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PRODUCAO E EMISSAO DE B-CARIOFILENO EM LARANJEIRAS E
Arabidopsis thaliana PELA SUPEREXPRESSAO DE TERPENO SINTASES
E AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA NAS VIAS BIOSSINTETICAS
PARA PRODUCAO DE TERPENOS

RESUMO

As citriculturas brasileira e mundial tém sido assolada pelo huanglongbing
(HLB), doenca associada as bactérias Candidatus Liberibacter spp., transmitidas
pelo psilideo Diaphorina citri. Ndo ha cura para a doenca e o manejo do HLB é
feito com plantio de mudas sadias, erradicacdo de plantas sintomaticas e
controle do inseto vetor. Pomares de citros intercalados com goiabeiras no
Vietnd, tiveram menor ocorréncia de psilideos e de plantas com HLB. O
composto volatil B-cariofileno, emitido por goiabeiras foi caracterizado como
repelente ao psilideo. Laranjeiras das variedades Pera e Valéncia foram
geneticamente modificadas (GM) com genes da terpeno sintase (TPS) e da
farnesil difosfato sintase (FPPS) de Arabidopsis thaliana, com a expectativa de
aumentar a producdo e emissdo de -cariofileno, tornando estas plantas
repelentes. Em testes biologicos e quimicos foram selecionadas plantas
transgénicas que apresentaram incremento no acumulo e emissdo de G-
cariofileno, fazendo com que o efeito repelente deste sesquiterpeno, superasse
a atracdo que laranjeiras exercem sobre D. citri. De maneira similar, foram
geradas Arabidopsis thaliana GM para superexpressar TPS de laranjeira doce.
As plantas GM foram caracterizadas quanto a expressao do transgene e dos
genes da via biossintética dos terpenos com 1-deoxixilulose 5-fosfato sintase
(DXS), geranil difosfato sintase (GDPS) e farnesil difosfato sintase (FPPS) e
guanto ao acumulo e emissao de B-cariofileno. Foi demonstrada a viabilidade da
transformacao genética de laranja doce com TPS de A. thaliana, aumentando a
producédo de B-cariofileno a niveis superiores do que a producédo enddégena deste
composto. Em A. thaliana, a superexpressdo da TPS também aumentou a
producdo do composto repelente. Houve alteragdo na expressdo em genes
chave da via biossintética dos terpenos, mas por outro lado, ndo houve alteracao
fenotipica observavel, exceto o incremento na produgédo do B-cariofileno. Nos
dois casos, onde foram utilizadas terpeno sintases de Arabidopsis e de laranjeira,
a manutencdo dos introns se mostrou preponderante para 0 aumento na
producdo e emissao de B-cariofileno. Os resultados apresentados demonstram
a viabilidade desta estratégia biotecnoldgica para produzir compostos terpénicos
repelentes e gerar plantas que possam combater a epidemia de HLB.

Palavras-chave: huanglongbing, Diaphorina citri, repeléncia, transformacgéo
geneética.



PRODUCTION AND EMISSION OF B-CARYOPHYLLENE IN SWEET
ORANGE PLANTS AND Arabidopsis thaliana BY OVEREXPRESSION OF
TERPENES SYNTHASES AND EVALUATION OF GENE EXPRESSION IN

THE BIOSYNTHETIC PATHWAYS FOR TERPENE PRODUCTION

ABSTRACT

Citrus in Brazil and around the world has been devastated by Huanglongbing
(HLB), a disease which is associated to Candidatus Liberibacter spp. bacteria
and transmitted by the psyllid Diaphorina citri. There is no cure to such disease
and the HLB management is done by planting healthy seedlings, eradicating
symptomatic plants and controlling the insect vector. Citrus orchards interspersed
with guava trees in Vietham had less occurrence of psyllids and fewer plants with
HLB. The volatile compound B-caryophyllene, emitted by guava trees, has been
considered a repellent to the psyllid. Pera and Valencia sweet oranges varieties
were genetically modified (GM) with Arabidopsis thaliana’s terpene synthase and
with farnesyl dyphosphate synthase (FPPS) genes, expecting to raise the
production and emission of 8- caryophyllene, turning such plants into repellents.
In biological and chemical trials, transgenic plants with incremental -
caryophyllene accumulation and emission were selected, leading to a
sesquiterpene repellent effect stronger than the attraction that citrus trees exert
over D. citri. Similarly, genetically modified Arabidopsis thaliana were generated
to overexpress sweet orange TPS. Such genetically modified plants were
characterized regarding the transgene expression and to the genes of terpene
biosynthesis pathway with 1-deoxyxyllulose 5-phosphate synthase (DXS),
geranyl diphosphate synthase (GDPS) and farnesyl diphosphate synthase
(FPPS) and to the accumulation and emission of the B-caryophyllene. The GM
sweet orange plants expressing A. thaliana TPS had increased increased -
caryophyllene production to levels which are higher than endogenous production
of such compound. In A. thaliana, the TPS overexpression also increased the
repellent compound production. There were alterations in the expression of key
genes of the terpene biosynthetic pathway, however, there was no observable
phenotypic alteration, except the B-caryophyllene production increment.
Arabidopsis and sweet orange terpene synthases harboring introns, showed a
preponderant increase in B-caryophyllene production and emission. The results
showed the viability of such biotechnological strategy in order to produce
repellent terpene-compounds and generate plants that could fight the HLB
epidemy.

Key words: huanglongbing, Diaphorina citri, repellency, genetic transformation.
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CAPITULO 1

A CITRICULTURA E SEUS DESAFIOS

1 Citricultura mundial e o consumo do suco de laranja

A producédo global de laranja na safra 2018/19 esta prevista para 51,8
milhdes de toneladas. Deste niumero, 5,1 milhdes serdo destinadas a exportacdo
de frutas frescas. Projeta-se nesta mesma safra uma producao de 2 milhdes de
toneladas (65 graus brix) de suco de laranja (USDA, 2019). Dois paises
concentram 80% de toda producdo de citros no mundo: Brasil (Sdo Paulo) e
Estados Unidos (Fl6rida). Outros paises estdo em plena expanséo na producdo
de frutas citricas, principalmente voltadas ao consumo de mesa. Dentre eles,
China se destaca na producdo de mandarinas e tangerinas (USDA, 2018). A
Espanha é outro pais que se destaca na producdo de frutos para mesa,
principalmente nas variedades Clemenules e Navelina, tendo um aumento de
28,1% em sua producao 2018/2019 em relacdo a safra anterior (CitrusBR,
2019a). Embora as frutas citricas estejam entre 0s principais itens da
alimentacédo familiar em mais de 100 paises no mundo (MATOS Jr. et al., 2005),
0 consumo, principalmente do suco concentrado, tem diminuido, entre outros
fatores, pelo teor de aclUcar — embora natural da fruta — além da forte
concorréncia com outras bebidas disponiveis no mercado, como chéas, aguas
aromatizadas ou néctares de frutas (NEVES et al., 2019; USDA 2019; Figura 1).
Ainda assim, o consumo do suco de laranja ou mesmo de fruta fresca ainda é
grande, principalmente em paises da Europa e na China e nos Estados Unidos.
Conforme o Servico Europeu de Estatistica (Eurostat), a importacéo de frutas
citricas pelos paises da Unido Europeia entre os anos 2013 a 2018, aumentou
40%, tendo como destaque o Marrocos como maior exportador de frutas para

estes paises.
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Figura 1. Producéo global de suco de laranja e seu consumo, na ultima década.
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(Fonte: USDA, 2019)

1.2 Citricultura brasileira: realidade e desafios

Com um parque citricola de aproximadamente 194,4 milhdes de arvores,
ocupando principalmente os estados de S&o Paulo e sul do Triangulo Mineiro,
chamado de cinturdo citricola, o Brasil € o maior produtor da fruta e maior
exportador de suco de laranja do mundo. O pais esta bem a frente dos Estados
Unidos, seu principal competidor no mercado, produzindo 75% do total de suco
exportado, contra 19% dos americanos (USDA, 2019). De todo suco consumido
no mundo 61% sao produzidos no Brasil. A citricultura brasileira gera cerca de
200 mil empregos, diretos e indiretos, arrecadando U$180 milhdes em impostos
e gerando um PIB de US$ 6,5 bilhdes de dolares (NEVES & TROMBIN, 2017).
De toda laranja produzida no pais, 70% é destinada ao processamento industrial.
Deste montante, 97% do suco produzido é exportado para diversos paises,
principalmente para a Europa (NEVES, 2010).

Embora a producao de frutas citricas seja alta no pais, a area plantada tem
diminuido. No cinturdo citricola a area plantada diminuiu 52.199 hectares de
2015 a 2018, contando com 378.048 hectares (PES, 2018). Esta diminuicéo
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também é reflexo do adensamento implantado nos pomares, significando uma
diminuicdo do espagamento entre plantas. Este espacamento, segundo dados
da Embrapa e da Estacdo Experimental de Citricultura de Bebedouro (EECB),
pode promover um aumento na producédo das safras iniciais em até 89% em
relacdo aos espacamentos tradicionalmente utilizados (EMBRAPA, 2015). Na
pratica, a reducdo da érea plantada ndo representa diminui¢do de producédo, mas
otimizacao da area utilizada.

As principais variedades de laranja doce [Citrus sinensis (L.) Osbeck]
produzidas no pais sdo Hamlin, Westin, Rubi, Valéncia, Natal e Pera Rio, sendo
a Ultima a principal variedade plantada, sendo colhidas 79,12 milhdes de caixas
na safra 2018/2019, das mais de 285 milhdes de caixas colhidas no periodo
(PES, 2019).

Manter a produtividade e a competitividade do parque citricola nacional
torna-se um grande desafio, principalmente pelos desafios sanitarios que a
cultura apresenta. O cinturdo citricola possui as caracteristicas de continuidade
espacial e temporal. As plantas, que sao clones de suas matrizes, carregam
baixa variabilidade genética e permanecem produtivas no campo por décadas
(BASSANEZI et al., 2011a). Todos estes fatores expdem as plantas a doencas
e pragas que causam grandes perdas econdmicas (Tabela 1) e que ja chegaram
a quase dizimar a citricultura do pais. Entre as décadas de 1930 e 1940, cerca
de 9 milhdes de plantas enxertadas em laranjeira Azeda (C. aurantium L.)
morreram com Tristeza dos citros, devido a intolerancia do porta-enxerto ao
Citrus tristeza virus (CTV). Estando quase todo o parque citricola sobre este
porta-enxerto, grande parte das plantas foi perdida. A solucéo foi a substituicdo
do porta-enxerto laranjeira Azeda pelo limoeiro Cravo (C. limonia Osb.), iniciando
a citricultura praticamente do zero. A morte subita dos citros (MSC) — outra
doenca com relacdo copal/porta-enxerto — trouxe muitos problemas aos
citricultores da regido norte de S&o Paulo e sul do triangulo mineiro, forgcando a
substituicdo de grande parte do limoeiro Cravo, que na época respondia por mais
de 70% dos porta-enxertos utilizados, por outras variedades como o citrumeleiro
Swingle (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata;, GIMENES-FERNANDES &
BASSANEZZI, 2001). Segundo dados da Coordenacédo de Defesa Agropecuaria
de Estado de Sao Paulo (CDA, 2019), 50% dos pomares paulistas estdo
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enxertados sobre Citrumelo Swingle, seguido por limoeiro Cravo, tangerineiras

Sunki e Cledpatra e trifoliata Flying Dragon.

Tabela 1. Principais doencas dos citros causadas por patdgenos.

Principais doencas dos citros

Tipo de patogeno Doenca
Virus Tristeza, Morte Subita dos Citros, Leprose, Sorose
Virdides Exocorte, Xiloporose

Cancro Citrico, Clorose Variegada dos Citros (CVC),

Bactérias Greening (Huanglongbing)

Verrugose, Melanose, Podridao Floral, Pinta Preta,

Fungos e similares ..
9 Mancha Marrom de Alternaria, Gomose

(Fonte: o autor)

Durante a primeira década dos anos 2000, 39 milhdes de arvores foram
erradicadas pelas quatro principais doencas presentes nos pomares: CVC,
Cancro Citrico, Morte Subita dos Citros e Huanglongbing (NEVES, 2010), esta
dltima, a mais devastadora delas. Outras doenc¢as também atingem os pomares,
algumas delas podendo ser fator limitante a exportacdo de frutos. Na Figura 2,
pode-se verificar a incidéncia de doencas e pragas juntamente com a evolucao

da producéo de citros no Estado de S&o Paulo.
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Figura 2. Sequéncia dos relatos da ocorréncia de surtos de pragas e doencas

importantes na citricultura paulista e a evolucéo da producédo de citros em Sdo Paulo.
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(Fonte: BASSANEZ] et al., 2011b)

1.3 Huanglongbing, a pior doenca da citricultura mundial

De todas as doencas citadas que acometem a citricultura, sem davida a
mais grave € o huanglongbing (HLB). Apesar de seus primeiros relatos nas
Américas serem de pouco mais de uma década, esta € provavelmente uma das
mais antigas doencas conhecidas dos citros (BOVE, 2006). Seu primeiro relato
foi feito por Reiking (1919) na China, sendo referida em diversos paises por
diferentes nomes. Somente em 1995 a doenca foi oficialmente chamada de
Huanglongbing, em referéncia ao nome originado na China, significando ‘doenca
do ramo amarelo’, devido a aparéncia das plantas sintomaticas (BOVE, 2006).
No Brasil é popularmente conhecida como ‘greening’, assim como na Africa do

Sul e Estados Unidos.
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1.3.1 Agente causal, sintomas e danos econémicos

O HLB é associado a presenca de bactérias ndo cultivaveis em meio de
cultura, fastidiosas, gram-negativas, pertencentes a a-subdivisdo das
Proteobacterias: Candidatus Liberibacter africanus, Candidatus Liberibacter
asiaticus e Candidatus Liberibacter americanus (Figura 3), relatadas
primeiramente na Africa, Asia e América, respectivamente (TEIXEIRA et al.,
2005b), estando ausente somente na bacia do Mediterraneo e na Australia. Ca.
L. asiaticus € atualmente de distribuicdo cosmopolita, sendo encontrada também
na Africa continental e nas Américas. Dado n&o existir até 0 momento a cura ou
controle que impeca absolutamente a ocorréncia da doenca, no Brasil foram
adotadas praticas de manejo com base em um tripé composto pela aquisicado de
mudas sadias certificadas, erradicacdo das plantas doentes no pomar e o
controle rigoroso do inseto vetor (FUNDECITRUS, 2017).

Figura 3. Microscopia eletronica mostrando vasos de floema de vinca (Catharanthus

roseus) colonizados por Ca. Liberibacter americanus.

(Fonte: (A) Wulff et al., 2014. (B) Tanaka et al., 2007)

O HLB teve seu primeiro relato no pais em marco de 2004, na regido de
Araraquara/SP, onde foi relatada a presenca da espécie Ca. Liberibacter
americanus (TEIXEIRA et al., 2005a), até entdo desconhecida e tendo recebido
esta denominacao por seu primeiro relato ser nas Américas. Além desta espécie,
também foi diagnosticada a ocorréncia de Ca. Liberibacter asiaticus (COLLETA
FILHO et al., 2004). No ano de 2005, o HLB também foi encontrado no estado
da Florida, nos Estados Unidos, associado a Ca. Liberibacter asiaticus
(HALBERT & MANJUNATH, 2004), fazendo-se presente desde entdo nos dois
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principais paises produtores de laranja, Brasil e Estados Unidos. Os sintomas da
doenca se caracterizam por folhas mosqueadas — coloracao parcialmente verde
e amarela, sem uma delimitac&o clara entre as cores — que muitas vezes podem
ser confundidos com deficiéncias minerais; queda de folhas, sementes
abortadas e queda e deformacgdo dos frutos (Figura 4), sendo este ultimo o
principal fator para a queda de producdo (BASSANEZI, et al.,, 2011a). Os
sintomas, assim como 0 numero de plantas infectadas no pomar, avancam
rapidamente e ndo existem variedades comerciais resistentes a Liberibacter
(FOLIMONOVA et al., 2009) ou ao inseto vetor (WESTBROOK et al., 2011),
tampouco a cura para a doenca. Dados do Fundecitrus mostram que os frutos
de ramos doentes séo até 19% menores e até 42% mais leves, 0 que representa
menos suco, além de suco mais acido (5 a 45% mais acidez), mais azedo e mais
amargo (BASSANEZI et al., 2011a).

Diversas tentativas para cura ou diminui¢gdo dos sintomas ou danos foram
realizadas, desde o0 uso de antibidticos como ampicilina, penicilina ou
tetraciclina; tratamentos com termoterapia, além de tratamentos nutricionais
(SPANN et al., 2009; ZHANG et al., 2014; MORGAN et al., 2016), todos sem
sucesso efetivo sobre a doenca. Diversos grupos de pesquisa tém buscado
identificar gendétipos tolerantes para a obtencéo de genes de resisténcia. Niveis
de tolerancia ou resisténcia em diferentes géneros, ou mesmo em Citrus foram
relatados, sem entretanto, resultar em variedades comerciais até 0 momento
(SHOKROLLAH et al., 2009; STOVER et al., 2014; RAMADUGU et al., 2016).

No Estado de S&o Paulo e sul do Triangulo Mineiro, a incidéncia de HLB
que era de 16,73% em 2017, subiu para 19,02% em 2019, com 37,1 milhdes de
arvores sintomaticas (PES, 2019). Sementes de limdo Cravo e citrumelo
Swingle, que compdem o0s porta-enxertos mais utilizados nos pomares
brasileiros (POMPEU JUNIOR, 2005), também sofrem impacto do HLB, tendo
suas gqualidades fisicas e fisioldgicas afetadas, refletindo em menor viabilidade
e emergéncia (MORELLI, 2016). Nao ocorre a transmisséo de Ca. Liberibacter

Spp. via sementes em citros.
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Figura 4. Sintomas de HLB: (A) planta com ramos amarelos; (B) folha apresentando

mosqgueado; (C) fruto assimétrico; (D) sementes abortadas (foto: Fundecitrus).

(Fonte: Fundecitrus)

1.3.2 Vetor Diaphorina citri

O psilideo Diaphorina citri, primeiramente relatado em 1907, em Taiwan
(MICHAUD, 2004), tem sido encontrado no Brasil desde a década de 40
(COSTA-LIMA, 1942), porém, somente com o aparecimento do HLB no pais em
2004 o inseto ganhou importancia como vetor (COLETA-FILHO et al., 2004). No
periodo anterior a detec¢do da doenca, o inseto era considerado uma praga
secundéria nos pomares (GALLO et al., 2002), causando distor¢éo ou abscisao
de brotacdes em casos de elevada infestacdo (MICHAUD, 2004). Dos vetores,
Diaphorina citri — transmissor das espécies Ca. L. asiaticus e Ca. L. americanus
— e Trizoa erytreae — transmissor de Ca. L. africanus — somente o primeiro esta
presente no Brasil (CEN et al., 2012). D. citri ou psilideo dos citros, se alimenta
preferencialmente em ramos novos de plantas da familia das rutaceas onde vinte
e uma espécies sao referidas como hospedeiras (Figura 7; PARRA et. al., 2010).
Em citros, as fémeas ovipositam em todas as fases de brotacdo (V2 — V5).
Quando os ovos sdo depositados em tecidos mais lignificados (V6 — V7) a
mortalidade pds-emergéncia tende a ser alta (CIFUENTES-ARENAS et al.,
2018). Uma das principais hospedeiras € a Murraya paniculata (L.) Jack, também
conhecida por murta, murta-de-cheiro, murta-da-india, murta-dos-jardins ou
jasmim-laranja, sendo muito utilizada ornamentalmente ou como cerca-viva,

presente em grande parte das cidades do Brasil (LOPES et al., 2005). Até o
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momento, todas as espécies citricas cultivadas comercialmente, além de seus
hibridos, sdo hospedeiras de Ca. Liberibacter spp., com variagdes nos sintomas
(DE LANGE et al., 1985; KOIZUMI et al., 1994).

O desenvolvimento do psilideo dos citros possui trés estadios: ovo, ninfa
com cinco estadios e adulto (Figura 5; AUBERT, 1987). A temperatura é crucial
no ciclo de desenvolvimento, sendo 25 a 28°C a faixa ideal (CATLING, 1970).
Sua alimentac&o ocorre por succao de seiva do floema, através de um aparato
bucal do tipo sugador labial tetraqueta, contendo dois estiletes maxilares e dois
mandibulares (BONANI, 2009). Adultos e ninfas podem adquirir a bactéria
através da alimentacdo em plantas contaminadas, sendo que as ninfas podem
adquirir a partir do segundo instar e transmitir o patégeno apdés a emergéncia
dos adultos (HUNG et al., 2004). O periodo de 15 minutos de alimentacédo ja &
suficiente para a transmissao da bactéria a uma planta sadia (PELZ-STELINSKI
et al., 2010).

Figura 5. As trés fases do desenvolvimento de D. citri: ovo, ninfa (1° a 5° instares) e

adulto.
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(Fonte: Fundecitrus)

Compostos volateis emitidos por novos fluxos vegetativos exercem
importante papel na atratividade dos insetos vetores (KARBAN; BALSWIN,
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1997). Algumas espécies de psilideos parecem fazer uso de compostos volateis
emitidos por plantas para localizac&o de parceiros sexuais (HORTON; GUEDOT;
LANDOLT, 2007), além dos proprios volateis emitidos pelas fémeas. Zanardi et
al. (2018) identificaram o acido acético como um composto atraente liberado por
fémeas de D. citri.

Volateis emitidos por plantas infectadas por fitopatbgenos, podem exercer
maior atracdo a insetos vetores do que os emitidos por plantas sadias, 0 que
favorece a disseminacdo do patdogeno (MAUCK et al.,, 2010). Plantas com
sintomas de HLB, sofrem acumulo de metabdlitos secundarios, provocado por
alteracdes bioquimicas devido a presenca de Ca. Liberibacter sp., o que parece
ser responsavel pela maior atracdo ao inseto vetor (CEVALLOS-CEVALLO &
REYES-DE-CORCUERA, 2008; MANTHEY, 2008; MANN et al., 2012; ZHAO et
al., 2013).

Figura 6. (A) Psilideo asiatico D. citri adulto e (B) adulto e ninfas se alimentando em
brotacbes de citros. As ninfas excretam substadncia agucarada, denominada

“honeydew”.

(Fonte: (A) IRAC-BR. (B) Fundecitrus)

1.4 Efeito repelente da goiabeira

Relatos de produtores da regido do Delta do Mekong, no Vietna, apontavam
para a baixa incidéncia de HLB e do inseto vetor D. citri onde citros era plantado

em consorcio com goiabeiras [Psidium guajava L. (Myrtaceae)], quando
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comparado a pomares sem a presenca destas plantas (BEATTIE et al., 2006).
Essas observagfes mobilizaram a comunidade cientifica que iniciou uma série
de estudos a fim de compreender o fenémeno. Cientistas japoneses, vietnamitas
e australianos conduziram os primeiros estudos que apontaram o papel das
goiabeiras como possiveis repelentes aos insetos (BEATTIE et al., 2006).
Laranjeiras jovens intercaladas com goiabeiras permaneceram livres do HLB por
um ano, enquanto plantios sem goiabeiras apresentavam 30% das plantas
doentes quatro meses apos o plantio (HALL et al., 2007). Zaka e colaboradores
(2010) mostraram que volateis emitidos pelas goiabeiras exerciam papel
repelente frente aos psilideos. Dos 57 componentes volateis identificados, 27
sdo terpenos, destacando-se 0s sesquiterpenos, além de alcoois e aldeidos
(OGUNWANDE et al., 2003; BEGUM et al., 2002, 2004; SOARES et al., 2005,
ZAKA et al., 2010). NORONHA JR. (2010) mostrou efeito repelente dos volateis
de goiabeiras a insetos adultos de D. citri. Em condi¢c6es de campo, Ichinose et
al (2012) mostraram o efeito protetivo das goiabeiras intercaladas com citros,
efeito que gradualmente perde a efetividade a partir do segundo ano devido as
laranjeiras ultrapassarem em tamanho as goiabeiras, diluindo o efeito repelente.
Alquézar e colaboradores (2017), estudando os compostos organicos volateis
(VOCs) de goiabeiras, identificaram uma predominancia na emissao de (-
cariofileno, constituindo entre 20 a 58% do total de VOCs emitidos. Linhagens
geneticamente modificadas de A. thaliana que superexpressavam g-cariofileno
constitutivamente foram repelentes ao psilideo dos citros, demonstrando o papel
repelente do composto B-cariofileno (ALQUEZAR et al., 2017).
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Figura 7. Pomar de citros afetado pelo HLB, com plantas sintomaticas (A). Plantio
intercalado de citros e goiabeiras, onde a presenca do psilideo dos citros e de plantas

sintomaticas € menor (B).
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(Fonte: Fundecitrus)

1.5 Terpenos

Terpenos ou terpendides (compostos semelhantes a terpenos) sao
hidrocarbonetos que constituem uma imensa classe de metabdlitos secundérios
naturais, representando o grupo de metabdlitos mais diversificado que existe,
com aproximadamente 50 mil moléculas identificadas (VRANOVA, et al., 2013).
Essa diversidade de moléculas atrai grande interesse industrial e agricola. Os
Oleos essenciais, derivados de terpenos, sdo amplamente utilizados em
cosmeéticos e na industria alimenticia, melhorando a qualidade sensorial dos
alimentos (RAVINDRA & KULKARNI, 2015). Os terpenos podem ser
armazenados em estruturas especializadas ou ndo, o que influencia no padrao
de emissao (STAUDT et al., 1993; LORETO et al., 1996).

Tanto a producdo, como a emissdo de terpenos dependem de fatores
bidticos e abidticos (LANGENHEIM, 1994; PENUELAS & LLUSIA, 1998).
Temperatura, luminosidade e disponibilidade de dgua sédo importantes fatores
abioticos (PENUELAS & LLUSIA, 1999; STAUDT & SEUFERT, 1995; SEUFERT
1997; LLUSIA & PENUELAS, 1998), enquanto que a acdo de predadores,
polinizadores ou patdégenos estdo entre os principais fatores bibticos
(DUDAREVA et al., 2006).

Os terpenos séo formados por unidades de isoprenos ou isoprendides com

cinco atomos de carbono, normalmente em um arranjo cabeca-cauda que séo
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considerados os blocos de construgéo dos terpenos. Sdo encontrados na forma
de isopentenil pirofosfato (IPP) e seu isdmero dimetilalil pirofosfato (DMAPP)
(ROHMER et al., 1993; NEWMAN & CHAPPELL, 1999). Ambos séo derivados
de precursores prenil difosfato (prenil-PP), que podem ser sintetizados por duas
vias: a via do mevalonato (MVA) localizada no citosol e presente em todos o0s
eucariotos e algumas bactérias, ou a via 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP),
encontrada nos plastidios; A via do MEP esta presente apenas nas plantas,
algumas bactérias e protozoarios (LANGE & CORTEAU, 1999;
LICHTENTHALER, 1999), sendo que as plantas possuem ambas as vias, o0 que
pode ter atribuido vantagens na adaptacdo aos mais variados ambientes
(VRANOVA et al., 2013).

O esqueleto estrutural dos terpenos é representado por (Cs)n, sendo o tipo
mais simples de terpeno chamado de hemiterpeno, que contém uma unidade de
isopreno Cs (CsHs), seguido por monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cais),
diterpenos (C20), sesterterpenos (Czs), triterpenos (Cso) e tetraterpenos (Cao)
(Figura 6). A biossintese desta diversidade de compostos se da pela
condensacao de unidades de DMAPP com IPP. Quando uma unidade de cada
€ condensada e catalisada pela enzima geranil difosfato sintase, ocorre a
formacdo de pirofosfato de geranilo (GPP) o que leva a formacédo dos
monoterpenos. A condensacdo do GPP com IPP, catalisados pela enzima
farnesil difosfato sintase, originam farnesil pirofosfato (FPP) que formara os
sesquiterpenos. Esta dindmica se seguira para a formacao dos demais terpenos
(LANGE et al., 2000; DEWICK, 2001).
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Figura 8. Via dos terpenos, formada a partir das vias MEP (2-C-metil-D-eritritol 4-

fosfato) e MVA (acido mevalbnico).
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Inicialmente, acreditava-se que as vias MVA e MEP trabalhavam
separadamente, onde MVA apenas provia substrato para sintese de compostos,
como sesquiterpenos, enquanto MEP disponibilizava substrato para a formacao
de mono e diterpenos, entre outros. Porém, tem-se descoberto uma dinamica
troca entre as vias. Enzimas e unidades de IPP podem ser deslocadas entre

plastidios e citosol e até mesmo substratos podem ser trocados entre
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compartimentos celulares (MCGARVEY & CROTEAU, 1995; ROHMER, 1999;
KAPPERS et al., 2008).

Os terpenos produzidos através destas duas vias, desempenham
importantes papéis na biologia das plantas. Além de componentes comuns dos
odores florais, os terpenos atuam no sistema de defesa, tolerancia ao estresse
e sinalizacao entre plantas, induzindo respostas de defesa nas plantas vizinhas
(KAISER, 1991). Alguns mono- e sesquiterpenos parecem atuar na resisténcia
a danos causados por herbivoros e na atracdo de seus inimigos naturais,
sinalizando quais plantas estédo infestadas e quais ndo estéo. Esta emisséo de
resposta, pode envolver diferentes misturas de volateis, que séo induzidas por
elicitores de diferentes estruturas de acordo com a espécie de herbivoros (PARE
& TUMLINSON, 1999; SCHUMAN et al., 2015). Esta sinalizacdo também ocorre
pelas folhas ndo atacadas da planta, indicando que o processo de emissao
destes terpenos pode ocorrer de maneira sistémica (PARE & TUMLINSON,
1998). Alguns autores apontam que compostos volateis, incluindo terpenos,
poderiam atuar como termoprotetores, numa espécie de protecéo a planta frente
ao aquecimento climatico (PENUELAS & LLUSIA, 2003). Muitos volateis de
terpenos, atuam repelindo insetos através da emissao desses compostos pelos
tecidos vegetais. Esta capacidade de repeléncia é usada pela industria que se

aproveita de 6leos vegetais para repeléncia a insetos em residéncias.
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CAPITULO 2

LARANJEIRAS GENETICAMENTE MODIFICADAS PARA A PRODUCAO DE
B-CARIOFILENO E REPELENCIA A Diaphorina citri

1 INTRODUCAO

A Biotecnologia foi definida em 1919 por Karl Ereky, como o conjunto das
técnicas aplicadas aos organismos vivos, com o intuito de obter produto,
processo ou servico, com fins industriais ou praticos (BUD, 1993). A
transformacao genética de plantas, importante ferramenta da biotecnologia, € o
nome dado ao processo de transferéncia de um ou mais genes de um organismo
para outro, neste caso um organismo vegetal, sem que haja fecundacédo
(TORRES et al., 2000). A possibilidade de transferéncia de genes que podem
conferir caracteristicas novas, a partir de plantas sexualmente incompativeis — o
que ndo era possivel com o melhoramento convencional — ou até mesmo de
outros organismos, torna a tecnologia dos transgénicos vantajosa e inovadora.

O cultivo comercial de plantas transgénicas no mundo teve inicio no
comeco da década de 1990, na Califérnia, com o desenvolvimento do primeiro
tomate geneticamente modificado (GM), para se obter uma maior durabilidade
na prateleira. A partir de entdo, outras espécies de plantas GM foram produzidas,
notadamente plantas de ciclo curto como a soja, milho e algoddo. A éarea
plantada com transgénicos no mundo, que era de 1,7 milhdo de hectare em
1997, saltou para 189,2 milhdes vinte anos depois. Dos 24 paises produtores de
plantas GMs, o Brasil aparece em segundo lugar, com 50,2 milhdées de hectares,
atrads apenas dos Estados Unidos, com 75 milhdes. Da area plantada no Brasil
a soja ocupa 33,7 milhdes de hectares, seguida pelo milho, com 15,6 milhdes e
do algodéao, com 940 mil ha. A producao brasileira de transgénicos representa
26% de todo cultivo GM global (ISAAA, 2018). Existem ainda outras culturas
comercialmente aprovadas no pais, como feijdo, cana-de-acucar e eucalipto.

Para que seja possivel a pesquisa e posterior comercializacdo de uma
planta transgénica é necessaria a aprovagédo da Comissao Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBIo), entidade ligada ao Ministério da Ciéncia, Tecnologia,

Inovacdo e Comunicagdo, que presta apoio técnico consultivo e assessora o
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governo Federal na elaboragdo e implementacdo das politicas de
Biossegurancga. Os organismos GMs podem ser divididos em trés geracdes, de
acordo com a caracteristica desejada e a ordem cronolégica de aparecimento,
sendo a primeira geracdo a mais plantada no mundo, onde a caracteristica
predominante dos cultivos é a resisténcia a herbicidas, pragas e virus. A segunda
geracdo € caracterizada pela busca de melhoramentos nutricionais e a terceira
€ destinada a sintese de produtos como vacinas, hormonios, anticorpos, entre
outros (Embrapa, 2019).

Ndo existem laranjeiras transgénicas liberadas comercialmente, porém
grupos de pesquisa de diversos paises trabalham na obtencdo de plantas,
principalmente voltadas a resisténcia a doencas e pragas. Plantas de laranja
doce foram as primeiras culturas arbdéreas onde a regeneracao de tecidos foi
alcancada a partir de protoplastos (KOBAYASHI et al.,, 1983). Kobayashi e
Uchiniya (1989) conduziram o primeiro trabalho de transformacgéo genética em
laranja doce, obtendo calos transgénicos contendo marcador neomicina
fosfotransferase Il (nptll).

Mais de 60 trabalhos com transformacdo e regeneracdo de citros
transgénicos foram publicados (Pefia et al., 2008). Destes, 85% utilizaram
Agrobacterium tumefaciens como vetor de transformacgédo. Esta bactéria, com
notavel habilidade de transferir naturalmente um segmento de DNA (T-DNA) a
partir de um plasmideo indutor de tumor (Ti) para o nucleo das células infectadas,
causando tumores no hospedeiro, é utilizada para transformacdo de plantas,
substituindo parte do T-DNA por um ou mais genes de interesse. Este método
tem diversas vantagens sobre outros métodos como o PEG, eletroporacdo ou
bombardeamento de particulas, pois reduz a frequéncia da obtengéo de eventos
com multiplas copias do T-DNA, apresenta menor instabilidade, além de ser um
sistema de transformacéao unicelular, evitando a formacéo de mosaicos (KONCZ
et al., 1994, HANSEN et al., 1997, ENRIQUEZ-OBREGON et al., 1997, 1998).

Diante da grave ameaca representada pelo HLB, da indisponibilidade de
variedades resistentes e da ineficacia dos tratamentos contra a doenca utilizados
no campo, a obtencéo de plantas transgénicas é uma saida que a biotecnologia
busca apresentar a cadeia citricola. Com base no modelo de repeléncia de D.
citri reportado no Vietna, em pomares consorciados com goiabas, foi iniciado um

projeto visando a obtencao de laranjeiras doces com capacidade de emitir S—
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cariofileno, tornando as laranjeiras repelentes naturais ao inseto. A estratégia
visou 0 emprego do gene TPS21 de Arabidopsis thaliana (TPS21, At5923960),
com atividade (-)-E-B-cariofileno sintase e a-humuleno sintase, bem
caracterizado na literatura quanto ao produto formado, além do gene precursor
de sesquiterpenos, farnesil pirofosfato sintase, a serem introduzidos de forma

conjunta ou isolada em laranjeira doce via Agrobacterium tumefaciens.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar laranjeiras doce das variedades Pera e Valéncia geneticamente
modificadas para superexpressdo, acumulo e emissdo do composto
sesquiterpénico B-cariofileno.

2.1 Objetivos especificos

i. Avaliar a expressao dos transgenes da sintase dos sesquiterpenos e da sintase
de farnesil pirofosfato de Arabidopsis thaliana em plantas de laranja doce

geneticamente modificadas;

ii. Analisar a expressao génica em genes chave na via biossintética dos terpenos

em plantas de laranja doce GM;

iii. Avaliar o fenétipo das plantas de laranja doce GM com alteracdo na producédo
de B-cariofileno.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Identificacdo e isolamento dos genes de Arabidopsis thaliana

Diversos estudos j& haviam caracterizado grande parte dos genes da via
dos terpenos em Arabidopsis, em especial dos genes responsaveis pela
producgédo de B-cariofileno (CHEN et al., 2003; THOLL et al., 2005), bem como o
precursor farnesil difosfato sintase - FPPS (CUNILLERA et al., 1996). Desta
maneira, a partir da sequéncia de DNA depositada no GeneBank foram
delineadas as estratégias para obtencao dos genes. Primers foram desenhados
a partir da sequéncia da p-cariofileno sintase AtTPS21 (At5g23960) para
amplificacdo de cDNA/DNA codificante para TPS21 sintase funcional e AtFDS1
(acesso n° X75789) para amplificacdo de cDNA codificante de uma FPP sintase
funcional. O RNA/DNA foi extraido de Arabidopsis thaliana (ec6tipo Columbia)
em colaboracdo com o Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA),

em Valéncia (Espanha).

3.2 Montagem dos cassetes de transformacéao

Para montagem dos cassetes de transformacdo, foram utilizados
plasmideos pMOG 180 (Mogen International; resisténcia a ampicilina) e vetores
binarios pROK (Invitrogen; resisténcia a canamicina). As constru¢des foram
compostas por clones de AtTPS21 com ou sem a presenca FPPS controladas
pelo promotor constitutivo 35S de Cauliflower mosaic virus duplicado — 2x
CaMV35S (KAY et al., 1987) e o terminador nopalina sintase (NOS), tendo como
gene marcador neomicina fosfotransferase Il (nptll) sob o controle de sequencias
promotora e terminadora NOS. Os plasmideos contendo os cassetes foram
inseridos em Agrobacterium tumefaciens EHA105 para transformacdo das
plantas.

Trés estratégias foram desenhadas para as construcdes, todas contendo o
gene AtTPS21, sendo i) construgdes com a presenca ou nao do gene AtFPPS,
com inser¢cdo do peptideo de transito da subunidade pequena da ribulose
bifosfato carboxilase da ervilha (HERRERA-ESTRELLA et al., 2000). Patente

USA 6130366), direcionando o produto proteico aos plastidios; ii) construcdes
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com a presenca ou ndo do gene AtFPPS, com peptideo de transito da
subunidade IV da citocromo oxidase de Saccharomyces cerevisae (KOHLER et
al., (1997), direcionando o produto proteico a mitocéndria e iii) construcées com
a presenca ou nao do gene AtFPPS, com produto proteico direcionado ao citosol
(sem introducdo de peptideo de transito). Adicionalmente, uma terceira
construcdo citosolica sem AtFPPS, com a manutencdo dos introns no gene
AtTPS21 (Figura 9) também foi empregada. As construcdes se introns foram
produzidas em colaboracdo com o Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias (IVIA), em Valéncia (Espanha) e a construgdo com intron foi produzida
no Swammerdam Institute for Life Sciences, em Amsterda (Holanda).

Figura 9. T-DNA dos vetores de transformacgéo, com esquema das construgcdes génicas
da sintetase do sesquiterpeno (AtTPS21) e da sintetase de farnesil pirofosfato (AtFPPS)
de Arabidopsis thaliana com elementos regulatdrios para expressao génica em plantas
(T = terminador da nopalina sintase, P = promotor 35S do Cauliflower mosaic virus para
0s genes de A. thaliana e promotor nopalina sintase para o gene de selecdo nptll.
Peptideos de transito para direcionar os produtos proteicos aos plastideos (p) ou para
a mitocondria (m), ou para citosol (sem peptideos de transito). Flechas no inicio e no fim

das construgdes indicam as bordas invertidas do T-DNA.

plastideos

mitocondria

(Fonte: o autor)
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3.3 Fonte de tecido para transformacéao

A escolha do tipo de 6rgéo vegetal a ser transformado é um dos fatores
determinantes no processo de regeneracéo. Orgéos com tecido jovem, obtidos
a partir de sementes, como no caso dos hipocatilos, apresentam longo periodo
juvenil, sendo necessarios varios anos de cultivo para frutificacdo e avaliagcdes
de suas caracteristicas agronémicas poés transformacdo genética. O uso de
orgaos com tecido maduro, obtidos de borbulhas de plantas adultas, € uma
alternativa eficaz para superar este problema (PENA et al., 2008).

Brotacdes com tamanho médio de 18-20 cm, retiradas da haste principal
de mudas de laranjeira das variedades Pera e Valéncia foram desinfestadas em
hipoclorito comercial a 1% adicionado de 3 gotas de Tween 20, por 15 minutos,
seguido de trés lavagens com agua ultrapura em fluxo laminar. Para a
transformacao, os segmentos de entrends foram cortados perpendicularmente
com laminas de bisturi em segmentos de 2 a 4 mm, e mantidos em placas de
petri contendo papel filtro embebido com agua ultrapura, com a por¢éo basal dos
explantes em contato com o papel umedecido. Apds este procedimento,

explantes foram submetidos a transformacgéo genética.

3.4 Transformacéo genética de tecido adulto de laranja doce

A transformacdao genética de segmentos de entrend de laranja doce Pera e
Valéncia foi realizada via Agrobacterium tumefaciens contendo as construcoes
desejadas, seguindo protocolo descrito por KOBAYASHI et al. (2003) e
RODRIGUEZ et al. (2008), mantendo os explantes em in6culo com D.O. 0,4
adicionado de acetoceringona (200uM) por cinco minutos. Apoés este periodo, o
excesso de indéculo foi drenado em papel filtro estéril e os explantes transferidos
para meio de co-cultivo WPM modificado (LLOYD & McCOWN, 1980), sendo
mantidos em camara aclimatizada (26°C +1) no escuro por trés dias e
transferidos para meio WPM suplementado com 1,8 uM BAP e 1,16 uM GAsg,
adicionado de canamicina (75 mg/L), cefotaxima (150 mg/L), timetin (300 mg/L)
e mantidos na mesma condicdo por trés semanas. Apds este periodo, 0s
explantes foram transferidos para luz (=45 pumol m2s1), por quatro semanas em

sala com temperatura e umidade controladas (25 °C #1, 50-75 %,
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respectivamente). Repiques foram realizados conforme a necessidade. Apoés
este periodo, gemas regeneradas nos explantes mantidos em meio de cultura
com agente seletivo foram coletadas e microenxertadas em citrange Troyer
[Citrus sinensis (L.) Osb. X Poncirus trifoliata (L.) Raf.] sob fluxo unidirecional
(NAVARRO et al., 1975; NAVARRO, 1992). Para tanto, foi realizado corte em ‘L’
na parte superior do caule de citrange Troyer, onde foi depositada a gema
extraida do explante (Figura 10). O microenxertado foi mantido nas mesmas

condicbes do explante sob luz.

Figura 10. (A) Gema recém-emergida enxertada em citrange Troyer. No detalhe,
ilustracdo do corte e da posicdo da gema. (B) Gema desenvolvida em broto, com as

primeiras folhas expandidas.

(Fonte: Fundecitrus)

3.5 Identificacdo de plantas contendo o cassete de transformacao através
dareacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Aproximadamente 28 dias apds microenxertia, um pequeno fragmento de
folhas emitidas da gema foi coletado e seu DNA extraido pelo método CTAB
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(MCGARVEY, P.B. & KAPER 1991). Andlises de PCR foram conduzidas para
confirmacdo da insercdo dos genes, utilizando os primers M13F (5
TGTAAAACGACGGCCAGT 3) e B109R (5 CCAAGATGCTTACACCAACC 3))
para deteccéo do gene AtTPS21 com produto amplificado de 320 pb. As reacdes
de PCR foram realizadas utilizando 1 pL de DNA (~200 ng) em tampéo da
enzima 1x, 0,5 mM de dNTPs, 3 mM de MgClz, 0,5 uM de cada primer iniciador
e 0,4 yL da enzima taqg polimerase (Invitrogen), em volume final de 20 L. As
condicBes para amplificacao foram de um ciclo de 1 minuto a 80°C e dois minutos
a 94 °C; 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 1 minuto a 60 °C, 1 minuto a 72 °C e
uma extenséo final de 10 minutos a 72 °C.

A eletroforese do produto da amplificacéo foi realizada em gel de agarose
1% e a visualizacdo das bandas relativas aos fragmentos amplificados foi feita
em equipamento L-PIX Molecular Imaging (Loccus Biotecnologia) apos
tratamento com brometo de etidio.

Plantas positivas na PCR, evidenciando a presenca de T-DNA, foram
transferidas para casa de vegetacao credenciada com Certificado de Qualidade
em Biosseguranga (CQB), conforme normas da CTNBIo para cultivo de material
GM e sobre-enxertadas em limoeiro Cravo. Cada nova planta transgénica foi

referenciada como ‘evento’.

3.6 Andlises de expressdao génica

3.6.1 Extracdo do RNA total

Folhas em estadio V4 (CIFUENTES-ARENAS, 2018) foram coletadas em
casa de vegetacao e imediatamente imergidas em nitrogénio liquido. A extracao
do RNA total foi feita com reagente TRIzol (Invitrogen, protocolo segundo
fabricante), sendo utilizado um grama de tecido vegetal por amostra. As folhas
foram trituradas em nitrogénio liquido e imediatamente foi adicionado 5 mL de
TRIzol reagente. Adicionou-se 1 mL de cloroférmio, e apos descanso de trés
minutos, as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 8.000 x g por 30
minutos (4°C). Os sobrenadantes foram transferidos para novo tubo juntamente
com isopropanol (v/v), homogeneizados por inversdo e mantidos em descanso

por 10 minutos. Apos centrifugagéo a 8.000 g por 20 min, obteve-se precipitado
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que foi lavado com 1 mL de etanol 70% dicarbonato de dimetila (DEPC) e
novamente submetido a centrifugacéo a 8.000 g por 10 min. O precipitado final
foi seco e hidratado em 70 yL de agua DEPC. Adicionalmente, aliquotas de 1 ug
de RNA foram tratadas com DNase (Turbo DNA free, Ambiom), para remocéo

de contaminantes de DNA, conforme orientag&o do fabricante.

3.6.2 Andlise da expressao génica via RT-gPCR

O cDNA foi obtido a partir da transcricdo reversa empregando-se primers
oligo(dT) e N6 em mistura equimolar e a enzima ImpromII™ (Promega),
utilizando-se 25 pg do RNA total, 1 pL de RNase OUT (Invitrogen), 0,5 uM de
primers, 0,25 mM de dNTPs, tamp&o Impromll 1x, 3 mM de MgCl2 em um volume
final de 20 pL. A sintese ocorreu a 42 °C por 1 h e a inativagcao da enzima se deu
por incubacédo a 70 °C por 5 minutos.

Para amplificacdo em tempo real da regido do gene AtTPS21 e AtFPPS
nas plantas GM, foram utilizados os primers B136F (5
CAAGAACTTTGTGTAGCTC 3’), B137R (5 CGTACTATGCTTCTCTTTG 3’),
B138F (TAGTATTACGAGTAACGGC 3), B139R (5
GTACATTGTAGTCCAGCAT 3’) e AICSF (5 GCATGGGGAGTGAAGTCAAC

3’), nas seguintes configuracgdes:

- Plastideos: B138F/B137R para deteccdao de AtTPS21 e B138F/B139R para
deteccdo de AtFPPS (construcdes FTA e TA, Figura 9).

- Mitocéndria: B136F/B137R para deteccdo de AtTPS21 e B136F/B139R para
deteccédo de AtFPPS (construcdes MFA e MA, Figura 9).

- Citosol: AtCSF/B137R para deteccdo de AtTPS21 e B136F/B139R para
deteccdo de AtFPPS (construcdes FA, A e HB21, Figura 9).

Para a amplificacdo dos genes de referéncia enddgenos de citros
gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase C2, foram utilizados os primers: GAPC2F
(5' TCTTGCCTGCTTTGAATGGA 3 / GAPC2R (5'
TGTGAGGTCAACCACTGCGACAT 3') (MAFRA, et al., 2012) e actina ACT_F
(5 CATGAAGTGTGATGTGGATATTAG 3’) / ACT R 5
TGATTTCCTTGCTCATACGG 3’) (GenBank Acc: CX289161). A reacao de
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gPCR foi realizada em equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems), com kit
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) a partir de 100 ng de cDNA. As
condi¢cbes de amplificacdo foram: 10 min a 95 °C; 40 ciclos de amplificacdo do
cDNA de 15 seg a 95 °C para desnaturagao; 1 min a 60 °C para anelamento dos
primers; 15 seg a 95 °C e 1 min a 60 °C, etapa de extensao dos fragmentos e
captacao do sinal de fluorescéncia. Ao final realizou-se a curva de melting dos
produtos das amplificacdes na faixa de temperatura de 60 °C a 90 °C com
incremento de 0,3 °C por segundo.

Adicionalmente, foi avaliada a expressdao dos genes dos precursores
enddgenos da via dos terpenos de laranjeira dos eventos GM obtidos com as
construcbes genéticas (Figura 9). As analises foram trimestrais, totalizando
guatro amostragens no periodo de 12 meses. As condi¢des de coleta, extracao
de RNA e gPCR seguiram o mesmo protocolo utilizado para expressdo de
AtTPS21/AtFPPS, com 0Ss primers: DXSF2 (5' GG
CCAGTTCTGATCCATGTTGTAA 3) [/ DXSR2 (' GATCGAACTTGA
CAACTCCATGCA 3') para amplificacéo de parte do gene da 1-deoxixilulose 5-
fosfato sintase (DXS); GDPF2 (5' GACAAGAGAACTGGCCGTGA 3') / GDPR2
(5" AAGTGCACGCCTTGACTTTG 3') para amplificacdo do fragmento
correspondente a geranil difosfato sintase (GDPS) e FPPF (5 GCTGC
TGAATGATCCTGCATTT 3") / FPPR (5' TAGCCCTCGGTTCAGCTTTC 3') para
amplificacdo do fragmento correspondente a farnesil pirofosfato sintase (FPPS)
(RODRIGUEZ et al., 2013).

Os primers foram validados pela curva de eficiéncia de amplificacéo e os
valores de slope (ideal entre -3,8 a -3,1), eficiéncia da reacéo (ideal entre 90% e
115%) e R?, que é o coeficiente de reacdo (ideal préximo a 1) foram obtidos em
reagOes tendo como molde diluicdes de cDNA a 100 ng, 50 ng, 25 ng, 12,5ng e
6,25 ng.

Para a andlise dos resultados e quantificacdo da expressdo génica foi
utilizado o método de 222¢t (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001), sendo que as
expressoes relativas dos genes alvos foram normalizadas em relagdo aos genes

referéncia. Os calculos se baseiam na equacédo, ER=2-2C onde:
ER = expresséo relativa

Ci= threshold cycle
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ACt = (alvo — referéncia (gene normalizador))
AACt = Ct gene-alvo — Ct amostra controle (vetor vazio)

Quantidade relativa = 2-44Ct

3.7 Analises quimicas nas folhas de laranjeiras geneticamente modificadas

3.7.1 Andlise de contetudo de terpenos das folhas de citros

Andlises de conteudo quimico foram realizadas em parceria com o
pesquisador Rodrigo F. Magnani, para avaliar a producdo de sesquiterpenos,
particularmente quanto a quantidade de g-cariofileno, frente as plantas controle
com vetor vazio. Para tanto, foram utilizadas seis plantas de cada evento, e seis
plantas controle. De cada planta, foram coletadas trés folhas, somando nove
folhas ao final (Figura 11). As folhas foram trituradas em N2 liquido e 50 mg do
tecido triturado, ainda congelado, foram transferidos para tubos eppendorf
contendo 1 mL de hexano + eicosano como padréo interno (1 mg de eicosano
para 100 mL de hexano). Apés agitacdo por 5 minutos a 2000 rpm em mesa
agitadora, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 5 minutos a 4 °C e
750 pL foram transferidos para vial de 1,5 mL. Foi utilizada uma coluna capilar
467 de dimetil polissiloxano (filme Rxi®-5ms 10 m x 0,10 mm id x 0,10 pum,
Restek Corporation, 468 Bellefonte, PA, EUA) com temperatura mantida a 40 °C
por 1 minuto, com acréscimo de 30 °C/minuto-1 a 150 °C, posteriormente
aumentada 10 °C/minuto-1 a 180 °C e, por fim, aumentada a 70°C/minuto-1 a
250 °C mantendo-se esta temperatura por 1 minuto. Interface de detector e
temperatura da fonte de ions foram 250 472 e 200 °C, respectivamente, com gas
hélio (0,45 mL/min-1). Espectros de massa foram registrados em 70 eV com faixa
de varredura em massa de m/z 40 a 500. Todo procedimento foi realizado no
laboratorio LaBioMMi (UFSCar).
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Figura 11. llustracdo das etapas da extracéo de conteudo foliar com solvente.
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(Fonte: Rodrigo Facchini Magnani)

A identificacdo dos compostos foi realizada confrontando os dados obtidos
com a base de dados de bibliotecas de espectros de massas comerciais como a

NIST e Adams, e ainda, com a determinacdo do indice de retencdo de Kovats
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(KOVATS, 1965). Os indices de retencdo foram calculados em relagédo aos

padrdes de n-alcanos da série homologa de cadeia linear Cs-Czo.

3.7.2 Analise de emissao de volateis

As plantas em casa de vegetacao foram podadas para surgimento de
novas brotacdes. Para a coleta de volateis, trés brotos em estadio V4/V5 foram
isolados em sacos de poliéster (Wyda). As coletas de volateis foram realizadas
empregando o método de headspace dinamico, que consistiu de fluxo de ar
continuo a 0,1 litros por minuto (presséao positiva), gerado por um compressor de
ar livre de 6leo (Schulz S.A.), ap6és a filtragem para eliminac&do de contaminacéo
proveniente do ambiente através de filtros Norgren® (filtro de carvéo ativado,
adsorvente de umidade, particulas fisicas e odores) (Figura 12). Os ensaios
foram conduzidos em sala com temperatura a 25 °C e luminosidade a 3 mil luxes.
Apos passagem do fluxo de ar pelos brotos, os volateis carregados foram
capturados em tubos de vidro 0.635 x 8.89 cm contendo 200 mg do polimero
adsorvedor Tenax® TA: Oxido de 2,6-difenil-p-fenilene 35-60 mesh (Supelco)
durante 30 minutos. Na saida do tubo de vidro o fluxo de ar foi succionado por
uma bomba de vacuo acoplada a um fluxédmetro calibrado para 0,1 litros por
minuto (pressao negativa).

Para a identificacdo e quantificacdo relativa dos volateis, foram
empregadas a dessor¢ao térmica dos polimeros em equipamento Dessorvedor
Térmico (TD) TD-20 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) e analise dos
compostos volateis em cromatografo acoplado a um espectrémetro de massa
(GCMS-QP2010 Plus, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). Os compostos
volateis foram termicamente dessorvidos dos tubos de Tenax® TA no
equipamento de TD sob um fluxo de gas Hélio (He) de 20 mL/min aquecido a
250 °C durante 5 min. Os VOCs dessorvidos na etapa anterior foram
direcionados a um segundo tubo instalado no TD chamado de cold trap contendo
Tenax® TA, onde foram criogenicamente capturados a uma temperatura de -20
°C. O cold trap foi dessorvido a uma taxa de 40 °C.s* até 250 °C durante 5 min.
e a temperatura da linha de transferéncia foi mantida a 200 °C, enquanto que os
volateis foram diretamente injetados na coluna cromatografica capilar instalada

no GC-MS (Rtx-5ms, 30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 ym de espessura do filme,
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Restek, Bellefonte, PA) no modo split na proporcdo de 1:10. O programa de
temperatura do GC consistiu em temperatura inicial de 40 °C mantida durante 1
min e seguindo com uma taxa de aquecimento de 7 °C/min até atingir 250 °C,
onde esta temperatura final foi mantida durante 5 min. A temperatura da interface
entre o GC e o detector de MS foi ajustada para 250 °C e o fluxo do gas de
arraste He foi mantido a 1.01 mL/min. Os espectros de massas foram obtidos a
uma energia de colisdo de 70 eV e todas as analises foram registradas no modo
de cromatogramas de ions totais (TIC), com intervalo de varredura de relacao
massa carga de m/z 40 até m/z 500. As andlises de TD-GC-MS foram realizadas
no Laboratorio de Espectrometria de Massas Aplicada a Quimica de Produtos
Naturais no Departamento de Quimica da USP-FFCLRP.

Figura 12. llustracdo do processo de captura de volateis emitidos por brotagbes de
citros, com caminho percorrido pelo fluxo de ar, desde o compressor de ar, até a bomba

de vacuo.

(Fonte: Rodrigo Facchini Magnani / Mateus Santos)
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3.8 Andlise de fenétipo

Eventos GM HB21 da variedade Valéncia foram avaliados quanto ao
fendtipo comparadas aos controles vetor vazio. O diametro do ramo principal foi
mensurado em 10 pontos diferentes, desde o ponto de enxertia até o apice do
ramo. Foram tomadas as medidas dos 50 primeiros entren6s do mesmo ramo
principal, a partir da enxertia; e finalmente foi avaliada a area de 12 folhas
aleatdrias coletadas por toda a extensdo do ramo principal (Figura 13). As folhas
foram digitalizadas e a area foi calculada no software ‘ImageJ
(https://imagej.nih.gov/ij). Os dados foram coletados de oito propagacdes de
cada evento (oito repeticdes ou oito plantas), além de oito propagacdes de dois

eventos controle vetor vazio.

Figura 13. Esquema das medidas para avaliacéo fenotipica dos eventos GM e controles

vetor vazio, com avaliagdo do tamanho dos entrends.

———————————————————— Terceiro fluxo vegetativo

Segundo fluxo vegetativo

Primeiro fluxo vegetativo
Medida 3
Medida 2
Medida 1

..... » Ponto de enxertia

(Fonte: o autor)
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3.9 Determinacdo do numero de cdépias via Southern Blotting

Andlises de Southern Blotting foram realizadas para avaliar o numero de
copias e a integridade do T-DNA inserido no genoma das plantas, conforme
protocolo de Trijatmiko et al., (2016). De cada matriz representando um unico
evento de transformacéo genética, 50 ug de DNA foram digeridos com enzimas
de restricdo Nhel e Pvul para avaliar nimero de copias e integridade do T-DNA
das construcdes direcionadas a mitocondria e plastideos (construgcdes FTA, TA,
MFA e MA, Figura 9), Nhel e Eco81I para construgdes direcionadas ao citosol
sem intron (construcdes FA e A, Figura 9) e Nhel e Nhel+Sacl para construcéo
citosdlica com introns (construcdo HB21). As digestdes de clivagens foram

conforme as recomendacdes do fabricante (New England Biolabs).

3.10 Avaliacéo do titulo de Candidatus Liberibacter asiaticus em plantas de

laranja doce com superexpressao de B-cariofileno

No intuito de avaliar a possivel acdo bactericida ou bacteriostatica do (-
cariofileno sobre Liberibacter, oito plantas de cada evento HB21-5, 15 e 16 da
variedade Valéncia e oito plantas controle da mesma variedade foram
propagadas. Apoés seis meses da propagacao, foi realizada a inoculacdo de Ca.
L. asiaticus nos eventos HB21 e controles por meio de enxertia de borbulhas
provenientes de mudas da variedade Valéncia com sintomas de HLB e presenca
da bactéria confirmada via gPCR. Cada planta recebeu duas borbulhas.
Amostras de folhas das plantas inoculadas foram coletadas 30, 60, 90 e 120 dias

apos a inoculacao para deteccdo de Ca. L. asiaticus por gPCR.

3.10.1 Deteccao de Candidatus Liberibacter asiaticus via gPCR

A deteccdo de Ca. L. asiaticus foi feita via gPCR em equipamento
StepOnePlus (Applied Biosystems), utilizando Mastermix TagMan® Genotyping
Master Mix. O protocolo foi realizado conforme Li, et. al. (2006), com primers
HLBas (TCGAGCGCGTATGCAATACG), HLBr
(GCGTTATCCCGTAGAAAAAGGTAG) e sonda HLBp (FAM-AGACGGG
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TGAGTAACGCGBHQ-NFQ) para amplificacdo da regido 16S rDNA de Ca.
Liberibacter asiaticus.

3.11 Plantio em campo

Eventos selecionados com potencial repeléncia a D. citri foram plantados
em area experimental do Fundecitrus, respeitando a norma vigente definida pela
Comissédo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio), de acordo com a
resolucdo normativa 10, que trata de normas para isolamento de area com citros
GM. O plantio foi realizado em parcelas Unicas de 10 plantas, com espacamento
de 2,5 m entre plantas e 6,5 m entre linhas (Figura 14). O objetivo deste plantio
€ avaliar as caracteristicas agronémicas da planta, como crescimento,
arquitetura e produtividade, inferindo se houve prejuizo ao desenvolvimento da
planta pela insercdo do T-DNA ou pela expressdo do(s) transgene(s).
Adicionalmente, € possivel avaliar a expressdo dos transgenes AtTPS21 /
AtFPPS e dos genes dos precursores dos sesquiterpenos em condicdes

agricolas, com pleno desenvolvimento das caracteristicas da planta.

Figura 14. Plantio dos eventos de laranjeira doce com a constru¢gdo HB21 nas
variedades Valéncia e Pera em campo experimental na regido central do estado de Séo

Paulo.

(Fonte: o autor)
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4 RESULTADOS

4.1 Transformacgdo genética em explantes de tecido adulto de laranjeira
doce

Os explantes submetidos ao co-cultivo com A. tumefaciens e nos quais
ocorreu a transformacao genética, geraram gemas no meio de cultivo contendo
o antibidtico canamicina. Foi possivel notar diferencas de coloracdo nas gemas
gue regeneraram neste meio seletivo. As gemas provenientes de células
transformadas apresentavam um verde mais escuro, enquanto as gemas
escape, que regeneravam mesmo na presenca do antibiotico, apresentavam

coloracao verde pélido (Figura 15).

Figura 15. Gemas geradas em explantes de tecido maduro de laranjeira doce
transformados com Agrobacterium tumefaciens. (A) a seta com namero 1 indica uma
gema advinda de célula geneticamente modificada, posteriormente confirmada através
de PCR. A seta com numero 2 indica gema escape, que ndo foi transformada,
mostrando uma coloracéo mais palida (negativa para a presenca do transgene na PCR).

(B) duas gemas geneticamente modificadas.

(Fonte: Fundecitrus)

Foram obtidos 130 eventos positivos na PCR para a presenca dos
transgenes da variedade Pera e 136 eventos da variedade Valéncia (Tabela 2).

A Figura 16 ilustra a amplificacdo por PCR do fragmento correspondente ao gene



72

AtTPS21 em eventos da variedade Valéncia HB21. Esta PCR para confirmacéo

da insercdo do gene foi realizada para todos os eventos gerados, mas 0S

resultados de PCR nao sao mostrados.

Tabela 2. Eventos GM em laranjeira doce das variedades Péra e Valéncia gerados em

funcado da construcdo genética e estratégia empregada.

_ _ Eventos Eventos
Estratégia Construcéao Cddigo _
Pera Valéncia
AtTPS21 TA 28 14
Plastideos
AtTPS21+AtFPPS FTA 11 20
_ _ AtTPS21 MA 21 23
Mitocbndria
AtTPS21+AtFPPS MFA 27 34
AtTPS21 A 27 18
Citosol AtTPS21+AtFPPS FA 6 17
AtTPS21 intron HB21 10 10

Figura 16. Revelacdo de gel de agarose apoOs eletroforese de &cidos nucleicos

amplificados em reacdo em cadeia da polimerase. As bandas na altura de 320 pb s&o

resultado da amplificacédo do fragmento correspondente ao gene AtTPS21. Os nimeros

das amostras correspondem a identificagdo dos eventos HB21 (Valéncia). Controle

negativo: planta com vetor vazio. Controle positivo: plasmideo. Marcador de peso

molecular: 1 kb plus (Invitrogen).

600pb B
500pb
400pb 288 56

14 15 16 17 19

300pb oG sE @R fER R I

(Fonte: o autor)
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4.2 Analises de expressao génica

A avaliacdo dos transcritos do(s) transgene(s) foi efetuada em todos os
eventos obtidos (Tabela 2). Os niveis de expressao relativa do gene AtTPS21
foram variaveis nos eventos para as diferentes constru¢des (Figura 17).
Transcritos do(s) gene(s) foram detectados em 78 eventos. O restante dos
eventos apresentou transcritos em quantidades muito baixas ou mesmo
auséncia de expressao. Os eventos HB21 da variedade Valéncia foram os que
apresentaram os maiores niveis de expressdo de AtTPS21. Os eventos HB21
da variedade Pera por serem os Ultimos eventos obtidos, ndo atingiram estadio
para analise. Os eventos FA, apresentaram baixo nivel de expresséao relativa
para AtTPS21, porém alto nivel de expressdo de AtFPPS, fato ndo observado
nas demais plantas que tiveram o gene AtFPPS inserido (construcdo FTA e
MFA).
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Figura 17. Expressédo génica relativa dos genes AtTPS21 e AtFPPS em eventos de
laranja doce geneticamente modificados das variedades Pera (P) e Valéncia (V) com
cassetes para direcionamento dos produtos ao citosol (A; eventos HB21, FA e A);
plastidios (B; eventos FTA e TA) e a mitocondria (C; eventos MFA e MA).
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Devido ao fato dos eventos GM com a construcdo HB21, da variedade
Valéncia (identificados com os nameros 2, 5, 6, 14, 15, 16 e 17), terem sido os
anicos a mostrarem resultados que os diferenciassem dos controles nas demais

andlises, os proximos resultados estardo restritos a estes eventos.
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4.3 Analise de fendtipo

As plantas de laranja doce das variedades Valéncia dos eventos HB21
avaliadas visualmente mostraram arquitetura, desde tamanho das plantas,
formato das folhas e copa, indistinguiveis das plantas ndo transformadas e dos
controles vetor vazio. Os resultados obtidos nas avaliagcbes métricas também

mostraram auséncia de anormalidade fenotipica (Figura 18).
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Figura 18. Medidas da espessura do caule, distancia entre entrends e area foliar de
plantas GM da variedade Valéncia, constru¢cao HB21, e plantas controle vetor vazio. As
barras seguidas de mesma letra indicam néo diferirem estatisticamente entre si (Tukey,
P <0,05).
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4.4 Anélise quimica de conteldo e emissao de terpenos

Plantas de todos os eventos foram avaliadas para o acimulo de compostos
sesquiterpénicos volateis em folhas, com énfase na quantificacdo do pg-
cariofileno. Sete eventos HB21 na variedade Valéncia e dois eventos FA na
variedade Valéncia apresentaram conteudo de B-cariofileno notadamente acima
dos controles (Figura 19 A). Por outro lado, somente plantas dos eventos HB21
apresentaram taxas de emissdo de sesquiterpenos, particularmente de (-
cariofileno, em quantidade significativamente superior ao controle, com destaque
para o evento HB21-16. Nas plantas dos dois eventos FA a emissdo de -
cariofileno manteve-se nos mesmos niveis do controle (Figura 19 B). Devido ao
namero elevado de plantas e tempo necessario para analise de emissao de
volateis, somente uma fracdo das plantas foi avaliada quanto a emissao de
terpenos. As plantas que ndo foram mostradas, ou nao tiveram quantidades

marcantes de sesquiterpenos nas analises ou ndo foram amostradas.
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Figura 19. Conteudo de B-cariofileno em ppm (ug/g) acumulado nas folhas de laranjeira

(A) e emissdo de B-cariofileno a partir de ramos de laranjeira (em ng.g* FW.h! (ppb/h)

(B).
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4.5 Determinacéo do numero de cépias via Southern Blotting

Os eventos que apresentaram acumulo de B-cariofileno foram avaliados em
Southern blotting para obtencéo do nimero de copias e da integridade do T-DNA

inserido no genoma. Todos 0s eventos apresentaram apenas uma copia integra
do transgene (Figura 20).
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Figura 20. Southern blotting para avaliacdo da integridade do T-DNA (A) e niumero de

cépias (B) dos eventos HB21.
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4.6 Analises de expressao génica dos precursores enddgenos de citros

A analise dos transcritos dos genes da via do 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato
(MEP) dos eventos de laranjeira doce Valéncia com incremento na emissao de
B-cariofileno evidenciou a sub-expressdo do gene da 1-deoxixilulose 5-fosfato
sintase — DXS. De forma semelhante, a geranil difosfato sintase — GDPS foi
subexpressa na maioria dos eventos, exceto nos eventos HB21-5 e 15. A

expressdo da farnesil difosfato sintase - FPPS foi subexpressa em niveis

variaveis nos distintos eventos (Figura 21).



80

Figura 21. Analise de expressao génica nos eventos HB21 (Valéncia) para os genes de
laranjeira DXS (A), GDPS (B) e FPPS (C). A linha tracejada em vermelho é apenas uma
referéncia do controle para as demais amostras. As barras seguidas de letras diferentes

indicam que os eventos diferem estatisticamente entre si (Tukey, P < 0,05).
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Quando analisados outros eventos, poucos apresentaram sub-expressao
de algum dos trés genes ou mesmo superexpressdo (Figura 22). Os demais

eventos ndo tiveram alteragdo na expressao destes genes.
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Figura 22. Andlise de expressdo génica de eventos que também apresentaram
diferencas nos niveis de expressao para os genes de laranjeira DXS, GDPS e FPPS. A
linha tracejada em vermelho é apenas uma referéncia do controle para as demais
amostras. As barras seguidas de letras diferentes indicam que os eventos diferem

estatisticamente entre si (Tukey, P < 0,05).

DXS
4.2 —x 2 a z 5 5
I B T T e -
T 08 : b
2 o8 c c
(o]
S 04
8 02
X 0
" T g BE & 8 £ = = S B =
N T O - Y n 0O = 0 o0
< < T & - - ® < 35 O
EE<<<<<<::
o 0O
GDPS
25
2 c ¢
ga
£ 15
o ab
® b b b b b
o 1 - & - - - 7 =
(4]
w
w
x
18]
0
& & B & 5 2 & & & =
o+ o = < v o < o
s 2 2 2 & - z * 31 %
[I'IIIIILLLLLLLL‘g'g
o 0O
FDPS
5 8
1,8
o 18 5 b
S 14 c
£ 12 d - d d d d d
s 1B oW a8 B 8 mw -
0,8
8 06
80.4
© 02
g 0
2 & E B & & =2 2 &g &E =
N T - Y o = 0 o
< £ T @ ¥ S ¥ & g T
ttEE&EE&g‘g

-~
~
-~
~



82

4.7 Avaliacéo do titulo de Candidatus Liberibacter asiaticus em plantas
com superexpresséao do B-cariofileno

Apos 60 dias da data de inoculacdo, apenas uma planta do evento HB21-
15 foi positiva para Ca. L. asiaticus. ApOs esta coleta, todas as plantas foram
podadas para emissdo de novas brotacfes. A terceira andlise ocorrida aos 90
dias poés-inoculacéo foi positiva na qPCR para praticamente todos os eventos e
controle, e a maioria dos eventos e controles apresentavam plantas com
sintomas de mosqueado, principalmente nos ramos novos (Figura 23). Aos 120
dias, os valores de Ct foram menores e similares entre os tratamentos (Tabela3).

Tabela 3. Valores de Ct obtidos na qPCR nas avaliagdes de 30, 60, 90 e 120 dias apos
a inoculagéo via borbulha. Amostras com valores de Ct menores ou iguais a 35,0 sdo

consideradas ‘positivas’ para a presenca de Ca. L. asiaticus.

30 dias 60 dias 90 dias 120 dias

V-HB21 5 (1) - - 23,9 21,2
V-HB21 5 (2) - - 23,9 19,4
V-HB21 5 (3) - - 22,5 18,1
V-HB21 5 (4) - - 24,6 22,1
V-HB21 5 (5) - 38,4 24,1 22,0
V-HB21 5 (6) - - 24,2 20,1
V-HB21 5 (7) - - 22,3 18,0
V-HB21 5 (8) - - 24,9 22,2
V-HB21 15 (1) - - 23,9 19,6
V-HB21 15 (2) - - 23,9 20,0
V-HB21 15 (3) - 33,0 23,0 19,5
V-HB21 15 (4) - - 26,0 21,2
V-HB21 15 (5) - - 233 20,3
V-HB21 15 (6) - - 22,3 18,2
V-HB21 15 (7) - - 24,8 20,9
V-HB21 15 (8) - 38,3 24,4 21,4
V-HB21 16 (1) - 39,4 22,7 21,1
V-HB21 16 (2) - - 36,5 26,6
V-HB21 16 (3) - - 23,7 19,1
V-HB21 16 (4) - - 21,1 17,9
V-HB21 16 (5) - - 36,9 29,9
V-HB21 16 (6) - - 23,0 19,1
V-HB21 16 (7) - - 24,5 20,5
V-HB21 16 (8) - 36,3 21,1 16,8
V-NT 42 (1) - - 23,3 20,4
V-NT 42 (2) - - 22,2 20,0
V-NT 42 (3) - 38,2 22,4 19,8
V-NT 42 (4) - - 23,3 20,7
V-NT 42 (5) - - 22,3 19,1
V-NT 42 (6) - - 23,0 20,9
V-NT 42 (7) - - 22,0 16,5
V-NT 42 (8) - - 225 20,0

O simbolo *-* representa valor de Ct indeterminado.
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Figura 23. Folhas de plantas GM HB21 inoculadas com Ca. Liberibacter asiaticus

apresentando sintomas de mosqueado.

(Fonte: o autor)

4.8 Analise de expressao génica pos-plantio

As avaliagOes de expressao génica, das plantas de Valéncia transformadas
com a construgdo HB21, apresentaram resultados similares aos obtidos em casa
de vegetacdo, ndo havendo alteracdes significativas nos niveis de expressao
para 0 gene AtTPS21. Avaliacbes para os genes DXS, GDPS e FPPS

apresentaram pequenas alteracdes nos niveis de expressao (Figura 24).
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Figura 24. Comparacédo dos niveis de expressao génica relativa obtidos em plantas
mantidas em casa de vegetacao versus plantas apos sete meses de plantio em campo.
Niveis de expressao de AtTPS21 (A), e dos transcritos enddgenos de citros DXS (B),
GDPS (C) e FPPS (D). As barras seguidas letras diferentes indicam que os eventos
diferem estatisticamente entre si (Tukey, P < 0,05).
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5 DISCUSSAO

O HLB, pior doenca da citricultura, continua invadindo novas areas de citros
nos paises produtores, sendo a mais grave ameaca a industria de suco (BOVE,
2006). Em 2015 o psilideo Trioza erytreae foi detectado na peninsula ibérica,
representando real ameaga a citricultura do mediterraneo. Devido a falta de
alternativa para cura e a impossibilidade de convivéncia com a doenca no
campo, gerando perda de produtividade, depreciacdo do suco e alto custo no
manejo do pomar, diversos produtores migraram para novas culturas ou mesmo
abandonaram seus pomares. Até o momento fontes de resisténcia genética a
bactéria sdo limitadas a géneros de rutdceas sem compatibilidade sexual, o que,
aliado a complexidade genética da espécie, alta heterozigosidade, periodo
juvenil prolongado, entre outros fatores, trazem dificuldades as aplicacdes do
melhoramento convencional.

O método mais eficaz de combate ao HLB é o controle quimico de D. citri.
Frequentes aplicacfes de inseticidas resultam no decréscimo da populacéo do
inseto em pelo menos 80% e, por consequéncia, reduz significativamente a
transmissao de Ca. Liberibacter sp. (BASSANEZI et al., 2013). O crescente uso
de inseticidas, porém, torna a cultura de citros onerosa e pouco sustentavel,
frente a crescente preocupacdo com 0 meio ambiente. O emprego da
biotecnologia, gerando plantas geneticamente modificadas, € visto como solucdo
ao avanco assolador do HLB (RICHARDSON & HALL 2013; DURAN-VILA et al.,
2015). Entretanto, até que eventualmente plantas GM resistentes ou tolerantes
ao HLB possam ser geradas, € estritamente recomendado que os produtores
mantenham as a¢des de manejo do HLB, de forma a manter a maior parte dos
pomares com niveis suportaveis de HLB (BOVE, 2012).

A possibilidade de gerar plantas que, ao mesmo tempo sejam eficientes
contra 0 avanc¢o do HLB e proporcionem uma citricultura sustentavel, diminuindo
a frequéncia de aplicagbes de agroquimicos, é um objetivo almejado por toda a
cadeia citricola. Com este prop0ésito, plantas de laranjeira doce das variedades
Pera e Valéncia foram transformadas geneticamente para producédo do
sesquiterpeno B-cariofileno com o objetivo de repelir o psilideo D. citri, vetor de
Ca. Liberibacter spp.. O emprego de 6rgédo vegetal com tecido maduro para

transformacao genética € a primeira vantagem da metodologia aqui empregada.
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Apéds 48 meses da formacdo da muda geneticamente modificada, ja é possivel
avaliar floragcéo e frutificacdo dos eventos, o que no caso de 6rgados ainda em
periodo juvenil, tomaria ao menos o dobro de tempo (PENA et al., 2008). Trés
estratégias foram empregadas no intuito de aumentar a expressao e producéo
do sesquiterpeno, cada uma delas direcionando o produto da expresséao do(s)
gene(s) para um compartimento celular diferente: mitocondria, plastideos, além
do citosol, onde majoritariamente 0s sesquiterpenos sao produzidos nas plantas.
O direcionamento da producdo de terpenos ao plastideo, permitiu notavel
acumulo de patchoulol em tabaco, o que ndo aconteceu quando a producao foi
direcionada ao citosol (WU et al., 2006). A producdo compartimentalizada pode
evitar possiveis efeitos toxicos devido a acumulacdo de sesquiterpenos no
citosol, podendo comprometer o desenvolvimento da planta (KAPPERS et al.,
2005). Em nosso caso, ndo foram observados efeitos deletérios nas estratégias
empregadas. Eventos com produto direcionado ao citosol e que continham

introns em seu gene, foram os que atingiram melhores resultados.

5.1 Expressao génica de AtTPS21 e AtFPPS

Das plantas dos eventos cujos produtos foram direcionados aos plastideos
(FTA e TA), mitocondria (MFA e MA) ou citosol (FA, A e HB21),
aproximadamente 30% apresentaram expressao do(s) gene(s) de Arabidopsis.
Nestas plantas geneticamente modificadas com genes AtTPS21 para producéo
de B-cariofileno, com ou sem cassete de AtFPPS, os niveis de expressao foram
importantes apenas para comparagdo entre 0os eventos, ndo sendo possivel
correlacionar se estes niveis sao realmente significativos quando comparados
aos controles, ja que eventos com vetor vazio ndo possuem o(s) gene(s). Plantas
controle foram utilizadas para composi¢cdo dos calculos de expressao, sendo
consideradas amostras negativas. Dos 266 eventos obtidos, 78 (29%)
apresentaram niveis de expresséao significativos quando comparados com 0s
demais, tanto para AtTPS21, AtFPPS ou para ambos. O restante dos eventos
nao gerou transcritos do(s) gene(s) ou apresentou quantidades muito baixas. A
nao expressao pode estar relacionada ao local de inser¢cdo no genoma vegetal,
insercéo parcial ou truncada do T-DNA, assim como silenciamento decorrente
do nimero de coépias do T-DNA (veja mais no item 5.3). Sendo a expressao
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génica um fator de selecdo para os testes quimicos, estes eventos foram
descontinuados. Nenhuma matriz foi descartada, mantendo para futuros testes,
caso seja necessario.

Os eventos FA apresentaram em geral baixos niveis de expressdo de
AtTPS21, mas chama a atencao os altos niveis de expressao de AtFPPS, o que
nao ocorreu nas demais construcdes. A opcao de usar adicionalmente uma FPP
sintase é fundamentada em diversos trabalhos onde a expressdo adicional de
uma FPPS elevou a sintese de sesquiterpenos em plantas GM (WU et al., 2006).
N&o foi observado nas plantas citricas GM distingdo no aumento dos niveis de
expressdo de AtTPS21 em funcdo da presenca de uma FPP sintase. A
guantidade de terpenos também ndo mostrou incremento nesta estratégia (vide
item 5.2). Por outro lado, eventos HB21 apresentaram expressao de AtTPS21
em niveis elevados, embora de maneira ndo homogénea. Sesquiterpenos tém
sua biossintese majoritariamente localizada no citosol, corroborando os bons
resultados obtidos nestes eventos. Excecdo se fez na construcdo A, onde a
deteccao de transcritos foi baixa ou nula.

Os niveis de expressdo dos genes precursores dos terpenos foram
avaliados em plantas dos eventos que apresentaram alteragdes na producéo de
sesquiterpenos, notadamente na produgcdo de p-cariofileno. Nos eventos da
variedade Valéncia HB21 foram observados menores niveis de expressédo dos
genes DXS, GDPS e FPPS comparados ao controle, exceto nos eventos 5 e 15,
gue ndo mostraram diferenca estatistica quanto ao controle para o gene GDPS.
Monoterpenos sdo sintetizados principalmente pela via MEP, controlando
guantitativamente sua producao, através do fornecimento de IPP e DMAPP
(MUNOZ-BERTOMEU et al., 2006; BATTILANA et al., 2011; DUDAREVA et al.,
2013). DXS é considerada a enzima limitante no fluxo da via MEP, portanto, a
expressdo génica de DXS tem relacdo direta com o conteudo de monoterpenos,
afetando também a expressédo de GDPS (XIE et al., 2008; BATTILANA et al.,
2009), estando sujeita a regulagao negativa por feedback (GUEVARA-GARCIA
et al., 2005). Quando observados os incrementos no contelddo e emissao de (-
cariofileno, acima do que é produzido por uma planta ndo GM, é possivel que
haja um deslocamento de recursos para compensar este aumento de producao,
resultando num menor nivel de expressao de outros precursores, a partir de

DXS, uma vez que enzimas, unidades de IPP e até mesmo substratos podem
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ser trocados entre compartimentos celulares na via dos terpenos (MCGARVEY
& CROTEAU, 1995; ROHMER, 1999; KAPPERS et al., 2008). Desta forma, o
incremento na geracdo de transcritos e consequente producdo de
sesquiterpenos, pode estar refletido na expressdo desde DXS, que por
consequéncia alterara a expressao de GDPS e FPPS.

Corroborando com esta possibilidade, eventos FTA, TA, MFA, MA, FA e A
que nado apresentaram incremento no conteddo ou na emissao de B-cariofileno,
também nado apresentaram diminuicdo na expressdo de DXS, GDPS e FPPS,
com poucas excecdes. Nagata e colaboradores (2002) observaram em
Arabidopsis mutantes com auséncia da enzima DXS, que varios compostos da
via MEP eram sintetizados na via MVA, como forma de compensar a falta dos
produtos da outra via. Da mesma forma, Schwarz e Arigoni (1999) ja haviam
relatado a formacédo de ginkgolides — lactonas terpénicas presentes em Ginkgo
biloba — a partir de MVA, mesmo este sendo um composto naturalmente
produzido a partir de MEP, deixando mais evidente a dinamica troca de
compostos entre as vias, a fim de compensar eventuais deficiéncias.

Até o momento, este possivel desbalanco na expressao dos genes, nao
refletiu em prejuizo ao desenvolvimento das plantas que, ao serem analisadas
estatisticamente quanto as caracteristicas fenotipicas, néo diferiram das plantas

controle.

5.2 Analises quimicas para conteudo e emisséo de terpenos

Nas analises de conteddo quimico e emissdo de compostos
sesquiterpénicos, foi possivel a comparacdo frente a controles vetor vazio.
Embora a emisséo de sesquiterpenos em citros seja baixa (em torno de 18% do
total de compostos volatilizados), B-cariofileno pode ser detectado em todos os
6rgéos da planta (ALQUEZAR et al., 2017).

Na andlise dos extratos obtidos com hexano, eventos FTA e TA nédo
apresentaram acumulo superior de compostos mono e sesquiterpénicos quando
comparados as plantas controle, mesmo nos eventos com bons niveis de
expressao dos genes. Eventos MFA e MA seguiram a mesma tendéncia. Dois
eventos FA e sete HB21 na variedade Valéncia, acumularam compostos
sesquiterpénicos em quantidade superior aos controles, com destaque para -
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cariofileno, composto com maior acumulo e produto direto da agdo enzimética
da sesquiterpeno sintase codificada pelo gene AtTPS21.

Os resultados de emissdo dos eventos Valéncia HB21 foram coerentes
com a quantificacao para conteudo — embora a emissao tenha sido maior que o
acumulo — superando as taxas de emissao de (-cariofileno para o controle em
todos as amostras. De maneira oposta, os dois eventos FA, apesar de um maior
acumulo de B-cariofileno, emitiram na mesma propor¢ao que o controle. Llusia e
Pefiuelas (2000) também relatam diferencas entre acumulado e emitido em
plantas lenhosas, que podem ocorrer, entre outros fatores, pela conversao do
produto acumulado em outros compostos, ndo sendo entdo volatilizado. Da
mesma forma, Zeng e colaboradores (2016) demonstraram que alguns
compostos monoterpénicos encontrados em extratos de solventes, ndo puderam
ser detectados em sua porcéo volatil.

Os resultados demonstrados, principalmente na emissao de S-cariofileno,
colocam os eventos HB21 como potenciais plantas repelentes a D. citri. Como ja
demonstrado por Alquézar e colaboradores (2017), plantas de A. thaliana,
neutras ao psilideo, tornaram-se repelentes quando expressavam e emitiam -
cariofileno constitutivamente.

Para maior confianca e solidez dos resultados, os eventos HB21 foram
propagados por meio de enxertia, podados, e conduzidos a produzirem
brotacbes em estaddio de maior preferéncia para D. citri. Em testes de
olfatometria realizados no Laboratério de Ecologia Quimica do Fundecitrus,
volateis destes eventos foram oferecidos a fémeas de D. citri juntamente com ar
puro (odor neutro). Como ja foi demonstrado, plantas citricas, especialmente
brotagdes com folhas jovens, liberam grande quantidade de volateis com forte
influéncia sobre o comportamento de adultos de D. citri, sendo atraentes
especialmente para fémeas (WENNINGER et al., 2009; NORONHA JR., 2010;
SETAMOU, 2010; MANN et al., 2012). Os resultados obtidos nos testes de
olfatometria mostraram o efeito repelente do B-cariofileno produzido pelos
eventos HB21, onde fémeas apresentaram clara preferéncia ao odor neutro, nos
sete eventos testados, superando a forte atratividade das brotacdes
(ALQUEZAR et. al., artigo submetido).

Quando comparados as plantas transformadas com vetor vazio, bem como

com plantas da variedade Valéncia que ndo foram geneticamente modificadas,
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0s eventos HB21 ndo apresentaram diferencas fenotipicas, ndo sendo possivel
distinguir visualmente plantas GM e ndo GM. Ao avaliar varidveis como
espacamento de internodios, espessura dos ramos e area foliar, diferenca
estatistica ndo foi obtida, mostrando que o aumento na producéo e emissao de
B-cariofileno — mesmo nas plantas onde se detectou diminuicdo do nivel de
transcritos dos genes DXS, GDPS e FPPS — néo acarretou em prejuizo ao
desenvolvimento das plantas.

Ao final da redacao deste trabalho, todos os eventos HB21 da variedade
Valéncia, mantidos em casa de vegetacdao, ja apresentavam floracao e alguns ja
haviam produzido frutos, inclusive as plantas controle. Visualmente ndo foram
notadas diferencas morfoldgicas nas flores, tampouco no tamanho e formato dos

frutos.

5.3 Avaliacdo do numero de cépias por Southern blotting

O silenciamento de transgenes € preconizado como um sistema de defesa
da planta frente a sequéncias de DNA ou RNA exdgenas, ocorrendo com
frequéncia em eventos de transformacdo (MATZKE & MATZKE, 1998;
DOMINGUEZ et al., 2002). Mltiplas copias do transgene estéo associadas com
a baixa expressao, assim como podem resultar em silenciamento do T-DNA no
genoma da planta (HOBBS et al., 1990). No processo de obtencéo de plantas
geneticamente modificadas, 0 nimero de coOpias integradas do transgene no
genoma da planta é um dos principais fatores de selecdo de eventos, dando
preferéncia para eventos com uma ou duas coépias. Desta forma, os eventos
HB21 na variedade Valéncia foram avaliados quanto a integracdo e nimero de
copias do T-DNA. Posteriormente, eventos FTA, TA, MFA, MA FA e A, foram
selecionados aleatoriamente e submetidos ao Southern blotting, para avaliacéo
de possivel correspondéncia do baixo niumero de transcritos, do ndo-acumulo
e/ou emissdo de B-cariofileno a ocorréncia de multiplas copias do transgene.
Destes eventos, grande parte possuia duas ou mais copias, alguns chegando a
5 copias. O efeito do numero de copias no silenciamento génico foi observado
no evento FTA — 21 (Pera) onde na primeira analise de expresséo génica, foram
detectados transcritos para ambos 0s genes. Apos 24 meses, uma segunda
andlise foi realizada havendo auséncia de transcritos de AtTPS21, e um nivel de
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expressao mais baixo para AtFPPS comparado ao primeiro teste. Na avaliacédo
de Southern, o evento apresentou trés copias integras e uma parcial do T-DNA.

Os sete eventos HB21 apresentaram apenas uma copia integra do T-DNA,
bem como os eventos FA-14 e FA-15 (Valéncia), que tiveram acréscimo no

conteudo de B-cariofileno.

5.4 Avaliacéo do titulo de Candidatus Liberibacter asiaticus em plantas de

laranja doce com superproducédo de B-cariofileno

Nas plantas, diversas classes de terpenos atuam na defesa contra
estresses bidticos e abioticos, na atracdo de polinizadores ou na sinalizacao as
plantas vizinhas por plantas que sofrem herbivoria (BALANDRIN et al., 1985,
DUDAREVA et al., 2006). Linhagens de A. thaliana com auséncia de -
cariofileno sintase mostraram maior crescimento bacteriano em estigmas florais,
além de danos nas sementes, enquanto linhagens geneticamente modificadas
para emissdo constitutiva de B-cariofileno se mostraram mais resistentes as
infeccdes e produziram sementes em maior quantidade (HUANG et al., 2011).
Yamagiwa et al., (2011) relataram que plantacées de couve-chinesa (Brassica
rapa pekinensis), colonizadas pelo fungo Talaromyces sp., tiveram aumento
significativo no crescimento das plantulas e na resisténcia a Colletotrichum
higginsianum devido ao B-cariofileno liberado pelo fungo. Em citros, cultivares
relatados como tolerantes ao HLB apresentam quantidades superiores de
sesquiterpenos, indicando possivel efeito antimicrobiano destes compostos a
Ca. L. asiaticus (HIJAZ et al., 2013). Killiny et al., (2017 e 2018) também
discutiram a possiblidade do B-cariofileno, conferir tolerancia a Ca. L. asiaticus.

Nos testes conduzidos em casa de vegetacdo, as 24 plantas GM dos
eventos HB21-5, 15 e 16 apresentaram resultado positivo na detecgéo de Ca. L.
asiaticus nas analises de gPCR, 90 dias ap0s a inoculacdo. O tempo na detec¢ao
molecular da bactéria e aparecimento de sintomas foliares ndo diferiu em relagcéo
as plantas controles. O titulo bacteriano, avaliado indiretamente pelos valores de
Ct obtidos néao diferiu entre as plantas controle e os eventos GM com incremento
no conteudo de B-cariofileno. Portanto, o incremento no acumulo e emisséo de
B-cariofileno parece nao exercer papel bactericida ou bacteriostatico sobre Ca.

L. asiaticus.



92

5.5 Plantio de eventos HB21 (Valéncia) em campo experimental

O plantio em campo foi realizado em dezembro de 2018 e representa uma
importante etapa de avaliacdo dos eventos. Nos sete primeiros meses em area
experimental, as plantas estiveram expostas a intemperes do ambiente, bem
como a insetos e pragas. Nesta primeira analise, ndo houve modificagdo nos
resultados de detecgcdo dos transcritos do gene AtTPS21. Continuacdo dos
testes sera necessaria para avaliar o comportamento das plantas GM no campo,

assim como para avaliar seu efeito repelente.

5.6 Considerac0es finais

A utilizac&o de genes para producao de B-cariofileno, em especial AtTPS21
€ uma ferramenta promissora contra o avan¢o do HLB. Os resultados obtidos
nas plantas GM contendo o cassete da construcdo HB21 reforcam os resultados
demonstrados por Alquézar et al, (2017b) utilizando Arabidopsis
superexpressando B-cariofileno. Em Arabidopsis tipo selvagem (WT), a emisséo
de B-cariofileno é exclusiva das flores e, juntamente com a-humuleno, compéem
os dois principais compostos emitidos por este 6rgao vegetal (CHEN et al., 2003;
THOLL et al, 2005). A utilizacdo de promotor constitutivo (CaMV35S)
possibilitou a producdo por todos os tecidos da planta que, juntamente a
superexpressdo do gene, proporcionou uma emissao de até 600 vezes deste
sesquiterpeno comparado ao controle WT, havendo por consequéncia, a
repeléncia de fémeas de D. citri quando expostas aos volateis de Arabidopsis
GM (ALQUEZAR et al., 2017b).

Outros autores haviam demonstrado repeléncia de plantas contra pragas
pela utilizagdo da engenharia genética, pelo incremento na emissao de
compostos sesquiterpénicos. Uma variedade hexapléide de trigo foi modificada
geneticamente, direcionando a producdo do sesquiterpeno (E)-B-farneseno aos
plastideos, utilizando (E)-B-farneseno sintase de hortela-pimenta. Trés espécies
de pulgbes que atacam o trigo foram repelidas em ensaios laboratoriais (BRUCE
et al., 2015). Bhatia et al., (2015) superexpressaram 0 precursor sesquiterpénico
farnesil difosfato sintase2 (FDS2) no citosol de Arabidopsis, além de

direcionarem o produto translacional aos plastideos, obtendo ganho na sintese
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de alguns sesquiterpenos, entre eles o (E)-B-farneseno. Como resultado,
bioensaios com voléateis ou extratos da planta mostraram repeléncia ao afideo
Myzus persicae.

E notavel o desempenho no actimulo e emissdo de B-cariofileno nos
eventos com a construgdo HB21 quando comparados aos eventos Pera e
Valéncia transformados com as outras constru¢des utilizadas neste trabalho.
Uma vez que na construgdo HB21 estd ausente o precursor FPPS, é
desconsiderado seu papel no desempenho destes eventos, assim como da
presenca deste gene nédo houve condicéo sine qua non para um melhor resultado
das construgcbes que o possuiam (FTA, MFA e FA). Os resultados com
incremento no acumulo de g-cariofileno para a construcdo FA ndo foram
uniformes entre os eventos e ndo houve emissao relacionada ao maior acumulo
deste composto.

Pode-se considerar a presenca dos introns como um fator preponderante
no desempenho desta construgcdo. O fen6meno denominado intron-mediated
enhancement, no qual os introns podem aumentar a expressdo génica, a
estabilidade de transcrigdo, bem como a eficiéncia da tradugédo de mRNA em
muitos eucariotos, inclusive plantas (GALLEGOS & ROSE, 2015; LAXA, 2017,
AKUA & SHAUL, 2013), pode explicar a diferenca dos resultados entre as
construcdes. Alguns autores demonstraram uma correlacdo com o niumero de
introns e a estabilidade do mMRNA em Arabidopsis thaliana, além de humanos e
ratos (DUAN et al., 2013; SHAROVA et al.,, 2009; NARSAI et al., 2007). Em
mamiferos e plantas, introns préximos a promotores tendem a aumentar a
eficiéncia da transcricdo (SAMADDER et al., 2008). Entretanto, 0s mecanismos
de atuacdo dos introns na expressdo génica ainda ndo sado totalmente
compreendidos (SHAUL, 2017). Da mesma forma, estudos mais aprofundados
sao necessarios para compreender o papel dos introns na construgédo HB21.

Com a recente descri¢ao e caracterizagao funcional de sete sesquiterpeno
sintases de Citrus sinensis (ALQUEZAR et al., 2017a), torna-se viavel a
reproducdo dos experimentos de transformacdo genética descritos neste
trabalho utilizando sesquiterpeno sintase de laranjeira doce para producao de (-
cariofileno, beneficiando-se dos resultados obtidos com AtTPS21. A reinsercéo
de um gene clonado a partir da prépria planta é viavel, como demonstrado em

Arabidopsis superexpressando uma AtTPS, levando ao acréscimo na emissao
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de B-cariofileno. Ademais, essa estratégia poderia representar vantagem frente
a resisténcia existente em diversos paises as plantas geneticamente
modificadas, por se tratar de cisgenia - procedimento que envolve o
melhoramento genético, utilizando genes de espécies que podem ser cruzadas
naturalmente (CIB, 2019).
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6 CONCLUSAO

e Eventos com direcionamento dos produtos ao citosol foram os que
apresentaram acumulo superior de compostos sesquiterpénicos, com

destaque para o p-cariofileno, quando comparados aos eventos controle.

e Eventos HB21 emitiram g-cariofileno em quantidades superiores aos

eventos controle.

e O aumento na producdo e emissdo de B-cariofileno parece demandar
recursos diminuindo a expressao de outros genes, como DXS, GDPS e
FPPS.

e Nas avaliagbes do fendtipo, ndo houve diferenca estatistica em relacéo

aos mesmos parametros avaliados nos controles vetor vazio.

e Estudos complementares devem ser realizados para compreender o

papel dos introns nas constru¢des HB21.

e Aparentemente, o precursor AtFPPS nao foi relevante para o incremento

de transcritos e consequente aumento na sintese de S-cariofileno.

e ApOs sete meses expostas as condicbes de campo, os eventos HB21
continuam expressando o gene AtTPS21 nos mesmos niveis observados

em ambiente controlado.
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CAPITULO 3

EXPRESSAO DE TERPENO SINTASES DE LARANJEIRA DOCE (CsTPS)
EM Arabidopsis thaliana PARA SUPEREXPRESSAO DE B-CARIOFILENO

1 INTRODUCAO

O aparecimento da mais devastadora doenca dos citros nos dois maiores
produtores mundiais de laranja, trouxe a tona um problema vivido por produtores
de laranja de outras partes do mundo que j& enfrentavam o HLB: a falta de
solucdo para um problema tdo grave. Ndo existem medidas de controle que
sejam efetivas ou métodos curativos (BELASQUE Jr et al., 2009). Nem mesmo
a poda drastica de ramos afetados é eficiente para conter a colonizagdo da
bactéria na planta (LOPES et al., 2007). O uso de ferramentas biotecnoldgicas
no combate a doencas e pragas na agricultura, trouxe nova perspectiva aos
pomares. Os resultados obtidos nos eventos HB21 geneticamente modificados
(GM), sao frutos da inovacdo biotecnoldgica e trazem a possibilidade da
reproducao dos resultados em campo.

O efeito repelente do B-cariofileno foi demonstrado em Arabidopsis GM
para incremento na emisséo de B-cariofileno, tornando a planta, naturalmente
neutra a D. citri, em repelente. O composto comercial B-cariofileno liberado a
partir de dispensadores quimicos em baixas doses também foi suficiente para
causar repeléncia em fémeas de D. citri. (ALQUEZAR et al., 2017D).

Baseando-se no efeito que as goiabeiras produziram sobre os psilideo nos
pomares do Vietna, laranjeiras GM para incremento na producao e emisséo de
B-cariofileno se mostraram repelentes quando seus volateis foram ofertados a
fémeas de D. citri (ALQUEZAR et al., artigo submetido). As fémeas sdo as mais
atraidas pelo odor das laranjeiras, tanto na busca de alimento como na busca de
brotacdes para ovipositarem (NORONHA JR, 2010). O gene de AtTPS21 de
Arabidopsis thaliana, propiciou 0 aumento de transcritos e a producdo de -
cariofileno em laranjeiras. Como os resultados mostraram, o incremento na
emissdo deste sesquiterpeno foi suficiente para suplantar o efeito atrativo que

compostos volateis causam nos psilideos, bem demonstrados na literatura
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(WENNINGER et al., 2009; NORONHA JR, 2010; PATT & SETAMOU, 2010;
MANN et al., 2012; ZHAO et al., 2013).

A descricdo de novas terpeno sintases de citros, abre a possibilidade da
geracdo de plantas GM contendo genes da propria laranjeira. Até 2016, 21
terpeno sintases do género Citrus (CsTPS) haviam sido descritas, sendo 18 para
monoterpenos e apenas 3 para sesquiterpenos (NASCIMENTO, 2016). Alquézar
e colaboradores (2017b) caracterizaram sete CSTPS responsaveis pela
producdo de sesquiterpenos. Esta caracterizacdo em nivel funcional, a partir da
expressao de proteinas recombinantes em E. coli e em ensaios enzimaticos in
vitro tendo FPP como substrato, possibilitou identificar os produtos gerados por
cada CsTPS. As informacdes geradas foram essenciais para a escolha da
terpeno sintase utilizada na etapa de construcdo de um cassete de
transformacdo contendo CsSTPS que produz majoritariamente B-cariofileno,
como proposto neste trabalho. Para tanto, foi escolhido o clone CsSesquiTPS6b
(acesso n°® MF280926), do gene orangel.1t004360, cujo produto majoritario da
atividade catalitica é B-cariofileno (73,51 + 0,26% do total) juntamente com a-
humuleno (23,14 + 0,30% do total). Os trabalhos de transformacao, bem como
expressao génica e andlises quimicas, foram realizados em Arabidopsis
thaliana, referéncia para estudos bioldgicos, tendo seu genoma, metabolismo e
método de transformacdo bem caracterizados (DELATORRE & SILVA 2008;
KOORNNEEF & MEINKE, 2010) e por ser um organismo de ciclo curto,
otimizando o tempo de obtenc¢éo dos resultados, além de nado ter o background

de terpenos presente em citros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Construcao de cassetes de transformacdo contendo o gene TPS de citros
(CsTPS) para transformacdo genética de Arabidopsis thaliana obtendo a

superexpressao e emissao de B-cariofileno.

2.2 Objetivos especificos

1. Clonar a sesquiterpeno sintase de laranjeira doce Valéncia que produza

majoritariamente o B-cariofileno em vetores binarios.

i) obter o clone com a sequéncia codificante do RNA mensageiro;

i) obter o clone gendmico cromossomal, contendo a sequéncia codificante

do gene com os introns nativos do gene.

2. Obter plantas de Arabidopsis thaliana contendo os cassetes de expresséo (T-
DNA) mediante transformacédo genética com Agrobacterium tumefaciens.

3. Avaliar a expressdo génica e a taxa de emissdo de pB-cariofileno em
Arabidopsis GM comparando as estratégias de expressdo da CsTPS contendo

Oou nao introns.
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3 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos para obtencdo das construcbes génicas e posterior
transformacéao e caracterizagao do gene CsTPS em A. thaliana, foram realizados

no laboratdrio de Biotecnologia do Fundecitrus, conforme esquema da Figura 25.

Figura 25. Fluxo de trabalho para obtencdo dos cassetes de transformacéao,
transformacéo genética e avaliagdo das plantas GM.

[ Fluxo de trabalho ]

Preparo de células competentes
de E. coli

Preparo de células competentes
de A. tumefaciens

Isolamento do gene CsTPS

Construcgdo dos cassetes de
transformacao

Clonagem em E. coli

Transformacdo de A. tumefaciens

Obtengdo de plantas de A.
thaliana

Transformacdo de A. thaliana via
A. tumefaciens

Selecdo de A. thaliana
transformadas

Avaliagdes moleculares e
quimicas

(Fonte: o autor)
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3.1 Preparo de bactérias para transformacéo

3.1.1 Preparo de células competentes de E. coli para eletrotransformacao

Uma colbnia isolada de E. coli da linhagem DH5a foi crescida em 10 mL de
meio Luria Bertani (LB) a 37 °C por 16 h, sob agitacdo. ApGs o crescimento, 0S
10 mL foram incubados em 1 L de meio LB a 37 °C, sob agitacdo, até atingir
DOsoonm de 0,6. A cultura foi incubada por 30 minutos em gelo e centrifugada a
5000 x g por 5 minutos. O pélete foi entdo ressuspendido em 1 litro e 0,5 litro de
agua estéril consecutivamente, obtendo-se péletes por centrifugacdo a cada
ressuspensao. Uma ultima centrifugacéao foi realizada, ressuspendendo o pélete
em 20 mL de glicerol 10% estéril e estocado em aliquotas de 50 uL em tubos

eppendorf, a -80 °C.

3.1.2 Preparo de células competentes de A. tumefaciens

Uma colbnia isolada de A. tumefaciens da linhagem EHA105 foi obtida apés
repiqgue em meio (LB) contendo 50 ug de rifampicina e crescida em 10 mL de LB
com o0 mesmo antibidtico a 28 °C por 24 h, sob agitacdo. Apés este periodo, 8
mL desta cultura foi adicionado a 200 mL de LB e incubado em shaker até atingir
DOeoonm de 1,0. A cultura foi entdo mantida em gelo por 1 h e centrifugada a 6000
X g por 20 minutos a 4 °C. O pélete resultante foi ressuspendido em 5 mL de
CaCL2 gelado, distribuido em aliquotas de 100 pL em tubos eppendorf e

estocado a -80 °C até o momento de uso.

3.2 Isolamento do gene CsTPS

Para obtenc&o do gene CsTPS a partir do cDNA, o RNA total de folhas de
laranjeira Valéncia foi extraido com reagente TRIzol (Invitrogen, protocolo
segundo fabricante), sendo utilizado um grama de tecido vegetal por amostra.
As folhas em estadio V4 foram trituradas em nitrogénio liquido e imediatamente
foi adicionado 5 mL de TRIzol reagente. Adicionou-se 1 mL de cloroférmio, e
apos descanso de trés minutos, as amostras foram submetidas a centrifugagéo

a 8.000 x g por 30 minutos (4 °C). Os sobrenadantes foram transferidos para
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novo tubo juntamente com isopropanol (v/v), homogeneizados por inversdo e
mantidos em descanso por 10 minutos. Apds centrifugacéao a 8.000 g por 20 min,
obteve-se precipitado que foi lavado com 1 mL de etanol 70% e novamente
submetido a centrifugacdo a 8.000 g por 10 min. O pélete final foi seco
parcialmente e hidratado em 70 pL de agua DEPC. Adicionalmente, aliquotas de
1 pg de RNA foram tratadas com DNase (Turbo DNA free, Ambiom), para
remocdo de contaminantes de DNA. O RNA foi submetido a transcriptase
reversa empregando-se primers universais oligo(dT) e N6 e a enzima ImpromII™
(Promega), utilizando-se 5 uL do RNA total, 1 uL de RNase OUT (Invitrogen), 0,5
UM de primer, 0,25 mM de dNTPs, tampéao Impromll 1x, 3 mM de MgCl2 em um
volume fina de 20 pL. A sintese ocorreu a 42 °C por 1 h e a inativacao da enzima
se deu por incubacédo de 70 °C por 5 minutos.

Para a obtencdo do CsTPS a partir do DNA gendémico (gDNA), folhas de
laranjeira Valéncia foram submetidas a extracdo de DNA pelo método CTAB
(MCGARVEY, P.B. & KAPER 1991).

A PCR foi empregada para obtencdo da CsTPS tendo como molde tanto o
cDNA como o DNA, foram utilizados os primers CsCS2 F (5
GCGCCGTCTCGCTCGAATGAGGGATCTTAAGAGTGTTC 3’) e CsCS2_R (¥
GCGCCGTCTCGCTCAAAGCTTACATGGGAAGAGGATCAAC 3). As reagdes
de PCR foram realizadas utilizando 1 pL de DNA (~200 ng) em tampao da
enzima 1x, 0,5 mM de dNTPs, 0,5 uM de cada iniciador e 0,4 pL da enzima
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB), em volume final de 25 pL. As
condi¢cBes para amplificacdo foram de um ciclo de 30 segundos a 98 °C e 10
segundos a 98 °C; 35 ciclos de 30 segundos a 98 °C, 30 segundos a 60 °C, dois
minutos e meio a 72 °C e uma extensao final de 5 minutos a 72 °C. O produto da
amplificagéo obtido na PCR foi purificado utilizando o kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega).

3.3 Construcgao dos cassetes de transformacéao

Os cassetes foram construidos utilizando o sistema Golden Braid 3.0
(https://gbcloning.upv.es/), que possibilita a constru¢do modular de estruturas de
DNA multigénicas formando cassetes para engenharia genética de plantas
(SARRION-PERDIGONES et al., 2011). O sistema é baseado em enzimas de
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restricdo do tipo IIS (Bsal, BsmBI e BtgZl), onde quatro plasmideos (chamados
pDGBs) funcionam em modelos de blocos, que combinados binariamente geram
construcbes multigénicas. As unidades transcricionais (TU) sdo montadas e
unidas para formar o cassete de transformacéo.

Todo o processo € planejado com a ferramenta de software ‘GB
Domesticator’. Sao definidas através do software, as partes ou ‘blocos’ que véo
compor a construcéo (Figura 26), constando qual tipo de promotor, terminador e
qual o tipo de marcador de selecdo sera utilizado. Os plasmideos contendo
blocos de cada construcdo sdo cedidos pela Universidade Politécnica de
Valéncia (Espanha) e as partes sdo montadas em sequéncias de digestéo e

clonagem.

Figura 26. Conjunto de blocos disponiveis conforme a estratégia de construcéo

escolhida. Para as construcdes CsTPS foi escolhida a opgéo basic.

A1 A2 A3 c1
pisT | PROX | CorE | swtr | | AN G TERM
at Met Ala Ser  Stop
GGAG TGAC TCCC TACT CCAT(g) AATG AGCC TTCG  (")GCTT GGTA CGCT
| FROM+5UTR (A1-A283-B1-B2) | | CDS (B3-B4-B5) | [ SUTR+TEEM (B6-C1) | BASIC
l I
| FROM+5UTR (A1-A28#3-B1-B2) | |t.:1s'-|.|n.” CDS2+CTAG (B4-B5) | [ SUTR+TEEM (B6-C1) | SECRETED
l |
| FROM+5UTR (A1-A28#3-B1-B2) | | CDS1H+CDS2 (B3-B4) |"n',\(,.;|15;| [ SUTR+TEEM (B6-C1) | CT-FUSION
[ FPROM+SUTR {f) (A1-A2-A3EE1) | INTM; :Bz;.l | CDS (B2-B4-B5) | l SUTR+TERM (B&-C1) | NT-FUSION
|
[ PROM+SUTR ) (A1-A2-A34E1) | INT!\G :BE]l | CDS1H+CDS2 (B3-B4) |"n',\(,.;|15;| [ SUTR+TEEM (B6-C1) | NT & CT FUSION
|
IDST+PQO [A'I+A7j-| | CORR+5UTR tA3—q1-BZJ | | CDS (B3-B4-B5) | ISJTR+T.= M (BE-C1) | OPERATED PROMOTER-A
| | I
IDIST {m]l |PRC><[»\2]| | CORR+5UTR (A3-H1-B2) | | CDS (B3-B4-B5) | l 3UTR+TERM (B6-C1) | OPERATED PROMOTER-B
| |
[ NTERACTIONADAPTOR (41-A2-A3-B1-B2b) | | CDS (B3-B4-B5) | [ SUTR+TEEM (B6-C1) | PROTEIN INTERACTION
[ PROM+SUTR {f) (A1-A2-A3381) | | GOl (BE-B3) | [ INT (B4) ||| 0G (B | [ SUTR+TEEM (B6-C1) | hpRNA
I
| PROM+SUTR+mif173 (A1-A2-AB-B1B) l | fG0OI (H2-B3-B4-B5) | l 3UTR+TERM (B6-C1) | tasiRMA
| |
GTAG TETC
l PROM+SUTR {f) [A1-A2-A3l31‘; | | 5'F5 (B2-B3b) | l Target (B4b) | : | SUTR+TERM (B&-C1) | amiRNA
1 i

(Fonte: https://gbcloning.upv.es/)
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3.3.1 Domesticacéo do gene CsTPS

Domesticacdo é o termo utilizado para a primeira clonagem no vetor
universal pUPD2. Para a domesticacdo do gene de interesse a partir do molde
cDNA e gDNA, 40 ng do produto da PCR com o fragmento do gene CsTPS
amplificado foram digeridos com 5-10 U de BsmBI (NEB), 3 U de T4 ligase
(Promega), 1 pL de ligase buffer e 75 ng de pUPD2. As reacdes foram realizadas
em termociclador em 25 ciclos de 37 °C por 2 minutos e 16 °C por 5 minutos.
Células eletrocompetentes de E. coli DH5a foram transformadas utilizando 3 pL
da reacdo de clonagem. Apo6s crescimento em 800 uL de meio LB a 37 °C sob
agitacdo, as células foram plagueadas em meio LB-agar contendo 25 pug/mL* de
cloranfenicol, 0,5 mM de IPTG e 40 pg/mL-1 de X-gal. Apds crescimento
overnight a 37 °C foi possivel distinguir as células transformadas com coloracéo
branca, das células ndo transformadas na cor azul.

As colbnias brancas foram crescidas em 5mL de meio LB contendo 25
pg/mL-1 de cloranfenicol overnight e o plasmideo foi extraido com kit Wizard Plus
SV (Promega). A confirmacédo da transformacéao foi feita por digestéo utilizando
enzimas de restricdo comerciais (NEB), incubadas em condicdes indicadas pelo

fabricante e analisadas através de eletroforese em gel de agarose.

3.3.2 Clonagem de CsTPS e gCsTPS em pDGB3a2

A segunda etapa da construcédo do cassete foi a clonagem no segundo
bloco, chamado de pDGB3a2, que contém o promotor constitutivo 35S do
Cauliflower mosaic virus duplicado (2x CaMV35S) e o terminador nopalina
sintase (Tnos) de Agrobacterium tumefaciens. A clonagem foi realizada
utilizando 75 ng do plasmideo domesticado, adicionado de 75 ng do promotor,
75 ng do terminador, 5-10 U da enzima Bsal (NEB) e 3 U de T4 ligase (Promega),
1 pL de ligase buffer e 75 ng do vetor pDGB3a2. As condi¢des de ciclagem foram
as mesmas da etapa anterior, assim como a transformacao de E. coli, sendo a
selecdo de coldnias brancas feita em 50 uyg/mL-1 de canamicina. A checagem

por digestdo enzimatica e eletroforese também seguiram da mesma forma.
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3.3.3 Clonagem em pDGB3Q1 e adicao do cassete de resisténcia a

canamicina

A Ultima etapa da construcdo é a clonagem no vetor pDGB3Q1 e a adicéo
do gene de resisténcia a canamicina (Figura 27). Para tanto, 75 ng do plasmideo
contendo os cassetes gerados na fase anterior foram adicionados em tubo
contendo 75 ng do cassete de resisténcia neomicina fosfotransferase Il (nptll),
5-10 U da enzima BsmBI (NEB), 3 U de T4 ligase, 1 pL de ligase buffer e 75 ng
do vetor pDGB3Q1. As condi¢cdes de ciclagem foram as mesmas da etapa
anterior, assim como a transformacéo de E. coli, sendo a selecdo de colbnias
brancas feita em 50 yg/mL-1 de espectinomicina. A checagem por digestdo

enzimatica e eletroforese também seguiram da mesma forma.

Figura 27. Mapa do T-DNA com o cassete do gene da sesquiterpeno sintase de Citrus
sinensis (CsTPS) obtido a partir do cDNA, nomeada de TPS (A) e do DNA gendmico,
nomeada gTPS (B). A CsTPS esta sob o controle do promotor duplicado 35S do CaMV
e do terminador NOS. O cassete de selecdo nptll (resisténcia a neomicina ou

canamicina) esté sob controle do promotor e terminador NOS.
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(Fonte: o autor)
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3.4 Transformacédo de Agrobacterium tumefaciens por choque térmico e
preparo do in6culo para transformacao genética

Foram adicionados 1-2 ug de plasmideos as células de A. tumefaciens
ainda congeladas, sendo imediatamente transferidas para banho-maria a 37 °C
por 5 minutos e mantidos no gelo posteriormente. A bactéria foi transferida para
tubo contendo 1 mL de meio (LB) e mantida a 28 °C sob agitacdo. Apos 4 horas
de incubacéo a cultura foi centrifugada a 5000 x g por 5 minutos e ressuspendida
em 200 uL de LB liquido, sendo finalmente espalhada em placa de petri contendo
meio LB sélido, adicionado de 50 ug/mL de canamicina/rifampicina. As placas
foram mantidas em encubacédo a 28 °C por 48 h. As colbnias isoladas foram
crescidas em 10 mL de meio LB (50 ug/mL de canamicina/rifampicina). Aliquotas
da cultura de A. tumefaciens transformadas foram estocadas em freezer -80 °C
com adicao de glicerol 40% (v/v).

Para o preparo do in6culo de transformacéo, uma fracdo da cultura em
estoque foi espalhada em placas contendo meio LB acrescido dos respectivos
antibioticos de selecdo, incubadas por 24-48 h a 28 °C. Uma colbnia de A.
tumefaciens isolada foi entdo crescida overnight em 200 mL de meio LB liquido,
adicionado dos respectivos antibiéticos, sob agitacdo. Apds atingir a DOsoonm de
0,8 a cultura foi submetida a centrifugacdo de 5000 x g por vinte minutos e o
precipitado bacteriano ressuspendido em 100 mL de meio liquido MS contendo
5% de sacarose, 0,02% de Silwet L-77 (PhytoTechnology Laboratory) e 50

Mg/mL de acetoseringona.

3.5 Cultivo, transformacgéo e selec&o de Arabidopsis thaliana

3.5.1 Obtencéao de plantas Arabidopsis thaliana

Sementes de A. thaliana foram esterilizadas através de lavagem em etanol
70% por 5 minutos, hipoclorito de sédio 2% por 5 minutos, seguido de trés
lavagens consecutivas com agua mili-Q estéril. Foram entdo semeadas em placa
de petri com meio de cultura MS soélido contendo 30 g/L de sacarose e 10 g/L de
agar, numa guantidade aproximada de 50 sementes por placa. Apés 14 dias, as

sementes germinadas foram transferidas para vasos contendo substrato de
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pinus estéril, sendo trés plantas por vaso. Apos o transplante, os vasos foram
acondicionados em caixas plasticas transparentes, fechadas por filme plastico
formando uma camara Umida e incubadas em camara de crescimento (Sanyo,
modelo MLR-351H) a uma temperatura de 23 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 h
luz/12 h escuro. Apos 5 dias a cobertura plastica foi totalmente retirada e as
plantas foram conduzidas com regas periédicas até o florescimento.

3.5.2 Transformacéo genética de Arabidopsis thaliana

Assim que os primeiros eixos de inflorescéncia foram emitidos, foram
retirados para a quebra da dominancia apical, resultando em novos eixos
emitidos em aproximadamente uma semana. Com um grande niumero de botdes
florais recém-abertos, as plantas de A. thaliana (ecétipo Columbia; Figura 28 A)
foram transformadas geneticamente seguindo o método Floral Dip (CLOUGH &
BENT, 1998). Para tanto, os eixos de inflorescéncia foram mergulhados em
solucdo contendo células de A. tumefaciens. As plantas submetidas a
transformacédo foram mantidas em camara umida por 24 h. Apés uma semana,
com o surgimento de novos botdes florais, foi realizado mais um processo de
transformacao, mantendo as plantas novamente em camara umida pelo mesmo
periodo. A partir deste momento, as novas floracbes que surgiram foram
retiradas, mantendo na planta apenas as flores submetidas a transformacéao
genética.
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Figura 28. Plantas de Arabidopsis 30 dias apés a semeadura prontas para
transformacdo (A). Siliquas e sementes coletadas originadas dos botdes florais

submetidos a transformacéo genética (B).

(Fonte: o autor)

Assim que as siliguas contendo as sementes foram amadurecendo, as
sementes foram coletadas (Figura 28 B) e mantidas a 4 °C até o momento do

uso.

3.5.3 Selecao de plantas geneticamente modificadas

As sementes oriundas das plantas geneticamente modificadas foram
semeadas em meio MS sdlido contendo 30 g/L de sacarose, 10 g/L de agar e 50
Mg/L de canamicina e incubadas em camara de crescimento a uma temperatura
de 23 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 h luz/12 h escuro. As sementes foram
esterilizadas previamente conforme descrito no item 3.5.1. As plantulas que
germinaram e sobreviveram em meio seletivo, foram da mesma forma
transplantadas em substrato até a floragéo e geracao de siliguas maduras.

As sementes desta nova geracdo (F1) foram semeadas nas mesmas
condicdes e avaliadas quanto a segregacdo mendeliana da resisténcia a
canamicina. Cada plantula gerada foi selecionada como uma linhagem diferente
e conduzidas até a geragcdo de sementes. Desta nova semeadura (F2), foram
selecionados os eventos que germinaram apenas plantas homozigotas (Figura

29).
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Figura 29. Segregacao de plantas de A. thaliana apos transformacéo genética.
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(Fonte: o autor)

3.6 Confirmacdo da transformacdo genética por PCR e analises de

expressédo génica

3.6.1 Extracdo de DNA e PCR para confirmacéo da transformacéo genética

O DNA de Arabidopsis GM foi extraido pelo método CTAB (MCGARVEY,
P.B. & KAPER 1991) utilizando 0,1 g de tecido foliar. Analises de PCR foram
conduzidas para confirmagao da insercao dos genes, utilizando os primers
CsCS2F (5 GCGCCGTCTCGCTCGAATGAGGGATCTTAAGAGTGTTC 3) e
CsCS2R (5 GCGCCGTCTCGCTCAAAGCTTACATGGGAAGAGGATCAAC 3’ -
gerados pelo sistema Golden Braid com base na sequéncia do gene) para
deteccédo do gene CsTPS com produto amplificado de 1760 pb para a construgéo
TPS e 3599 pb para a construgcédo gTPS. As reacdes de PCR foram realizadas
utilizando 1 pL de DNA (~200 ng) em tampéao da enzima 1x, 0,5 mM de dNTPs,
3 mM de MgClz, 0,5 UM de cada primer e 0,4 yuL da enzima Phusion High-Fidelity
DNA Polimerase (Thermo Fischer), em volume final de 35 pL. As condic¢des para

amplificacdo foram de um ciclo de 30 segundos a 98 °C e dez minutos a 98 °C;
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35 ciclos de 30 segundos a 59 °C, 2 minutos e 30 segundos a 72 °C, e uma
extenséo final de 5 minutos a 72 °C.

A eletroforese do produto da amplificacéo foi realizada em gel de agarose
1% e a visualizacdo das bandas relativas aos fragmentos amplificados foi feita
em equipamento L-PIX Molecular Imaging (Loccus Biotecnologia) apos
tratamento com brometo de etidio.

3.6.2 Extracdo do RNA total

Para a extracdo de RNA foram utilizados 0,1 g de material foliar. A extracao
do RNA total foi feita com reagente TRIzol (Invitrogen, protocolo segundo
fabricante). As folhas foram trituradas em nitrogénio liquido e imediatamente foi
adicionado 1 mL de TRIzol reagente. Adicionou-se 200 pL de cloroférmio, e apés
descanso de trés minutos, as amostras foram submetidas a centrifugacéo a
14000 x g por 20 minutos (4 °C). Os sobrenadantes foram transferidos para novo
tubo juntamente com isopropanol (v/v), homogeneizados por inversdo e
mantidos em descanso por 10 minutos. Apds centrifugacdo a 14000 g por 20
min, obteve-se precipitado que foi lavado com 1 mL de etanol 70% DEPC e
novamente submetido a centrifugacdo a 10000 g por 5 min. O pélete final foi
seco parcialmente e hidratado em 30 pL de agua DEPC. Adicionalmente,
aliquotas de 1 ug de RNA foram tratadas com DNase (Turbo DNA free, Ambiom),
para remocao de contaminantes de DNA, conforme orientacao do fabricante.

3.6.3 Andlise de expressao génica via RT-gPCR

O cDNA foi obtido a partir da transcricdo reversa do molde de RNA,
empregando-se uma mistura de primers universais oligo(dT) e N6 e a enzima
ImpromII™ (Promega), utilizando-se 25 pug do RNA total, 1 yL de RNase OUT
(Invitrogen), 0,5 uM de primers, 0,25 mM de dNTPs, tampé&o Impromll 1x, 3 mM
de MgCl2 em um volume fina de 20 pL. A sintese ocorreu a 42°C por1 he a
inativacdo da enzima se deu por incubacéo de 70 °C por 5 minutos.

Para quantificacdo da expressao em tempo real do gene de CSTPS nas

plantas GM, foram utilizados os  primers CsCS2RT_F (%
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GAGGGATCTTAAGAGTGTTC 3"), CsCS2RT_R (5
CAAACCGCTTTTCGACTTCCG 3’) para amostras cDNA.

Como genes de referéncia, foram a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase:
GAPDH_F (5 TTGGTGACAACAGGTCAAGCA 3) [/ GAPDH_R (5
AAACTTGTCGCTCAATGCAATC 3') (RAVICHANDRAN et al., 2015) e actina:
ACT_F (5 GACCTTGCTGGACGTGACCTTAC 3) [/ ACT_R (5
GTAGTCAACAGCAACAAAGGAGAGC 3) (locus: At3g18780). A reacdo de
gPCR foi realizada em equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems), com kit
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) a partir de 100 ng de cDNA. As
condi¢des de amplificagdo foram: 10 min a 95 °C; 40 ciclos de amplificagédo do
cDNA de 15 seg a 95 °C para desnaturacéo; 1 min a 60 °C para anelamento dos
primers; 15 seg a 95 °C e 1 min a 60 °C, etapa de extensao dos fragmentos e
captacao do sinal de fluorescéncia. Ao final realizou-se a curva de melting dos
produtos das amplificagcdes na faixa de temperatura de 60 °C a 90 °C com
incremento de 0,3 °C por segundo.

Adicionalmente, foi avaliada a expressao génica dos genes enddgenos de
Arabidopsis da geranil difosfato sintase (GDPS), utilizando os primers: AtGDP_F
(5 AGTATGGGAGGAATCTGGGTTT 3’) e AtGDP_R (5
ACTCTTCCATGGCAAAGAGGAT 3’); e farnesil difosfato sintase (FPPS):
FPS2bF (5 AAAAATGTCTGTGAGTTGTTGTTGTAGG 3) e FPS2bR (5
AGCTCTAGATGAAGAGCTTTGGATACG 3') (KEIM et al., 2012).

Os primers foram validados pela curva de eficiéncia de amplificacédo e os
valores de slope (ideal entre -3,8 a -3,1), eficiéncia da reacao (ideal entre 90% e
115%) e o coeficiente de reacdo R? (ideal préximo a 1) foram obtidos em reagées
tendo como molde diluicdes de cDNA a 100 ng, 50 ng, 25 ng, 12,5 ng e 6,25 ng.

O calculo da expressdo génica foi realizado conforme descrito no item
3.6.2, do capitulo 2. Como amostra controle foram utilizadas plantas de
Arabidopsis thaliana, ecotipo Columbia, tipo selvagem, identificadas como WT
(wild type).

3.7 Analise de emissdo de volateis

As Arabidopsis foram semeadas conforme descrito no item 3.5.1 e

transplantadas em copos de vidro contendo uma mistura de casca de pinus e



119

fibra de coco (1:1) autoclavada. Cada copo recebeu cinco plantulas; em alguns
casos, devido ao tamanho reduzido das plantas gTPS, foram transplantadas seis
plantulas. As plantas foram crescidas nas condi¢cdes descritas no item 3.5.1.
Para a coleta de volateis, os copos contendo Arabidopsis foram colocados em
cubas de vidro hermeticamente fechadas, contendo apenas uma entrada e uma
saida para o fluxo de ar continuo a 0,4 litros por minuto, filtrado previamente a
entrada da cuba para eliminacdo de contaminacdo proveniente do ambiente.
Foram utilizados oito copos para cada uma das trés configuracdes: i. plantas GM
TPS; ii. Plantas GM gTPS; iii. Plantas controle tipo selvagem; além de ensaio
prévio contendo apenas substrato para garantia de ndo haver interferéncia de
volateis que ndo fossem das plantas.

Os ensaios foram conduzidos em sala com temperatura a 25 °C e
luminosidade a 3 mil luxes. Apds passagem do ar pelas cubas, os volateis
carregados foram capturados em tubos contendo 200 mg do polimero Tenax®
TA: 6xido de 2,6-difenil-p-fenilene (Supelco) durante duas horas. As coletas
foram realizadas no tempo de duas horas e, apés a coleta, a parte aérea das
cinco plantas de cada copo foi pesada e seu peso anotado para célculo de
emissao em funcdo da massa vegetal.

Para a identificacdo e quantificacdo relativa dos volateis, foram
empregadas a dessorcao térmica dos polimeros em equipamento Dessorvedor
Térmico (TD) UNITY-xr/ULTRA-xr (Markes International Ltd) e analise dos
compostos volateis em cromatdgrafo acoplado a um espectrémetro de massa
(GCMS-QP2010 Plus, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). Os compostos
volateis foram termicamente dessorvidos dos tubos de Tenax® TA no
equipamento de TD sob um fluxo de gas Hélio (He) de 50 mL/min aquecido a
280 °C durante 5 min. Os VOCs dessorvidos na etapa anterior foram
direcionados a um segundo tubo instalado no TD chamado de cold trap contendo
Tenax® TA, onde foram criogenicamente capturados a uma temperatura de -20
°C. O cold trap foi dessorvido a 300 °C durante 3 min. e a temperatura da linha
de transferéncia foi mantida a 200 °C, enquanto que os volateis foram
diretamente injetados na coluna cromatografica capilar instalada no GC-MS (Rxi-
5ms, 10 m x 0,10 mm d.i. x 0,10 um de espessura do filme, Restek, Bellefonte,
PA) no modo splittess. O programa de temperatura do GC consistiu em

temperatura inicial de 40 °C seguindo com uma taxa de aquecimento de 20
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°C/min até atingir 250 °C, onde esta temperatura final foi mantida durante 2 min.
A temperatura da interface entre o GC e o detector de MS foi ajustada para 250
°C e o fluxo do gas de arraste He foi mantido a 50 mL/min. Os espectros de
massas foram obtidos a uma energia de colisdo de 70 eV e todas as analises
foram registradas no modo de cromatogramas de ions totais (TIC), com intervalo
de varredura de relagcdo massa carga de m/z 40 até m/z 450. As analises de TD-
GC-MS foram realizadas no laboratério LaBioMMi (UFSCar).
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4 RESULTADOS

4.1 Isolamento do gene CsTPS, construcéo dos cassetes de transformacao

e transformacao de A. tumefaciens

As regifes correspondentes ao gene da terpeno sintase de laranjeira obtido
a partir do RNA mensageiro, contendo somente a sequéncia codificante do gene
(cDNA) e do gene obtido do genoma cromossémico, contendo os introns
originais presentes no gene (gDNA) foram amplificadas via PCR (Figura 30). Os
produtos obtidos da amplificacdo foram purificados e clonados em vetores pelo
método Golden Braid para montagem dos cassetes de transformacao.

Figura 30. Revelagdo de gel de agarose apoés eletroforese de acidos nucleicos,
amplificados em reagdo em cadeia da polimerase. As bandas nas alturas de 1.760 pb e
3.599 pb sdo resultado da amplificacdo dos fragmentos correspondentes ao gene
CsTPS a partir do cDNA e gDNA, respectivamente. Marcador de peso molecular: 1 kb

plus (Invitrogen).
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(Fonte: o autor)

Apos a etapa de ‘domesticacdo’ em vetor pUPD2, os plasmideos foram
sequenciados para confirmacao do gene CsTPS. Posteriormente, os plasmideos
foram entdo clonados em vetor pDGB3a2 sendo recuperadas 16 colonias de E.

coli transformadas para a construcéo TPS e 27 colbnias para a construcao gTPS,
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todas confirmadas quanto a presenca dos genes por digestdo enzimatica. Na
dltima etapa, foi realizada clonagem em vetor pDGB3Q2, onde foram obtidas 8
colénias positivas para o cassete de transformacdo TPS e 2 colbnias para o
cassete gTPS, confirmadas por digestdo enzimatica e PCR. Apds extracdo dos
plasmideos, um clone positivo de cada estratégia (Figura 31 A) foi utilizado para
transformacao de células bacterianas de A. tumefaciens que resultaram em 17
colénias transformadas com cassete TPS e 3 colbnias com cassete gTPS. A
confirmacédo da transformacao em A. tumefaciens para as duas construcdes foi
feita via PCR (Figura 31 B e C).

Figura 31. Revelacdo de gel de agarose com bandas correspondentes a amplificacéo
dos &cidos nucleicos em cadeia da polimerase dos fragmentos CsTPS originados de
cDNA e gDNA (1760 pb e 3599 pb). (A) PCR a partir de extracéo de plasmideo de E.
coli contendo a construcao em vetor pDGB3Q2. (B) PCR a partir de plasmideo extraido
de Agrobacterium tumefaciens contendo a constru¢cdo TPS (B) e gTPS (C). Marcador

de peso molecular: 1 kb plus (Invitrogen).

A B C

(Fonte: o autor)

4.2 Selecéo de plantas transformadas

Sementes obtidas em plantas GM e semeadas em meio contendo
canamicina iniciaram germinacdo trés dias apdés semeadura. Conforme o
crescimento e expansdo das primeiras folhas, foi possivel diferenciar plantulas
GM (de coloracao verde) de plantulas nédo transformadas (de coloragéo branca),

suscetiveis ao agente de sele¢cdo canamicina. Estas Ultimas cessavam o
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crescimento e morriam (Figura 32 A). Foram selecionados o0s eventos
transformados que apresentavam maior vigor: quatro eventos TPS e apenas um
evento gTPS.

O desenvolvimento foi diferente para plantas transformadas com
construgbes TPS e gTPS. Diversas plantulas gTPS que germinaram e
apresentaram coloracdo verde, ndo se desenvolveram e estagnaram o
crescimento. Ademais, pelo menos sete plantas desta mesma construcéo
cresceram e foram transferidas para vaso, sendo que seis destas plantas
cessaram o desenvolvimento e morreram poucos dias ap0s o transplante,
restando apenas uma planta (Figura 32). Seu crescimento, entretanto, foi lento,
demorando o dobro do tempo para atingir o tamanho das plantas TPS. As

geracdes F1 e F2 apresentaram as mesmas caracteristicas

Figura 32. Selecdo de Arabidopsis transformadas geneticamente. (A) germinacdo de
sementes em meio contendo canamicina. As sementes nao transformadas morrem logo
apos a germinacdo. No detalhe, plantula transformada identificada com ndamero 1
(verde) e plantula ndo transformada com numero 2 (branca). (B) A planta resistente a
canamicina transplantada em substrato. (C) Arabidopsis transplantadas apresentando
botdes florais e siliquas contendo sementes. Plantas geneticamente transformadas com
a construcdo TPS apresentaram desenvolvimento compativel com plantas tipo
selvagem. Planta geneticamente transformada com construcdo gTPS apresentou

desenvolvimento mais lento (vaso a direita).

(Fonte: o autor)
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4.3 Caracterizagdo das plantas geneticamente modificadas

4.3.1 Confirmacao da transformacéo genética via PCR

A confirmacéo da presenca do transgene foi feita via PCR nas quatro

plantas para constru¢cdo TPS e uma planta gTPS (Figura 33) da geracéo FO.

Figura 33. Revelacdo de gel de agarose apoOs eletroforese de acidos nucleicos
amplificados em reacdo em cadeia da polimerase. (A) Bandas na altura de 1760 pb
resultado da amplificacdo do fragmento correspondente ao gene CsTPS sem introns.
Numeros de 1 a 4 correspondem as quatro plantas GM; (+) corresponde ao controle
positivo para o gene e (-) o controle negativo. (B) Bandas na altura de 3599 pb resultado
da amplificagdo do fragmento correspondente ao gene CsTPS com introns. O nimero
1 corresponde a planta GM, (+) corresponde ao controle positivo e (-) ao controle

negativo. Marcador de peso molecular: 1 kb plus (Invitrogen).

(Fonte: o autor)

4.3.2 Analise de expresséo génica via gPCR

Foram avaliados os transcritos do transgene CSTPS nos eventos FO. Os
quatro eventos TPS apresentaram niveis variaveis de expressdo de CsTPS,

enquanto que o evento gTPS mostrou o mais alto nivel de expresséo (Figura 34).
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Figura 34. Expressao génica de CSTPS em A. thaliana transformadas geneticamente.
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A andlise dos transcritos do gene de geranil difosfato sintase (GDPS) e
farnesil difosfato sintase (FPPS) em Arabidopsis GM apresentou
superexpressao génica das plantas TPS 2, 3 e 4 para GDPS e FPPS. A planta
gTPS apresentou 0s mais altos niveis de expressao para GDPS e FPPS (Figura

35).
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Figura 35. Expressdo génica de GDPS e FPPS em A. thaliana transformadas
geneticamente. As barras seguidas de mesma letra indicam ndo diferirem

estatisticamente entre si (Tukey, P < 0,05).
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4.4 Anélise de emissao de volateis

Nos trés tratamentos avaliados para emissdo de terpenos, apenas nas
plantas GM com constru¢do TPS e nas tipo selvagem foi possivel uniformizar o
tamanho dos individuos. As plantas GM com construcdo gTPS apresentavam
tamanho reduzido das folhas e da planta (Figura 36).
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Figura 36. Plantas de Arabidopsis em copo nos tamanhos que foram utilizadas para os
ensaios de emissao de B-cariofileno.

(Fonte: o autor)

Ainda assim, a taxa de emissao destas plantas superou em quase 100

vezes em relagdo ao evento TPS e controle (Figura 37).

Figura 37. Emissdo de B-cariofileno a partir de Arabidopsis GM e controle selvagem
(em ng.g* FW.ht (ppb/h)
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5 DISCUSSAO

A caracterizacdo funcional do gene da CsTPS em A. thaliana € uma etapa
importante na definicdo da melhor estratégia, seja mantendo os introns ou nao,
para posterior transformacdo genética de laranjeira doce. Escolhida por ser um
organismo modelo, bem caracterizado para estudos genéticos e possuir um ciclo
de vida curto — aproximadamente 6 semanas, a Arabidopsis requer pouco
espaco fisico, permitindo manipular dezenas de plantas, transformadas com
diferentes construgdes, ao mesmo tempo (JANAKIRAMA, 2013).

Para tanto, construgdes génicas foram obtidas utilizando o clone derivado
do RNA mensageiro, contendo somente a sequéncia codificante do gene
CsTPS, responsavel pela sintese de S-cariofileno. Da mesma forma, foi utilizado
o clone gendmico cromossomal, contendo os introns originais presentes no
mesmo gene. As construcdes foram nomeadas TPS e gTPS, respectivamente.

A construcdo gTPS demandou grande esforco e tempo na etapa de
montagem dos blocos, conforme metodologia do sistema Golden Braid,
particularmente na etapa de domesticacdo. Da mesma forma, apds obtencéo do
cassete de transformacéo, apenas trés coldnias de Agrobacterium tumefaciens
foram obtidas para esta constru¢do, contrapondo a construcdo TPS, de facil
obtencdo pelo sistema GB, resultando em 17 col6nias positivas de A.
tumefaciens, parecendo resultar em algum tipo de toxicidade da construcao
gTPS em E. coli e A. tumefaciens. A baixa recuperacdo de plantas
geneticamente modificadas com a construcdo gTPS, assim como o lento
desenvolvimento do evento obtido, poderia, da mesma forma, indicar algum nivel
de toxicidade para a planta. Porém, estas caracteristicas da mesma forma
podem estar atreladas a problemas na integracdo do T-DNA ao genoma, 0 que
com apenas um evento nao possibilita qualquer interpretacdo mais acurada.

Em A. thaliana GM a presenca do transgene CSTPS resultou em niveis
variados de transcritos nos eventos obtidos, com elevado nivel de expressao na
planta gTPS-1. Este resultado aponta para a viabilidade da transformacao
genética de laranjeira doce e ratifica a importancia das construgdes contendo
introns, embora seu papel ainda ndo esteja claro.

Quando analisados os niveis de expressdo génica para 0S genes
enddgenos GDPS, responsavel pela conversdo de geranil pirofosfato em
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monoterpenos e FPPS pela converséo de farnesil pirofosfato em sesquiterpenos
em Arabidopsis, houve superexpressao dos dois genes em todas as plantas com
a construcdo TPS, exceto para a plantas TPS-1. A planta gTPS-1 foi a que
apresentou maiores niveis de expressdo para o0s dois genes, assim como
observado para o gene CsTPS.

Nas analises de emissédo de B-cariofileno, o fato do evento gTPS emitir
quase 100 vezes mais que o controle selvagem ou mesmo que o evento TPS
parece indicar que a presenca do intron € fator preponderante para a maior
producdo do composto B-cariofileno, da mesma forma que foi observado nos
eventos HB21 (capitulo 2).

Possiveis questionamentos a transformacao de citros com CsTPS podem
ser respondidos com bases nos resultados demonstrados no capitulo 2 deste
trabalho. Mdltiplas cépias do mesmo gene estao associadas ao silenciamento ou
a baixa expressao (HOBBS et al., 1990). Neste caso, a insercdo de um ou mais
genes homologos poderia resultar em silenciamento génico, ao invés de
promover aumento na producao de B-cariofileno. No caso das laranjeiras com
cassete de transformacdo HB21, a terpeno sintase utilizada foi clonada de A.
thaliana, evitando a duplicidade de genes. Entretanto, Alquézar et al., (2017)
utilizaram Arabidopsis transformadas geneticamente com terpeno sintase da
propria Arabidopsis, para superexpressdo de Q-cariofileno. A linhagem GM
emitiu cerca de 600 vezes mais B-cariofileno do que a linhagem selvagem,
causando repeléncia a D. citri em testes de olfatometria. Além da eficiéncia do
gene inserido no incremento da producao de B-cariofileno, nenhuma anomalia
nas plantas GM foi observada pela presenca dos genes homélogos. Assim, a
atividade produtora de pg-cariofileno, majoritariamente, no evento gTPS-1,
representa a funcionalidade do gene em sistema modelo. Este resultado
possibilita 0 uso deste evento para avaliacdo da repeléncia em ensaio de
olfatometria, assim como coloca o gene como um candidato para gerar citros
GM.

A competicdo por substrato de FPP pela adicdo de nova CsTPS poderia
trazer prejuizos ao desenvolvimento da planta, o que justificaria a adicdo de um
gene precursor de sesquiterpenos, além de CsTPS (WU et al., 2006). Contudo,

o papel da farnesil ndo foi decisivo para o incremento de B-cariofileno nas
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construgcbes FTA, MFA e FA, além de que eventos HB21 produziram e emitiram
B-cariofileno independente da presenca de FPP adicional.

Os resultados preliminares obtidos em Arabidopsis dao boas perspectivas
da viabilidade do gene CsSTPS promover ganhos nos niveis de transcritos,
acumulacdo e emissdo de B-cariofileno. Embora a caracterizacdo bioldgica
frente ao psilideo seja necessaria para confirmar o efeito de repeléncia, os
resultados confirmam os dados gerados na andlise funcional em E. coli
(ALQUEZAR et al., 2017a) e abrem caminho para o uso deste gene em uma

estratégia similar a cisgenia, com potencial repeléncia ao psilideo D. citri.
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6 CONCLUSAO

e A manutencdo dos introns em CSTPS parece favorecer a expressao

génica frente ao observado na versao sem introns.

e A utilizacdo de uma terpeno sintase de laranja doce contendo introns se
mostrou viavel para aumento nos niveis de expresséo e taxa de emissao

de B-cariofileno, quando testada em Arabidopsis GM.
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APENDICE

Apéndice A. Eficiéncia dos primers para qPCR a partir da curva de eficiéncia de

amplificacéo.

Primer Slope Eficiéncia % R?
B138F/B137R -3,17 110,711 0,997
B136F/B137R -3,306 100,96 0,999
B136F/B139R -3,206 106,392 0,995
AtCSF/B137R -3,14 101,26 0,995
GAPC2F/GAPC2R -3,522 99,211 0,998
ACT_F/ACT_R -3,2 105,1 0,996
CsCS2F/CsCS2R -3,552 100,15 0,998
GAPDH_F/GAPDH_R -3,188 97,122 0,997
ACT_F/IACT R -3,332 107,89 0,995
AtGDP_F/AtGDP_R 3,12 101,24 0,998
FPS2bF/FPS2bR -3,25 105,07 0,997

Apéndice B. Sequéncia do gene AtTPS21 (Arabidopsis thaliana)

GCGCCGTCTCGCTCGAATGAGGGATCTTAAGAGTGTTCTTTCTTCAAAAGAAAGCACGAAA
GCCGATGTGAACCGTCGATCCTCGAATTATCATCCTAGCATTTGGGGTGATCATTTCATTAA
TGTGTCATCAAATGAAAAGGTATGTATCATGTGACTCTAATATATATAGAAAGAGATGTTCTA
ATAAGGGATTTTAGATCATATTAAAGTTAAAGATAAACTAAAAGATAAAAAATATATATTTTGT
CATATATTAAAATATATTTTTTTTTATCTTTTAACTTATTCATAATTTTAATATGGTCATAGATC
TCTGAATAAAAATTCACAATATATGTGATCATGATTTTGATAATTTTATTGATGCAGTACACC
AATACGGAAGTCGAAAAGCGGTTTGAAACATTAAAAGCAGAAATTGAAAAGTTGCTGGTGA
GCAATAATACAGCATGGAAAACACTTGAAGAAATTGTGGCTATTGTTAATCAACTTCAACGC
CTTGGTGTGGCCTATCATTTTGAAAATGAGATCAAAGAGGCCTTACAAACAATCTATGATAG
CCATGTTAACGGCAATTGTGATGTTAATTACGATCATAATAACGATCTCTACATAGTTGCTC
TTCGATTTCGGCTTCTAAGGCAGCATGGTTACAAGGTGTCAGCAGGTATGCATAAGCAAAA
GTTTCAATCAATTTTTTTTTTAACATATATTCAGTGGTAATTAATTTTAACACTTGAATTACAA
CAACGAAACAGATATATTTAAAAAATTCAGAGATGAAAAAGGTGAATTCAAGGCCATGTTAA
CAAATGACGCGAAAGGCTTGCTATGTTTGTATGAGGCGTCATATCTGAGAGTACAAGGGGA
GAATATATTGGAAGAAGCATGTGAATTTTCTAGGAAGCACTTAAAATCTTTATTGTCCCATTT
AAGCACTCCTCTAGCTGACCAAGTTGAGCACTCCCTGGAGATACCTTTGCACAGAGGGAT
GCCAAGATTGGAGGCAAGGCAGTATATTTCCATCTATGAAGCAGACAATTCAACACGAAAT
GAGCTAATATTAGAACTTGCAAAGCTAGATTTTAATCTTTTGCAGGCGTTACACCGGATAGA
GCTAAGTGAGATCTCAAGGTGATCAAATATCAAAACCTCCCCTTGTTTGTTGAAATTTATCA




136

TTTGTCCTGTACTGTTTTAAAACCTATCAACAATCTCTCTATTGTTAAAGGGTCTTTTACAGT
TCGATTTTAATTGTATCTTTTTCTATTTTACCGATAAAATCAAAATTATGATTTAAAATACTTTT
GTTTGTTAAATTGTTAGTAGCTAACTCCACAGAGATCGGCAATTTTATTATTTTTTTCCCCTC
CATGAAACCTTGATGGATATGAGCGTTTAGAACATGAGGCAGTAGACTATTAATTTACTAGA
ACAACAATGGGGTTTTGATCATATTTCTGCATCAAAACTAGTAATTTATTTTATAAATTTGAA
ATCAATCCATTATAAGACTGAGAAGATCGATTTTACATTGGAAAATAAATTTTTGCAGGTGG
TGGAAAGATATTGATTTTGCAACAAAGCTACCTTTTGCAAGGGATAGGTTGGTGGAGTGCT
ACTTTTGGATATTAGGAGTTTATTTTGAGCCTAAATATTCCACAACTAGAAAATTTATGACCA
AAATCATCGCAATAGCTTCTGTCATAGATGATATCTATGATGTGTATGGCACTTTGGAAGAA
CTTAAGCTATTCACTCATGCAATCGAGAGGTGTGTGCAAATTAATAAGTATTAATAATGTGG
CAGTCGATTTTTCGTATAATCAAAGTACAGTATCCACATTGTTTTTGGTAGGTGGGAAGTTG
TGGCAGCAAATGAGTTACCAAAATACATGCAAGTCTGTTATTTTGCCCTCTTAGATGTTGTC
AAAGAAATGGAGGACAAGCTGGTGAATAAAGAACCACTTTGTTGCATGTACTATGCAAAAG
AGGCGGTAAGTACACTCATAATCATGAATATACTCATTATCAATTTTTTTTAATTGATATACA
CAAATAAATACATATATGGCTATCCAAATTGAATAATTAATTTACTTTATTCTCTCTCAGATAA
AAGGGCTGGTAAGGGCTTACTTTGTGGAAGCAAAGTGGTTCCATGCGAAATATGTGCCAAC
ATTTGAAGAATGTGTGGAGAATTCTACAATGAGCAGTGGATACCCCATGCTTGCTGTTGAA
GCTCTTGTAGGCTTAGAAGATATGGCAATTACCAAGCGAGCACTTGATTGGGCGATTAGTG
TTCCTAAAATTATTAGATCTTCCTCCTTGATTGCTCGCCTTGATGACGACGTCCATACGTAC
AAGGTATGACTATATCGATAAAGAATTTATGACCAAATACCAAATTAAAGGAATTTTAACTAC
TTAATTTAGGGAGAATGATACGTAAGTCCTTAAATACTTCTTATATTAATCACCTCGGTTCCT
AATTTATTTTTAATTACCCAATACATTCATAATGCTATAATTTTAGTTTGAACTTTACTATTGA
AAGATAGACGTCGTTTTCTAATATACCTTTTCCCACGGGTGAGGCACATTATTTCCTCCCTT
AAATAGATGTAAGGACCAGTTACTCTTTTTTATTGAGTAAAATTTAGATTATATTCTTGTAAAT
TTACTACCTTCAAATCACCTTTTTTACTTCTGAAAACCTCAAGTTACATTGTTTTTTTATTCAA
AAGACAAGTAAAAATCGGGTAGTTGATTTTATTTTTTATTTTGTCTTCTGAATAAAAATGAGG
ATACATTAAAGTTTTAAAAAATATGACGGTGATTTGAAAATAGTCAATTCATGAGGAGAATAT
ATAATCAAGAATTAACCCATTTAATTAATAAAATTCCTCAGCAATGTTCCTCTGAAAAAACTC
AGGGGTAGAGCGAAGAAATTGTCTCATAGGTGCAACTACGTAAAACCATTATAAGATTAGT
TTTTTAGTTTGTACGGATCCTTACAGGGGGCAAATTTTTAAATTTATTATGACTGTCATAACT
TTTTTTTAAAAAATACATATTTAAGGTGAAAAAATTAAAAAAATAAAATTATTGTGGGATCAAT
TGCCTACTCACTTTGTAAGTAAATGCCCTAGCTCCCTAAGTAGACTAATCACAATGAGGTTA
TAACAGTAAAAGAACTCAAAAAGACTTTTTTCTTTTGCAATTTTAACGGCATATAAATTAAGC
TAACTGAATTTAATTTATTGCTTCTAAAAAAATTGTTAAGGTCGAGCAAGAGAGAGGGGATG
CACCATCAAGTGTGGAATGTTACGTGCAACAGTATGGCGTGTCTGAAGAAGAAGCGTGCA
ACAAAATCAAAGGAATGGTGGAAATTGAATGGATGAACATCAATGAAGAAATTCAAGATCC
GAACCATCCTCCGTTGCAATGGCTTCTTCCTTCCCTGAATCTTGCTCGGATGATGGTGGTG
TTATATCAAAATGGAGATGGTTATACTAACTCGACAGGGAAAACCAAGGATAGAATTGCATC
ATTGCTTGTTGATCCTCTTCCCATGTAAGCTTTGAGCGAGACGGCGC




