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RESUMO

Desde a domesticagéo das plantas para a utilizagcdo humana, as doencas vém
causando grandes perdas na producdo. Fungos fitopatogénicos tais como
Sclerotium rolfsii, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum e Sclerotinia
sclerotiorum séo capazes de infectar diferentes espécies de plantas. A infeccéo
por estes fungos leva a perdas consideraveis na época da colheita. A fase
inicial da infeccdo envolve a producédo e o acumulo de grande quantidade de
acido oxdlico (AO), que parece ser um dos maiores determinantes da
patogenicidade. Fusarium oxysporum € a espécie mais comum do género e
causa murcha vascular em diferentes espécies de plantas. Esse fungo causa
perdas severas em muitas lavouras, como algoddo, fumo, banana, café,
morango e cana de aguUcar. Genes que conferem resisténcia a fitopatdgenos
tornam-se de importancia agrondmica como recursos para melhoramento.
Dentre esses, destacamos o da enzima oxalato descarboxilase (OXDC), capaz
de catalizar a degradacdo do AO em acido férmico e diéxido de carbono,
diminuindo a capacidade de infeccdo do fungo. Na geragdo T, de fumo
transformado com gene da OXDC, foram obtidas quatro linhagens resistentes
ao fungo, estas foram analisadas na Ti1. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
segregacao do transgene OXDC para a geragdo T; de fumo e avaliar se a
geracdo T; de plantas transformadas é capaz de resistir ao fitopatégeno
Fusarium oxysporum. Trinta plantas de cada linhagem T; de fumo
transformado com OXDC foram avaliadas, por PCR, quanto a presenca do
HPTII. Estas quatro linhagens foram analisadas apresentaram propor¢cao de
segregacao de 3:1. Uma planta PCR positiva de cada linhagem foi submetida a
bioensaios para verificar a resisténcia ao fungo e ao AO. No ensaio de
resisténcia ao fungo Fusarium oxysporum, este ndo foi capaz de infectar as
linhagens transgénicas, mostrando um aumento da resisténcia da T; em
relagdo a To quando os resultados foram comparados. Os niveis de expressao
do transgene foram avaliados por RT-PCR. As linhagens T1, T4 e T6
mostraram niveis de expressdo semelhantes, ja& a linhagem T2 apresentou
menor nivel de expressdo que as demais linhagens, de maneira que este
resultado pode ser correlacionado com menor resisténcia ao AO. Com base
nestes resultados pode-se concluir que a enzima Oxalato Descarboxilase
demonstrou ser eficiente no combate ao patdégeno Fusarium oxysporum e
potencialmente eficiente no combate a outros fungos que também utilizem AO
no processo de infeccao.

Palavras-chave: OXDC, transformacdo genética, Fusarium oxysporum,
resisténcia, transgénicos.



ABSTRACT

Since the domestication of plants for human use, the diseases are causing
major production losses. Pathogenic fungi such as Sclerotium rolfsii, Botrytis
cinerea, Sclerotinia sclerotiorum and Fusarium oxysporum are capable of
infecting various plant species. Infection by these fungi leads to considerable
losses at harvest. The initial phase of the infection involves the production and
accumulation of large amounts of oxalic acid (OA), which seems to be one of
the biggest determinants of pathogenicity. Fusarium oxysporum is the most
common species of the genus and causes vascular wilt in different plant
species. This fungus causes severe losses in many crops such as cotton,
tobacco, bananas, coffee, strawberry and sugar cane. Genes that confer
resistance to pathogens become of agronomic importance as resources for
improvement. Among these we highlight the enzyme oxalate decarboxylase
(OXDC) capable of catalyzing the degradation of OA in formic acid and carbon
dioxide, decreasing the infectivity of the fungus. In the T, generation of tobacco
transformed with OXDC gene four resistant fungal strains were obtained, they
were analyzed in T;. The objective of this study was to evaluate the segregation
of the transgene OXDC for T, generation of smoke and assess whether the T,
generation of transformed plants are able to resist the pathogen Fusarium
oxysporum. Thirty T, plants of each line of tobacco transformed with OXDC
were evaluated by PCR for the presence of HPTIl. These four strains were
analyzed showed a segregation ratio of 3:1. A positive PCR plant of each strain
was subjected to bioassays to verify resistance to the fungus and the OA. In the
test of resistance to the fungus Fusarium oxysporum, this was not able to infect
the transgenic lines , showing an increase of the resistance of T; relative to Ty
when the results were compared. The levels of transgene expression were
assessed by RT-PCR. T1, T4 and T6 strains showed similar levels of
expression, the T2 strain showed lower expression level than other strains , so
that this result can be correlated with lower resistance to OA. Based on these
results it can be concluded that the enzyme Oxalate Descarboxylase
demonstrated to be effective in combating the pathogen Fusarium oxysporum
and potentially efficient against other fungi which also use OA in the infection
process.

Keywords : OXDC , genetic transformation , Fusarium oxysporum , resistance ,
transgenics.
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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSFORMACAO DE PLANTAS

A transformacdo genética em plantas tem como finalidade obter
cultivares com maior producdo, mais resistentes a pragas ou mesmo alterar a
composigdo nutricional. Ela é também utilizada como ferramenta nos estudos
de gendmica funcional (AHMAD et al., 2012) para o desenvolvimento de
plantas como biorreatores, 0 que era uma promessa em meados anos 90
(GODDIJN e PEN, 1995) e mais recentemente € largamente utilizada. Ha
alguns desafios como baixa expressdo e processamento secundario, que
podem ser superados utilizando-se de espécies apropriadas como o arroz (OU
et al.,, 2014) e utilizadas até como veiculos para vacinacdo tanto de doencas
gue acometem humanos (SMITH et al., 2014) como das que atacam animais
(OKAMURA et al., 2014).

Existem diferentes modos de transformacédo de plantas: a eletroporacéo,
a introducdo de genes via polietiienoglicol (PEG), a biobalistica e a
transformacdo mediada por Agrobacterium. A transformacdo mediada por
Agrobacterium tipicamente produz linhagens com baixo nimero de copias do
transgene (OLTMANNS et al., 2010), o que € interessante do ponto de vista
comercial.

A frequéncia de transformacdo e regeneracdo depende de diversos
fatores, como a linhagem bacteriana, concentracdo da bactéria, periodo de pré-
cultivo, periodo de co-cultivo, concentracdo de acetoseringona, temperatura,
pH, tipo de explante, quantidade de luz dentre outros (URANBEY et al., 2005).

1.1.1TRANSFORMAGCAO VIA Agrobacterium

A Agrobacterium transforma seus hospedeiros naturalmente através da
transferéncia de um segmento de DNA do seu plasmidio indutor de tumor para
o0 genoma da célula hospedeira (GELVIN, 2003). Na natureza esse segmento é
o T-DNA ou DNA indutor de tumor, este carrega uma sé€rie de oncogenes que

induzem crescimento neoplasico das células da planta hospedeira e producao
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de opinas e derivados de aminoacidos que sao utilizadas pela bactéria como
fonte de nutrientes (GAUDIN, VRAIN e JOUANIN, 1994).

Apesar de largamente utilizada na transformagao de plantas, algumas
publicacbes demonstraram o uso de Agrobacterium em hospedeiros nao-
vegetais, de procariotos a células humanas (LACROIX et al., 2005). Kunik e
colaboradores (2001) transformaram células HelLa utilizando Agrobacterium.

A magquinaria molecular necesséaria para a producdo do T-DNA requer
proteinas oriundas tanto do DNA cromossémico como do plasmidio indutor de
tumor. Além disso, ja foi reportado o uso de varias proteinas da célula
hospedeira no processo de transformacdo, principalmente nos estagios mais
tardios da transformacdo como transporte intracelular do T-DNA (GELVIN,
2003).

As linhagens utilizadas na transformacdo genética, chamadas linhagens
desarmadas, tém o gene de interesse inserido no T-DNA.

O processo de transformag¢ao compreende dez passos principais (Figura
1) e comecga com o reconhecimento e ancoragem da Agrobacterium a célula
hospedeira e o reconhecimento de sinais da planta pelo sistema de transducao
de sinais da Agrobacterium (VirA/VirG). Em seguida, ha a ativacdo dos genes
Vir e uma copia do T-DNA é gerada pelo complexo protéico VirD1/VirD2. Entdo
o DNA é levado ao citoplasma da célula hospedeira complexado com VirD2 e
diversas outras proteinas Vir. No préximo passo, ha a associacéo da VirE2 com
o complexo de DNA, assim o complexo maduro vai, pelo citoplasma, até o
ndcleo, onde € transportado para dentro ativamente. Uma vez dentro do
nacleo, o DNA é recrutado pelo ponto de integracdo, desligado das proteinas
gue o escoltaram e integrado ao nucleo (TZFIRA e CITOVSKY, 2006).
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Figura 1: Modelo para a transformacao genética mediada por Agrobacterium (TZFIRA e
CITOVSKY, 2006).

1.2 FUNGOS FITOPATOGENICOS

InfeccBes causadas por fungos sédo cada vez mais reconhecidas como
uma ameaca a producdo de alimentos ao redor do mundo (PENNISE, 2010).
No século XIX na Inglaterra, a requeima, causada por um fungo, na batata
irlandesa levou a morte por fome e a ruina do governo. A ameaca das doencas
causadas por fungos ndo foi minimizada pelo tempo. Esse problema foi
intensificado pela adaptacdo dos microrganismos a novos ecossistemas,
disseminado pelo comércio, transporte e flutuacdes climaticas (ANDERSON et
al., 2004).

Segundo Fisher e colaboradores (2012), as perdas nas cinco principais
culturas mundiais (arroz, trigo, milho, batata e soja), causadas por fungos

poderiam alimentar 8,5% da populacao existente no mundo em 2011. Em caso
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da ocorréncia de uma epidemia severa nas cinco culturas citadas, haveria
alimento suficiente para somente 39% da populacéo.

Pode-se citar como exemplo desses fungos fitopatogénicos
responsaveis por perdas em algumas lavouras Sclerotium rolfsii, Botrytis
cinerea, Fusarium oxysporum e Sclerotinia sclerotiorum. A fase inicial da
infeccdo por fungos necrotréficos envolve a produgdo e acumulo de grande
quantidade de &cido oxalico (AO), que parece ser um dos maiores
determinantes da patogenicidade (DUTTON e EVANS, 1996).

1.2.1 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum é a espécie mais comumente encontrada dentre as
espécies do género Fusarium ao redor do mundo. E dispersa, a curta distancia,
pela 4gua ou por equipamentos utilizados na lavouras e, a longa distancia, pelo
transporte de plantas e sementes contaminadas (AGRIOS, 2005).

Em fungos, propagulos assexuados sdo produzidos durante todo ciclo
de vida e hifas e estagios assexuados sdo produzidos enquanto ha nutrientes
disponiveis. Dentre as espécies do género Fusarium, diferentes tipo de
reproducdo sdo encontradas: assexuada, homotalica e heterotalica. F.
oxysporum nao tem reproducdo sexuada conhecida (BROWN e PROCTOR,
2013) e produz trés tipos de esporos assuxuados. Os macroconidios sao
produzidos, na maioria das vezes, em conidiéforos ramificados na superficie
das plantas infectadas ou in vitro, em meios de cultura. Estes esporos sédo de
paredes finas com uma célula basal bem definida e uma célula apical
pontiaguda. Os microconideos podem ser ovais ou em forma de rins e ocorrem
nos pequenos microconidiéforos nos micélios aéreos. Tanto os macroconideos
como os microconideos podem ser formados no xilema das plantas infectadas.
No entanto, as formas mais comumente encontradas nos tecidos das plantas
infectadas sdo os microconideos (MACE, BELL e BECKMAN, 1981).

Ja& os clamidiésporos tém paredes grossas e sao produzidos nas hifas.
Séao formados tanto em meio de cultura, in vitro, quanto no tecido morto de
plantas infectadas, no estagio final da doenca. Estes sdo esporos de

resisténcia, capazes de sobreviver por longos periodos nos restos das plantas
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no solo, mesmo na auséncia de hospedeiros (MACE, BELL e BECKMAN,
1981).

Figura 2: Fusarium oxysporum. A, B, C, D: Macroconideos. E: Clamidioésporo. F:
Conidio6foro. (PLOETZ, 2005).

Fusarium oxysporum causa perdas severas em lavouras de algodao,
fumo, banana, café, péra, lentilha, batata-doce, melancia, melao,
abobora,morango, cana de acucar, dentre outras, causando a murcha vascular.
Os sintomas iniciais sdo a murcha vascular incluindo o clareamento das
nervuras e epinastia das folhas, seguido de reducdo do porte/vigor da planta,
amarelecimento das folhas mais jovens , murcha progressiva das folhas e
peciolos, senescéncia e absiséo foliar e finalmente morte da planta (MACE,
BELL e BECKMAN, 1981; DI PIETRO et al., 2003).

Aléem desta doenca, causada por F. oxysporum, também ha outras
causadas pelo género que trazem grande prejuizo a agricultura, como o
aprodecimento das raizes corticais, dos frutos e das raizes e a mancha das
folhas.

O controle do fungo é dificultado por sua alta capacidade de parmanecer
no solo por longos periodos, fazendo com que rotacdo de culturas seja

ineficiente. Algumas opc¢des utilizadas sdo retirar os restos da colheita, para
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evitar a disperséo pelos tecidos contaminados, utilizacdo de fungicidas tanto no
solo como nas plantas e a utilizacdo de sementes nao infectadas. Porém a
melhor opcéo é o uso de variedades resistentes e retirar os restos culturais o
gue néo é viavel para todas as plantas cultivadas.

O uso de transgénicos resistentes a doencas € uma altenativa para as
espécies que nao possuem variedades naturalmente resistentes.

Desta forma genes de importancia agrondmica tais como aqueles que
conferem resisténcia a insetos e a fitopatogénos e a melhoria da qualidade
nutricional tém sido isolados a partir de plantas e outros organismos
(HOSHIKAWA, ISHIHARA e NAKAMURA, 2012; GURURANI et al., 2012).
Dentre os genes descritos na literatura e disponiveis para pesquisa, Varios sao
conhecidos por conferir resisténcia a fitopatégenos. Dentre esses, inclui-se o
gene da oxalato descarboxilase (OXDC), primeiramente isolado do
basidiomiceto Flammulina velutipes (MEHTA e DATTA, 1991).

1.3 O ACIDO OXALICO E A OXALATO DESCARBOXILASE

Sabe-se que alguns fungos fitopatogénicos necrotréficos secretam AO
como parte do processo de invasao de tecidos de plantas. O AO favorece a
degradacdo da parede celular vegetal, alterando o pH apoplastico para um
valor préximo ao ideal de acdo de enzimas que degradam a parede celular,
elevando Ca?', regulando as células guarda e também pode causar
intupimento dos vasos com cristais de oxalato (DUTTON e EVANS, 1996). e
também pode inibir a “explosdo” oxidativa nas plantas (GUO e STOTZ, 2007).
Esta “explosdao” oxidativa € uma das primeiras respostas das plantas contra
microrganismos invasores (KIM et al., 2008) e consiste em elevada, rapida e
transiente producdo de espécies reativas de oxigénio (WOJTASZEK, 1997).
Kim e colaboradores (2008) mostraram que o AO atua como um ativador da
morte celular programada em plantas e € responsavel por caracteristicas
apoptoticas no vegetal durante o desenvolvimento da doenca, em um
mecanismo que envolve producdo de espécies reativas de oxigénio.

Tal aparato € um dos mais importantes determinantes em impedir a

instalacdo e o crescimento de patdgenos biotroficos. Entretanto a resposta



20

hipersensitiva ndo protege a planta contra o ataque de patdgenos necrotroéficos,
ja que estes utilizam as células mortas como fonte de alimento. Neste caso a
morte celular ajuda na colonizagcédo do tecido vegetal hospedeiro (VAN KAN,
2006).

Pode-se citar como exemplo, o experimento realizado com Sclerotium
rolfsii, que € um fungo que provoca doencas em quase 100 familias de plantas.
Quantidades consideraveis de oxalato foram detectadas em tecidos de
plantasinfectadas, mas ndo nas plantas saudaveis. O AO produzido por este
fungo desempenhou papel essencial em sua capacidade patogénica.
Linhagens de Sclerotinia sclerotiorum mutantes, sem a capacidade de produzir
AO, ndo sédo patogénicas, mesmo com todas as enzimas de degradacao da
parede celular sendo funcionais (GODOY et al., 1990; WILLIAM et al., 2011)

A enzima oxalato descarboxilase (OXDC) é capaz de degradar o acido
oxalico (SVEDRUZIC et al., 2005). A OXDC possui a capacidade de catalizar a
degradacdo de acido oxalico em acido férmico e diéxido de carbono (MEHTA e
DATTA, 1991).

O gene codificador da enzima Oxalato Descarboxilase (OXDC), oi
isolado do basidiomiceto Flammulina velutipes. Estudos demonstraram a
capacidade desse gene em conferir resisténcia de plantas de tabaco, tomate,
soja e alface ao fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum (KESARWANI et al.,
2000, DIAS et al.,, 2006, CUNHA et al.,, 2010) e ao fungo Moniliophtora
perniciosa, causador da vassoura-de-bruxa em cacaueiros (SILVA, 2011).

Nosso grupo de pesquisa desenvolveu plantas de fumo transgénicas,
com o gene OXDC resistentes ao fungo Fusarium oxysporum e ao AO (PINTO,
2012) e foram feitas as analises das plantas Ty. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar a presenca do gene OXDC e a resisténcia ao Fusarium oxysporum

nas plantas de fumo da geracéo T, das plantas geradas por Pinto (2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1- Avaliar a presenca do gene OXDC na geracao T; das plantas produzidas por

Pinto (2012);

2 - Avaliar a resisténcia das plantas transgénicas contra o fungo necrotrofico
Fusarium oxysporum in vitro;

3- Avaliar a resisténcia das plantas transgénicas ao acido oxalico;

4- Analisar os niveis de expresséao do gene OXDC na geracdo T; por RT-PCR.



22

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Todo trabalho foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia e Biologia
Molecular da UFJF. O laboratorio possui certificado de qualidade de
biosseguranca junto a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBIO) 129/2004.

Para obtencdo de plantas da geracdo T; de fumo (Nicotiana tabacum
cv. Xanthi) transgénico, sementes de quatro linhagens que apresentaram
resisténcia ao fungo Fusarium oxysporum e ao AO na geracao Ty (Pinto, 2012),
foram desinfestadas e germinadas no Laboratério de Biosseguranca - UFJF
para cultivo in vitro. A desinfestagdo constou da imersdo das sementes em
adgua e detergente Tween 20 por 2 minutos, em alcool etilico 70% (v/v) por 30
segundos e em solucdo de hipoclorito de sédio 15% (v/v) por 10 minutos,
seguido por cinco enxagues com agua deionizada estéril.

Posteriormente, as sementes foram germinadas em placas de Petri
contendo meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de
glicose 20 g/L, agar 7g/L, pH 5,8 e do agente seletivo higromicina 10 mg/L, a
fim de obter somente plantas resistentes a higromicina. As sementes foram
germinadas em sala de crescimento a 25+ 2 °C, com fotoperiodo de 16:8 h
(claro: escuro) e 30 pmol fétons m? s-*. As plantas obtidas foram mantidas sob
condicbes in vitro, em sala de crescimento, e utilizadas como fonte de
explantes para 0s experimentos.

Além das plantas mantidas in vitro, que foram utilizadas para os testes
de resisténcia, também foram mantidas plantas das linhagens transgénicas em
casa de vegetacdo, que foram utilizadas para a avaliacdo da segregacdo do

transgene.

3.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR

3.2.1 EXTRACAO DO DNA GENOMICO
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A extracdo do DNA gendmico das plantas de fumo foi realizada
utilizando-se o método CTAB com modificagbes. Cerca de 300 a 500 mg de
tecido vegetal fresco de cada planta foram macerados no Tissue Lyser Il
Quiagen®. Foram adicionados 700 pl de tamp&o CTAB, acrescido e 1% de PVP
(polivinilpirrolidona) e 0,2% de Beta-mercaptoetanol. As amostras foram
incubadas a 65°C por 30 minutos. Em seguida foram adicionados 500 pl de
cloroférmio: &alcool isoamilico (24:1) e as amostras foram centrifugadas por 10
minutos, 14.000 rpm recuperando-se 0 sobrenadante (300 microlitros).
Posteriormente, adicionou-se 0,54% do volume do sobrenadante de
isopropanol gelado e 0,08% do volume de Acetato de Amonio 7,5 M e as
amostras foram mantidas a -20 °C por 30 minutos a fim de permitir a
precipitacdo do DNA, em seguida, novamente centrifugadas a 14.000 rpm,
porém por 5 minutos. Os precipitados recuperados foram lavados com 1 mL de
etanol 70 % e novamente centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos, seguindo
em lavagem com etanol 95%. O DNA precipitado foi seco em camara de fluxo
laminar e ressuspendido em 50 ul de agua ultra-pura. As amostras foram
incubadas a temperatura ambiente overnight antes do seu armazenamento a
-20 °C.

3.2.2 ANALISE DA PROGENIE

A fim de testar a hip6tese de que a segregacdo do transgene oxalato
descaboxilase segue a propor¢cdo mendeliana de 3:1, foram avaliadas 30
plantas de cada linhagem quanto a presenca transgene inserido no genoma
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em termociclador Eppendorf
modelo  Mastercycler® utilizando-se os primers hyg 268 (5-
TCCGGAAGTGCTTGACATTGG-3) e hyg 672 (5-
ATGTTGGCGACCTCGGTATTGG-3’) que anelam-se dentro da regido do gene
HPTIl (higromicina fosfotransferase) que confere resisténcia a higromicina.
Para a reacdo de PCR das plantas transformadas com OXDC foi usado um
ciclo de 95° C por 5 minutos; 34 ciclos (1 minuto a 95° C; 1 minuto a 58° C; 1
minuto 72° C) e um ciclo de extenséo final de 5 minutos a 72° C. Os produtos
da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1% e

corados com syber green a fim de se visualizar um fragmento de 404 bp. O gel
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do material analisado foi capturado e armazenado em sistema de
fotodocumentagéo digital.

A hipotese foi testada pelo teste do qui-quadrado com nivel de confianca
de 95%.

3.2.3 AVALIACAO DA PRESENCA DO TRANSGENE NA LINHAGEM T, DE
FUMO.

As plantas obtidas na presenca de higromicina foram mantidas em meio
MS. Estas plantas foram avaliadas quanto a presenca do transgene OXDC pela
reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A PCR foi realizada em termociclador
Eppendorf modelo Mastercycler ® utilizando-se os primers OXDC 873 (5'-
TGGGCTCGACAGAGGAGAAG-3’ e OXDC371 (5'-
CGGCAGCAGAATGAGGTC-3') que anelam-se dentro da regido codificadora
da OXDC. Para a reacdo de PCR das quatro linhagens de plantas
transformadas com OXDC foi usado uma etapa de 95° C por 5 minutos; 34
ciclos (Iminuto a 95° C; 1 minuto a 58° C; 1 minuto 72° C) e uma etapa de
extensdo final de 5 minutos a 72° C. Os produtos da amplificacdo foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 1% e corados com syber
green a fim de se visualizar um fragmento de 502 pb. O gel do material
analisado foi capturado e armazenado em sistema de fotodocumentacao

digital.

3.3 TESTE DE RESISTENCIA DAS PLANTAS TRANSGENICAS AO ACIDO
OXALICO

Trés folhas de plantas transgénicas e controle (ndo-transformada) de N.
tabacum cv Xanthi foram testadas quanto a resisténcia a concentracdo de 20
mM de acido oxalico (AO), concentracdo 6tima para teste com AO em plantas
de fumo previamente estabelecida por SILVA (2011). A metodologia utilizada
foi a descrita por Kesarwani et al. (2000) e consistiu na excisdo das folhas,
seguida por incubacao imediata das folhas em placas de Petri com papel filtro e
2 mL AO (20 mM). O tratamento controle foi constituido da incubacdo das
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folhas da planta ndo-transformada (controle) em placas de petri com papel filtro
e 2 mL agua, pH 4. Foram utilizadas 3 folhas de cada planta por tratamento e
cada unidade experimental foi constituida por uma folha. Para cada linhagem
uma planta foi analisada. Os tratamentos foram mantidos em sala de
crescimento por 72h a 25 °C e 16:8 h (claro:escuro). O ensaio foi

fotodocumentado apds 24 h e 48 h de exposi¢éo ao AO.

3.4 TESTE DE RESISTENCIA AO Fusarium oxysporum IN VITRO

O fungo utilizado, Fusarium oxysporum foi mantido em meio Batata
Dextrose Agar (BDA; batata 200 g/L, dextrose 20 g/L e &gar 15 g/L) em
temperatura ambiente para producdo de micélio. A inoculacdo foi realizada de
acordo com Dickson e Hunter (1983). Para produzir o inéculo para os ensaios,
um unico micélio de aproximadamente 3 mm de comprimento foi colocado no
centro de uma nova placa de BDA. A cultura foi incubada a 20° C durante 2
dias no escuro. Micélios com aproximadamente 3 mm de comprimento foram
cortados a partir das margens de crescimento e aplicados a superficie adaxial
de folhas jovens totalmente expandidas, sendo 3 folhas de cada linhagem
transgénica e néo transgénica. Cada folha foi colocada em uma placa de Petri
contendo duas folhas de papel de filtro umedecidas com agua autoclavada e
incubadas a 20° C no escuro. As folhas foram fotografadas em trés periodos
diferenciados (46, 70 e 94 horas).

3.5 ANALISE DE EXPRESSAO DO TRANSGENE OXDC PELA TECNICA DE
RT-PCR

O RNA total das folhas de fumo foi extraido utilizando o kit SV total RNA
isolation system da Promega®. A sintese do cDNA foi realizada em tubos de
microcentrifuga  estéreis, utilizando o SuperScript® 1l  First-Strand
(Invitrogen™), de acordo com as instrugbes do manual. Aproximadamente 30
ng do cDNA obtido foi utilizado para deteccdo da expressdo do transgene
OXDC, atraves da amplificacéo utilizando os oligonucleotideos OXDC 873 (5'-
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TGGGCTCGACAGAGGAGAAG-3’ e OXDC371 (5-
CGGCAGCAGAATGAGGTC-3’). Como controle enddgeno, foram utilizados
oligonucleotideos referentes a sequéncia interna do 18S rRNA.
(5"GAGCTAATACGTGCAACAAACC-3 e 5 AGGGAATTGCTCCTAGGTAA-
3).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DA PROGENIE

Linhagens transgénicas (geracdo To) foram aclimatadas e produziram
sementes, geracao T;. A geracdo T, das quatro linhagens transgénicas foram
analisadas por PCR quanto a presenca do gene HPTII. As quatro linhagens Ty
segregaram 0O transgene para a geragdo Ti em propor¢cdes mendelianas
(Tabela 1). As linhagens analisadas apresentaram propor¢cdo de 3:1 entre a

presenca e auséncia no gene HPTII, respectivamente.

Tabela 1: Andlise da segregacao do transgene em 4 linhagens de Fumo

Geragdo T, * Proporcédo de
Linhagem T,  Positivo ~ Negativo segregacao X2
testada
P1 25 5 3:1 1,11
P2 24 6 31 0,4
P4 25 5 3:1 1,11
P6 22 8 31 0,04

* Dados baseados em avaliagcdo da presenca do gene HPTII por PCR. X*tabelado: 3,84

4.2 AVALIACAO DA PRESENCA DO TRANSGENE OXDC NA GERACAO T,
DE FUMO TRANSFORMADO

As quatro linhagens avaliadas, P1, P2, P4 e P6, jA haviam mostrado a
presenca do gene HPTII e resisténcia ao fungo F. oxysporum na geragao Ty
(PINTO, 2012). Devido as linhagens citadas ja haverem apresentado
resultados satisfatérios na Ty, a geragédo T, das mesmas foi avaliada quanto a
presenca do gene OXDC, a fim de utilizar nos testes de resisténcia plantas
positivas para o transgene. O fragmento amplificado pode ser visualizado na

figura abaixo (Figura 2).
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C+ NT P1P2P4 P6

502 pb

Figura 3: Andlise por PCR para detec¢do do gene. M: marcador de peso molecular 1Kb leadder
(Promega®); C-: Reacdo sem DNA. C+: controle positivo (plasmideo pCAMBIAOXxDc); NT:
planta ndo transgénica; P1, P2, P4 e P6: plantas transgénicas.

4.3 TESTE DE RESISTENCIA AO Fusarium oxysporum IN VITRO

As quatro linhagens analisadas, P1, P2, P4 e P6, mostraram-se
resistentes a infeccdo pelo fungo (Figura 4 A e 4 B). Nas linhagens P1, P4 e
P6, o fungo foi capaz de iniciar seu crescimento, porém nao foi capaz de
prosseguir com os procesos de infec¢ao, ja na planta ndo transformada o fungo
foi capaz de infectar e iniciar o proceso de necrose com 46 h da inoculacao
(Figura 4 C). Na linhagem P2, o fungo foi capaz de emitir micelio e crescer
sobre a superficie adaxial das folhas, porém nao foi capaz de causar necrose

mesmo apos 90 h (Figura 4 D).
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Figura 4: Resisténcia das plantas transgénicas a inoculagdo com Fusarium
oxysporum. C-: planta ndo transgénica ndo inoculada. C+: planta ndo transgénica
inoculada com o fungo. P1, P2, P4 e P6: linhagens transgénicas inoculadas com o
fungo. A: apés 70 h de inoculagdo. B: Apdés 94 h de inoculagdo. C: Planta ndo
transformada infectada apés 46 h de inoculagdo. D: Planta 2 inoculada, fungo
crescendo sobre a superficie foliar, porém sendo incapaz de causar necrose (barra
=1cm)

4.4 TESTE DE RESISTENCIA DAS PLANTAS TRANSGENICAS AO ACIDO
OXALICO

Analisando a resisténcia das plantas transgénicas ao AO, verificamos
gue as linhagens transgénicas foram mais resistentes ao estresse oxidativo. A
progressdo dos sintomas provocados pelo acido oxalico nas 4 linhagens
transgénicas e no tratamento correspondente ao controle positivo, 24 horas
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apos a exposicao, esta ilustrado na Figura 4. Pode-se observar, apds esse
periodo, o inicio de lesdes necroticas nas folhas das plantas controle e também
nas linhagens transgénicas, porém os sintomas foram menos severos nas

linhagens transgénicas. A linhagem P2 demonstrou maior suscetibilidade ao

estresse causado pelo acido oxalico (Figura 5).

C- C+ P1 P2 P4

XIXYY.

Figura 5: Efeito do acido oxalico (20 mM) em plantas da geracdo T, de transformadas de
tabaco, ap6s 24 h de exposi¢do. C-: planta ndo transgénica exposta a 4gua, pH 4. C+: planta
nao transgénica exposta ao AO. P1, P2, P4 e P6: linhagens transgénicas expostas ao AO.
(barra = 1cm)

Apds 48 h de exposicdo foi observada de maneira clara a diferenca na
resposta de resisténcia entre as linhagens transgénicas P1l, P4 e P6 e o

controle (Figura 6).

C- C+ P1 P2 P4 P6~

00660

Figura 6: Efeito do acido oxdlico (20 mM) em plantas da geracdo T, transformadas de tabaco,
apos 48 h de exposicdo. C-: planta ndo transgénica exposta a agua, pH 4. C+: planta ndo
transgénica exposta ao AO. P1, P2, P4 e P6: linhagens transgénicas expostas ao AO. (barra =
lcm)

As trés linhagens apresentaram menor necrose e murchamento. Ja a
linhagem P2 mostrou-se bastante suscetivel ao estresse. Apds 48 h de
exposicdo ao acido oxalico, a linhagem P2 teve comportamento similar ao
controle, apresentando folhas necrosadas e completamente murchas (Figura
6).
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4.5 ANALISE DE EXPRESSAO DO GENE OXDC PELA TECNICA DE RT-
PCR

A analise por RT-PCR da presenca dos transcritos do gene OXDC foi
feita nas linhagens P1, P2, P4 e P6. As linhagens P1, P4 e P6 mostraram
niveis semelhantes de transcritos, j& a P2 mostrou nivel de transcritos mais
baixos que das outras trés linhagens. A planta controle, ndo transformada, nao
mostrou transcritos do gene OXDC. Todas as plantas, incluindo a néo
transgénica, mostraram niveis semelhantes de transcritos do gene 18S rRNA
(Figura 7).

NT P1 P2 P4 P6

OXDC

18S rRNA

Figura 7: RT-PCR para a detecgédo da expressao do transgene OXDC e do gene enddgeno
18S rRNA nas linhagens transgénicas de fumo.
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5. DISCUSSAO

A progénie (geragcdo T;) de linhagens transgénicas foi testada para a
presenca do gene HPTII, que é transferido para a planta junto com o gene
OXDC e confere resisténcia a higromicina. O teste foi feito analisando-se, por
PCR, 30 plantas de cada linhagem.

Foram escolhidas para a andlise as linhagens P1, P2, P4 e P6, as quais
na Ty apresentaram maior resisténcia ao fungo F. oxysporum e ao AO (PINTO,
2012). As analises indicaram a integracdo do transgene em um Uunico locus,
como indicado pela proporcdo de segregacdo mendeliana de 3:1. Dias e
colaboradores (2006), desenvolveram linhagens transgénicas de alface com o
gene OXDC e, analisando a progénie baseando-se na tolerancia in vitro a
higromicina, também encontraram a mesma proporcéo de segregacao.

A transformagéo de plantas mediada por Agrobacterium normalmente
produz linhagens com baixo nimero de copias e o transgene € transmitido para
proxima geracgdo de forma mendeliana (BUDAR et al., 1986; GELVIN, 1998).

As quatro linhagens transgénicas, da geracdo T,, utilizadas no teste de
resiténcia in vitro contra o fungo F. oxysporum ja haviam demonstrado
resisténcia a estes patdgenos na geracdo To (PINTO, 2012). No presente
trabalho, as linhagens P1, P2, P4 e P6 apresentaram excelentes niveis de
resisténcia ao fungo. Nas linhagens P1, P4, P6 o fungo nédo foi capaz de
crescer sobre a superficie foliar. JA na linhagem P2, o fungo foi capaz de
crescer, causando pequena infecgdo, mas néo foi capaz de produzir a necrose
caracteristica do progresso da doenca.

No trabalho de Pinto (2012) estas quatro linhagens também
apresentaram resisténcia ao fungo F. oxysporum, porém na geracao To 0 fungo
foi capaz de causar necrose nas folhas, o que ndo aconteceu no presente
trabalho, havendo, portanto, um aumento da resisténcia na geracdo T; em
relacdo a geracédo To. Mesmo a linhagem P2 que se mostrou menos resistente
que as linhagens P1, P4 e P6 na T,, apresentou melhor resposta a infec¢édo
pelo F. oxysporum do que na geracao To.

Em 2006, Dias e colaboradores, observaram que linhagens de alface

transformadas com o gene OXDC também néo apresentaram sintomas quando
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inoculadas com Sclerotinia sclerotiorum, demonstrando que o gene OXDC tem
grande potencial para ser utilizado como fonte de resisténcia plantas de
interesse comercial.

Plantas de fumo transformadas com arginina descarboxilase também
mostraram maior atividade da enzima na geracdo T; em relacdo a geracao To.
Em ensaios quantitativos, os autores encontraram aumento de até quatro
vezes na atividade enzimética da geracdo T; em relacdo a To (MASGRAU et
al., 1997).

A proporcao de segregacao do transgene de 3:1 indica que as plantas
regeneradas do processo de transformacao (To) eram heterozigotas. Segundo
German e colaboradores (2003), quando uma linhagem na T; apresenta
proporcao do transgene de 3:1 (transgénicas: ndo transgénicas), tal linhagem
na geracdo To € suposta ser heterozigota, jA que se a mesma fosse
homozigota para o transgene, todas as suas sementes seriam transgénicas.

Quando a geragdo T; foi analisada observamos a proporcao de trés
plantas transgénicas para uma nao transgénica. Supondo-se que esta geracao
foi originada de plantas heterozigotas, de cada trés plantas transgénicas uma
delas é homozigota para o transgene.

Os teste de sucetibilidade ao fungo F. oxysporum na geracao T; foi feito
utilizando uma planta, PCR positiva para o transgene, de cada linhagem.
Somente pela PCR ndo é possivel determinar se a planta é homozigota ou
heterozigota para o transgene. Portanto analises futuras serdo necessérias
para avaliar se as plantas resistentes sdo homozigotas ou heterozigotas para o
transgene.

Levando-se em consideracdo que a plantas das linhagens P1, P2, P4 e
P6 da geracdo T, mostraram-se mais resistentes ao fungo F. oxysporum que a
geracdo Ty, ha a hipotese de que as plantas da geracao T; utilizadas para os
ensaios sejam homozigotas, o que aumentaria a quantidade da enzima oxalato
descarboxilase, aumentado a resisténcia a infeccdo pelo patdgeno. A titulo de
exemplo, pode-se citar o estudo feito por Dai e colaboradores (1999), no qual
tomateiros foram transformados para superexpressar hexoquinase, uma
enzima que fosforila agucares. Ao comparar o nivel de fosforilagdo dos

acucares de linhagens homozigotas e heterozigotas para o transgene, avaliou-



34

se que as plantas homozigotas tinham quantidade de acucar fosforilados duas
vezes maior que as plantas heterozigotas.

No ensaio de resisténcia ao stress causado pelo AO, as linhagens P1,
P4 e P6 mostram-se capazes de resistir ao estresse. Mesmo apés 48h de
exposicdo ao AO (20 mM), estas linhagens apresentaram, em relacdo ao
controle, menor necrose e murcha, assim como na geragao To, na qual estas
linhagens também mostraram-se resistentes ao AO. J4& a linhagem P2,
mostrou-se mais suscetivel aos danos causados pelo AO. Resultados
semelhantes foram observados por Kesarwani et al. (2000) e por Silva et al.
(2011) que observaram que as plantas transgénicas tratadas com acido oxalico
foram mais resistentes a murcha e a necrose foliar do que as plantas nao
transformadas com o gene OXDC.

Ao analisarmos o0s niveis de mRNA transcritos do gene OXDC,
observamos similaridade nos niveis de expressdo na geracdo T; das linhagens
P1, P4 e P6 e um menor nivel na linhagem P2, sendo este o provavel motivo
de sua menor resisténcia ao fungo F. oxysporum e ao AO em relagéo as trés
outras linhagens.

O sucesso do processo de colonizacdo do hospedeiro por patégenos
necrotréficos exige indugdo da morte celular no hospedeiro a fim de prover
nutrientes para a estabilizacdo da doenca. Assim o maior determinante da
patogenicidade é a capacidade desses patégenos de produzir metabdlitos e
enzimas capazes de matar as células hospedeiras (VAN KAN, 2006).

O &cido oxalico é conhecido como determinante na patogenicidade de
fungos fitopatogénicos necrotroficos (VAN KAN, 2006). Existem alguns
mecanismos propostos para explicar como o AO atua no processo de infeccao
e progressao da doenca causada por fungos necrotréficos. Utilizando plantas
de soja (FAVARON, SELLA e D'OVIDIO, 2004) mostraram que o AO produzido
pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum € acumulado nos tecidos da planta e baixa o
pH, permitindo que as enzimas de degradacdo da parede celular possam
funcionar. O pH baixo também estéa envolvido com a regulacéo de certos genes
que promovem a patogenicidade em fungos (ROLLINS e DICKMAN, 2001;
CHEN et al., 2004). O AO ¢ capaz de alterar a integridade da parede celular da
planta por quelar fons de Ca?' permitindo assim que enzimas hidrolisem

componentes da parede celular, especificamente pectinases (BATEMAN e
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BEER, 1965; MAXWELL e LUMSDEN, 1970). Cessna e colaboradores (2000)
também demonstraram que o AO é capaz de inibir a explosdo oxidativa, uma
resposta de defesa antecipada. Guimaraes e Stotz (2004) mostraram que o AO
altera a osmorregulacdo das células guarda e concomitantemente inibe o
fechamento, induzido pelo acido abscisico, causando murcha e necrose foliar.
Errakhi e colaboradores (2008) e Kim, Min e Dickman (2008) sugeriram que o
AO é usado como uma molécula de sinalizacdo para necrosar o tecido da
planta, iniciando a morte celular programada através dos sistemas enddgenos
da planta.

Além do AO, ha outras moléculas de fitopatdgenos que induzem a morte
celular programada. Podemos citar 0s peptideos indutores de etileno e
necrose (NEP) (PEMBERTON e SALMOND, 2004), que elevam o nivel
intracelular de Ca®*, aumentando a formacao de espécies reativas de oxigénio,
a sintese de etileno e de proteinas relacionadas com a patogenese. Fungos
transformados com NEP de F. oxysporum tiveram sua viruléncia e a
guantidade de hospedeiros aumentados (AMSELLEM et al, 2002) e em S.
sclerotiorum, com a expressdo de NEP diminuida ou totalmente inibida, a
capacidade de infectar o hospedeiro foi menor ou nula, repectivamente (BASHI
et al, 2010).

A oxalato descarboxilase (OXDC) € capaz de degradar o AO,
convertendo-o em diéxido de carbono e formato. A transformacdo com a OXDC
ja se mostrou, em outros trabalhos, capaz de conferir a planta resisténcia a
fungos. Linhagens transformadas de alface (DIAS et al, 2006), soja (CUNHA et
al, 2010), tomate e tabaco (KESARWANI et al, 2010) mostraram-se resistentes
ao fitopatdbgeno Sclerotinia sclerotiorum.

Além disso, a degradacédo do AO pela OXDC possui a vantagem de nao
produzir peréxido de hidrogénio como subproduto, suprimindo os efeitos
negativos provocados pela explosao oxidativa. Devido a estes fatores plantas
transgénicas contendo o gene OXDC podem ser consideradas de alto potencial
agricola, uma vez que apresentam resisténcia a fitopatbgenos que provocam
grande impacto na produc¢ao vegetal, como o F. oxysporum.

Tanto o AO quanto NEP séo indutores da morte celular programada, que
envolve espécies reativas de oxigénio e o oxalato pode ser uma potencial

fonte de espécies reativas de oxigénio. Silva e colaboradores (2011)
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demonstraram que a degradacdo do AO pela OXDC pode inibir o processo de
infecgdo por fungos que utilizem tanto o AO quanto NEP como recurso de
instalacdo da doenca (DIAS et al., 2006; CUNHA et al., 2010), outros trabalhos
ja haviam demonstrado a inibicdo dos efeitos prejudiciais do AO. Desta forma o
gene da oxalato descarboxilase mostrou-se eficiente em garantir resisténcia a
fungos necrotréficos que utilizem tanto AO quanto NEP como elicitores de
morte pragramada e consequente inibicdo do progresso de instalacdo da

doenca.
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6 CONCLUSAO

A partir da transformagéo de fumo com o gene que codifica a enzima
oxalato descarboxilase foram obtidas quatro linhagens Ti de plantas
resistentes ao fungo Fusarium oxysporum e ao AO, um importante
determinante na patogenicidade de fungos necrotroficos. Esses resultados
mostram que a expressdo do gene da oxalato descarboxilase é eficiente em
gerar resisténcia ao Fusarium oxysporum, sendo um importante candidato a
transformacdo de outras plantas suscetiveis a este fungo, como algodao,

banana, café, morango, cana de acucar.
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