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RESUMO

A murcha de fusario, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), é
uma importante doenga para a cultura do tomate, sendo a utilizagdo de cultivares
resistentes a melhor estratégia para o controle desse patogeno. A transformagdo genética
de plantas constitui instrumento biotecnologico essencial para o melhoramento, pela
introdugdo de genes exdgenos, manutengdo das caracteristicas originais da variedade e
encurtamento do tempo para obtencdo de uma nova cultivar. Um dos maiores
obstaculos para a manutencdo dessa resisténcia reside na busca de genes alvos
envolvidos na defesa em plantas e monitoramento da variabilidade dos fitopatogenos.
Assim, este estudo foi conduzido com o objetivo de determinar a variabilidade genética
de diferentes isolados das trés racas de Fol, mediante marcadores moleculares,
caracterizar um gene diferencialmente expresso isolado de um gendétipo resistente nao
comercial submetido ao ataque de fusario e de transferir, via transformacdo genética,
esse gene para uma cultivar comercial sensivel ao fungo. Analisando a variabilidade
genética de isolados pertencentes as trés racas de Fo/ utilizando marcadores moleculares
RAPD e IGS, foi demonstrado que a raga 3 ¢ distinta das demais racas, estabelecendo
um agrupamento das racas 1 e 2. Devido ao fato das cultivares comerciais com
resisténcia as racas 2 e 3 de Fol, ainda ndo estarem amplamente disponiveis, com o
objetivo de identificar genes envolvidos em defesa, foi construida uma biblioteca de
cDNA usando hibridizag@o subtrativa supressiva (Suppresive Subtractive Hybridization,
SSH) a partir de um gendtipo resistente (gen6tipo BRH) desafiado com a raga 2 de Fol.
Dentre os genes identificados, uma quitinase (So/Chi) foi selecionada para verificar
respostas no nivel da expressdo gé€nica das plantas BRH submetidas a inocula¢do com a
raca 2 de Fol, utilizando a técnica de PCR em tempo real (QRT-PCR), em que a
normalizacdo da expressdo desse gene foi feita a partir da expressdo do fator de
elongacdo al (EF-1a) de tomate, classificado como gene housekeeping. Observou-se o
aumento da expressao do gene So/Chi apds 24 horas da inoculag¢do do fitopatégeno em
tecido radicular quando comparado com as plantas controles. O gene So/Chi foi
transferido para a cultivar comercial Santa Clara, sensivel a murcha de fusario, por
transformagdo genética via Agrobacterium tumefaciens, estirpe EHA 105, sob o
controle do promotor 35S de CaMV duplicado, superexpressando esse gene. Mudas
transgénicas (T0) foram confirmadas por PCR, usando primers especificos, para o
transgene e a frequéncia de transformacdo obtida foi de 7%. A transformacdo e
transcri¢cdo dos transgenes foram confirmadas em T1 por PCR e transcricdo reversa-
PCR (RT-PCR) respectivamente. A resisténcia ao patdégeno serd, posteriormente,
avaliada pela inoculagdo de isolado da raga 2 de Fol/ em plantas mantidas in vivo.
Isolado da raga 2 de Fol induz a expressao diferenciada do gene de So/Chi em raizes de
tomateiro genotipo BRH, sugerindo uma possivel participagdo no mecanismo de defesa
do tomateiro contra o fusario, indicando um importante alvo para programas de
melhoramento, em que também faz-se necessdrio o estudo constante da variabilidade
genética do patdgeno.

Palavras-chave: tomate, fusariose, marcador molecular, transformacao genética,
quitinase, PCR em tempo real.



ABSTRACT

Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) is an
important disease in tomato crops and the use of resistant cultivars is the best strategy to
control this pathogen. The genetic transformation of plants is an essential
biotechnological tool for breeding by the introduction of exogenous genes, maintaining
of original characteristics of the variety and shortening the time required to obtain a new
cultivar. One of the biggest obstacles to maintaining this resistance is the search for
target genes involved in plants defense and monitoring the variability of
phytopathogens. Thus, this study was conducted to determine the genetic variability of
different isolates of the three Fol breeds by molecular markers, characterize a
differentially expressed gene isolated from a non-commercial resistant genotype use
submitted to attack by Fusarium and transfer via gene transformation, this gene to a
commercial cultivar sensitive to the fungus. By analyzing the genetic variability of
isolates belonging to the three races of Fol using RAPD and IGS molecular markers, it
was demonstrated that race 3 is distinct from other races, establishing a group of races 1
and 2. Due to commercial cultivars with resistance to races 2 and 3 of Fol are not yet
widely available, with the aim at identifying genes involved in defense, it was
constructed a cDNA library using suppressive subtractive hybridization (SSH) from a
resistant genotype (BRH genotype) challenged with race 2 of Fol. Among the identified
genes, a chitinase (SolChi) was selected to check for responses at the level of gene
expression of BRH plants submitted to inoculation with race 2 of Fol, using the real-
time PCR technique (qQRT-PCR), in which the normalization of this gene expression
was made from the expression of al elongation factor (EF-1a) of tomato, classified as
housekeeping gene. It was observed increased expression of the gene SolChi after 24
hours of phytopathogen inoculation in root tissue compared to control plants. The
SolChi gene was transferred to the commercial cultivar Santa Clara, sensitive to
fusarium wilt, for genetic transformation via Agrobacterium tumefaciens strain EHA
105, under the control of the duplicated CaMV 35S promoter overexpressing this gene.
Transgenic seedlings (TO) were confirmed by PCR using specific primers for transgene
and the transformation frequency obtained was 7%. The transformation and
transcription of transgenes were confirmed in T1 by PCR and reverse transcription-PCR
(RT-PCR) respectively. The resistance to the pathogen will then be evaluated by
inoculating isolate of race 2 of Fol in plants growing in vivo. Isolate of race 2 of Fo!/
induces differential expression of So/Chi gene in tomato roots BRH genotype,
suggesting a possible participation on the defense mechanism of tomato crops against
Fol, indicating an important target for breeding programs, which also makes necessary
the constant study on the pathogen’s genetic variability.

Keywords: Tomato, Fusarium wilt, molecular marker, genetic transformation,
chitinase, real-time PCR.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tomaticultura

O tomate (Solanum lycopersicum L.), originario da América do Sul, ¢ cultivado
em quase todo o mundo, e sua produgdo global duplicou nos ultimos 20 anos. Um dos
principais fatores para a expansdo da cultura ¢ o crescimento do consumo. O tomate ¢
um alimento funcional devido aos altos teores de vitaminas A e C, além de ser rico em
licopeno, substincia que ajuda na prevencdo de canceres relacionados ao aparelho
digestivo (CARVALHO, 2007).

O tomateiro ¢ uma dicotiledonea pertencente a familia Solanaceae
(FILGUEIRA, 2003) e atualmente ao género Solanum. Essa nomenclatura foi alterada
recentemente devido a trabalhos filogenéticos utilizando sequéncia de DNA que tém
mostrado uma alta correlagdo genética entre Lycopersicon esculentum (antigo nome) e
espécies do género Solanum, sendo assim reclassificado como Solanum lycopersicum
L.. (PERALTA; SPOONER, 2000; PERALTA; SPOONER, 2001; SPOONER et al.,
2003; SPOONER et al., 2005; PERALTA et al., 2006).

O maior produtor mundial de tomate ¢ a China, seguida dos Estados Unidos ¢ da
India. Atualmente o Brasil ocupa o nono lugar no ranking da produgdo mundial (FAO,
2011). Segundo Figueira (2000), o tomate ¢ o segundo produto olericola cultivado no
mundo, sendo superado apenas pela batata, desempenhando importante papel na
economia.

A produgdo de tomate no Brasil, em 2009, alcangou 4,3 milhdes de toneladas
numa area plantada em torno de 67.000 ha, sendo concentrada nos estados de Goias,
Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia e Pernambuco (IBGE, 2011). No estado de Pernambuco,
a tomaticultura ¢ uma importante atividade agricola, merecendo grande destaque pela
geracdo de mao-de-obra e fixagdo do homem no campo, gerando uma receita estimada
de R$100 milhdes no ano de 2009 (ANDRADE; MICHEREFF, 2000; IBGE — SIDRA,
2011). O principal polo de produgdo de tomate industrial em Pernambuco se concentra
no Vale submédio do Sao Francisco, enquanto, a produgdo de tomate de mesa no estado
concentra-se na regido Agreste. A produgdo para esses dois casos diverge desde as
variedades escolhidas para o plantio até¢ as formas de cultivo empregadas (CAMARGO
et al., 20006).

O tomate ¢ uma espécie profundamente estudada, tornando-se uma alternativa de

modelo experimental utilizado em plantas, em relacdo a planta-modelo Arabidopsis
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thaliana (MEISSNER et al., 1997), pois, além de possuir muitas das caracteristicas
vantajosas de Arabidopsis, apresenta algumas caracteristicas diferenciadas como a
produgdo de frutos suculentos, tem valor comercial elevado, sendo uma espécie
importante no mercado de vegetais frescos, possui genoma diploide e de pequeno
tamanho (950 Mb) rico em caracteristicas e marcadores mapeados (CAMPOS et al.,
2010), passando a ser objeto de intensa investigagdo tais como: genOmica funcional,
protedmica e metabolomica (KHOUDI et al., 2009), além de ser utilizado como um
excelente modelo de sistema de interagdo planta-patogeno (EMAMANUEL; LEVY,
2002; ARIE et al., 2007).

Seu cultivo ¢ bastante sensivel a problemas fitossanitarios, estando sujeito ao
ataque de mais de uma centena de doencas de causas bidticas (fungos, bactérias, virus e
nematoides) (Figura 1) e abiotica (seca, calor, frio, salinidade, entre outros), afetando e
limitando a produgdo dessa hortalica em todo o mundo (LOPES; AVILA, 2005).
Algumas delas s6 podem ser controladas eficientemente quando ¢ adotado um adequado
programa de manejo integrado, que envolve o uso de variedades resistentes e a adogdo
de medidas de exclusdo, erradicacdo e protecdo (KUROZAWA; PAVAN, 2005). Varias
dessas doengas podem ocorrer ao mesmo tempo, resultando em grandes danos e

prejuizos ao agricultor (Tabela 1).
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Figura 1: Esquema generalista de sintomas apresentados pelo tomateiro frente a doencas. Em A planta saudavel,
metabolismo basico funcionando normalmente; em B observa-se os principais sintomas presentes em muitas doengas
vegetais. Fonte: adaptado de AGRIOS, 2005.



Tabela 1: Relagdo das doengas e pragas que causam prejuizos a cultura do tomateiro.
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Agentes

Doencas / Pragas

Bactérias

Fungos

Virus

Nematoide

Insetos

Cancro bacteriano - Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis
Mancha bacteriana - Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria
Pinta bacteriana - Pseudomonas syringae pv. Tomato

Murcha bacteriana - Ralstonia solanacearum

Talo oco e podridao mole dos frutos - Erwinia spp.

Mancha de estenfilio - Stemphyllium spp.

Mela de rizoctonia - Rhizoctonia solani

Murcha de fusario - Fusarium oxysporum fsp. lycopersici
Murcha de verticilio - Verticillium dahliae

Pinta preta — Alternaria solani

Podriddo de esclerdcio - Sclerotium rolfsii

Podriddo de esclerotinia - Sclerotinia sclerotiorum

Requeima - Phytophthora infestans

Septoriose - Septoria lycopersici

Viroses do complexo do vira-cabega do tomateiro

Mosaico do fumo e mosaico-do-tomateiro

Risca do tomateiro e mosaico (Potyvirus)

Topo amarelo e Amarelo-baixeiro

Geminiviroses

Galhas - espécies do género Meloidogyne

Traga do tomateiro - Tuta absoluta

Mosca branca - Bemisia argentifolii

Acaro do bronzeamento - Aculops lycopersici

Larva minadora - Liriomyza huidobrensis, L. trifolii, L. sativae
Tripes - Frankliniella spp. e Thrips spp.

Pulgdes - Myzus persicae e Macrosiphum euphorbiae
Lagarta rosca - Agrotis spp

Broca grande - Helicoverpa zea

Lagarta militar - Spodoptera frugiperda e S. littoralis

Broca pequena - Neoleucinodes elegantalis

Burrinho - Epicauta suturalis e E. attomaria

Fonte: Embrapa Hortalicas - Cultivo de Tomate para Industrializagdo — Doengas, 2011.
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1.2 Murcha de fusario

Mais da metade das doengas do tomateiro sdo fungicas, podendo infectar todos
os 6rgdos da planta. Algumas das mais preocupantes atacam as plantas a partir do
sistema radicular. Os agentes causais dessas doengas podem sobreviver no solo por
longos periodos de tempo, sendo o controle quimico e cultural muito dificil, o que pode
limitar o plantio de tomate em determinadas areas (JONES, 1991; DI PIETRO et al,,
2003; LOPES et al., 2003; LOPES; REIS; BOITEUX, 2005)

O Fusarium pertence a classe Hyphomycetes da subdivisdo Deuteromycotina,
sendo o género Fusarium caracterizado pelo seu crescimento rapido, colonias com
coloracao palida ou colorida (violeta a plirpura escuro ou do creme a laranja), com
micélio aéreo e difuso (DOMSCH et al., 1980). A maioria das espécies de Fusarium ¢
composta por fungos de solo com distribuicdo cosmopolita e ativo na decomposicdo de
substratos celulosicos, sendo que alguns isolados sdo parasitas de plantas
(DESJARDINS et al., 2000; LESLIE et al.,2001; ZEMANKOVA; LEBEDA, 2001).

Dentro do género Fusarium ha uma série de variagdes nas caracteristicas
morfoldgicas e patogénicas, resultando em uma classificagdo complexa, dividida em
secdes, formae speciales e ragas (OLIVEIRA; COSTA, 2002).

O conceito formae speciales foi aplicado por Snyder e Hansen (1953) para
reconhecer isolados patogénicos que foram morfologicamente semelhantes a isolados
saprofiticos de mesma espécie, mas que diferenciam em sua habilidade para parasitar
hospedeiros especificos. Isolados patogénicos de F. oxysporum estdo classificados
dentro de mais de 120 formae speciales e ragas.

A murcha de fusario, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Fol) (Snyder e Hansen), ¢ uma doenga que ocorre em todas as regides onde o tomate é
cultivado, podendo se manifestar em quaisquer estadios de desenvolvimento da planta,
embora mais comum no inicio do florescimento e frutificacdo, sendo o tomate o Unico
hospedeiro desse fungo de solo (KUROZAWA; PAVAN, 2005).

Em plantas sadias que se desenvolvem em solos contaminados, os tubos
germinativos dos esporos ou o micelio penetram na raiz diretamente ou através de
ferimentos ou em pontos de formagao de raizes secundarias, o micelio avancga através do
cortex radicular intracelularmente e quando chega aos vasos do xilema penetra através
dos orficios. O micelio entdo permanece exclusivamente nos vasos € viaja através deles
principalmente no sentido ascendente da planta. Enquanto nos vasos o micelio ramifica

e produz microconideos que sdo destacados e conduzidos no sentido ascendente no
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fluxo da seiva. O microconideo germina no ponto onde se fixa e o micelio penetra na
parede superior do vaso e mais microconideos sdo produzidos no vaso seguinte. O
micelio também avanca lateralmente penetrando neles através poros dos vasos. A
combinag@o desses processos provoca o entupimento dos vasos por micélio, esporos,
géis, gomas, a formacdo de calos e o esmagamento dos vasos por proliferacdo
adjacentes células do parénquima. Esse entupimento leva a quebra do fluxo de agua da
planta infectada. Quando as folhas transpiram mais dgua do que as raizes e o caule
podem transportar, os estdmatos se fecham e as folhas murcham e, finalmente,
morrerem, seguida de morte do resto da planta. O fungo, em seguida, invade todos os
tecidos da planta extensivamente, atingindo a superficie da planta morta e esporula

(Figura 2) (AGRIOS, 2005).
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Figura 2: Esquema do ciclo da murcha de fusario do tomateiro causada pelo Fusarium
oxysporum f. sp. Iycopersici. Fonte: adaptado de AGRIOS, 2005.

Plantas de tomate com essa doenca apresentam inicialmente um amarelecimento
e murcha das folhas mais velhas, principalmente nas horas mais quentes do dia. A
doenca progride para as folhas mais novas e, muitas vezes, observa-se murcha ou
amarelecimento em apenas um lado da planta ou da folha. As folhas secam, mas ndo se
desprendem do caule. Os frutos ndo se desenvolvem, amadurecem ainda pequenos e a

producdo ¢ reduzida. Cortando-se o caule longitudinalmente, constata-se uma coloracdo
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marrom tipica acompanhando os vasos lenhosos (Figura 3), resultado da produgdo de
substancias quimicas toxicas, como o acido fusarico (NELSON, 1981; BECKMAN
1987).

Figura 3 - Sintomas causados pelo Fusarium oxysporum f. sp. Iycopersici. a- Amarelecimento
do tomateiro; b- Corte longitudinal do caule (AGRIOS, 2005).

O Fol é agrupado em trés racas fisiologicas (1, 2 e 3, em ordem de descoberta)
conforme as suas habilidades de infectar e causar doenga em uma série de cultivares
diferenciadoras, possuidoras de genes de resisténcia em diferentes Joci (BOHN;
TUCKER, 1940). No Brasil, o primeiro relato da raca 1 de Fol foi descoberto no estado
de Sao Paulo (ARRUDA, 1941). Até 2005 ndo havia no pais nenhum caso confirmado
da raca 3, mas apds um estudo realizado pela Embrapa ficaram comprovados os
primeiros casos na regido do Espirito Santo (REIS et al., 2005) e Rio de Janeiro (REIS;
BOITEUX, 2007).

Em Pernambuco, em levantamentos realizados em 50 areas de plantio de
tomateiro da regido Agreste, foi constatada a prevaléncia da murcha de fusario em 72%
das areas avaliadas, em muitos casos, causando destruicdo quase total das plantas ou
reduzindo drasticamente o periodo de colheita (ANDRADE; MICHEREFF, 2000).

O fungo ¢ disseminado a longas distancias por sementes contaminadas, sendo o
vento, a agua e os implementos agricolas sdo os principais responsaveis pela
disseminagdo a curta distancia. O desenvolvimento da doenga ¢ favorecido por

temperaturas entre 21 a 33°C, sendo 28°C a temperatura 6tima. Plantas cultivadas em
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solos acidos, pobres, com pouca agua e deficientes em calcio tendem a ser mais afetadas
(AGRIOS, 2005).

Nenhuma medida de controle quimico ¢ efetiva e economicamente vidvel ao
controle da furasiose em tomateiro (BLANCARD, 1996), sendo o uso de genotipos
resistentes o unico meio seguro e eficiente de controle da doengca (KUROZAWA;
PAVAN, 2005). Nas areas onde a murcha de fusario ainda ndo esta presente, 0 manejo
pelo principio da exclusdo, visando o impedimento da entrada do patdgeno na area de
cultivo, ¢ o mais importante (COSTA et al. 2007). Outras medidas também podem ser
tomadas como: manipulagdo da fertilidade do solo (adicionar calcario para obter pH no
minimo 7,0; evitar o uso de micronutrientes; evitar o uso excessivo de fosforo e
magnésio; usar nitrogénio na forma de nitrato, evitando a forma amoniacal; aplicar
fertilizantes em bandas proximo as raizes e ndo diretamente na cova); impedir a
drenagem de agua de local infestado para novas areas de plantio; permitir que o solo
repouse antes do plantio; uso da rotagdo de culturas com plantas ndo hospedeiras por
cinco a sete anos; prevenir a disseminagdo do patéogeno eliminando o movimento de
solo infestado, bem como o trinsito de maquinas, animais e operarios de lavouras
doentes para areas livres da doenga; eliminar os restos culturais diminuindo (VALE et
al., 2004; ANDRADE; SOUZA; ASSIS, 2008/2009). Em areas onde o patogeno ja se
encontra estabelecido, um dos métodos mais eficazes na reducdo de perdas causadas
pelo fungo é o controle genético, pelo plantio de cultivares resistentes (REIS et al.,

2005; SOUZA et al., 2010).

1.3 Técnicas moleculares para identificacdo de acesso da diversidade genética e

analise da expressdo génica

Técnicas moleculares tém sido aplicadas na andlise de genes especificos, bem
como para aumentar a compreensdo da acdo génica, gerar mapas genéticos e ajudar no
desenvolvimento de tecnologias de transferéncia de genes. Essas técnicas também
desempenham papéis importantes em estudos de filogenia e evolucdo das espécies, e
tém sido aplicadas para aumentar a nossa compreensao da distribui¢cdo e da extensdo da
variagdo genética dentro e entre espécies. Ferramentas moleculares fornecem dados
valiosos sobre a diversidade pela sua capacidade de detectar a variagdo ao nivel do

DNA. Essa identificagdo ¢ de importancia fundamental, pois para a avaliacdo da
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diversidade de espécies, ¢ essencial que os individuos possam ser classificados com
precisao (MONDINI et al., 2009).

Marcadores moleculares podem ou ndo se correlaciona com expressdo fenotipica
de uma caracteristica do genoma. Eles oferecem inimeras vantagens em relagdo as
alternativas convencionais, baseada em fenotipo, por serem estaveis e detectaveis em
todos os tecidos, independentemente do crescimento do estado de diferenciacdo, do
desenvolvimento ou defesa da célula (BENALI et al., 2011).

Os principais marcadores empregados em estudos de fitopatdégenos incluem
polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrigdo (RFLP), polimorfismo de
DNA amplificado ao acaso (RAPD), polimorfismo de comprimento de fragmento

amplificado (AFLP), espago interno transcrito (ITS) e o espago intergénico (IGS).

1.3.1 Marcadores RAPD

Os marcadores RAPD baseiam-se na amplificagdo via PCR de segmentos
aleatérios de DNA, através de iniciadores (“primers”) pequenos, com cerca de dez
nucleotideos, ¢ de sequéncia arbitraria com um conteudo de G + C entre 50 ¢ 70%. Os
primers ligam-se as sequéncias complementares em fitas opostas do DNA alvo e ocorre
a amplificacdo in vitro do segmento de DNA entre dois primers adjacentes, distanciados
no maximo de 3 mil pares de bases, na presenca da enzima Taq polimerase e de
nucleotideos (FRITSH; RIESEBERG, 1996).

Essa técnica tornou-se muito popular, principalmente, a sua acessibilidade
tecnoldgica e seu baixo custo, podendo ser aplicada a um grande numero de espécies.
Ela ¢ utilizada para deteccdo de polimorfismo genético, representado pelas diferencas
em numero ou comprimento das bandas entre isolados, decorrentes da diferenca em
numero e localizacdo de sitios de ligagdo no DNA (SWENSEN, 1995). Este método
requer pouco material gendmico para a amplificagdo do DNA (10-25 ng DNA/reacao).
Em adi¢do, o RAPD ¢ um método relativamente facil e que requer prévio conhecimento
da sequéncia de nucleotideo.

Um dos primeiros trabalhos onde o método RAPD foi usado descreve a
comparacdo de 21 isolados de Fusarium solani f. sp. cucurbitae, ragas 1 e 2
(CROWHURST et al., 1991). Os dois principais grupos de isolados diferenciados pelo
método correspondiam a populagdes com fatores sexuais distintos, € 0 DNA produzido

pelo PCR servia como sonda para identificar as referidas populagdes. Diversos estudos
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tém utilizado essa técnica na avaliacdo da diversidade genética de isolados de fungos
fitopatogénicos (MONGA et al. 2004; TANYOLAC, AKKALE, 2010;
SUNDRAVADANA; THIRUMURUGAN; ALICE, 2011).

1.3.2 Marcadores RFLP-IGS

Estudos comparativos das sequéncias de nucleotideos de genes do RNA
ribossomal (rRNA) fornecem os meios para analisar as relacdes filogenéticas em uma
ampla faixa de niveis taxonémicos. Os rDNA nos eucariotos estdo presentes repetidas
vezes, e cada unidade consiste de regides codificadas para os genes rRNA 18S, 5.8S e
288, e dois espagos internos (ITS 1 e ITS 2) que separam essas regides. Cada unidade
do rDNA ¢ separada por um espaco intergénico (IGS). As regides rDNA 18S e 28S sdo
muito conservadas e podem ser utilizadas para diferenciacdo em nivel de género e
espéciec (GOMES et al., 2002). Por outro lado, as regides espagadoras ITS e IGS
acumulam mais variabilidade, sendo mais utilizadas na diferenciagdo de espécies ou
entre linhagens da mesma espécie (OTERO et al, 2004).

Para a identificacdo de espécies de fusario, as caracteristicas morfoldgicas sdo
muitas vezes utilizadas, no entanto as vezes ¢ dificil e requer consideravel experiéncia.
Portanto, abordagens moleculares, tais como: combinacdo de PCR (reagdo da
Polimerase em Cadeia) ¢ analise de restrigdo (RFLP) sao amplamente utilizadas em
estudos taxondmicos de fusdrio (HSUAN et al., 2010). RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorfism) ¢ uma técnica em que os organismos podem ser diferenciados
pela andlise de padroes derivados da clivagem do seu DNA. Se dois organismos
diferirem na distancia entre os sitios de clivagem de uma endonuclease de restri¢do, o
comprimento dos fragmentos produzidos vai diferir quando o DNA for digerido com
uma enzima de restri¢do. As sequéncias da regido espacadora intergénica (IGS) tém
sido usadas para refinar os dados gerados por RFLP em cepas de F. oxysporum
patogénicas e ndo patogénicas (BALOGUN, 2007; SRINIVASAN et al. 2010;
BAYONA et al. 2011). De acordo com Balogun (2007), a regido IGS ribossomal pode
ser considerada representativa o suficiente para ser usada na comparagao de racas 1,2 ¢

3 de (Fol).
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1.3.3 PCR em tempo real (QRT-PCR)

Diferentes técnicas de analise de expressdo génica a partir de cDNA tem sido
utilizadas para identificar genes que sdo diferencialmente na interacdo planta-patdogeno.
Estas andlises tém permitido o isolamento de muitos genes de funcdo ainda
desconhecida; estudos ainda estdo sendo conduzidos para se determinar como as
proteinas codificadas por estes genes agem durante o estresse biotico (WANG et al.,
2009).

Diversas técnicas vém sendo empregadas para identificar os genes cuja
expressao ¢ diferencialmente regulada em resposta a estresses causados por patogenos.
Tais métodos incluem a andlise diferencial em reacdo de cadeia de polimerase (DD-
PCR - differential display PCR), construc¢do de bibliotecas subtrativas por hibridizagao
(SSH — suppression subtractive hybridization), andlise serial da expressdo génica
(SAGE), chips de DNA e microarranjos, ¢ AFLP (cDNA amplified fragment length
polymorphism) (DIATCHENKO et al., 1996; SOARES, 1997).

Tais técnicas, apesar de oferecem dados importantes sobre perfis
transcripcionais, carecem de estratégias complementares mais acuradas no sentido de
validagdo dos genes obtidos (GIULIETTTI et al, 2001). Neste sentido, a invensdo da
PCR em tempo real (qQRT-PCR) revolucionou o campo das analises de expressdo
génica. Esta técnica ¢ extremamente sensivel, especifica (JAIN et al., 2006).

A técnica de PCR em tempo real ou PCR quantitativo (qRT-PCR) foi
desenvolvida com o objetivo de estimar o nimero de copias de um gene de
interesse pela amplificacdo convencional de DNA ou cDNA, enquanto a detecgdo e
monitoramento dos produtos de amplificagdo usando uma sequéncia de primer
especifico sdo feitos ao longo dos ciclos em tempo real, baseado na emissdo e
quantificagdo de um sinal fluorescente captado por um sistema optico que € convertido
em dados no software ligado ao aparelho (LIE; PETROPOULOS, 1998; GINZINGER,
2002; MACKAY, 2004; McKILLIP; DRAKE, 2004; NOVAIS; ALVES, 2004;
WONG; MEDRANO, 2005).

A PCR em tempo real apresenta vantagens como: alta sensibilidade, menor
tempo de analise, risco reduzido de contaminagdo ¢ a possibilidade de automatizar a
quantificagdo e o processamento de uma amostra (ROSSMANITH et al., 2006;
ORAVCOVA; KUCHTA; KACLIKOVA, 2007; LAMBERTZ et al., 2008).
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Segundo Wong e Medrano (2005), a curva obtida na PCR-RT pode ser dividida
em quatro fases: a) linear, b) exponencial inicial, ¢) logaritmica-linear e d) platd. A fase
linear corresponde aos primeiros 10 a 15 ciclos, nos quais a fluorescéncia emitida ndo ¢
suficiente para atingir o limiar de deteccdo (threshold line). Quando a emissdo
supera o limiar de deteccdo, inicia-se a fase exponencial inicial e entdo fica estabelecido
o ciclo de deteccdo (cycle threshold - Ct), ou seja, o nimero de ciclos necessarios para
que essa deteccdo ocorra.

A fase logaritmica linear ¢ caracterizada pelo aumento exponencial no sinal
fluorescente emitido até que, por limitagdo dos componentes da reagéo, o sinal se torna
constante (fase plato).

O valor do Ct ¢ inversamente proporcional ao niimero de copias do DNA alvo,
ou seja, quanto maior a concentracdo do material genético na amostra, menor serd o
numero de ciclos necessarios para atingir o Ct (ciclo de deteccdo) (MOCELLIN et

al., 2003).
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Figura 4 - Representacio esquematica da acdo do SYBR Green na molécula de
DNA (GINZINGER, 2002).

A gRT-PCR baseia-se na deteccdo da fluorescéncia que ¢ gerada por uma
molécula reporter (fluor6foro) que aumenta enquanto a reagdo ocorre. Isso acontece
devido ao actimulo do produto de PCR em cada ciclo de amplificagio (ORLANDO
et al., 1998; WONG; MEDRANO, 2005).

Uma variedade de fluoroforos e sondas podem ser utilizados na detecgdo e
quantificagdo por qRT-PCR, como o corante intercalante SYBR Green e as sondas
Tagman, Beacons e¢ Scorpions (GIULIETTI et al.,, 2001; GINZINGER, 2002;
MACKAY, 2004). O SYBR Green ¢ um corante que possui a capacidade de se

intercalar a dupla fita de DNA e emitir fluorescéncia, quando excitado, em proporcdo
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direta com a quantidade do produto final de cada amplificacdo (Figura 4) (DHAR;
ROUX; KLIMPEL, 2001; GIULIETTI et al. 2001; BURGOS et al., 2002). Esse corante
apresenta vantagem por poder ser utilizado com qualquer conjunto de primers e DNA,
diminuindo os custos para a realizacdo do método, entretanto, a falta de especificidade
faz com que ele seja capaz de se ligar a produtos ndo especificos da reacdo e dimeros de
primers (GIULIETTI et al., 2001).

As reagdes de qRT-PCR sd3o realizadas com trés repeticoes e o calculo
mais utilizado é pelo método AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), onde Ct ¢
definido como o niimero de ciclos necessarios para alcangar o limiar de detecgdo de

A o ~ : -AACT
fluorescéncia. Os niveis de expressdo R foram calculados da seguinte forma: R =2

onde AA Ct ¢ igual a (A Ct da amostra — A Ct do calibrador) = [(Ct da amostra — Ct do
housekeeping gene) — (Ct do calibrador — Ct do housekeeping gene)].

Ha poucos estudos utilizando o qRT-PCR para avaliar a expressdo dos genes de
interagdo microrganismo-planta. A maioria dos trabalhos avalia os genes da planta em
resposta a um microrganismo patogénico, sendo que ¢ mais estudada a interacdo com
fungos patogénicos como Puccnia striiformis f. sp. tritici, agente causal da ferrugem do
trigo (WANG et al., 2010), Sclerotinia sclerotiorum que causa podridio em canola

(WANG et al., 2009) e Pyrenophora teres patdogeno de cevada, causando mancha
reticular (BOGACKI; OLDACH; WILLIAMS, 2008), por exemplos.

1.4 Genes de resposta de defesa em plantas

As plantas sofrem constantemente estresse biotico causado por doengas e/ou
pragas e abidtico causados por mudangas climaticas, salinidade, entre outros e por isso
desenvolvem diferentes meios para se defenderem dos mesmos, sendo eles estruturais,
como ceras, cuticula, tricomas, bem como substancias quimicas envolvidas no processo
de defesa da planta. Essas substancias, como flavondides, glicosideos cianogénicos e
inibidores protéicos sdo encontradas em altas concentragdes antes da chegada do
patéogeno e sdo ativadas ou aumentam o nivel de compostos pré-existentes apos a
infecc@o pelo patdogeno. Esses mecanismos estdo envolvidos na formacao de barreiras
estruturais, tais como halo, papila, camada de cortica, lignificagdo, glicoproteinas ricas
em hidroxiprolina, bem como na sintese de compostos que funcionam como barreiras

bioquimicas, como espécies reativas de oxigénio, proteinas relacionadas a patogénese
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(proteinas-RP) e fitoalexinas (Figura 5) (AGRIOS, 2005; SCHWAN-ESTRADA;
STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).

O reconhecimento do patdégeno por parte da planta é dado por meio de um
eliciador, que, segundo Terry e Joyce (2004), ¢ uma molécula ou um agente fisico capaz
de estimular a resposta de defesa das plantas. Essa ativacdo ¢ um tipo de resisténcia em

plantas que é conhecida como Resisténcia Sist€émica Adquirida (SAR).
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Figura 5 - Alteracdes metabolicas em plantas provocadas por patégenos. Legenda: E = eliciador; R =
receptor; CY = ciclo de Yang; SOD = superoxido dismutase; RET = receptor do etileno; PL =
peroxidag@o de lipideos; CTR 1 = proteina quinase ligada ao RET; AS = 4cido salicilico; A] = 4cido
jasmonico; RH = reagdo de hipersensibilidade; CAT = catalase; FAL = fenilalanina amdnia-liase; PFO =
polifenoloxidase (BOSTOCK, 2005).

A resposta hipersensitiva (HR) ou reacdo de hipersensibilidade em plantas é
considerada como um dos principais eventos da resposta de defesa da planta contra o
ataque de patdgenos envolvendo sucessivos eventos e sinais, caracterizando-se por ser
uma resposta rdpida, com localizado colapso do tecido vegetal ao redor do sitio de
infeccdo do patdgeno, ocasionado pela liberagdo de compostos toxicos, os quais
também atuam, em alguns casos, diretamente sobre o patégeno, ocasionando sua morte
(AGRIOS, 2005).

Para que ocorra a SAR, a infeccdo inicial precisa resultar na formagao de lesdes

necrdticas, decorrentes da HR (aciimulo de perdxido de hidrogénio) ou como sintoma
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da doenca (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000). Posteriormente, essa resisténcia
passa a ocorrer em locais da planta distantes do local da infeccdo pelo patdogeno
caracterizando, assim, o mecanismo da SAR que deve envolver uma cascata de eventos
e sinais, levando a uma altera¢do no metabolismo celular, enviando sinais moleculares
dirigidos para outras partes da planta, atuando de forma inespecifica, promovendo a
reducdo da severidade da doenca (PENG et al., 2003; DURRANT; DONG, 2004;
AGRIOS, 2005).

Dentre as principais alteracdes decorrentes da HR esta a indug@o da producdo de
um grande numero de proteinas soliveis, que sdo conhecidas como proteinas-RP
destacando-se as peroxidases, quitinases e [-1,3-glucanases (VAN LOON; VAN
STRIEN, 1999; VERBENE et al., 2000; GAULIN et al., 2002; FERNANDES, 2004;
AMARAL et al., 2008).

1.4.1 Proteina-RP

O termo proteinas-RP foi primeiramente utilizado para descrever numerosas
proteinas extracelulares que se acumulavam em plantas de fumo (Nicotiana tabacum)
infectadas com o virus do mosaico do fumo (TMV) (VAN LOON; VAN KAMMEN,
1970). Bowles (1990) ampliou essa defini¢do, incluindo proteinas localizadas intra e
extracelularmente que se acumulavam em tecidos vegetais intactos ou em cultura de
células apos o tratamento com elicitores ou ataque de patdgenos. Algumas dessas
proteinas-RP encontram-se expressas, embora em baixos niveis, de forma constitutiva
em plantas, ou seja, sob condi¢des normais. Entretanto, seus niveis sdo aumentados
quando as plantas sdo submetidas a condig¢des de estresses. Ha outras que, embora ndo
sejam detectadas em condicdes fisiologicas normais, t€m seus genes correspondentes
ativados, vindo a ser detectadas nos tecidos vegetais apds o ataque de patdogenos e/ou
pragas ou sob condi¢des de estresses ambientais do tipo salinidade, seca e baixas/altas
temperaturas (MARTINS-MIRANDA, 2002). A indugdo dessas proteinas ¢ mediada
pela acdo de substancias sinalizadoras que sdo classificadas em dois tipos, conforme sua
origem: elicitores enddgenos, da propria planta, e elicitores exdgenos do patdogeno
(WYATT et al., 1991; REPKA, 1996; VAN LOON; VAN STRIEN, 1999; L
ATUNDE-DADA; LUCAS, 2001; CHRISTENSEN et al., 2002; FERNANDES et al.,
2006; VAN LOON; REP; PIETERSE; 2006).
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Muitas proteinas-RP possuem tanto atividade antiflingica como atividade
antibacteriana in vitro como, por exemplo, quitinases, glucanases e proteinas que se
ligam a quitina, tendo uma fungdo lisozimica sobre a parede celular. A degradacdo de
polissacarideos estruturais da parede celular de fungos ou alteragdes na sua arquitetura,
promovidas por essas enzimas, podem prejudicar o desenvolvimento do microrganismo,
impedindo seu crescimento (ZAREIE et al., 2002).

Atualmente, as proteinas-RP estdo classificadas em 17 grupos, variando de RP-1
até RP-17, de acordo com suas estruturas e atividades biologicas. caracteristicas de cada

proteina (Tabela 2) (CHRISTENSEN et al.,, 2002; VAN LOON; REP; PIETERSE;

2006; XIE et al., 2010). Elas apresentam algumas caracteristicas que as distinguem das

Tabela 2: Familias de proteinas relacionadas a patogénese.

Familia Membro tipo Caracteristica Referéncia

RP-1 RP-1?* de fumo Atividade antifingica Antoniw et al. (1980)

RP-2 RP-2 de fumo B-1,3 glucanase Antoniw et al. (1980)

RP-3 P e Q de fumo Quitinase Van Loon (1982)

RP-4 “R” de fumo Quitinase Van Loon (1982)

RP-5 “S” de fumo Atividade antifingica Van Loon (1982)

RP-6 Inibidor I de tomate Inibidor de protease Green Ryan (1972)

RP-7 P, de tomate Endoprotease Vera e Conejero (1988)

RP-8 Quitinase de pepino Atividade de quitinase e lisozima Métraux et al (1988)

RP-9 Peroxidase de fumo Atividade de peroxidase Lagrimini et al. (1987)

RP-10 RP1 de salsa Similar a ribonuclease Somssich et al. (1986)

RP-11 Quitinase V de fumo Atividade de quitinase e quitosanase Melchers et al (1994)

RP-12 Rs-AFP3 de rabanete Defensina Terras et al. (1992)

RP-13 THI2.1 de Arabidopsis Tionina Epple et al. (1995)

RP-14 LTP4 de cevada Proteina envolvida NE transferéncia de ~ Garcia-Olmedo et al (1995)
lipideos

RP-15 OxOa (germin) de cevada Oxalato oxidase Zhang et al. (1995)

RP-16 OxOLP de cevada Similar a oxalato oxidase Wei et al. (1995)

RP-17 RPp27 de fumo Desconhecida Okushima et al. (2000)

Fonte: Reproduzida de CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005.

demais proteinas vegetais, tais como estabilidade em pH baixo, resisténcia a acdo de
proteases acidas, estabilidade sob altas temperaturas, podendo ser localizadas no
vacuolo, parede celular, e apresentam massa molecular variando entre 8 ¢ 50 kDa
(STINTZI et al., 1993; MARTINS, 2008). Estdo localizadas na epiderme de folhas,

mesofilos, células-guarda de estomatos, tricomas glandulares, vasos condutores e em
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zonas de abscisdo (VAN LOON; REP; PIETERSE; 2006). Elas sdo produzidas apenas
em células sadias adjacentes ao local de infec¢do, podendo acumular em locais

distantes, em resposta a ativacdo da SAR (DELANEY, 1997; RYALS et al., 1996).

1.4.2 Quitinases

As quitinase (EC 3.2.1.14), sdo proteinas-RP que pertencem as familias RP-3, 4,
8 e 11 que hidrolisam polimeros de quitina, atuando diretamente nas células fungicas,
liberando fragmentos de oligossacarideos da parede celular e, podendo elicitar respostas
secundarias de defesa das (VAN LOON; VAN STRIEM, 1999; CAVALCANTI et al.,
2006). A diferenca existente entre essas classes de quitinases ¢ a especificidade para
com o substrato que elas hidrolisam, bem como suas propriedades fisicoquimicas
(KASPRZEWKA, 2003). As quitinases da familia RP-8, por exemplo, apresentam
atividade de lizosima, ou seja, agem sobre bactérias. As quitinases que apresentam
atividade sobre quitosana sdo classificadas na familia RP-11 (MARTINS, 2008).

Com base na sequéncia de aminoacidos, as quitinases estdo classificadas nas

familias 18, 19 e 20 das enzimas hidroliticas e, as quitinases de plantas, estdo agrupadas
em sete classes. A familia 18 inclui as quitinases de bactérias, virus e eucariotos, como
artropodes, protozoarios, nematodeos, humanos e fungos e as classes Il e V de plantas.
A familia 19 ¢ composta por enzimas das classes I, II, IV, VI, VII de plantas e
actinomicetos. A familia 20 agrupa quitinases de bactérias, actinomicetos e humanos
(DAHIYA et al., 2006; SHIROTA et al., 2008).
As quitinases estdo presentes em organismos que apresentam a quitina em sua estrutura,
como insetos, crustaceos, leveduras e fungos, tendo em vista que a enzima ¢ necessaria
para desenvolvimento e crescimento desses individuos, mas também esta presente em
organismos que ndo apresentam quitina na sua constituicdo, como bactérias, plantas e
vertebrados (PATIL et al, 2000; TAIRA et al, 2002; WEN et al., 2002;
KASPRZEWKA, 2003).

As quitinases hidrolizam a quitina. A quitina é definida como um polimero de
N-acetil-D-glucosamina com ligagdes B-1,4 ¢ € encontrada embebida numa matrix de
fibras de glucana com proteinas e carboidratos. A atuagcdo das quitinases esta
principalmente na quebra das ligagdes B-1,4 dos polimeros de N-acetil-D-glucosamina,
um dos principais componentes da parede celular dos fungos. As quitinases sao

classificadas em duas categorias: endoquitinases ¢ exoquitinases. As endoquitinases
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clivam aleatoriamente a quitina, gerando polimeros ou oligdmeros de NAcGlc, como a
quitotetraose, a quitotriose e a di-acetilquitobiose (SAHAIL; MANOCHA, 1993). As
exoquitinases sdo divididas dentro de duas sub-categorias: as quitobiosidases
(HARMAN et al., 1993), que atuam liberando unidades de di-acetilquitobiose a partir
da extremidade ndo-redutora da quitina, ¢ as 1,4-N-acetilglicosaminidases, que clivam
oligomeros produzidos pela atividade de endoquitinases e quitobiosidases, liberando
monomeros de NAcGlc (Figura 6) (KRAMER; KOGA, 1986; SAHAI; MANOCHA,
1993; REYNOLDS; SAMUELS, 1996).
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Figura 6: Clivagem de enzimas quitinoliticas. As subunidades da cadeia de quitina sdo mostradas em
azul claro. Abaixo possiveis produtos formados pela agdo da clivagem de quitinases. Fonte: Adaptado de
SEIDL, 2008.

As quitinases representam hidrolases antifingicas, as quais atuam para inibir o
crescimento fingico, pela degradacdo das hifas invasoras, e ainda podem atuar como
elicitores de defesa do hospedeiro (GIL-AD et al., 2001; SILVA; PASCHOLATI;
BEDENDO, 2007; SCHWANESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).

Experimentos envolvendo plantas que superexpressaram quitinases mostraram
que folhas de cacaueiro e de plantas de fumo transgénicas eram mais resistentes a
Colletotrichum gloeosporioides e a R. solanacearum, respectivamente, do que as
linhagens selvagens (DANA; PINTOR-TORO; CUBERO, 2006; MAXIMOVA et al.,
2006). Além disso, diversos trabalhos mostram que Phytophthora spp. induziram o
aumento da atividade de quitinases em plantas (SCHRODER; HAHLBROCK;
KOMBRINK, 1992; YI; HWANG, 1996). Kuhn (2007) verificou aumento significativo
de quitinase quando as plantas de feijio foram tratadas com acibenzolar-S-metil. E
importante lembrar que, por serem hidrolases de parede de fungos, as quitinases e as

glucanases podem apresentar efeito antifungico sinergético (MARTINS, 2008).
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1.5 Transformacio genética de plantas para resisténcia a doengas

Ao género Agrobacterium pertencem bactérias de solo, Gram-negativas e, na
maioria, fitopatogénicas, que induzem doencas em tecidos vegetais injuriados. Mais de
600 espécies vegetais sdo susceptiveis a infeccdo por Agrobacterium tumefaciens ¢
Agrobacterium rhizogenes, sendo a maior parte delas dicotiledoneas.

Na transformagdo genética de plantas via 4. tumefaciens, ocorre a transferéncia
de um T-DNA (transferred DNA), em que s3o inseridos os genes de interesse
(ANDRADE; SARTORETTO; BRASILEIRO, 2003). Porém, para que esse gene seja
expresso na planta transformada ¢ imprescindivel que este esteja sob controle de um
promotor.

A maioria das constru¢des génicas utilizadas nas transformagdes em tomate
possui o gene de interesse dirigido pelo promotor constitutivo 35S, obtido do virus do
mosaico da couve-flor (Cauliflower mosaic virus - CaMV) (ABU-EL-HEBA;
HUSSEIN; ABDALLA, 2008; YASMEEN, 2009; VAN; FERRO; JACOBSEN, 2010).
Esse promotor ¢ caracterizado pela forte expressdo nos tecidos das plantas, ndo
apresentando especificidade. O uso de promotores que confiram expressdo induzida por
patégeno ou que sejam tecido-especificos, estd ligado a necessidade de obter
construgdes com maior especificidade de expressio (SAKER et al, 2008;
SARKER; ISLAM; HOQUE, 2009; ABDALLAH et al., 2010).

A T-DNA ou regido-T, ¢ a Unica parte do plasmideo transferida para a célula
vegetal. Os limites do T-DNA sdo definidos por 25 pb diretamente repetidos em cada
extremidade, e definem a porcdo do plasmideo que serd transferida (VAN SLUYS,
1999). A regido responsavel pelo processo de transferéncia ¢ denominada de regido de
viruléncia (vir). Essa regido ¢ ativada por compostos fenolicos liberados pelos tecidos
vegetais lesados, iniciando o processo de transferéncia do T-DNA para a célula vegetal
(STACHEL et al., 1985; VAN SLUYS, 1999).

O processo de transferéncia do T-DNA pode ser dividido em duas etapas: uma
etapa bacteriana ¢ uma etapa vegetal. A etapa bacteriana inclui eventos que levam a
producdo e exportacdo de um vetor funcional, contendo a informacao genética do T-
DNA. A etapa vegetal inclui o reconhecimento entre a Agrobacterium e a célula
hospedeira, a transdugdo de sinais vegetais de patogénese e a ativagdo dos genes vir

(Figura 7) (TINLAND, 1996; ANDRADE, SARTORETTO, BRASILEIRO, 2003).
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Os hormonios vegetais sintetizados, auxinas e citocininas, induzem um
desbalango hormonal, que tem como consequéncia uma multiplicagdo descontrolada das
células transformadas, assim como das células vizinhas, resultando na formacdo do
tumor. A formagdo de tumores resulta de um processo natural de transferéncia de genes
entre a agrobactéria e a célula vegetal (BRASILEIRO; DUSI, 1999). Na literatura estao
disponiveis revisdes bastante completas sobre o processo bioldgico da infeccdo de
plantas por Agrobacterium e a consequente transferéncia de DNA bacteriano para o
genoma vegetal (SHENG; CITOVSKY, 1996; DE LA RIVA et al., 1998; GELVIN,
2003; ANDRADE; SARTORETTO; BRASILEIRO, 2003).
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Figura 7 — Esquema do processo infeccioso, mostrando todos os passos da
transferéncia do DNA da bactéria para a planta hospedeira (BRASILEIRO,;
ARAGAO, 2009).

A transformagdo genética mediada por Agrobacterium spp. € a estratégia mais
comum usada para transformar plantas, por ser um sistema simples, eficiente e que
deposita uma Unica ou poucas copias do transgene no genoma hospedeiro. Esta
vantagem se deve ao fato de que esse ¢ um evento preciso ¢ evolutivamente selecionado
(DE BLOCK, 1993). O mecanismo de integracdo do DNA exodgeno ¢ pouco entendido

tanto nos eventos de transformacdo direta (por biobalistica ou eletroporacdo celular)
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quanto indireta (via Agrobacterium); no entanto, Kohli et al. (2003) afirmam que a
maioria dos eventos de integragdo ocorre em regides teloméricas e subteloméricas dos
cromossomos da planta. Estudos recentes (GELVIN, 2000; SOMERS;
MAKAREVITCH, 2004; TZFIRA et al., 2004) propdem modelos de integracdo do
DNA exogeno em células transformadas por A. tumefaciens baseados no entendimento
de fungdes especificas das proteinas envolvidas na transferéncia e integragdo do T-
DNA. Somers e Makarevitch (2004) e Tzfira et al. (2004) propdem que o T-DNA se
integra por micro-homologia, isto ¢, por um evento de recombinagdo ilegitima entre o
sitio alvo do genoma e ambas as extremidades do T-DNA, acompanhado por pequenas
delegdes no DNA da planta. Sabe-se que ha maior conservagdo da borda 5° devido a
ligacdo da proteina VirD2 a esta extremidade do T-DNA, a qual serve para protegé-lo
contra a acdo de exonucleases da célula hospedeira.

Um dos genes presentes no T-DNA a ser introduzido na planta ¢ o gene de
selecdo, que codifica uma proteina com atividade enzimatica ou um produto que ird
conferir as células vegetais transformadas resisténcia a uma determinada substancia,
geralmente herbicidas e antibidticos. A finalidade do marcador seletivo € permitir que
apenas as células transformadas se desenvolvam (BRASILEIRO; DUSI, 1999). O gene
nptll confere resisténcia ao antibiotico canamiciana que ¢ um dos mais empregados
na transformacgdo genética IEAMKHANG; CHATCHAWANKANPHANICH, 2005;
GAO etal., 2009; SHARMA et al., 2009; YASMEEN, 2009).

O gene de sele¢do deve ser introduzido no genoma da planta juntamente com o
gene de interesse. Uma vez ocorrido o evento de transformacdo, as células
transformadas expressam o gene marcador, e o seu produto, em contato com o
respectivo substrato, permite o desenvolvimento celular normal, enquanto aquelas
células ndo transformadas morrerdo. Os agentes de selecdao sdo adicionados as culturas
in vitro apenas nas etapas iniciais do processo de transformacao (SAWAHEI, 1994).
Como apenas uma pequena propor¢cdo de células ¢ transformada nos ensaios
laboratoriais, a chance de se recuperar brotos transgénicos sem sele¢do ¢ muito baixa
(MIKI; MCHUGH, 2004).

Atualmente, 50 genes marcadores usados em plantas transgénicas t€ém sido
avaliados quanto a sua eficiéncia, biosseguranga, aplicagdes cientificas e
comercializacdo (MIKI; MCHUGH, 2004). Os mais utilizados sdo: (i) antibidticos, (ii)
herbicidas, (iii) suprimentos que servem como fonte de carbono e (v) precursores de

fitohormonios.
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O uso de genes de resisténcia a antibidticos de origem bacteriana, expressos sob
o controle de promotores de plantas, ¢ eficiente, porém ha casos em que a adi¢do de
antibidtico ao meio de cultivo interfere negativamente na capacidade de regeneracdo
(HOFFMANN; VIEIRA, 2000; VAN; FERRO; JACOBSEN, 2010). Os representantes
da principal classe de antibidticos, os aminoglicosideos, sdo amplamente usados, sendo
o mais conhecido a canamicina, que ¢ largamente aplicada como agente seletivo em
ensaios de transformagdo. Outros sdo: gentamicina, geneticina, neomicina,
paromomicina e higromicina (WILMINK; DONS, 1993).

Alguns trabalhos demostram que a utilizagdo das proteinas RP mais utilizadas no
sistema de transformacdo genética sdo as quitinases e B-1,3-glucanases. O gene RCC2
clonado de arroz, que codifica uma quitinase, foi introduzido em videira que
desenvolveu resisténcia contra os fungos Uncinola necator e FElsinoe ampelina
(YAMAMOTO et al., 2000) e também em crisantemo que foi resistente a Botrytis
cinerea (TAKATSU et al., 1999). O gene da quitinase do tabaco foi introduzido em
amendoim, que desenvolveu resisténcia a Cercospora arachidicola, cujas plantas que
ndo mostraram sintomas tinham altos niveis de atividade especifica para quitinase
(ROHINI; RAO, 2001). Esses trabalhos demonstram que essas proteinas RP conferem
um aumento na resisténcia, principalmente contra doencas fungicas (ZOUBENKO et
al., 1997), devido ao fato dos fungos verdadeiros possuirem uma parede celular de
quitina.

Atualmente ha trabalhos ndo s6 demonstrando a possibilidade, mas também
descrevendo protocolos eficientes de transformagdo via Agrobacterium em tomate.
Esses trabalhos envolvem técnicas de transformacdo genética, as quais avaliam o efeito
de antibidticos na regeneracdo dos explantes, a expressdo de genes marcadores e a
expressdo de genes para resisténcia a antibidticos (COSTA et al., 2000; NOGUEIRA et
al., 2001; IEAMKHANG; CHATCHAWANKANPHANICH, 2005; ABU-EL-HEBA;
HUSSEIN; ABDALLA, 2008; SAKER et al., 2008; GAO et al.,2009; KHOUDI et al.,
2009; SARKER; ISLAM; HOQUE, 2009; SHARMA et al., 2009; YASMEEN, 2009;
ABDALLAH et al.,, 2010; KAUR; BANSAL, 2010; VAN; FERRO; JACOBSEN,
2010).

Os sucessos desses trabalhos estimulam a elaboracdo de novas construgdes

génicas para que se torne mais eficiente a obtengdo de plantas resistentes a patdogenos.
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2. JUSTIFICATIVA

A cultura do tomate (Solanum Ilycopersicum L) destaca-se em ambito mundial
por sua importancia economica e social. No Brasil, ¢ a segunda olericola em
importancia econdmica, sendo precedida pela batata e seguida pela cebola. Anualmente
sdo cultivados 67.000 ha, com uma produgdo estimada em 4,3 milhdes de toneladas de
frutos.

O tomateiro estd sujeito ao ataque de mais de uma centena de doengas, que
podem ser de origem bacteriana, fungica, virdtica ou causadas por nematoides.
Entretanto, mais da metade das doengas da cultura do tomate s@o causadas por fungos,
sendo os que atacam o sistema radicular situa-se alguns dos mais preocupantes. Os
problemas fitossanitarios que afetam a tomaticultura constituem fatores limitantes a
uma maior produtividade agricola, principalmente nos estados produtores da regido
Nordeste.

A murcha de fusario do tomateiro, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici (Fol), ¢ uma das doencas que podem causar at¢ 100% de perda em
cultivares mais suscetiveis e, como em todas as doengas vasculares de plantas, o
controle quimico ndo ¢ eficiente. O uso de cultivares resistentes ao fungo constitui o
melhor meio de controle da doenga, ja que o fungo Fol pode permanecer no solo por
algumas décadas.

A classificagdo desse fungo em ragcas ¢ baseada na reacdo diferencial de
germoplasmas de tomateiro, sendo conhecidas atualmente trés racas: 1, 2 e 3. No Brasil,
a raca 1 € a de maior ocorréncia, sendo controlada com a utilizagdo de cultivares
resistentes. Entretanto, a importancia da raga 2 vem crescendo nos principais Estados
produtores devido a suscetibilidade das cultivares comerciais. A raga 3 apresenta uma
distribuicdo geografica mais limitada e foi registrada, recentemente, no Brasil no estado
do Espirito Santo. No Nordeste brasileiro ja foram identificadas as ragas 1 e 2. Essa
doenca vem se tornando importante no Brasil, devido ao fato de cultivares comerciais e
com resisténcia as racas 2 ¢ 3 ainda nao estarem amplamente disponiveis.

Sendo o método de controle mais eficiente, a obten¢@o de cultivares resistentes
utilizando a transformagdo genética € considerada como uma alternativa apropriada para
o desenvolvimento dessas plantas, uma vez que a pirimidacdo de genes tem sido um
entrave para o melhoramento convencional, bem como a ligacdo desses genes a

caracteristicas agronomicamente indesejavel, devido principalmente a utilizagdo de
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genotipos ancestrais e selvagens do tomateiro na busca de genes de resisténcia a essa
doenca e/ou quando a abreviacdo do tempo de desenvolvimento de tais cultivares ¢

componente indispensavel.

Para tanto, faz-se necessario identificar genes da planta envolvidos na defesa de
genotipos resistentes frente a inoculacdo do patogeno e realizar sua caracterizagdo em
nivel de expressdo para, posteriormente, serem incorporados em cultivares comerciais

pela transformagao genética.

Um dos maiores obstaculos para a manutengao da resisténcia do tomateiro reside
na variabilidade dos patogenos. Portanto, ¢ importante e fundamental conhecer as racas
predominantes em um determinado local e sua epidemiologia, para facilitar os
programas de melhoramento. Neste sentido, técnicas de biologia molecular t€m sido
apresentadas para diagnosticar e estudar os patogenos, e tém contribuido para conhecer
a sua diversidade.

Apesar da importancia da cultura do tomate e da murcha de fusario no Nordeste,
ndo existem estudos aprofundados em relagdo a fontes de resisténcia que direcionam e

otimizem os programas de melhoramento genético do tomateiro.

Assim, este estudo foi conduzido com o objetivo de caracterizar e determinar a
variabilidade genética de diferentes isolados de Fol, mediante marcadores moleculares,
bem como, a caracterizar um gene diferencialmente expresso em tomateiro submetido
ao ataque de fusario e o desenvolvimento de uma cultivar superexpressando este gene,

que podera resultar em uma maior resisténcia a doenca causada pelo fusario.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a participagdo do gene quitinase no tomate no processo de defesa contra

doencas causada pelo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol).

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar a variabilidade genética de isolados de trés racas de Fol, para que seja
possivel a identificacdo e caracterizacdo genética dessas racgas, utilizando os
marcadores moleculares RAPD e IGS;

e Verificar a ocorréncia de DNA polimérfico por RAPDs e RFLPs em DNA
repetitivo (regido IGS/ RFLP-IGS) em isolados de cada raga de Fol;

e Relacionar padroes de amplicons de RAPD especifico para cada raga de Fol;

¢ Produzir sequéncias correlacionadas entre ragas de Fo/ com padrdes de RFLP da
regido IGS do rDNA;

e Determinar o nimero de copias do gene So/Chi no genoma da cultivar BHRS;

e Avaliar a expressdo do gene de Sol/Chi ena cultivar BHRS inoculado com o
patogeno Fol, utilizando a técnica da PCR quantitativo em tempo real;

e Construcdo de um vetor para transformagao de tomate mediada por A.
tumefaciens com a finalidade de expressar o gene So/Chi;

e Estabelecer protocolos de regeneragdo utilizando cotilédones para a cultivar
Santa Clara em meio seletivo;

e Desenvolver tomate transgénico superexpressando o gene de So/Chi na cultivar
de tomate Santa Clara, para aumentar a resisténcia contra a doenga causada pelo

Fol.
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Abstract

The Fusarium wilt caused by Fusarium oxyspoum f. sp. lycopersici (Fol) is a
major biotic constraint for tomato production. This fungus is variable in pathogenicity
and is not a well characterized pathogen on tomato. Genetic diversity of Fol isolates
among three races was analyzed using random amplified polymorphic DNA (RAPD)
and restriction fragment length polymorphism of Intergenic Spacer (RFLP-IGS). Ten
RAPD primers were selected, generating a large number of polymorphic bands. Using
the marker IGS cutting with the enzymes Hinfl, Rsal, Alul and Haelll produced
polymorphism information enabling the identification and genetic characterization
among isolates three breeds of this pathogen. Cluster analysis with UPGMA using
genetic distance showed that the isolates of the three races belonged to two groups.
Group 1 contained isolates of the races 1 and 2 and isolates of the race 3 were placed in
group 2. Races 1 and 2 are distributed worldwide whereas race 3 has a more limited
geographic distribution with one report thus far in Brazil, suggesting races Fol diversity
genetic is related to geographic origin and pathogenicity. Furthermore, since race 3-
resistant cultivars adapted to Brazilian conditions are not yet available. Together, those
results may contribute to understand the relation between fungal genetic variability and
cultivars resistance phenotypes to fungal-caused diseases, helping plant-breeding

programs.

Keywords: Solanum lycopersicum, Fusarium wilt, RAPD, IGS.
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Introduction

The Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) is an
important soil disease of tomato plant in producing countries. The profile of virulence
of Fol isolates have been grouped into three races (1, 2 and 3) according to their ability
to infect a number of different tomato cultivars containing different resistance genes
(Amini, 2009; Tanyolag and Akkale, 2010). Races 1 and 2 are widely distributed
worldwide and breed 3 has a more restricted geographical distribution. In Brazil,
however, race 3 was recently detected in the southeastern states of Espirito Santo and
Rio de Janeiro being a huge threat to the national tomato production (Reis et al., 2005;
Reis and Boiteux, 2007).

The use of resistant cultivars is the most reliable way to prevent the diseases. To
successfully select the most appropriate cultivar for the coming growing season, the
form and race of the pathogen that are emerging in the field must be identified (Hirano
and Arie, 2006).

Although the species of Fusarium can be identified by their morphological
characteristics on selective media (Nelson et al., 1983; Burgess et al., 1994), the
pathogenic types, or formae speciales and races, of F. oxysporum cannot be identified
morphologically. An inoculation assay using tester plants (Garibaldi, 1975) has been the
most popular strategy to identify the forms (formae speciales) in F. oxysporum and
races in each form. However, this method is time consuming (Woo ef al., 1996), and a
more rapid and accurate method has been urgently needed.

Based on the existence of dominant monogenic traits of resistance, it is generally
assumed a gene-gene relationship between Fol and tomato. Fungi races contain
dominant avirulence genes that correspond to dominant genes for resistance in some

cultivars of plants that are not capable of infecting them (Flor, 1971). To identify the
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dominant resistance genes is essential to understand the interaction between pathogen
and tomato cultivars on a molecular level. Several molecular methods have been used to
study the genetic variability of Fusarium spp, such as restriction fragment analysis of
the region of intergenic spacer (IGS) of the ribosomal DNA amplified by PCR, RAPD
(random amplified polymorphic DNA) (Singh et al., 2006; Tanyola¢ and Akkale, 2010),
RFLP (restriction fragment length polymorphism) and AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) (Sharma et al., 2009).

The IGS region, which separates the repeated rDNA units, is particularly
suitable for studying intraspecific relationships (Mbofung et al., 2007). Recent studies
have shown that the phylogenetic analysis of the IGS sequence is very useful for
studying the genetic makeup of populations of F. oxysporum (Kawabe et al., 2007;
Enya et al., 2008; Dissanayake et al., 2009, Srinivasan et al., 2010). Since Fol is an
asexual haploid pathogen, techniques using arbitrary primers such as RAPD can be
effective in the analysis of genetic diversity.

Molecular markers for rapid and efficient identification of Fol are needed to
answer any confusion in morphological identification. In this study, amplification of the
intergenic spacer region of the ribosomal DNA (IGS) and RAPD were used to access
the genetic variability of isolates from three races of Fo/ as alternative or in addition to

methods based on morphology and pathological features.
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Material and Methods
Fol isolates

A total of 10 Fol isolates of the three races were obtained from the germplasm
bank of Embrapa Vegetables of Brazil. Collections of the fungus Fo!/ were made in crop
residues and soils in the main tomato growers of the State of PE. All strains were
chosen according to their pathogen characteristics to different plants. The isolates were
maintained in potato-dextrose-agar slants at 4°C.
DNA Extraction

They were kept in tubes with PDA (potato dextrose agar) solid medium for
storage and culture maintenance, and subsequently replicated in Petri dishes incubated
at 27° C for seven days. For mycelium production five PDA medium discs, 5 mm in
diameter, containing mycelium of F. oxysporum were removed from colonies periphery
with seven days of age and transferred to Erlenmeyer flasks containing 60 mL yeast
extract liquid medium (10 g yeast extract, 10 g dextrose, 0.1 M ampicillin, 1 liter
distilled water), maintained at 27° C under constant agitation of 120 rpm for seven days.
The mycelium obtained was collected by vacuum filtration and washed with sterile
distilled water. For DNA extraction was used the methodology according to Ferreira
and Grattapaglia (1998). The DNA quantification was performed using
spectrophotometer and the concentration adjusted to 20ng/mL and stored at - 20° C.
RAPD analysis

Procedures for RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) reactions were
basically those described by Williams et al., (1990). The DNA fragments amplification
was performed by PCR using 10 selected random primers (Table 1) from the Operon
kits (Operon Technologies Inc. Alameda, CA). The reaction mixture was composed of 2

pL of Taq polymerase buffer [200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM Cl], 1.5 mM MgCl,,
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200uM of each of the four dNTPs, 30 pmoles of primer, 6 ng genomic DNA and 1.0
unit of Taqg DNA polymerase (Invitrogen). We used the thermal cycler (MJ Research)
with initial denaturation at 94° C for 2 min, followed by 35 cycles of denaturation at
94°C for 1 min, annealing at 38 °C for 45 s and extension at 72°C for 1 min and
completed with a final extension at 72°C for 7 min.
Gel electrophoresis

The amplification products were separated in 1.5% agarose gel (Amresco) using
1X Tris Borate EDTA (TBE) as running buffer. Electrophoresis was conducted at 80 V,
500 mA for 160 min after which, the gels were stained in stained with Syber Gold
(Invitrogen), at approximately 5V/cm gel. Gels were photographed under UV light in
the photodocumentation system L-PIX HE (Loccus biotechnology).
Genetic analysis

The variable binary similarity matrix was prepared using Jaccard coefficient by
the NTSYS (Numerical Taxonomy System of multivariate program) computer program
version pc2.1 (Rohlf, 1992). Dendrograms were prepared by UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetical average) analysis.
RFLP-IGS analysis

The Intergenic Spacer (IGS) was amplified using primer pair PNFo (5'-
CCCGCCTGGCTGCGTCCGACTC-3") and PN22 (5'-CAAGCATATGACTACTGGC-
3") (Edel et al., 1995) according to the reaction conditions described by Llorens et al.,
(2006) with some modifications. The amplification reaction was conducted in a 50 ul
reaction mixture containing 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCI2, 200 pM of each dNTPs,
0.1 mM of each primers, 1.0 U of Tag polymerase (Invitrogen) and 6 ng genomic DNA,
and performed using thermal cycler (MJ Research) with initial denaturation at 94° C for

2 min, followed by 30 cycles of denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 55 °C for 1
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min, and extension at 72°C for 1 min and completed with a final extension at 72°C for 7
min.

For restriction analysis, the PCR products were digested with Hinfl, Rsal, Alul,
Haelll, HindIIl, Hpal, Bami, EcoRV, Ndel and HAPI in a 15 pl reaction mixture in
separate reactions. The reaction mixture contained 1X reaction buffer, 1 U of restriction
enzyme, 6 - 10 pl of PCR products and distilled water and incubated for 1 h at 37°C for
Sequencing of rTDNA’s IGS regions.

Purification and sequencing

Amplified products were purified with the Kit "GFX TM PCR DNA"
(Invitrogen) to remove residues of nucleotides, primers and enzyme, thus allowing a
quality sequencing reaction (Sambrook and Russel, 2001). The purified material was
sequenced in a MegaBACE sequencer (GE Healthcare). Primers used for sequencing
were the same used in the amplification reaction.

Data Analysis

The nucleotide sequence produced was lined with other IGS sequences of genes
of Fusarium obtained near the GenBank (NCBI, National Center Biotecnology
Information) (Altschul et al., 1997) using the programs ClustalW (Thompson et al,
1994) and BioEdit 7.0 .0. (Hall, 1999). The phylogenetic tree was constructed by
Neighbor joining algorithm (Saito and Nei, 1987), in the software MEGA v.5 using the
Tamura-Nei model (Tamura et al., 2011). The reliability of results was tested by

bootstrap (1000 replications).
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Results and Discussion

After initial screening of 40 decamer primers of RAPD, 10 revealed high level
of DNA polymorphism among Fo/ isolates of each races and were used to study genetic
diversity among those.

The genomic DNA of Fol isolates from the three races of was amplified by
different decamer primers, which generated 3 to 14 polymorphic fragments per primer
(Table 1). The size of amplified fragments ranged from 2000 to 200 base pairs;
however, the best amplifications were fragments from 1000 to 300 base pairs. In this
study, RAPD analysis was useful once genetic variability was observed among the three
races using ten random primers. Of the ten primers used, race 3 can be differentiated by
a fragment of 840 bp (OPA07), 280 bp (OPAO0S), 300 bp (OPA18) and 300 bp (OPA20)
in four of them (Figure 1). RAPD analysis has been widely applied to detection and
genetic characterization of pathogenic fungi, including race differentiation into speciales
of several F. oxysporum (Kuramae and Souza, 2002; Singh et al., 2006; Tanyola¢ and
Akkale, 2010). RAPD markers were used successfully in differentiating Fusarium
species including two formae speciales of F. Oxysporum, F. oxysporum f.sp. lycopersici
and F. oxysporum f.sp. vasinfectum, being a fast and reliable tool for differentiating
between species of the genus and a complementary alternative to methods based on
morphology and pathogenic characteristics (El-Fadly et al., 2008).

For the analysis of IGS region restriction, a fragment of approximately 1.2 kb
was successfully amplified from all isolates of each three races Fol. Using the enzymes
Hinfl, Rsal, Alul and Haelll, 4 to 5 patterns were obtained demonstrating that IGS
primers were discriminatory for the races of Fol studied (Figure 2). The hierarchical
clustering analysis (Figure 3) using Simple Matching coefficient and UPGMA method

of the three races showed the formation of two groups: one group formed by races 1 and
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2 with 69% similarity and another group formed by race 3 with 63% of similarity.

Sequences of intergenic spacer region (IGS) have been used for RFLP analysis
of pathogenic and nonpathogenic F. oxysporum strains (Balogun, 2007; Srinivasan et
al., 2010; Bayona ef al., 2011). To infer the phylogenetic relationships among races of
Fol IGS Fusarium sequences of races 1, 2 and 3 were compared with other sequences
obtained from Genbank. Races 1 and 2 formed an independent cluster with similarity of
80% and race 3 showed paraphyletic behavior compared with the others (Figure 4) with
similarity below 50%. According to Balogun (2007), the ribosomal IGS region can be
considered representative enough to be used in the comparison of races 1, 2 and 3 of
Fol.

Data generated by RAPD markers and IGS sequence analysis demonstrated the
same formation of groups: races 1 and 2 forming a distinct group from race 3. This
result is in agreement with those obtained by Reis et al., (2005) who report the first
occurrence of a distinct race (race 3) of races 1 and 2 infecting tomato cultivars. In
Brazil, Fusarium wilt has been reported since the late 1930's in the State of Sao Paulo
(Arruda, 1941) and races 1 and 2 are present occurring in virtually all producing areas
of the country. The race 3, so far, a more limited global distribution, being reported in
Australia (Grattidge and O'Brien, 1982); the United States (Chellemi and Dankers,
1992; Cai et al., 2003) and Mexico (Valenzuela-Ureta et al., 1996).

Additionally, four RAPD primers (OPB07, OPAOS, OPA 18, OPA 20) revealed
a fragment present only in race 3, suggesting potential use as molecular markers. This
polymorphic could serve as an indicator of genetic variability in Fol and in identifying

and characterizing Fol isolates.
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Table

Table 1 - RAPD primers selected for DNA amplification of races (1, 2 and 3) of

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici with their sequences, number of amplicons
and detected polymorphism.

Primers Sequences 5'-3° Polymorphic
fragment

OPA20 GTT GCG ATC C 6
OPA-03 AGTCAGCCAG 6
OPA-04 AATCGGGCTG 8
OPA-08 GTGACGTAGG 12
OPA-18 AGGTGACCGT 8
OPB-01 GTTTCGCTCC 11
OPB-07 GGTGACGCAG 8
OPG-13 CTCTCCGCCA 14
OPX-12 TCGCCAGCCA 3

OPX-17 GACACGGACC 3
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Figures

M R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

100

Figure 1. Amplified RAPD fragments of the races of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
with primers OPB07, OPA08, OPA 18, OPA 20. M, marker 100 bp; R1, race 1, R2, race 2, R3,
race 3. Circles indicate polymorphic RAPD markers.
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Hinf I Rsal Alul Hae III
M R1 R2 R3 R1 R2 R3 RI R2 R3 R1 R2 R3

bp

3054

2036

1018

506

Figure 2. IGS-RFLP profiles after digestion on Hinf-I-Rsa I,
Alu I and Hae III. Line 1 M, marker (1kb), R1, race 1, R2 race
2 and R3 race 3 of Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.
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Figure 3 Dendrogram generated using Jaccard’s Coefficient based on combined
data of RAPD and RFLP-IGS of isolates of Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici.
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Figure 4. Phylogram based on the IGS region of the three races of Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici using the neighbor-joining method with the software
MEGA4. The numbers on the branches indicate the bootstrap test values. (1000
resamplings).
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Abstract

Chitinases are important component of plant defense in response to attack by pathogens.
To identify specific chitinase, we constructed a cDNA library using total RNA from
tomato genotype resistance inoculated with conidia of isolates race 2 of Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Fol). One chitinase (Sol/Chi) clone was isolated and
sequence analysis show that the cDNA clone So/Chi encodes an acidic isoform of class-
IIT chitinase. Southern blotting indicated that Sol/Chi was present only once in the
tomato genome. Real-time quantitative RT-PCR assay show that the expression of this
gene is induced upon infection with Fol and the accumulation of transcripts for this PR-
protein was rapid in the resistant genotype during the first 24 h. A putative role for

chitinase in tomato is defense against fungal pathogens.

Keywords: Fusarium wilt, Solanum Ilycopersicum, Chitinase, PR proteins, Induced

expression.
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INTRODUCTION

Vascular wilt of tomato caused by Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Fol)
are highly destructive in all tomato-growing areas of the world (Shanmugam et al.
2011). However, only limited studies exist on the biochemical and molecular
background of the Fo/~tomato interaction.

Plants express a wide variety of genes in response to pathogen/pest infection.
Such genes are referred to as pathogenesis-related (PR) genes (Li et al. 2001, Dahal et
al. 2009; Maruthachalam et al. 2011). The best characterized genes belonging to this
group are those that encode the hydrolytic enzymes known as chitinases (EC 3.2.1.14)
and B-1,3-glucanases (EC3.2.1.39). These hydrolytic enzymes inhibit the growth of
many fungi in vitro by hydrolyzing the chitin and B-glucan of fungal cell walls.
Furthermore, oligomeric products of digested chitin and B-glucan can act as signal
molecules to stimulate further defense responses. These lytic enzymes have attracted
much attention and have become very important resources in the genetic engineering of
crop plants for disease resistance (Heikal et al. 2008; Saker et al. 2008; Abdallah et al.
2010).

Chitinase genes exist as families: seven classes of chitinases have been
recognized (Neuhaus 1999; Leubner-Metzger and Meins 1999; Kasprzewka 2003:
Ohnuma et al. 2011). Individual members within each class can reside at different
chromosomal locations and some exhibit differential expression depending on the
pathogen (Gorovits et al. 2007; Boava et al. 2010; Igbal et al. 2012).

We are studying the interaction between tomato and Fol using the resistant

genotype BHRS. A cDNA library from we constructed from tomato genotype resistance
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inoculated with race 2 of Fol and cDNA clone encoding chitinase was isolated. In the
present paper, we report the isolation and characterization of this clone.

MATERIAL AND METHODS

Plant Material

Tomato seeds of the cultivar BHRS, resistant to Fo/, were germinated aseptically
on MS culture medium (0.8% w/v agar), with the pH adjusted to 5.8+0.2, photoperiod
of 16 hours of light and 8 hours of dark, and temperature at 25+£2°C. Plants were kept in

these conditions for three weeks after germination.

Fol isolates

Isolate of Fol race 2 was provided by the germplasm bank of Embrapa
Vegetables of Brazil (Embrapa Hortalicas). The isolate was chosen according to their
pathogen characteristics to different plants. The isolates were maintained in potato-

dextrose-agar slants at 4°C.

Inoculation

For inoculation, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (race 2) conidiospores
were collected from potato dextrose agar (PDA) plates by flooding a 2-week old culture
with a solution of 0.01% (v/v) Tween 20 and rubbing off the surface. The spore
suspension was filtered through glass wool to remove mycelia fragments. The spore
concentration was determined using a hemocytometer. The plants were infected through
the root cut method (Santos 1997) for 10 min. Control plants were treated with

autoclaved distilled water. After inoculation, the plants were transferred to new tubes
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containing MS liquid medium, and the roots were harvested 0, 24 and 48 hours after,

mixed and used for total RNA extraction.

RNA extraction and cDNA Synthesis

After 0, 24 and 48 h of treatment, plants had their roots removed and macerated
in mortar with liquid nitrogen and total RNA was isolated using TRIzol (Invitrogen)
following the procedure described in the manufacturer's guide. The quality and
concentration of total RNA were measured by electrophoresis on 1.2% agarose
denaturing gel and spectrophotometer, respectively. Complementary DNA was obtained
through SMART PCR cDNA Synthesis Kit (Clontech) following the procedure

described in the manufacturer's guide.

Suppression subtractive hybridization (SSH) ¢DNA library ¢cDNA cloning and

sequencing

Suppression subtractive hybridization was performed with the PCR-select cDNA
subtraction kit (Clontech) following the procedure described in the manufacturer's
guide. Cloned PCR products, in the vector T/A PCR2.1 TOPO were, then, transformed
with DH5a competent cells to produce all the subtracted libraries (forward SSH),
according to manufacturer’s instructions. Plasmid DNA was extracted by the alkaline
lysis minipreparation method (Sambrook and Russell 2001). Recombinant plasmids

were identified, by restriction analysis, and subjected to DNA sequencing.

Nucleotide sequences of each insert were determined in an automatic DNA
sequencer (ABI PRISM 377), with the Big Dye Terminator kit. Conventional M13-

forward and M13-reverse primers were used to determine DNA sequences. Obtained
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sequences were compared with the ones in the databanks of: the National Center for
Biotechnology Information, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), using the

program BlastX (Altschul et al. 1997).

Quantification of transcripts by RT-PCR and real-time PCR

Aliquot of 5 pg total RNA was used as a template to obtain cDNA using the
ThermoScript™ kit RT-PCR system plus Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen)
following the manufacturer's recommendations. Subsequently, PCR amplification was
used for semi-quantitative and quantitative analyses of SolChi gene expression.
Amplification reactions via quantitative PCR (qPCR) were performed in 25 pL final
volume containing 2 pL cDNA (100 ng), 10 mM of each primer and 12.5 pL of solution
from kit Platinum SYBR® Green qPCR Supermix UDG (Invitrogen) following the

manufacturer's recommendations.

DNA extraction and Southern blotting

Genomic DNA was isolation from BHRS after 0, 24 and 48 h of treatment.
Restriction enzyme digestion, gel electrophoresis, Southern blotting, probe labeling and

hybridization was done as described in Faris et al. (2000).
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RESULTS AND DISCUSSION

After SSH, 97 cDNA clones of tomato was obtained from the Fol library.
Inserted length ranged from 300 to 1.100 bp in the library. Clone similarity was
considered at E-values lower than 10-5 in the different data banks analyzed, being, thus,
significant (Fernandez et al., 2003). One clone, SolChi, was identified in clones of the
cDNA library and sequence analysis show that the cDNA clone So/Chi encodes an
acidic isoform of class-III chitinase endochitinase whit 100% homology (Danhash et al.
1993).

Based on amino acid sequence similarity of chitinases from various organisms,
seven classes of chitinases have been proposed. It has been suggested that chitinases
from class I, II, and IV are of plant origin and make up the family 19 glycosyl
hydrolases (Dahiya et al. 2006). Class III chitinases are mainly plant and fungal in
origin. Class III and V make up the family 18 glycosyl hydrolases (Kasprzewka 2003),
which are structurally unrelated to family 19 (Shirota et al. 2008). Phylogenetic analysis
of chitinases from class I, II, and IV suggested a larger evolutionary distance between
chitinases of class IV and those of classes I and II (Fukamizo et al., 2000). In cucumber,
the expression of this class III gene can be induced by pathogen (Kasprzewka 2003).

The vast majority of plant chitinases are induced by stress factors, especially
those biotic, and some chitinase isoforms showed antifungal properties in vitro assays,
further supporting the involvement of chitinases in the defense mechanism of plants
against phytopathogens (Kasprzewska 2003; Saker et al. 2008; Maruthachalam et al.
2011). Results confirm the higher overall expression of the gene So/Chi in resistant
genotype BHRS and the differential up-regulation of tomato, chitinase in the expression

of the incompatible interaction. These data corroborate with those found in the
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experiment of Amaral et al., 2008, which suggests that the gene found in the EST
subtractive library is really involved in the response to fungus inoculation, ie, it is being
differentially expressed after contact with the pathogen in BHRS genotype.

To verify the presence and organization of the SolChi gene in the tomato plant
BHRS genotype, a Southern blot experiment was performed using the 550 bp fragment
of gene So/Chi cDNA as probe and genomic DNA digested with different restriction
enzymes. It was detected only a DNA fragment capable of hybridizing with the probe
with all restriction enzymes used. This result suggests that the gene So/Chi is present in
single copy in the genome of BHRS tomato cultivar (Figure 1). ). Sharma et al. (2009)
found the number of copies inserted into the tomato genome, presenting over 50%
integrated as single copies.

The qPCR requires an efficient method for obtaining large quantities and high
quality of total RNA. Analysis of total RNA samples by 1% denaturing gel
electrophoresis showed the amplicons for the 28S and 18S rRNA, indicating good
quality. The optical density ratio of Azeon30 and Ageo2s0 Was approximately 1.9 and 1.7,
suggesting little contamination of polysaccharides and proteins, respectively, and high
yield of total RNA.

The quantification of gene expression by qPCR was based on the expression of a
target gene in relation to a reference gene (gene with recognized constitutive
expression) by the Pfaffl mathematical model that calculates the ratio of relative
expression of a target gene based on qPCR reaction efficiency (E) and the point at
which the fluorescence satisfactory exceeds the background fluorescence (Ct) of an
unknown sample vs. control, and it is expressed in relation to a reference gene (Pfaffl
2001; Pfaffl et al. 2004). Thus, we can confirm and estimate the variation in gene

expression of SolChi chitinase during infection by Fol race 2 in BHRS tomato
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genotype. The oligonucleotides used in RT-PCR and qPCR reactions are described in
Table 1. Mean Ct values were used to calculate estimates of amplification efficiency for
both genes, given by the equation 274",

Ct values indicate the sensitivity of cDNA detection, showing variations in
reactions and Ct values ranging from one to two cycles within each sample in triplicate.
This can be attributed to uncontrollable factors, such as errors in the estimates of total
mRNA or variation in the efficiency of reverse transcription reaction.

The gene responsible for the elongation factor seems to have stable expression
by findings in a wide range of experiments on potatoes, peaches, rice and tomato
(Brunner et al. 2004; Nicot et al. 2005; Lovdal and Lillo 2009; Tong et al. 2009). In this
experiment, the EF-1a has stable expression under infested tomato inoculated with Fo!/
indicating that it is an appropriate constitutive control gene.

The target gene (SolChi) normalized with EF-1a (constitutive) had the highest
level of expression in roots of both treatments; but after 24 hours of pathogen
inoculation it shown to have twice the highest expression levels compared with
uninoculated plants (Figure 2).

The qPCR reaction amplicon was also analyzed by agarose gel electrophoresis
and data obtained showed no formation of nonspecific products, confirming that the
fragment size of amplified DNA (98pb) was similar to that expected (data not shown).

Experiments involving plants that overexpress chitinase showed that cocoa
leaves and transgenic tobacco plants were more resistant to Colletotrichum
gloeosporioides and R. solanacearum, respectively, than the wild-type strains (Dana et
al. 2006; Maximova et al. 2006). In addition, study has shown that Cercospora
arachidicola induced the increased activity of chitinase in plants of peanut (Igbal et al.

2011), Kuhn (2007) found significant increase in chitinase when bean plants were
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treated with acibenzolar-S-methyl. It is important to remember that, by being wall-fungi
hydrolases, chitinases and glucanases may have synergistic antifungal effect (Martins
2008). The SolChi may have a potential in the defense mechanism of plant in attack of

pathogen.
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Table 1. Sequences of oligonucleotides used for RT-PCR and qPCR assay.

Primer Sequence 5—> 3’
A2 ancora (RT) T(9) CC
SolChi sense (QPCR) AGTGCAGGAACATTCACTGGAGGA
SolChit antisense (QPCR) ACACCAATACCTTGTCCAGCTCGT
EF-1a sense (QPCR) TCAGGCTGACTGTGCTGTTCTCAT
EF-1a antisense (QPCR) GACACCAAGGGTGAAAGCAAGCAA
R

M12 3 4 5 6

23.1kb 23.1 kb
9.4 kb -_—

o WETS =
6.5 kb = 3

4.3%D = o
43kb :

- —

2.3kb
2ok 20k
05 kb 0.5 kb

Figure 1. Analysis of the SolChi gene in the tomato plants genomic DNA. Panel (A) agarose gel
electrophoresis. (B) Autoradiographed Hybridized membrane. Genomic DNA was
digested with restriction enzymes BamHI (1), EcoRI (2), Hindlll (3), Kpnl (4), Pstl
(5), Xbal (6), (M) molecular weight marker in Kb. As probe we used the cDNA
fragment of 550 bp. Hybridization was proceeded with the kit ECL Direct Nucleic
Acid Labeling and Detection Systems (Amersham Biosciences). The numbers on the
left of the gels represent the size in Kb.
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Figure 2. Real-time PCR analysis of Sol/Chi gene expression in tomato inoculated
with race 2 of Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici. EF-1a gene was chosen as an
endogenous control. Data represent the average of three independent experiments with
standard errors.
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Resumo

A murcha de fusario, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), é
uma doenca que ocorre em todas as regides do mundo onde o tomate é cultivado,
podendo se manifestar em qualquer dos estadios de desenvolvimento da planta. A
resisténcia genética tem sido apontada como a melhor estratégia para o manejo dessa
doenca fungica. Alguns trabalhos com plantas transgénicas obtiveram elevados niveis
de expressdo de quitinases, demonstrando que esta expressdao determina um aumento da
resisténcia vegetal a diversos patdgenos. Este trabalho investigou a participacdo da
quitinase contra a doenga murcha de fusario desenvolvendo uma planta transgénica
superexpressando o gene de interesse na cultivar Santa Clara. Sementes do cultivar
Santa clara foram desinfestadas e apds 10 dias da germinag@o os cotilédones foram
cortados em segmentos transversais para inoculacdo com a co-cultura de A. tumefaciens
contendo o plasmideo Pbs-35s Chi AMV NOS 2. Em seguida, os explantes foram
transferidos para sala de crescimento para aguardar a regeneracdo. As plantas
desenvolvidas sobreviverem a selecdo da transformacdo, utilizando o antibidtico
Canamicina (50mg/L) e Timetin (250mg/L), sendo aclimatadas e analisadas
moleculamente, utilizando-se primers especificos para a deteccdo dos transgenes.
Foram identificadas 12 plantas transgénicas PCR positivas para o gene de quitinase, e
em seguida as plantas foram testadas pela técnica de RT-PCR para detectar mRNA

transcrito, quando 10 plantas comprovando a transcri¢do do transgene.

Palavras chaves: Tomate, Quitinase, A. tumefaciens, Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici.
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INTRODUCAO

A cultura do tomate (Solanum Ilycopersicum) destaca-se no ambito por sua
importancia economica e social. No Brasil, ¢ a segunda olericola em importancia
econdmica, sendo precedida pela batata e seguida pela cebola (IBGE, 2009;
AGRIANUAL, 2008). Seu cultivo ¢ bastante sensivel a problemas fitossanitarios,
estando sujeito ao ataque de mais de uma centena de doengas de causas bidticas
(fungos, bactérias, virus e nematoides) e abidticas, afetando e limitando a produgdo
dessa hortalica em todo o mundo (LOPES; AVILA, 2005). E importante destacar que o
uso indiscriminado de defensivos agricolas respondem hoje por mais de 35% do custo
total de uma lavoura de um hectare de tomate, além decomprometer a qualidade de vida
do trabalhador rural € do consumidor (REIS; BOITEUX, 2007)

O Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Fol), agente da murcha de fusario,
constitui um fator limitante a uma maior produtividade agricola, podendo causar até
100% de perda em cultivares mais suscetiveis. Ela ¢ uma doenca que ocorre em todas as
regides onde o tomate é cultivado, podendo se manifestar em quaisquer estadios de
desenvolvimento da planta, embora seja mais comum no inicio do florescimento e na
frutificacdo, sendo o tomate o tinico hospedeiro desse fungo de solo (KUROZAWA;
PAVAN, 2005; SOUZA et al., 2010).

Nenhuma medida de controle quimico é efetiva e economicamente viavel no
controle da furasiose em tomateiro (BLANCARD, 1996), sendo o uso de genotipos
resistentes o unico meio seguro e eficiente de controle da doenca (KUROZAWA;
PAVAN, 2005). A resisténcia genética torna-se uma ferramenta fundamental e
indispensavel para uma nova agricultura, mais racional e sustentavel. As enzimas
hidroliticas quitinases e [3-1,3-glicanases sdo capazes de degradar os maiores
constituintes da parede celular (quitina e $-1,3-glicana) de muitos fungos filamentosos e
vém sendo extensivamente estudadas em plantas (CAVALCANTI et al., 2006; BOAVA
et al., 2010) . A degradacdo de polissacarideos estruturais da parede celular de fungos
ou alteragdes na sua arquitetura, promovidas por essas enzimas, podem prejudicar o
desenvolvimento do microrganismo, impedindo seu crescimento (ZAREIE et al., 2002;
SCHWANESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).

Alguns trabalhos com plantas transgénicas com elevados niveis de expressdo de
quitinases foram publicados, demonstrando que essa expressao determina um aumento

da resisténcia vegetal a diversos patogenos (YAMAMOTO et al., 2000; ROHINI; RAO,
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2001). Apesar das intensas pesquisas em quitinases de plantas e considerando as
propriedades dessas enzimas, a sua real funcdo nas reagcdes de defesa nas plantas ainda
ndo esta totalmente esclarecida.

A transformagdo genética mediada por Agrobacterium spp. € a estratégia mais
comum usada para transformar plantas de tomate, por ser um sistema simples, eficiente
e que deposita uma unica ou poucas copias do transgene no genoma. Atualmente ha
trabalhos ndo s6 demonstrando essa possibilidade mas também descrevendo protocolos
eficientes de transformacdo em tomate que envolvem técnicas de transformacao
genética, os quais avaliam o efeito de antibidticos na regeneragdo dos explantes, a
expressdao de genes marcadores e a expressdo de genes para resisténcia a antibioticos
(COSTA et al., 2000, IEAMKHANG; CHATCHAWANKANPHANICH, 2005; ABU-
EL-HEBA; HUSSEIN; ABDALLA, 2008; KHOUDI et al, 2009;
SARKER; ISLAM; HOQUE, 2009; KAUR; BANSAL, 2010; VAN; FERRO;
JACOBSEN, 2010).

Agrobacterium em condi¢des de laboratorio possibilita a utilizagdo como um
vetor universal de transformagdo genética e pode ser explorada como uma nova
ferramenta biotecnoldgica para a engenharia genética de todos os organismos
eucaridticos, permitido a obtencdo de um grande numero de plantas geneticamente
modificadas, auxiliando modelos de estudo das intera¢des patdgeno-hospedeiro, do
transporte intercelular de macromoléculas ¢ do direcionamento de proteinas para o
nucleo. O objetivo desse estudo foi gerar plantas transgénicas superexpressando o gene
de quitinase na cultivar de tomate Santa Clara, para aumentar a resisténcia contra a

doenga causada pelo Fol.
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MATERIAL E METODOS

Desinfestacdo e germinacio de sementes

Sementes da cultivar Santa Clara foram desinfestadas utilizando 1% de
hipoclorito de sddio em seguida colocadas em uma seringa e adicionado aos poucos 20
mL de agua destilada autoclavada com 2 gotas de tween 20 descartando a dgua a cada
lavagem. Apos as lavagens, as sementes foram germinadas em Magentas (Sigma
Chemical Company, EUA), em meio contendo a metade da concentracdo de sais de MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), incubadas a temperatura de 27 + 2°C, sob irradiancia
de 24 a 36 umoles m-2 s-1 ¢ 16 horas de fotoperiodo.

Construcio do vetor

O gene quitinase (So/Chi) foi isolado da cultivar BRH, utilizando primes
especificos para obter o gene do inicio ao fim. O DNA isolado foi inserido entre os
sitios de Spel e Ecor V do vetor TOPO T.A. (Invitrogen). O cassete de expressdo
utilizado foi do vetor Pbs-35 s Chi AMV NOS 2 dos sitios Hind Il a Ecor I. O vetor
PCBI 2300 foi utilizado do sitio Xba I a Sma I, onde esse fragmento possui a resisténcia
ao antibidtico cananicina e a origem da replicacdo. Os fragmentos dos vetores foram
ligados utilizando a enzima T4 ligase (Invitrogen) por duas horas em temperatura
ambiente, gerando o vetor Pbs-35 s Chi AMV NOS 2 que foi transferido para A.
tumefaciens estirpe EHA105 (Hood et al., 1993) por eletroporacdo de acordo com Dias

et al. (2006). Como agente seletivo para a 4. tumefaciens foi usada a rifamicina.

Transformacido da Agrobacterium EHA105 com o gene de interesse (Pbs-35 s Chi
AMV NOS 2)

Um pL. de DNA (Pbs-35 s Chi AMV NOS 2) foi pipetado, colocado no tubo
contendo a célula eletrocompetente, EHA105, e deixado no gelo por cinco minutos. Em
seguida foi transferido para uma curveta de eletroporagdo. Acoplada ao eletroporador, a
curveta foi submetida ao pulso elétrico onde foi ajustada uma eletroporacao sob 25uF
de capacitancia, 400Q de resisténcia e voltagem de 1,80KV. Em seguida um mL de
meio SOC (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) foi adiconado a curveta, homogeneizado
delicadamente e transferido para um tubo estéril, o qual foi incubado por uma hora a

28°C sob agitacdo de 200 rpm por duas horas. Apos o periodo de incubacgao, as células
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transformadas foram centrifugadas em microcentrifuga a 22°C e 7000 rpm por dois
minutos. 840 pL do sobrenadante foram removidos e as células foram ressuspendidas
no volume restante, o qual foi depositado em placa contendo meio LB-agar
(SAMBROOK et al., 1989) com canamicina (50ug/mL) mais rifamicina (50pg/mL), o
qual foi espalhado por toda a placa com o auxilio de uma al¢a de Drigalski. A placa foi
entdo incubada em estufa a 28°C até crescerem as colonias (dois dias). As colonias que
cresceram foram testadas por reacdes em cadeia da polimerase (PCR), com primers

especificos (sequéncias de DNA presente do gene introduzido

Co-cultura Tomate-Agrobacterium

Em cabine de fluxo laminar, os cotilédones de sementes germinadas de tomate
foram cortados transversalmente (0,5 x 0,5cm) para a penetracdo da Agrobacterium,
sobre papel-toalha autoclavado e umedecido com agua estéril. Em uma placa de Petri
autoclavada, os cotilédones foram imersos na suspensdo de Agrobacterium EHA105
transformado com o vetor Pbs-35 s Chi AMV NOS 2, que passou por um periodo de
incubacdo de 14h-16h a 28°C com agitagdo até atingir uma OD600nm de 0,6, numa
diluicao de 1:10 de meio 2XYT (1,6 % bacto-triptona + 1,0 % extrato de levedura +
0,5% NaCl) por 30 minutos. Em seguida, os explantes foram enxugados em papel-filtro
estéril e colocados em placas de Petri contendo meio MS, vitamina B5, 3% sacarose,
4,5 uM zeatina e 200 pM acetossiringona por dois dias no escuro. Apos esse periodo, os
explantes foram transferidos para meio de regeneragdo contendo MS, vitamina B5, 3%
sacarose, 4,5 uM zeatina, 250 mg/L timetim e 50 mg/L de canamicina, em seguida
levados para sala de crescimento com temperatura e fotoperiodo controlados. Em uma
segunda placa de Petri, outros cotilédones foram da mesma forma arrumados, porém

sem entrar em contato com a Agrobacterium, atuando como controle da transformagao.

Selecao e crescimento das plantas

Ap6s 21 dias na sala de crescimento, os cotilédones controle (ndo
transformados) e transformados foram transferidos para novo meio MS, vitamina BS,
3% sacarose, 0,1 mg/L zeatina, 250 mg/L timetim e 50 mg/L de canamicina, para
estimular o surgimento de brotos IEAMKHANG; CHATCHAWANKANPHANICH,

2005). Posteriormente foram transferidos para vasos contendo solo e em seguida
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levados para aclimatacdo em casa de vegetagdo. As plantas transformadas e ndo

transformadas foram cultivadas até a coleta das sementes (Figura 1).

Calculo da frequéncia de regeneracio e transformacao

A eficiéncia de regeneracdo e de transformacdo dos explantes foi calculada pela

seguinte formula.

Frequéncia de regeneracdo (%) = Total de explantes regenerados em meio de selecao /

Numero total de explantes X 100

Eficiéncia da transformacdo (%) = Total de explantes confirmados por RT-PCR /

Numero total de explantes X 100

Analise das plantas por reacées em cadeia da polimerase (PCR)

Extracio de DNA genomico das plantas para analise por PCR

A andlise molecular foi realizada para confirmar a integragdo e expressao
do transgene. O DNA genOomico foi isolado de folhas jovens das 44 plantas
supostamente transgénica e controle apds a formagdo dos brotos, de acordo com

Ferreira e Grattapaglia (1996).

A PCR

Para a amplificacdo do PCR, um micrograma do DNA foi tratado com RNase
para ser utilizado com template. Cada reagao de PCR foi realizada em 50 ul de volume
final. Os primers utilizados para amplificacdo foram: forward primer: 35SAMVTE 5'-
CCACTATCCTTCGCAAGAC -3 reverse primer: SolChi-r 5'-
ACACCAATACCTTGTCCAGCTCGT -3'; forward primer: 35SAMVf 5'-
CCACTATCCTTCGCAAGAC -3 reverse primer: TNOSr 5'-
ATCATCGCAAGACCGGCA -3'. Os produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio (0.5 pg/ml),

visualizados e foto documentados sob luz ultravioleta.
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Analise RT-PCR

A RT-PCR foi realizada em sementes obtidas a partir de PCR positiva TO em
plantas auto-polinizadas que foram cultivadas em casa de vegetagdo. O RNA total das
provaveis plantas transformadas (T1) foi isolado e utilizado para a realizacdo de RT-
PCR com o kit SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen). Para descartar a possibilidade de ter amplificado DNA contaminante nas
amostras, a amplificacdo do PCR direto da preparagdo do RNA foi realizada sem a
transcricdo reversa. Uma amostra de RNA sem transcriptase reversa serviu como
controle negativo ¢ o DNA do plasmideo Pbs-35 s Chi AMV NOS 2 serviu como
controle positivo. Os fragmentos amplificados (utilizando os mesmos componentes,
primers e as condi¢des de amplificacdo do gene quitinase descritos anteriormente),

foram separados em gel de agarose 1,2% e foto documentados sob luz ultravioleta.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A engenharia genética ¢ uma ferramenta com grande potencial para obtengdo de
plantas resistentes a doencas. Diversos genes relacionados com a defesa de plantas
contra patogenos tém sido identificados, clonados e introduzidos em plantas por
transformag@o genética. (BARBOSA-MENDES et al., 2009; IQBAL et al., 2012;
MONTEIRO-HARA et al., 2011) Esses genes introduzidos em plantas, normalmente,
s80 colocados sob o controle de promotores fortes, tais como o PCaM V35S, que induz a
expressao constitutiva do gene em todos os tecidos e estagios de desenvolvimento da
planta. O uso de um promotor que torne a expressao do gene de interesse restrita no
tempo e local da invasao do patogeno seria ideal para os casos de indu¢do de resposta de
defesa pela planta.

Doengas fungicas constituem um grande desafio para os milhdes de agricultores
que lidam com a cultura do tomate. Uma grande propor¢do da produgdo ¢ perdida
anualmente, apesar dos esfor¢os do melhoramento com fins de resisténcia.

Na tentativa de obter plantas transgénicas de tomate da cultivar Santa Clara
resistentes @ murcha de fusario, causado por Fol uma das principais doengas que atacam
os tomateiros, foi utilizado o gene So/Chi que hidrolisa quitina, um dos principais
constituintes da parede celular dos fungos, sob o controle de um promotor constitutivo.

Este ¢ o primeiro relato de transformag@o genética com o gene de quitinase
mediada por Agrobacterium em cultivar de tomate. Assim esse protocolo de
transformagdo oferece novas oportunidades para gerar novas cultivares de tomate para
diferentes caracteristicas agrondmicas ou de resisténcia a outros patogenos.

Para confirmacao dos vetores construidos foram realizadas reagdes de clivagem,
usando enzimas de restri¢dos especificas, de acordo com o vetor e fragmento a ser
liberado. A visualizagao foi observada apds a eletroforese, aplicada em gel de agarose e
corado com brometo de etidio. Na figura 2, confirma¢do do gene de quitinase inserido
no vetor TOPO TA (Invitrogen). Na figura 3, fragmetos do vetor Pbs-35s AMV NOS 2
digeridos com as enzimas Hind IIl a Ecor I e o vetor pPCAMBIA 2300 digeridos com a
enzima Xho I, os fragmentos foram utilizados para a construgdo do vetor final. A
representacao esquematica do T-DNA presente no vetor Pbs-35 s Chi AMV NOS 2
utilizado para transformar folhas de tomate mediado por A. tumefaciens (Figura 4).

Foram preparados 150 explantes cotiledonares, dos quais 44 foram resistentes a
cananicina, sobrevivendo ao meio de selegdo. Isso representa uma frequéncia de

regeneracdo de 29%. Analise molecular do suposto TO transformante foi realizada
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por PCR. A analise por PCR foi realizada utilizando DNA genomico da suposta plantas
de tomate transgénicas Santa Clara, utilizando-se primers especificos para a detecgdo
dos transgenes (35S AMV-F, NPT II; 35S AMV-F, tnos-R; 35S AMV-F, SolChi-R)
(Figura 4). Foi possivel detectar a inser¢do do transgene So/Chi no genoma do tomate,
também utilizando os primers especificos para a amplificagdo do gene de sele¢ao nprll.
A detec¢do do gene nmptfll também foi realizada por Kaur e Bansal (2010) para a
confirmagdo da transformag@o genética em plantas de tomate contendo o vector pBI101.

Das 44 plantas obtidas pelo processo de transformagdo via A. tumefaciens,
apenas 12 foram positivos para PCR, mostrando o fragmento esperado de 950 pb
(FIGURA 5). Como esperado, plantas ndo transgénicas que passaram pelo mesmo
protocolo de regeneragdo nao apresentaram o fragmento. Estas observagdes confirmam
que o gene So/Chi foi integrado no genoma dos brotos transformados de tomate.

As sementes obtidas a partir das plantas que tiveram a PCR positiva T0 por auto-
polinizagdo foram cultivadas em casa de vegetacdo e posteriormente analisadas por
PCR e RT-PCR, utilizando primers especificos para a deteccao dos transgenes. Dez das
doze plantas selecionadas (T1) deram resultados positivos para o PCR (Figura 6),
representando uma eficiéncia de transformagdo de aproximadamente 7%.

Para avaliar a resisténcia fungicas, a RT-PCR foi utilizada para confirmar a
capacidade de transcrigdo do gene So/Chi nas plantas transgénicas (T1) e ndo
transgénicas. Os perfis de expressdo para o gene So/Chi foram determinadas utilizando
primers especificos para a sele¢do da expressdo do gene em tomate. O RNA total foi
extraido das plantas transformadas e plantas ndo transformadas (controle negativo) e
submetido a RT-PCR. Fragmentos de tamanho esperado foram produzidos a partir de
RNA de plantas transgénicas (T1), mas com densidades diferentes, e estavam ausentes
no controle negativo (Figura 7). Estes resultados indicam que o gene introduzido foi
capaz de transcrever mRNA que foi usado como modelo na reacdo RT-PCR. A técnicas
RT-PCR pode ser usada para medir os niveis de RNA, confirmando a presenca ou
auséncia de determinados transcritos. Abdallah et al. (2010), utilizando RT-PCR para
detectar a expressao do gene foml em plantas transformadas de tomate, revelando que
todas as plantas expressaram mRNA do transgene.

Alguns fatores podem explicar a menor frequéncia de regeneracdo da cultivar
Santa Clara apos a transformacao via Agrobacterium. As células dos tecidos

cotiledonares da Santa Clara mostraram-se mais sensiveis a canamicina. Assim, uma
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menor frequéncia de regeneracgdo, ap6s transformagdo, pode ser atribuida a sua maior
sensibilidade ao antibidtico canamicina.

Em estudos recentes, cotilédones foram utilizados como fonte de explantes para
alcangar alta frequéncia de transformacdo de tomate (KHOUDI et al., 2009; SARKER,
ISLAM, HOQUE, 2009). A capacidade de regeneracdo pode ser alterada sendo
influenciada pelo tamanho e idade do explante, concentra¢do de antibidticos, hormonios
(IEAMKHANG, CHATCHAWANKANPHANICH, 2005; VAN, FERRO,
JACOBSEN, 2010) e a densidade da co-cultura de Agrobacterium utilizada para a
infec¢do também influencia na transformagdo (GAO et al., 2009).

Segundo Andow et al. (2004), como a insercdo génica ¢ aleatdria no genoma, o
transgene pode integrar-se em regioes de alta ou de baixa expressdo génica, ou até
mesmo dentro de genes enddgenos inativando-os, ou adjacentes a eles alterando sua
expressdo. A recombinacdo genética que ocorre nas geragdes seguintes, dependendo dos
loci de insercdo, pode causar um desbalango nos niveis de expressio do gene de
interesse € mesmo de genes nativos da planta.

No processo de regeneracdo in vitro dos tomateiros Santa Clara, nenhuma
diferenca morfolégica aparente foi observada nas plantas transgénicas quando
comparadas a plantas ndo transgénicas quatro meses apds a transferéncia das plantas

para a casa de vegetacao.
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FIGURA

Figura 1 — Diferentes estagios de desenvolvimento dos explantes de tomate transgénico pela
regeneragdo mediada por cotiledone; a. explantes  cotiledonares Co-cultivados; b.  Explante em
regeneragdo; c. folhas regeneradas; d. Enraizamento contendo as raizes secundarias e terciarias; e.
mudas transgénicas cultivadas em vaso.
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750-

Figura 2. Padrao da eletroforese do vetor TOPO TA . M - Marcador de peso molecular 1 kb

ladder; 1- Fragmento de So/Chi préximo a 1000 bp.

pb

9000-

1000-

Figura 3. Padrio da eletroforese dos vetores Pbs-35s AMV NOS 2 e pCAMBIA 2300. M- Marcador de
peso molecular 1 kb ladder; 1- Fragmento resgatado e purificado do vetor Pbs-35s AMV NOS 2 de
aproximadamente 1200bp; 2- Fragmento resgatado e purificado do vetor pCAMBIA 2300 de
aproximadamente 8600bp.



97

35Ster NPT a5 Tnos SolChi AMV 4 d35Spro
BE £ BD

—> < —>|—> <
Ecorl  Smal Xbal Bglll Hind 11

Figura 4. Representaciio esquematica do T-DNA presente no vetor Pbs-35 s Chi AMV NOS 2, utilizado
para transformar folhas de tomate mediado por A. tumefaciens. Borda esquerda (BE), terminador 35S
(35Ster), gene (npt 1) que confere resisténcia & Canamicina, promotor 35S (35Spro), terminador (nost), cassete
de expressdo do gene Chitinase (So/Chi), virus do mosaico da alfafa (AMV), promotor 35S duplicado
(d35Spro), borda direita (BD). Setas representando primers especificos utilizados para confirmag@o das plantas
transgénica, primers 35S AMV-F, NPT 470c; 35S AMV-F, tnos-R; 35S AMV-F, SolChi-R

7 _8ES9" 210 11 2

Figura 5. Analises de PCR do tomate. M — Marcador de peso molecular (1 kb Ladder); linhas 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
8, 9,10, 11, 12 — plantas transgénicas
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Figura 6 - Analise das provaveis plantas transgénicas (T1) de tomate para a presenca do gene de

quitinase. M - marcador (1 kb), / controle positivo, 2—10 provaveis plantas transgénica.

Figura 7 - Analise RT-PCR das provaveis plantas de tomate para a presenga do gene de quitinase. M
Marcador (1 kb), /—10 plantas transgénicas, // cultivar Santa Clara convencional (Controle
negativo).
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CONCLUSOES GERAIS

Diante das condi¢des experimentais e pelos resultados obtidos durante o trabalho pode-

se concluir que:

Os dados gerados pelos marcadores moleculares RAPD e IGS utilizando as trés
racas de F. oxysporum f. sp. lycopersici, possibilitaram demonstrar a formagao de dois

agrupamentos, mostrando que as ragas 1 e 2 tem mais similaridade.

A PCR-RAPD de quatro primers (OPB07, OPA08, OPA 18, OPA 20) revelaram
um fragmento presente apenas na raga 3, sugerindo potencial utilizacdo como

marcadores moleculares.

Foi possivel detectar que o gene So/Chi estd presente em tnica copia no genoma

da cultivar BHRS de tomate.

O ataque do fungo (Fo/) promoveu a expressdo diferencial de quitinases que foi
encontrada no tecido radicular do tomateiro (cultivar BRHS), sugerindo a participacao

no processo de defesa perante o fungo.

A transformacdo genética de Solanum lycopersicum € um processo viavel, sendo
possivel a obtengdo de plantas transgénicas com a constru¢do genica contendo o gene

SolChi, podendo resultar em uma maior resisténcia a doenga causada pelo fusario.
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