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RESUMO

O melhoramento genético da batata € complexo e requer uma
grande demanda de tempo e energia. A tecnologia do DNA
recombinante, com sua capacidade potencia de isolar e transferir
genes a partir de qualquer organismo, permite incorporar nas plan-
tas novos caracteres de interesse agricola. No entanto, as consequién-
cias dainsercdo de determinados genes em relacdo as caracteristicas
fisioldgicas da planta sdo, muitas vezes desconhecidas. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas fotossintéticas
de plantas de batata cultivar Baronesa modificadas geneticamente
com genes deresisténciaavirus. Paraisso, tubércul os de batata cul-
tivar Baronesa e seu respectivo gendtipo transformado foram plan-
tados em vasos e mantidos em casa de vegetagdo. Durante o ciclo de
vida das plantas foram avaliados parametros da fluorescéncia das
clorofilas, fotossintese liquida e fotossintese potencial. As plantas
de batata cv. Baronesa transformadas com genes de resisténcia ao
virus PVY apresentaram maior eficiéncia fotoquimica maxima e
maior taxa de liberacdo de oxigénio do que plantas da mesma culti-
var ndo modificadas geneticamente, embora tivessem mantido os
demais parametros de fluorescéncia das clorofilas e a taxa de
fotossintese liquida iguais.

Palavras-chave: Solanum tuberosum, fluorescéncia das clorofilas,
transformagéo genética.

ABSTRACT

Photosynthetic characteristics of potato plants, cv. Baronesa
and its genetically transformed genotype for PVY resistance

Potato breeding is difficult and requires a great deal of time and
energy. The use of recombinant DNA technology, with its potential
capacity of isolating and transferring genes from any organism,
allowsincorporating in plants new characters of agricultural interest.
However, consequences of the incorporation of determined genes
on physiological characteristics are sometimesunknown. In thisstudy
we evaluated photosynthetic characteristics of potato plants
genetically modified with resistance genes to PVY. Potato tubers of
cv. Baronesa and its respective transformed genotype were planted
in potsand kept in greenhouse. During the plant life cycle, parameters
of chlorophyll fluorescence, net photosynthesis and potential
photosynthesis were evaluated. Plants transformed with PVY
resistant genes showed higher maximum photochemical efficiency
and higher oxygen evolution rate, however the parameters of
chlorophyll fluorescence and net photosynthesis were the same.

Keywords: Solanum tuberosum, chlorophyll fluorescence, genetic
transformation.
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Rio Grande do Sul apresenta uma
das maiores &reas plantadas com
batata no pais, no entanto, a produtivi-
dade média é muito baixa, devido, prin-
cipalmente, a falta de adocédo de
tecnologias, como por exemplo o plan-
tio de batata-semente certificada. A cul-
tivar Baronesa foi desenvolvida na
Embrapa Clima Temperado (Pereira et
al., 2003), sendo caracterizadapor plan-
tas de porte baixo amédio e semi-ereto,
com quatro a cinco hastes. Seu ciclo é
médio e possuem tubérculos com for-
mato alongado e achatado, olhos rasos
e sdlientes, pelicularosa e lisa, e polpa
creme (Pereira et al., 2003).
Esta cultivar é atamente suscetivel
a doengas, principalmente viroses cau-
sadaspelo Potato virus X (PVX), Potato
virus Y (PVY) e pelo Potato leafroll
virus (PLRV) (Costa et al., 1989;
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Ferreira et al., 1999). As plantas afeta-
das pelo virus PVY mostram fortes a-
teragdes morfoldgicas e fisiol bgicas,
associadas com mudancgas na estrutura
e fungdo dos cloroplastos (Zhou et al.,
2004). O ataque pelo PVY resulta na
diminuicdo na fotossintese, principal-
mente pelainterferénciacom os proces-
sos enzimaéticos no ciclo de Calvin, que
resultam em umaregulacéo no transpor-
te de elétrons. Segundo Zhou et al.
(2004), plantas de batata da cultivar
Chunzao infectadas pelo PVY apresen-
taram uma produc&o de tubércul os 20%
menor quando comparada com plantas-
controle.

A batata é considerada uma planta
ideal paratransformacao genética(Foxe,
1992) devido as dificuldades com seu
melhoramento (Truskinov & Rogozina,
1997) e afacilidade de ser geneticamen-

te transformada e regenerada in vitro,
bem como a propagagdo que permite
umaexpansdo clonal dostransformantes
(Vayda & Belknap, 1992).

A tecnologiado DNA recombinante,
com sua capacidade potencial de isolar
e transferir genes, permite incorporar
nas plantas novos caracteres de interes-
se agricola (Borém, 2001). Desta for-
ma, engquanto incorpora um caréter
novo, a variedade transgénica mantém
intacta sua base genética e seu poten-
cial produtivo original, permitindo abre-
viar o melhoramento de cultivares ja
utilizadas comercialmente.

Entretanto, as conseqiéncias da in-
sercdo de determinados genes (DNA
exogeno) com relacdo as caracteristicas
fisiologicas da planta, como as
fotossintéticas, namaioriadasvezes sdo
desconhecidas, sendo necessérios estu-
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dos paraaverificagdo de possiveis alte-
ragcBes metabdlicas em decorréncia da
transgénia. Outro problema encontrado
nos experimentos que envolvem atrans-
formag&o genética de plantas é a insta-
bilidade da expressdo do gene inserido
“transgene’ (Slater et al., 2003). Alguns
genes introduzidos ndo sdo expressos
como deveriam (Grant, 1999), e fenb-
mMenos CoMo COo-sUpressdo, epistasia e
silenciamento génico podem ser
freqlientemente observados (Brasileiro
& Dusi, 1999).

O wuso de paréametros de
fluorescénciatem permitido o estudo de
caracteristicas relacionadas a capacida-
de de absorgdo e transferéncia da ener-
gialuminosa na cadeia de transporte de
elétrons, sendo possivels também estu-
dos das mudangas conformacionais dos
tilacoides (Krause & Weis, 1991;
Maxwell & Johnson, 2000; Rohécek,
2002). A relagdo inversa entre a
fluorescéncia das clorofilas in vivo e a
atividade fotossintética pode ser usada
para detectar efeitos na atividade
fotossintética potencial de folhas e de
estresses sobre plantas (Allahverdiev et
al., 1998). Além disso, a avaliacdo du-
rante o ciclo de vida das plantas possi-
bilita informagBes mais precisas, tais
como variacbes nos parametros de
fluorescéncia, com as mudangas nos
estédios de desenvolvimento das plan-
tas (Bacarin & Mosquin, 2002).

O presente trabalho teve como ob-
jetivo avaliar as caracteristicas
fotossintéticas de batata cultivar Baro-
nesa, comparado com seu genétipo
transformado geneticamente com genes
deresisténciaao virus Y.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados tubérculos de ba-
tata (Solanum tuberosum L.) da culti-
var Baronesa e de plantas geneticamen-
te transformadas, via sistema
Agrobacterium, da mesma cultivar. A
presenca do plasmideo pBI-PVY, que
contém o gene CP que codifica para a
proteina do capsideo do virus 'Y e que
confere resisténecia ao PVY, foi confir-
mada, nestas plantas, através de técni-
cas de PCR, bioensaios e “Southern
blot” (Campos, 1995; Ferreira et al.,
1999). Cada tubérculo foi plantado in-
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dividualmente em um vaso plastico,
com capacidade paraoito litros, conten-
do mistura de solo planossolo previa-
mente peneirado e areia, na propor¢do
de 5:1. As plantas foram mantidas em
casa de vegetacdo com umidade relati-
vaentre 75-80% e temperaturaentre 23-
28°.C, até o finad do experimento (116
dias).

Osparametros dacinéticadeinducéo
da fluorescéncia das clorofilas foram
determinados, paracadagendtipo, aos51,
65, 79, 93 e 107 dias apos o plantio
(DAP), conforme modelo descrito por
Rohacek (2002) usando fluorémetro
modulado (FMS-2, Hansatech, King's
Lynn, UK). Folhas do segundo né a par-
tir da gema apical foram adaptadas ao
escuro (estado adaptado ao escuro, EAE)
por 15 min e depois irradiadas por feixe
de baixa modulacdo (0,12 umol m2s?)
para determinacdo dos parametros da
fluorescénciainicia (F) eafluorescéncia
maxima(F,,) foi determinada apds o pulso
de saturacéo do féton (4.000 umol m2s?).
A relagdo F, /F,, (€ficiéncia fotoquimica
maxima) foi calculada a partir dos
parametros F, e F,, sendo F,
(fluorescéncia variavel) = (F,, - F).

Determinados os pardmetros no
EAE, as folhas foram submetidas & luz
actinica por 5 min para a determinagdo
dos parametros do estado adaptado aluz
(EAL): fluorescéncia méxima na luz
(F,) efluorescénciainicial naluz (F,).
A partir destes foram obtidos os seguin-
tes pardmetros. fluorescéncia variavel
no EAL (F, =F, - F,); coeficiente de
extingdo fotoquimico (gP), coeficiente
de extingao ndo-fotoquimico (gN) e @,
(eficiéncia atual ou producéo quantica
fotoquimica efetivado FSI1I —F'/F,;")
(Rohécek, 2002). Os valores dos
pardmetros de fluorescéncia foram
normalizados em relagéo a F de acordo
Rohacek & Bartdk (1999).

Aos51, 65, 79, 93 e 107 dias apds 0
plantio e nas mesmas folhas utilizadas
nas determinactes de fluorescéncia, foi
realizada a medicdo da taxa de
fotossintese liquida, utilizando-se um
analisador degasesainfravermelho, sis-
tema aberto (LCi, ADC, UK), sendo a
taxa expressa em pmol CO, m? s™.

A taxa de liberac&o de oxigénio
(fotossintese potencial), expressa em
umol O, m? s*, foi estimada pela taxa

de liberacéo de oxigénio sendo realiza
da aos 54, 68, 83, 98 e 110 DAP, utili-
zando-se a mesma folha em que foram
medidos os par@metros de fluorescéncia
e fotossintese liquida. Para tanto, foi
utilizado um eletrodo de oxigénio de
fase gasosa (Leaflab 2, Hansatech,
King's Lynn, UK), com aproximada-
mente 5% de CO, no interior da cama-
ra, fornecido por tamp&o carbonato e
fluxo de fotons de radiacéo
fotossinteticamente ativa de 2000 pmol
2 s*, medido por meio sensor quantico
QSRED (Hansatech, King‘sLynn, UK).

O delineamento experimental, para
as caracteristicas fotossintéticas, foi in-
teiramente casualizado, em esguema
fatorial 2 x 5, sendo dois gendtipos e
cinco épocas de andlise, correspondendo
adias apds o plantio (DAP). Os dados
foram submetidos aandlise de variancia
eas médias dos tratamentos foram com-
paradas pelo teste de Tukey ao nivel de
significanciade 5%. Para cada gendtipo
foram utilizados cinco vasos, contendo
uma planta em cada, totalizando cinco
repeticdes por tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da eficiéncia fotoquimica
maxima (relagéo F, /F,,) ndo apresentou
interacdo significativa entre os fatores
gendtipo e época de andlise, sendo ape-
nas significativos os fatores isolados. A
relagéo F, /F, foi menor no gendtipo
ndo-transformado (0,816) em compara-
¢80 com o transformado (0,835). Entre-
tanto, quanto ao fator data de andlise,
néo foi observada diferenca significati-
va até os 93 dias ap6s o plantio, haven-
do um decréscimo apenas aos 107 dias
(Tabela 1). Tal fato pode ser resultado
da senescéncia das plantas, que neste
periodo ja se encontravam em fase final
do ciclo de crescimento. Apesar de ndo-
significativa a interagdo entre gendtipo
eépocadeandlise, observou-sequepara
as plantas néo-transformadas aquedana
relagdo F /F,, entre 93 e 107 dias foi
maior (dados ndo apresentados).

Os vaores médios obtidos no pre-
sente trabalho sdo similares aos encon-
trados por Bjérkman & Demmig (1987),
que avaliaram arelacéo F /F,,, em dife-
rentes espécies e ambientes, e encontra-
ram um valor médio de 0,830. Porém,
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estdo acima dos relatados por Li et al.
(2004), que estudaram a relagéo F /F,,
para 99 espécies nativas com habitat
diferentes da regido da Mongdlia e en-
contraram vaoresentre 0,57 a0,79, com
média 0,76, em func&o do tipo de plan-
ta, mecanismo fisioldgico e local de
crescimento, relatando para plantas C,
um valor médio de 0,72.

A reducdo darelagdo F /F,, foi tam-
bém observada em plantas de batata
cultivar Chunzao, quando infectadas
pelo virus YN™, mas somente apds 60
dias dainfecgdo, indicando auséncia de
danos aos centros de reacdo do
fotossistema Il (FS 1), antes deste pe-
riodo (Zhou et al., 2004).

O coeficiente de extingao
fotoquimico (gP) representa a propor-
¢80 da energia dos fétons capturada pe-
los centros de reacdo do FS |1 abertos e
dissipada via transporte de elétrons
(Juneau et al., 2005), refletindo o grau
de oxidago e redugo de Q,. E respon-
savel pelo decréscimo da fluorescéncia
devido & separacdo de cargas
fotoquimicas no centro de reacéo do FS
Il (Schreiber et al., 1986).

Para gP ndo foi observada interagcéo
significativa entre os fatores, de forma
que ambos genétipos comportaram-se
de forma similar, com valores médios
iguais (0,967). Verificou-se um aumen-
to em gP até os 79 dias apbs o plantio,
guando atinge 0 seu maior valor (0,980),
voltando acair nas proximas datas atin-
gindo o valor de 0,960, ndo diferindo
estatisticamente dos resultados obtidos
a0s 51 e 65 dias (Tabela 1), periodo que
corresponde a fase de maior crescimen-
to dos tubérculos, como descrito por
Abreu et al. (2001). Em plantas de ba-
tatadacultivar Chunzao, queforam sub-
metidas a infeccdo vira (PVY) ou ndo
(controle), foi verificado por Zhou et al.
(2004) um coeficiente de extingdo
fotoquimico (gP) inferior a 0,600 para
as plantas-controle e por volta de 0,200
paraas plantas-PV'Y, aos 60 dias apds a
infec¢do. Estes valores encontram-se
inferioresemrelacdo aestetraba ho, em
decorréncia da metodologia utilizada
para obtencdo dos mesmos. Este fato
ndo invalida nenhuma das pesquisas,
visto que Rohécek (2002) enfatiza que
existem muitas formas para calculo dos
parémetros de fluorescéncia, salientan-
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Tabela 1. Variaveis de fluorescéncia das clorofilas medidos em plantas de batata, cultivar
Baronesa e seu gendtipo transformado, cultivadas em casa de vegetac@o (Variables of
chlorophyll measured in either potato plants, cv. Baronesa and in its transformed genotype,
cultivated under greenhouse conditions). Pelotas, UFPel, 2006.

Dias apés o plantio

Variaveis genétipo 51 o5 79 93 107
g Baronesa 0830 0833 0838 0806 0,774
Iciencia
fotoquimica  Daronesa 0844 0837 0842 0823 0828
méxima (F /F,) transformada
" media 0,837 A* 0,835A 0840A 0814A 0,801B
Couti ) Baronesa 0969 0974 0979 0958 0,954
oeficiente de
s Baronesa
z(ttcl)gglzje:; oo (qp) TENSTomada 0958 0965 0,981 0,961 0,967
média 0,963AB 0,969 AB 0,980 A 0960B 0,961 B
Coeficiente de  Baronesa 0,167 0,140 0147 0,136 0,183
extingao ndo-  Baronesa 0192 0166 0135 0099 0,182
fotoquimico transformada
(@N) média 0179A 0,153 AB 0,141 AB 0,117B 0,182 A
Eficianci Baronesa 0,796 0,792 0,790 0,769 0,697
Iciencia
fotoquimica Baro'f‘esa 0,805 0,791 0,794 0,790 0,771
atual (F.JF.) transformada
v média 0800A 0,792A 0792A 0,778AB 0,734 B

*Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas linhas ndo apresentaram diferenca sig-
nificativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, para cada parametro.

do que o importante é a interpretacdo
dos mesmos.

De acordo com Juneau et al. (2005),
o coeficiente de extincdo n&o-
fotoquimico (qN) representaa quedana
fluorescéncia devido a processos néo-
fotoquimicos, sendo que corresponde a
um aumento na perda de energia absor-
vidaviadissipagdo térmica, ou sgja, as-
sociado atodos os processos de des-ex-
citacdo ndo-radiativos (Juneau et al.,
2005). Para este parémetro, ndo houve
diferenca significativa entre os
gendtipos (0,155 e 0,156, respectiva-
mente, para plantas da cultivar Barone-
sa e de seu gendtipo transformado). So-
mente o fator época de andlise apresen-
tou efeito significativo, havendo decrés-
cimo em gN a partir de 65 DAP e che-
gando ao seu menor valor aos 93 DAP
(Tabela 1). Os menores valores de gN
observados entre 65 e 93 DAP podem
estar associados a umamaior eficiéncia
no aproveitamento da energia luminosa
pela utilizagdo mais eficiente naforma-
¢80 de poder redutor e ATP na fase
fotoquimica da fotossintese.

Valores mais atos de gN foram en-
contrados por Zhou et al. (2004) traba
Ilhando com a cultivar Chunzao, sendo
relatado que os valores aumentaram
durante o crescimento das plantas, che-

gando proximo de 0,890 para as plantas
infectadas pelo PVY e 0,850 para as
plantas-controle, aos 60 dias apos a in-
fecgcdo. Osmesmos autores atribuem um
aumento em gN efetivamente a infec-
¢éo pelo PVY, associado a queda de gP
devido a uma reducdo no consumo de
ATP e poder redutor no ciclo de Calvin;
visto que arelagdo F, /F,, ndo foi atera-
da, indicando que a infecgdo por virus
ndo causa alteracdo na eficiéncia
fotoquimica maxima.

Outro parémetro da cinética de
fluorescéncia € a producdo quantica
fotoquimicaefetivado FSII (d,0uF,'/
F,,’), obtida quando as folhas estéo sob
luminosidade, ou sgja, realizando o pro-
cesso fotossintético. Este parametro é
extremamente (til porque representa a
eficiéncia quantica efetiva das folhas,
diferentemente da relagéo F /F,, que
indica a eficiéncia méxima em estado
adaptado a0 escuro, sendo este Ultimo
maior do que o primeiro.

N&o houve diferenca entre os
gendtipos na eficiéncia fotoquimica atua
(F,'/F,’). Para as plantas do gendtipo
transformado o valor médio foi de 0,790,
e para 0 ndo transformado foi de 0,768.
Considerando o fator época de andlise
(Tabela 1), constatou-se uma queda a
partir de 93 dias, o que pode estar asso-
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Tabela 2. Texa de fotossintese liquida (umol CO, m? s?) e taxa de liberaggo de oxigénio
(umol O, m? s*) medida em plantas de batata, cultivar Baronesa e seu genctipo transforma-
do, cultivadas em casa de vegetago (Net photosinthesis rate (umol CO, m? s*) and oxygen
evolution rate (umol O, m?s™) measured in potato plants, cv. Baronesaand initstransformed
genotype, cultivated in greenhouse). Pelotas, UFPel, 2006.

Taxa de fotossintese liquida (umol CO, m? s™)

Genotipos Dias apés o plantio

50 65 79 98 107 Média
Baronesa 9,83 10,95 13,03 9,78 6,56 9,90
?r::;’f‘;srsa 4 928 12,32 14,55 13,21 5,65 11,32
Média 9,53B* 11,63AB 13,79 A 1148AB 6,10C

Taxa de liberagdo de oxigénio (umol O, m?s™)

Genoétipos Dias apés o plantio

54 68 83 98 110 Média
Baronesa 2397 Aa* 1859Ba 1691BCb 10,57Da 13,12CDa 16,63 b
?r::;?ffrsada 30,12Aa 2060BCa 2327Ba 1149Da 1550CDa 2020a
Média 27,04 A 19,60 B 20,09B 11,03 D 14,31 C

*Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas linhas ndo apresentaram diferenca sig-
nificativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

ciado com a queda nos teores de clorofi-
las. Esta mesma tendéncia a diminuicéo
a0 longo do tempo foi constatada por
Zhou et al. (2004) que observaram uma
eficiéncia fotoquimica atual para suas
plantas de batata da cultivar Chunzao em
torno de 0,600 aos 60 dias.

Deve-se destacar que 0s parametros
de fluorescéncia anaisados comparati-
vamente entre os genoti pos transforma-
dos e os néo-transformados de batata
cultivar Baronesa, apenas arelagéo F, /
F,, apresentou diferenca significativa,
podendo-se supor que a introducéo do
gene CP, que codifica para a proteina
do capsideo do virus'Y, possa, de forma
incerta, ter proporcionado um beneficio
na eficiéncia fotoquimica maxima.

Com relacéo ataxafotossintéticalli-
quida, ndo houve interago entre os fa-
tores isolados (Tabela 2), havendo ape-
nas diferenca para o fator época de an&
lise. Foi observado aumento na taxa
fotossintética liquida com o desenvol-
vimento das plantas, sendo os maiores
valores obtidos entre 65 € 93 DAP, o que
corresponde ao periodo de aumento dos
drenos (Abreu et al., 2001). Os vaores
médios para esse parametro foi de 9,90
umol CO, m? s* para as plantas do
genadtipo ndo-transformado e 11,32 umol
CO, m? s* para as plantas do gendtipo
transformado. Observou-setambém, uma
ligeira superioridade na taxa de
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fotossintese liquidanas plantastransfor-
madas, principalmente no periodo de
formagéo e crescimento dos tubércul os.
Os dados obtidos nesse trabalho encon-
tram-se proximos, porém inferiores, aos
relatados por Basu et al. (1999), quetra-
balharam com batata cultivar Kufri
Sindhuri sob condic¢do de remoc&o ou
ndo de tubérculos, e associados ou ndo
a supressdo da irrigagcdo. Estes autores
realizaram determinacfes sob densida-
de de fluxo de fétons de 1500 pmol m-2
s1, diferentemente do presente trabal ho,
em que asleituras foram realizadas com
radiacdo em condicOes ambientais.
Zhou et al. (2004) examinaram res-
postas fotossintéticas de batata, cultivar
Chunzao, durante infecgdo (PVYN™) e
constataram que esta provocou reducéo
significativa na taxa de fotossintese das
plantas. Aos 60 dias apds a infecgdo, as
plantas-controle apresentaram valores
proximosa 13 umol CO, m?s?, enquan-
to que as plantasinfectadas apresentaram
valores proximos a9 umol CO, m? s*.
Para a taxa de liberaco de oxigé-
nio, houve interacéo entre os fatores
gendtipo e época de andlise (Tabela 2).
Verificou-se uma queda na taxa de
fotossintese potencial tanto nas plantas
nado-transformadas quanto no genétipo
transformado durante o desenvolvimen-
to das plantas, sendo esta mais acentua-
da nas plantas ndo-transformadas. Os

menores val ores foram encontrados aos
98 DAP para ambos os gendtipos e as
maiores taxas de fotossintese potencia
determinadas aos 54 DAP (27,04 pmol
O, m? s'). Neste periodo, segundo
Kooman & Rabbinge (1996), os tubér-
culosjase encontram formados, masem
fase de alta demanda de carboidratos.

N&o é conhecido como os tubérculos
regulam ataxa de fotossintese liquidae o
pool de carboidratos nas folhas. Ha algu-
meas evidéncias que indicam que h& forte
influéncia dos drenos (tubérculos) sobre
afotossintese e a particdo de assmilados.
Um aumento na taxa de fotossintese |i-
quida acoplada com a intensificagdo da
trandocacdo de fotoassmilados (Dwelle
et al., 1981) tem sido associado com um
correspondente aumento na demanda dos
drenosou quando ostubércul osestéo cres-
cendo rapidamente. De formadternativa,
a remogéo de tubérculos que estdo cres-
cendo rapidamente leva a uma marcante
depressfo na taxa de fotossintese liquida,
devido aum deshalanco entre afonte e os
drenos (Nosberger & Humphries, 1965).

As plantas de batata, cultivar Baro-
nesa, transformadas com genes de re-
sisténciaao virus'Y apresentaram maior
eficiéncia fotoquimica maxima e maior
taxa de liberacdo de oxigénio
(fotossintese potencial) do que plantas
da mesma cultivar ndo modificadas ge-
neticamente, embora mantenha os de-
mais parametros de fluorescéncia das
clorofilas e a taxa de fotossintese liqui-
daiguais.
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