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RESUMO

A batata uma essencial “comida para todos”, € hoje uma das mais
importantes culturas alimentares e constitui a quarta cultura mais importante do
mundo, sendo também fonte de seguranca alimentar. Todavia, muitas doencas
causadas por virus, bactérias e fungos afetam a cultura desta planta, resultando em
perdas e diminuicdo da qualidade e seguranca dos produtos agricolas. O controle de
doencas nas plantas baseia-se principalmente de pesticidas quimicos que estao
atualmente sujeitos a fortes restricdes e requisitos regulamentares. Nesse sentido,
varios peptideos antimicrobianos tém sido a base para a concep¢do de novos
analogos sintéticos e tém sido expressos em plantas transgénicas para conferir
protecdo a doencas. O desenvolvimento de plantas transgénicas, contendo um gene
que sintetiza um peptideo antibacteriano, tem sido uma das formas estudadas para
se controlar doencas bacterianas. No presente estudo, plantas de batata (Solanum
tuberosum), cultivar Asterix, foram transformadas com genes codificadores do
peptideo Pg-AMP1 de Psidium guajava, com objetivo de promover resisténcia a
bactérias que afetam a cultura da batata, nomeadamente Pectobacterium
atrosepticum e Pectobacterium carotovorum. Experimentos de transformacao
genética mediada por Agrobacterium permitiram a obtencdo de 13 linhagens
transgénicas de Solanum tuberosum Pg-AMP1l, representando eventos
independentes de transformacdo. Paralelamente aos experimentos de
transformacdo genética, foram realizados bioensaios in vitro com o peptideo
recombinante purificado Pg-AMP1 contra as cepas bacterianas P. atrosepticum e P.
carotovorum e bioensaio in vivo em folhas de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum)
transformada com o peptideo com as mesmas cepas bacterianas. No que se refere
a resisténcia das folhas contra o ataque das bactérias P. atrosepticum e P.
carotovorum, as linhagens transformadas de tabaco Pg-AMP1 apresentaram
sintomas de necrose menos severos comparativamente as nao transgénicas. Do
mesmo modo o peptideo Pg-AMP; apresentou atividade bactericida contra as cepas
bacterianas P. atrosepticum e P. carotovorum. Assim sendo, estes resultados
sugerem a viabilidade do peptideo Pg-AMP1 na utilizacdo de transformacdes
genéticas de Solanum tuberosum visando resisténcia a bactérias patogénicas que

afetam a cultura.
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ABSTRACT

Potato, known as essential "food for all', is one of the most important food
crops in nowadays. It is the fourth most important crop in the world and is also a
source for food security. However, many diseases caused by viruses, bacteria and
fungi affect plant cultivation, resulting in losses and decrease the quality and safety of
agricultural products. The control of plant diseases is mainly based on chemical
pesticides that are currently subject to severe restrictions and regulatory
requirements. Accordingly, various antimicrobial peptides have being the basis for
new synthetic analogs designing and have been expressed in transgenic plants to
confer disease protection. The development of transgenic plants containing a gene
that synthesizes an antibacterial peptide, has been has been used to bacterial
diseases control. In this study, potato plants (Solanum tuberosum) Asterix, were
transformed with genes encoding the peptide Pg-AMP1 from Psidium guajava aiming
to produce resistant plants to Pectobacterium atrosepticum and Pectobacterium
carotovorum. Experiments of genetic transformation by Agrobacterium - mediated
allowed 13 different events of transgenic Solanum tuberosum Pg-AMP1,
representing different transformation events. In parallel to genetic transformation
experiments in vitro bioassay with recombinant peptide purified Pg-AMP; was
performed. Bacterial strains P. atrosepticum and P. carotovorum were evaluated and
in vivo in Tobacco (Nicotiana tabacum) leaves from transformed plants containing the
peptide. In resistance assay against P. atrosepticum and P. carotovorum in tobacco
plants showed less severe symptoms compared to non-transgenic. Likewise the Pg-
AMP1 peptide showed bactericidal activity against bacterial strains P. atrosepticum
and P. carotovorum. Thus, these results suggest the feasibility of the peptide Pg-
AMP1 the use of genetic transformation of Solanum tuberosum for resistance to

pathogenic bacteria that affect the crop.

Keywords: Solanum tuberosum, genetic transformation, Pg-AMP1, Resistance.
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1. INTRODUCAO

Por muitos anos, o Unico método disponivel para a introducdo de caracteristicas
de interesse em plantas foi o melhoramento classico, envolvendo cruzamentos,
seguidos pela selecdo de plantas com fendtipo desejavel. Porém, esse processo €
lento, necessitando varios anos para produzir e liberar comercialmente uma nova

variedade (Santarém, 2000).

A Engenharia Genética tem aperfeicoado técnicas cada vez mais eficientes nos
altimos anos, possibilitando a clonagem de genes codificadores de proteinas
recombinantes em células hospedeiras procarioticas e eucarioticas (Kovalskaya &
Hammond, 2009), propiciando assim uma maior variedade de genes para introducéo

em outras espécies.

A Engenharia Genética de plantas pode acelerar o processo de melhoramento,
como também permite transpor as barreiras de incompatibilidade sexual através da
hibridizacdo somética ou da introducdo de genes especificos em células vegetais,

utilizando os métodos de transformacao (Santarém, 2000).

A transformacao genética baseia-se na transferéncia de material genético (DNA)
para uma célula vegetal-alvo. Desta forma que o DNA de interesse € incorporado e
expresso de forma estavel no genoma vegetal. A posterior regeneragdo in vitro
dessa célula, inicialmente transformada, ira gerar uma planta transgénica contendo o
gene de interesse (Santarém, 2000; Guimaraes et al, 2003). Assim, a transformacéo
genética € uma técnica que pode auxiliar em programas de melhoramento genético
pela introducdo de uma nova caracteristica ou a alteracdo de uma preexistente, em
cultivares ou genotipos elite, sem modificar a estrutura genética global da planta

(Guimaraes et al, 2003).

Plantas transgénicas sdo também importantes ferramentas para estudos
moleculares de funcdo e expressdo de genes, de processos fisiolégicos e de

desenvolvimento vegetal (Guimarées et al, 2003).

A eficiéncia do método de transformacgéo vai depender da espécie em estudo, do
tecido utilizado como alvo e da metodologia empregada. O fumo (Nicotiana
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tabacum) € uma espécie muito utilizada como modelo em transformacao genética de
plantas, devido a facilidade de transformacéo e avaliacdo da expressdo dos genes

inseridos (Santos et al, 2011).

Originaria da América do Sul, a batata (Solanum tuberosum L.) j& era consumida
por populacdes nativas ha mais de 10.000 anos (Engel, 1970). E uma planta anual,
herbacea, eudicotiledénea e propagada principalmente de forma vegetativa (Sarkar,
2008).

A batata uma essencial “comida para todos”, € hoje uma das mais importantes
culturas alimentares e constitui a quarta cultura mais importante do mundo, sendo
também fonte de seguranca alimentar. Desta forma a batata € um alvo importante
para o melhoramento genético, através de abordagens classicas e biotecnolégicas
(Rakosy-Tican et al, 2010).

No Brasil, a batata é considerada a principal hortalica, tanto em area cultivada
como em preferéncia alimentar. A area plantada aproxima-se a 135 mil hectares,
com cerca de trés milhdes de toneladas produzidas em 2010, sendo os estados da
Regido Sul e Sudeste os principais produtores e o estado de Minas gerais 0 maior
produtor com 1 milh&o de toneladas (AGRIANUAL, 2011).

Todavia, muitas doencas causadas por virus, bactérias e fungos afetam a cultura
de plantas, resultando em perdas e diminuicdo da qualidade e seguranca dos
produtos agricolas. O controle de doencas nas plantas baseia-se principalmente de
pesticidas quimicos que estdo atualmente sujeitos a fortes restricbes e requisitos

regulamentares (Montesinos, 2007).

Fitopatdogenos tem sido responsaveis pela enorme quantidade de perda de
culturas, podendo ser minimizada por uma efetiva e eficiente manipulacédo

tecnologica para aumentar a resisténcia a doencas nas plantas.

A Engenharia Genética surge como alternativa que vem sendo empregada no
desenvolvimento de culturas resistentes a doencas (Ganapathi et al, 2007). Esta

tecnologia apresenta-se como complementar ao melhoramento classico de culturas

16



17

tradicionais, pois acelera o desenvolvimento de novas variedades de plantas

resistentes a doencas, pragas e estresses ambientais (Molla et al; 2012).

Peptideos antimicrobianos por estarem relacionados a mecanismos de
resisténcia inata apresentam-se como CcOompostos promissores para O
desenvolvimento de novos produtos para a protecdo das plantas. Varios peptideos
antimicrobianos sdo a base para a concep¢do de novos analogos sintéticos e tém
sido expressos em plantas transgénicas para conferir protecdo a doencas
(Montesinos, 2007). O desenvolvimento de plantas transgénicas, contendo um gene
exdgeno que codifica para um peptideo antibacteriano, tem sido uma das formas
estudadas para se controlar doencas bacterianas (Neto, 2005; Pinto, 2012).

A presente pesquisa tem como objetivo a producgéo de linhagens transgénicas de
batata (Solanum tuberosum) com a sequéncia codificadora do peptideo
antimicrobiano Pg-AMP; isolado de goiaba (Psidium guajava), visando obter
resisténcia a bactérias fitopatogénicas que atacam a cultivar Asterix, nomeadamente

Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum.

17
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. TRANSFORMACAO GENICA E EXPRESSAO HETEROLOGA

Bactérias e fungos fitopatogénicos causam perdas significativas nas culturas
agricolas e sdo a causa primaria de doencas poés-colheitas de vegetais e frutos,
chegando a registrar perdas em torno de 10 a 30% por ano, apesar do uso de
técnicas modernas de armazenamento (Kovalskaya & Hammond, 2009). Existem
algumas formas de contornar este problema, que vao desde aplicacdo de produtos
quimicos, controle bioldgico, inducdo das defesas naturais da planta até a
biotecnologia agricola. Recentemente o0 uso de peptideos antimicrobianos,
naturalmente produzidos por uma variedade de seres vivos, tem sido utilizados na
engenharia genética para a protecao de culturas vegetais (Kovalskaya & Hammond,
2009).

A diminuicdo da susceptibilidade de infeccdo ao patégeno como resultado de
producdo transgénica de agentes antimicrobianos em plantas, ja foi reportada em
tioninas, defensinas, proteinas de transferéncia lipidicas (LTPs), entre outras e ja
foram isoladas de plantas como Arabidopsis thaliana e Solanum tuberosum
(Kovalskaya et al, 2012).

E importante que as proteinas heterélogas, apos serem purificadas, sejam
testadas contra uma grande variedade de microrganismos fitopatogénicos in vitro
antes de serem testadas em experimentos com plantas transgénicas. A purificacédo
de peptideos de fontes vegetais requer grande quantidade de material vegetal além
de ser dispendiosa, de consumo excessivo de tempo. Desta maneira extrair
peptideos antimicrobianos de plantas transgénicas para testes in vitro € bastante
dificil devido a pequena quantidade de tecido vegetal como uma fonte biol6gica de
material (kovalskaya & Hammond, 2009). Desta forma, para caracterizar as
propriedades antimicrobianas de peptideos tem sido feitos testes in vitro contra uma
vasta gama de fungos e bactérias fitopatogénicas como Erwinia chrysanthemi,
Ralstonia solanacearum, Alternaria alternata, Alternaria brassicae, Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Bipolaris maydis, Botrytis cinerea, Botrytis maydis, Fusarium

18
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solani, Fusarium oxysporum , Rhizoctonia solani, entre outras (Kovalskaya &
Hammond, 2009). Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum, Nicotiana
benthamiana e Nicotiana tabacum sao frequentemente utilizadas para transformacao
genética visando a expressdo e purificagdo de proteinas antimicrobiais
recombinantes, para subseqliente experimentos in vitro e para estudos das
propriedades antimicrobiais dessas mesmas proteinas in vivo (Kovalskaya &
Hammond, 2009).

A expressado de proteinas em procariotos tem sido o método mais frequente de
producdo de proteinas recombinantes, pois satisfaz todos os critérios acima citados,
como o fato de ser menos dispendioso, facilidade de expresséao proteica devido a
sua relativa simplicidade bacteriana, além de permitir a realizacao de cultivo de altas
densidades durante um periodo de tempo relativamente curto (Kovalskaya et al,
2012). A Escherichia coli € um dos principais sistemas utilizados para a producéo de
peptideos antimicrobianos recombinantes, sendo responséavel pela producdo dos
mesmos em cerca de 80% (Fan et al, 2010). Todavia, a expressdo de proteinas
recombinantes em E. coli frequentemente resulta na acimulo de proteinas alvo em
forma de agregados insolluveis, chamados de corpos de inclusdo. Corpos de
inclusdo, geralmente consistem de agregados de proteinas quase puras, mas que
devido a um erro no dobramento proteico apresentam-se biologicamente inativas
(Kovalskaya et al, 2012).

Uma vez identificada a sequéncia génica de interesse, varios métodos de
biologia molecular sdo usados para a clonagem e construcdo do vetor de expressao
do gene em estudo. ApGs os vetores serem produzidos sdo usados para expressar o
gene de interesse, em geral sdo inseridos nas ceélulas hospedeiras por técnicas de
transformacdo genética, como choque térmico, eletroporagcdo ou biobalistica
(Tavares, 2009).

2.2. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

As plantas encontram — se continuamente sendo expostas a um grande

namero de organismos patogénicos. Elas tém desenvolvido ao longo da evolugéo
19
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diversos mecanismos de defesas incluindo a sintese de componentes com baixo
peso molecular, proteinas e peptideos com atividades antifingicas e antibacterianas
(Pelegrini et al, 2008).

Em plantas as barreiras superficiais constituem o primeiro obstaculo para a
penetracdo de patdgenos, apresentando mecanismos constitutivos e induziveis
contra ataque de patdgenos (Benko-Iseppon et al, 2010). O mecanismo de defesa
constitutivo inclui vias de sinalizacdo interna, espessamento da parede celular,
apoptose da area infectada e a producao de diferentes compostos antimicrobianos,
como compostos fendlicos, metabdlitos secundarios, peptideos ricos em glicina
(Tavares et al, 2008).

Peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo considerados componentes essenciais
do sistema imune inato, uma vez que geralmente atuam como a primeira linha de
defesa contra patdégenos. Eles tém sido isolados a partir de uma grande variedade
de organismos, mostrando uma ampla variedade de sequéncias, propriedades
fisico-quimicas e estruturas (Parachin et al, 2012). Uma das caracteristicas que
torna os AMPs compostos antimicrobianos atrativos para o controle de doencas em
plantas € o seu mecanismo de acao contra 0s microrganismos. Este consiste na
interacdo e perturbacdo da membrana celular do patégeno através de uma interacao
mediada por receptores e a posterior insercdo no citoplasma do microrganismo
(Benko-Iseppon et al, 2010).

O mecanismo de acdo dos AMPs consiste na permeabilizacdo das
membranas através da formacao de poros discretos ou por ruptura da camada dupla
da membrana, resultando em vazamento de célula e, consequentemente, na morte
celular (Montesinos, 2007). No entanto, alguns estudos demonstraram que a
permeabilizacdo da membrana ndo € o Unico mecanismo de erradicacédo microbiana.
Vérias observacdes sugerem que os peptideos séo translocados para célula alvo e
podem inibir a sintese de acidos nucléicos, proteinas e componentes da parede
celular, além de serem capazes de inibir as atividades enzimaticas essenciais
(Parachin et al, 2012).
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O Pg-AMP1 (Psidium guajava Antimicrobial Peptide 1) foi identificado por
Pelegrini et al. (2008) em sementes de goiaba, pertence ao terceiro grupo de GRPs
(Glicine Rich Proteins) por apresentar grandes quantidades de residuos de glicina,

sem formar dominios ricos em glicina (Pelegrini, 2007; Tavares, 2009).

Proteinas Ricas em Glicina (GRPs) constituem um grupo novo de moléculas
de defesa das plantas com atividade contra bactérias (Mangeon et al, 2010).
Estudos anteriores relataram que os genes de GRPs com funcéo de defesa séo, em
sua maioria, encontrados em tecidos vasculares, especialmente xilema; no entanto
foi também observado em hipocotilos, caule e peciolos (Pelegrini, 2007; Mangeon et
al, 2010). GRPs podem ser caracterizadas pela sua alta porcentagem de residuos
de glicina na sua sequéncia primaria variando de um organismo para outro (Pelegrini
et al, 2008).

GRPs podem ser classificadas em trés diferentes grupos, de acordo com o
conteudo de glicina. O primeiro grupo contém proteinas que possuem mais de 70%
de residuos de glicina na sua estrutura priméria, além de apresentarem dominios
conservados denominados motivos de reconhecimento de RNA (RRMs) (Pelegrini et
al, 2008; Mangeon et al, 2010). GRPs com poucos residuos de glicina pertencem ao
segundo grupo. O terceiro grupo de GRPs inclui proteinas com aumento do teor

global de glicina, sem a presenc¢a de dominios ricos de glicina (Pelegrini et al, 2008)

A expressdo das GRPs em plantas é modulada por diversos fatores, podendo
ser induzidas por fatores bioldgicos, fisicos e quimicos. Dentre os moduladores
guimicos estdo os hormdnios como auxinas e o acido abcisico. Os fatores biolégicos
gue interferem na expressao dos GRPs séo principalmente causados pela exposi¢cao

aos fitopatdégenos (Tavares, 2009).

O modo de acdo das proteinas ricas em glicina ainda ndo é totalmente
conhecido. Poucos trabalhos demonstram que semelhante a outras proteinas
antimicrobianas, as GRPs tenha acéo contra fungos, bactérias e virus. Pelegrini et al
(2008) demonstrou que o peptideo Pg-AMP;, do grupo das GRPs, apresenta

atividade contra bactérias Gram negativas patogénicas de humanos.
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2.2.1. CLASSIFICACAO DOS PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

A diversidade dos AMPs é tdo grande que torna dificil distingui-los exceto com
base na sua estrutura secundaria. AMPs sdo geralmente definidos como peptideos
com menos de 100 residuos de aminoacidos com uma carga global positiva
(geralmente +2 a +9), conferida pela presenca mdultipla de residuos de lisina e
arginina e uma porc¢ao substancial (= 30% ou mais) de residuos hidrofébicos. De
acordo com o banco de dados APD (The Antimicrobial Peptide Database) até a
presente data, marco de 2013, sdo conhecidos 183 bacteriocinas (AMPs de origem
bacteriana), 292 AMPs de origem vegetal e 1652 peptideos de defesa de origem
animal (Wang & Wang, 2009).

Basicamente os peptideos sdo classificados com base na composicédo de
residuos de aminoacidos, tamanho e estruturas conformacionais (Yuping & Gallo,
2009). Séao classificados em: (a) peptideos lineares que formam hélices em contacto
com a agua, (b) peptideos com estrutura de folha-B estabilizada por pontes

dissulfeto e (c) estrutura linear, (d) estrutura de lago (Figura 1).

TRENDS in .'mmuho"ogy

Figura 1 - Classificacdo de peptideos antimicrobianos com base na composi¢do de residuos de
aminodcidos, tamanho e estruturas conformacionais, de acordo com Lai & Gallo 2009. Fonte Yuping
& Gallo, 2009.
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2.2.2. MECANISMO DE ACAO DOS PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Os mecanismos de acdo destas proteinas antimicrobianas s&o variados,
podendo as mesmas atuar na degradacdo de polimeros, na formacdo de canais e
poros de membrana, na destruicdo de ribossomos celulares, na inibicdo de sintese

de DNA e na inibicédo do ciclo celular (Pelegrini, 2007).

Os mecanismos de acédo dos AMPs mais aceitos sdo aqueles que preconizam
a alteracdo da permeabilidade das membranas biolégicas (Almeida, 2007). O
mecanismo molecular de permeio e rompimento da membrana dos AMPs depende
de vasto numero de parametros como sequéncia de aminoacidos, lipidios na

membrana e concentracdo de peptideos (Figura 2).

Varios estudos tém mostrado que todos AMPs interagem com as membranas

e tendem a dividir os peptideos em duas classes de mecanismos:

a) Destruidores de membrana (barrel stave, torroidal, carpete e modelo de

agregados micelares);

S
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Figura 2 - Mecanismo de a¢éo de peptideos antimicrobianos. A- Modelo Carpete, B- Modelo
Toroidal, C- M. Barrel stave . Fonte: (Brodgen, 2005)
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b) N&o destruidores de membranas (alvos intracelulares)- neste mecanismo as
moléculas dos AMPs podem passar ou dissociarem-se a partir da membrana,
ligar-se a alvos intracelulares como DNA e RNA ou ainda inibir outros alvos

intracelulares.

De acordo com Benko-Iseppon (2010), grandes taxas de expressao de alguns
peptideos de origem exdgena em plantas transgénicas promoveu aumento na
tolerancia das plantas aos patdégenos. Patdgenos mutantes sensiveis aos
peptideos apresentam viruléncia significativamente menor nos tecidos em que 0s

peptideos antimicrobianos foram expressos (Benko-Iseppon et al, 2010).

2.3. TRANSFORMACAO GENETICA DE PLANTAS

A transformacdo genética € o processo de introdugdo controlada de &cidos
nucléicos exégenos em um genoma receptor, sem comprometer a viabilidade das
células (Guimardes et al, 2003). Com os avancos da tecnologia de DNA
recombinante, é possivel transferir para plantas genes isolados de outras plantas, ou
mesmo de animais e microrganismos, permitindo a criacdo de novas variedades que

podem ser usadas em programas de melhoramento convencional (Bard et al, 2008).

Atualmente, diversos genes foram introduzidos estavelmente em plantas,
conferindo resisténcia a herbicidas, fungos, bactérias, virus e insetos, além da
resisténcia a estresses ambientais (Guimarées et al, 2003; Bard et al, 2008; Arif et
al, 2009). Ganapathi et al (2007) observaram a resisténcia ao fungo Aspergillus niger
em plantas de batata transformadas com MSI-99 um peptideo sintético analogo ao
peptideo antimicrobiano Magainina. O peptideo antimicrobiano alfAFP, pertencente
a grupo das defensinas, extraido de Medicago sativa mostrou significativa
resisténcia ao fungo Verticillium dahliae em plantas transgénicas de batata em testes
realizados em casa de vegetacdo. Neste experimento houve a correlacdo entre o
nivel de expressdo do peptideo e o aumento no nivel de resisténcia da doenca,
chegando a igualar ou superar a resisténcia em comparacdo com testes efetuados
com fungicidas (Gao et al, 2000). Na batata poucos estudos tém sido relatados

sobre a integracdo e expressdo de peptideos antimicrobianos. Khan et al (2006)
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observou a resisténcia de plantas de batata transformadas com gene de defensinas
isolada de Wasabia japbnica L. contra o fungo Botrytis cinérea. Kovalskaya et al
(2012), observou a resisténcia em plantas de tabaco e batata transformadas
simultaneamente com SN1 (defensina) e PTH1 (peptideo antimicrobiano rico em
cisteina) contra a bactéria Clavibacter michiganensis subsp. Sepedonicus e o fungo

Colletotrichum coccoides

A eficiéncia do método de transformacao depende da espécie em estudo e do
tecido usado como alvo da transformacédo e, de maneira geral, os parametros devem

ser otimizados para cada técnica (Santarém, 2000; Bard et al, 2008).

2.3.1. METODOS DE TRANSFORMACAO GENETICA DE PLANTAS

Os métodos de transformacdo genética de plantas estdo associados a
técnicas in vitro de cultura de tecidos, isto €, a regeneracdo de plantas inteiras a
partir de células transformadas. Em muitas espécies vegetais, essa etapa é limitante
na obtencdo de plantas transgénicas em razdo das dificuldades intrinsecas ao

processo de regeneracdo (Guimaraes et al, 2003).

Para que o processo de transformacdo seja efetivo, o DNA deve ser
introduzido em células ou tecido vegetal totipotente, isto €, aptos a se regenerar em
plantas completas. Um dos fatores limitantes na transformacdo genética € a baixa
eficiéncia das técnicas de cultura de tecidos vegetais in vitro (Santarém, 2000).
Aliado a isso, em muitas situacbes, a esterilidade total ou parcial das plantas
transgénicas obtidas pode consistir em uma barreira para a finalizagdo desse
processo. Portanto, para iniciar os trabalhos de transformacdo, o0s aspectos
relacionados a regeneracdo de plantas, através da cultura de tecidos, devem ser

completamente elucidados (Santarém, 2000).

As técnicas de transformacdo genética sdo divididas em duas categorias: o
meétodo indireto, usando como vetor intermediario a bactéria Agrobacterium, e o0s
meétodos diretos, os quais dispensam vetores intermediarios (Guimaraes et al, 2003;

Santos et al, 2011), utilizando processos fisicos ou quimicos que causam
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modificacdes nas paredes e membranas celulares, facilitando a introdugédo de DNA

exdgeno ( Santarém, 2000; Santos et al, 2011) (Figura 3).

2.3.2. METODO INDIRETO DE TRANSFORMACAO DE PLANTAS VIA
AGROBACTERIUM

O sistema de transferéncia de DNA Agrobacterium-planta € largamente
utilizado para a obtencédo de plantas transgénicas, jA que se trata de um sistema

simples, eficiente e relativamente barato (Guimaraes et al, 2003).

A utilizacdo de Agrobacterium baseia-se na sua capacidade de transferir, para
0 genoma da célula-alvo vegetal, uma regido especifica denominada T-DNA
(transferred DNA), contida no plasmidio Ti (tumor inducing) (Santarém, 2000;
Guimardes et al, 2003; Pitzschke & Hirt, 2010 ).

O T-DNA é delimitado por sequéncias repetidas de 25 pb (pares de base)
(extremidades esquerda e direita), as quais sdo reconhecidas por endonucleases
especificas codificadas partindo de genes presentes em outra regidao do plasmidio
Ti, denominada regido de viruléncia (ou Regido vir) (Santarém, 2000; Andrade et al,
2003). A expressdo dos genes da regido vir é induzida por compostos fendlicos e
monossacarideos liberados pelas células da planta em resposta a um ferimento
(Guimarées et al, 2003; Pitzschke & Hirt, 2010 ).

Em experimentos de transformacgéo genética, as linhagens de Agrobacterium
utilizadas apresentam um T-DNA “desarmado”, onde 0s genes originais sao
eliminados e substituidos pelos gene(s) que se deseja introduzir na planta. O pré-
requisito para a utilizacdo desse método é a susceptibilidade da espécie vegetal a

infecc@o por Agrobacterium, a qual envolve varias etapas (Andrade et al, 2003).
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Figura 3 - Esquema dos principais métodos de transformacao genética de plantas.

Inicialmente, as bactérias no solo sdo atraidas por quimiotactismo em
resposta a algum ferimento na planta. Uma vez em contato, as bactérias se fixam a
célula vegetal (Guimardes et al, 2003; Pitzschke & Hirt, 2010). A seguir, ocorre 0
processo de transferéncia do T-DNA e, finalmente, a integracdo do T-DNA no

genoma da célula vegetal (Guimaraes et al, 2003) .

Para a obtencdo de uma planta transgénica, todas essas etapas sao
conduzidas em condi¢des in vitro, sendo que o material vegetal a ser transformado,
denominado explantes (fragmentos de folhas, entrends, estamindides, raizes, entre
outros) € mantido em contato com a suspensdo de uma linhagem desarmada de
Agrobacterium, contendo em um vetor 0os genes de interesse a serem introduzidos
(Figura 4).
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Figura 4 - Processo de co-cultura liquida via Agrobacterium e processo de regeneracao e selegdo in

vitro de explantes (Brasileiro e Carneiro, 1998)

ApOs varias etapas de cultura in vitro, as plantas transgénicas obtidas séo
transferidas para casa de vegetacao, onde varios ensaios moleculares e bioguimicos

deverdo ser realizados (Santarém, 2000).

2.3.3. METODOS DIRETOS DE TRANSFORMACAO DE PLANTAS

Os métodos diretos de transformacdo baseiam-se na transferéncia de DNA
para as células-alvo por meios fisicos ou quimicos. O mais utilizado atualmente é o
do bombardeamento de particulas, que consiste na aceleracdo do DNA aderido a
particulas de ouro ou tungsténio para dentro da célula (Santos et al, 2011) .

Uma onda de choque causada pela liberacdo de uma alta pressdo do gas

hélio faz com que as particulas penetrem a parede e a membrana celular, de forma
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ndo letal a célula. A seguir, o DNA é dissociado das particulas e integrado

aleatoriamente no genoma nuclear (Santarém, 2000).

Esse método de transformacdo tem a vantagem de ser utilizavel de forma
independente da espécie vegetal a ser transformada, ao contrario do que acontece
com a transformacdo mediada por Agrobacterium, ja que ndo ha a necessidade da
susceptibilidade da espécie vegetal (Santarém, 2000; Guimardes 2003; Santos et al,
2011).

Outra vantagem € que a técnica de bombardeamento permite a obtencédo de
plantas transgénicas com base em qualquer tecido vegetal, dependendo somente de

sua capacidade de regeneracao in vitro (Santos et al, 2011).

No entanto o uso do tungsténio apresenta a desvantagem das particulas
sofrerem degradacdo catalitica ao longo do tempo, sendo toxicas ao longo do
tempo, além de estarem sujeitas a oxida¢do o que afeta a adesdo do DNA ou leva a
degradacdo do DNA aderido. Ja as particulas de ouro tendem a se aglomerar
irreversivelmente em solucdes aquosas reduzindo a eficiéncia do processo de
introducéo do DNA (Santarém, 2000).

Assim sendo, a relacdo entre o tipo de micro projétil usado para o
bombardeamento e a expressao temporaria ou estavel do gene introduzido deve ser

avaliada para cada espécie e tecido estudado.

2.4. A CULTURA DA BATATA (Solanum tuberosum)

A batata (Solanum tuberosum L.) pertencente a familia das Solanaceas é
originaria da America do Sul, especificamente do Peru e da Bolivia. E uma cultura
considerada sensivel quanto ao clima, exigindo dias quentes (18 - 25° C) e
principalmente noites frias (10 - 14°C), (EMBRAPA, 2011).

Atualmente o Brasil possui 139 mil hectares de area plantada de batata,
compreendendo as regides Nordeste (CE, PB, PE, SE, BA), Sudeste (MG, ES, RJ,
SP), Sul (PR, SC, RS) e Centro Oeste (MS, GO, DF) com producao de 3 milhdes de

toneladas, sendo que 2 milhdes de toneladas sdo para consumo in natura. A regiao
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Sudeste possui a maior area cultivada, com cerca de 69.146 hectares e uma
producdo de 1.816.905 de toneladas. Entre os principais estados produtores do
Brasil estdo Minas Gerais (1.130.264t), Sdo Paulo (679.197t), Parana (646.674t) e
Rio Grande do Sul (357.355t) (AGRIANUAL, 2010).

Todavia, um dos fatores que contribuem para a baixa produtividade é a
utilizacdo de batata-semente de baixa qualidade fitossanitaria que introduzem varias
doencas de origem fangica, virGtica e bacteriana que afetam a cultura. Entre as
principais doencas bacterianas, estdo a canela preta e a podriddo mole, causadas
por diferentes espécies de Pectobacterium: Pectobacterium carotovorum subsp.
atrosepticum (Pca) = (sin. Erwinia carotovora subsp. atroseptica - Eca); P.
carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) = (sin. E. carotovora subsp. carotovora -
Ecc); P. chrysanthemi (Pch) = (sin. E. chrysanthemi - Ech) e P. carotovorum subsp.

carotovorum atipica (Benelli et al, 2004; Adriaenssens et al, 2012).

A principal caracteristica das Pectobactérias € a producdo de enzimas
pectoliticas em grande quantidade, ocasionando rapida deterioracdo dos tubérculos
ou tecidos da haste da planta, sendo praticamente impossivel determinar qual a
bactéria que esta presente apenas através de sintomas.Varias regides, tropicais e
subtropicais, apresentam distribuicdo generalizada desses patdgenos e as perdas
devido a estas doencas tém sido estimadas entre 10 e 40 % nos campos de
producéo, podendo durante o armazenamento atingir a 100% (Tumelero, 2003).

As principais cultivares comerciais, atualmente plantadas no Brasil sdo de
origem européia e da América do Norte, adaptadas as condicdes de clima
temperado. Quando cultivadas em condigbes de clima tropicais ou subtropicais,
podem promover certas alteracbes na fisiologia da planta que influenciam sua

adaptacao e produtividade (Souza, 2003).

Segundo estimativas feitas por Fiotreze (2003), o plantio da cultivar Asterix,
de origem holandesa, vem crescendo na regido Sul do Brasil devido a boa aceitacéo
no mercado e nas industrias de processamento (tipo palito, chips e palha), é uma
cultivar de porte alto com trés a cinco hastes, boa cobertura do solo, com tubérculo

em formato oval-alongado, olhos superficiais, polpa amarelada, pelicula rosada e

30



31

aspera. No entanto a cultivar Asterix € susceptivel a requeima (Phytophthora
infestans), viroses e a sarna-prateada (Helminthosporium solani), com resisténcia

moderada a pinta-preta (Alternaria solani) e sob estresse hidrico apresenta

desuniformidade no formato dos tubérculos.

Asterix apresenta alto potencial produtivo com elevada percentagem de
tubérculos grandes, ciclo médio com brotacao tardia, alto teor de matéria seca sendo
bastante utilizada industrialmente na fabricacdo de “French Fries” (pré-fritas
congeladas). Sua origem é Holandesa sendo resultante do cruzamento entre as
cultivares Cardinal x SVPVE 70-9 (Epagri, 2002).

2.4.1. BACTERIAS FITOPATOGENICAS DA CULTURA DA BATATA

A canela preta e a podriddo mole sdo consideradas doencas de grande
importancia para a cultura da batata. As bactérias envolvidas com essas doengas
eram pertencentes ao grupo Il de Erwinia pectoliticas “soft rot” hoje séo classificadas
como Pectobacterium de acordo com a proposta de Hauben et al (1999), seguindo a
sugestdo de Waldee (1945) que sugeriu agrupar as espécies de Erwinia pectoliticas

em um novo género (Tumelero, 2003).

Recentemente a antiga proposta foi analisada, considerando-se o grande
namero de individuos do género Erwinia e os varios sintomas provocados pelas
diferentes espécies nos mais variados hospedeiros (Tumelero, 2003). Assim sendo,
as espécies de Erwinias do grupo Il foram renomeadas da seguinte forma: Erwinia
carotovora Dye (1969) - Pectobacterium carotovorum; Erwinia chrysanthemi
Burkholder (1953) -Pectobacterium chrysanthemi; Erwinia  cypripedii -
Pectobacterium cypripedii e Erwinia cacticida — Pectobacterium cacticidum sendo
essas as responsaveis por causarem uma rapida maceracao dos tecidos de plantas
(Tumelero, 2003).

A canela preta € uma doenca cujo agente € transmitido por tubérculos de
batata e em regides temperadas € atribuida especificamente a Pectobacterium
atrosepticum (Ribas, 2007). A canela preta ocorre normalmente na haste da planta,

a partir de tubérculos-semente infectados e se caracteriza por lesdes que variam de
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coloracdo marrom a preta. A murcha das folhas e a seca das hastes podem ocorrer

na fase inicial da doenca.

O patégeno da planta Dickeya sp (formalmente conhecida como Erwinia
chrysanthemi ou Pectobacterium chrysanthemi) é uma bactéria gram-negativa,
anaerobica facultativa da familia da Enterobacteriaceae, que tem como
caracteristica a producédo de enzimas pectinoliticas durante o processo de infeccéo.
Juntamente com outras bactérias elas sdo a maior causa do amolecimento do

tubérculo durante o armazenamento e da doenca da canela preta no campo.

A podriddo mole dos tubérculos é caracterizada pela maceracao dos tecidos
parenquimatosos, levando ao encharcamento, devido a destruicdo da lamela média
que une as células, ocasionando assim a perda de agua, resultando na nao

emergéncia da planta (Tumelero, 2003).

Os melhores meios para controlar a doenca incluem plantio de tubérculos-
semente sadios, reducdo de injarias nos tubérculos durante a colheita e condicbes
adequadas de estocagem. Essas técnicas de manejo tém sido insuficientes para o
controle da doenca, uma vez que a bactéria pode penetrar por aberturas naturais
nos tubérculos (Tumelero, 2003).

Outros meios podem ser empregados para minimizar a contaminacao
bateriana como, por exemplo, o emprego de cultivares resistentes (Benelli et al,
2004). Até ao momento nenhum controle quimico foi descrito ou mesmo disponivel
para a Dickeya e lotes de batata infetados ja foram perdidos ou descartados,

resultando em significantes perdas econdmicas (Adriaenssens et al, 2012).

A murcha-bacteriana ou murchadeira, causada pela bactéria Ralstonia
solanacearum, é uma das doencas mais destrutivas da batata no Brasil e em outros
paises de clima tropical e subtropical. E responsavel por perdas elevadas na
producdo de batata de consumo e pela condenacéo de campos de certificacdo de
batata-semente. A doenca pode ocorrer em todas as regides produtoras de batata
do Pais, principalmente nos cultivos sujeitos a altas temperaturas e umidade (Lopes
et al, 2004). R. solanacearum €& uma bactéria Gram-negativa, aerobica,

bastonetiforme, habitante de solo, que apresenta um ou mais flagelos polares. E
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uma espécie complexa, apresenta grande variabilidade, diferenciando em
distribuicdo geografica, propriedades fisiologicas, patogenicidade e gama de
hospedeiros. Esta presente no solo e é bastante distribuida em regides tropicais e
de temperaturas mais altas. Este patdgeno infecta naturalmente as raizes de seus
hospedeiros entrando por feridas ou por onde as raizes secundarias emergem. A R.
solanacearum invade o0s vasos xileméaticos e se espalha rapidamente para as partes
aéreas da planta pelo sistema vascular. A disfuncdo vascular induzida pela
colonizacdo extensiva causa sintomas de murcha e posterior morte da planta
(Santana, 2009).

A murcha bacteriana caracteriza-se pela perda de turgescéncia dos tecidos
foliares e das partes mais suculentas dos ramos da planta. A entrada do patégeno
ocorre, geralmente, através de microferimentos, como pontos nos quais emergem as
raizes secundarias e células parcialmente esfoliadas da camada externa do
parénquima (Neto, 2005). Uma vez nos vasos xileméaticos, a bactéria se multiplica,
espalhando — se rapidamente para as partes aéreas da planta pelo sistema vascular
(Santana, 2009).

As cepas de R. solanacearum que causam doencas em batata sao
pertencentes as racas 1 e 3, estando presente em areas tradicionais de plantio no
Brasil. A raca 3 é mais frequente nos estados do Sul e Sudeste onde as
temperaturas sdo mais amenas, ocasionando perdas consideraveis na producao de
batata (Neto, 2005). Nas cepas mais virulentas elas produzem grandes quantidades
de exopolissacarideos (EPS), que contribuem para que as células bacterianas se
mantenham agregadas, podendo causar obstrucdo parcial ou total do xilema
impedindo que a agua atinja a parte aérea da planta (Santana, 2009) e ou prevenir 0
patdogeno de ser reconhecido e imobilizado pelos componentes de resisténcia da

planta como lectinas (Neto, 2005).

Na cultura da batata a presenca da bactéria R. solanacearum € considerada
uma das maiores limitacdes ao seu cultivo em regides de clima tropical, subtropical e
zonas mais quentes de clima temperado em todo mundo. As infec¢Oes latentes

causadas por esta bactéria sdo de particular importancia na cultura da batata, e os
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tubérculos sementes infectados constituem a fonte de inoculo mais importante para

a disseminacéo do patégeno.

O controle da murcha bacteriana é bastante dificultado, pois R. solanacearum
gue pode sobreviver saprofiticamente por longos periodos em diferentes tipos de
solos. A capacidade de sobrevivéncia pode ser explicada pela capacidade do
patégeno de utilizar uma variedade de compostos organicos como fonte de energia

ou ainda pela habilidade de entrar em uma fase dormente (Santana, 2009).

A medida que se constata o aquecimento global, e como esse patégeno esta
bem adaptado ao solo e causa doencas em locais de altas temperaturas, é provavel
gue esta bactéria venha a se tornar um patdégeno ainda mais destrutivo em areas de
cultivo de Solanaceas, inclusive em batata no Brasil (Santana, 2009). As
possibilidades de sucesso no controle desta bacteriose dependem de varios fatores,
tais como variante do patdégeno no local, modos de transmissao e de sobrevivéncia,

tratos culturais, condicdo ambiental e grau de resisténcia da cultivar (Neto, 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um protocolo de transformacdo genética de batata (Solanum
tuberosum) cv Asterix via Agrobacterium com peptideo antimicrobiano visando

resisténcia de bactérias fitopatogénicas;

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Realizar bioensaios com peptideo Pg-AMP; purificado contra as cepas
bacterianas Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium carotovorum subsp.

carotovorum.

b) Realizar bioensaios com plantas de Tabaco (Nicotiana tuberosum)
transformadas com o peptideo Pg-AMP; in vivo contra as cepas Pectobacterium

atrosepticum, Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum.

c) Transformacdo genética via Agrobacterium para obtencdo de plantas
transgénicas de batata (Solanum tuberosum) com a sequéncia codificadora do

peptideo antimicrobiano Pg-AMP;.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1. BIOENSAIOS COM PEPTIDEO Pg-AMP; PURIFICADO CONTRA CEPAS DE
BACTERIAS FITOPATOGENICAS

A atividade antimicrobiana do Pg-AMP; recombinante purificado por
cromatografia de afinidade foi testada contra uma cepa de bactéria Pectobaterium
carotovorum subsp carotovorum e Pectobacterium atrosepticum. Os bioensaios
foram realizados em microplacas de 96 pocos de polipropileno usando 100 pL de
meio LB inoculado com o microrganismo e 100 pL do peptideo Pg-AMP;
recombinante, em diferentes concentracées, diluida em solugdo salina (0,85%). Para
determinar a concentragdo inibitéria minima (MIC) o peptideo foi testado com as
concentracdes finais 20, 30 e 40 pug/ml por 18 h a 27°C. Foram usados dois controles
negativos, um contendo o inéculo tratado com tampé&o de purificacdo diluido em
agua e outro controle negativo com solug¢do salina (0,85%). O controle positivo
testado foi o cloranfenicol nas concentrac¢des finais 1.250, 125, 12.5, 1.25 pg/ml
diluido em salina (0,85%). Cada experimento foi realizado em triplicata. As bactérias
foram crescidas em meio LB a 27° C no agitador orbital por 18 h a 200 rpm ate
atingir a ODggp. 0.5 - 0.8. O volume final em cada poco foi de 200 pl, sendo 100 pl do
meio LB e 100 ul da solugcdo antimicrobiana do tratamento, controles positivo e
negativo. Apdés a montagem a placa as bactérias ficaram em incubacdo estatica
del8 a 24 h. Posteriormente foi feita a leitura do namero de células crescidas por
fotometria através do fotbmetro Varioskan. As cepas bacterianas Pectobacterium
carotovorum subsp. Carotovorum (IBSBF 877) e Pectobacterium atrosepticum
(IBSBF 232) foram gentilmente cedidas pela Cole¢édo de Cultura de Fitobactérias do

Instituto Bioldgico - IBSBF, Laboratério de Bacteriologia Vegetal.
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4.2. BIOENSAIOS IN VIVO COM PLANTAS DE FUMO

Dez microlitros de suspenséo bacteriana de Pectobacterium carotovorum e
Pectobacterium atrosepticum (10’ esporos/ml) foram injetados em 8 folhas de tabaco
transformadas com Pg-AMP; (Pinto, 2012), entre as segundas e terceiras
nervuras/veias, com uma seringa sem agulha, de acordo com o método de Zhang et
al 2004. As Folhas inoculadas foram colocadas entre duas folhas de papel de filtro
em uma placa de Petri a 25° C no escuro. As &reas de necroses que aparecerem em
volta do local do in6culo e o indice da doenca foram medidas apds 24, 32 e 40 h
apos indculo para a bactéria Pectobacterium caratovorum, em folhas de cada
linhagem transgénica e ndo transgénica. As folhas foram fotografadas apés 24, 32 e
40 horas e as imagens foram processadas no software Image Pro Plus® para a
obtencdo da area circular referente ao halo de infeccdo da bacteria, sendo usada
uma calibracdo para medida espacial com auxilio de régua graduada. As folhas
usadas para o bioensaio sao provientens de plantas transgenicas de N. Tabacum
com Pg-AMP1 resultantes do processo de transformacéo genética via agrobacterium
realizadas por Pinto (2012). O bioensaio para P. atrosepticum n&o foi realizado por
indisponibilidade de quantidade de folhas necessaria para a realizagcdo do

experimento.

4.3. TRANSFORMACAO GENETICA DE BATATA

4.3.1 - CONSTRUCAO DO VETOR DE TRANSFORMACAO

O gene que codifica o peptideo Pg-AMP; foi sintetizado de acordo com a
sequéncia de aminoacidos do peptideo isolado de sementes de goiaba (Psidium
guajava) (Tavares, 2009). A estratégia de subclonagem do vetor de expressao foi
desenhada de maneira que o produto final da expressao tivesse uma cauda de
histidina (His)e na extremidade N-terminal, visando facilitar a purificacdo por
cromatografia de afinidade em coluna de niquel. A sequéncia codificadora do gene
Pg-AMP; contém 165 pares de bases e foi sintetizada pela empresa Epotech Biolabs
no vetor pBSSK. A sequéncia do Pg-AMP; his tag foi subclonada no vetor

pK7WG2D (VIB ®) atraves do sistema gateway (Invitrogen ®). Primeiramente
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utilizando-se a enzima BP clonase (que promove uma recombinacdo homdloga)
onde a sequéncia de interesse (Pg-AMP;) foi inserida no vetor pDONR221
(Invitrogen, Carlsbad). A partir dessa etapa ele passou a ser denominado
PENTRYPg-AMP;. O vetor pENTRYPg-AMP1 foi entdo transferido para a linhagem
bacteriana Escherichia coli TOP10 (Invitrogen) por eletroporacdo, a fim de se
recuperar uma maior quantidade de plasmideos. Os plasmideos recuperados foram
entdo subclonados utilizando a enzima LR clonase (enzima que também promove
recombinacdo homologa), porém dessa vez a troca é feita ente os vetores
PENTRYPg-AMP1 e o vetor de expressédo em plantas pK7GW2D, obtendo-se assim
0 vetor de expressdo em plantas pK7WG2D-Pg-AMP1-GFP. Este vetor carrega 0s
genes de selegao nptll (neomycin phosphotransferase Il, promove resisténcia ao
antibiotico canamicina), o gene repoérter GFP (green fluorescence protein) que
codifica a proteina para visualizacdo de fluorescéncia verde, além do gene
codificador do peptideo. O vetor de transformacdo acima foi construido no

Laboratério de Genética da UFJF (Pinto, 2012), (Figura 5).
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Figura 5 - Mapa final do vetor de transformacgéo genética via Agrobacterium pK7GW2D — Pg-AMP1.
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4.3.2. CULTIVO E MANUTENCAO DAS CULTIVARES DE BATATA

Os explantes de plantas de batata cultivar Asterix cultivadas in vitro e
subcultivadas a cada 30 dias, em meio basico composto de sais minerais de MS
(Murashige & Skoog, 1962), vitaminas, 2% de sacarose e 7 g/L de agar
(Phytotechlab ®), (pH 5.8). As culturas foram mantidas sob fotoperiodo de 16h,
densidade de fluxo de fétons de 180 pmol/m?s' e uma temperatura de 25 + 2° C.
Para a producdo dos microtubérculos as plantas foram mantidas em tubo de ensaio

por até trés meses sob o regime de luz descrito acima.

4.3.3. AGROBACTERIUM E CONDICOES DE CULTURA

Foi utilizada a estirpe de Agrobacterium tumefaciens GV3101 para introdugdo
do plasmidio contendo o vetor de expressdo pK7WG2D-Pg-AMP; por eletroporacdo
com o gene de selecdo npt Il (heomicina fosfotransferase Il) e o gene reporter GFP
(Green Fluorescence Protein) que codifica a proteina para visualizacdo de
fluorescéncia verde, além da sequéncia do gene codificador do peptideo Pg-AMP,
sob controle do promotor 35S. O meio de cultura utilizado para o crescimento
bacteriano foi LB (Luria Broth) (triptona 1 g/L, extrato de levedura 0,5 g/L, NaCl, 1
g/L) contendo os antibiéticos Rinfampicina (10 mg/L), Gentamicina (50 mg/L) e
Spectinomicina (75 mg/L). As culturas bacterianas para os experimentos foram
inoculadas em tubos de poliestireno de 50 ml, com 4 ml de meio LB com os
respectivos antibioticos. As culturas foram incubadas a 27° C em agitador orbital
(150 rpm) durante 16 a 18h. ApOs o crescimento a solucdo dessas culturas foi
centrifugada a 5.000 rpm a 4° C por 20 min. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi ressuspendido entre 10 a 20 ml de meio MS de modo a obter

densidade 6tica final de 0,2.

4.3.4. INFECCAO, COCULTIVO, SELECAO E REGENERACAO DE BATATA

Os explantes caulinares, entrends e microtubérculos (fatiados), foram imersos

em 10-20 ml de suspensédo bacteriana durante 30 min. Em seguida os explantes
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foram transferidos para placas de Petri, contendo papel de filtro estéril para eliminar
0 excesso de bactéria e incubados durante 48 h no escuro em meio para o cocultivo
sélido. ApGs o periodo de cocultivo os explantes foram lavados duas vezes em 40 ml
adgua destilada autoclavada, seguida de uma terceira lavagem em 40 ml de agua
destilada autoclavada contendo os antibidticos Timentim 200 mg/L e Meropenem 20
mg/L. Depois os explantes foram transferidos para meio de selecdo durante 15 dias
onde foram novamente transferidos a cada 15 dias para meio novo de selecdo. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticoes

considerando se cinco placas de Petri com 10 explantes cada.

Para o desenvolvimento de protocolo de regeneracdo foi realizados trés
séries distintas com diferentes composi¢cdes de meio de cultura de regeneracéo e
selecéo descritas nas tabelas abaixo, selecionados em artigos descritos na literatura
(Beaujean et al, 1998; Sarker & Mustafa, 2002; Molla et al, 2011; Molla et al, 2012).

Tabela 1 - Composi¢do dos meios de cultura usados para regeneracéo de brotos a partir de entrenos

de batata cultivar Asterix, série 1.

Série 1 Explante: entreno

Meio A - ANA (0.1 mg/L) + Zeatina (0.1 mg/L)

Meio B - TDZ (2 mg/L)

Meio C - Zeatina (3 mg/L)

Meio D - TDZ (0.3 mg/L) + AlA (0.01 mg/L) + GA3 (0.2mg/L)

Meio E - TDZ (0.2 mg/L)

Os explantes nesta série foram mantidos em meio de sele¢cdo contendo 100 mg/L de

Canamicina, onde foram transferidos a cada 15 dias para um meio novo.
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Tabela 2- Composi¢éo dos meios de cultura usados para regeneracao de brotos a partir de entrenés

de batata cultivar Asterix, série 2.

Série 2 Explante: entreno
Os
Meio F - GA3 (0.2mg/L) + AIA (0.1 mg/L) + Zeatina (0,1mg/L) ox
Meio G - GA3 (0.2 mg/L) + AlA (0.1 mg/L) + TDZ (0.1 mg/L) pla
nte
Meio H - GA3 (0.2 mg/L) + ANA (0.1 mg/L) + Zeatina (0.1 mg/L)
s
ne

sta série foram mantidos em meio de selecdo contendo 50 mg/L de Canamicina. A

cada 15 dias os explantes foram subcultivados para um meio novo.

Tabela 3 - Composi¢do dos meios de cultura usados para regeneracéo de brotos a partir de entrenés

e minitubérculos de batata cultivar Asterix, série 3.

Série 3 Explante: mini tubérculo/entrend

Meio | - GA3 (0.2 mg/L) + AIA (0.1 mg/L) + TDZ (0.3 mg/L)

Os explantes nesta série foram mantidos em meio de selecdo contendo 25
mg/L de Canamicina durante 30 dias, onde foram subcultivados a cada 15 dias para
meio novo. Apos aproximadamente 60 dias os explantes que apresentaram brotos
em inicio de regeneracdo foram transferidos para 0 meio novos de mesma
composicdo, mas sem 0 agente de selecdo por 15 dias adicionais. ApOGs esse
periodo as plantas regeneradas foram transferidas para meio MS sem reguladores

de crescimento para enraizarem.
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4.3.5. EXTRACAO DE DNA E REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR)

Tecido vegetal fresco (300 a 500 mg), foram macerados em um tubo de micro
centrifuga (microtubo de 1,5 ml), com ajuda de um pildo para tubo de microcentrifuga
e adicionado 1 mL de Tampdo de extracdo e 400 pL de Cloroférmio: alcool
isoamilico. Esse macerado foi incubado a 55° C com agitacdo por 10 min e em
seguida centrifugado a 12.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi transferido para
um tubo novo de microtubo. Adicionou-se ao sobrenadante 1,2 volume de
isopropanol e centrifugou-se em micro centrifuga a 12.000 rpm por 10 min.
Descartou-se o sobrenadante e lavou—se o precipitado com 1 mL de etanol a 70% e
centrifugou-se novamente em micro centrifuga a 12.000 rpm por 10 min. Descartou-
se 0 sobrenadante e secou-se o precipitado, deixando o tubo invertido em camara
de fluxo laminar. O precipitado foi ressuspendido em 50 pL de agua autoclavada. Os
brotos induzidos na presenca de canamicina foram transferidos para meio de
enraizamento por 30 dias. A avaliacdo da insercdo do fragmento de interesse nas
plantas que se mantiveram vivas ap0s esse periodo foi feita pela reacdo da
polimerase em cadeia (PCR). A PCR foi realizada em termociclador Eppendorf
modelo  Mastercycler®  utilizando-se os primers KANR 784  (5-
TACGCTTGATCCGGCTACC-3’) e KANF 313 (5-TGAACGATCTGCTTGACTC-3’)
que anelam-se dentro da regidao do gene nptll (neomicina fosfotransferase) que
confere resisténcia a canamicina. Para a reagdo de PCR das plantas transformadas
com o gene Pg-AMP1 foi usado um ciclo de 95 °C por 10 minutos; 34 ciclos (1 min a
95 °C; 1 min a 58 °C; 1 min 72 °C) e um ciclo de extens&o final de 5 minutos a 72 °C
para o gene nptll. Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 1% e corados com syber green a fim de se obter um fragmento de
471 bp. O gel do material analisado foi capturado e armazenado em sistema de foto

documentacéo digital.
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5. RESULTADOS

5.1. BIOENSAIOS CONTRA CEPAS DE BACTERIAS

O peptideo recombinado purificado foi testado em bioensaios in vitro contra
bactérias Pectobacterium atroseptium e Pectobacterium carotovorum. As duas
cepas de bactérias foram inibidas com 40 pg/ml do Pg-AMP; recombinante (Figura
6). Dessa forma o Pg-AMP; apresentou grande potencial contras estas cepas de

bactérias, mostrando de forma clara que ele apresenta atividade bactericida.

0,8 - ® Cloranfenicol P. atrosepticum

07 m Cloranfenicol P. carotovorum
’ u PgAMP1 P. atrosepticum

mPgAMP1 P_ carotovorum

Figura 6 - Atividade antimicrobiana de Pg-AMP; em bioensaios contra Pectobacterium atrosepticum e
Pectobacterium carotovorum expressa em funcdo da densidade Optica. IV, Ill, 1l e | sé&o
respectivamente: 1,25 mg/ml de cloranfenicol e 10 mg/ml de Pg-AMP;; 12,5 mg/ml de cloranfenicol e
20 mg/ml de Pg-AMP;; 125 mg/ml de cloranfenicol, 30 mg/ml de Pg-AMP;; 1.250 mg/ml de
cloranfenicol e 40 mg/ml de Pg-AMP;.
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5.2. BIOENSAIOS IN VIVO COM PLANTAS DE FUMO

A andlise da resisténcia das plantas transgénicas de tabaco ao fitopatégeno
Pecobacterium carotovorum demonstrou que a resisténcia varia de acordo com a
linhagem transgénica analisada e com o tempo de exposicdo ao estresse. A
progressédo dos sintomas provocados pela Pectobacterium carotovorum nas trés
linhagens transgénicas e na planta ndo transgénica, 24 h, 32 e 40 horas apos a
inoculo, esta ilustrado na Figura 7 e 8. Pode-se observar, apds o periodo de 24 h, o
inicio da formacdo de lesGes necroticas na folha da planta ndo transgénica e
também em algumas linhagens transgénicas, com excecdo de planta P11 e P12.
Apbés 40 h de indculo, foram intensificadas as diferencas nas respostas de
resisténcia entre as linhagens transgénicas, com o aumento dos sintomas de
necrose na regido do indculo da bactéria, conforme evidenciado na planta nao
transgénica e nas linhagens P04, P10 e P12. No entanto, as linhagens da P11 e P12
apresentaram sintomas menos severos de estresse provocado pela presenca da
bactéria (Figura 7 e 8). Esses resultados podem estar correlacionados com 0s niveis
de expresséo do gene Pg-AMP1 nas diferentes linhagens transgénicas.
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C- PO3 P10 P12

24H

Figura 7 - Efeito da bactéria em folhas de plantas ndo transgénicas e transgénicas de N. tabacum.
Foto capturada apos 24 h de inoculagcao de 10 pl de suspenséo bacteriana de P. carotovorum (C-

planta ndo transgénica).

C- PO2 P10 P12

Figura 8 - Efeito da bactéria em folhas de plantas ndo transgénicas e transgénicas de N. tabacum.

Foto capturada ap6s 40 horas de inoculagéo de 10 ul de suspensédo bacteriana de P. carotovorum (C-

planta ndo transgénica).
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A curva de progresso da doenca exibiu um atraso apenas nas linhagens
transgénicas P11 e P12 em comparacdao com o0 genoétipo ndo transgénico (Figura 8).
Ja as linhagens P1l, P04 e P10 nao apresentaram diferencas significativas
comparadas com o controle (plantas nao transgénicas) e os sintomas foram mais
severos para as linhagens P1 e P04, apGs decorridas as 24 horas do que para as

outras linhagens (Figura 9).
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Figura 9 - Curva do progresso da doenca das linhagens transgénicas de tabaco Pg-AMP1 e do
controle (planta ndo transformada) apds a incubagcao com o patdgeno P. carotovorum infectada via

inoculacdo com seringa e agulha.

5.3. TRANSFORMACAO GENETICA DE PLANTAS DE BATATA

A transformacdo dos explantes de Solanum tuberosum com o vetor
pK7WG2D-Pg-AMP1-GFP permitiu a obtencdo de 13 linhagens transgénicas,
representando eventos de transformacéo distintos. Para os ensaios foram utilizadas
oito plantas transformadas, pois as demais ndo possuiam numero suficiente de
folhas no periodo de realizacdo dos experimentos. O inicio da brotacéo in vitro dos
explantes submetidos ao meio de indugcédo de multiplicacdo se deu a partir de duas

semanas apos a realizacdo da cocultura para o explante microtubérculo. Todas as
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plantas regeneradas em meio seletivo apresentavam fenétipo normal. A natureza
transgénica das plantas foi inicialmente determinada por meio de reacfes de PCR,
utilizando-se oligonucleotideos especificos para amplificacdo do gene nptll. Para
cada gel, uma banda de aproximadamente 471 bp correspondente ao tamanho
esperado dos fragmentos amplificados foram obtidas em 7 das 8 linhagens
transgénicas de Solanum tuberosum utilizadas (Figura 10).

M P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

RN
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3
o

250,253

0.7% agarose

Figura 60 - Diagndstico de integracdo do T-DNA em plantas de batata via PCR utilizando
oligonucleotideos para o gene nptll. M: marcador de peso molecular 1Kb leadder (Promega®); P1-P8:

plantas transformadas, com exce¢éo da P6.

O vetor de expressdo pK7WG2D-Pg-AMP1 introduzido na Agrobacterium
estirpe GV3101, foi usado para o processo de transformacédo genética de entrenos e
micro tubérculos de batata. Os explantes passaram pelo processo de cocultura
liguida e apds dois dias em cocultura solida foram transferidos para meio de selegéo
contendo Canamicina. Todos os explantes da série 1 e 2 ndo regeneram no meio
seletivo, contrariamente ao explantes da série 3 onde apresentou em sua maioria
formacdo de brotos apenas nos microtubérculos (Figura 11). Os resultados
apresentados na tabela abaixo mostram que os diferentes explantes responderam
de forma diferente aos diferentes tratamentos submetidos, e pode-se observar que a
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percentagem de regeneracdo parece ter sido influenciada pelo tipo de explante, pois

mesmo em baixas doses de canamicina ndo foi observado regeneracéo.

Tabela 4 - Percentual de regeneracdo de explantes entrend, em meio

seletivo com 25mg/L de

Canamicina.
Tipo de Cultivar | Namero de Numero de | Percentual de
Explante Explantes Brotos Regeneracéo
Entrend Asterix 60 0 0
Micro tubérculo | Asterix 104 85 81

Figura 7- Processo de regeneracdo e selecdo in vitro de explantes de batata apds cocultura liquida

com Agrobacterium. A: explantes (cortes finos (1 mm) de microtubérculos) apés dois dias em

cocultura sélida; B: Brotos emergindo do explante microtubérculo duas semanas apés o cultivo in vitro

em meio seletivo; C: :explantes (entrends) apds dois dias em cocultura sélida; D: explante (entrends)

duas semanas ap0s o cultivo in vitro em meio seletivo.
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Quanto aos diferentes tipos de meio, dentre os resultados obtidos néo foi
observado regeneracédo de brotos a partir da cocultura com entrends, diferentemente
do explante microtubérculo, que mostrou elevado percentual de regeneracdo com o
ensaio realizado no processo de transformagdo em que foram usados como

explante.

Tabela 5 - Percentual de regeneracéo de explantes entrend, em meio seletivo com 100 mg/L de

Canamicina.

Sériel N° Total de explantes N° Brotos % Regeneracéo
Meio A 50 0 0

Meio B 150 0 0

Meio C 75 0 0

Meio D 189 0 0

Meio E 172 0 0

Tabela 6 - Percentual de regeneracéo de explantes entrend, em meio seletivo com 50 mg/L de

Canamicina

Serie 2 N° Total de explantes N° Brotos % Regeneracéo
Meio F 80 0 0
Meio G 96 0 0
Meio H 160 0 0
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Tabela 7 - Percentual de regeneracédo de explantes microtubérculo, em meio seletivo com 25 mg/L de
Canamicina

Serie 3 N° Total de explante N° Brotos % Regeneracéao

Meio | 104 85 81
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6. DISCUSSAO

6.1. BIOENSAIOS COM CEPAS DE BACTERIAS

A resisténcia genética a doencas bacterianas e fungicas tem sido dificil de ser
introduzida em cultivares de plantas devido a escassez de genes R (resisténcia)
naturais e devido aos longos periodos envolvidos na selecéo de plantas. Estratégias
tem sido exploradas para gerar a resisténcia por meio de engenharia genética, que
incluem abordagens afetando diferentes passos da interacdo patdgeno-hospedeiro,
tais como a estimulacdo de respostas de defesa da planta, inibicdo de fatores de
infecdo de bactérias ou fangicas e de expressao de antimicrobianos de origem
vegetal e ndo vegetal. No presente trabalho, o peptideo recombinante Pg-AMP,
purificado foi testado em placas de 96 pocos de polipropileno em diferentes
concentracbes contra o microrganismo fito patogénico da cultura da batata,
Pectobacterium atrosepticum e Pectobacterium carotovorum objetivando comprovar
a atividade antimicrobiana descrita por Pelegrini et al. (2008) em fitopatdgenos. Tais
resultados estdo de acordo com os encontrados anteriormente onde o Pg-AMP1
mostrou atividade contra bactérias Gram-negativas Escherichia coli ATCC 8739,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (PELEGRINI et al., 2008), Pseudomonas
aeruginosa ATCC 11229 e ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 35218 e contra
linhagens Gram-positivas do género Staphylococcus, S. aureus ATCC 2592-3 e
ATCC 2921-3, S. epidermides ATCC 1222-8 e S. aureus MEC-A ATCC 3359-1
causadoras de infeccdo hospitalar (TAVARES et al., 2012). No presente estudo,
ficou clara a acao bactericida contra bactérias Gram-negativas patogénicas de
plantas com o Pg-AMP; recombinante purificado. Poucos estudos foram feitos com o
peptideo Pg-AMP; contra bactérias patogénicas de plantas, os primeiro relatos sao
de Pinto (2012) que mostrou atividade bactericida contra Xanthomonas fragarie,
porem diferentemente de Pelegrini et al (2008) e Tavares (2009), Pinto (2012)
utilizou o extrato bruto extraido de folhas de tabaco transformados com Pg-AMPL1.
Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram os resultados
anteriores, uma vez que as pectobactérias testadas sao fitobactérias gram-
negativas. Varios estudos tém sido realizados com objetivo de demonstrar atividade

antimicrobiana de varias proteinas. Rivero et al (2012), observaram a resisténcia das
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bactérias Pectobacterium carotovorum em plantas de batata transformadas com
Lisoenzimas (Ly) e AP24 uma proteina de defesa de tabaco que partilha homologia
de sequéncia com a proteina taumatina , caracterizada como antifungica.
Kovalskaya & Hammond (2009) mostraram atividade antimicrobiana de proteina
Snakin 1 (SN1) e a defensina PTH1 contra C. michiganensis subsp. sepedonicus, P.
syringae pv. syringae , P. syringae pv. tabaci, todas elas gram-negativas. Deve-se
salientar que € importante observar que a producao de proteinas recombinantes nos
tecidos da planta € um processo dispendioso e demorado, normalmente produzindo
quantidades reduzidas de proteinas transgénicas que pode ndo ser suficiente para
ensaios bioldgicos. A este respeito, 0 presente trabalho demonstra a utilizacdo de
uma técnica menos dispendiosa e o sistema de expressao em E. coli para a geracao
de proteinas antimicrobianas ricas em glicinas, que sao adequados para
caracterizacdo bioldgica in vitro. Assim sendo proteinas com as melhores
caracteristicas antimicrobianas demonstradas inicialmente em ensaios in vitro sobre
uma ampla gama de microrganismos podem ser selecionados para posterior

avaliacao in vivo.

6.2. BIOENSAIOS IN VITRO COM PLANTAS DE FUMO

Doencas bacterianas sdo uma das principais causas de reducao da producdo
em lavouras e nao existem produtos eficientes para o controle da maioria dessas
doencas. Proteinas ricas em glicina descritas na literatura demonstraram diversas
funcdes em plantas. Pelegrini et al (2009) relata a acao deproteinas ricas em glicina
como reguladores poés-transcricionais sob condicbes de estresse e
consequentemente no controle da expressdao genes em diversas espécies de
plantas (Pelegrini, 2008). O experimento de inoculagdo das folhas de tabaco com a
Pectobacterium carotovorum mostrou uma reducdo na severidade da doenca nas
plantas transgénicas, comparadas com as controle (ndo transgénicas), sendo que o
grau no avanco da lesdo variou entre as linhagens, mostrando resultados similares
para as linhagens P04 e P10 comparativamente a planta ndo transgénica. Este fato
pode ser devido a alta agressividade da P. carotovorum subsp. carotovorum, capaz

de fazer os tecidos infectados entrarem em colapso em poucas horas (Barra et al,
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2009). Estes resultados podem ser explicados através dos resultados de Pinto
(2012), que analisou a expressao do gene no extrato bruto de plantas de tabaco
transformadas com Pg-AMP; e observou que as linhagens P04 e P10 néo
apresentaram a presenca da proteina através da técnica de Western Blot. No
entanto, a linhagem P04 apresentou inibicdo do crescimento de Xanthomonas,
sugerindo que a proteina pode néo ter sido expressa em quantidades suficientes. No
caso da linhagem P10 a planta ndo mostrou acao contra o microrganismo testado e
ndo revelou a presenca da proteina através da técnica de Western Blot. Este fato
mostra que provavelmente o gene foi inserido no genoma da planta, mas nao foi
capaz de ser transcrito, pois também ndo apresentou inibicdo do crescimento de
Xanthomonas. No caso das linhagens P1 e P11, Pinto (2012) observou a presenca
da proteina na técnica de Western Blot e as duas linhagens foram capazes de inibir
0 crescimento da bactéria Xanthomonas. No entanto, no nosso ensaio a linhagem
P1 apresentou sintomas severos em comparag¢ao com a linhagem néo transgénica,
este fato pode ser devido a diferenca de niveis de expresséo da proteina nas folhas
da linhagem P1, originando assim menor resisténcia a Pectobacterium quando
comparada a Xanthomonas. Segundo Pelegrini et al. (2008), a forma provavel de
acao do Pg-AMP; se da pela ligacédo do peptideo a superficie da membrana celular
do patégeno, levando a formacdo de poros. A tecnologia de transformacdo de
plantas consiste basicamente na integracdo eficiente de DNA exdgeno no genoma
da planta e a regeneracdo de plantas transgénicas. As principais limitacdes das
atuais tecnologias séo integracdo aleatoria de transgenes no genoma do hospedeiro
e da capacidade de regeneracdo dependendo do gendtipo e do baixo niamero de
células transformadas (Rakosytican et al, 2010). Varios fatores podem estar
relacionados a expressao variavel ou a auséncia de expressao dos transgenes,
incluindo efeitos relacionados ao numero de copias e a integracdo aleatdria do
transgene em sitios ndo especificos no genoma da planta, além o DNA exégeno
pode sofrer rearranjos antes mesmo da integracdo e alterar a expressdo génica

devido aos efeitos de hipermetilacdo do DNA.
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6.3. TRANSFORMACAO GENETICA DE PLANTAS DE BATATA

As citocininas e auxinas sao os reguladores de crescimento mais utilizados na
cultura de tecidos. O tipo e a concentracado influenciam na regeneracéo in vitro, onde
normalmente a melhor faixa fica entre 0,5 e 5,0 mg/L para ambos fitorreguladores.
Segundo Molla et al (2011) frequentemente se induz a formacdo de calos em
explantes cultivados em meio contendo auxina, ou com uma alta relagéo
citocinina/auxina. Em Asterix foi observado uma variacdo grande no percentual de
regeneracdo com diferentes reguladores de crescimento. Por esta razdo, varios
protocolos tém sido testados para transformacdo genética de batata, onde varias
citocininas tém sido testadas em particular a Zeatina e o TDZ (tidiazurom), pelo fato
de elas reduzirem a fase de calos e acelerarem a formacédo de brotos. Para
selecionar possiveis explantes transformados a partir de varias explantes, todos os
explantes foram transferidos para Meio MS contendo Canamicina. A sensibilidade
dos explantes foi testada contra trés concentracdes de canamicina 25, 50 e 100 mg /
L. Nas séries | e Il foram usadas a concentra¢cées 100 e 50 mg/L de canamicina e
nao foi observada a regeneracdo de explantes em nenhum dos meios testados.
Estes resultados podem ser devido a ndo tolerancia dos explantes a elevadas
concentra¢gfes de canamicina por elevados periodos de tempo. Khatum et al (2012)
em seu estudo de transformacado genética de batata das cultivares Cardinal e Heera
observaram que a canamicina apresentou funcao inibitéria a longo prazo sobre o
crescimento das plantas. Além disso, a presenca de canamicina prejudica
consideravelmente crescimento dos explantes e como resultado, muitos possiveis
transformantes podem ter sido perdidos ao longo do processo seletivo em meio com
canamicina. Os resultados apresentados na presente pesquisa mostram que 0S
diferentes explantes responderam de forma diferente aos diferentes tratamentos
submetidos, e pode se observar que a percentagem de regeneracédo foi fortemente
influenciada pelo tipo de explante. Assim, o uso de microtubérculo como explante
mostrou se eficaz no processo de transformacdo da batata na cultivar Asterix,
contrariamente ao explante entrend que nado apresentou eficiéncia. Resultados
similares foram obtidos por Esfahani et al (2010) na transformacéao de batata, cultivar
Savalan com genes de fungos parasitas, quitinases e [-1,3-glucanase, que

conferem resisténcia a Rhizoctonia solani AG-3. Utilizando como explante o
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microtubérculo foram obtidas 8 plantas transgénicas de eventos diferentes (Esfahani
et al, 2010). Resultados semelhantes foram encontrados por Shin et al (2011) , que
obtiveram 53% e 40% de regeneracdo de batata nas cultivares Japoong e Namjak
no processo de transformacédo com microtubérculo. No entanto, foi observado que
as cultivares respondiam de maneira diferente no processo regeneragdo quanto ao
uso de explante entrend e microtubérculo. Shin et al (2011) observaram que ao usar
o explante entren6 obteve 63% de regeneracdo e contra nenhum explante
microtubérculo na cultivar Sumi. Os resultados obtidos no presente trabalho
sugerem que o explante microtubérculo seja mais eficaz no processo de
regeneracao in vitro no processo de transformacgdo genética de batateira da cultivar

Asterix.
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7. CONCLUSOES

e O peptideo recombinante purificado apresentou atividade contra bactérias gram-

negativas Pectobacterium atrosepticum e Pectobacterium carotovorum;

e O peptideo Pg-AMP; expresso em folhas de fumo apresentou acdo contra a
bactéria Pectobacterium carotovorum;

e O explante microtubérculo mostrou eficiente no processo de transformacéo
genética de batateira da cultivar Asterix.

56



57

8. PERSPECTIVAS

A continuidade do trabalho com plantas de batata transformadas com o peptideo
antimicrobiano Pg-AMP; pode objetivar as seguintes etapas:

e Avaliar a expressdo do peptideo nas linhagens transgénicas de batata
obtidas;

e Realizar o processo de aclimatacéo das plantas transgénicas;

e Realizar bioensaio in vivo nas plantas e tubérculos de batata com as bactérias
patogénicas de plantas Pectobacterium carotovorum, Pectobacterium

atrosepticum, Ralstonia solanacearum e Dickeya sp.
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