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RESUMO 
 

Organogênese in vitro e transformação genética de limão ‘Volkameriano’ (Citrus 
volkameriana) e laranja azeda (Citrus aurantium) 

 
 A transformação genética possibilita a introdução de genes de interesse 
agronômico no genoma das plantas e pode ser empregada na tentativa de obter plantas 
resistentes a doenças. No entanto, para se obter uma planta transgênica é necessário 
primeiramente estabelecer um procotolo eficiente de regeneração de plantas in vitro. 
Assim, o objetivo desse trabalho foi estudar a organogênese in vitro e a transformação 
genética de limão ‘Volkameriano’ e laranja azeda com um fragmento do gene da capa 
protéica do CTV. Para a organogênese in vitro utilizou-se, como explante, segmento 
internodal, obtido de planta cultivada em casa-de-vegetação, segmento de epicótilo, 
coletado de plântula cultivada in vitro e segmento de cotilédone associado ao hipocótilo 
obtido de semente introduzida in vitro. Esses explantes foram mantidos em meio de 
cultura EME suplementado com 6-benzilaminopurina (BAP – 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg L-

1), sendo incubados sob fotoperíodo de 16 h de luz ou em condições de escuro por 30 
dias e então transferidos para fotoperíodo de 16 h de luz. A avaliação foi realizada após 
45 dias de cultivo, determinando-se o número de explantes responsivos e o número de 
gemas por explante. A caracterização anatômica do processo de regeneração foi 
realizada por meio de cortes histológicos. Pela análise dos dados foi possível verificar 
que a organogênese in vitro ocorreu a partir dos três tipos de explantes testados, sendo 
que, nas duas espécies em estudo, os melhores resultados foram obtidos com o cultivo 
de segmento de cotilédone associado ao hipocótilo. As concentrações de BAP que 
estimularam as melhores taxas de regeneração foram de 1,0 e 1,5 mg L-1, para limão 
‘Volkameriano’, e 0,5 e 1,0 mg L-1 para laranja azeda. A incubação dos explantes em 
ausência de luz favoreceu a regeneração in vitro. Pela análise histológica foi possível 
observar que o processo de regeneração, a partir dos três tipos de explantes testados, 
ocorreu por meio de organogênese indireta. O protocolo de desenvolvimento 
estabelecido durante os experimentos de organogênese in vitro foi utilizado para a 
transformação genética dessas espécies via Agrobacterium, contendo o plasmídeo 
pCAMBIA 2201, com um fragmento do gene da capa protéida do CTV, em uma 
construção gênica do tipo ‘hairpin’. As gemas de limão ‘Volkameriano’ e laranja azeda 
identificadas como transgênicas pelo teste histoquímico GUS foram enxertadas in vitro 
em citrange ‘Carrizo’. A confirmação da transformação genética foi realizada pela 
análise de PCR, a qual mostrou a amplificação de um fragmento de 671 pb, 
correspondente a parte do gene amplificada. 
 
Palavras-chave: Citrus; Cultura de tecidos; Morfogênese; Gemas adventícias; 

Transgenia  
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ABSTRACT  
 

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

 

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

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

A citricultura brasileira se destaca como a maior do mundo, apresentando uma 

produção de aproximadamente 20 milhões de toneladas (FAO, 2008), sendo o Estado 

de São Paulo responsável pela maior parte da produção nacional, a qual se destina 

principalmente, a indústria de suco concentrado para a exportação. Embora o Brasil 

seja considerado um importante produtor mundial de citros, diversos problemas 

fitossanitários têm afetado sua produtividade. Esses problemas têm sido favorecidos 

pela baixa variabilidade genética das variedades copa e porta-enxerto utilizadas.  

O Citrus tristeza vírus (CTV) é o agente causal da tristeza dos citros, doença de 

grande importância econômica para a citricultura mundial, introduzida no Brasil no final 

da década de 30. Na época em que foi detectada, causou sérios prejuízos a cultura, por 

atingir plantas enxertadas sobre laranja azeda, até então, o principal porta-enxerto 

utilizado.  

No ano de 1999, a Morte súbita dos citros (MSC) foi detectada nos pomares 

brasileiros. Essa doença representa uma grande ameaça para a citricultura, uma vez 

que atinge plantas enxertadas sobre limão ‘Volkameriano’ e principalmente limão 

‘Cravo’, porta-enxerto mais utilizado nos pomares brasileiros.  Embora seu agente 

causal ainda não foi confirmado, uma das hipóteses é que a MSC seja causada por 

uma estirpe do vírus da tristeza dos citros (BASSANEZI et al., 2003), uma outra 

hipótese é que essa doença seja causada por um vírus do gênero Marafivirus, ou que 

uma associação entre dois vírus provoque a doença (MACCHERONI et al., 2005).  

A presença da MSC e da tristeza dos citros tem causado grande impacto 

econômico a citricultura, desta maneira a obtenção de variedades de porta-enxertos 

resistentes a essas doenças é de grande interesse. No entanto, algumas características 

relacionadas à biologia reprodutiva dos citros, tais como, alta heterozigose, 

poliembrionia nucelar, longo período juvenil e auto-incompatibilidade (GROSSER; 

GMITER Jr., 1990) tem dificultado a aplicação dos métodos convencionais de 

melhoramento genético.  

Assim, a transformação genética representa uma alternativa para a obtenção de 

plantas resistentes a essas doenças. A estratégia utilizada para a transformação 
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genética visando a resistência a doenças causadas por vírus, baseia-se na introdução 

de genes do patógeno no genoma da planta. A resistência pode ser alcançada por meio 

da expressão do gene introduzido ou por meio do silenciamento gênico, que pode 

ocorrer no nível transcricional ou pós-transcricional.  

Porém, para a obtenção de plantas transgênicas é necessário primeiramente o 

estabelecimento de protocolos eficientes de regeneração de plantas in vitro, para cada 

espécie em estudo. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a organogênese in vitro 

e a transformação genética de limão ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana) e laranja 

azeda (Citrus aurantium), a fim de obter plantas transgênicas contendo um fragmento 

do gene da capa protéica do vírus da tristeza dos citros. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 Citricultura no Brasil e no mundo 
 

Os citros utilizados em plantios comerciais pertencem à família Rutaceae, 

subfamília Aurantoidea, sendo a maioria das espécies pertencentes ao gênero Citrus 

(SWINGLE; REECE, 1967), exceto as espécies, kunquats e trifoliata, que estão 

incluídas nos gêneros Fortunella e Poncirus, respectivamente (DAVIES; ALBRIGO, 

1994). A classificação do gênero Citrus é bastante controversa. Diversos sistemas de 

classificação têm sido propostos. Para o sistema de classificação apresentado por 

Swingle (1943) o gênero citros é composto por 16 espécies. Já para Tanaka (1977) o 

gênero Citrus é composto por 162 espécies. Análises filogenéticas sugerem que o 

gênero Citrus seja composto por apenas três espécies verdadeiras: cidra (Citrus medica 

L.), tangerina (Citrus reticulata Blanco) e toranja (Citrus grandis L.), sendo os outros 

genótipos derivados de hibridações entre estas espécies verdadeiras (SCORA, 1975; 

BARRETT; RHODES, 1976). Estudos com marcadores moleculares têm ajudado a 

decifrar as relações filogenéticas entre os representantes do gênero Citros e gêneros 

relacionados, e tem confirmado a origem híbrida da maioria das espécies de 

importância econômica (NICOLOSI et al., 2000).   

As frutas cítricas de uso comercial podem ser agrupadas em laranjas doces (C. 

sinensis (L.) Osbeck), tangerinas (C. reticulata Blanco), limões (C. limon (L.) Burm. F.), 

limas ácidas [C. aurantifolia (Christm.) Swing e C. latifolia (Yu. Tanaka)], pomelos (C. 

paradise Macf.), entre outras (PIO et al., 2005). Algumas espécies são utilizadas 

principalmente como porta-enxerto, como limão ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck), limão 

‘Volkameriano’ (C. volkameriana V. Ten & Pasq.), tangerina ‘Sunki’ (C. sunki hort. ex 

Tanaka), tangerina ‘Cleópatra’ (C. reshni hort. ex Tanaka), laranja azeda (C. aurantium 

L.), trifoliata (Poncitrus trifoliata (L.) Raf.), os híbridos citrange ‘Carrizo’, citrange ‘Troyer’ 

[Poncitrus trifoliata (L.) Raf.  x C. sinensis (L.) Osbeck], e citrumelo ‘Swingle’ [C. paradisi 

Macfad. Cv. Duncan x Poncitrus trifoliata (L.) Raf.] (POMPEU JUNIOR, 2005). 

A maioria das espécies de citros são nativas da região sudeste do continente 

asiático, exceto o pomelo que parece ser a única espécie de Citrus não nativa do 
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oriente, provavelmente originária da Ilha de Barbados no Caribe (DONADIO; MOURÃO-

FILHO; MOREIRA, 2005).  

Os citros desenvolvem-se principalmente em regiões tropicais e subtropicais a 

uma latitude de aproximadamente 40º ao norte e ao sul do equador (DAVIES; 

ALBRIGO, 1994). Entre os países produtores de citros destacam-se o Brasil, China, 

EUA, México e Espanha, responsáveis por, aproximadamente, 18,8%, 16,0%, 10,6%, 

6,0% e 5,6% da produção mundial, respectivamente (FAO, 2008).   

As frutas cítricas estão incluídas entre as principais frutas produzidas no mundo, 

apresentando uma produção de aproximadamente, 108 milhões de toneladas. O Brasil 

é o maior produtor de citros do mundo apresentando uma produção de cerca de 20 

milhões de toneladas (FAO, 2008), sendo o Estado de São Paulo responsável por cerca 

de 80% da produção nacional (BOTEON; NEVES 2005).    

 Entre as frutas cítricas produzidas no Brasil, a laranja tem maior destaque. Em 

2006, a produção de laranja foi de cerca de 17 milhões de toneladas, com uma área 

colhida de aproximadamente 802 mil hectares (FNP, consultoria e comércio, 2007). A 

produção de laranja no Brasil corresponde a cerca de 28,1% da produção de laranja no 

mundo (64 milhões de toneladas). O EUA é considerado o segundo maior produtor 

sendo responsável por aproximadamente 14% (9 milhões de toneladas) da produção 

(FAO, 2008). A maior parte da produção brasileira de laranja destina-se à indústria de 

suco de laranja concentrado, sendo que uma grande parte do suco de laranja produzido 

no país é exportado, principalmente para União Européia (ABECITRUS, 2008). 

Apesar do grande volume de produção dos citros no Brasil e no mundo, a 

citricultura tem sofrido muitas perdas, causadas por pragas e doenças que afetam a 

cultura. No Brasil, os pomares têm sido atingidos por diversas doenças, desde o início 

de sua fase comercial até os dias atuais. 

 Por volta de 1910, os pomares brasileiros foram afetados pela gomose, doença 

causada pelo fungo Phytophthora spp. que impossibilitou o uso da laranja ‘Caipira’ 

como porta-enxerto, sendo substituída pela laranja azeda. Em 1937, constatou-se a 

presença do vírus da tristeza dos citros (CTV) em grande parte dos pomares brasileiros, 

essa doença foi controlada com a utilização de novos porta-enxertos em substituição a 

laranja azeda. A partir de 1957, os pomares foram atingidos pelo cancro cítrico, doença 
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causada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri. Em seguida, no ano de 1987, 

foi constatada a presença da clorose variegada do citros, causada pela bactéria Xylella 

fastidiosa. No ano de 2001, a morte súbita dos citros, doença de causa desconhecida 

foi detectada nos pomares da região sul do Triângulo Mineiro, Norte e Noroeste do 

Estado de São Paulo. A partir de 2004, surgiu o greening ou huanglongbing, causado 

pela bactéria Candidatus Liberibacter ssp (MATTOS et al., 2005). 

O Citrus tristeza virus (CTV) pertencente ao gênero Closterovirus, família 

Closteroviridae, é o agente causal da tristeza dos citros, doença de grande importância 

econômica para a citricultura mundial. Esse vírus é transmitido principalmente pelo 

pulgão preto dos citros (Toxoptera citricida), e infecta praticamente todas as espécies, 

variedades, híbridos e muitos afins de citros. O vírus da tristeza dos citros foi detectado 

pela primeira vez no Brasil em 1937, no Vale do Paraíba, atingindo plantas enxertadas 

sobre laranja azeda, que era o principal porta-enxerto da época, causando um sério 

prejuízo à citricultura (KIMATI et al., 2005).  

Plantas afetadas pelo CTV exibem diferentes sintomas da doença dependendo 

da virulência da estirpe do CTV, condições ambientais, idade da planta, combinação 

copa/porta-enxerto, capacidade de permitir a multiplicação do vírus e da tolerância dos 

tecidos, principalmente do floema. Baseado nestes fatores, os sintomas podem ser 

classificados em tristeza clássica, tristeza que causa sintomas do tipo canelura e 

tristeza que causa o amarelecimento-do-pé-franco (KIMATI et al., 2005).  

Em copas de laranja doce, pomelo e tangerinas, enxertadas sobre laranja azeda 

são expressos uma série de sintomas da tristeza clássica, como amarelecimento das 

folhas velhas, clorose da nervura principal, declínio rápido da planta, seca dos galhos, 

necrose dos tubos crivados do porta-enxerto, podridão das radicelas e pode ocorrer a 

morte da planta. Já em copas sensíveis ao vírus, como a laranja ‘Pêra’ e os pomelos 

propagadas sobre porta-enxertos tolerantes são observados sintomas como canelura 

(‘stem pitting’), redução do tamanho da planta, formação de ramos frágeis e 

quebradiços, diminuição do tamanho médio dos frutos, formação de folhas de tamanho 

reduzido e cloróticas. Em mudas de pé franco de laranja azeda, alguns limões 

verdadeiros e limas ácidas infectadas com isolados severos do CTV, a tristeza causa o 

sintoma conhecido amarelecimento-de-pé-franco, caracterizado pela clorose severa das 
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folhas e nanismo da planta. O controle da doença consiste basicamente na utilização de 

porta-enxertos resistentes ou tolerantes. Para as variedades copa, laranja ‘Pêra’ e os 

pomelos enxertados em porta-enxertos tolerantes, o controle é feito por premunização 

(FUNDECITRUS, 2008). 

A morte súbita dos citros (MSC) foi identificada pela primeira vez em 2001, no 

município de Comendador Gomes (MG). É uma doença de combinação copa/porta-

enxerto, que manifesta os sintomas na região da enxertia em plantas propagadas sobre 

porta-enxertos intolerantes, tais como, os limões ‘Cravo’ e o ‘Volkameriano’, porém em 

limão ‘Volkameriano’, esta doença mostra um comportamento diferente apresentando 

um período maior de incubação e grau de severidade menor (KIMATI et al., 2005).  

O agente causal da MSC ainda não foi confirmado, entretanto, uma hipótese 

provável é que esta doença seja causada por uma estirpe mutante do vírus da tristeza. 

Esta hipótese é baseada nas semelhanças entre a MSC e a tristeza quanto à 

sintomatologia, velocidade de progresso da doença e distribuição espacial das plantas 

afetadas nos talhões, e por serem doenças de combinação copa/porta-enxerto. Além 

disso, partículas de vírus semelhantes ao CTV foram detectadas, por testes serológicos 

e moleculares em plantas com sintomas de MSC (BASSANEZI et al., 2003). Uma outra 

hipótese sobre a etiologia da doença é que esta seja causada por um novo vírus do 

gênero Marafivirus chamado de Citrus sudden death associated virus (CSDaV), 

pertencente à família Tymoviridae. Este vírus foi encontrado associado exclusivamente 

a plantas afetadas pela morte súbita e portanto foi sugerido que sua presença é uma 

condição necessária se não suficiente para o desenvolvimento desta doença 

(MACCHERONI et al., 2005). As semelhanças entre a MSC e tristeza dos citros 

sugerem que ambas sejam transmitidas pelo mesmo vetor (Toxoptera citricicida) 

(FUNDECITRUS, 2008). 

Os sintomas da MSC são parecidos com os sintomas causados pelo CTV 

quando as plantas são enxertadas sobre laranja azeda. O sintoma inicial da MSC é 

caracterizado por uma descoloração foliar, desfolha parcial, poucas brotações novas e 

ausência de brotações internas. A doença causa um bloqueio nos vasos do floema do 

porta-enxerto, impedindo que produtos gerados durante a fotossíntese sejam 

translocados para as raízes, assim, elas tornam-se podres e morrem. As plantas 
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afetadas apresentam uma coloração amarelada a alaranjada nos tecidos internos da 

casca do porta-enxerto abaixo da região da enxertia. No estádio final da doença todas 

as folhas caem e a árvore morre permanecendo com alguns frutos presos aos galhos. 

O controle da doença é realizado por meio da produção de mudas em porta-enxertos 

tolerantes, já nas áreas afetadas o controle é feito pela subenxertia das árvores 

produzidas sobre limão ‘Cravo’ e limão ‘Volkameriano’, com porta-enxertos tolerantes, 

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

 
2.2 Cultura de tecidos em citros 
 

A cultura de tecidos é uma técnica baseada na totipotência celular, que consiste 

na capacidade da célula vegetal de desenvolver uma planta inteira, desde que 

submetida a condições que estimulem sua divisão e diferenciação (TORRES; CALDAS; 

BUSO, 1999). 

 As células e tecidos cultivados in vitro podem seguir duas rotas morfogênicas 

diferentes: organogênese e a embriogênese somática. Na organogênese as células 

desenvolvem uma estrutura unipolar podendo ser um ápice caulinar ou radicular, cujo 

sistema vascular permanece conectado ao tecido do explante. Na embriogênese 

somática tem-se o desenvolvimento de uma estrutura bipolar constituída por um ápice 

caulinar e um ápice radicular que apresentam sistema vascular fechado, isto é, sem 

conexão com o tecido do explante. Estas duas vias de regeneração podem ocorrer de 

forma direta, a partir do tecido do explante ou indireta, neste caso primeiramente 

desenvolvem-se calos que diferenciam-se em gemas adventícias, raízes ou embriões 

somáticos (TORRES; CALDAS; BUSO, 1999). 

Os primeiros trabalhos envolvendo cultura de tecidos em citros foram realizados 

visando a produção de plantas isentas de vírus (RAGAN; MURASHIGE; BITTERS, 

1968; GRINBLAT, 1972). Desde então, muitos trabalhos relacionados com cultura de 

tecidos em citros estão sendo realizados. Estes trabalhos permitem a obtenção de 

protocolos que possibilitam o isolamento e cultivo de protoplastos (BENEDITO; 

MOURÃO FILHO; MENDES, 2000, COSTA; OTONI; MOORE, 2002), e a regeneração 

por meio da organogênese in vitro e embriogênese somática de diferentes espécies e 
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cultivares de citros.  A disponibilidade destes protocolos permite o uso destas técnicas 

no melhoramento genético por meio da hibridação somática e transformação genética.  

A maioria dos trabalhos relacionados com o estabelecimento de protocolos de 

organogênese in vitro, em citros, têm sido desenvolvidos, principalmente, a partir de 

tecido juvenil, tais como, segmentos de epicótilo coletados de plântulas cultivadas in 

vitro (GARCÍA-LUIS et al., 1999, BORDÓN; GUARDIOLA; GARCÍA-LUIS, 2000; 

MOURA et al., 2001; COSTA et al., 2004; SILVA et al., 2005a, 2005b; SCHINOR et al., 

2006; GARCÍA-LUIS et al., 2006) e segmentos internodal coletados de plantas jovens 

cultivadas em casa-de-vegetação (MOURA et al., 2001). Porém também existem relatos 

de obtenção de gemas adventícias a partir de segmento de raiz (BURGER; HACKETT, 

1986) e segmento de hipocótilo (MAGGON; SINGH, 1995). 

 A organogênese in vitro também tem sido obtida a partir do cultivo de tecido 

adulto como discos de folha (ALMEIDA et al., 2003) e segmentos internodal coletados 

de plantas adultas cultivadas em casa-de-vegetação (CERVERA et al., 1998a; 

ALMEIDA et al., 2003; KOBAYASHI et al., 2003; CERVERA et al., 2008). Com a 

utilização de tecido adulto é possível obter plantas a partir da organogênese in vitro que 

apresentem características de plantas adultas e floresçam rapidamente após o seu 

desenvolvimento (KOBAYASHI et al., 2003).  

Os tecidos adulto e juvenil respondem de maneira diferente à indução para a 

organogênese in vitro e embriogênese somática. No tecido adulto a competência para a 

regeneração diminui (CERVERA et al., 2008), portanto o emprego de tecidos menos 

diferenciados como, cotilédone, segmentos de epicótilo e segmentos hipocótilo deve 

favorecer a organogênese, principalmente em cultivares mais recalcitrantes.  

A resposta morfogênica do explante pode ser influenciada em função de diversos 

fatores, como a posição do explante (horizontal ou vertical) introduzido no meio de 

cultura (GARCÍA-LUIS et al., 1999; BORDÓN; GUARDIOLA; GARCÍA-LUIS, 2000; 

SILVA et al., 2005a; GARCÍA-LUIS et al., 2006), seccionamento longitudinal (MOURA et 

al., 2001; SILVA et al., 2005a) e polaridade, apical ou basal, do segmento de epicótilo 

em relação ao nó cotiledonar (GARCÍA-LUIS et al., 1999; BORDÓN; GUARDIOLA; 

GARCÍA-LUIS, 2000; COSTA et al., 2004; SILVA et al., 2005a; SCHINOR et al., 2006).  
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Para a indução da organogênese in vitro de citros, normalmente é necessária a 

adição de reguladores de crescimento, como citocininas e auxinas. Na maioria dos 

trabalhos o desenvolvimento de gemas adventícias tem sido obtido a partir do cultivo 

dos explantes na presença da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) (MOREIRA-DIAS et 

al., 2001; MOURA et al., 2001; COSTA et al., 2004; SILVA et al., 2005a, 2005b; 

GARCÍA-LUIZ et al., 2006). 

As concentrações dos reguladores de crescimento, como o BAP, adicionados ao 

meio de cultura exercem grande influência sobre a regeneração dos explantes. Quando 

os explantes são cultivados na ausência de BAP, normalmente, não se observa a 

regeneração de gemas adventícias e nem a formação de calos, já aqueles cultivados na 

presença de concentrações elevadas de BAP, observa-se a formação de calos, mas o 

desenvolvimento de gemas adventícias é reduzido (MOREIRA-DIAS et al., 2000). A 

concentração de BAP que melhor favorece o desenvolvimento de gemas adventícias é 

muito variável e depende de cada genótipo em estudo (BORDÓN; GUARDIOLA; 

GARCÍA-LUIS, 2000). 

Para algumas espécies e variedades de citros, a organogênese in vitro tem sido 

melhor induzida a partir da combinação de citocininas e auxinas (MOREIRA-DIAS et al., 

2000), sendo o ácido α-naftalenoacético (NAA), a auxina mais empregada (MOREIRA-

DIAS et al., 2001; GARCÍA-LUIZ et al., 1999; BORDÓN; GUARDIOLA; GARCIA-LUIS, 

2000; GARCÍA-LUIZ et al., 2006). Neste caso, para o desenvolvimento de gemas 

adventícias, normalmente, utiliza-se uma alta concentração de citocinina combinada 

com uma dose baixa de auxina (MOREIRA-DIAS et al., 2000).  

A análise histológica da morfogênese in vitro tem mostrado que o 

desenvolvimento das gemas adventícias ocorrem a partir de divisões periclinais das 

células do câmbio (GARCÍA-LUIS et al., 1999). Essas divisões celulares iniciam-se 

durante os primeiros dias de cultivo e promovem a formação de áreas meristemáticas 

na zonal cambial, as quais são responsáveis pelo desenvolvimento das gemas 

adventícias que se regeneram por meio da organogênese direta (ALMEIDA et al., 

2006). As divisões celulares do câmbio também podem promover o desenvolvimento de 

calos e posterior formação de gemas adventícias caracterizando um processo de 

organogênese indireta (GARCÍA-LUIS et al., 1999; ALMEIDA et al., 2003).  
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O regime de luz na qual o explante é submetido influencia o processo de 

desenvolvimento das gemas adventícias. Normalmente, quando os explantes são 

incubados em ausência de luz têm-se um desenvolvimento maior de calos e a formação 

de gemas adventícias ocorre por meio de organogênese indireta (COSTA et al., 2004; 

MOREIRA-DIAS et al., 2000), porém, quando os explantes são cultivados diretamente 

na presença de luz, o desenvolvimento das gemas adventícias ocorre por meio de 

organogênese direta (MOREIRA-DIAS et al., 2000).  

A obtenção de plantas inteiras a partir de brotos desenvolvidos in vitro, pode ser 

feita a partir do alongamento (MOURA et al., 2001; SILVA et al., 2005a) e posterior 

enraizamento das brotações (MOREIRA-DIAS et al., 2000; MOURA et al., 2001; SILVA 

et al., 2005a, 2005b) que são induzidos com a adição de giberelinas e auxinas, 

respectivamente. A forma mais empregada para a obtenção de plantas a partir de 

brotos desenvolvidos consiste na enxertia in vitro dos ápices caulinares das brotações 

em plântulas germinadas in vitro (SILVA et al., 2005a). Muitas vezes os brotos 

regenerados são muito pequenos, assim Kobayashi et al. (2003) e Cervera et al. (2008) 

sugerem a transferência destes brotos para o meio de cultura WPM (LLOYD; 

McCOWN, 1980) que promove seu alongamento e facilita o pegamento da enxertia in 

vitro.  

As repostas dos diferentes genótipos de citros com relação aos diversos 

parâmetros testados durante o estabelecimento de protocolos de regeneração são 

muito variáveis. Na literatura tem se observado resultados conflitantes com relação às 

concentrações de reguladores de crescimento utilizadas, condição de cultivo, tipo, 

orientação e polaridade do explante, que melhor promovem o desenvolvimento de 

gemas. Assim é necessário o estabelecimento de protocolos para cada espécie em 

estudo que possam ser utilizados para a transformação genética.    

 

2.3 Transformação genética de citros 
 

Os citros apresentam algumas características relacionadas à sua biologia 

reprodutiva, tais como, alta heterozigose, poliembrionia nucelar (apomixia), longo 

período juvenil e auto-incompatibilidade (GROSSER; GMITER Jr., 1990) que dificultam 
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a aplicação dos métodos convencionais de melhoramento genético. Deste modo, as 

técnicas biotecnológicas como a fusão de protoplasto e a transformação genética 

constituem importantes ferramentas que podem auxiliar os programas de melhoramento 

de citros.  

A transformação genética de citros foi realizada pela primeira vez utilizando 

polietilenoglicol (PEG) para introdução direta de DNA em protoplastos de laranja doce 

‘Trovita’ (Citrus sinensis) (KOBAYASHI; UCHIMIYA, 1989). Desde então, diversas 

espécies e variedades de citros já foram transformadas geneticamente, como laranjas 

doces (ALMEIDA et al., 2003; BOSCARIOL et al., 2003; YU et al., 2002), limas ácidas 

(PEÑA et al., 1997; DOMÍNGUEZ et al., 2000, 2004), pomelo (FEBRES et al., 2003), 

laranja azeda (GUTIÉRREZ; LUTH; MOORE, 1997, GHORBEL et al., 2000), os híbridos 

citrumelo ‘Swingle’ (Citrus paradise x Poncirus trifoliata) (MOLINARI et al., 2004) e 

citrange ‘Carrizo’ (Citrus sinensis x Poncirus trifoliata) (PEÑA et al., 2001, 2004a).  

A transformação genética de citros tem sido realizada por métodos que permitem 

a introdução direta de DNA, como o bombardeamento de partículas (YAO et al., 1996) e 

transformação de protoplastos mediada por PEG (VARDI; BLEICHMAN; AVIV, 1990; 

GUO; GROSSER, 2004; GUO et al., 2005), e por métodos indiretos utilizando como 

vetores Agrobacterium rhizogenes (YANG; SUN; TONG, 2006) e principalmente 

Agrobacterium tumefaciens, sendo esse o método mais empregado para a obtenção de 

plantas transgênicas de citros (HIDAKA et al., 1990; KANEYOSHI et al., 1994; PEÑA et 

al., 1995; GUTIÉRREZ; LUTH; MOORE, 1997; CERVERA et al., 1998a, 1998b; 

GHORBEL et al., 2000, 2001; ALMEIDA et al., 2003; MOLINARI et al., 2004; PEÑA et 

al., 2004b; RODRÍGUEZ et al., 2008). 

Para a transformação genética mediada por Agrobacterium tumefaciens, tem 

sido utilizado principalmente explantes provenientes de tecido juvenil, tais como 

segmentos de epicótilo obtido de plântulas cultivadas in vitro (YU et al., 2002; PEÑA et 

al., 2004a; DOMÍNGUEZ et al., 2004; MOLINARI et al., 2004; ANANTHAKRISHNAN et 

al., 2007) e segmentos internodal coletados de plantas jovens cultivadas em casa-de-

vegetação (GUTIÉRREZ; LUTH; MOORE, 1997, FAGOAGA et al., 2001; DOMÍNGUEZ 

et al., 2004). A transformação genética também tem sido realizada a partir de tecido 

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

RODRÍGUEZ et al., 2008).  

Diversos fatores podem influenciar a transformação genética de citros. Desta 

maneira, já foram testados o emprego de diferentes estirpes de Agobacterium 

tumefaciens (GUTIÉRREZ; LUTH; MOORE, 1997; CERVERA et al.,1998a), o efeito da 

densidade da suspensão bacteriana (YU et al., 2002), a otimização do meio de cultura 

utilizado nas fases de co-cultivo (DOMÍNGUEZ et al., 2000, CERVERA et al., 2008), 

seleção/regeneração (RODRÍGUEZ et al., 2008), período de co-cultivo (GUTIÉRREZ; 

LUTH; MOORE, 1997), posição (GUTIÉRREZ; LUTH; MOORE, 1997) e seccionamento 

longitudinal dos explantes (YU et al., 2002). 

A transformação genética também é influenciada pelo genótipo. Embora muitas 

espécies e variedades de citros tenham sido transformadas com relativa facilidade, 

algumas espécies como, laranja azeda, tangerina ‘Cleopatra’ e laranja ‘Pêra’, tem se 

mostrado recalcitrantes para transformação. Essa recalcitrância tem sido relacionada à 

dificuldade de regeneração das gemas adventícias a partir de células transformadas 

(DOMÍNGUEZ et al., 2004). 

A análise histológica de tecidos transformados tem mostrado a expressão do 

gene uidA (GUS) em células derivadas do câmbio vascular (PEÑA et al., 2004a), as 

quais, poderão se diferenciar em gemas adventícias. O desenvolvimento de calos é 

favorecido pela presença de auxina durante a fase de co-cultivo (PEÑA et al., 2004a; 

CERVERA et al., 2008; RODRÍGUEZ et al., 2008), além disso, com adição de auxina no 

meio de co-cultivo, há um aumento na proporção do DNA em fase de duplicação (fase 

S do ciclo celular) favorecendo a integração do DNA exógeno no genoma da planta 

(PEÑA et al., 2004a).   

Para a seleção das células transformadas é essencial a presença de marcadores 

de seleção, sendo os genes que conferem resistência a antibióticos ou herbicidas, os 

mais utilizados. Em citros o gene nptII que confere resistência ao antibiótico canamicina 

tem sido muito empregado (MOLINARI et al., 2004; PEÑA et al., 2005; BOSCARIOL et 

al., 2006). Embora os agentes de seleção estejam sempre presentes durante o 

processo de transformação genética, a ocorrência de escapes é muito comum e tem 

sido relacionada à proteção das células não transformadas ao agente seletivo pelas 
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células transformadas adjacentes e pela persistência da Agrobacterium tumefaciens no 

tecido inoculado (DOMÍNGUEZ et al., 2004). 

O emprego de genes que conferem resistência a antibióticos representa um 

obstáculo para a aceitação pública e futura comercialização de plantas transgênicas. 

Como alternativa ao sistema de seleção por antibiótico, tem sido proposto o uso de 

sistema de seleção positiva, no qual o agente de seleção pode ser um composto não 

metabolizado pela planta, como por exemplo a manose. A utilização da manose como 

agente de seleção consiste na introdução do gene manA, derivado de Escherichia coli, 

que codifica a enzima fosfomanose-isomerase (PMI), a qual catalisa conversão de 

manose-6-fosfato em frutose-6-fosfato, favorecendo o crescimento de células 

transformadas em meio de cultura contendo manose, enquanto que as demais células 

têm seu crescimento inibido (BOSCARIOL et al., 2003).  

Para a obtenção de plantas transrmadas geneticamente a partir das gemas 

adventícias regeneradas, normalmente realiza-se a enxertia in vitro dos ápices 

meristemáticos transgênicos sobre porta-enxerto não transgênico proveniente de 

plântulas cultivadas in vitro (PEÑA et al., 1995; DOMÍNGUEZ et al., 2000; FAGOAGA et 

al., 2001; YU et al., 2002; PEÑA et al., 2005; RODRÍGUEZ et al., 2008; CERVERA et 

al., 2008). Esta técnica é utilizada devido a dificuldade de enraizamento da maioria das 

espécies de citros.  

A transformação genética de citros tem sido realizada com sucesso 

possibilitando a introdução de diversos genes de interesse agronômico em diferentes 

variedades de citros. Podemos citar a introdução em citrange ‘Carrizo’ do gene hal2 que 

confere tolerância à salinidade (CERVERA et al., 2000), a obtenção de plantas 

transgênicas de laranja ‘Valência’ apresentando o gene que codifica a enzima PME 

(pectin methylesterase) relacionada com a qualidade do fruto (GUO et al., 2005), a 

transformação de pomelo contendo o gene gna promovendo resistência contra afídeos 

(YANG et al., 2000), a introdução dos genes leafy e apetala1 de Arabidopsis, em 

plantas de citrange ‘Carrizo’, promovendo uma diminuição no período de juvenilidade e 

permitindo o florescimento das plantas transformadas já no primeiro ano de cultivo 

(PEÑA et al., 2001). 
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 A transformação genética também tem sido realizada com o propósito de 

integrar seqüências gênicas no genoma da planta visando a resistência a doenças 

causadas por bactérias, fungos e vírus. 

Desta maneira, vários genes já foram introduzidos em laranjas doces com o 

objetivo de promover resistência a doenças bacterianas, como o cancro cítrico e a 

clorose variegada dos citros. Podemos citar a introdução do gene atacina (BOSCARIOL 

et al., 2006) e do gene cecropina (AZEVEDO, 2005), isolados de insetos, responsáveis 

pela formação de peptídeos que apresentam atividade antibacteriana; a introdução do 

gene hrpN, isolado de Erwinia amylovora, relacionado a ativação de mecanismos de 

defesa da planta (BARBOSA-MENDES, 2007) e também a introdução do gene Xa21 

isolado de uma espécie selvagem de arroz (Oryza longistaminata), resistente a 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae, visando a obtenção de plantas resistentes ao cancro 

cítrico (BOSCARIOL, 2004). Plantas transgênicas de laranja ‘Hamlin’ contendo os 

genes hrpN ou o gene atacina mostraram uma redução significativa na severidade dos 

sintomas causados pelo cancro cítrico (BARBOSA-MENDES, 2007; BOSCARIOL et al., 

2006). 

Na tentativa de obter plantas resistentes a doenças causadas por fungos como a 

gomose de Phytophthora, o gene bacteriopsina (bO), isolado de Halobacterium 

halobium, relacionado a ativação de mecanismos de defesa da planta foi incorporado 

em limão ‘Cravo’ (AZEVEDO, 2005), assim como, o gene que codifica a proteína 

antimicrobiana P23 (PR-5), isolado de tomate, foi introduzido em laranja doce, 

promovendo maior resistência a infecção por Phytophthora citrophthora (FAGOAGA et 

al., 2001).  

Para a obtenção de plantas transgênicas resistentes a vírus a estratégia mais 

utilizada é baseada na resistência derivada do patógeno. O primeiro relato de utilização 

deste método foi descrito por Powell-Abel et al. (1986) que obteve plantas transgênicas 

de tabaco resistentes à infecção pelo vírus do mosaico do tabaco.  

Esta estratégia tem sido utilizada por diversos pesquisadores na tentativa de 

obter plantas transgênicas de citros resistentes a tristeza. Deste modo, partes do 

genoma do CTV de diferentes estirpes, já foram introduzidos em citros, como a 

seqüência do gene da capa protéica (GUTIÉRREZ; LUTH; MOORE, 1997; GHORBEL 
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et al., 2000; DOMÍNGUEZ et al., 2002), seqüência do gene da proteína p23 (FAGOAGA 

et al., 2006), seqüência do gene que codifica a enzima RNA polimerase dependente de 

RNA (RdRp) e um fragmento do gene da proteína p23 unido a uma seqüência de 

regiões não transcritas (3’UTR) (FEBRES et al., 2003). Estes trabalhos foram 

desenvolvidos com diferentes genótipos de citros como, lima ácida (GUTIÉRREZ; 

LUTH; MOORE, 1997; DOMÍNGUEZ et al., 2002), pomelo (FEBRES et al., 2003; 

FEBRES; LEE; MOORE, 2008), citrange ‘Carrizo’, laranja doce ‘Pineapple’ 

(GUTIÉRREZ; LUTH; MOORE, 1997) e laranja azeda (GHORBEL et al., 2000). 

 A introdução do gene da capa protéica do CTV em lima ácida ‘Galego’ 

promoveu um aumento na resistência destas plantas quando inoculadas com isolado do 

CTV por enxertia ou inoculação por afídeos. A resistência foi relacionada ao acúmulo da 

proteína viral nas linhagens transgênicas (DOMÍNGUEZ et al., 2002). 

No entanto, a resistência ao vírus nem sempre é mediada pela presença da 

proteína viral no genoma da planta. Um dos mecanismos empregados na obtenção de 

plantas transgênicas resistentes a vírus, envolve o silenciamento gênico que pode 

ocorrer no nível transcricional ou no nível pós-transcricional. 

O silenciamento gênico transcricional (SGT) esta associado a metilações na 

região do promotor inibindo a transcrição gênica. Este foi o tipo de mecanismo proposto 

para explicar a resistência ao CTV observada em plantas transgênicas de pomelo 

apresentando seqüências derivadas do genoma do CTV, como a seqüência do gene 

que codifica a enzima RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) ou um fragmento 

do gene da proteína p23 unido a uma seqüência de regiões não transcritas (3’UTR) 

(FEBRES; LEE; MOORE, 2008).      

O silenciamento gênico pós-transcricional (SGPT) esta relacionado com a 

degradação de mRNA homólogo ao RNA do transgene. O SGPT pode ser induzido em 

plantas transgênicas a partir da introdução de seqüências do genoma viral nas 

orientações sense, antisense ou na forma de RNA dupla fita que é formado a partir de 

cópias invertidas de um fragmento do gene viral, nas orientações, sense e antisense, 

separadas por uma seqüência íntron, promovendo a formação de uma estrutura em 

forma de grampo, denominada ‘hairpin’ (FAGARD; VAUCHERET, 2000). Seqüências do 
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genoma do CTV, em uma construção gênica do tipo ‘hairpin’ já foram introduzidas em 

pomelo por Ananthakrishnan et al. (2007). 

O mecanismo de resistência mediado pelo SGPT é desencadeado quando o 

RNA dupla fita é clivado por uma enzima denominada ‘dicer’ gerando pequenos RNAs 

(siRNA) que são ligados ao complexo RISC (RNA-induced silencing complex) e 

promovem a degradação do RNA homólogo (SOUZA; MENDES; MOURÃO FILHO, 

2007). Essa estratégia foi sugerida como o mecanismo desencadeado em algumas 

linhagens transgênicas de lima ácida ‘Galego’ contendo o gene que codifica para a 

proteína p23 do genoma do CTV. Essas linhagens apresentaram características típicas 

de SGPT, como cópias múltiplas do transgene, baixos níveis de mRNA correspondente, 

metilação do transgene silenciado e acúmulo de pequenos RNAs de interferência 

(siRNA) específicos da proteína p23 (FAGOAGA et al., 2006).     
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Material Vegetal  

Os experimentos de organogênese in vitro e transformação genética foram 

realizados para as variedades limão ‘Volkameriano’ e laranja azeda, utilizando-se como 

explantes segmento internodal coletado de plantas cultivadas em casa-de-vegetação, 

segmento de epicótilo coletado de plântulas cultivadas in vitro e segmento de cotilédone 

(2 - 3 mm) associado ao hipocótilo (1 - 2 mm) coletados de sementes germinadas in 

vitro. 

As plantas de limão ‘Volkameriano’ e laranja azeda mantidas em casa-de-

vegetação e utilizadas como matrizes para a coleta de explantes foram podadas 

periodicamente, preservando-se a haste principal. As brotações novas, formadas na 

haste principal, com cerca de 20 cm de comprimento foram coletadas e desinfestadas 

em solução de hipoclorito de sódio (2,5%) diluída em água destilada (1:1), durante 15 

min. e lavadas (3x) em água destilada e esterilizada, em condições assépticas. Para a 

coleta dos explantes, as gemas laterais dos ramos foram retiradas e descartadas, 

sendo utilizados segmentos de aproximadamente 0,8 - 1,0 cm de comprimento. 

As plântulas para a coleta de segmentos de epicótilo foram obtidas pela 

germinação in vitro de sementes, extraídas de frutos maduros, coletados no campo 

experimental de citros da ESALQ/USP, em Piracicaba/SP. As sementes foram lavadas 

para a retirada da mucilagem e secas à temperatura ambiente, por 24 h. Para a 

germinação, retirou-se o tegumento da semente e realizou-se a desinfestação, em 

solução de hipoclorito de sódio (2,5%) e água na proporção de 3:1, durante 15 min. sob 

agitação constante. Após o tratamento, as sementes foram lavadas (3x) em água 

destilada estéril, em condições assépticas e introduzidas em tubo de ensaio (25 x 150 

mm), contendo meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 

Phytagel TM (2,0 g L-1) e sacarose (30 g L-1), e pH ajustado para 5,8. A incubação foi 

realizada a 27 ºC, em ausência de luz, para o alongamento do epicótilo. As plântulas 

obtidas foram transferidas para condições de fotoperíodo de 16 h, por 10 dias e então 



 31 

utilizadas para a coleta dos explantes, segmentos de epicótilo de 0,8 - 1,0 cm de 

comprimento. 

Para a coleta dos explantes segmentos de cotilédone associados ao hipocótilo (1 

- 2 mm), foram utilizadas sementes introduzidas in vitro, sob as mesmas condições 

citadas acima, e incubadas a 27 ºC, em ausência de luz, durante um período 20 dias. 

Para a obtenção desses explantes as sementes recém-germinadas foram cortadas em 

segmentos formados pela região do proximal do cotilédone (3 - 5  mm) mais o hipocótilo 

(1 - 2 mm) (Figura 1). Esses explantes foram incubados com a superfície abaxial em 

contato com meio de cultura. 

 

 
 
Figura 1 - Segmento de cotilédone associado a hipocótilo utilizado nos experimentos de 

organogênese e transformação genética em limão ‘Volkameriano’ (Citrus 
volkameriana) e laranja azeda (Citrus aurantium). Barra: 500 µm 

 
 

3.2 Organogênese in vitro 

 O desenvolvimento de gemas adventícias foi estudado em função da 

suplementação do meio de cultura com diferentes concentrações de BAP (0,0; 0,5; 1,0; 

1,5; 2,0 mg L-1) e do tipo de explante (segmento internodal, segmento de epicótilo ou 

segmento de cotilédone associado ao hipocótilo), para as variedades limão 

‘Volkameriano’ e laranja azeda. Para limão ‘Volkameriano’ avaliou-se também o efeito 

da incubação em ausência de luz, e posterior transferência para fotoperíodo de 16 h de 

luz, ou diretamente sob fotoperíodo de 16 h de luz. 
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 O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 

(concentrações de BAP x tipo de explante ou concentrações de BAP x condições de 

incubação). Nos experimentos realizados com segmento internodal e de epicótilo 

utilizou-se 5 repetições, sendo cada repetição constituída de uma placa de Petri, 

contendo 10 explantes. Cada experimento foi repetido 3 vezes. Já nos experimentos 

realizados com segmento de cotilédone associado ao hipocótilo, foram realizadas 5 

repetições, com 8 explantes cada para laranja azeda, e 4 repeticões contendo 6 

explantes para limão ‘Volkameriano’, esses experimentos foram repetidos uma e duas 

vezes, respectivamente.      

A avaliação dos experimento foi feita após 45 dias de cultivo, determinando-se o 

número de explantes com desenvolvimento de gemas adventícias (explantes 

responsivos) e o número de gemas desenvolvidas por explante. As variáveis avaliadas 

foram submetidas à análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste 

Tukey (p < 0,05). 

Assim, foram realizados os experimentos: 

Experimento 1: avaliação do desenvolvimento de gemas adventícias em limão 

‘Volkameriano’, utilizando-se como explante segmento internodal, incubado durante 30 

dias em ausência de luz e posteriormente transferido para fotoperíodo de 16 h de luz, 

ou incubado diretamente sob fotoperíodo de 16 h de luz. 

Experimento 2: avaliação do desenvolvimento de gemas adventícias em limão 

‘Volkameriano’, utilizando-se como explante segmento de epicótilo e segmento 

internodal, introduzidos horizontalmente em meio de cultura EME (GROSSER; 

GMITER, 1990), suplementado com diferentes concentrações de BAP e incubados 

durante 30 dias em ausência de luz e posteriormente transferido para fotoperíodo de 16 

h de luz. 

Experimento 3: avaliação do desenvolvimento de gemas adventícias em limão 

‘Volkameriano’, utilizando-se como explante segmento de cotilédone associado ao 

hipocótilo, introduzidos horizontalmente em meio de cultura EME, suplementado com 
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diferentes concentrações de BAP e incubados durante 30 dias em ausência de luz e 

posteriormente transferido para fotoperíodo de 16 h de luz.  

Experimento 4: avaliação do desenvolvimento de gemas adventícias em laranja 

azeda, utilizando-se como explante segmento de epicótilo e segmento internodal, 

introduzidos horizontalmente em meio de cultura EME, suplementado com diferentes 

concentrações de BAP e incubados durante 30 dias em ausência de luz e 

posteriormente transferido para fotoperíodo de 16 h de luz. 

Experimento 5: avaliação do desenvolvimento de gemas adventícias em laranja 

azeda, utilizando-se como explante segmento de cotilédone associado ao hipocótilo, 

introduzidos horizontalmente em meio de cultura EME, suplementado com diferentes 

concentrações de BAP e incubados durante 30 dias em ausência de luz e 

posteriormente transferido para fotoperíodo de 16 h de luz. 

 

3.3 Análise histológica 

A análise histológica da morfogênese foi realizada com os explantes segmento 

de epicótilo, internodal e segmento de cotilédone associado ao hipocótilo para limão 

‘Volkameriano’ e laranja azeda, cultivados em meio de cultura para indução de 

organogênese, constituído de meio nutritivo EME, suplementado com sacarose (25 g L-

1), ágar (8 g L-1), e BAP (0,5 - 1,5 mg L-1), e incubados durante 30 dias na ausência de 

luz.  

Para a análise histológica realizada com segmentos de epicótilo e internodal, as 

amostras foram coletadas, após 0, 13 e 20 dias de cultivo para limão ‘Volkameriano’ e 

após 0, 10 e 24 dias de cultivo, para laranja azeda. As coletas dos segmentos de 

cotilédone associado ao hipocótilo foram realizadas aos 0, 13, e 20 dias de cultivo para 

limão ‘Volkameriano’ e laranja azeda.   

As amostras foram fixadas em paraformaldeído (4%) e submetidas a vácuo (20 

min). A desidratação foi realizada à temperatura ambiente, em série de 100% metil 

celosolve, etanol, propanol e butanol, seguido de imersão em butanol:meio de infiltração 

(1:1) (Historesina, Leica). A infiltração foi finalizada com 100% de meio de infiltração. A 
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emblocagem foi feita em Historesina (hidroxietilmetacrilato). A polimerização foi 

realizada em temperatura ambiente por 3 - 5 dias. Cortes seriados longitudinais (5 µm) 

foram preparados em micrótomo rotativo (Leica RM 2155), com navalha de aço, 

imersos em gotas de água, desidratados em chapa quente (40º) e coloridos em fuccina 

ácida (0,1%) e azul de toluidina (0,05%).  

 

3.4 Transformação genética 

3.4.1 Vetor de expressão e estirpe de Agrobacterium tumefaciens  

Para os experimentos de transformação genética foi utilizada a estirpe EHA 105 

de Agrobacterium tumefaciens, contendo o plasmídeo pCAMBIA 2201, com o gene de 

seleção nptII, o gene repórter uidA (GUS) e um fragmento do gene da capa protéica do 

CTV (CP), em uma construção gênica tipo “hairpin”, ou seja, cópias invertidas do 

transgene, na orientação sense e antisense, separadas por uma seqüência íntron, 

como mostra a Figura 2.  

35S ‐P íntronCP CP 35S ‐P35S ‐P 35S ‐T35S ‐T 35S ‐Tnpt II uid A35S ‐P íntronCP PC 35S ‐P35S ‐P 35S ‐ T35S ‐T 35S ‐Tnpt II uid A

SacI (=SstI)

BamHI

XbaI  

Figura 2 - Esquema do vetor de expressão, contendo um fragmento do gene da capa protéica 
do CTV, numa construção do tipo ‘hairpin’, o gene de seleção nptII e o gene repórter 
uidA, sob controle do promotor constitutivo 35S. 

 

3.4.2 Cultura e manutenção dos isolados de Agrobacterium tumefaciens 

O isolado de Agrobacterium tumefaciens EHA 105 utilizado para os experimentos 

foi conservado (-80 ºC) em solução contendo glicerol (50%) e meio de cultura YEP 

líquido (extrato de levedura 10 g L-1, NaCl 5 g L-1 e peptona 10 g L-1), suplementado 

com canamicina (50 mg L-1) e rifampicina (50 mg L-1). A partir desse isolado, foi 
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preparado um estoque de trabalho, constituído de bactéria cultivada em tubo de 2 ml 

contendo meio de cultura YEP sólido, suplementado com os antibióticos mencionados 

acima e armazenado a 4 ºC. A partir do estoque de trabalho, a bactéria foi transferida 

para meio de cultura YEP sólido, com os mesmos antibióticos e cultivada a 27 ºC, por 

72 h. Para o preparo do inóculo, uma colônia isolada foi transferida para o meio de 

cultura YEP líquido, contendo os mesmos antibióticos, e incubado por 16 h, em agitador 

orbital (28ºC/180 rpm). Posteriormente a suspensão bacteriana foi centrifugada a 4800 

rpm durante 15 min, à temperatura de 15 ºC, e então o precipitado formado foi 

ressuspendido em meio de cultura MS, na concentração de 5 x 108 a 109 UFC/ml. 

 

3.4.3 Transformação genética de citros via Agrobacterium tumefaciens 

A transformação genética foi realizada com as variedades limão ‘Volkameriano’ e 

laranja azeda, utilizando-se segmentos internodal (± 0,8 cm), coletados de plantas 

mantidas em casa-de-vegetação, segmentos de epicótilo, obtido de plântulas cultivadas 

in vitro e segmento de cotilédone (3 - 2 mm) associado ao hipocótilo (1 - 2 mm), obtidos 

de sementes germinadas in vitro. Os explantes foram inoculados com a suspensão 

bacteriana, em placa de Petri, durante 15 min. Em seguida, secos em papel de filtro 

estéril para retirar o excesso de bactéria, e então introduzidos em meio de cultura de 

co-cultivo EME suplementado com 1,0 mg L-1 de BAP para limão ‘Volkameriano’ e 0,5 

mg L-1 de BAP para laranja azeda, acetoseringona (100 mM L-1), ácido ascórbico (5 mg 

L-1), sacarose (25 g L-1), ágar (8 g L-1), e pH ajustado para 5,5. Os explantes, segmento 

internodal e segmento de cotilédone associado ao hipocótilo, também foram 

introduzidos em meio de co-cultivo EME suplementado com ácido 2,4-

diclorofenóxiacético (2,4-D - 2,0 mg L-1), ácido α-naftalenoacético (NAA - 1,0 mg L-1) e 

2-isopentenil-adenina (2-ip - 1,0 mg L-1). A incubação foi realizada à temperatura de 24 

°C, por 2 dias, em ausência de luz.  

Com o objetivo de aumentar a eficiência de transformação, foi testada a 

sonicação (50/60 Hz/30 s) dos explantes, antes ou durante a inoculação com a 

suspensão bacteriana.    
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3.4.4 Seleção, regeneração e aclimatização das plantas 

Após o período de co-cultivo, os explantes foram transferidos para meio de 

cultura de seleção, EME suplementado com a mesma concentração de BAP utilizada 

durante o período de co-cultivo, sacarose (25 g L-1), ágar (8 g L-1), ácido ascórbico (5 

mg L-1), canamicina (100 mg L-1), cefotaxima sódica (500 mg L-1) ou timentin (400 mg L-

1), para controle do crescimento da Agrobacterium, e pH ajustado para 5,8. Os 

explantes foram subcultivados a cada 15 dias.  
As gemas adventícias desenvolvidas foram avaliadas pelo teste histoquímico 

GUS, para identificação de gemas transgênicas. Um segmento pequeno do tecido foliar 

desenvolvido (3 - 4 mm), foi coletado e incubado com solução X-GLUC (5-bromo-4-

cloro-3-indolil glucuronida), à temperatura de 37 °C, durante 16 h, em ausência de luz. 

Após o período de reação, o material foi lavado com álcool 70% e analisado. A análise 

foi realizada em microscópio estereoscópico para a identificação da coloração azul.  

As gemas que apresentaram reação positiva no teste GUS foram enxertadas in 

vitro em plântula de citrange ‘Carrizo’, germinada in vitro, e incubadas sob fotoperíodo 

de 16 h, a 27 ºC para pegamento da enxertia e desenvolvimento das plântulas. A 

plântula desenvolvida foi posteriormente transferida para um vaso plástico contendo 

substrato autoclavado Rendmax CitrusTM (Eucatex) e incubada em condições da alta 

umidade relativa para aclimatização. Após a aclimatização, a planta foi transferida para 

vaso maior e mantida em casa-de-vegetação certificada para o cultivo de plantas 

transgênicas. 

 

3.5 Análise de DNA 

A confirmação da transformação genética foi realizada pela análise de PCR. O 

DNA foi extraído de folha de plântulas microenxertadas cultivadas in vitro, pelo método 

CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990). A análise de PCR foi realizada em termociclador PTC 

100 (MJ Research) utilizando ‘primers’ específicos para a detecção do gene da capa 

protéica do CTV 5’- ATGGACGACGAAACAAAG – 3’ e 5’- CAACGTGTGTTGAATTTCC 

– 3’. As reações foram realizadas utilizando-se 39 ciclos 94 °C por 30 s, 56 °C por 30 s, 

72 ºC por 40 s, mais uma extensão final de 5 min a 72 °C. Os produtos da amplificação 
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foram separados por eletroforese, aplicando-se as amostras em gel de agorose 1%, 

tampão TBE (0,5 x), a uma voltagem de 65 V. O gel foi corado com brometo de etídeo 

(0,5 µg/ml), visualizado e fotografado em luz UV. 

3.6 Análise histológica associada ao teste histoquímico GUS 

Segmentos internodais de limão  ‘Volkameriano’ coletados 5 dias após a 

inoculação com a suspensão bacteriana, ou seja, 3 dias após sua transferência do meio 

de co-cultivo para o meio de seleção, foram incubados com solução X-GLUC, à 

temperatura de 37 °C, durante 16 h, em ausência de luz. Após o período de reação, o 

material foi lavado com álcool 70% para a remoção da clorofila e desidratado em série 

de etanol 80%, etanol 90%, etanol 95% e etanol 100%, seguido de imersão em etanol 

(100%):meio de infiltração (1:1) (Historesina, Leica). A infiltração foi finalizada com 

100% de meio de infiltração. A emblocagem foi feita em Historesina 

(hidroxietilmetacrilato). A polimerização foi realizada em temperatura ambiente por 3 - 5 

dias. Cortes seriados longitudinais (10 µm) foram preparados em micrótomo rotativo 

(Leica RM 2155), com navalha de aço, imersos em gotas de água, desidratados em 

chapa quente (40º) e observados em microscópio para a análise da expressão 

transiente do gene uidA (GUS).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Organogênese in vitro 

A organogênese in vitro foi estudada em função de diferentes concentrações de 

regulador vegetal, tipo de explante e condições de incubação para limão ‘Volkameriano’ 

e laranja azeda.  

Inicialmente, avaliou-se a resposta morfogênica em segmento internodal de limão 

‘Volkameriano’ introduzido horizontalmente em meio de cultura suplementado com 

diferentes concentrações de regulador vegetal e mantido diretamente sob o fotoperíodo 

de 16 h de luz ou em ausência de luz durante 30 dias seguido do cultivo sob o 

fotoperíodo de 16 h (Tabela 1).   

   

Tabela 1 - Organogênese in vitro a partir de segmento internodal de limão 

‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana), cultivado em diferentes 

concentrações de BAP e condições de incubação. 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna não apresentam diferenças significativas 
(Tukey p < 0,05) 
*Médias obtidas a partir de 3 experimentos independentes, com 5 repetições cada, sendo cada repetição constituída 
por uma placa de Petri, contendo 10 explantes, total de 50 explantes por experimento.  
 

Pela análise dos dados apresentados na Tabela 1 foi possível notar que a 

incubação dos explantes em ausência de luz promoveu um maior desenvolvimento de 

gemas adventícias em comparação com aqueles incubados sob fotoperíodo de 16 h de 

 
 

no de explantes responsivos/ total de explante (%)*  
 

no de gemas por explante* 

 
 

condições de incubação  
 

condições de incubação 
BAP  

(mg L-1) escuro 16 h de luz Média  escuro 16 h de luz média 

0,0 0,00/10 (0,0) 0,00/10 (0,0) 0,00/10 (0,0) B  0,00 0,00 0,00 B 

0,5 0,40/10 (4,0) 0,20/10 (2,0) 0,30/10 (3,0) B  0,07 0,02 0,05 B 

1,0 2,13/10 (21) 0,46/10 (4,6) 1,30/10 (13) A  0,34 0,04 0,19 A 

1,5 1,73/10 (17) 0,53/10 (5,3) 1,13/10(11) A  0,27 0,05 0,16 A 

média 1,00/10 (10) a 0,30/10 (3,0) b   0,17 a 0,03b  
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luz. Os tratamentos com 1,0 e 1,5 mg L-1 de BAP e incubação em ausência de luz 

permitiu que 17 e 21% dos explantes apresentassem o desenvolvimento de gemas 

adventícias (explantes responsivos), enquanto que apenas 4 e 5% dos explantes 

incubados diretamente sob o fotoperíodo de 16 h foram responsivos. O cultivo dos 

explantes em ausência de luz na presença de 1,0 - 1,5 mg L-1 de BAP também 

favoreceu o desenvolvimento de um maior número de gemas por explante.   

Semelhante ao resultado obtido neste estudo, Silva et al. (2005b) também 

verificaram em tangerina ‘Cleopatra’ que a organogênese foi mais eficiente com o 

cultivo dos explantes em condições de escuro por 30 dias, esses resultados foram 

obtidos a partir do cultivo de segmentos de epicótilo em meio de cultura MT 

(MURASHIGE; TUCKER, 1969), suplementado com 2,0 mg L-1. de BAP. Bordón, 

Guardiola e García-Luis (2000) verificaram em laranja azeda, o desenvolvimento de um 

maior número de gemas por explante, quando segmentos de epicótilo foram cultivados 

em condições de escuro em meio de cultura MS suplementado com 5,0 mg L-1 de BAP. 

Resultado divergente foi relatado em citrange ‘Troyer’, onde foi constatado que na 

presença de luz houve a formação de um maior número de gemas por explante  

(MOREIRA-DIAS et al., 2000). 

Mediante os resultados obtidos neste primeiro experimento, realizou-se a 

incubação dos explantes, dos experimentos posteriores, em ausência de luz  por um 

período de 30 dias, sendo em seguida, transferidos para fotoperíodo de 16 h de luz.   

Assim, a organogênese in vitro foi estudada em segmento de epicótilo e segmento 

internodal, de limão ‘Volkameriano’ e laranja azeda, introduzidos horizontalmente em 

meio de cultura suplementado com diferentes concentrações de BAP (Tabelas 2 e 3). 

Gemas adventícias desenvolveram-se nas extremidades desses explantes e puderam ser 

enxertadas in vitro, sendo possível a obtenção de plântulas que foram aclimatizadas e 

transferidas para a casa-de-vegetação (Figuras 3 - 4). 

A análise dos dados apresentados nas Tabelas 2 e 3 mostram que a  presença 

da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) foi essencial para o desenvolvimento de gemas 

adventícias tanto em limão ‘Volkameriano’, quanto em laranja azeda. No entanto, as 

concentrações de BAP, que resultaram em um maior número de explantes com 

desenvolvimento de gemas adventícias foram diferentes para cada uma das espécies.  
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Figura 3 - Organogênese in vitro em limão ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana). a) Explante 

inicial (segmento internodal). b) Gemas adventícias obtidas de segmento 
internodal, após 30 dias de cultivo em ausência de luz. c) Desenvolvimento de 
gemas obtidas a partir de segmento internodal, após 60 dias de cultivo. d) Gemas 
adventícias obtidas de segmento de epicótilo, cultivado por 30 dias no escuro 
seguido do cultivo durante 15 dias sob o fotoperíodo de 16 h de luz. e) 
Desenvolvimento de gemas adventícias obtidas a partir de segmento de epicótilo 
após 60 dias de cultivo. f) Desenvolvimento de plântula enxertada in vitro em 
citrange ‘Carrizo’. Barras: 500 μm (c,d,e), 1000 μm (b). 
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Figura 4 - Organogênese in vitro em laranja azeda (Citrus aurantium). a) Explante inicial 
(segmento de epicótilo). b) Gemas adventícias obtidas de segmento internodal, após 
30 dias de cultivo em ausência de luz. c) Desenvolvimento de gemas obtidas a partir 
de segmento internodal, após 60 dias de cultivo. d) Gemas adventícias obtidas de 
segmento de epicótilo, após 30 dias de cultivo em ausência de luz. e) 
Desenvolvimento de gemas obtidas a partir de segmento de epicótilo após 90 dias de 
cultivo. f) Desenvolvimento de plântula enxertada in vitro em cintrange ‘Carrizo’. 
Barras: 500 μm (b,c,d,e). 
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Para limão ‘Volkameriano’ (Tabela 2) a suplementação do meio de cultura com 

1,0 e 1,5 mg L-1 de BAP garantiu os melhores resultados em relação ao percentual de 

explante que desenvolveram gemas adventícias (33 e 34% de explantes responsivos), 

enquanto que para laranja azeda a melhor resposta (49 e 50% de explantes 

responsivos) foi obtida na presença de 0,5 e 1,0 mg L-1 de BAP, sendo que o uso de 

concentrações de BAP acima de 1,0 mg L-1 resultou em uma diminuição no número de 

explantes responsivos (Tabela 3). 

 

 

Tabela 2 - Organogênese in vitro a partir de segmento internodal e de epicótilo, de 

limão ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana), cultivado em meio de cultura 

suplementado com diferentes concentrações de BAP. 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna não apresentam diferenças significativas 
(Tukey p < 0,05). 
* Médias obtidas a partir de 3 experimentos independentes, com 5 repetições cada, sendo cada repetição constituída 
por uma placa de Petri, contendo 10 explantes, total de 50 explantes por experimento. 

 

 

Os resultados obtidos nestes experimentos foram divergentes daqueles já 

relatados, em segmentos de epicótilo de limão ‘Volkameriano’ e laranja azeda 

(SCHINOR et al., 2006), onde foi constatada uma maior freqüência de regeneração, em 

laranja azeda (77,3% de explantes responsivos) na ausência de BAP e não foi notada 

diferenças na taxa de formação de gemas em limão ‘Volkameriano’ tanto na presença 

de 1,0 mg L-1 de BAP (67,6% de explantes responsivos) quanto na ausência da 

 no de explantes responsivos/ total de explante (%)*  no de gemas por explante* 

 tipos de explantes  tipos de explantes 
BAP 

(mg L-1) seg. epicótilo seg. internodal média  seg. epicótilo seg. internodal média 

0,0 0,60/10 (6,0) 0,06/10 (0,6) 0,33/10 (3,0) C  0,06 0,06 0,06 C 

0,5 2,46/10 (24) 1,13/10 (11) 1,80/10 (18) B  0,52 0,19 0,35 B 

1,0 4,20/10 (42) 2,40/10 (24) 3,30/10 (33) A  1,04 0,45 0,74 A 

1,5 3,73/10 (37) 3,07/10 (30) 3,40/10 (34) A  0,92 0,43 0,67 A 

média 2,75/10 (27) a 1,67/10 (16) b   0,63 a 0,28 b  
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citocinina (69,3% de explantes responsivos). Essas diferenças nos resultados podem 

estar relacionadas ao material vegetal e a idade do explante. 

Em relação ao número de gemas adventícias desenvolvidas por explante, 

observou-se, para limão ‘Volkameriano’, que os melhores resultados foram alcançados 

com o cultivo dos explantes em meio de cultura suplementado com 1,0 e 1,5 mg L-1 de 

BAP, na presença dessas concentrações de regulador verificou-se que o número de 

gemas desenvolvidas pelo total de explante foi de 0,74 e 0,67, respectivamente. Já em 

laranja azeda, constatou-se que as concentrações de 0,5; 1,0 e 1,5 mg L-1 de BAP 

favoreceram os melhores resultados, tendo sido obtido 0,86; 0,79 e 0,63 gemas pelo 

total de explante, respectivamente. 

 

Tabela 3 - Organogênese in vitro a partir de segmento internodal e de epicótilo de 

laranja azeda (Citrus aurantium), cultivados em diferentes concentrações 

de BAP. 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna não apresentam diferenças significativas 
(Tukey p < 0,05). 
*Médias obtidas a partir de 3 experimentos independentes com 5 repetições cada, sendo cada repetição constituída 
por uma placa de Petri, contendo 10 explantes, total de 50 explantes por experimento 
 

Semelhante ao resultado obtido neste trabalho, Schinor et al. (2006) também 

verificaram em limão ‘Volkameriano’ que a concentração de 1,0 mg L-1 de BAP 

proporcionou a formação de um maior número de gemas por explante (1,5 gemas por 

explante), no entanto, em laranja azeda, esses mesmos pesquisadores não notaram 

 
 

 
no de explantes responsivos/ total de explante (%)* 

 
no  de gemas por explante* 

 tipos de explantes tipos de explantes 
BAP 

(mg L-1) seg. epicótilo seg. internodal média seg. epicótilo seg. internodal média 

0,0 2,33/10 (23) 0,00/10 (0,0) 1,16/10 (11) C 0,26 0,00 0,13 C 

0,5 5,93/10 (59) 3,93/10 (39) 4,93/10 (49) A 1,07 0,67 0,86 A 

1,0 5,13/10 (51) 4,86/10 (48) 5,00/10 (50) A 0,80 0,78 0,79 A 

1,5 3,79/10 (37) 3,53/10 (35) 3,66/10 (36) B 0,58 0,68 0,63 AB 

2,0 3,60/10 (36) 2,20/10 (22) 2,90/10 (29) B 0,59 0,40 0,49 B  

média 4,16/10 (41) a 2,90/10 (29) b  0,66 a 0,50 b  
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diferenças significativas no número de gemas por explante tanto na ausência (1,3 

gemas por explante) quanto na presença de 1,0 mg L-1 de BAP (1,4 gemas por 

explante). Bordón, Guardiola e García-Luis (2000) estudando a organogênese in vitro 

de diversos porta-enxertos, verificaram em laranja azeda, que a suplementação do meio 

de cultura com 1,0 mg L-1 de BAP e 0,1 mg L-1 de NAA promoveu o desenvolvimento de 

1,6 gemas por explante, esse resultado foi obtido na extremidade apical de segmentos 

de epicótilo introduzidos horizontalmente em meio de cultura MS e cultivados na 

presença de luz.  

Embora a organogênese normalmente seja estimulada com o uso de reguladores 

vegetais, altas concentrações de BAP tem mostrado um efeito inibitório sobre o 

desenvolvimento de gemas, isto pode ser observado neste estudo, em laranja azeda, 

onde verificou-se que na presença de 2,0 mg L-1  de BAP, houve uma redução tanto no 

número de explantes responsivos quanto no número de gemas por explante, sendo que 

esse efeito foi mais pronunciado em segmento internodal (Tabela 3). Silva et al. (2005b) 

também notaram uma redução na resposta morfogênica em segmentos de epicótilo de 

tangerina ‘Cleópatra’, quando concentrações acima de 2,0 mg L-1 de BAP foram 

adicionadas ao meio de cultura.  

Pela análise dos dados referentes ao tipo de explante (Tabelas 2 e 3) pode-se 

verificar que o maior desenvolvimento de gemas adventícias foi obtido com segmento 

de epicótilo tanto para limão ‘Volkameriano’ (27% explantes responsivos) quanto para 

laranja azeda (41% explantes responsivos) em comparação com segmento internodal, 

onde as porcentagens de explante responsivos foram de 16% para limão 

‘Volkameriano’ e 29% para laranja azeda. Em segmento de epicótilo também foi 

observado o desenvolvimento de um maior número de gemas por explante para ambas 

as espécies.  

Em razão da baixa taxa de desenvolvimento de gemas adventícias a partir do 

cultivo de segmento internodal e segmento de epicótilo e principalmente da dificuldade 

em se obter gemas transgênicas a partir do uso dos respectivos segmentos, buscou–se 

o emprego de um explante alternativo proveniente de tecidos menos diferenciados, na 

tentativa de promover uma maior taxa de regeneração. Assim, segmentos de cotilédone 

associados ao hipocótilo (Figura 5a), obtidos de sementes de limão ’Volkameriano’ e 
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laranja azeda introduzidas in vitro foram cultivados na presença de diferentes 

concentrações de BAP a fim de analisar sua resposta morfogênica (Tabelas 4 e 5).  

Os resultados apresentados nas Tabelas 4 e 5  mostram que semelhante aos 

explantes, segmento internodal e de epicótilo, a presença de citocinina (BAP) também 

foi essencial para o desenvolvimento de gemas adventícias a partir do segmento de 

cotilédone associado ao hipocótilo, no entanto, não houveram diferenças significativas 

no número de explantes responsivos, quando diferentes concentrações de BAP foram 

testadas, nas duas espécies em estudo. Embora não tenha sido constatada diferenças 

significativas no número de explantes responsivos, verificou-se uma tendência de maior 

desenvolvimento de gemas adventícias na presença de 1,0 e 1,5 mg L-1 de BAP para 

limão ‘Volkameriano e de 0,5 e 1,0 mg L-1 de BAP para laranja azeda, esse resultado foi 

semelhante ao observado nas respectivas espécies, a partir do cultivo de segmento de 

epicótilo e internodal. 

 

Tabela 4 - Organogênese in vitro a partir de segmento de cotilédone associado ao 

hipocótilo de limão ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana), cultivado em 

meio de cultura suplementado com diferentes concentrações de BAP. 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna não apresentam diferenças significativas (Tukey p < 0,05). 
*Médias obtidas a partir de 2 experimentos independentes com 4 repetições cada, sendo cada repetição constituída 
por uma placa de Petri, contendo 6 explantes, total de 24 explantes em cada experimento.  
 

Nos experimentos realizados com segmento de cotilédone associado ao 

hipocótilo, verificou-se que a porcentagem de explantes reponsivos, na presença de 

BAP, foi de aproximadamente 60 a 75% em limão ‘Volkameriano’, já em laranja azeda 

constatou-se que cerca de 52 a 75% dos explante desenvolveram gemas adventícias. 

Mesmo não tendo sido realizada análise estatística para comparar os resultados obtidos 

BAP (mg L-1) nº de explantes responsivos/ total de explante (%) nº gemas por explante 

0,0 0,62/6 (10,4) b 0,20 c 

0,5 3,62/6 (60,45) a 2,94 b 

1,0 4,62/6 (77,0) a 4,56 a 

1,5 4,50/6 (75,0) a 4,45 ab 

média 3,34/6 (55,7) 2,3 
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com os três tipos de explantes, visto que os experimentos realizados com segmento de 

cotilédone associado ao hipocótilo foram feitos em épocas diferentes daqueles 

utilizando segmento internodal e de epicótilo, verificou-se que a  taxa de regeneração 

do explante, segmento de cotilédone associado ao hipocótilo, foi maior do que aquela 

obtida a partir de segmento internodal (11 a 30% para limão ‘Volkameriano’ e 22 a 39% 

para laranja azeda) e segmento de epicótilo (24 a 42% para limão ‘Volkameriano’ e 36 a 

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

 

 Tabela 5 - Organogênese in vitro a partir de segmento de cotilédone associado ao 

hipocótilo de laranja azeda (Citrus aurantium), cultivado em meio de 

cultura suplementado com diferentes concentrações de BAP 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna não apresentam diferenças significativas (Tukey p < 0,05). 
*Médias obtidas a partir de 1 experimento com 5 repetições cada, sendo cada repetição constituída por uma placa 
de Petri, contendo 8 explantes, total de 40 explante no experimento.  

 

Quanto ao número de gemas adventícias desenvolvidas por explante constatou-

se que as melhores resposta foram obtidas para limão ‘Volkameriano’ com o 

fornecimento de 1,0 e 1,5 mg L-1 de BAP, onde verificou-se o desenvolvimento de 4,56 

e 4,45 gemas por explante, respectivamente, enquanto em laranja azeda, as 

concentrações 0,5 e 1,0 mg L-1 de BAP proporcionaram a formação de 3,7 e 2,8 gemas 

por explante, respectivamente.  

A organogênese in vitro a partir de segmento de cotilédone associado ao 

hipocótilo foi estudada em Curcubita pepo (ANANTHAKRISHNAN et al., 2003; 

KATHIRAVAN et al., 2006). Semelhante ao resultado alcançado neste trabalho, a 

organogênese em C. pepo também foi obtida na presença de citocinina (BAP). No 

BAP (mg L-1) nº de explantes responsivos/ total de explante (%) nº gemas por explante 

0,0 0/8 (0,0) b 0 c 

0,5 6/8 (75,0) a 3,7 a 

1,0 5,4/8 (67,5) a 2,8 ab 

1,5 4,2/8 (52,5) a 1,5 b 

média 3,9/8 (48,7) 2 
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entanto, diferente do ocorrido em laranja azeda e limão ‘Volkameriano’, onde verificou-

se o desenvolvimento de gemas adventícicas apenas no hipocótilo (Figura 5b-d), em C 

pepo, as gemas adventícias formaram-se na área de junção do cotilédone com o 

hipocótilo (ANANTHAKRISHNAN et al., 2003).  

 

 

 
 
Figura 5 - Organogênese in vitro em limão ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana) e laranja 

azeda (Citrus aurantium), utilizando segmento de cotilédone associado ao 
hipocótilo como explante. a) Explante inicial. b) c) Desenvolvimento de gemas 
adventícias na região do hipocótilo, em laranja azeda (b) e limão ‘Volkameriano’ 
(c) após 20 dias de cultivo em ausência de luz. d) Brotos de laranja azeda 
desenvolvidos após 45 dias de cultivo em meio de cultura suplementado com 0,5 
mg L-1 de BAP. Barras: 500 μm (a,b,c,d).  
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4.2 Análise histológica da morfogênese   

A análise histológica da morfogênese foi realizada com as duas espécies em 

estudo, por meio de cortes histológicos longitudinais e transversais em segmentos 

internodais, segmentos de epicótilo e segmentos de cotilédone associado ao hipocótilo 

cultivados em meio de cultura para a indução da organogênese. 

Inicialmente, realizou-se a análise histológica com segmento internodal e 

segmento de epicótilo de obtidos de limão ‘Volkameriano’ e laranja azeda. Por meio de 

cortes histológicos transversais e longitudinais feitos nos explantes utilizados para 

iniciar o cultivo in vitro, observou-se que sua estrutura é formada por uma epiderme 

unisseriada, por um córtex constituído por células de diversas formas e tamanhos, por 

um cilindro vascular composto externamente pelas células constituintes do floema, 

seguido do câmbio vascular constituído por células meristemáticas e internamente 

pelas células que compõe o xilema, e uma região central formada por células 

parenquimáticas (Figura 6a-c; Figura 7a-d). Após aproximadamente 10 dias de cultivo in 

vitro desses explantes em meio de cultura suplementado com a citocinina BAP, notou-

se o início do desenvolvimento de calos nas extremidades desses segmentos. 

Conforme foi demonstrado por meio de cortes histológicos longitudinais, a formação 

desses calos foi causada por divisões, principalmente no plano periclinal, das células 

meristemáticas do câmbio vascular próximas a extremidade do explante (Figura 6d-e; 

Figura 7e-f). Nos calos desenvolvidos, observou-se a presença de áreas 

meristemáticas, as quais foram responsáveis pela formação das gemas adventícias que 

foram observadas após aproximadamente 20 dias de cultivo in vitro (Figura 6g-h; Figura 

7g-h). Dessa forma, verificou-se que o processo de desenvolvimento de gemas 

adventícias a partir desses explantes  ocorreu por meio de organogenese indireta.   

De maneira semelhante ao observado neste trabalho, em estudos relacionados 

com a caracterização anatômica da morfogênese realizados com laranja ‘Valência’ 

utilizando segmento internodal (ALMEIDA et al., 2003) e segmento de epicótilo 

(ALMEIDA et al., 2006), e com citrange ‘Troyer’ utilizando segmento de epicótilo 

(GARCÍA-LUIS et al., 1999), demonstrou-se que o processo de desenvolvimento de 

gemas adventícias tem início com a divisão celular na região da câmbio vascular, 

porém nesses estudos relatou-se que a organogênese pode ocorrer de maneira direta 
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ou indireta, dependendo da  polaridade, orientação (GARCÍA-LUIS  et al., 1999) e 

condição de cultivo dos explantes (ALMEIDA et al., 2003).   

Com relação ao processo de morfogênese ocorrido a partir de segmento de 

cotilédone associado ao hipocótilo, nas duas espécies em estudo, verificou-se que após 

o início do cultivo in vitro em meio de cultura contendo citocinina (BAP),  alterações 

estruturais foram visíveis apenas na região do hipocótilo. Cortes histológicos 

longitudinais feitos nos explantes utilizados para iniciar o cultivo in vitro (Figura 8a) e 

comparados com cortes histológicos realizados em explantes coletados após 13 dias de 

cultivo in vitro, confirmaram que essas modificações estruturais foram restritas a região 

do hipocótilo. Por meio dos cortes histológicos realizados com os explantes nessa fase 

de desenvolvimento (Figura 8b-c) e após 20 dias de cultivo in vitro (Figura 8d) foi 

possível observar a formação de calos e o desenvolvimento de gemas adventícias. 

Semelhante ao observado com segmento internodal e segmento de epicótilo, os calos 

foram desenvolvidos a partir de divisões celulares na região do câmbio vascular e a 

formação de gemas adventícias ocorreu por meio de organogênese indireta (Figura 8c).  

Pela análise histológica, do processo de morfogênese, realizado com os três 

tipos de explantes utilizados para a indução de organogênese in vitro e obtidos tanto  de 

limão ‘Volkameriano’ quanto de laranja azeda, constatou-se que as gemas adventícias 

tiveram origem endógena, sendo formadas a partir de calos. As gemas desenvolvidas 

apresentaram primódios foliares, meristema apical e conexão vascular com o tecido do 

explante (Figura 7g; Figura 8d). 

 Esses resultados referentes a origem das gemas adventícias são de grande 

importância quando pretende-se estabelecer protocolos de organogênese in vitro que 

estejam associados a transformação genética, visto que para a obtenção de gemas 

transgênicas é necessário o contato da Agrobacterium tumefaciens com as células que 

irão se diferenciar em gemas adventícias.  
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Figura 6 - Análise histológica do processo organogênico em limão ‘Volkameriano’ (Citrus 
volkameriana) e laranja azeda (Citrus aurantium) a partir de segmento de epicótilo. 
a-b) Cortes transversais do explante inicial de limão ‘Volkameriano’ (a) e laranja 
azeda (b), apresentando epiderme (e), córtex (co), sistema vascular (v) e medula 
(m). c) características anatômicas gerais do explante inicial visualizadas em corte 
longitudinal de laranja azeda. d-e). Corte longitudinal de laranja azeda após 10 dias 
de cultivo in vitro (d) e limão ‘Volkameriano’ após 13 dias de cultivo in vitro (e), 
mostrando espessamento da extremidade do explante devido a divisões celulares 
na região do câmbio vascular. f) Corte histológico de laranja azeda, evidenciando o 
início de formação de gema adventícia. g-h). Cortes histológicos de limão 
‘Volkameriano’ (g) e de laranja azeda (h) com gemas adventícias, após 20 e 24 
dias de cultivo in vitro, respectivamente, com presença de meristema caulinar (mc), 
primórdios foliares (pf) e epiderme bem definida (seta). Barras: 50 μm (g), 100 μm 
(a, c, f, h), 200 μm (b, d, e).  
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Figura 7 - Análise histológica do processo organogênico em limão ‘Volkameriano’ (Citrus 

volkameriana) e laranja azeda (Citrus aurantium) a partir de segmento internodal. a-
d) Cortes transversais de limão ‘Volkameriano’ (a) e laranja azeda (b) e cortes 
longitudinais de limão ‘Volkameriano’ (c) e laranja azeda (d) do segmento internodal 
utilizado como explante, com a presença de epiderme (e), córtex, (co), sistema 
vascular (v) e medula (m). e-f) Cortes longitudinais de laranja azeda após 10 dias 
de cultivo in vitro (e) e de limão ‘Volkameriano’ após 13 dias de cultivo in vitro (f), 
apresentando divisões celulares na região do câmbio vascular (ca), com 
conseqüente espessamento da extremidade do explante. g) Corte histológico de 
limão ‘Volkameriano’, após 20 dias de cultivo in vitro, com gema adventícia, 
exibindo meristema caulinar (mc), primórdios foliares (pf) e sistema vascular (v). h) 
Corte histológico de laranja azeda, após 24 dias de cultivo in vitro, com gema 
adventícia em desenvolvimento, apresentando epiderme definida (seta) e com 
áreas meristemáticas. Barras: 50 μm (h), 100 μm (g), 200 μm (a,b,c,d,ef). 
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Figura 8 - Análise histológica do processo organogênico em limão ‘Volkameriano’ (Citrus 

volkameriana) e laranja azeda (Citrus aurantium) a partir de segmento de 
cotilédone associado ao hipocótilo. a) Corte histológico do explante inicial, 
apresentando caracterísiticas anatômicas gerais. b) Desenvolvimento de gemas 
adventícias em laranja azeda, após 13 dias de cultivo in vitro. c-d) Cortes 
histológicos mostrando divisões celulares na região do câmbio vascular (ca) e 
formação de gemas adventícias a partir dessa região em limão ‘Volkameriano’ (c) e 
em laranja azeda (d), com meristema caulinar (mc), primórdios foliares (pf), 
sistema vascular (v) e epiderme (seta), após 20 dias de cultivo in vitro. Barras: 200 
μm (a, b, c, d). 

 

4.3 Transformação genética 

A transformação genética foi realizada via Agrobacterium tumefaciens  contendo 

o plasmídeo pCAMBIA 2201, com uma seqüência do gene da capa protéica do vírus da 

tristeza dos citros numa construção gênica tipo ‘hairpin’ (dsCP-CTV). Os experimentos 

foram realizados com as espécies, limão ‘Volkameriano’ (39 experimentos) e laranja 

azeda (28 experimentos), tendo sido utilizado os seguintes explantes, segmento 

internodal, segmento de epicótilo e segmento de cotilédone associado ao hipocótilo. 

Esses explantes foram mantidos em meio de co-cultivo e seleção, suplementado com 

concentração de BAP estabelecida durante os experimentos de organogênese (1,0 mg 

L-1 de BAP para limão ‘Volkameriano’ e 0,5 mg L-1 de BAP para laranja azeda). 
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Nos experimentos de transformação genética realizados a partir de segmentos 

internodais, obtido de plantas de limão ‘Volkameriano’ cultivadas em casa-de-vegetação 

(28 experimentos), verificou-se o desenvolvimento de gemas adventícias em 248 

explantes (explantes responsivos) de um total de 4978 explantes inoculados com a 

suspensão bacteriana (Tabela 6). Para a identificação das gemas transgênicas, 

realizou-se o teste histoquímico GUS em 94 gemas adventícias, sendo que 2 mostram 

reação positiva (Figura 9b). A eficiência de transformação foi de 0,58%, esse valor foi 

obtido calculando-se o número de gemas GUS positivas pelo número total de explantes 

utilizados nos experimentos onde essas gemas foram regeneradas. 

Nos experimentos de transformação genética realizados com laranja azeda, 

utilizando segmento internodal (10 experimentos), verificou-se que de um total de 1659 

explantes inoculados com a Agrobacterium tumefaciens, apenas 7 explantes formaram 

gemas adventícias, 2 gemas foram avaliadas pelo teste histoquímico GUS, porém 

essas gemas apresentaram reação negativa.  

Já nos experimentos realizados com laranja azeda utilizando segmento de 

epicótilo (14 experimentos), observou-se que 39 explantes desenvolveram gemas 

adventícias de um total de 2622 explantes inoculados com a suspensão bacteriana. 

Realizou-se o teste histoquímico GUS em 21 gemas, sendo que 2 mostraram reação 

positiva (0,54% de eficiência de transformação) (Tabela 7). Essas gemas foram 

enxertadas in vitro em plântulas de citrange ‘Carrizo’, no entanto, devido ao seu 

pequeno tamanho elas não se desenvolveram. 

Em vários experimentos realizados com segmento de epicótilo obtido de 

plântulas de laranja azeda, notou-se necrose nas extremidades dos explantes, ou seja, 

verificou-se que esses explantes tornaram-se escuros e não desenvolveram gemas 

adventícias. Esta resposta também foi observada em segmentos de epicótilo obtidos de 

plântulas de limão ‘Volkameriano’, no entanto, nessa espécie, esta resposta foi 

constatada em todos os explantes utilizados nos 4 experimentos realizados (total de 

687 explantes). Ghorbel et al. (2000) também observaram necrose nas extremidades 

dos explantes e ausência no desenvolvimento de gemas adventícias, quando 

segmentos de epicótilo de laranja azeda foram utilizados como explante em 

experimentos de transformação genética. 
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Tabela 6 - Transformação genética de limão ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana), 

utilizando segmento internodal. 

a Experimentos mantidos em meio de seleção suplementado com o antibiótico cefotaxima (500 mg L-1). 
b Experimentos mantidos em meio de seleção suplementado com o antibiótico timentin (400 mg L-1). 
c Explantes inoculados com a suspensão bacteriana e tratados em ultrassom por 30 s . 
d Explantes cultivados em meio de co-cultivo EME suplementado com 2,4 D (2,0 mg L-1), NAA (1,0 mg L-1) e 2-ip (1,0 

mg L-1). 
 
 

 

                       
experimentos 
 

explantes responsivos / 
total de explantes 

gemas GUS +/ 
gemas avaliadas 

eficiência de 
transformação (%) 

plantas 
aclimatizadas 

1ª 24/131 1/24 0,76 1 

2 b 3/143 0/3 0 0 

3 b 0/134 0/0 0 0 

4 b 8/185 0/5 0 0 

5 b 33/189 0/9 0 0 

6 b 1/179 0/0 0 0 

7 b 0/92 0/0 0 0 

8 b,c 0/77 0/0 0 0 

9 b 0/103 0/0 0 0 

10 b,c 0/60 0/0 0 0 

11 b 5/352 0/1 0 0 

12 b 18/434 0/0 0 0 

13 b 34/240 1/27 0,41 1 

14 b 4/171 0/1 0 0 

15 b 5/118 0/1 0 0 

16 b 3/242 0/0 0 0 

17 ª 5/150 0/3 0 0 

18 ª 0/122 0/0 0 0 

19 ª 0/64 0/0 0 0 

20 ª 0/85 0/0 0 0 

21 ª 4/116 0/0 0 0 

22 ª 2/167 0/0 0 0 

23 ª 14/209 0/8 0 0 

24 ª 10/426 0/2 0 0 

25 ª 2/153 0/1 0 0 

26 ª,d 3/191 0/0 0 0 

27 ª,d 13/170 0/0 0 0 

28 ª,d 57/275 0/9 0 0 

Total 248/4978 2/94 0,58 2 
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Tabela 7 - Transformação genética de laranja azeda (Citrus aurantium), utilizando 

segmento de epicótilo. 

a Explantes cultivados em meio de seleção suplementado com o antibiótico cefotaxima (500 mg L-1 )  

b  Explantes cultivados em meio de seleção suplementado com o antibiótico timentin (400 mg L-1 )  

c Explantes inoculados com a suspensão bacteriana e tratados em ultrassom por 30 s 
d Experimentos realizados com a variedade laranja azeda ‘Beja’ 

 

 

Embora os resultados obtidos nos experimentos de organogênese in vitro 

realizados com limão ‘Volkameriano’ e laranja azeda (Tabelas 2 e 3), mostrarem uma 

maior capacidade morfogênica em segmento de epicótilo, nos experimentos de 

transformação genética, realizados principalmente com limão ‘Volkameriano’, os 

segmentos internodais foram mais eficientes para a obtenção de gemas transgênicas 

em comparação com segmentos de epicótilo, os quais, mostram-se mais sensíveis ao 

contato com a Agrobacterium tumefaciens, dificultando o desenvolvimento de gemas 

transgênicas.  

                       
experimentos 
 

explantes responsivos / 
total de explantes 

gemas GUS +/ 
gemas avaliadas 

eficiência de 
transformação (%) 

plantas 
aclimatizadas 

1 ª 1/375 0/1 0 0 

2 b 20/352 1/15 0,28 0 

3 b 0/256 0/0 0 0 

4 b 0/100 0/0 0 0 

5 b,c 0/108 0/0 0 0 

6 b 0/107 0/0 0 0 

7 b,c 0/88 0/0 0 0 

8 b 1/402 0/0 0 0 

9 ª,d 4/124 1/2 0,8 0 

10 ª 11/114 0/1 0 0 

11ª,d 2/217 0/2 0 0 

12 ª,d 0/80 0/0 0 0 

13 a,d 0/162 0/0 0 0 

14ª ,d 0/137 0/0 0 0 

Total 39/2622 2/21 0,54 0 
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Nos experimentos de transformação genética realizados com limão 

‘Volkameriano’ utilizando segmento internodal, e com laranja azeda utilizando os 

segmentos internodal e de epicótilo, verificou-se que diversos explantes apresentaram 

apenas o início de desenvolvimento das gemas adventícias, no entanto, mesmo após 

sua transferência para meio de cultura com concentração reduzida de BAP e 

canamicina, seu crescimento foi paralisado, impossibilitando a coleta de tecido para a 

realização do teste histoquímico GUS. Esse início de desenvolvimento de gemas 

adventícias também foi observado em experimentos de transformação genética 

realizados com tangerina ‘Clementina’, utilizando segmento internodal como explante 

(CERVERA et al., 2008), porém, esses pesquisadores observaram um maior 

desenvolvimento dessas gemas, quando os explantes foram mantidos em meio de 

cultura WPM (LLOYD; McCOWN, 1980) em substituição ao meio MS (MURASHIGE; 

SKOOG, 1962). 

Nos experimentos realizados com limão ‘Volkameriano’ utilizando segmento de 

cotilédone associado ao hipocótilo (5 experimentos), verificou-se o desenvolvimento de 

gemas adventícias em 42 explantes de um total de 248 explantes inoculados com a 

Agrobacterium tumefaciens. Para a identificação das gemas transgênicas realizou-se o 

teste histoquímico GUS, em 63 gemas e verificou-se que 4 mostraram-se positiva (3% 

de eficiência de transformação) (Tabela 8).  

Já nos experimentos realizados com laranja azeda utilizando segmento de 

cotilédone associado ao hipocótilo (Tabela 9), verificou-se o desenvolvimento de gemas 

adventícias em 38 explantes, de um total de 146 explantes inoculados com a 

suspensão bacteriana. Em cada explante, observou-se o desenvolvimento de muitas 

gemas adventícias, sendo que 137 gemas foram avaliadas pelo teste histoquímico GUS 

e apenas uma mostrou-se positiva. A eficiência de transformação foi de 3,22%, esse 

valor foi semelhante aquele obtido por Ghorbel et al. (2000) em experimentos de 

transformação genética realizados com segmento internodal de laranja azeda (3,6% de 

eficiência de transformação), e foi superior a eficiência de transformação genética de 

laranja azeda, alcançada por Gutiérrez, Luth e Moore (1997) cujos valores foram de 

1,2% e 2,4%.  
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Tabela 8 - Transformação genética de limão ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana), 

utilizando segmento de cotilédone associado ao hipocótilo. 
 

a Explantes cultivados em meio de co-cultivo EME suplementado com 2,4 D (2,0 mg L-1), NAA (1,0 mg L-1) e 2-ip (1,0 
mg L-1). 

b Explantes tratados em ultrassom por 30 s, antes da inoculação com Agrobacterium tumefaciens 
 

Em todos os experimentos onde foi constatado o desenvolvimento de gemas 

adventícias, verificou-se que muitas gemas regeneradas não eram transformadas 

(escapes) (Figura 9a). A regeneração de gemas adventícias não transformadas, em 

meio de cultura contendo agente de seleção (canamicina) foi atribuída a proteção das 

células não transformadas, ao agente de seleção, pelas células transformadas 

adjacentes e também a persistência da Agrobacterium tumefaciens no tecido inoculado 

(DOMINGUEZ et al., 2004). 

 

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

segmento de cotilédone associado ao hipocótilo. 

a Experimentos realizados com a variedade laranja azeda ‘Beja’ 
b Explantes cultivados em meio de co-cultivo EME suplementado com 2,4 D (2,0 mg L-1), NAA (1,0 mg L-1) e 2-ip (1,0 

mg L-1). 
 

         
experimentos 
 

explantes responsivos / 
total de explantes 

gemas GUS +/ 
gemas avaliadas 

eficiência de 
transformação (%) 

plantas 
aclimatizadas 

1  13/67 3/28 4,47 2 

2 8/62 0/13 0 0 

3 a 17/59 1/22 1,69 0 

4 b 1/25 0 0 0 

5 3/35 0 0 0 

Total 42/248 4/63 3,08 2 

experimentos 
 

explantes responsivos/ total 
de explantes 

gemas GUS +/ 
gemas avaliadas 

eficiência de 
transformação (%) 

plantas 
aclimatizadas 

1a 1/14 0/0 0 0 

2 20/64 0/58 0 0 

3a 15/31 1/79 3,22 0 

4a,b 2/37 0/0 0 0 

Total 38/146 1/137 3,22 0 
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Em razão do baixo número de gemas transgênicas obtidas nas duas espécies 

em estudo, buscou-se localizar a expressão transiente do gene uidA (GUS) no tecido do 

explante após a inoculação com a Agobacterium, a fim de verificar se as células 

competentes para a transformação genética e regeneração tem a mesma origem. 

Assim, segmentos internodais de limão ‘Volkameriano’ coletados 2 dias após período 

de co-cultivo (5 dias após a inoculação com a suspensão bacteriana) foram incubados 

em solução X-GLUC para a realização cortes histológicos. Pela análise dos cortes foi 

possível observar a expressão transiente do gene uidA (GUS) na região do câmbio 

vascular (Figura 9c), indicando que as células capazes de serem transformadas 

genéticamente tem a mesma origem das células envolvidas no processo de 

desenvolvimento de gemas adventícias. 

Em alguns experimentos, o protocolo normalmente utilizado para a 

transformação genética de citros foi modificado, com a introdução de parâmetros 

alternativos como a sonicação dos explantes, antes ou durante sua inoculação com 

Agrobacterium tumefaciens, a utilização do antibiótico timentin (400 mg L-1) ou 

cefotaxima (500 mg L-1), para o controle do crescimento da Agrobacterium, e a 

introdução dos explantes em meio de co-cultivo contendo os reguladores vegetais 2,4 D 

(2,0 mg L-1), NAA (1,0 mg L-1), 2-ip (1,0 mg L-1). 

A sonicação foi realizada antes da inoculação com a suspensão bacteriana, 

quando utilizou-se os segmentos de epicótilo e segmentos de cotilédone associado ao 

hipocótilo de limão ‘Volkameriano’  (Tabela 8) e segmentos internodais de laranja azeda 

ou durante a inoculação com a suspensão bacteriana, neste caso, utilizou-se 

segmentos internodais de limão ‘Volkameriano’ (Tabela 6) e segmentos de epicótilo de 

laranja azeda (Tabela 7). No entanto, verificou-se que com esses tratamentos não 

ocorreu o desenvolvimento de gemas adventícias.    

Em aproximadamente metade dos experimentos de transformação genética 

realizados, nas duas espécies em estudos, com os explantes, segmentos internodal e 

de epicótilo, utilizou-se meio de seleção contendo o antibiótico cefotaxima e a outra 

metade dos experimentos foi realizada com o antibiótico timentin. No entanto, verificou-

se que esses antibióticos não influenciaram a transformação genética em limão 

‘Volkameriano’ e laranja azeda. Em razão deste resultado, nos experimentos realizados 



 59 

com segmento de cotilédone associado ao hipocótilo, utilizou-se o apenas o antibiótico 

cefotaxima no meio de seleção. 

Com o objetivo de aumentar a eficiência de transformação genética, em alguns 

experimentos realizados com limão ‘Volkameriano’ e laranja azeda, utilizando segmento 

internodal e segmento de cotilédone associado ao hipocótilo, o meio de co-cultivo 

normalmente utilizado foi substituido por um meio de cultura suplementado com auxinas 

e citocinina (2,4 D, NAA e 2-ip). Essa alteração foi realizada, uma vez que há relatos na 

literatura mostrando que os reguladores vegetais, principalmente as auxinas, presentes 

no meio de co-cultivo exercem influência na transformação genética de citros (PEÑA et 

al., 2004a). A presença de auxina durante a fase de co-cultivo induz o desenvolvimento 

de calos derivados das células do câmbio vascular, os quais podem conter as áreas 

meristemáticas responsáveis pela formação de gemas adventícias (PEÑA et al., 

2004a).  

Em limão ‘Volkameriano’, quando o meio de co-cultivo suplementado com 

auxinas e citocinina foi utilizado, identificou-se 1 gema transgênica obtida a partir de 

segmento de cotilédone associado ao hipocótilo, porém a eficiência de transformação 

foi menor do que aquela alcançada no outro experimento em que foram identificadas 

gemas transgênicas, cujo o meio de co-cultivo foi suplementado com 1,0 mg L-1 de BAP 

(Tabela 8). Esse resultado foi divergente daquele obtido com segmento de epicótilo de 

citrange ‘Carrizo’, onde constatou-se uma maior eficiência de transformação genética, 

quando os explantes foram mantidos em meio de co-cultivo, suplementado com auxinas 

e citocinina (2,0 mg L-1 de 2,4 D; 2,0 mg L-1 de AIA e 1,0 mg L-1 de 2-ip) em comparação 

com aqueles mantidos em meio de co-cultivo suplementado apenas com citocinina (1,0 

mg L-1 de BAP) ou sem reguladores vegetais (PEÑA et al., 2004a).  

Em laranja azeda não se notou o desenvolvimento de gemas transgênicas 

quando os explantes foram mantidos no meio de co-cultivo suplementado com auxinas 

e citocinina, essa ausência no desenvolvimento de gemas transgênicas provavelmente 

esta relacionada ao fato de desta espécie ser mais recalcitrante para a transformação 

genética.   

A análise geral dos resultados obtidos nos experimentos de transformação 

genética mostra que foi possível obter 6 gemas transgênicas de limão ‘Volkameriano’, 
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sendo que 2 foram obtidas a partir de segmento internodal e 4 foram obtidas a partir de 

segmento de cotilédone associado ao hipocótilo. Enquanto que com laranja azeda 

foram obtidas 3 gemas transgênicas, sendo 2 utilizando segmento de epicótilo e 1 

utilizando segmento de cotilédone associado ao hipocótilo. A eficiência de 

transformação foi maior quando os experimentos foram realizados com segmento de 

cotilédone associado ao hipocótilo, nas duas espécies em estudo (3% em limão 

‘Volkameriano’ e 3,22% em laranja azeda), em comparação com segmento internodal 

(0,58% em limão ‘Volkameriano’) e segmento de epicótilo (0,54% em laranja azeda).  

As gemas transgênicas foram enxertadas in vitro em plântula de citrange 

‘Carrizo’, porém verificou-se apenas 4 gemas transgênicas de limão ‘Volkameriano’ e 1 

de laranja azeda se desenvolveram após a enxertia in vitro. Após o desenvolvimento 

das plântulas de limão ’Volkameriano’, realizou-se a análise de PCR, para confirmar a 

inserção do gene dsCP-CTV em seu genoma. Conforme mostra a Figura 9d, foi 

possível observar um fragmento de 671 pb, correspondente a parte do gene 

amplificada. As plântulas PCR positiva foram aclimatizadas e estão sendo mantidas em 

casa-de-vegetação certificada para o cultivo de plantas transgênicas e até o momento 

apresentam desenvolvimento normal. Após seu crescimento, essas plantas serão 

analisadas por Southern blot para confirmar a integração e o número de eventos de 

inserções do gene dsCP-CTV em seu genoma.  
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Figura 9 - Transformação genética em citros via Agrobacterium tumefaciens, contendo o 
plasmídeo pCAMBIA 2201, com uma seqüência do gene da capa protéica do vírus da 
tristeza dos citros numa construção gênica tipo ‘hairpin’. a) Regeneração dos 
explantes, segmento de epicótilo de laranja azeda, em meio de seleção. b) Folhas 
expressando o gene uidA após o teste histoquímico GUS. c) Corte transversal de 
segmento internodal de limão ‘Volkameriano’ após a incubação com solução X-GLUC, 
mostrando a expressão transiente do gene uidA. d) Análise de PCR das plantas de 
limão ‘Volkameriano’ GUS positiva: M = marcador de 100 pb (Invitrogen); 1= controle 
positivo (DNA de Agrobacterium); 2 = controle negativo (DNA de planta de limão 
‘Volkameriano’ não transformada); 3 a 6 = planta transgênica; 7= água. O fragmento 
de 671 pb corresponde ao seqüência amplificada do gene da capa protéica do CTV. 
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5 CONCLUSÕES 
 

A organogênese in vitro em limão ‘Volkameriano’ e laranja azeda ocorreu a partir 

de segmento de epicótilo, segmento internodal e segmento de cotilédone associado ao 

hipocótilo, sendo que o segmento de cotilédone associado ao hipocótilo mostrou-se 

mais eficiente. 

As concentrações de 1,0 e 1,5 mg L-1 de BAP, para limão ‘Volkameriano’ e 0,5 e 

1,0 mg L-1 de BAP para laranja azeda proporcionaram as melhores resposta na indução 

da gemas adventícias  in vitro. 

O desenvolvimento de gemas adventícias nos 3 tipos de explantes testados 

ocorreu por meio da organogênese indireta. 

Foram obtidas gemas transgênicas de limão ‘Volkameriano’ utilizando segmento 

internodal (2 gemas) e segmento de cotilédone associado ao hipocótilo (2 gemas) e de 

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