, V.; Archer-Evans, S.; Lee, Y.
M.; Lough, T. J.; Lucas, W.J. A systemic small RNA signaling system in plants. Plant
Cell, 16:1979-2000, 2004.

York, J.D.; Odom, A.R.; Murphy, R.; Ives, E.B.; Wente, S.R. A phospholipase C-
dependent inositol polyphosphate kinase pathway required for efficient messenger RNA
export. Science, 285:96—100, 1999.

Zamore, P. D. Ancient pathways programmed by small RNAs. Science, 296:1265-1269,
2002.

87



4 CONCLUSOES GERAIS

Nos estudos realizados no presente trabalho pode-se concluir que:

- Houve maior eficacia nos processos de desinfestagdo de sementes de berinjela,
quando a sanitizacdo foi realizada, utilizando imersdo em agua deionizada em conjunto
com as desinfestacdes com hipoclorito de sodio a 1,25% (v/v) a cada doze horas durante
um periodo de 36 horas. Em sementes de tomateiro, a desinfestagdo descrita por
Nogueira (2000) foi a mais adequada quando comparada com a proposta por Di et al.
(1996).

- As trocas gasosas durante a germinacao foram avaliadas e estas favoreceram o
desenvolvimento das plantulas e geraram explantes em maior nimero ¢ de melhor
qualidade para utilizacdo na transformagdo genética via Agrobacterium tumefaciens.

- Visando ao aumento da eficiéncia de transformacao, a técnica de SAAT foi
avaliada em explantes de hipocotilos e cotilédones de tomate, resultando em maior area
de expressao transiente do gene GUS quando os explantes foram expostos durante 6
segundos, e a imersdo com Agrobacterium tumefaciens foi empregada apds 24 horas de
exposic¢do ao ultra-som. Comprovou-se, também, que a sonicagdo causa danos celulares
em A. tumefaciens ocasionando sua morte e essa taxa ¢ aumentada com o acréscimo do
tempo de exposi¢ao ao ultra-som.

- As respostas de regeneracdo dos explantes foram testadas em relagdo a
utilizagdo da técnica de SAAT, onde o processo regenerativo foi influenciado
positivamente na formagao de ramos, foliolos e ganho de massa fresca quando o SAAT
foi empregado durante trés segundos.

- No proposito de obter-se transformantes estaveis foi necessario a avaliacdo da
curva de morte para o agente seletivo higromicina, e nossas observagdes levaram a
conclusdo que a dosagem de 7,5 mg.L" de higromicina B ¢ a ideal para a sele¢io de
explantes de cotilédones, hipocotilos e folhas de tomateiro. As plantas regeneradas apos
processo de transformagio e sele¢io com 7,5 mg.L" de higromicina B apresentaram
integragdo estavel do transgene, que foi confirmado inicialmente através de teste
histoquimico de GUS e comprovado por PCR.

- As plantas transgénicas estdveis foram avaliadas perante a andlise de
expressdo génica, verificando o mecanismo de silenciamento causado pela integracdo
do transgene. Estes resultados confirmam nossa hipdtese de que a alta homologia entre
a sequéncia génica encontrada na familia MIPS possibilita a utilizacdo do gene isolado

de soja GmMIPS1 para o silenciamento do gene MIPS endogeno de outras espécies, em
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nosso trabalho confirmado para tomate. O silenciamento confirma, também, nossa
hipotese sobre o relacionamento da mio-inositol-fosfato-sintase com o desenvolvimento

de sementes, causando diminui¢do em numero e qualidade das sementes.
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