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Resumo

A biotecnologia vegetal tornou-se uma ferramenta fundamental no melhoramento
das mais variadas espécies. Na sua vertente de transformacao genética, abriu novos
horizontes de interesse agricola e econémico, no controlo de doencas e pragas. No
lGpulo, a perda de produtividade, devido a infecgdes virais, levou a que a estratégia de
transformacao genética, para introducdo de resisténcia a virus, se tornasse
extremamente interessante. Neste trabalho, procurou-se estabelecer condicbes para
obter um sistema de transformacdo eficiente, com base na introducdo do gene da
capside viral. Testou-se o0 sistema de regeneracdo em duas variedades (Eroica e
Brewer’'s Gold) e num clone espontaneo (Braganca). Utilizaram-se diferentes meios base
e diferentes explantes (folhas, peciolos e entrends). Apds determinacao dos meios com
maiores taxas de regeneracao, testaram-se nestes, alteracdes de pH, adicdo de acido
salicilico e de sulfato de cobre, stresse térmico e diferentes concentracbes de acucar,
conseguindo-se aumentar a frequéncia regenerativa, sem no entanto, o aumento
ultrapassar os 10 %. Os entrends foram os explantes com melhor resposta regenerativa
(60 %).

Apoés determinacdo molecular do sexo das plantas, seleccionou-se o clone
Braganca para transformacdo genética, por ter taxas de regeneracdo superiores,
encontrando-se ainda em boas condi¢Bes fitossanitarias e fisiologicas. Este sistema de
regeneracdo, permitiu desenvolver dois processos de transformacéo: 1) mediado por
Agrobacterium e 2) bombardeamento de particulas. Nestes utilizaram-se dois plasmidios:
0 plasmidio p35SGUSINT contendo os genes uid A e npt Il, para determinacdo das
condicbes de transformacédo e, o plasmidio pPROKArMV com os genes npt Il e cpArMV
(capside viral). Os ensaios de transformacdo mediada por Agrobacterium foram
optimizados, quanto ao tempo de corte antes da transformacdo, presenca de
acetoceringona, tempo de co-cultura, antibidticos para eliminacdo das bactérias, inicio da
seleccdo e concentracdo do antibidtico de seleccdo. Verificaram-se os melhores
resultados com corte dos explantes entre 26 e 48h antes da co-cultura, sem
acetoceringona no meio, 48h de co-cultura, utilizagdo da mistura 250 mg/L de
carbenicilina e 250 mg/L de cefotaxima para eliminacdo bacteriana, inicio da selecgao
apos 3 dias do inicio da co-cultura, com 25 mg/L de canamicina. No bombardeamento de
particulas da optimizacdo resultou: utilizagdo da pressdo a 1500 e 2000 psi, a uma
distancia de 9 cm. Plantas, com presenca estavel do gene cpArMV, determinada por
andlise de PCR (ap6s 6 meses de selec¢do), foram testadas por Southern blotting, RT-

PCR, DAS-ELISA e Northern blotting. Na transformacdo mediada por Agrobacterium e
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por bombardeamento de particulas, a percentagem obtida foi, respectivamente, 0,91 % e
0,76 %. Apds 2 anos em terra, as plantas transformadas utilizando os dois processos,
foram testadas para o gene da cpArMV. Destas, as obtidas por transformacédo mediada
por Agrobacterium evidenciaram, pela técnica de Southern blotting, o gene cpArMV

integrado no genoma.

Abstract
Plant biotechnology has become an essential tool for the improvement of plant

cultivars. Genetic engineering, used as a strategy to control diseases and plagues in
plants, has been an area of biotechnology with high agronomic and economic interest. In
hop case, the lost of productivity, due to viral infections, as made the genetic engineering
use to introduce virus resistance, highly worthwhile. In this study, the conditions were
established to obtain an efficient transformation system based on the use of capsid viral
gene. The regeneration system was tested in two varieties (Eroioca and Brewer’s.Gold)
and in spontaneous clone (Braganca). Several basal mediums were used, as well as
several types of explants (leaves, petiole and stems). The basal mediums with higher
regeneration rates were selected and several other conditions were tested on these
mediums: alterations on the pH, addition of salicylic acid and cupper sulphur, temperature
stress and several sugar concentrations. Higher regeneration rates were achieved, but
only up to 10%. Stems were the explants that exhibited the best regeneration frequency
(60 %).

After molecular identification of the sex of the plant, the clone Braganca was
selected for genetic engineering, due to its superior regeneration rates, as well as its
good phytosanitary and physiologic conditions.

Using the established regeneration system, it was possible to develop two
transformation processes: 1) Agrobacterium-mediated and 2) particle bombardment. Two
plasmids were used in both processes: plasmid p35SGUSINT with uid A and npt Il genes,
for establishment of transformation conditions and, plasmid pROKArMV with npt Il and
CpArMV (viral capsid) genes. Agrobacterium-mediated transformation assays were
optimised for: cutting time before transformation, presence of acetosseringone, period of
co-culture, antibiotics used for bacteria elimination, beginning of selection, concentration
of the selection antibiotic. Best results were obtained for, cutting of the explants between
26-48h before co-culture, without acetosseringone in the medium, 48h of co-culture, 250
mg/L of carbenicilin and 250 mg/L of cefotaxim for bacteria elimination, beginning of
selection 3 days after the beginning of co-culture using 25 mg/L of kanamicin. Particle

bombardment conditions optimisation resulted in the use of 1500 and 2000 psi pressure,
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at a distance of 9 cm. Transformed plant, showing stable presence of the cpArMV gene
by PCR (after a selection period of 6 months), was tested by Southern blotting, RT-PCR,
DAS-ELISA and Northern blotting. The percentage of transformation was 0.91% for the
Agrobacterium-mediated process and 0.76% for particle bombardment.

After two years in soil conditions, the plants originated from Agrobacterium-
mediated and particle bombardment transformation, were tested for the cpArMV gene.
From these, the plants obtained by Agrobacterium-mediated transformation, exhibited,
through Southern analysis, the cpArMV gene integrated in the genome.
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Resumo

O Humulus lupulus L. € uma espécie herbacea perene e didica da familia Cannabaceae,
de grande valor econdmico na industria cervejeira. O lGpulo, como é vulgarmente conhecido, tem
um papel determinante nesta industria em todo o mundo. Actualmente, mais de 40 variedades
desta planta sdo exploradas em mais de 67 925 ha em todo o mundo, atingindo uma producéo de
cerca de 80 000 toneladas. A sua distribuicdo espontdnea ocorre em zonas temperadas,
encontrando-se no hemisfério norte acima dos 32° de latitude até ao maximo de 55°. A sua
utilizacéo na industria cervejeira s6 comecgou no século Xll, tendo a sua utilizacdo sido polémica,
na altura. No século XV a sua utilizacdo no fabrico da cerveja era ja universal e hoje o lipulo
produzido para este fim, € uma significativa fonte de rendimento em muitos paises.

O ldpulo é uma espécie sensivel a um vasto conjunto de pragas e doencas. Os nematodos
e os insectos, causadores de danos nas plantas que comprometem a producdo e a sobrevivéncia
das mesmas, sdo vectores de dispersdo de agentes patogénicos, como bactérias e virus. Existem
inmeros virus e virdides capazes de infectar e destruir as plantacées de lGpulo. Entre os mais
comuns destaca-se o0 Virus do Mosaico de Arabis (ArMV) que causa grandes reducdes no
contetido em a-acidos, comprometendo a comercializagéo da produgéo.

Os virus sdo constituidos por um conjunto de uma ou mais moléculas de acido nucleico,
normalmente incluidas numa capside proteica, ou numa capside de proteina e lipoproteina, capaz
de proporcionar a sua replicacdo apenas em determinadas células hospedeiras. As listagens mais
recentes consideram 9 familias de virus de plantas com 33 géneros. De entre eles os Nepovirus,
aos quais pertence o Virus do Mosaico de Arabis, tém como acido nucleico RNA de cadeia dupla,
bipartido. As infeccBes por Nepovirus produzem sintomas como mosaicos, necrose sistémica e
cloroses em anel “Ringspots”. A transmissdo destes virus é feita por nemétodos via sistema
radicular.

Os primeiros trabalhos de cultura in vitro de ldpulo sdo da década de 70 do sec. XX. O
objectivo era a obtencdo e micropropagacédo de plantas livres de virus. A obtencédo de plantas
apos transformacgédo genética € um dos possiveis objectivos da regeneracé@o de plantas in vitro. A
possibilidade de transferir DNA estranho para células vegetais, foi possivel desde que se
reconheceu que as bactérias fitopatogénicas, Agrobacterium tumefaciens, e a Agrobacterium
rhizogenes eram capazes de fazer essa transferéncia. A transformacdo genética mediada por
Agrobacterium comecou na década de 80 do século XX, envolvendo actualmente, mais de 40
espécies. O Agrobacterium tumefaciens transfere uma porcao (T-DNA) do seu Ti-plasmidio para o
nucleo das plantas, fungos ou células animais. Existem protocolos de transformac¢éo em varias
espécies vegetais com base nesta transferéncia de material genético pelo Agrobacterium, sendo
provavelmente a metodologia mais difundida. Em mais de 30 paises existem mais de 3000

campos de experimentacdo com plantas transgénicas.
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A biolistica ou transformacédo genética por bombardeamento de particulas consiste no
choque de particulas densas (microprojécteis de ouro ou tungsténio) a grande velocidade contra
as células vegetais, provocando ferimentos de diferentes dimensdes. O gene ou genes sao
introduzidos nas células a transformar, associados a estas particulas. Desde 1988, que esta
técnica de transformacdo tem sido largamente utilizada em herbaceas, monocotiledéneas (em

particular, cereais), leguminosas e lenhosas.
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1.1. Humulus lupulus L.

1.1.a. Caracteristicas botanicas e distribuicao

O Humulus lupulus L. € uma espécie pertencente a familia Cannabaceae,
descrita pela primeira vez, em 1949 por Pélya que, em conjunto com o género Cannabis,
constituem os dois Unicos géneros desta familia. O ldpulo, como é vulgarmente
conhecido, é uma planta herbacea perene, didica e normalmente dipléide (2n=20) (Heale
et al., 1989), com 6évulos anatropos. Possui algumas caracteristicas particulares,
nomeadamente o seu rapido crescimento, e a capacidade para crescer e rodar em
simultaneo, trepando e enrolando os seus caules em volta de um suporte. O lupulo
chega a atingir 7 a 9 metros de altura, em menos de 4 a 5 meses (Heale et al., 1989).

Durante o Inverno, toda a parte aérea da planta senesce, ficando o llpulo
reduzido ao rizoma, até ao inicio da préxima Primavera. Este rizoma tem gemas e raizes
(Fig.1.1.d), organizadas num sistema complexo que pode atingir 7-8 metros de
profundidade (Hiller et al., 1996).

Na Primavera e inicio do Verdo, nos chamados Jardins de lUpulo (campos de
producdo de lupulo) Fig.1.1.a) e b), as plantas crescem enrolando-se aos suportes no
sentido destrdgiro, segurando-se a estes gracas aos tricomas em forma de bigorna ou
ganchos que revestem os caules (Fig.1.1. c). As folhas séo cordiformes lobadas verde-
escuro, com extremidades finamente recortadas, em geral opostas, com algumas
excepcbes em algumas que, ha zona superior, surgem opostas mas isoladas (Hiller et
al., 1996).

No fim de Junho, o crescimento vegetativo vertical cessa, como resposta a
diminuicdo do fotoperiodo tendo inicio o desenvolvimento lateral dos meristemas florais
(Hiller et al., 1996).

Por se tratar de uma planta dibica, a morfologia das suas flores, em cada um dos
sexos, é bastante diferente. As inflorescéncias surgem nas axilas das folhas. As
inflorescéncias masculinas sdo paniculas multiflora com cerca de 10 cm de comprimento,
enguanto que as femininas se encontram em estrobilos com forma bojuda e arredondada
gue, dependendo da variedade, quando completamente desenvolvidos, atingem cerca de
5 a 6 cm, (Fig.1.1. e) f) e g)). Nas paniculas as anteras sdo sésseis com deiscéncia
foraminal no apice (Castroviejo et al., 1993). Os estrobilos sédo constituidos por um
elevado numero de bracteas externas verde-amareladas e bractéolas internas
sobrepostas ligadas a um eixo (http://biodiversity.uno.edu/delta/; Benitez et al., 2001).

Quando removidas as bracteas, verifica-se que 0 eixo é revestido por tricomas inseridos
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em zig-zag. Cada uma das bractéolas protege, na sua base, um pequeno aquénio (fruto).
Tanto o fruto como as bracteas (Fig.1.1. i) estdo revestidos de glandulas amarelo-
translicido (Fig.1.1. h, i), contendo uma substancia com aspecto de um p6 amarelo
composto maioritariamente por a e f-acidos (Fig.1.1. I). Muito do valor comercial do
lGpulo depende da abundéancia deste pé. Com o avanco da época quente, estas bracteas
vao adquirindo uma cor acastanhada intensa (Fig.1.1. j). Estas substéncias existem
essencialmente nas flores femininas, pelo que, sdo as plantas femininas que constituem

0s campos de cultura de lapulo espalhados pelo mundo (Hiller et al., 1996)

Figura 1.1.- a) e b) Imagens de campos de lipulo (jardins de lapulo). ¢) Inicio do crescimento
vegetativo nos campos de lupulo. d) Por¢des de rizoma com gemas. e) Estrobilos femininos. f) e
g) Fases iniciais do desenvolvimento do estrébilo. h) Corte longitudinal de um estrébilo. i)
Tricomas (glandulas amarelo-transltcido) na base de uma bréactea. j) Flores e bracteas maduras e
secas de onde se retiram 0s compostos de interesse econdémico do ldpulo. |) P6 amarelo (a e -
acidos) isolado das flores.

Distribuicdo e exigéncias edafoclimaticas do lupulo

O ldpulo encontra-se distribuido nas regides temperada do globo, sendo
espontaneo no hemisfério Norte acima dos 32° de latitude e estendendo-se, no maximo,
até aos 55° (BH, 2001). Embora a origem da sua comercializacdo seja europeia, a sua
distribuicdo e exploracdo actual expande-se pela América do Sul, Africa do Sul, Nova
Zelandia e Australia (Connell, 1986).

Actualmente, as regides de maior producdo situam-se na Europa, Regido

Nordeste dos E.U.A., Australia, Nova Zelandia e Africa do Sul. No entanto, nos (ltimos
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anos a producao de paises como a Ucrania e a Republica Popular da China tem vindo a
ganhar dimenséo (Benitez et al., 2001).

Os locais preferenciais de desenvolvimento do lupulo espontaneo (Figura 1.2.)
sdo zonas de bosque humido e junto a margens de riachos e ribeiros (Langer & Hill,
1982).

S Ameriia

I Humulus lupulus

Figura 1.2.-Distribuicdo do lipulo no mundo. A roxo observam-se as zonas onde se pode encontrar lGpulo

espontaneo (http://www.life.ca)

A distribuicdo do lapulo estd, necessariamente, relacionada com o clima e com as
caracteristicas edafoclimaticas essenciais para o seu desenvolvimento, das quais se
destacam: a profundidade, constituicdo do solo, um nimero elevado de horas de sol e
altas temperaturas no Verédo (BH, 2001). Para que haja floracdo, sdo necessarios pelo
menos 120 dias de calor com fotoperiodo de 15 horas e baixas temperaturas no Inverno
(Hilton, 2002).

O solo deve ser profundo, com pH entre 6 e 7, leve e bem drenado, mas com
grande disponibilidade de &gua, visto que o lupulo perde muita agua por transpiragdo. Na
Figura 1.3. podemos observar a distribuicdo do Idpulo espontdneo em Portugal,
distribuicdo claramente associada a caracteristicas do solo e clima do pais. A utilizacdo
de fertilizantes ricos em potéssio, fosfato e azoto, em exploragdes comerciais de lupulo é

uma pratica corrente, sao utilizados fundamentalmente na Primavera, embora no caso
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dos compostos azotados, estes possam ser aplicados 2 a 3 vezes, entre Margo e Junho
(Carter et al., 2000).

Figura 1.3.- Distribuicdo do lapulo em Portugal continental (dados fornecidos pelo Banco Portugués de
Germoplasma Vegetal).

O lapulo desenvolve-se bem em solos ricos em humus, pelo que, segundo alguns
autores, o0 nome da planta (Humulus) deriva da palavra humus, a mistura de solo rica em
matéria organica, onde a planta se desenvolve. Quanto ao nome especifico, pensa-se
gue tera origem na palavra latina Lupus (lobo) porque, no seu rapido crescimento a luz,
envolve e estrangula outras plantas, de um modo semelhante aos ataques dos lobos aos
rebanhos de ovelhas (Hiller et al., 1996).

Em regiGes de crescimento espontaneo, o lipulo utiliza como suporte para o seu
crescimento, arvores, canaviais ou até mesmo muros e paredes altas. Neste contexto,
nos jardins de lapulo foi desenvolvida toda uma estrutura, formada por troncos de
madeira robusta, em geral castanheiro, fios (cabos-guia) e arames que sdo o suporte do
crescimento das plantas (http:\www.hhist.ntml). Nestes campos, o0 compasso de
plantacdo deve ser suficientemente largo para permitir a circulacdo do ar e/ou brisas,
com orientacdo preferencial a sul e sudoeste. Os ventos fortes e tempestades sdo muito
prejudiciais para as plantagdes de lupulo, em todas as fases do seu desenvolvimento,
provocando a queda de ramas e impedindo que, as extremidades das mesmas, adiram
aos cabos-guias, que lhes servem de suporte, podendo mesmo parti-las
(http:\www.hhist.html).
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No primeiro ano de cultura, o crescimento do lupulo é muito reduzido, de tal modo
gue, alguns produtores cultivam em simultaneo, nesses campos, batatas ou outras
espécies horticolas. Esta pratica pode ser prejudicial por poder contribuir para o
esgotamento de nutrientes do solo. Em regra, a producao de lipulo s6 atinge o seu valor
maximo ao fim de trés anos, quando as plantas atingem o seu pleno crescimento. Assim,
embora os primeiros anos de um campo de ldpulo, possam ndo ser econémicamente
rentaveis, estes campos podem manter-se em plena produtividade entre 10 a 20 anos
apos instalacao (National Hop Association of England, 2001a)

O solo, entre as linhas de lupulos, deve ser mobilizado entre Novembro e Marco,
quando surgem o0s novos rebentos. E nessa época que é feita a seleccdo dos
meristemas que irdo permanecer, eliminando-se os restantes. Embora esta seleccéo se
faca inicialmente, h4 sempre desenvolvimento de ramas laterais que tém tendéncia a
formar emaranhados, que devem ser evitados. No Verdo, estas ramas laterais, assim
como as folhas basais dos caules principais, sdo cortadas para promover o arejamento e
impedir a propagacgdo de doencgas. As ramificagcdes dos caules que se desenvolvem no
fim do Veréo ficardo para promover o desenvolvimento da planta na Primavera seguinte.
No inicio da Primavera serao cortados todos os rizomas, no tamanho adequado, para a
multiplicacdo (15 a 20 centimetros), tendo o cuidado de deixar um gomo em cada por¢ao

cortada (http://www.life.ca).

1.1.b. Breve histdria das aplicagbes do ltapulo

Os primeiros registos de utilizacdo de lapulo encontram-se no Antigo Egipto,
onde a planta era considerada uma erva medicinal, indicada para tratamentos de
doencas do tubo digestivo e do figado (National Hop Association of England, 2001b).
Este tipo de uso ainda hoje é referido em estudos etnobotanicos em Portugal. No
Parque Natural de Montesinho, ha registo do uso das inflorescéncias de IUpulo secas e
verdes, para a preparacdo de, respectivamente, infusdes para fins diuréticos e para
transtornos do aparelho digestivo, e licores para auxiliar as digestbes (Carvalho, 2005).

Entre os Romanos, o ldpulo foi utilizado como planta ornamental. Os rebentos
mais tenros (de cerca de 20 cm) produzidos, na Primavera, eram também apreciados em
sopas ou preparados, na actualidade, de um modo semelhante aos espargos. Embora
nas zonas rurais de Inglaterra ainda se utilize o lUpulo para este fim (Maton, 1986), a sua
utilizacdo como horticola esta em desuso.

No inicio da Idade Média, o lupulo voltou a ser utilizado fundamentalmente como
erva medicinal em que as folhas e as flores eram o ingrediente fundamental em chas,

infusbes e banhos (BH, 2001). Estes chas eram utilizados para combater insénias e


http://www.life.ca)/
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problemas digestivos. Mais recentemente, chegou mesmo a recomendar-se como ténico
estomacal, a bebida resultante das flores de lupulo embebidas em “sherry” (Grieve,
1931). Com o mesmo objectivo de evitar insonias, eram também utilizadas as flores
secas em almofadas denominadas “almofadas de lupulo” (http:\www.hhist.html). Na
China, os extractos alcodlicos de lupulo, eram utilizados, em diversas dosagens e com
diferentes graus de sucesso, no tratamento de diferentes tipos de lepra, de tuberculose e
de desinteria (Duke, 1983).

Devido as suas caracteristicas de planta fibrosa, resistente e flexivel, o lupulo é
utilizado na Suécia e na Russia como matéria-prima de eleicdo para a confeccdo de
vestuario leve e duravel, semelhante ao linho (Hiller et al., 1996) (Mansfeld’s Database of
Agricultural and Horticultural Crops, 2002). Os seus caules sdo também utilizados na
producdo de um papel fino designado por bine. A zona terminal das flores e folhas pode
também ser utilizada para a producdo de pigmento castanho, para aplicacao industrial.
Actualmente, a utilizacéo do lapulo é bastante diversificada, podendo ir desde a industria
cosmética (em perfumes, champds, locdes e cremes) até a aromatizacao de tabaco e
aguas minerais, casos em que se utilizam os seus 06leos essenciais. Estes Oleos
essenciais sdo também frequentemente utilizados na producdo de sobremesas
congeladas, gelatinas e pudins, assim como em algumas bebidas ndo alcodlicas (Duke,
1983). E, no entanto, na producdo de cerveja que o ltpulo apresenta o seu maior valor

econdmico a nivel internacional.

1.1.b.a. Papel do lupulo na industria cervejeira

O primeiro documento escrito registando a utilizacdo de ldpulo na producédo de
cerveja data do século IX A.C., tendo o primeiro campo de lapulo sido estabelecido em
859 A.C. na Baviera (Mansfeld’s Database of Agricultural and Horticultural Crops, 2002).
A sua utilizacdo sistematica na producao de cerveja teve inicio na Flandres, no século
XIll. Foi ai que comegou, verdadeiramente, a producdo de cerveja, visto que desde o
inicio da sua fabricagdo na Mesopotamia, a cerveja era uma bebida adocicada, baseada
na fermentacdo de malte, a que se dava o nome de Ale (palavra derivada do termo
escandinavo “0l” que denominava a bebida mais apreciada pelos Vikings). Era uma
bebida de consumo répido, a qual, durante a fermentacdo, se podiam adicionar
diferentes tipos de ervas, mel e folhas de algumas arvores, com o objectivo de produzir
variantes no sabor base (http://www.oda.state.or.us/hop/ohc.html). Um dos maiores
problemas do Ale era a sua conservacao. Este problema foi resolvido com a utilizacdo de
lGpulo, visto que esta planta produz compostos com acg¢do bactericida, para bactérias

Gram-negativas (Duke, 1983).
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A utilizacdo de lupulo na producado cervejeira ndo foi pacifica e, durante anos, a
sua utilizacdo em Inglaterra foi proibida por ordem real. A ideia generalizada de que o
lGpulo adulterava o Ale, era traduzida em afirmacées como a de John Evelyn: 'Hops,'
says, in his Pomona (1670), 'transmuted our wholesome ale into beer, which doubtless
much alters its constitution. This one ingredient, by some suspected not unworthily,
preserves the drink indeed, but repays the pleasure in tormenting diseases and a shorter
life (Hiller, et al., 1996). Durante anos, a utilizacdo do lipulo na cerveja esteve associada
a ideia de que tinha sido este o responséavel pela revolta contra a corrupcao, liderada por
Jack Cade em 1450 na zona de Kent, pois estes revoltosos bebiam habitualmente
cerveja fabricada com lapulo. Pensava-se que a utilizacdo de lapulo no fabrico da cerveja
desencadeava alteragbes de comportamento que levavam a revoltas que podiam por em
risco reis e senhores feudais (National Hop Association of England, 2001b). S6 em 1552,
no reinado de Eduardo VI, foi revogada a proibicdo e o lupulo péde passar a ser
utilizado.

Os produtores da Flandres estabeleceram-se no condado de Kent, levando
consigo a técnica de producao de lupulo e da nova bebida, a qual foi dado o nome de
cerveja (National Hop Association of England, 2001b). A sua producéo estendeu-se por
toda a Europa e, dai, ao resto do mundo. Em 1870, a producao de lUpulo ja se estendia a
53 paises, incluindo os E.U.A. onde foi introduzida pela Massachusetts Company em
1672 (Mansfeld’s Database of Agricultural and Horticultural Crops, 2002). Deste modo, a
cultura de ldpulo desenvolveu-se, tornando-se uma significativa fonte de rendimento
econdmico para alguns paises: Estados Unidos (Noroeste e Nova lorque), Gra-Bretanha
(South East e West Midlands), Republica Checa e Eslovaquia, Alemanha, ex-Jugoslavia,
Franca, Bélgica, Polbénia, ex-URSS, Canada, Japao, Espanha, Austrdlia, China e
Roménia. O lupulo é também produzido noutros paises, embora com um significado
econdémico reduzido, (praticamente sé para consumo interno), neste grupo de paises
podemos incluir Portugal (Tabela 1). Actualmente, a producéo anual de lapulo é de cerca
de 80 000 toneladas, produzidas em 67 925 ha, utilizando-se aproximadamente 40

variedades diferentes.
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Tabela 1: Produ¢do Mundial de cones de lUpulo, anos 1995 e 1999 (em Zentner: 1 Zentner =50
Kg) (Hop Growers of América, 2001a)

Paises Producéo de cones (Zentner)
1995 1999
Bélgica 12 069 8 649
Alemanha 681 081 558 247
Espanha 33 845 31370
Franca 22 075 26 333
Irlanda 206 168
Austria 6716 6 324
Portugal 2 533 1174
Gra-Bretanha 81 560 60 44
Comunidade Europeia 840 085 692 409
EUA 715 338 568 306
Australia 50 980 40 350
Nova Zelandia 15 129 14 811
Jugoslavia 15 325 12 000
Eslovénia 76 200 46 000
Rep. Checa 198 260 122 000
Eslovaquia 20 700 6 300
Ucrénia 75 686 7 800
Ruissia - 17 412
Polonia 65 290 53 000
Bulgaria 10 126 6 092
Total mundial 2 549 306 1874 942

Em termos de volume de producéo, Portugal € um pequeno produtor. No entanto,
como pode observar-se no mapa apresentado na Fig.1.3., o lupulo espontaneo apresenta
uma ampla distribuicdo no pais. Este facto sugere que, embora em termos de cultura a
sua distribuicdo esteja reduzida a zona Nordeste do pais, em particular ao distrito de
Braganca (Tabela 2), a sua cultura poderd ter futuro, quer para responder as
necessidades internas de fabrico de cerveja, quer para aproveitamento da possivel
variabilidade genética das plantas espontaneas que podera ser orientada para a obtencéo
de novas variedades de valor comercial acrescentado, em termos de resisténcia a

doencas e/ou como produtoras de novos aromas e maior produtividade.
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Tabela 2- Regides e areas de producéo de lipulo nos diferentes paises (Hop Growers of América,

2001%).
< 0 B R
. Regiéo Areade N ~ Area N° Afe?‘
Pais L . ~ associacoes média
Administrativa producéo (ha) | Produtores
produtores / prod
West-
Bélgica Vlaanderen vlaanderen 2 255 56 4,55
Vlaams-Brabant
Tettneng,
Baden- Baden
Wirtemberg Hallertau, Spalt,
Bayern Hersbruck
Alemanha | Sachsen “Elbe-Saale” 5 18299 2324 7,87
Sachsen-Anhalt | “Elbe-Saale”
Thiringen “Elbe-Saale”
Rheinlandfalz Rheinpfalz,
Bitburg
Espanha Castlllg y Ledn Castlllg y Ledn > 808 797 1,01
La Roija La Roija
Nord-Pas de
) Nord
Franca Calais 2 814 114 7,14
Alsace
Alsace
Irlanda Lenster Kilkenny 7 1 7,00
) Ostosterreich Niederosterreich
Austria Sidosterreich Steiermark 2 225 76 2,96
WestOsterreich Oberosterreich
Portugal | Norte Braga 1 64 14 4,57
Braganca
~ Kent
Gra- South East Hereford, 5 2214 174 12,72
Bretanha West Midlands .
Worcestershire
U.E. 19 22686 3556 6,38

O valor comercial do lapulo estd associado a composicao quimica do secretado

das glandulas (tricomas) situadas, em grande quantidade, nas bracteas das flores

femininas. Em termos gerais, o secretado é complexo, sendo constituido pelo conjunto

de compostos e percentagens que constam da (Tabela 3):

Tabela 3: Composicao geral do Iupulo seco em % (Hop Growers of América, 2001b)

Composic¢éo

%

Humidade

a-Acidos
B-Acidos
Oleos essenciais

Polifenodis

Lipidos e ceras

Proteinas

Celulose

Péctinas

Cinzas

10-11
2-12
2-10
0.5-20

2 - 5 (dependendo do método de analise)

2-4
12-18
40 - 50
1-2
7-9

12



Capitulo 1- Introducéo Geral

Dependendo das quantidades relativas de a-Acidos que as diferentes variedades
de lupulos produzem, podemos classifica-las em dois grandes grupos de variedades:
Aroma (o contetdo em a-Acidos varia entre 3.83 e 5.14%); Amargo ou Alfa (o contetido
em a-Acidos varia entre 8.62 e 9.31%) (Benitez et al., 2001). No entanto, nos ultimos
anos, tém vindo a ser desenvolvidas, variedades com concentracdes de a-Acidos
superiores ao habitual nas variedades consideradas Alfa. Por isso, a estas novas
variedades foi atribuido o nome de Super-Alfa, sendo ainda pouco significativa a sua
utilizagdo industrial e, portanto, o seu valor comercial (NASS - U.S. Department of
Agriculture, 2001).

Em Portugal, actualmente, sé se produz a variedade amarga (Nugget), com
origem no Oregon, EUA (Oregon Hop Commission, 2001) por serem as variedades
amargas, tradicionalmente, as mais apreciadas no pais. As primeiras grandes producdes
de lapulo, em Portugal, foram feitas com a variedade Brewers Gold (de origem inglesa e
muito disseminada, até ha alguns anos atras por paises como a Alemanha, Franca,
Bélgica e Espanha), seguindo-se a introducédo da variedade Eroica (também de origem
americana) e, finalmente, da Nugget. Todas elas ttm em comum serem variedades
amargas ou Alfa (BRALUPULO comunicacdo pessoal). Esta escolha indica uma
preocupacdo dos produtores portugueses em tomar a opcdo mais acertada, ou seja,
mais consentanea com as op¢des internacionais, como pode observar-se na Figura 1.4.,

onde se apresenta a evolugdo da preferéncia dos tipos de lapulos utilizados na industria.

Percentagem dos diferentes tipos de lapulo
na Produg¢do Mundial

103,948
120
S 70,754
4 67,914

< 100 59,583
< 80 |
] .
S 60 | I Variedades Alfa
£ 40 , ] Vvariedades Aroma

20 |

0 1
1996 2000 Anos

Figura 1.4.- Representacdo grafica das percentagens de producdo de variedades Alfa e Aroma
entre 1996 e 2000 (adaptado de Hop Growers of América, 2001a).

A nivel internacional, a produgdo esta concentrada em dois paises: Estados

Unidos e Alemanha (Tabela 4). No entanto, em paises como a China ou a Republica
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Checa, o interesse na producéo de lapulo tém vindo a aumentar substancialmente, com

0 concomitante acréscimo de producgao.

Tabela 4: Produgcao mundial de Lupulo (em kg) para o ano 2000, area cultivada (em m2) e
producdo de variedades Aroma e Alfa (adaptado de Hop Growers of América, 20012

Pais Area de Producéo (mz) Producéo (Kg) Prod.
Aroma Alfa Total Novas | Aroma Alfa Total M.T.a
Austria 364218 | 80815993 | 81180212 0 66| 21092 | 21158 | 256,7
Bélgica 748670,9 | 17280134 | 24766844 o| 1125| 3783| 4908 | 47,6
Bulgéria 8984051 | 2594043,6 | 34924488 0 515 | 1682 | 2197| DD
China 959108,1 | 42864447,0 | 43823555,2 0| 2376 | 148003 | 150379 | DD
Rep.Checa | 59460660,9 | 14366388 | 60897299,7 | 3197027,3 4398 288 | 4686 | 180,8
Alemanha | 1036484344 | 728234256 | 176471860,0 | 93401759 | 15753 | 12691,6 | 28444,6 | 2526
Franca 7320787,8 505858,7 | 7826646,5 | 307562,1 | 15757 | 100,5 | 16762 | 62,2
N
ova 1736107,2 | 20679505 | 5540165,0 o| 3439 4867 | 8306/ 1055
Zelandia
Pol6nia 14487794,6 | 74907563 | 21978550,9 0 1450 | 1100 | 2550 | 170,7
Portugal 0 416827,6 416827,6 0 0 421 421 48
Russia 10849658,4 | 4366572,7 | 15216231,2 | 6394054 | 570,1| 2534 | 8235 | 336
Eslovaquia | 34964956 0| 34964956 0 220 0 220 7.7
Eslovénia | 16745948,0 696061,6 | 1744209,7 | 1226201,6 1686 96,8 | 17828 | 1361
Espanha 0| 79318652 | 79318652 | 497765,0 0| 14127 | 14127 | 1497
ol
UE:Zg 113190953 | 7523131,3 | 18842226,7 | 696061,6 | 1627,6 | 11315 | 27591 | 229,3
Ucrania 9591081,9 | 2994683,8 | 12585765,7 | 3994260,6 552 200 752 | 387
EUA 437345240 | 103587731,3 | 147322255,4 0| 6247,8| 24605 | 30852,8 | 3020
Jugoslavia | 12990452 | 3205121,0 | 450416631 | 97124,8 104 | 2568 | 3608 | 22,1
/;;r:ca do 0| 47420316 | 47429316 0 o| 8702| 8702| 896
Total 2000 | 285458116,0 | 272277460,4 | 557735576,5 | 200117721 | 34884,8 | 60831,3 | 95716,1 | 7082
Total 1999 | 294668792,1 | 257397119,4 | 552065911,6 | 131361400 | 38190,0 | 54848 | 93038 | 6279

Nota:D.D.(dados desconhecidos); Prod

. MT (producao expressa em toneladas métricas)

Assim, de 1996 até 2000, a China aumentou a sua area de producdo em 4,4% e

a Republica Checa em 0,7%, sendo este acréscimo de cultura apenas acompanhado

pela Eslovénia, Ucrania e Nova Zelandia. Nestes paises, além de se aumentar a

producdo de lupulo, aumentou-se, em paralelo, a producdo de cerveja sendo, neste

momento, a China o segundo maior produtor mundial (Tabela 5).

Tabela 5: Os dez maiores produtores de cerveja (Hop Growers of América, 2001a)

Pais Producéo 1999
(x1000 barris)
EUA 6 248,330
China 4 887,700
Alemanha 2 980,176
Brasil 2124,194
Japéo 1 889,294
Reino Unido 1 528,503
México 1512,704
Russia 1141,344
Espanha 683,010
Africa do Sul 678,994
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Muitos destes paises, grandes produtores de cerveja, sdao também grandes
consumidores. Embora na maior parte dos paises, a producao seja para exportacdo, na
China a maior parte destina-se ao consumo interno que, neste caso particular, se traduz
num mercado gigantesco de milhdes de potenciais consumidores. Na lista das 35
maiores cervejeiras mundiais (Tabela 6), a primeira cervejeira chinesa s6 surge em 26°
lugar porque, embora tenha uma produgéo elevada, esta limitada ao mercado interno.

Um estudo da Organizacdo Mundial de Saude mostrou que paises Europeus,
nomeadamente a Itdlia, Franca e Espanha estdo a mudar, gradualmente, os habitos de
consumo de bebidas, substituindo o tradicional consumo de vinho pelo consumo de
cerveja (BH, 2005). Se esta tendéncia se mantiver, a cultura do lupulo pode vir a ser
economicamente importante para os paises produtores, nomeadamente 0s pequenos

produtores, como Portugal que tém assim novas possibilidades de mercado.

Tabela 6: As trinta e cinco maiores Cervejeiras do Mundo (Hop Growers of América, 2001a)

Nome e Iocalizagéo dos grupos 1999 mil HL % mercgdo Soma % mgzrcado
cervejeiros Mundial mundial

1 | ANHEUSER-BUSCH EUA 113,8 8,46 8,46

2 | INTERBREW Bélgica 75,2 5,59 14,05

3 | HEINEKEN Holanda 67,7 5,03 19,08

4 | AMBEV Brasil 60,8 4,52 23,60

5| SAB Africa do Sul 56,4 4,19 27,79

6 | CARLSBERG Dinamarca 52,6 3,91 31,70

7 | PHILIP MORRIS EUA 50,8 3,78 35,47

8 | SCOTTISH COURAGE R.U. 44.4 3,30 38,77

9 | MODELO México 34,4 2,56 41,33
10 | KIRIN Japéo 29,4 2,19 43,52
11 | COORS E.UA 26,8 1,99 45,51
12 | ASAHI Japao 25,1 1,87 47,37
13 | FEMSA(Cuauhtemoc) México 23,6 1,75 49,13
14 | DIAGEO/GUINNESS R.U/Irlanda 21,0 1,56 50,69
15 | SANTO DOMINGO GROUP Colémbia 21,0 1,56 52,25
16 | POLAR GROUP Venezuela 14,1 1,05 53,30
17 | KAISER Brasil 13,0 0,97 54,26
18 | HOLSTEN GRUPPE Alemanha 11,8 0,88 55,14
19 | FOSTER'SBREWING GROUP Australia 11,7 0,87 56,01
20 | MOLSON Canada 11,7 0,87 56,88
21 | QUILMES GROUP Argentina 11,7 0,87 57,75
22 | SAPPORO Japéo 11,1 0,82 58,57
23 | SAN MIGUEL Filipinas 10,4 0,77 59,35
24 | LION NATHAN Nova Zelandia 10,2 0,76 60,10
25 | SCHINCARIOL Brasil 10,0 0,74 60,85
26 | TSINGTAO China 10,0 0,74 61,59
27 | BINDING GRUPPE Alemanha 9,9 0,74 62,33
28 | BRAU UNION Austria 9,3 0,69 63,02
29 | HITE (ex-CHOSUN) Coreia 9,0 0,67 63,69
30 | BGI/CASTEL GROUP Franca 8,0 0,59 64,28
31 | YANJING BREWERY China 7,5 0,56 64,84
32 | SUNTORY Japéo 6,6 0,49 65,33
33 | WARSTEINER Alemanha 6,4 0,48 65,80
34 | CHANG Tailandia 6,1 0,45 66,26
35 | EFES GROUP Turquia 5,6 0,42 66,67
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Embora, em termos comerciais, se considere que os compostos mais importantes
do lupulo séo os que conferem a cerveja 0 seu sabor amargo caracteristico, a verdade é
que as glandulas de lupulina produzem outros compostos que tém também papel
determinante no processo de producdo de cerveja.

Na composicdo do secretado importa destacar como compostos de presenca

universal:

A) Os a-Acidos:

Férmula estrutural dos a-Acidos

Tabela 7: Os a-Acidos constituem uma mistura de
homdlogos e analogos, nomeadamente:

a- Acidos H
R %
Humulona CH2CH(CHs3). 35-70
Cohumulona CH(CHs3)2 20-55
Adhumulona CH(CH3)CH2CH3 10-15
Prehumulona CH2CH,CH(CH3)2 1-10
Poshumulona CH>CHj3 1-5
B) Os B-Acidos:
Férmula estrutural dos pB-Acidos
B- Acidos H Tabela 8: Os p-Acidos consistem numa mistura de
\ diferentes compostos:
O
| R %
R Lupulona CH2CH(CHs)2 30-55
Colupulona CH(CHg)2 20-55
HO 0 Adlupulona CH(CH3)CH2CHs 5-10
Prelupulona CH2CH,CH(CH3)2 1-3
Postlupulona CH,CHj3 --

Do ponto de vista dos produtores, os a-Acidos e B-Acidos constituem a fracgéo
mais interessante, sendo designada por compostos amargos por conferirem amargor a
cerveja. O potencial amargo do lupulo, medido em unidades de alfa-acidos (AAU), é
avaliado pela percentagem de alfa-acidos de um determinado lUpulo multiplicada pelo
peso fresco do mesmo. Embora os a-Acidos sejam os mais procurados, outros

compostos como 0s Oleos Essenciais, componentes do secretado dos cones, séo
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também bastante importantes na producdo cervejeira. Apesar de os Oleos Essenciais
estarem presentes nos extractos em quantidades muito pequenas (partes por milhdo), é
com base na analise de mais de 200 compostos deste tipo que, se distinguem,
guimicamente, as diferentes variedades de lupulo (Forster & Schmid, 1994).

Os compostos mais comuns sdo os hidrocarbonetos Terpenos-sesquiterpenos, 0s
Terpenos-sesquiterpenos Alcoois, Cetonas e Compostos Sulfurados. Podem encontrar-
se polifendis, lipidos e resinas em quantidades residuais (Forster & Schmid, 1995), assim
como proteinas e compostos organicos (ex: potassio, magnésio, calcio, fosfato,
manganés, cobre, zinco, nitrato, etc.). Recentemente, tém vindo a ser encontrados nos
extractos outros compostos como pesticidas em quantidades crescentes, facto que tem
vindo a tornar-se preocupante (Benitez et al., 2001).

O aumento das quantidades de pesticidas encontrados nos extractos de lupulo
(Forster et al.,, 1991) esta directamente relacionado com o facto de esta planta ser
sensivel a varios agentes patogénicos, nomeadamente fungos, bactérias, virus, bem
como insectos predadores e nematodos. A acumulacdo de pesticidas nos cones das
plantas de lapulo constitui um problema, em termos de trocas comerciais entre paises
com diferentes valores limite legais aceitaveis de pesticidas. Ha também que ter em
conta, a possibilidade desses pesticidas contaminarem a cerveja, durante o processo de
fabrico (Forster et al., 1991).

1.1.c. Pragas e doencas do lupulo e suas consequéncias econdémicas

Como referido anteriormente, o lUpulo, € sensivel a um vasto conjunto de pragas
e doencas. Os nematodos e 0s insectos, por si sG, causam danos nas plantas que, em
muitos casos, comprometem a producdo ou mesmo a viabilidade e sobrevivéncia das
plantas, podem também funcionar como vectores de dispersdo de agentes patogénicos,
como bactérias e, fundamentalmente, virus.

No caso dos nematodos, as espécies mais vulgarmente associadas a doencgas do
lipulo sdo: Ditylenchus destructor, Heterodera humuli, Meloidogyne hapla, (Hiller et al.,
1996), e Xiphinema diversicaudatum (Hay & Close, 1992). Alguns destes sao
responsaveis pela transmissédo de virus capazes de comprometer a producdo de toda
uma cultura, (ex: Virus do Mosaico de Arabis, é transmitido por nematodos, por via
radicular).

Os insectos mais conhecidos como agentes patogénicos do lipulo sao os afideos
(Phorodon humuli) (Farrar & Campbell, 1984) e a aranha vermelha (Tetranychus telarius,
T. urticae). No primeiro caso, o controlo do ataque implica o tratamento de toda a planta,

e de todas as plantas (varias vezes por época), podendo ir até 4 vezes por época, 0 que
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significa elevados custos de méo-de-obra e de insecticidas, encarecendo a producéo e
aumentando a poluicdo (Hiller et al., 1996)

No caso da aranha vermelha, o problema é mais grave, visto que, pode levar a
exaustdo dos nutrientes nas folhas, levando a sua queda e ulterior morte das plantas.
Nenhum produto até agora desenvolvido, permitiu um sucesso completo para debelar
este infestante (comunicacéo pessoal BRALUPULO; Neve, 1988).

Nas infeccbes por fungos, podem destacar-se as causadas por:
Pseudoperonospora humuli (Mildio) um parasita obrigatério (Griffin & Coley-Smith, 1968;
Johnson, 1991); Verticilium albo-atrum, (mais problematico na primeira metade do
século XX, a obtencéo de resisténcia a este fungo tornou-se um dos objectivos de muitos
programas de melhoramento. Em Inglaterra, onde este fungo surgiu em 1930, justificou o
trabalho desenvolvido no King’s College em Londres, tendo em vista a obtencdo de
variedades resistentes (Heale et al., 1989). Actualmente, muitas das variedades de
lGpulo obtidas, apresentam maior ou menor resisténcia a este fungo (Kenny, 1991,
hgrow.html). Verticillium dahliae, Podosphaera castagnei, (oidio) (Farrar, 1981; Heale,
1985), Podosphaera humuli, Fusarium oxysporum, Phytophtora cactorum, Botrytis
cinerea (Bolor cinzento), sao outras espécies de fungos patogénicos do lapulo.

No caso das bactérias patogénicas do lupulo, merecem realce as seguintes:
Agrobacterium tumefaciens, Corynebacterium humuli e Pseudomonas cannabina (Duke,
1983; Heale et al., 1989; Serfontein & Staphorst, 1994). O método mais utilizado, na
prevencédo e tratamento de infec¢des por bactérias, € idéntico ao utilizado no tratamento
da videira. Consiste na aplicacdo de compostos de sulfato, uma ou mais vezes, por ano,
até debelar a infeccdo, o que acarreta encargos econémicos acrescidos e poluicao.

Existem inumeros virus e virbides capazes de infectar e destruir a planta de
lGpulo, comprometendo a producdo. De entre os mais comuns podem destacar-se: Virus
da Necrose em Anel de Prunus (PNRSV), Virus do Mosaico de Arabis (ArMV) (Bock,
1966; Adams et al., 1987; Neve, 1988), Virus do Mosaico de Lupulo (HMV), Virus
Latente de Lupulo (HLV) e Virus Latente do Lupulo Americano (AHLV) (Munro, 1987)
gue causam grandes reduc¢des nos contetudos em a-acidos, comprometendo a produgéo.

No caso particular de viréides, destaca-se o Virdide Latente do Lupulo (HLVd)
(Barbara et al., 1990; Morton et al., 1993). Em geral, estes patogénios sao introduzidos
na planta através de vectores que podem, eles préprios, ser patogénicos. Uma vez no
interior da planta, a infeccdo viral pode propagar-se rapidamente através dos vasos

condutores e/ou via transporte célula a célula.
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1.1.d. O nascimento da virologia

As viroses vegetais, embora bem conhecidas actualmente como causas de
inUmeras doencas que comprometem a agricultura e a producdo vegetal em geral, s6
apos o aparecimento do microscoépio electrénico, em meados do século XX, foi possivel
observar 0s seus agentes causadores. Existem, no entanto, registos de doencgas e
sintomas causados por estes organismos desde o século XVI e XVII, nomeadamente nos
famosos quadros da escola de pintura flamenga retratando tulipas com sintomas virais
(Németh, 1986).

Foi, no entanto, com o botanico alemdo Mayer (1843-1942) que o estudo dos
sintomas virais comecou a ser efectuado de um modo sistematico e cientifico. Em 1886,
este aleméo radicado na Holanda, demonstrou o caracter contagioso da doenca viral, ao
infectar plantas saudaveis com um extracto de plantas infectadas. Estes estudos
pioneiros foram continuados por cientistas russos (lvanowski e Beijerinck) que
demonstraram que os virus eram “particulas” mais pequenas que as bactérias, capazes
de se difundir em gel de agar (in Németh, 1986).

O estudo das doencas virais avancou, fundamentalmente, em cinco fases; a
primeira fase, em que se pretendia compreender qual o agente causador da
sintomatologia, ou seja 0 reconhecimento da existéncia de virus; a segunda fase, até aos
anos 30 do séc. XX, em que a maior parte dos estudos consistia na catalogacéo e
estudo da transmisséo das doengas causadas por virus; a terceira fase, entre os anos 30
e 0s 60 do mesmo século que, gracas ao desenvolvimento de técnicas de microscopia
electrénica, permitiu o esclarecimento da natureza dos virus e o desenvolvimento de
métodos de purificacdo; uma fase seguinte, que se estendeu até aos anos 80, cuja
preocupacao foi de caracterizar fisico-quimicamente os virus, as suas proteinas e acidos
ndcleicos, bem como a sua genética, recorrendo a utilizacdo de recombinacdes e
mutagéneos quimicos. Finalmente, a quinta fase, em que a manipulacdo genética e a
recombinacdo de DNA, abriu novas possibilidades e perspectivas no estudo das viroses
(Kavanagh & Spillane, 1995; Dempsey et al., 1998).

No estudo da infecgdo por determinado virus, quase podem também seguir-se
estas fases. Numa primeira analise, consideram-se, os sintomas que, embora visiveis,
podem muitas vezes ser confundidos com infec¢des por outros agentes patogénicos, ou
mesmo com deficiéncias nutricionais ou anomalias genéticas. Torna-se, assim,
importante o isolamento do virus e a comparacdo dos sintomas em plantas inoculadas e
nao inoculadas (Dijkstra & Jager, 1998).

Atendendo a que a producdo anual de muitas -cultivares essenciais a

sobrevivéncia das populagdes, é sistematicamente comprometida por infecgdes virais, 0
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estudo, caracterizacao e ulterior desenvolvimento de estratégias de controlo e eliminacéo

das infec¢des virais é de importancia capital.

1.1.e. Caracteristicas Gerais dos Virus

Segundo Matthews (1991), um virus é constituido por um conjunto de uma ou
mais moléculas de acido nucleico, normalmente incluidas numa capside proteica, ou
numa cépside de proteina e lipoproteina, capaz de proporcionar a sua replicacdo apenas
em determinadas células hospedeiras. A replicacdo do virus depende da maquinaria
proteica da célula hospedeira. Esta replicagdo esta organizada a partir de “pools” de
materiais requeridos pelo virus, em vez de fissdo binaria. A replicacéo do virus processa-
se em locais que ndo estdo separados por uma bicamada lipoproteica (membrana) das
células hospedeiras dando, continuamente, origem a variantes virais resultantes de
varios tipos de modificag6es no acido nucleico do virus.

As listagens mais recentes de virus consideram 9 familias de virus de plantas
com 33 géneros. De entre estes, a maior parte movimenta-se no interior da célula
hospedeira de duas formas distintas: movimento célula a célula e movimento através do
floema (Carrington et al., 1996). Na movimentacao célula a célula os virus passam para
a célula seguinte através dos plasmodesmos, sendo factor limitante o tamanho do seu
genoma e a arquitectura que, comparativamente com 0s virus animais € de menores
dimensdes. Os virus vegetais ndo apresentam genomas superiores a 30 Kb. Podem ser
constituidos por RNA ou DNA, de cadeia simples ou dupla, "anti-sense” ou ndo. 75% dos
virus vegetais possuem RNA de sentido positivo “sense” (tabela 9). O invélucro dos virus
vegetais apresenta diferentes formas: capsidico, filamentoso, icosaédrico, esférico, rigido
ou flexivel. Invélucros de origem lipidica comuns em virus animais, ndo se encontram

vulgarmente nos virus das plantas.

Tabela 9- Percentagem de tipos diferentes de virus vegetais e percentagem de viroses por eles
provocadas. (Adaptada de Matews 1991).

NUmero de viroses Percentagem (%)
RNA sentido positivo (+) 484 76,6
RNA anti-sense (-) 82 13,0
RNA de cadeia dupla 27 4,3
DNA de cadeia simples 26 4,1
DNA de cadeia dupla 13 2,0

De um modo geral, podemos dizer que o genoma dos virus codifica para uma
RNA polimerase (se € um virus com RNA), uma “Transcriptase Reversa” (TR) (se € um

7

virus de dupla cadeia de DNA), enzimas de replicacdo via cDNA (se é um virus de
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cadeia simples de DNA), proteina da capside (se tiver capside) e proteases, nos que 0
genoma codifica uma Unica poliproteina (Strittmetter et al., 1993).

Em virus contendo RNA de cadeia dupla de sentido positivo, 0 genoma esta
distribuido por diferentes particulas e, nestes casos, uma unidade infecciosa (capaz de
infectar o hospedeiro) é constituida por varias particulas. Nos casos em que 0s virus
estdo encapsulados numa so6 capside, o seu genoma contém na extremidade 5, genes
gue codificam uma RNA polimerase dependente de RNA, e na 3’ genes da proteina da
capside. Outros genes podem incluir proteinas de movimento célula a célula (que
contribuem para a passagem do virus através dos plasmodesmos de uma célula para a
seguinte, permitindo o avanco da infeccdo), genes de proteinas especificamente
envolvidas na transmisséo por vectores do virus, transmissao planta a planta e genes de
proteinas envolvidas na regulacao da transcricdo ou replicacao do virus.

Quando a passagem ¢é feita através de plasmodesmos, passa sO o0 acido
nucleico, associado a proteinas de membrana, através de uma sequéncia de bases nao
especifica para cada virus, o que explica que alguns virus com tamanhos superiores ao
didametro dos plasmodesmos mantenham a capacidade de infectar plantas célula a
célula. Embora, em geral, os virus vegetais invadam as células adjacentes desprovidos
de capside, existem casos em que o0 virus inteiro (acido nucleico e capside) é
transportado através dos plasmodesmos (Dijkstra et al., 1998).

Existem diferencas entre as estratégias na transmissao planta a planta dos
diferentes virus. E possivel a transmissdo de virus completamente encapsulados,
enguanto que, outros necessitam de ter uma componente proteica codificada pelo virus
chamada “helper”. Noutros casos ainda, é necessario que a proteina da capside (ou uma
das porcdes dessa proteina) contenha um dominio de leitura directo com uma extensao
do terminal C na porcédo da capside mais externa do virido completo.

Associados aos virus surgem muitas vezes virdides, satélites e RNAs defensivos
interferentes (DI). Os virdides ndo sdo encapsulados e a sua replicacdo é autonoma. Os
satélites e RNAs defensivos interferentes estdo encapsulados e necessitam de um
“helper” de virus para se replicarem. Os satélites derivam do “helper’ dos seus virus,
partiihando, no entanto, pouco ou mesmo muito pouco, da sequéncia do genoma do
"helper” do virus. Enquanto que os virdides sao sempre patogénicos para as plantas
infectadas, os satélites e os DI podem intensificar ou reduzir os sintomas virais. As suas
sequéncias de RNA, inferiores a 400 nucleétidos, tém vindo a ser estudadas na tentativa
de serem utilizados na protecgédo a virus.

O &cido nucleico dos Nepovirus, aos quais pertence o Virus do Mosaico de Arabis

€ RNA de cadeia simples, bipartido, ou seja, na cada cépside viral estdo inseridas,
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independentemente, duas moléculas de RNA independentemente encapsuladas. Estas
duas cadeias de RNA tém tamanhos diferentes: a RNA-1 é constituida aproximadamente
por 8100-8400 nucledtidos, enquanto que a segunda denominada RNA-2 é menor, tendo
entre 3400 a 7200 nucleotidos. A RNA-2 tem valores variaveis de nucledtidos conforme o
género a que pertence. Esta variacao permite dividir o género em dois subgrupos: no
primeiro integram-se os virus em que a RNA-2 tem até 5400 nucleétidos; no subgrupo II
integram-se todos os virus que tenham RNA-2 com valores superiores a 5400
nucledtidos (E.V., 1995).

Em condicbes de pH 7 e temperatura ambiente (25°C), o genoma de RNA de
cadeia dupla tem zonas helicéidais, formando uma molécula compacta. Esta estrutura
secundaria é favorecida pela sequéncia de bases. Nos Nepovirus, em particular, existem
estruturas especializadas nas extremidades 5’ e 3’, nomeadamente sequéncias Poli A na
extremidade 3. O tamanho destes Poli A é variavel para diferentes moléculas de RNA de
uma mesma amostra. A capacidade de infeccao depende mais do facto de a particula
viral estar completa, do que da presenca destes PoliA (Matthews, 1991). No terminal 5’,
para além da presenca de Poli A, cada RNA tem uma pequena proteina codificada pelo
virus (VPg), essencial para a sua infecciosidade. Nos Nepovirus é comum encontrar-se
RNA satélites que podem ser encapsulados em varias copias. No caso particular do
Virus do Mosaico de Arabis, o RNA satélite € uma molécula menor que o RNA do virus
mas, quando presente, pode modificar 0os sintomas. As proteinas da cépside viral
resultam da clivagem de uma proteina de tamanho superior, como por exemplo a
proteina da capside do Virus do Anel Negro do Tomate (TBRV), em que um produto do
RNA-2 origina uma proteina de 150 kDa que, por clivagem, origina proteinas de 59 kDA
gue sofrem modificacdes, formando a proteina da cépside viral de 57 kDa. Além desta
proteina da capside, o genoma viral codifica para varias outras proteinas como proteases
e replicases (Matthews, 1991).

As infeccOes por estes Nepovirus produzem sintomas que incluem mosaicos,
necrose sistémica e “Ringspots” (necroses em anel), em plantas que podem ser de
espécies muito diversas, indo desde o tabaco a vinha, amoreira e ao ldpulo. A
transmiss@o destes virus é feita por nematodos activos (Xiphinema diversicaudatum)
(Munro, 1987), via sistema radicular. E, no entanto, possivel que a transmisséo e
disseminacao ocorra através das sementes ou graos de poélen (Matthews, 1991).

O Virus do Mosaico de Arabis encontra-se disseminado por uma vasta area
mundial, nomeadamente no centro e leste da Europa, onde a sua presenca condiciona a

produtividade agricola, em especial do lapulo.
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1.1.f. Possiveis locais de penetragcdo dos Virus

A infeccdo de uma planta por um virus passa sempre pela penetracdo da
particula infecciosa, quer pela parte aérea, quer pelas raizes. Para que tal aconteca, é
fundamental que haja uma ferida, que pode ter varias origens: ferida mecéanica resultante
de praticas agricolas, ferida devido a ataques de herbivoros, ou de vectores como
insectos (ex: afideos, mosca branca, etc.) ou nematodos. A infeccdo pode também ser
provocada por outros patogéneos como vectores activos (Dijkstra & Jager, 1998).

De entre as feridas mecénicas com origem em praticas agricolas, podemos
destacar as enxertias. Estas resultam da utilizacdo de porta-enxertos e/ou garfos
contaminados com virus que, apds enxertia, se espalham por toda a planta. Outra
possibilidade de infeccdo serd a transmissao abidtica dos virus pelo solo que, € rara,
visto que sO virus excepcionalmente resistentes podem ser transmitidos por este
processo. E possivel que uma planta seja infectada ao ser colocada num solo
contaminado, ou pela agua do solo contaminada, resultante da presenca de raizes de
plantas, folhas ou ramos de plantas infectadas. No entanto, a contaminacéo no solo por

intervencao de agentes bioticos (ex: fungos e nematodos) € a mais generalizada.

e Os fungos como vectores virais

Os vectores fungicos pertencem essencialmente a duas classes de parasitas
obrigatorios: Chytridiomycetes (familia Olpidiaceae) e a Plasmodiophoromycetes (familia
Plasmodiophoraceae) (Dijkstra & Jager, 1998). Embora varie de fungo para fungo, visto
gue depende do ciclo de vida de cada fungo, a transmisséo do virus € vulgarmente feita
através dos zoo6sporos dos fungos. Nestes casos, a infec¢do tem inicio quando os
zobsporos entram em contacto com as raizes do hospedeiro, perdem os flagelos e
produzem cistos que formam um canal de infeccdo através das paredes das células da
raiz, permitindo que o seu conteldo penetre nas células vegetais. Formam-se entéo
zoosporangios onde sédo produzidos novos zodsporos que sdo ulteriormente libertados
no solo por canais de saida. Durante este processo de infeccdo, os zodsporos podem
adquirir virus, por absorcdo de agua através superficie externa do zoosporo. Durante o
processo de enquistamento subsequente, o flagelo recolhe no interior do zodsporo e,
nessa altura, o flagelo que tenha adsorvido o virus, introduzi-lo-a no protoplasto do
zoosporo que, ao penetrar pelo canal de infecgdo, podera infectar novas células das
raizes de outras plantas. Neste caso, as viroses s6 temporariamente estdo associadas
aos fungos. No entanto, outros virus podem ser introduzidos no fungo quando este
infecta uma planta anteriormente infectada com o virus. Durante a formacao de esporos

fungicos, o virus que neles se introduz, pode ficar viavel por um periodo de tempo longo,
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podendo infectar novas plantas quando 0s esporos germinarem e infectarem novas

raizes.

e Os Nematodos como vectores virais

Séo conhecidas duas familias de nematodos envolvidas na transmissao de virus:
a Familia Longidoridse (género Longidorus e Xiphinema) e a Familia Trichodoridae
(género Trichodorus e Paratrichodorus). Os virus transmitidos por diferentes espécies da
familia Longidoridse s@o nepovirus icosaédricos (ex: Virus do Mosaico de Arabis). Os
Unicos virus transmitidos por nematodos da familia Trichodoridae s&o os tobravirus de
forma esférica (ex: TRV —Virus do Chocalho do Tabaco) (Dijkstra & Jager, 1998)..

Os mecanismos de infec¢do sdo bastante semelhantes nas duas familias. Tanto
as larvas, como os nematodos no estado adulto, sdo passiveis de transmitir os virus,
uma vez que as particulas de virus ingeridas aderem ao es6fago do nematodo quando
este se alimenta de uma planta infectada, sendo ai retidas. A larva do nematodo perde o
virus na altura em que passa ao estado adulto e perde a estrutura cuticular que a
envolve, substituindo-a por nova camada. Quando um nematodo infectado se alimenta
de uma nova planta, o virus é transmitido pela saliva, quando o proboscis do nematodo
penetra nas células da planta.

A distribuicdo dos nematodos no solo depende de varios factores climaticos (ex:
humidade, temperatura, quantidade de oxigénio disponivel e mesmo vibracdes do solo)
sendo a sua distribuicdo também dependente do tipo de solo e dos hospedeiros

preferenciais.

e Osinsectos como vectores virais

Na transmissdo de virus por insectos, existe alguma versatilidade no modo de
transmissao, relacionada com o modo como os diferentes insectos se alimentam. Alguns
sugam o conteudo celular apés perfuracdo das células pelo aparelho bucal, enquanto
outros mastigam as folhas das plantas. Destas diferentes estratégias, resultam diferentes
tipos de infeccbes que podem ser classificadas como: infeccdo ndo persistente,
persistente e semi-persistente.

A infec¢@o ndo persistente ocorre num curto periodo de tempo entre a aquisi¢cao
do virus pelo insecto e a sua transmissdo a uma nova planta da qual o insecto se
alimente. Este periodo de tempo compreende cerca de 1 hora, perdendo o insecto a
capacidade de infectar outras plantas em poucas horas. Os virus séo retidos no canal
alimentar dos estiletes maxilares do insecto, ndo havendo multiplicacdo do virus no

interior do vector.
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Na infeccdo semi-persistente, o virus também é adquirido num periodo de tempo
muito curto ap6s o acesso do vector a planta infectada. Embora a aquisi¢cdo, e a
subsequente transmissdo do virus sejam processos rapidos, decorrem algumas horas
apoés a aquisicdo e a transmissdo, ao contrario do que acontece na transmissdo nao
permanente onde esse processo ocorre numa hora. Existe uma correlagéo positiva entre
0S tempos necessarios a aquisicdo e a transmissao de virus e 0s niveis de virus
transmitidos num periodo de 12 horas.

A infeccao persistente de virus é um processo mais moroso, tanto na aquisi¢cao
como na transmissao. A aquisicdo de um virus pelo insecto, pode ir de 30 minutos a
horas ou mesmo varios dias, apds 0s quais 0 virus tem, necessariamente, de circular no
interior do corpo do insecto e, s6 quando atinge novamente as glandulas salivares, é
possivel haver transmissdo do mesmo, a novas plantas atacadas pelo insecto. O periodo
de tempo compreendido entre o inicio da aquisicdo e a transmissao efectiva do virus
denomina-se periodo de laténcia. Ultrapassado este periodo, o insecto torna-se um
vector activo do virus e, em geral, assim permanece até ao fim da sua vida. As viroses
propagadas deste modo denominam-se circulativas. Se o virus se multiplicar no interior
do insecto a virose chama-se propagativa, sendo o virus transmitido a geracéo seguinte
de vectores, pelos ovos da fémea.

Na zona temperada, a maioria dos insectos vectores sédo afideos, podendo a

transmissao dos virus ser persistente, ndo persistente e semi-persistente.

1.1.9. Estratégias de Resisténcia e Combate a Virus

O controlo das doencas virais pode fazer-se recorrendo a duas abordagens,
embora complementares. O controlo indirecto ou preventivo foi negligenciado no
passado, 0 que contribuiu para o alastramento e “importacdo” de novas e velhas
doencas entre os diferentes paises e continentes. Complementarmente, existe o controlo
directo, corresponde a uma abordagem mais terapéutica e menos preventiva.

— Controlo Indirecto: podem e devem ser tomadas varias accoes,
nomeadamente o uso de material livre de virus, quarentena na entrada e saida de
material biolégico entre diferentes regides, eliminacdo dos factores que contribuem para
a natural transmisséo de virus e, sempre que possivel, utilizacdo de material resistente
ou tolerante as infecgdes.

— Controlo Directo: até ha algumas décadas poder-se-ia dizer que se restringia a
termoterapia, cultura de meristemas, quimioterapia, microenxertia e protec¢do cruzada
(Németh, 1986). Com o desenvolvimento da genética e da biologia molecular e com o

advento das técnicas de manipulagdo genética, outras possibilidades se colocam, entre
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elas a transformacgéo genética. Ha que ter em conta, no entanto, que todas as acc¢des de
controlo directo e indirecto mesmo ndo envolvendo manipulagcdo genética continuam a
ser validas e essenciais, permitindo controlar as doencgas causadas por virus.

Em termos histéricos, a proteccdo cruzada teve 0s seus primeiros passos no
inicio do século XX, com estudos feitos no Virus da Necrose em Anel de Tabaco.
Verificou-se que plantas infectadas com um virus, ao serem infectadas com outro
relacionado com o primeiro, ndo apresentavam sintomas, mas 0S seus extractos eram
capazes de infectar plantas sas (Fraser, 1990). Embora este potencial de protec¢éo
contra virus mais devastadores tenha sido usado em algumas cultivares, em condi¢ées
de campo com sucesso, no final dos anos cinquenta (1950), a sua utilizagcdo ndo se
generalizou e, sempre que possivel, é a Ultima técnica a ser utilizada, visto que, ha um
risco elevado, por vezes mais elevado do que as vantagens, de introducdo de novos
virus num determinado ecossistema agricola. Por outro lado, nem todos os virus podem
ser utilizados, visto que, a possibilidade de existir proteccdo cruzada nao é universal
entre os virus (Fraser, 1990). O processo subjacente a protec¢do cruzada ainda nao é
claro, o que torna mais complicada a sua utlizacdo. Existem algumas teorias
relacionadas com o papel da proteina da capside viral, quer impedindo o
encapsulamento dos virus, quer interferindo com a actividade da replicase. Em todos os
casos, os dados disponiveis ttm como base resultados com plantas transgénicas, onde

foi obtida expressao da proteina da capside (CP) (Tabela 10).

Tabela 10: Exemplos de plantas transformadas com a capside viral (CP). Adaptado de (Strittmatter &
Wegener, 1993)

Origem do gene da CP A expressao transgénica protege

Espécie transformada

(capside viral) contra
TMV Tabaco TMV
™™V Tomate T™V, ToMV
TMV Tabaco PVX, AIMV, CMV,SHMV
AIMV Tabaco AIMV
AIMV Tomate PVX CMV
AIMV Alfafa AIMV
AIMV Tabaco AIMV
TRV Tabaco TRV, PEBV
CMV Tabaco CMV
PVX Batata PVX
PVX Batata PVX
PVX+PVY Batata PVX +PVY
PVS Batata PVS
PLRV Batata PLRV
TSWV Tabaco TSWV
TEV Tabaco TEV
RSV Arroz RSV
GCMV Tabaco GCMV
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Apresentam-se exemplos de plantas transformadas genéticamente com o gene
da capside viral (CP), Tabela 11.

Tabela 11: Exemplos de transformantes com Cépside viral (CP) nos ultimos anos

Origem do gene da CP Plantas transformadas Referéncias
SrMV Cana de Acgucar Ingelbrecht et al 1999
SPFMV Batata doce Okada et al 2001
RTSV Arroz Sivanani et al 1999
SMV Soja Wang et al 2001
CMV Tabaco Liang et al 1994
SMCV Melancia Pang et al 2000
LMV Alface Dinnant et al 1997
ArMV Vinha Spielmann et al 2000
TYLCV Tomate Kunik et al 1994
GFLV Tabaco Bardonnet et al 1994
CcTvV Citrinos Gutiérrez-E. Et al 1997
TMV Tabaco Clark et al 1995
TRV Tomate Yepes et al 1996
CMV Tomate Kaniewski et al 1999
PPV Ameixoeira Ravelonandro et al 2000
APMoV Tabaco Neves-Borges et al 2001

Na maioria dos casos, a presenca da capside viral é essencial para a resisténcia
ao virus, ndo sendo suficiente a presenca do RNAm correspondente.

Segundo Powell-Abel e outros (1986), as plantas de tabaco exprimindo a proteina
da cépside do Virus do Mosaico do Tabaco (TMV) apresentam resisténcia a este virus.
Os trabalhos subsequentes versaram, por um lado, estudos genéticos e moleculares em
plantas modelo e, por outro, o estudo de diferentes resisténcias em varias cultivares com
interesse agricola e econémico (ex: milho, soja, tomate, batata, cana-de-acucar, melao,
arroz, abbébora e tabaco) (Miller & Hemenway, 1998). Um fenétipo de resisténcia
demonstra, tipicamente, atraso nos sintomas, reducdo dos sintomas na zona de
inoculagdo, diminuicdo ou auséncia de movimento sistémico e reducdo da acumulagéo
do virus (Miller & Hemenway, 1998).

Embora a utilizacdo comercial da estratégia de transformacao genética tenha sido
adoptada rapidamente, o mecanismo pelo qual a planta transformada adquire resisténcia
nao é ainda completamente claro. Os resultados disponiveis, revelam a existéncia de
diferentes mecanismos de aquisicdo de resisténcia induzida por agentes patogénicos
(Jackson & Taylor, 1996). Podemos considerar dois mecanismos base: o primeiro,
baseado na expressao de proteinas e 0 segundo nos acidos nucleicos. As proteinas de
origem viral (Virus do Mosaico de Tabaco —TMV, Virus do Mosaico de Alfafa — AIMV,
Virus X de Batata — PVX) expressas nos transformantes podem ser da capside
(proteinas do tipo selvagem, ou genéticamente modificadas), ou proteinas de movimento
(MP) e, neste caso, as proteinas sdo sempre modificadas (visto que, sé deste modo,

existe resisténcia a infec¢do) (Baulcombe, 1996). A resisténcia mediada por acidos
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nucleicos resulta da inibicdo directa do ciclo de infeccéo viral pelo transgene ou pelo seu
transcrito de RNA (Baulcombe, 1996).

Embora de acordo com o0s primeiros trabalhos de expressdo da proteina
capsidica, nomeadamente os relativos a TMV, PVX, CMV (Virus do Mosaico de Pepino),
ou AIMV, existisse uma correlacao positiva entre a extensédo da proteccao e os niveis de
transcricdo da proteina da capside viral, 0 mesmo nao se verificou em varios outros
estudos em que baixos niveis de transcricdo eram muito mais eficientes em termos de
proteccao (ex: Potivirus). Casos extremos (Virus do Enrolamento da Folha da Batata -
PLRV) surgiram, em que se verificou protec¢cdo em plantas transformadas, onde n&o foi
possivel detectar o gene da capside viral (Miller & Hemenenway, 1998). Por outro lado,
se em determinados casos, a presenca do transcrito da proteina da capside (RNAm) era
suficiente para induzir resisténcia, noutros s6 se detectava resisténcia na presenca da
proteina. Sao diversos 0s mecanismos propostos para explicar este efeito e variam de

acordo com a planta e 0 virus em causa.

1.2. Cultura de plantas in vitro

Os primeiros trabalhos sobre cultura in vitro do lipulo datam do inicio da década
de 70, do séc. XX (Vine & Jones, 1969; Adams, 1975). Tinham como objectivo principal,
a obtencdo e micropropagacdo de plantas livres de virus. De entre os objectivos
desenvolvidos ulteriormente destacam-se: o desenvolvimento de cultura de células
produtoras de diferentes compostos quimicos com importancia econdémica (Langezaal &
Scheffer, 1992; Heale & Connel, 1989), a cultura de ovarios e anteras, a fusdo de
protoplastos, com vista ao melhoramento genético (Seigner, 1992; Gmelch & Rossbauer,
1993). Na obtencéo de plantas livres de virus utiliza-se, actualmente, uma combinacao
de termoterapia com cultura de meristemas.

O uso da termoterapia, fundamenta-se no facto de, a temperaturas elevadas, as
particulas virais ficarem inactivas na planta, verificando-se uma inibicdo mais ou menos
completa da sintese viral, possivelmente, pela inactivagdo da replicase viral (Dijkstra &
Jager, 1998). A cultura de meristemas baseia-se no facto de, mesmo numa planta
sistemicamente infectada as células meristematicas envolventes do meristema apical
nao estarem invadidas pelo virus (Dijkstra & Jager, 1998). Os meristemas livres de virus
podem ser isolados e originar novas plantas livres de virus (Probasco & Winslow, 1986).
E neste passo, que o papel da cultura in vitro se mostra primordial, visto que permite a
propagacao e multiplicagdo em massa de plantas com origem nos meristemas isolados.
Embora esta técnica seja de grande importancia para o estabelecimento de campos de

lGpulo, visto que permite iniciar a nova cultura utilizando plantas livres de virus, na
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verdade, ela ndo garante que, uma vez no campo, as plantas que nao tém qualquer tipo
de resisténcia, ndo sejam de novo infectadas (Probasco & Winslow, 1986).

Na tentativa de ultrapassar este problema, tém vindo a ser desenvolvidos
programas de cruzamentos controlados (Gunn, 1985; Neve, 1986; Seigner, 1993), de
seleccao in vitro de variedades resistentes a agentes patogénicos (Heale, 1985; Connel
& Heale, 1986; Heale et al., 1989) e, mais recentemente, de transformacdo genética
(Lyon de Castro, 2004).

1.3. Regeneracdo de meristemas in vitro

As plantas tém a capacidade de regenerar partes dos seus 6rgaos e, partindo de
células sométicas, formar novas plantas, quer directamente a partir de uma s6 célula
(embriogénese somaética directa), quer indirectamente (com origem num callus
intermédio — embriogénese somatica indirecta e organogénese). O desenvolvimento é
determinado durante a embriogénese zigética da planta, quando sdo definidos os
meristemas apical e radicular. Durante o desenvolvimento pds-embrionario, a
capacidade mitotica esta restrita as zonas onde se encontram 0s meristemas primarios,
mas alguns grupos de células diferenciadas mantém a capacidade de entrar em mitose
(Frank et al., 2002).

Na cultura in vitro, as pressdes externas, a localizacdo e estado fisioldégico das
células no explante, ou no callus, podem induzir modificacdes no desenvolvimento das
células. Assim, células que estavam vocacionadas para diferenciar, proliferar ou morrer,
podem ser direccionadas para um programa de desenvolvimento alternativo (Thorpe,
1980; 1994). A este processo, que passa pela aquisicdo de capacidades de percepcéo e
reconhecimento de sinais especificos relacionados com o desenvolvimento, da-se o
nome de competéncia (Halperin, 1986). Na presenca desses sinais, as células ditas
competentes, ou seja, que tém a capacidade de reconhecer esses sinais de alteracéo do
seu programa de desenvolvimento, sofrem um processo de indugdo (McDaniel et al.,
1992). Esta indugdo conduz a resposta por parte de populacdes de células que, deste
modo, podem evoluir no sentido da organogénese. Esta resposta in vitro, é
essencialmente induzida de forma empirica, para cada espécie, com algumas excepc¢des
como o género Arabidopsis (Smigocki & Owens, 1989; Werner et al., 2001) em que, séo
conhecidos alguns dos genes envolvidos neste processo.

A regeneracdo de plantas por cultura in vitro tem vindo a ser desenvolvida, com
0s mais variados objectivos. Esta consiste na formagédo de novo de plantas, partindo de
porcBes destas — os explantes. De entre os diferentes objectivos da regeneracdo de

plantas in vitro, encontra-se a obtengcdo de plantas apds transformacéo genética. Sé
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deste modo € possivel obté-las com a nova informagdo genética. Assim, para se
desenvolver um método eficiente de transformacao, é fundamental o estabelecimento de
um protocolo de regeneracéo de novas plantas a partir de material vegetal transformado.

O estudo dos processos de regeneragdo de novas plantas in vitro desenvolveu-se
no sentido de multiplicar espécies que, de algum modo, apresentassem problemas nos
métodos tradicionais de multiplicacdo, associado a um valor econémico elevado, tanto
por serem variedades de interesse agricola e/ou florestal, como por serem plantas de
grande valor ornamental.

Com base em estudos desenvolvidos desde a década de 50 do século XX, o
processo organogénico em plantas, tem vindo a ser parcialmente explicado. Sabe-se
gue, nas angiospérmicas, a morfogénese depende do controlo do padrao de formacao,
do numero de células em divisdo e do controlo do crescimento celular (Frank et al.,
2002).

Verificou-se que, numa primeira fase do processo morfogénico, razdes altas de
auxina/citocinina levam a formacéo de raizes e razfes baixas favorecem a formagao de
meristemas adventicios, sendo a combinacdo destes dois tipos de fitorreguladores (as
auxinas e as citocininas), fundamental na inducéo de organogénese nas células vegetais
in vitro (Skoog & Miller, 1957). Com base nos estudos de Skoog & Miller (1957), foi
formulada a hipétese de que, as citocininas, em conjunto com as auxinas, teriam papel
essencial na morfogénese vegetal, tendo uma influéncia profunda na formacao de raizes
e meristemas e no seu desenvolvimento relativo (Werner et al., 2001). A razdo entre as
concentracdes de cada um destes reguladores de crescimento varia com a familia,
género, espécie e até mesmo variedade da planta em causa (Ducan & Widholm, 1988;
Frello et al., 2002).

Segundo alguns autores, o etileno podera também ter efeito como inibidor e néo
indutor da organogénese (Perl et al., 1988; Sethi et al., 1990; Williams et al., 1990; Chi et
al., 1990; Aloni et al., 1998).

As auxinas estardo mais intimamente ligadas ao processo de replicagdo do DNA,
numa fase inicial do ciclo de divisdo celular, enquanto que, as citocininas estardo mais
relacionadas com o processo de divisdo celular propriamente dito (Taiz & Zeiger, 1991).
Apesar de se associarem as citocininas a multiplicagdo celular, elas podem também
estar envolvidas na indugéo de diferenciacdo celular (Wener et al., 2001). A participacado
destes fitorreguladores (auxinas e citocininas) na regulagdo do ciclo celular é
universalmente aceite, mas o processo especifico como cada um actua, ndo esta
completamente esclarecido. Tém-se multiplicado os trabalhos relacionados com estes

fitorreguladores, as enzimas envolvidas na sua activacao/inibicdo e os genes, envolvidos
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no ciclo celular afectados por estes compostos (Frank et al., 2000; Mizukami & Fischer,
2000; Werner et al., 2001; Souter & Lindsey, 2000).

Em qualquer planta, a diferenciagdo celular esta, de algum modo, definida desde
a fase embrionaria. Durante a formagcdo do embrido ficam definidos dois tipos
fundamentais de meristemas: meristema apical vegetativo (SAM) e meristema apical da
raiz (RAM). Na fase poés-embrionéria, a divisdo mitGtica, esta reduzida a estas duas
zonas da planta que, além de se manterem, iniciam a formagdo dos véarios 6rgaos
necessarios a vida e desenvolvimento da planta. Esses meristemas sdo sensiveis ao
balanco de auxinas/citocininas (Miller et al., 1955; Frank et al., 2002). Esta regulacéo
parece ser parcialmente responsavel, pela capacidade de indugdo de meristemas in
vitro. Porém o processo de morfogénese é tdo complexo que, pequenas variacdes nas
condi¢des de cultura levam a significativas alteracdes nas células. Apesar de, ainda se
desconhecerem todos os mecanismos de actuacdo dos fitorreguladores, no processo de
regeneragdo in vitro, devem ter-se em linha de conta algumas variaveis, tais como o
transporte, receptores, luz, temperatura, tipo de explante (Baraldi et al., 1988; Gasper et
al.,, 1996; Jarillo & Cashmore, 1998; Saitou et al., 1999). Pode dizer-se que, as
alteracdes celulares sao resultado das alteracdes bioquimicas, a maioria delas ainda
pouco conhecidas que, em Ultima analise, resultam de alteracbes da expressao génica
(Thorpe, 1980; Taiz & Zeiger, 1991). Muitos dos estimulos que afectam a expresséo dos
genes, direccionando-a para a morfogénese, tem a sua accao a nivel do citoplasma, mas
exercem o seu efeito a nivel do ndcleo (Strebbins, 1992). De um modo geral, os
fitorreguladores tém accdo sobre determinados genes, podendo ser, através de factores
transmembranares e transcripcionais, e/ou sobre enzimas, como as CDKA cinases
(Werner et al., 2001; Shwechheimer et al., 1998, Stals & Inzé, 2001). A regulacdo da
concentracdo dos fitorreguladores vai estar relacionada com a expressao de alguns
genes. Em tabaco, verificou-se que estes genes tém o seu nivel de RNAm regulado por
auxinas e induzido por citocininas (Coenen & Lomax, 1997). Dados recentes indicam
gue, existe uma interacgdo reguladora entre as citocininas e um conjunto de genes
activos nos SAM como o KNAT1 e STM (Reinhardt et al., 2000; Frank et al., 2002). A
alteracdo da expressao dos genes pode, também estar associada com a modificagdo do
namero de receptores hormonais e alteragdo dos niveis de metilacio do DNA
(Christianson, 1985; Litz, 1993) sendo muitas vezes o nivel de metilacdo do DNA
determinado pela acumulacdo do seu transcrito (RNA). Este processo de expresséo dos
genes obedeceria a um modelo de auto-regulagdo em que os fitorreguladores, como

activadores, mediavam a transcricgdo dos genes envolvidos no processo (Meyer &
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Saedler, 1996). Esta €, no entanto, uma area de estudo intenso com muitos pontos a

esclarecer.

1.4. Transformacgao genética

Com o desenvolvimento da Biologia Molecular de plantas nas Ultimas décadas,
tem vindo a ser possivel transformar genéticamente diferentes espécies com diversos
objectivos. Hoje em dia, existem mais de 3000 campos de experimentacdo com plantas
transgénicas, em mais de 30 paises (Birch, 1997). Este processo de transformacéo
genética desenvolveu-se rapidamente desde meados da década de 80 do século XX,
envolvendo mais de 40 espécies genéticamente modificadas por motivos econémicos
variados. Actualmente, os objectivos da transformacdo genética vao desde a obtencdo
de novas variedades de espécies comercialmente interessantes (ex: diferentes padrbes
e cores das flores) (Mol et al., 1999), de espécies resistentes a patogénios e pragas
(virus, viréides, bactérias, fungos e nematodos) (Fitchen & Beachy, 1993; Strittmatter &
Wegener, 1993; Franco-Lara et al., 1999; Nurkiyanova et al., 2000; Pefia & Séguin,
2001), ou resistentes a herbicidas e a stresses fisiolégicos (Datla et al., 1997), de
espécies Uteis em estudos fisiologicos (Welsh & Kay, 1997), de sistemas de transcricao
(Sugiura, 1997), de silenciamento e metilacdo do DNA (Meyer et al., 1993; Guo et al.,
1998), do controlo quimico da expresséo génica (Gatz, 1997), da expresséao de proteinas
especificas (anticorpos de origem vegetal, ou vacinas) (Franken et al., 1997) ou ainda, a
sintese de antibibticos e insecticidas (Dempsey et al., 1998).

O primeiro relato de transformacgéo genética de uma planta remonta aos anos 80
com a referéncia a transformacdo de tabaco (Horsch et al., 1984). Desde entdo, tém
surgido varias referéncias sobre transformacdo de plantas envolvendo mais de 120
espécies de cerca de 35 familias, incluindo variedades agricolas, ornamentais,
medicinais, fruticolas, espécies florestais ou mesmo espécies arvenses (Birch, 1997).

A transformacgé@o genética de plantas baseia-se na capacidade de introduzir e
exprimir genes estranhos em plantas. Diferentes métodos para atingir esse objectivo
foram sendo desenvolvidos ao longo do tempo. De entre estes, podem salientar-se:
fusdo de protoplastos com esferoplastos de bactérias, ou com lipossomas;
microinjeccao; tratamento de protoplastos com catides polivalentes na presenca de DNA;
electroporacéo; bombardeamento de particulas; Agrolistica e transformacéo mediada por
Agrobacterium tumefaciens (Walden et al.,, 1990). Alguns destes métodos foram
desenvolvidos com o objectivo de ultrapassar dificuldades na obtencdo de plantas
genéticamente modificadas, particularmente nas plantas denominados recalcitrantes a

transformacdo (ex: cereais, legumes, coniferas e varios tipos de lenhosas). Apenas
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algumas dessas dificuldades foram ultrapassadas, o que indica a necessidade de
continuar a desenvolver estudos e aperfeicoar métodos de transformacao genética, para
espécies menos acessiveis a esta técnica de melhoramento.

A introducdo de genes em plantas pode ter como alvo o genoma das células, o
DNA de um organito celular ou um vector viral replicativo (Birch, 1997), sendo que, na
maior parte dos casos, 0 objectivo principal € a introducdo dos genes estranhos no
genoma da planta. Para que esse objectivo seja atingido, tém que ser ultrapassados
alguns obstaculos, nomeadamente, a penetracao da parede celular (exceptua-se o caso
dos protoplastos, cuja parede € previamente removida, por accdo de enzimas
especificas), transporte no citoplasma sem ser degradado e a entrada no nucleo,
seguida de integracdo no genoma nuclear.

Os vérios processos de transformacdo genética, enumerados anteriormente,
podem organizar-se, genericamente, em dois grandes grupos: aqueles em que a
transferéncia do gene ou genes estranhos a planta alvo é mediado por Agrobacterium, e
aqueles em que o gene ou genes sao transferidos directamente para o genoma da
planta. No presente trabalho serdo referidos apenas o método de transformacao
mediada por Agrobacterium tumefaciens e o bombardeamento de particulas, por serem

os que foram utilizados.

1.4.a. Transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens

O melhoramento genético de plantas tem vindo a ser realizado desde o inicio da
agricultura. Os programas de melhoramento classico tem tido éxito gracas ao
desenvolvimento de técnicas que permitem, através de cruzamentos entre diferentes
plantas, a introducdo e manutencdo de caracteristicas desejaveis em linhas hibridas.
Este método €, no entanto, moroso e incerto, com limitacdes ligadas ao facto de
pressupor a hibridacdo sexual. Esta nem sempre € possivel, quer porque as plantas
possuem gendtipos muito diferentes, quer porque nao existem na natureza, espécies
proximas com as caracteristicas desejadas. Estas limitagbes tém vindo a ser
ultrapassadas, com os métodos de transformacdo genética desenvolvidos nas ultimas
décadas, (Watson et al., 1998).

A possibilidade de transferir DNA estranho para células vegetais, s6 foi possivel
desde que se reconheceram as bactérias fitopatogénicas, Gram-negativas,
Agrobacterium tumefaciens, e a Agrobacterium rhizogenes como meio de atingir esse
propésito (Liu et al., 2001; Pena & Séguin, 2001). O Agrobacterium tumefaciens é capaz

de transferir uma por¢éo (denominada T-DNA) do seu Ti-plasmideo, para o ndcleo das
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plantas superiores, fungos ou até mesmo células humanas (Ditt et al., 2001). A maioria
das dicotiledoneas é capaz de ser infectada por esta bactéria (Pena & Séguin, 2001).

Este processo ocorre na natureza e, pode levar a formacao de tumores vegetais,
originando a doencga conhecida por tumor de galha (crown gall tumor) (Lewin 2001). Esta
doenca é caracterizada pelo aparecimento de massas de células, em continua diviséo e,
sem diferenciacdo. Estas células tém a capacidade de se multiplicarem, continuamente,
mesmo quando transferidas para cultura sem as bactérias e sem fitorreguladores. O
plasmideo do Agrobacterium (Ti), tem cerca de 200 kb, é circular, de cadeia dupla, e
existe na bactéria como unidade replicativa independente (Watson et al., 1998).

No processo de infeccdo é fundamental a porcao do plasmideo Ti, que tem a
capacidade de ser transferido para o nucleo das células hospedeiras, o T-DNA, que
codifica um grupo de genes para a sintese de opinas (aminoacidos especificos derivados
da arginina). Estes aminoacidos, entre outros, sao utilizados pelas bactérias como fonte
de carbono e azoto. De acordo com o tipo de opinas que sintetizam, os plasmideos
podem dividir-se em 4 grupos: (1) nopalinicos (com genes que produzem nopalinas (nos)
e genes que degradam nopalinas (noc); (2) octopinicos (com genes que produzem
octopinas (ocs) e genes que degradam octopinas (occ); (3) agropinicos e, finalmente, (4)
os plasmideos Ri, caracteristicos do Agrobacterium rhizogenes (induzem a doenca da
raiz “cabeluda” — hairy roots). Estes plasmideos Ri tém genes do tipo agropinico mas,
podem ter segmentos derivados de plasmideos nopalinicos e octopinicos (Lewin, 2001).
Um segundo grupo de genes, presente no plasmideo causa a desregulacdo do
crescimento das células infectadas, dois desses genes (iaaM e iaaH) codificam enzimas
gue levam a producao de auxinas. Um terceiro gene (iptZ) codifica enzimas que levam a
producdo de outro fitorregulador, uma citocinina (Walden et al., 1990; Watson et al.,
1998).

Ainda ndo é totalmente conhecido o processo pelo qual o DNA da bactéria é
introduzido no genoma da planta, nomeadamente, a forma como o DNA externo penetra
no nucleo e se insere no genoma de um eucarionte, dando origem ao Unico processo na
natureza em que ha troca de material genético entre diferentes Filos (Ditt et al., 2001).

O T-DNA é sempre acompanhado por proteinas de viruléncia (proteinas Vir,
codificadas por genes de outra zona do Ti, ndo transferiveis para a célula vegetal com o
T-DNA) que estardo envolvidas em varios fases do processo. Algumas dessas proteinas
formam um “pilus” na superficie da bactéria, através do qual o T-DNA e as proteinas de
transferéncia se deslocam (Gelvin, 2000).

A interaccdo entre as plantas e a bactéria envolve uma complexa série de sinais

guimicos que podem ser agucares &cidos e neutros, compostos fenolicos, opinas,
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proteinas Vir, e o préprio T-DNA (Liu et al., 2001). Estes sinais quimicos desencadeiam
toda a reaccao de transferéncia.

Inicialmente, a presenca de compostos fendlicos, de origem vegetal, em resposta
a eventuais feridas causadas na planta, é fundamental para que haja a indugdo dos
genes de viruléncia da bactéria, através do local de reconhecimento do sinal. Assim, a
proteina Vir A (uma histidina-quinase ligada a membrana interna da bactéria) ou outra,
serd o local de reconhecimento na bactéria. O processo ainda ndo é bem conhecido,
mas pensa-se que outras proteinas cromossdmicas estejam também envolvidas no
processo de reconhecimento (Gelvin, 2000). AcUcares como a arabinose ou a glucose,
em baixas concentracdes, sdo fundamentais para este passo inicial, pois promovem a
activacao de uma proteina (Chv E) cromossdmica da bactéria que se liga aos acucares e
interage com a Vir A. A proteina Vir A, uma vez activa, fosforila a proteina Vir G
permitindo a sua ligacdo aos promotores dos genes vir, activando a expressdo dos
genes de viruléncia. A proteina Vir G é controlada pela expressao de outra proteina
cromossOmica, a Chv D. O sistema de proteinas de viruléncia VirA-VirG, colocado numa
regido de 40 kb fora do T-DNA (Watson, 1998) € ainda influenciado por factores fisicos
como a temperatura e o pH (Liu et al., 2001).

A producdo de acucares e compostos fendlicos constitui um mecanismos de
defesa das plantas, levando a biossintese de fitoalexinas e de lenhina. A producéo
daqueles compostos funcionard, para a bactéria, como meio de deteccdo de alvos de
infeccdo (Walden et al., 1990; Gelvin, 2000).

Depois de ter sido encontrada uma planta em condicbes de ser infectada,
desencadeia-se, na bactéria, 0 mecanismo de ataque. A proteina VirD2, da bactéria,
ligada a planta, liberta o T-DNA do plasmideo Ti, cortando os extremos (regides
flanqueadoras ou “borders”) constituidos por uma sequéncia repetida de 25 pares de
bases. Sabe-se que para a VirD2 estar activa € necessaria a presenca de uma outra
proteina denominada VirD1 (Ziemienowicz et al., 2001). O T-DNA apés ser libertado,
associa-se a proteina VirD2 através de uma ligacdo covalente ao residuo de tirosina da
extremidade 5. Para que esta ligagdo ocorra, in vivo, numa molécula de cadeia dupla é
necessario que, além da proteina VirD2, esteja também presente a proteina VirD1. Para
gue o T-DNA seja exportado da bactéria é também necesséaria uma outra proteina Vir, a
Vir B, que sendo um complexo membrana-proteina, tem uma accdo determinante no
transporte do complexo proteina-acido nicleico para o exterior (Liu et al., 2001).

Pensa-se que a transferéncia do T-DNA para as células vegetais seja feita de um

modo semelhante a0 que acontece na conjugacdo entre bactérias, ou seja, uma
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molécula de cadeia simples de T-DNA, ligada a uma Unica VirD2, entra na planta como
um complexo proteina-acido-nucleico (Gelvin, 2000).

Na formagao de uma estrutura semelhante a um “pilus”, para passagem do acido
nucleico da bactéria para a planta, estao envolvidas proteinas como as VirB que, formam
um complexo ligado & membrana (Liu et al., 2001) e a VirD4 (Gelvin, 2000). Uma vez
formado o “pilus que se pensa seja formado, fundamentalmente, pela VirB2, pode iniciar-
se a passagem do T-DNA da bactéria para a planta. A viruléncia do Agrobacterium esta
directamente relacionada com a capacidade de produzir esta estrutura o que revela o
seu papel fundamental, que alguns autores consideram ser o de fixagdo. O “pilus” deve
funcionar como uma ancora que, permite manter a bactéria fixa a planta durante o
processo de transferéncia. Nado se sabe, ao certo, como se processa essa passagem. No
entanto, associada ao T-DNA, é também transferida a VirE2, proteina importante na
transformacdo e que tem a capacidade de se ligar a cadeias simples de DNA (Gelvin,
2000).

Deste modo, o T-DNA é transferido da bactéria para a planta com uma molécula
de VirD2 associada a extremidade 5’ e toda a sequéncia envolvida pela proteina VirE2.
Estudos recentes sugerem a capacidade de o Agrobacterium transferir, separadamente,
o0 T-DNA e a VirE2, tendo esta proteina uma funcao de proteccéo da cadeia de DNA no
interior da célula vegetal (Ziemienowicz et al., 2001).

A VirE2 parece nado ser essencial para a transferéncia de DNA. Segundo Hwang
& Gevin (2004), uma outra proteina, a VirB2, liga-se ao T-DNA formando o complexo
proteina-acido nucleico. Atingido o nulcleo da célula vegetal, o complexo proteina-acido
nucleico tem de entrar no ndcleo da célula. Todas as proteinas que tém a capacidade de
penetrar no nucleo, possuem sinais de localizacdo nuclear (NLSs) que possibilitam o seu
reconhecimento pelos mecanismos de importacdo do nucleo. Este processo ocorre em
duas fases: na primeira o NLS da proteina liga-se ao poro da membrana nuclear; na
segunda fase, da-se a translocacdo do T-DNA, através do poro nuclear (NPC) com
dispéndio de energia.

Os NLSs estdo presentes quer no caso da proteina VirD2 como no da VirE2.
Sabe-se que, para que haja entrada no ndcleo, é essencial que a VirE2 esteja presente
(Ziemienowicz et al., 2001). A Vir D2 sé consegue transferir, para o nicleo, pequenas
cadeias simples de DNA, pelo que o T-DNA é uma cadeia de DNA demasiado longa para
gue o VirD2 consiga introduzi-la no ndcleo da célula vegetal. Embora esta funcéo
dependa, estritamente, da presenca do NLS do terminal C da proteina, em células em
divisdo, todo o processo esta facilitado (a membrana nuclear desagrega-se no processo

de divisdo celular) e é possivel que, nesses casos, a necessidade do NLS ndo seja tdo
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vital para que o transporte ocorra. No caso de cadeias de tamanho superior a 250
nucledtidos (entre 250 e 1000 pb), para que o transporte, através do poro nuclear, se
processe de um modo eficiente e rapido, é necessaria a presenca da VirE2 em
conjugacéo com a VirD2.

No caso particular do T-DNA, a VirE2 envolve a cadeia de nucledétidos, cobrindo
as suas cargas negativas, o que possibilita a passagem desta longa cadeia através do
poro nuclear da célula vegetal. Pensa-se que, alternativamente ou mesmo em
conjugacdo, esta proteina ligar-se-a aos intermediarios de importagéo no interior do poro,
facilitando o transporte (Ziemienowicz et al., 2001).

O papel da VirD2 sera o de proteina guia que leva o T-DNA pelo caminho certo,
usando para tal, o seu NLS do terminal C que é reconhecido pelo receptor NLS
Importador o do poro nuclear. Uma vez ligado a este Importador o, o T-DNA ancora-se
ao NCP através do Importador B e, deste modo, o terminal 5° do T-DNA é introduzido

directamente no poro, verificando-se a sua rapida deslocagao através dele (Figura 1.4.).

Figura 1.4-Esquema ilustrando os passos fundamentais do processo de transformacado de plantas
mediado por Agrobacterium tumefaciens. (adaptado de Zupan & Zambryski, 1995).
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Uma das possiveis razdes para que a resposta da planta & infeccdo por
Agrobacterium seja tdo pouco intensa (uma vez que ndo ha indugéo de respostas hiper-
sensiveis) pode ser a sua proximidade filogenética a bactéria simbiética Rhizobium e,

também, a capacidade do Agrobacterium alterar ou contornar as defesas das plantas.
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Assim, verificou-se que, 24 a 48h apds a interaccao entre os dois organismos, proteinas
com um papel importante na traducdo do sinal e nas respostas de defesa da planta a
agentes patogénicos, apresentam-se alteradas (Ditt et al., 2001). Embora, resultando
numa infeccao patogénica e ndo simbidtica para a planta, a bactéria parece ter os meios
necessarios para induzir respostas na planta que, normalmente estdo associadas a
stresses abidticos e a bactérias ndo patogénicas (alguns partilhados com o Rhizobium).

Com base neste processo de transferéncia genética mediada por Agrobacterium,
existem multiplos registos de protocolos de transformacao em varios géneros de plantas
sendo provavelmente a metodologia mais largamente difundida. A sua utilizacdo esta,
sem duvida, associada a dois factos fundamentais: o largo espectro de plantas passiveis
de serem sensiveis a bactéria e, por outro lado, a vantagem de ser um método dirigido
ao nucleo das células. Para que esta metodologia de transformacdo genética fosse
amplamente utilizada, tiveram de ser efectuadas algumas alteracdes aos plasmideos,
nomeadamente, a remocao do T-DNA, dos genes responsaveis pela sintese de opinas e
de fitorreguladores (obtendo-se plasmideos ditos desarmados). Este processo nao
interfere com a transferéncia para a planta embora seja essencial manter as repeticdes
dos “borders” para que o sinal de reconhecimento da transferéncia se mantenha. Com
esta alteracdo conseguem-se duas mais valias: por um lado, os genes retirados podem
ser substituidos pelos genes de interesse; por outro lado, sem a producdo de
fitorreguladores e de opinas nas células transformadas torna-se mais facil controlar, in
vitro, a regeneracéo e o desenvolvimento das plantulas transformadas.

A transferéncia do T-DNA né&o depende de uma ligacao fisica entre esta por¢cao
do plasmideo e o DNA da planta o que levou ao desenvolvimento de duas abordagens
para a construcdo de vectores desarmados de transformacéo de plantas: 1) Sistema em
Cis ou vectores co-integrativos em que 0S novos genes sdo introduzidos numa
recombinacdo homodloga com o T-DNA ja existente no plasmideo Ti; 2) Sistema em
Trans ou vectores binarios, em que 0s novos genes estdo clonados em pequenos
plasmideos artificiais com T-DNA, sendo a origem de replicagdo funcional a do
Agrobacterium. Os pequenos plasmideos sdo introduzidos em estirpes de Agrobacterium
com plasmideos Ti alterados com uma regido vir funcional (denominados plasmideos
“helper”) mas sem a regido T.

Apos transformacéo, é essencial seleccionar as células que estao transformadas.
Para tal foram desenvolvidos marcadores selectivos que conferem resisténcia a
herbicidas ou a antibiéticos. Deste modo, uma célula que seja capaz de completar o seu
ciclo de vida em meios contendo esses herbicidas ou antibiéticos, serd uma célula que

deverd estar transformada. De entre os genes de selec¢do mais utilizados podem
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destacar-se 0s seguintes: resisténcia a canamicina, higromicina, metatrexato e
fosfinoltricina. O promotor responsavel pela expressédo destes genes que conferem as
diferentes resisténcias é, geralmente, de dois tipos: origem viral, nomeadamente do
Virus do Mosaico da Couve-flor (0 promotor 35S ou o 19S), ou origem no préprio
Agrobacterium (em geral os promotores ligados a sintese de octopina ou nopalina).
Existem ainda, promotores de origem vegetal, em particular da planta que se pretende
transformar.

Juntamente com os genes de seleccao, incluem-se também genes marcadores,
facilmente detectaveis utilizando testes directos e de facil observacdo. Estes testes
podem ser reacc¢des quimicas ou utilizacdo de luz de comprimentos de onda especificos,
em geral U.V.. Com este ultimo tipo de genes, que codificam proteinas “green fluorescent
protein” (GFP), é possivel determinar, o estado e intensidade de transformagao, em
simultaneo, com o processo de seleccdo. Ao mesmo tempo é possivel verificar in situ as
respostas do material ao processo de transformacdo, o que permite monitorizar toda a
técnica, quer pelo conhecimento da taxa de expressdo transiente, quer pela
determinacdo das condicBes de transformacdo em que esta se processa com taxas mais
elevadas. Os genes marcadores mais utilizados sdo genes que codificam para diferentes
compostos de origem nao vegetal, como o do cloranfenicol acetiltransferase, B-
glucuronidase, luciferase e, mais recentemente, o da proteina GFP. A transformacao
genética de plantas tem vindo a ser utilizada com objectivos muito diversos como a
tolerancia ao frio ou a salinidade elevada (exemplos de stresses abidticos), a esterilidade
masculina, a resisténcia a stresses bidticos, ou tendo em vista a biorremediacéo (Pefia &
Séguin, 2001).

1.4.b. Transformacéao por bombardeamento de particulas

Neste processo de transformacdo genética, o gene ou genes sao introduzidos
nas células a transformar, associados a microprojécteis de ouro ou tungsténio,
disparados a alta velocidade contra 0 material vegetal. Idealmente, as particulas devem
entrar nas células de molde a que a integridade das mesmas se mantenha, e o DNA
estranho seja, integrado no genoma de algumas das células bombardeadas, permitindo
gue, ulteriormente, se consigam obter plantas transgénicas regeneradas a partir dessas
células. Na pratica, o bombardeamento que consiste no choque de particulas densas a
grande velocidade contra as células vegetais, provoca ferimentos de diferentes
dimensdes. A relacdo entre a formacdo de feridas, fundamental para a insercdo do
material genético e, a capacidade de recuperagdo das mesmas (que permite as células

transformadas recuperem, originando plantas transgénicas) € fulcral neste processo de
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transformacéo (Bidney et al., 1992). Desde 1988, altura em que Christou e a sua equipa
demonstraram as potencialidades desta metodologia, que esta técnica de transformacao,
tem sido largamente utilizado em herbdceas, monocotiledéneas, leguminosas e
lenhosas, por exemplo.

As particulas com tamanhos que variam entre os 0,4 a 2 um de diametro, sdo
tratadas com DNA e diferentes compostos, como a espermidina e o cloreto de célcio,
para promover a adesao do &cido nucleico. As particulas séo ulteriormente aceleradas
de modo a que atravessem tanto a parede celular como a membrana plasmatica
atingindo as células alvo de forma ndo letal. O primeiro registo de um aparelho para
acelerar as particulas revestidas com DNA foi concebido por Stanford em 1987.
Baseava-se num mecanismo de transferéncia de impulsos mecanicos utilizando
macroprojécteis, que aceleravam as particulas de tungsténio até altas velocidades (328-
656 m sec?), e uma placa de paragem com uma pequena abertura na zona de
passagem das particulas. Estes equipamentos tém vindo a ser aperfeicoados sofrendo
alteracBes, nomeadamente, na fonte de aceleracdo. A aceleracdo pode ser gerada por
descarga de uma arma (Stanford et al., 1987), por gota de agua (Christou, 1988), ar
comprimido (Sautter, 1993) ou outros gases como o hélio (Russell et al., 1991).

Das vantagens apontadas ao método de bombardeamento, as mais
frequentemente mencionadas sdo (1) transformacdo de diferentes espécies agricolas
independentemente do gendtipo, (2) a independéncia da relacdo hdspede/hospedeiro
necessaria na transformacédo mediada por Agrobacterium, (3) auséncia de limitacdes e
problemas na regeneracdo de novas plantas, em oposicdo ao que acontece na
transformacdo por Agrobacterium (Christou, 1992). Neste método, a capacidade de
utilizar qualquer tipo de tecido para transformacado, permite uma liberdade que, muitas
vezes, pode fazer a diferenca entre o sucesso ou insucesso da transformacdo, uma vez
gue o tecido mais acessivel a transformacdo pode ndo ser, necessariamente, 0 mais
apto para a regeneracdo (McCown et al., 1991; McCabe et al., 1993; Cho et al., 1999).
Por outro lado as microparticulas podem atingir varias células em simultaneo, o que pode
aumentar a percentagem de células potencialmente transformadas (Sautter, 1993).

A capacidade de obter plantas transformadas, utilizando este método, depende
de vérios factores que podem ser controlados atendendo ao seguinte:

e Sistema de regeneracdo adequado para que as células transformadas possam
originar novas plantas com frequéncia aceitavel;
e Flexibilidade na penetragdo das particulas de modo a permitir que o DNA atinja as

células competentes para a regeneracao;
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e Processos eficientes de selecgdo para despistar o maximo de quimeras (plantas que
tém origem em grupos de células, muitas das quais ndo sao transformadas, o que
significa que a planta pode ter por¢bes com origem em células transformadas e
outras ndo);

e A frequéncia das quimeras € determinada pela posicdo das células responsaveis
pela regeneracdo (se as plantas regeneradas sdo fundamentalmente de uma zona
em que ocorreu transformacao em poucas células, € possivel que a frequéncia de
guimeras seja muito elevada).

E importante ter em conta que o processo de bombardeamento depende de
factores fisicos. De entre estes factores destaca-se a capacidade de atingir as células,
evitando, em simultdneo, danos excessivos no tecido, o0 que comprometeria a
capacidade regenerativa (Christou, 1992; Birch, 1997). Nesta perspectiva, € possivel
optimizar diferentes variaveis como o tamanho e densidade das particulas, a quantidade
de DNA, o método de precipitacio do DNA e ajustamento dos parametros do
equipamento que condicionam a capacidade de penetracdo (Christou et al., 1991). Estes
parametros variam com o tipo de aparelho utilizado. Nos aparelhos que usam hélio sera
a sua pressao e a distancia entre os diferentes componentes do equipamento (Kikkert,
1993). No sistema de aceleracdo por descarga eléctrica sera a voltagem aplicada
(McCabe & Christou, 1993). Nesta metodologia, ha que ter em conta factores fisicos e
ambientais que, podem condicionar a capacidade de “aceitacdo” do DNA por parte da
planta receptora. Neste grupo encontram-se a temperatura, o fotoperiodo e a humidade
em que os alvos se encontram durante o bombardeamento podendo, nalguns casos, ser
necessario, um tratamento prévio de pré-bombardeamento num regime especial de luz,
temperatura e humidade para o sucesso da transformacédo (Christou, 1994). S&o factores
determinantes o tipo de explante usado e os tratamentos aplicados quer antes quer

depois do bombardeamento (Christou, 1995).

1.4.c. Expresséao de transgenes

Em inlmeros campos dispersos por todo o mundo, é possivel encontrar ensaios
de transformacdo de plantas (plantas transgénicas) sendo que, muitos dos seus
produtos, ja se encontram no mercado (Birch, 1997; Dempsey et al., 1998) e na industria
alimentar (Walden, 1999). Alguns destes produtos tém ja grande expressao no mercado
mundial, como seja o tomate “Flavr Savr’, comercializado em 1994 pela empresa
Calgene, o milho resistente a insectos “Maximizer” da companhia Ciba Seeds,
comercializado em 1996, soja resistente a herbicidas “Roundup Ready”, comercializado

em 1996-97 pela empresa Pioneer, “canola” resistente a herbicidas “Innovator”,
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comercializada em 1995-96 pela empresa AgrEvo, algoddo resistente a insectos
“Bollgard”, comercializado em 1996-97 pela empresa Monsanto, (Birch, 1997). No caso
do milho, o sucesso da sua utilizagdo traduz-se no facto de mais de um tergo do milho
cultivado nos Estados Unidos ser Bollgard (Perlak et al., 2001).

Com o desenvolvimento das técnicas de transformacao, o controlo da expressao
de transgenes é um dos problemas a ter em conta, visto que, frequentemente, as
sequéncias introduzidas sao transmitidas a descendéncia de acordo com as leis de
Mendel, com um fenétipo bem definido e de acordo com o esperado. E, no entanto,
comum surgirem fendtipos inesperados e cuja transmissdo dos caracteres sofra
alteracbes ao esperado. A expressdo de transgenes pode ser afectada por uma
variedade de genes pré-estabelecidos (genética da planta) e por condicbes ambientais
(Zhong, 2001). Embora nédo esteja esclarecido todo o mecanismo de integragao estavel
do DNA estranho no genoma da planta sabe-se que 0 sucesso desta técnica depende de
eventos que levam a uma inactivacdo a nivel transcripcional ou postranscripcional
denominados por silenciamento (Meyer & Saedler, 1996). Dos eventos que podem levar
ao silenciamento, destacam-se alguns que, embora possam originar um mesmo fenotipo,
tém sistemas de regulacao distintos: o nUmero e a estrutura das coépias integradas (Dale
et al., 1993), a regido no cromossoma onde é integrada o DNA (Day et al., 2000), a
estrutura da cromatina e o estado de metilacdo desta na zona do promotor (Meyer et al.,
1993; Meyer et al.,, 1997) assim como a “forga” e especificidade do promotor utilizado
(Birch, 1997; Datla et al., 1997).

Um dos tipos mais comuns de silenciamento postranscripcional surge quando
existem processos de silenciamento epigénico de transgenes e genes enddgenos (co-
supressao) que, fundamentalmente, ocorrem quando h& supressao da expressao de um
gene enddgeno depois da introducdo de um gene homologo (Meyer & Saedler, 1996;
Zhong, 2001), podendo dar-se a um nivel transcripcional ou postranscripcional. O
silenciamento postranscripcional resulta da degradacdo do RNAm na forma anti-sense,
aberrante sense ou se produzem formas de cadeia dupla de RNAmM. A origem deste
silenciamento poderd estar nos processos de recuperagdo pelos quais as células
eliminam patogénios (virus de RNA) ou os seus produtos indesejados (RNA codificado
por viroses de DNA) (Bruening, 1998; Fagard & Vaucheret, 2000). Este silenciamento
pode também suprimir a transcricdo de genes homaologos enddgenos resultando em co-
supressdo. A co-supressao pode ser induzida por virus ou por transgenes e ocorre como
resposta a dois factores de stresse importantes para a planta, a integracéo estavel de
DNA adicional nos cromossomas e a replicacdo extracromossoémica do genoma viral
(Ahuja, 2001).

42



Capitulo 1- Introducéo Geral

O silenciamento transcripcional que resulta da impossibilidade de iniciar a
transcricdo por metilagdo e/ou condensacdo da cromatina, dever-se a mecanismos,
pelos quais os transposodes, copias de elementos moéveis, e insergcbes de T-DNA séo
incorporados. O silenciamento por metilacdo, normalmente associado a uma inactivagédo
transcripcional e hereditaria, em alguns casos verificou-se também que ndo era
hereditéria, podendo ser postranscripcional (Ingelbrecht et al., 1994).

Considera-se que a transformacdo mediada por Agrobacterium tem a vantagem
de direccionar o DNA para o nucleo da célula alvo. Esta integragdo é frequentemente
conseguida sem alteracdes no T-DNA (delecdes) visto que este penetra no nudcleo
protegido por um sistema de proteinas que permite manter a integridade da molécula.
Estdo descritos para a transformacdo com Agrobacterium, padrées complexos de
integracdo, tais como: rearranjos, multiplas copias e diferentes locais de insergéo (Birch,
1997). Tal também sucede com os métodos directos de transformacdo como por
exemplo o bombardeamento. E conhecido que a frequéncia de distribuicdo de copias e
0S Sseus rearranjos variam com 0s parametros de transformacdo em ambos os métodos
(Birch, 1997; Zhong, 2001; Ow, 2002). E exemplo o caso de plantas de trigo em que a
frequéncia de transformacédo esta fortemente correlacionada com a idade das plantas
dadoras dos embriBes para transformacdo (Pastori, et al., 2001). Estudos na mesma
espécie demonstraram que a concentracdo de acgucares ou de fitorreguladores é
determinante para uma transformacdo estavel (Rasco-Gaunt et al.,, 2001). Estudos
levados a cabo em citrinos (Gutierrez et al., 1997) demonstraram que a posi¢cdo dos
explantes no agar influencia a transformacéo estavel.

No caso especifico do Agrobacterium, por vezes, podem ser incorporadas
sequéncias do plasmideo juntamente com os “borders” do T-DNA (Jacobsen, 1996).
Essas pequenas por¢bes podem mostrar mais afinidade pela matriz nuclear, levando a
uma localizacdo dos genes pouco favoravel na heterocromatina, ou sofrer mais
intensamente a influéncia da cromatina envolvente, convergindo para uma maior
instabilidade e variabilidade dos transgenes (Mlynarova et al., 1996; Ahuja, 2001).

Assim, e considerando a grande presséo econdémica e ambiental que a libertagdo
de Organismos Geneticamente Modificados (OGM) implica (mais informacdes: Briggs,
1998; Lee, 1998; Kuiper et al., 2001; Bowles & Klee, 2001), o grande objectivo futuro na
manipulacdo genética sera, ndo tanto o de transformar plantas com genes de interesse,
mas sim manter essas plantas estavelmente transformadas ao longo das geracfes
futuras. O controlo genético dos organismos transgénicos € hoje uma preocupacao
mundial, obedecendo por isso a regras que pretendem controlar, ndo s6 a sua

estabilidade, como a interacgdo com espécies relacionadas (fluxo genético - gene flow e
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polinizacdo cruzada), accdo sobre espécies ndo alvo (espécies que, ndo sendo o
objectivo da resisténcia introduzida na transformacdo, podem ser afectadas pelos
produtos do gene expresso nas plantas transgénicas), e o efeito sobre a saide humana
(Genetically Modified Pest-Protected Plants: Science and Regulation, 2000). Neste
contexto, a preocupacdo na estabilidade genética das plantas transformadas, foi
necessariamente uma preocupacdo deste trabalho. Preocupacdo que se traduz no
acompanhamento, ao longo do tempo, dos transgenes livres de pressao selectiva.

1.5. Objectivos

O melhoramento genético de uma planta alvo de ataque por varios agentes
patogénicos, capazes de comprometer gravemente a produtividade e a economia da
producdo, € um objectivo permanente de produtores, técnicos e investigadores. O
objectivo deste trabalho foi, o estabelecimento e desenvolvimento de culturas in vitro, de
um clone espontaneo, o clone Braganca. Foram ainda objectivos o desenvolvimento de
um protocolo de transformacdo para obtencdo de plantas de Humulus lupulus L., clone
Braganca, resistentes ao Virus do Mosaico de Arabis, assim como o estudo da
expressao transiente e, avaliagcdo da expressao transgénica, nas plantas transformadas,
obtidas apds transferéncia de genes por bombardeamento de particulas e transformacéo

mediada por Agrobacterium tumefaciens.
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Resumo

As culturas in vitro, utilizadas nos ensaios de organogénese, foram estabelecidas a partir
de meristemas de plantas de IGpulo de campo. O material foi colocado em cultura em Abril-Maio.
No processo de regeneracdo foram testadas duas variedades comerciais (Er e BG) e um clone
espontaneo recolhido no distrito de Braganca (Br). O meio utilizado na micropropagacéo foi o meio
Adams modificado (15 g/L glucose com 0,75 mg/L IBA e 0,2 mg/L BA), para todas as variedades,
com crescimento igualmente rapido, nas diferentes variedades e clone. Foi determinado qual o
melhor meio e melhor explante, para a obtencédo de organogénese. Foram testados varios meios
base e véarias combinacg@es de fitorreguladores. Verificou-se que, para cada variedade, o meio com
maior taxa de regeneracao foi diferente. Assim, para a variedade BG o melhor meio foi o meio MS
suplementado com 3 mg/L Zea e 0,025 mg/L de IAA, enquanto que, para a variedade Er o meio
testado, com taxa de regeneracdo mais elevada, foi 0 meio SH suplementado com 1,5 mg/L Zea e
0,025 mg/L IAA. Para o Clone Br, o meio seleccionado para 0s ensaios posteriores de
regeneracdo, foi o meio MS com 15 g/L de sacarose e 1,5 mg/L de Cinetina e 0,02 mg/L de IAA.
Foram testadas alteracGes de pH, adicdo de acido salicilico, adicdo de sulfato de cobre, stresse
térmico e diferentes concentracfes de sacarose, com 0 objectivo de aumentar a taxa de
regeneracdo. Verificou-se que, no caso das alteracbes ao meio e condicBes térmicas, a
percentagem de regeneracdo aumentou sem, no entanto, ultrapassar 10% acima do valor inicial.

Estudou-se a capacidade regenerativa de folhas, peciolos e entrenés. As folhas néo
apresentaram capacidade morfogénica para meristemas, verificando-se que a morfogénese se
expressou sempre na forma de raizes, tendo por isso, sido abandonado como material de partida
para a transformacdo. Os peciolos embora com uma boa resposta, num balanco final de plantas
regeneradas por explante apresentaram valores inferiores aos obtidos com os entrends.

Com base nestes resultados, foram usados apenas o0s entrends, como explante de partida
para os ensaios subsequentes de transformacao.

O clone Br foi o material vegetal usado para os ensaios de transformag&o genética, uma
vez que apresentou maiores taxas de regeneracdo e, por outro lado, se encontrava em boas
condic¢0es fitossanitarias e fisioldgicas.

Parte das plantas micropropagadas foram aclimatadas, com passagem directa do meio de
micropropagacao para vasos. Destas plantas 14 de cada (variedades e clone), foram colocadas
em campo nos viveiros da Escola Superior Agraria de Braganca. Parte das plantas regeneradas
foram igualmente aclimatadas e colocadas em vasos nas estufas da Escola Superior Agraria de

Braganca.
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2.1. INTRODUCAO

O grau de eficiéncia na obtencéo de plantas por organogénese a partir de células
ou tecidos em cultura in vitro é, reconhecidamente, um passo essencial para a ulterior
utilizacdo em processos de melhoramento. O dominio de um processo organogénico
possibilita a aplicacdo de técnicas de manipulagdo genética aplicaveis ao melhoramento
de cultivares com grande valor econémico. A definicdo de um processo organogénico
reprodutivel € fundamental e, em muitos casos, constitui um passo limitante na
transformacao genética de plantas mediada por Agrobacterium ou por bombardeamento
de particulas (duas técnicas utilizadas neste trabalho) para a introducdo de genes de
interesse (Litz & Gray, 1992).

Tendo em conta que, na familia das Cannabaceae existem apenas dois géneros,
verificamos que o numero de trabalhos publicados, para cada um deles, na area da
cultura in vitro é reduzido. Assim, no caso de Cannabis sativa L. os estudos situam-se
mais nas areas da farmacologia e medicina (Lindemayr & Jager, 1980) ou da fisiologia
(Mandolino et al., 1999). Assim, em termos de propagacdo, multiplicacdo e
organogénese, existem poucas referéncias a trabalhos utilizando essa espécie. No
género Humulus, os trabalhos publicados sdo também escassos, visto que, em muitos
paises eles tém sido desenvolvidos em empresas, em estreita relagdo com a inddstria
cervejeira, sendo os resultados pouco divulgados. Estes trabalhos estdo mais
direccionados para a classificacdo e caracterizacao de variedades e clones espontaneos
de lupulo (Small, 1980; Pillay & Kenny 1996a; Pillay & Kenny 1996b; Murakami 2001;
Patzak 2001) e para aspectos quimicos e técnicos da producédo cervejeira (Palamand &
Aldenhof, 1973; Menary et al., 1983; Benitez & Magadan, 1996; De Cooman et al., 1998)
e, por vezes, para a aplicabilidade em medicina (Langezaal et al., 1992; Matousek et al.,
2002). Neste enquadramento, a disponibilidade de dados relativos a organogénese nas
Cannabaceae, em particular em Humulus lupulus L., é reduzida, tornando-se essencial o
estudo aprofundado de cada variedade ou clone utilizado em trabalhos de organogénese.

No caso particular do lupulo, cada variedade funciona como se fosse uma planta
diferente, com requisitos e meios de regeneragéo diferentes, como podemos verificar da
analise de alguns trabalhos prévios de cultura in vitro de lapulo (Griffin & Coley-Smith,
1968; Adams, 1975; Robins et al., 1985; Probasco & Winslow, 1986; Connel & Heale,
1986; Heale et al., 1989; Langezaal & Scheffer, 1992; Batista et al., 1996; Sustar-Vozli¢ et
al., 1996; Gurriaran et al., 1999; Fortes & Pais, 2001; Smykalova et al., 2001). Na maior

parte destes trabalhos o objectivo foi a micropropagacdo, regeneracdo de plantas
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resistentes a fungos, termoterapia, ou producdo de compostos secundarios com interesse
econdémico. Em alguns, no entanto, o objectivo foi a organogénese a partir de material
adulto (Batista et al., 1996; Sustar-Vozli¢ et al., 1996; Gurriaran et al., 1999; Fortes &
Pais, 2001; Smykalova et al., 2001).

Manipulando o meio de cultura no que se refere ao tipo e concentracdo de
fitorreguladores e a presenca de alguns compostos e/ou condicdes, é possivel aumentar
a taxa de regeneracdo de um explante. De entre os compostos utilizados, destaca-se o
nitrato de prata (AgNO3), 0 acido acetilsalicilico e o sulfato de cobre (CuSO,). O AgNO;
foi usado, com sucesso, no aumento da taxa de morfogénese in vitro e reducdo de
formacéo de callus em cassava (Zhang et al., 2001) e em Cucumis sativus L. Verificou-se
ndo s6 o aumento da taxa de regeneracdo, como do nimero de meristemas obtidos por
explante (Mohiuddin et al., 1997). O efeito do &cido acetilsalicilico, como fitorregulador de
resposta a stresses bibticos, é j& conhecido, nomeadamente, como indutor de sistemas
de resposta em cascata, quer a nivel enzimatico, quer a nivel de expressao de genes
(Raskin, 1992; Shulaev et al., 1995; Taiz & Zaiger, 1998; Wees Saskia et al., 2000).
Embora o seu modo de accdo ndo esteja totalmente esclarecido, a sua utilizacdo na
inducéo de morfogénese, tem sido intensificada com resultados positivos em diferentes
espécies, nomeadamente em macieira (Romani, 1989), geranio (Hutchinson & Saxena,

1996), e cafeeiro (Quiroz-Figueroa et al., 2001). O CuSO, sendo um cofactor de varias

enzimas, tem um papel importante fornecendo um micronutriente essencial no
desenvolvimento vegetal (Taiz & Zaiger, 1998). Por outro lado, da sua presenca e
concentracao, pode depender a absorcdo e acumulacéo de ferro (Fe) e manganés (Mn),
micronutrientes essenciais ao desenvolvimento das plantas (Ye et al., 2001).

De entre as alteracdes as condi¢cdes de cultura, com vista ao aumento da taxa de
regeneracdo, encontram-se: alteracbes de luz (intensidade e comprimento de onda),
alteracBes do agente gelificante (tipo e concentracdo) e da temperatura. No caso das
alteracdes luminosas, um periodo de inducdo no escuro favorece a morfogénese
(Compton, 1999), embora este processo nao seja induzido de igual modo em todas as
plantas, nem em todas as variedades de uma mesma espécie. Diferentes agentes
gelificantes podem alterar a capacidade regenerativa, como se verifica para o gladiolo
(Chauvin et al., 1999), ou na capacidade de multiplicacdo de algumas variedades checas
de lupulo (Smykalova et al., 2001). O possivel aumento da taxa de regeneracdo, apds um
periodo de permanéncia no frio, € um efeito que estara associado a quebras de

dorméncia e variagfes de teores de fitorreguladores, nomeadamente, de giberelinas (Taiz
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& Zaiger, 1998) e/ou, alteracdes do pH celular, podendo o frio ser encarado como um
stresse abidtico (Hausman et al., 2000).

O trabalho reportado neste capitulo de organogénese consistiu na definicdo dos
requisitos essenciais a regeneracdo de um clone espontaneo (clone Braganca), e duas
variedades comerciais (Eroica e Brewer's Gold) de lUpulo, com o objectivo de definir um
protocolo reprodutivel para ulterior utilizagdo em transformacgéo genética.

Neste trabalho foram testados diferentes tipos de explante de plantas micropropagadas
das variedades e do clone Braganca, de molde a definir qual o explante, e as condicdes

de cultura, mais adequadas para uma eficaz regeneracao.
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2.2. MATERIAL E METODOS
2.2.1. Micropropagacéo e Organogénese

2.2.1.1. Material vegetal

O material vegetal utilizado nos diferentes ensaios foi obtido de plantas femininas
de lupulo de duas variedades (var.) — Brewers Gold (BG) e Erdica (Er) — propagadas in
vitro, e de um clone espontaneo da regido de Braganca que se denominou Clone Br. A
var. BG foi estabelecida em cultura a partir de explantes recolhidos de plantas existentes
no Jardim Boténico de Lisboa. A var. Er foi micropropagada a partir de explantes obtidos
de 5 plantas cedidas pela Doutora Anabela Martins da Escola Superior Agraria de
Braganca.

2.2.1.2. Método de desinfeccado do material fresco

O material proveniente de plantas da var. BG foi desinfectado de acordo com a

seguinte metodologia:

- Lavagem em agua corrente (os caules sao esfregados cuidadosamente
com uma escova macia para nao danificar o material)

- Imersdo em solugcdo de hipoclorito de sodio 7%, com Triton 100X (6
gotas/100 ml) durante 10-15 minutos. Durante os dltimos 2 minutos do tratamento, o
material foi submetido a ultra-sons.

- 2 a 3 lavagens em agua destilada esterilizada por autoclavagem a 120°C

e 1 atmosfera (atm) durante 25 minutos.

2.2.1.3. Condicdes de propagacao

Na propagacédo das plantas utilizou-se meio de Adams (1975) modificado (20 g/L
de glucose e 0,75 mg/L de acido indolbutinico (IBA) e 0,2 mg/L de benzil amino-purina
(BA), que denominamos Adams 1.

Para micropropagacdo das plantas foram inoculados os meristemas axilares e
apicais. Os meristemas foram colocados na vertical no meio de cultura (esterilizado por
autoclavagem de 15 minutos a 120°C e 1 atm) e mantidos num fotoperiodo de 16/8h
(luz/escuriddo) obtido com lampadas “day-light” 35 pEm 2 s™ e uma temperatura de 25 +
2°C. Os meristemas foram inoculados em frascos de vidro fechados com pelicula de
polietileno (pelicula aderente), durante as primeiras 3 semanas, apds 0 que se utilizaram
rolhas de papel de aluminio. A subcultura das plantas ocorreu a intervalos de 6 semanas.

Todas as plantas foram colocadas em cultura seguindo 0 mesmo processo (Fig.2.1.).
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Figura 2.1. — Representacdo esquematica do processo de obtencdo das plantas de IUpulo in vitro,
partindo de plantas espontaneas ou em vaso.

2.2.1.4. Inducao de meristemas adventicios (organogénese)

Todos os ensaios foram feitos em tubo de cultura. Os meios testados foram os de
Adams (Adams, 1975), MS (Murashige & Skoog, 1962) e SH (Kubo et al., 1975). Foram
utilizados 10 mL de meio sélido em cada tubo de cultura (7 g/L de agar-agar). Como fonte
de carbono utilizou-se a sacarose (15 g/L). As diferentes suplementacbes hormonais
testadas encontram-se na Tabela Ill (Anexo ). O anti-oxidante utilizado em todos os
meios foi a Cisteina (15 mg/L). As condi¢des de luz e fotoperiodo foram as utilizadas na
micropropagacao. Foram inoculados segmentos de 1,5 a 2 cm de comprimento do 1°, 2°
e 3° entrends (Fig. 2.1), peciolos correspondentes aos 1°, 2° e 3° par de folhas, de acordo
com a Fig. 2.1 (explantes de aproximadamente 1,5 cm de comprimento) e as folhas

correspondentes aos peciolos utilizados.
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2.2.1.5. Efeito de Diferentes Condic6es de stresse

Para as duas variedades (BG e Er) e para o Clone Br foram testadas condi¢cbes
de stresse fisico e quimico, prévias a inducdo de meristemas adventicios. Para todos os
ensaios para teste de condi¢bes de stresse foram utilizados entren6s como explante:

I) Baixa temperatura — as plantas foram colocadas em meio de cultura (Tabela
2.1.), em tubos de cultura (10 mL de meio sélido) e mantidas a uma temperatura de 4°C
durante 15 dias. Apds este periodo os entrends foram inoculados no mesmo meio inicial
preparado de fresco. Alguns explantes foram cortados e colocados em caixa de Petri nas
mesmas condi¢bes dos tubos de cultura, por periodos de 15 dias e 1 més, ap6s o que

foram inoculados.

II) Nutricional — foram testados stresses nutricionais nos meios MS (variedade BG
e Clone Br) e SH (variedade Er) (Tabela 2.1.), contendo 5 g/L de sacarose, meios com a
suplementacdo de sacarose 20 g/L e meios constituidos por agua e agar. As plantas
completas estiveram nestes meios durante 6 semanas apos o que foram utilizadas para

recolha de explantes a inocular nos meios frescos de inducéo (Tabela 2.1.).

IIl) Reduc¢éo do pH (em MS de 5,7 para5,6 e 5,5e em SH de 5,1 para4,9 e 4,4) -
0s meios de inducdo em que se verificou uma maior capacidade organogénica foram
seleccionados (meio 18 para a variedade BG e Clone Br e meio 16.1 para a variedade Er),
0s explantes cortados e colocados em meio fresco a pH reduzido (Tabela 2.1.). As

observacdes foram feitas durante 6 semanas.

IV) Adicdo de Acido Acetilsalicilico (0,69 mg/L) - testou-se o efeito deste composto
nos meio MS (variedade BG e Clone Br) e SH (variedade Er), comparando com o0s
mesmos meios sem Acido Acetilsalicilico e com o meio constituido apenas por agua e
agar. As plantas foram cortadas e os explantes colocados nestes meios durante 6

semanas, apos o que foram transferidos para meio fresco de indugéo (Tabela 2.1.).

V) Adicdo de Nitrato de Prata (AgNO3) (1 mg/L) — foi testado o efeito deste
composto nos meio MS (variedade BG e Clone Br) e SH (variedade Er), comparando com
0s mesmos meios sem AgNO3 e com 0 meio constituido apenas por agua e agar. As
plantas foram cortadas e os explantes colocados nestes meios durante 6 semanas, apés

o que, foram transferidos para meio fresco de inducéo (Tabela 2.1.).

VI) Adigdo de Sulfato de Cobre (CuSO4) (0,1, 10, 55, 555 mg/L) - as diferentes

concentracdes foram testadas no meio MS suplementado com 3 mg/L Zeatina (Zea) e
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0,025 mg/L &cido indol acético (IAA) (meio 12 da Tabela 2.1.). Os resultados foram
comparados com os obtidos no mesmo meio sem adicdo de sulfato de cobre. As

observacdes foram feitas durante 6 semanas.

Tabela 2.1. — Meios utilizados para a indugcdo de organogénese, apos tratamento de stresse.
Depois da fase de inducédo os explantes foram transferidos para estes meios.

Meio de Inducéo Meio base Zea IAA Cinetina (Kin)
10 MS 0,025 2,5
11 MS 2,5 0,025
12 MS 3 0,025
13 MS 0,02 15
14 MS 5 0,025
15 MS 2 0,01
16 MS 0,01
17 MS 0,025 3
18 MS 15 0,025

16.1 SH 15 0,025
17.1 SH 0,03 1,5

Nota — Concentragdo em mg/L.

As alteracdes na taxa de regeneracao nos ensaios com e sem inducao de stresse
os dados foram avaliados utilizando um programa de simulacdo, baseado nas premissas
do teste x? que implementa o algoritmo deste programa: ACTUS (Oliveira & Almada,
1998). Séo testes de independéncia por simulacdo para analise de tabelas de
contingéncia, equivalentes aos testes de x? de independéncia, mas que permite a
utilizacdo de tabelas de dados maiores. Este teste é utilizado para uma analise de x*
quando os dados ndo seguem as premissas do teste X% nomeadamente quando as
células das tabelas apresentam valores baixos ou nulos. Os testes estatisticos foram

aplicados aos valores em bruto, antes de ser determinada a frequéncia de regeneragéo.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Organogénese em folhas

A regeneracdo de plantas de lupulo ocorreu, exclusivamente, em peciolos e
entrenos. A inducdo de organogénese em folhas apenas resultou na formacéo de raizes.
Das folhas induzidas 100% formaram raizes, mesmo em meios contendo razdes
auxina/citocinina muito baixas (1/100). Estes resultados apresentaram alguma
consisténcia, nas diferentes variedades testadas, visto que, em todas elas, se obtiveram
raizes em percentagens elevadas (BG 86%, Er 91% e Br 100%), mesmo em baixas
concentragdes de auxinas (inferior a 0,01mg/L).

Nas variedades, esporadicamente surgiram estruturas que, embora
apresentassem morfologia semelhante a estados iniciais de embriogénese, acabavam
por abortar sem evoluirem para estadios mais avancados de desenvolvimento
morfogénico.

As folhas de lGpulo revelaram-se um material muito fragil, que uma vez retirado do
tubo de ensaio, para ser manipulado antes da transformacé&o, desidrata rapidamente,
levando a morte celular que condiciona, ou até mesmo compromete, a capacidade
organogénica da planta.

Por estes motivos foram abandonadas as folhas, como material de partida para a

inducéo de organogénese, tendo sido seleccionados os peciolos e os entrends.

2.3.2. Organogénese em peciolos e entrenos

Apds uma semana em cultura, os explantes de todas as plantas testadas (var. e
clone) apresentaram-se intumescidos, aumentando o volume, fundamentalmente, nas
zonas de corte onde, por vezes, se apresentaram acastanhados ou amarelados. Estes
explantes do Clone Br comecaram a formar estruturas globulares com cor verde apoés 21-
22 dias de cultura. O seu desenvolvimento levou ao aparecimento de plantulas ao fim de
25 a 28 dias ap6s o inicio da cultura (Fig. 2.2. b). Em simultdneo, na zona mediana do
explante, surgiram células indiferenciadas que formaram calli translicidos e que, por
vezes, evoluiram rapidamente até ao aparecimento de estruturas globulares, mantendo-
se estacionarias e com tendéncia para se tornarem acastanhadas (Fig. 2.2. g). Quando
os calli apresentam este aspecto necrdtico, acabam por se desagregar € morrer sem se
desenvolverem mais. Em alguns explantes surgem calli verdes bastante compactos,
contrastando com a grande friabilidade dos calli brancos. Em geral, estes calli verdes
compactos originaram massas globulares semelhantes as ja descritas que, de igual

forma, originaram plantulas ao fim de 4 semanas (Fig. 2.2. e, i, j, m).
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A regeneracdo ocorreu em meio base, sem necessidade de transferéncia para
outro meio, durante todo o processo de regeneracdo. Desde o inicio da formagédo dos
primeiros rebentos, até a formacdo de plantulas, decorreram duas a trés semanas.
Ocasionalmente, surgiram estruturas densas amareladas que, embora se desenvolvam
atingindo alguns milimetros, nunca formam rebentos, acabando por se desagregar e
morrer por necrose (Fig. 2.2. ¢ e Fig. 2.2. d). Alterando a composi¢cdo dos meios (meio
sem fitorreguladores, ou com uma razdo auxina/citocinina inferior) foi testada a inducdo
da capacidade de regeneracdo destas estruturas. Os resultados destes ensaios foram
negativos, visto que, as estruturas acabaram por apresentar necrose generalizada, sem
dar origem a plantulas.

Nos meios MS 1/2 e MS 1/4 ndo houve formacéo de meristemas, surgindo apenas
calli muito friaveis. No meio base SH, os explantes do clone de Br formaram algumas
estruturas globulares que se mostraram inviaveis, acabando por apresentar clorose e
morrendo apds 3 semanas. Na variedade Er, os explantes inoculados em meio SH,
formaram algumas estruturas globulares viaveis, que originaram plantulas (Fig. 2.2. a), ao
contrario dos meios MS testados nesta variedade (Fig. 2.2. q), onde a regeneragéo foi
reduzida (Tabela 2.2.). O meio Adams ndo apresentou qualquer vantagem em relacao
aos meios MS testados, visto que, os meristemas formados acabaram por morrer. Foi no
meio base MS que surgiram a maior quantidade de rebentos viaveis (ha variedade BG e
no Clone Br), variando a percentagem de rebentos obtida, com as diferentes
concentracdes hormonais testadas (Tabela 2.2.). Nas experiéncias por nés realizadas
verificou-se que, apesar de haver varias estruturas inviaveis com forma globular, somente
na presenca de estruturas globulares ocorre a regeneracgao.

Nos meios, MS, Adams e SH suplementados com IBA, NAA, ou 2,4D (Anexo 1),
formaram-se raizes na superficie do explante (Fig. 2.2. n). Em todos 0os meios testados
s6 houve regeneracdo quando se utilizou IAA como suplemento auxinico. A frequéncia de
regeneracdo variou de acordo com as diferentes concentragdes de IAA testadas nos
meios (Tabela 2.2.). Se o material for mantido nos mesmos meios com IBA, NAA ou 2,4
D, ocorre a formacéo de raizes em toda a superficie do explante, estas apresentam-se
cobertas de pélos radiculares.

Nos meios MS e SH, contendo 2iP e BAP, verificou-se a formacdo de calli, mas
ndo houve formacdo de meristemas viaveis (Fig. 2.2. f). Nos meios contendo Cinetina
(Cin) ou Zeatina (Zea), a regeneracdo ocorreu, ocasionalmente com valores elevados
(37%) no meio com Cin (meio |7) (Tabela 2.2.), sendo no entanto, em termos gerais

superior no caso dos meios suplementados com Zea (meios 18; meio I15; meio 12 e meio
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11). Excepcao feita ao meio 14, em que a taxa de regeneracao foi baixa (1,5%) (Fig. 2.2.
0) (Tabela 2.2.)

As plantulas regeneradas, quando transferidas para meio de micropropagacéao,
apresentam desenvolvimento e enraizamento normal (Fig. 2.2. h)

A capacidade regenerativa mantém-se, tanto nos peciolos como nos entrends, por
periodos relativamente longos (35 a 45 dias), sendo possivel remover as plantulas
regeneradas e manter a capacidade regenerativa dos explantes, durante mais 30 a 45
dias, dependendo dos meios de cultura utilizados. Esta capacidade regenerativa nao €
sazonal, mas varia com o tempo de subcultura do explante. Plantas com cerca de 2
meses de subcultura, ttm uma capacidade regenerativa mais elevada, comparativamente
com plantas mais jovens, ou com 3 meses. Plantas com idades de subcultura superiores
a 3 meses morrem por deficiéncia nutricional ou por desidratacdo do meio.

Nos meios testados, o comportamento dos dois tipos de explante (peciolos e
entrenos) é idéntico. Porém no caso dos peciolos, a morte por necrose foi superior, por
ser um material mais fragil, danificando-se mais facilmente na manipulacdo. O numero
final de plantulas obtidas por peciolo € ligeiramente inferior ao obtido utilizando entrends
como explante.

A capacidade organogénica quer nos peciolos, quer nos entrenés da var. BG foi
inferior a demonstrada pelo Clone Br. So6 foi possivel obter regeneracdo da var. BG em

meios base MS, com suplementagcédo hormonal de IAA e Zea (Fig. 2.2. |) (Tabela 2.2.).

Tabela 2.2.: Meios com melhor resposta a indugcédo de meristemas, Concentracdo (mg/L).

% % %
Regeneracéo Regeneracéo Regeneracéo
(Braganca-Br) (Eroica-Er) (Brewers Gold-BG)

Meio de Meio Zeatina IAA Cinetina
Inducdo  base (mg/L) (mg/L) (mgl/L)

11 MS 2,5 0.025 30 54 3,2
12 MS 3 0.025 28 3 10,5
13 MS 0.02 15 60 2,3 5,8
14 MS 5 0.025 15 1.4 1,8
15 MS 2 0.01 21 13 55
16 MS 0.01 2 2,4 2 1,7
17 MS 0.025 3 37 51 4

18 MS 15 0.025 40 3,2 6,3
6.1 SH 15 0.025 1,6 30 3,7
7.1 SH 0.03 15 1,9 18 2,7

As plantas regeneradas desenvolveram-se normalmente, apresentando um
sistema radicular funcional o que permitiu a aclimatacdo e a sua passagem para terra

com sucesso (Fig. 2.3. c, d, e, f). Assim, para a variedade BG o melhor meio foi o meio
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MS suplementado com 3 mg/L Zea e 0,025 mg/L de IAA, enquanto que, para a variedade
Er o meio testado, com taxa de regeneracdo mais elevada, foi 0 meio SH suplementado
com 1,5 mg/L Zea e 0,025 mg/L IAA. Para o Clone Br, o0 meio seleccionado para o0s
ensaios posteriores de regeneracao, foi o meio MS com 15 g/L de sacarose e 1,5 mg/L
de Cinetina e 0,02 mg/L de IAA.

2.3.3. Diferentes condic¢Oes de stresse

A aplicacdo dos diferentes tipos de stresses descritos na Tabela 2.1., ndo
resultou, de uma forma geral, em alteracBes significativas da taxa de regeneracao
(Tabela 2.3.). Nesta tabela apresenta-se a variacdo na taxa de regeneracao (os valores
apresentados sdo a diferenca entre a taxa de regeneracdo inicial e a taxa de regeneracéo
final, apdés aplicacdo das condices de stresse aos explantes), nos diferentes meios de
inducéo e, diferentes condicdes de stresse aplicadas aos explantes.

Com base nesta tabela verifica-se que, os meios utilizados (Br: Meio 13; Er: Meios
I5 e 16.1; BG: Meios 12 e 16.1) para a inducdo de stresse tém valores iniciais de
regeneragao muito variaveis (entre 3,7% e 60%). E no entanto claro que, no processo de
inducdo, essa variacdo ndo se mantém, ou seja 0S meios em que ha aumento da
regeneracdo, esse aumento é independente do valor inicial de regeneragdo ser alto, ou
baixo (Tabela 2.3.).

Tabela 2.3.: Resultados da inducdo, para os varios tipos de stresse aplicados, nos meios
seleccionados. Os dados foram testados com o programa ACTUS. **P <(0,001; ** P <0,01; *P
<0,05; (-) ndo testado; (morte) o material morreu ndo se obtendo dados; (MS) meio MS; (SH) meio
SH

- Acido -
Tipo de stresse Controlo Temperatura acetilsalicilico Nutricional AgNOs; CuSO, pH
. Meio Regeneracdo  més/planta 0,69 mg /L 5¢g/L Img/L 0,Img/lL
Variedades  poceinicial (%) (%) (%) (%) (%) o) )
Brewers MS (12) 10,5 1 6,5 4,39 8,3 27,8 04
Gold SH(16.1) 3,7 0 2,8 - 4 - 0
.. MS (I5) 13 Morte 0 - 4,2 Morte 0
Erdica
SH(16.1) 30 34 0 0 7,8** 0 0,2
MS (13) 60 2 2,1 1,8 3,2 3 0
Braganca sH

A regeneracdo aumentou significativamente, em algumas das condi¢des de
stresse (Tabela 2.3.). No entanto, na maioria dos casos, 0 stresse foi demasiado

agressivo para a sobrevivéncia do explante (comprometendo a possivel resposta apés
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subcultura para meio fresco), ou o efeito foi pouco efectivo na regeneracdo, nédo se

verificando um aumento significativo da mesma.

)} Baixa temperatura

Apo6s aplicacdo de baixas temperaturas, a variedade BG mantida em meio MS
forma callus pouco desenvolvidos, densos e de cor verde. Nestes formam-se agregados
muito densos que evoluem e, originam novos meristemas, embora o0 aumento da
percentagem de regeneracdo tenha sido reduzida (1%). Nos meios base SH, os calli
apresentaram-se muito fridveis com coloragdo branca e pouco desenvolvidos. Apesar de
0s meios utilizados diferirem nas concentracdes e suplementacdes de fitorreguladores, os
resultados nestes diferentes meios ndo sdo muito evidentes numa fase inicial, apés o que
(nas subsequentes subculturas em meio fresco), se observam algumas diferencas que se
prendem mais com o nimero de meristemas por explante do que com diferencas na
guantidade de explantes com regeneracdo. Assim, no meio com maior razao
citocinina/auxina (meio 17.1, Tabela 2.1.) os resultados sdo mais evidentes (3,4%; Tabela
2.3.) comparativamente com o meio sem stresse, ou com o meio 16.1 (0,1%, valor ndo
apresentado na Tabela 2.3.), em que essa relacdo é mais reduzida (Tabela 2.1.).

Na variedade Er, nos meios base MS o stresse pelo frio, provocou clorose
acentuada ao longo do tratamento, acabando por provocar a morte dos explantes
aquando da sua passagem para meio fresco. Pelo contrario, em meio base SH ocorreu
crescimento, originando na subcultura seguinte um aumento da frequéncia de
regeneracdo de 3,4%, embora esse aumento ndo fosse estatisticamente significativo. O
crescimento ocorreu nas zonas mais medianas do explante (zona central), formando
areas densas e verdes, contrastando com a zona mais periférica do explante que
desenvolveu calli muito friavel e branco (Fig.2.2. p, g). Em alguns explantes, a zona de
crescimento periférica pode atingir 1 a 2 cm de didametro, acabando por envolver todo o
explante. Este, no entanto, apresenta vitrificacao.

Para o Clone Br, o stresse térmico sé foi aplicado as culturas em meio base MS
visto que, no meio base SH n&o se verificou indugdo de organogénese superior a 2-3%.
Os resultados obtidos sugerem que o stresse térmico aumenta a taxa de organogénese

em 2%, ndo tendo esta diferenca significado estatistico (Tabela 2.3.)

II) Nutricional (deficiéncia em acucares)
O stresse nutricional, aplicado as culturas da variedade BG, em meios com 5 g/L
de sacarose, induziu o aumento do nimero de explantes, que formaram rebentos, em

cerca de 2,4% (Tabela 2.3.). No entanto, os explantes colocados em meio contendo
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apenas agua e agar, originaram calli brancos vitrificados, bem desenvolvidos, sem raizes
e mantendo verde a zona mediana do explante.

Na presenca de 5 g/L de sacarose, os explantes da variedade Er apresentam
zonas verdes e zonas vitrificadas, crescimento rapido, sem formagdo de meristemas.
Ocasionalmente, surgem algumas raizes. Nos meios s6 com agua e agar desenvolvem-
se raizes, na superficie de calli muito fridveis de coloracao branca.

No meio MS com 5 g/L de sacarose, o Clone Br apresenta um reduzido acréscimo
da capacidade organogénica, uma vez que a taxa de formacgéo de zonas densas capazes
de originar meristemas foi de 1,8% (Tabela 2.3.). No meio desprovido de sacarose,
apenas se formaram calli vitrificados, friaveis e nao clorofilinos, tal como acontece na
variedade BG para a regeneracdo nas mesmas condicdes de suplementacdo de
sacarose.

Em nenhum dos ensaios realizados para as variedades Er e BG e para o clone Br

as diferencgas nos resultados foram estatisticamente significativas.

[11) Reducéo do pH

Os resultados de pH expressos na Tabela 2.3. referem-se ao valor mais elevado
de pH, ou seja, no caso do meio MS — 5,6 e no caso do meio SH — 4,9. Visto que, para 0s
valores mais baixos, 0 meio de cultura ficou excessivamente liquido para poder suportar
o explante, levando a condi¢Bes de anodxia que, se traduziram na morte dos explantes.

A reducdo do pH do meio, para valores inferiores ao estipulado para os dois meios
base testados (SH — pH 4,9; MS — pH 5,6), ndo alterou significativamente a taxa de
regeneracdo. Aumentando, no entanto, a taxa de oxidacdo e morte do material vegetal.
Assim os resultados para BG, Er e Br ndo sofreram alteracdo, mantendo-se a taxa de
regeneracao, previamente obtida, nos meios originais (sem alteracao do pH - Tabela 2.3.)

utilizados para as diferentes plantas.

IV) Adic&o de Acido Acetilsalicilico

Para a variedade BG, a adi¢édo de acido acetilsalicilico, nos meios MS resultou na
formacéo de calli muito desenvolvidos, com a zona central muito clorofilina, formacgéo de
estruturas globulares, mas com formagéo de zonas com diferentes texturas ao longo de
todo o explante. Na zona mediana do explante, mais densa, surgem agregados que
acabam por evoluir formando rebentos. Embora a taxa de regeneragdo atingida com a
adicdo de &cido acetilsalicilico ao meio, seja superior a atingida sem essa adicdo, a

diferenca (Tabela 2.3.), ndo ultrapassa 1%, ndo sendo estatisticamente significativa. Nos

59



Capitulo 2 — Organogénese
2.3. Resultados

meios com &gua e agar, ha formacdo de calli vitrificados, brancos muito friaveis, néo
ocorrendo organogénese.

Na variedade Er, os explantes apresentam formacao de raizes nos meios MS e
SH com adi¢éo de acido acetilsalicilico (13,2% dos explantes), ndo havendo formacao de
estruturas globulares capazes de originar meristemas. Surgem algumas zonas com calli
incipientes que acabam por fenolisar e morrer. Nos meios s6 com agua e agar formam-se
raizes em 70,8% dos explantes, ndo ocorrendo formagdo nem de calli, nem de qualquer
outra estrutura.

Nos meios com adicdo de acido acetilsalicilico, testados para os explantes do
Clone Br, verificou-se um aumento da taxa de regeneracdo em cerca de 2,1% (valor néo
estatisticamente significativo) (Tabela 2.3.). Os explantes apresentaram na zona de corte
formacdo de calli ndo clorofilinos, com aspecto friavel, embora ndo se desagreguem
facilmente. Estes calli ndo formam meristemas, aparecendo 0s meristemas em zonas
medianas e clorofilinas do explante. Nos meios de agua e agar verificou-se a formacao
de calli friaveis e vitrificados que ndo evoluiram no sentido organogénico, antes oxidaram

€ morreram.

V) Adicao de AgNOs;

A adicdo de AgNO;3; aos meios MS induziu, de um modo geral, um aumento da
resposta organogénica (Tabela 2.3.). O aumento da resposta organogénica varia entre 0s
8,3% (diferenca estatisticamente significativa, P<0,05) obtida nos explantes da variedade
BG, 4,2% (diferenca estatisticamente significativa, P<0,05) dos explantes da variedade Er
e 3,2% (diferenca estatisticamente nao significativa, P>0,05) dos explantes do Clone Br
(Tabela 2.3.). Os explantes da variedade BG apresentam zonas intensamente verdes,
rodeadas de calli, de onde surgem varias zonas com agregados densos que originam
novos meristemas. Nos meios com agua e agar, ha formacéao de calli vitrificados, brancos
e de facil desagregacéao, ndo se observando organogénese.

Os explantes da variedade Er, cultivados em meio SH formaram calli muito
compactos e clorofilinos, originando meristemas na zona mais afastada (oposta) do
contacto com o meio de cultura. A variacdo da percentagem de organogénese é de 7,8%
(diferenca estatisticamente muito significativa, P< 0,001), sendo superior & obtida em
meios de cultura sem suplementacdo de AgNO; (Tabela 2.3.). Nos meios contendo
apenas agua e agar formam-se raizes, ndao se formando nem calli nem qualquer outra
estrutura organogénica.

Os resultados obtidos para o Clone Br, em meio MS, revelam um ligeiro aumento

da percentagem de zonas densas, com capacidade de formagdo de meristemas,
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apresentando valores de taxa de regeneracdo superiores aos meios sem o AgNO3;, em
cerca de 3,2% (diferenca estatisticamente ndo significativa - Tabela 2.3.). A cor dos
agregados variou entre o verde intenso e o verde amarelado, com alguma oxidagéo nas
zonas néo diferenciadas. Os meristemas surgiram na zona mais interna (zona central) do
explante. Nos meios de agua e agar houve formacgédo de calli, friaveis e vitrificados, sem

capacidade organogénica, que oxidaram e morreram.

VI) Adicdo de CuSO4

Os ensaios levados a cabo, com a adicdo aos meios de cultura de CuSo4 (Sulfato
de Cobre) revelam a ocorréncia de morte dos explantes, quer em concentracbes mais
elevadas de 555 mg/L (em gque a taxa de mortalidade atingiu os 100%), de 55 mg/L (em
gue a taxa de mortalidade atingiu os 40%), quer nas mais baixas (10 mg/L com 25,1% de
taxa de mortalidade). Apenas nas concentracdes de 0,1 mg/L ndo ocorreu morte
generalizada do material. Com esta concentracdo de CuSo, (0,1 mg/L), formaram-se calli
de cor branca, com crescimento acentuado, na variedade BG. Para a variedade Er, a
percentagem de morte manteve-se elevada (40% de taxa de mortalidade), ndo originando
meristemas, mas sim calli brancos que acabaram por oxidar e morrer. Na variedade BG,
os calli desenvolveram-se originando agregados capazes de formar novos meristemas
numa percentagem de 27,8% superior ao atingido nos meios sem adicdo de Sulfato de
Cobre (valor estatisticamente significativo — Tabela 2.3.). Nos explantes do Clone Br a
percentagem de regeneracdo foi inferior a da variedade BG (Tabela 2.3.), nédo
ultrapassando os 3% (valor nao significativo estatisticamente) acima do valor atingido nos
meios controlo. Nos explantes do Clone Br que n&o originaram meristemas, houve
grande proliferacéo de calli brancos, pouco densos que, apds duas subculturas em meio

fresco, oxidaram e morreram.
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Figura 2.2.- Regeneracéo dos explantes nos diferentes meios testados a) Meristema da var. Er formado a
partir de entrend, em meio SH. b) Aspecto geral de varios explantes de clone Br com formagdo de
meristemas (setas), em meio MS. c) e d) Pormenores de estruturas embrionarias anémalas, que surgem
junto com os agregados verdes que ddo origem aos meristemas. e€) Meristemas emergindo dos
agregados numa estrutura desenvolvida de calli brancos (meio MS/2). f) e g) calli brancos com estruturas
globulares. h) Frasco com plantas regeneradas do clone Br. i) Meristemas desenvolvidos na superficie de
calli brancos. j) Pormenor de um agregado. |) Meristema com 1 més, var. BG. m) Meristemas emergindo
de um conjunto de agregados e estruturas brancas (setas). n) Peciolo onde surgem somente raizes. 0)
calli de clone Br oxidados que ndo originam meristemas (meio 14). p) calli de var. Er brancos com zonas
centrais verdes que ndo chegam a formar meristemas (meio 16). q) calli de var. Er oxidado e branco de
onde ndo surgem meristemas (meiol3).
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Figura 2.3 — a) Aspecto geral da plantacdo experimental de ltpulo, efectuada
com plantas resultantes de micropropagacdo. Variedade Erdica (linha
esquerda), Variedade Nugget (linha central, var. comercial feminina usada na
determinacdo molecular do sexo, Cap. IV) e clone Braganca. (linha direita) b)
Pormenor de uma planta da Variedade Eroica

Figura 2.3 — ¢) Pormenor de uma planta de var.
Eréica em vaso nas estufas da Escola Superior
Agréria de Braganga. d) Aspecto geral dos vasos, na
estufa, com as plantas resultantes de regeneragéo.
e) e f) Pormenor de uma planta obtida por
regeneracgao do clone Braganca.
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2.4. DISCUSSAO

2.4.1. Organogénese em folhas

Os resultados da indugcdo de organogénese nas folhas demonstraram que, nos
diferentes ensaios e meios, o balanco enddégeno de auxinas/citocininas é promotor de
rizogenese espontanea. Tal resultado sugere que o ldpulo possui uma concentragao
elevada de auxinas nas folhas plenamente expandidas (Unicas folhas testadas). Embora
nao tenham sido testados, os meristemas apicais terdo, provavelmente, um balanco
auxina/citocinina superior a unidade que permite um crescimento e desenvolvimento da
parte aérea vegetativa da planta muito rapidos. Este crescimento e desenvolvimento
apresentam caracteristicas que apontam para balancos auxina/citocinina favoraveis as
auxinas, tais como: uma forte dominancia apical, diferenciagdo vascular e aparecimento
frequente de raizes adventicias. Este crescimento serd essencial para o desenvolvimento
da planta, quando colocada no campo, visto que em cerca de 6 meses pode atingir os 9
metros de altura. Esta velocidade de desenvolvimento devera estar associada a um
processo fisioldégico que passa por uma balanco eficiente de fitorreguladores, associado a
um bom transporte.

O papel das auxinas sera eventualmente preponderante, visto que, s&o
fitorreguladores facilmente transportados desde os seus locais de sintese (4pices caulinar
e raizes) por via floémica e célula a célula (Salisbury & Ross, 1992). Ao serem
transportadas para as folhas, zona ndo meristematica da planta, manteriam ai um
balanco auxina/citocianina capaz de promover a rizégenese, quando colocadas em
cultura in vitro. Isto porque, ao utilizarmos folhas plenamente expandidas, usaram-se
folhas mais velhas, com valores de concentracdo de citocininas provavelmente mais
baixos. As citocininas na parte aéria da planta sdo produzidas, maioritariamente nos
meristemas (Azcén-Bieto & Talon 2000), embora transportaveis pelo floema e pelo xilema
(dependendo do local de sintese), ainda persistem duvidas sobre a efectividade do
transporte vascular atendendo a imobilidade das citocininas (conversao de citocininas em
formas mais polares que ficam retidas no interior das células) (Azcon-Bieto & Talén
2000). Visto que as plantas donde foram retirados os explantes, nestes ensaios, eram
plantas in vitro com um sistema radicular incipiente, comparativamente com a parte aérea
da planta, a concentragdo endogena de citocininas destas folhas poderia ser baixo. Estes
valores mais baixos poderdo ser consequéncia por um lado, de se tratar de um tecido
ndo meristematico e, por outro, de uma maior concentragdo de auxinas diminuir a

concentracdo de citocininas activas (Azcon-Bieto & Talén 2000). Outra possivel
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explicacdo para a rizogenese nas folhas de lUpulo serd a de poder existir uma maior
actividade da enzima citocinina oxidase, que degradaria as citocininas isoprenoidicas,

regulando as citocininas, na folha, para niveis endégenos mais baixos.

2.4.2. Organogénese em peciolos e entrenés

Apesar de existirem referéncias sobre organogénese em lupulo (Rakousky &
Matousek, 1994; Gurriaran et al., 1999) ela foi conseguida em variedades diferentes das
utilizadas neste estudo. Os meios de regeneracdo utilizados nesses trabalhos, com
resultados positivos, demonstraram ndo serem os ideais para as variedades e clone
utilizadas neste trabalho, sugerindo uma grande influéncia do genétipo na resposta
organogénica. No caso da variedade BG, nos meios testados, as taxas de regeneragao
obtidas sdo reduzidas (Tabela 2.2. dos resultados), tal como referenciado para os meios
utilizados por Batista e colaboradores em 1996.

De um modo geral, para a obtencdo de novos rebentos em H. lupulus L. (tanto
nas variedades BG e Er, como no Clone Br) verificou-se que a concentracdo de auxina
adicionada ao meio tera de ser muito reduzida comparativamente com a concentracéo de
citocinina. Embora, para regeneracdo de meristemas a razdo auxina/citocinina seja, em
regra, baixa (Skoog & Miller, 1957), no ldpulo, a auxina enddégena devera ser bastante
elevada, ou a sensibilidade desta planta as auxinas é elevada, visto que, para que haja
inducdo de meristemas, a razdo auxinas/citocininas no meio tem de ser bastante baixa,
na ordem 1:100 (auxinas/citocininas). O mesmo acontece com outras espécies como
Dubotsta myoporoides (Khanam et al., 2000) e Arabidospsis sp. (Frank et al., 2000), em
gue, ndo sé a concentracdo, mas também a sensibilidade aos fitorreguladores varia. As
duas variedades e o clone estudados nao respondem igualmente aos diferentes tipos e
concentracoes de fitorreguladores, o que esta de acordo com resultados descritos para
outras plantas como o crisantemo (Annadava et al., 2000), o Amaranthus sp. (Bennici et
al.,, 1997) ou a lavanda (Dronne et al., 1998) em que as respostas sao também
dependentes do gendtipo.

Por outro lado, s@o evidentes varia¢cdes na inducdo de meristemas entre as
diferentes variedades, ndo s6 em termos de concentracdo relativa de fitorreguladores,
mas também em termos de componentes do meio base. Na variedade Er, ao contrario da
variedade BG e do Clone Br, o meio SH foi mais eficiente levando a taxas de
regeneracdo elevadas, comparativamente com as taxas de regeneracdo obtidas com o
meio MS. O meio MS foi aquele em que se obtiveram melhores taxas de regeneracao

(Tabela 2.2.) para a variedade BG e para o Clone Br.
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Considerando a composi¢cdo em minerais dos dois meios base, verifica-se que a
grande diferenca entre eles reside na fonte de azoto e na quantidade de calcio disponivel.
Com base nesta diferenca, podemos sugerir que a regeneracdo da variedade Er requer
uma fonte de azoto na forma de nitratos em detrimento da amoniacal, assim como uma
maior disponibilidade de célcio no meio. A disponibilidade e a necessidade de nutrientes
ao longo do periodo de regeneracéo varia tanto de acordo com as espécies e variedades,
como com o tipo de células que constituem os explantes (Ramage & William, 2003).
Estudos em tabaco revelaram que em culturas de calli organogénicos a utilizacdo de
azoto é elevada comparativamente com a utilizagdo do mesmo em culturas de calli ndo
organogénicos (Hardy & Thorpe, 1990). Embora o calcio seja um elemento essencial
(com varias funcdes, nomeadamente a de mensageiro secundario) com papel importante
na translocacao dos fitorreguladores e tenha, por isso, também um papel fundamental na
regeneracdo, a sua utilizacdo a partir do meio base, s6 se d4 numa fase ulterior do
processo de regeneracdo. Segundo alguns autores, inicialmente, a fonte de célcio é de
origem endégena e, sé6 mais tarde sera utilizado o Ca* do meio de cultura (Ramage &
William 2003). Podemos sugerir que a variedade Er necessita de maior quantidade de
calcio no meio, visto que apresenta melhores taxas de organogénese no meio mais rico
em calcio. Esta necessidade podera, eventualmente, estar relacionada com um
esgotamento precoce do calcio enddgeno, o que teria de ser determinado com analises
dos contetidos em célcio dos explantes ao longo do tempo de cultura.

Embora a capacidade regenerativa de entrends e peciolos seja semelhante, o
numero de meristemas obtidos a partir de entrends, ao fim de 1 més, é superior ao de
peciolos, o que pode estar relacionado com a propria estrutura dos entrends, visto que,
noutras plantas como em Chrysanthemum sp. (Annadava et al., 2000), e em Onobrychis
viciifolia Scop. (Ozgen et al., 1998), também se verifica que, ao fim de um més, os
entrends apresentam uma taxa de regeneracao superior aos peciolos.

Nos meios testados, em simultineo com o0s meristemas adventicios, surgiram
estruturas semelhantes a embries somaticos (Fig. 2.3.). Apesar destas estruturas terem
sido transferidas para meios diferentes dos da indugdo de meristemas, e de terem sido
testados varios meios para o seu desenvolvimento, nunca foi possivel o seu correcto
desenvolvimento. A indugdo de um dos processos de morfogénese (organogénese)
implica, de algum modo, a inibicdo do outro (embriogénese), como foi referido para
Cercis canadensis (Geneve & Kester, 1990)

A regeneracdo in vitro de meristemas de lUpulo parece ter origem em massas
nodulares como foi previamente descrito (Batista et al., 1996) e também para diferentes

variedades checas de lUpulo (Smykalova et al.,, 2001), para Acacia manginum (Xie &
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Hong, 2001) e, para Garcinia mangostana L. (Te-chato & Liu, 1999). No que se refere a
H. lupulus pode dizer-se que houve uma grande variabilidade de respostas a indugdo de
morfogénese, nas variedades e clone testados, de acordo com a composi¢do dos meios
de cultura e com as suplementacdes de fitorreguladores.

2.5.3. Diferentes condi¢des de stresse

I) Baixa temperatura

Tal como muitas outras plantas de climas temperados, as plantas de lupulo estdo
expostas a um periodo de frio intenso, antes da entrada em dia longo e a temperatura se
tornar mais amena, ou seja antes de, na Primavera, iniciar o processo de
desenvolvimento dos meristemas latentes que permaneceram no rizoma desde a morte
da parte aérea.

Na presenca de temperaturas baixas (4 a 0°C) ocorrem nas plantas varias
adaptacdes fisiolégicas que permitem controlar o stresse provocado pelas baixas
temperaturas. Estas adaptacfes podem traduzir-se numa alteracdo na expressado dos
genes, alterando diversos mecanismos do metabolismo, como sejam o do carbono e o do
azoto (Guy, 1990). A acumulacdo de aclcares no citoplasma e, a producdo de novas
proteinas durante o stresse pelo frio, podera permitir a adaptacdo ao mesmo (Hausman
et al., 2000). Por outro lado, a temperatura pode ter como efeito associado, a alteracao
do pH do citoplasma, ao inibir os transportadores membranares de protdes, podendo
alterar toda a actividade enzimética, nomeadamente o transporte polar de auxinas. Estes
efeitos causados pelo frio, no entanto, variam com as espécies e as variedades (de
acordo com a sua tolerancia a temperaturas baixas). Nas plantas tolerantes a baixas
temperaturas, a variacdo no pH é manifestamente reduzida. Neste caso considera-se que
a adaptacao ao frio passa por duas etapas: na primeira, atingem-se temperaturas baixas,
mas acima de zero graus (2 a 4°C); na segunda fase, a inducéo é feita com temperaturas
abaixo dos zero graus (-3 a -5°C). Estas duas etapas sdo essenciais para uma tolerancia
méaxima, uma vez que se tem vindo a considerar que as alteragcdes de pH citoplasmatico
da primeira fase funcionardo como mensageiro secundario para a expressao de genes
essenciais a segunda fase (Yoshida et al., 1999). De entre estes genes essenciais a
segunda fase encontram-se genes que estdo relacionados com o metabolismo dos
acucares e do azoto, e responsaveis de alguma maneira pela resposta organogénica das
plantas pés-tratamento pelo frio. Verifica-se, no entanto, que as respostas ao tratamento
de frio, das plantas de lapulo in vitro, ndo foram de molde a aumentar significativamente a

regeneragdo de novos meristemas.
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Embora o lapulo seja uma planta que tenha, necessariamente, que passar por
uma fase de frio (Inverno), para quebrar a dorméncia e desenvolver a sua parte aérea na
Primavera, o processo de inducdo de organogénese pelo frio ndo funcionou exactamente
do mesmo modo in vitro e ex-vitro, como alids, ja foi descrito para outras espécies de
plantas (Hausman et al., 2000). Para o Clone Br houve, no entanto, um aumento da taxa
de regeneracdo, embora reduzida. Este resultado indicia que a planta podera ser sensivel
a inducdo de regeneracédo pelo frio. A metodologia utilizada podera nao ter sido a mais
adequada, devendo ser alterada para tempos de indu¢do mais curtos (uma a duas
semanas) e com abaixamento de temperatura sucessivo, visto que, a aquisicdo de
resisténcia depende de um arrefecimento progressivo com gradual desidratacdo das
células (Taiz & Zeiger, 1998), e o processo utilizado nestes ensaios foi brusco e
prolongado. O efeito da exposicdo subita ao frio prolongado, antes de uma completa
aclimatacao, podera ter condicionado a viabilidade celular, levando a danos irreversiveis

nas células e, a sua ulterior morte (Salisbury & Ross, 1992).

II) Nutricional (deficiéncia em agucares)

Nos ensaios com reduzida suplementacdo de acucares nos meios, verificou-se
um pequeno aumento da taxa de regeneracdo. Dado que existem outros registos de
aumento da taxa de regeneracdo em lUpulo, utilizando concentracbes de 15 g/L de
sacarose (Smykalova et al., 2001) este valor foi usado como referencial no nosso ensaio.
Assim, foram testadas concentracdes mais baixas de acgucares, que podemos considerar
como sub-éptimas para o crescimento vegetativo do lapulo. Esta estratégia prende-se
com o facto de em meio de multiplicacdo em cultura, o lipulo (pelo menos as variedades
e clone utilizados neste estudo) regenerar mais meristemas no periodo entre as 4
semanas e as 6 — 7 semanas (€ necessario proceder a transferéncia para meio fresco
apos 8 semanas de cultura), do que antes desse periodo, o que indiciou que a diminuicdo
da disponibilidade de aclUcares aumenta a capacidade regenerativa do lGdpulo. A
aplicacdo de um stresse produzido por insuficiéncia de fonte de carbono poderia ser
indutora de uma maior capacidade morfogénica. Embora a taxa de regeneracédo tenha
aumentado para a var. BG e clone Br, 0 mesmo nao se verificou para a var. Er. Esta
variagdo na resposta, em fungdo da variedade, foi ja descrita, tanto para outras plantas,
como Morus indica e Morus alba (Sahoo et al., 1997, Bhau & Wakhlu, 2001), como para o
lGpulo (Smykalova et al., 2001).

A importancia dos acucares como fonte de carbono € indiscutivel, nomeadamente
se considerarmos que 0s explantes colocados in vitro ndo sdo fotoautotroficos. Os

acucares tém papel preponderante na obtencdo de energia indispensavel ao

70



Capitulo 2 — Organogénese
2.4. Discussao

metabolismo, mas também na regulacdo e armazenamento de varios compostos na
forma glicosilada. De entre estes compostos podemos destacar os fitorreguladores, como
€ 0 caso das citocininas e as auxinas, em que o0 armazenamento das primeiras e 0
transporte das segundas implica a utilizacdo de residuos de aclcares (Lea & Leegood,
1999).

Podemos considerar que, as respostas aos stresses se processam em 4 fases:
fase de alerta, fase de resisténcia, fase de esgotamento e fase de regeneracédo (Azcén-
Bieto & Talén 2001). A primeira fase serd aquela em que ha o alerta para que se
desencadeiem as respostas ao stresse, que levam a fase de resisténcia (onde as
respostas sédo executadas), se a planta ndo tem mecanismos de resisténcia, ou o stresse
€ demasiado intenso, ou ainda demasiado longo, pode surgir a fase de esgotamento que,
levada até as ultimas consequéncias, resultara na morte da planta. Por Gltimo, na fase de
regeneracdo em que, se a planta conseguiu resistir e ultrapassar o stresse, havera a
alteracdo de todo o metabolismo, com expresséo de enzimas que permitem a adaptacéo
as novas condicdes (Azcon-Bieto & Talén, 2001). Com base nesta estrutura de resposta
aos stresses, podemos considerar que nos NOSSOS ensaios com baixa concentracdo de
acucares, o stresse foi demasiado longo, ou demasiado intenso e grande parte das
plantas de lupulo testadas, ndo conseguiu ultrapassar a fase de esgotamento, acabando

por morrer.

1) Adic&o de Acido Acetilsalicilico

O &cido Salicilico esti descrito como um fitorregulador com diversos efeitos, dos
guais, os mais conhecidos e bem estudados, sdo os de regulacdo da floracéo,
termogenesis e resisténcia a doencas (Shulaev et al., 1995; Greenberg et al., 2000),
nomeadamente na “resisténcia sistémica adquirida” (systemic acquired resistance - SAS)
(Raskin 1, 1992; Shulaev et al., 1995) e na interaccdo com outros sistemas de resisténcia
das plantas (Wees et al., 2000). No entanto, em concentra¢des adequadas e na forma de
salicilatos, pode actuar como factor alostérico de diversas enzimas controlando, por
exemplo, a conversdo do &cido 1-amino-ciclopropano-1-carboxilico (ACC) em etileno
(Romani et al., 1989). Segundo Saxena & Rashid (1980) a utlizagdo de acido
Acetilsalicilico no meio, dependendo das espécies em cultura e das concentracdes
utilizadas, podem promover um claro aumento das taxas de regeneracdo e de
embriogénese (Quiroz-Figuero et al., 2001), embora, certas concentragbes possam ser
inibitérias da regeneracao, pelo menos numa fase avancada do processo (Christianson &

Duffy, 2002). Em H. lupulus a adigdo de &cido Acetilsalicilico ao meio de indugéo de
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morfogénese aumenta a capacidade organogénica. Este aumento, tendo em conta os
resultados descritos por outros autores (Hutchinson & Saxena, 1996), estd dentro dos
padrdes esperados para a utilizacdo de concentracdes de &cido Acetilsalicilico na ordem
dos pM. O aumento das taxas de organogénese é no entanto, para algumas plantas,
tanto maior quanto mais préxima dos picomoles se encontrar a concentragdo de &cido
Acetilsalicilico no meio. Assim, os valores de taxas de regeneracao obtidos para o lUpulo
(nomeadamente para o Clone Br e a var. BG), poderiam sofrer ainda alteragbes, se as
plantas de lGpulo fossem testadas no meio de inducdo da organogénese, com
concentracdes de acido Acetilsalicilico mais baixas. A actuacao do acido Salicilico estara
relacionada, por um lado, com a inibicdo da producéo de etileno (Romani et al., 1989) e,
por outro, com a alteracdo nas enzimas produzidas (Minibayeva et al., 2003) em situacao
de stresse. Assim sabe-se que o &cido Salicilico inibe a actividade da catalase e da
peroxidase, o que poderda levar a uma reorganizacdo de todo o processo de
desenvolvimento e crescimento das plantas sob stresses (Pasternak et al., 2005). Visto
gue o acido Salicilico € um sinalizador intermediario envolvido nas respostas das plantas
a alguns stresses e todo o processo de manipulacéo (corte e transferéncia dos explantes
para o meio de inducao), pode ser indutor de stresse, com alteracdes a nivel metabdlico,
a presenca de acido Acetilsalicilico no meio, pode permitir o controlo de algumas das
respostas a este stresse, nomeadamente a producdo de etileno, ou alteracdes no
transporte polar das auxinas. Este transporte das auxinas depende directamente do pH,
gue em situacdes de stresse € alterado, podendo levar a alteracdo do transporte deste
fitorreguladores (Pasternak et al., 2005) observando-se uma reorientacdo no crescimento
das plantas. Esta reorientacdo associada a situacdes de stresse, pode de um modo geral
traduzir-se na aceleracdo da formacéo de raizes laterais, aceleracdo da germinagédo ou
incremento na razao meristemas adventicios/raiz (Pasternak et al., 2005).

Embora a utilizagdo de compostos como acido Acetilsalicilico tivesse sido usado
com sucesso por outros autores (Saxena & Rashid, 1980), o aumento da taxa de
regeneracdo em lupulo ndo atingiu valores que fossem significativos, para o objectivo

final de transformacao.

IV) Adicdo de AgNO3

As taxas de regeneragcdo em ldpulo aumentaram ligeiramente (aumentos
significativos para as var. Er e BG), em meios de inducdo de regeneragdo com AgNO3
embora, em outras espécies 0 aumento nas taxas de regeneracdo tivesse sido mais

significativo (Mohiuddin et al., 1997; Zhang et al., 2001). O facto de os explantes no
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l[Gpulo terem sido obtidos a partir de plantas adultas, ao contrario das referéncias
conhecidas, em que o material de partida foi cotilédones, podera ser responsavel pela
diferenca na resposta. O AgNO; tem um papel fundamental na inibicdo da ac¢édo do
etileno (Taiz & Zeiger, 1998; Mohiuddin et al., 1997). In vitro, o etileno promove a
formacédo de calli e inibe a formagcdo de meristemas (Williams et al., 1990). A accéo do
AgNO; serd impedir que o etileno libertado pelos entrends colocados em cultura,
direccione a resposta celular no sentido da formacdo de calli. Visto que a libertacéo de
etileno pelos entrends, embora seja inferior a que ocorre nos ndés ou meristemas apicais
na planta, é superior quando os entrends sao colocados na horizontal (Taiz & Zeiger,
1998) (posicdo em que os entrendés foram colocados em todos os ensaios de
regeneracdo de plantas de ldpulo), seria de esperar alteracdo na frequéncia de
regeneracao, na presenca de AgNO;. O aumento na taxa de regeneracao esta de acordo
com os resultados referenciados, embora ndo tdo elevado como noutras espécies
(Mohiuddin et al., 1997; Zhang et al., 2001), o que podera estar relacionado com o facto
de se ter utilizado, como material de partida, entrenés que, sdo porcdes da planta onde a
producéo de etileno ndo é tdo elevada (Salisbury & Ross, 1992). Embora, a concentragéo
de AgNO; utilizada esteja dentro dos valores considerados indutores de regeneracdo
(Bais et al., 2000), podera ndo ser a mais indicada para o lupulo (homeadamente para o

Clone Br), podendo com grande probabilidade, variar com a variedade ou clone utilizada.

V) Adicdo de CuSO4

7

O cobre € um cofactor de varias enzimas, como cobre/zinco superdxido
dismutase, a ascorbato oxidase e proteinas da cadeia transportadora de electrdes, como
a plastocianina, ou a citocromo oxidase. No entanto, 0 seu excesso pode causar stresse
oxidativo (Raeymaekers et al., 2003; Rea et al., 2002), danos nas membranas celulares,
por alteracdo do contetdo em lipidos (Quartacci et al., 2001), ou expressdo dos genes
associados as proteinas VSP (vegetative—storage-protein), responsaveis pela
acumulagdo de azoto, na forma de aminoécidos nos vacuolos, em 06rgdos em
desenvolvimento e/ou completamente diferenciados (Mira et al., 2002). Neste processo,
0s aminodcidos ficam armazenados quando a carga do floema estar pouco activa, por
haver pouca solicitacdo dos centros metabdlicos, como por exemplo, no caso de tecidos
em fases iniciais de formac&o. A presenca de cobre levard a uma maior acumulagéo de
aminodacidos que pode traduzir-se numa melhor disponibilidade de nutrientes essenciais,
como o azoto, numa fase ulterior. Assim, podemos considerar que o0 aumento da taxa de

regeneracdo (BG e Br) pode estar relacionado com a acumulacdo de VSP, que
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culminaria com a maior disponibilidade de nutrientes na fase de desenvolvimento dos
meristemas. Os resultados negativos obtidos para Er, nomeadamente a morte do
material, indicam uma maior sensibilidade que levaria ao stresse oxidativo, com o
aumento da producdo de jasmonatos, etileno e H,O, (Hartley-Whitaker et al., 2001). A
accao destes compostos, as transcricdes dos seus genes e as suas vias metabdlicas,
resultam da resposta das plantas, a feridas ou ac¢éo de agentes patogénicos que, muitas
vezes, se traduz na morte celular.

A adicdo de CuSO, levou a resultados diversos para as diferentes variedades,
variando entre a morte, aumentos ndo significativos de 3% na taxa de regeneracao e
aumentos significativos de 27,8% (Tabela 2.3). Tal facto, pode estar relacionado com a
diferente sensibilidade das variedades a toxicidade ao cobre, podendo essa diferenca
dever-se a variacdes na expressao de genes, como 0s que codificam para as proteinas
MT (enzimas de baixo peso molecular que se ligam a metais pesados e séo codificadas
por familias multigene). A expressdo e activacdo destas enzimas, é induzida pela
presenca de metais, em particular pelo cobre, mas varia com os ec6tipos e variedades,
como descrito para a Arabidopsis (Murphy & Taiz, 1995).

VI) Reducéo do pH

A alteracdo do pH no meio de inducdo, ndo modifica positivamente a taxa de
regeneracdo dos explantes, independentemente da variedade ou clone. A taxa de
regeneracdo baixou, sendo acompanhada por um acréscimo substancial na oxidacao e
ulterior morte do material. Para os valores de pH utilizados, o agar ndo polimerizou, pelo
gue o meio, bastante liquido, levou a que o material vegetal ficasse mergulhado,
impossibilitando as trocas gasosas, causando oxidacdo e morte. O facto de haver pouco
O, disponivel num meio mais liquido e sem agitacéo, podera ter levado a diminuicdo da
capacidade de absorcdo dos minerais, quer por falta de energia para o transporte activo,
guer pelo facto das enzimas responsaveis pelo mesmo transporte sofrerem alteracdes e,
eventualmente, perderam actividade (Taiz & Zeiger, 1998). A liquefac¢do do meio seria,
até certo ponto, vantajosa pois, poderia permitir uma maior difusdo dos minerais ficando,
deste modo, mais facilmente acessiveis ao explante. Os diferentes minerais tém
diferentes pH Optimos de absorg&o, variando a sua disponibilidade para a planta de
acordo com os mesmos. Ao longo de uma cultura verifica-se que o pH do meio vai
variando, sendo a variagdo mais acentuada, numa cultura organogénica (Ramage &
Williams, 2003). Assim, a disponibilidade diferencial dos minerais face a uma alteragéo do
pH, poderia levar a um stresse capaz de induzir uma maior capacidade organogénica.

N&o se verificando esta hipbtese, podemos considerar que os valores iniciais de pH eram
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inadequados para uma absorcdo eficaz de azoto e fésforo, dois dos minerais mais
determinantes numa fase inicial da organogénese (Taiz & Zeiger, 1998), condicionando
deste modo, o desenvolvimento dos explantes que, aliado as deficientes trocas gasosas
levaram a oxidacéo e morte do material.

As condicdes de stresse testadas mostraram que as taxas de regeneracgéo obtidas
sdo ligeiramente superiores as obtidas na auséncia de stresse, sem no entanto serem, na
sua generalidade, estatisticamente significativos.

Neste contexto, concluiu-se que o protocolo de regeneracdo a utilizar em ensaios
de transformacéo, foi aquele que, apesar de inicialmente ndo apresentar a frequéncia de
regeneracdo mais elevada apresenta, ao fim de 30 dias, a taxa de regeneracdo mais
elevada, permitindo a obtenc&o de mais plantulas a partir de um mesmo explante.

Todos os ulteriores ensaios de transformacéo foram levados a cabo em material
proveniente de plantas do Clone Br. Esta escolha deveu-se ao facto de este clone ter
apresentado elevadas taxas de regeneracdo e de ser um clone com interesse potencial
para a regiao de producéo de lapulo no pais. O meio seleccionado (M14 anexo I; meio 13
na tabela 2.2.) foi aguele em que o clone Br ndo apresentou formagéo de calli, obtendo-
se uma taxa de regeneracdo bastante elevada, pelo que foi 0 meio usado em todos os

ensaios subsequentes de transformacéo genética.
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Resumo

Neste capitulo determinaram-se os métodos e condi¢cdes para a obtencdo de plantas
transformadas, utilizando duas técnicas distintas: transformacdo mediada por Agrobacterium e
bombardeamento de particulas. As plantas utilizadas na transformacao foram testadas quanto a
presenca dos virus: ArMV (Virus do Mosaico de Arabis), ApMV (Virus do Mosaico da Macieira),
PPV (Virus Postular da Ameixieira), PNRSV (Virus da Necrose em Anel de Prunus), SGV (Virus
do Fendilhamento do Caule), através de DAS-ELISA. As plantas infectadas foram sujeitas a
métodos de eliminacdo de virus: termoterapia com isolamento e cultura de meristemas, e
micropropagacao em meio com um antivirus quimico Isovir ® cujo principio activo € a Isoprinosina.

Utilizou-se o plasmidio p35SGUSINT e o plasmidio pROKArMV (construgdo com o gene
da capside viral do ArMV). Os plasmidios contém o mesmo gene marcador selectivo, o npt II.

Os antibiéticos de eliminacdo de bactérias foram a cefotaxima e/ou carbenicilina em
diferentes concentractes e combinacdes. Varias concentracées de canamicina foram testadas em
explantes transformados. O tempo para a aplicacdo de seleccdo foi também testado. A
transformacéo foi testada com e sem a utilizacdo do composto fendlico acetosseringona na co-
cultura das bactérias com o material vegetal. As estirpes de Agrobacterium utilizadas foram a LBA
4404, a EHA 105 e a C1C58 com o plasmidio 35SGUSINT. No bombardeamento de particulas os
“macrocarriers” foram colocados a 6mm do ecra de paragem e as amostras colocadas a diferentes
distancias. Foram testadas vérias pressfes de bombardeamento dos explantes.

Os ensaios de teste DAS-ELISA mostraram que as plantas “stock” ndo estavam infectadas
com o Virus do Mosaico de Arabis, nem com qualquer outro dos virus testados, excepto em 20%
das plantas do clone Br, infectadas com PNRS. As plantas foram submetidas a termoterapia e
isolamento de meristemas, e cultura em meio com antivirus quimico filtrado e meio com antivirus
guimico autoclavado. O crescimento médio foi determinado em cada uma das condi¢Bes
anteriores. Foi verificada a taxa de morte dos explantes e a percentagem de material livre de virus
obtido. A taxa de morte, nas plantas em meio com antivirus autoclavado, é superior a ocorrida em
meio com antivirus filtrado. Nos explantes colocados em 25mg/L de canamicina existe um
decréscimo de cerca de 5% na regeneragédo em relacdo as plantas controlo. Para os 50mg/L de
canamicina esta diminuicdo na regeneracéo foi cerca de 13%. A frequéncia de regeneracdo com
Agrobacterium foi inferior, cerca de 6%, a das plantas controlo. A frequéncia de regeneracéo dos
explantes transformados por bombardeamento de particulas foi mais baixa 3% que a das plantas
controlo. A taxa de resultados positivos foi de 70%, nos explantes transformados com a estirpe
C1C58, 65%, com a estirpe LBA4404 e 30% com a estirpe bacteriana EHA 105.
Independentemente da estirpe bacteriana usada, a expressdo de gene uid A, decresceu ao longo

do tempo, sendo inferior a 2% ao fim de 4 meses.
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Nos ensaios com a construcdo p35SGUSINT obteve-se 50 plantas em que a taxa
integracao dos genes, confirmada por PCR, 2 meses ap0s a transformacao, foi de 39,4% para o
gene uid A e de 85,3% para o gene npt II.

Conclui-se que, quer na transformagdo mediada por Agrobacterium, quer no
bombardeamento de particulas, 48h de pré-cultura dos explantes permitiram a obtencédo de maior
ndamero de transformantes. A pressado selectiva nos meios deve comecar a exercer-se até os 3
primeiros dias apés transformacdo, com uma concentracdo de canamicina de 25mg/L. Na
transformacédo mediada por Agrobacterium, os antibidticos de eliminagdo da bactéria devem ser
usados numa mistura de cefotaxima e carbenicilina na concentragdo de 250mg/L cada. No
bombardeamento de particulas, as condicfes para a obtencdo de mais plantas transformadas

serdo as de 1500psi de pressdo e com as amostras a 6¢cm do ecran de paragem.
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3.1. INTRODUCAO

O lapulo € uma planta perene que possui um ciclo sexual anual o que, em termos
de melhoramento convencional, representa uma vantagem. O facto de se tratar de uma
planta didica pode, porém, constituir uma desvantagem. O melhoramento convencional
para além de envolver plantas masculinas, que do ponto de vista econdmico tém pouco
interesse e, vao interferir nas caracteristicas da planta feminina, implicam a espera de 3 a
4 anos até a producao ser passivel de avaliagdo pelo produtor. Neste sentido, atendendo
ao grande valor econémico do lapulo, e ao enorme prejuizo causado anualmente por
numerosos agentes patogénicos, nomeadamente virus, a que espécie € sensivel, a
transformacao genética pode ser a resposta para um problema que se repete todos os
anos com consequéncias sempre devastadoras (Adams, 1975). As infec¢cbes causadas
por este tipo de organismos pode conduzir, ndo sO, a perda de produtividade das
cultivares, como também a alteragdo do seu conteldo em a-acidos e 6leos essenciais.
Assim, relativamente aos primeiros, os valores podem baixar até 40% e aumentar em
percentagem semelhante nos segundos, nhomeadamente, no que se refere a alguns
sesquiterpenos (Patzak et al., 2001).

Embora o Idpulo ndo possa ser considerada uma planta recalcitrante a
transformacéo, visto que existem poucos trabalhos de transformacao envolvendo esta
espécie, sendo o nivel de conhecimento pouco profundo, a verdade é que, dos registos
de trabalhos nesta area envolvendo o lupulo, existem dados que apontam para alguma
dificuldade na introducéo estavel dos genes de interesse (Oriniakova & MatouSek, 1996;
Horlemann et al., 2003, Lyon de Castro, 2004), o que deixa em aberto uma vasta gama
de possibilidades para trabalhos futuros. Por outro lado, a micropropagacdo e
multiplicacédo in vitro de diversas variedades de lupulo tem vindo a ser desenvolvida com
bons resultados. Assim, uma vez obtidas plantas transformadas, estas podem ser
multiplicadas, de um modo seguro, e apds todos os testes exigidos, transferidas para os
jardins de lapulo com sucesso para o produtor. Dado que na familia do lapulo s6 existem
dois géneros, Humulus e Cannabis, a base de estudo prévio ao nivel deste taxon ndo é
muito rica, pois também existem poucas referéncias de transformacdo genética
envolvendo plantas deste segundo género.

No processo de transformagdo genética varias fases decisivas devem ser
concretizadas para a obtencdo de plantas estavelmente transformadas. Uma delas é a
obtencdo de organogénese e outra, no caso particular da transformacédo mediada por

Agrobacterium, a capacidade de infeccdo por parte da bactéria. A capacidade do lapulo
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ser sensivel ao Agrobacterium, ja foi provada por Vvéarios trabalhos (Horlemann et al.,
2003; Lyon de Castro, 2004) incluindo o presente trabalho.

O bombardeamento de particulas tem sido utilizado em plantas lenhosas e em
geral com taxas elevadas de sucesso (Jauhar, 2001; Altpeter et al., 2005). Tornou-se o
método alternativo para as plantas menos sensiveis a Agrobacterium e, em varias
situacdes, um eficiente método alternativo de transformacdo. Embora seja um método
expedito e determinante para as plantas pouco sensiveis a Agrobacterium, tem sido
usado, de uma maneira mais geral, na transformacéo de diferentes espécies de plantas,
independentemente da sua sensibilidade ao Agrobacterium, tendo sido recentemente
utilizado com sucesso em lUpulo, num trabalho complementar ao presente (Lyon de
Castro, 2004).

Quer no método utilizando o Agrobacterium como vector, quer no caso do
bombardeamento de particulas, os vectores conttm um gene repOrter e um gene
marcador de seleccdo. Estes genes sao extremamente Uteis na determinacdo dos passos
e factores essenciais para o processo de transformacdo, nomeadamente na fase inicial
do processo.

Este trabalho tem como objectivo determinar a possibilidade de se obter a
transformacédo estavel de plantas de lUpulo. Por um lado, pretendemos determinar os
métodos e condi¢cbes essenciais para a transferéncia de DNA para as células vegetais
(determinacdo da expresséao transiente) e, por outro, desenvolver as técnicas de cultura
in vitro adequadas para a obtencao de plantas transformadas.

Apods o desenvolvimento do protocolo de transformacdo e deste ter sido testado
numa planta modelo (Nicotiana tabacum), foi efectuada a transformacédo em ldpulo. Por
fim, foi aplicado e avaliado o protocolo de transformacao, com uma constru¢do contendo
a proteina da capside do Virus do Mosaico de Arabis, nas plantas de IUpulo do clone

Braganca.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Avaliacéo da existéncia de infecgdes virais nas plantas por DAS-ELISA

As plantas utilizadas na transformacédo tiveram origem em plantas recolhidas
inicialmente no campo, por esse motivo foram testadas em relacéo a presencga de alguns
virus, através do método de “dupla sanduiche de anticorpos” — “Double Antibody
Sandwich-Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay” (DAS-ELISA). Foram analisadas 30
plantas do clone Braganga, e 15 plantas das variedades Eroica e Brewers Gold. Cada
ensaio teve duas réplicas. Os valores de padrdo do teste DAS-ELISA sdo obtidos
mediante a utilizacdo da seguinte formula (1): média dos valores +2c = valor abaixo do
gual se considera que as amostras ndo estéo infectadas.

A presenca de possiveis infec¢des virais provocadas pelo Virus do Mosaico de
Arabis (ArMV), Virus do Mosaico da Macieira (ApMV) Virus Postular da Ameixieira (PPV),
Virus da Necrose em Anel de Prunus (PNRSV), Virus do Fendilhamento do Caule (SGV),
foi verificada nas plantas em cultura usando para isso um anti-soro policlonal contra as
particulas virais purificadas (Sanofi, Alemanha). A presenca de virus foi detectada
utilizando o procedimento DAS-ELISA (Clark & Adams, 1977).

As amostras foram moidas em tubos de “eppendorf” de 2mL, utilizando
homogeneizadores eléctricos com pontas esterilizaveis substituiveis e ajustaveis ao
fundo dos tubos. Plantas saudaveis de tabaco foram utilizadas como controlo negativo do
método DAS-ELISA. O controlo positivo foi efectuado para cada um dos virus testados
recorrendo ao “kit” (Empresa Sanofi, Alemanha). As solucdes tampao utilizadas foram
fornecidas com o anticorpo ou, quando tal ndo aconteceu, foram preparadas solucdes
cuja composicao se encontra descrita em anexo (Anexo llI).

Foram utilizadas microplacas de poliestireno de 96 pocos (Greiner,
Frickenhausen, Alemanha), previamente revestidas, com 200uL (por poco da placa) de
uma diluicdo da imunoglobulina de 1:1000, em solug&o tampao de revestimento (“‘coating
buffer”), correspondente ao virus em estudo (Anexo lll). As placas foram incubadas a 4°C
durante a noite (12 horas). Apds a incubacédo foram lavadas com a solucdo tampéo de
lavagem (Anexo III). Em cada poco colocou-se 200uL da amostra, submetendo-a a uma
nova incubacdo de 3-4 horas a 4°C. Terminada esta incubacdo, os pocos foram
novamente lavados com solugéo tampé&o de lavagem, a que se seguiu uma incubagéo
com o anticorpo conjugado com uma fosfatase alcalina (diluido 1:1000 em solucéo
tampdo com o conjugado). Esta incubacdo durou 1-2h apds 0 que se seguiu nova

lavagem e finalmente incubacdo com 200uL/pogo de substrato da enzima (4-nitrofenil-
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fosfato), a 1mg/L em tampé&o substrato (Anexo Ill). Apds 1-2h a temperatura ambiente a
absorvéncia das amostras foi determinada por espectrofotometria a 405nm num leitor de
placas (microplate reader 3550 Bio-Rad, Alemanha).

3.2.2. Métodos de obtencdo de plantas livres de virus

As plantas em cultura que apresentaram valores positivos nos testes DAS-ELISA
foram seleccionadas para serem sujeitas a métodos de eliminagdo dos virus,
nomeadamente termoterapia com isolamento e cultura de meristemas, e

micropropaga¢do em meio com um antivirus quimico.

3.2.2.1. Termoterapia e Isolamento de meristemas

As plantas in vitro com aproximadamente 4cm de altura foram colocadas numa
camara de cultura, com 40% de humidade, a 36°C luz, e 27°C escuro, com um
fotoperiodo de 16-8h, durante 4 semanas.

Foram feitas semanalmente observacées as plantas, com o objectivo de, verificar
se as condicdes de cultura ndo comprometiam a sobrevivéncia das mesmas. Quando o
tempo de termoterapia terminou, foram isolados os meristemas apicais das plantas.

O isolamento dos meristemas foi efectuado a lupa (ampliacdo de 7,5x), com
porcdes de laminas de barbear esterilizadas previamente em alcool a 96%, e
flamejamento. Apds o isolamento, feito em condicBes de esterilidade em bancada de
fluxo laminar, os meristemas foram colocados em caixas de Petri contendo meio Adams 1
(Capitulo 2). Apés aparecimento do segundo par de folhas, foram transferidos para tubo,
mantendo-se, no entanto, o meio de cultura. Depois de um periodo de 2 meses em

cultura, o material foi de novo analisado utilizando a técnica de DAS-ELISA.

3.2.2.2. Antivirus quimico

Foi testado um antivirus comercial (Isovir ® Laboratério Fidelis, Lda) na forma de
comprimidos, cujo principio activo é o p-acetomidobenzoato de dimetilamino-isopropanol-
inosina (Isoprinosina). O comprimido foi dissolvido em HCI 10 N, filtrado e utilizado numa
concentracdo de 2mg/mL.

Como método de esterilizagdo do composto foram testados a filtracdo e a
autoclavagem. Para cada tratamento foram utilizados trés frascos, cada um com trés

plantas. O ensaio teve duas réplicas.
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Uma vez que, nos meios de cultura em que o antivirus foi inserido, houve
alteraces na solidificacdo do meio, foi verificado o pH do meio isoladamente e, do meio
apos a adicao de antivirus (Tabela 3.1).

Tabela 3.1: Ensaios com antivirus em meios de propagacao de plantas de Humulus lupulus L..

Tratamento Tipo de meio pH

Sélido 6,0
Sem Antivirus L

Liquido 5,5

o Solido 4,5
Antivirus autoclavado ]

Liguido 5,0

. . Solido 50
Antivirus filtrado -

Liquido 5,0

Foi também testada a adicdo de uma pequena camada liquida do antivirus, sobre
0 meio ja solidificado. Realizaram-se dois ensaios e utilizaram-se 10 plantas por ensaio.
O antivirus foi adicionado depois de esterilizado por filtragem (filtros de 20um). Apés
aplicacdo do antivirus, o material foi mantido no mesmo meio de micropropagacao
anteriormente utilizado para as plantas em cultura in vitro (Adams 1), durante 4 semanas
e transferido para novo meio, sem antivirus. O ensaio foi seguido semanalmente e, ao fim
de 2 meses de cultura, o material foi submetido a uma analise de DAS-ELISA, para

detectar a presenca de virus.

3.2.3. Transformacédo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens

Em todos os ensaios de transformacdo de Humulus lupulus L, foi utilizado o
sistema de regeneracdo previamente estabelecido, para a regeneracdo adventicia de
meristemas (Capitulo 2). Os explantes utilizados na transformacdo foram entrends de
lipulo, provenientes de plantulas micropropagadas a partir de meristemas axilares e
apicais de plantas adultas (ver Capitulo 2, Fig. 2.1.)

Com o objectivo de testar a metodologia de transformacéo e a constru¢do usada,
foram feitos ensaios de transformacgéo em folhas de Nicotiana tabacum. As folhas foram
removidas de culturas in vitro estabelecidas, utilizando sementes cedidas pela Dr.2 Ana
Lacia Sintra da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. Estas plantas foram
subcultivadas de 3 em 3 semanas para meio fresco MS/2 (meio MS reduzido a metade
nas concentracdes de macro e micronutrientes), 20g/L de sacarose, pH 5,7, 8g/L de agar
(V-Reis, Lisboa, Portugal), sem fitorreguladores e sem alteracdo da concentracdo de
vitaminas. As culturas foram mantidas a 24+2°C sob um fotoperiodo de 16h luz/8h

escuro, obtido com lampadas “day-light” 35pEm™?s™.
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3.2.3.2. Estirpes utilizadas e plasmidios

As estirpes de Agrobacterium utilizadas foram LBA 4404 (Hoekema et al., 1983)
com o plasmidio p35SGUSINT (Vancanneyt et al., 1990) (Fig. 3.1) e o plasmidio pROK
ArMV (Golles et al., 1997); as estirpes EHA 105 (Hood et al.,, 1993) e C1C58 com o
plasmidio p35SGUSINT. O plasmidio p35SGUSINT contém um intrdo no gene repérter
uid A, que codifica para a $-glucuronidase (GUS) no Agrobacterium. Todos os plasmidios
conttm o mesmo gene marcador selectivo npt Il, que codifica para a neomicina

fosfotransferase (NPT II).

2.8 Kbp

— =« A=

A (p35SGUSINT) = -

3 2
RB ' P

H nos-ter —1355-Pro
B (pROKArmv)

RB . 3,4 Kbp -
EcoRlI Smal Sma |
qf nos-Pro npt Il nos-ter [ 35S-Pro 1 CPArMV — nos-ter ﬂ

Figura 3.1: Plasmidios utilizados na transformag¢do de Humulus lupulus L. npt Il, regido que
codifica o gene da neomicina fosfotransferase; uid A, regido que codifica o gene da B-
glucuronidase; PIV2, intrdo vegetal; cpArMV regido que codifica para o gene da capside viral do
Virus do Mosaico de Arabis; nos-Pro, promotor do gene da nopalina sintetase; nos-ter, sequéncia
do terminador do gene da nopalina sintetase; 35S-Pro, promotor 35S do Virus do Mosaico da
Couve-flor; CaMV pA, sinal de poliadenilacdo do Virus do Mosaico da Couve-flor; RB “border”
direito do T-DNA; LB “border” esquerdo do T-DNA.

3.2.3.3. Sensibilidade a antibiéticos

Os explantes (entrendés de plantas de lupulo) foram colocados em meio de
regeneracgao fresco (Capitulo 2) com cefotaxima e/ou carbenicilina. As concentracdes de
antibioticos testadas foram as seguintes: Cefotaxima 250mg/L (cef), Carbenicilina
250mg/L (carb) e conjugacdes dos dois antibidticos (cef. 250 + carb. 200mg/L; cef. 250 +
carb. 250mg/L; cef. 300 + carb. 250mg/L; cef. 350 + carb. 250mg/L; cef. 200+ carb.
250mg/L). Os resultados foram observados em termos de regeneracdo obtida apos 21
dias, nos meios suplementados com antibi6ticos. Mediante os resultados obtidos nos

ensaios de sensibilidade a antibiéticos, utilizou-se uma combinagéo dos antibioticos cef. e
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carb. nos ensaios de Agrobacterium tumefaciens, com o objectivo de eliminar as
bactérias apds o periodo de co-cultura planta - bactérias. Os explantes foram transferidos
para meio de regeneracdo fresco, com carb. e cef.,, sem qualquer pressdo selectiva
(adicdo de canamicina), ou com a seleccao aplicada aos 0, 3, 8, 14 e 21 dias, ap6s o
periodo de co-cultura. A concentracdo de can. foi testada em explantes transformados e
em explantes ndo transformados, nas concentragbes de 0,6, 12,5, 25, 50, 75mg/mL.

Os resultados obtidos foram analisados por andlise de variancia (ANOVA) a um factor
e para compara¢cGes multiplas de médias utilizou-se o teste Tukey HSD de comparacgbes
multiplas (SYSTAT versao 5.0).

3.2.3.4. Transformacdo mediada por Agrobacterium

Nos ensaios iniciais, para a determinacdo da expressao transiente e modelagéo
do processo de transformacédo utilizando Agrobacterium tumefaciens, seleccionou-se a
estirpe LBA 4404 com o plasmidio p35SGUSINT.

O processo de co-cultura iniciou-se pela preparacao da suspensao de bactérias,
obtida pela colocacdo em 20mL de meio LB de uma coldnia da estirpe LBA 4404, isolada
em meio sdlido. O meio de cultura utilizado para a multiplicacdo das bactérias (LB), é
composto por: 5g/L de extracto de levedura, 10g/L de triptona, 10g/L de cloreto de sédio
e 15g/L de agar (V-Reis, Lisboa), pH 7,2. Colocou-se no meio de cultura 50mg/L dos
antibioticos canamicina e rifampicina para a selec¢cao, em meio liquido, das bactérias LBA
4404, EHA 105 e C1C58 com o plasmidio p35SGUSINT. Para as bactérias LBA 4404 e
C1C58 com o plasmidio pPROKArMV, usou-se 100mg/L de estreptomicina e 50mg/L de
can.. A suspensdo de bactérias cresceu com agitacdo de 120 rpm, a 28°C durante a
noite. As culturas de bactérias foram utilizadas quando o seu crescimento se encontrava
em fase exponencial (Absorvéncia 600nm= 0,6 — 0,8). Apds a medicdo da Absorvéncia, a
cultura foi diluida 1:50 (v/v) numa solu¢cdo de sacarose 0.3% (Laimer da Céamara
Machado et al., 1992). Inicialmente, foi testada a utilizagdo do composto fendlico
acetosseringona na co-cultura das bactérias C1C58 com o0s explantes vegetais. A
acetosseringona foi testada em ensaios de transformacédo, na concentracdo de 20um,
sendo a expressao transiente do gene uid A dos explantes resultantes desses ensaios,
comparada com a expressdo do mesmo gene em ensaios de transformacéo, onde néo foi
adicionada acetosseringona.

Nos ensaios de transformagéo com pré-cultura, o material vegetal foi previamente
cortado 26h ou 48h antes e colocado a incubar a 22 + 2°C no escuro, em meio de

regeneragao.
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Nos ensaios com imersdo, o material foi mergulhado numa solucéo de sacarose
0,3% e bactérias (OD=0,6), sendo a solucao diluida para um valor final de 0,2. Nestes
ensaios, utilizaram-se explantes provenientes de entrends. Apos a imerséo, cuja duragao
variou entre 10 e 12 minutos, os entrendés foram secos em papel de filtro estéril e
colocados em meio fresco de regeneracdo com antibiéticos. Em simulténeo, foi testada a

utilizacdo da cultura bacteriana, na transformacéo, sem diluicdo em solucéo de sacarose.

3.2.3.5. Seleccao do material ap6s transformacgao

Apo6s 48 a 72 horas de co-cultura, os explantes foram transferidos para meio de
cultura idéntico ao utilizado durante a co-cultura, ao qual foi adicionado 250mg/L de carb
e 250mg/L de cef. Parte do material foi transferido para meio com 25mg/L de canamicina
(can.), para além dos antibiéticos de eliminacdo das bactérias. Trés semanas depois, 0
material foi novamente transferido para meio de selec¢édo suplementado com 50mg/L de
can. Os meristemas regenerados foram transferidos para meio de micropropagacao
contendo antibioticos de seleccao (50mg/L de can). Depois desta sub-cultura o material
foi seguido semanalmente, até a transferéncia seguinte, para meio fresco, que ocorreu
apos 6 semanas.

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o teste de analise de

variancia, ANOVA a um factor.

3.2.4. Transformacao genética por bombardeamento de particulas

Apoés dois dias de pré-cultura, no escuro, os explantes foram transferidos para a
luz (condicBes descritas na seccdo 3.2.3.1), e transformados por bombardeamento de
particulas. Depois do bombardeamento as condicBes de cultura foram semelhantes as
condicbes de co-cultura com Agrobacterium (meio de regeneracdo contendo 25mg/L de
can. como antibiotico de selecgdo. Trés semanas depois o material foi transferido para
meio fresco de regenerac¢do contendo 50mg/L de can.).

Foram usados dois plasmidios diferentes: plasmidio p35SGUSINT, (contendo os
genes npt Il e uid A) e o plasmidio pROKArMV. O primeiro foi utilizado com o objectivo de
determinar as melhores condi¢es de transformacgdo e, o segundo para introducdo do
gene de interesse (gene da capside viral do ArMV). Os plasmidios foram propagados em
culturas de Escherichia coli, crescidas durante 12h, a 37°C e a 180 rpm. Os plasmidios
foram isolados recorrendo ao protocolo comercial Plasmid Midi (Quiagen, Dusseldorf,

Alemanha) e de acordo com as instru¢cdes do mesmo.
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3.2.4.1. Material vegetal

Os entrends de plantas, mantidas durante 2 meses em cultura, utilizados como
explantes, foram seccionados e colocados em meio de inducdo 48h antes do
bombardeamento. Imediatamente antes do bombardeamento, o material foi colocado no

centro da caixa de Petri, num didmetro aproximado de 2cm.

3.2.4.2. Preparacéo daligacdo do DNA as particulas de ouro

O DNA dos plasmidios foi ligado a particulas de ouro de 1 uM (BioRad
Laboratories, Hércules, U.S.A.), previamente esterilizadas, utilizando para isso um
protocolo modificado de McCabe e Christou (1993): 3 mg de particulas foram
mergulhadas em 50uL CacCl, (2,5M), 20uL Espermidina (0,1M) e 7,5uL de DNA (1pg/pL).
A solucéo foi preparada adicionando sequencialmente os componentes e submetendo-a
a alguns segundos no voértex, entre cada adicdo. A mistura ficou a incubar 15 minutos,
seguida de centrifugacao (5 segundos a 10000 rpm), apGs a qual, o sobrenadante foi
descartado. As particulas foram lavadas em 140uL de etanol a 70%, seguida de outra
lavagem em 140puL de etanol a 100%, finalmente o material foi ressuspendido em 48uL

de etanol 100%, com breve passagem pelo sonicador.

3.2.4.3. Bombardeamento

O aparelho utilizado para os bombardeamentos foi 0 PDS-1000/ He delivery
system (BioRad Laboratories, Hércules, U.S.A.). O funcionamento deste equipamento
baseia-se hum aumento de pressdo conseguido com hélio, que acelera o “macrocarrier”
na superficie do qual foram colocadas as particulas envolvidas com DNA. As particulas
sdo colocadas numa pequena camara onde, a pressdo de hélio € aumentada até ao valor
seleccionado. Um disco de ruptura sela a cAmara até a pressao ser atingida, rompendo
nessa altura e criando um “disparo” que liberta uma onda de choque que arrasta o
“‘macrocarrier” e acelera as particulas que continuam para além do ecrad de paragem,
onde o “macrocarrier” fica retido. As particulas penetram no material permitindo a entrada
do DNA nas células.

O aparelho utilizado nos bombardeamentos encontra-se numa camara de fluxo
laminar, o que permite que todo o procedimento decorra em condi¢cdes de assepsia.
Antes de ter inicio o processo de bombardeamento dos explantes, o material acessério
(anéis de suporte dos macrocarriers, redes de detencdo, suporte da amostra, suporte dos
discos de ruptura e dispositivo de langamento), o aparelho de bombardeamento e a

bancada de fluxo laminar foram previamente desinfectados. A desinfec¢do consistiu na
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exposicdo a U.V. e vaporizagdo com etanol comercial, excepto os anéis de suporte dos
macrocarriers e as redes de detencdo que foram esterilizados por imersdo em etanol
comercial 20 minutos. Um volume de 6uL da suspenséo de particulas de ouro e DNA foi
pipetado e colocado na superficie dos “macrocarriers”. Apds secagem dos
“macrocarriers” na bancada de fluxo laminar, estes foram colocados a 6mM do ecra de
paragem e as amostras foram colocadas a 6, 9 e 12cm. Os explantes foram
bombardeados a 1300, 1500 e 2000 Psi (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. — Distancias e pressfes testadas nos explantes submetidos a transformacgéo por
bombardeamento de particulas

Pressédo (psi) Distancia (cm)
1300 6 9 12
1500 6 9 12
2000 6 9 12

Os resultados foram expressos em namero de explantes com manchas azuis,
correspondentes a determinacdo histoquimica da presenca da proteina do GUS. Os
dados foram testados com o programa ACTUS (Oliveira & Almada, 1998), tal como

descrito no Capitulo 2.

3.2.4.4. Seleccdo do material apos transformacéao

Apoés a transformacao, o material foi colocado em meio de regeneracdo com uma
pressédo selectiva de 25mg/L de can., sendo esta concentracdo aumentada para 50mg/L,
na subcultura seguinte. As condicdes de luz e temperatura foram as mesmas do material
in vitro que deu origem aos explantes (Capitulo 2).

Como controlo, foram colocados 15 explantes ndo transformados em meio de
seleccao e seguidos por um periodo de duas subculturas. Ao contrario do que aconteceu
na transformacdo mediada por Agrobacterium, o meio de seleccdo foi suplementado
apenas com can.. As restantes condi¢des de cultura mantiveram-se (luz e temperatura),

apos transformacéo.

3.2.5. Determinacgao da expresséo transiente

A actividade da B-glucuronidase foi detectada no material vegetal transformado
por bombardeamento, ou Agrobacterium, recorrendo ao método histoquimico descrito por

Jefferson (1987). Seccdes dos explantes, ou plantulas regeneradas apés transformacéo,
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foram incubadas durante 20h a 37°C, numa solucéo de &cido 5-bromo-4-cloro-3-indolil 3-
D-glucuronido (X-Gluc, Amresco, Dolon, U.S.A.). O material foi colocado em tubos
“‘eppendorf” contendo a mistura de reacc¢ao constituida por: 1Mg de X-Gluc, dissolvido em
10 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), e diluido a 0,4mg/L em tampao fosfato 100mM (pH
7,2), contendo Triton X-100 a 0,5% (v/v). A solucao foi filtrada sob vacuo (1Minuto) e, o
tecido foi incubado nesta mistura de reaccao, durante a noite. A formacédo do produto de
reaccao foi seguida por observacédo periédica em microscopia de luz invertida. Terminada
a incubacdo, as seccdes foram lavadas em etanol a 70%, durante varias horas, para
extraccdo dos pigmentos fotossintéticos. No caso da transformacdo mediada por
Agrobacterium, a deteccao da expressao da B-glucuronidase nos entrends foi efectuada
logo apo6s co-cultura, aos 10 e 20 dias e ao fim de 1, 2, 3 e 4 meses. No caso da
transformacao por bombardeamento de particulas a deteccao foi feita 1 a 2 dias apos
bombardeamento. A expresséo transiente foi avaliada por contagem das marcas azuis
indicativas da presenca de GUS. Explantes controlo, ndo transformados, sofreram o

mesmo tratamento de incubacao e lavagem em etanol a 70%.

3.2.6. Analise molecular das plantas
3.2.6.1. Extraccdo de DNA das plantas

Folhas e meristemas apicais de plantulas jovens foram utilizados para a extrac¢éo
de DNA. Para a andlise do DNA por PCR o processo foi feito 1Més apds a
transformacédo. A extraccdo de DNA foi efectuada de acordo com o protocolo descrito no
anexo 2 adaptado a partir de Yang e King (1993) e modificado de Doyle e Doyle (1987).
Apés extraccdo do DNA, avaliou-se a quantidade e grau de pureza, por
espectrofotometria de absor¢cdo molecular, através da absorvéncia a 260nm e a sua
integridade foi testada em gel de agarose (0,8%) em tampao TAE (40mM Tris, pH 7,8;
2mM EDTA).

3.2.6.2. Analise do DNA por PCR

O DNA gendmico das plantas foi usado para a amplificacdo por polimerase em
cadeia dos genes presentes nos plasmideos. Com esta analise pretendeu-se verificar se
0S genes estariam inseridos no genoma vegetal ou ndo. Numa primeira abordagem foram
amplificados os genes uid A e o npt |l, seguida da determinagdo do gene de interesse,
codificante da proteina da capside viral do ArMV (Capitulo 5).

As plantas que foram transformadas por bombardeamento de particulas com o

plasmidio p35SGUSINT foram também analisadas, para a presenca do gene npt Il. A
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andlise por PCR para o gene npt Il foi feita com os seguintes “primers”™: 5’-GAG GCT ATT
CGG CTA TGA CTGG-3’ e 0 5-ATC GGG AGC GGC GAT ACC GTAA-3'. O programa
utilizado foi o seguinte: 95°C, 5 minutos para a abertura inicial das cadeias; 94°C,
1Minuto; 65°C,1Minuto; 72°C, 1Minuto; 30 ciclos, no final um passo de elongacéo de 10
minutos a 72°C para terminar as cadeias ainda incompletas. A andlise para o gene uid A
foi feita com os “primers”. 5’-CCC GGC AAT AAC ATA CGG CGT-3’ e 5’-CCT GTA GAA
ACC CCA ACC CGT-3’ e usado o seguinte programa: 94°C, 5 minutos para a abertura
inicial das cadeias; 94 °C, 1Minuto, 60°C, 1Minuto; 72°C, 3 minutos; 30 ciclos e final o
passo 10 minutos a 72°C para terminar as cadeias ainda incompletas.

A visualizacdo dos produtos de PCR foi feita por electroforese em géis de agarose
(1,2%) em solugéo tampao TAE (40mM Tris, pH 7,8, 2mM EDTA) com Brometo de Etidio
a 0,3 ug/mL. A determinacéo da concentracdo do DNA, foi feita por espectrofotometria de
absorcdo molecular, a 260nm. O peso molecular foi determinado por comparagdo com
marcadores de peso molecular conhecido.

Os resultados obtidos foram analisados por analise de variancia (ANOVA) a um

factor.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Determinacao de infec¢des virais nas plantas

Os ensaios de teste DAS-ELISA mostraram que as plantas de partida (plantas
“stock”), utilizadas no desenvolvimento deste trabalho, ndo estavam infectadas com o
Virus do Mosaico de Arabis, nem com qualquer outro dos virus testados. Porém,
verificou-se a existéncia de valores muito préximos do limite a partir do qual foi
considerado que as plantas estavam infectadas (valores de 0,04 para um valor padrao
de 0,034), em 20% das plantas do clone Br com PNRS (Fig. 3.2.). As plantas de BG e
da variedade Er ndo apresentavam valores passiveis de serem considerados infecc¢éo.
Com base nestes resultados, procedeu-se a tratamentos de termoterapia e terapia
guimica, nas plantas do clone Br que apresentavam infec¢cdo com o virus PNRS. Como
nem todas as plantas apresentaram valores positivos de infeccéo, seleccionaram-se as
plantas livres de virus para prosseguir 0s ensaios de transformacado genética e aplicou-

se o tratamento as restantes.
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Figura 3.2. — Detec¢d@o de virus por DAS-ELISA nas plantas “stock” do clone Braganca. Os
valores de padrdo para os diferentes virus foram obtidos mediante a utilizacdo da formula (1)
descrita no material e métodos.

3.3.2. Obtencéao de plantas livres de virus
3.3.2.1. Termoterapia e Isolamento de meristemas

O material resistiu a temperatura elevada, embora apresentasse taxas de
crescimento mais baixas, principalmente a partir da segunda semana de termoterapia.

Assim, nas plantas submetidas a termoterapia, somente ao fim de 3,5 a 4 semanas, 0
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crescimento médio das plantas era idéntico ao das obtidas em condi¢cdes normais, ao
fim de duas semanas. O isolamento dos meristemas provocou a morte de 10% dos
explantes, condicionando, assim, o numero de plantas obtido no final do tratamento de

termoterapia e isolamento de meristemas (Tabela 3.3.).

Tabela 3.3. — Numero de plantas mortas e infectadas apés o isolamento dos meristemas,
resultantes da termoterapia.

Plantas Morte Infecgéo Sobrevivéncia Total
Meristemas isolados 3 8 19 30
Meristemas controlo 2 0 10 12

Nota: Meristemas controlo séo plantas retiradas da termoterapia e subcultivadas, sem serem isolados os
meristemas.

O isolamento de meristemas revelou-se delicado e determinante da
sobrevivéncia dos mesmos. Como pode verificar-se na Tabela 3.3, a morte e infec¢bes
foram superiores nos meristemas sujeitos a isolamento, comparativamente com os que
nao sofreram esta manipulacdo. Os meristemas isolados deste modo, desenvolveram-
se de forma normal, ou seja, de forma semelhante as plantas micropropagadas, nao

sujeitas a termoterapia e isolamento de meristemas (Fig. 3.3.).

Figura 3.3. — Meristemas isolados apés termoterapia. a) e d) meristemas apdés uma semana de
isolamento. b) e c) meristemas apos duas semanas de isolamento (Ampliagéo 7x).

3.3.2.2. Antivirus quimico

A introducéo do antivirus, no meio de cultura, provocou a alteragédo do pH deste,
apos autoclavagem, liquefazendo-o e criando condi¢des de andxia ao material que, por
acumulacéo de fendis, acabou por morrer. Verificou-se que o pH apds autoclavagem
era inferior a 5,2. Apesar de, antes da autoclavagem, se proceder ao acerto do pH do

meio, este manteve a altera¢do na capacidade de solidificacéo.
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Da observacédo da Tabela 3.4., verifica-se que, num total de 18 plantas para
cada uma das condicdes, a percentagem de infeccdes e contaminagdes foi semelhante
nos dois métodos. O mesmo, no entanto, ndo é verdade quanto a ocorréncia de morte.
No meio contendo antivirus filtrado, a percentagem de morte é aproximadamente
metade, da que se verifica no meio com antivirus autoclavado. Por outro lado, verifica-
se que, a percentagem de material livre de virus no meio com antivirus filtrado é de
55,6%, 0 que se aproxima do dobro da percentagem de plantas sem virus, obtidas em
meio com antivirus autoclavado (27,8%). Foi feita uma avaliagdo mais detalhada da
ocorréncia de morte (pela presenca de antivirus no meio de cultura) nos dois processos
(Fig. 3.4.).

Tabela 3.4: Efeito do processo de esterilizagdo do antivirus quimico, (filtracdo ou
autoclavagem), nas plantas in vitro de lGpulo. Plantas infectadas - plantas com contaminacdes
bacterianas ou flngicas. Plantas livres de virus - plantas com valores de DAS-ELISA
negativos para os diferentes virus testados. Plantas contaminadas - plantas que, apés o teste

DAS-ELISA, apresentam valores acima do valor padrdo para o qual se considera as plantas
livre de virus.

Antivirus Filtrado Antivirus Autoclavado

N° de plantas % N° de plantas %
Morte 5 27,8 10 55,6
Plantas Infectadas 2 11,1 3 16,7
Plantas livres de virus 10 55,6 5 27,8
Plantas contaminadas 1 5,6 0 0
Total de Plantas testadas 18 100 18 100

Da andlise da Figura 3.4. verificou-se que a morte ocorrida em meio com
antivirus autoclavado, € superior & ocorrida em meio com antivirus filtrado, embora os

valores ndo sejam significativamente diferentes.
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Figura 3.4: Namero de plantas de lupulo mortas ap0s utilizagao antivirus filtrado ou autoclavado
no meio de cultura. (m + dp) = média + desvio padrdo. Valores com a mesma letra ndo diferem
significativamente entre si ao nivel de p = 0,05.

Apoés o tratamento com o antivirus autoclavado ou filtrado, o nimero de plantas

isentas de virus, foi significativamente diferente (Fig. 3.5), verificando-se, no final do
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tratamento, que a utilizagdo do antivirus quimico filtrado, permitiu obter um namero

superior de plantas isentas de virus.
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Figura 3.5: Numero de plantas isentas de virus, ap6s tratamento com o antivirus quimico
autoclavado e o antivirus quimico filtrado. (m + dp) = média + desvio padrdo. Os valores com as
letras a e b diferem entre si ao nivel de p =0,01.

Em alternativa a inclusao do antivirus filtrado no meio de cultura, foi testada a
utilizacdo de uma fina camada liquida de meio com antivirus, sobre o meio de cultura
sélido. A colocacdo dos meristemas sobre essa camada, revelou-se bastante negativa,
ja que 80% (de um total de 20 plantas testadas) dos meristemas apresentaram clorose
intensa, acabando por morrer. Dos restantes 20%, apenas 1% apresentou valores de

DAS-ELISA considerados negativos para a infecc¢ao viral.
3.3.3. Transformacédo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens

3.3.3.1. Sensibilidade a antibi6ticos

Nos ensaios de sensibilidade a antibidticos, foram testados tanto os antibioticos
de eliminacdo do Agrobacterium (cef. e carb.), como o antibidtico de selecgéo (can.).
Os resultados mostraram que, para o tempo a partir do qual o material foi sujeito a
seleccado (colocado em meios com can.), a Opgao que proporcionou uma maior taxa de
regeneracgdo, foi até aos 3 dias, baixando significativamente entre o 3° e o 8° dia, s6
voltando a aumentar ao 8° dia, sendo no entanto, esse aumento da taxa de

regeneragao nao significativo entre o 14° e 0 21° dia, apos co-cultura (Fig. 3.6. A).
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Figura 3.6.: (A) Variacdo da taxa de regeneracdo dos explantes e (B) razdo meristemas/calli na
presenca de canamicina (25mg/mL), em tempos diferentes de aplicacdo do antibidtico de
seleccdo, apos a transformacdo. 1 (zero dias); 2 (3 dias); 3 (8 dias); 4 (14 dias); 5 (21 dias).
(m+dp) = média + desvio padrdo. Os valores com a mesma letra ndo diferem significativamente
entre si ao nivel de p = 0,05.

O nuamero de meristemas obtidos, por cada explante que regenerou, também
sofreu 0 mesmo padrdo, diminuindo no 8° dia (Fig. 3.6. B). No entanto, neste caso ndo
existiram diferencas significativas no nimero de meristemas por explante, ao 3° dia e
ao 14° dia, mas verificou-se um aumento significativo no 21° dia apds a transformacao.
Assim, observou-se que, a regeneracdo e o humero de meristemas obtidos, em cada
explante, foi inferior no 8° dia, embora essa reducdo tenha sido mais evidente na
regeneracdo. A maior taxa de regeneracdao foi obtida no dia 0, mas o maior nimero de
plantas por explante s6 se conseguiu no dia 21°, apo6s transformacédo. Como se pode
verificar pelos graficos da Fig. 3.6., a taxa de regeneracdo teve uma recuperacao a
partir do 14°dia. Assim, verificou-se que a combinacdo com maior volume final de
plantas putativamente transformadas (isto é: maior nimero de explantes com
regeneragdo associado a maior numero de rebentos por explante), foi a que teve a
aplicacdo de antibidtico no meio no 21° dia, apés transformacéo.

A sensibilidade aos antibiéticos foi testada, somente, nas plantas de lapulo,
verificando-se que, a resisténcia aos antibiéticos, sejam de resisténcia (Fig. 3.7 e 3.8),
sejam os utilizados na eliminacdo do Agrobacterium (Fig. 3.9 e 3.10), variou com a
concentracdo de antibidtico aplicada.

Na Figura 3.7, verifica-se que até uma concentracdo de 25mg/L a variagdo na
capacidade de regeneracdo ndo € significativa, mantendo-se aproximadamente o

namero de explantes com capacidade regenerativa entre o controlo (sem can.) e 0s
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meios com 6 ou 12,5mg/L (Fig. 3.7). Nos explantes colocados em 25mg/L de can.
existe uma quebra na capacidade regenerativa, baixando significativamente o nimero
de explantes com rebentos. Esta diminuicao é traduzida num abaixamento de cerca de
5%, uma vez que no controlo temos cerca de 70% de regeneracdo e com 25mg/L a
taxa de regeneracdo nao atinge os 65%. Para os 50mg/L de can. esta diminuicao &
mais visivel com uma regeneragéo de apenas 57%, verificando-se uma diferenca para

o valor do controlo de cerca de 13%.
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Figura 3.7: Percentagens de rebentos obtidos em meio de regeneracdo com diferentes
concentracfes de can. Os valores com letras iguais ndo diferem significativamente entre si ao
nivel de p = 0,05. (m+dp) = média + desvio padrédo

Na Figura 3.8, esta expressa a percentagem de rebentos por explante,
verificando-se que o niumero de rebentos, por explante, baixa significativamente com o

aumento da concentracao de can. no meio.
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Figura 3.8: Efeito da concentracdo de can. na formacdo de rebentos por explante. Os valores
com letras iguais ndo diferem significativamente entre si ao nivel de p = 0,05. (m+dp) = média +
desvio padrao
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Contrariamente ao que se passa com a frequéncia de regenera¢do, 0 numero
de rebentos obtidos, por explante, nas diferentes concentracdes de can., foi bastante
inferior ao obtido no controlo. Verificou-se que em todas as concentracoes testadas os
valores obtidos em termos de rebentos/explante, sofreram uma variagdo significativa
em relacdo ao controlo, baixando a medida que a concentracdo de antibiético testada
aumentava. Assim, para a concentracdo de 50mg/L de can. o nUmero de rebentos por
explante foi cerca de 1%, enquanto no controlo atingiu os 8%.

Da observacdo da Fig. 3.9. verifica-se que, para os antibioticos de eliminagéo
das bactérias, o lUpulo resiste a concentracdes elevadas, mantendo a capacidade
regenerativa dos explantes, mesmo a essas concentracées. A bactéria € eliminada de
um modo mais eficiente com a conjugacédo dos dois antibiéticos utilizados.

Com a utilizacdo de um s6 antibiético, cef. ou carb., é possivel eliminar as
bactérias, contudo isso implica o recurso a grandes concentracdes de antibidtico. Este
facto constitui um aspecto negativo, na medida em que a taxa de regeneracdo €&

bastante baixa, ndo excedendo os 18%.
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Figura 3.9.: Efeito dos antibiéticos Cef. e Carb. na percentagem de regeneracgéo dos explantes.
Os valores com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si ao nivel de p = 0,05 (1)
Controlo (explantes ndo sujeitos a presenca dos antibiticos), (2) 250mg/L de cef./250mg/L
carb., (3) 300mg/L cef./250mg/L carb., (4) 350mg/L cef./250mg/L carb., (5) 250mg/L cef., (6)
250mg/L carb., (7) 250mg/L de cef./200mg/L carb., (8) 200mg/L de cef./250mg/L carb.. (m+dp) =
média + desvio padrao.

(%)N° Plantas regeneradas

A conjugacéo dos antibidticos cef. e carb. com concentragbes superiores a
250mg/L resultou em taxas de regeneracdo muito baixas. No entanto, a eliminagéo de
contaminagdes bacterianas com concentragfes de antibidtico inferiores a 250mg/L foi
inviavel e conduziu a morte dos explantes (Fig. 3.10.B). Assim, dos diversos ensaios
efectuados verificou-se que, a accdo conjunta dos antibioticos cef. e carb., em
concentra¢des de 250mg/L, foi eficaz na eliminagdo do Agrobacterium e afectou pouco

a regeneracao dos explantes.
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Figura 3.10: Numero de plantas infectadas com bactérias, apOs utilizacdo de diferentes
concentracdes de antibidticos (A) (1) Controlo, (2) 250mg/L cef. e 250mg/L carb., (3) 300mg/L
cef. e 250mg/L carb., (4) 350mg/L cef. e 250mg/L carb.. Os valores com as letras a, e b, diferem
entre si significativamente ao nivel de p =0,01. (B)continuacdo do (A) (5) 250mg/L cef., (6)
250mg/L carb., (7) 250mg/L cef. e 200mg/L carb., (8) 200mg/L cef. e 250mg/L carb.. Os valores
com as letras a, b, c e d diferem entre si significativamente ao nivel de p =0,01.

Neste caso, as taxas de regeneracdo foram superiores a 90%, pelo que se

optou pela utilizacdo de 250mg/L de ambos os antibidticos nos ensaios posteriores.

3.3.3.2.Transformacdo mediada por Agrobacterium

Na optimizacdo do processo de transformacdo mediada por Agrobacterium,
testou-se a diluicdo da cultura de bactérias 1:50 (v/v) numa solucéo 0,3% de sacarose.
Este procedimento ndo apresentou qualquer vantagem no processo de transformacéo,
relativamente a cultura ndo diluida. Assim, optou-se por estabelecer uma metodologia
sem recorrer a diluicdo das culturas de Agrobacterium.

Os resultados obtidos na transformacdo mediada por Agrobacterium, apontam
para uma frequéncia de regeneracdo, apés transformacéo, mais baixa que a obtida,
guer no controlo, quer quando foi utilizado o bombardeamento de particulas. A
frequéncia de regeneracao utilizando o Agrobacterium € ligeiramente inferior (cerca de
6%), a das plantas controlo (Fig. 3.11.). Enquanto que a frequéncia de regeneracao
dos explantes transformados por bombardeamento de particulas foi de 23%, 3%

inferior aos valores atingidos nas plantas controlo.
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Figura 3.11.: Percentagem de regeneracdo apoés transformacéo. Pl. Transf. Agro. — Plantas
resultantes de transformac&o mediada por Agrobacterium; Pl N&o Transf. —Plantas controlo, ndo
transformadas; Pl. Transf. Bomb. — Plantas resultantes de transformacdo utilizando como
método o bombardeamento de particulas.

3.3.3.2. Avaliagao histoquimica da expresséo transiente do gene uid A.

A determinacdo da expressdo transiente do gene uid A, por analise
histoquimica em explantes de Nicotiana tabacum, 10 dias ap0s co-cultura, revelou uma
taxa de marcacdo histoquimica da proteina do GUS de cerca de 90 %. Nesta
marcacao, obteve-se a formacdo de precipitados azuis, com coloracdo intensa, em
diferentes zonas do explante. Subsequentemente, na andlise histoquimica efectuada
em explantes de lapulo (Fig. 3.12. a, c, f), observou-se a presenca de precipitados
azuis, menos intensos que em Nicotiana, e com menor frequéncia. O teste
histoquimico, realizado nos explantes de IUpulo, 10 dias apds a co-cultura (Fig.3.12. e),
apresentou uma taxa de resultados positivos (determinada com base na percentagem
de explantes com marcacdo do GUS) de 70%, nos explantes transformados com a
estirpe C1C58. Em corte longitudinal (Fig. 3.12. d), as células marcadas encontram-se
junto aos feixes condutores. A planta ndo transformada (controlo) sujeita ao teste
histoquimico ndo apresentou marcacao para o GUS (Fig. 3.12. b).

A utilizacdo de acetosseringona na co-cultura ndo apresentou vantagens
significativas, uma vez que as percentagens de expressdo transiente obtidas, com e
sem acetosseringona, foram similares, 70,3% e 69,8% respectivamente. Os dados
revelaram ainda que, independentemente da estirpe bacteriana usada, a expresséo de
gene uid A, que codifica para a B-glucuronidase, decresceu ao longo do tempo (Fig.

3.12. a, ¢, ), sendo inferior a 2% ao fim de 4 meses.
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Figura 3.12.: a) Marcagéao histoquimica do GUS, num meristema, 3 meses apds transformacao,
com a estirpe C1C58. b) Planta ndo transformada, sujeita ao teste histoquimico. ¢) Marcacéo
histoquimica do GUS num meristema, apo6s transformagdo com a estirpe LBA 4404. d)
Observacao de células marcadas em corte longitudinal (setas amarelas - feixes condutores;
seta negra - células marcadas). €) Marcagdes histoquimicas do GUS, em explantes 10 dias
apos transformagdo, com a estirpe C1C58. f) Meristema com marcacéo histoquimica do GUS,
de uma planta 2 meses apos transformacéo, com a estirpe EHA 105.

Nos ensaios de transformacdo verificou-se que a utilizagdo de 48h de pré-
cultura foi mais eficiente, com percentagens de expressao transiente de 70% (em dois
ensaios com 20 explantes cada). Nos ensaios em que se utilizou 26h de pré-cultura, a
percentagem de expressdo transiente ndo ultrapassou os 60%. Sem pré-cultura a

expressao transiente foi mais reduzida, sendo os valores de 55% (Tabela 3.6.).

Tabela 3.6: Expressao transiente nos explantes em fungéo do tempo de pré-cultura

Explantes~com Expresséao transiente NO total de explantes
marcacgao (%)
Sem pré-cultura 22 (10+12) 55 40
Pré-cultura de 26h 24(10+14) 60 40
Pré-cultura de 48h 28(13+15) 70 40
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Os resultados obtidos com as diferentes estirpes de bactérias: LBA 4404, EHA
105 e C1C58 contendo o plasmidio p35SGUSINT, também mostraram algumas
diferencas, embora estas ndo sejam igualmente significativas para cada estirpe, ao fim
de 3-4 meses (Fig. 3.13.).

4 meses

3 meses
W C1C58
2 meses
H [ BA4404
1més B EHA105
H controlo
20 dias
10 dias

' % Expresséo

0 20 40 60 80 transiente do
gene uid A

Figura 3.12: Variacao da expresséao transiente do gene uid A, em explantes de lupulo. Explantes
com marcacao histoquimica do GUS positiva, ao longo dos primeiros 4 meses de cultura, apés
a transformacédo, com as estirpes de bactérias EHA105, C1C58 e LBA4404. (m+dp)= média +
desvio padrdo.

Os valores de percentagem de expressdo transiente apresentados
anteriormente dizem respeito aos ensaios efectuados com a estirpe C1C58, no caso
das outras estirpes, os valores sdo mais baixos, verificando-se uma maior diferenca
para o caso da estirpe bacteriana EHA 105. Nesta estirpe, os valores de expressao de
GUS ndo ultrapassaram os 30 % inicialmente, baixando apés 3-4 meses para niveis da
ordem dos 0,5 %. No caso da estirpe LBA 4404, os valores foram mais aproximados
dos valores obtidos para a estirpe C1C58, sendo de 65 % os valores obtidos ap6s 10

dias e de 1,8 % apds 3-4 meses de cultura (Fig. 3.13.).
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Figura 3.12: Variacdo da expresséao transiente do gene uid A, ao longo dos primeiros 4 meses
de cultura, para as estirpes bacterianas, EHA105, C1C58 e LBA 4404. os n°1;2;3;4;5;6 dos
gréficos sdo respectivamente 10 e 20 dias, 1, 2, 3 e 4 meses.

Apoés o processo de transformacédo, os explantes foram cultivados em meio de
seleccao durante 0s 2 meses seguintes, em caixas de Petri, tendo formado rebentos no
primeiro més apoés transformacao (Fig. 3.14.b). As plantas obtidas foram seleccionadas
para analise por PCR, para determinacdo da presenca do gene uid A. Em 2% do total
de plantas obtidas, a presséo selectiva da can. s6 foi visivel ao fim de duas passagens
por meio com antibiético (aproximadamente 4 meses). Nos primeiros 2 a 3 meses em
meio de cultura com antibiético, estas plantas apresentaram um fenétipo em tudo igual
as plantas controlo. Assim, sO depois de 4 meses em meio de seleccdo (meio com
antibiotico) com 50mg/L de can., foi possivel observar na planta sintomas de
sensibilidade ao antibiético: perda de clorofila e inicio de necrose que, acaba por levar
a morte da planta (Fig. 3.14.a e 3.14.c). Deste modo, somente apds 4 meses foi
possivel observar a resisténcia das plantas em cultura, de um modo mais objectivo,
pelo que se optou por analisar as plantas por PCR, apds 4 meses de cultura em meio

selectivo.
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Figura 3.14.: a) Planta em meio de selec¢do com 50mg/L de can. ap6s 4 meses de cultura. b)
Explantes em caixas de Petri, com meios de selecgdo, no primeiro més apos transformagéo
(setas - rebentos). ¢) Vérias plantas transformadas, em tubo com meio de selecgdo, apds 4
meses. As plantas sdo todas da mesma idade e duas delas apresentam clorose por
sensibilidade ao antibiotico (setas).

3.3.4. Transformacé&o genética por bombardeamento de particulas

Os resultados para os diferentes ensaios de pressdo e distancia mostraram
gue, para este material (entrends), a pressdo em que foram obtidos resultados
significativos foi a de 1500 psi a distancia de 9 e 6¢cm, e 2000 psi a distancia de 6cm
(Tabela 3.7). Para a pressédo de 2000 psi, as plantas transformadas com os “carriers” a
uma distancia de 6cm, apresentam valor estatisticamente significativo de nimero de
pontos de marcagdo da expressdo de GUS (manchas azuis) (Fig. 3.15). Para a pressao
de 1300 psi, a todas as distancias, observou-se, no teste histoquimico, um ndmero
bastante inferior de marcas da presenca do gene uid A, e os valores ndo foram
estatisticamente significativos. Os resultados obtidos com a construgdo 35SGUSINT
serviram de base para a transformagdo com a constru¢gdo com a cpArMV. Assim, a

pressdo de 1300 psi foi abandonada nos ensaios de transformacgdo seguintes. A
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distancia de 6cm e 2000 psi de pressdo também n&o foram utilizadas nos ensaios

seguintes, tendo-se optado pela presséo de 1500 psi nas duas distancias mais curtas.

Tabela 3.7.; Expresséo transiente em entrenés de lUpulo bombardeados com p35SGUSINT. Os
resultados estdo expressos em explantes com manchas azuis. Os dados foram testados com o
programa ACTUS. ***P <0,001; ** P <0,01. Entre paréntesis encontra-se a percentagem de
frequéncia das manchas azuis nos explantes.

Pressdo (psi) Distancia (cm)

6 9 12

1300 255 208 370
(56,3%) (41,5%) (73,8%)

1500 394** 295%* 370
(98,5%) (43,8%) (64,8%)

2000 175** 323 179
(43,8%) (80.8%) (44,8%)

O material bombardeado com o p35SGUSINT foi também testado quanto a
presenca dos genes uid A e npt Il, por PCR. O plasmidio com a construcdo para o
gene CcpArMV também apresentou resultados que foram no entanto somente

analisados por PCR, uma vez que ndo tem o gene uid A, na construcéo.

."

Figura 3.15.: Marcagdo histoquimica com X-Gluc, da actividade da B-glucuronidase (Gluc) em
explantes de ldpulo 1) Entrends transformados por bombardeamento de particulas. 2) A) Entrends
em meio de seleccdo apds transformacdo mediada por Agrobacterium. As setas assinalam
meristemas. P) Entrendés em meio de seleccdo, apos transformacdo com bombardeamento de
particulas. As setas assinalam meristemas. N) Entrends controlo, ndo transformados, em meio de
seleccao.
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3.3.5. Analise molecular das plantas

3.3.5.1. Avaliagcdo da presenca do gene uid A por PCR

Foram obtidas plantas putativamente transformadas de Humulus lupulus, quer
apos transformacdo mediada por Agrobacterium, quer apés bombardeamento de
particulas (Fig. 3.15.2) Nos ensaios em lapulo utilizando o p35SGUSINT com o gene
marcador uid A e gene de seleccdo npt Il, obtiveram-se 50 plantas em que a presenca
dos genes foi confirmada, por PCR, 2 meses ap6s a transformacdo (tempo
correspondente a uma subcultura). Findo este periodo, as plantas analisadas
deixavam, com frequéncia, de apresentar, no gel dos produtos de PCR, a banda
correspondente aos genes introduzidos, o que, no caso do gene uid A, confirma os
resultados obtidos nos testes histoquimicos feitos anteriormente (Fig. 3.13).

A Fig. 3.16 mostra a frequéncia de integracdo dos genes uid A e npt Il, nas plantas
putativamente transformadas, ao fim de 2 e 4 meses apoés transformagdo mediada por
Agrobacterium tumefaciens. A frequéncia de integracédo do gene uid A foi inferior a do
gene npt I, quer inicialmente, quer ao fim de quatro meses. Analisando os valores de
cada um dos genes, nos dois tempos testados, observou-se que 0s dois genes
apresentaram valores de deteccdo diferentes, sendo a taxa de deteccdo aos dois

meses de 39,4 % para o0 gene uid A e de 85,3 % para o gene npt Il.
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Figura 3.16.: Frequéncia de detecgdo dos genes uid A (A) e npt Il (B) ao fim de 2 e 4 meses
(m+dp). Em cada grafico os valores com as letras a, e b, diferem entre si significativamente ao
nivel de p =0,01.

Comparando as taxas de detecc¢des dos dois genes, verificou-se que o gene uid
A teve uma taxa 45,9% inferior a do gene npt Il, e aos quatro meses essa taxa diminui
20,8% estabelecendo-se em 18% (Fig.3.17.). Assim, ndo s6 os valores de marcacao
dos dois genes foram diferentes, como essa diferenca ndo foi constante no tempo,

sendo mais evidente ao fim de dois meses.
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Figura 3.17.:. Variacdo da frequéncia de deteccdo dos genes uid A e npt Il, em plantas
analisadas 2 e 4 meses apos transformacéo. (m+dp)=média+desvio padrdo. Valores com letras
a, e b, diferem entre si significativamente ao nivel p =0,01. Valores com letras al, e b1, diferem
entre si significativamente ao nivel p =0,01.

A andlise das plantas transformadas por PCR (Fig. 3.18.), revelou que a deteccao

do gene npt Il foi mais frequente, do que a do gene uid A.
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Figura 3.18.: Amplificacdo dos genes uid A e npt Il a partir de DNA gendmico de plantas de
lGpulo transformadas. (A) Marcador molecular; (+) positivo (fragmento do gene isolado por
PCR);(-)negativo (mistura de reac¢@o sem DNA); amostras 1, 2, 3 e 4 plantas transformadas por
bombardeamento; 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, plantas transformadas por
Agrobacterium.
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Em todas as plantas analisadas, esta diferenca na detecgéo foi constante e,
semelhante & expresséao transiente do gene uid A, determinada histoquimicamente.

Verificou-se que, apesar de o gene npt Il estar em varias plantas, as mesmas,
uma vez analisadas para a presenca do gene uid A, ndo apresentaram marcacao (ex:
1). Algumas plantas ndo apresentaram marcacdo para o gene uid A, nem marcagao
para o gene npt Il (ex: plantas 4, 8, 2). Existiu marcacdo para o gene npt Il mas, nao
para o gene uid A (ex: plantas 3, 1, 10, 13). Verificou-se ainda, num numero reduzido
de plantas, a marcacado para o gene uid A, e auséncia de marcacao para o gene npt Il
(ex: planta 15).

A regeneracdo e o desenvolvimento das plantas transformadas n&o foram
alterados apds a transformacao. Parte das plantas analisadas foram posteriormente
transferidas para vaso, sendo esta aclimatacdo um processo em tudo semelhante ao
efectuado para as plantas regeneradas, com uma percentagem de sucesso
equivalente.

Nos testes feitos a plantas transformadas com o gene da cpArMV obtiveram-se
resultados semelhantes (Capitulo 5). Verificou-se que, tal como anteriormente, nem
todas as plantas expressavam os dois genes da construcdo (cpArMV e nptll) de igual
modo.

Na tabela 3.8 apresenta-se o0s resultados obtidos na transformacdo dos
explantes de lapulo com a construcdo do gene da cépside viral do ArMV. As plantas,
gue constam da tabela, foram posteriormente analisadas, sendo os resultados dessas

analises apresentados no Capitulo 5.

Tabela 3.8: Resultados da transformacdo com construgdo pROKArMvV

Transformagdo com

Transformacdo com
& bombardeamento de

Agrobacterium

particulas
N° de explarltes sujeitos a 3000 2625
transformacéo
N° de plantas regeneradas em
meio de selec¢do com 1290 1443
canamicina
N° de plantas resistentes a 2
subculturas em meio de 200 130

selec¢do com canamicina

Dos explantes sujeitos ao processo de transformacdo, somente 2 plantas
mostraram manter o gene introduzido de um modo estavel. Esta estabilidade traduziu-
se na manutencdo do gene durante, pelo menos, 2 anos apoés a transformacéo. Numa

fase precoce o gene foi detectado por PCR durante 6 a 8 meses, apds o que deixou de
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ser detectavel. As plantas em que o gene permaneceu integrado nos respectivos
genomas, foram analisadas por Southern blotting e Northern blotting (resultados
apresentados no Capitulo 5). Nestas plantas, a expressao do gene da capside viral foi
testada por DAS-ELISA, sendo os resultados dessas analises apresentados no
Capitulo 5.
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3.4. DISCUSSAO

3.4.1. Obtencdo de plantas livres de virus

A determinacdo de infecgdes virais nas plantas que serviram de base a todo o
trabalho posterior de transformacédo, revelaram que, de um modo geral, as plantas
apresentavam um estado fitossanitario satisfatério. Os valores obtidos no caso das
plantas de Br demonstraram infeccdo com o virus PNRSV em apenas um quinto do
“stock” de plantas, o que permitiu a utilizacdo das restantes 80% como material de partida
para a transformacéo. O processo de determinacdo por DAS-ELISA, das infec¢des virais,
mostrou ser uma ferramenta apropriada, embora existam registos de alguns virus que
permanecem nas plantas in vitro em titulos suficientemente baixos, pelo que ndo sao
detectados com este método (Knapp et al., 1995). No entanto, o leque de virus analisado
pareceu-nos suficientemente alargado e os valores de DAS-ELISA suficientemente
baixos (nos 80% n&o infectados), para nos permitirem a utilizagao das plantas “stock” em
transformagcdo com seguranga. Actualmente é possivel utilizar outros métodos de
deteccdo como RT-PCR (reverse transcriptase PCR), PCR-imunocaptura, cromatografia
liguida e PCR em tempo real (Eun et al., 2000; Beuret, 2004). Embora estes sejam
métodos mais sensiveis e nalguns casos capazes de determinar e quantificar virus, sao
métodos excessivamente dispendiosos. Outros trabalhos utilizaram igualmente com
sucesso DAS-ELISA de rotina, na determinacdo das infec¢Bes virais (Abbott et al., 1993;
Spielmann et al.,, 2000; Pang et al., 2000; Johansen et al., 2001; Wang et al., 2001;
Francois et al., 2002).

3.4.2. Termoterapia

O método de aplicacdo de temperaturas elevadas (entre 30 e 36°C) as plantas in
vitro, para eliminacdo de viroses, ja é utilizado desde os anos 50 do século XX (Posnette
& Cropley, 1956; Welsh & Nyland, 1965; Vine & Jones 1969; Adams, 1975; Probasco &
Winslow, 1986) quer utilizando s6 a temperatura, quer associando-a ao isolamento dos
meristemas apicais. A eliminacdo dos virus depende, ndo s6 do virus em causa, como
das préprias plantas infectadas (Knapp et al., 1995). Embora ainda nao seja
completamente claro, pensa-se que a eliminagdo dos virus estara associada tanto a
inactivacdo das particulas virais na planta infectada, como a inactivacdo da propria
sintese das ditas particulas, por parte do virus, por inactivacdo de, entre outras,

moléculas da replicase viral (Dijkstra & Jager, 1998). As infec¢Bes virais estdo
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dependentes de duas vertentes: a infec¢do célula a célula e a infeccédo a longa distancia,
e qualquer delas, dependente de uma interacgdo entre o0 virus e o hospedeiro. As
proteinas virais responsaveis pelo movimento, a longa distancia e célula a célula, estéo
intimamente ligadas as estruturas citoplasmaticas, relagcbes que implicam gastos de
energia (Carrington et al., 1996). A temperatura mais elevada, a actividade metabdlica
das células hospedeiras € alterada, condicionando assim a formacado e a actividade das
proteinas virais responsaveis pelo movimento. A termoterapia associada ao isolamento
de meristemas in vitro (Chiari & Bridgen, 2002), assegura de um modo geral, mesmo nos
virus que se sabe que conseguem invadir 0s meristemas apicais, a obtencéao de plantas
livres de virus. Em muitos casos estes métodos sao ja utilizados comercialmente, para a
obtencdo de plantas “stock” isentas de virus e para o intercambio de material vegetal a
nivel internacional. De entre as plantas comerciais utilizadas pode-se destacar-se o
morangueiro, a batateira e varias plantas ornamentais (Dijkstra & Jager, 1998).

Da andlise dos nossos resultados verificou-se a ocorréncia de necrose de alguns
meristemas, que nos parece estar relacionada, preponderantemente, com a manipulacao
dos meristemas aquando do seu isolamento. Embora a bibliografia refira, como causa de
morte, a utilizacdo de material de vidro, pela toxicidade do cobre e chumbo presente no
vidro (Dijkstra & Jager, 1998), neste trabalho foi utilizado, exclusivamente, material de
Pyrex®, pelo que esse problema nado se pde. O facto de se terem obtido plantas livres de
virus apos este tratamento (os testes foram repetidos 6 meses depois, com resultados
positivos), leva-nos a concluir que o processo de termoterapia e ulterior isolamento de
meristemas foram eficientes para a eliminacdo de viroses de lipulo, como verificado em

trabalhos anteriores com esta (Adams, et al.,, 1975; Matousek et al., 1995) e outras

espécies (Knapp et al., 1995; Dijkstra & Jager 1998). A temperatura de terapia tera sido a
indicada, e o isolamento feito com meristemas suficientemente reduzidos para permitir a
efectiva limpeza de virus dos mesmos. Parametros fundamentais na sobrevivéncia do

material manipulado e na efectiva eliminagéo dos virus.

3.4.3. Antivirus quimico

A obtencéo de plantas livres de virus apoés utilizagdo do antivirus Isoprinosina, foi
eficaz para os virus testados neste trabalho, visto que se conseguiu este objectivo sem
gue o crescimento e normal desenvolvimento das plantas fossem comprometidos.

Os dois métodos de utilizacdo deste composto antiviral, testados neste trabalho,

mostraram que em qualquer um dos casos foi possivel obter plantas isentas de virus. Os
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resultados obtidos com a utilizacdo do antivirus filtrado foram melhores, tendo-se obtido,
cerca do dobro das plantas, comparativamente com a utilizagdo do antivirus autoclavado.

Atendendo a maior percentagem de morte no material vegetal e ao numero
inferior de plantas isentas de virus obtidas no tratamento com antivirus autoclavado,
comparativamente com os resultados obtidos com a utilizacdo de antivirus filtrado,
podemos considerar que durante a autoclavagem houve alteracdo do meio. Assim, varias
hip6teses se péem: (1) A alteracdo seria de parte das moléculas do composto, podendo
essa alteracdo ser de algum modo toxica para as plantas e limitaria o grau de eficiéncia
antivirica do composto. (2) Ndo ha toxicidade do composto apesar da alteracdo do pH
comprometer a capacidade antivirica do mesmo. (3) A alteracdo do meio, mais liquefeito
e com maior acidificacdo, podera ser a causa destes resultados. Visto que a acidificacao
podera alterar a tomada dos minerais do meio, e a andxia associada a maior liquidez do
meio, compromete a respiracdo e consequentemente sobrevivéncia das plantas. Para
testar estas hipéteses teriam que ser feitos mais ensaios com antivirus autoclavado, a pH
superior, de molde a controlar a acidez e liqguidez do meio, para que esses parametros
sejam desprezaveis em futuros testes com antivirus autoclavado.

O modo como este composto actua na planta devera ser objecto de estudo
ulterior. Na bibliografia disponivel, ndo se encontram referéncias a utilizacao deste tipo de
compostos, como meio de tratamento de plantas. O antivirus utilizado é prescrito para o
combate a virus animais e, embora existam diferencas nos processos de infeccédo entre
virus animais e vegetais, alguns passos e caracteristicas sdo semelhantes, razéo pela
gual decidimos testa-lo. A diferenca mais importante sera talvez o modo de dispersao
pelo hospedeiro. Os virus vegetais tém de ultrapassar uma barreira extra, a parede
celular das células que infectam. Dado que este composto revelou alguma eficacia no
controlo da infeccao viral, e sendo originalmente aplicado a virus animais, sugere que, 0
seu modo de acc¢do nao estara relacionado com um efeito na mobilidade do virus, mas

sim na sua propria expressao, como agente infeccioso.

3.4.4. Transformacé&o genética mediada por Agrobacterium tumefaciens

Vérios factores influenciam a capacidade de transferéncia de genes entre
Agrobacterium e o material vegetal, nomeadamente, a estirpe bacteriana, condi¢cdes de
crescimento e estado fisiolégico das plantas e da bactéria, métodos e tempos de co-
cultura, métodos de inoculacdo bacteriana, tempos de aplicagdo e concentracdo de

antibidticos, sejam de eliminagéo, ou de selec¢do do material transformado (Amoah et al.,
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2001) a presenca ou néo, de fitorreguladores no meio de co-cultura (Gutiérrez-E, et al.,
1997). Todos estes factores condicionam a eficAcia do processo de transformacéo.
Sendo essencial determinar as condigbes 6ptimas, para cada espécie ou, variedade de
planta utilizada, uma vez que, mesmo para variedades diferentes de uma mesma
espécie, as condicdes 6ptimas podem ser diferentes (Nontaswatsri et al., 2004). O facto
de existir um método optimizado de regeneracdo, ndo implica que esse seja o melhor
meio de producdo de plantas transformadas, uma vez que as células vegetais podem ter
competéncias diferentes para regeneracao e transformacao (Geier & Sangwan, 1996).
Verificou-se que o tipo de estirpe bacteriana e de vectores de expressdo podem
ser determinantes para o processo de transformacéo em plantas diferentes e mesmo em
explantes diferentes (zonas diferentes da planta utilizadas como alvo da transformacéo)
(Amoah et al., 2001). A transferéncia do T-DNA pode ser afectada pelo tamanho e/ou
organizacdo da regido, dando origem a duplas cadeias intactas, ou a diferentes formas
de cadeias simples do T-DNA (Steck, 1997), o que podera ter efeito na mobilidade e

introdugdo deste nos tecidos a transformar.

3.4.4.1. Sensibilidade a antibiéticos

Os resultados obtidos para os antibioticos de eliminacdo da bactéria permitiram
concluir que a melhor opcéo foi a combinacdo de cef. e carb. nas concentracbes de
250/250mg/L. Consideramos esta a melhor combinacdo de concentragfes, visto que
permitiu a eliminacdo das bactérias sem comprometer a capacidade regenerativa dos
explantes vegetais.

A utilizacdo de dois antibiéticos para a eliminacdo das bactérias, esta relacionada
com a menor eficiéncia demonstrada por cada um deles, quando usados separadamente.
A dificuldade na eliminacdo das contamina¢fes bacterianas podera estar associada ao
facto de o lapulo ter a sua epiderme completamente revestida de diferentes tipos de
tricomas, que dificultam a acg¢do quimica na superficie do material vegetal. Assim,
embora a concentracdo de antibidtico usada tenha sido elevada, a mistura de antibioticos
permitiu eliminar as bactérias e ndo ser excessivamente nociva para as células vegetais.
Estes resultados podem ainda estar relacionados com o facto de a cef. ser descrita como
um antibidtico capaz de promover a regeneracdo de meristemas, em diferentes espécies
(Yepes & Aldwincle, 1994; Pinto Sintra, 2001).

A utilizacdo de acetosseringona na co-cultura € descrita como indutor da
transcricdo dos genes de viruléncia do Agrobacterium, tendo o seu papel sido

demonstrado em transformacdo genética de diferentes espécies lenhosas (James et al.,
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1993; Cervera et al., 1998, Miguel 1998; Ramesh et al., 2004). No entanto, neste trabalho
nao se revelou determinante na obtencdo de material transformado. O mesmo resultado
ja foi descrito em Itpulo, por outros autores (Oriniakova et al., 1999), para uma variedade
diferente. Este facto podera ser explicado por o seu efeito promocional ser dependente
da espécie usada, do gendtipo da planta, e da estirpe bacteriana usada (Godwin et al.,
1991; Ainsley et al., 2001).

A aplicacéo de can. ao meio de selecc¢édo, sendo um antibiético bastante selectivo,
e um dos mais utilizados, vai também depender da sensibilidade revelada pelas células
vegetais. Deste modo o tempo de aplicacdo, e a quantidade aplicada, dependem do
material vegetal utilizado. Enquanto algumas plantas sdo bastante resistentes a este
antibiético, como é o caso da nogueira, que se pensa seja devido a existéncia de
actividade da canamicina fosfotransferase enddgena (Dandekar, 1992), outras
apresentam extrema sensibilidade, como sdo os casos de V. rupestris, Rubus, Prunus
dulcis, Castanea sativa, Vitis vinifera, (Fiola et al., 1990; Gray & Meredith, 1992: Seabra
1998; Pinto Sintra, 2001). No caso do lupulo, a sensibilidade é elevada, uma vez que as
plantas testemunha morreram na presenca de pequenas quantidades de can., ou seja,
nao deverd existir canamicina fosfotransferase endégena nestas plantas. Considera-se
gue a can. pode ser responsavel pela inibicdo da regeneracao de células transformadas,
mesmo quando estas produzem neomicina fosfotransferase, isto porque, essas células
serdo inibidas pela morte das células circundantes, néo resistentes a can. (Draper et al.,
1988). Nas células transformadas de IlUpulo, algo de semelhante acontece, uma vez que
a seleccdo inicial mais adequada serda a de 25mg/L de can. Se for utilizada uma
guantidade superior, 0 material acaba por ndo regenerar, possivelmente por inibicao das
células envolventes que ndo resistem e morrem. Se a can for colocada no meio mais
tarde, apos a transformacéo (ex: 25 dias), a concentracdo de can. suportada, é mais
elevada (50mg/L). Nesta fase, as células transformadas jA se multiplicaram e iniciaram a
regeneragcdo dos meristemas, o que permite uma maior resisténcia a inibicdo provocada
pela eventual morte das células circundantes néo transformadas. No entanto, a aplicacdo
de presséo selectiva aos transformantes, mais tarde no processo de regeneracao, podera
dar origem a um maior nimero de quimeras. A possibilidade de aparecerem células que
regeneram sem estarem transformadas, num meio de seleccéo, podera estar relacionada
com a inactivagdo da can. pelas células circundantes transformadas, durante o

desenvolvimento meristematico (Maximova et al., 1998).
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3.4.4.2. Estudo da deteccéo daintegracdo do gene uid A e npt Il

Os resultados desta avaliacdo permitem-nos concluir que, embora o resultado
seja apenas indicativo, visto que alguns dos explantes que mostraram resultados
positivos, mais tarde se revelaram negativos, o gene uid A, ndo apresenta 0S mesmos
valores de marcacao que o gene de seleccéo npt I, apesar de se encontrarem na mesma
construcdo. Confirmou-se que os valores de marcagdo histoquimica e de deteccédo dos
genes por PCR diminuem ao longo do tempo, de modo semelhante no caso deste gene,
uid A, (Seabra, 1998). A expressao transiente do GUS tem origem, maioritariamente, nas
copias de T-DNA ndo integradas, e como tal ndo esta, necessariamente, relacionada com
a integracdo estavel do transgene. No entanto, estes ensaios podem servir de guia
durante o processo de transformacdo, como se pode verificar dos varios registos de
trabalhos em que sao utilizados (Waigmann & Zambryski 1995; Gutiérrez-E, et al., 1997;
Okada et al., 2001; Ainsley et al., 2001; Amoah et al., 2001; Ramesh et al., 2004). Da
observacdo dos resultados de transformacdo obtidos, com as diferentes estirpes de
Agrobacterium utilizadas (em todos as transformacdes com o gene uid A, a construgéo
utilizada foi a p35SGUSINT), pode concluir-se que a estirpe mais eficiente na
transferéncia do T-DNA foi a C1C58 (com mais de 70 % de expressdo transiente),
embora os resultados com a estirpe LBA4404 tenham sido aproximados (65 % de
expressao transiente). Estes resultados revelaram que a estirpe LBA4404 foi eficaz na
transformacdo de plantas de ldpulo, como se verifica pelos valores de expressao
transiente obtidos, concordantes com referéncias anteriores (Spielmann et al., 2000).
Assim, visto que a construcao original para o gene da cpArMV (Da Camara Machado et
al.,, 1992) utilizava esta estirpe, optou-se pela sua utilizacdo nas transformacdes
subsequentes mediadas por Agrobacterium.

A variabilidade na viruléncia das estirpes de Agrobacterium, para determinadas
dicotileddneas, esta directamente relacionada com a eficiéncia dos genes vir envolvidos
na transferéncia do T-DNA, e por outro lado, no tipo de cromossoma da estirpe utilizada
(Armitage et al., 1988). Embora a estirpe EHA 105, tenha um plasmidio “Helper “ T-DNA
derivado do pTiBo542, que é um plasmidio Ti hiper-virulento da A. tumefaciens A281
(Hood et al., 1993), e 0 oncogene da estirpe parental da EHA105, os resultados néo
foram os esperados. Sendo a hiperviruléncia da estirpe A281 relacionada com o loci vir G
e 3’- vir B (Jin et al., 1987), esperariamos que resultasse numa maior transcricdo dos
genes vir, 0 que teria como consequéncia, um aumento da eficiéncia no transporte do T-
DNA através das paredes celulares bacterianas (Van Wordragen & Dons, 1992). No
entanto, apesar destas caracteristicas, o que se verificou foi uma menor eficacia na

transferéncia do T-DNA por esta estirpe. Dependendo da espécie, as plantas podem ter
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susceptibilidades diferentes as vérias estirpes de Agrobacterium. Essa diferenca esta
associada a toxicidade das estirpes de bactérias que, pode ter origem nas suas
diferentes taxas de crescimento, producéo de polissacaridos, etc. (Armitage et al., 1988).
O periodo de pré-cultura teve um efeito benéfico nas frequéncias de
transformacdo no ldpulo, sendo a extensdo desse periodo um dado também
determinante na obtencdo de mais explantes transformados. O efeito deste periodo ndo é
muito claro, existindo registos de espécies em que longos periodos de pré-cultura séo
negativos para a transformacéao (De Bondt et al., 1994; Janssen & Gardener, 1993). No
entanto, noutros casos o periodo de pré-cultura revelou-se importante, por permitir que o0s
tecidos vegetais recuperassem das feridas, permitindo um tempo para ultrapassar o
stress e, estabelecer a divisdo celular. A integracdo do T-DNA ocorre quando as células
vegetais estdo em divisdo, o que significa que, nessa fase, sera muito superior o nimero
de explantes capazes de expressar a actividade da B-glucuronidase, porque a
probabilidade de haver integracéo, sera também, muito superior. Assim, ao estabelecer
um periodo de pré-cultura, permite-se que haja um desfasamento de tempo entre a
presenca das bactérias e o inicio da divisdo celular das células do lapulo, o que acerta os
dois tipos de células para uma fase que beneficia a sua inter-relacdo. Dos resultados
obtidos (superiores em cerca de 44 % para o corte as 48h, comparativamente com o

corte as 26h), essa fase devera ser de aproximadamente 48h.

3.4.5. Transformacao genética por bombardeamento de particulas

3.4.3.2. Estudo da deteccdo da integracdo do gene uid A e npt Il

Trabalhos realizados com a técnica de bombardeamento de particulas, permitem
verificar que se o DNA ¢ transferido directamente, no interior de células activamente em
divisdo, serad possivel obter uma maior quantidade de células transformadas (Birch,
1997). Este sera também um modo de ultrapassar o problema da dependéncia genética
das estirpes de Agrobacterium, e a variabilidade na toxicidade para as células vegetais
(Christou, 1995). De acordo com estes pressupostos, e tendo em conta que a frequéncia
de regeneragdo com transformagdo mediada por Agrobacterium, foi baixa, este método
de transformacéo foi igualmente testado neste trabalho.

Os testes de expressao transiente foram feitos para grande nimero de explantes,
uma vez que o numero de variaveis a optimizar no processo de transformacao, utilizando
0 bombardeamento de particulas, é elevado. De entre os parametros a testar, a

profundidade de penetragéo das particulas, a forca de impacto, o tamanho das particulas.
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Varios destes parametros, sendo puramente fisicos, sdo mais claros nos resultados,
permitindo opg¢bes mais lineares. Uma vez que é fundamental atingir a células
competentes para a regeneracdo, um dos parametros mais importantes sera a
profundidade de penetragdo. A tecnologia utilizada mostrou, j& no passado, ser
apropriada, permitindo a obtencéo de transformantes em diferentes espécies (Christou et
al., 1991; McCabe & Martinell, 1993; Miguel, 1998).

Os resultados de PCR confirmaram os resultados histoquimicos do material
transformado, ou seja, que a integracao deste gene no genoma da planta ndo é sempre
estavel, podendo perder expressao apos algum tempo de transformacédo (varios meses).
O mesmo ndo se passa com o gene que codifica para a resisténcia ao antibiotico can,
gue se mostrou muito mais estavel. Com base nestes resultados podemos considerar
gue o problema pode ser de duas ordens, ou a construgdo utilizada ndo permite uma
integracao estavel deste gene no genoma da planta, ou o processo de transformacéo nao
sera 0 mais apropriado. Para além disso, podemos considerar o lipulo como uma planta
recalcitrante, com sérias dificuldades na obtencdo de transformacdo genética estavel,
atendendo a que, noutros trabalhos realizados com lupulo (Horlemann et al., 2003), se
verificou que a integracdo estavel foi obtida com a mesma dificuldade. Deste modo
podemos considerar que o plasmidio usado tera sido demasiado grande, o que pode ter
levado a problemas no bombardeamento, uma vez que plasmidios de tamanho superior a
10 kbp podem sofrer fragmentacdo no processo de bombardeamento (Birch, 1977). Os
plasmidios utilizados estavam muito proximos ou ultrapassavam esse limite.

Podemos concluir que quer na transformacdo mediada por Agrobacterium, quer
no bombardeamento de particulas, 48h de pré-cultura dos explantes permitem a
obtencdo de maior nimero de transformantes. Com igual objectivo, a pressao selectiva
dos meios deve comecar a exercer-se até os 3 primeiros dias ap0és transformacgéo, com
uma concentracdo de can. de 25mg/L. No caso particular da transformacéo mediada por
Agrobacterium, os antibitticos de eliminacéo da bactéria devem ser usados numa mistura
de cef. e carb. na concentracdo de 250mg/L cada. No bombardeamento de particulas, as
condi¢cbes para a obtencdo de mais plantas transformadas serdo as de 1500 psi de
pressdo e com os “carriers” a 6cm. Em todos 0s ensaios a pressao selectiva foi mantida
até as plantas serem transferidas para terra, o que provavelmente terd contribuido para
uma maior estabilidade do gene do npt Il, permitindo, por outro lado, a eliminacdo de

escapes resistentes as primeiras duas subculturas em meio de seleccao.
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Resumo

O ldpulo é uma planta didica cujo valor econémico reside nas plantas femininas, sendo por
isso importante determinar o sexo das plantas. Sabendo que em condi¢des 6ptimas de cultura,
somente ao fim de 2-3 anos se consegue a floracdo do IUpulo e, por consequéncia, saber 0 sexo
da planta, tem todo o interesse fazer uma determinacdo precoce do sexo das plantas. Neste
trabalho porque se trabalhou com uma planta espontanea que até a data dos ensaios moleculares
ndo tinha florido, ndo sendo por isso possivel saber qual o sexo da planta, o interesse da
determinacao era acrescido.

Foi feita a determinacdo do sexo do clone Bragancga, utilizando “primers” especificos de
um marcador exclusivo do cromossoma Y. Deste modo sé em plantas masculinas (portadoras do
cromossoma Y) seria possivel amplificar em PCR esse fragmento de DNA especifico. Os testes
foram feitos com o clone Braganga e nas variedades certificadamente femininas. Foram testadas
plantas transformadas e plantas ndo transformadas.

Em seguida, e uma vez que as plantas entretanto floriram, as flores femininas e
masculinas foram analisadas morfologicamente. Foi recolhido o pélen das plantas masculinas.
Este pélen foi estudado quanto a morfologia e capacidade germinativa. A taxa de germinacao foi
testada apos 2, 4 e 6h em meio de germinacao.

Verificou-se que o clone Braganca é uma planta masculina, e que 0s processos de
regeneracdo e transformacao ndo alteraram, visivelmente, as caracteristicas associadas ao sexo.
Em termos morfolégicos, as plantas apresentaram flores semelhantes as plantas controlo e
concordantes com os resultados moleculares.

Os graos de pélen das plantas geneticamente modificadas apresentaram uma morfologia
idéntica aos das plantas ndo manipuladas geneticamente, no entanto, a capacidade germinativa
nao ultrapassou os 50% atingidos apés 4h, sendo de 39% as 2h e mantendo os 50% as 6h. O
resultado da germinacé@o do polén recolhido podera ter sido condicionado pelas condi¢cdes de
recolha e conservacdo do mesmo, assim como pela composi¢cdo dos meios utilizados para a

germinacao, que deverdo ainda ser optimizados para o lUpulo.
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4.1. INTRODUCAO

Do ponto de vista industrial as plantas femininas de ldpulo tém maior valor
comercial, o que relega para segundo plano as plantas masculinas. Até 1976 as plantas
masculinas eram utilizadas pelos produtores ingleses, como fonte de polinizacdo dos
campos de lapulo. Esta pratica consistia em plantar uma a duas plantas masculinas por
campo de lupulo, com o objectivo de haver polinizacdo das plantas femininas. Esta
polinizacdo permitia que se desenvolvessem sementes, as quais levavam a uma maior
acumulagdo de resinas nas bracteas femininas. A acumulagdo extra de resina permitia
um aumento na componente amarga do extracto final de lupulo. No entanto, esta técnica
foi abandonada por indicacdo do English Hop Marketing Board, uma vez que as
cervejeiras europeias nao pretendiam extractos com as caracteristicas que possuiam as
plantas dos de ldpulo com semente (http:www.rsc.org/pdf/boocks/brewsc), visto que, a
presenca da semente com os seus lipidos e 6leos levava a floculacao da cerveja (BH,
2005). Assim as plantas masculinas passaram a ser exclusivamente utilizadas na criacao
e desenvolvimento de novas variedades comerciais (Versluys, 1969; Likens & Nickerson,
1973; Bakshi et al., 1994). Estas novas variedades, introduzidas nos circuitos comerciais
h& varias décadas, sdo desenvolvidas no sentido do melhoramento, da estabilidade ao
armazenamento, do conteddo em alfa-beta 4cidos, do aroma, da resisténcia a agentes
patogénicos (fungos, em particular), e da capacidade de crescer em climas especificos
(Neve, 1988). No entanto, s6 é possivel verificar as caracteristicas agronémicas e
industriais das plantas masculinas, pelas da sua progenitora o que dificulta o processo de
melhoramento (Neve, 1986; Neve, 1988; Seigner, 1992).

Embora a floracdo no lupulo dependa do estadio de desenvolvimento da planta,
dos ciclos sazonais do fotoperiodo (pelo menos 12 a 20 nés no caule e 7h30m a 8h30m
de escuro) (Hintermeier, 1993), quando as plantas de ldpulo sdo colocadas em vaso,
mesmo que sob condi¢cbes adequadas a floracéo, esta ndo ocorre no primeiro ano de
cultura. As plantas em vaso tém limitagdes espaciais para o desenvolvimento radicular o
gue pode contribuir para retardar a floragdo em alguns anos (BRALUPULO, comunicagéo
pessoal), mesmo que o ciclo dia-noite seja o correcto. Por outro lado, em termos
vegetativos, as plantas ndo apresentam dimorfismo sexual. Deste modo, uma vez que as
plantas transgénicas e controlo colocadas em vaso, nao floriram nos dois primeiros anos,
foi necessario recorrer a outros métodos, com o intuito de determinar o caracter sexual

das mesmas.
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Os estudos moleculares realizados com lUpulo estdo restritos a identificagdo de
variedades (Pillay & Kenny, 1996b; Patzak, 2001; Murakami, 2001), ou & determinagéo
de infeccdes virais (Foster & Mills, 1991; Petrzik & Svoboda, 1997) e de virGides
(Matousek et al., 1995). Foi no entanto possivel verificar o sexo das plantas de lapulo em
estudo (clone Br, e confirmacdo do sexo das variedades comerciais: Er e Nugget)
utilizando o método de andlise do DNA por PCR, desenvolvido para variedades Checas
(Poley et al.,, 1997). Esta determinacdo molecular do sexo de plantas, foi também
utilizada com sucesso em Cannabis sativa L., planta pertencente a mesma familia do
lGpulo (Mandolino et al., 1999). Em paralelo fez-se a observag¢édo morfoldgica das plantas
gue incluiu corte e observagédo das flores produzidas pelo clone Br e pelas variedades
Nugget e Er. Tal analise constituiu uma alternativa rapida e expedita para a determinagéo
precoce do sexo das plantas. Como complemento, e porque no Ultimo ano as plantas
floriram, foi possivel observar morfologicamente as flores das variedades Nugget e Er e
do clone Br. Foi verificada a capacidade de germinacdo dos graos de pélen produzidos
pelas plantas colocadas em campo e em vaso, com o intuito de verificar a morfologia e
fisiologia dos mesmos. Esta analise teve como objectivo verificar se todo o processo de
regeneracdo e transformacdo ndo teriam, de algum modo, comprometido a producéo e

capacidade germinativa dos grdos de polén do clone Braganca.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Material Vegetal

Plantas estabelecidas em cultura in vitro, ha pelo menos 2 anos, foram testadas
molecularmente quanto ao seu sexo. Foram utilizadas plantas da variedade Er, Nugett, e
o clone Br. Verificaram-se também as plantas colocadas no campo de todas as

variedades mencionadas e do clone.

4.2.1.1. Extrac¢gdo do DNA

O DNA foi extraido de acordo com o descrito no Anexo Il. Utilizando-se uma
guantidade de material vegetal reduzida, cerca de 100 mg de peso fresco. A
determinacdo da concentracdo de acidos nucleicos foi feita por espectrofotometria de
absorcdo molecular, com leitura da absorvéncia a um comprimento de onda de 260 nm.
Foi determinada igualmente a integridade do DNA em gel de agarose (0,8 % m/v) em
solucdo tampéo TAE (40 mM Tris, pH 7,8; 2 mM EDTA). Para a determinacdo do sexo da

planta, em cada ensaio de PCR, foram utilizados 100 ng de DNA.

4.2.1.2. PCR

Foi utilizado o programa descrito por Polley e colaboradores (1997) com “primers”
especificos para as porcdes de DNA determinantes na distingcdo de plantas femininas, de
masculinas. As sequéncias usadas foram as seguintes: 5’-ACA GAG TAC AAC TCA GAA
ACA AAC C-3, e 5-AA G GTC GCA CAA TGA CCG-3'. O programa de PCR teve a
seguinte sequéncia: para a abertura inicial das cadeias 3 minutos a 94°C, seguido de 45
ciclos de 1 minuto a 94°C, 1minuto a 65°C, 2 minutos a 72°C, no final dos 45 ciclos, 7
minutos a 72°C para terminar as cadeias ainda incompletas. Os produtos da ampliagéo
por PCR foram aplicados num gel de agarose (1,2 %), em solugédo tampé&o TAE (40 mM
Tris-HCI, pH 7,8, 2 mM EDTA), com brometo de etidio a 0,3 pg/mL, correndo a
electroforese a 75 V, durante 2 horas, apdés o que foi visualizado num transiluminador,
U.V. Transilluminator 2000 (BioRad Laboratories, Hércules, U.S.A).

Foram feitas 3 réplicas de cada ensaio, para todas as amostras testadas em PCR,

para confirmacao dos resultados.
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- Germinacgédo dos graos de polen das plantas colocadas no campo

As plantas de H. lupulus das variedades Er e BG e do clone Braganca foram
colhidas, seccionadas manualmente e observadas a lupa (ampliagdo de 7,5 x). O polén
foi recolhido e a sua capacidade de germinacdo foi testada em meio de germinacdo
composto por 0,01 % H3;BO3; 3 % Polietilenoglicol (PEG) 4000; 10 % Sacarose; 0,07 %
CaCl,.

As observacgdes dos graos de pélen foram feitas as 2h, 4h e 6h.

As taxas de germinacdo foram determinadas para cada uma das observacbes
segundo a seguinte formula: nimero de graos de pdlen germinados/niamero de gréos de
pélen total x100, o nimero de graos de polen total, foi 0 nUmero de gréos de podlen
observados inicialmente com uma ampliacdo de 400x (10x40).

Em paralelo o aspecto morfolégico dos graos de pdlen foi observado em
microscopia Optica, tendo sido verificado o tamanho, forma e aspecto geral dos gréos
recolhidos da planta masculina, desenvolvida no viveiro da Escola Agréria de Braganca.
Os graos de poélen foram medidos com o auxilio de uma ocular micrométrica, com uma
ampliacédo de 400x (10x40).
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. Aspectos morfolégicos das flores

No ano 2003 o clone Braganca floriu, o que permitiu verificar, que as
inflorescéncias eram de facto masculinas, como se pode confirmar, comparando a Fig.
4.1. onde se apresentam esquemas das flores masculinas (a), com a Fig. 4.2. (a, ¢) onde
se podem observar fotografias das plantas masculinas, obtidas no campo de ensaios
situado nos viveiros da Escola Superior Agraria de Braganca. Nesta imagem, (Fig. 4.2. b)
e d)) podem observar-se inflorescéncias axilares femininas com aparéncia coniforme em
gue o pedunculo se encontra coberto de pélos de diferentes tipos (aculeiformes,
naviculares e estrelados) e o detalhe de um corte de um estrébilo feminino, onde é
possivel observar as flores femininas envolvidas pelas bracteas revestidas de
abundantes glandulas. Foi possivel comparar estes estrébilos e flores femininas com o
esquema da Fig. 4.1. e com as flores das plantas femininas das plantacbes de cariz
comercial, localizadas na regido de Braganca. Verificou-se que do ponto de vista

morfologico eram idénticas.

(b)

Figura 4.1. — Aspectos morfologicos das flores masculinas (a) e (b), e do estrébilo feminino (c) do
[Gpulo (http://mww.life.ca).
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Figura 4.2: a) Aspecto geral das flores masculinas do clone Br b) Pormenor das flores femininas

da variedade Er, no campo. ¢) Pormenor de uma inflorescéncia do clone Br, no campo. d) Corte

de um estroébilo feminino da variedade Nugget €) Pormenor das anteras recolhidas do clone Br,

pode observar-se as bolsas secretoras e o polén. f) Pormenor das flores masculinas do clone
Br.

4.3.2. Determinacdo molecular do sexo das plantas

Uma vez que a determinacdo do sexo nas plantas de lGpulo envolve a presenca de
um cromossoma Y, todo o polimorfismo presente neste cromossoma sera
especificamente masculino, porque este polimorfismo s6 é transmitido de macho para
macho. E com base nestes dados que foi determinado por amplificacdo aleatoria dos
polimorfismos de DNA — RAPD (random amplified polymorphic DNA), por ser este o tipo
de marcador capaz de discriminar plantas macho de plantas fémeas (Polley et al., 1997).
Foi este marcador transformado num outro de locais de sequéncia marcada — STS
(“sequence tagged sites”) que foi usado como fragmento a amplificar por PCR. A
presenca deste fragmento de 1,2 kb nos produtos de PCR, permitiu determinar que se
estava na presencga de uma planta macho de lapulo.

Das analises feitas por PCR, verificou-se que as plantas das variedades
comerciais eram todas plantas femininas, visto que em nenhuma delas foi possivel
amplificar este fragmento especifico de plantas macho. Posteriormente as analises
moleculares foi possivel fazer a observacdo morfoldgica, que tal como vimos na secgéo

anterior, viria a confirmar os resultados moleculares.
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Da observacao do gel dos produtos de PCR (Fig. 4.4.), podemos verificar que s6
aparecem as bandas do peso molecular esperado (1,2kb) nas plantas de Braganca,
enquanto que todas as amostras das variedades comerciais, ndo apresentam banda

alguma.
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A
—
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Figura 4.4.: Determinacao do caracter sexual de plantas de H. lupulus por PCR. Plantas comerciais
femininas: E1, E2 (variedade Er), N1, N2 (variedade Nougett). Plantas resultantes da
transformacdo de plantas do clone Br, por Agrobacterium: R1,15. Plantas resultantes da
transformacdo de plantas do clone Br, por bombardeamento de particulas: (A) correspondendo a
transformacéo a 1500 psi e a 9 cm (B) correspondendo a transformacéo a 1500 psi e a 12 cm de
distancia dos “carriers”. C Planta controlo (ndo transformada) do clone Br. (-) Controlo negativo do
PCR. A (DNA do fago A digerido com Ava lll).

Na Figura 4.4. é possivel verificar gue somente as plantas resultantes do clone Br,
mesmo as sujeitas a transformacdo, apresentam a presenca da banda associada as
plantas de sexo masculino. Todas as plantas de origem comercial (var. Er e var. Nougett)
sendo certificadamente plantas femininas, ndo apresentaram a banda associada ao sexo

masculino.

- Morfologia e germinacao de graos de pélen das plantas no campo

Com base nas medicBes realizadas em microscopia éptica, verificou-se que o0s
graos de polén possuiam 25 pum de didmetro. Apresentavam um espessamento da
parede, que forma 3 gomos em cujo centro aparecem poros (Fig. 4.5.).

Apesar de ter ocorrido germinagédo, ela por vezes ndo pareceu ocorrer de uma
forma normal, surgindo o tubo polinico sem orientagdo definida, enrolado sobre ele
proprio. No entanto verificou-se que, em alguns casos, a germinagdo parecia ser mais
definida, surgindo tubos polinicos mais longos e sem enrolamento (Fig. 4.6.). As taxas de
germinacgdo atingiram o seu valor maximo as 4h, com 50%, mantendo o mesmo valor nas
6h e sendo de 39% as 2h. Na Fig. 4.5. pode observar-se o aspecto morfolégico dos gréos
de pdlen das plantas transgénicas do clone Braganga, verificando-se que o0 aspecto é

semelhante aos graos de pélen produzidos por plantas ndo transformadas.
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Figura 4.5. Aspecto morfolégico dos graos de polén isolados. (a e b) As setas indicam os 3 gomos
(b) Seta espessa inicio da germinacéo do tubo polinico (ampliacédo total 400 x). (c e d) Aspecto
morfolégico de grados de polén provenientes de plantas ndo manipuladas, (c) imagem retirada de
www.123-net-Cours-Eléments de Botanique. fr (UFR de Pharmacie et Ingénierie de la Santé —

ANGERS). Na imagem est4d inserida uma escala de 10 um. (d) imagem retirada de

www.Kkv.geo.uu.se

Figura 4.6. Germinacdo dos grdos de polén. a) Tubos polinicos enrolados com extremidades
bojudas e atrofiadas (setas) ampliacédo total 100x. (b) e d) Tubos polinicos apdés 4h em meio de
germinacdo (ampliacé@o total 40x). c) Germinacdo dos grdos de polén apds 6h (ampliagéo total

40x). e) e f) Germinagéo apds 2h (seta) ampliacéo total 40x.
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4.4. DISCUSSAO

4.4.1. Aspectos morfoldgicos das flores

As plantas transformadas assim como as plantas que embora ndo transformadas
passaram por cultura in vitro, nomeadamente as plantas regeneradas, apresentaram
morfologia em tudo semelhante as plantas cultivadas e espontdneos descritos na
bibliografia.

As inflorescéncias surgiram em paniculas axilares, bracteadas com bracteas de
cerca de 2 mm, decrescentes em tamanho até ao apice. As anteras tinham cerca de 0,75
mm e sésseis, tal como foi descrito para esta espécie por Castroviejo e outros (1993).
Assim em termos morfolégicos as plantas ndo sofreram alterac6es. Se nas plantas
regeneradas e multiplicadas ocorreu variagdo somaclonal, como o descrito para Curcuma
longa L. (Salvi et al., 2001), ela ndo se manifestou visivelmente em termos morfoldgicos.
Por outro lado, as plantas transformadas apresentaram também morfologia em tudo
idéntica & descrita para o lipulo, o que podera significar que a integracédo dos transgenes
nao ocorreu em zonas do genoma passiveis de causar alteracbes (co-supressao de
genes endbégenos) manifestaveis na forma de alteragdes morfologicas. No entanto, sera
necessario a utilizacdo de técnicas mais finas (ex: técnicas moleculares, como analise
por “Random amplified polymorphic DNA (RAPD)) para assegurar que n&o ocorreram

variacfes somaclonais (Salvi et al., 2001).

4.4.2. Determinacdo molecular do sexo das plantas

Considerando os resultados obtidos ha amplificacdo por PCR, verificou-se que, tal
como descrito por Polley e outros (1997), os “primers” utilizados apresentaram
capacidade para amplificar uma zona especifica do genoma das plantas de lapulo do
sexo masculino, tornando, deste modo, possivel a identificagdo do caracter sexual das
mesmas de uma forma rapida e expedita. Este processo tem a vantagem acrescida de
permitir a determinacédo do sexo nas fases iniciais do desenvolvimento, sem necessidade
de esperar pela floracdo, que por vezes, como no caso do clone Br., s6 ocorreu 2 anos
depois da transferéncia para terra.

Em termos morfoldgicos, verificou-se que as plantas de origem comercial eram de
facto do sexo feminino, pela observacédo das flores. Este era o resultado esperado, uma

vez que somente as plantas femininas tém interesse comercial, e estas plantas foram
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cedidas, inicialmente, a partir de lotes comerciais utilizados na cultura do lUpulo em Tras-
os-Montes.

A confirmacao morfoldgica do sexo das plantas e também o facto de o pdlen ter
germinado permite-nos considerar que, o clone de lUpulo espontaneo Braganca tem todo
um potencial para ser utilizada como instrumento de melhoramento genético das
cultivares de interesse econémico.

No caso do clone Br, por se tratar de um clone esponténeo, recolhido na
primavera, teria 50% de probabilidades de ser uma planta masculina. Com a
determinacdo de que se trata de uma planta masculina podemos assegurar tratar-se, de
facto, de uma planta espontanea e ndo uma planta de origem comercial, que tivesse, de
algum modo, ultrapassado as barreiras dos campos de lupulo cultivados. Por outro lado,
desde o inicio da cultura de lGpulo com fins industriais que, embora ndo sendo usados
para a producdo de cerveja, as plantas masculinas tém um papel preponderante nos
cruzamentos com vista a aquisicdo de novas caracteristicas ou ao melhoramento de
caracteristicas ja estabilizadas. Podemos pois dizer que as plantas masculinas, tal como
preconizado por outros autores (Neve, 1988; Kralj & Haunold, 1987; Kenny, 1991;
Seigner, 1992; Bakshi et al., 1994), podem ter um papel importante na obtencdo de novas
variedades de lapulo com interesse cervejeiro, pelo que, esta planta espontanea pode ser
aplicada em programas de melhoramento no sentido da obtencédo de novas variedades.
Por outro lado, trabalhos desenvolvidos com base na heranca e transmissdo dos genes
de interesse, em sucessivas geragfes, mostraram casos em que essa transmisséo era
estivel (Chen et al., 1998; Campbell et al., 2000; Butterfield et al., 2002). Neste sentido,
uma estratégia para obtencdo de plantas com multiplas resisténcias, ou novas apeténcias
de interesse econdmico, sera a de conduzir o cruzamento entre plantas transgénicas (no
caso do lapulo: masculinas e femininas) para diferentes genes (Butterfield et al., 2002).
Sera pois, de todo o interesse, num futuro préximo, testar cruzamentos utilizando este

clone espontaneo.

- Morfologia e Germinagédo dos gréos de polen das plantas no campo

Embora uma percentagem importante de grdos de polén tenha germinado, o
processo nao apresentou os resultados esperados. Nalguns casos o tubo polinico ndo se
desenvolveu linearmente, apresentando uma forma atrofiada ou enrolada sobre si
mesmo. Estes resultados poderdo estar relacionados, por um lado, com o tempo de
germinacdo dos gréos de pdlen, que embora ndo muito afastado do tempo da sua
producéo (foram recolhidos em fim de Agosto, inicio de Setembro, e utilizados nos testes

em Novembro), podera néo ter sido a mais adequado a obtencao de taxas de germinagéo
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elevadas. Por outro lado, o facto de ser o primeiro ano em que ocorreu floragdo, permite-
nos sugerir que no primeiro ano a producédo de flores e de grdos de pdlen seja, ndo sé
inferior, como de menor viabilidade.

Outro factor a ter em consideracdo nos nossos resultados prende-se com o0 meio
utilizado nos testes que, podendo ndo ser o mais indicado para esta espécie, pode ser
também responséavel pelas anomalias germinativas encontradas. Para determinar, de um
modo mais definitivo, as taxas de germinacdo das plantas do clone Br, terdo que ser
feitos mais testes de germinagéo nos proximos anos, de modo a poderem determinar-se
taxas de germinacao e estados fisiolégicos 6ptimos para o polen de lapulo.

O aspecto morfologico e dimensbes dos graos de pélen recolhidos e analisados
nas plantas geneticamente modificadas sdo em tudo idénticos aos descritos para esta
espécie (www.kv.geo.uu.se; Castroviejo et al., 1993). Assim sendo, podemos afirmar que, a
esse nivel ndo parece ter havido alteracbes detectaveis que possam dever-se ao facto

das plantas terem sido manipuladas genéticamente.
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Resumo

ApOs o processo de transformacdo com o gene cpArMV, as plantas foram analisadas
para determinar a sua presenca no genoma. Esta analise constou de amplificacdo do gene por
PCR com “primers” especificos, Southern e Northern blotting. Os transformantes foram sujeitos a
RT-PCR e a testes DAS-ELISA com o objectivo de verificar se 0 RNA do gene se estava a
transcrever e se era traduzido, originando a proteina da capside viral, detectavel pelos testes
imunologicos.

Das 1290 plantulas obtidas a partir dos 3000 explantes sujeitos a transforma¢édo mediada
por Agrobacterium, 200 resistiram a 2 subculturas em 50mg/L de Canamicina. Estas 200 plantas
foram analisadas por PCR, 4 meses apoés a transformacao tendo-se verificado que em 20 plantas
se verificava amplificacdo do gene cpArMV. Nem todas as plantas apresentaram os dois genes da
construcdo npt Il e cpArMV, cerca de 0,9% apresentaram s6 o gene cpArMV, ou nenhum dos
dois. As plantas foram, ulteriormente, analisadas por RT-PCR para a presenca do gene cpArMV.
A amplificacdo do gene ndo ocorreu em todas as plantas que, previamente, tinham apresentado
amplificagé@o por PCR simples, verificou-se que 5% das plantas analisadas apresentavam a banda
correspondente a presenca e transcri¢cdo do gene.

Por bombardeamento de particulas, foram transformados 2625 explantes dos quais 1443
deram origem a plantulas. Das plantas obtidas, 130 resistiram a 2 subculturas em 50mg/L de
Canamicina. Feita a andlise por PCR verificou-se que, 4 apresentaram a banda correspondente a
amplificacdo do gene cpArMV. Estas foram também, ulteriormente, analisadas por RT-PCR para
a presenca do gene cpArMV, tendo-se verificado 2 plantas com a banda correspondente.

As plantas analisadas por Southern mostraram a integracéo do gene cpArMV e do gene
npt 1l no seu genoma. Verificou-se que existe integracdo, tanto em plantas transformadas por
bombardeamento de particulas, como nas que sofreram transformacdo mediada por
Agrobacterium. Sdo, no entanto, em maior nimero as que apresentam a banda correspondente
ao gene, quando transformadas por Agrobacterium (4% para o Agrobacterium e 1% para o
bombardeamento de particulas).

Das plantas putativamente transformadas e analisadas por DAS-ELISA, verificou-se que,
entre 2% — 5% destas, apresentavam valores passiveis de serem considerados positivos quanto a
presenca e expressdo do gene. Nas plantas analisadas, os valores mais elevados foram obtidos
para as plantas em que a transformacdo foi mediada por Agrobacterium. No caso das plantas
transformadas por bombardeamento de particulas, embora o nimero de plantas analisadas,
tenha sido menor (uma vez que menos plantas apresentaram Southern positivos), verificou-se
gue, além de se obter menos plantas com valores positivos, os valores de absorvéncia atingidos
por estas, também sdo menores

Das plantas analisadas, somente uma, obtida por transformacdo mediada por
Agrobacterium, apresentou bandas correspondentes a transcri¢cdo do gene cpArMV por Nouthern
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blotting. Todas as outras plantas analisadas, quer as resultantes de transformacdo por
bombardeamento de particulas, quer as que resultaram da transformacdo mediada por
Agrobacterium, ndo apresentaram marcacao nos Northern blottings efectuados.

O DNA de uma planta resultante de transformacdo mediada por Agrobacterium e uma
planta resultante de transformacao por bombardeamento de particulas, colocadas em vaso em
2000 e analisadas em 2003 foram sujeitas a Southern blotting ndo radioactivo. A planta que
apresentou marcacdo positiva no ensaio foi a que sofreu transformacdo mediada por
Agrobacterium.

Dos resultados apresentados podemos concluir que foi possivel obter plantas com
transformacédo estavel com o gene da capside viral do Virus do Mosaico de Arabis. O método de
transformacdo que se mostrou mais eficiente foi o de transforma¢édo mediada por Agrobacterium,
conseguindo-se que o transformante mantivesse a transcricdo do gene, dois anos apoés

transferéncia para substrato, sem pressao selectiva.
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5.1. INTRODUCAO

Na sequéncia do processo de transformacdo é fundamental determinar se o
material transformado o foi de facto, e determinar se a metodologia se revela
interessante para diferentes abordagens, sejam elas cientificas ou econémicas. Embora,
em alguns casos, nomeadamente, em plantas ditas recalcitrantes (ex: espécies
lenhosas), a obtencdo de plantas transformadas apresente frequéncias muito baixas, a
conjugacao desta técnica com a multiplicacdo in vitro, pode resolver graves problemas
econdmicos e agronémicos. Assim, e mesmo que a frequéncia de obtencéo de plantas
transformadas seja baixa, as técnicas de cultura in vitro associadas a transformacao,
permitem multiplicar as plantas obtidas, hum curto espaco de tempo, sem alteracdes
genéticas, na maioria dos casos, que comprometam a transformacao (Scorza, 1991).

Nos ultimos 15 anos, e com base nas diferentes técnicas de transformacéo
genética, foram transformadas mais de 100 espécies de plantas. As cultivares
transformadas ocupam ja, a escala global, 44,2 milhdes de hectares. Os exemplos mais
difundidos destas cultivares sdo as do milho, trigo, soja, tomate, batata, algodao e arroz
(Mohan et al., 2003).

A integracdo do DNA transgénico no genoma da planta tem, normalmente, lugar
associada a um processo ndo homologo ou de recombinacdo ilegitima, ou seja
integracdo sem uso de grandes sequéncias de DNA homdlogo (Risseeuw et al., 1997).
No entanto, a integracdo dos transgenes ao acaso, a reorganizacdo do DNA transgénico
depois da integracdo no genoma vegetal, assim como a variagdo no nimero de coépias e
a configuracdo do transgene podem levar a um fenbmeno a que se da o nome de
silenciamento (Pawlowski & Somers, 1998). O silenciamento pode ter varias causas e
pode ser afectado por varios factores, ainda ndo completamente compreendidos. Uma
das possibilidades de silenciamento esta relacionada com o grau de metilagdo do DNA,
visto que, pode haver uma correlacdo directa entre inactivagdo transcripcional e
metilagdo do DNA no promotor, ou em regides codificantes (Meyer & Saedler, 1996). Nas
plantas, apesar de existir uma sequéncia simétrica para a manutencdo da metilagéo
(sequéncia CG ou CNG), surgem metilagcbes, em residuos de C, fora destas sequéncias
simétricas. No entanto, os dados disponiveis, até agora, apontam para a auséncia deste
tipo de metilagio em genes enddgenos. SO surge metilacdo ndo simétrica em
transgenes, considerando-se portanto que esta ndo serd uma metilacdo codificada na

sequéncia, mas sim determinada pela estrutura secundaria dessa sequéncia (Meyer &
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Saedler, 1996). Outro modelo de silenciamento € o silenciamento mediado por RNA
tratando-se, neste caso, de um silenciamento pos-transcripcional. E um processo
complexo e pode envolver ligagbes RNA-RNA, RNA-DNA, RNA-proteina e proteina-
proteina (Fagard & Vaucheret, 2000). Este processo tem uma origem ancestral e tera
sobrevivido entre os eucariotas como método de vigilancia do RNA, funcionando como
mecanismo de defesa natural contra &cidos nudcleicos invasivos, incluindo viroses,
transposdes e outras sequéncias gendmicas altamente repetitivas (Kasschau &
Carrington, 1998; Voinnet et al., 1999; Guo & Ding, 2002; Wang & Metzlaff, 2005). O
silenciamento do RNA também tem um papel preponderante no desenvolvimento de
animais e plantas, por permitir um controlo genético que pode ocorrer pela degradacao
do RNA translacional e inibicdo ou modificagdo da cromatina (Wang & Metzlaff, 2005).
As plantas parecem ter mais tipos diferentes de silenciamento de RNA que qualquer
outro organismo. Nelas, o silenciamento pode ser sistémicamente transmitido, podendo
mesmo espalhar-se de uma regido alvo inicial, para uma sequéncia 5’ e 3’ nao alvo,
adjacente.

A integracdo de um transgene pode, por outro lado, levar a fenémenos de co-
supressao, em que ha diminuicéo, ou total inibicdo, da expressdo de um gene enddégeno
depois da introducdo de um transgene. Este processo pode ocorrer se a integracdo do
transgene se der num gene ou na sua proximidade. Se o gene interrompido pela
insercdo do transgene for vital para a planta, ndo se obtém plantas vidveis apds a
transformacdo (N.A.S., 2000). Se pelo contrario, o gene nado for essencial para o
crescimento e desenvolvimento, é possivel regenerar plantas transformadas, embora
possam ter alteracdes inesperadas nos seus caracteres, com consequéncias negativas,
do ponto de vista pratico. Em muitos casos a co-supressdo tem a sua regulacao
associada ao desenvolvimento da planta e a factores ambientais, como a intensidade da
luz, ou as condi¢cbes de germinacao e de crescimento. Pensa-se que existira uma ligacao
entre os mecanismos de regulacdo da diferenciacdo morfogénica e a indugédo de co-
supressdo. E frequente o silenciamento ser despoletado depois de um periodo “lag”,
podendo desenvolver-se em diferentes estagios do desenvolvimento ou sincronizado
num estagio especifico do desenvolvimento (Meyer & Saedler, 1996). O resultado da
insercdo de um transgene no genoma da planta pode ter o efeito oposto do descrito
anteriormente e causar uma activagdo, ou super-activagdo, de um gene adjacente.
Nestes casos, a regido reguladora do transgene estimula um gene residente vizinho e,
potencialmente, causa um aumento na expressdo desse gene. Uma das possiveis
consequéncias nefastas deste processo € a intensificagdo da expressdo de genes de

biossintese de toxinas vegetais. A sobreproducdo destes compostos, devido & integracao
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de transgenes, sera semelhante a que ocorre com mutagdes, activacdo por elementos
de transposicao, ou outros processos que induzem variabilidade genética (N.A.S., 2000).

E importante ndo esquecer que estes efeitos pleiotrépicos ndo séo exclusivo dos
organismos transgénicos. Tal como ja foi documentado em variedades novas ou ja
estabelecidas, as cultivares resultantes de melhoramento tradicional e outros métodos
ndo-transgénicos, podem ter igualmente concentracbes potencialmente perigosas de
compostos naturais toxicos (N.A.S., 2000). Este problema pode ser ultrapassado com a
realizacdo de testes que minimizem o risco de introduzir, inadvertidamente,
concentracdes potencialmente perigosas de toxinas, conhecidas ou suspeitas, nas
cultivares comerciais transgénicas, ou melhoradas convencionalmente.

Embora, para o lapulo ja existam referéncias de transformacdo bem sucedida,
guer com a utilizacdo de bombardeamento de particulas (Lyon de Castro, 2004) quer,
com a utilizacéo de transformacédo mediada por Agrobacterium (Horlemann et al., 2003),
0 processo ainda permanece com muitas incertezas e duvidas. Muitas destas incertezas
estdo relacionadas com o facto das referéncias disponiveis de transformacao mediada
por Agrobacterium, serem com genes marcadores e nao com genes de interesse pratico.

A determinacdo da estabilidade de um gene, introduzido no genoma da planta, €
um requisito importante para a utilizacdo de uma cultivar para fins agronémicos. Esta
estabilidade e expressdo podem ser influenciadas, como ja vimos, por diferentes factores
genéticos, mas também podem ser influenciadas por factores ambientais (Elkind et al.,
1994). Por outro lado, noutras espécies verificou-se que a expressdo do gene era
instavel nas primeiras 4 a 5 geracdes de propagacdo, mas posteriormente estabilizava
(Bettany et al., 1998). Outros registos mostram ainda que, pode haver alteracbes na
expressao do gene na passagem da planta para o solo (Borkowska et al., 1995).

A capacidade de um virus infectar uma planta esta relacionado, com a sua
capacidade de ultrapassar as defesas da prépria planta, mover-se na planta, e expressar
0s seus proprios genes. Alguns virus podem ultrapassar os processos de silenciamento
associados as defesas anti-virais das plantas, interferindo directamente com a actividade
do sinal mensageiro de silenciamento. A perda de actividade deste sinal leva a uma
diminuicdo da metilacdo dos transgenes virais, diminuindo assim o silenciamento destes
genes (Guo & Ding, 2002). O Virus da Tristeza dos Citrinos é um exemplo da existéncia
de supressores virais de silenciamento, capazes de actuar a varios niveis das vias de
silenciamento anti-viral na planta. Estes supressores, codificados pelo RNA do virus, tém
a capacidade de actuar a nivel intracelular e intercelular, ndo alterando a metilagdo do

DNA, mas alguns destes supressores, sdo capazes de actuar no mecanismo de
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exportacdo do sinal mensageiro de silenciamento (Lu et al., 2004). Este revela uma
estratégia sofisticada de contra-defesa de um virus que possui um genoma de RNA de
grandes dimensoes.

A transformacdo com o gene da proteina da cépside induz resisténcia a virus,
gue pode ter como base a interferéncia do produto funcional proteico do gene, no normal
ciclo replicativo do virus, ou o silenciamento associado a acumulacao de RNA (Guo et
al., 1998).

Com este tipo de estratégia de transformagdo com o gene da proteina da
capside, no nosso caso (cpArMV), pode conseguir-se, ndo sé resisténcia a este
Nepovirus, como a alguns outros virus relacionados. O que podera considerar-se uma
vantagem acrescida, a médio - longo prazo, neste tipo de estratégia.

Das abordagens possiveis para determinar se 0 gene inserido no genoma da
planta foi de facto inserido e de um modo estavel, foram utilizadas neste trabalho as
analises por Southern blotting, Northern blotting, e a analise por RT-PCR e DAS-ELISA.
A confirmacao da presenca do gene e da sua expresséo foi testada, tanto em plantas in
vitro, como posteriormente nas plantas cultivadas em vaso. E determinante verificar se o
gene continua presente, a longo prazo, uma vez que em cultivares como o lupulo, os
processos de cruzamentos entre plantas macho e fémea, sdo a base do melhoramento

tradicional, sendo estes transgénicos estaveis, uma mais valia nesse processo.
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5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Extraccéo de DNA das plantas

Das 1290 plantulas obtidas a partir dos 3000 explantes sujeitos a transformacéo
mediada por Agrobacterium, 200 resistiram a 2 subculturas em 50mg/L de Canamicina.
Estas 200 plantas foram analisadas por PCR, 3 meses ap0s a transformacéo. Dos 2625
explantes sujeitos a bombardeamento de particulas, 1443 deram origem a plantulas, das
quais 130 resistiram a 2 subculturas em 50mg/L de Canamicina. Também a estas
plantulas foi feita a analise por PCR ao fim de 4 meses. Ulteriormente foram analisadas
por RT-PCR para a averiguar a presenca do gene cpArMV. O material utilizado para a
extraccdo de DNA gendémico foram folhas e meristemas apicais, retirados de plantulas
jovens. Para a andlise de DNA por PCR o processo de extraccao foi feito apés a
transformacao (utilizando os meristemas recém-formados), tal como descrito no Capitulo
3. Para as restantes analises (RT-PCR, Southern blotting, Northern blotting), as plantas
foram sujeitas a este processo 4 a 5 meses apos a transformacao (utilizando-se neste
caso, toda a parte aéria da planta, aproximadamente 200 mg). Neste processo o material
foi macerado em almofariz em azoto liquido. A extrac¢cdo de DNA foi feita de acordo com
0 protocolo baseado na utilizacdo de CTAB (cetyltriethylammoniumbromide — trietil — cetil
- brometo de amonio) (Anexo Il), este protocolo foi adaptado a partir de Yang & King
(1993, Institut fur Gartenbauliche Pflansenzuchtung, Ahrensburg, Alemanha; modificado
de Doyle & Doyle, 1987). A avaliacdo do grau de pureza e integridade do DNA extraido

foi determinada como descrito no Capitulo 3.

5.2.2. Extraccao de RNA das plantas

O RNA foi extraido de plantas transformadas com o gene da cépside viral do
ArMV, que mostraram integragdo do gene e de plantas controlo. A solucdo tampé&o de
extraccgdo utilizado na extrac¢cdo do RNA foi o seguinte: 100mM Tris HCI, pH 9; 200mM
NaCl; 20mM EDTA, pH 8; 1% (m/v) SDS; 5mM DTT.

Apds a homogeneizacdo de 160 mg de material fresco em azoto liquido, foram
adicionados 3mL de solucéo tampé&o de extrac¢do por grama de peso fresco. O material
vegetal foi novamente homogeneizado, tendo sido adicionado ¥ de volume de fenol,
seguiu-se uma incubacgéo a 65°C, 5 minutos. Foi adicionado ¥4 volume cloroférmio:alcool
isoamilico (25:1) e homogeneizado no vértex. O material vegetal foi centrifugado a
12000g durante 10 minutos apds o que foi recolhida a fase aguosa. A esta fase aguosa

foi adicionado igual volume de fenol:cloroférmio:&lcool isoamilico (25:24:1), misturado por
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inversao seguido de homogeneizacao no voértex. Fez-se nova centrifugacdo a 5000g, 10
minutos e recolheu-se a fase superior. Apos a repeticao desta centrifugacdo e recolha do
liquido, seguiu-se nova centrifugacdo a 1000g durantelO0 minutos. Ao sobrenadante
recolhido foi adicionado Cloreto de litio (LiCl) para uma concentracdo final de 2M.
Seguiu-se uma incubagdo a 4°C, durante a noite de forma a ocorrer a precipitacdo do
RNA. Centrifugou-se a 10000g, 10 minutos a 4°C. O precipitado foi ressuspendido em
0,4mL de LiCl 2M e repetiu-se a centrifugacdo. O RNA foi dissolvido em 0,2mL de H,O
destilada previamente tratada com DEPC (dietilpirocarbonato). Adicionou-se uma
solucéo de NaCl 0,2M, durante 30 minutos a 0°C. Foi centrifugado 10 minutos a 10000g,
transferido o0 RNA no sobrenadante para um tubo de reacc¢ao “eppendorf” de 2mL e
centrifugado a 12000 rpm, durante 1 minuto. Adicionou-se 1/10 de Acetato de Sdédio
(AcNa) 3M e 2,5 volumes de Etanol absoluto. Precipitou-se a - 70°C, durante 30 minutos
(ou a - 20°C durante a noite). Apds a precipitacdo, o precipitado foi lavado em 0,4mL de
etanol 70% (v/v), centrifugado a 10000 g, durante 10 minutos, a 4°C seguido da
eliminacdo do etanol 70%, por secagem ao ar e ulterior dissolucdo em 20uL de H,O
destilada previamente tratada com DEPC (H,O DEPC dd).

O RNA foi armazenado a - 20°C. A sua integridade foi verificada por electroforese
em gel de agarose (1%) em solucdo tampédo TAE, contendo brometo de etidio. A sua
absorvéncia foi determinada a 260 nm para quantificacao.

No caso das plantas controlo foi testado um outro protocolo de extraccao de RNA,
gue utilizou solucdo Tampao XT (3,5mL/g de tecido), 10mM DTT, 1% NP-40 e 2% (w/v)
PVP-40. O material foi incubado neste tampdo a 80°C e homogeneizado no vortex
rapidamente. Adicionou-se 300uL de proteinase K a mistura e deixou-se incubar durante
hora e meia com agitacdo a 42°C. Foi adicionado 2 M KCI a uma concentracéo final de
160mM, e incubou-se em gelo 1h. Seguiu-se uma centrifugacdo a 10000 rpm, 20
minutos (4°C). Retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 1/3 volume de 8M LiCl numa
concentracao final de 2M LiCl, deixou-se a incubar durante a noite a 4°C. Foi recolhido o
precipitado centrifugando a 10000 rpm, 20 minutos, 4°C. Em seguida lavou-se o
precipitado com 5mL de 2M LiCl (4°C). Apés a lavagem o precipitado foi a centrifugar a
10000 rpm, 10 minutos, a 4°C. Descartou-se o0 sobrenadante. Este passo de lavagem foi
repetido 3 vezes. O precipitado foi ressuspendido em 4mL de 10mM de solucéo tampé&o
Tris -HCI (pH 7,5). Em seguida o material insolivel foi removido centrifugando a
10000rpm, a 4°C, 10 minutos. Adicionou-se 1/10 do volume de Acetato de Potassio 2M
(pH 5,5). As amostras foram incubadas 15 minutos em gelo, seguidos de uma

centrifugacdo a 10000rpm, a 4°C, 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para novo
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tubo e adicionou-se 2,5 volumes de Etanol 100%. Deixou-se o 4cido nucleico a precipitar
durante a noite, a -20°C. Centrifugou-se a 900 rpm, 30 minutos, a 4°C e descartou-se o
sobrenadante. O precipitado foi lavado com 1-2mL de Etanol a 70% e centrifugado a
9000 rpm, a 4°C, 5 minutos. Apds o que foi ressuspendido em 200uL H,O DEPC-dd. O
RNA foi precipitado com 1/10 volumes de 3M AcNa a pH 6 e 2,5 volumes de Etanol
100% a — 20°C, durante 1-2 horas. Foi centrifugado a 14000rpm durante 20 minutos a
4°C e lavado com Etanol 70%. Seguido de nova centrifugacdo de 5 minutos, seco e
ressuspendido em H,O DEPC dd.

Sempre que 0 RNA se apresente contaminado com DNA é necessario fazer um
tratamento com DNase, com a seguinte mistura: Amostra, 2uL DNase, 40mM de solucéo
tampdao Tris-HCI pH 7,5 + 6mM MgCl,, H,O DEPC dd até um volume final de 100uL, e
incubado 10 minutos a 37°C.

A utilizacdo de um protocolo diferente para as plantas controlo, prendeu-se com o
facto de haver uma maior disponibilidade deste material, permitindo obter RNA para
varios testes, de uma s extraccao. Assim sendo, o0 RNA obtido nas extracc¢des iniciais

das plantas controlo foi suficiente para ndo ser necessario testar outros protocolos.

Extraccdo da DNase com Fenol/Cloroférmio

Aos 100uL de RNA, juntaram-se 100uL de Fenol (4°C) e 100uL de cloroférmio:
alcool isoamilico. A mistura foi agitada fortemente no vortex durante 5 minutos, findos os
guais sofreu uma centrifugacdo de 5 minutos a 1300 rpm. Foi retirada a fase aquosa
para novo “eppendorf” e adicionado um volume de cloroférmio:alcool isoamilico. Seguiu-
se novamente 5 minutos de forte agitacdo e homogeneizacdo no vértex. Centrifugou-se a
1300 rpm, 5 minutos e foi retirada a fase aquosa para novo “eppendorf’. Adicionou-se um
volume de Etanol 95% e centrifugou-se. Depois de seco, o precipitado foi dissolvido em
H,O DEPC dd.

5.2.3. Analise do DNA dos transformantes por PCR

O DNA extraido das plantas transformadas por Agrobacterium ou por
bombardeamento de particulas, com o plasmideo pROKArMV, foi amplificado por PCR
para o gene que codifica para a proteina da capside viral do ArMV com 0s seguintes
“primers”: 5’-CCT AAA GAT TGC CAG GCG GG -3 e 0 5 — CGA GAT GCT CCA TCC
ATG CC - 3. O programa de amplificagdo usado foi o seguinte: 95°C, 5 minutos; e
seguido de 30 ciclos de 92°C, 1 minuto; 59°C, 1 minuto; 72°C, 1 minuto e 40 segundos; e
no final 72°C, 10 minutos. A amplificacdo ocorreu num termociclador Perkin-Elmer

(Perkin-Elmer, Foster City, U.S.A.). A amplificacdo do gene npt Il do plasmideo
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pROKArMV foi feita de acordo com o descrito no Capitulo 3 (sec¢éo 3.2.5.2.). A andlise
por PCR das plantas transformadas por bombardeamento de particulas, com o mesmo
plasmideo, foi feita de acordo com o estabelecido no Capitulo 3 (sec¢éo 3.2.5.2.).

Depois da amplificacdo por PCR, os produtos de reaccdo foram visualizados por
electroforese em géis de agarose (0,8%) em solucdo tampao TAE (40mM Tris, pH 7,8,
2mM EDTA) com brometo de etidio a 0,3ug/mL. No gel foram incluidos, em simultaneo
com os produtos de PCR, o controlo negativo (mistura de PCR sem DNA), e o controlo
positivo (produto de PCR obtido com o DNA do gene cpArMV isolado). As plantas em
gue o gene permaneceu integrado nos respectivos genomas (8 plantas resultantes da
transformacdo mediada por Agrobacterium e 4 plantas resultantes de bombardeamento
de particulas) foram posteriormente analisadas por Southern blotting, RT-PCR e
Northern blotting. Nestas plantas, a expressdo do gene da capside viral foi testada por
DAS-ELISA

5.2.4. Anélise molecular das plantas (Southern e Northern blotting)

5.2.4.1. Restrigdo enzimatica

O DNA gendmico das 20 plantas putativamente transformadas por Agrobacterium
e das 4 plantas transformadas por bombardeamento de particulas com o vector
pROKArMV (plantas com amplificacdo do gene cpArMV por PCR), foi digerido com
enzimas de restricdo durante a noite a 37°C. A mistura de reaccdo (num volume de 5pL):
solucdo tampéo da enzima (10x), 1mM de Espermidina, 10pg de DNA e 1-5 U/ug DNA
de enzima de restricdo Eco Rl (Promega, Madison, U.S.A.), e/ou Sma | (Promega,
Madison, U.S.A)).

5.2.4.2. Electroforese, tratamento de gel e transferéncia do DNA

ApoOs a restricdo, os fragmentos de DNA e 80 pg da sonda (fragmento de 1284 bp
do cpArMV, amplificado e isolado com os “primers” e nas condi¢gdes anteriormente
descritas, capitulo 3, a partir do plasmidio pPROKArMV) foram separados num gel de
agarose (0,8%) com 0,3ug/mL de brometo de etidio, durante 6 a 8 horas, a baixa
voltagem (40 a 50 V).

O gel sofreu uma depuracgéo parcial, por imersdo numa solucéo de 0,2 M de HCI,
durante 10 minutos, para eliminagdo de pequenos fragmentos de DNA. Em seguida foi
desnaturado, 2x20 minutos, numa solu¢do desnaturante (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH),

Seguiram-se duas passagens por agua miliQ autoclavada, e por uma solucdo
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neutralizante (ImM EDTA, 1,5 NaCl, 0,5 M Tris HCI, pH 7,5), durante trinta minutos
(2x15 minutos).

Durante 10 minutos o gel esteve imerso, numa solugdo de SSC 10x concentrado
seguindo-se a transferéncia do DNA por capilaridade para uma membrana de
nitrocelulose (Hybond-M+ da Amersham, Buckinghamshire, Inglaterra) utilizando uma
solugdo de SSC 20x (3M NacCl, 0,3M citrato de soédio, pH 7) e papel 3MM. A
transferéncia foi feita durante a noite, de acordo com procedimentos definidos (Sambrook
et al., 1989). Uma vez terminada a transferéncia do DNA, o gel foi novamente observado
num transiluminador (Ultra-Lum, Inc., U.S.A.) sobre radiacdo U.V., para confirmar a
eficiéncia da transferéncia.

A membrana foi lavada, durante 5 a 10 minutos, huma solucdo de SSC 10x,
sendo em seguida colocada num transiluminador (radiacdo U.V.) durante 3 minutos, para
promover as ligacdes do DNA a membrana, apds o que foi transferida para a estufa a
80°C, durante 60 minutos. Depois deste tratamento a membrana foi guardada a 4°C, até

ulterior utilizacéo.

5.2.4.3. Marcacédo da sonda

A sonda foi obtida por amplificacdo em PCR do fragmento da capside viral do
ArMV clonado no plasmideo pROKArMV, com 1284pb. As condicbes de amplificacédo
foram descritas anteriormente (seccdo 5.2.2.). O fragmento ampliado foi separado num
gel de agarose de 1,2% (m/v), em solucdo tampdo TAE e purificado por QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Dusseldorf, Alemanha).

A marcacdo radioactiva da sonda foi feita com 50ng de DNA desnaturado, por
ebulicdo durante 5 minutos, colocacdo em gelo, apds o que se seguiram as instru¢des do

“Megaprime DNA labelling Kit” (Amersham, Buckinghamshire, Inglaterra).

5.2.4.4. Pré-hibridacéo e hibridacao

No processo de pré-hibridagéo utilizou-se a seguinte solu¢cdo tampéo: solugéo T
tampéo fosfato 0,5M; pH 7,2, reagente de bloqueamento a 2% (“Bloquing reagent”
Amersham, Buckinghamshire, Inglaterra), SDS 7% (m/v). A solugdo tampao foi
previamente aquecido a 65°C e a hibridagdo decorreu, neste tampdo, durante 60
minutos. Na hibridacdo, depois de desnaturada a sonda, por ebulicdo a 95°C durante 5
minutos, esta foi adicionada a solugdo tampéao de pré-hibridacdo numa concentragéo de

10ng/mL. A hibridac&o decorreu em agitacéo, a 65°C, durante a noite.
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5.2.4.5. Lavagens

A guantidade de solugcédo tampéo de lavagem utilizado é calculada considerando
que se utiliza ImL/cm? de membrana a lavar. A lavagem tem como objectivo eliminar as
ligagbes ndo especificas da sonda a membrana: Na 12 lavagem utilizou-se 2xSSC
(300mM NacCl, 30mM citrato de sédio, pH 7), 0,5% (m/V) SDS (a 65°C), 5 minutos
seguidos de mais 5 minutos. Na 22 Lavagem utilizou-se 0,2xSSC (30mM NacCl, 3,0mM
citrato de sédio), 0,1% SDS (a 42°C) durante 14 minutos. Na 32 lavagem usou-se 2xSSC
a temperatura ambiente durante 15 minutos.

As lavagens foram efectuadas sempre com agitacédo e controladas com o detector
de radiacéo de Geiger, como meio de verificar a marcagdo especifica.

Apos as lavagens, as membranas foram colocadas em saco selado sobre um

filme de autorradiografia (Hyperfilm ™- MP) e expostas durante a noite, a — 70°C.

5.2.4.6. Recuperacdo de membranas de Southern

As membranas com o DNA, e ja hibridadas foram em alguns casos recuperadas
para serem utilizadas em nova hibridacdo. Uma solucdo de 0,1% de SDS, onde foi
mergulhada a membrana, foi submetida a ebulicdo, durante 5 minutos. Este
procedimento foi repetido, apds o0 que a membrana foi lavada 2x em SSC, sendo por fim

guardada a 4°C.

5.2.5. Analise do RNA por Northern

Apoés a extraccdo do material, este sofre uma electroforese em gel de 1,5% de
agarose, em solucdo tampéo fosfato 10mM (pH 6,8). As amostras para o gel foram
preparadas, juntando glioxal mix (1,5 x) na propor¢cédo de 1L da mistura por cada pg de
RNA, apés o que foram incubadas durante 1h a 50°C. Em seguida foram colocadas 5
minutos no gelo. Depois de colocado a solugdao tampao de carregamento “loading buffer”,
as amostras foram aplicadas no gel e fez-se a electroforese em voltagem constante, de

100 V, duas horas, com reciclagem da solu¢do tampéo da tina.

Transferéncia:

Processa-se de forma semelhante a transferéncia do Southern blotting.
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Remocéo do Glioxal:

A membrana foi incubada 5 minutos em solucdo tampéo Tris-HCI 20mM, pH 8 e
1mM EDTA, previamente aquecido. O processamento posterior da membrana é
semelhante ao das membranas de Southern blotting, anteriormente descrito.

5.2.6. Analise por DAS-ELISA

A expressdo do gene da cépside viral do Virus do Mosaico de Arabis, nas plantas
de lapulo transformadas, foi avaliada usando testes imunoldgicos baseados na utilizacdo
de anti-soros policlonais contra a cépside viral purificada. A presencga desta proteina nas
plantas foi detectada por imunoensaios enzimaticos de dupla sanduiche de anticorpos —
(Double Antibody Sandwich- Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay DAS-ELISA)
segundo o protocolo adaptado de Clark & Adams (1977) por Goncalves & Truijillo (1986).

As amostras, previamente congeladas em azoto liquido, foram maceradas
directamente num tubo de reacgéo “eppendorf” com a ajuda de um homogeneizadores
eléctricos com pontas esterilizaveis substituiveis e ajustaveis ao fundo dos tubos. O
processo de extracc¢ao foi feito a frio pela homogeneizacdo de 120 mg de tecido vegetal
em 1,5mL de solucdo tampédo de extraccao (Anexo lll). Como controlo negativo foram
utilizadas plantas de Quenopodium sp. ou de Nicotiana tabacum, livres de virus. Para
controlo positivo utilizaram-se amostras hidrolisadas fornecidas pelo “kit” de detecgéo do
ArMV (Sanofi, Alemanha) (Anexo llI).

Microplacas de poliestireno de 96 células foram utilizadas para determinar a
presenca de virus. As placas foram incubadas durante a noite a 4°C com 200mL de
solugcdo tampéao de “revestimento”, fornecido pelo “kit” de detecgdo do ArMV (Sandfi,
Alemanha). A solucdo tamp&o adicionou-se a imunoglobulina especifica do Virus do
Mosaico de Arabis, diluida 1000x.

Depois de lavar as placas 3 a 4 vezes com solucéo tampao de lavagem (incluido
no “kit”, Sanofi, Alemanha), introduziram-se as amostras e 0s controlos nas respectivas
células da placa. A incubacdo decorreu durante 1 a 2 horas, tendo-se procedido a nova
lavagem (3 a 4 vezes). Seguidamente adicionou-se, de acordo com o descrito para o
“kit’, tampé@o com o anticorpo conjugado com uma fosfatase alcalina e incubou-se
durante 3h. Finalmente, apds nova lavagem, adicionou-se o substrato da enzima (4-
Nitrofenil fosfato) de acordo com as indicagdes do “kit”. A reacgao foi avaliada por
espectrofotometria de absor¢gdo molecular, num leitor de placas (microplate reader 3550
Bio-Rad, Alemanha) a 405 nm, tendo como referéncia um comprimento de onda de 690

nm, esta avaliagdo foi feita entre 30 minutos e 2h apds a adi¢cdo do substrato.
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A determinacdo dos valores de absorvéncia considerados positivos para a
presenca da proteina da capside do ArMV, nas plantas analisadas, foi feita de acordo
com o descrito no Capitulo 3 (seccéo 3.2.1).

5.2.7. Analise por RT-PCR

O cDNA foi sintetizado a partir de RNA total isolado das plantas transformadas. A
mistura de reac¢éo, num volume final de 20pL, continha 5mM MgCl,, 1mM dNTPs, 20 U
de Inibidor RNase (Perkin-Elmer, Foster City, U.S.A.), 50 U MuLV (Murine Leucemia
Virus) Transcriptase Reversa (Perkin-Elmer, Foster City, U.S.A.), 2,5 uM Oligo d (T)ss
(Perkin-Elmer, Foster City, U.S.A.) e 1 pg RNA em solugcédo tampéo para Transcriptase
Reversa (10mM Tris-HCI pH 8,3, 50mM KCI, 0,1% (v/v) Trinton X-100). Esta mistura foi
incubada durante 10 minutos a temperatura ambiente, seguida de incubac¢do por 15
minutos a 42°C, 5 minutos a 99°C e 5 minutos a 5°C. Retiraram-se aliquotas de 5L,
para amplificar a por¢do de DNA correspondente ao fragmento que codifica para a
capside viral do ArMV. Nos ensaios de PCR foi utilizado um termociclador Perkin-Elmer
(Perkin-Elmer, Foster City, U.S.A.). Nesta reac¢cdo de PCR foram usadas as condicdes e
“primers” ja descritos anteriormente (Capitulo 3). Os amplicdes foram separados por
electroforese, utilizando um gel de 1% de agarose, marcado com brometo de etidio em
solucdo tampdo TAE. A visualizacdo das bandas correspondentes aos amplicdes foi feita

num transiluminador sob luz ultravioleta.

5.2.8. Analise da manutenc&o do gene nas plantas em campo

O DNA de uma planta transgénica colocada em vaso durante 3 anos, sem
pressdo selectiva dos genes de resisténcia a antibioticos, e plantas ndo transformadas
colocadas no campo (controlo negativos), foram analisados por Southern blotting néo-
radiactivo (DIG Nonradioactive System, DIG-High Prime DNA Labeling and Detection
Starter Kit ll, Roche, Alemanha).

Foram utilizadas 10 a 12ug de DNA da planta transformada e das plantas
controlo. Este DNA foi digerido usando 10 unidades de enzima por ug de DNA com a
enzima de restricdo Sma | (Promega, Adison, U.S.A.), para se obter um fragmento
interno que contém a cpArMV, ou Eco RI (Promega, Adison, U.S.A.) para gerar a
extremidade do T-DNA. As condi¢Bes das reaccdes de digestdo encontram-se descritas
na seccao 5.2.4.1.

Os fragmentos de DNA foram separados por electroforese em gel de agarose
(1,2%) em solucdo tampdo TAE. Apds o tratamento de depuragdo, desnaturacdo e

neutralizacdo (j& descrito na seccéo 5.2.4.2.), o gel foi utilizado para a transferéncia do
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DNA por capilaridade para uma membrana de nylon (Hybond-N+, Amersham,
Buckinghamshire, Inglaterra), de acordo com Sambrook e outros (1989).

A sonda, um fragmento de 1,2kb do cpArMV, foi marcada com digoxigenina
usando o “DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II” (Roche, Alemanha)
de acordo com o descrito no protocolo incluso.

A membrana foi pré-hibridada a 42°C, durante 30 minutos, com 18uL de 0,2M
EDTA, 20uL Dig High Prime (Roche, Alemanha), 150uL H,O, em recipiente fechado com
agitacdo, seguida de hibridagdo, a 42°C, durante a noite. O processo de hibridagéo
iniciou-se com a substituicdo da solugcédo de pré-hibridacédo pela solucdo de hibridacao:
sonda marcada Dig-Labeled DNA (20 ng/uL) adicionada a Dig Easy Hyb. As lavagens da
membrana foram feitas de acordo com o descrito no manual de utilizacdo do Kit, sendo
as primeiras a temperatura ambiente e a Ultima a 68°C.

A deteccéo de sinal foi feita de acordo com o método “pronto a usar - ready-to-
use” CSPD (Roche, Alemanha). A membrana foi colocada a incubar em tampao de
lavagem (0,1 M &cido maleico, 0,15 M NaCl, pH 7,5; 0,3% Tween 20), durante 30
minutos com agitacdo, em solucdo bloqueante (10x “Bloquing reagent” (Roch, e
Alemanha), solucdo tampdo acido maleico (1:10). Seguiu-se uma incubacdo de 30
minutos, em solugcdo anti-corpo (anti-digoxigenina-AP (Roche, Alemanha) 1:1000 em
solucdo bloqueante). A membrana foi lavada 2x15 minutos e equilibrada com solucéo
tampéo de deteccdo (0,1M Tris-HCI, 0,1M NaCl, pH 9,5). A deteccado foi feita com a
aplicacdo de 1mL de CSPD ready-to-use (Roche, Alemanha). O saco onde se
encontrava a membrana foi selado e ficou a incubar a 37°C por 10 minutos. A membrana
foi exposta a um filme Lumi-Imager durante 15 minutos a 15 - 25 °C, sendo a revelagéo

feita por um processo idéntico ao ja descrito para 0 método radioactivo.
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Extraccéo de DNA das plantas

O processo de extracgdo do acido nucleico das células do lupulo foi adaptado do
protocolo mini-CTAB (Anexo Il), de modo a conseguir obter-se material suficiente para as
andlises posteriores, partindo de quantidades reduzidas de material fresco. Embora o
processo de extraccdo permitisse a obtencdo de DNA puro, a quantidade de peso fresco
(~200 mg) correspondia a uma planta com, pelo menos, 2 meses de subcultura
(aproximadamente 10 cm de altura). A necessidade deste tempo de subcultura, esta
directamente relacionada com o facto do ldpulo ser uma planta com um peso fresco
reduzido, em particular quando em cultura in vitro. Assim, foi necessario este periodo
minimo de 2 meses de subcultura para se obter os 200 mg necessarios a extraccao dos
acidos nucleicos.

O material vegetal utilizado apresentava um desenvolvimento dentro dos padrdes
normais do crescimento das plantas controlo (ndo transformadas). Os meristemas, além
de alongarem e crescerem, formando folhas e novos meristemas, também
desenvolveram a capacidade de criar um sistema radicular, em tudo semelhante as
plantas controlo. O DNA foi obtido em boas condicdes, de integridade e pureza. O
rendimento da extrac¢cdo, embora tenha sido optimizado com os acertos feitos no
protocolo, continua a obrigar a utilizacdo de material com periodos de cultura

relativamente longos.

5.3.1.2. Analise do DNA por PCR

As plantas putativamente transformadas foram analisadas ao fim de 3 meses, o
gue implica que ja se encontravam em meio de selec¢do, ha 2 - 3 subculturas. Foram
analisadas unicamente as plantas que apresentavam um crescimento normal
(semelhante as plantas controlo). Todas as outras (5% do total de plantas regeneradas
apos transformacdo) que se desenvolveram na forma de meristemas apds a
transformacdo, mas que apresentavam dificuldades de crescimento (perda de clorofila,
auséncia de sistema radicular) foram eliminadas sem serem submetidas a analise.

Das 200 plantas putativamente transformadas utilizando Agrobacterium e
analisadas por PCR (Fig. 5.1: rg4’, rg4, r, ra, rg3 rg2’ e r0), verificou-se que, nem todas
apresentaram a banda correspondente ao gene cpArMV. Idéntico resultado foi obtido
para as plantas resultantes da transformacdo com bombardeamento de particulas (Fig.
5.1.: pbl, abc2). Assim, do total de plantas putativamente transformadas e analisadas,

20% apresentaram uma banda de 1284 pb correspondente a presenca do gene cpArMV.
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Enquanto que a frequéncia de integracdo do gene npt Il foi de 30% (Fig. 5.1.). Verificou-
se a presenca de varias plantas com marcacao para o gene do npt Il (Gel 1, Fig. 5.1:
rg4’, rg4, r, ra, rg3, pb1, abc2, rg2’,r0), no entanto, algumas das plantas positivas quanto
a presenca do npt I, ndo apresentaram 0 gene correspondente a construcdo cpArMV
(No gel 2 da Fig. 5.1: rg4’,abc2).

Figura 5.1: Deteccdo dos genes npt Il (1) e cpArMV (2). Plantas transformadas por
Agrobacterium: rg4’, rg4, r, ra, rg3, rg2’, r0. Plantas transformadas por bombardeamento de
particulas: pb1, abc2.

Tal como observado na integragéo conjunta dos genes uid A e npt Il, a frequéncia de
plantas analisadas positivamente para a presenca dos genes cpArMV e npt Il, diminuiu
ao longo do tempo. Ndo s6, nem todas as plantas apresentaram os dois genes da
construcdo npt Il e cpArMV, como algumas (cerca de 0,9%, ao fim de 4-5 meses)
apresentaram s6 o0 gene cpArMV, ou nenhum dos dois. Esta diminuigdo traduziu-se na
perda de resisténcia ao antibidtico de selecg¢édo (canamicina) em mais de 80% dos casos

nos 2 anos seguintes.

150



Capitulo 5 — Andlise molecular das plantas_transgénicas
5.3. Resultados

A 2 1 abyg pba1 c d e — +

Figura 5.2.: Produtos de PCR do gene da cépside viral do ArMV. As plantas abe, pba; € 2 foram
plantas transformadas por bombardeamento de particulas. As plantas ¢, d, e, sofreram
transformagé@o mediada por Agrobacterium. A planta 1 € uma planta controlo ndo transformada.
Controlo positivo (+) fragmento do gene do plasmideo isolado por PCR. Controlo negativo (=)
mistura de reaccdo sem DNA. A (marcador molecular XIV).

Dos explantes sujeitos ao processo de transformacdo, somente 2 plantas
mostraram manter o gene introduzido de um modo estavel. Esta estabilidade traduziu-se
na manutenc¢do do gene durante, pelo menos, 2 anos apés a transformacéo. Numa fase
precoce o gene foi detectado, por PCR, em 10 plantas durante 6 a 8 meses (Fig. 5.2.).

Findo este periodo o gene deixou de ser detectavel por PCR.

5.3.1.3. Extracc&o de RNA das plantas

O RNA das plantas foi obtido em boas condi¢ges de pureza e integridade, sendo
a quantidade, a Unica limitacéo (10ug / 0,4g peso fresco), o que obrigou a utilizagao de
uma quantidade de material fresco relativamente elevada. Verificou-se que o maior
rendimento foi obtido no protocolo apresentado (adaptado a quantidades de material
inferiores), para as plantas teste (10pg / 0,2g peso fresco). A diferenca de rendimento
dos dois métodos foi evidente, como atesta a Fig. 5.3.. A utilizacdo de um protocolo
diferente para as plantas controlo, prendeu-se com o facto de haver uma maior
disponibilidade deste material, permitindo obter RNA para varios testes, de uma soO
extraccdo. Assim sendo, 0 RNA obtido nas extracgfes iniciais das plantas controlo foi

suficiente para n&o ser necessario testar outros protocolos.
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Figura 5.3.: RNA total de plantas de Humulus
lupulus L. em gel de agarose 1%. A) RNA
extraido de uma planta transformada. B) RNA
extraido de uma planta controlo. (A) Marcador
molecular XIV.

5.3.2. Analise das plantas transformadas por Southern blotting

As plantas analisadas por Southern blotting mostraram a integracdo do gene
cpArMV no genoma das plantas. Em alguns casos, porém, a banda correspondente a
integracdo era pouco intensa e noutros, mais extremos, essa marcacdo estava mesmo
ausente, (ex: planta b, presente no gel dos produtos de PCR da Fig. 5.2.) ndo sendo por
isso seleccionadas para andlises ulteriores. Uma vez que a construcdo com 0 gene
cpArMV so6 tem um local de reconhecimento para a enzima Eco RI (Capitulo 3, Fig. 3.1.),
a restricdo das amostras de DNA com esta enzima deveriam gerar fragmentos com parte
da insercéo e parte do DNA da planta. O nimero e tamanho dos fragmentos depende do
namero de locais de integracdo, da distancia entre o local de corte da enzima na
construcdo e do local de corte seguinte da enzima no DNA da planta. Nas analises

efectuadas, foi possivel verificar que as plantas evidenciavam a integracdo de uma so6

cbpia do gene, no que diz respeito a digestdo com Eco RI (Fig. 5.4.).
1 2 3 4 5 6

Figura 5.4.: Southern blotting de lupulo
transformado com pROKArMV. Linhas 1,
2: DNA gendmico (6-8ug) digerido com
enzima Eco RIl, de duas plantas
transgénicas (linha 1: transformacgé&o por
Agrobacterium, linha 2: transformacéo
por bombardeamento de particulas. linha
3: 0,8ng de plasmideo digerido com
enzima Eco RI. Linha 4: planta nao
transformada. Linha 5: 0,8ng de
plasmideo cortado com enzima Sma |I.
Linha 6: planta da linha 1 cortada com
enzima Sma |. Setas mostram as bandas
correspondentes ao gene cpArMV e ao
restante plasmideo.
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Na digestdo com enzima Sma |, verificou-se a existéncia de duas bandas, o que
implicara a existéncia de um local de insercdo. Esta integracao ocorreu, tanto em plantas
transformadas por bombardeamento de particulas, como nas que sofreram
transformacao mediada por Agrobacterium. Sdo, no entanto, em maior nUmero as que
apresentaram a banda correspondente ao gene, quando transformadas por
Agrobacterium (4% para o Agrobacterium e 1% para o bombardeamento de particulas).

5.3.3. Andlise das plantas transformadas por Northern blotting

Das plantas analisadas com transformacdo mediada por Agrobacterium, somente
uma apresentou marcacdo na deteccdo por auto-radiografia da sonda, cpArMV do
plasmideo isolado (detec¢ao por Northern blotting). Observou-se uma mancha na zona
correspondente ao gene da cpArMV (Fig. 5.5. linha 3). Esta mancha corresponde a
presenca do transgene, 0 que nos permite considerar que as plantas analisadas

apresentavam capacidade de expressar o gene.

Figura 5.5.: Northern blotting de uma planta
resultante de transformacdo mediada por
Agrobacterium. Linha 1: RNA de uma planta de
Nicotiana tabacum transformada com a
construcdo contendo o gene da cpArMV. Linha
2: RNA de uma planta ndo transformada. Linha
3: RNA da planta transformada por
Agrobacterium (rg.).

Todas as outras plantas analisadas quer as transformadas por bombardeamento
de particulas, quer as que sofreram transformacdo mediada por Agrobacterium, néo

apresentaram marcacao nos Northern blottings a que foram sujeitas.

5.3.4. Analise por DAS-ELISA

Considerando a férmula de determinacéo dos positivos (ver Capitulo 3, seccéo
3.2.1.) dos testes DAS-ELISA, nas plantas com valores de absorvéncia superiores a
0,278, considera-se que ha expressado a proteina da capside. Das plantas putativamente
transformadas e analisadas por DAS-ELISA, verificou-se que entre 2% - 5%,
apresentaram valores passiveis de serem considerados positivos (i.e. com expressao da
proteina da capside) (Tabela 5.1). Nas analises efectuadas consideramos positivos 0s
valores superiores a 0,4, como forma de aumentar a margem de segurancga.

Os valores de absorvéncia mais elevados foram obtidos para as plantas em que a

transformacdo foi mediada por Agrobacterium (Tabela 5.1.). No caso das plantas
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transformadas por bombardeamento de particulas, embora o numero de plantas
analisadas tenha sido menor (uma vez que menos plantas apresentaram Southern
blotting com marcacado correspondente a presenca do gene), verificou-se que, além de
se obterem menos plantas com resultados de DAS-ELISA positivos, os valores de

absorvéncia atingidos por estas, também foram menores.

Tabela 5.1.: Valores de ELISA obtidos para as plantas transformadas utilizando Agrobacterium
(todos os r), e bombardeamento de particulas (todas as ab), (+) plantas consideradas positivas, (-)
plantas consideradas negativas.

Técnica de transformacdo genética

Bombardeamento

Mediada por Agrobacterium de particulas

rg 4 ro rg 3 ré rg2 rgl rgb ri pba 1 ab 49
Absorvéncia 0.323 0.305 0.451 0.470 0.502 1.039 0.714 0.153 0.128 0.453
Classificacdo - - + + + + + - - +

Os valores de absorvéncia obtidos para as plantas transformadas com
Agrobacterium sdo superiores aos obtidos por bombardeamento de particulas,
respectivamente 5% e 2%. Estes valores estdo proximos, para os dois métodos de

transformacéo, dos obtidos na marcacgéo por Southern blotting.

5.3.3. Analise por RT-PCR

A expressao do gene cpArMV foi analisada por RT-PCR. Das plantas analisadas
5% mostraram a banda correspondente a presenca e transcricdo do gene. Na Fig. 5.6.
podem visualizar-se os produtos da RT-PCR de plantas transformadas (4, 5, 6, 7 e 8),
embora, para a planta 8, o nivel de transcritos fosse baixo. Nem todas as plantas que,
previamente, tinham apresentado amplificacdo por PCR simples, apresentaram a banda
correspondente aos transcritos na analise por RT-PCR. Estando no entanto os
resultados relacionados com os obtidos no Southern blotting, uma vez que, as plantas
gue apresentaram marcagao neste teste, apresentaram amplificagdo também por RT-
PCR.
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1284 pb

Figura 5.6. — Expressédo do cpArMV por RT-PCR. As plantas das linhas 4, 5, 6 e 7 resultaram de
transformacdo mediada por Agrobacterium. As plantas da linha 3 e 8 resultaram de
bombardeamento de particulas. (+) Corresponde ao controlo positivo. (-) Corresponde ao controlo
negativo. (A) Corresponde ao marcador molecular, DNA do fago lambda cortado com enzima Hind
M.

Os resultados positivos de RT-PCR, tanto para as plantas transformadas por

bombardeamento de particulas, como por Agrobacterium, confirmam os resultados

obtidos nas técnicas de DAS-ELISA, em que o numero de plantas na transformacao
mediada por Agrobacterium com amplificacdo ou marcacéo foi superior (Fig. 5.7.).
Gel A Gel B
A 1 2 + - 5 6 A + ~abgg

1284 pb
1284 pb =

Figura 5.7. — Produtos de RT-PCR. Linhas 1, 2 e 7 correspondem a plantas transformadas por
bombardeamento de particulas. Linhas 5 e 6 correspondem a plantas transformadas por
Agrobacterium (+) Corresponde ao positivo. (-) Corresponde ao negativo. (A) Corresponde ao
marcador molecular lambda cortado com enzima Hind Ill.

5.3.5. Analise da manutencédo do gene nas plantas transferidas para o campo

Duas das plantas transformadas, uma por bombardeamento de particulas e outra

por Agrobacterium foram transplantadas para substrato, aclimataram e sobreviveram por
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3 anos em terra. Destas, apenas a que tinha sido transformada por Agrobacterium
evidenciou a permanéncia do gene cpArMV por Southern blotting (Fig. 5.8.).

A B C

23,1

9,4

6.5 Figura 5.8. — Southern blotting do clone

! de H. lupulus transformado com
44 pROKArMV e colocado em terra ha mais
de 2 anos. Foi usada como sonda um
fragmento de 1,2 Kbp do gene da
capside viral do ArMV. A) Clone
transformado digerido com enzima Sma |
e Eco RI. B) Plasmideo digerido com
enzima Sma |. C) Plasmideo digerido
com enzima Eco RI.

2.3

Na Fig. 5.8. é visivel a marcacgéo correspondente ao corte do DNA pelas enzimas
de restricdo Sma | e Eco RI, e mais intensamente uma mancha correspondente a um
fragmento de peso molecular bastante superior ao esperado. Assim, estamos ha
presenca de pelo menos dois locais de insercdo do gene cpArMV na planta, uma vez
gue surge mais uma mancha de maior peso molecular (23,1kbp), que o esperado das
digestbes com as enzimas de restrigdo utilizadas (com enzima Sma | surge fragmento de
3,4kbp, com EcoR | um fragmento cujo tamanho dependeria da distancia entre o sitio
onde o transgene se integrou no genoma e o 1° local de flanqueamento no DNA da

planta.
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5.4. DISCUSSAO

5.4.1. Analise do DNA por PCR

O rendimento dos processos de extrac¢do dos acidos nucleicos foi baixo, por motivos
associados a morfologia da planta e as condi¢des de cultura. Assim, por ser uma planta
trepadeira de caules fibrosos e longos, e com folhas s6 nos entrends, o lGpulo tem pouco
peso fresco. Além disso o grau de hidratacdo do material em cultura € muito elevado,
donde em termos de quantidade de acidos nucleicos disponiveis nas plantas de lupulo,
in vitro, o rendimento é necessariamente baixo.

O gene cpArMV foi integrado nas plantas que sofreram transformacdo mediada por
Agrobacterium, e nas que foram transformadas por bombardeamento de particulas. A
percentagem de plantas que mantiveram o gene integrado ao fim de 6 meses, contudo,
foi bastante baixo, ndo ultrapassando os 2 a 5%. Este resultado mostra que, ainda que
num numero reduzido de plantas, foi possivel a incorporagédo estavel do transgene.
Outros trabalhos utilizando a transformacédo mediada pela estirpe de bactérias LBA 4404

de Agrobacterium, e a construcdo 35SGUSINT, revelaram-se pouco conclusivos quanto
a integracao estavel de genes no lipulo (Horlemann et al., 2003; Oriniakova et al., 1999).

A planta utilizada nestes registos foi uma variedade checa, em que as marcacoes
histoquimicas do GUS, embora visiveis, também diminuiram com o tempo. Nesse caso,
nao foi mesmo possivel obter qualquer marcacgéo por Southern blotting (Oriniakova et al.,
1999). E pois possivel que, no caso do lGpulo, possa existir um processo de
silenciamento dos transgenes e/ou as constru¢fes usadas ndo sejam as mais eficientes,
ou ainda que o processo de regeneracdo associado, apesar dos resultados obtidos, nédo
seja o mais apropriado, pois as células com maior capacidade morfogénica ndo sao,
necessariamente, as mais acessiveis, ou as mais sensiveis a infeccdo por
Agrobacterium. O processo de bombardeamento, apesar de ter uma maior capacidade
de penetracdo nos tecidos, ndo se revelou mais eficiente na frequéncia de obtencdo de
transformacdes estaveis. Assim considerarmos que, embora as células alvo possam ser
atingidas, ndo sera esse 0 maior factor limitante. Apesar de ja existirem vastos
conhecimentos quanto aos factores bacterianos envolvidos na transferéncia genética
inter-reinos (Monera versus Plantae) (Ditt, 2001), o conhecimento do que se passa no
hospedeiro ainda estd pouco claro. Trabalhos recentes (Radclyffe et al., 2003) indicam
gue nas células eucaridticas a intensificacdo da sensibilidade a transformagdo mediada
por Agrobacterium, esta intimamente relacionada com a sintese de purinas nas células

hospedeiras. Deste modo, a utilizagdo de inibidores da sintese de purinas, pode
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aumentar substancialmente a eficiéncia de transformacdo, sem que isso esteja
dependente de anteriores manipulacdes genéticas. Este podera ser um caminho a seguir
em posteriores trabalhos de transformacao utilizando o lupulo.

5.4.2. Analise molecular das plantas

5.4.2.1. Andlise das plantas transformadas por Southern blotting

Os resultados obtidos nestas analises demonstram que apesar de positivos, as
plantas com marcacéo correspondente a presenca do gene continuam a corresponder a
uma baixa percentagem do total de transformadas, o que deixa em aberto a possivel
melhoria em todo o processo (ex: tipo e condi¢cdes de cultura), com vista ao aumento da
frequéncia de plantas com transformacao estavel.

As hibridacdes por Southern blotting déo a informacéo de que, existe mais do que
um local de insercdo nas plantas transgénicas, na digestdo pela enzima Sma |. A razdo
para este resultado pode ser diversa, desde multiplas insercdes, integracdes aberrantes
capazes de gerarem novos locais durante o processo de integracdo do plasmideo, ou
ainda, a deleccéo de partes do T-DNA. Alguns autores consideram que a instabilidade
genética é induzida em loci particulares do genoma, que se tornam locais preferenciais
de integracdo do T-DNA, por recombinacéo ilegitima (Risseeuw et al., 1997). A inducéo
dessa instabilidade tera origem no stresse existente nas células de explantes e calli em
cultura, habitualmente utilizados como alvos de transformacédo. Assim sendo, sera
importante, por um lado, ter em atencdo as construc¢des utilizadas de modo a minimizar
as metilacbes e outros processos de silenciamento, e por outro, considerar novas e
diferentes técnicas de transformacdo, como seja a infiltracdo, de forma a poder ser
ultrapassado o stresse causado pela prépria cultura in vitro. Esta seria pois uma
possibilidade a levar em conta para aumentar o nimero de plantas com integracédo

estavel dos genes de interesse.

5.4.3. Analise por Northern blotting das plantas transformadas

Com os resultados obtido com a técnica de Northern blotting, podemos concluir
gue, somente uma parte muito pequena das plantas transformadas apresenta a
transcricdo do gene introduzido. No entanto, os resultados obtidos para as anélises de
RT-PCR indicam uma maior frequéncia de plantas, ndo s6 com o gene introduzido, como
com a sua transcricdo o que, numa primeira analise, parece um contra-senso. Embora
ndo tivesse sido testada a resisténcia das plantas a inoculagdo com o virus, no sentido

de determinar o grau de resisténcia e capacidade de recuperacdo das plantas
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transformadas, estes resultados podem ser comparaveis a outros trabalhos (Lentini et
al., 2003), em que o gene, ndo sendo detectavel por Northern blotting, o foi por RT-PCR,
apresentando as plantas resisténcia a infec¢do. Nestes estudos, revelou-se que as linhas
de plantas com resisténcia, expressam o gene da proteina da capside viral, mas abaixo
do limite de deteccdo dos Northern blotting. O facto de existir esta discrepancia de
resultados entre as técnicas de RT-PCR e de Northern blotting, poderia ser analisada em
paralelo com ensaios de resisténcia a infeccao viral. Se a resisténcia fosse efectiva estes
resultados significariam eventualmente uma resisténcia mediada por RNA, e néo
exclusivamente pela presenca da capside viral.

Os processos de silenciamento sao ja objecto de estudo em diferentes tipos de
plantas e métodos de transformagdo (Guo & Ding, 2002), podendo ser processos
complexos e multiplos, que determinam o tipo e a intensidade de resisténcia das plantas

transformadas.

5.4.5. Analise por DAS-ELISA

Os resultados obtidos, embora para um pequeno numero de plantas, sao
bastante promissores quanto a possibilidade de obtencdo de plantas com a expresséo
da proteina da capside viral, 0 que podera implicar uma efectiva resisténcia as infec¢des
virais provocadas pelo Nepovirus em causa, e eventualmente, uma protec¢édo cruzada,
com resisténcia a varios outros virus aparentados com o ArMV.

O facto de haver uma expressédo da proteina somente em algumas das plantas
transformadas, ndo implica necessariamente que nao exista uma possivel resisténcia a
infeccado viral, uma vez que a resisténcia pode ser determinada ao nivel da transcricdo e
presenca do RNA da cépside (Guo et al., 1998).

A expressao da capside viral em plantas transformadas por bombardeamento de
particulas € inferior & expressdo obtida para as plantas transformadas com
Agrobacterium, o que pode estar associado aos locais de inser¢céo e aos processos de
silenciamento (Mlynarova et al.,, 1996). No caso das transformacbes por
bombardeamento de particulas a integracdo sera menos direccionada, o que podera dar
origem a maior numero de escapes, que ndo apresentariam qualquer expressao, quer do

RNA, quer da proteina.
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5.4.Discusséo

5.4.4. Andlise da manutencdo do gene nas plantas transferidas para o

campo

Com este ensaio foi possivel verificar que, apesar de as plantas se encontrarem
h& mais de 2 anos em terra, 0 que significa que nao estao sujeitas as pressdes de meios
de seleccdo, a expresséo do transgene manteve-se.

A utilizacdo de genes reporter e de seleccdo € uma pratica comum e
universalmente utilizada, existindo no entanto relatos de alteragbes na expressao normal
das proteinas das plantas por interferéncia desses genes (Page & Angell, 2002). Em
alguns trabalhos, na tentativa de contornar os problemas associados a presenca de
genes de seleccdo (problemas estruturais e mesmo de possivel saude publica) varios
outros genes foram testados (Kunze et al., 2001; Zhengquan et al., 2004) ou mesmo a
sua total auséncia (Permingeat et al., 2003). E, no entanto, quase obrigatério para que
seja viavel a seleccdo de um lote elevado de plantas transformadas, a utilizacdo destes
genes. Estas plantas, sem pressdo selectiva, permitem-nos considerar que o gene se
mantém de facto estavel, permitindo um bom ponto de partida para estudos futuros de
resisténcia a inoculagbes virais. A obtencdo, ainda que de uma Unica planta
transformada, permite que, utilizando métodos de micropropagacdo, se consiga um
grande namero de plantas com uma transformacao estavel e com boas possibilidades de
serem resistentes ao ArMV.

A planta analisada que resultou de bombardeamento de particulas, e néo
apresentou marcacdo no Southern blotting, podera ter como explicacdo o facto de,
fazendo esta técnica recurso a meios nao-radioactivos, possa ser menos sensivel.
Acresce ainda que a sua expressao podera ser mesmo menos intensa, ndo sendo
obrigatoriamente (como j& foi referido anteriormente) ndo resistente. Existe ainda a
possibilidade de a planta ter, de facto, perdido o gene durante o processo de
desenvolvimento durante os dois anos de auséncia de pressdo selectiva. Mais testes
serdo necessarios para se poder concluir quanto a permanéncia e eficiéncia de

expressdo do transgene nestas plantas.
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Conclusbes

A Biotecnologia vegetal, na sua vertente de transformacao genética, pode abrir
novos horizontes e possibilidades, no controlo de doencas e pragas, em cultivares
extremamente susceptiveis, como é o caso do lupulo. Assim, e sabendo que nos ultimos
15 anos foram transformadas mais de 100 espécies de plantas contra doencas e pragas,
nomeadamente, milho, trigo, soja, tomate, batata, algoddo e arroz (Babu et al., 2003), o
melhoramento das cultivares de lupulo através da transformacdo genética sera sem
davida uma opcao de futuro. O facto de, com o auxilio destas técnicas, o melhoramento
das plantas de interesse agronémico ou agro-florestal ser mais rapido e direccionado, cria
possibilidades complementares ao melhoramento tradicional. Numa agricultura cada vez
mais pressionada por necessidades urgentes de um mundo em expansdo e pela
limitacdo dos seus prOprios recursos, esta mais valia técnica pode tornar-se
determinante.

No caso de algumas plantas, nomeadamente espécies lenhosas, esta
possibilidade torna-se muito importante devido a todas as limitagcbes de tempo que, o
melhoramento tradicional implica. No lupulo, embora ndo sendo uma planta lenhosa e
nao tendo uma fase juvenil prolongada, tem a particularidade de ser uma planta didica,
em que, o interesse agronémico e comercial esta restrito a planta feminina, o que torna
limitado o niumero de genes a manipular e as caracteristicas dos cruzamentos. As linhas
de accdo mais comuns na biotecnologia vegetal estdo relacionadas com a produtividade
e a obtencdo de variedades que sejam, em simultaneo, produtivas e mais resistentes a
pragas e doencas. Neste sentido, direccionou-se este estudo no sentido de obter plantas
transformadas resistentes ao Virus do Mosaico de Arabis. Visto que para cada espécie, e
até para cada variedade dentro de uma mesma espécie, as condicdes de regeneracao e
de transformacdo podem variar, como se de uma outra espécie se tratasse, foi
fundamental, desenvolver e optimizar um protocolo de regeneracdo e transformagéo do
lGpulo, de modo a constituir uma mais valia para todo o processo.

Atendendo a que o lupulo é uma cultivar de grande valor comercial, fundamental a
nivel mundial na inddstria cervejeira, a manipulacéo genética pode trazer beneficios por
ser direccionada e rapida. A propagacao in vitro € um meétodo extremamente expedito e
funcional para multiplicar novas variedades comerciais, com origem em material
genéticamente manipulado. A manipulacdo genética do lGpulo podera ter diferentes
propositos, desde a melhoria das caracteristicas das variedades, ou mesmo a criagao de
novas variedades, até a introducdo de resisténcia a doengas. O lUpulo € uma planta

extremamente susceptivel a uma gama alargada de doencgas, das quais se podem
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destacar as causadas por infecgbes virais. As infeccbes provocadas por estes
organismos comprometem a produtividade e qualidade dos campos de lupulo e,
necessariamente, tem consequéncias na industria cervejeira. Os métodos de controlo e
combate destas contamina¢fes, uma vez as plantas colocadas no campo, ndo séo
eficientes, o que as torna um problema e pode ser determinante para oS pequenos
produtores como Portugal que, ndo dispde de campos alternativos, em caso de
contaminagao.

O sistema de regeneragédo associado a um protocolo de transformacao genética
adequado serviu de base de trabalho para a introducédo de resisténcia a infecgéo viral,
provocada por Virus do Mosaico de Arabis (ArMV), utilizando para isso a estratégia de
introducéo do gene da capside do virus.

O trabalho foi organizado em 3 fases, huma fase inicial foram testados diferentes
meios e optimizado o protocolo de regeneracdo de Ilupulo. Na segunda fase
determinaram-se as condi¢fes fitossanitarias do material de partida e, desenvolveram-se
possiveis métodos alternativos de obtencao de plantas livres de virus. A fase final foi a

gue compreendeu a transformacao de plantas propriamente dita.

Regeneracao de lupulo

Todas as culturas in vitro, utilizadas na transformacéo, foram estabelecidas a
partir de meristemas de plantas de lupulo de campo. O material foi colocado em cultura
em Abril-Maio, altura em que, o crescimento das plantas no campo é mais intenso. No
processo de regeneracao foram testadas duas variedades comerciais (Er e BG) e um
clone esponténeo recolhido no distrito de Braganca. O meio utilizado na micropropagacao
foi o meio Adams modificado, para todas as variedades, com crescimento igualmente
rapido, nas diferentes variedades e clone. Estas plantas de lapulo, foram estudadas no
sentido de determinar qual o melhor meio e melhor explante, para a obtencdo de
organogénese. Foram testados varios meios base e varias combinagdes hormonais,
verificando-se que, para cada variedade, 0 meio com maior taxa de regeneragdo era
diferente. Assim, para a variedade BG o melhor meio foi 0 meio MS suplementado com 3
mg/L Zea e 0,025 mg/L de IAA, enquanto que, para a variedade Er o meio testado, com
taxa de regeneracdo mais elevada, foi o meio SH suplementado com 1,5 mg/L Zea e
0,025 mg/L IAA. Para o clone Br, 0 meio seleccionado para 0s ensaios posteriores de
regeneracgdo, foi 0 meio MS com 15 g/L de sacarose e 1,5 mg/L de Cinetina e 0,02 mg/L
de IAA. Foram testadas alteracdes de pH, adigdo de &cido Acetilsalicilico, adicdo de

sulfato de cobre, stresse térmico e diferentes concentracdes de agucares, com o0
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objectivo de aumentar a taxa de regeneracgéo. Verificou-se que, no caso das alteracdes
ao meio e condi¢bes térmicas, a percentagem de regeneragcdo aumentou sem, no
entanto, este ultrapassar em 10 % os resultados obtidos sem aplicagdo dos stresses.

Estudou-se a capacidade regenerativa de folhas, peciolos e entrenés. As folhas
ndo apresentaram capacidade morfogénica para meristemas, verificando-se que a
morfogénese se expressou sempre na forma de raizes, tendo por isso, sido abandonado
como material de partida para a transformacdo. Os peciolos embora com uma boa
resposta, num balanco final de plantas regeneradas por explante apresentaram valores
inferiores aos obtidos com os entrendés. Com base nestes resultados, foram usados
apenas os entrendés, como explante de partida para 0s ensaios subsequentes de
transformacéao.

O clone Braganca foi o material vegetal usado para os ensaios de transformacéo
genética, uma vez que apresentou maiores taxas de regeneracdao e, por outro lado,

encontrava-se em boas condig¢8es fitossanitérias e fisioldgicas.

Métodos de determinacdo e obtencédo de plantas livres de virus

Os métodos tradicionais de obtencdo de plantas livres de virus passam pela
utilizacao de termoterapia e isolamento de meristemas. Desde a década de 70 do século
XX que estes métodos sdo utilizados, associando o tratamento das plantas a técnicas,
entdo recentes, de micropropagacao in vitro. Este método, embora possa ser eficiente,
implica tratamentos longos e agressivos para as proprias plantas. No sentido de verificar
se a utilizacdo de antivirus quimicos poderiam ser uma abordagem a ter em conta, foi
testado um composto comercial. O composto comercial foi testado em paralelo com a
utilizacao de termoterapia e isolamento de meristemas.

Dos ensaios dedicados a este composto foi necessario determinar qual o seu
modo de utilizagdo, condigbes e concentracdes, testar os seus efeitos nas plantas e nos
meios de cultura. Todos os controlos da efectividade deste composto, assim como da
termoterapia e isolamento de meristemas, foram feitos com andlises de DAS-ELISA,
feitas periodicamente, alargando-se esses testes até aos 6 meses, apds 0 tratamento
aplicado.

Verificou-se que o0 material vegetal, ndo sO6 apresentou boas taxas de
sobrevivéncia, como de facto, os testes DAS-ELISA, mostraram plantas livres de virus.
Embora, a obtencdo de plantas isentas de virus, tenha sido semelhante nos dois
processos testados, a mais valia conseguida pela rapidez e menor manipulagdo, com a

utilizac&o do antivirus quimico, revelou-se extremamente interessante e prometedor.
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Transformacéao genética

As plantas de lupulo do clone Braganca foram transformadas, utilizando dois
métodos: transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens e bombardeamento de
particulas. Os explantes sujeitos a transformacédo foram os entrends. Inicialmente, a
construcao utilizada para a transformacao foi o p35SGUSINT, com os genes uid A e npt
II. Numa primeira abordagem, foi testada histoquimicamente a expressao transiente do
gene uid A. Os ensaios de transformacdo mediada por Agrobacterium, foram
optimizados, em tempo de corte dos explantes antes da co-cultura, presenca de
acetosseringona, tempo de co-cultura, antibiéticos de eliminacdo das bactérias, inicio da
seleccado, concentracao do antibidtico de seleccéo a aplicar. Uma vez optimizadas estas
variantes, verificou-se que, os melhores resultados, foram obtidos com corte dos
explantes entre as 26h e as 48h antes da co-cultura, sem acetosseringona no meio, 48h
de co-cultura, utilizacdo de uma mistura de 250 mg/L de Carbenicilina e de 250 mg/L de
Cefotaxima, para eliminacéo das bactérias, inicio da seleccdo apés 3 dias do inicio da co-
cultura, selecc¢éo inicial com 25 mg/L de Canamicina.

Para o bombardeamento de particulas a optimizacdo teve como resultados a
utilizacao de 1500 a 2000 psi, com uma distancia de 9 cm, sendo o periodo de pré-corte
dos explantes igual a transformacgéo mediada por Agrobacterium. O inicio da seleccédo e a
concentracao de antibiético de seleccdo foram os mesmos utilizados previamente para a
transformacdo mediada por Agrobacterium.

Ao longo do tempo, a presenca do gene uid A, detectada histoquimicamente, e
por PCR, foi sendo perdida. Material analisado previamente, com resultados positivos
para a presenca do gene, mostrava, ao fim de 5 a 6 meses, que 0 gene jA ndo era
detectavel. Em simultaneo, a presenca do gene npt Il, foi detectado numa frequéncia
muito superior. Foram feitas transformacdes com a constru¢do pROKArMV contendo o
gene cpArMV, tendo sido determinado que, ao longo do tempo, este gene também era
igualmente instavel, verificando-se, no entanto, que a manutencdo do gene era mais
efectiva que no caso da construgdo p35SGUSINT.

No material transformado e que evidenciou a presenca estavel do gene (mais de 6
meses), foram feitos testes por Southern blotting, RT-PCR, DAS-ELISA e Northern
blotting. Para algumas plantas, estes testes foram positivos quanto a presenca e
expressao do gene da cpArMV e do npt Il. Foram testadas ainda, plantas com origem em
transformacdo mediada por Agrobacterium e bombardeamento de particulas, 3 anos
apos transferéncia para terra sem pressao selectiva, para o gene da cpArMV, verificando-

se marcacao positiva quanto a presencga e expressao do gene por Southern blotting.
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Dos dois métodos de transformacéo testados observou-se uma maior estabilidade
na manutencdo do gene inserido, quando foi utilizado o Agrobacterium como vector. As
percentagens de transformacao obtidas pelos dois métodos foram igualmente baixas,
considerando os resultados em explantes analisados, com mais de 6 meses de
transformacédo. Assim, para a transformacdo mediada por Agrobacterium a percentagem
foi de 0,91 %, enquanto que, a transformacao por bombardeamento de particulas foi de
0,76 %. Na analise feita as plantas transgénicas desenvolvidas no campo, somente as
obtidas por transformacdo mediada por Agrobacterium, evidenciaram o gene cpArMV

integrado no genoma, pela técnica de Southern blotting.

Concluséao final

Neste trabalho foi possivel determinar métodos e optimizar procedimentos, com
vista a transformacédo de Humulus lupulus L. Embora, a instabilidade do processo tenha
sido um dos maiores problemas deste estudo, foi possivel obter plantas com
transformacao estavel, considerando as analise mais de 6 meses apdés a transformacao.
Foi ainda possivel obter uma planta com a presenca do gene apés 3 anos de
transferéncia para terra, sem pressao selectiva.

Este trabalho abre novas perspectivas para a transformacéo do lipulo em geral,
gque sendo uma planta extremamente sensivel a diferentes e variados agentes
patogénicos, tem extrema importancia para a industria cervejeira, a nivel Mundial.

O facto de ter sido possivel transformar um clone espontaneo, traz um valor
acrescido, em dois aspectos fundamentais: a possibilidade de haver um modelo
especifico para o lipulo, e o conhecimento com base em clones espontaneos, para a
manipulacdo genética de novas variedades, com novas possibilidades em termos de
aromas e resisténcias.

As possiveis limitagdes neste trabalho, poderdo estar relacionadas com o facto
de, o processo de regeneracdo, embora sendo extremamente produtivo, possa envolver
mais do que uma célula, o que torna dificil a obtencdo de plantas com transformacéo
estavel em vez de quimeras ou escapes. Por outro lado, a susceptibilidade da planta ao
Agrobacterium parece ter ficado bem evidente, verificando-se uma boa interac¢éo planta-
bactéria, evidente na expressao transiente do gene uid A (GUS), donde o aumento da
frequéncia de transformacgdo podera estar ainda associada a possiveis melhoramentos

na construcao utilizada.
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Perspectivas futuras

No decorrer deste trabalho abriram-se perspectivas e surgiram novas vertentes de
estudo que ndo houve oportunidade de explorar. Entendemos que seria necessario
proceder a um conjunto de ensaios que se prendem com os resultados por nos obtidos,
nomeadamente no que respeita o uso do antivirus quimico, a integracdo dos genes no
genoma da planta, o teste da resisténcia ao Virus do Mosaico de Arabis e a subsequente
producéo de variedades de interesse econémico através de cruzamentos controlados.

Assim, sera de todo o interesse desenvolver mais ensaios com o antivirus quimico
utilizado, Isoprinosina, tentando perceber a sua actuacao sobre as particulas virais e se 0
seu efeito se estende a outros grupos de virus.

No sentido de ultrapassar o problema da estabilidade de integracdo dos genes,
seria interessante testar outras constru¢cbes com promotores mais eficientes e tentar
visualizar no genoma da planta, onde se inserem o0s genes introduzidos. Essa
visualizacdo (com analise gendmica por técnicas de fluorescéncia, como multicolor FISH)
(Pedersen et al., 1997) permitiria determinar se a frequéncia de insercdo dos genes nos
cromossomas € aleatdria, e se num mesmo cromossoma ha variacdes na frequéncia e
local de insercdo. Deste modo, pensamos que talvez fosse possivel estabelecer uma
relacdo em termos de localizacédo da insercéo e estabilidade do transgene.

Com as plantas j& por n0s obtidas, entendemos que 0 passo a seguir seri a
multiplicacdo e o teste de resisténcia ao Virus do Mosaico de Arabis. Testes com o
agente infeccioso permitirdo determinar se os diferentes clones de transgenes possuem
resisténcia/tolerancia ao virus e qual o grau desta, para cada um deles. Apds 0s ensaios
de infeccdo em laboratério seguir-se-a o desenvolvimento das plantas em estufa, viveiro
e, finalmente no campo. A determinacdo da existéncia efectiva de alteracbes genéticas
passiveis de alterar a fisiologia das plantas é igualmente essencial, dada a preocupacéao
dos decisores politicos em relacéo as plantas geneticamente modificadas. Alteracdes que
podem ser responsaveis pela produgdo de toxinas, ou interferir na quantidade e
gualidade dos compostos secundarios, sdo determinantes para a industria cervejeira e
para os consumidores. Com o0s clones resistentes seleccionados, serd de extremo
interesse, num futuro préximo, testar cruzamentos utilizando estes clones transformados.
Para isso importa aprofundar os dados disponiveis em termos de producgéo e viabilidade
do polén destas plantas.

Como resultado destes cruzamentos poderdo obter-se variedades de grande
interesse econdmico, acrescido do facto de serem resistentes a uma das maiores causas

de perdas na producdo dos campos de ltpulo na Europa e Austrélia.
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Tabela Ill: MEIOS DE CULTURA TESTADOS NOS ENSAIOS DE REGENERACAO

(MEIOS BASE E SUPLEMENTACOES DE FITORREGULADORES)

Tabela Ill{ — Suplementagbes hormonais testadas para o meio SH

(organogénese).

Meio | BA | 24D | IAA | KIN | Zea | Meio | BA | IAA | 2iP | Zea | IBA
SH6 1 0,25 SH17 | 2 0,2
SH7 0,25 15 | SH18 | 1 0,1
SH8 0,25 5 |[SH19 | 2 | 0,2

SH9 0,25 15| SH20| 1 | 0,1

SH10 0,25 3 | SH21 1 0,1
SH11 | 15 0,3 SH22 2 0,01
SH12 03| 15 SH23 2 0,2
SH13 | 2,5 SH24 0,2 2

SH14 | 2,5 1 SH25 0,1 1

SH15 1 0,2 SH26 0,2 5

SH16 0,2 1

Concentragao (mg/L)




Tabela lll; — Meios base MS testados para

fitorreguladores.

diferentes concentracbes de

Meio | NAA | 24D | Kin | BA | IBA | Zea | IAA | Meio | IBA |Zea| 2iP | IAA

M14 15 0,02 | M39 4 0,01
M15 1 0,02| M40 | 0,005 | 4 0,005
M16 | 0,25 1 M41 5 (0,025
M17 0,5 1 M42 8 |0,025
M18 0,25 1 M43 2,5 0,025
M19 0,5 2 M44 | 0,01 | 2,5 0,015
M20 0,01 1 M45 | 0,015| 2,5 0,01
M21 0,1 15 M46 2,51|2510,025
M22 M47 8 0,025
M23 1 M48 | 0,01 | 3 0,015
M24 1 M49 1 0,1

M25 2,5 M50 2,5 0,025
M26 1125 M51 3 0,025
M27 1 0,2 | M52 5 0,025
M28 1 0,2 | M53 4 0,025
M29 15 0,3 | M54 | 001 | 3 0,01
M30 15 0,3 | M55| 001 | 5 0,015
M31 2 |02 M56 | 0,01 | 4 0,015
M32 0,2 | 2 M57 8 | 0,01
M33 1|01 M58 5 | 0,01
M34 01 1 M59 3 0,1

M35 0,01| 2 M60 3 0,5

M36 2 0,2 | M61 1,5 0,02
M37 2 | 0,2 | M62 1 0,02
M38 1 0,1 | M63 1,5 0,02

Concentracédo (mg/L).




Tabela lll3 — Meios de cultura, com meio base MS/2 e MS/4 (meios MS em

gue a concentracdo de micronutrientes foi reduzida respectivamente para

1/2 e 1/4), testados com diferentes concentracdes de fitorreguladores.

Meio IAA IBA Zea | 2iP Meio IAA IBA Zea 2iP
M/2 0,01 5 M/4 0,1 3
M/2.1 | 0,015 | 0,01 5 M/4.1 | 0,015 | 0,01 5

M/2.2 0,01 5 M/4.2 0,1 3

M/2.3 | 0,015 | 0,01 3 M/4.3 | 0,01 5
M/2.4 0,01 | 0,015 | 2,5 M/4.4 | 0,01 | 0,015 2.5

M/2.5 | 0,025 3 M/4.5 0,01 5

M/2.6 0,1 3 M/4.6 0,01 | 0,015 2,5
M/2.7 | 0,025 3 M/4.7 | 0,015 | 0,01 5
M/2.8 0,1 3

Concentracao (mg/L).




Tabela lll4 — Suplementagdes de fitorreguladores testadas para o meio base
Adams.

Melo IBA IAA Zea | BA Meio IBA Zea BA 2iP
Ad15 0,5 15 Ad22 0,2 1 0,2

Ad16 0,025 2,5 Ad23 0,4 2

Ad17 0,025 2,5 Ad24 2

Ad18 0,2 1 Ad25 2,5

Ad19 0,5 15 Ad26 5
Ad20 0,2 1 2 Ad27 5

Ad21 0,2 1 Ad28 0,4 2

Concentragao (mg/l).
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Protocolo Mini-CTAB:

Método de extraccao de DNA para PCR, MINI-CTAB, baseado em Yang, H.Y. e
King 1993 do Institut fur Gartenbauliche Pflansenzuchtung, Ahrensburg, Alemanha;
modificado de Doyle e Doyle, 1987):

Solugéo Tampéo CTAB:
2 % (w/v) CTAB
1,4 M NacCl
20 mM EDTA
100 mM Tris HCI (pH=8)

1 % (v/v) B-mercaptoetanol

Solucdo Tampéo de lavagem:
70 % Etanol

10 mM Acetato de Amonio

Solucdo Tampao TE:

10 mM Tris HCI (pH=8)

1 mM EDTA
Procedimento:
- Recolher o material vegetal (folhas e meristemas apicais) num tubo de “eppendorf” de
1,5 mL, adicionar azoto liquido e macerar com varetas de vidro buriladas e estéreis
(esterilizacdo com passagem por etanol a 96 %, seguida de HCL 1N, apds o que sdo
colocadas na estufa a 120°C por 2h)
- Adicionar 500 pL de solucdo tampéo CTAB (2 %) pré-aquecido a 65°C. O material €
moido um pouco mais e fica a incubar 10 minutos a 65°C para romper as membranas.
- Adicionar 500 pL diclorometano:alcool isoamilico (24:1), e agitar continuamente
durante 10 minutos para separar as proteinas. Centrifugar 2 minutos a temperatura
ambiente, numa centrifuga de bancada a velocidade maxima.
- Transferir a fase superior para novo tubo e adicionar 300 pL de isopropanol a -20°C
para precipitar o acido ndcleico. Centrifugar 2 minutos a temperatura ambiente.

Descartar o sobrenadante.
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- Adicionar 500 pL de solucdo tampdo de lavagens, agitar suavemente durante 2
minutos. Centrifugar 2 a 3 minutos. Descartar o sobrenadante.

- Ressuspender o precipitado em 25 pL de solug¢édo tampéo TE, pH=8.

Protocolo alterado utilizado nas amostras para Southern blotting, PCR (amostras
maiores) ou RT-PCR:

- Retirar o material vegetal na bancada de fluxo laminar, parte da planta deve ser
transferida para meio fresco. O material a ser utilizado na extrac¢ao, deve ter um peso
fresco minimo de 200 miligramas. Congelar os 200 miligramas em azoto liquido, o
material congelado € colocado em almofarizes previamente esterilizados e arrefecidos.

- Com o pilao e depois de colocar areia de quartzo estéril, o0 material € macerado no
interior do almofariz com azoto liquido.

- Juntar 200 mL de solug¢édo tampao CTAB pré-aquecido (65°C), e macerar mais um
pouco.

- Adicionar mais 300 mL de solucao tampéao e deixar no banho-maria a 65°C durante 12 -
15 minutos. Mexer cada 4 minutos.

- Adicionar 500 mL de Fenol: Cloroférmio: Alcool Isoamilico agitar durante 10 minutos
vigorosamente.

- Centrifugar 10 minutos (10000 g, a -4°C)

- Transferir fase aquosa para novo tubo com uma micropipeta de 200 mL. Adicionar
RNase (10 mg/mL em 10 mM de solucdo tampéao Tris HCI, 15 mM NacCl, pH 7,5; fervida
por 15 minutos, depois arrefecida a temperatura ambiente e conservada a -20°C) tratada
a uma concentracao final de 100 pg/mL, mexer e incubar a 37°C durante 15 minutos.

- Adicionar 0,6 volume de Isopropanol frio (-20°C). Mexer total mas ligeiramente, por
inversao do tubo varias vezes. Recolher o precipitado centrifugando a 5000 g, durante 10
minutos a 4°C.

- Adicionar 500 mL de solucdo tampé&o de lavagem, agitar ligeiramente o precipitado por
minutos e centrifugar (10 minutos, 10000 g, a 4°C).

- Inverter os tubos e secar em papel absorvente aproximadamente 1h.

- Adicionar quantidade adequada de solucdo tampéo TE e dissolver a 4°C sem agitagcao

durante a noite.
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Solugdes Tampao utilizadas nos ensaios de dupla sanduiche anticorpo - enzima
ligada a soros imunolégicos (DAS-ELISA):

Solucdo Tampéo de Extraccao:

PBS Na ClI

KH,PO,
Na,HPO,.12H,0
KCI
NaN;

Tween 20

BSA

pH

Solugdo Tampdao de Revestimento:

Na COg
NaH003
NaN;

pH

Solucdo Tampdao de Lavagem:

PBS Na ClI
KH,PO,
NazHPO4.12H20
KCI
NaN3

Tween 20

pH

Solugdo Tampéo Conjugado:

PBS Na ClI
KH,PO,
Na,HPO,4.12H,0
KCI
NaNsz

Tween 20

PVP24000

BSA

8,0 g/L
0,2 g/L
29g/L
0,2 g/L
0,2 g/L

0, 05% (v/v)
2g/lL
7,2-7,4

1,59 g/L
2,53 g/L
0,20 g/L
9,6 g/L

8,0 g/L
0,2 g/L
2,909/l
0,2 g/L
0,2 g/L

0,05 % (v/v)
7,4

8,0 g/L
0,2 g/L
2,9 g/L
0,2 g/L
0,2g/L

0, 05 % (v/v)
20,0 g/L
2,0 g/L



pH 7,4

Solugédo Tampéo do Substrato:

Dietanolamina 9,7 % (viv)
NaNj3; 0,20 g/L
pH 9,8

As solugdes tampéao foram fornecidas por Sanofi, e Bioreba (AG, Ebringen, Alemanha)
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