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RESUMO

OLIVEIRA, Maria Luiza Peixoto de, M.S., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2004. Morfogénese in vitro e transformacdo genética de laranja ‘Péra’
[Citrus sinensis (L.) Osb.], mediada por Agrobacterium. Orientador: Wagner
Campos Otoni. Conselheiros: Everaldo Gongalves de Barros e José Maria

Moreira Dias.

A transformacao genética esta se tornando, cada vez mais, uma ferramenta
importante em programas de melhoramento genético de diversas espécies, sendo
uma alternativa para a incorporacéo de gene(s) exdégeno(s) no genoma da planta,
modificando caracteristicas de interesse. Para citros, essa ferramenta permite
romper barreiras naturais dessa espécie, visto que o desenvolvimento de novas
variedades pelo melhoramento convencional possui uma série de limitacdes
impostas pela sua biologia reprodutiva. Entretanto, 0s protocolos de
transformac@o genética requerem, primariamente, o estabelecimento de um
eficiente sistema de morfogénese in vitro para que o0 sucesso do método de
transformacdo seja alcancado. Portanto, o objetivo deste trabalho foi o
estabelecimento das melhores condi¢cdes de cultivo in vitro para a organogénese
e a posterior adequacado de uma metodologia eficiente de transformacéo genética
para a variedade de laranja-doce [Citrus sinensis (L.) Osb.] ‘Péra’. Na avaliacao
das melhores condi¢cdes da organogénese in vitro, segmentos de epicétilos foram
introduzidos em meio de cultura MT contendo diferentes concentracoes de BAP.
A concentragéo de 1,0 mg L™ de BAP utilizada na fase de inducéo de brotacdes

assegurou as melhores frequéncias de organogénese. Foram tambéem estudados

vii



fatores que possam influenciar o processo de transformacéo genética de citros via
Agrobacterium tumefaciens, utilizando epicétilos de laranja ‘Péra’ como fonte de
explante. Os fatores testados foram: tempo de inoculagdo com Agrobacterium, o
periodo de co-cultivo e a presenca de auxina no meio de pré-cultivo. O protocolo
otimizado para a transformacdo genética de laranja ‘Péra’ foi a imersdo do
explante em uma solucdo contendo Agrobacterium, por um tempo de 5 minutos,
seguido de um periodo de co-cultivo de 2 dias em meio de cultura contendo 100
uM de acetoseringona e transferidos para o meio de sele¢éo, constituido do meio
MT e ainda de 75 mg L™ de canamicina, 500 mg L™ de Timetin® e 1 mg L™ de
BAP.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Maria Luiza Peixoto de, M.S., Federal University of Vicosa, february 2004.
Morphogenesis in vitro and genetic transformation of ‘Péra’ orange [Citrus
sinensis (L.) Osb.] mediated by Agrobacterium. Adviser: Wagner Campos
Otoni. Committee Members: Everaldo Goncalves de Barros and José Maria

Moreira Dias.

Genetic transformation is a technique whose importance is increasing as an
important tool for breeding programs of several species, being a reliable alternative
for introducing characteristics of interest. For citrus, this tool helps to overcome
natural reproductive barriers, the obtention of new cultivars by conventional breeding
methods has several constraints, mainly linked to its reproductive biology. However,
genetic transformation protocols demand, primarily, the establishment of efficient
regeneration systems, in order to guarantee the success of transformation method.
The objective of the present work was to establish promotive conditions for a reliable
in vitro regeneration system from epicotyl explants, and further adequate an efficient
and reproducinle transformation methodology for a sweet orange variety [Citrus
sinensis L. (Osbh.) ‘Péra’]. For organogenesis, epicotyl explants were cultured onto a
MT medium containing different BAP concentrations. For induction phase, 1.0 mg L™
BAP enabled higher regeneration frequencies of adventitious shoots. Also, factors
affecting Agrobacterium-mediated transformation efficiency were tested, as follows:
incubation period with bacteria, co-culture period, and the presence of auxin in the

pre-culture step. The following conditions generated and optimized protocol for ‘Péra’



transformation: immersion for 5 minutes of the explants in a diluted Agrobacterium
suspension; a 2-days co-culture period in a 100 uM acetoseryngone-supplemented
medium; transfer for a selective regeneration MT-based medium, supplemented with
1.0 mg L™ BAP, 75 mg L™ kanamycin, and 500 mg L™ Timentin®.



1- INTRODUCAO

As plantas citricas séo originarias das regibes Umidas tropicais e
subtropicais do continente asiatico, podendo ser cultivadas do Equador até
latitudes de 44° norte ou sul (Sim&o, 1998). O produto mais importante e
valorizado dos citros no passado era a fruta in natura, porém atualmente é o suco
de laranja concentrado e congelado, cuja producéo esta crescendo gradualmente,
com o Brasil e o Estado da Florida (EUA) na lideranca do mercado (FAO, 2003).

No contexto da fruticultura, os citros sdo de grande importancia econémica
para o Brasil, ja que ocupa o primeiro lugar em volume de producédo, seguidos
pelas culturas de banana, uva e maca. A distribuicdo das areas de plantio € muito
irregular ao redor do globo. Apenas dois, entre mais de cem paises produtores de
citros, detém mais da metade da producédo mundial, o Brasil e os Estados Unidos
(FAO, 2003). Apesar do Brasil ocupar lugar de destague no panorama mundial,
houve reducdo na producdo nas ultimas safras. Os fatores relacionados a essa
diminuig@o da producéo citricola, merecem destaque as condi¢des climéticas que
ndo favoreceram a producdo nas safras anteriores, baixos niveis de precos,
erradicacdo de pomares menos produtivos e os problemas fitossanitarios. Dentre
as doencas que mais acometem o cultivo de citros se destacam o cancro citrico, a
clorose variegada do citros (CVC), o declinio e o surgimento da morte subita,
entre outras (Prates & Pelegrini, 1995). Portanto, urge a necessidade de
pesquisas e/ou medidas que visem soluciona-las ou minimiza-las.

Uma das medidas cabiveis para minimizar os problemas fitossanitarios dos

citros € o melhoramento genético, desenvolvendo novas variedades tolerantes



elou resistentes a pragas e doencas. Entretanto, os métodos tradicionais de
melhoramento genético de citros enfrentam uma série de barreiras, relacionadas
a biologia reprodutiva do género, dificultando suas aplicacdes, sendo dignos de
mencdes o longo periodo juvenil, a poliembrionia nucelar, alta heterozigose, a
auto-incompatibilidade e esterilidade sexual (Koller, 1994). Devido aos problemas
para a aplicagdo dos métodos convencionais, apesar destes serem de extrema
importancia para o desenvolvimento da citricultura mundial, urge a necessidade
de métodos complementares para que 0s avangos ocorram mais rapidamente.

Os problemas associados ao melhoramento das espécies citricas podem
ser superados com a incorporacdo de biotecnologias, a exemplo da cultura de
células e tecidos, genética molecular, fusdo de protoplastos, transformacao
genética, entre outras, permitindo, portanto, a obtencdo e a utilizacdo da
variedade disponivel (Grosser et al., 1996). Ainda, permite utilizar germoplasmas
nao explorados, criando novas combinacdes que poderdo ser utilizadas em
programas de melhoramento convencional, ou resultar em variedades totalmente
novas. A hibridacdo somética e a transformacéo genética sdo as técnicas mais
utilizadas. Dentre estas técnicas, a transformacao genética vem mostrando ter um
grande potencial, por possibilitar a introducdo de genes que modificam
caracteristicas de interesse agrondmico, mantendo-se as caracteristicas da
variedade e evitando a transferéncia de caracteristicas deletérias (Pefa et al.,
1995a).

A transformacdo genética, mediante a introducdo de um unico gene em
determinado cultivar de Citrus, permite produzir rapidamente uma variedade
modificada com caracteristicas especificas (Bond & Roose, 1998). Para tanto, sao
necessarios determinados requisitos para 0 sucesso na obtencdo de plantas
transgénicas, tais como a existéncia prévia de uma metodologia eficiente de
cultura de células e tecidos in vitro que permita a formacgéo de plantas (Brasileiro
& Dusi, 1999), bem como um sistema de transformacéo genética compativel, que
assegure a introducédo de genes com eficiéncia (Perez- Molphe-Balch & Ochoa-

Alejo, 1998). Em Citrus, existem diversos protocolos de cultura de tecidos que



levam a formacéo de plantas, o que torna viavel a aplicacdo destes protocolos em
engenharia genética da cultura.

Diante disto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer condi¢cdes de cultivo
in vitro para organogénese e transformacdo genética, via Agrobacterium

tumefaciens, para a variedade de laranja-doce [Citrus sinensis (L.) Osb.] ‘Péra’.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Genética e melhoramento do género Citrus

O género Citrus e muitos géneros relacionados a sub-familia
Aurantioideae, familia Rutaceae sdo nativos da regido sudeste do continente
asiatico, com ramos filogenéticos que se estendem do leste da Arabia as Filipinas
e do sul da regido do Himalaia & Indonésia ou Australia (Koller, 1994).

Na familia Rutaceae, sub-tribo Citrinae, somente trés géneros tém
importancia econdmica: Citrus, Fortunella e Poncirus. Entre eles € possivel a
polinizacdo com a obtencao de hibridos, alguns com valor comercial (Moreira &
Pio, 1991).

As plantas citricas geralmente sdo dipléides, com 2n = 18 cromossomos
(Koller, 1994). Tetrapldides e tripldides naturais ocorrem em baixa frequéncia. Os
tetrapléides ndo tém valor econdmico, crescem lentamente e, em geral, surgem
espontaneamente como plantulas nucelares em todos os cultivares (Cameron et
al., 1968). Por outro lado, os tripldides aparecem regularmente como plantulas
produzidas sexualmente. Podem ser obtidas, de forma sistematica, pelo
cruzamento controlado de tetrapléides com dipléides. Apesar do baixo conteudo,
ou mesmo a completa auséncia de sementes, poucos tripldides adquirem
significancia comercial (Amaro et al., 1991).

Os primeiros trabalhos de melhoramento de citros foram iniciados na Flérida
em 1983 com Swingle e Webber. A partir de entdo, numerosos trabalhos foram

desenvolvidos, ndo apenas na Florida, mas também na Califérnia. Muitos



programas de melhoramento genético de citros sao divididos em duas categorias:
o melhoramento para variedades copa e para variedades porta-enxerto, pois 0s
objetivos de cada um deles sdo diferentes. Entretanto, a combinagdo de ambos
0os programas pode resolver problemas de natureza mais universal, como
resisténcia a viroses e tolerancia ao frio (Simao, 1998).

No melhoramento para variedades copa, énfases tém sido dadas a melhoria
da qualidade dos frutos, selecdo de cultivares que apresentam maturacao
precoce e tardia, produtividade, resisténcia a pragas e doencgas, auséncia ou
poucas sementes e tolerancia ao frio. Quanto ao melhoramento de variedades
porta-enxerto, tém-se buscado tolerdncia a salinidade e a seca, além da
resisténcia a pragas e doencas (Moreira & Pio, 1991).

Algumas barreiras reprodutivas do género Citrus limitam o impacto do
melhoramento tradicional, por meio de cruzamentos controlados no lancamento
de novas variedades. Dentre esses problemas estdo relacionados a alta
heterozigose dos citros, a esterilidade de pdélen e 6vulos, a apomixia facultativa,
longa fase juvenil (Koller, 1994). A alta heterozigose dos citros pode ser resultado
de polinizacdes cruzadas realizadas por insetos, ja que a ocorréncia natural de
cruzamentos intervarietais e até interespecificos é relativamente facil em citros
(Moreira & Pio, 1991).

Diversos cultivares e hibridos em citros possuem alta esterilidade do pélen
e a autoincompatibilidade, assim como a incompatibilidade cruzada séo bastante
comuns (Soost et al., 1975); estas incompatibilidades impedem muitas
hibridagGes potenciais.

As espécies citricas sdo aldgamas, altamente heterozigotas, e os cultivares
tém se mantido inalterados por geracbes, pois tém sido propagados
vegetativamente. Estas espécies sdo também caracterizadas por um longo
periodo juvenil, com periodo minimo de cinco anos para 0 aparecimento das
primeiras flores e frutos e de dez a quinze anos para que possam ser avaliadas as
caracteristicas de producéo e qualidade de frutos, portanto, requer tempo e custo
(Koller, 1994).



A apomixia facultativa via embriogenia nucelar resulta freqientemente na
ocorréncia de sementes poliembridnicas. Essas sementes poliembridnicas
resultam na auséncia ou na producdo de poucas plantas hibridas a partir de
cruzamentos controlados. Apesar da embrionia nucelar em citros ser um
importante obstaculo para a hibridacdo, € de grande valor na producédo de porta-
enxertos vigorosos, uniformes e livres de virus (Moreira & Pio, 1991).

Os problemas particulares associados ao melhoramento das espécies
citricas podem ser superados com a incorporacdo de biotecnologias, a exemplo
da cultura de células e tecidos, genética molecular, fusdo de protoplastos,
transformacdo genética, entre outras, permitindo, portanto, a utilizacdo da
variedade disponivel (Grosser et al., 1996), bem como a utilizagdo de
germoplasmas ainda nao explorado, criando novas combinac¢des que poderéo ser
utilizadas em programas de melhoramento convencional, ou resultar em
variedades totalmente novas (Gmitter Jr. et al., 1992). A hibridacdo somatica e a
transformacéo genética séo as técnicas mais utilizadas.

Hibridos somaticos tém sido obtidos, pela fusdo de protoplastos, sendo
portanto uma alternativa para a producdo de hibridos de espécies e géneros
sexualmente incompativeis (Kobayashi et al., 1991). Essa técnica tem sido
extensivamente aplicada em programas de melhoramento genético de citros,
tanto para o melhoramento de variedades copa, como porta-enxerto.

No caso de melhoramento de porta-enxerto, as aplicacdes se referem a
obtencéo de hibridos somaticos alotetrapléides, dando énfase para combinacfes
com caracteristicas complementares de resisténcia a doencas (Mendes-da-Gloria
et al., 2000; Mendes et al., 2001).

Entretanto, quando o objetivo € o melhoramento de variedades copa, é
pouco provavel que hibridos somaticos tetraploides sejam utilizados diretamente
como novos cultivares, visto que as frutas tetrapldides geralmente apresentam
caracteristicas inaceitaveis aos consumidores, como casca grossa, fruta em forma
irregular e textura aspera (Gmitter Jr. et al., 1992). Portanto, os hibridos somaticos
obtidos de variedades copa, devem ser incorporados ao programa de

melhoramento, como parental tetrapléide para cruzamento com dipldides,



resultando em plantas triploides infertéis. Esta técnica tem sido utilizada com o
objetivo da producdo de variedades comerciais de copa tripldide sem sementes
(Deng et al., 1992; Grosser et al., 1996).



2.2- Morfogénese em espécies citricas

O processo morfogénico é resultado da divisdo e diferenciacdo celular
organizada, que depende, basicamente, da atividade e expressdo de
determinados genes. Segundo Ramalho & Santos (1990), a cultura de tecidos tem
contribuido significativamente para o estudo da morfogénese. Entretanto, sua
principal dificuldade é identificar o meio de cultura mais adequado para que ocorra
a divisdo e diferenciacéo celular, seguida da obtencédo de plantas idénticas aquela
de onde a célula ou conjunto de células foi retirada.

As células cultivadas in vitro podem manifestar sua totipoténcia, seguindo
duas rotas alternativas: a) organogénese, onde ocorre a producao de brotacdes e
raizes, sem formacao prévia do embrido, ou seja, conduz a diferenciacado de
meristemas caulinares e/ou radiculares; b) embriogénese somatica, que conduz a
formacdo de embrides, a partir de células que ndo sédo produtos da fusdo de
gametas (Dias, 1998).

A formacdo de plantas citricas in vitro, a partir da organogénese ou
embriogénese somatica tem sido reportada em alguns trabalhos. A embriogénese
somatica em citros, tem sido, principalmente, a partir de calos, originados do
cultivo de évulos (Kunitake et al., 1991) e nucelos (Vu et al., 1993; Oliveira et al.,
1994).

Cabasson et al. (1995) caracterizaram histologicamente o processo de
embriogénese somatica, a partir de células em suspensdo de Citrus deliciosa.
Essa metodologia para a obtencdo de calos friaveis em meio de cultura liquido
incubados sob agitacdo continua se mostrou uma boa alternativa para aumentar a
guantidade de células embriogénicas num curto periodo de tempo.

A formagéo de plantas pela organogénese in vitro pode variar de acordo
com o gendtipo (Bordén et al., 2000), idade (Costa et al., 2004), posicdo do
explante (Garcia-Luis et al., 1999; Moura et al., 2001; Costa et al., 2004), época
do ano, composicao do meio de cultura e condi¢cdo de incubacdo (Duran-Vila et
al., 1992; Pérez-Molphe-Balch & Ochoa-Alejo, 1997; Moreira-Dias et al., 2000).

Verifica-se na literatura que diversos trabalhos foram realizados na

tentativa de otimizar os protocolos de morfogénese, seja para a obtencédo de
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clones, seja para a utilizacdo em protocolos de transformacdo genética. Neste
sentido, reguladores de crescimento tém sido foco de pesquisas com o intuito de
se obter balangos citocinina/auxina adequados para uma maior eficiéncia
morfogénica.

Bhat et al. (1992) caracterizaram a morfogénese in vitro de lima acida
‘Kagzi’, utilizando para isso, segmentos de raizes cultivados sobre papel de filtro
em meio MS liquido, contendo diferentes concentragdes de BAP e AIA. Embora a
formacdo de brotagcbes em todos os meios de cultura tenha sido baixa, a
organogénese foi direta e as brotacdes originaram-se endogenamente, a partir de
zonas meristematicas formadas no periciclo.

Edriss & Burger (1984) estabeleceram um protocolo eficiente de
organogénese para citrange ‘Troyer’. Este trabalho teve como objetivo comparar
diferentes fontes de explantes (segmentos de epicdtilo, segmentos de raizes e
apices meristematicos de raizes de plantulas germinadas in vitro), quanto a
capacidade de propagacao in vitro, utilizando, para isso, diferentes concentragfes
de reguladores de crescimento. A formacédo de brotacdes, por organogénese
direta, foi obtida somente para os explantes provenientes de regides do epicotilo,
quando cultivados em meio MS contendo 0,5 mg L™* de BAP e 0,1 mg L™ de ANA.
Para os demais explantes, somente ocorreu a formacéo de calos. Posteriormente,
as brotacGes obtidas em segmentos de epicétilos foram individualizadas e
colocadas em meio MS contendo 2,0 mg L™ de ANA, onde se obteve a formacao
de raizes a partir de quatro semanas. O trabalho de Moore et al. (1986) relatou
gue a adicdo de ANA no meio de cultura inibiu a organogénese em algumas
espécies de citros. Outros trabalhos contradizem os resultados obtidos por Moore
et al. (1986) e Edriss & Burger (1984), onde obtiveram resultados positivos com a
combinacédo de ANA e BAP (Duran-Vila et al., 1992; Moreira-Dias et al., 2000) no
processo organogénico em algumas espécies de citros.

Maggon & Singh (1995) demonstraram que a adicdo de ABA ao meio de
cultura em combinacdo com BAP promovia bons resultados na formacdo de
brotacées em laranja ‘Mousambi’ (Citrus sinensis L. Osbeck) em segmentos de

epicétilo e hipocétilo oriundos de plantulas germinadas in vitro. A combinacédo de



2,0 mg L™ de BAP com 0,2 mg L™ de ABA apresentou 85% e 100% de explantes
responsivos em segmentos de epicotilo e hipocaotilo, respectivamente. Apesar da
taxa de morfogénica ter sido alta, as brotagcdes ndo se desenvolviam quando
transferidas para o meio basico, MS. Os autores acreditam que a presenca de
ABA tenha atuado promovendo a dorméncia nas gemas.

Moura et al. (2001) estudaram organogénese in vitro de limao ‘Cravo’ e
laranja ‘Péra’ em funcédo de diferentes concentragdes de BAP. Para liméo ‘Cravo’,
foram utilizados como explantes, segmentos internodais de plantulas germinadas
e cultivadas in vitro, em meio MT e variando as concentracdes de BAP em 0,0;
2,5: 5,0; 7,5; e 10 mg L™. Na laranja ‘Péra’ os explantes foram segmentos do
epicotilo de plantula também germinadas e cultivadas in vitro, em meio MT
variando a concentracdo de BAP em 0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L. O melhor
resultado para o numero de brotacGes adventicias foi obtido na concentracéo de
2,5 mg L™ de BAP para limdo ‘Cravo’, e nas concentracdes de 1,0 e 2,0 mg L™ de
BAP para laranja ‘Péra’. Porém, o uso de altas concentracdes de citocininas pode
inibir a formacéo de gemas.

Um protocolo para a propagacao in vitro de Citrus mitis Blanco foi
desenvolvido por Sim et al. (1989). O objetivo do trabalho foi estudar o potencial
organogénico de diferentes explantes oriundos de plantulas germinados in vitro e
plantas adultas, em meios de cultivo contendo diferentes concentragdes de BAP.
Todos os explantes foram cultivados em meio MS variando as concentragcdes de
BAP (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 e 10 mg L™ ). Os melhores resultados para a indugéo
da organogénese, quando se utilizou epicatilo e folhas de plantulas germinadas in
vitro foi a utilizacdo de 0,5 mg L™* e 2,0 mg L™ de BAP, respectivamente. Porém,
nao ocorreu o efeito do gradiente para essas fontes de explantes descritos acima.
Com relacdo aos explantes de plantas adultas somente aqueles com base em
gemas apicais e segmentos nodais formaram brotacdes. Estes mesmos explantes
qguando procedentes de plantulas juvenis, também induziram a organogénese.
Posteriormente, todas as brotacbes foram enraizadas em MS liquido contendo
com 0,1 - 0,5 mg L™ de AIB.
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Muitas diferencas no comportamento dos citros podem estar relacionadas
a posicao do explante no meio de cultura e a composigao genotipica.

Garcia-Luis et al. (1999) mostraram que segmentos de citrange ‘Troyer’
inseridos verticalmente no meio respondem de forma diferente daqueles
explantes cultivados horizontalmente, sendo esta ultima a melhor posicdo para
regeneracdo de gemas. Resultados similares foram obtidos com segmentos
seccionados longitudinalmente e incubados com a regido do corte em contato
com o meio de cultura (Pérez-Molphe-Balch & Ochoa-Alejo, 1997; Ghorbel et al.,
1998; Moreira-Dias et al., 2001 ; Almeida et al., 2002).

Borddén et al. (2000) estudaram diferentes repostas organogénicas,
guando se utiliza diferentes espécies de citros como fonte de explantes. Essas
diferencas estéo relacionadas a diferentes concentracdes de BAP no meio para a
melhor inducdo de gemas e ANA para a o meio de enraizamento (Duran-Vila et
al., 1989) e diferencas no porcentual de brota¢gdes por explante, em segmentos de
epicétilo de diferentes porta enxertos de citros, quando submetidos as mesmas
condi¢des do meio de cultura (Borddn et al., 2000)

Duran-Vila et al. (1992) estudaram o efeito da temperatura e da radiacéao
fotossintética na morfogénese in vitro de explantes de laranja ‘Pineapple’. Para
isso, foram utilizados segmentos internodais de plantas juvenis cultivados em
meio MS contendo 3,0 mg L™* de BAP. Os explantes foram submetidos &
diferentes condi¢cdes de incubacéo, com faixa de temperatura variando de 15 a 30

OC. A faixa 6tima de temperatura para a formacao de brotos foi de 21 a 30 °C.
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Existem também diferencas na resposta com relacdo ao grau de
maturidade do tecido, onde o tecido maduro responde melhor com concentragoes
mais baixas de BAP, conforme encontrado em segmentos internodais de citrange
‘Carrizo’ por Barlass & Skene (1982). No entanto, nos trabalhos utilizando tecidos
adultos, a frequéncia da organogénese mostrou-se muito baixa (Sim et al., 1989;
Bhat et al., 1992; Almeida et al., 2002), enquanto naqueles utilizando-se tecidos
juvenis ocorre um aumento consideravel na frequéncia organogénica (Pérez-
Molphe-Balch & Ochoa-Alejo, 1997; Ghorbel et al., 1998; Moreira-Dias, 2001).

Todos os diferentes fatores que promovem essas variagdées morfogénicas no
cultivo in vitro de citros, demonstram a necessidade do desenvolvimento de um
protocolo eficiente de organogénese, especifico para cada espécie ou cultivar a
ser estudada, visto que suas caracteristicas genéticas determinam respostas
distintas, quando submetidas as mesmas condi¢cdes de cultivo, seja com a
finalidade de propagacdo, seja com a de utlizacdo em processos de

transformacgéo genética.

2.3- Transformacao genética de plantas

A técnica de transformacdo genética apresenta-se como importante
ferramenta biotecnologica para o desenvolvimento de novas variedades. Esta
técnica esta se tornando uma rotina para um grande numero de espécies
cultivadas, através da qual € possivel a obtencdo de plantas contendo genes
exégenos, derivados de espécies de plantas relacionadas ou ndo, mesmo de
outros reinos (bactérias, fungos, animais) podendo ser introduzidos no genoma
das plantas, através de técnicas de transformacao de plantas (De Block, 1993).

Véarias sdo as razdes para o desenvolvimento de plantas transgénicas,
sendo as mais expressivas: a) introducdo de gene(s) que pode(m) permitir a
melhoria do valor agrondmico de plantas cultivadas; b) plantas transgénicas
podem atuar como biorreatores vivos para a producao de proteinas e metabolicos

de importancia econémica; c) transformacéo genética de plantas € um poderoso
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processo para estudar a acdo dos genes durante o desenvolvimento e outros
processos biotecnolégicos (Dale, 1995).

O primeiro trabalho a relatar a capacidade de introduzir e expressar genes
exdgenos em plantas, foi realizado com tabaco na década de 80. A partir desta
década, ocorreu uma importante ampliacdo dos trabalhos, envolvendo mais de
120 espécies, de grande valor vegetal, incluindo uma gama de culturas de
imensuravel importancia agronémica (Borém, 2001). A transformacdo genética
esta emergindo de um periodo dominado pelas pesquisas e entrando na era da
aplicacao desses métodos como uma ferramenta central da biologia vegetal e um
instrumento pratico para o melhoramento das culturas (Birch, 1997).

As caracteristicas que podem ser melhoradas por essa técnica sao aquelas
controladas geneticamente por genes simples ou pequenos grupos de genes, tais
como, os de resisténcia a insetos, protecdo contra infeccdo de microrganismos,
resisténcia a herbicidas, retardamento da senescéncia, tolerancia a estresse
ambiental, pigmentacdo de flores, melhoria da qualidade nutricional de proteinas
da semente e auto-incompatibilidade (Perani et al., 1990).

Existem diversas técnicas de transformacdo genética de plantas,
agrupadas em duas categorias: transferéncia indireta e direta dos genes. A
transferéncia indireta é aquela em que, para intermediar a transformacéo, utiliza-
se um vetor, como Agrobacterium tumefaciens e A. rhizogenes (Brasileiro & Dusi,
1999).

A transferéncia direta de DNA é baseada em métodos fisicos ou quimicos,
geralmente adaptados de outros ja estabelecidos para transformacéo de células
animais (Brasileiro & Dusi, 1999). Dentre estes, destacam-se a transformacao
com polietilenoglicol (PEG), eletroporacdo de protoplastos e biobalistica (Aragao
et al., 1992). No entanto, esses métodos tém sido muito utilizados para estudos
de promotores e expressao de genes (Brasileiro & Dusi, 1999). Vale salientar, que
para certas espécies de plantas, ndo €& facil estabelecer um sistema de
transformacdo eficiente a ser utilizado rotineiramente em laboratérios,

especificamente para plantas lenhosas (Cervera et al., 1998a).
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A transformacao via Agrobacterium tumefaciens tem sido o método mais
utilizado em plantas, principalmente dicotiledéneas. Entretanto, muitas espécies,
em particular as monocotiledéneas, sdo pouco susceptiveis a infeccdo por
Agrobacterium apresentando recalcitrancia a este tipo de transferéncia de DNA
(Brasileiro & Dusi, 1999).

Dentre os métodos de transformacdo genética existentes, a introducao
direta de DNA em protoplastos e a transformacao mediada por Agrobacterium tém
sido os mais utlizados na obtencédo de plantas de citros transgénicas (Moore et
al., 1992; Pefa et al., 1995a; Pefia et al., 1995b; Gutiérrez-E. et al., 1997; Pefia et
al., 1997; Bond e Roose, 1998; Cervera et al.,, 1998b; Pérez-Molphe-Balch e
Ochoa-Alejo, 1998).

2.3.1- O sistema de transferéncia de genes por Agrobacterium

Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria do solo, pertencente a familia
Rhizobiaceae, caracteriza-se por ser um patdgeno vegetal que induz a formacéo
de tumor nos tecidos da planta por ela infectada, causando uma doenca
conhecida com “galha em coroa”. A infeccao inicia-se pela penetracdo da bactéria
no tecido vegetal e uma posterior inducéo para a formacao do tumor. A indugao
do tumor é provocada pela presenca de um grande plasmideo denominado de Ti
(tumour-inducing), o qual € encontrado em linhagens virulentas de A. tumefaciens
(Stachel et al., 1985).

O plasmideo Ti possui uma regido especifica, denominada de T-DNA que
durante a infeccao se integra no genoma da planta infectada. Os genes presentes
no T-DNA, sdo denominados de oncogenes, por codificarem enzimas envolvidas
na via biossintética de reguladores de crescimento (citocininas e auxinas),
havendo dois genes responséaveis pela producdo de auxina (iaaM e iaaH) e um
pela de citocinina (ipt). Como consequéncia desse desbalanco hormonal, as
células infectadas proliferam desordenadamente, levando a formacéo do tumor.

Além disso, o T-DNA contém genes para a sintese de acucares e aminoacidos
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nao usuais, denominados genericamente de opinas (Sheng et al., 1996; Van
Sluys, 1999). As opinas produzidas séo distintas de acordo com a linhagem de
Agrobacterium, podendo ser nopalinas, octopina, leucinopina e succimanopina.
As opinas produzidas séo utilizadas como fonte de energia, carbono e nitrogénio,
sendo, portanto, imprescindiveis para o crescimento da bactéria (Herrera-Estrela
et al., 1983; Brasileiro & Dusi, 1999).

Para a transferéncia do T-DNA e a posterior integracdo do mesmo no
genoma da planta, algumas sequiéncias génicas sao necessdarias para esse
processo: a) duas sequéncias presentes nas extremidades do T-DNA de 25 pares
de bases (pb) constituem as bordas direita e esquerda; b) produtos “trans-acting”
dos genes de viruléncia os quais estao localizados na regiao de viruléncia (regiao
vir) do plasmideo Ti, e outros genes cromossomais (chv), os quais estédo
envolvidos na quimiotaxia da bactéria até o local da leséo na planta e na ligacao
desta com a parede celular (Wang et al., 1984; Sheng & Citovsky, 1996).

Os genes de viruléncia sdo induzidos quando o tecido injuriado da planta
libera compostos fendlicos, como a acetoseringona, que atraem a bactéria por
guimiotaxia, iniciando o processo de infeccao e posterior transferéncia do T-DNA
para a planta. A regido de viruléncia esta organizada em sete operons. O locus vir
A é expresso constitutivamente e o seu produto (VirA), localizado na membrana
interna das células de Agrobacterium, funciona como um quimioreceptor que
percebe a presenca da acetoseringona no ambiente. Ao se ligar a
acetoseringona, a proteina Vir A “ativada” modifica a proteina Vir G (que também
€ expressa constitutivamente, porém em menor escala) a partir da fosforilacdo da
mesma. A proteina Vir G fosforilada se liga as sequiéncias operadoras dos genes
vir, resultando na ativacdo dos mesmos. No processo de transferéncia do T-DNA,
inicialmente este é clivado na fita inferior entre a terceira e a quarta base em
ambas repeticoes de 25 pb presentes na borda direita e esquerda. Um T-DNA de
fita simples é liberado a partir do plasmideo Ti e outro € ressintetizado na direcdo
5'- 3, iniciando pela borda direita. O operon virD codifica uma endonuclease que

cliva sequéncias na borda do T-DNA. A proteina VirD2 se liga a extremidade 3' do
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T-DNA, protegendo contra a acdo de exonucleases (Sheng & Citovsky, 1996;
Tinland, 1996).

A proteina VirE2 complexa o T-DNA liberado e promove a exportacao
deste para o nucleo da célula vegetal. Canais conectando os citoplasmas da
Agrobacterium e da célula vegetal, por onde o T-DNA passa, entrando na célula
vegetal, provavelmente é formado por proteinas VirB (Sheng & Citovsky, 1996;
Tinland, 1996).

A habilidade de Agrobacterium em transferir um segmento de DNA para o
genoma vegetal levou a elaboracédo de técnicas que viabilizam a transformacao
de varias espécies de plantas. Ha duas estratégias para a transferéncia de genes
via Agrobacterium: o sistema de vetor cointegrado e o sitema do vetor binario, que
€ 0 mais utilizado atualmente. Neste Ultimo sistema, a agrobactéria deve possuir
um pTi com regido vir intacta e um segundo plasmideo, denominado de vetor
binario, que contém o gene de interesse e 0 marcador clonados entre sequéncias
idénticas as da borda da regido T. A transmissdo do segmento de DNA dar-se-a
através da atuacdo em trans dos produtos de expressao dos genes vir sobre as
bordas da regido-T simulada no vetor binario. Como os genes de biossintese de
auxinas e citocininas interferem negativamente na morfogénese das células
transformadas, é comum a utilizagdo de cepas desarmadas, das quais carregam
delecBes parciais ou totais na regido-T do plasmideo Ti, ou seja, ndo possuem 0s
genes de biossintese hormonal (Walden & Wingender, 1995).

A descoberta deste meio de transferéncia de DNA possibilitou ndo s6 o
desenvolvimento de técnicas de produgdo de plantas transgénicas, mas também
de outros métodos que permitem a integracdo de genes exdégenos no genoma

das plantas, métodos estes, amplamente utilizado na atualidade.
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2.3.2- Fatores que afetam a transformac&o genética via Agrobacterium

tumefaciens

Para a aplicacéo das técnicas de transformacéo genética é necessario que
as células ou tecidos transformados formem plantas que expressem o gene
introduzido (Brasileiro & Dusi, 1999). Além desse pré-requisito, alguns outros
fatores podem afetar a eficiéncia da transformagcédo genética via Agrobacterium
tumefaciens, dentre eles estdo: o cultivo, a estirpe de Agrobacterium, o tipo de
explante, o genotipo, e as condi¢cdes de incubacdo nas etapas de co-cultivo e de

pos-cultivo.

2.3.2.1- Fatores relacionados a inducédo dos genes vir

Acetoseringona e outros compostos fendlicos estédo diretamente ligados ao
processo de ativacdo dos genes da regido vir, responsaveis pela transferéncias
do T-DNA para a célula vegetal (Stachel et al., 1985).

Acetoseringona tem promovido um aumento nos niveis de transformacao
genética em varias espécies (Mathews et al., 1990; Goodwuin et al., 1991; Jacq et
al., 1993; Confalonieri et al., 1995). Em citros, a acetoseringona ja vem sendo
utilizada em protocolos de transformacéo de laranja doce (Bond & Rose, 1998;
Costa et al., 2002), citrange ‘Carrizo’ (Cervera et al., 1998a), grapefruit ‘Foster’
(Costa et al.,, 2002). Kaneyoshi et al. (1994) utlizaram acetoseringona na
suspensao bacteriana e no meio de co-cultivo em Poncirus trifoliata, obtendo uma
eficiéncia de transformacéo de 55,4%.

Sabe-se que a acetoseringona ativa os genes vir a pH baixo (5,0-5,8) e
assim da inicio ao processo de transferéncia do T-DNA (Stackel et al., 1985). A
importancia do pH na presengca de um agente indutor de viruléncia tem sido
relatada em diversos trabalhos. Goodwuin et al., (1991) obtiveram um incremento
na frequéncia de transformacdo de Antirrhinum majus, quando o pH foi abaixado,
porém isto ocorreu na presenca de acetoseringona. O mesmo ocorre com
algumas espécies de orquideas (Belarmino & Mii, 2000) e em Brassica campestris
L. (Zhang et al., 2000), onde foi utilizado pH 5,4 e 5,2 com a adicdo de
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acetoseringona ao meio de cultura para o co-cultivo. Em citros, o efeito do pH
ainda néo foi testado.

Porém, nem sempre a adicdo de acetoseringona proporciona incrementos
nas eficiéncias de formacdo de gemas transformadas. Em cenoura (Pawlicki et
al., 1992), tabaco e tomate (Fillati et al., 1987), esse aumento nédo foi significativo,
indicando que estas espécies possuem quantidades suficientes de compostos
fendlicos para ativar os genes de viruléncia, ndo havendo a necessidade de
adicionar compostos sintéticos.

Além de compostos fendlicos, outro fator relacionado a transferéncia do T-
DNA, é a temperatura de incubac&o durante o periodo de co-cultivo, sugerindo
fortemente que a termo-sensibilidade no desenvolvimento da ‘galha da coroa’
reflete dependéncia da temperatura para transferéncia do T-DNA (Dillen et al.,
1997).

O efeito da temperatura no co-cultivo foi estudado em Nicotiana tabacum e
Phaseolus acutifolius, onde as melhores temperaturas ficaram entre 19 e 22 OC.
Estes resultados vao de acordo aqueles encontrados por Riker (1926), onde a
formacdo de tumor em plantas foi obtido a temperatura de 22 OC. Em
temperaturas entre 22 - 28 OC ocorre uma supressado dos genes de viruléncia,
havendo portanto, uma relagcéo entre a temperatura e a transferéncia do T-DNA
pela maquinaria celular da Agrobactéria (Fullner & Nester, 1996)

Trabalhos em gue se adicionam auxinas no meio de cultura na etapa de co-
cultivo, tém sido utilizados com sucesso em sistemas de transformacédo genética
em citros (Pefia et al., 1997; Cervera et al.,, 1998a; Dominguez et al., 2000).
Cervera et al. (1998a) mencionaram a importancia das auxinas na inducao de
células competentes para transformacdo em citrange ‘Carrizo’, possivelmente
devido ao aumento da taxa de desdiferenciacdo e consequente inducdo de

divisao celular.
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2.3.2.2- Fatores relacionados ao tipo de explante e condi¢gdes de incubacéo
pés-cultivo

Em experimentos de transformac&do genética de citros, a incubacdo dos
explantes no escuro, ap0s o co-cultivo, tem proporcionado um aumento na
eficiéncia de transformacgéo. Pefa et al. (1995a) obtiveram aumento na eficiéncia
de transformacdo de citrange ‘Carrizo’ e laranja doce, quando utilizaram um
periodo de 8 semanas de incubacdo no escuro, antes de transferir para
fotoperiodo de 16-h. Porém, longos periodos de exposi¢cdo ao escuro produziram
gemas estioladas que mostraram abscisdo, embranquecimento e morte, mais
recentemente este tempo de incubacéo foi reduzido e adaptado de acordo com o
genatipo (Pefia et al. 1997). Duran-Vila et al. (1992) também obtiveram resultados
semelhantes com laranja doce. Porém, existem trabalhos resultando em aumento
na frequéncia de obtencdo de plantas de citros transformadas, quando os
segmentos foram transferidos diretamente para a luz, apés o co-cultivo
(Kaneyoshi et al., 1994; Costa et al., 2002).

Explantes expostos a fotoperiodo de 16-h formaram maior percentagem de
gemas, mas também apresentam maior nidmero de escapes, com pouca ou
nenhuma formagéo de calos. O cultivo dos explantes no escuro favorece a
formacédo de calos e desta forma aumentam o nimero de gemas transformadas
que sdo GUS®, e ao mesmo tempo evitando a formacdo de escapes que
poderiam ser estimulados pela exposicdo dos explantes diretamente na luz
(Cervera et al., 1998a).

Um outro fator que afeta a frequiéncia de transformacéo € o tipo de explante.
Trabalhos de Garcia-Luis et al. (1999), estudando a morfogénese em segmentos
de epicétilo de citrange ‘Troyer, mostraram uma maior frequéncia de
transformacdo nos explantes cultivados na posicdo horizontal apresentando
proliferacdo de calos a partir do cambio, sendo indireta a origem das gemas.
Porém, Almeida et al. (2002), trabalhando com laranja doce, cuja organogénese
foi direta, obtiveram uma reducdo na eficiéncia de transformac&o. Segundo
Mukhopadhayay et al. (1992), a origem enddgena das gemas pode reduzir a

eficiéncia de transformacdo genética, devido a dificuldade de contato entre a
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bactéria e as células meristematicas de células transformadas em variedades de
laranja doce.

Outras tentativas foram realizadas buscando o tipo e posi¢cdo de cultivo do
explante para citros: segmentos internodais ou de epicétilos foram cultivados na
posicdo vertical, com apenas uma gota de suspensao sobre a superficie do corte
(Moore et al.,, 1992; Pefa et al., 1995a), mas explantes ndo seccionados
cultivados na posi¢cao horizontal mostraram melhores resultados (Kaneyoshi et
al., 1994; Pefa et al., 1995b; Bond & Roose, 1998; Cervera et al., 1998a; Luth &
Moore, 1999).

2.4- Transformacao genética em citros

O estabelecimento de uma metodologia eficiente de transformacéo
genética é o pré-requisito para 0 sucesso dessa técnica. Apesar da
disponibilidade de protocolos de transformacdo genética para diversas espécies
de citros, o desenvolvimento de plantas transgénicas tem sido relativamente lento
(Peina et al., 1995a).

Os principais problemas tém sido as baixas eficiéncias de transformacéo
(Peia et al., 1995b), o baixo numero de plantas formadas (Vardi et al., 1990; Yao
et al., 1996), a dificuldade de enraizamento e o elevado numero de escapes
(Moore et al., 1992).

Um outro problema que tem limitado o potencial do uso de transformacgéao
genética no melhoramento de citros € o seu longo periodo de juvenilidade.
Transformacéo e formacéo dessas plantas sdo usualmente limitadas a tecidos
juvenis derivados de sementes ou Orgdos de plantulas, tais como embrides
zigoticos, hipocdétilos, epicotilos e cotilédones (Hidaka et al., 1990; Moore et al.,
1992; Pefa et al., 1995a; Pefia et al., 1995b; Pefa et al., 1997; Gutiérrez-E. et al.,
1997; Bond e Roose, 1998; Cervera et al., 1998b; Pérez-Molphe-Balch & Ochoa-
Alejo, 1998). Plantas formadas a partir dessas fontes de explantes apresentam
caracteristicas de juvenilidade e sdo necessarios muitos anos para que as

caracteristicas de interesse introduzidas nas plantas transgénicas sejam
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avaliadas. Somente Cervera et al. (1998b) e Almeida et al. (2003) relataram o
desenvolvimento de um sistema de transformagao de citros via Agrobacterium,
utilizando explantes derivados de tecidos adultos. Embora a freqiéncia de
respostas organogénicas dos explantes derivados de tecidos adultos foi menor do
gue os explantes derivados de tecidos juvenis, os resultados indicaram uma
eficiéncia de transformacdo satisfatéria. As plantas transgénicas obtidas nesse
estudo floresceram e frutificaram 14 meses apOs transferéncia para casa-de-
vegetacao, periodo de tempo necessario para as plantas maduras atingirem vigor
e tamanho adequados para o florescimento e frutificacdo. Pefia et al. (2001),
utilizando os genes LFY e AP1l, conseguiram florescimento de plantas
transgénicas de citrange ‘Carrizo’ em 16 a 13 meses, respectivamente.

A dificuldade de enraizamento de plantas transgénicas tem sido superada
com a realizacdo de enxertias in vitro de seus apices meristematicos em plantulas
de porta-enxerto germinadas in vitro (Pefia et al., 1995a). Apesar de superar o
problema do enraizamento, essa técnica tem dificultado o trabalho em virtude da
introducdo de mais uma etapa no protocolo (Pérez-Molphe-Balch & Ochoa-Alejo,
1998).

Além das dificuldades de enraizamento, do elevado niumero de escapes e
do periodo de juvenilidade na producdo de plantas transgénicas, também tem
sido relatada a influéncia da variedade (Moore et al., 1992; Gutiérrez-E. et al.,
1997; Bond & Roose, 1998) e da estirpe de Agrobacterium utilizada (Gutiérrez-E.
et al., 1997; Bond & Roose, 1998). Das variedades testadas até o momento,
verifica-se que aquelas de laranja-doce (C. sinensis), de grande interesse
comercial, sdo as mais recalcitrantes ao processo de transformacao, dificultando
a obtencéo de plantas transgénicas, principalmente plantas enraizadas (Moore et
al., 1992; Pefa et al., 1995a; Gutiérrez-E. et al., 1997; Bond & Roose, 1998).
Poncirus trifoliata e os hibridos de Poncirus com C. sinensis respondem melhor
aos protocolos de transformacdo, obtendo-se um maior nimero de plantas
transformadas (Moore et al., 1992; Kaneyoshi et al., 1994; Pefia et al., 1995b;
Gutiérrez-E. et al., 1997; Bond & Roose, 1998; Cervera et al., 1998b). Variedades
de C. aurantifolia (Moore et al., 1992; Pefia et al., 1997; Pérez-Molphe-Balch &
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Ochoa-Alejo, 1998), C. aurantium (Gutiérrez-E. et al., 1997) e C. reticulata x C.
paradisi (Yao et al., 1996) também foram testadas. Das estirpes de Agrobacterium
testadas, os melhores resultados tém sido obtidos com C58 C1, EHA-101 e EHA-
105 (Pefa et al., 1995a; Pefia et al., 1995b; Gutiérrez-E. et al., 1997; Pefa et al.,
1997; Bond & Roose, 1998), enquanto que a estirpe LBA4404 ndo permitiu a
obtencdo de plantas transgénicas de laranja-doce e citrange ‘Carrizo’ (Bond &
Roose, 1998).

Os genes gus e nptll, como agente reporter e de selecdo, respectivamente,
tém sido os mais utilizados em trabalhos de transformacéo genética de citros
(Moore, 1986; 1992; Pefia et al.,, 1995a; 1995b; 1997; Bond & Roose, 1998;
Costa et al., 2002).

Apesar da baixa eficiéncia de formacgéo de plantas no sistema mediado por
Agrobacterium, alguns genes de importancia agrondmica estdo sendo
introduzidos em citros com sucesso, como tolerancia ou resisténcia ao virus da
tristeza dos citros pela introducédo do gene da capa protéica do virus da tristeza
em laranja azeda (C. aurantium L.), lima (C. aurantifolia (Christm.) Swing)
(Gutiérrez-E. et al., 1997) e em lima Mexicana (Dominguez et al., 2000),
tolerancia a salinidade do gene HAL2 em citrange ‘Carrizo’ (Cervera et al., 1998a)
e em grapefruit (C. paradisi Macf.) o gene GNA (oriundo de Galanthus nivalis)
que confere resisténcia contra afideos (Yang et al., 2000).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Origem, preparacgéo e regeneragdo do material vegetal

Para alcancar os objetivos propostos, utilizou-se sementes de laranjeira doce
[Citrus sinensis (L.) Osb.] ‘Péra’ extraidas de frutos maduros, tratadas com cal
extinta para eliminar a mucilagem. Posteriormente, foram postar a secar durante
3-5 dias a sombra. ApOos a secagem, as sementes foram selecionadas e
embaladas em bolsas de plastico transparentes e armazenadas a uma
temperatura de + 7 °C, até o0 momento da utilizago.

As sementes foram desinfestadas em alcool a 70% (v/v) por 1 minuto,
seguido de imersdo em hipoclorito de sédio a 2,5% (v/v) mais Tween-20 a 0,1%
(v/v) por 15 minutos. Em seguida, foram lavadas em 4gua destilada e esterilizada
(trés vezes) e incubadas em tubos de ensaio (150 x 25 mm) contendo 10 mL de
meio de cultura para germinacéo, contendo metade da concentracdo dos minerais
nutrientes do meio MS (Murashige & Skoog, 1962), 100 mg L™ de mio-inositol, 25
g L™ de sacarose e 6 g L™ de agar (Merck, Alemanha). O pH do meio foi ajustado
para 5,7 £ 0,1, com o uso de NaOH (0,1 N), antes da adicdo do agar, e a adicao
desta foi realizada em autoclave a 121 °C, 1,5 Kgf cm™ de presséo, durante 20
minutos.

Como o objetivo era conseguir plantulas estioladas com o maior
comprimento possivel do epicotilo, a incubacdo se deu no escuro e a uma
temperatura de 27 + 2 °C, em auséncia de luz, por um periodo de 30 dias, tempo

adequado para obter plantulas estioladas vigorosas. Para assegurar a
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uniformidade genética do material vegetal, se deve escolher plantulas de origem
nucelar. Uma maneira de selecionar o material é escolher somente uma plantula
de cada semente, a mais vigorosa (Webber, 1932).

Para a inducdo de brotacbes adventicias, segmentos de epicatilos, com
aproximadamente 1,0 cm de comprimento foram cultivados em meio de cultura
constituido pelos minerais nutrientes MT (Murashige & Tucker, 1969), com adicao
de 1,0 g L™ de tiamina cloridrica, 1,0 g L™ de piridoxina cloridrica, 0,5 g L™ de
acido nicotinico, 0,2 g L™ de glicina, 25 g L™ de sacarose, 6 g L™ de agar (Merck,
Alemanha) e diferentes concentracdes de benzilaminopurina (BAP): 0,0; 1,0; 2,0;
3,0 ou 4,0 mg L. O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1, com o uso de NaOH
(0,12 N), antes da adicdo do &gar. O meio, assim constituido, foi esterilizado em
autoclave a 121 °C, 1,5 Kgf cm™ de pressdo, durante 20 minutos. Em seguida,
aliquotas de 25 mL deste meio foram distribuidas em placas de Petri estéreis de
poliestireno cristal (90 x 15 mm; J. Prolab, Brasil). Sob condicbes de camara de
fluxo laminar Os explantes foram inoculados horizontalmente no meio de cultivo e

1 e 16 horas de

incubados & 27 ¢, sob irradiancia de 24 a 36 umol m? s
fotoperiodo (duas lampadas fluorescentes, 20 W), por um periodo de oito
semanas.

As brotacdes obtidas foram transferidas para o meio de cultura MT,
semelhante ao meio de inducdo de gemas e brotos, porém com auséncia de BAP
e com presenca de 1,0 mg L™ de é&cido giberélico (GAs), para promover o
alongamento das referidas brotagcdes, as quais permaneceram incubadas, durante

mais oito semanas, nas mesmas condicdes ambientais acima descritas.

3.2- Estirpe de Agrobacterium e plasmidios

Todos os experimentos de transformacdo genética foram executados,
utilizando-se a estirpe de Agrobacterium tumefaciens EHA-105, contendo os
plasmidios pCAMBIA 2301 (Cambia, Australia). Esses vetores foram construidos

por Costa et al. (2002) onde estdo inseridos 0s genes da neomicina
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fosfotransferase Il (nptll), sob controle do promotor nopalina sintase (nos), e da B-
glucuronidase (gus), sob controle do promotor 35S do virus do mosaico da couve-

flor (Figura 1).

pCAMBIA2301 T-DNA

5391 bp
Pstl
Borda esquerda | _Fs _Borda direita
INTRON GUS Nos poly-A
PolyA CaMV35S

Promotor CaMV35S
Promotor CaMV35S
Figura 1. Vetor utilizado na transformacdo de laranja ‘Péra’. Vetor:
Pcambia2301; borda esquerda; polyA CAMV35S: sinais de
terminacdo do gene CaMV; NPTII: neomicina fosfotransferase II;
promotor CaMV35S : promotor do RNA 35S do CAMV; Pstl: sitio
de restricdo para a enzima Pstl; INTRON GUS: gene da -
glucuronidase; Nos polyA: sinais de terminacdo do gene nos;

borda direita.

A bactéria foi mantida em solucdo 50% glicerol, a - 80°C. Uma aliquota da
bactéria estocada foi cultivada em meio YEP (10 g L™ de peptona, 10 g L™ de
extrato de malte, 5 g L™ de cloreto de sédio e 10 g L™ de 4gar Merck, Alemanha),
contendo canamicina (50 mg L), por 48 horas a 37 °C. Apés este periodo, uma
colbnia isolada foi transferida para um frasco Erlenmeyer (50 mL), contendo 30
mL de meio de cultura YEP liquido, com presenca do antibiético canamicina (50
mg L™). O frasco contendo a bactéria foi incubado sob agitacdo a 200 rpm, 28 °C,

por 16 horas, no escuro. A suspensao bacteriana foi centrifugada a 3500 rpm, a
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temperatura ambiente, por 5 minutos. O precipitado foi ressuspendido em meio de
cultura MS liquido (Murashige & Skoog, 1962).

3.3- Transformacéao genética com Agrobacterium tumefaciens e confirmacéo

dos eventos de transformacéo genética

Segmentos de epicétilo com aproximadamente 1 cm de comprimento e
procedentes de tecidos juvenis foram mantidos, por 5 minutos, dentro de uma
suspensdo bacteriana a uma concentracdo de 108 - 5 x 10® cfu/mL. Apds este
tempo, os explantes foram colocados em papel-filtro estéril para a retirada do
excesso de Agrobacterium e, em seguida, transferidos para o meio de co-cultivo,
composto pelos sais MS (Murashige e Skoog, 1962), 100 uM de acetoseringona
(Sigma Aldrich, EUA), 25 g L™ de sacarose e 6 g L™ de agar (Merck, Alemanha),
este adicionado ao meio de cultura, apds ajustar o pH para 5,7 + 1 °C. A
autoclavagem do meio de cultura foi realizada conforme o item 3.1. Em seguida,
aliquotas de 15 mL foram distribuidas em placas de Petri estéreis de poliestireno
cristal (60 x 15 mm; J. Prolab, Brasil). Ap6s dois dias de co-cultivo a 27 °C ,
mantidos no escuro, os explantes foram transferidos para meio seletivo de
inducdo de gemas e brotos, contendo 1 mg L™ BAP, 75 mg L™ de canamicina e
500 mg L™ de Timentin ® e foram recultivadas a cada duas semanas. A avaliacdo
final foi efetuada apds oito semanas.

ApoOs a fase de indugéo (60 dias), as brotagdes GUS * foram transferidas
para placas de petri estéreis de poliestireno cristal (90 x 15 mm; J Prolab, Brasil)
contendo 25 mL de meio MT (Murashige & Tuker, 1969), e, ainda, 1 mg L™ de
acido giberélico (GAs), 75 mg L™ de canamicina e 500 mg L™ de Timentin ® para
alongamento. Apos 60 dias, os apices caulinares das brotacdes alongadas foram
microenxertados em porta-enxertos de laranja ‘Péra’ cultivados in vitro.

Com o objetivo de avaliar diferentes fatores que influenciam a eficiéncia de

transformacao genética, diferentes tratamentos foram desenvolvidos: a) tempo de
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inoculacdo com a bactéria de 5, 10, 15 e 20 minutos; b) o periodo de co-cultivo 2
e 3 dias; c) presenca de auxina (2,4-D) no meio de pré-cultivo.

O teste histoquimico de GUS foi efetuado nas plantas descendentes para a
confirmacédo dos eventos de transformacdo genética. Secfes transversais (1-2
mm), provenientes da base das brotacGes formadas, foram transferidas para
placa de ELISA contendo 30 uL de solugdo X-GLUC (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-
D- glucuronideo) e incubadas por 4-6 horas “a 37 °C, em auséncia de luz, de
forma a permitir andlise histoloquimica da expressédo do gene gus (Brasileiro &
Dusi, 1999).

3.4- Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado para a inducdo de brotacdes
adventicias foi o inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes, sendo cada
repeticdo constituida de uma placa de Petri contendo quatorze segmentos de
epicotilo. As variaveis analisadas foram: porcentual de explantes com brotacdes e
namero de brotacbes por explantes. Os dados de todos esses experimentos
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e em seguida andlise de
regressao, efetuado pelo Programa Genes (Cruz, 2001), sendo o nivel de
significancia utilizado de 5% de probabilidade.

Para os experimentos de transformacdo genética os explantes foram
distribuidos em placas de Petri contendo quatorze explantes. Cada experimento
foi repetido pelo menos duas vezes. Para a avaliagdo da eficiéncia de
transformacdo, brotacdes isoladas a partir de um Unico explante foram
consideradas como sendo resultantes de eventos de transformacao
independentes. A eficiéncia de transformacao foi determinada pela relacdo entre
nimero de brotacGes transformadas GUS™ e nimero total de explantes inoculados

em meio de cultura. Os explantes contaminados nao foram avaliados.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Efeito do BAP na organogénese in vitro de laranja ‘Péra’

A inducdo de gemas adventicias ocorreu com eficiéncia nos meios com
auséncia de BAP ou com 1 mg L™ desta citocinina, proporcionando o porcentual
de 95 e 87,5 % de explantes responsivos, ndo diferindo estatisticamente entre si
(Figura 1 ). A concentracdo de 2 mg L™ também proporcionou um bom porcentual
(60%) de inducdo de gemas, apesar de diferir estatisticamente dos melhores
tratamentos. Observa-se na Figura 1 um decréscimo acentuado no porcentual de
explantes com brota¢des, conforme aumentava a concentracdo de BAP.
ConcentracBes superiores a 2 mg L™ exerceram efeito antagdnico sobre o
porcentual de explantes com brota¢des. Provavelmente, estes niveis exdgenos de
BAP, interagindo com niveis endodgenos de citocininas, tenham ocasionado efeito
fitotoxico, inibindo as brotacdes, visto que muitas gemas nao se desenvolveram,
levando a uma diminui¢éo da frequiéncia de formacédo de brotos. Isto também foi
verificado por Sim et al. (1989), Goh et al. (1995), Maggon & Sing (1995), Pérez-
Molphe-Balch & Ochoa-Alejo (1997), Ghorbel et al. (1998) e Moreira-Dias et al.
(2000).

Essas altas concentragbes de BAP produziram forte calejamento nas
extremidades seccionadas. A partir de células desse calo, desenvolveram-se
gemas adventicias, originando-se brotacdes. Portanto, as brotacdes sao tipicas
de uma organogénese do tipo indireta (Figura 1a). O mesmo nao pode-se

observar nas concentracdes inferiores ou igual a 2 mg L onde ocorreu formac&o
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de gemas e brotacdes de forma direta (Figura 2b). Esses resultados foram
semelhantes aos obtidos por Sim et al. (1989), Goh et al. (1995), Maggon & Sing
(1995) e Costa et al. (2004).

Tabela 1. Percentual de explantes responsivos e numero médio de
brotacbes por explante de laranja ‘Péra’ em funcdo da

concentracdo de BAP.

BAP (mg L™ Explantes com gemas BrotagOes por explante

(%) (n°
0,0 95,00a 1,13ab
1,0 87,50a 1,66a
2,0 60, 00b 1,70a
3,0 27,50c 1,15ab
4,0 10,00c 0,83b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente (Tukey
0,05).

Com relacdo ao numero de brotacdes por explante, a utilizacdo de 1 e 2 mg
L de BAP apresentou a melhor resposta com média de 1,66 e 1,70 brotacdes
por explante responsivo, respectivamente, diferindo significativamente de todas as
outras concentracbes (Tabela 1). Esses resultados foram semelhantes aos
obtidos por Pasqual & Ando (1989) e Moura et al. (2001), demonstrando em seus
experimentos o decréscimo do numero de brotacfes/explante em meios contendo
altas concentracdes de BAP, sendo 1 mg L™ a concentracéo 6tima de BAP.

Esses experimentos demonstraram a importancia e a eficiéncia dessa
citocinina na organogénese in vitro, tanto na inducdo de gemas adventicias,

guanto no numero de brotacBes por explante. De todas as citocininas utilizadas
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para a indugéo de brotagdes, a citocinina BAP tem mostrado melhores resultados
em organogénese direta e indireta em espécies citricas, e vem sendo utilizada em
concentracdes variando entre 0,5 — 1,0 mg L™ para as variedades de laranja doce
(Moura et al., 2001; Almeida et al., 2002; Costa et al., 2004), 2,5 mg L™* para
lim&o ‘Cravo’ (Moura et al., 2001) e de 2,0 mg L™* em Poncirus trifoliata (Pasqual &
Ando, 1989).

Figura 1- Padrbes de organogénese em segmentos de epicétilos de laranja

‘Péra’: a) organogénese indireta em explantes cultivados por 60
dias em meio MT contendo 4 mg L de BAP; b) organogénese
direta em explantes cultivados por 60 dias em meio MT contendo 1
mg L™ de BAP. [Barras = 10 mm)]
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4.2- Andlise dos fatores que afetam a eficiéncia de transformacdo em laranja
‘Péra’

O sucesso da obtencdo de plantas geneticamente modificadas depende
nao s6 de um eficiente protocolo de formacéo de plantas, mas também de uma
metodologia adequada de transformacado, especifica para a variedade testada.
Varios trabalhos de transformacéo de Citrus relatam uma baixa eficiéncia de
transformacao, sendo as laranjas doces (Citrus sinensis L. Osbeck) citadas como
as mais recalcitrantes ao processo de transformacdo genética (Moore et al.,
1992). Para isso, varios fatores devem ser testados, visando uma bem sucedida

transferéncia do DNA de interesse para a planta alvo.

Periodo de co-cultivo

O periodo de co-cultivo tem sido considerado um importante fator na
eficiéncia de transformacéo genética mediada por Agrobacterium. Neste trabalho,
foram testados os tempos de 2 e 3 dias de co-cultivo. Somente o tratamento com
2 dias de co-cultivo formaram brotacdes GUS"™ (Tabela 2). Ndo foi realizado
estudo comparativo com tempo de co-cultivo de 1 dia nem superiores a 3 dias,
visto que periodos de 2 e 3 dias séo rotineiramente utilizados em protocolos de
transformacdo em citros. Longos periodos de co-cultivos freqliientemente tém
resultado em uma proliferacdo excessiva da Agrobacterium (Moore et al., 1992,
Pefa et al., 1995a; 1995b; 1997; Cervera et al., 1998b; Yang et al., 2000).
Cervera et al. (1998a), trabalhando com citrange ‘Carrizo’, obtiveram o maior
numero de brotacdes transformadas no periodo de 5 dias de co-cultivo, mas esse
longo periodo resultou em um abundante proliferacdo da bactéria e subsequente
reducdo da frequéncia de formacédo de brotacbes transformadas. Os mesmos
autores observaram uma reducdo acentuada na formacéo de brotacdes, quando
0s explantes co-cultivados por 1 dia eram transferidos para o meio seletivo.

Todavia, periodos prolongados de co-cultivo foram utilizados com sucesso para
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algumas plantas (Dong et al., 1991; Mourgues et al., 1996). Costa et al. (2002)
também obtiveram resultados semelhantes com pomelo ‘Duncan’, utilizando 2

dias de co-cultivo.

Periodo de incubagcdo com Agrobacterium

Outro fator importante na transformacdo genética via Agrobacterium é o
tempo de imersdo do explante na solucdo contendo esta bactéria. No presente
trabalho, foram avaliados os tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos de imersao.
Somente nos tempos de 5 e 20 minutos foram obtidas brotacdes transgénicas. O
tempo de 5 minutos foi o mais eficiente, originando duas brotagdes GUS" (Tabela
2). Nos tempos superiores a 5 minutos de inoculagcdo observou-se uma
proliferacdo excessiva de bactéria, sugerindo que o antibiético utilizado,
Timentin®, possivelmente ndo tenha sido habil em reter o crescimento bacteriano,
mesmo quando utilizado em alta concentracdo (500 mg L™). Esse crescimento
exagerado da bactéria parece ter provocado reducdo acentuada na diferenciacéo
de gemas. Muitas das que se formaram ndo alongaram, reduzindo
consequentemente o numero de brotacbes, o que afetou consideravelmente a
frequéncia de transformacg&o. Porém, é importante ressaltar a eficiéncia do tempo
de 20 minutos de inoculagdo, uma vez que mesmo com 0s problemas ocorridos,
com a proliferacdo excessiva da bactéria, no decorrer dos experimentos,
observou-se a formacédo de uma brotacdo GUS" (Tabela 2). Os dados obtidos
neste experimento contradizem os resultados obtidos nos trabalhos de
transformacédo envolvendo plantas citricas, onde verifica-se a utilizacdo de 15 a
30 minutos como tempo de inoculacdo (Kaneyoshi et al., 1994; Pefa et al., 1997,
Bond and Roose, 1998; Cervera et al., 1998a; 1998b; Luth & Moore, 1999;
Ghorbel et al., 2000; Yang et al., 2000; Costa et al., 2002). Somente Costa et al.
(2002) compararam diferentes tempos de inocula¢éo, obtendo o maior nimero de
brotacdes transformadas no tempo de 20 minutos. Todavia, Bond & Roose (1998)

observaram que tempos superiores a 10 minutos diminuiam a eficiéncia de
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transformacdo em epicotilos de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck), devido

ao grande numero de plantas escape.

Presenca de auxina no meio de co-cultivo

Os resultados obtidos neste trabalho ndo mostraram aumento na eficiéncia
de transformacdo no tratamento utilizando 0,2 mg L'de 2,4-D, portanto a
concentracdo endodgena desse regulador a inducdo de células competentes a
transformacdo. Com a adicédo de 2,4-D, mesmo em baixa concentracdo, pode-se
observar a formacao de calos nas extremidade seccionadas de alguns explantes,
e uma posterior formacédo de gemas adventicias na superficie dos referidos calos
(organogénese indireta). Algumas gemas nao alongaram com o decorrer do
tempo. Neste tratamento, portanto, pode-se observar tanto organogénese direta
guanto indireta. No tratamento, cujo meio de co-cultivo ndo continha auxina, foram
obtidas 3 brotacdes GUS" (Tabela 2). Todavia, Costa et al. (2002) observaram
incremento na frequéncia de transformacdo em grapefruit ‘Duncan’, apenas
quando foi utilizado 0,2 mg Lde 2,4-D no meio de co-cultivo. Outros trabalhos
foram realizados, obtendo sucesso em sistemas de transformacéo genética via
Agrobacterium tumefaciens em citros (Pefa et al., 1997; Cervera et al., 1998;
Ghorbel et al., 1999; Dominguez et al., 2000). Cervera et al. (1998) mencionaram
a importancia das auxinas na inducdo de células competentes para transformacao
em citrange ‘Carrizo’. Yu et al. (2002) obtiveram aumento na frequéncia de
transformantes em segmentos de epicétilo de laranja doce e citrange quando pré-
tratados com 2,4-D por 3 horas, antes da imersdo na bactéria. Todavia, o pré-
tratamento “overnight” diminuiu a freqiéncia de transformacédo. Esse aumento na
frequéncia de transformacdo, atribuido ao pré tratamento por 3 horas, foi
proporcionado pelo aumento de brotagbes GUS®™ e ndo ao incremento na

freqiéncia de organogénese.
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Tabela 2. Efeito do tempo de co-cultivo, tempo de imersdo em Agrobacterium e
meio de co-cultivo sobre a eficiéncia de transformacao em laranja ‘Péra’

(Citrus sinensis L. Osbeck).

N° expl. com | GUS */ brotos
Fator avaliado Tratamento gemas/ total avaliados (%)
de expl. (%)
Tempo de co- 2 dias 06/87(6,89) 01/ 03(1,15)
cultivo® 3 dias 03/78(3,85) 00/01(0,0)
Tempo de imersao 5 minutos 04/96(4,16) 02/04(2,08)
em Agrobacterium” 10 minutos 02/76(2,63) 00/01(0,0)
15 minutos 03/81(3,70) 00/03(0,00
20 minutos 02/89(2,24) 1/2(1,12)
Meio de co-cultivo® [0,2mgL*de2,4-D | 13/97(13,14) 00/05(0,0)
Sem 2,4-D 08/99(8,08) 03/06(3,03)

a. Tempo de imerséo = 15 minutos, meio de co-cultivo = sem 2,4-D e temperatura = 27 °c
b. Periodo de co-cultivo = 2 dias, meio de co-cultivo = sem 2,4-D e temperatura = 27 °c

c. Tempo de inoculagdo = 5 minutos, periodo de co-cultivo = 2 dias e temperatura = 27 °C

O teste histoquimico de GUS foi efetuado nas plantas obtidas para a
confirmacéo dos eventos de transformacdo genética. Este teste é baseado na
clivagem do substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D- glucuronideo cicloexil amina
(X-gluc) pela enzima B-glucoronidase. O produto dessa reacdo, na presenca de
oxigénio, forma dimeros, resultando em um precipitado insoluvel de cor azul
(Brasileiro & Dusi, 1999). Algumas reacfes positivas do teste histoquimico de
GUS podem ser observadas nas figuras 5c-f. Neste trabalho, uma planta
quimérica foi formada (Figura 2f ). A obtencdo de plantas quiméricas pode estar
relacionada ao fato das gemas possuirem origem multicelular (areas
meristematicas na zona cambial) e, provavelmente, algumas destas células nao

receberam a transferéncia génica, resultando em uma planta quimérica. Este tipo
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de evento também foi obtido nos trabalhos de Gutiérrez-E. et al. (1997), Pefia et
al. (1997) e Cervera et al. (1998b).
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Figura 2- Transformacdo genética a partir de segmentos de epicétilo de

laranja ‘Péra’. a) explantes apds co-cultivo com Agrobacterium;
b) brotacdes formadas em meio seletivo contendo 1,0 mg L™ de
GA;3; c-e) porgbes dos segmentos de epicotilo evidenciando
expressdo do gene gus apos teste histoquimico; f) por¢des de
segmentos de epicétilo evidenciando provavel quimera apoés
teste histoquimico GUS; g) brotacdo GUS™ microenxertada em

porta- enxerto de laranja ‘Péra’.
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A baixa eficiéncia em transformacdo de Citrus esta aliada ao
desenvolvimento de gemas nao transformadas e a dificuldade de enraizamento
de brotacBes transgénicas (Pefia et al., 1995a; Gutiérrez-E. et al., 1997; Yang et
al., 2000). O problema de enraizamento das brotacdes formadas foi solucionado
realizando-se a microenxertia de apices extraidos destas brotaces em porta-
enxertos juvenis provenientes da germinacgao in vitro de sementes de laranjeira
‘Péra’ (Figura 29).

Neste trabalho, a eficiéncia de transformacdo se mostrou baixa
ocasionada, principalmente, pelo super crescimento da Agrobacterium,
diminuindo muito a freqiéncia de organogénese. Como a frequéncia de
transformacéio é definida pela relagdo entre o nimero de gemas GUS™ produzidas
e 0 numero de explantes inoculados, esses baixos valores do porcentual de
brotacdes afetaram consideravelmente a frequéncia de transformacéao.

Vérios trabalhos descritos na literatura relatam uma baixa frequéncia de
plantas transformadas provenientes de sistemas baseados em Agrobacterium
tumefaciens. A eficiéncia de transformacgao obtida em segmentos internodais de
citrange ‘Carrizo’ foi de 2% (Moore et al., 1992), em laranja doce 7,9% (Pefa et
al., 1995a) e em lima mexicana de 6,7% (Pefa et al., 1997).

Portanto, ndo se pode descartar a importancia dessa metodologia
otimizada neste trabalho, pois nenhum outro trabalho descrito na literatura relatou
a transformacédo com esse cultivar. A baixa frequiéncia de transformacéo obtida

(3,03%) estd em concordancia com as baixas frequiéncias relatadas na literatura.
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5- CONCLUSOES

A concentracdo de 1,0 mg L™* de BAP utilizada na fase de inducdo de
brotagBes foi a mais eficiente tanto na inducdo de gemas adventicias quanto no
ndmero de brotag6es formadas por explante.

O protocolo otimizado para a transformacéo genética de laranja ‘Péra’ foi a
imersdo do explante em solucdo contendo Agrobacterium por 5 minutos, com o
periodo de co-cultivo de 2 dias em meio de cultura contendo 100 uM de
acetoseringona e transferidos, posteriormente, para o0 meio de selecao,
constituido por 75 mg L™ de canamicina, 500 mg L™ de Timetin®, e ainda, 1mg L™
de BAP.
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