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TRANSFORMAGCAO GENETICA DE CITROS COM OS GENES
BACTERIOPSINA (bO), CECROPINA E GUS

Autor: FERNANDO ALVES DE AZEVEDO
Orientador: Prof. Dr. FRANCISCO DE ASSIS ALVES MOURAO FILHO

RESUMO

A utilizagdo de técnicas biotecnoldgicas como a transformacdo genética, tem
auxiliado os programas de melhoramento de plantas perenes. Essa técnica ja é utilizada
em citros com sucesso, principalmente para obtencdo de plantas tolerantes a doencgas. O
presente trabalho teve trés objetivos: 1.transformacdo genética do porta-enxerto limao
‘Cravo’ com 0 gene bacteriopsina (bO), relacionado com ativacdo de mecanismos de
defesa da planta como morte programada de células e producédo de acido salicilico, com
0 intuito de aumentar a resisténcia a gomose de Phytophthora; 2. transformagdo genética
das principais variedades copas de laranja doce (‘Hamlin’, “Valéncia’, ‘Natal’ e ‘Péra’)
com o0 gene da cecropina. Esse gene possui atividade antibacteriana, tornando-se
possivel fonte de resisténcia a cancro citrico e clorose variegada dos citros e; 3. avaliar a
viabilidade da utilizacdo de um promotor especifico de xilema em citros. As
transformacdes foram efetuadas pelo sistema indireto via Agrobacterium tumefaciens,
utilizando segmentos juvenis de epicétilo. Testes moleculares foram realizados e
confirmaram a insercdo dos genes descritos acima. No caso do limdo ‘Cravo’ duas
plantas foram regeneradas. Na transformacdo das variedades copa com o0 gene da
cecropina, diferentes taxas de eficiéncia foram observadas, sendo que melhores
resultados foram obtidos para laranja ‘Valéncia (3,3-4,5 %) e laranja ‘Hamlin’ (2,5-3,0

%) em comparacdo com laranja ‘Natal’ (1,6-2,0 %) e laranja ‘Péra’ (0,5 %).
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Plantas de laranja ‘Valéncia’ tambeém foram transformadas com o promotor da
fenilalamina aménia-liase. Além das transformacdes, dois bioensaios foram instalados:
um com as plantas de limdo ‘Cravo’, visando avaliar resisténcia a gomose de
Phytophthora e outro, com laranja ‘Valéncia’ transformada com o gene da cecropina.
No primeiro caso, propagaram-se por enxertia plantas transgénicas de limdo ‘Cravo’ e,
apos seis meses fez-se a inoculagdo com Phytophtora nicotianae, que consistiu na
introducdo de agulha contaminada com propagulos do patégeno, numa altura de 10 cm
acima da regido da enxertia. Vinte e cinco dias apés aferiu-se 0 comprimento e area das
lesbes, bem como observou-se a presenca de goma. Comparando-se o desempenho das
duas linhagens transgénicas com o limdo ‘Cravo’ ndo transformado, uma delas
apresentou menor area a lesdo. Ja para as plantas com o gene cecropina um ensaio com
folha destacada foi realizado, em que as mesmas foram perfuradas com auxilio de uma
agulha e, posteriormente, pulverizadas com uma suspensdo da bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. citri e, mantidas em tubo de centrifuga (50 mL), onde os peciolos
permaneciam em contato com agua estérial (2 mL). Avaliou-se o periodo necessario
para o aparecimento das primeiras lesdes e o tamanho das lesfes ap6s quinze dias. Uma
planta transgénica apresentou maior resisténcia perante a testemunha. Nas plantas
transformadas com o promotor da fenilalamina amonia-liase, testes para observar a
expressdo do gene GUS foram realizados e comprovaram a capacidade desse promotor
em direcionar 0s genes para a regido dos vasos condutores. Os resultados obtidos nesse

trabalho sdo pioneiros em citros, utilizando os genes bO, cecropina e o promotor PAL.



GENETIC TRANSFORMATION OF CITRUS WITH BACTERIO-OPSIN (bO),
CECROPIN AND GUS GENES

Author: FERNANDO ALVES DE AZEVEDO
Adviser: Prof. Dr. FRANCISCO DE ASSIS ALVES MOURAO FILHO

SUMMARY

Application of modern biotechnology techniques, as genetic transformation, has
helped breeding programs of perennial plant species. This technique is already
successfully used in citrus in several countries, mostly to the production of more
disease-tolerant plants. Present work had three objectives as it follows: 1. genetic
transformation of Rangpur lime rootstock with the bacterio-opsin(bO) gene, related to
the activation of plant defense mechanisms such as programmed cell death and salicylic
acid production, towards the increase of the tolerance to Phytophthora gummosis; 2.
genetic transformation of main sweet orange scion varieties (Hamlin, Valéncia, Natal
and Péra) with cecropin gene. This gene products present antibacterial activity,
becoming a possible source for citrus canker and variegated chlorosis tolerance and. 3.
to test the viability of the use of a xylem-specific promoter (phenylalanine ammonia
lyase) in citrus. Transformations were performed by direct system via Agrobacterium
tumefaciens, using juvenile citrus epicotyl segments, which showed to be feasible in
citrus, once transgenic plants were obtained for all proposed genes. Molecular tests were
conduced and confirmed the insertion of the genes described above. In the case of
Rangpur lime two plants were regenerated; in the transformation of canopy varieties

with cecropin gene, different efficiency rates were observed, and the best results were
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obtained for Valencia sweet orange (3.3-4.5 %) and Hamlin sweet orange (2.5-3.0 %),
compared to Natal sweet orange (1.6-2.0 %) and Péra sweet orange (0.5 %). Plants of
Valéncia variety were also transformed with the phenylalanine ammonia lyase promoter,
resulting in 15 diverse transformation events. Beyond transformations, two bioessays
were installed: one with Rangpur lime plants, aiming to evaluate tolerance to gummaosis
caused by Phytophthora, and another with Valéncia sweet orange transformed with
cecropin gene. In the first case Rangpur lime transgenic plants were propagated through
grafting and, after six months, were inoculated with Phytophtora, by introducing a
contaminated needle containing the pathogen propagules, at 10 cm above the grafting
region; 25 days later the experiment evaluation was conduced, consisting on measuring
the lenght and area of lesions, as well as on the observation of gum. Comparing the
performance of Rangpur lime transgenic lines with that of a non-transformed Rangpur
lime, one plant presented higher tolerance to gummosis. Although, for the cecropin-gene
plants, it was conduced an essay with destached leaves, where these were punched by a
needle and then sprayed with a bacterial suspension of Xanthomonas axonopodis pv.
citri; they were kept in centrifuge tubes (50 mL), where petioles mantained contact with
sterile water (2 mL). After 15 days, the necessary period to the first lesions appearance
and their size were evaluated. One transgenic plant showed a higher tolerance in
comparison to control. In plants transformed with phenylalanine ammonia lyase
promoter, tests to observe gus gene expression were performed and comproved its
ability to promote and direct gene activity to conductive vessels. This work results are

the first in citrus using bO and cecropin genes, and PAL promoter.



1 INTRODUCAO

A fruticultura mundial foi responsavel pela producdo de 497,4 milhGes de
toneladas em 2004, sendo 21,7% (108,1 milhdes de toneladas) representados pela
citricultura, o que faz dos citricos as frutas mais produzidas no mundo. Nesse contexto, o
Brasil se destaca como maior produtor, com aproximadamente 20 milhGes de toneladas
anuais (2004) e, junto com Estados Unidos, China, Espanha e México, produzem mais
de 50% dos citros consumidos no planeta (FAO, 2005).

O Estado de Séo Paulo é o principal pélo produtor brasileiro, concentrando-se
basicamente em laranjas doces (Citrus sinensis L. Osbeck) das variedades ‘Péra’,
‘Valéncia’, ‘Natal’ e ‘Hamlin’, destinadas a producdo de suco concentrado para
exportacdo. O limdo ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck) é o porta-enxerto predominante
sendo, ainda o alicerce da citricultura brasileira, que esta quase que totalmente apoiada

sobre ele.

Apesar da importancia do Brasil como produtor mundial de citros, a produtividade
desta cultura tem sido muito afetada principalmente por problemas fitossanitarios, em
combinagdes que utilizam o limdo ‘Cravo’ como porta-enxerto. Uma nova doenca
detectada em pomares localizados nas regides Sudoeste de Minas Gerais e Norte de S&o
Paulo, denominada morte subita dos citros (MSC), vem afetando plantas enxertadas
sobre limdo ‘Cravo’ (Miller & De Negri, 2001), além das perdas em decorréncia do
declinio e da gomose de Phytophthora. Com relacdo as copas, principalmente as laranjas
doce tém se apresentado igualmente suscetiveis ao cancro citrico (Xanthomonas
axonopodis pv. citri Vanterin et al.) e & clorose variegada dos citros - CVC (Xylella

fastidiosa Wells et al.) e, mais recentemente, ao ‘greening’, que sdo doengas causadas



por bactérias, sendo que as duas primeiras tém sido as grandes responsaveis por perdas
significativas na citricultura nos Gltimos anos.

Dessa maneira, é fundamental manter fontes de variabilidade genética, através da
conservacgdo de germoplasma, para permitir a manutencdo da base genética das espécies
citricas. Tenta-se garantir, desse modo, que através do melhoramento genético, possam
ser solucionados os principais problemas que afetam a agroindustria citricola
(Domingues & Tulmann Neto, 1998).

Os programas de melhoramento de plantas perenes, como as citricas, podem durar
anos até que se produza uma nova variedade. Assim, a partir da década de 80, uma série
de ferramentas biotecnoldgicas foram desenvolvidas e integradas a programas de
melhoramento de citros, destacando-se a hibridacdo somaética, e mais recentemente, a

transformacdo genética.

Técnicas como a transformacdo genética permitem encurtar o periodo para se
obter uma nova variedade, uma vez que € possivel a modificagdo de caracteristicas de
uma espécie em uma so etapa (Brasileiro & Dusi, 1999). Em especial, no melhoramento
genético convencional dos citros que enfrenta uma série de entraves, como a
poliembrionia, a alta heterozigose, a auto e interincompatibilidade e o longo periodo de
juvenilidade, é fundamental a integracdo dessas técnicas (Grosser & Gmitter Junior,
1990).

A transformacdo genética indireta via Agrobacterium, que sdo bactérias de solo
gue se associam as plantas causando-lhes tumores, é atualmente 0 método mais utilizado
para transformar dicotileddneas. Essas bactérias sdo capazes de transferir seus proprios
genes para 0 genoma Vegetal e, a expressdo desses genes resulta na sintese de
fitohormonios, que levam a formacdo dos tumores, e de aminoacidos modificados
(opinas), substancias necessarias para a sobrevivéncia da bactéria. Se o0s genes
responsaveis pela formacdo de tumores forem removidos, qualquer gene de interesse
podera ser colocado em seu lugar e, através do sistema mediado pela bactéria, ser

integrado ao genoma da planta.



Diversos trabalhos com transformacdo genética vém sendo realizados via
Agrobacterium tumefaciens, utilizando-se genes que ativam os mecanismos de defesa
das plantas, como o da bacteriopsina (bO), caracterizado por ativar a morte programada
de células, que foi introduzido em plantas de batata, para se obter resisténcia a doengas
causadas por Phytophthora infestans e Erwinia carotovora (Abad et al., 1997).

Outra estratégia proposta para a obtengdo de resisténcia também contra doencas,
no caso bacterianas, seria a expressdo de genes de peptideos com atividade
antimicrobiana. Um exemplo é a cecropina, peptideo litico encontrado na hemolinfa de
insetos que foi introduzido em planta de tabaco (Jaynes et al, 1993). Para doencas
vasculares, como a CVC, uma alternativa seria a utilizacdo de promotores que
expressam genes em tecidos especificos das plantas. Um exemplo é o promotor da
fenilalamina amonia-liase (PAL), caracterizado por expressar genes nos vasos do xilema
(Harakawa, 2000). Porém, poucas sao as pesquisas realizadas com esses genes em citros.

O objetivo deste trabalho foi realizar transformacao genética via Agrobacterium
tumefaciens, para a introducdo do gene bO no porta-enxerto limdo ‘Cravo’, visando
resisténcia a gomose de Phytophthora, bem como o da cecropina nas laranjas ‘Hamlin’,
‘Valéncia’, ‘Natal’ e ‘Péra’, para resisténcia a cancro citrico e, do gene gus dirigido pelo
promotor PAL em laranja ‘Valéncia’, visando expressdo especifica de gene na regido

vascular.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais do género Citrus

O género Citrus pertence a familia Rutaceae, que rene mais dois géneros com
importancia econdémica: Fortunella e Poncirus. Entre eles, é possivel a polinizagdo com
obtencdo de hibridos, alguns de valor comercial. O nimero basico de cromossomos e X
= 9, sendo a diploidia (2n = 2x = 18) a condicdo mais freqiiente do género Citrus
(Moreira & Pio, 1991).

As plantas citricas raramente s@o cultivadas na forma de “pé-franco” e o0 método
de propagacao mais usual € a enxertia, ou seja, a unido da variedade copa com um porta-
enxerto mais adaptado a condi¢Oes adversas, resultando em tolerancia a estresses
diversos, melhoria da qualidade dos frutos e aumento da produgdo (Grosser & Gmitter
Junior, 1990). O porta-enxerto predominante na citricultura brasileira, principalmente
apos a entrada do virus da tristeza dos citros (CTV) na década de 40, é o limdo ‘Cravo’,
devido as suas caracteristicas horticulturais muito favoraveis. E altamente tolerante a
seca devido ao sistema radicular vigoroso e profundo; ao CTV (Rossetti, 1991),
parcialmente tolerante @ gomose de Phytophthora (Amorim, 1997), mas suscetivel ao
declinio (Pompeu Junior, 2001). Entre os demais porta-enxertos utilizados, citam-se a

tangerina ‘Cleopatra’, o Poncirus trifoliata e o citrumelo ‘Swingle’ (Salva, 2001).



Os principais objetivos do melhoramento de citros estdo relacionados a
resisténcia a fatores abioticos (baixas temperaturas, alta salinidade, estresse hidrico, etc.)
e bidticos (resisténcia a pragas e doencas). Caracteristicas horticulturais também s&o
importantes nos programas de melhoramento, tais como: coloragdo de frutos, menor
nimero de sementes e ampliacdo do periodo de safra. Algumas caracteristicas sdo
influenciadas pelo porta-enxerto, destacando-se o porte da planta, a precocidade da
producdo, a qualidade dos frutos, a tolerancia a estresses e a tolerancia ou resisténcia a

doencas (Pompeu Junior, 1991).

O melhoramento genético convencional do género Citrus por hibridacdo
controlada apresenta vérias dificuldades que estdo ligadas a biologia reprodutiva do
género, entre elas, a alta heterozigose, a esterilidade de pdlen e 6vulo, sistemas de
incompatibilidade gametofitica, a ocorréncia de apomixia facultativa via embrionia
nucelar que resulta frequentemente na ocorréncia de sementes poliembrionias, e & longa
fase juvenil, com periodo minimo de cinco anos para 0 aparecimento das primeiras
flores e frutos (Frost & Soost, 1968). Essas caracteristicas limitaram o impacto do
melhoramento tradicional, por meio de cruzamentos controlados, no langcamento de

novas variedades de citros (Grosser & Gmitter Junior, 1990).

A maioria das espeécies citricas tem uma alta heterozigosidade que produz uma
grande segregacdo dos caracteres genéticos na progénie, reduzindo a possibilidade de
restabelecer genotipos com as caracteristicas desejadas. Finalmente, ha uma importante
lacuna no conhecimento da genética bésica dos citros. E desconhecido como a maioria
das caracteristicas horticulturais importantes sdo herdadas, e isto torna muito dificil
fazer-se um planejamento adequado para escolher o cruzamento mais adequado.
Recentemente, o desenvolvimento de marcadores genéticos esta proporcionando uma
nova ferramenta potencial para a propagacdo dos citros, mas estes apenas aplicam-se a

algumas caracteristicas de interesse (Navarro et al., 2002).

Com isso o impacto do melhoramento tradicional do género Citrus por meio de
cruzamentos controlados limitou o langcamento de novas variedades. A maioria das

copas e porta-enxertos utilizadas na citricultura foi originada a partir de selecdo de



seedlings obtidos por cruzamentos naturais e por mutantes espontaneos de gemas
originados de variedades ja existentes (Spiegel-Roy & Vardi, 1984; Grosser & Gmitter
Junior, 1990; Gmitter Junior et al., 1992). Um exemplo de melhoramento resultante da
selecdo de clones obtidos via mutacdes naturais em gemas é a laranja ‘Piralima’,
podendo ser citada, também, a laranja ‘Baianinha’, que € possivelmente uma variacao da
laranja ‘Baia’, sendo a laranja ‘Baia’ uma mutacdo da laranja ‘Seleta’ (Figueiredo,
1991).

Nos ultimos 30 anos, técnicas biotecnoldgicas tém sido desenvolvidas e aplicadas
para sobrepor essas barreiras relacionadas a biologia do género Citrus. Dessa maneira, a
hibridacdo somatica por fusdo de protoplastos tem permitido a transferéncia de genes
entre espécies taxonomicamente iguais ou distantes (Grosser & Gmitter Junior, 1990).
Nos casos em que genes de interesse tenham sido identificados e isolados em espécies
ndo-relacionadas, a transferéncia pode ser feita por transformacéo genética (Waara &
Glimelius, 1995).

A cultura dos citros é bastante afetada por inUmeras doencas e, técnicas como a
transformacao genética, tém auxiliado com sucesso os programas de melhoramento. Os
aspectos mais importantes e suas aplicacdes, relacionados a doencas e transformacéo

genética em citros serdo descritos a seguir.

2.2 Doengas importantes na citricultura brasileira

Dentre as muitas doencas que afetam a cultura dos citros no Brasil, destacam-se a
pinta preta (Guignardia citricarpa Kiely), a verrugose (Elsinoe spp.), a melanose
(Diaporthe citri Wolf), a rubelose (Corticium salmonicolor Berk & BR.), a podridao
floral (Colletotrichum acutatum Simmons), causadas por fungos e, nesse grupo, coloca-
se também em destaque, a gomose de Phytophthora (Phytophthora spp.). Entre as

doencas bacterianas destacam-se a CVC e o cancro citrico (Feichtenberger, 2000).

Mais recentemente, duas novas doencas foram detectadas em pomares brasileiros,

a primeira em 1999, na regido de Comendador Gomes/MG, a morte subita dos citros,



ainda de causa desconhecida e, em 2004, foco de ‘greening’ foi encontrado na regido de

Araraquara/SP, esta doenca tem como agente causal uma bactéria (Fundecitrus, 2005).

Duas viroses tém importancia econémica: a tristeza e a leprose (Muller & Costa,
1991), e uma doenca de etiologia desconhecida: o declinio dos citros (Carlos, 1996). A
utilizacdo de copas e porta-enxertos resistentes ou tolerantes, de mudas livres de racgas
severas do virus e a premunizacdo, vem solucionando os problemas relacionados a
tristeza no Brasil (Feichtenberger, 2000).

Dentre as doencas descritas acima as que vém causando maiores preocupacdes aos
produtores sdo: ‘greening’ e MSC devido a recente descoberta; enquanto que cancro
citrico, CVC e a gomose de Phytophthora sdo as que, realmente, causam perdas
significativas todos os anos, preocupando demasiadamente os citricultores brasileiros.
Como os genes utilizados neste trabalho estdo relacionados a estas doengas, maior

abordagem sobre elas € feita na sequéncia.

2.2.1 Gomose de Phytophthora

Entre as principais doencgas citricas estdo as causadas pelo género Phytophthora,
sendo denominado este complexo de ‘gomose dos citros’. Esta doenga impossibilitou o
uso da laranja “‘Caipira’ como porta-enxerto, que foi substituida pela laranja azeda,
altamente resistente a Phytophthora, mas intolerante a tristeza. Assim, foi substituida
pelo limdo ‘Cravo’ que apresenta menor resisténcia a esta doenca (Feichtenberger,
1998).

A gomose dos citros é causada por patdgenos do género Phytophthora, que sdo
endémicos no solo de pomares na maioria das areas citricolas do mundo (Erwin &
Ribeiro, 1996). Pode-se afirmar que, na citricultura mundial, o género Phytophthora
causa a mais séria doenga de solo da cultura, sendo amplamente distribuido em todas as
regides produtoras, causando perdas na producdo desde regides aridas até as tropicais
(Whiteside et al., 1996).



No Brasil, P. nicotianae Breda de Haan (P. parasitica Dastur) e P. citrophthora
(Sm. & Sm.) Leonian sdo as especies mais frequentes. No Estado de S&o Paulo, P.
nicotianae esta associada as perdas mais significativas provocadas por estes patdgenos, e
tem sido a principal responsavel pela doenca, sendo encontrada em mais de 95% dos
pomares e viveiros contaminados naquele Estado (Feichtenberger, 2000; Medina Filho
et al., 2004).

Os principais sintomas da gomose no campo sdo morte de tecidos internos da
casca e do lenho na regido do tronco da planta; formacao de calo nas bordas das lesdes;
exsudagdo de goma; seca e fendilhamento da casca; podriddo do colo da planta, raizes e
radicelas; amarelecimento uniforme e progressivo de folhas; baixo desenvolvimento de
folhas novas, murcha e queda de folhas da planta (Timmer et al., 2000). Lesdes em
estadgio avangado podem levar a planta a morte, uma vez que ha um répido declinio,
devido a destruicdo do floema, restringindo o fluxo de seiva da copa para o sistema
radicular (Rosseti, 1947).

As principais estratégias de controle sdo o plantio de mudas sadias; evitar areas
infestadas com o patdégeno e com excesso de umidade do solo; controle cultural
evitando ferimentos nas plantas, e o uso de controle quimico com produtos sistémicos.
A busca por variedades resistentes a pragas e doengas é sempre uma medida importante
(Widmer et al., 1998) e, no caso das doencas causadas por Phytophthora spp. o uso de
porta-enxertos resistentes, com caracteristicas horticulturais desejaveis, constitui-se na

principal estratégia de manejo (Broadbent, 1997; Siviero et al., 2002).

Entre os porta-enxertos, Poncirus trifoliata, citrumelo ‘Swingle’, citranges e
laranja azeda sdo altamente tolerantes a Phytophthora. As tangerinas, tangelos e limdes
sdo medianamente tolerantes, enquanto que as laranjas doces, incluindo a laranja

‘Caipira’, sdo altamente suscetiveis a doenca (Amorim, 1997).



2.2.2 Clorose variegada dos citros e cancro citrico

Inimeras doengas vém afetando a citricultura mundial e, dentre as causadas por
bactérias, duas sdo extremamente graves no Brasil: o cancro citrico (Xanthomonas
axonopodis pv. citri) (Fundecitrus, 1997) e a CVC (X. fastidiosa) (Rossetti, 1991) que
estdo sendo responsaveis, indiretamente, pela diminuicdo do parque citricola brasileiro.
No Estado de Sdo Paulo houve uma reducdo de 10% da area comercial citricola nos
altimos cinco anos, em vista a essas doencas e outras como a MSC, que tém sido um dos

principais limitantes da expansao dessa area (Cepea, 2005).

O cancro citrico, doenca bastante conhecida pelo citricultor brasileiro, foi
constatado no Brasil em 1957, na regido de Presidente Prudente/SP (Fundecitrus, 1997).
Ja a clorose variegada dos citros (CVC) surgiu mais tarde em 1987, no norte do Estado
de S&o Paulo e as plantas afetadas pela doenca apresentam frutos de tamanho reduzido,
endurecidos, sendo improprios para comercializacdo, devido ao entupimento dos vasos
do xilema, pela bactéria causadora da doenca (Feichtenberg, 2000). Um agravante € que
as laranjas ‘Hamlin’, “Valéncia’, ‘Péra’ e “Natal’, principais copas cultivadas no pais,
sdo igualmente atacadas por essas doencas, independentemente do porta-enxerto

utilizado.

A bactéria do cancro citrico é de facil disseminacdo no ambiente, e um de seus
vetores € o homem pelo transporte de ferramentas e utensilios contaminados. Folhas,
ramos e frutos jovens sdo preferidos pela bactéria, pois Ihe é facilitada a penetragdo por
aberturas naturais. Com medidas de exclusdo e erradicacdo conseguiu-se manter a
doenca sob relativo controle até meados de 1996, quando se presenciou pela primeira
vez, nos pomares brasileiros, a larva minadora dos citros (Phylocnistis citrela Stainton)
que vem contribuindo para aumentos significativos da doenca, por facilitar a entrada da
bactéria, atraves da abertura de galerias nas folhas, apds isso, houve um crescimento
surpreendente do nimero de focos da doenga. Essa praga provoca ferimentos nas folhas
e outros orgaos da planta, favorecendo a penetracdo da bactéria (Gravena, 1998;
Bergamin-Filho et al., 2000).
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O cancro citrico € uma doenga causada pela bactéria X. axonopodis pv. citri. Seus
sintomas sdo lesBes, pustulas ou cancros sobre as folhas, ramos e frutos. Quando o
ataque é severo ocorrem desfolha e queda de frutos (Zubrzycki, 1998). N&o existe um
controle quimico eficiente, portanto medidas preventivas sdo recomendadas, como
mudas fiscalizadas, desinfeccdo de materiais de colheita e dos veiculos que entram nos
pomares, plantio de quebra-vento e o controle da larva minadora dos citros. Com a
entrada da bactéria na area, torna-se necessario fazer-se a erradicacdo do foco e plantas

adjacentes, o0 que esta previsto em lei federal (Fundecitrus, 1997).

A clorose variegada dos citros, outra doenca bacteriana importante da cultura, foi
relatada pela primeira vez em 1987 em pomares da regido noroeste do Estado de Séo
Paulo (Pompeu Junior et al., 1998). Causada pela bactéria Xylella fastidiosa, tem como
caracteristica a colonizagéo e posterior entupimento dos vasos do xilema. A CVC afeta
indistintamente as principais copas cultivadas na citricultura brasileira (Coletta Filho &
Machado, 2002).

Plantas doentes apresentam um aspecto de debilidade geral, mostram-se pequenas
manchas internervais amarelas na face superior das folhas e nos ramos é comum o
encurtameto dos entrenos. Observa-se uma tendéncia a frutificacdo em ‘pencas’ e, 0s
frutos se tornam duros, pequenos e adquirem uma coloracdo tipica de fruto maduro
(Palazzo & Carvalho, 1992).

A bacteria causadora da CVC, e transmitida e disseminada nos pomares por
insetos vetores comumente denominados por cigarrinhas das familias Cicadellidae e
Cercopidae. Os insetos membros destas familias apresentam em comum a caracteristica
de usar a seiva do xilema de plantas como fonte de alimento (Donadio & Moreira,
1998).

A CVC tornou-se uma das principais doencas da citricultura brasileira. Além dos
prejuizos que causa, trouxe a necessidade de reestruturacdo das técnicas de producédo de
mudas, a obrigatoriedade do monitoramento dos vetores da doenca (cigarrinhas) nas

regides mais afetadas, além da utilizacdo de podas de ramos com sintomas e da busca de
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variedades resistentes, que se tornaram as principais taticas de controle (Laranjeira,
1997).

O desenvolvimento de variedades citricas agronomicamente aceitaveis com
adequado nivel de resisténcia a doencas, é ainda a forma mais econdmica e eficiente de
controlar doengas como o cancro citrico e a CVC (Coletta-Filho & Machado, 2002),
uma vez que o controle quimico de doencas bacterianas, com a utilizacdo de

antibidticos, como estreptomicina ou tetraciclina, € invidvel economicamente.

2.3 Transformacéo genética

2.3.1 Aspectos Gerais

Pesquisas relacionadas ao melhoramento genético tem levado a aumentos
consideraveis na produtividade de diversas espécies cultivadas atraveés de diversas
abordagens metodoldgicas para a obtencdo de maior ganho genético apos selecdo. A
busca por genes visando resisténcia a patdégenos no germoplasma silvestre, seja dentro

da espécie ou em plantas aparentadas, beneficiou muitas culturas.

Por outro lado, a tecnologia do DNA recombinante possibilitou o isolamento de
genes e a insercdo estavel em um genoma hospedeiro (Quecini & Vieira, 2001). Esta
técnica, também chamada de transformacdo genética, pode ser definida como a
introducdo controlada de &cidos nucléicos em um genoma receptor, excluindo-se a
introducdo por fecundagéo. Trata-se da transferéncia ndo sexuada de genes para plantas,
assim como a hibridac&o somatica e cibridagdo. E um processo controlado, onde apenas
um fragmento definido de &cido nucléico (DNA) € introduzido no genoma do
hospedeiro, ou genoma receptor, devendo ser a ele integrado (Brasileiro & Dusi, 1999).
A insercdo estivel dessas moléculas em um genoma hospedeiro da origem a um
individuo geneticamente igual ao receptor da molécula DNA recombinante, porém

acrescido de uma caracteristica nova e particular (Quecini & Vieira, 2001).
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Existem diversas técnicas de transformacdo genética de plantas, agrupadas em
duas categorias: transferéncia indireta e direta de genes. A indireta é aquela em que o
DNA exdgeno é inserido no genoma pela acdo de um vetor bioldgico, enquanto que a
direta é baseada em processos fisico-bioquimicos. A transformacéo indireta baseia-se
principalmente no sistema mediado por bactérias do género Agrobacterium e, tem sido o
método mais utilizado para obtencdo de plantas transgénicas. Agrobacterium
tumefaciens e A. rhizogenes sdo bactérias fitopatogénicas de solo, pertencentes a familia
Rhizobiaceae, que causam doencas em dicotiledoneas, conhecidas como galhas da coroa
e raiz em cabeleira, respectivamente. Ambas sdo economicamente importantes,
especialmente em plantas perenes em regides de clima temperado (Brasileiro & Dusi,
1999).

Fernandes & Martin (1985) observaram que tecidos da galha da coroa, quando
retirados da planta e cultivados in vitro, apresentavam a capacidade de se proliferar
indefinidamente em meio de cultura, sem o acréscimo de reguladores de crescimento.
Foi entdo notado que a apari¢do da galha era, na realidade, o resultado de um processo

natural de transferéncia de genes entre a agrobactéria e a célula vegetal.

A inducdo do tumor é provocada pela presenga de um grande plasmideo
denominado Ti (tumour-inducing), o qual € encontrado em linhagens virulentas de A.
tumefaciens (Turgeon, 1982). Esse plasmideo possui um fragmento de DNA bacteriano,
chamado T-DNA, que durante a infeccdo é transferido para as células e inserido no
genoma da planta. O T-DNA contém genes envolvidos na biossintese constitutiva de
fitohormonios (auxinas e citocininas) que alteram o programa de desenvolvimento
normal do tecido infectado, ocasionando a formacdo do tumor. Além disso, contém
também genes (oncogenes) para a sintese de aglcares e aminoacidos denominados de
opinas, que sdo responsaveis pela sobrevivéncia da bactéria, que os utilizam como fonte

de carbono/nitrogénio (Oger et al., 1997).

Extremidades repetidas de 25 pares de base (pb) nas bordas direita (RB — Right
border) e esquerda (LB — left border) delimitam o T-DNA e sdo necessarias para a

transferéncia do mesmo (Wang et al., 1984). Compostos fendlicos liberados pelos



13

tecidos vegetais lesionados, ativam regibes especificas (vir), iniciando o processo de
transferéncia do T-DNA para a célula vegetal (Stachel et al., 1985). A Agrobacterium
possui também genes cromossomais (chv) que garantem a ligacdo entre as células
bacterianas e hospedeira, permitindo a formacdo do poro de passagem do complexo
contendo a fita— T (Sheng & Citovsky, 1996).

A regido de viruléncia, denominada regido vir e responsavel pelo processo de
transferéncia, sendo que o processo de inducédo e transferéncia da fita — T é controlado
pela expressdao coordenada dessa regido. O locus virA codifica uma proteina de
membrana que percebe a presenca de metabdlitos da planta injuriada (acetoseringona).
Ao se ligar a acetoseringona, a proteina VirA “ativada” modifica a proteina VirG, que
também é expressa constitutivamente, mas em menor escala através da fosforilacdo da
mesma. A proteina VirG fosforilada € a responsavel pela inducdo da transcri¢do de toda
regido vir. Para formar a fita — T, o operon virD codifica endonucleases capazes de
reconhecer e clivar dentro dos 25 pares de base que delimitam a regido-T. A
transferéncia da fita — T é polar, sempre da direita para a esquerda. A fita — T €
transferida para a célula vegetal na forma fita simples, protegida na porcdo 5’ da
molécula pela proteina VirD2 e, ao longo da fita — T, pela proteina VirE2 (Zambryski,
1992).

O T-DNA liberado é protegido, por ligagdes ao longo da fita simples, pela proteina
VirE2, que também seria responsavel pela organizacao estrutural da fita durante o trajeto
entre a célula bacteriana e a célula vegetal. Proteinas codificadas pelos locus virB
garantiriam a passagem pela membrana da bactéria, pela formacdo de poro de passagem

entre a membrana e parede celular (Zambryski, 1992).

O processo de transferéncia pode ser dividido em duas etapas principais: uma
etapa bacteriana e uma etapa eucaridtica que ocorre na célula vegetal (Zupan &
Zambryski, 1995). A etapa bacteriana inclui a producdo e exportacdo de um vetor
funcional contendo a informagdo genética do T-DNA (Tinland, 1996). A etapa
eucariotica inclui o reconhecimento entre a Agrobacterium e a célula hospedeira, a

transducdo de sinais vegetais de patogénese e a ativacdo dos genes vir (Sheng &
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Citovsky, 1996). Uma vez que o segmento a ser transferido € definido por suas bordas, a
regido codante do T-DNA do tipo selvagem pode ser substituida por qualquer outra
sequéncia de DNA sem que sua transferéncia da Agrobacterium para a planta seja
prejudicada. A substituicdo dos oncogenes por genes de interesse, flanqueados pelas
bordas do T-DNA, fornece um sistema eficiente de obtencdo de plantas transgénicas
(Brasileiro & Dusi, 1999). A integracdo Agrobacterium-célula vegetal € o Unico caso de
transferéncia de genes entre reinos diferentes, tendo sido descrita como um exemplo de

engenharia genética da natureza (Tempé & Schell, 1977).

A producgdo de transgénicos tem sido amplamente realizada com a utilizacdo de
marcadores seletivos codificando para resisténcia a antibioticos. A Unido Européia
proibiu a comercializacdo de alimentos transgénicos com genes de resisténcia a
antibdticos, até 2005 (Navarro et al., 2002), estimulando assim o desenvolvimento de
sistemas alternativos de sele¢cdo, como o0s baseados no uso de agentes nao-

metabolizaveis que empregam por exemplo 0 gene manA (Boscariol et al., 2003).

Diante disto, considera-se contrapositivo sacrificar os proficuos programas de
melhoramento em favor da biotecnologia, que deve ser considerada como uma
ferramenta de auxilio ao melhoramento. E evidente que as contribuicdes desta
ferramenta na agricultura ja se fazem sentir em varios paises cujas variedades
transgénicas vém ocupando grandes areas de plantio com diferentes espécies. Entretanto,
as plantas transgénicas serdo apenas parte da contribuicdo que a biotecnologia promete
dar ao melhoramento de plantas, pois somente a utilizacdo correta da biotecnologia,
como auxiliar ao melhoramento, permitira que 0s riscos sejam minimizados e 0s

beneficios maximizados (Borém & Milach, 1999).

A maioria dos paises que desenvolvem pesquisas com organismos geneticamente
modificados, dentre eles o Brasil, tem uma legislacdo propria de biosseguranca. A
legislacédo brasileira levou a criagdo da Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga —
CTNBIo, composta por representantes do Poder Executivo, da comunidade cientifica, do
setor empresarial que atua em biotecnologia, de representantes dos érgdos de defesa do

consumidor e de 6rgaos legalmente constituidos de protecdo a saude do trabalhador.
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Essa Comisséo é responsavel pela regulamentacdo da biosseguranca no Pais, no que se
refere ao uso e liberacdo de organismos geneticamente modificados, desde o laboratério
até 0 meio ambiente (Quencini & Vieira, 2001). Nova Lei de Biosseguranca foi
aprovada pela Camara dos Deputados no altimo dia 2 de marco, colocando fim a dois
anos de discussdes. Essa lei trata dos estudos cientificos envolvendo células-tronco

embrionarias e o plantio de sementes transgénicas no pais (CTNBIO, 2005)

2.3.2 Transformacéao genética em citros

As principais instituicdes envolvidas na obtencdo de plantas transgénicas de citros
estdo localizadas nos Estados Unidos, mais precisamente na Universidade da Florida,
liderados pelos pesquisadores Dr. Jude Grosser, Dra. Gloria Moore e Dr. Dean Gabriel,
que trabalham com hibridacdo somatica e transformacdo genética utilizando calos
embriogénicos ou segmentos internodais e de epicétilo e, na Espanha, no Instituto
Valenciano de Investigacbes Agrarias (IVIA), coordenado pelos pesquisadores Dr.
Leandro Pefia e Dr. Luis Navarro (Leite et al., 2002) que utilizam principalmente

segmentos juvenis de epicotilo e mais recentemente, segmentos internodais maduros.

No Brasil, trabalhos de transformacdo genética de citros tém sido desenvolvidos
principalmente com laranja doce (C. sinensis), no Instituto Agrondémico do Parana
(Bespalhok et al., 2001), no Centro de Energia Nuclear na Agricultura e na Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, ambos da USP (Mendes et al., 2002; Almeida
et al., 2003) e no Centro APTA - Citros ‘Sylvio Moreira’ do Instituto Agronémico de
Campinas (Dezotti et al., 2004).

A primeira transformacdo genética de citros foi realizada pela técnica de absor¢édo
direta de DNA em protoplastos, de células de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck),
por meio de polietileno glicol (PEG). Entretanto, a regeneracdo de plantas ndo foi
constatada (Kobayashi & Uchimya, 1989). Mesma técnica foi utilizada por Vardi et al.
(1990) para transformar o liméo Rugoso (C. jambhiri Lush.) e por Fleming et al. (2000),

em laranja doce ‘Itaborai’ (C. sinensis). Por eletroporacdo de protoplastos, Hidaka &
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Omura (1993) transformaram tangerina ‘Ponkan’ (C. reticulata Blanco), enquanto que
Yao et al. (1996) fizeram bombardeamento de particulas em células embriogénicas de

tangelo (C. reticulata Blanco x C. paradisi Macf.).

Outras transformacGes tém sido realizadas com sucesso, via Agrobacterium co-
cultivadas com segmento internodal de plantas in vitro, como de laranja ‘Pineapple’ (C.
sinensis L. Osbeck), realizada na Espanha, que abriu a possibilidade de transferir genes

de importancia agrondmica para as laranjas doces (Pefia et al., 1995).

Porém, a eficiéncia de transformacdo obtida em segmentos internodais ainda é
baixa. Em citrange ‘Carrizo’ foi de 2% (Moore et al., 1992), em laranja doce 7,9% (Pefia
et al., 1995) e em lima Mexicana de 6,7% (Pefa et al., 1997). Na tentativa de aumentar a
eficiéncia de transformacéo, vérios trabalhos vém sendo realizados utilizando diferentes
tipos de explantes como: segmento internodal (Pérez-Molphe-Balch & Ochoa-Alejo,
1998), celulas em suspensdo (Hidaka et al., 1990), protoplastos (Fleming et al., 2000) e
segmentos de epicotilo (Moore et al., 1992; Pefia et al., 1997; Cervera et al., 1998;
Mendes et al., 2002).

A utilizacdo de genes de interesse agrondmico na transformacéao genética de citros,
ja tem sido realizada, embora, ainda existam poucos genes disponiveis para essa
finalidade. Dentre estes se destacam os trabalhos que utilizam o gene que codifica a capa
protéica do virus da tristeza que foi introduzido em laranja azeda (Citrus aurantium L.),
lima acida Key [C. aurantiifolia (Christm.) Swingle] (Gutiérrez-E et al., 1997), em lima
acida Mexicana (C. aurantiifolia) (Domingues et al., 2000) e em pomelo (C. paradisi
Macfad.) (Febres et al., 2003).

Uma limitag&do para o cultivo de citros em algumas regides do mundo tem sido a
alta sensibilidade das plantas citricas a solos salinos. Ensaios realizados na Espanha,
com transformacgdo via Agrobacterium tumefaciens, levaram a introducdo do gene
HAL2, em citrange ‘Carrizo’. Esse gene, originalmente isolado de leveduras, confere

resisténcia a salinidade (Cervera et al., 2000).
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Os genes LEAFY e APETALAL, que promovem a iniciacdo floral, também foram
introduzidos em citrange ‘Carrizo’ e ambos conferiram aceleracdo do florescimento,
reduzindo de forma sensivel, a fase juvenil das plantas, que floresceram logo no

primeiro ano (Pefa et al., 2001).

A resisténcia a baixas temperaturas é outra caracteristica desejavel em plantas do
género Citrus. Alguns trabalhos foram efetuados com esse objetivo, como a introdugéo
do gene CS-ACS1, via Agrobacterium tumefaciens, em diversas espécies citricas. Esse
gene confere resisténcia a baixas temperaturas e foi o primeiro relato do controle da

biossintese de etileno em citros através da engenharia genética (Wong et al., 2001).

Fagoaga et al. (2001) introduziram o gene PR-5 do tomateiro, que sintetiza uma
proteina relacionada a patogenicidade, em laranja doce, e obtiveram reducgdo
significativa no desenvolvimento de lesdes causadas por Phytophthora citrophthora.
Este vem a ser até 0 momento, o Unico trabalho visando tolerdncia a patdgenos desse

género.

Resultados mais recentes foram obtidos por Boscariol (2004) que transformou as
principais variedades copa de laranja doce cultivados no Brasil, com 0s genes atacina
(attA) e Xa21, visando resisténcia a doengas bacterinas, como o cancro citrico e a CVC.
Testes preliminares, utilizando folhas destacadas, mostraram resultados promissores
quanto a resisténcia dos materiais transformados diante & Xanthomonas axonopodis pv.

citri.

2.4 Transformagc&o genética visando resisténcia a doencas

Fitopatologistas e melhoristas reconhecem que o melhor método de controle de
doencas de plantas € o desenvolvimento de variedades resistentes a doencas, sendo este
um dos principais objetivos dos programas de melhoramento.

A producdo de plantas transgénicas resistentes a doengas tem sido feita

utilizando-se diversas estratégias, introduzindo genes que estimulam o sistema de defesa
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da planta (PAP e bO) bem como genes de origem ndo vegetal que codificam proteinas
antibacterianas (atacina e cecropina) além disso, a utilizacdo de promotores que

expressam genes em tecidos especificos das plantas também vém sendo sugerida.

2.4.1 Genes que estimulam o sistema de defesa das plantas

A determinacdo dos mecanismos de protecdo desenvolvidos pelas plantas €
essencial para a obtencdo de variedades mais resistentes. As plantas podem ter
resisténcia local, também conhecida como resposta de hipersensibilidade (HR), onde h&
morte de células situadas nos locais por onde o patdgeno entra; com isso, a planta
impede 0 acesso do patdgeno a células vizinhas, limitando a infeccdo (Mittler &
Rizhsky, 2000). Actmulos de acido salicilico (AS) e proteinas relacionados com a
patogenicidade, funcionam como indutores dos processos de morte programada de
células que resultam na formacdo de zonas de células mortas ao redor do local de

infeccdo, chamado de lesé@o de resposta hipersensitiva (Rizhsky & Mittler, 2001).

A resposta de hipersensibilidade (HR) é uma manifestacdo comum de resisténcia
de plantas a doengas, que é caracterizada pela rapida morte de células ao redor do ponto
de infeccdo, restringido o sistema de ataque do patégeno (Yalpani et al., 1991). Nas
plantas superiores a morte programada de células pode ser ativada durante a resposta de
hipersensibilidade a certos patdgenos e esta relacionado a diversos processos, como a
producdo de acido salicilico e de proteinas relacionadas com a patogenicidade (Mittler et
al., 1995).

Alguns autores tém proposto a introducdo de genes cujos produtos imitam o
fenétipo da HR em plantas. Seriam lesbes semelhantes as de hipersensibilidade
apresentadas pela presenca do patdgeno, denominadas disease lesion mimic. Para isso,
genes vém sendo selecionados e incorporados as plantas com o intuito de se obter
resisténcia a fungos, bactérias e virus causadores de doencas. Um exemplo é 0 gene

bacteriopsina (bO), que codifica a proteina bacteriopsina, e foi isolado de Halobacterium
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halobium. Esta proteina esta relacionada ao fluxo de prétons pela membrana plasmatica
(Krebs & Khorana, 1993).

A expressao desse gene esta relacionada com mecanismos de defesa das plantas
pela ativacdo da morte programada de células em plantas superiores, induzindo
fenotipos que imitam lesdes de hipersensibilidade, e na auséncia do patdgeno mostra
elevada expressdao de genes relacionados com HR, incluindo quitinase, glucanase,
compostos antivirais e 4cido salicilico (Mittler et al., 1995). Esses genes vém indicando
em plantas de tabaco, protecdo contra doencas e, em plantas de batata, aumentou a
tolerancia para alguns isolados de Phytophthora infestans, sendo que as plantas
transgénicas exibiram fendtipos que imitavam lesdes, incrementando os niveis de &cido

salicilico, resultando em ativacdo das defesas das plantas (Abad et al., 1997).

Plantas de tabaco expressando o gene bO apresentaram fenotipo muito similar ao
de leses causadas pela hipersensibilidade, na auséncia de patégenos, o que mostra
elevada expressdo de genes relacionados com mecanismos de defesa. As plantas
transgénicas apresentaram protecdo contra o0 virus do mosaico do tabaco (TMV) e a
Pseudomonas syringae pv. syringae (Mittler et al., 1995). A introdu¢do do mesmo gene,
agora em tomateiro, resultou no aumento da tolerdncia a P. syringae pv. tomato
(Rizhsky & Mittler, 2001).

Em batata, plantas transgénicas com gene bO, que apresentavam um fenotipo que
imitavam lesdes (lesion mimic), foi possivel detectar um aumento da tolerancia para
alguns isolados de P. infestans. Incrementos dos niveis de &cido salicilico e super
expressdo de RNAm de proteinas relacionadas com a patogenicidade, também foram
observados, que sdo evidéncias do desenvolvimento de resisténcia sisttmica adquirida,

resultando na ativacdo dos mecanismos de defesa das plantas (Abad et al., 1997).

A integracdo estavel do gene bO, também foi confirmada em Catharanthus
roseus, uma planta herbacea que estd sendo utilizada como modelo em experimentos de
interacdo planta-patdgeno por ser hospedeira de Xylella fastidiosa, bactéria responsavel

pela clorose variegada do citros (CVC) (Guidetti-Gonzalez et al., 2001).
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Outro gene relacionado a ativacdo dos mecanismos de defesa das plantas € a
proteina antiviral denominada ‘Pokeweed Antiviral Protein’ (PAP) isolado de
Phytolacca americana. Esse gene codifica proteinas que inativam ribossomos, com
potente ativacdo antiviral e a expressdo constitutiva deste gene em tabaco, estimulou a

expressdo de PR-proteinas (Zoubenko et al., 1997).

O gene PAP tem potencial antiviral contra muitas viroses vegetais e animais,
incluindo o HIV (Timmer et al., 1997). Plantas de batata transformadas com este gene
apresentaram-se resistentes ao virus X da batata (PVX), além de atrasar o aparecimento
de sintomas e a mortalidade de plantas causadas por Rhizoctonia solani (Zoubenko et
al., 2000).

LesBes de hipersensibilidade sdo expressfes constitutivas de genes que ativam o
sistema de defesa das plantas, porém esse fendtipo pode acarretar efeitos adversos,
perturbando o desenvolvimento das plantas (Rizhsky & Mittler, 2001). A selecdo de
plantas com baixa expresséo do gene seria uma maneira de contornar esse problema,
resultando na producédo de poucas lesdes, mas que influenciasse a resisténcia das plantas
aos patogenos (Mitler et al., 1995). Outra forma seria a utilizacdo de promotores
induziveis, regulando a expressdo dos genes apenas no momento e local da infeccéo,

evitando a ativacdo espontanea de mecanismos de defesa (Rizhsky & Mittler, 2001).

2.4.2 Peptideos antimicrobianos

Os genes utilizados em ensaios de transformacgdo sdo obtidos dos mais diversos
organismos superiores, que possuem sistemas de protecdo contra infecbes a
microorganismos. Os insetos, por exemplo, possuem um eficiente sistema de defesa
contra bacterias e outros parasitas, que foi bastante estudado em Hyalophora cecropia,
derivando na producdo de peptideos com potente atividade antibacteriana, tais como as
cecropinas, que pertencem a uma familia de pequenos peptideos, isolados da hemolinfa

de insetos, que exibem atividade litica e antibactericida contra muitas bactérias gram-
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positivas e gram-negativas (Boman & Hultmark, 1987). Sdo descritos mais de 500 tipos
de peptidios com essa caracteristica, procedentes de uma grande variedade de
organismos: bactérias, fungos, insetos, plantas, vertebrados, etc (Zasloff, 2002). Os
peptideos antibacterianos formam uma nova classe de compostos e tem recebido muita
atencdo na area medica, devido ao potencial uso como complemento aos tradicionais
antibioticos (Hancock & Lehrer, 1998).

Estruturalmente, esses peptideos tém uma regido N-terminal basica e uma longa
sequéncia hidrofdbica na regido C-terminal. Essas caracteristicas sdo necessarias para a
acdo antibacteriana das cecropinas através da formacgdo de canais nas membranas,
provocando o vazamento de componentes celulares e, consequentemente, a morte da
bactéria (Christensen et al., 1988). A aplicacdo deste mecanismo seria uma importante

estratégia para a obtencao de resisténcia contra doencas bacterianas.

Vérios trabalhos de transformacdo genética de espécies vegetais com peptideos
antibacterianos foram publicados nos ultimos anos. Batata e fumo foram as espécies
mais utilizadas, principalmente pela facilidade da cultura de tecidos e a importancia das
bacterioses. Montanelli & Nascari (1991) transformaram batata com um gene
responsavel pela producdo de cecropina e encontraram resultados positivos contra
Ralstonia solanacearum em testes preliminares in vitro com extratos de plantas

transgénicas.

A cecropina € um peptideo litico (Jaynes et al., 1993) que foi isolado pela primeira
vez da hemolinfa de H. cecropia (Steiner et al., 1981). Sendo que mais recentemente,
descreve-se a existéncia de varios tipos de cecropinas: A, B e D. Diferentes estudos
demonstram que baixas concentragdes desses peptideos apresentam atividade
antibacteriana contra um grande numero de bactérias (Sharma et al, 2000), tornando as
cecropinas bons candidatos para melhorar a resisténcia de plantas contra

microorganismos, mediante técnicas de transformacéo genetica.

Jaynes et al. (1993), utilizando o gene Shiva-1, um analogo sintético da cecropina,
obtiveram alta expressdo em plantas transgénicas de fumo que mostravam um aumento

de resisténcia a R. solanacearum. Estudos realizados visando observar o crescimento de
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X. fastidiosa in vitro, utilizando meio de cultura baseado no fluido do xilema de videiras,
acrescido de cecropina sintética, demonstram que esses peptideos sdo bastante potentes

contra esta bactéria (Andersen et al., 2004).

Estudos in vitro com o peptideo sarcotoxina (grupo das cecropinas), que foi
isolado de larvas de Sarcophaga peregrina, realizado por pesquisadores japoneses,
mostraram alta eficiéncia na inibi¢do do crescimento de algumas bactérias causadoras de
doencas em plantas, especialmente para X. axonopodis pv. citri (Ohshima et al., 1999).
No Brasil, Bespalhok et al. (2001) transformaram laranja ‘Péra’ com o gene da
sarcotoxina e observaram maior tolerancia a bactéria do cancro citrico nas plantas que

estavam expressando o gene introduzido.

Plantas transgénicas também tém sido desenvolvidas para expressar peptideos
antimicrobianos de plantas (alfa-tionin e proteinas de lipideos transfer) e de origem nédo
vegetal (lactoferin humano). Plantas de tabaco foram transformadas para expressar o
gene alfa-tionin de cevada e, mostraram reducdo das necroses nas folhas quando

inoculadas com suspensdes de P. syringae pv. syringae (Carmona et al., 1993).

A atacina é outro peptideo isolado de insetos, que vem sendo utilizado para o
desenvolvimento de plantas transgénicas. Em alguns experimentos, plantas transgénicas
de macas tendo o gene Atacina E mostraram reducdo de sintomas do fogo bacteriano de
56 para 5% (Norelli et al., 1994).

Recentemente Boscariol (2004) transformou as principais variedades copa de
laranja doce, cultivadas no Brasil, com o gene da atacina, visando resisténcia a doencas
bacterianas. Testes preliminares em plantas de laranja ‘Hamlin® transgénicas
demonstraram aumento da resisténcia & Xanthomonas axonopodis pv. citri, bactéria

causadora do cancro citrico.

2.4.3 Expressao de genes no xilema

O maior desafio na obtengdo de plantas transgénicas resistentes a doencas

vasculares como a CVC e 0 ‘greening’, estd na localizagdo dos patdgenos na planta, o
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que requerem construcfes que acumulem a expressdo de proteinas nesses tecidos da
planta (Harakava, 2000).

Poucas proteinas sdo encontradas nos vasos do xilema e a producdo de algumas
estd localizada nas raizes, regido rica em tecidos vasculares (Sakuta et al., 1998). A
identificacdo e localizacdo especifica destas proteinas torna seu uso apropriado como
genes promotores para dirigirem, por exemplo, peptideos para os vasos do Xxilema,

visando tolerancia a doengas como a CVC (Harakava, 2000).

Genes que codificam enzimas envolvidas no metabolismo de fenilpropandides e
sintese de precursores de lignina como as fenilalamina aménia-liase (PAL) (Zhu et al.,
1995) tém sido caracterizados em um numero grande de espécies e usualmente
compreendem familias de 2 a 6 membros. Familias do gene PAL em Arabidopsis
thaliana tém 3 membros, PAL1, PAL2 e PAL3 (Wanner et al., 1995).

A existéncia de maltiplas isoformas de PAL em plantas confere flexibilidade na
expressdo destas enzimas, o que tem sido demonstrado usando promotores PAL1, PAL2
e PAL3 de feijdo francés, com gus e introduzido em plantas de tabaco, batata, e
Arabidopsis thaliana (Shufflebottom et al., 1993). O promotor PAL2 com gus mostrou
expressdo especifica no xilema, enquanto que expressdo gus mediada pelo PAL3 foi

detectado apenas em células isoladas circundando o sistema vascular.

Harakava (2000) clonou o gene promotor PAL de laranja doce (PALCs) e
transformou tabaco, via Agrobacterium, com uma construgdo contendo o gene reporter
gus sob o controle deste promotor e, demonstrou que o mesmo confere expressdo do

gene, preferencialmente, mas nao exclusivamente, nos tecidos do xilema

A expressdo do gene PAL pode ser induzida por fatores bioticos e abidticos,
incluindo ferimentos, luz ultra-violeta, infeccGes por patdgenos, exposicdo a sais de
metais pesados (Smith et al., 2001). Gray-Mitsumune et al. (1999) transformaram
Arabidopsis thaliana e tabaco com o gene gus utilizando o promotor PAL e analises
histoquimicas da atividade Gus nos transformantes primarios mostraram que a atividade

foi consistentemente localizada no sistema vascular de ramos, folhas, raizes e flores.
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A utilizacdo de genes repdrteres como a enzima beta glucoronidase tem sido
também realizada com sucesso para examinar a expressdo do gene PAL em planta de
tabaco (Huang & McBeath, 1994), A. thaliana (Giacomin & Szaly, 1996) e feijdo
(Bevan et al., 1989). Porém, esse método é destrutivo, assim outros estudos vém
utilizando o gene reporter gfp, que pode ser visualizado facilmente em tecidos vivos,
usando microscopia fluorescente convencional. Este método foi utilizado com sucesso
por Rookies & Cahill (2003) em A. thaliana.

2.5 Consideragdes Finais

Os citros ocupam uma posicdo de destaque entre as frutiferas, seguidos pelas
culturas da banana, uva e maca, por isso a demanda por pesquisas visando melhoria da
cultura é crescente, seja no aspecto fitossanitario ou de qualidade da fruta produzida.
Apesar da lideranca brasileira na producdo mundial de citros, a produtividade desta
cultura tem sido muito afetada principalmente por problemas fitossanitarios, que vém

contribuindo para redugdes de safras nos anos recentes.

Objetivando-se melhorar a produtividade e minimizar os problemas
fitossanitarios nos pomares, que vém causando diminuicdo da &rea de pomares em
producdo e a desaceleracdo do ritmo de novos plantios, tem-se optado pelo
melhoramento genético através de técnicas biotecnoldgicas, uma vez que 0s
pesquisadores tém encontrado dificuldades para desenvolver programas de

melhoramento convencional devido a aspectos da biologia reprodutiva do género Citrus.

Ainda que as técnicas convencionais sejam indispensaveis, fica evidente que
novos procedimentos, como a transformacdo genética, necessitam ser incorporados
como complemento para que 0s avangcos ocorram mais rapidamente, razdo pela qual se
tem concentrado esfor¢os na aplicagdo de técnicas alternativas no melhoramento

genético dos citros.
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Atualmente, o Brasil possui ensaios em laboratério e casa de vegetacdo com
plantas citricas transgénicas. No entanto, o plantio comercial ainda néo foi autorizado.
Dispor de variedades modificadas geneticamente, pode vir a ser uma alternativa
promissora aos citricultores, pois essas poderdo apresentar ganhos imediatos em termos
de produtividade, fitossanidade e/ou qualidade da fruta. Por isso, a adequada solucao as
questbes de biosseguranca torna-se urgente, cabendo as instituicdes de pesquisa e
empresas envolvidas no assunto, minimizar os riscos da utilizacdo dos mesmos, quando

eles existirem.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local dos experimentos

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia de Plantas
Horticolas do Departamento de Producdo Vegetal da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” (ESALQ) e no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA), ambos da Universidade de S&o Paulo (USP),
em Piracicaba/SP.

3.2 Transformacdes genética de citros

3.2.1 Origem, preparagao e regeneracao do material vegetal

Para 0s ensaios com o gene bO utilizou-se a variedade porta-enxerto liméo ‘Cravo’
(C. limonia Osbeck), enquanto que para cecropina optou-se pelas quatro variedades de
laranja doce: ‘Péra’, “‘Natal’, “Valéncia’ e ‘Hamlin’ (C. sinensis L. Osbeck) que sdo as
copas mais cultivadas no pais. Por final os ensaios com o promotor da fenilalamina
amonia-liase foram conduzidos com laranja ‘Valéncia’.

Frutos maduros das variedades descritas acima foram colhidos na colecdo de
variedades do Departamento de Producdo Vegetal (ESALQ/USP) e/ou obtidos em
Instituicbes, como a Estacdo Experimental de Citricultura de Bebebedouro (EECB) e 0
Centro APTA Citros ‘Sylvio Moreira’/IAC. Tiveram suas sementes extraidas, secas por

24 horas em temperatura ambiente e, posteriormente, descascadas e desinfestadas em
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solucdo 3:1 de agua:hipoclorito de sodio (2,5%), durante 20 minutos. Apos este periodo,
foram lavadas trés vezes em &agua deionizada esteril, em condicGes assepticas e,
incubadas in vitro em tubos de ensaio (25x125 mm), contendo 10 mL do meio de cultura
MT (Murashige & Tucker, 1969), suplementado com 2 g.L™ de phytagel e 25 g.L™ de
sacarose.

A incubacdo das sementes foi realizada em auséncia de luz por 30 dias, a
temperatura de 27 °C, para o alongamento do epicétilo. Posteriormente, as plantulas
foram transferidas para condi¢cdes de fotoperiodo de 16 horas por 10-15 dias, estando
prontas para retirada de explantes para os experimentos de transformacao genética, que
consistiu no corte de segmentos de epicotilo de aproximadamente 0,8 a 1,0 cm de

comprimento.

3.2.2 Linhagens de Agrobacterium utilizadas nos experimentos

Nos ensaios com o limdo ‘Cravo’, utilizou-se como vetor para transformacéo,
Agrobacterium tumefaciens linhagem GV 3101, contendo o gene bO, dirigido pelo
promotor 35S, com o gene de selecdo nptll, que confere resisténcia ao antibidtico
canamicina e o gene reporter gus (Figura 1). A construcdo foi gentilmente cedida pelo
Dr. Eric Lam (The State University of New Jersey, USA)
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Figura 1 - Representacdo esquematica da construgdo utilizada nos experimentos de
transformacdo genética de limdo ‘Cravo’, com o gene bO, via

Agrobacterium tumefaciens
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A linhagem GV 2260, contendo o gene cecropina (MB39), dirigido pelo promotor
35S e com o gene de selecdo nptll, que confere resisténcia ao antibidtico canamicina,
cedida pelo Dr. Ricardo Harakava (Instituto Biologico — S&o Paulo), foi utilizada como

vetor para o sistema de transformacéo das laranjas doce (Figura 2).
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CaMV35S polyA N\ Ava1(1377)

35S-CecropinBst/2201
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Figura 2 - Representacdo esquematica do plasmideo pPCAMBIA 2201 contendo 0 gene
da cecropina, utilizado para as transformacdes das variedades copa de laranja

doce
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Para os ensaios com o promotor da fenilalamina aménia-liase (PAL) utilizou-se
como vetor para transformacdo, Agrobacterium tumefaciens linhagem GV 2260,
contendo o plasmideo pCAMBIA 2201, com o gene reporter gus, dirigido pelo promotor
PAL de Citrus sinensis e o gene de selecdo nptll, que confere resisténcia ao antibiotico
canamicina (Figura 3). Essa construgcdo também foi gentilmente cedida pelo Dr. Ricardo
Harakava.
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chloramphenical (R] Gus second exo
Histidine tag
Mos poly-A
pBR3I2Z ori -Border (mght)
pBR3IZZ bom

p¥E1 rep pWs1 sta

Figura 3 - Construgdo utilizada para a transformacdo genética de laranja “Valéncia’,
utilizando o plasmideo pCAMBIA 2201, com o promotor PAL de Citrus
sinensis e 0 gene gus
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3.2.3 Manutencdo e cultivo de Agrobacterium tumefaciens

Coldnias isoladas de agrobactéria cultivada em meio sélido YEP (10 g.L de
extrato de levedura, 5 g.L ™ de cloreto de sédio, 10 g.L™* de peptona e 15 g.L™ de agar),
suplementado com os antibioticos para selecdo da bactéria, por 76 horas, a 27 °C, foram
transferidas para erlenmeyer (250 mL) com 50 mL do meio YEP liquido, suplementado
com os antibiéticos canamicina (100 mg.L™) e rifamicina (50 mg.L™) para a linhagem
com o0 gene bO e canamicina (100 mg.L™) para as linhagens com a cecropina e o
promotor da PAL. Ambas foram cultivadas sob agitacdo (180 rpm), a 28 °C, por 16
horas.

A suspensdo bacteriana foi quantificada em espectofotometro (600 nm), ajustada
para uma concentracdo de 5x10° UFC/mL, centrifugada a 4800 rpm (15 °C/20 min) e
ressuspendida em meio liquido MT antes de serem inoculadas nos explantes.
Quinzenalmente, os isolados foram transferidos para novo meio de cultura em placas de
Petri e armazenados, ap6s o crescimento (76 horas), a 4 °C. Estoques dos isolados

também foram mantidos em glicerol, a -80 °C.
3.2.4 Inoculagéo e co-cultivo

Diversos experimentos foram conduzidos utilizando segmentos de epicoétilo de
0,8-1,0 cm de comprimento de limdo ‘Cravo’ e das variedades de laranjas doce
descritas. Os explantes foram incubados na solugo de bactéria (5x10® UFC/mL) por 20
minutos em placa de Petri (58 x 15 mm). Posteriormente, foram enxugados em papel de
filtro esterilizado e transferidos para placas de Petri (100 x 15 mm) contendo o meio de
regeneracdo MT sélido, suplementado com BAP (1 mg.L™), onde foram co-cultivados

na auséncia de luz (23 °C - liméo ‘Cravo’ e 27 °C — laranjas doce).
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3.2.5 Selecdo e regeneracéo de plantas

Apos trés dias os explantes foram transferidos para 0 mesmo meio, contendo os
antibidticos cefotaxime (500 mg.L™) que inibe o crescimento de agrobactéria, e
canamicina (100 mg.L™) que seleciona os brotos transformados, mantidos nas mesmas
condi¢cbes do co-cultivo, e repicados a cada duas semanas, para estimular o
desenvolvimento de gemas adventicias, quando foram, entdo transferidos para

fotoperiodo de 16 horas de luz.

3.2.6 Teste histoquimico de Gus e analises moleculares

Pequenos segmentos de folhas e peciolos dos experimentos com o gene bO e o
promotor PAL, respectivamente, foram incubados na auséncia de luz a 37°C, por 24
horas, na solugdo X-GLUC, para andlise de p—glucoronidase — Gus (Jefferson, 1987).

DNA dos brotos regenerados, nos diversos ensaios, foi extraido de acordo com
Dellaporta et al. (1983) para analise da PCR. Para confirmacdo da integracdo dos genes
utilizados nas transformacgdes (bO, cecropina e gus) a amplificacdo foi realizada
utilizando-se uma mistura composta de 1 pL de DNA (50-100 ng), 0,2 puL de cada dNTP
(10 mM), 1,0 uL MgCl; (25 mM), 2,0 puL de tampéo (10x), 0,3 pL Taq polimerase (5
u/uL), mais ‘primers’ epecificos. Todas as amostras foram submetidas ao termociclador
(PTC-100™, MJ Research, Inc.).

Para amplificacdo do gene bO utilizou 0,3 pL de ‘primer’ (10uM): 5° CAA GCT
CAA ATT ACT GGA CGT CC3’ e 5’CCG GAG CCT CAG CCT CAC CGA A3’. As
reacOes foram submetidas as seguintes condicdes: 34 ciclos de 45 segundos a 95° C, 45
segundos a 52° C e 1 minuto a 72° C mais uma extensdo final a 72° C por 2 minutos,
para a amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 750pb.

Os ‘primers’ cecropina — F - 5> ATG GGT AAG AAG TCT CAT ATT 3’ e
cecropina— R -5 TCA ACC CAA AGC CTT AG 3’ foram utilizados para PCR (0,3 pL

cada), amplificando fragmento especifico do gene cecropina (aproximadamente 211 bp).
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Utilizou-se termociclador programado a 34 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 2 minutos a
55°C e 1,5 minuto a 72 °C.

A amplificacdo do gene gus foi realizada utilizando-se os primers: 5> CAA CGA
ACT GAA CTG GCA G 3’ e 5’ CAT CAC CAC GCT TGG GTG 3’. As reagdes foram
submetidas ao termociclador nas seguintes condigdes: 34 ciclos de 1 minuto a 92° C, 1
minuto a 55° C e 1,5 minuto a 72° C.

Andlise de ‘Southern blot’ foi realizada para confirmar a integracdo estavel dos
genes nas plantas transgénicas. DNA total das plantas aclimatizadas foi extraido pelo
método DNAzol (Plant DNAZzol®), acrescentando-se duas lavagens com fenol, para uma
melhor purificagdo. Aproximadamente 20 pg de DNA foram digeridos com as enzimas
de restricdo Xhol e Hindlll (bO), EcoRlI (cecropina) e Hindlll e EcoRI (gus) separados
em gel de agarose 1% por eletroforese e transferidos para membrana de “nylon”
(Hybond-N" , Amersham Biosciences). A sonda para o bO foi preparada pela digestdo
de plasmideo contendo o gene, que liberou o fragmento de 1,1 kb, enganto que as sondas
para cecropina e gus foram preparadas por PCR e os fragmentos amplificados de 750 pb
e 211 pb, correspondente, respectivamente a parte do gene, foram purificados. Todos os
fragmentos foram submetidos & marcagdo com fluoresceina utilizando o kit “Gene
Images™ Random Primer Labelling Module” (Amersham Biosciences). As hibridacdes
foram realizadas a 60°C e as deteccdes com CDP-Star™ (Amersham Biosciences).

Para 0 ‘Northern blot’, RNA total de folhas das plantas de limdo ‘Cravo’,
transformadas com o gen bO, foi isolado usando Plant RNA Purification Reagent
(Invitrogen) de acordo com as instruicbes do fabricante. Vinte gramas de RNA foi
fracionado por eletroforese em gel de agarose a 0,8% contendo formaldeido e entdo
transferido para membrana de nylon (Hybond-N*, Amersham Biosciences). A sonda do
gene bO gene foi preparada por PCR e o mesmo ‘kit’ utilizado para ‘Southern blot’ foi

usado para a analise de ‘Northern blot’.
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3.2.7 Microenxertia e aclimatizacao das plantas transformadas

Brotos Gus+ (bO) e PCR+ (cecropina e PAL) foram enxertados in vitro em
citrange “Carrizo’. O preparo do porta-enxerto incluiu sua decaptacdo a 1,5-2,0 cm do
epicotilo, reducdo do sistema radicular a 3,5-4,0 cm e remocao dos cotilédones e das
gemas axilares. O meristema apical dos brotos transformados foi, entdo, enxertado na
regido terminal do epic6tilo decapitado, estabelecendo contato com o sistema vascular.

Apos 45 dias, as plantas foram aclimatizadas em vasos, contendo substrato
comercial (Plantimax™/Eucatex), mantidas sobre alta umidade (cobertura plastica), e
permanecendo por 60 dias em camara de crescimento (fotoperiodo 16h, 40 umolm™s™
de intensidade luminosa e temperatura controlada de 27 + 2°C). ApGs esse periodo,
foram transferidas para vasos maiores e mantidas em casa de vegetacdo (Rendimax
Citrus"™/Eucatex).

3.3 Avaliacao de resisténcia a Phytophthora nicotianae em plantas de liméo ‘Cravo’

transformadas geneticamente com o gene bO
3.3.1. Preparo das plantas

Plantas de limdo ‘Cravo’ transformadas geneticamente com o gene bO foram
multiplicadas por borbulhia, onde gemas de ramos maduros foram excisadas e
enxertadas em porta-enxerto de limdo ‘Cravo’. Dez plantas de cada transgénico foram
produzidas, seguindo o sistema de produgdo de mudas certificadas do Estado de Séo
Paulo.

Da mesma forma, propagaram-se também plantas de limdo ‘Cravo’ néo
transformado para servirem como controle (testemunha). Quando as plantas estavam
com aproximadamente seis meses, por volta de 0,80 m de altura e com didmetro de 3
cm, a 10 cm do colo, fez-se o desponte das mesma e, 15 dias ap0ds as plantas estavam

prontas para serem inoculadas com P. nicotianae.
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3.3.2 Obtencdo, selecdo do indculo e instalagdo do bioensaio

Dez diferentes isolados de P. nicotianae foram obtidos na Unidade de Pesquisa e
Desenvolvimento de Sorocaba, da APTA Regional, SAA. Antes da instalacdo do
bioensaio, efetuou-se um pré-teste, com o intuito de selecionar o isolado mais agressivo.
Plantas de lim&o ‘Sicialiano’ de oito meses de idade, com cerca de 70 cm de altura e 0,8
cm de diametro, foram inoculadas pelo método da agulha infestada com o patdgeno
(Siviero, 2000); que consistiu no perfuramento das hastes com agulha infestada, a altura
de 10 cm do colo da planta. Em seguida, o ponto de inoculagdo foi protegido com
algoddo umedecido. As plantas foram mantidas em estufa telada. Os algodbes foram
umedecidos diariamente com agua destilada, sempre no periodo da manhd. Quatorze
dias apds a inoculagdo, aferiu-se o comprimento e a largura da lesdo e observou-se a
presenca de exsudagédo de goma.

O isolado selecionado foi inoculado em frutos de limdo ‘Siciliano’ maduros,
visando o reisolamento do patégeno. Um fragmento extraido da extremidade da lesdo,
de 0,6 cm de didmetro, foi inoculado no albedo e os frutos foram mantidos & temperatura
de 25°C com 16 horas de luz por nove dias.

Na seqliéncia, os frutos foram abertos cuidadosamente, apos breve assepsia, em
camara de fluxo laminar. As sementes foram retiradas e colocadas individualmente em
placas de Petri contendo cerca de 10 ml do meio cenoura - CA (Kaosiri et al., 1978) e
mantidas a temperatura de 25°C na auséncia de luz.

Cinco dias apds multiplicaram-se os propagulos iniciais em meio de cultura CA,
para obtencdo de maior quantidade de in6culo para a realizagdo do ensaio. Quatro dias
apos a repicagem, as colbnias de Phytophthora foram utilizadas para a instalacdo do
bioensaio com as plantas transgénicas de limdo ‘Cravo’. As inocula¢bes foram
realizadas utilizando o método da agulha infestada (Siviero et al., 2000).

A avaliagdo do experimento foi realizada aos 25 dias apds inoculacéo,
consistindo na observacdo inicial da presenca de exsudagdo de goma e de afericdo do
comprimento das lesdes. A é&rea das lesdes foi mensurada em medidor de area (Licor®
L1-3000).
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3.4 Avaliacdo de resisténcia a Xanthomonas axonopodis pv. citri em folhas

destacadas de laranja “Valéncia’ transformadas com o gene cecropina

O bioensaio consistiu na inoculacdo de folhas destacadas pelo método de
Franscischini et al. (2003). As folhas foram coletadas na estufa, de forma padronizada:
sem sintomas de deficiéncia, na mesma posicdo na planta (intermediarias), tamanho
semelhante, etc; em seguida foram lavadas em &agua corrente e entdo perfuradas com
agulha de 0,56 mm e inoculadas com a imerséo de solugdo contendo o patégeno.

O indculo consistiu de uma suspensdo de bactéria preparada a partir de col6nias de
trés dias, as quais haviam sido plagqueadas em meio de cultura NA (peptona 5 g.L™?,
extrato de levedura 1 g.L™, extrato de carne 3 g.L™", NaCl 8 g.L" e agar 15 g.L ) e
incubadas a 28°C. Utilizou-se uma concentracéo final de inoculo de 10° UFC/ml.

Tubos Falcon (50ml) formaram a unidade experimental, onde se manteve 0,5 mL
de agua estéril, e uma folha com o peciolo, que foi mantido em contato com a agua. Seis
perfuracbes foram feitas em cada folha e para cada tratamento (transgénicos +
testemunha) fez-se cinco repeticdes. Posteriormente, as folhas foram pulverizadas com o
indculo.

As avaliagBes consistiram na observacdo visual do aparecimento das primeiras
lesbes, anotando-se 0 tempo necessario para 0 aparecimento das mesmas, diariamente
(incidéncia). Quinze dias apds a inoculagéo as folhas foram digitalizadas e a severidade
(percentagem da lesdo em relacdo a area total da folha) foi determinada pelo software de
quantificagdo de doenca, Quant v.1 (Vale et al., 2001).

Os dados obtidos nos bioensaios foram submetidos a analise de comparacao de
médias pelo teste de Tukey (P<0,05%).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Transformacao genética de lim&o ‘Cravo’ com o gene bO

4.1.1 Regeneracao de brotos e confirmacéo da transformacéo

Duas brotacdes Gus-positivas de limao ‘Cravo’ foram regeneradas dos explantes
co-cultivados com A. tumefaciens. A insercdo do gene bO no genoma das plantas foi
confirmada pela analise de PCR, mostrando a amplificacdo do fragmento esperado de
aproximadamente 750 pb nas duas plantas transgénicas. DNA das plantas PCR+ foi
hibridizado com sonda especifica para observacdo da integracdo do gene bO,
confirmando a transformagdo com a ocorréncia de trés eventos de insercdo do gene.
Enquanto que a andlise de ‘Northern blot’ confirmou a transcricdo do gene nas plantas
transformadas (Figura 4 a-d).

Hé& grande variacdo na eficiéncia de transformacéo genética nas diferentes espécies
citricas, sendo que melhores resultados tém sido obtidos com as laranjas doces (Citrus
sinensis L. Osbeck), a exemplo da laranja ‘Hamlin” (Mendes et al., 2002). Para liméo
‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck) os resultados mostram baixa eficiéncia de
transformacdo, permitindo dizer que ha forte relacdo entre a espécie ou variedade na

eficiéncia de transformacédo genética dos citros (Almeida et al., 2003).
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Figura 4 - Andlises: histoquimica de Gus, PCR e Southern e Northern blot nas plantas
transgénicas de limdo ‘Cravo’. a. Expressdo do gene gus em broto
transformado; b. PCR do DNA das plantas Gus+: L = ladder 100 bp; 1 e 2 =
controles negativo e positivo, respectivamente; 3 e 4 = plantas bO+; c.
Deteccdo do gene bO via ‘Southern blot’ com as enzimas Hindlll (acima) e
Xhol (abaixo): 1 = plasmideo digerido como controle positivo; 2 e 3 = DNA
das plantas bO+; 4 = DNA de planta ndo transformada (controle negativo). d.
‘Northern blot” - quantificacdo do RNA (acima) e niveis de transcrito do gene
bO nas plantas transgénicas (abaixo). C- = RNA de planta ndo transformada;
1-2 = RNA de plantas transformadas.
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Lesdes semelhantes as de hipersensibilidade (HR) foram observadas nas duas
plantas transgénicas de limdo ‘Cravo’ obtidas, e mostrou maior intensidade de acordo
com a idade das folhas. Variaram em forma e tamanho e foram usualmente amarelas
(Figura 5 - direita). A formacdo espontanea de lesbes na auséncia do patdgeno,
denominada reacdo de HR, tem sido relatada em um grande nimero de plantas
transgénicas expressando genes como o bO (Mittler, 2000; Mohamed et al., 2001,
Rizhsky & Mittler, 2001). Em alguns casos, a ativacdo da morte programada de células é
acompanhada pela inducdo de multiplos mecanismos de defesa e na inducdo de
resisténcia (Mittler & Lam, 1996).

Figura 5 - Planta de limdo ‘Cravo’ transgénica (esquerda) e detalhes das folhas
mostrando lesbes de hipersensibilidade relacionadas com a expressdao do
gene bO (direita).

Este vem a ser o primeiro relato da transformacédo de citros com o gene bO e
também a primeira introducdo de gene de interesse no limao ‘Cravo’, porta-enxerto
bastante cultivado no Brasil. O desenvolvimento das plantas transformadas ocorreu
normalmente, sem haver mudancas no fenotipo da variedade (Figura 5 - esquerda),

exceto a expressdo de HR, descrita anteriormente.



4.1.2 Avaliacao da resisténcia a Phytophthora nicotianae

39

Inicialmente selecionou-se o isolado mais agressivo, com base nos resultados

obtidos no pré-teste realizado (Tabela 1), para posterior instalacdo do bioensaio.

Tabela 1. Comprimento, largura (cm) e presenca de goma, nas lesGes de P. nicotianae

em hastes de plantas de limdo ‘Siciliano’

Isolado Comp. lesdo Larguralesdo  Presenca de
(cm) (cm) goma
1. LRS 93/03 2,70 0,70 Sim
2. LRS 95/03 2,80 1,50 Sim
3. LRS 87/03 1,00 0,50 Sim
4. LRS 90/03 2,00 1,20 Néo
5. LRS 94/03 2,00 0,70 Sim
6. LRS 104/03 2,10 0,70 Sim
7. LRS 99/03 1,00 0,30 Néo
8. LRS 98/03 1,70 0,70 Sim
9. LRS 96/03 1,20 0,50 Sim
10. LRS 97/03 0,30 0,40 Néo

Com base nos resultados obtidos selecionou-se o isolado LRS 95/03, que foi a

fonte de indculo para o bioensaio com as plantas de liméo ‘Cravo’ transformadas com o
gene bO (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de plantas com goma, comprimento (cm) e area (cm?) das lesdes

causadas por P. nicotianae no lenho de plantas de limdo ‘Cravo’

Tratamentos % de plantas  Comprimento Area

com goma (cm) (cm?

L. ‘Cravo’ transgénico (Planta 1) 30 0,90 b 0.32b
L. ‘Cravo’ transgénico (Planta 2) 40 1,04 ab 0,46 ab

L. ‘Cravo’ 60 1,37 a 0.54 a

CV (%) 13,35 10,28

* médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (Tukey 5%)
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A presenca de goma foi observada em mais da metade das plantas de limao
‘Cravo’ (60%). Por outro lado, as plantas transgénicas apresentaram consideravel
reducdo de exsudacgdo, chegando a diminuir pela metade no caso da planta 1 (30%). A
presenca de goma nas lesdes, normalmente precede a rachadura da casca, que é um dos
sintomas caracteristicos da ocorréncia de P. nicotianae em citros, que também incluem
podridGes de tronco, raizes e radicelas, portanto uma reducdo na exsudagdo resultard
conseqlientemente, num menor agravamento da doenca (Feichtenberger, 2000).

As duas plantas transgénicas apresentaram lesdes menores que o limdo ‘Cravo’
ndo transgénico, porém, apenas a planta 1 foi significativamente mais resistente (Figura
6), confirmando o alto nivel do sinal de hibridizacdo na analise de ‘Northern blot’. Estes
resultados podem ter ocorrido, pois a inser¢do do gene € aleatoria, entdo, provavelmente
na planta 1, a inser¢do ocorreu numa regido de maior atividade de expressdo. Fagoaga et
al. (2001) citam que varios mecanismos estdo envolvidos na modificagdo do sistema de
defesa das plantas. A posicdo que o gene foi inserido e a expressao de proteinas e outros
fatores integrados séo importantes.

H& uma relacdo positiva entre as distintas aferi¢ces, apresentando coeficiente de
correlacdo de 0,95 entre comprimento e area da lesdo. Por isso a utilizacdo da primeira
leitura (comprimento), por ser simples e direta e dar um indicativo fiel dos resultados,
em detrimento ao célculo da &rea, pode ser considerada uma boa metodologia para
quantificagdo da doenca (Siviero et al., 2002).

Plantas expressando o gene bO usualmente ativam a morte programada de células
e podem apresentar resisténcia a fungos, pelo incremento nos niveis de acido salicilico e
a expressdo de varios RNAs mensageiros relacionados com a patogenicidade, resultando
na ativacdo da hipersensibilidade. Vérias relacGes entre o patdgeno e a planta, bem como
os efeitos dos patdgenos podem estar relacionados com a ativagdo e coordenacdo das
respostas de defesa da planta, isso pode ser comprovado pela indugdo da
hipersensiblidade em transgénico que ocorre na auséncia do patégeno (McNellis et al.,
1998).
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Plantas de tabaco expressando o gene bO tambeém mostraram aumento na
resisténcia a patdégenos como Pseudomonas syringae pv. tabaci (Mittler et al., 1995);
mesma observacdo feita em batata, que apresentou resisténcia a fungos, devido ao
incremento nos niveis de acido salicilico, ativando a expressdo de RNAs mensageiros
relacionados com a patogenicidade, induzindo sistema de resisténcia adquirida - SAR
(Abad et al., 1997).

Figura 6 - Variacdes no tamanho das lesbes de P. nicotianae em hastes de liméo
‘Cravo’: a - transgénico (planta 1); b - transgénico (planta 2) e; ¢ - comum

Relata-se apenas um estudo relacionado & transgenia de citros para resisténcia a
gomose de Phytophthora spp., realizado na Espanha. A transformacdo de laranja
‘Pineapple’ com a proteina PR-5 do tomate resultou na regeneracdo de nove plantas,
constatando protecdo contra Phytophthora citrophthora em alguns transgenénicos, que
apresentaram alta sobrevivéncia na presenca do patdgeno apds um ano. Por outro lado,
ndo ha trabalhos com porta-enxertos transgénicos voltados para a protecao a esta doenga
(Fagoaga et al., 2001).
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4.2 Transformacéo genética de laranja doce com o gene cecropina

4.2.1 Regeneracéo dos brotos e confirmacgdo dos transgénicos

Transformaram-se as quatro variedades de laranja doce mais cultivadas no Brasil,
utilizando-se protocolo de transformacdo via tecido juvenil (Figura 7 a-i). Maiores
indices foram observados para as laranjas ‘Valéncia’ (3,3-4,5 %) e ‘Hamlin’ (2,5-3,0 %)
em comparacdo com ‘Natal’ (1,6-2,0 %) e ‘Péra (0,5%), nos distintos experimentos
(Tabela 3). Tal observacdo também foi feita por Boscariol (2004) transformando os
mesmos materiais, porém utilizando os genes attA (atacina) e Xa21, comprovando que a

eficiéncia do processo de transformacéo para citros é dependente da variedade utilizada.

Tabela 3. Numero de gemas adventicias desenvolvidas, total de brotos PCR+, eficiéncia
de transformacao e total de plantas transgénicas de laranja doce transformadas

com 0 gene cecropina

Variedades de N°degemas Totalde Eficiénciade Total de plantas
laranja doce formadas/total  brotos transformacdo aclimatizadas
de explantes PCR+ (%)
‘Hamlin’ (expl) 84/300 09 3,0 05
‘Hamlin’ (exp2) 62/200 05 2,5 03
‘Hamlin’ (exp3) 185/400 12 3,0 08
‘Valéncia’ (expl) 39/150 05 3,3 04
‘Valéncia’ (exp2) 163/400 18 4,5 13
‘Valéncia’ (exp3) 36/100 04 4,0 03
‘Natal” (expl) 63/400 08 2,0 04
‘Natal” (exp2) 75/500 08 1,6 04
‘Péra’ (expl) 25/400 02 0,5 01

‘Péra’ (exp2) 28/600 03 05 02
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Figura 7 - Transformacdo genética de laranja doce com o gene cecropina a partir de
tecido juvenil. a. Plantulas germinadas no escuro (esquerda), para
estiolamento e, ap6s periodo de 15 dias na luz (direita); b. Segmentos de
epicétilo utilizados como fonte de explantes; c. Incubagdo com A.
tumefaciens; d. Plagueamento dos explantes em meio para co-cultivo; e.
Regeneracdo de brotos em meio seletivo; f. Broto transgénico
microenxertado; g. Inicio da aclimatizacdo das plantulas em sala de
crescimento; h. Finalizacdo da fase de aclimataizacdo; i. Plantas
transgénicas em casa de vegetacao
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A insercdo do gene cecropina no genoma das plantas foi confirmada pela anélise
da PCR. Dos brotos avaliados, 26 de laranja ‘Hamlin’, 27 de laranja “Valéncia’, 16 de
laranja ‘Natal’ e cinco de laranja ‘Péra’ foram positivos, mostrando a amplificacdo do
fragmento esperado de aproximadamente 211 pares de base (Figura 8 a-d).

DNA das plantas de laranja “Valéncia’ PCR+, ja aclimatizadas em casa de
vegetacdo, foi hibridizado com sonda especifica para observagdo da integragdo do gene
cecropina nas plantas transgénicas pela técnica de ‘Southern blot’. Avaliaram-se plantas
de laranja “Valéncia’, uma vez que as demais estavam em fase de aclimatizacdo ou ainda
in vitro, portanto ndo apresentavam folhas maduras, que sdo necessarias para extracao de
DNA. Confirmou-se a transformacdo com a ocorréncia de pelo menos um evento de
insercdo do gene no genoma das mesmas (Figura 9).

A maioria das plantas transgénicas obtidas, com 0 gene cecropina, estdo em casa-
de-vegetacdo, e algumas em avangado desenvolvimento vegetativo. Nenhuma alteracédo

fenotipica foi observada até o0 momento.
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Figura 8 - Andlise da PCR de brotos de laranja doce transformadas com o gene cecropina.
a. laranja “Hamlin’; b. laranja ‘Valéncia’; c. laranja ‘Natal’ e, d. laranja ‘Péra’.
L = ladder 100 pb; - = controle negativo (DNA planta ndo transformada); + =
controle positivo (DNA bactéria); 1-9 representam brotos positivos (exceto 6 a)
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Figura 9 - Detec¢do do gene cecropina via ‘Southern blot” em plantas de laranja
‘Valéncia’: 1 = plasmideo pCAMBIA 2201 contendo o gene da cecropina
digerido como controle positivo; 2 = DNA de planta ndo transformada

(controle negativo) e; 3-10 = DNA das plantas Cecropina PCR+ (DNA
digerido com a enzima EcoRl)
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4.2.2 Avaliagdo de resisténcia a Xanthomonas axonopodis pv. citri em folhas
destacadas de plantas de laranja ‘Valéncia’ transformadas com o gene

cecropina

Ensaios in vitro mostraram que peptideos antimicrobianos sdo altamente toxicos
para algumas bactérias fitopatogénicas (Owens & Heutte, 1997). Em citros ha um relato
da utilizacdo de genes peptidos antimicrobianos, feito por Bespalhok et al. (2001), que
descreveram ter transformado laranja ‘Péra’ com o gene da sarcotoxina e, testes
preliminares de inoculacdo com a bactéria causadora do cancro citrico mostraram
aumento significativo na resisténcia a esta doenca. Assim, realizou-se um ensaio com
esse objetivo.

As plantas de laranja ‘Valéncia’ transformadas com o gene da cecropina
apresentaram melhores resultados perante o controle (planta de laranja “Valéncia’ ndo
transformada), sendo que uma planta (3) apresentou-se significativamente mais
tolerante, tanto na incidéncia quanto na severidade da doenca (Figuras 10, 11 e 12).

Plantas de fumo, expressando o mesmo gene, também apresentaram aumento de
resisténcia a doencas como, Pseudomonas syringae pv. tabaci e Erwinia carotovora
subesp. carotovora (Ohshima et al., 1999). Ja plantas de laranja ‘Hamlin’, transformadas
com outro peptideo antibacteriano, a atacina, também apresentaram uma reducdo nos
sintomas apresentados em decorréncia da inoculacdo do patdégeno Xanthomonas
axonopodis pv. citri, utilizando mesma metodologia descrita neste trabalho, mostrando a
possibilidado do uso desse grupo de genes no controle do cancro citrico (Boscariol,
2004).
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Figura 10 - Periodo médio de incubacédo (incidéncia), em dias, para o aparecimento dos
primeiros sintomas de cancro citrico em folhas de plantas de laranja
‘Valéncia’. (1-7 = laranjas “Valéncia’ transgénicas e 8 = controle, planta
ndo transformada. Letras iguais ndo diferem significativamente (Tukey -
5%)
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Figura 11 - Porcentagem da area da folhas de laranja “Valéncia’ lesionada sobre o total
da area foliar (severidade). (1-7 = laranjas ‘Valéncia’ transgénicas e 8 =

controle, planta ndo transformada. Letras iguais ndo diferem
significativamente (Tukey - 5%)
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Figura 12 - Diferentes niveis de severidade nas lesdes de cancro citrico entre folha de

planta transgénica (esquerda) e de planta testemunha (direita)

O sucesso da utilizagdo desses peptideos em estudos que visam aumentar
resisténcia de plantas se deve a alguns pontos como: ndo sdo toxicos para as plantas, tém
rapida habilidade biostatica contra células-alvo e a sua atividade em baixas
concentragdes (Reed et al., 1997). Além disso, compdem o sistema de defesa de espécies
ndo vegetais e possuem um grande espectro de acdo contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas (Mourgues et al., 1998).

A introducdo de genes da familia Xa21 do arroz também foi proposta para o
controle do cancro citrico (Guo & Grosser, 2002). Esta familia confere amplo espectro
de resisténcia a X. oryzae pv. oryzae (Wang et al., 1996). Recentemente, no Brasil, as
principais copas de laranja foram transformadas com este gene, visando aumento da

resisténcia ao cancro citrico (Boscariol (2004).
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E inegavel que a transformacdo genética é uma alternativa viavel e promissora
para aumentar a resisténcia dos citros a doengas. Assim, tornam-se urgente a
identificacdo e clonagem de genes envolvidos na resisténcia as mais diversas doencas e
problemas da cultura. O protocolo utilizado para a transformacdo de laranja doce se
mostrou eficiente na introducdo do gene da cecropina, tornando possivel a insercdo de
novos genes que possam contribuir para minimizar outros problemas da citricultura, tais

como pragas e fatores abidticos.



50

4.3 Transformacdo genética de Citrus sinensis L. Osbeck com o promotor da

fenilalamina amonia-liase isolado de laranja doce

4.3.1 Regeneracéo de brotos

Foi possivel a regeneracdo e confirmacdo de plantas transgénicas de laranja
‘Valéncia’, via Agrobacterium tumefaciens, contendo o gene repdrter gus dirigido pelo
promotor da fenilalamina amonia-liase de laranja doce (PALCSs), a partir de segmentos

juvenis de epicétilo (Figura 13 a-c), nos experimentos realizados (Tabela 4).

Tabela 4. Namero de brotos de laranja “Valéncia’ regenerados e PCR positivo para

0 gene gus dirigido pelo promotor da fenilalamina amonia-liase.

Numero de explantes NuUmero de brotos Numero de brotos
plaqueados regenerados PCR+
150 (Expl) 67 08
150 (Exp2) 48 06

Foram obtidos 14 brotos positivos, comprovados inicialmente pela analise da PCR
(Figura 13 d), quando as plantas estavam ainda in vitro e posteriormente, apos
aclimatizacg&o, por “Southern blot”, confirmando a insercao de pelo menos uma cépia do
gene gus (Figura13e).

Este vem a ser o primeiro relato da transformagdo de plantas citricas com o
promotor da fenilalamina aménia-liase de citros clonado por Harakava (2000).
Transformacdes utilizando esse promotor tém sido amplamente relatadas em tabaco
(Gray-Mitsummune et al., 1999; Huang & McBeath, 1994) e em Arabidopsis (Ohi et al.,
1990; Giacomin & Szalay, 1996; Rookes & Cahill, 2003) e a expressdo de genes

reportes, como o gus ou o gfp, tem se mostrado na regido do xilema.



51

4.3.2 Expressao do gene gus

A expressdo do gene gus pelo teste histoquimico se deu em apenas algumas (seis)
plantas, apenas em segmentos de peciolos, onde se concentram 0s vasos condutores, 0
que tem sido descrito previamente para promotores PAL isolados de outras plantas
(Giacomin & Szalay, 1996, Huang & McBeath, 1994).

Em alguns segmentos de peciolo observou-se expressdo total do gene gus,
enguanto que em outros se deu na regido dos vasos condutores, mas nao exclusivamente
no xilema (Figura 13 f). Ha relatos que a expressdo de genes promovidos por promotores
PAL pode ser induzida por fatores bidticos e abidticos, incluindo ferimentos, luz ultra-
violeta, infeccBes por patdgenos, exposicdo a sais de metais pesados (Kervinen et al.,
1998; Levee & Seguin, 2001; Smith et al., 2001).

Gray-Mitsumune et al. (1999) transformaram Arabidopsis thaliana e tabaco com o
gene gus utilizando o promotor PAL e analise histoquimica da atividade Gus nos
transformantes primarios mostraram que a atividade foi consistentemente localizada no
sistema vascular de ramos, folhas, raizes e flores.

Plantas de tabaco tendo o gene gus dirigido por promotores PAL de Arabidopsis
(Giacomin & Szaly, 1996) e feijdo (Bevan et al., 1989) mostraram expressao do gene
reporter em células jovens, bem como em células do parénquima do xilema e em partes
desenvolvidas da planta. Expressdo do gene gus também pdde ser notada em células
epidermais e tricomas, radicelas, pétalas, onde a producdo de flavonoides requerem a
atividade da enzima PAL.

A utilizacdo de genes repérteres como a enzima beta glucoronidase, tem sido
amplamente realizada para examinar a expressao do promotor PAL em tabaco (Gray-
Mitsumune et al., 1999), A. thaliana e feijdo. Porém esse método € destrutivo, assim
outros estudos vém utilizando o gene reporter da “green fluorescent protein’ (GFP), que
pode ser visualizado facilmente em tecidos vivos, usando microscopia fluorescente
convencional. Este método foi utilizado com sucesso por Rookies & Cahill (2003) em A.

thaliana.
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. e . - f

Figura 13 - Sequéncia da transformacdo de laranja ‘Valéncia’ com o gene gus e 0
promotor PAL. a. Microenxertia de broto Gus+; b. Plantula pré-
aclimatizada em sala de luz; c. Aclimatizacdo das plantas em casa de
vegetacdo; d. Analise de PCR: L = ladder 100pb; + e - = controles positivo e
negativo, respectivamente; 1-14 = plantas Gus+; e — Andlise de ‘Southern
blot’: 1 e 5 = controles positivo (plasmideo digerido com enzimas Hindlll e
EcoRlI, respectivamente); 7-8 = controle negativo (DNA de planta ndo
transformada digerido com enzimas Hindlll e EcoRlI, respectivamente); 2-4
= DNA das plantas de ‘Valéncia’transgénicas digerido com a enzima
Hindlll e; 6 = DNA das plantas de ‘Valéncia’transgénicas digerido com a
enzima EcoRl; f. Expressdo do gene gus, na regido vascular de peciolos de
folhas de laranja “Valéncia’(aumento 10 x).



5 CONCLUSOES

a) O sistema de transformacdo mediado por Agrobacterium tumefaciens,
utilizando segmentos de epicotilo é vidvel para Citrus sp, uma vez que foi possivel
transformar as variedades com as construcées propostas;

b) Diferentes taxas de eficiéncia na transformacéo genética entre as variedades e
espécies de citros foram observadas, mostrando haver alta influéncia do genotipo no
sistema mediado pela Agrobacterium;

c) Os genes bacteriopsina e cecropina apresentam potencial para serem
incorporados em programas de melhoramento visando resisténcia a Phytophthora spp. e
Xanthomonas axonopodis pv. citri, respectivamente;

d) A utilizagdo do promotor isolado de laranja doce (PAL), visando expressao de
genes nos vasos do xilema, ndo mostrou-se uma alternativa vidvel para futuras

transformacdes de Citrus sinensis com genes visando resisténcia a Xylella fastidiosa.
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APENDICE 1- MEIOS DE CULTURA

Solucbes estoque do meio MT (Murashige & Tucker, 1969)

MT Macronutrientes estoque (50x) gL?
NH;NO; 82,5
KNO; 95,0
MgS0,.7H,0 18.5
KO, PO, 7,5
K3 HPOq 1,0
MT Micronutrientes estoque (100x) gL?
H3BO; 0,62
MnSO,.H,0 1,68
ZnS0,4.7H,0 0,86
KI 0,083
NaMo04.2H,0 0,025
CuS0,4.5H,0 0,0025
CoCl,.6H,0 0,0025
MT Ferro estoque (200x) gL?
Na,EDTA 7,45

FeSO4.7H,0 5,97
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MT Vitaminas estoque (100x) g.L?
Myo-inositol 10,0
Tiamina-HCL 1,0
Pyridoxina-HCL 1,0
Acido nicotinico 0,5
Glicina 0,2
MT Caélcio estoque (66x) gL?
CaCl,.2H,0 22,0
Meio de cultura MT (Murashige & Tucker, 1969) mL.L™?
MT Macronutrientes estoque (50x) 20,0
MT Micronutrientes estoque (100x) 10,0
MT Vitaminas estoque (100x) 10,0
MT Calcio estoque (66x) 15,0
MT Ferro estoque (200x) 5,0

g.L?!
Sacarose 25
Agar 8

Obs: o pH do meio foi ajustado para 5.8, antes de adicionar o Agar, e foi autoclavado
por 20 minutos (121°C e 1,0 Kg.cm™).
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gL?
Meio de YEP Solido
Peptona 10,0
Extrato de Levedura 10,0
NaCl 5,0
Agar 15,0
g.L*?
Meio de YEP Liquido
YEP Liquido gL?
Peptona 10,0
Extrato de Levedura 10,0
NaCl 5,0

Obs: pH do meio foi ajustado para 7.0 antes de adicionar o Agar e autoclavado por 20
minutos (121°C e 1,0 Kg.cm™).

gL
Meio CA — Cenoura Agar
Cenoura triturada e peneirada 200,0
Agar 20,0

Obs: autoclavar a 121°C por 20 minutos.
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MT Vitaminas estoque (100x) g.L?
Myo-inositol 10,0
Tiamina-HCL 1,0
Pyridoxina-HCL 1,0
Acido nicotinico 0,5
Glicina 0,2
MT Caélcio estoque (66x) gL?
CaCl,.2H,0 22,0
MT

MT Macronutrientes estoque (50x) 20,0 mL.L™?
MT Micronutrientes estoque (100x) 10,0 mL.L*
MT Vitaminas estoque (100x) 10,0 mL.L*
MT Célcio estoque (66x) 15,0 mL.L™?
MT Ferro estoque (200x) 50mL.L*
Sacarose 25g.L"
Agar 8g.L™
EME

MT Macronutrientes estoque (50X) 20 ml.L™

MT Micronutrientes estogue (100X) 10 ml.L?

MT Vitaminas estoque (100X) 10 ml.L!

MT Célcio estoque (50X) 20 ml.L*!

Obs: todos os meios de cultura tiveram o pH ajustado para 5,8, antes de adicionar o

Agar, e foram autoclavados por 20 minutos (121°C e 1,0 Kg/cm?).
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YEP Sélido gL*
Peptona 10,0
Extrato de Levedura 10,0
NaCl 5,0
Agar 15,0

Obs: ajustar pH para 7,0 antes de adicionar o Agar e autoclavar por 20 minutos (121°C e
1,0 Kglem?).

YEP Liquido gL*
Peptona 10,0
Extrato de Levedura 10,0
NaCl 50

Obs: ajustar pH para 7,0 antes de adicionar o Agar e autoclavar por 20 minutos (121°C e
1,0 Kglem?).

Meio CA - Cenoura Agar

200 g. de cenoura triturada e peneirada
20 g. de &gar

1 litro de &gua destilada

Autoclavado a 121°C por 15 m
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