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RESUMO

Organogénese in vitro e transformacao genética de liméo ‘Volkameriano’ (Citrus
volkameriana) e laranja azeda (Citrus aurantium)

A transformagao genética possibilita a introdugcdo de genes de interesse
agrondmico no genoma das plantas e pode ser empregada na tentativa de obter plantas
resistentes a doengas. No entanto, para se obter uma planta transgénica € necessario
primeiramente estabelecer um procotolo eficiente de regeneragéo de plantas in vitro.
Assim, o objetivo desse trabalho foi estudar a organogénese in vitro e a transformagao
genética de limao ‘Volkameriano’ e laranja azeda com um fragmento do gene da capa
protéica do CTV. Para a organogénese in vitro utilizou-se, como explante, segmento
internodal, obtido de planta cultivada em casa-de-vegetacédo, segmento de epicdtilo,
coletado de plantula cultivada in vitro e segmento de cotilédone associado ao hipocétilo
obtido de semente introduzida in vitro. Esses explantes foram mantidos em meio de
cultura EME suplementado com 6-benzilaminopurina (BAP - 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg L
"), sendo incubados sob fotoperiodo de 16 h de luz ou em condicdes de escuro por 30
dias e entdo transferidos para fotoperiodo de 16 h de luz. A avaliagéo foi realizada apos
45 dias de cultivo, determinando-se o numero de explantes responsivos € o numero de
gemas por explante. A caracterizagcdo anatdbmica do processo de regeneragao foi
realizada por meio de cortes histolégicos. Pela analise dos dados foi possivel verificar
que a organogénese in vitro ocorreu a partir dos trés tipos de explantes testados, sendo
que, nas duas espécies em estudo, os melhores resultados foram obtidos com o cultivo
de segmento de cotilédone associado ao hipocétilo. As concentragbes de BAP que
estimularam as melhores taxas de regeneragdo foram de 1,0 e 1,5 mg L™, para limao
‘Volkameriano’, e 0,5 e 1,0 mg L™ para laranja azeda. A incubacéo dos explantes em
auséncia de luz favoreceu a regeneracgéao in vitro. Pela analise histolégica foi possivel
observar que o processo de regeneracao, a partir dos trés tipos de explantes testados,
ocorreu por meio de organogénese indireta. O protocolo de desenvolvimento
estabelecido durante os experimentos de organogénese in vitro foi utilizado para a
transformacado genética dessas espécies via Agrobacterium, contendo o plasmideo
pCAMBIA 2201, com um fragmento do gene da capa protéida do CTV, em uma
construgao génica do tipo ‘hairpin’. As gemas de limao ‘Volkameriano’ e laranja azeda
identificadas como transgénicas pelo teste histoquimico GUS foram enxertadas in vitro
em citrange ‘Carrizo’. A confirmagdo da transformacgédo genética foi realizada pela
analise de PCR, a qual mostrou a amplificacdo de um fragmento de 671 pb,
correspondente a parte do gene amplificada.

Palavras-chave: Citrus; Cultura de tecidos; Morfogénese; Gemas adventicias;
Transgenia



ABSTRACT

In vitro organogenesis and genetic transformation of the ‘Volkamer’ lemon (Citrus
volkameriana) and sour orange (Citrus aurantium)

Genetic transformation permits the introduction of agronomically important genes
in plant genome and can be utilized in order to produce disease resistant plants.
However for the recovery of transgenic plants is required to establish an efficient in vitro
plant regeneration protocol. In this work the aim was to study an in vitro organogenesis
and the genetic transformation of ‘Volkamer’ lemon and sour orange with a sequence of
the CTV coat protein gene. For in vitro organogenesis explant internodal segments
collected from plants cultivated in greenhouse, epicotyl segments obtained from in vitro
cultivated seedlings and cotyledon fragment with hypocotyl attached obtained from in
vitro germinated seed were used as explant. These explants were cultured in EME
medium supplemented with benzilaminopurine (BAP — 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg L™).
Cultures were maintained under a 16 h photoperiod or in the dark for 10 d and then
transferred to a 16 h photoperiod. The evaluation was performed 45 d after the
incubation determining the number of responsive explant and the number of buds per
explant. The anatomical characterization of in vitro regeneration process was carried out
through histological analyses. The in vitro organogenesis occurred in the three types of
explant tested, however cotyledon fragment with hypocotyl attached showed higher
morphogenetic potential in both species. The best responses of regeneration were
obtained when the medium was supplementation with 1,0 e 1,5 mg L BAP for the
‘Volkamer’ lemon and 0,5 e 1,0 mg L™ BAP for the sour orange. The incubation in
darkness favored the in vitro regeneration. The histological analyses showed that the
regeneration process occurred through indirect organogenesis in the three types of
explants tested. The developed protocol was use for genetic transformation of
‘Volkamer’ lemon and sour orange with Agrobacterium, containing pCAMBIA 2201
plasmid with a sequence of CTV coat protein gene, in a hairpin construction. ‘Volkamer’
lemon and sour orange shoots identified as transgenic by histochemical test GUS were
micrografted into ‘Carrizo’ citrange. PCR analysis were performed after micrografted
showing the presence of the 671 pb fragment of the transgene.

Keywords: Citrus; Tissue culture; Morphogenesis; Adventitious bud; Transgenic



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

LISTA DE FIGURAS

Segmento de cotilédone associado a hipocdtilo utilizado nos
experimentos de organogénese e transformacédo genética em limao
‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana) e laranja azeda (Citrus

AUFBINTIUIM ...t e e et e e e e e e e e e e e e eeeas

Esquema do vetor de expressao, contendo um fragmento do gene da
capa protéica do CTV, numa constru¢ao do tipo ‘hairpin’, o gene de
selecdo nptll e o gene repodrter uidA, sob controle do promotor

CONSHULIVO 35S ..o

Organogénese in vitro em limdo ‘Volkameriano® (Citrus

VOIKAMEITANG) ...ttt
Organogénese in vitro em laranja azeda (Citrus aurantium)..................

Organogénese in vitro em limao ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana)
e laranja azeda (Citrus aurantium), utilizando segmento de cotilédone

associado ao hipocétilo como explante ............coooevviiiiiiiiiiiii,

Andlise histolégica do processo organogénico em limao
‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana) e laranja azeda (Citrus

aurantium) a partir de segmento de epicotilo............ouveveeiiiiiiiiiiiiiiiiiinns

Anadlise histologica do processo organogénico em limao
‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana) e laranja azeda (Citrus

aurantium) a partir de segmento internodal................cccoviiiiiiiiiiiiiene

Andlise histolégica do processo organogénico em limao
‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana) e laranja azeda (Citrus
aurantium) a partir de segmento de cotilédone associado ao

1T oo T oo ] 1] (o J0 TSR

34

40

41

47

50

51



Figura 9 -

10

Transformagao genética em citros via Agrobacterium tumefaciens,
contendo o plasmideo pCAMBIA 2201, com uma sequéncia do gene
da capa protéica do virus da tristeza dos citros numa construgao

génica tipo ‘airPin’.......ooeeiie e 61



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

11

LISTA DE TABELAS

Organogénese in vitro a partir de segmento internodal de limao
‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana), cultivado em diferentes

concentracdes de BAP e condi¢des de incubagao .............ceevvvueeeennn.e. 38

Organogénese in vitro a partir de segmento internodal e de epicatilo,
de limao ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana), cultivado em meio de

cultura suplementado com diferentes concentracbes de BAP ............ 42

Organogénese in vitro a partir de segmento internodal e de epicétilo
de laranja azeda (Citrus aurantium), cultivados em diferentes

concentragdes de BAP ... 43

Organogénese in vitro a partir de segmento de cotilédone associado
ao hipocdtilo de limado ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana),
cultivado em meio de cultura suplementado com diferentes

concentragdes de BAP ..., 45

Organogénese in vitro a partir de segmento de cotilédone associado
ao hipocodtilo de laranja azeda (Citrus aurantium), cultivado em meio

de cultura suplementado com diferentes concentragdes de

46

Transformacdo genética de limdo ‘Volkameriano’® (Citrus

volkameriana), utilizando segmento internodal ...................................L 54

Transformagdo genética de laranja azeda (Citrus aurantium),

utilizando segmento de epiCOtilo ..........ooeviviiiiiiiiiiiiiiiiie 55



Tabela 8 -

Tabela 9 -

12

Transformagcdo genética de limdo ‘Volkameriano’® (Citrus
volkameriana), utilizando segmento de cotilédone associado ao

RIPOCOLIO. ... e 57

Transformagdo genética de laranja azeda (Citrus aurantium),

utilizando segmento de cotilédone associado ao hipocdtilo ................. 57



LISTA DE ABREVIATURAS

apl - Gene apetalal

BAP - 6-benzilaminopurina

bO - Gene bacteriopsina

CSDaV - Citrus sudden death associated virus
CTAB - Cetyl trimetyl ammonium bromide

CTV - Citrus tristeza virus

gna - Gene lectina (Galanthus nivalis aglutinina)
hal2 - Gene 3’(2’)5-bifosfato nucleotidase

hrpN - Gene que codifica a proteina harpina

Ify - Gene leafy

manA - Gene da fosfomanose isomerase

MSC - Morte subita dos citros

NAA - Acido a-naftalenoacético

nptll - Gene neomicina fosfotransferase Il

PEG - Polietilenoglicol

PMI - Enzima fosfomanose-isomerase

PME - Enzima pectina metilesterase

PCR - Polymerase chain reaction

RdRp - RNA-dependent-RNA-polymerase
RISC - RNA-induced silencing complex

SGT - Silenciamento génico transcricional
SGPT - Silenciamento génico pés-transcricional
SiRNA - Interfering RNA

TBE - Tampéo Tris, acido borico, EDTA

uidA - Gene B-glucuronidase (GUS)

X-GLUC - 5-bromo-4-cloro-3-indolil glucuronida
2,4-D - Acido 2,4-diclorofenoxiacético

2-ip - 2-isopentenil-adenina

13



14

1 INTRODUCAO

A citricultura brasileira se destaca como a maior do mundo, apresentando uma
produgao de aproximadamente 20 milhdes de toneladas (FAO, 2008), sendo o Estado
de Sao Paulo responsavel pela maior parte da produgédo nacional, a qual se destina
principalmente, a industria de suco concentrado para a exportagdo. Embora o Brasil
seja considerado um importante produtor mundial de citros, diversos problemas
fitossanitarios tém afetado sua produtividade. Esses problemas tém sido favorecidos
pela baixa variabilidade genética das variedades copa e porta-enxerto utilizadas.

O Citrus tristeza virus (CTV) é o agente causal da tristeza dos citros, doenga de
grande importancia econémica para a citricultura mundial, introduzida no Brasil no final
da década de 30. Na época em que foi detectada, causou sérios prejuizos a cultura, por
atingir plantas enxertadas sobre laranja azeda, até entdo, o principal porta-enxerto
utilizado.

No ano de 1999, a Morte subita dos citros (MSC) foi detectada nos pomares
brasileiros. Essa doenca representa uma grande ameacga para a citricultura, uma vez
que atinge plantas enxertadas sobre liméo ‘Volkameriano’ e principalmente lim&o
‘Cravo’, porta-enxerto mais utilizado nos pomares brasileiros. Embora seu agente
causal ainda nao foi confirmado, uma das hipoteses é que a MSC seja causada por
uma estirpe do virus da tristeza dos citros (BASSANEZI et al., 2003), uma outra
hipotese é que essa doenca seja causada por um virus do género Marafivirus, ou que
uma associagao entre dois virus provoque a doenga (MACCHERONI et al., 2005).

A presenca da MSC e da tristeza dos citros tem causado grande impacto
econOmico a citricultura, desta maneira a obtengdo de variedades de porta-enxertos
resistentes a essas doengas € de grande interesse. No entanto, algumas caracteristicas
relacionadas a biologia reprodutiva dos citros, tais como, alta heterozigose,
poliembrionia nucelar, longo periodo juvenil e auto-incompatibilidade (GROSSER,;
GMITER Jr.,, 1990) tem dificultado a aplicagdo dos métodos convencionais de
melhoramento genético.

Assim, a transformagéo genética representa uma alternativa para a obtencéo de

plantas resistentes a essas doencgas. A estratégia utilizada para a transformagéao
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genética visando a resisténcia a doengas causadas por virus, baseia-se na introducéo
de genes do patdgeno no genoma da planta. A resisténcia pode ser alcangada por meio
da expressdo do gene introduzido ou por meio do silenciamento génico, que pode
ocorrer no nivel transcricional ou pos-transcricional.

Porém, para a obtengédo de plantas transgénicas € necessario primeiramente o
estabelecimento de protocolos eficientes de regeneragado de plantas in vitro, para cada
espeécie em estudo. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a organogénese in vitro
e a transformacédo genética de limao ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana) e laranja
azeda (Citrus aurantium), a fim de obter plantas transgénicas contendo um fragmento

do gene da capa protéica do virus da tristeza dos citros.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Citricultura no Brasil e no mundo

Os citros utilizados em plantios comerciais pertencem a familia Rutaceae,
subfamilia Aurantoidea, sendo a maioria das espécies pertencentes ao género Citrus
(SWINGLE; REECE, 1967), exceto as espécies, kunquats e trifoliata, que estao
incluidas nos géneros Fortunella e Poncirus, respectivamente (DAVIES; ALBRIGO,
1994). A classificagao do género Citrus € bastante controversa. Diversos sistemas de
classificacdo tém sido propostos. Para o sistema de classificacdo apresentado por
Swingle (1943) o género citros é composto por 16 espécies. Ja para Tanaka (1977) o
género Citrus é composto por 162 espécies. Analises filogenéticas sugerem que o
género Citrus seja composto por apenas trés espécies verdadeiras: cidra (Citrus medica
L.), tangerina (Citrus reticulata Blanco) e toranja (Citrus grandis L.), sendo os outros
gendtipos derivados de hibridagbdes entre estas espécies verdadeiras (SCORA, 1975;
BARRETT; RHODES, 1976). Estudos com marcadores moleculares tém ajudado a
decifrar as relagdes filogenéticas entre os representantes do género Citros e géneros
relacionados, e tem confirmado a origem hibrida da maioria das espécies de
importancia econdmica (NICOLOSI et al., 2000).

As frutas citricas de uso comercial podem ser agrupadas em laranjas doces (C.
sinensis (L.) Osbeck), tangerinas (C. reticulata Blanco), limdes (C. limon (L.) Burm. F.),
limas acidas [C. aurantifolia (Christm.) Swing e C. latifolia (Yu. Tanaka)], pomelos (C.
paradise Macf.), entre outras (PIO et al., 2005). Algumas espécies sao utilizadas
principalmente como porta-enxerto, como limao ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck), lim&o
‘Volkameriano’ (C. volkameriana V. Ten & Pasq.), tangerina ‘Sunki’ (C. sunki hort. ex
Tanaka), tangerina ‘Cledpatra’ (C. reshni hort. ex Tanaka), laranja azeda (C. aurantium
L.), trifoliata (Poncitrus trifoliata (L.) Raf.), os hibridos citrange ‘Carrizo’, citrange ‘Troyer’
[Poncitrus trifoliata (L.) Raf. x C. sinensis (L.) Osbeck], e citrumelo ‘Swingle’ [C. paradisi
Macfad. Cv. Duncan x Poncitrus trifoliata (L.) Raf.] (POMPEU JUNIOR, 2005).

A maioria das espécies de citros sdo nativas da regidao sudeste do continente

asiatico, exceto o pomelo que parece ser a unica espécie de Citrus ndo nativa do
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oriente, provavelmente originaria da llha de Barbados no Caribe (DONADIO; MOURAO-
FILHO; MOREIRA, 2005).

Os citros desenvolvem-se principalmente em regides tropicais e subtropicais a
uma latitude de aproximadamente 40° ao norte e ao sul do equador (DAVIES;
ALBRIGO, 1994). Entre os paises produtores de citros destacam-se o Brasil, China,
EUA, México e Espanha, responsaveis por, aproximadamente, 18,8%, 16,0%, 10,6%,
6,0% e 5,6% da produgdo mundial, respectivamente (FAO, 2008).

As frutas citricas estao incluidas entre as principais frutas produzidas no mundo,
apresentando uma producao de aproximadamente, 108 milhdes de toneladas. O Brasil
€ o0 maior produtor de citros do mundo apresentando uma producao de cerca de 20
milhdes de toneladas (FAO, 2008), sendo o Estado de Sao Paulo responsavel por cerca
de 80% da producéo nacional (BOTEON; NEVES 2005).

Entre as frutas citricas produzidas no Brasil, a laranja tem maior destaque. Em
2006, a producao de laranja foi de cerca de 17 milhdes de toneladas, com uma area
colhida de aproximadamente 802 mil hectares (FNP, consultoria e comércio, 2007). A
producao de laranja no Brasil corresponde a cerca de 28,1% da producéo de laranja no
mundo (64 milhdes de toneladas). O EUA é considerado o segundo maior produtor
sendo responsavel por aproximadamente 14% (9 milhdes de toneladas) da produgao
(FAO, 2008). A maior parte da produgao brasileira de laranja destina-se a industria de
suco de laranja concentrado, sendo que uma grande parte do suco de laranja produzido
no pais € exportado, principalmente para Unido Européia (ABECITRUS, 2008).

Apesar do grande volume de producdo dos citros no Brasil e no mundo, a
citricultura tem sofrido muitas perdas, causadas por pragas e doengas que afetam a
cultura. No Brasil, os pomares tém sido atingidos por diversas doencas, desde o inicio
de sua fase comercial até os dias atuais.

Por volta de 1910, os pomares brasileiros foram afetados pela gomose, doenca
causada pelo fungo Phytophthora spp. que impossibilitou 0 uso da laranja ‘Caipira’
como porta-enxerto, sendo substituida pela laranja azeda. Em 1937, constatou-se a
presencga do virus da tristeza dos citros (CTV) em grande parte dos pomares brasileiros,
essa doenca foi controlada com a utilizagdo de novos porta-enxertos em substituicdo a

laranja azeda. A partir de 1957, os pomares foram atingidos pelo cancro citrico, doencga
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causada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri. Em seguida, no ano de 1987,
foi constatada a presenga da clorose variegada do citros, causada pela bactéria Xylella
fastidiosa. No ano de 2001, a morte subita dos citros, doenga de causa desconhecida
foi detectada nos pomares da regidao sul do Tridangulo Mineiro, Norte e Noroeste do
Estado de Sao Paulo. A partir de 2004, surgiu o greening ou huanglongbing, causado
pela bactéria Candidatus Liberibacter ssp (MATTOS et al., 2005).

O Citrus tristeza virus (CTV) pertencente ao género Closterovirus, familia
Closteroviridae, é o agente causal da tristeza dos citros, doenca de grande importancia
econbmica para a citricultura mundial. Esse virus é transmitido principalmente pelo
pulgao preto dos citros (Toxoptera citricida), e infecta praticamente todas as espécies,
variedades, hibridos e muitos afins de citros. O virus da tristeza dos citros foi detectado
pela primeira vez no Brasil em 1937, no Vale do Paraiba, atingindo plantas enxertadas
sobre laranja azeda, que era o principal porta-enxerto da época, causando um sério
prejuizo a citricultura (KIMATI et al., 2005).

Plantas afetadas pelo CTV exibem diferentes sintomas da doenga dependendo
da viruléncia da estirpe do CTV, condi¢cbes ambientais, idade da planta, combinacgao
copalporta-enxerto, capacidade de permitir a multiplicagao do virus e da tolerancia dos
tecidos, principalmente do floema. Baseado nestes fatores, os sintomas podem ser
classificados em tristeza classica, tristeza que causa sintomas do tipo canelura e
tristeza que causa o amarelecimento-do-pé-franco (KIMATI et al., 2005).

Em copas de laranja doce, pomelo e tangerinas, enxertadas sobre laranja azeda
sao expressos uma série de sintomas da tristeza classica, como amarelecimento das
folhas velhas, clorose da nervura principal, declinio rapido da planta, seca dos galhos,
necrose dos tubos crivados do porta-enxerto, podridao das radicelas e pode ocorrer a
morte da planta. J& em copas sensiveis ao virus, como a laranja ‘Péra’ e os pomelos
propagadas sobre porta-enxertos tolerantes sdo observados sintomas como canelura
(‘stem pitting’), redugcdo do tamanho da planta, formacdo de ramos frageis e
quebradicos, diminuicdo do tamanho médio dos frutos, formacéo de folhas de tamanho
reduzido e cloréticas. Em mudas de pé franco de laranja azeda, alguns limdes
verdadeiros e limas acidas infectadas com isolados severos do CTV, a tristeza causa o

sintoma conhecido amarelecimento-de-pé-franco, caracterizado pela clorose severa das
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folhas e nanismo da planta. O controle da doencga consiste basicamente na utilizagdo de
porta-enxertos resistentes ou tolerantes. Para as variedades copa, laranja ‘Péra’ e os
pomelos enxertados em porta-enxertos tolerantes, o controle é feito por premunizacao
(FUNDECITRUS, 2008).

A morte subita dos citros (MSC) foi identificada pela primeira vez em 2001, no
municipio de Comendador Gomes (MG). E uma doenca de combinagéo copal/porta-
enxerto, que manifesta os sintomas na regido da enxertia em plantas propagadas sobre
porta-enxertos intolerantes, tais como, os limdées ‘Cravo’ e o ‘Volkameriano’, porém em
limao ‘Volkameriano’, esta doenca mostra um comportamento diferente apresentando
um periodo maior de incubagao e grau de severidade menor (KIMATI et al., 2005).

O agente causal da MSC ainda nao foi confirmado, entretanto, uma hipotese
provavel € que esta doenga seja causada por uma estirpe mutante do virus da tristeza.
Esta hipétese é baseada nas semelhancas entre a MSC e a tristeza quanto a
sintomatologia, velocidade de progresso da doencga e distribuicdo espacial das plantas
afetadas nos talhdes, e por serem doencas de combinagdo copa/porta-enxerto. Além
disso, particulas de virus semelhantes ao CTV foram detectadas, por testes serologicos
e moleculares em plantas com sintomas de MSC (BASSANEZI et al., 2003). Uma outra
hipétese sobre a etiologia da doenga € que esta seja causada por um novo virus do
género Marafivirus chamado de Citrus sudden death associated virus (CSDaV),
pertencente a familia Tymoviridae. Este virus foi encontrado associado exclusivamente
a plantas afetadas pela morte subita e portanto foi sugerido que sua presenca € uma
condicdo necessaria se nao suficiente para o desenvolvimento desta doenca
(MACCHERONI et al., 2005). As semelhancas entre a MSC e tristeza dos citros
sugerem que ambas sejam transmitidas pelo mesmo vetor (Toxoptera citricicida)
(FUNDECITRUS, 2008).

Os sintomas da MSC sao parecidos com os sintomas causados pelo CTV
quando as plantas sdo enxertadas sobre laranja azeda. O sintoma inicial da MSC é
caracterizado por uma descoloracao foliar, desfolha parcial, poucas brotacées novas e
auséncia de brotagdes internas. A doenga causa um bloqueio nos vasos do floema do
porta-enxerto, impedindo que produtos gerados durante a fotossintese sejam

translocados para as raizes, assim, elas tornam-se podres e morrem. As plantas
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afetadas apresentam uma coloragdo amarelada a alaranjada nos tecidos internos da
casca do porta-enxerto abaixo da regido da enxertia. No estadio final da doenca todas
as folhas caem e a arvore morre permanecendo com alguns frutos presos aos galhos.
O controle da doenca é realizado por meio da produgdo de mudas em porta-enxertos
tolerantes, ja nas areas afetadas o controle é feito pela subenxertia das arvores
produzidas sobre limao ‘Cravo’ e liméao ‘Volkameriano’, com porta-enxertos tolerantes,

tais como, tangerina ‘Cledpatra’, ‘Sunki’ ou citrumelo ‘Swingle’ (FUNDECITRUS, 2008).

2.2 Cultura de tecidos em citros

A cultura de tecidos € uma técnica baseada na totipoténcia celular, que consiste
na capacidade da célula vegetal de desenvolver uma planta inteira, desde que
submetida a condigdes que estimulem sua divisdo e diferenciacédo (TORRES; CALDAS;
BUSO, 1999).

As células e tecidos cultivados in vitro podem seguir duas rotas morfogénicas
diferentes: organogénese e a embriogénese somatica. Na organogénese as células
desenvolvem uma estrutura unipolar podendo ser um apice caulinar ou radicular, cujo
sistema vascular permanece conectado ao tecido do explante. Na embriogénese
somatica tem-se o desenvolvimento de uma estrutura bipolar constituida por um apice
caulinar e um apice radicular que apresentam sistema vascular fechado, isto €, sem
conexao com o tecido do explante. Estas duas vias de regeneragdo podem ocorrer de
forma direta, a partir do tecido do explante ou indireta, neste caso primeiramente
desenvolvem-se calos que diferenciam-se em gemas adventicias, raizes ou embrides
somaticos (TORRES; CALDAS; BUSO, 1999).

Os primeiros trabalhos envolvendo cultura de tecidos em citros foram realizados
visando a produgdo de plantas isentas de virus (RAGAN; MURASHIGE; BITTERS,
1968; GRINBLAT, 1972). Desde entdo, muitos trabalhos relacionados com cultura de
tecidos em citros estdo sendo realizados. Estes trabalhos permitem a obtencdo de
protocolos que possibilitam o isolamento e cultivo de protoplastos (BENEDITO;
MOURAO FILHO; MENDES, 2000, COSTA; OTONI; MOORE, 2002), e a regeneracgao

por meio da organogénese in vitro e embriogénese somatica de diferentes espécies e
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cultivares de citros. A disponibilidade destes protocolos permite o uso destas técnicas
no melhoramento genético por meio da hibridagdo somatica e transformacao genética.

A maioria dos trabalhos relacionados com o estabelecimento de protocolos de
organogénese in vitro, em citros, tém sido desenvolvidos, principalmente, a partir de
tecido juvenil, tais como, segmentos de epicotilo coletados de plantulas cultivadas in
vitro (GARCIA-LUIS et al., 1999, BORDON; GUARDIOLA; GARCIA-LUIS, 2000;
MOURA et al., 2001; COSTA et al., 2004; SILVA et al., 2005a, 2005b; SCHINOR et al.,
2006; GARCIA-LUIS et al., 2006) e segmentos internodal coletados de plantas jovens
cultivadas em casa-de-vegetagao (MOURA et al., 2001). Porém também existem relatos
de obtengao de gemas adventicias a partir de segmento de raiz (BURGER; HACKETT,
1986) e segmento de hipocétilo (MAGGON; SINGH, 1995).

A organogénese in vitro também tem sido obtida a partir do cultivo de tecido
adulto como discos de folha (ALMEIDA et al., 2003) e segmentos internodal coletados
de plantas adultas cultivadas em casa-de-vegetacdo (CERVERA et al., 1998a;
ALMEIDA et al.,, 2003; KOBAYASHI et al., 2003; CERVERA et al.,, 2008). Com a
utilizacédo de tecido adulto € possivel obter plantas a partir da organogénese in vitro que
apresentem caracteristicas de plantas adultas e florescam rapidamente apds o seu
desenvolvimento (KOBAYASHI et al., 2003).

Os tecidos adulto e juvenil respondem de maneira diferente a indugdo para a
organogénese in vitro e embriogénese somatica. No tecido adulto a competéncia para a
regeneracdo diminui (CERVERA et al., 2008), portanto o emprego de tecidos menos
diferenciados como, cotilédone, segmentos de epicotilo e segmentos hipocétilo deve
favorecer a organogénese, principalmente em cultivares mais recalcitrantes.

A resposta morfogénica do explante pode ser influenciada em fungao de diversos
fatores, como a posi¢cao do explante (horizontal ou vertical) introduzido no meio de
cultura (GARCIA-LUIS et al., 1999; BORDON; GUARDIOLA; GARCIA-LUIS, 2000;
SILVA et al., 2005a; GARCIA-LUIS et al., 2006), seccionamento longitudinal (MOURA et
al., 2001; SILVA et al., 2005a) e polaridade, apical ou basal, do segmento de epicétilo
em relacdo ao no cotiledonar (GARCIA-LUIS et al., 1999; BORDON; GUARDIOLA;
GARCIA-LUIS, 2000; COSTA et al., 2004; SILVA et al., 2005a; SCHINOR et al., 2006).
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Para a inducédo da organogénese in vitro de citros, normalmente € necessaria a
adicdo de reguladores de crescimento, como citocininas e auxinas. Na maioria dos
trabalhos o desenvolvimento de gemas adventicias tem sido obtido a partir do cultivo
dos explantes na presenca da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) (MOREIRA-DIAS et
al., 2001; MOURA et al., 2001; COSTA et al.,, 2004; SILVA et al., 2005a, 2005b;
GARCIA-LUIZ et al., 2006).

As concentragdes dos reguladores de crescimento, como o BAP, adicionados ao
meio de cultura exercem grande influéncia sobre a regeneracao dos explantes. Quando
os explantes sado cultivados na auséncia de BAP, normalmente, ndo se observa a
regeneracao de gemas adventicias e nem a formagao de calos, ja aqueles cultivados na
presenca de concentracoes elevadas de BAP, observa-se a formacao de calos, mas o
desenvolvimento de gemas adventicias € reduzido (MOREIRA-DIAS et al., 2000). A
concentragdo de BAP que melhor favorece o desenvolvimento de gemas adventicias é
muito varidvel e depende de cada gendtipo em estudo (BORDON; GUARDIOLA;
GARCIA-LUIS, 2000).

Para algumas espécies e variedades de citros, a organogénese in vitro tem sido
melhor induzida a partir da combinagao de citocininas e auxinas (MOREIRA-DIAS et al.,
2000), sendo o acido a-naftalenoaceético (NAA), a auxina mais empregada (MOREIRA-
DIAS et al., 2001; GARCIA-LUIZ et al., 1999; BORDON; GUARDIOLA; GARCIA-LUIS,
2000; GARCIA-LUIZ et al., 2006). Neste caso, para o desenvolvimento de gemas
adventicias, normalmente, utiliza-se uma alta concentracdo de citocinina combinada
com uma dose baixa de auxina (MOREIRA-DIAS et al., 2000).

A anadlise histolégica da morfogénese in vitro tem mostrado que o
desenvolvimento das gemas adventicias ocorrem a partir de divisdes periclinais das
células do cambio (GARCIA-LUIS et al., 1999). Essas divisdes celulares iniciam-se
durante os primeiros dias de cultivo e promovem a formacéo de areas meristematicas
na zonal cambial, as quais s&o responsaveis pelo desenvolvimento das gemas
adventicias que se regeneram por meio da organogénese direta (ALMEIDA et al.,
2006). As divisdes celulares do cambio também podem promover o desenvolvimento de
calos e posterior formagdo de gemas adventicias caracterizando um processo de
organogénese indireta (GARCIA-LUIS et al., 1999; ALMEIDA et al., 2003).



23

O regime de luz na qual o explante € submetido influencia o processo de
desenvolvimento das gemas adventicias. Normalmente, quando os explantes sao
incubados em auséncia de luz tém-se um desenvolvimento maior de calos e a formagao
de gemas adventicias ocorre por meio de organogénese indireta (COSTA et al., 2004;
MOREIRA-DIAS et al., 2000), porém, quando os explantes sao cultivados diretamente
na presenca de luz, o desenvolvimento das gemas adventicias ocorre por meio de
organogénese direta (MOREIRA-DIAS et al., 2000).

A obtencgao de plantas inteiras a partir de brotos desenvolvidos in vitro, pode ser
feita a partir do alongamento (MOURA et al., 2001; SILVA et al., 2005a) e posterior
enraizamento das brotagdes (MOREIRA-DIAS et al., 2000; MOURA et al., 2001; SILVA
et al., 2005a, 2005b) que sao induzidos com a adicdo de giberelinas e auxinas,
respectivamente. A forma mais empregada para a obtengdo de plantas a partir de
brotos desenvolvidos consiste na enxertia in vitro dos apices caulinares das brotacdes
em plantulas germinadas in vitro (SILVA et al., 2005a). Muitas vezes os brotos
regenerados sdo muito pequenos, assim Kobayashi et al. (2003) e Cervera et al. (2008)
sugerem a transferéncia destes brotos para o meio de cultura WPM (LLOYD;
McCOWN, 1980) que promove seu alongamento e facilita o pegamento da enxertia in
vitro.

As repostas dos diferentes gendtipos de citros com relagdo aos diversos
parametros testados durante o estabelecimento de protocolos de regeneragdo sao
muito variaveis. Na literatura tem se observado resultados conflitantes com relacéo as
concentragdes de reguladores de crescimento utilizadas, condigdo de cultivo, tipo,
orientacdo e polaridade do explante, que melhor promovem o desenvolvimento de
gemas. Assim é necessario o estabelecimento de protocolos para cada espécie em

estudo que possam ser utilizados para a transformagao genética.
2.3 Transformacéao geneética de citros
Os citros apresentam algumas caracteristicas relacionadas a sua biologia

reprodutiva, tais como, alta heterozigose, poliembrionia nucelar (apomixia), longo
periodo juvenil e auto-incompatibilidade (GROSSER; GMITER Jr., 1990) que dificultam
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a aplicagdo dos métodos convencionais de melhoramento genético. Deste modo, as
técnicas biotecnolégicas como a fusdo de protoplasto e a transformagédo genética
constituem importantes ferramentas que podem auxiliar os programas de melhoramento
de citros.

A transformagdo genética de citros foi realizada pela primeira vez utilizando
polietilenoglicol (PEG) para introducdo direta de DNA em protoplastos de laranja doce
‘Trovita’ (Citrus sinensis) (KOBAYASHI; UCHIMIYA, 1989). Desde entdo, diversas
espécies e variedades de citros ja foram transformadas geneticamente, como laranjas
doces (ALMEIDA et al., 2003; BOSCARIOL et al., 2003; YU et al., 2002), limas acidas
(PENA et al., 1997; DOMINGUEZ et al., 2000, 2004), pomelo (FEBRES et al., 2003),
laranja azeda (GUTIERREZ; LUTH; MOORE, 1997, GHORBEL et al., 2000), os hibridos
citrumelo ‘Swingle’ (Citrus paradise x Poncirus trifoliata) (MOLINARI et al., 2004) e
citrange ‘Carrizo’ (Citrus sinensis x Poncirus trifoliata) (PENA et al., 2001, 2004a).

A transformacgao genética de citros tem sido realizada por métodos que permitem
a introducéo direta de DNA, como o bombardeamento de particulas (YAO et al., 1996) e
transformacéo de protoplastos mediada por PEG (VARDI; BLEICHMAN; AVIV, 1990;
GUO; GROSSER, 2004; GUO et al., 2005), e por métodos indiretos utilizando como
vetores Agrobacterium rhizogenes (YANG; SUN; TONG, 2006) e principalmente
Agrobacterium tumefaciens, sendo esse o0 método mais empregado para a obtengao de
plantas transgénicas de citros (HIDAKA et al., 1990; KANEYOSHI et al., 1994; PENA et
al., 1995; GUTIERREZ; LUTH; MOORE, 1997; CERVERA et al., 1998a, 1998b;
GHORBEL et al., 2000, 2001; ALMEIDA et al., 2003; MOLINARI et al., 2004; PENA et
al., 2004b; RODRIGUEZ et al., 2008).

Para a transformagdo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens, tem
sido utilizado principalmente explantes provenientes de tecido juvenil, tais como
segmentos de epicotilo obtido de plantulas cultivadas in vitro (YU et al., 2002; PENA et
al., 2004a; DOMINGUEZ et al., 2004; MOLINARI et al., 2004; ANANTHAKRISHNAN et
al., 2007) e segmentos internodal coletados de plantas jovens cultivadas em casa-de-
vegetacdo (GUTIERREZ; LUTH; MOORE, 1997, FAGOAGA et al., 2001; DOMINGUEZ
et al., 2004). A transformagao genética também tem sido realizada a partir de tecido

adulto, utilizando segmento internodal obtido a partir de plantas adultas mantidas em
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casa-de-vegetacdo (ALMEIDA et al.; 2003; CERVERA et al., 1998a, 2008;
RODRIGUEZ et al., 2008).

Diversos fatores podem influenciar a transformagéo genética de citros. Desta
maneira, ja foram testados o emprego de diferentes estirpes de Agobacterium
tumefaciens (GUTIERREZ; LUTH; MOORE, 1997; CERVERA et al.,1998a), o efeito da
densidade da suspensao bacteriana (YU et al., 2002), a otimizagdo do meio de cultura
utilizado nas fases de co-cultivo (DOMINGUEZ et al., 2000, CERVERA et al., 2008),
selecdo/regeneracdo (RODRIGUEZ et al., 2008), periodo de co-cultivo (GUTIERREZ;
LUTH; MOORE, 1997), posi¢do (GUTIERREZ; LUTH; MOORE, 1997) e seccionamento
longitudinal dos explantes (YU et al., 2002).

A transformacgao genética também ¢é influenciada pelo gendtipo. Embora muitas
espécies e variedades de citros tenham sido transformadas com relativa facilidade,
algumas espécies como, laranja azeda, tangerina ‘Cleopatra’ e laranja ‘Péra’, tem se
mostrado recalcitrantes para transformacéo. Essa recalcitrancia tem sido relacionada a
dificuldade de regeneragdo das gemas adventicias a partir de células transformadas
(DOMINGUEZ et al., 2004).

A analise histolégica de tecidos transformados tem mostrado a expressao do
gene uidA (GUS) em células derivadas do cambio vascular (PENA et al., 2004a), as
quais, poderdo se diferenciar em gemas adventicias. O desenvolvimento de calos é
favorecido pela presenca de auxina durante a fase de co-cultivo (PENA et al., 2004a;
CERVERA et al., 2008; RODRIGUEZ et al., 2008), além disso, com adigéo de auxina no
meio de co-cultivo, ha um aumento na proporgdo do DNA em fase de duplicagéo (fase
S do ciclo celular) favorecendo a integracdo do DNA exdgeno no genoma da planta
(PENA et al., 2004a).

Para a selecdo das células transformadas é essencial a presenga de marcadores
de selegdo, sendo os genes que conferem resisténcia a antibidticos ou herbicidas, os
mais utilizados. Em citros o gene nptll que confere resisténcia ao antibiético canamicina
tem sido muito empregado (MOLINARI et al., 2004; PENA et al., 2005; BOSCARIOL et
al.,, 2006). Embora os agentes de selecdo estejam sempre presentes durante o
processo de transformacgédo genética, a ocorréncia de escapes € muito comum e tem

sido relacionada a protegdo das ceélulas n&o transformadas ao agente seletivo pelas
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células transformadas adjacentes e pela persisténcia da Agrobacterium tumefaciens no
tecido inoculado (DOMINGUEZ et al., 2004).

O emprego de genes que conferem resisténcia a antibioticos representa um
obstaculo para a aceitacdo publica e futura comercializagdo de plantas transgénicas.
Como alternativa ao sistema de selegcdo por antibidtico, tem sido proposto o uso de
sistema de selegao positiva, no qual o agente de selecdo pode ser um composto ndo
metabolizado pela planta, como por exemplo a manose. A utilizagdo da manose como
agente de selecao consiste na introdugcdo do gene manA, derivado de Escherichia coli,
que codifica a enzima fosfomanose-isomerase (PMI), a qual catalisa conversao de
manose-6-fosfato em frutose-6-fosfato, favorecendo o crescimento de células
transformadas em meio de cultura contendo manose, enquanto que as demais células
tém seu crescimento inibido (BOSCARIOL et al., 2003).

Para a obtencdo de plantas transrmadas geneticamente a partir das gemas
adventicias regeneradas, normalmente realiza-se a enxertia in vitro dos apices
meristematicos transgénicos sobre porta-enxerto nao transgénico proveniente de
plantulas cultivadas in vitro (PENA et al., 1995; DOMINGUEZ et al., 2000; FAGOAGA et
al., 2001; YU et al., 2002; PENA et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2008; CERVERA et
al., 2008). Esta técnica é utilizada devido a dificuldade de enraizamento da maioria das
espécies de citros.

A transformacdo genética de citros tem sido realizada com sucesso
possibilitando a introdugdo de diversos genes de interesse agrondmico em diferentes
variedades de citros. Podemos citar a introdugdo em citrange ‘Carrizo’ do gene hal2 que
confere tolerdncia a salinidade (CERVERA et al., 2000), a obtencdo de plantas
transgénicas de laranja ‘Valéncia’ apresentando o gene que codifica a enzima PME
(pectin methylesterase) relacionada com a qualidade do fruto (GUO et al., 2005), a
transformacao de pomelo contendo o gene gna promovendo resisténcia contra afideos
(YANG et al., 2000), a introdugdo dos genes leafy e apetalal de Arabidopsis, em
plantas de citrange ‘Carrizo’, promovendo uma diminuigdo no periodo de juvenilidade e
permitindo o florescimento das plantas transformadas ja no primeiro ano de cultivo
(PENA et al., 2001).
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A transformacédo genética também tem sido realizada com o propdsito de
integrar sequéncias génicas no genoma da planta visando a resisténcia a doengas
causadas por bactérias, fungos e virus.

Desta maneira, varios genes ja foram introduzidos em laranjas doces com o
objetivo de promover resisténcia a doengas bacterianas, como o cancro citrico e a
clorose variegada dos citros. Podemos citar a introdugéo do gene atacina (BOSCARIOL
et al., 2006) e do gene cecropina (AZEVEDO, 2005), isolados de insetos, responsaveis
pela formacéo de peptideos que apresentam atividade antibacteriana; a introducéo do
gene hrpN, isolado de Erwinia amylovora, relacionado a ativagdo de mecanismos de
defesa da planta (BARBOSA-MENDES, 2007) e também a introdugdo do gene Xa2l
isolado de uma espécie selvagem de arroz (Oryza longistaminata), resistente a
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, visando a obtencéo de plantas resistentes ao cancro
citrico (BOSCARIOL, 2004). Plantas transgénicas de laranja ‘Hamlin’ contendo os
genes hrpN ou o gene atacina mostraram uma reducao significativa na severidade dos
sintomas causados pelo cancro citrico (BARBOSA-MENDES, 2007; BOSCARIOL et al.,
2006).

Na tentativa de obter plantas resistentes a doengas causadas por fungos como a
gomose de Phytophthora, o gene bacteriopsina (bO), isolado de Halobacterium
halobium, relacionado a ativacdo de mecanismos de defesa da planta foi incorporado
em limao ‘Cravo’ (AZEVEDO, 2005), assim como, o gene que codifica a proteina
antimicrobiana P23 (PR-5), isolado de tomate, foi introduzido em laranja doce,
promovendo maior resisténcia a infecgdo por Phytophthora citrophthora (FAGOAGA et
al., 2001).

Para a obtencdo de plantas transgénicas resistentes a virus a estratégia mais
utilizada é baseada na resisténcia derivada do patégeno. O primeiro relato de utilizagao
deste método foi descrito por Powell-Abel et al. (1986) que obteve plantas transgénicas
de tabaco resistentes a infecg¢ao pelo virus do mosaico do tabaco.

Esta estratégia tem sido utilizada por diversos pesquisadores na tentativa de
obter plantas transgénicas de citros resistentes a tristeza. Deste modo, partes do
genoma do CTV de diferentes estirpes, ja foram introduzidos em citros, como a
seqliéncia do gene da capa protéica (GUTIERREZ; LUTH; MOORE, 1997; GHORBEL
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et al., 2000; DOMINGUEZ et al., 2002), seqiiéncia do gene da proteina p23 (FAGOAGA
et al., 2006), sequéncia do gene que codifica a enzima RNA polimerase dependente de
RNA (RdRp) e um fragmento do gene da proteina p23 unido a uma sequéncia de
regides nao transcritas (3’'UTR) (FEBRES et al.,, 2003). Estes trabalhos foram
desenvolvidos com diferentes gendtipos de citros como, lima &cida (GUTIERREZ;
LUTH; MOORE, 1997; DOMINGUEZ et al., 2002), pomelo (FEBRES et al., 2003;
FEBRES; LEE; MOORE, 2008), citrange ‘Carrizo’, laranja doce ‘Pineapple’
(GUTIERREZ; LUTH; MOORE, 1997) e laranja azeda (GHORBEL et al., 2000).

A introdugdo do gene da capa protéica do CTV em lima acida ‘Galego’
promoveu um aumento na resisténcia destas plantas quando inoculadas com isolado do
CTV por enxertia ou inoculagao por afideos. A resisténcia foi relacionada ao acumulo da
proteina viral nas linhagens transgénicas (DOMINGUEZ et al., 2002).

No entanto, a resisténcia ao virus nem sempre € mediada pela presencga da
proteina viral no genoma da planta. Um dos mecanismos empregados na obtencao de
plantas transgénicas resistentes a virus, envolve o silenciamento génico que pode
ocorrer no nivel transcricional ou no nivel pés-transcricional.

O silenciamento génico transcricional (SGT) esta associado a metilagbes na
regidao do promotor inibindo a transcrigao génica. Este foi o tipo de mecanismo proposto
para explicar a resisténcia ao CTV observada em plantas transgénicas de pomelo
apresentando sequéncias derivadas do genoma do CTV, como a sequéncia do gene
que codifica a enzima RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) ou um fragmento
do gene da proteina p23 unido a uma sequéncia de regides nao transcritas (3’'UTR)
(FEBRES; LEE; MOORE, 2008).

O silenciamento génico pos-transcricional (SGPT) esta relacionado com a
degradacdo de mRNA homoélogo ao RNA do transgene. O SGPT pode ser induzido em
plantas transgénicas a partir da introducdo de sequéncias do genoma viral nas
orientacdes sense, antisense ou na forma de RNA dupla fita que é formado a partir de
copias invertidas de um fragmento do gene viral, nas orientacdes, sense e antisense,
separadas por uma sequéncia intron, promovendo a formagao de uma estrutura em
forma de grampo, denominada ‘hairpin’ (FAGARD; VAUCHERET, 2000). Sequéncias do
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genoma do CTV, em uma construgdo génica do tipo ‘hairpin’ ja foram introduzidas em
pomelo por Ananthakrishnan et al. (2007).

O mecanismo de resisténcia mediado pelo SGPT é desencadeado quando o
RNA dupla fita é clivado por uma enzima denominada ‘dicer’ gerando pequenos RNAs
(siRNA) que sao ligados ao complexo RISC (RNA-induced silencing complex) e
promovem a degradagdo do RNA homodlogo (SOUZA; MENDES; MOURAO FILHO,
2007). Essa estratégia foi sugerida como o mecanismo desencadeado em algumas
linhagens transgénicas de lima acida ‘Galego’ contendo o gene que codifica para a
proteina p23 do genoma do CTV. Essas linhagens apresentaram caracteristicas tipicas
de SGPT, como copias multiplas do transgene, baixos niveis de mMRNA correspondente,
metilacdo do transgene silenciado e acumulo de pequenos RNAs de interferéncia
(siRNA) especificos da proteina p23 (FAGOAGA et al., 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Os experimentos de organogénese in vitro e transformacédo genética foram
realizados para as variedades liméo ‘Volkameriano’ e laranja azeda, utilizando-se como
explantes segmento internodal coletado de plantas cultivadas em casa-de-vegetacao,
segmento de epicétilo coletado de plantulas cultivadas in vitro e segmento de cotilédone
(2 - 3 mm) associado ao hipocaétilo (1 - 2 mm) coletados de sementes germinadas in
vitro.

As plantas de limdo ‘Volkameriano’ e laranja azeda mantidas em casa-de-
vegetacdo e utilizadas como matrizes para a coleta de explantes foram podadas
periodicamente, preservando-se a haste principal. As brotagées novas, formadas na
haste principal, com cerca de 20 cm de comprimento foram coletadas e desinfestadas
em solucéo de hipoclorito de sddio (2,5%) diluida em agua destilada (1:1), durante 15
min. e lavadas (3x) em agua destilada e esterilizada, em condigdes assépticas. Para a
coleta dos explantes, as gemas laterais dos ramos foram retiradas e descartadas,
sendo utilizados segmentos de aproximadamente 0,8 - 1,0 cm de comprimento.

As plantulas para a coleta de segmentos de epicétilo foram obtidas pela
germinacgao in vitro de sementes, extraidas de frutos maduros, coletados no campo
experimental de citros da ESALQ/USP, em Piracicaba/SP. As sementes foram lavadas
para a retirada da mucilagem e secas a temperatura ambiente, por 24 h. Para a
germinagao, retirou-se o tegumento da semente e realizou-se a desinfestagdo, em
solugao de hipoclorito de sodio (2,5%) e agua na proporgao de 3:1, durante 15 min. sob
agitacdo constante. Apos o tratamento, as sementes foram lavadas (3x) em &agua
destilada estéril, em condigdes assépticas e introduzidas em tubo de ensaio (25 x 150
mm), contendo meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com
Phytagel ™ (2,0 g L") e sacarose (30 g L"), e pH ajustado para 5,8. A incubagao foi
realizada a 27 °C, em auséncia de luz, para o alongamento do epicétilo. As plantulas

obtidas foram transferidas para condi¢coes de fotoperiodo de 16 h, por 10 dias e entéo
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utilizadas para a coleta dos explantes, segmentos de epicdtilo de 0,8 - 1,0 cm de
comprimento.

Para a coleta dos explantes segmentos de cotilédone associados ao hipocétilo (1
- 2 mm), foram utilizadas sementes introduzidas in vitro, sob as mesmas condi¢cdes
citadas acima, e incubadas a 27 °C, em auséncia de luz, durante um periodo 20 dias.
Para a obtencéo desses explantes as sementes recém-germinadas foram cortadas em
segmentos formados pela regido do proximal do cotilédone (3 - 5 mm) mais o hipocotilo
(1 - 2 mm) (Figura 1). Esses explantes foram incubados com a superficie abaxial em

contato com meio de cultura.

Figura 1 - Segmento de cotilédone associado a hipocétilo utilizado nos experimentos de
organogénese e transformagdo genética em limdo ‘Volkameriano’ (Citrus
volkameriana) e laranja azeda (Citrus aurantium). Barra: 500 pym

3.2 Organogénese in vitro

O desenvolvimento de gemas adventicias foi estudado em funcédo da
suplementagéo do meio de cultura com diferentes concentragdes de BAP (0,0; 0,5; 1,0;
1,5; 2,0 mg L) e do tipo de explante (segmento internodal, segmento de epicétilo ou
segmento de cotilédone associado ao hipocétilo), para as variedades limao
‘Volkameriano’ e laranja azeda. Para lim&o ‘Volkameriano’ avaliou-se também o efeito
da incubagao em auséncia de luz, e posterior transferéncia para fotoperiodo de 16 h de

luz, ou diretamente sob fotoperiodo de 16 h de luz.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
(concentracdes de BAP x tipo de explante ou concentragdes de BAP x condigbes de
incubacao). Nos experimentos realizados com segmento internodal e de epicétilo
utilizou-se 5 repeticbes, sendo cada repeticdo constituida de uma placa de Petri,
contendo 10 explantes. Cada experimento foi repetido 3 vezes. Ja nos experimentos
realizados com segmento de cotilédone associado ao hipocétilo, foram realizadas 5
repeticdes, com 8 explantes cada para laranja azeda, e 4 repeticbes contendo 6
explantes para limdo ‘Volkameriano’, esses experimentos foram repetidos uma e duas
vezes, respectivamente.

A avaliacdo dos experimento foi feita apds 45 dias de cultivo, determinando-se o
numero de explantes com desenvolvimento de gemas adventicias (explantes
responsivos) e o numero de gemas desenvolvidas por explante. As variaveis avaliadas
foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste
Tukey (p < 0,05).

Assim, foram realizados os experimentos:

Experimento 1: avaliagdo do desenvolvimento de gemas adventicias em liméo
‘Volkameriano’, utilizando-se como explante segmento internodal, incubado durante 30
dias em auséncia de luz e posteriormente transferido para fotoperiodo de 16 h de luz,

ou incubado diretamente sob fotoperiodo de 16 h de luz.

Experimento 2: avaliagdo do desenvolvimento de gemas adventicias em limao
‘Volkameriano’, utilizando-se como explante segmento de epicdtilo e segmento
internodal, introduzidos horizontalmente em meio de cultura EME (GROSSER,;
GMITER, 1990), suplementado com diferentes concentragdes de BAP e incubados
durante 30 dias em auséncia de luz e posteriormente transferido para fotoperiodo de 16

h de luz.

Experimento 3: avaliagdo do desenvolvimento de gemas adventicias em liméo
‘Volkameriano’, utilizando-se como explante segmento de cotilédone associado ao

hipocétilo, introduzidos horizontalmente em meio de cultura EME, suplementado com
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diferentes concentragcdes de BAP e incubados durante 30 dias em auséncia de luz e

posteriormente transferido para fotoperiodo de 16 h de luz.

Experimento 4: avaliagdo do desenvolvimento de gemas adventicias em laranja
azeda, utilizando-se como explante segmento de epicotilo e segmento internodal,
introduzidos horizontalmente em meio de cultura EME, suplementado com diferentes
concentragdes de BAP e incubados durante 30 dias em auséncia de luz e

posteriormente transferido para fotoperiodo de 16 h de luz.

Experimento 5: avaliagdo do desenvolvimento de gemas adventicias em laranja
azeda, utilizando-se como explante segmento de cotilédone associado ao hipocoétilo,
introduzidos horizontalmente em meio de cultura EME, suplementado com diferentes
concentragdes de BAP e incubados durante 30 dias em auséncia de luz e

posteriormente transferido para fotoperiodo de 16 h de luz.

3.3 Analise histoldgica

A analise histolégica da morfogénese foi realizada com os explantes segmento
de epicdtilo, internodal e segmento de cotilédone associado ao hipocdétilo para liméo
‘Volkameriano’ e laranja azeda, cultivados em meio de cultura para indugcdo de
organogénese, constituido de meio nutritivo EME, suplementado com sacarose (25 g L°
"), agar (8 g L"), e BAP (0,5 - 1,5 mg L"), e incubados durante 30 dias na auséncia de
luz.

Para a analise histologica realizada com segmentos de epicétilo e internodal, as
amostras foram coletadas, apés 0, 13 e 20 dias de cultivo para liméao ‘Volkameriano’ e
apos 0, 10 e 24 dias de cultivo, para laranja azeda. As coletas dos segmentos de
cotilédone associado ao hipocétilo foram realizadas aos 0, 13, e 20 dias de cultivo para
limao ‘Volkameriano’ e laranja azeda.

As amostras foram fixadas em paraformaldeido (4%) e submetidas a vacuo (20
min). A desidratacao foi realizada a temperatura ambiente, em série de 100% metil
celosolve, etanol, propanol e butanol, seguido de imersao em butanol:meio de infiltragéo

(1:1) (Historesina, Leica). A infiltrac&o foi finalizada com 100% de meio de infiltracdo. A
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emblocagem foi feita em Historesina (hidroxietiimetacrilato). A polimerizagdo foi
realizada em temperatura ambiente por 3 - 5 dias. Cortes seriados longitudinais (5 pm)
foram preparados em microtomo rotativo (Leica RM 2155), com navalha de aco,
imersos em gotas de agua, desidratados em chapa quente (40°) e coloridos em fuccina
acida (0,1%) e azul de toluidina (0,05%).

3.4 Transformacdao genética

3.4.1 Vetor de expressao e estirpe de Agrobacterium tumefaciens

Para os experimentos de transformacao genética foi utilizada a estirpe EHA 105
de Agrobacterium tumefaciens, contendo o plasmideo pCAMBIA 2201, com o gene de
selecao nptll, o gene repérter uidA (GUS) e um fragmento do gene da capa protéica do
CTV (CP), em uma construgdo génica tipo “hairpin”, ou seja, cépias invertidas do
transgene, na orientagdo sense e antisense, separadas por uma sequéncia intron,

como mostra a Figura 2.

[3ss -T< npt I | 355 -p Is -p | cp >| intron < PC 35s - TF——[ 355 -p [ uid A >|3ss =T

Sacl (=Sstl)
BamHI
Xbal

Figura 2 - Esquema do vetor de expressao, contendo um fragmento do gene da capa protéica
do CTV, numa construgao do tipo ‘hairpin’, o gene de selecao nptll e o gene reporter
uidA, sob controle do promotor constitutivo 35S.

3.4.2 Cultura e manutencdo dos isolados de Agrobacterium tumefaciens

O isolado de Agrobacterium tumefaciens EHA 105 utilizado para os experimentos
foi conservado (-80 °C) em solugéo contendo glicerol (50%) e meio de cultura YEP
liquido (extrato de levedura 10 g L™, NaCl 5 g L™ e peptona 10 g L"), suplementado

com canamicina (50 mg L) e rifampicina (50 mg L™). A partir desse isolado, foi
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preparado um estoque de trabalho, constituido de bactéria cultivada em tubo de 2 ml
contendo meio de cultura YEP sélido, suplementado com os antibiéticos mencionados
acima e armazenado a 4 °C. A partir do estoque de trabalho, a bactéria foi transferida
para meio de cultura YEP sdlido, com os mesmos antibiéticos e cultivada a 27 °C, por
72 h. Para o preparo do in6culo, uma colbnia isolada foi transferida para o meio de
cultura YEP liquido, contendo os mesmos antibioticos, e incubado por 16 h, em agitador
orbital (28°C/180 rpm). Posteriormente a suspensao bacteriana foi centrifugada a 4800
rom durante 15 min, a temperatura de 15 °C, e entdo o precipitado formado foi

ressuspendido em meio de cultura MS, na concentracéo de 5 x 108 a 10° UFC/ml.

3.4.3 Transformac&o genética de citros via Agrobacterium tumefaciens

A transformacgao genética foi realizada com as variedades limdo ‘Volkameriano’ e
laranja azeda, utilizando-se segmentos internodal (+ 0,8 cm), coletados de plantas
mantidas em casa-de-vegetagao, segmentos de epicdtilo, obtido de plantulas cultivadas
in vitro e segmento de cotilédone (3 - 2 mm) associado ao hipocétilo (1 - 2 mm), obtidos
de sementes germinadas in vitro. Os explantes foram inoculados com a suspensao
bacteriana, em placa de Petri, durante 15 min. Em seguida, secos em papel de filtro
estéril para retirar o excesso de bactéria, e entdo introduzidos em meio de cultura de
co-cultivo EME suplementado com 1,0 mg L™ de BAP para limao ‘Volkameriano’ e 0,5
mg L de BAP para laranja azeda, acetoseringona (100 mM L™, acido ascérbico (5 mg
L™), sacarose (25 g L™, agar (8 g L), e pH ajustado para 5,5. Os explantes, segmento
internodal e segmento de cotilédone associado ao hipocétilo, também foram
introduzidos em meio de co-cultivo EME suplementado com acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D - 2,0 mg L), acido a-naftalenoacético (NAA - 1,0 mg L) e
2-isopentenil-adenina (2-ip - 1,0 mg L™). A incubacéo foi realizada a temperatura de 24
°C, por 2 dias, em auséncia de luz.

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia de transformagado, foi testada a
sonicagao (50/60 Hz/30 s) dos explantes, antes ou durante a inoculagdo com a

suspensao bacteriana.
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3.4.4 Selecéo, regeneracao e aclimatizacao das plantas

Apos o periodo de co-cultivo, os explantes foram transferidos para meio de
cultura de selecdo, EME suplementado com a mesma concentragdo de BAP utilizada
durante o periodo de co-cultivo, sacarose (25 g L™, agar (8 g L), acido ascérbico (5
mg L™, canamicina (100 mg L"), cefotaxima sédica (500 mg L") ou timentin (400 mg L
"), para controle do crescimento da Agrobacterium, e pH ajustado para 5,8. Os
explantes foram subcultivados a cada 15 dias.

As gemas adventicias desenvolvidas foram avaliadas pelo teste histoquimico
GUS, para identificagdo de gemas transgénicas. Um segmento pequeno do tecido foliar
desenvolvido (3 - 4 mm), foi coletado e incubado com solugdao X-GLUC (5-bromo-4-
cloro-3-indolil glucuronida), a temperatura de 37 °C, durante 16 h, em auséncia de luz.
Apos o periodo de reagao, o material foi lavado com alcool 70% e analisado. A analise
foi realizada em microscopio estereoscopico para a identificacdo da coloracéo azul.

As gemas que apresentaram reagao positiva no teste GUS foram enxertadas in
vitro em plantula de citrange ‘Carrizo’, germinada in vitro, e incubadas sob fotoperiodo
de 16 h, a 27 °C para pegamento da enxertia e desenvolvimento das plantulas. A
plantula desenvolvida foi posteriormente transferida para um vaso plastico contendo
substrato autoclavado Rendmax Citrus™ (Eucatex) e incubada em condigdes da alta
umidade relativa para aclimatizacdo. Apds a aclimatizacao, a planta foi transferida para
vaso maior e mantida em casa-de-vegetacao certificada para o cultivo de plantas

transgénicas.

3.5 Analise de DNA

A confirmagéo da transformacao genética foi realizada pela analise de PCR. O
DNA foi extraido de folha de plantulas microenxertadas cultivadas in vitro, pelo método
CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990). A analise de PCR foi realizada em termociclador PTC
100 (MJ Research) utilizando ‘primers’ especificos para a deteccédo do gene da capa
protéica do CTV 5’- ATGGACGACGAAACAAAG — 3’ e 5- CAACGTGTGTTGAATTTCC
— 3'. As reacobes foram realizadas utilizando-se 39 ciclos 94 °C por 30 s, 56 °C por 30 s,

72 °C por 40 s, mais uma extensao final de 5 min a 72 °C. Os produtos da amplificacao
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foram separados por eletroforese, aplicando-se as amostras em gel de agorose 1%,
tampéao TBE (0,5 x), a uma voltagem de 65 V. O gel foi corado com brometo de etideo

(0,5 pg/ml), visualizado e fotografado em luz UV.
3.6 Analise histoldgica associada ao teste histoquimico GUS

Segmentos internodais de liméo ‘Volkameriano’® coletados 5 dias apds a
inoculagdo com a suspensao bacteriana, ou seja, 3 dias apds sua transferéncia do meio
de co-cultivo para o meio de selegdo, foram incubados com solucdo X-GLUC, a
temperatura de 37 °C, durante 16 h, em auséncia de luz. Apds o periodo de reacéo, o
material foi lavado com alcool 70% para a remogao da clorofila e desidratado em série
de etanol 80%, etanol 90%, etanol 95% e etanol 100%, seguido de imersdo em etanol
(100%):meio de infiltragdo (1:1) (Historesina, Leica). A infiltragdo foi finalizada com
100% de meio de infitracdo. A emblocagem foi feita em Historesina
(hidroxietilmetacrilato). A polimerizacao foi realizada em temperatura ambiente por 3 - 5
dias. Cortes seriados longitudinais (10 ym) foram preparados em micrétomo rotativo
(Leica RM 2155), com navalha de ago, imersos em gotas de agua, desidratados em
chapa quente (40°) e observados em microscopio para a analise da expressao

transiente do gene uidA (GUS).



38

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Organogénese in vitro

A organogénese in vitro foi estudada em funcéo de diferentes concentragdes de
regulador vegetal, tipo de explante e condi¢cdes de incubagao para limédo ‘Volkameriano’
e laranja azeda.

Inicialmente, avaliou-se a resposta morfogénica em segmento internodal de limao
‘Volkameriano’ introduzido horizontalmente em meio de cultura suplementado com
diferentes concentragdes de regulador vegetal e mantido diretamente sob o fotoperiodo
de 16 h de luz ou em auséncia de luz durante 30 dias seguido do cultivo sob o
fotoperiodo de 16 h (Tabela 1).

Tabela 1 - Organogénese in vitro a partir de segmento internodal de liméo
(Citrus

concentracdes de BAP e condi¢cdes de incubacao.

‘Volkameriano’ volkameriana), cultivado em diferentes

n® de explantes responsivos/ total de explante (%)* n® de gemas por explante*

condi¢bes de incubacéo condigdes de incubacao

(rr?g';o‘I_P'U escuro 16 h de luz Média escuro 16 h de luz média
0,0 0,00/10 (0,0) 0,00/10 (0,0) 0,00/10 (0,0) B 0,00 0,00 0,00B
0,5 0,40/10 (4,0) 0,20/10 (2,0) 0,30/10 (3,0) B 0,07 0,02 0,05B
1,0 2,13/10 (21) 0,46/10 (4,6) 1,30/10 (13) A 0,34 0,04 0,19 A
1,5 1,73/10 (17) 0,53/10 (5,3) 1,13/10(11) A 0,27 0,05 0,16 A

média 1,00/10 (10) a 0,30/10 (3,0) b 0,17 a 0,03b

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maiuscula na coluna nao apresentam diferengas significativas
(Tukey p < 0,05)

*Médias obtidas a partir de 3 experimentos independentes, com 5 repeticdes cada, sendo cada repeti¢cdo constituida
por uma placa de Petri, contendo 10 explantes, total de 50 explantes por experimento.

Pela analise dos dados apresentados na Tabela 1 foi possivel notar que a
incubacao dos explantes em auséncia de luz promoveu um maior desenvolvimento de

gemas adventicias em comparagao com aqueles incubados sob fotoperiodo de 16 h de
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luz. Os tratamentos com 1,0 e 1,5 mg L' de BAP e incubacdo em auséncia de luz
permitiu que 17 e 21% dos explantes apresentassem o desenvolvimento de gemas
adventicias (explantes responsivos), enquanto que apenas 4 e 5% dos explantes
incubados diretamente sob o fotoperiodo de 16 h foram responsivos. O cultivo dos
explantes em auséncia de luz na presenca de 1,0 - 1,5 mg L' de BAP também
favoreceu o desenvolvimento de um maior numero de gemas por explante.

Semelhante ao resultado obtido neste estudo, Silva et al. (2005b) também
verificaram em tangerina ‘Cleopatra’ que a organogénese foi mais eficiente com o
cultivo dos explantes em condicbes de escuro por 30 dias, esses resultados foram
obtidos a partir do cultivo de segmentos de epicotio em meio de cultura MT
(MURASHIGE; TUCKER, 1969), suplementado com 2,0 mg L™ de BAP. Bordén,
Guardiola e Garcia-Luis (2000) verificaram em laranja azeda, o desenvolvimento de um
maior numero de gemas por explante, quando segmentos de epicotilo foram cultivados
em condigdes de escuro em meio de cultura MS suplementado com 5,0 mg L™ de BAP.
Resultado divergente foi relatado em citrange ‘Troyer’, onde foi constatado que na
presenca de luz houve a formagdo de um maior numero de gemas por explante
(MOREIRA-DIAS et al., 2000).

Mediante os resultados obtidos neste primeiro experimento, realizou-se a
incubacao dos explantes, dos experimentos posteriores, em auséncia de luz por um
periodo de 30 dias, sendo em seguida, transferidos para fotoperiodo de 16 h de luz.

Assim, a organogénese in vitro foi estudada em segmento de epicétilo e segmento
internodal, de limdo ‘Volkameriano’ e laranja azeda, introduzidos horizontalmente em
meio de cultura suplementado com diferentes concentragbes de BAP (Tabelas 2 e 3).
Gemas adventicias desenvolveram-se nas extremidades desses explantes e puderam ser
enxertadas in vitro, sendo possivel a obtencdo de plantulas que foram aclimatizadas e
transferidas para a casa-de-vegetagao (Figuras 3 - 4).

A analise dos dados apresentados nas Tabelas 2 e 3 mostram que a presenca
da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) foi essencial para o desenvolvimento de gemas
adventicias tanto em limao ‘Volkameriano’, quanto em laranja azeda. No entanto, as
concentragdes de BAP, que resultaram em um maior numero de explantes com

desenvolvimento de gemas adventicias foram diferentes para cada uma das espécies.
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Figura 3 - Organogénese in vitro em limao ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana). a) Explante
inicial (segmento internodal). b) Gemas adventicias obtidas de segmento
internodal, apds 30 dias de cultivo em auséncia de luz. c) Desenvolvimento de
gemas obtidas a partir de segmento internodal, apds 60 dias de cultivo. d) Gemas
adventicias obtidas de segmento de epicdtilo, cultivado por 30 dias no escuro
seguido do cultivo durante 15 dias sob o fotoperiodo de 16 h de luz. e)
Desenvolvimento de gemas adventicias obtidas a partir de segmento de epicétilo
ap6s 60 dias de cultivo. f) Desenvolvimento de plantula enxertada in vitro em
citrange ‘Carrizo’. Barras: 500 uym (c,d,e), 1000 um (b).
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Figura 4 - Organogénese in vitro em laranja azeda (Citrus aurantium). a) Explante inicial
(segmento de epicétilo). b) Gemas adventicias obtidas de segmento internodal, apds
30 dias de cultivo em auséncia de luz. c) Desenvolvimento de gemas obtidas a partir
de segmento internodal, ap6s 60 dias de cultivo. d) Gemas adventicias obtidas de
segmento de epicotilo, apés 30 dias de cultivo em auséncia de luz. e)
Desenvolvimento de gemas obtidas a partir de segmento de epicétilo apds 90 dias de
cultivo. f) Desenvolvimento de plantula enxertada in vitro em cintrange ‘Carrizo’.
Barras: 500 um (b,c,d,e).
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Para limao ‘Volkameriano’ (Tabela 2) a suplementagdo do meio de cultura com
1,0 e 1,5 mg L de BAP garantiu os melhores resultados em relagcédo ao percentual de
explante que desenvolveram gemas adventicias (33 e 34% de explantes responsivos),
enquanto que para laranja azeda a melhor resposta (49 e 50% de explantes
responsivos) foi obtida na presenca de 0,5 e 1,0 mg L de BAP, sendo que o uso de
concentragdes de BAP acima de 1,0 mg L™ resultou em uma diminuicdo no nimero de

explantes responsivos (Tabela 3).

Tabela 2 - Organogénese in vitro a partir de segmento internodal e de epicotilo, de
limdo ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana), cultivado em meio de cultura

suplementado com diferentes concentracdes de BAP.

n® de explantes responsivos/ total de explante (%)* n® de gemas por explante*
tipos de explantes tipos de explantes
BAP
(mgL") seg. epicdtilo seg. internodal média seg. epicotilo seg. internodal média
0,0 0,60/10 (6,0) 0,06/10 (0,6) 0,33/10 (3,0) C 0,06 0,06 0,06 C
0,5 2,46/10 (24) 1,13/10 (11) 1,80/10 (18) B 0,52 0,19 0,35B
1,0 4,20/10 (42) 2,40/10 (24) 3,30/10 (33) A 1,04 0,45 0,74 A
1,5 3,73/10 (37) 3,07/10 (30) 3,40/10 (34) A 0,92 0,43 0,67 A
média  2,75/10 (27) a 1,67/10 (16) b 0,63 a 0,28 b

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maiuscula na coluna nao apresentam diferengas significativas
(Tukey p < 0,05).

* Médias obtidas a partir de 3 experimentos independentes, com 5 repeticdes cada, sendo cada repeticdo constituida
por uma placa de Petri, contendo 10 explantes, total de 50 explantes por experimento.

Os resultados obtidos nestes experimentos foram divergentes daqueles ja
relatados, em segmentos de epicotilo de limdo ‘Volkameriano’ e laranja azeda
(SCHINOR et al., 2006), onde foi constatada uma maior freqiéncia de regeneragao, em
laranja azeda (77,3% de explantes responsivos) na auséncia de BAP e n&o foi notada
diferencas na taxa de formacéo de gemas em lim&o ‘Volkameriano’ tanto na presenca

de 1,0 mg L' de BAP (67,6% de explantes responsivos) quanto na auséncia da
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citocinina (69,3% de explantes responsivos). Essas diferengas nos resultados podem
estar relacionadas ao material vegetal e a idade do explante.

Em relagdo ao numero de gemas adventicias desenvolvidas por explante,
observou-se, para liméao ‘Volkameriano’, que os melhores resultados foram alcangados
com o cultivo dos explantes em meio de cultura suplementado com 1,0 e 1,5 mg L™ de
BAP, na presenca dessas concentragcdes de regulador verificou-se que o numero de
gemas desenvolvidas pelo total de explante foi de 0,74 e 0,67, respectivamente. Ja em
laranja azeda, constatou-se que as concentracdes de 0,5; 1,0 e 1,5 mg L de BAP
favoreceram os melhores resultados, tendo sido obtido 0,86; 0,79 e 0,63 gemas pelo

total de explante, respectivamente.

Tabela 3 - Organogénese in vitro a partir de segmento internodal e de epicétilo de
laranja azeda (Citrus aurantium), cultivados em diferentes concentragdes
de BAP.

n® de explantes responsivos/ total de explante (%)* n° de gemas por explante*

tipos de explantes tipos de explantes

(rr?gfp) seg. epicotilo seg. internodal média seg. epicotilo  seg. internodal média
0,0 2,33/10 (23) 0,00/10 (0,0) 1,16/10 (11) C 0,26 0,00 0,13C
0,5 5,93/10 (59) 3,93/10 (39) 4,93/10 (49) A 1,07 0,67 0,86 A
1,0 5,13/10 (51) 4,86/10 (48) 5,00/10 (50) A 0,80 0,78 0,79 A
1,5 3,79/10 (37) 3,53/10 (35) 3,66/10 (36) B 0,58 0,68 0,63 AB
2,0 3,60/10 (36) 2,20/10 (22) 2,90/10 (29) B 0,59 0,40 0,49 B

média  4,16/10 (41) a 2,90/10 (29) b 0,66 a 0,50 b

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e maiuscula na coluna nao apresentam diferengas significativas
(Tukey p < 0,05).

*Médias obtidas a partir de 3 experimentos independentes com 5 repetigées cada, sendo cada repetigcdo constituida
por uma placa de Petri, contendo 10 explantes, total de 50 explantes por experimento

Semelhante ao resultado obtido neste trabalho, Schinor et al. (2006) também
verificaram em limdo ‘Volkameriano’ que a concentragdo de 1,0 mg L' de BAP
proporcionou a formagao de um maior numero de gemas por explante (1,5 gemas por

explante), no entanto, em laranja azeda, esses mesmos pesquisadores ndo notaram
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diferencas significativas no numero de gemas por explante tanto na auséncia (1,3
gemas por explante) quanto na presenca de 1,0 mg L' de BAP (1,4 gemas por
explante). Borddn, Guardiola e Garcia-Luis (2000) estudando a organogénese in vitro
de diversos porta-enxertos, verificaram em laranja azeda, que a suplementagéo do meio
de cultura com 1,0 mg L™ de BAP e 0,1 mg L™ de NAA promoveu o desenvolvimento de
1,6 gemas por explante, esse resultado foi obtido na extremidade apical de segmentos
de epicdtilo introduzidos horizontalmente em meio de cultura MS e cultivados na
presenca de luz.

Embora a organogénese normalmente seja estimulada com o uso de reguladores
vegetais, altas concentragdes de BAP tem mostrado um efeito inibitério sobre o
desenvolvimento de gemas, isto pode ser observado neste estudo, em laranja azeda,
onde verificou-se que na presenga de 2,0 mg L' de BAP, houve uma redugao tanto no
numero de explantes responsivos quanto no numero de gemas por explante, sendo que
esse efeito foi mais pronunciado em segmento internodal (Tabela 3). Silva et al. (2005b)
também notaram uma redugéo na resposta morfogénica em segmentos de epicétilo de
tangerina ‘Cledpatra’, quando concentracdes acima de 2,0 mg L' de BAP foram
adicionadas ao meio de cultura.

Pela andlise dos dados referentes ao tipo de explante (Tabelas 2 e 3) pode-se
verificar que o maior desenvolvimento de gemas adventicias foi obtido com segmento
de epicdtilo tanto para limao ‘Volkameriano’ (27% explantes responsivos) quanto para
laranja azeda (41% explantes responsivos) em comparagao com segmento internodal,
onde as porcentagens de explante responsivos foram de 16% para limao
‘Volkameriano’ e 29% para laranja azeda. Em segmento de epicétilo também foi
observado o desenvolvimento de um maior numero de gemas por explante para ambas
as especies.

Em razdo da baixa taxa de desenvolvimento de gemas adventicias a partir do
cultivo de segmento internodal e segmento de epicdtilo e principalmente da dificuldade
em se obter gemas transgénicas a partir do uso dos respectivos segmentos, buscou—se
o0 emprego de um explante alternativo proveniente de tecidos menos diferenciados, na
tentativa de promover uma maior taxa de regeneragéo. Assim, segmentos de cotilédone

associados ao hipocatilo (Figura 5a), obtidos de sementes de limdo 'Volkameriano’ e
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laranja azeda introduzidas in vitro foram cultivados na presenca de diferentes
concentragdes de BAP a fim de analisar sua resposta morfogénica (Tabelas 4 e 5).

Os resultados apresentados nas Tabelas 4 e 5 mostram que semelhante aos
explantes, segmento internodal e de epicdtilo, a presenca de citocinina (BAP) também
foi essencial para o desenvolvimento de gemas adventicias a partir do segmento de
cotilédone associado ao hipocatilo, no entanto, ndo houveram diferencas significativas
no numero de explantes responsivos, quando diferentes concentragbes de BAP foram
testadas, nas duas espécies em estudo. Embora ndo tenha sido constatada diferencas
significativas no numero de explantes responsivos, verificou-se uma tendéncia de maior
desenvolvimento de gemas adventicias na presencga de 1,0 e 1,5 mg L™ de BAP para
lim&o ‘Volkameriano e de 0,5 e 1,0 mg L™ de BAP para laranja azeda, esse resultado foi
semelhante ao observado nas respectivas espécies, a partir do cultivo de segmento de

epicaotilo e internodal.

Tabela 4 - Organogénese in vitro a partir de segmento de cotilédone associado ao
hipocétilo de limdo ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana), cultivado em

meio de cultura suplementado com diferentes concentracdes de BAP.

BAP (mg L'1) n° de explantes responsivos/ total de explante (%) n° gemas por explante
0,0 0,62/6 (10,4) b 0,20 c
0,5 3,62/6 (60,45) a 2,94 b
1,0 4,62/6 (77,0) a 4,56 a
1,5 4,50/6 (75,0) a 4,45 ab
média 3,34/6 (55,7) 2,3

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo apresentam diferengas significativas (Tukey p < 0,05).
*Médias obtidas a partir de 2 experimentos independentes com 4 repetigées cada, sendo cada repetigcdo constituida
por uma placa de Petri, contendo 6 explantes, total de 24 explantes em cada experimento.

Nos experimentos realizados com segmento de cotilédone associado ao
hipocétilo, verificou-se que a porcentagem de explantes reponsivos, na presenca de
BAP, foi de aproximadamente 60 a 75% em limao ‘Volkameriano’, ja em laranja azeda
constatou-se que cerca de 52 a 75% dos explante desenvolveram gemas adventicias.

Mesmo nao tendo sido realizada analise estatistica para comparar os resultados obtidos
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com os trés tipos de explantes, visto que os experimentos realizados com segmento de
cotilédone associado ao hipocdtilo foram feitos em épocas diferentes daqueles
utilizando segmento internodal e de epicdtilo, verificou-se que a taxa de regeneragao
do explante, segmento de cotilédone associado ao hipocétilo, foi maior do que aquela
obtida a partir de segmento internodal (11 a 30% para limao ‘Volkameriano’ e 22 a 39%
para laranja azeda) e segmento de epicétilo (24 a 42% para limao ‘Volkameriano’ e 36 a

59% para laranja azeda), na presenga da citocinina BAP.

Tabela 5 - Organogénese in vitro a partir de segmento de cotilédone associado ao
hipocétilo de laranja azeda (Citrus aurantium), cultivado em meio de

cultura suplementado com diferentes concentracdes de BAP

BAP (mg L'1) n° de explantes responsivos/ total de explante (%) n° gemas por explante
0,0 0/8 (0,0) b Oc
0,5 6/8 (75,0) a 3,7a
1,0 5,4/8 (67,5) a 2,8 ab
1,5 4,28 (52,5)a 1,5b
média 3,9/8 (48,7) 2

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna n&o apresentam diferencas significativas (Tukey p < 0,05).
*Médias obtidas a partir de 1 experimento com 5 repeticdes cada, sendo cada repeticdo constituida por uma placa
de Petri, contendo 8 explantes, total de 40 explante no experimento.

Quanto ao numero de gemas adventicias desenvolvidas por explante constatou-
se que as melhores resposta foram obtidas para limdo ‘Volkameriano® com o
fornecimento de 1,0 e 1,5 mg L™ de BAP, onde verificou-se o desenvolvimento de 4,56
e 4,45 gemas por explante, respectivamente, enquanto em laranja azeda, as
concentragdes 0,5 e 1,0 mg L™" de BAP proporcionaram a formagao de 3,7 e 2,8 gemas
por explante, respectivamente.

A organogénese in vitro a partir de segmento de cotilédone associado ao
hipocétilo foi estudada em Curcubita pepo (ANANTHAKRISHNAN et al.,, 2003;
KATHIRAVAN et al.,, 2006). Semelhante ao resultado alcancado neste trabalho, a

organogénese em C. pepo também foi obtida na presenga de citocinina (BAP). No
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entanto, diferente do ocorrido em laranja azeda e limao ‘Volkameriano’, onde verificou-
se o desenvolvimento de gemas adventicicas apenas no hipocétilo (Figura 5b-d), em C
pepo, as gemas adventicias formaram-se na area de jungdo do cotilédone com o
hipocotilo (ANANTHAKRISHNAN et al., 2003).

Figura 5 - Organogénese in vitro em limao ‘Volkameriano' (Citrus volkameriana) e laranja
azeda (Citrus aurantium), utilizando segmento de cotilédone associado ao
hipocétilo como explante. a) Explante inicial. b) ¢) Desenvolvimento de gemas
adventicias na regido do hipocotilo, em laranja azeda (b) e limao ‘Volkameriano’
(c) apos 20 dias de cultivo em auséncia de luz. d) Brotos de laranja azeda
desenvolvidos apés 45 dias de cultivo em meio de cultura suplementado com 0,5
mg L de BAP. Barras: 500 ym (a,b,c,d).
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4.2 Andlise histolégica da morfogénese

A anadlise histologica da morfogénese foi realizada com as duas espécies em
estudo, por meio de cortes histoldgicos longitudinais e transversais em segmentos
internodais, segmentos de epicdtilo e segmentos de cotilédone associado ao hipocétilo
cultivados em meio de cultura para a indugéo da organogénese.

Inicialmente, realizou-se a analise histolégica com segmento internodal e
segmento de epicotilo de obtidos de limdo ‘Volkameriano’ e laranja azeda. Por meio de
cortes histologicos transversais e longitudinais feitos nos explantes utilizados para
iniciar o cultivo in vitro, observou-se que sua estrutura é formada por uma epiderme
unisseriada, por um cértex constituido por células de diversas formas e tamanhos, por
um cilindro vascular composto externamente pelas células constituintes do floema,
seguido do cambio vascular constituido por células meristematicas e internamente
pelas células que compde o xilema, e uma regido central formada por células
parenquimaticas (Figura 6a-c; Figura 7a-d). Apds aproximadamente 10 dias de cultivo in
vitro desses explantes em meio de cultura suplementado com a citocinina BAP, notou-
se o inicio do desenvolvimento de calos nas extremidades desses segmentos.
Conforme foi demonstrado por meio de cortes histologicos longitudinais, a formagéao
desses calos foi causada por divisdes, principalmente no plano periclinal, das células
meristematicas do cambio vascular proximas a extremidade do explante (Figura 6d-¢;
Figura 7e-f). Nos calos desenvolvidos, observou-se a presenca de areas
meristematicas, as quais foram responsaveis pela formacéao das gemas adventicias que
foram observadas apds aproximadamente 20 dias de cultivo in vitro (Figura 6g-h; Figura
7g-h). Dessa forma, verificou-se que o processo de desenvolvimento de gemas
adventicias a partir desses explantes ocorreu por meio de organogenese indireta.

De maneira semelhante ao observado neste trabalho, em estudos relacionados
com a caracterizagdo anatdbmica da morfogénese realizados com laranja ‘Valéncia’
utiizando segmento internodal (ALMEIDA et al., 2003) e segmento de epicotilo
(ALMEIDA et al., 2006), e com citrange ‘Troyer’ utilizando segmento de epicétilo
(GARCIA-LUIS et al., 1999), demonstrou-se que o processo de desenvolvimento de
gemas adventicias tem inicio com a divisdo celular na regido da cambio vascular,

porém nesses estudos relatou-se que a organogénese pode ocorrer de maneira direta
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ou indireta, dependendo da polaridade, orientacdo (GARCIA-LUIS et al., 1999) e
condicao de cultivo dos explantes (ALMEIDA et al., 2003).

Com relacdo ao processo de morfogénese ocorrido a partir de segmento de
cotilédone associado ao hipocétilo, nas duas espécies em estudo, verificou-se que apos
0 inicio do cultivo in vitro em meio de cultura contendo citocinina (BAP), alteracdes
estruturais foram visiveis apenas na regido do hipocotilo. Cortes histolégicos
longitudinais feitos nos explantes utilizados para iniciar o cultivo in vitro (Figura 8a) e
comparados com cortes histolégicos realizados em explantes coletados apds 13 dias de
cultivo in vitro, confirmaram que essas modificagdes estruturais foram restritas a regido
do hipocétilo. Por meio dos cortes histoldgicos realizados com os explantes nessa fase
de desenvolvimento (Figura 8b-c) e apds 20 dias de cultivo in vitro (Figura 8d) foi
possivel observar a formagédo de calos e o desenvolvimento de gemas adventicias.
Semelhante ao observado com segmento internodal e segmento de epicaétilo, os calos
foram desenvolvidos a partir de divisbes celulares na regido do cambio vascular e a
formacgao de gemas adventicias ocorreu por meio de organogénese indireta (Figura 8c).

Pela analise histolégica, do processo de morfogénese, realizado com os trés
tipos de explantes utilizados para a indugao de organogénese in vitro e obtidos tanto de
limdo ‘Volkameriano’ quanto de laranja azeda, constatou-se que as gemas adventicias
tiveram origem enddgena, sendo formadas a partir de calos. As gemas desenvolvidas
apresentaram primaodios foliares, meristema apical e conexao vascular com o tecido do
explante (Figura 7g; Figura 8d).

Esses resultados referentes a origem das gemas adventicias sdo de grande
importancia quando pretende-se estabelecer protocolos de organogénese in vitro que
estejam associados a transformagado genética, visto que para a obtengdo de gemas
transgénicas € necessario o contato da Agrobacterium tumefaciens com as células que

irdo se diferenciar em gemas adventicias.
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Figura 6 - Analise histolégica do processo organogénico em limao ‘Volkameriano’ (Citrus

volkameriana) e laranja azeda (Citrus aurantium) a partir de segmento de epicotilo.
a-b) Cortes transversais do explante inicial de limdo ‘Volkameriano’ (a) e laranja
azeda (b), apresentando epiderme (e), cortex (co), sistema vascular (v) e medula
(m). c) caracteristicas anatémicas gerais do explante inicial visualizadas em corte
longitudinal de laranja azeda. d-e). Corte longitudinal de laranja azeda apés 10 dias
de cultivo in vitro (d) e limdo ‘Volkameriano’ apds 13 dias de cultivo in vitro (e),
mostrando espessamento da extremidade do explante devido a divisdes celulares
na regiao do cambio vascular. f) Corte histologico de laranja azeda, evidenciando o
inicio de formagdo de gema adventicia. g-h). Cortes histoldégicos de limao
‘Volkameriano’ (g) e de laranja azeda (h) com gemas adventicias, apés 20 e 24
dias de cultivo in vitro, respectivamente, com presenga de meristema caulinar (mc),
primordios foliares (pf) e epiderme bem definida (seta). Barras: 50 um (g), 100 pym
(a, c, f, h), 200 ym (b, d, e).
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Andlise histologica do processo organogénico em limao ‘Volkameriano’ (Citrus
volkameriana) e laranja azeda (Citrus aurantium) a partir de segmento internodal. a-
d) Cortes transversais de limao ‘Volkameriano’ (a) e laranja azeda (b) e cortes
longitudinais de limao ‘Volkameriano’ (c) e laranja azeda (d) do segmento internodal
utilizado como explante, com a presenga de epiderme (e), cortex, (co), sistema
vascular (v) e medula (m). e-f) Cortes longitudinais de laranja azeda apés 10 dias
de cultivo in vitro (e) e de lim&o ‘Volkameriano’ ap6s 13 dias de cultivo in vitro (f),
apresentando divisbes celulares na regido do cambio vascular (ca), com
consequente espessamento da extremidade do explante. g) Corte histolégico de
limao ‘Volkameriano’, apds 20 dias de cultivo in vitro, com gema adventicia,
exibindo meristema caulinar (mc), primérdios foliares (pf) e sistema vascular (v). h)
Corte histologico de laranja azeda, apds 24 dias de cultivo in vitro, com gema
adventicia em desenvolvimento, apresentando epiderme definida (seta) e com
areas meristematicas. Barras: 50 ym (h), 100 ym (g), 200 pm (a,b,c,d,ef).



52

Figura 8 - Analise histolégica do processo organogénico em limao ‘Volkameriano’ (Citrus
volkameriana) e laranja azeda (Citrus aurantium) a partir de segmento de
cotilédone associado ao hipocotilo. a) Corte histolégico do explante inicial,
apresentando caracterisiticas anatbmicas gerais. b) Desenvolvimento de gemas
adventicias em laranja azeda, apés 13 dias de cultivo in vitro. c-d) Cortes
histologicos mostrando divisdes celulares na regido do cambio vascular (ca) e
formacgéo de gemas adventicias a partir dessa regiao em limao ‘Volkameriano’ (c) e
em laranja azeda (d), com meristema caulinar (mc), primérdios foliares (pf),
sistema vascular (v) e epiderme (seta), apds 20 dias de cultivo in vitro. Barras: 200
um (a, b, ¢, d).

4.3 Transformacao genética

A transformacao genética foi realizada via Agrobacterium tumefaciens contendo
o plasmideo pCAMBIA 2201, com uma sequéncia do gene da capa protéica do virus da
tristeza dos citros numa construgdo génica tipo ‘hairpin’ (dsCP-CTV). Os experimentos
foram realizados com as espécies, limao ‘Volkameriano’ (39 experimentos) e laranja
azeda (28 experimentos), tendo sido utilizado os seguintes explantes, segmento
internodal, segmento de epicdtilo e segmento de cotilédone associado ao hipocdtilo.
Esses explantes foram mantidos em meio de co-cultivo e selecédo, suplementado com
concentracdo de BAP estabelecida durante os experimentos de organogénese (1,0 mg

L™ de BAP para lim&o ‘Volkameriano’ e 0,5 mg L™ de BAP para laranja azeda).
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Nos experimentos de transformacgédo genética realizados a partir de segmentos
internodais, obtido de plantas de limao ‘Volkameriano’ cultivadas em casa-de-vegetacao
(28 experimentos), verificou-se o desenvolvimento de gemas adventicias em 248
explantes (explantes responsivos) de um total de 4978 explantes inoculados com a
suspensdo bacteriana (Tabela 6). Para a identificagdo das gemas transgénicas,
realizou-se o teste histoquimico GUS em 94 gemas adventicias, sendo que 2 mostram
reacao positiva (Figura 9b). A eficiéncia de transformacao foi de 0,58%, esse valor foi
obtido calculando-se o numero de gemas GUS positivas pelo numero total de explantes
utilizados nos experimentos onde essas gemas foram regeneradas.

Nos experimentos de transformagao genética realizados com laranja azeda,
utilizando segmento internodal (10 experimentos), verificou-se que de um total de 1659
explantes inoculados com a Agrobacterium tumefaciens, apenas 7 explantes formaram
gemas adventicias, 2 gemas foram avaliadas pelo teste histoquimico GUS, porém
essas gemas apresentaram reagao negativa.

Ja nos experimentos realizados com laranja azeda utilizando segmento de
epicotilo (14 experimentos), observou-se que 39 explantes desenvolveram gemas
adventicias de um total de 2622 explantes inoculados com a suspensdo bacteriana.
Realizou-se o teste histoquimico GUS em 21 gemas, sendo que 2 mostraram reagao
positiva (0,54% de eficiéncia de transformacgédo) (Tabela 7). Essas gemas foram
enxertadas in vitro em plantulas de citrange ‘Carrizo’, no entanto, devido ao seu
pequeno tamanho elas ndo se desenvolveram.

Em varios experimentos realizados com segmento de epicotilo obtido de
plantulas de laranja azeda, notou-se necrose nas extremidades dos explantes, ou seja,
verificou-se que esses explantes tornaram-se escuros e ndo desenvolveram gemas
adventicias. Esta resposta também foi observada em segmentos de epicétilo obtidos de
plantulas de limao ‘Volkameriano’, no entanto, nessa espécie, esta resposta foi
constatada em todos os explantes utilizados nos 4 experimentos realizados (total de
687 explantes). Ghorbel et al. (2000) também observaram necrose nas extremidades
dos explantes e auséncia no desenvolvimento de gemas adventicias, quando
segmentos de epicotilo de laranja azeda foram utilizados como explante em

experimentos de transformacgao genética.
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Tabela 6 - Transformacdo genética de limdo ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana),

utilizando segmento internodal.

experimentos explantes responsivos / gemas GUS */ eficiéncia de plantas
total de explantes gemas avaliadas transformacéo (%) aclimatizadas

12 24/131 1/24 0,76 1
2° 3/143 0/3 0 0
3° 0/134 0/0 0 0
4° 8/185 0/5 0 0
5° 33/189 0/9 0 0
6° 1179 0/0 0 0
7° 0/92 0/0 0 0
8P 0/77 0/0 0 0
9° 0/103 0/0 0 0
10 ° 0/60 0/0 0 0
11° 5/352 0/1 0 0
12° 18/434 0/0 0 0
13° 34/240 1127 0,41 1
14° 4/171 0/1 0 0
15° 5/118 0/1 0 0
16 ° 3/242 0/0 0 0
17 2 5/150 0/3 0 0
182 0/122 0/0 0 0
192 0/64 0/0 0 0
202 0/85 0/0 0 0
212 4/116 0/0 0 0
222 2/167 0/0 0 0
232 14/209 0/8 0 0
242 10/426 0/2 0 0
252 2/153 0/1 0 0
26 ¢ 3/191 0/0 0 0
27 2¢ 13/170 0/0 0 0
28 2¢ 57/275 0/9 0 0
Total 248/4978 2/94 0,58 2

a Experimentos mantidos em meio de sele¢do suplementado com o antibiético cefotaxima (500 mg L™).

b Experimentos mantidos em meio de selegao suplementado com o antibiético timentin (400 mg L'1).

¢ Explantes inoculados com a suspensao bacteriana e tratados em ultrassom por 30 s .

d Expla1ntes cultivados em meio de co-cultivo EME suplementado com 2,4 D (2,0 mg L'1), NAA (1,0 mg L'1) e 2-ip (1,0
mgL).
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Tabela 7 - Transformagao genética de laranja azeda (Citrus aurantium), utilizando

segmento de epicotilo.

experimentos explantes responsivos / gemas GUS "/ eficiéncia de plantas
total de explantes gemas avaliadas transformacao (%) aclimatizadas
12 1/375 0/1 0 0
2° 20/352 1/15 0,28 0
3° 0/256 0/0 0 0
4° 0/100 0/0 0 0
50e 0/108 0/0 0 0
6° 0/107 0/0 0 0
7°¢ 0/88 0/0 0 0
8" 1/402 0/0 0 0
g ad 4/124 1/2 0,8 0
102 11/114 0/1 0 0
1124 2217 0/2 0 0
12 a¢ 0/80 0/0 0 0
1324 0/162 0/0 0 0
142 ¢ 0/137 0/0 0 0
Total 39/2622 2/21 0,54 0

a Explantes cultivados em meio de selegdo suplementado com o antibiético cefotaxima (500 mg L)
b Explantes cultivados em meio de sele¢do suplementado com o antibiético timentin (400 mg L’ )

¢ Explantes inoculados com a suspenséo bacteriana e tratados em ultrassom por 30 s

d Experimentos realizados com a variedade laranja azeda ‘Beja’

Embora os resultados obtidos nos experimentos de organogénese in vitro
realizados com limdo ‘Volkameriano’ e laranja azeda (Tabelas 2 e 3), mostrarem uma
maior capacidade morfogénica em segmento de epicotilo, nos experimentos de
transformacado genética, realizados principalmente com liméo ‘Volkameriano’, os
segmentos internodais foram mais eficientes para a obtengdo de gemas transgénicas
em comparagdo com segmentos de epicétilo, os quais, mostram-se mais sensiveis ao
contato com a Agrobacterium tumefaciens, dificultando o desenvolvimento de gemas

transgénicas.
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Nos experimentos de transformagcdo genética realizados com liméo
‘Volkameriano’ utilizando segmento internodal, e com laranja azeda utilizando os
segmentos internodal e de epicétilo, verificou-se que diversos explantes apresentaram
apenas o inicio de desenvolvimento das gemas adventicias, no entanto, mesmo apos
sua transferéncia para meio de cultura com concentracido reduzida de BAP e
canamicina, seu crescimento foi paralisado, impossibilitando a coleta de tecido para a
realizagcdo do teste histoquimico GUS. Esse inicio de desenvolvimento de gemas
adventicias também foi observado em experimentos de transformacdo genética
realizados com tangerina ‘Clementina’, utilizando segmento internodal como explante
(CERVERA et al., 2008), porém, esses pesquisadores observaram um maior
desenvolvimento dessas gemas, quando os explantes foram mantidos em meio de
cultura WPM (LLOYD; McCOWN, 1980) em substituigdo ao meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962).

Nos experimentos realizados com limao ‘Volkameriano’ utilizando segmento de
cotilédone associado ao hipocdtilo (5 experimentos), verificou-se o desenvolvimento de
gemas adventicias em 42 explantes de um total de 248 explantes inoculados com a
Agrobacterium tumefaciens. Para a identificagdo das gemas transgénicas realizou-se o
teste histoquimico GUS, em 63 gemas e verificou-se que 4 mostraram-se positiva (3%
de eficiéncia de transformacao) (Tabela 8).

Ja nos experimentos realizados com laranja azeda utilizando segmento de
cotilédone associado ao hipocdtilo (Tabela 9), verificou-se o desenvolvimento de gemas
adventicias em 38 explantes, de um total de 146 explantes inoculados com a
suspensao bacteriana. Em cada explante, observou-se o desenvolvimento de muitas
gemas adventicias, sendo que 137 gemas foram avaliadas pelo teste histoquimico GUS
e apenas uma mostrou-se positiva. A eficiéncia de transformacgéao foi de 3,22%, esse
valor foi semelhante aquele obtido por Ghorbel et al. (2000) em experimentos de
transformacéo genética realizados com segmento internodal de laranja azeda (3,6% de
eficiéncia de transformacao), e foi superior a eficiéncia de transformagao genética de
laranja azeda, alcangada por Gutiérrez, Luth e Moore (1997) cujos valores foram de
1,2% e 2,4%.
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Tabela 8 - Transformacdo genética de limdo ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana),

utilizando segmento de cotilédone associado ao hipocétilo.

experimentos explantes responsivos / gemas GUS */ eficiéncia de plantas
total de explantes gemas avaliadas transformacéo (%) aclimatizadas
1 13/67 3/28 4,47 2
2 8/62 0/13 0 0
3° 17/59 1/22 1,69 0
4° 1/25 0 0 0
5 3/35 0 0 0
Total 42/248 4/63 3,08 2
a Explantes cultivados em meio de co-cultivo EME suplementado com 2,4 D (2,0 mg L), NAA (1,0 mg L™) e 2-ip (1,0

-1
b rlg)?pll_an)fes tratados em ultrassom por 30 s, antes da inoculagao com Agrobacterium tumefaciens

Em todos os experimentos onde foi constatado o desenvolvimento de gemas
adventicias, verificou-se que muitas gemas regeneradas nao eram transformadas
(escapes) (Figura 9a). A regeneracdo de gemas adventicias nao transformadas, em
meio de cultura contendo agente de selegcédo (canamicina) foi atribuida a protegcao das
células nao transformadas, ao agente de selegcdo, pelas células transformadas
adjacentes e também a persisténcia da Agrobacterium tumefaciens no tecido inoculado
(DOMINGUEZ et al., 2004).

Tabela 9 - Transformagao genética de laranja azeda (Citrus aurantium), utilizando

segmento de cotilédone associado ao hipocétilo.

experimentos explantes responsivos/ total gemas GUS */ eficiéncia de plantas
de explantes gemas avaliadas transformacéo (%) aclimatizadas
12 114 0/0 0 0
2 20/64 0/58 0 0
3? 15/31 1/79 3,22 0
4° 2/37 0/0 0 0
Total 38/146 1/137 3,22 0

a Experimentos realizados com a variedade laranja azeda ‘Beja’
b Expla1ntes cultivados em meio de co-cultivo EME suplementado com 2,4 D (2,0 mg L'1), NAA (1,0 mg L'1) e2-ip(1,0
mgL™).
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Em razdo do baixo numero de gemas transgénicas obtidas nas duas espécies
em estudo, buscou-se localizar a expressao transiente do gene uidA (GUS) no tecido do
explante apds a inoculagdo com a Agobacterium, a fim de verificar se as células
competentes para a transformacgdo genética e regeneragcdo tem a mesma origem.
Assim, segmentos internodais de limao ‘Volkameriano’ coletados 2 dias apds periodo
de co-cultivo (5 dias apds a inoculagdo com a suspensao bacteriana) foram incubados
em solugdo X-GLUC para a realizacéo cortes histologicos. Pela analise dos cortes foi
possivel observar a expressao transiente do gene uidA (GUS) na regido do cambio
vascular (Figura 9c), indicando que as células capazes de serem transformadas
genéticamente tem a mesma origem das células envolvidas no processo de
desenvolvimento de gemas adventicias.

Em alguns experimentos, o protocolo normalmente utilizado para a
transformacédo genética de citros foi modificado, com a introdu¢cdo de parametros
alternativos como a sonicacdo dos explantes, antes ou durante sua inoculagcdo com
Agrobacterium tumefaciens, a utilizagdo do antibidtico timentin (400 mg L) ou
cefotaxima (500 mg L™), para o controle do crescimento da Agrobacterium, e a
introdugcao dos explantes em meio de co-cultivo contendo os reguladores vegetais 2,4 D
(2,0 mg L"), NAA (1,0 mg L™), 2-ip (1,0 mg L™).

A sonicagcao foi realizada antes da inoculagdo com a suspensao bacteriana,
quando utilizou-se os segmentos de epicotilo e segmentos de cotilédone associado ao
hipocétilo de limao ‘Volkameriano’ (Tabela 8) e segmentos internodais de laranja azeda
ou durante a inoculagdo com a suspensao bacteriana, neste caso, utilizou-se
segmentos internodais de liméo ‘Volkameriano’ (Tabela 6) e segmentos de epicétilo de
laranja azeda (Tabela 7). No entanto, verificou-se que com esses tratamentos n&o
ocorreu o desenvolvimento de gemas adventicias.

Em aproximadamente metade dos experimentos de transformagado genética
realizados, nas duas espécies em estudos, com os explantes, segmentos internodal e
de epicotilo, utilizou-se meio de selecdo contendo o antibiético cefotaxima e a outra
metade dos experimentos foi realizada com o antibiético timentin. No entanto, verificou-
se que esses antibidticos ndo influenciaram a transformagado genética em limao

‘Volkameriano’ e laranja azeda. Em raz&o deste resultado, nos experimentos realizados
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com segmento de cotilédone associado ao hipocatilo, utilizou-se o apenas o antibiético
cefotaxima no meio de selecéo.

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia de transformagédo genética, em alguns
experimentos realizados com limdo ‘Volkameriano’ e laranja azeda, utilizando segmento
internodal e segmento de cotilédone associado ao hipocétilo, o meio de co-cultivo
normalmente utilizado foi substituido por um meio de cultura suplementado com auxinas
e citocinina (2,4 D, NAA e 2-ip). Essa alteracao foi realizada, uma vez que ha relatos na
literatura mostrando que os reguladores vegetais, principalmente as auxinas, presentes
no meio de co-cultivo exercem influéncia na transformacéo genética de citros (PENA et
al., 2004a). A presenga de auxina durante a fase de co-cultivo induz o desenvolvimento
de calos derivados das células do cambio vascular, os quais podem conter as areas
meristematicas responsaveis pela formacdo de gemas adventicias (PENA et al.,
2004a).

Em limdo ‘Volkameriano’, quando o meio de co-cultivo suplementado com
auxinas e citocinina foi utilizado, identificou-se 1 gema transgénica obtida a partir de
segmento de cotilédone associado ao hipocdtilo, porém a eficiéncia de transformacgéao
foi menor do que aquela alcangcada no outro experimento em que foram identificadas
gemas transgénicas, cujo o meio de co-cultivo foi suplementado com 1,0 mg L™ de BAP
(Tabela 8). Esse resultado foi divergente daquele obtido com segmento de epicétilo de
citrange ‘Carrizo’, onde constatou-se uma maior eficiéncia de transformagao genética,
quando os explantes foram mantidos em meio de co-cultivo, suplementado com auxinas
e citocinina (2,0 mg L™ de 2,4 D; 2,0 mg L™ de AlIA e 1,0 mg L™ de 2-ip) em comparagao
com aqueles mantidos em meio de co-cultivo suplementado apenas com citocinina (1,0
mg L™ de BAP) ou sem reguladores vegetais (PENA et al., 2004a).

Em laranja azeda ndo se notou o desenvolvimento de gemas transgénicas
quando os explantes foram mantidos no meio de co-cultivo suplementado com auxinas
e citocinina, essa auséncia no desenvolvimento de gemas transgénicas provavelmente
esta relacionada ao fato de desta espécie ser mais recalcitrante para a transformacéao
genética.

A andlise geral dos resultados obtidos nos experimentos de transformacao

genética mostra que foi possivel obter 6 gemas transgénicas de limao ‘Volkameriano’,
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sendo que 2 foram obtidas a partir de segmento internodal e 4 foram obtidas a partir de
segmento de cotilédone associado ao hipocotilo. Enquanto que com laranja azeda
foram obtidas 3 gemas transgénicas, sendo 2 utilizando segmento de epicotilo e 1
utiizando segmento de cotilédone associado ao hipocotilo. A eficiéncia de
transformacéo foi maior quando os experimentos foram realizados com segmento de
cotilédone associado ao hipocdtilo, nas duas espécies em estudo (3% em lim&o
‘Volkameriano’ e 3,22% em laranja azeda), em comparagdo com segmento internodal
(0,58% em liméao ‘Volkameriano’) e segmento de epicétilo (0,54% em laranja azeda).

As gemas transgénicas foram enxertadas in vitro em plantula de citrange
‘Carrizo’, porém verificou-se apenas 4 gemas transgénicas de limao ‘Volkameriano’ e 1
de laranja azeda se desenvolveram apos a enxertia in vitro. Apés o desenvolvimento
das plantulas de limao 'Volkameriano’, realizou-se a analise de PCR, para confirmar a
insercdo do gene dsCP-CTV em seu genoma. Conforme mostra a Figura 9d, foi
possivel observar um fragmento de 671 pb, correspondente a parte do gene
amplificada. As plantulas PCR positiva foram aclimatizadas e estdo sendo mantidas em
casa-de-vegetacao certificada para o cultivo de plantas transgénicas e até o momento
apresentam desenvolvimento normal. Apds seu crescimento, essas plantas seréo
analisadas por Southern blot para confirmar a integragdo e o numero de eventos de

insercdes do gene dsCP-CTV em seu genoma.
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Figura 9 - Transformagdo genética em citros via Agrobacterium tumefaciens, contendo o
plasmideo pCAMBIA 2201, com uma sequiéncia do gene da capa protéica do virus da
tristeza dos citros numa construcdo génica tipo ‘hairpin’. a) Regeneragdo dos
explantes, segmento de epicotilo de laranja azeda, em meio de selegéo. b) Folhas
expressando o gene uidA apds o teste histoquimico GUS. c) Corte transversal de
segmento internodal de limao ‘Volkameriano’ apds a incubagédo com solugédo X-GLUC,
mostrando a expressao transiente do gene uidA. d) Analise de PCR das plantas de
limédo ‘Volkameriano’ GUS positiva: M = marcador de 100 pb (Invitrogen); 1= controle
positivo (DNA de Agrobacterium); 2 = controle negativo (DNA de planta de limao
‘Volkameriano’ nao transformada); 3 a 6 = planta transgénica; 7= agua. O fragmento
de 671 pb corresponde ao seqiiéncia amplificada do gene da capa protéica do CTV.
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5 CONCLUSOES

A organogénese in vitro em limao ‘Volkameriano’ e laranja azeda ocorreu a partir
de segmento de epicatilo, segmento internodal e segmento de cotilédone associado ao
hipocétilo, sendo que o segmento de cotilédone associado ao hipocoétilo mostrou-se
mais eficiente.

As concentracdes de 1,0 e 1,5 mg L™ de BAP, para limao ‘Volkameriano’ e 0,5 e
1,0 mg L' de BAP para laranja azeda proporcionaram as melhores resposta na induco
da gemas adventicias in vitro.

O desenvolvimento de gemas adventicias nos 3 tipos de explantes testados
ocorreu por meio da organogénese indireta.

Foram obtidas gemas transgénicas de limao ‘Volkameriano’ utilizando segmento
internodal (2 gemas) e segmento de cotilédone associado ao hipocétilo (2 gemas) e de

laranja azeda utilizando segmento de cotilédone associado ao hipocétilo (1 gema).
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