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RESUMO

PINHEIRO, T. T. Transformacgdo genetica de laranjeira doce com genes da via
biossintética de carotenoides. 2014. 136 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2014.

Plantas de Citrus regeneradas de tecidos juvenis demandam um longo periodo para a analise
do fendtipo resultante em flores ou frutos. Este trabalho apresenta 0 mutante espontaneo de
florescimento precoce de laranja doce, denominado ‘x11°, como modelo para estudos de
genémica funcional de Citrus. As frutas citricas sdo ricas em carotenoides, pigmentos que
possuem grande valor nutricional, como pro-vitamina A (a- ou [-caroteno). Estudos de
gendmica funcional envolvendo genes da via biossintética dos carotenoides terdo resultados
rapidamente obtidos utilizando-se variedades com florescimento e frutificacdo precoce, como
a laranjeira doce mutante ‘x11°. A laranjeira doce ‘Sanguinea-de-Mombuca’ (SM) ¢ uma
variedade de polpa vermelha que acumula licopeno na polpa dos frutos, podendo ser
considerada uma importante ferramenta no estudo da acumulacgéo de carotenoides nos frutos
de laranjeiras. Desta maneira, o objetivo deste estudo foi estabelecer a laranjeira ‘x11”° como
planta-modelo em experimentos de transformacdo genética visando estudos de gendmica
funcional dos genes PSY (fitoeno sintase), PDS (fitoeno desaturase), CRTISO (carotenoide
isomerase), LCY-b (licpeno p-ciclase) e B-caroteno hidroxilase (HYb), envolvidos na
biossintese de carotenoides e utilizar a laranjeira SM como ferramenta no entendimento da
acumulagdo dos carotenoides nos frutos de Citrus. Plantas de laranjeira ‘x11° foram
transformadas com promotor de expressdo preferencial para orgaos reprodutivos de Citrus
controlando a expressdo de gene reporter (gusA) para a analise da tecido especificidade. Foi
realizada a otimizacdo do protocolo de transformacdo genética de segmentos de epicétilo de
laranjeira ‘x11” via Agrobacterium. A eficiéncia de transformacdo média foi de 18,6%, mas
atingiu 29,6% no protocolo otimizado. Das 270 brotacdes positivas, cinco foram
microenxertadas e aclimatizadas. Quatro dessas plantas exibiram as primeiras flores em trés
meses apds o estabelecimento ex vitro, e a outra, dois meses mais tarde, independentemente
da época do ano. A coloracdo histoquimica da atividade do gene gusA foi realizada em
segmentos de caule, flores e frutos de plantas transgénicas aclimatizadas, com 5-7 meses de
idade, confirmando a expressdo constitutiva do gene gusA nesses 0Orgaos. As plantas
transformadas com a construcdo para o teste do promotor de expressdo preferencial para
orgdos reprodutivos de Citrus continuam em fase de desenvolvimento. Em seguida foi
realizada a transformagdo genética de laranjeira “x11° para a superexpressao dos genes PDS e
LCY-bl e para a superexpressdo do gene LCY-bl e HYb em laranjeira SM. Também foi
realizada a transformagdo genética de ‘x11’ para o silenciamento do gene CRTISO e HYb e
também para o silenciamento do gene CRTISO, em SM. A quantificacdo da expressdo do
gene-alvo em tecido foliar foi correlacionada ao nimero de copias do cisgene inseridos em
cada planta, revelando que o nivel de expressao génica ndo foi diretamente ligado ao nimero
de copias inseridas no genoma. Uma planta de laranjeira ‘x11’ superexpressando o gene LCY-
b1 frutificou e foi realizada a anélise do perfil de carotenoides totais em relacdo ao fruto de
uma planta ndo transformada. Neste evento houve aumento no teor de carotenoides totais e
xantofilas, indicando o potencial da manipulacdo dos genes codificadores de enzimas da via
biossintese de carotenoides para alteraces quantitativas e qualitativas destes pigmentos.

Palavras-chave: Citrus. Flor. Fruto. Laranja. Gene. Sistema modelo. Transgénico. Gendmica
funcional. Biossintese. Carotenoide. Cisgenia.






ABSTRACT

PINHEIRO, T. T. Functional analysis of genes of the carotenoid biosynthetic pathway in
sweet orange. 2014. 136 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2014.

Considering the perennial developmental phase of Citrus, plants regenerated from juvenile
tissues require long period for analysis of the resulting phenotype in flowers or fruits. Herein,
we present the spontaneous sweet orange mutant named ‘x11°, as a model plant for functional
genomics studies in Citrus due to the remarkable feature of early-flowering. Citrus fleshy
fruits are rich in carotenoids which are pigments that have great nutritional value, such as pro-
vitamin A (o- or PB-carotene). Functional genomics studies involving genes related to
carotenoids biosynthesis pathway can be rapid generated by using the early flowering mutant,
‘x11” in sweet orange background. The fleshy fruit from the sweet orange ‘Sanguinea-de-
Mombuca’ (SM) has a red pulp due to accumulation lycopene that may be considered an
important tool to investigate the accumulation of carotenoids in sweet orange fruits.
Therefore, the aim of this study was to establish the orange mutant ‘x11’as model plants for
genetic transformation and functional genomics analysis of key regulatory genes PSY
(phytoene synthase), PDS (phytoene desaturase), CRTISO (carotenoid isomerase), LCY-bl
(licopene B-cyclase) and B-carotene hydroxylase (HYDb) involved in the biosynthesis of
carotenoids and to use the sweet orange SM as a tool in understanding the accumulation of
carotenoids in sweet orange fruits. The mutant plants ‘x11° were transformed with gene
reporter (gusA) under control of specific promoter for reproductive organs in Citrus for the
tissue specificity analysis. We report a procedure for efficient regeneration and transformation
using epicotyl segment explants of ‘x11° and Agrobacterium tumefaciens as a proof-of-
concept. The average transformation efficiency was 18.6%, but reached 29.6% in the best
protocol tested. Among 270 positive shoots, five were micrografted and acclimatized. Four of
these plants exhibited the first flowers within three months after ex vitro establishment, and
the other, two months later, regardless the period of the year. Transgenic plants harboring
specific promoter for reproductive organs in Citrus are still under development. We
transformed ‘x11” for overexpression of PDS or LCY-b1 genes, and to overexpress LCY-b1 or
HYb in SM sweet orange. ‘x11° was transformed to silence CRTISO or HYb , and CRTISO
gene in SM sweet orange. Then, quantification of target gene expression in leaf tissue was
performed by correlating this information with the number of copies of cisgene inserted into
each plant. According to the results, it is suggested that the level of gene expression is not
directly linked to the number of copies inserted into the genome.One transgenic plant of ‘x11’
overexpressing LCY-bl produced flowers and fruits and the carotenoid profile analysis
indicated an increased in content of total carotenoids and, especially, xanthophylls, clearly
indicating the potential to manipulate expression of genes encoding enzymes of the carotenoid
biosynthetic pathway to obtain qualitatively and quantitatively changes of these pigments.

Keywords: Citrus. Flower. Fruit. Sweet orange. Gene. Model system. Transgenic. Genomics
functional. Biosynthesis. Carotenoid. Cisgeny.
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1. INTRODUCAO GERAL

As espécies do género Citrus sdo perenes e com ciclo vegetativo longo, o que
representa problemas para a execucdo de programas de melhoramento convencional por meio
de cruzamentos controlados. O periodo de juvenilidade de plantas propagadas por semente
pode durar entre 5 e 22 anos, dependendo da espécie. Existe um numero limitado de trabalhos
envolvendo transformacdo genética visando o florescimento e frutificagdo de plantas de
Citrus. Uma das principais razdes € o extenso periodo de juvenilidade, pois plantas de Citrus
guando sdo regeneradas a partir de explantes juvenis, levam muito tempo para analise do
fendtipo resultante.

Para facilitar o entendimento de funcdes de genes em plantas anuais ou perenes,
estudos de genémica funcional tém sido conduzidos em plantas modelos (como sistemas
ortélogos). Tomate e Arabidopsis sdo os sistemas mais utilizados para a expressao heteréloga
de genes de Citrus. Mas, apesar da importancia dos sistemas modelos, existem diferencas
cruciais no desenvolvimento de diferentes espécies, na estrutura das familias génicas e nas
caracteristicas das respostas de cada cultivar, que podem gerar resultados contrastantes.

Uma alternativa para investigar funcGes génicas em Citrus € o uso de plantas que
apresentam ciclo juvenil curto. A variedade ‘x11° ¢ um mutante espontaneo de laranja doce
selecionado no Brasil pelo Dr. Rodrigo R. Latado, em 1998. Esta planta apresenta
florescimento precoce, produzindo frutos com uma média de seis sementes, altamente
poliembridnicas como a maioria das laranjas doces, com média de trés embriGes/semente. A
variedade apresenta ciclo juvenil curto, com o florescimento de seedlings e de plantas obtidas
por meio de enxertia de borbulhas adultas a partir de um ou dois anos de cultivo. Ela tem a
capacidade de florescer vérias vezes no mesmo ano, independentemente de estimulos
ambientais, bastando realizar podas. Além disso, estas plantas podem ser facilmente crescidas
em condigdes controladas (casa de vegetacdo) e as flores podem ser manualmente polinizadas.
Estes atributos fazem da laranjeira ‘x11° um modelo atraente para estudos de genOmica
funcional, estudos importantes para a investigacdo das fungdes de genes associados ao
florescimento e frutificacdo em um curto periodo de tempo (1-2 anos).

As frutas citricas sdo ricas em carotenoides, pigmentos que possuem grande valor
nutricional, como pro-vitamina A (a- ou [B-caroteno), que podem entre outras funcoes,

prevenir doencas cardiovasculares e cancer. Os pigmentos carotenoides sdo essenciais aos
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animais e humanos que necessitam incorporé-los pela dieta, por serem, em geral, incapazes de
sintetiz&-los. Quando ingeridos, os carotenoides sdo clivados em precursores de vitamina A,
que é essencial para o bom funcionamento da visdo, crescimento, desenvolvimento,
manutencdo da integridade celular do tecido epitelial, fungbes imunoldgicas e reprodutivas.

Em citros, estudos envolvendo a expressdo dos genes PSY (fitoeno sintase), PDS
(fitoeno desaturase), CRTISO (carotenoide isomerase), LCY-b (licpeno b-ciclase) e HYb B-
caroteno hidroxilase), os quais sdo responsaveis pela codificacdo de enzimas-chave na via de
biossintese de carotenoides, correlacionando o perfil desses pigmentos nas diversas
variedades de frutos citricos, comprovam que a acumulacdo de carotenoides estd altamente
relacionada aos produtos da expressao dos genes codificadores das enzimas. Isto sugere que a
regulacdo transcricional € um importante aspecto a ser considerado no acumulo deste
pigmento. Assim, uma possivel manipulacdo destes genes poderia alterar o perfil de
carotenoides em citros, realcando a coloracdo e promovendo o enriquecimento do teor
nutricional do fruto.

Embora j& haja estudos em andamento sobre a via biossintética dos carotenoides em
citros, os resultados poderdo ser rapidamente obtidos em estudos de gendomica funcional
utilizando-se a variedade de florescimento e frutificacdo precoce, a laranjeira doce ‘x11°.

A laranja ‘Sanguinea de Mombuca’ ¢ uma variedade com polpa com coloracdo
vermelha, resultante da produgdo de licopeno e maiores teores de (3-caroteno e carotenoides
totais no suco. Devido a coloracdo da polpa, a laranjeira SM pode também ser considerada
uma importante ferramenta no estudo da via de biossintese de carotenoides.

O segundo Capitulo do presente trabalho teve como objetivo a otimizacdo do
protocolo de transformacdo genética de laranjeira ‘x11°, bem como comprovar que esta
variedade se apresenta como um gendtipo adequado para estudos de genémica funcional de
Citrus, principalmente em estudos de genes envolvidos nos processos de floracdo e
frutificacdo, permitindo a rapida avaliacao do fenotipo resultante.

O terceiro Capitulo foi referente ao estudo de genémica funcional dos genes
envolvidos na via biossintética de carotenoides, com 0 uso da laranjeira ‘x11°, que possuem
florescimento e frutificacdo precoce e SM, a qual apresenta polpa com coloracdo vermelha, o
que ira propiciar maior contraste e/ou entendimento da funcdo dos genes envolvidos na

biossintese de carotenoides.
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2. TRANSFORMACAO GENETICA DO MUTANTE DE FLORESCIMENTO
PRECOCE DE LARANJA DOCE ‘X11’ COMO MODELO PARA ESTUDOS DE
GENOMICA FUNCIONAL DE CITRUS

Resumo

Existem muitos trabalhos envolvendo transformacdo genética de Citrus, porém poucos séo
associados a caracteristicas associadas a flores ou frutos. Uma das principais razdes para isso
é o0 extenso periodo de juvenilidade de plantas de Citrus, as quais se forem regeneradas de
tecidos juvenis, demandam um longo periodo para a andlise do fenotipo resultante. Este
trabalho apresenta 0 mutante espontaneo de florescimento precoce de laranja doce,
denominado ‘x11°, como plataforma para estudos de gendmica funcional de Citrus,
particularmente para genes associados a caracteristicas de flores ou frutos. Para otimizar o
processo de obtengdo de plantas transgénicas de laranjeira ‘x11” provenientes de segmentos
de epicétilo e transformados via Agrobacterium, foram testados diversos parametros que
afetam a eficiéncia da transformacao e regeneragdo. Plantas de laranjeira ‘x11° também foram
transformadas com um promotor de expressdo preferencial para 6rgdos reprodutivos de
Citrus, controlando a expressdo de gene reporter (gusA ou GUS), para a anélise da
especificidade. A eficiéncia de transformacdo média foi 18,6%, mas alcancou 29,6% quando
o0 protocolo foi otimizado. Dentre as 270 brotacfes positivas, cinco foram microenxertadas e
aclimatizadas, seguidas por avaliacdo da expressdo do gene nptll e determinacdo do numero
de cdpias inseridas por qPCR. Quatro dessas plantas apresentaram as primeiras flores trés
meses ap0s o estabelecimento ex vitro, e a outra, dois meses mais tarde, independente da
época do ano. As flores das plantas transgénicas exibiram fertilidade masculina e feminina,
com a auto-polinizacdo gerando frutos contendo sementes. A coloracdo histoquimica da
atividade do gene gusA (GUS) foi realizada em segmentos de caule, flores e frutos de plantas
transgénicas aclimatizadas, com 5-7 meses de idade, confirmando a expressdo constitutiva do
gene gusA nesses 0rgdos. As plantas transformadas com a construgéo para o teste do promotor
de expressdo preferencial para 6rgdos reprodutivos de Citrus continuam em fase de
desenvolvimento. A laranjeira doce ‘x11° apresentou boa eficiéncia de transformagao,
podendo ser considerada como adequada e um bom modelo para estudos de gendmica
funcional de laranja doce, principalmente visando caracteristicas relacionadas a flores e
frutos.

Palavras-chave: Citrus. Flor. Fruto. Gene. Sistema modelo. Transgénico.
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Abstract

There had been many reports on genetic transformation of Citrus for functional genomic
studies, but few included genes associated with flower or fruit traits. A major reason for this
might derive from the extensive juvenile stage of Citrus plants when regenerated from
juvenile explants, which delays the observation of the resulting phenotype. We propose a
spontaneous sweet orange early-flowering mutant, named ‘x11°, as a platform for Citrus
functional genomic studies, particularly for genes associated with flower or fruit traits. We
report a procedure for efficient regeneration and transformation using epicotyl segment
explants of ‘x11’ and Agrobacterium tumefaciens as a proof-of-concept. "X11' plants were
also transformed with Citrus promoter specific for reproductive organs controlling the
expression of a reporter gene (gusA or GUS) for the analysis of specificity. The average
transformation efficiency was 18.6%, but reached 29.6% in the best protocol tested. Among
270 positive shoots, five were micrografted and acclimatized, followed by evaluation of nptll
expression by RTgPCR and determination of the number of copies inserted. Four of these
plants exhibited the first flowers within three months after ex vitro establishment, and the
other, two months later, regardless the period of the year. Flowers of transgenic plants
displayed fertile pollen and gynoecium, with self-pollination inducing fruit development with
seeds. Histochemical staining for gusA (GUS) activity using stem segments, flowers and fruits
from 5 to 7 months-old acclimatized transgenic plants confirmed the constitutive gusA
expression in these organs. Plants transformed with the construct for testing the Citrus
promoter specific for reproductive organs still in the development stage. The ‘x11° sweet
orange is suitable for functional genomics studies with a satisfactory transformation rate, and
it can be considered as a good model for functional genomic studies in commercial sweet
orange for traits related to flower and fruit.

Keywords: Citrus. Flower. Fruit. Gene. Model system. Transgenic.
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2.1.  Introducdo e justificativas

2.1.1. Aspectos gerais da laranjeira doce e importancia econémica do género Citrus

A laranjeira doce (Citrus sinensis L. Osbeck) pertence ao Reino Plantae, Divisdo
Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Ordem Sapindales, Familia Rutaceae, Género Citrus
e Espécie C. x sinensis (SWINGLE; REECE, 1967).

Normalmente laranjeiras doce séo plantas diploides, com nove pares de cromossomos
(GUERRA et al, 1997) e genoma de tamanho aproximado de 367 Mb
(ARUMUGANATHAN; EARLE, 1991). O genoma desta espécie foi sequenciado e
comparacOes feitas com genomas de outras plantas citricas sugerem que a laranja doce é
resultado de um cruzamento entre toranja (C. grandis) e tangerina (C. reticulata) (XU et al.,
2012; GMITTER JUNIOR et al., 2012).

Laranjeiras doces sdo consideradas como espécies com sementes poliembridnicas
(FROST; SOOST, 1968; CHAPOT, 1975; PRATES, 1977), apresentando taxas de
poliembrionia consideradas como elevadas (MOREIRA; GURGEL; ARRUDA, 1947,
PRATES, 1977; DOMINGUES et al., 1996; 1998).

As regides subtropicais e tropicais do sul e sudeste da Asia, Australia e Africa sio
consideradas como centro de origem das plantas de citros (SWINGLE; REECE, 1967,;
SCORA, 1975; SOOST; CAMERON, 1975; DONADIO; MOURAO FILHO; MOREIRA,
2005). As Cruzadas contribuiram para que as plantas de citros fossem levadas para a Europa
(CALABRESE, 1990) de onde foram levadas ao Brasil pelos portugueses, no inicio da
colonizacdo (HASSE, 1987).

O Brasil é o maior produtor de laranjas, com balanco mundial de 19.053.000
Toneladas Métricas deste fruto. A producdo de frutos citricos no Brasil é voltada para o
mercado externo, sendo os maiores importadores a Europa e Estados Unidos. Sdo Paulo é o
maior estado produtor brasileiro de laranjas, detendo cerca de 77% da producdo anual deste
fruto, no ano de 2012 (AGRIANUAL, 2014).

O sabor de citros esta entre os preferidos no mundo, sendo um alimento rico em
vitaminas, minerais, fibras e componentes que reduzem riscos de muitas doencas cronicas
(FAO, 1999). Alguns estudos j& comprovaram que sucos de frutas citricas podem fornecer

muito mais nutrientes por caloria do que muitos dos outros sucos de fruta consumidos
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(RAMPERSAUD, 2007), além de possuir atividade antioxidante, podendo bloguear danos ao
material genético e prevenir doencas do coracgdo e cancer (SILALAHI, 2002).

2.1.2. Melhoramento de citros e variedade ‘x11’

As espécies do género Citrus sdo perenes e com ciclo vegetativo longo, o que
representa problemas para a execucdo de programas de melhoramento convencional por meio
de cruzamentos controlados (PENA et al., 2001). O periodo de juvenilidade de plantas
propagadas por semente pode durar entre 5 e 22 anos, dependendo da espécie (ENDO et al.,
2005). Desta maneira, a transformacdo genética de plantas tem sido considerada uma
importante ferramenta para o melhoramento de plantas perenes, por permitir a introducdo de
caracteristicas desejaveis em genotipos-elite sem a necessidade de alterar completamente o
genotipo, pois ndo envolve a fase de recombinagdo na meiose (DENG; DUAN, 2006).

A introducdo de genes nas diversas espéecies de Citrus tem sido conduzida, na sua
maioria, envolvendo genes de resisténcia a estresses bidticos (ZANEK et al., 2008; MENDES
et al., 2009; HE et al., 2011; YANG et al., 2011) ou abiodticos (CERVERA et al., 2000;
FAGOAGA et al., 2007). No entanto, existem poucos estudos relacionados a caracteristicas
associadas aos 6rgaos reprodutivos, principalmente frutos. Até o presente momento foram
relatados trabalhos envolvendo a expressao de genes na casca € na polpa de frutos (COSTA et
al., 2002; GUO et al., 2005; TAN et al., 2009) e o silenciamento do gene codificador da
1-aminociclopropano-1-carboxilato sintase (ACC) em plantas de citrange ‘Carrizo’, Citrus
sinensis (L.) Osbeck e Poncirus trifoliata (L.) Raf., visando controlar os niveis de etileno,
levando a uma provavel diminuicdo dos danos causados pelo frio em frutos (WONG et al.,
2001). Quanto a flores, foi realizada a transformacdo de plantas de Citrus provenientes de
explantes juvenis para a superexpressdo dos genes leafy (LFY) e apetala 1 (AP1), clonados de
Arabidopsis, visando promover o florescimento e frutificacdo das plantas logo no primeiro
ano apos o plantio (PENA et al., 2001).

Uma das principais razbes para o numero limitado de trabalhos envolvendo
florescimento e frutificacdo é o extenso periodo de juvenilidade das plantas de Citrus, pois
quando sdo regeneradas a partir de explantes juvenis, leva-se muito tempo para anélise do
fenotipo resultante. Explantes derivados de tecidos adultos podem ser usados como alternativa
para evitar o extenso periodo de juvenilidade de Citrus (GHORBEL et al., 2000; ALMEIDA
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et al., 2003; CERVERA et al., 2005; 2008; HE et al., 2011). No entanto, o uso de explantes
originados de tecidos ndo juvenis é limitado, uma vez que s&o geralmente mais recalcitrantes
a transformacdo genética e a infeccdo por A. tumefaciens, apresentando baixa eficiéncia de
transformacdo (TAN et al., 2009), e pela possibilidade de reducdo da capacidade de
enraizamento das plantas regeneradas (MOORE et al., 1992).

Para facilitar o entendimento de funcGes de genes em plantas anuais ou perenes,
estudos de gendmica funcional tém sido conduzidos em plantas modelos (como sistemas
heerdlogos). Tomate e Arabidopsis sdo o0s sistemas mais utilizados para a expressdo
heter6loga de genes de Citrus (SORKINA et al., 2011; MARQUES et al., 2009). Mas, apesar
da importancia dos sistemas modelos, existem diferencgas cruciais no desenvolvimento de
diferentes espécies, na estrutura das familias génicas e nas caracteristicas das respostas de
cada cultivar, que podem gerar resultados contrastantes (TALON; GMITTER JUNIOR,
2008).

Uma alternativa para investigar funcGes génicas em Citrus é o uso de plantas que
apresentam ciclo juvenil curto, como a lima ‘West Indian’ (C. aurantifolia Swingle)
(KOLTUNOW et al., 2000), Kumquat (Fortunella crassifolia Swingle) (YANG et al., 2007)
ou o0 mutante espontaneo de P. trifoliata que apresenta florescimento precoce, citado por
Liang et al. (1999), e usado para transformacdo genética (TAN et al., 2009; TONG et al.,
2009). Estas espécies/genétipos apresentam-se como material vegetal potencial para serem
usados em genémica funcional (TAN et al., 2009). Porém, o uso destas variedades para
investigacdo de funcdes de genes principalmente ligados a frutificacdo, € menos atraente que
0 uso de genoGtipos de laranjeiras doces, pois estes outros genotipos possuem interesse
comercial limitado.

A variedade ‘x11” ¢ um mutante espontaneo de laranja doce ‘Tobias’, selecionado no
Brasil pelo Dr. Rodrigo R. Latado, em 1998, por apresentar frutos com maior nimero de
sementes. Este mutante apresenta florescimento precoce, produzindo frutos com uma média
de seis sementes, altamente poliembridnicas como a maioria das laranjas doces, com média de
trés embrides/semente (dados ndo publicados). Também apresenta plantas com ciclo juvenil
curto, com o florescimento de seedlings e de plantas obtidas por meio de enxertia de
borbulhas adultas, a partir de um ou dois anos de cultivo. Ela tem a capacidade de florescer
varias vezes no mesmo ano, independentemente de estimulos ambientais, bastando realizar
podas. Apos cada poda, as brotagcGes emitidas se desenvolvem e apresentam uma flor na
porcao terminal do ramo 30-40 dias ap6s. Apés a poda, 0 numero de dias até a formacéo de

botdes florais varia entre 5 e 20 dias, com ramos medindo entre 18 a 24 cm e ndmero médio
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de folhas variando entre 9 e 12. Pelas analises morfo-anatbmicas € possivel observar a
diferencia¢do de botdo floral em laranja “x11* quando as brotagdes apresentam 13 mm de
comprimento (VOIGT, 2013). Além disso, estas plantas podem ser facilmente crescidas em
condicdes controladas (casa de vegetacao) e as flores podem ser manualmente polinizadas.
Estes atributos fazem da laranjeira ‘x11° um modelo atraente para estudos de
gendmica funcional, estudos importantes para investigar as funcdes de genes associados ao

florescimento e frutificacdo e num curto periodo de tempo (1-2 anos) (Figura 1).

Figura 1 - Planta de laranjeira ‘x11” demonstrando o florescimento um ano ap6s a semeadura

2.1.3. Promotores tecido-preferenciais e laranjeira ‘x11° como ferramenta para estudos
de gendmica funcional

Os promotores génicos mais utilizados na transformacédo de plantas sdo os promotores
do gene 35S do virus do mosaico da couve- flor (CaMV), promotor do gene da nopalina
sintetase (NOS), octopina sintetase (OCS), de Agrobacterium tumefaciens, e 0 promotor do
gene codificador da ubiquitina (Ubi-1) de milho (POTENZA; ALEMAN; SENGUPTA-

GOPALAN, 2004). Estes promotores expressam os genes de forma constitutiva, com padrao
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variado e baixo, em alguns casos (ZHENG; MURAI, 1997; GREEN et al., 2002). A
expressdo de promotores constitutivos também ndo garante que o gene de interesse seja
expresso no orgdo adequado (NEUTEBOOM et al., 2002), podendo haver expressdo em
algum momento inoportuno ou em tecidos onde normalmente ndo seriam expressos, 0 que
pode causar efeitos que prejudicam o crescimento e desenvolvimento normal da planta
(HSIEH et al., 2002; KASUGA et al., 1999).

Para resolver problemas relacionados ao uso de promotores constitutivos, a expressao
do transgene deve ser adequadamente ajustada ao backgroud da planta ou ao tipo de transgene
desejado, através da expressdo espacial e temporal dos genes candidatos, o que reduz os
efeitos adversos (POTENZA; ALEMAN; SENGUPTA-GOPALAN, 2004). O uso de
promotores tecido-especificos € uma das principais estratégias para restringir a expressao de
transgenes, minimizando 0s prejuizos causados pelo uso de promotores com expressao
constitutiva (POTENZA; ALEMAN; SENGUPTA-GOPALAN, 2004).

Em Citrus foram relatados poucos usos de promotores tecido-especificos, e até o
presente momento ndo houve a descri¢do de nenhum promotor com especificidade para polpa
de frutos, testado efetivamente em frutos de laranjeiras. Recentemente, regiGes promotoras
preferenciais para 6rgdos reprodutivos e polpa de Citrus foram isoladas de liméo
‘Eureka’[Citrus limon (L.) Burm] (SORKINA et al., 2011). Estas regides promotoras do gene
Cl111 (o qual apresenta expressdo em ovario e polpa de Citrus), foram isoladas por
apresentarem padrdo de expressdo ovario e polpa-preferenciais, sendo que em 0Orgaos
vegetativos, a expressdo era nula ou muito baixa. Fragmentos com distintos tamanhos na
regido upstream ao gene CI111 foram isolados e fusionados a um vetor de destino para dirigir
a expressao do gene gusA (GUS). Estas construgdes foram testadas de forma transiente em
polpa de frutos de laranjeira e usadas para a transformacdo de tomateiro, em sistema
heter6logos, para o estudo da expresséo dirigida por estas sequéncias promotoras (SORKINA
etal., 2011). Apesar do resultado ter sido positivo para a expressdo do gene gusA em polpa de
laranja de forma transiente, e da expressao ser restrita a frutos de tomateiro, a especificidade
de nenhuma destas sequéncias promotoras foram testadas em plantas de citros, devido ao
longo periodo de juvenilidade destas plantas. De acordo com as caracteristicas apresentadas
pela laranjeira ‘x11°, esta variedade poderia ser empregada como ferramenta para a
investigacdo da especificidade das sequéncias promotoras ovario ou polpa preferencial, ou de
fungdes génicas principalmente ligados a 6rgaos reprodutivos de Citrus, pois em um curto
espaco de tempo podera ser observado o fendtipo desejado. Portanto, a hipotese deste trabalho

supde que a transformacao genética de laranjeira "x11" com um gene reporter (GUS) podera
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alterar o fendtipo do fruto, provando que em um curto espago de tempo genes relacionados a
frutificacdo possam ser estudados e que essa variedade é um modelo adequado para estudos
de genémica funcional.

Apesar do progresso significativo no estabelecimento de protocolos de transformacao
genética de A. tumefaciens, alguns genotipos de Citrus ainda sdo recalcitrantes, com baixa
eficiéncia de transformacéo (COSTA et al., 2002). Portanto, como a taxa de transformacéo é
especifica do genotipo, existe a necessidade de se otimizar as condicOes ideais para a
transformacédo genética em cada genotipo utilizado para a producdo de plantas transgénicas
(DUTT; GROSSER, 2009). Neste estudo, realizamos a transformacéo genética do mutante
espontaneo de florescimento precoce ‘x11° usando A. tumefaciens armada com plasmideo
contendo um gene reporter (gusA) sob o controle do promotor CaMV 35S, ou sob o controle
de uma regido promotora ovario-polpa preferencial de Citrus, como ferramentas para avaliar o
uso do genétipo como plataforma de genémica funcional para a investigacdo de genes
relacionados ao florescimento e frutificacdo de Citrus, particularmente a laranja doce.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo geral

Estabelecer a laranjeira ‘x11° como planta-modelo para estudos de gendmica funcional

de genes relacionados ao florescimento e a frutificacéo.

2.2.2. Objetivos especificos

1-) Otimizar o protocolo de transformagdo genética de laranjeira ‘x11’ para que o
processo de transformacgé@o e obtengdo das plantas transformadas seja realizado no menor

espaco de tempo;

2-) Transformar explantes de laranjeira ‘x11° com Agrobacterium tumefaciens armada

com plasmideo pCAMBIA2301, o qual contem o gene repdrter B-glucuronidase (gusA), sob o
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controle do promotor CAM 35S, para a obtencdo e avaliacdo de frutos transformados

geneticamente, num curto espaco de tempo;

3-) Transformar explantes de laranjeira ‘x11° com Agrobacterium tumefaciens armada
com um plasmideo contendo o gene reporter o B-glucuronidase (gusA), sob o controle de uma
regido promotora possivelmente ovario-polpa preferencial de Citrus, para que os frutos sejam

analisados para a especificidade da expressédo do transgene, num curto espaco de tempo.

2.3.  Material e Métodos

2.3.1. Material vegetal e fonte de explante

Sementes de laranjeira ‘x11° foram obtidas de plantas mantidas no Banco de
Germoplasma do Centro de Citricultura Sylvio Moreira — IAC, Cordeiropolis, SP. Estas
plantas eram cultivadas em casa de vegetacdo e enxertadas sobre limdo ‘Cravo’. Em camara
de fluxo laminar, a casca das sementes foi removida e os embrides foram desinfetados
superficialmente em 50% de hipoclorito de sddio comercial (concentracdo final de 1-1,5% de
cloro ativo) e lavadas trés vezes com agua destilada. Os embrides foram entdo germinados em
tubos de ensaio contendo 10 ml de meio MS semi-sélido suplementado com 7 g L™ de égar.
Os tubos foram mantidos no escuro durante 30 dias, a temperatura de 25 + 1 °C, para 0
alongamento do epicétilo e, apos esse periodo, as plantas foram transferidas para condicdes de
luminosidade (50 pmol m™ s com 16 h de fotoperiodo), durante 15 dias. Os segmentos de

epicétilo foram cortados no tamanho aproximado de um centimetro de comprimento.
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2.3.2. Transformacgao de laranjeira ‘x11° para expressiao do gene reporter gusA sob o
controle do promotor CAMV 35S e otimizacéo de protocolo de transformacéo

2.3.2.1. Vetor de transformacéo

O vetor usado foi a Agrobacterium tumefaciens, cepa EHA105 (HOOD et al., 1993),
contendo o plasmideo pCAMBIA2301 [http://www.cambia.org.au], para a transformacdo das
plantas de laranjeira ‘x11°. O plasmideo continha como gene de selecdo o codificador da
Neomicina fosfotransferase (nptll) e como gene repdrter o B-glucuronidase (gusA), ambos sob

0 controle do promotor CaMV 35S e terminador NOS.

2.3.2.2. Transformagéo genética dos explantes de laranjeira ‘x11°

Para melhorar a eficiéncia de regeneracdo e transformacdo do protocolo de
transformagdo genética de laranjeira ‘x11° foram realizados experimentos preliminares onde
alguns parametros foram avaliados, tais como: concentracdo de 6- benzilaminopurina (BAP)
em meio de regeneracgdo, concentracdo de canamicina utilizada para sele¢do de transgénicos,
tempo de inoculacdo dos segmentos de epicétilo com Agrobacterium, diferentes temperatura e
dias de co—cultivo dos segmentos de epicotilo com Agrobacterium (Figura 3; Tabela 1). A
eficiéncia de regeneracdo e transformacdo obtidas e as quantidades de explantes avaliados
estdo descritos na Tabela 1.

No protocolo otimizado e recomendado para que sejam realizados os eventos de
transformagdo genética de laranjeira ‘x11°, células de Agrobacterium tumefaciens foram
cultivadas em 20 mL de meio LB (Luria-Bertani, composto de 10 g L™ triptona, 10 g L™
NaCl e 5 g L™ extrato de levedura e 15 g L™ de Bactoagar) suplementado com 50 mg L™ de
canamicina e 100 mg L™ de rifampicina, durante 16 h a 28°C em agitador orbital (120 rpm).
A suspensdo de bactérias foi centrifugada a 13.975 g durante 15 min e o sedimento foi
ressuspenso em meio T1 [sais e vitaminas MS, 25 g L™ de sacarose, 0,5 g L™ de extrato de
malte (Sigma, Saint Louis, MO, EUA) e 0,1 g de L™ de mio-inositol] suplementado com

0,5 mg L™ de é4cido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) e 200 uM de acetoseringona, pH 5,4, a
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Absgpo= 0,6. Segmentos de epicétilo foram cortados e expostos a suspensdo de
Agrobacterium, sob agitacdo de 100 rpm. O periodo de co-cultivo foi 30 min (periodos de
cocultivos previamente testados 10 - 30 min). O excesso de suspensdo dos explantes foi seco
com papel filtro estéril.

Os explantes foram cocultivados com Agrobacterium no meio T1, suplementado com
1,5 mg L™ de BAP, 0,01 mg L™ de 2,4- D, 100 uM de acetosiringona e 7 g L™ de agar
(pH 5,8), no escuro, a 25 = 1 °C (temperaturas de cocultivo previamente testadas: 22 a 28 °C),
por trés dias (periodos de cocultivo previamente avaliados: um a quatro dias). Em seguida, os
explantes foram transferidos para 0 mesmo meio T1, mas suplementado com 500 mg de L™
de cefotaxima e 50 mg L™ de canamicina (concentragdes de canamicina anteriormente
testadas para a inibicdo da regeneracdo de brotos: 0 a 150 mg L™). Os explantes foram
mantidos a 25 + 1 °C, ambiente contendo luminosidade de 50 pmol m? s, com 16 h de
fotoperiodo, sendo transferidos para novos meios a cada 15 dias, até a regeneracdo dos brotos.

Trés eventos de transformacdo genética foram realizados utilizando os mesmos
procedimentos. Apo6s 45 dias de cultivo, o nimero de brotos por explante (com mais de
4 mm) foi avaliado e a eficiéncia de regeneracdo foi calculada. Todas as brotagcdes foram
analisadas individualmente através da coloracdo histoquimica de gene gusA (GUS)
(BRASILEIRO; CARNEIRO, 1998). Segundo este protocolo, as amostras foram incubadas
no escuro em solucdo contendo X-gluc, n-n-dimetilformamida, fosfato de sddio e Triton-X,
overnight a 37 °C e ap0s esse periodo as amostras foram lavadas em etanol 70 %.

A eficiéncia de transformacdo foi estimada pela relacdo entre o nimero de brotos
GUS- positivos em relacdo ao nimero de explantes inoculados, e a percentagem das brotac6es

GUS-positivos foi calculada.

2.3.3. Transformacio de laranjeira ‘x11° para expressiao do gene reporter gusA sob o
controle da regido promotora ovario-polpa preferencial

2.3.3.1. Construcao do vetor de expressao dirigido pela regido promotora ovario-
polpa preferencial

Primeiramente foi realizada a extracdo de DNA gendmico de folhas de limé&o

‘Eureka’ que foi usado como molde para a amplificacdo da regido promotora ovario-polpa
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preferencial. O DNA foi extraido segundo o protocolo descrito por Tao et al. (2004) e
o par de primers utilizado (TGTCTAGAATGATTTGCAGATGCACTATA e
GACCCGGGCATTTTTTTCTATTTCATTCTTTCA) amplificou a regido promotora do gene
CI111 denominada LepC3. Os iniciadores amplificam uma sequéncia referente a 954 pb,
upstream ao gene CI111 (SORKINA et al., 2011).

As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador GeneAmp 9700 thermocycler
(Applied Biosystems; Foster City, CA, USA) em volume final de 25 uL com 25 ng de DNA,
10x Taq buffer contendo (NH4).SO4 [750 mM Tris-HCI, pH 8.8; 200mM (NH,),SO4];
2 mM MgCly; 200 uM dNTPs; 0,2 uM de cada primer e 1 U Taq polimerase (Fermentas;

Burlington, Canada). As amplificacdes foram conduzidas a 95°C for 2 min, seguidas por
29 ciclos de 30 s a 95° C; 30 s a 60°C; 40 s a 72°C, seguidas por uma extensao final de 5 min a
72°C. O produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel 1% agarose.

Em seguida, a sequéncia promotora amplificada foi clonada em vetor de entrada
pCR8/GW/TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) do sistema Gateway, seguindo as

especificagOes do fabricante (Figura 2).

pCR®8/GW/TOPO®

Figura 2 — Mapa do vetor pCR8/GW/TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)

Foi realizada a minipreparagcédo do DNA plasmidial seguindo o protocolo proposto por
Birboim e Doly (1979). As amostras foram quantificadas em fluorémetro DyNa Quant 200
(Hoeffer). Amplificagdes utilizando o primer Forward da sequéncia promotora e o primer
GW2 (GTTGCAACAAATTGATGAGCAATTA- o qual se anela ao vetor de entrada pCR8)
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foram utilizados para confirmar o sentido correto de inser¢do da sequencia promotora no vetor
de entrada. Cerca de cinco clones foram sequenciados para a confirmacdo da identidade das
sequéncias clonadas. As sequéncias foram analisadas por alinhamento pelo software MultAlin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html); os clones idénticos na analise de

similaridade foram agrupadas e um deles foi recombinado ao vetor de destino pKGWFS7 do
sistema Gateway, formando a constru¢cdo pKGWFS7::LepC3. Este vetor de destino possibilita
que a regido promotora seja inserida anteriormente ao gene Egfp e gusA, o qual possui o gene
marcador de selecdo negativo (ccdB) e gene de resisténcia nptll. As construcdes foram
eletroporadas em Agrobacterium tumefaciens, cepa EHA105 (HOOD et al., 1993) e os
eventos de transformacéo genética foram realizados como descritos no item 2.3.2.2.

2.3.4. Confirmacgéo de plantas transgénicas e aclimatizacio

A confirmag¢do da transgenia das plantas de laranjeira ‘x11’° transformadas com
pCAMBIA2301 ou com pKGWEFS7::LepC3 foi realizada por amplificagdo do DNA
gendmico total extraido de folhas das brotagdes regeneradas, de acordo com o protocolo
estabelecido por Doyle e Doyle (1990). Primers especificos para o gene nptll do plasmideo
pCAMBIA2301 (CAATAGCAGCCAGTCCCTTC e AGACAATCGGCTGCTCTGAT -
203 pb) e para o gene nptll  do plasmideo pKGWFS7::LepC3
(CAATAGCAGCCAGTCCCTTC e GCCCTGAATGAACTCCAAGA — 105 pb) foram
desenhados utilizando o software Primer3 (ROZEN; SKALETSKY, 2000). A reagdo de
amplificacdo foi realizada em termociclador GeneAmp 9700 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) em volume final de 25 ul com 25 ng de DNA em tampé&o da Tag contendo
(NH4)2SO4 [75 mM Tris-HCI, pH 8,8; 20 mM de (NH4)2SO4], 2 mM de MgCl, , 200 uM de
cada dNTP, 0,2 uM de cada iniciador e 1 U de Taqg polimerase (Fermentas, Burlington,
Canada). A reacgdo foi realizada nos seguintes padrdes: 95 °C por 2 min, seguido por 29 ciclos
de 30sa95°C, 30sa60°C, 40 s a72°C, seguido por extensdo final de 72 °C por 5 min. Os
produtos amplificados foram detectados por eletroforese em gel de agarose a 1%.

As Dbrotagdes positivas para a transformacdo com pCAMBIA2301 foram
microenxertadas in vitro em plantas de citrange ‘Carrizo’. Nos eventos de transformagao
genética para a analise da regido promotora LepC3 as brotagdes foram primeiramente

microenxertadas e depois, foi realizado o teste para a confirmacao da transgenia.
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As plantas microenxertadas foram transferidas para o meio T1 liquido suplementado
com 25 g L " de sacarose, a 25 + 1°C, sob 50 umol m? s™* com fotoperiodo de 16 h, durante
15 dias. As plantulas foram aclimatizadas e transferidas para casa de vegetagdo em vasos de
20 litros com uma mistura 1:1 de solo e substrato. As plantas transformadas com o vetor
pCAMBIA2301 e que apresentaram florescimento e frutificacdo, foram submetidas ao ensaio

para coloragdo histoquimica de GUS.

2.3.5. Analise da expressdo do transgene por amplificacdo quantitativa de transcritos
reversos (RT- gPCR) e estimativa do numero de cOpias dos transgenes inseridos por
PCR quantitativo (QPCR)

Cinco plantas transgénicas para a construcdo pCAMBIA2301 e
10 plantas transgénicas para a construcdo pKGWFS7::LepC3 foram analisadas pelo método
de PCR em tempo real usando SYBR green, para determinar a expressao dos transgenes e para
estimar o numero de copias inseridas nas plantas transgénicas.

Para o célculo da expressdo do transgene, 0 RNA total foi extraido a partir das
15 plantas transgénicas de acordo com o protocolo descrito por Tao et al. (2004). A sintese de
cDNA foi realizada como descrito por Pinheiro et al. (2011), e as rea¢fes de RT-gPCR foram
realizadas em volume final de 10 pulL, contendo 1 puL de CcDNA
(01:10 v/v); 0,5 uM de cada um dos primers especificos e 5 puL de 2X platinum SYBR -Green
RT- gPCR - SuperMix UDG (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As amplificacbes foram
realizadas em termociclador 3000 RotorGene (Corbett Life Science, Sydney, Austrélia), em
triplicatas, com incubacdo inicial a 50 °C durante 2 min e 95 °C por 2 min, seguido por
40 ciclos de 95 °C por 15 s; 60 °C durante 15 s, e 72 °C por 20 s, com detec¢do de
fluorescéncia no final dos ciclos de extensdo. Apos o ciclo final, as curvas de melting para
cada fragmento amplificado foram analisadas entre 72 e 95 °C.

Analises de expressdo génica foram realizadas atraves do software REST Relative
Expression Software Tool -REST 2005, (versdo 1.9.12), (PFAFFL, 2001) para a confirmagéo
da transgenia nas plantas transformadas com pCAMBIA2301 e com pKGWFS7::LepC3 em
tecido de foliar. Neste experimento foi usado o gene nptll como alvo em cada uma das
construcdes (primers descritos acima) e como gene referéncia foi utilizado o Fator de
Iniciagio de  Tradugdo de  Eucariotos 5A  (IF5A) [TIGR:  TC17010]
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(ACTGAAACCGGAAACACCAA e TTTCCTTCAGCAAACCCATC; tamanho do
amplicon = 89 pb).

As plantas transformadas com pKGWFS7::LepC3 também foram submetidas a anélise
da expressdo do gene gusA, em tecido foliar. Neste experimento foram comparadas a
expressdao entre as plantas pKGWFS7::LepC3 e a planta #4, transformada com
pCAMBIA2301, a qual possui o gene gusA (TGGCAAAAACCGAAGAAAAC e
GCACCAACAGAGAGAGCAAA, tamanho do amplicon = 86 pb) dirigido pelo promotor
CAMV 35S. Como gene referéncia foi utilizado o codificador da Actina (ACT)
(CCGAGCGTGGTTATTCTTTC e CTGAGCTGGTCTTTGCTGTCT, tamanho do amplicon
=123 pb).

Para estimar o numero de cépias do transgene, primers para o gene nptll (descritos
acima) e para o gene endogeno da proteina de transferéncia de lipideos (LTP) [GenBank :
AF369931] (ACACCTGACCGCCAAACT e AAGGAATGCTGACT CCACAAG,; tamanho
do amplicon = 115 pb), presente em duas copias no genoma de C. sinensis (SONG et al.,
1995; WU; BURNS, 2003), foram utilizados nas reactes de amplificacdo do DNA genémico
das 15 plantas presumivelmente transgénicas, mais uma respectiva planta controle. As reacoes
de amplificacdo de gPCR foram realizadas em triplicatas, para as plantas transformadas com
pCAMBIA2301 e em quintuplicatas para as demais plantas, tal como descrito acima no
experimento para analise da expressao do transgene nptll e do gene gusA.

A estimativa do nimero de cdpias do transgene foi realizada como descrito por Mason
et al. (2002) e Omar et al. (2008). As curvas de eficiéncia foram preparadas para o transgene
nptll e para o gene enddgeno LTP. Os resultados obtidos das amostras transgénicas foram
comparados com a estimativa do controle e a quantidade do transgene foi dividida pelo valor
do gene enddgeno. Em seguida, o coeficiente rl (calibrador virtual) foi calculado para o
transgene nptll utilizando os dados de todas as plantas transgénicas e da planta controle
(MASON et al., 2002).
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2.4. Resultados e Discussao

24.1. Otimizacdo do protocolo e transformacdo de laranjeira ‘x11° com
pCAMBIA2301

Experimentos foram previamente realizados para otimizar as condi¢des de
transformagdo genética dos explantes de laranjeira ‘x11°, incluindo a determinagdo da
concentracgéo ideal de 6- benzilaminopurina (BAP) no meio de regeneracédo, a concentragdo de
canamicina para selecdo dos eventos transgénicos e condicdes de inoculacdo e de cocultivo
(Figura 3; Tabela 1). A otimizacdo das condicdes de regeneracdo e transformacdo de
segmentos de epicodtilo de laranja doce ‘x11’° resultaram em eficiéncia de regeneragdo de
104% a 382%, calculados a partir do nimero de brotacGes em relacdo aos explantes
inoculados, em experimentos que foram testados as condi¢fes ideais de BAP (sem presenca
da Agrobacterium). Considerando os experimentos onde os explantes foram inoculados com
Agrobacterium, a eficiéncia de transformacdo minima foi de 8,9%, em explantes cocultivados
a 28°C, e maxima de 29,7%, em explantes cocultivados por 2 dias.

Cerca de 1.447 explantes foram submetidos ao processo de transformacéo genética
com o plasmideo pCAMBIA2301, o que resultou em 475 brotacdes regeneradas, das quais
270 foram positivas para a coloracdo de GUS. Brotagdes GUS-positivas foram avaliadas cerca
de 45 dias apds a inoculacdo com A. tumefaciens, e representaram cerca de 57% do total de
brotos analisados, contabilizando uma eficiéncia de transformacdo média de 18,6%.

A eficiéncia de transformacdo de plantas de Citrus é gendétipo-dependente, e as taxas
relatadas na literatura variam de 2% em laranja doce 'Ridge pineapple' (GUTIERREZ et al.,
1997), a 87,7%, em P. trifoliata (KANEYOSHI et al., 1994). A eficiéncia de transformagéo
do protocolo definido neste estudo para laranjeira doce ‘x11° alcangou em alguns
experimentos 29,8% (Tabela 1), superior as taxas relatadas por outras laranjas doces como
'Valéncia' (23,8%) (BOSCARIOL et al., 2003), 'Hamlin' (25%) (DUTT; GROSSER, 2009),
citrange ‘Carrizo’ (20,6%) (PENA et al., 1995), as descritas para lima 'Mexicana' (8 %)
(DUTT; GROSSER, 2009), e Fortunella crassifolia (3,6 %) (GUTIERREZ et al., 1997), e
superior também a taxa de eficiéncia de transformacdo do mutante de florescimento precoce
P. trifoliata (20,7 %) (TAN et al., 2009).
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Tabela 1 - Resumo das condigdes de otimizacdo do protocolo de transformagdo genética dos explantes de laranjeira ‘x11°. Avaliacdo do nimero de explantes inoculados,
explantes com brotacfes, nimero total de brotacoes, eficiéncia de regeneracéo das brotagGes, niimero de brotos GUS - positivos, eficiéncia de transformacéo e percentual de
brotagGes GUS - positivos de laranjeira doce ‘x11°, obtidos em trés experimentos independentes”

Fatores avaliados Tratamentos N°. de explantes ~ N°. de explantes  N°. de brotacgdes Eficiéncia de N° de brotag¢oes Eficiéncia da
cultivados que produziram regeneradas regeneracio” GUS positivas transformacao
brotac6es (%) (em funcéo dos
explantes)”
OmgL" 141 133 146 1.04 (104%) ¢ - -
Concentracdo BAP 05mgL* 176 171 428 2.40 (240%) b - -
1.5mgL? 163 158 633 3.84 (384%) a - -
30mgL* 127 124 493 3.82 (382%) a - -
Concentracao de Omg L™ 100 96 189 1.89 (189%) - -
canamicina 50 mg L™ 100 0 0 0 - -
100 mg L™ 100 0 0 0 - -
150 mg L™ 100 0 0 0 - -
Tempo de 10 min 189 45 92 0.49 (49%) ns 44 (47.8%) 23.3% ns
Inoculagéo da 20 min 171 38 73 0.43 (43%) ns 36 (49.3%) 21.1%ns
Agrobacterium 30 min 99 19 37 0.37(37%) ns 24 (64.9%) 24.2% ns
Temperatura de 22 °C 165 26 41 0.25 (25%) ns 27 (65.9%) 16.4% ns
co-cultivo 25°C 172 32 54 0.31 (31%) ns 42 (77.8%) 24.4% ns
28 °C 168 22 32 0.19 (19%) ns 15 (46.9%) 8.9% ns
1 dia 134 15 22 0.16 (16%) b 16 (72.7%) 11.9%b
Dias de 2 dias 118 22 49 0.42(42%) a 35 (71.4%) 29.7% a
co-cultivo 3 dias 108 13 27 0.25(25%) ab 11 (40.7%) 10.2% b
4 dias 123 17 48 0.39 (39%) ab 20 (41.7%) 16.3% ab
Média total dos
experimentos de 1447 249 475 0.33 270 (56.8%) 18.6%

transformacao

YO delineamento experimental usado neste experimento foi completamente casualizado, e os dados de eficiéncia de regenerago e transformagio foram transformados (VX +
0.5) antes da analise da variancia (ANOVA), considerando-se como fatores: tratamento, experiéncia e interacdo, utilizando o procedimento GLM do SAS versao 6.11;

“Numero de brotacfes em relacédo aos explantes inoculados;
YNumero de brotag6es GUS + em relagdo aos explantes inoculados;
? Numero de brotacfes GUS + em relacéo a brotagdes regeneradas.
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Figura 3 — Experimentos realizados para a otimizacdo do protocolo de transformacéo genética
de laranjeira ‘x11° transformada com pCAMBIA2301. A: avaliagdo da sensibilidade dos
explantes a doses crescentes do antibidtico canamicina. B: concentragdes crescentes de BAP.
Em C: Tempo de exposicao do explante a A. tumefaciens. Em D: Temperatura ideal para o co-
cultivo. Em E: Avaliagdo dos dias de co-cultivo
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2.4.2. Transformacao de laranjeira ‘x11° com pKGWFS7::LepC3

Plantas de laranjeira ‘x11’° foram transformadas para a analise da especificidade da
regido promotora LepC3. Para isso foram realizados quatro ensaios de transformacéo genética
com a construgdo pKGWFS7::LepC3, os quais resultaram 704 explantes inoculados e 151
brotagGes regeneradas (Tabela 2). Dez plantas confirmadas como transgénicas estdo sendo
cultivadas em casa de vegetacdo. A eficiéncia da regeneracdo e transformacdo ndo foram

calculadas neste experimento.

Tabela 2 — Descri¢do do numero de explantes submetidos ao processo de transformacéo
genética com a construcdo pKGWFS7::LepC3, nimero de brotagdes
regeneradas, microenxertadas e cultivadas em casa de vegetacédo

Ndmero de Ndmero de
Total de NUmero de plantas plantas
Construcéo Variedade explantes brotos microenxerta  aclimatizadas
inoculados  regenerados das
LepC3::pKGWFS7 x11° 704 151 50 10

2.4.3. Caracterizacdo das brotacdes e plantas transgénicas transformadas com
pCAMBIA2301 e pKGWFS7::LepC3

Plantas provenientes do processo de transformacdo genética com a construcao
pCAMBIA2301, tiveram suas brota¢fes submetidas a ensaios histoquimicos da atividade do
gene gusA. Dos 270 brotos considerados GUS-positivos, cinco foram microenxertados in
vitro em plantulas de citrange ‘Carrizo’. Estas plantulas foram aclimatizadas em casa de
vegetacdo. Quatro plantas transgénicas exibiram as primeiras flores trés meses apds o
estabelecimento ex vitro (Figura 4E), e a outra, dois meses mais tarde (cinco meses apés a
aclimatizacdo), independentemente da estacdo do ano. Todas as plantas apresentaram o
mesmo fenotipo, com uma flor terminal em quase todas as hastes desenvolvidas. As flores
exibiram estames e gineceu férteis, com auto-polinizacdo induzindo o desenvolvimento de

frutos contendo sementes.
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A coloragéo histoquimica para a atividade do gusA (GUS) foi realizada em segmentos
de caule, flores e frutos das plantas transgénicas aclimatizadas, com cerca de 5-7 meses de
idade, confirmando a expressdo constitutiva do gene gusA nesses 6rgdos (Figura 4A, B,
CeD).

A B

Figura 4 - Tecidos de laranjeira ‘x11° #1, transformada com pCAMBIA2301 e expressando gene
gusA. A) secdo transversal do segmento de caule, B) pedunculo floral; C) flor apds a
antese; D) fruto seccionado ao meio, e E) planta transgénica da laranjeira doce ‘x11” #1
no estadio de florescimento (esquerda) e laranjeira doce 'Valéncia' (a direita), trés meses
apos a aclimatizacdo
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As analises de PCR das cinco plantas possivelmente transgénicas com a construcéo
pCAMBIA2301 (GUS-positivas) indicaram a presenca de um fragmento de 203 pb

correspondente ao fragmento amplificado esperado do gene nptll (Figura 5).

L C+ C- 1 2 3 = 2 W

500 bp —>

200 bp —>

Figura 5 - Amplificagdo de fragmento do gene nptll (203 pb): L marcador 100 pb (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), C+ controle positivo (plasmideo pPCAMBIA2301), C- controle
negativo (planta ndo transformada), 1-5 plantas transformadas, W- controle negativo da
reacao

Quando as plantas transformadas com as construgbes pCAMBIA2301 e
pPKGWFS7::LepC3 foram analisadas quanto ao nimero de cépias dos transgenes inseridos, a
eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores para os dois genes nptll e LTP do plasmideo
pCAMBIA2301 foi de cerca de 100 %. Ja a eficiéncia do primer referente ao gene nptll do
plasmideo pKGWFS7::LepC3 foi igual a 0,88. O calibrador virtual (coeficiente rl) foi
calculado para o gene nptll como descrito por Mason et al. (2002), e no presente experimento
o valor de rl calculado foi igual a 0,8 para plantas pCAMBIA2301 e 0,15 para plantas
pPKGWFS7::LepC3. Dessa maneira estimou-se que entre as cinco plantas possivelmente
transgénicas analisadas nos eventos de transformacdo genética referentes ao plasmideo
pCAMBIA2301, os eventos #1, #3 e #4 apresentaram uma unica copia do transgene nptll,
enguanto a planta #5 continha duas copias e a planta #2, quatro copias (Tabela 3).

Na andlise do nimero de copias inseridos em plantas de laranjeira ‘x11’ transformadas
com a construcdo pKGWFS7::LepC3, os eventos #1, #3, #4, #5, #6 e #8 apresentaram apenas
uma coépia do transgene inserida no genoma. O numero de copias do transgene no evento #3
(pPCAMBIA2301), #2, #7, #9 e #10 (pbKGWFS7::LepC3) foram estimados em 0,2; 0,1; 0,5;
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0,3 e 0,3 respectivamente, utilizando-se o método descrito por Mason et al. (2002). No
entanto, foi demonstrado pela coloracdo histoquimica de GUS (pCAMBIA2301),
amplificacdo por PCR e andlise da expressao do gene nptll que estas plantas séo transgénicas.
Assim, assumiu-se que uma unica cépia do transgene nptll foi inserida em cada uma destas
plantas.

Este tipo de incerteza na estimativa do nimero de cdpias dos transgenes tem sido
observado em varios estudos (MASON et al., 2002; DONNARUMMA et al., 2011; WEN et
al., 2012). Isto pode ocorrer em alguns casos devido ao fato da reacdo de gPCR nao poder
detectar rearranjos do T-DNA durante a inser¢do no genoma da espécie receptora ou devido a
possivel ocorréncia de uma perda parcial do transgene no cassete de expressao. No entanto,
este método pode ser considerado como uma técnica simples, rapida, eficaz e com elevada
sensibilidade, em comparacdo com outros meétodos, tais como Southern blot e, portanto, é

considerada confidvel para estimar o nimero de copias do transgene (MASON et al., 2002) .

Tabela 3 — NUmero de copias estimado pela técnica de qPCR e assumido do transgene nptll,

de cinco plantas transgénicas ‘x11’ transformadas com a constru¢ao

pCAMBIA2301

Plantas NuUmero de copias Numero de copias
pCAMBIA2301 estimado por gPCR assumido

Controle (N&o Transformada) 0.0 0

#1 1.0

#2 4.4 4

#3 0.2 1*

#4 1.2 1

#5 2.2 2

* Valor assumido com base nos resultados dos experimentos de estimativa de nimero de cdpias de transgene por
gPCR, deteccdo por PCR amplificando fragmento do gene nptll e expressdo relativa do transgene nptll em
relagdo a plantas ndo transformadas geneticamente e teste histoquimico da atividade de gusA
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Tabela 4 - Nimero de copias estimado pela técnica de gPCR e assumido do transgene nptll,
de dez plantas transgénicas ‘x11’ transformadas com a construgdo
pPKGWFST7::LepC3

Plantas NUmero de copias NUmero de copias
pKGWFS7::LepC3 estimado por gPCR assumido
Controle (N&o Transformada) 0.0 0
#1 1,1 1
#2 0,1 1*
#3 1,2 1
#4 11 1
#5 1,7 2
#6 0,8 1
#7 0,5 1*
#8 0,7 1
#9 0,3 1*
#10 0,3 1*

* Valor assumido com base nos resultados dos experimentos de estimativa de nimero de cdpias de transgene por
gPCR, deteccdo por PCR amplificando fragmento do gene nptll, expressdo relativa do transgene nptll em
relagdo a plantas ndo transformadas geneticamente e teste histoquimico da atividade de gusA

Para a confirmacdo da transgenia das plantas transformadas com pCAMBIA2301 foi
calculado o nivel de acumulo de transcritos do gene nptll em relacdo a uma planta nédo
transformada. Este experimento demonstrou que a expressdo génica do gene nptll variou entre
as plantas transgénicas avaliadas. O maior nimero de transcritos acumulados foi detectado na
planta #1 (~135.000 vezes maior do que a planta controle; Figura 4), que continha uma Unica
copia do transgene, enquanto que o menor namero de transcritos foi detectada no evento #5
(Figura 6), com cerca de duas cdpias do transgene.

Estudos anteriores indicaram que plantas com maior numero de copias do transgene
resultaram em um menor nivel de expressdo do transgene, expressao instavel ou mesmo
silenciamento génico (BELTRAN et al., 2009; HADI et al., 2012). Por outro lado, a insercio
de apenas uma ou duas cépias tenderia a resultar em niveis mais elevados de expressdo
(FLAVELL, 1994; VAUCHERET et al., 1997).
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Expressao relativa do gene nptll -
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Figura 6 - Expressdo relativa do gene nptll no controle (Controle- planta ndo transformada) e das
plantas transgénicas #1, #2, #3, #4 e #5, transformadas com pCAMBIA2301, em
relacdo ao gene codificador da proteina Fator de Iniciacdo de Traducdo de Eucariotos
5A (IF5A), usado com gene referéncia

Para a confirmacdo da transgenia das plantas transformadas com a construcdo
pKGWEFST7::LepC3, a expressdo do gene nptll foi quantificada em tecido de folhas, também
em relacdo a uma planta ndo transformada geneticamente. Esta abordagem foi usada pois 0
gene nptll esta sob controle do promotor nos, independente da expressdo do promotor LepC3,
que teve a expressao génica testada em seguida. O maior nivel de transcritos acumulados foi
de 379 vezes em relagdo ao controle na planta na planta #3, a qual possui uma copia do gene
inserida no genoma e expressdo minima de 1,7 vezes na planta #1, a qual também possui uma

cdpia do transgene inserida no genoma (Figura 7).
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Figura 7 - Expressdo relativa do gene nptll no controle (Controle- planta ndo transformada) e das
plantas transgénicas de #1 a #10, transformadas com pKGWFS7::LepC3, planca em
relacdo ao gene codificador da proteina Fator de Iniciacdo de Traducdo de Eucariotos
5A (IF5A), usado com gene referéncia

Ainda em plantas transformadas com pKGWFS7::LepC3, foi realizado o célculo da
expressao relativa do gene gusA para comparar a expressao de uma planta que expressa este
gene de forma constitutiva, com plantas pKGWFS7::LepC3, que devem expressar
preferencialmente em tecidos de ovério e polpa de Citrus. Para isso uma planta transformada
com pCAMBIA2301, a qual possui o gene gusA dirigido pelo promotor CAMV 35S
(expressdo constitutiva- planta #4), foi usada como controle positivo. Todas os eventos
transformados com a construcdo pKGWFS7::LepC3 tiveram o acimulo de transcritos do gene
gusA avaliados em relagéo a planta controle. Uma planta ndo transformada geneticamente foi
usada como controle negativo da expressao.

Neste experimento o gene ACT foi usado como referéncia e as analises foram

realizadas tecido foliar (Figura 8).
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Figura 8 - Expressdo relativa do gene gusA em tecido foliar nas plantas transformadas com
pKGWFS7::LepC3 (de #1 a #10) em relacdo a planta transformada com
pCAMBIA2301, a qual possui 0 gene gusA sob o controle do promotor CAMV 35S
(Controle +). Como controle negativo (Controle -) foi utilizada planta ndo
transformada geneticamente. A expressdo relativa foi calculada em relagdo ao gene
codificador da proteina Actina (ACT), usado com gene referéncia

O resultado da expressdo do gene gusA em folhas de laranjeira ‘x11’ transformadas
com a construcdo pKGWFS7::LepC3 em relacdo a planta transformada com o gene gusA sob
o controle do promotor 35S, mostrou que a expressao do gene gusA em folhas de laranjeiras
pPKGWFS7::LepC3, em todos os eventos foram inferiores em relacdo ao controle (Figura 8).

A Figura 9 ilustra os picos de melting de amostras da planta #4 (transformada com
pCAMBIA2301 e possui 0 gene gusA sob controle do promotor CAMV 35S) e das plantas
transformadas com pKGWFS7::LepC3 (as quais possuem o gene gusA dirigido pelo promotor

ovario-polpa preferencial LepC3).
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Figura 9 — Anélise dos picos de melting em RT-gPCR. Em C+: Pico referente a amplificacdo
do gene gusA a partir de plantas transformadas com a constru¢cdo pCAMBIA2301
(sob o controle do promotor CAMV 35S). Plantas pKGWFS7::LepC3. Plantas
transformadas com a construgdo pKGWFS7::LepC3 mostrando a néo
amplificacdo do gene gusA em material genético proveniente de folhas. C-:
controle negativo da reacdo

O ensaio histoquimico da atividade do gene gusA também foi realizada em folhas de
laranjeira pPCAMBIA2301 (sob o controle do promotor CAMV 35S) comparadas com folhas
de laranjeira pKGWFS7::LepC3. O resultado demonstrou que folhas de laranjeira ‘x11°,
transformadas com pKGWFS7::LepC3 apresentaram com coloracdo azul muito fraca ou nula
(dados ndo mostrados).

Comparando os dados da atividade histoquimica do gene gusA e a andlise da
expressao relativa deste gene dirigido pela regido promotora LepC3, pode-se sugerir que essa
regido promotora ndo tem expressdo constitutiva, e possivelmente restringiria a expressao do
gene a ovario e polpa de frutos de Citrus. Porem ndo é possivel afirmar a especificidade desta
regido promotora sem que seja realizado o teste histoquimico da atividade do gene gusA e a
andlise da expressdo relativa deste gene em ovario e polpa de frutos de laranjeira ‘x11°
transformadas com a construcdo pKGWFS7::LepC3. A expressdo do e o teste histoquimico
da atividade do gene gusA ndo foi realizada em ovario e polpa de frutos pois as plantas ainda

estdo em fase de desenvolvimento.
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2.4.4. Perspectivas de estudos de gendmica funcional em laranja doce

Com a conclusdo do sequenciamento do genoma de importantes espécies de citros
(GMITTER JUNIOR et al., 2012, http://www.citrusgenomedb.org), juntamente com a grande
disponibilidade de sequéncias expressas (FUJII et al., 2007; TEROL et al., 2008) e os dados
de proteinas (LICCIARDELLO et al., 2011; YUN et al., 2013), ha uma urgente necessidade
do estabelecimento de uma plataforma de genémica funcional para descobrir as varias
funcbes de genes envolvidos na estrutura, sinalizacdo e vias regulatorias de frutos de laranja
doce, foco econdmico da producgdo de Citrus. Varias espécies de plantas tém sido utilizadas
como modelo ortélogo, tais como Arabidopsis e tomate, para investigar as funcdes de genes
de citros (GUO et al., 2005, SORKINA et al., 2011; KIM et al., 2011). No entanto, estes
sistemas modelo podem ser diferentes para a funcdo do gene especifico ou da regulacdo de
sinalizagéo.

Deste modo, a avaliacdo de promotores especificos também é dificultada em sistemas
modelo ortologos. Além disso, o uso das plantas de florescimento precoce de laranjeira ‘x11’
permitird que seja realizada a auto-fertilizacdo e a selecdo de plantas homozigoéticas para o
transgene, 0 que representara maior estabilidade que a observada em plantas hemizigoticas,
derivadas diretamente dos experimentos de transformacdo genética. Assim, a caracteristica de
florescimento precoce representa uma vantagem adicional em comparacdo a outros
experimentos relatados anteriormente envolvendo plantas citricas, onde as avaliacGes
fenotipicas das plantas transformadas poderdo apenas ser realizadas em plantas hemizigotas
(BARBOSA-MENDES et al., 2009; YANG et al., 2011; GONG,; LIU, 2013).

Nossos resultados indicam que a laranja doce mutante ‘x11°, com florescimento
precoce, ¢ adequada para estudos de gendmica funcional. Nos comprovamos que a ‘x11’° ¢
capaz de florescer e produzir frutos expressando o transgene em um periodo de cerca de cinco
meses apos o estabelecimento em casa de vegetagdo. Foram propostas outras especies de
florescimento e frutificacdo precoces para serem usadas em estudos de genémica funcional de
Citrus, tais como uma P. trifoliata [L.] Raf (TAN et al., 2009; TONG et al., 2009), Citrus
aurantifolia (KOLTUNOW et al., 2000) e kumquat (Fortunella sp.) (YANG et al., 2007), no
entanto, nenhuma destas espécies apresenta grande interesse comercial e eficiéncia de

transformagdo comparavel, tal como a laranjeira ‘x11°.
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2.5. Conclusao

Os resultados deste estudo demonstraram que o mutante de florescimento precoce de
laranjeira ‘x11° se apresenta como um gendtipo adequado para estudos de genomica funcional
de Citrus, principalmente em estudos de genes envolvidos nos processos de floracdo e
frutificacdo, permitindo a rapida avaliacdo do fendtipo resultante.
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3. TRANSFORMACAO GENETICA DE LARANJEIRAS DOCES COM GENES DA
VIA BIOSSINTETICA DOS CAROTENOIDES

Resumo

As frutas citricas sao ricas em carotenoides, pigmentos que possuem grande valor nutricional,
como a pré-vitamina A (o- ou B-caroteno), e que podem, entre outras fungdes, prevenir
doencas cardiovasculares e cancer. Estudos envolvendo a expresséo dos genes codificadores
de enzimas da via biossintética de carotenoides em Citrus correlacionado ao perfil de acimulo
desses pigmentos, comprovam que a regulagdo transcricional é um importante aspecto a ser
considerado. Isto sugere que a manipulacdo dos genes da via de carotenoides poderia alterar o
perfil desses pigmentos em Citrus, eventualmente realgando a coloracdo e/ou promovendo o
enriquecimento do teor nutricional do fruto. Embora ja haja estudos em andamento sobre a via
biossintética dos carotenoides em citros, estudos de gendmica funcional serdo mais
rapidamente obtidos utilizando-se variedades com florescimento e frutificacdo precoce, como
a laranjeira doce mutante ‘x11°. A laranjeira doce ‘Sanguinea-de-Mombuca’ (SM) é uma
variedade de polpa vermelha que acumula licopeno na polpa dos frutos, ao contrario das
laranjeiras de polpa amarela. Esta variedade pode ser considerada como importante
ferramenta no estudo da acumulacdo de carotenoides nos frutos de laranjeiras. Dessa
maneira, 0 objetivo deste estudo foi manipular os proprios genes fitoeno desaturase (PDS),
carotenoide isomerase (CRTISO), licopeno B-ciclase (LCY-b1) e B-caroteno hidroxilase (HYb)
de laranjeiras (cisgenia) em ‘x11° (polpa clara) ou SM, para que o teor de carotenoides fosse
alterado, possibilitando o enriquecimento nutricional do fruto e/ou melhor entendimento da
via de biossintese destes pigmentos. Foi realizada a transformagdo genética de laranjeira ‘x11’
para a superexpressdo dos genes PDS e LCY-bl e para a superexpressdo do gene LCY-bl e
HYb em laranjeira SM. Também foi realizada a transformacdo genética de ‘x11’ para o
silenciamento do gene CRTISO e HYb e também para o silenciamento do gene CRTISO, em
SM. Em todos os experimentos de transformacgdo foram calculadas as eficiéncias de
regeneracdo e de transformacdo de plantas, correlacionando-as com os genotipos utilizados no
experimento. Explantes de laranjeira SM mostraram ser mais eficientes para a transformacéo
genética por co-cultivo com A. tumefaciens, quando comparados com os de laranjeira ‘x11°.
Dessa maneira, foi possivel concluir que a eficiéncia da transformacdo genética € genotipo
dependente. Em todos os eventos com a cisgenia comprovada, foi realizada a quantificacdo da
expressdao do gene-alvo em tecido foliar, em relacdo a uma planta ndo transformada,
correlacionando essa informacdo com o nimero de copias do cisgene inseridos em cada
planta. De acordo com os resultados, sugere-se que o0 nivel de expressdo génica ndo esta
diretamente ligado ao ntimero de copias inseridas no genoma. Uma planta de laranjeira ‘x11’
superexpressando o gene LCY-b1 floresceu e frutificou. Neste fruto foi realizada a analise do
perfil de carotenoides totais em relacdo ao fruto de uma planta ndo transformada. Neste
evento houve aumento no teor de carotenoides totais e especialmente de xantofilas, indicando
0 potencial da manipulacdo dos genes codificadores de enzimas da via biossintese de
carotenoides para alteragdes quantitativas e qualitativas, particularmente empregando o
mutante de florescimento precoce que acelera a habilidade de avaliar o fenotipo resultante.

Palavras-chave: Carotenoide. Laranja. Cisgenia. Transgene. Gene. Biossintese. Genémica
funcional.
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Abstract

Citrus fruits are rich in carotenoids, pigments that have a great nutritional value, as pro-
vitamin A (o- or B-carotene), which may prevent cardiovascular diseases and cancers, among
other functions. Studies involving the expression of genes encoding enzymes of the
carotenoid biosynthetic of Citrus correlated with the accumulation of these pigments,
indicating that the transcriptional regulation is a key aspect to be considered. This fact
suggests that manipulation of carotenoid pathway genes could alter the profile of these
pigments in Citrus, with the possibility to enhance color and promote the nutritional
enrichment of the fruit pulp. Although, there are ongoing studies about the carotenoid
biosynthetic pathway in Citrus, the results could be earlier obtained through functional
genomic studies using a variety of sweet orange with early-flowering and fruiting period, such
as the ‘x11° sweet orange mutant. 'Sanguinea-de-Mombuca' (SM) sweet orange is a red-pulp
variety that accumulates lycopene, unlike the yellow pulp sweet orange varieties. This plant
is an important tool to investigate the accumulation of carotenoids in sweet orange fruits.
Therefore, the objective of this study was to manipulate the expression of the phytoene
desaturase (PDS), carotenoid isomerase (CRTISO), lycopene B-cyclase (LCY-bl) or B-
carotene hydroxylase (HYB) Citrus genes by introducing in ‘x11” (yellow pulp) or SM sweet
orange to quantitatively and qualitatively alter the carotenoid content and profile. We
transformed ‘x11” for overexpression of PDS or LCY-b1 genes, and to overexpress LCY-b1 or
HYb in SM sweet orange. ‘x11” was transformed to silence CRTISO or HYb , and CRTISO
gene in SM sweet orange. The efficiency of regeneration and transformation was estimated in
all experiments. SM was more efficient for gene transformation by co-cultivation with A.
tumefaciens, compared to 'x11'. Quantification of target gene expression in leaf tissues in
comparison to a non-transformed control plants were performed in all transgenic plants,
considering the number of inserted transgene copies in each plant. The level of gene
expression was not directly correlated with the number of copies inserted in the genome. One
transgenic plant of ‘x11° overexpressing LCY-bl produced flowers and fruits and the
carotenoid profile analysis indicated an increased in content of total carotenoids and,
especially, xanthophylls, clearly indicating the potential to manipulate expression of genes
encoding enzymes of the carotenoid biosynthetic pathway to obtain qualitatively and
quantitatively changes, particularly using the early-flowering sweet orange mutant to
accelerate the ability to evaluate the resulting phenotype.

Keywords: Carotenoid. Sweet orange. Cisgeny. Transgene. Gene. Biosynthesis. Functional
genomics.
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3.1. Introducdo e justificativa

3.1.1. Carotenoides e sua importancia

As frutas citricas sdo ricas em carotenoides (GROSS, 1987), pigmentos que possuem
grande valor nutricional, como pro-vitamina A (a- ou -caroteno) (GARNER et al., 2000),
que podem entre outras funcBes, prevenir doencas cardiovasculares e cancer (WU et al.,
2004). Mais de 600 carotenoides ja foram identificados na natureza (FRASER; BRAMLEY,
2004) e a eles sdo atribuidas inimeras e importantes fungdes na vida de plantas e animais. Nas
plantas os carotenoides contribuem para a coloracéo de flores e frutos nos tons do amarelo ao
vermelho, facilitando a polinizacdo pelos insetos (TANAKA et al., 2008). Da clivagem
oxidativa dos carotenoides origina 0s apocarotenoides, que atuam como agentes antifungicos
e contribuem com o aroma e o sabor de flores e frutos (AULDRIDGE et al., 2006; LU; LI,
2008). Carotenoides também possuem importancia vital as plantas, pois participam da via de
sintese do regulador de crescimento acido abscisico (ABA) (ZEEVAART; CREELMAN,
1988, TANAKA et al., 2008), possivelmente de outros fito-hormdnios e possuem funcées
indispensaveis de coleta de luz e fotoprotecdo das plantas durante a fotossintese (GREEN;
DURNFORD, 1996; NIYOGI, 2000; TANAKA et al., 2008).

Os pigmentos carotenoides sdo essenciais aos animais € humanos que necessitam
incorpora-los pela dieta, por serem, em geral, incapazes de sintetiza-los. Quando ingeridos, 0s
carotenoides sdo clivados em precursores de vitamina A (CAZZONELLI; 2011), que é
essencial para o bom funcionamento da viséo, crescimento, desenvolvimento, manutengéo da
integridade celular do tecido epitelial, funcdes imunoldgicas e reprodutivas (FAO, 2014). A
deficiéncia de vitamina A é um problema de satde publica em mais da metade dos paises.
Criangas com caréncia desta vitamina podem apresentar problemas graves na visao, cegueira
e agravamento ou morte por doengas comuns na infancia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013).



55

3.1.2. Estrutura béasica

Carotenoides sdo em sua maioria moléculas de pigmentos isoprenoides com cadeias de
polienos de 40-carbonos que podem conter grupos terminais ciclicos e serem complementadas
com oxigénio, contendo grupos funcionais. Os carotenoides podem ser classificados com base
na estrutura quimica da molécula, dividindo-os em carotenos (0s quais possuem apenas
hidrocarbonetos) e xantofilas (com grupo oxigenado) (Figura 1). Os grupos terminais
determinam a polaridade das moléculas, influenciando na interacdo de cada carotenoide com
as membranas bioldgicas. Ja as cadeias de polieno com alterndncia de simples e duplas
ligacGes conferem aos carotenoides a propriedade de absorver o excesso de energia de outras
moléculas, atuando como um poderoso antioxidante (BRITTON, 1995; NAMITHA; NEGUI,
2010).
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B-caroteno

Figura 1 - Estrutura molecular dos carotenoides violaxantina, fucoxantina, cataxantina,
astaxantina, a-caroteno, y-caroteno e 3-caroteno (NAMITHA; NEGUI, 2010)
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3.1.3. Biossintese de carotenoides em citros

Nos frutos citricos, os carotenoides sdo sintetizados e acumulados nos plastideos
(SANDMANN, 2001). E na membrana dessa organela que estio associadas as enzimas da via
de biossintese de isoprenoides, isopentenil pirofosfato isomerase (IP1) e GGPS, que séo
precursores dos carotenoides, além das enzimas especificas da sintese de carotenoides
(CUNNINGHAM; GANTT, 1998).

A via de biossintese de carotenoides em plantas ja foi bem elucidada (Figura 2), sendo
que o primeiro passo da biossintese de carotenoides é a condensagdo de duas moléculas de
geranilgeranil pirofosfato (GGPP; Cy) pela enzima fitoeno sintase (PSY), formando o fitoeno
incolor (phy, C4). O fitoeno, portanto, &€ o carotenoide precursor definitivo na via
biossintética para a producdo de licopeno mediante duas reacGes de dehidrogenacdo, pelas
enzimas fitoeno desaturase (PDS) e C-caroteno desaturase (ZDS). Assim, o fitoeno incolor se
transforma no licopeno, que possui coloragcdo vermelha (KATO et al., 2004).

Nos cloroplastos, a isomerizacdo dos prd-licopenos em trans-licopenos pode ocorrer
na presenca de luz, sem a necessidade da acdo de enzimas. Porém, em alguns tecidos nao
fotossintetizantes ou na auséncia de luz, pode existir a necessidade de isomerizacdo
(BREITENBACH; SANDMANN, 2005; LI et al., 2007). Para isso, duas enzimas estdo
envolvidas nos processos de isomerizagdo: a (-caroteno isomerase (Z-1SO) e a carotenoide
isomerase (CRTISO) (LI; MURILLO; WURTZEL, 2007; CHEN et al., 2010) . A enzima Z-
ISO é responsavel pela acumulagdo de (-caroteno no escuro, apesar da sua atividade ser
necessaria também na presenca de luz (CHEN et al., 2010). O gene carotenonoide isomerase
(CRTISO) de Arabidopsis thaliana e tomate foram isolados por Park et al. (2002) e Isaacson
et al. (2002), respectivamente, que codificam para a enzima que catalisa a isomerizacdo dos
carotenoides cis, em carotenoides trans.

O licopeno é considerado como o ponto de ramificacdo da via carotenogénica,
produzindo a- ou B-caroteno. Numa ramificagdo da via, a sintese de a-caroteno a partir do
licopeno requer a acdo da enzima licopeno e-ciclase (LCY-g). Para a producdo da luteina e
zeaxantina, o a-caroteno e [-caroteno sofrem hidroxilagdes sequenciais catalisadas pelas e-
caroteno hidroxilase e p-caroteno hidroxilase (HYb). Na outra ramificacdo, a sintese de -
caroteno pode ser obtida a partir do licopeno por meio da acdo da enzima licopeno B-ciclase

(LCY-b), resultando no y-caroteno e, em seguida, no [3-caroteno. Este ultimo é convertido em


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3350171/#bibr56
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3350171/#bibr56
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zeaxantina (zea), via P-criptoxantina (cry), por meio de duas hidroxilacBes, que sdo
catalisadas pela HYb. Em seguida, a zeaxantina pode ser convertida em violaxantina pela
zeaxantina epoxidase (ZEP) (KATO et al., 2004).

IPP p; ggps GGPP
A= =

P i A
Phytoene ' PSY
| Pos
(-Carotene ' Z1S0
ZDS

Lycopene CRTISO

a-Carotene ‘tg¥§ p-Carotene ] LCYB
§ CHYB Zeaxanthin 'CHYB
Lutein 1 CHYE . E, | );{“
fé( ZEF'
Antheraxanthin § _
Violaxanthi% EP' .

Figura 2 - Via de biossintese de carotenoides em plantas (TANAKA; SASAKI;
OHMIYA, 2008)

Estudos foram realizados em plantas de citros para a determinacdo de quantos
membros e alelos existem em cada familia génica ou como eles se comportam (ALQUEZAR
et al., 2009; CHEN et al., 2010). Apesar de nem todos os membros das familias génicas serem
expressos ou estruturalmente funcionais (SONG et al., 1997), os resultados mostraram que
laranjas doces parecem possuir mais genes e com mais alelos diversificados envolvidos na

biossintese de carotenoides, quando comparadas a outras plantas (CHEN et al., 2010).
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O numero de copias dos genes da via de biossintese de carotenoides presentes no
genoma de laranja doce foi analisado (CHEN et al., 2010). O gene PSY se apresenta com
quatro copias no genoma de laranja, enquanto PDS possui duas copias e ZDS, 11 cdpias.
(CHEN et al., 2010). J4 o gene HYb esta presente em cinco copias no genoma, engquanto o
gene LCY-bl apresenta duas cdpias, assim como LCY-b2 (CCS), que também apresenta duas
copias presentes no genoma de laranja. Além disso, todos os genes apresentam alelos em
heterozigose (CHEN et al., 2010).

3.1.4. Regulacéo da biossintese e acimulo de carotenoides em citros

A biossintese de carotenoides e a sua regulacdo génica tém sido estudadas em vérias
espécies de plantas, tais como Arabidopsis thaliana (POGSON et al., 1996; PARK et al.,
2002), pimenta (Capsicum annuum) (BOUVIER et al., 1996; 1998), tabaco (BUSCH et al.,
2002), alga (Haematococcus pluvialis) (STEINBRENNER; LINDEN, 2001) e principalmente
em tomate (GIULIANO et al., 1993; FRASER et al., 1994; RONEN et al., 1999; ISAACSON
etal., 2002; GUO et al., 2012; KACHANOVSKY et al., 2012; KILAMBI et al., 2013).

Frutos de tomateiro acumulam licopeno e 0 mecanismo de acumulacdo deste
carotenoide ja foi elucidado (PECKER et al., 1996; RONEN et al., 1999). Durante o
amadurecimento de tomate, os niveis de transcritos dos genes PSY1l e PDS aumentam
significativamente (GIULIANO et al., 1993; FRASER et al., 1994; CORONA et al., 1996),
enguanto os transcritos de LCY-e e LCY-b desaparecem (PECKER et al., 1996; RONEN et al.,
1999). Essa mudanga no perfil da acumulagdo de transcritos coincide com o aumento do
carotenoide licopeno, que é acumulado em frutos de tomate (GIULIANO et al., 1993;
FRASER et al., 1994; CORONA et al., 1996; PECKER et al., 1996; RONEN et al., 1999).

Em citros, a expressao dos genes das enzimas-chave da biossintese de carotenoides e a
sua regulacdo tem sido investigada em diversas espécies e variedades. A acumulacdo de
carotenoides durante a maturagédo de frutos de citros estd altamente relacionada aos produtos
da expressdo dos genes envolvidos na via de biossintese destes pigmentos (IKOMA et al.,
2001; KATO et al., 2004; RODRIGO et al., 2004; TAO et al., 2006; LIU et al., 2007) e a
composicdo dos carotenoides varia muito entre os diferentes cultivares (GROSS, 1987;
FANCIULLINO et al., 2006).
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Estudos em laranjas de polpa amarela, revelaram que, em geral, durante a maturagédo
dos frutos ha um aumento da expresséo dos genes PSY, PDS, ZDS, LCYb, HYb e ZEP (KATO
et al., 2004; RODRIGO et al., 2004), com simultanea diminuicdo dos niveis de mRNA de
LCY-e (RODRIGO et al., 2004), o que ocasiona 0 acumulo de xantofilas na polpa (KATO et
al., 2004) e na casca dos frutos (RODRIGO et al., 2004). Outros estudos incluindo o gene
codificador da licopeno B-ciclase 2 (LCYb-2), a qual desempenha fungédo fruto especifica,
apresentaram acumulagdo de transcritos coincidente com aumento de xantofilas
(ALQUEZAR; ZACARIAS; RODRIGO, 2009; MENDES et al., 2011).

Plantas de citros que possuem frutos com polpa vermelha, podem acumular, entre
outros carotenoides, o licopeno ao invés de xantofilas. Quando comparadas a expressdo dos
genes da via biossintética de carotenoides de laranjas de polpa amarela, com laranjas de polpa
vermelha, a acumulacgéo de transcritos da maioria dos genes da parte superior da via foi maior
em laranjas de polpa vermelha (LIU et al., 2007; ALQUEZAR, RODRIGO; ZACARIAS,
2008; NISHIMURA, 2012). Quando foi avaliada a expressdao do gene LCY-b, constatou-se
que em laranja de polpa clara, este gene apresentou expressdo de forma constitutiva durante o
amadurecimento dos frutos, mas em laranjas de polpa vermelha, a acumulagéo de transcritos
aumentou continuamente (ALQUEZAR, RODRIGO; ZACARIAS, 2008). Estes estudos
sugerem que a acumulacdo de licopeno nos frutos de laranjas de polpa vermelha acontece por
um mecanismo regulatério de feedback positivo, e que estd diretamente ligado a expressdo
dos genes codificadores da via de biossintética de carotenoides (ALQUEZAR, RODRIGO;
ZACARIAS, 2008; LIU et al., 2007; NISHIMURA, 2012).

A comparacdo do perfil de carotenoides de grapefruit de polpa clara, com grapefruit
de polpa vermelha, apresentou como Unica diferenca o acimulo do licopeno. Para investigar
como ocorre 0 acumulo de licopeno em grapefruit de polpa vermelha, foi realizada avaliacao
da acumulacdo de transcritos dos genes PSY, PDS e ZDS em ambas as cultivares. O resultado
do perfil de expressdo indicou que em grapefruit de polpa vermelha, o gene PSY acumula
cerca de trés vezes mais transcritos em um periodo intermediario do desenvolvimento do
fruto, que coincide com o acumulo do licopeno. Dessa maneira, foi sugerido que 0 mecanismo
molecular que opera no acumulo de licopeno seria a agdo conjunta do aumento da expressdo
do gene PSY com diminuicgéo da expressdo do gene LCY-b2 (COSTA et al., 2012).
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3.1.5. Manipulagéo dos genes da via de carotenoides

Estudos envolvendo a expressdo dos genes da via de carotenoides correlacionando o
perfil desses pigmentos nas diversas variedades de frutos citricos, comprovam que a
acumulacdo de carotenoides esta altamente relacionada aos produtos da expressao dos genes
codificadores das enzimas pertencentes a via de carotenoides. Isto sugere que a regulacao
transcricional € um importante aspecto a ser considerado no acumulo deste pigmento
(ROMER et al., 1993). Assim, uma possivel manipulagio destes genes poderia alterar o perfil
de carotenoides em citros, real¢cando a coloracdo e promovendo o enriquecimento do teor
nutricional do fruto. A superexpressao ou o silenciamento de genes codificadores de uma ou
mais enzimas envolvidas na via metabdlica de carotenoides tem sido usada em plantas para
promover o aumento nos niveis deste pigmento, consequentemente melhorando a qualidade
nutricional de produtos derivados (PAINE et al., 2005; DIRETTO et al., 2007; GUO et al.
2012).

Em grdos de arroz, cereal que é a base da alimentacdo de populagdes inteiras, como a
asiatica, normalmente ndo existe a pro-vitamina A. Porém a expresséo ectopica dos genes PSY
(clonado a partir de milho) e caroteno desaturase (crtl) (clonado da bactéria Erwinia
uredovora) em plantas de arroz, gerou o arroz transgénico ‘Golden Rice 2°, com o aumento
dos niveis de B-caroteno nos grdos em até 37ug g'1 (PAINE et al., 2005). ‘Golden Rice 2’
acumulou cerca de 26 vezes mais carotenoides do que °‘Golden Rice 1°, o qual
superexpressava 0 gene PSY clonado a partir de abrotea (BEYER et al., 2002; PAINE et al.,
2005).

Em batatas, a expressdo dos genes fitoeno sintase (CrtB), fitoeno desaturase (Crtl) e
licopeno B-ciclase (CrtY), pertencentes a via metabdlica de biossintese de carotenoides,
clonados a partir de Erwinia e sob o controle de um promotor tubérculo- especifico, gerou
plantas que produziram tubérculos de batata com coloracdo “dourada”, com aumento de 3600

vezes a quantidade de B-caroteno, chegando a 47 ug g™ de peso seco (DIRETTO et al., 2007).

Outros estudos de biofortificacdo de batatas promoveram o aumentou em 14 vezes o
teor de B-caroteno dos tubérculos com o silenciamento dos genes LCY-e (DIRETTO et al.,
2006). A gquantidade de B-caroteno também foi aumentada em até 331 ug por 100 g de peso
fresco devido ao silenciamento do gene HYb (VAN ECK et al., 2007). Ainda em batatas, o
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silenciamento do gene ZEP resultou no aumento do nivel de zeaxantina de 4 para 130 vezes,
alcancando valores 40 pg g* de peso seco (ROMER et al., 2002). Em canola, a
superexpressdo do gene PSY sob o controle de um promotor especifico de sementes, gerou
plantas com maiores niveis de carotenoides totais e p— caroteno (SHEWMAKER et al.,
1999).

3.1.6. Laranjeira mutante ‘x11° e SM e a manipulacio de genes da via de carotenoides

Embora j& haja estudos em andamento sobre a via biossintética dos carotenoides em
citros, os resultados poderdo ser mais rapidamente obtidos em estudos de genémica funcional
utilizando-se a variedade de florescimento e frutificacdo precoce, a laranjeira doce ‘x11°.

Ja a laranja ‘Sanguinea de Mombuca’ ¢ uma variedade com polpa com coloragido
vermelha, resultante da produgdo de licopeno e maiores teores de (3-caroteno e carotenoides
totais no suco (LATADO et al., 2008). Devido a coloragédo da polpa, a laranjeira SM pode ser
considerada como uma importante ferramenta no estudo da via de biossintese de carotenoides.

A hipdtese deste trabalho é que a manipulacdo (superexpressdo ou silenciamento) de
genes da via de carotenoides em laranjeira ‘x11° e SM ird proporcionar frutos com melhor
teor nutricional e/ou ajudar a esclarecer os mecanismos de controle envolvidos no acimulo

dos carotenoides, incluindo o B-caroteno e o licopeno.

O presente trabalho deu prosseguimento ao estudo intitulado “Caracterizacao
nutricional e molecular de laranjas de polpa vermelha”, que foi desenvolvido no Laborat6rio
de Melhoramento de Plantas do Centro de Energia Nuclear na Agricultura CENA/USP em
colaboracdo com o Centro APTA Citros Sylvio Moreira/lAC e a Universidade Estadual
Paulista - UNESP - Araraquara. O estudo teve como objetivo a analise funcional de oito
genes pertencentes a via biossintética de carotenoides, correlacionando-os com a
quantificacdo de carotenoides totais, -caroteno e licopeno em laranjas de polpa vermelha e
laranja ‘Valéncia’ (amarela). Os dados resultantes deste estudo anterior foram utilizados em

alguns experimentos deste estudo.
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3.2.  Objetivos

3.2.1. Objetivo geral

Manipular os genes PDS, LCY-bl ou HYb em laranjeiras ‘x11° (polpa amarela) e
‘Sanguinea-de-Mombuca’ (SM; polpa vermelha) para induzir alteracbes nos perfis de
carotenoides da polpa dos frutos, possibilitando o enriquecimento nutricional do fruto e/ou
melhor entendimento da via de biossintese destes pigmentos.

3.2.2. Objetivos especificos

1-) Superexpressar 0 gene PDS em laranjeira ‘x11” para que a maior quantidade de
transcritos gerados no inicio da via por este gene, reflita em maiores niveis de substrato na via
de biossintese de carotenoides, aumentando o teor deste pigmento em plantas geneticamente
transformadas.

2-) Silenciar o gene CRTISO em laranjeira ‘x11° ¢ SM para que seja observado o
fenotipo do fruto em plantas de laranjeira, e para que aconteca a acumulacédo de carotenoides
zeta-caroteno e pré-licopeno nos frutos das plantas transformadas.

3-) Superexpressar 0 gene LCY-bl em plantas de laranjeiras ‘x11° ¢ SM com o
objetivo de que sejam acumulados maiores niveis de carotenoides, especialmente xantofilas.

4-) Superexpressar 0 gene HYb em plantas de laranjeira SM para que sejam
acumulados maiores niveis de carotenoides, especialmente xantofilas.

5-) Silenciar o gene HYb em plantas de laranjeira ‘x11° para que seja acumulados
maiores niveis de carotenos.

6-) Confeccionar construcao génica para superexpressao e silenciamento do gene LCY-

b2 para serem usadas em etapas futuras do trabalho.



64

3.3. Material e Métodos

Este estudo foi desenvolvido parcialmente nos Laboratorios do Centro APTA Citros
Sylvio Moreira/lAC e no Laboratério de Melhoramento de Plantas do Centro de Energia
Nuclear na Agricultura (CENA/USP). Neste capitulo foram realizadas transformacdes
geneticas visando a superexpressdo ou silenciamento de genes da via de biossintese de

carotenoides em plantas de laranjeira ‘x11” ¢/ou laranjeira ‘Sanguinea-de-Mombuca’ (SM).

3.3.1. Material vegetal e fonte de explante

Os materiais vegetais utilizados foram plantas juvenis do mutante de florescimento
precoce ‘x11” e plantas juvenis de laranjeira SM. Sementes provenientes das laranjeiras ‘x11’
e SM foram obtidas de plantas crescidas em campo. Em camara de fluxo laminar, a testa foi
removida. Os embrides contendo cotilédones foram desinfectados superficialmente em
solucdo 50% de hipoclorito de sddio comercial (concentracéo final de 1-1,5% de cloro ativo)
e lavados trés vezes com agua destilada. Os embrides foram entdo germinados em tubos de
ensaio contendo 10 ml de meio MS semi-sélido suplementado com 7 g L™ de 4gar. Os tubos
foram mantidos no escuro durante 30 dias a temperatura de 25 = 1 °C para 0 alongamento do
epicétilo, e apds esse periodo as plantas foram transferidas para condi¢cdes de luminosidade
(50 pmol m? s™, com 16 h de fotoperiodo) durante 15 dias. Os segmentos de epicétilo foram

cortados no tamanho de aproximadamente um centimetro.

3.3.2. Transformagdo genética via A. tumefaciens com as construcdes
pCAMBIA2301::CitPDS e pPCAMBIA2301::CitLCY-b

Primeiramente foram realizadas transformacGes genéticas para a superexpressao dos
genes PDS em laranjeira ‘x11” ¢ superexpressao do gene LCY-bl (COSTA et al., 2002) em
laranjeira ‘x11° ¢ SM. Para isso foram utilizadas as construgdes génicas cedidas gentilmente
pelo Prof. Dr. Marcio Costa, do Laboratorio de Cultura de Tecidos, da Universidade Estadual
de Santa Cruz, 1lhéus, BA.
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Para a realizacdo da transformacdo das plantas com as construgdes génicas, foram
usadas a Agrobacterium tumefaciens cepa EHA 101 (HOOD et al., 1986), armadas com 0s
plasmideos pCAMBIA2301 [http://www.cambia.org.au], 0s quais possuem inseridos na
regido do T-DNA os genes PDS ou LCY-b1(clonados de Citrus) (p)CAMBIA2301::CitPDS e
pCAMBIA2301::CitLCY-b), controlados pelo promotor constitutivo CaMV 35S e terminador

CaMV35S poly-A. Ambas as construcbes génicas possuem o0 gene Neomicina
fosfotransferase 11 (nptll), que confere resisténcia ao antibidtico canamicina, e o0 gene B-

glucuronidase (gusA), como gene repdrter (Figura 3).

CitLCY-B .
“ i
2 4 2 9 bp Lycopene-f}-cyclase :
CaMV35S promoter CaMV35S polyA
CitPDS -1 S
2 4 5 6 bD Phytoene desaturase v
FMV34S promoter CaMV35S polyA
pCAMBIA2301 T-DNA k /
5391 bp et
T-Border (left) Pl
— ¢ . T-Border (right)
LacZalpha | GC::?'::? i“"°"G S oxon - NO8 POVA
I \ us first exon  Gus second exon Wistidine ta
CaMV3SS polyA ¢ amvass promoter CaMV 358 promoter SIS

Figura 3 — Representacdo do esquema da regido de transferéncia (T-DNA) das construcdes

génicas usadas nas transformagdes genéticas de plantas de laranjeira ‘x11° e
SM para superexpressdo dos genes PDS ou LCY-bl (COSTA et al., 2002)

A transformagdo genética das plantas de laranjeira ‘x11° e SM, bem como os
procedimentos para aclimatizacdo e confirmacdo da transgenia, foram realizados conforme
descrito no Capitulo 2, itens 2.3.2.2 ¢ 2.3.4.

Apols a confirmacdo da transgenia, as eficiéncias de regeneracdo e transformacao
foram calculadas para os dois genoétipos utilizados e para todas as construcGes génicas
estabelecidas. A eficiéncia de regeneracdo foi calculada pelo numero de brotacGes
regeneradas dividido pelo nimero de explantes inoculados, enquanto a eficiéncia de
transformacéo foi calculada pelo nimero de brotacGes confirmadas como sendo transgénicas

dividido pelo nimero de brotacfes analisadas.


http://www.cambia.org.au/
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3.3.3. Confecgéo das construcdes génicas para superexpressido dos genes LCY-b2 e HYDb
e silenciamento dos genes CRTISO, LCY-b2 e HYDb

3.3.3.1. Busca das sequéncias e construcdo dos iniciadores

As sequéncias dos genes CRTISO e HYb foram buscadas no banco COMPBIO
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=0range) e NCBI

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), confirmadas pela ferramenta blast

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e analisadas no programa ORF  Finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) para a visualizagdo do quadro de leitura para

transcricdo e traducdo do gene clonado. A sequéncia do gene LCY-b2 utilizada para a
construcdo  dos iniciadores foi buscada no banco de genes NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), confirmada pela ferramenta blast e analisada no programa
ORF Finder.

Para a construcdo génica visando a superexpressdao dos genes LCY-b2 e HYb, os

iniciadores foram desenhados nas extremidades da sequéncia codificante, possibilitando a
amplificacdo do gene completo. Na construcdo génica para o silenciamento dos genes
CRTISO, LCY-b2 e HYb, os primers foram desenhados para amplificar regides intermediarias
dos genes, para que fragmentos fossem recombinados no sentido sense e antisense no vetor de
destino para a formacéo do hairpin do RNAI (RNA de interferéncia).

Os iniciadores foram desenhados utilizando-se o programa on-line Primer3
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) e dentre os pares de
iniciadores obtidos para cada gene de interesse, foi selecionado aquele com melhor
estabilidade, menor nimero de hairpins, dimeros e cross-dimeros, pelo programa on-line

NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer).

3.3.3.2. Extracdo de RNA e analise da integridade e concentracao

Para a amplificacdo dos genes ou regides intermediarias dos genes, foram usados
como template o cDNA sintetizado a partir do RNA total proveniente de tecidos de polpa de
frutos de laranja ‘x11°, o qual foi extraido com base no protocolo proposto por Tao et al.

(2007). Para a extracdo de RNA, as amostra foram maceradas em nitrogénio liquido,


http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=orange
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.premierbiosoft.com/netprimer
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transferidas para um tudo contendo 50 mL de &gua ultrapura estéril tratada com 0,01 % DEPC
e 30 mL de etanol absoluto, homogeneizadas e centrifugadas a 4.000 g por 5 min a 4°C. Em
seguida o sobrenadante foi descartado, e ao pellet foi adicionado a uma mistura de 5 mL de
tampéo de extracdo (1 % SDS, 100 mM Tris-HCI pH 8,0; 100 mM LiCl; 20 mM EDTA
pH 8,0) e 5 mL de fenol, vortexado por 2 min e centrifugado a 4.000 g por 20 min a 4°C. A
fase aquosa foi transferida para um novo tubo que continha 10 mL de [24:1 (v/Vv)]
cloroférmio:alcool isoamilico, invertido gentilmente por 5 min e centrifugado a 4.000 g por
10 min a 4°C. Esta etapa anterior foi retirada mais uma vez. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo que continha 1/3 de 8 M LiCl, misturado por inversdo e incubado a
(-) 20°C overnight. Em seguida, foi realizada uma centrifugacédo de 4.000 g por 20 min a 4°C,
sendo o sobrenadante descartado, adicionando-se ao precipitado (pellet) 1 mL de 70% etanol
gelado preparado com &gua ultrapura estéril tratada com 0,01% DEPC e centrifugado a 4.000
g por 5 min a 4°C. Esta lavagem foi realizada mais uma vez, e em seguida o sobrenadante foi
descartado e as amostras foram mantidas em temperatura ambiente até a secagem total.
Finalmente as amostras foram ressuspendidas em 50 pL de &gua ultrapura estéril tratada com
0,01 % DEPC e mantidas em freezer a -80°C até o procedimento das etapas seguintes.

Para conferir a integridade e a concentracdo do RNA, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose com tampédo SB (10 mM NaOH pH 8,5; ajustado com &cido
borico) (BRODY; KERN, 2004). Utilizando-se uma aliquota do RNA total, coloridos com de
tampdo da amostra [50% de formamida; 1X MOPS (20 mM MOPS, pH 7,0; 50 mM acetato
de sédio; 1 mM EDTA); 17,5% formaldeido; 0,4 mg mL™ brometo de etideo, e loading
buffer (0,25% azul bromofenol; 0,25 % xileno cianol; 0,1 mM EDTA, pH 8; 50% glicerol)],
as amostras foram aquecidas a 65°C por 10 min e colocadas no gelo imediatamente para a
eliminacdo do efeito da estrutura secundaria. Para determinacdo da concentracdo e pureza do
RNA total extraido, uma aliquota do RNA foi diluida em &agua ultrapura (milli-Q), sendo
submetida a leitura Optica no espectofotdbmetro Ultrospec 1100 pro (Amersham Biosciences)

em 260 nm.
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3.3.3.3. Tratamento com DNAse e sintese de cDNA

Para digerir acidos desoxirribonucleicos (DNA) contaminantes da amostra, 2 g do
RNA total foram tratados com a enzima DNAse | (Fermentas Life Sciences). A enzima foi
utilizada na concentracdo de 1 Unidade/microlitro (U/uL) com 1 U de RNAse out, tampao
apropriado e agua ultrapura (milli-Q) DEPC autoclavada para volume final de 10 uL. A
reacdo foi incubada no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) a
37°C por 30 min. Para que ocorresse a inativagdo da enzima, foi adicionado 25 mM EDTA,
incubado a 65°C por 10 min, e colocado no gelo imediatamente. Para a confirmacédo de que
todo o DNA gendmico tenha sido digerido, 1 pg do RNA total tratado com DNAse, foi
separado e submetido a uma reagdo de PCR usando o primer da referente ao gene ACT (For:
CCGAGCGTGGTTATTCTTTC e Rev: CTGAGCTGGTCTTTGCTGTCT).

O RNA total restante (1 pg) tratado com DNAse foi preparado para a sintese
acrescentando-se 50 uM primer poli-T (oligo-dT 18 pb), incubado por 5 min a 70°C e
resfriado a 4°C por 5 min. Para a transcri¢do reversa, foi adicionado 3 mM de MgCly; 5 uM
de dNTPs ; 2 U de RNAse out (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA); 1 U da enzima Improm-II
Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e tampdo apropriado. A reacdo de
transcricdo reversa foi realizada no termociclador GeneAmp PCR System 9700 e o programa
utilizado foi de 25°C por 5 min, 42°C por 60 min e 70°C por 15 min. Apoés sintetizados, 0s

cDNAs foram armazenados a -20°C.

3.3.34. Amplificagdo das sequéncias génicas e clonagem nos vetores de entrada

Para amplificacdo dos genes completos ou sequéncias parciais dos genes, foram
realizadas reacfes de PCR utilizando 1 puL de cDNA diluido a 1:10 (v/v), Taq buffer com
(NH4)2SO4 (75 mM Tris-HCI, pH 8.8; 20 mM (NH,4)2SO), 2 mM de MgCl, 200 uM de cada
dNTPs, 0,2 uM de cada iniciador (Forward e Reverse-Tabela 4) e 1 U da enzima Taq
polimerase (Fermentas; Burlington, Canadd) totalizando 25 uL de reagdo. O programa usado
para a amplificacdo de cada gene esté disponivel no Apéndice A. Os fragmentos amplificados
foram clonados em vetores pCR8/GW/TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).
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Para a clonagem génica, foi realizada a ligacdo dos genes ou fragmento dos genes
amplificados por PCR aos vetores pCR8/GW/TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA),
seguindo as especificacOes do fabricante. A ligacdo foi mantida por 5 min. a temperatura
ambiente e ap6s esse periodo, 2 uL da ligacdo foram transferidos para um tubo contendo
células eletrocompetentes de E. coli linhagem DH10B. Para a eletroporacédo, foram utilizados
eletroporador modelo micropulser (BioRad) e cubetas de 0,2 mm na qual foi aplicado um
pulso de corrente elétrica de 1,8 KV por 3,4 s. Rapidamente as células foram transferidas para
um tubo contendo meio liquido SOC (20 mM de glucose, 20 g L™ bacto triptona, 5 g L™
extrato de levedura e 0,5 g L™ NaCl, 250 mM de KCI pH 7,0 e 2 M MgCl,) e mantidas a
37°C por 1 h em agitacdo. O material foi centrifugado sedimentando as bactérias. O
sobrenadante foi descartado e o restante ressuspendido e plagueado em meio LB sélido
(Luria-Bertani, composto de 10 g L™ triptona, 10 g L™ NaCl e 5 g L™ extrato de levedura e
15 g L™ de Bactoagar) contendo 100 pg mL™ de espectinomicina. As placas foram mantidas
a 37°C por cerca de 17 h para o crescimento das coldnias com 0s genes ou fragmentos dos
genes de interesse. De cada construgdo génica foram selecionadas cerca de 10 colbnias que
foram crescidas em meio liquido LB com 100 pg mL™ de espectinomicina, mantidas em

agitacdo constante a 37°C por cerca de 17 h.

3.3.3.5. Minipreparacdo do DNA plasmidial por lise alcalina

Apbs finalizada a clonagem, foi realizada a extracdo do DNA plasmidial atraves da
minipreparacdo. O protocolo utilizado para o isolamento e purificacdo do DNA plasmidial das
bactérias armadas com os genes ou fragmento dos genes da via de carotenoides, ligados ao
vetor pCR8/GW/TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), teve como base a lise alcalina,
proposto originalmente por Birboim e Doly (1979).

3.3.3.6. Sequenciamento dos fragmentos

As reagbes de sequenciamento foram realizadas por empresa terceirizada e 0s
cromatogramas gerados foram examinados para a presenca de vetor com 0 programa
Phred/Phrap/Crossmatch (EWING; GREEN, 1998; EWING et al., 1998) e agrupadas com o
Cap3 (HUANG; MADAN, 1999). As sequéncias também foram analisadas com o software
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MultAlin  (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) e em seguida foram

submetidas a busca por similaridade no GenBank COMPBIO
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=orange) e confirmadas pela

ferramenta blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

As sequéncias consenso de nucleotideos de cada clone obtidos pelo Cap3 foram
alinhadas através do bl2sec, disponivel em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, e a

fidelidade de cada sequéncia foi confirmada em relacdo as sequéncias previamente buscadas
no banco de Citrus. Os clones com identidade e fidelidade confirmadas, foram selecionados
para serem recombinados aos vetores binarios do sistema Gateway® (HARTLEY et al., 2000;
SASAKI et al., 2004; SASAKI et al., 2008) pK7WG2 ou pK7GWIWG2 (11).

3.3.3.7. Recombinagéo do inserto no vetor binario Gateway®

Para a recombinacdo dos genes CRTISO, LCY-b2 e HYb clonados no vetor
pCR8/GW/TOPO, aos vetores de destino do sistema Gateway (para a superexpressao ou
silenciamento), cada clone com identidade e fidelidade confirmadas foram crescidos em meio
LB liquido com 100 pg mL™ de espectinomicina, para a realizagdo da minipreparacdo do
DNA plasmidial, realizada como descrito no item 3.3.3.5. O DNA plasmidial das amostras foi
diluido e as sequéncias referentes aos genes completos (LCY-b2 e HYb), visando a

superexpressao, foram recombinadas no vetor pK7WG2 (Figura 4).


http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Figura 4 — Mapa do vetor pK7WG2

As sequéncias referentes aos gene CRTISO, LCY-b2 e HYb, selecionadas para o
silenciamento génico, foram recombinadas no vetor pK7GWIWG2 (Il) (Figura 5). Este vetor
permite que um fragmento do gene seja recombinado no sentido sense e outro fragmento no
sentido antisense, intercalados por um intron, e formando assim o hairpin RNAi. Ambos os
vetores de destino conferem resisténcia as bactérias ao antibidtico espectinomicina, selecdo
das plantas pelo antibiético canamicina e tém como promotor génico CaMV 35S e terminador
NOS.
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Figura 5 — Mapa do vetor pK7TGWIWG2 (1)

Para a reacdo de recombinacdo (reacdo LR) das sequéncias génicas com 0s vetores
binarios pK7WG2 ou pK7GWIWG2 (I1), foram utilizados 10 fmol (que deve ser calculado
dependendo da concentracdo e tamanho dos fragmentos clonados) de cada clone de entrada
(sequéncias clonadas dos genes CRTISO, LCY-b2 ou HYb), 20 fmol do vetor de destino
pK7WG ou pK7GWIWG2 (Il) e tampdo TE (pH 8,0) para totalizar 8 ul de reacdo. Em
seguida foi adicionado 2 pl da enzima LR Clonase™ Plus (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e
a reacao foi incubada a 25 °C por 16 h. Apds esse periodo foi adicionado 1 pL de proteinase
K em cada reacdo, que foi incubada por 37°C por 10 min. Novamente, células quimicamente
competentes foram transformadas para a clonagem dos clones de expressdo. Essa etapa foi
procedida como descrita no item 3.3.3.4. Em seguida foi realizada a extragdo do DNA
plasmidial com o uso do kit PureLink® HiPure Plasmid Midiprep (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA), de acordo com as especificacdes do fabricante, para a liberacdo dos cassetes de
expressdao  (pPK7GWIWG2(11)::CRTISO, pK7WG:LCY-b2, pK7GWIWG2(II)::LCY-b2,
pK7WG::HYb, e pK7TGWIWG2(I1)::HYDb) os quais foram posteriormente eletroporados em A.

tumefaciens, para a transformagao das plantas de laranjeira ‘x11° ou SM.
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3.3.3.8. Introducgéo das construgdes génicas em Agrobacterium tumefaciens

As construcdes génicas pK7WG::LCY-b2, pK7WG::HYDb,
pPK7GWIWG2(11)::CRTISO, pK7GWIWG2(I1)::LCY-b2 e pK7GWIWG2(I)::HYb foram
eletroporadas em A. tumefaciens, cepa EHA 105 (HOOD et al.; 1993) sob pulso de corrente
elétrica de 2,5 kV. Em seguida foi adicionado 1 mL de meio SOC permanecendo sob agitagdo
por 2 h a 28°C. Da cultura de bactérias transformadas, foi plagueado cerca de 100 uL. em meio
LB sélido contendo os antibiéticos rifampicina (100 pg mL™) e espectinomicina (50 ug mL™)
que foram incubadas durante 2 dias a 28°C. Cerca de 5-10 col6nias foram selecionadas e
crescidas em meio LB liquido com os antibi6ticos rifampicina (100 pg mL™) e
espectinomicina (50 ug mL™). Apés cerca de 16 h foi realizada a minipreparacdo do DNA
plasmidial (como descrito no item 3.3.3.5). O DNA plasmidial extraido foi diluido e
submetido a reacGes de PCR para a confirmacdo da presenca das construcdes génicas
PK7WG::LCY-b2, pK7WG::HYb, pK7GWIWG2(11)::CRTISO, pK7GWIWG2(I1)::LCY-b2,
pK7GWIWG2(I)::LCY-b2 e pK7GWIWG2(Il)::HYb nas A. tumefaciens submetidas a

transformacéo.

3.3.4. Transformacao genética dos explantes de laranjeira ‘x11° e SM, aclimatizacéo e

confirmacao de plantas transgénicas

Apos confirmada a integracdo do cassete de expressdo nas A. tumefaciens, foi
procedida a transformacdo genética das laranjeira ‘x11° ou SM com as constru¢es génicas
pK7WG::HYb, pK7GWIWG2(II)::CRTISO e pK7GWIWG2(Il)::HYb. As construcbes
génicas pK7WG:LCY-b2 e pK7GWIWG2(II)::LCY-b2 ndo foram utilizadas para
transformacéo genética das plantas de laranjeiras, neste trabalho.

O procedimento de transformacdo genética, aclimatizacao e confirmacdo da transgenia
das plantas por PCR, esta descrito detalhadamente no Capitulo 2, itens 2.3.2.2 ¢ 2.3.4.

Apo6s a confirmacdo da transgenia, as eficiéncias de regeneracdo e transformacgéo
foram calculadas para os dois gendtipos utilizados e para todas as construgdes génicas
estabelecidas. A eficiéncia de regeneracdo foi calculada pelo nimero de brotacdes

regeneradas dividido pelo numero de explantes inoculados, enquanto a eficiéncia de
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transformac&o foi calculada pelo nimero de brotagdes confirmadas como sendo transgénicas

dividido pelo nimero de brotagdes avaliadas.

3.3.5. Analise da expressdo do transgene por amplificagdo quantitativa de transcritos
reversos (RT- qPCR) e estimativa do nimero de cOpias dos transgenes inseridos por
PCR quantitativo (QPCR)

Em média, 10 plantas da variedade (‘x11° ou SM) transformadas com cada construcédo
génica (PCAMBIA2301::CitPDS, pCAMBIA2301::CitLCY-b, pK7WG::HYDb,
pK7GWIWG2(I1)::CRTISO ou pK7GWIWG2(11)::HYDb) tiveram a expressdo génica do
transgene nptll e dos genes alvos (genes da via de carotenoides manipulados) e o nimero de
cdpias do transgene inserido analisados por amplificacdo quantitativa de transcritos reversos
(RT-gPCR) e por PCR quantitativo (QPCR).

Para a analise da expressao génica do gene nptll, foi realizada reacdes de RT-qPCR,
na qual a amplificaggio do fragmento do gene nptll  (primers For:
ATACTTTCTCGGCAGGAGCA e Rev: CTGTGCTCGACGTTGTCACT) foi usado como
prova da transgenia. Como gene referéncia foi usado o Fator de Iniciacdo de Traducgédo de
Eucariotos 5A (IF5A) [TIGR: TC17010] (sequéncia buscada no COMPBIO
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=orange), o qual foi
amplificado através do par de primers For: ACTGAAACCGGAAACACCAA e Rev:
TTTCCTTCAGCAAACCCATC.

Os genes da via de carotenoides manipulados para superexpressdo ou silenciamento

também tiveram a expressdo analisadas em relacdo a plantas ndo transformadas. Neste
experimento como genes referéncia foram utilizados os codificadores da Actina (ACT) (For:
CCGAGCGTGGTTATTCTTTC e Rev: CTGAGCTGGTCTTTGCTGTCT) e da Tubulina
(TUB) (For: TTTGTGACATCCCTCCGACT e Rev: TCACCCTCCTGAACATTTCC). Para
a analise de transcritos dos genes alvo foram usados os primers listados na Tabela 1, descritos
por Nishimura, (2012).


http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=orange
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Tabela 1 - Primers utilizados na analise da expressdo génica (RT-gPCR) dos genes da via de
carotenoides, manipulados para a superexpressdo ou silenciamento em plantas de
laranjeira ‘x11” ou SM (Nishimura, 2012)

Gene Sequéncia (5- 3") Amplicon (pb)
oDS TTCCAGTCATCAACATCCACA 167
CGGGGCAAAAACTAACTCC
TTGTGCTTGAGGATGACTGG
CRTISO CCTCTGGAGCCAAAGATGAA 96
GCTGCGGCTCCTATTGTTG
LCY-b7 CCCTTTGCCTTCTCCTTTCT 127
vh TTTCACGGAGGAGGAGGAG "
GACGGCAGCAACGAGATAAG

As reacOes de expressdo génica e estimativa do numero de copias dos transgenes

inseridos estdo descritas com detalhes no Capitulo 2, item 2.3.5.

3.3.6. Analise do perfil de carotenoides

3.3.6.1. Extracéo e quantificacdo dos carotenoides totais

A andlise do perfil de carotenoides foi realizada pela Dr. Maria Jesus Rodrigo Esteve,
no Laboratério de Fisiologia e Biotecnologia de Pés-Colheita, do Instituto de Agroquimica e
Tecnologia de Alimentos IATA- CSIC, Valéncia, Espanha.

Para a analise do perfil dos carotenoides totais do fruto proveniente de laranjeira ‘x11’
transformada para a superexpressao do gene LCY-b1, foram utilizados cerca de 250 mg polpa
liofilizada de um fruto proveniente de uma planta de laranjeira ‘x11’ transformada com a
construcdo pCAMBIA2301::CitLCY-b, referente a superexpressdo do gene LCY-bl, e um
fruto coletado de laranjeira ‘x11’° ndo transformada, usado como controle. Ambos os frutos

estavam em estagios equivalentes de desenvolvimento, coletados em julho de 2013.
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A extracdo e quantificacdo foram realizadas de acordo com protocolo descrito por
Rodrigo et al. (2003; 2004) e Carmona et al. (2012). Cerca de 250 mg de polpa liofilizadas
dos frutos transgénico e controle foram passadas para um tubo de 15 ml, onde 2 ml de
Metanol foram adicionados. A solucdo foi agitada por 5 mim a 4°C e em seguida foi
adicionado 1,5 mL Tris-HCI (50 mM, pH 7,5) (contendo 1 M NaCl), sendo agitado por 5 min
at 4°C. Novamente foi adicionado 1,5 mL Tris-HCI (50 mM, pH 7.5) (contendo 1 M NaCl),
sendo agitado por 5 min at 4°C. Foi adicionado a solucdo 4 mL de cloroférmio, agitado por 5
min a 4°C e centrifugado a 3000 g por 5 min a 4°C. A fase inferior foi removida com pipeta
Pasteur e a fase aquosa foi re-extraida com cloroférmio até tornar-se incolor. Todo o extrato
do cloroférmio foi seco em evaporador rotativo a 40°C. O residuo seco foi completamente
dissolvido por saponificacdo em 1,8 ml de metanol e 200 mL de 60% (p/v) de KOH, e em
seguida foi cuidadosamente coberto com nitrogénio, fechado, e deixado overnight no escuro a
temperatura ambiente. Os carotenoides saponificados foram removidos da fase superior
adicionando-se 2 mL de 4gua MilliQ e 6 mL de solucdo A (éter de petroleo:éter dietil, 9:1,
v:v). A re-extracdo foi repetida adicionando-se 3 mL de solucéo A até a hipofase ficar incolor.
O volume recuperado foi transferido ao baldo volumétrico e ajustado a 10 mL de solucdo A.
Uma aliquota da solucdo do extrato foi usada para a quantificacdo dos carotenoides totais. Os
extratos foram reduzidos em evaporador rotativo a 40 °C e transferidos a um tubo de 15 mL
com acetona. Para precipitar esterdis presentes nas amostras, o extrato de acetona foi mantido
overnight a + 20°C e centrifugado a 300 g por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi transferido
para um tubo de 1,5 mL, seco sob fluxo de N e mantido a -20 °C até a andlise por HPLC.
Todo o procedimento foi realizado no gelo e sob luz fraca, para evitar a fotodegradacéo,
isomeracdo e mudanca na estrutura dos carotenoides. Cada amostra foi extraida no minimo
uma vez.

A leitura do espectro de absorcdo (300-550 nm) dos extratos saponificados foi
realizada em temperatura ambiente com Espectofotometro Diode Array (modelo 8452A
Hewlett Packard, Alemanha). Os picos maximos de absor¢do foram registrados e a quantidade
de carotenoides totais foi calculada através da medida da absorbancia em 450 nm (DAVIES et

al., 1976), usando um coeficiente de extingdo p-caroteno de E*** = 2500.
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3.3.6.2. Anélises dos carotenoides por HPLC

A analise do perfil de carotenoides por HPLC foi realizada como descrito por Rodrigo
et al. (2003; 2004) e Carmona et al. (2012). Para o preparo das amostras para a leitura em
HPLC, estas foram dissolvidas em metanol: acetona (2:1, v:v). O volume das amostras foi
ajustado em 75 uL e a cromatografia foi realizada no sistema de cromatografia liquida
Waters, equipado com bomba 600E modelo 996, detector de arranjo de diodos e controlado
por Millenium Chromatography Manager (versdo 2.0). A coluna Cgp (250 mm x 4.6 mm, 5
um), acoplada a pré-coluna Cszp (20 mm x 4.0 mm x 5 um) (YMC Europe GMBH, Germany)
foi usada com metanol, agua e éter metil-terc-butilico (MTBE). Os pigmentos foram
analisados usando gradiente ternario de eluigcdo descrito por Rouseff et al. (1996). Para isso, a
composicdo do solvente inicial foi 90% metanol, 5% &gua e 5% MTBE e foi mudando de
forma linear para 95% MeOH e 5% MTBE durante 12 min. Nos proximos 8 min, a
composicdo do solvente mudou para 86% MeOH e 14% MTBE. Depois de alcancar esta
concentracdo, o solvente foi gradualmente mudando para 75% metanol e 25% MTBE em 30
min. A composigdo final foi alcangado em 50 minutos e consistiu de 50% metanol e 50%
MTBE. As condigdes iniciais foram restabelecidas em 2 minutos e equilibradas novamente
durante 15 minutos antes de a proéxima injecdo. A taxa do fluxo foi de 1 mL min™ . A
temperatura da coluna foi estabelecida em 25°C e o volume de injecdo foi 25ul. Cada
determinacédo analitica foi repetida pelo menos duas vezes. O agrupamento de detectores de
fotodiodos foi configurado em 250-540 nm. Os padrfes de B-caroteno, a.-caroteno e licopeno
foram Sigma-Aldrich (Espanha). Os padrBes de B—criptoxantina, luteina e zeaxantina foram

obtidos da Extrasynthese (Franca).
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3.4. Resultados

3.4.1. Transformacdo genética via A. tumefaciens com as construcdes
pCAMBIA2301::CitPDS e pPCAMBIA2301::CitLCY-b

O presente trabalho foi iniciado com a transformacao genética de plantas de laranjeira
‘x11” para a superexpressdo dos genes fitoeno desaturase (PDS) ou licopeno [-ciclase
(LCY-bl) e com a transformacdo genética de laranjeiras Sanguinea-de-Mombuca (SM) para a
superexpressdo do gene LCY-bl.

A fonte de explante utilizada nos eventos de transformacdes genéticas foi segmentos
de epicotilo de laranjeiras ‘x11° e SM (Figura 6A). Como vetores da transformacao genética
foram utilizadas A. tumefaciens cepa EHI 101 (HOOD et al., 1986) armadas com o plasmideo
pCAMBIA contendo na regido do T-DNA o gene PDS (pCAMBIA2301::CitPDS ) ou LCY-
bl (pCAMBIA2301::CitLCY-b), inseridos sob o controle do promotor CAMYV 35S e possuem
0 gene gusA (GUS) como reporter (Figura 3) (COSTA et al., 2002).

Para introduzir o gene PDS para superexpressao em plantas de laranjeira ‘x11°, foram
realizados trés experimentos de transformacdo genética com os plasmideos
pCAMBIA2301::CitPDS. Cerca de 130 explantes foram inoculados em cada ensaio,
totalizando 398 explantes co-cultivados. Do total de explantes co-cultivados, houve a
regeneracdo de 163 brotagdes com mais de 4 mm. A eficiéncia de regeneracdo das brotagdes
foi avaliada, chegando a 0,4 (40%) (Tabela 2). Para a confirmacdo da transgenia das plantas
com a construcdo pCAMBIA2301::CitPDS, 82 brotacbes foram submetidas a ensaios
histoquimicos da atividade da enzima B-glucuronidase (GUS) (Figura 6B e 6C) e reacdes de
amplificacdo (PCR) um fragmento do gene nptll (117 pb) (Figura 7). Dos 82 brotos avaliados
para a transgenia, 12 foram confirmados como transgénicos através do teste de GUS e PCR
(amplificacdo do gene nptll), o que representou eficiéncia de transformacgéo genética de 0,14
(14%) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Transformagdo genética de laranjeira ‘x11° para superexpressio do gene PDS (pCAMBIA2301::CitPDS) e LCY-bl
(P CAMBIA2301::CitLCY-b) em laranjeira ‘x11° e de laranjeira SM para superexpressio do gene LCY-bl
(pPCAMBIA2301::CitLCY-b), descrevendo a eficiéncia de regeneracdo e de transformacdo das plantas para cada construcéo

utilizada
Total de Numero de Brotagdes NuUmero de Eficiéncia de Eficiéncia de
Construcdes Variedade explantes brotos analisadas  plantas PCR  regeneragdo transformacéo
inoculados  regenerados positivas
pCAMBIA2301::CitPDS x11° 398 163 82 12 0,40 0,14
pCAMBIA2301::CitLCY-b x11° 460 161 79 11 0,35 0,13

pCAMBIA2301::CitLCY-b SM 272 131 92 25 0,48 0,27
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Figura 6 — A: Segmentos de epicoOtilo com brotacbes regeneradas a partir do processo de
transformagdo genética de laranjeira ‘x11° superexpressando o gene LCY-bl. B e C:
Brotagdes originadas de segmentos de epicotilo de laranjeira ‘x11° transformadas
geneticamente com a construgdo génica pCAMBIA2301::CitPDS e submetidas ao
processo de coloragdo histoquimica da atividade de GUS. D: Brotagdes regeneradas de
segmentos de epicotilo de laranjeira SM superexpressando o gene LCY-bl. E e F:
Microenxertia das brotagfes em citrange ‘Carrizo’. G e H: Plantas laranjeira ‘x11’
superexpressando 0 gene LCY-blem processo de aclimatagdo. I: laranjeira ‘x11’
transformada geneticamente com a construcdo pCAMBIA2301::CitPDS apresentando
frutificacdo
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117 pbs

Figura 7 - Amplificacdo de fragmento do gene nptll (117 pb): M marcador 100 pb
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 1-5 plantas geneticamente transformadas
transformadas com a construcdo pCAMBIA2301::CitPDS e B- controle
negativo da reacdo

As 12 brotaces positivas para a superexpressao do gene PDS em plantas laranjeira
‘x11° foram microenxertadas em plantas de citrange ‘Carrizo’ (Figura 6E e 6F) e
aclimatizadas em casa de vegetacdo (Figura 6G e 6H). Houve perda de uma planta no periodo
de aclimatizacdo, totalizando 11 plantas transformadas com a construgdo
pCAMBIA2301::CitPDS. Apos a aclimatizacdo das plantas, borbulhas foram sobreenxertadas
em plantas adultas de laranjeira e algumas apresentaram florescimento em cerca de 6 meses.
As flores provenientes das plantas geneticamente transformadas foram polinizadas
manualmente e até o presente momento, trés frutos estdo em fase de desenvolvimento (Figura
61). Ap6s o amadurecimento destes frutos, sera realizada a analise do perfil de carotenoides
individuais dos frutos provenientes das plantas transgénicas, em comparacao as plantas ndo
transformadas, seguido da analises da expressdo dos varios genes envolvidos na biossintese
de carotenoides na polpa dos frutos.

O gene LCY-bl foi superexpressado em plantas de laranjeira ‘x11° ¢ SM. Em
laranjeira ‘x11° foram realizadas trés repeti¢des dos ensaios de transformacao, utilizando-se
em cada repetigdo cerca de 150 explantes. O total de explantes co-cultivados foi de 460, os
quais regeneraram 161 brotaces com mais de 4 mm. A eficiéncia da regeneracdo foi
calculada chegando a 0,35 ou 35% (Tabela 2). Das 161 brota¢Ges regeneradas, 79 foram
avaliadas através de PCR e do ensaio histoquimico da atividade de gusA. Através dos dois

testes (PCR e atividade de gusA), 11 plantas foram consideradas positivas para a transgenia, 0
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que resultou em eficiéncia de transformacéo igual a 0,13 ou 13% (Tabela 2). As 11 plantas de
laranjeira ‘x11° confirmadas como transgénicas para a superexpressdo do gene LCY-b1 foram
microenxertadas em plantas de citrange ‘Carrizo’, aclimatizadas em casa de vegetagdo e estas
tiveram borbulhas sobreenxertadas em plantas adultas de laranjeira. Duas destas plantas
floresceram e foram polinizadas manualmente.

Uma planta de laranjeira  ‘x11° transformada com a  construcéo
pCAMBIA2301::CitLCY-b (#6) gerou um fruto que foi avaliado para o perfil de carotenoides
totais (Figura 8 B).

Figura 8 — Em A: Fruto de laranjeira ‘x11° controle (ndo transformada geneticamente).
Em B: fruto proveniente de laranjeira ‘x11’ transformada para a
superexpressao do gene LCY-bl

A avaliagdo dos carotenoides individuais e dos totais foi realizada no fruto proveniente
da laranjeira ‘x11’ transformada para a superexpressdo do gene LCY-bl (planta #6) e em um
fruto proveniente de laranjeira ‘x11’ ndo transformada, usada como controle, ambos coletados

no mesmo periodo e com estagios de desenvolvimento equivalentes.
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O fruto proveniente da planta #6 (transformada para a superexpressdo do gene
LCY-b1), acumulou mais carotenoides totais, apresentando média de 31,83 pg g™ enquanto
que o fruto proveniente da laranjeira ‘x11” controle ndo transformada acumulou média de
20,93 ug g* (Tabela 3, Figura 9). Esse valor equivale a um aumento de aproximadamente
52% no teor de carotenoides totais acumulados na polpa do fruto transformado geneticamente,

em relacdo ao fruto controle.

Carotenoides Totais

35
30
25

&5, 20 -
Q15 -

10 -

'x11' (1) LCY-bl
Eventos

Figura 9 — Concentragdo de carotenoides totais em fruto de laranjeira ‘x11° ndo
transformada e fruto de laranjeira ‘x11’ superexpressando o gene LCY-b1

A andlise de carotenoides individuais presentes na polpa dos frutos de plantas
transformadas, em relacdo a frutos da planta controle, demonstrou que houve aumento de
auroxantina 1 (de 0,48 pg g™ para 0,71 pg g), auroxantina 2 (de 0,31 pg g* para 0,4 ug g™),
neocromo (tipo) (de 0,13 pg g™ para 0,99 pg g%), violaxantina (cis) (de 3,58 ug g* para
1259 pg g*), violaxantina (trans) (de 0,66 pg g'para 2,31 pg g¢?), zeaxantina
(de 1,42 ng g’'para 2,44 pg gl), anteraxantina (de 2,05 pg g'para 7,31 pg g?) e
B-criptoxantina (de 0,62 ug g™*para 1,03 pug g™) (Tabela 3; Figura 10).

Nesta mesma andlise também observou-se que houve a diminuicdo de alguns
carotenoides nos frutos da planta transformada para a superexpressao do gene LCY-bl. O
carotenoide neocromo (tipo) estava presente nos frutos da planta controle na concentracdo de

0,67 ug g™ e nos frutos transformados chegou a 0,48 pg g*. A luteoxantina diminuiu de
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1,74 ug g™*para 1,01 pg g, carotenoides (mix) nos frutos néo transformados estavam presente

na concentracdo de 1,3 pg g™ caindo para 0,46 pg g*. Houve diminuicdo também nos

carotenoides luteoxantina (de 1,82ug g™ para 1,23ug g™ e de 0,61 ug g™ para 0), luteina (de

41 pg gt para 1,18 pug g*) Mutatoxantina (de 0,47ug g para 0 e de 1,24 ug g* para

0,69 ng g) e zeinoxantina (de 0,41 ug g™* para 0,09 pg g*) (Figura 10; Tabela 3).
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Figura

10 — Perfil dos carotenoides acumulados em fruto de laranjeira ‘x11°
superexpressando o gene LCY-b1 em relagdo ao controle ‘x11°
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Tabela 3 - Analise do perfil de carotenoides totais obtidos do fruto proveniente de laranjeira

x11°

transformada

com a

construcao

pCAMBIA2301::CitLCY-b para a

superexpressdo do gene LCY-bl (1 LCY-bl), em relacdo ao perfil de carotenoides
totais obtidos do fruto de laranjeira ‘x11’° controle. DP: Desvio padréo. PS: Peso seco

x11° (1) LCY-b1
Carotenoides Amax (M) 1-11 -111 Média Meédia
ug gt PS DP ug gl PS DP
Auroxantinal 350-363-389 0,48 189 0,71 147
Auroxantina 2 370-393-413 0,31 106 0,40 65
Neocromo (tipo) Cis-327-405-429-456 0,67 426 0,48 36
Neocromo (tipo) Cis-327-405-428-456 0,13 230 0,99 66
All-trans-Violaxantina 417-437-468 0,66 131 2,32 228
Luteoxantina (tipo) 421-447 1,74 101 1,01 882
Mix mix 402-425-s 1,30 158 0,46 80
9-cis-Violaxantina cis 327-415-433-464 3.59 398 12,59 396
Luteoxantina (tipo) 418-442 0,61 131 0 0
Luteoxantina (tipo) 416-442 1,82 1594 1,23 635
Mutatoxantina (tipo) s-426-452 0,47 35 0 0
Luteina s-443-472 4,10 224 1,18 2050
Mutatoxantina s-427-452 1,24 74 0,69 1192
Zeaxantina s-450-478 1,42 101 2,44 52
Anteraxantina s-440-469 2,05 168 7,31 278
Zeinoxantina s-444.7-473.9 0,41 110 0,09 82
B-criptoxantina s-450-478 0,62 66 1,03 165
Fitoeno 285 Tragos 0 0 0
[B-caroteno s-450-478 Tragos 0 0 0
Carotenoides Totais 20,93 1589 31,83 1606

A Figura 11 ilustra o perfil de carotenoides alterado apds a superexpressao do gene

LCY-b1.
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Figura 11 — Perfil de carotenoides obtido no fruto proveniente de laranjeira ‘x11’
superexpressando o gene LCY-bl
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Plantas de laranjeira SM também foram transformadas para a superexpressdo do gene
LCY-bl. Foram realizados dois ensaios de transformagdo genética com 140 explantes
inoculados por vez. Destes, houve a regeneracdo de 131 gemas adventicias (Figura 6 D),
resultando na eficiéncia de regeneracdo de 0,48 ou 48% (Tabela 2). Das 131 brotagdes,
92 foram avaliadas para a transgenia por PCR e pelo teste histoquimico da atividade de gusA,
comprovando que 25 plantas sdo positivas para a superexpressdo do gene LCY-bl e
apresentando eficiéncia de transformacdo de 0,27 ou 27% (Tabela 2). As 25 plantas
possivelmente transgénicas foram microenxertadas em plantas de citrange ‘Carrizo’, porém
apenas 14 foram aclimatizadas e estdo sendo cultivadas em casa de vegetacdo. Onze plantas
morreram durante a microenxertia. Quatro destas plantas foram sobreenxertadas em plantas

adultas de laranjeira, porém ainda nao foram geradas flores e nem frutos.

3.4.2. Confeccéo das construcdes génicas para superexpressiao dos genes LCY-b2 e HYDb
e silenciamento dos genes CRTISO, LCY-b2 e HYDb

Nessa etapa do trabalho foi realizada confecgdo das construgbes génicas para
superexpressdo dos genes LCY-b2 e HYb, recombinados no plasmideos pK7WG2, e para 0
silenciamento dos genes CRTISO, LCY-b2 e HYDb, os quais tiveram fragmentos recombinados
no vetor pK7GWIWG2(II), dirigidos pelo promotor CaMV 35S.

3.4.2.1. Busca das sequéncias e construcdo dos iniciadores

Primeiramente as sequéncias utilizadas como molde para a confec¢do das construcoes
génicas foram obtidas em bancos de dados, pois no inicio deste trabalho o genoma de Citrus
ainda ndo estava sequenciado. Os genes buscados foram carotenoide isomerase (CRTISO),
licopeno B-ciclase 2 (LCY-b2), B-caroteno hidroxilase (HYb). Para todos os genes foram
identificadas as sequéncias correspondentes. As sequéncias foram buscadas por meio de
palavras-chaves e a identidade de cada uma delas foi confirmada com o uso da ferramenta
blast.
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As sequéncias obtidas no banco de genes COMPBIO, correspondentes aos genes
CRTISO, LCY-b2 e HYb foram usadas como molde para o desenho dos iniciadores
especificos. Para a superexpressdo dos genes LCY-b2 e HYb foram desenhados primers para
a amplificacdo do gene completo. Para o silenciamento dos CRTISO, LCY-b2 e HYb, foram
desenhados iniciadores que amplificam regifes intermediérias do gene. Os iniciadores estdo
apresentados na Tabela 4, juntamente com 0 acesso da sequéncia génica e o tamanho do
amplicon. Na Figura 12 estdo identificadas as regides amplificadas para cada construcdo

génica de silenciamento.

Tabela 4 — Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo dos genes ou fragmentos dos
genes CRTISO, LCY-b2 e HYb, pertencentes a via de carotenoides

Superexpressao
Gene Sequéncia (5°-3°) Acesso Amplicon
LCY-b2 ATGGCAACTCTTCTTAGCCC FJ516403 1512
TCAAATGGTTTCAAGGGCA
HYb ATGGCGGTCGGACTATTG DQ228870.1 936

TTATTTTGGAACCCTGTTGTAT

Silenciamento

Gene Sequéncia (5°-3”) Acesso Amplicon
CRTISO ATGGGTGTTAAAGCTGAGGTTCTG XR371035.1 603
TCATGCCATACTCCTTAACCAAGC
LCY-b2 AAGTGTGGAATGGGTTGTGG FJ516403 304
TCAAATGGTTTCAAGGGCA
HYb TGGCAAAAACCGAAGAAAAC DQ228870.1 302

AGCAAATGTGCCAAACATTTCAGCTAA
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>CRTISO (XR3TI035.1)

>HYB (DQ228870.1)
ATEECEETCGEACTATIEECCGLCATAGTOCCEARGCCCTTCTGTCTCCT CACARCARRACTTCARCCCTCTTCEC TCCTCACARCRAARRCCCGCTCCCC TTTTTGCCCCTCTCEETRACCTACT

GCEECTTCTTTALTIGS

>LCY=-b2Z (FJ51ed03)

AR R W

Figura 12 - Sequéncias referentes aos genes CRTISO, LCY-b2 e HYb identificando as
regides amplificadas e utilizadas na constru¢cdo do hairpin para o
silenciamento génico

3.4.2.2. Amplificacio das sequéncias génicas

Os genes completos LCY-b2 e HYb e as sequéncias parciais dos genes CRTISO, LCY-

b2 e HYb foram amplificados por PCR, ligados aos vetores pCR8/GW/TOPO e clonados. A

confirmacdo da insercdo do fragmento amplificado no sentido 5°-3’ e da clonagem das

sequéncias génicas no vetor pCR8/GW/TOPO foi realizada por meio de reagdes de PCR que

amplificam parte do vetor e parte da sequéncia inserida.

O sequenciamento das sequéncias génicas clonadas no vetor pCR8/GW/TOPO foi

realizado e 0s cromatogramas obtidos foram examinados. A sequéncia referente a cada gene
foi alinhada com a sequéncia buscada no banco COMPBIO (Apéndice B) e os clones que
apresentaram perfeita similaridade foram selecionados para serem recombinados no vetor de
destino. Os genes LCY-b2 e HYb foram recombinados nos plasmideos pK7WG2 para a
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superexpressdo, dando origem as construgdes génicas pK7WG2:: LCY-b2 e pK7WG2 HYb
(Figura 13A e B). Para o silenciamento dos genes CRTISO, LCY-b2 e HYb foram
confeccionadas as construcdes génicas pK7GWIWG2(11)::CRTISO, pK7GWIWG2(I1)::LCY -
b2 e pK7GWIWG2(I1)::HYb (Figura 13C, D e E). Finalizadas as construcGes génicas, estas
foram inseridas em A. tumefaciens para a transformagao genética das plantas de ‘x11” ou SM.
Para a confirmag&o da inserc¢éo de cada construgdao génica em A. tumefaciens foram realizadas

reacOes de PCR amplificando os genes ou fragmento de genes possivelmente inseridos.
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Figura 13 — Esquema representativo das construgdes utilizadas para transformagao laranjeira ‘x11” ou
SM. A) pK7WG2::LCY-bh2. B) pK7WG2::HYb. C) pK7GWIWG2(II)::CRTISO. D)
pK7GWIWG2(I1)::LCY-b2. E) pK7TGWIWG2(II)::HYb. P35S: Promotor CaMV 35S.
CRTISO, LCY-b2 e HYb: genes pertencentes a via biossintética de carotenoides.
CmR: gene de resisténcia a Clorafenicol. T35S: terminador 35S. Kan: gene codificador
da Neomicina fosfotransferase 11 (nptll)
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3.4.3. Transformacédo genética dos explantes de laranjeira ‘x11° ou SM

A construcdo pK7WG2:: HYb para a superexpressdo do gene HYb foi usada na
transformacé@o genética de plantas laranjeira SM. A transformacao genética das plantas de
laranjeira ‘x11’ foi realizada em dois experimentos com 100 e 131 explantes inoculados cada,
0s quais produziram 114 brotagdes, com eficiéncia de regeneracdo de 0,49 (49%). Das
114 brotacdes obtidas, 22 foram analisadas para a transgenia por meio de PCR. Doze
brotacbes apresentaram resultado positivo para transformacdo com a construcdo pK7WG2::
HYD, apresentando eficiéncia de transformacdo de 0,54 (54%) (Tabela 5). Desses eventos de
transformacdo de SM para a superexpresséo do gene HYb, resultaram 10 plantas
sobreenxertadas em plantas adultas de laranjeira. Essas plantas estdo sendo cultivadas em casa
de vegetacdo até a obtencdo dos frutos.

Plantas de laranjeira ‘x11° ¢ SM foram transformadas para o silenciamento do gene
CRTISO por meio da construgdo génica pK7GWIWG2(I1)::CRTISO. Para o silenciamento do
gene CRTISO em plantas de laranjeira ‘x11° foram inoculados 1123 segmentos de epicotilos,
gerando 212 brotacbes (eficiéncia de regeneracdo de 0,18-18%), das quais 24 foram
analisadas para a transgenia por meio de PCR, amplificando fragmento do gene nptll. Das
24 brotacdes analisadas 11 foram PCR positivas, apresentando eficiéncia de transformacéo de
0,41 (41%) (Tabela 5). Todas as brotacbes PCR positivas para o silenciamento do gene
CRTISO foram sobreenxertadas em plantas adultas de laranjeira e estdo sendo cultivadas em
casa de vegetacao.

Plantas de laranjeira SM também foram transformadas com a construcdo génica
pK7GWIWG2(11)::CRTISO, visando o silenciamento do gene CRTISO. Para isso foram
inoculados 1731 explantes que geraram 293 brotacGes, apresentando eficiéncia de
regeneracdo de 0,16 (16%). Das 293 brotacOes obtidas, 12 foram avaliadas por PCR para a
presenca do gene nptll, e 9 mostraram-se positivas para a transgenia. A eficiéncia da
transformacéo das plantas de laranjeira SM com a construgdo pK7GWIWG2(11)::CRTISO foi
de 0,75 (75%) (Tabela 5). Das 9 plantas positivas para a transgenia, apenas 6 foram
sobreenxertadas em plantas adultas de laranjeira pois trés plantas morreram na fase de

estabelecimento ex vitro.
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Plantas de laranjeira ‘x11’foram transformadas para o silenciamento do gene HYb e,
para isso, foram inoculados 2155 explantes. O total de brotacdes regeneradas foi de 720 e a
eficiéncia de regeneracdo foi de 0,33 (33%). Destas, 31 brotacdes foram analisadas por PCR
para a presenca do gene nptll. Das brotacfes analisadas, 30 foram positivas para a transgenia
0 que gerou valor de eficiéncia de transformacdo de 0,09 (9%) (Tabela 5). As brotagdes PCR
positivas para a amplificacdo do gene nptll foram estabelecidas ex vitro e, destas, trés foram

sobreenxertadas em plantas adultas de laranjeira.
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Tabela 5 - Dados referentes a transformacéo genética de laranjeira SM para superexpressdo do gene HYb (HYb::pK7WG2), para o silenciamento
de do gene CRTISO (pK7GWIWG2(11)::CRTISO) e de transformagdo de laranjeira ‘x11’ para o silenciamento do gene CRTISO
(PK7GWIWG2(I1)::CRTISO) e HYb (pK7GWIWG2(11)::HYb), descrevendo a eficiéncia de regeneracdo e de transformacéo para cada
construcdo. A eficiéncia da transformacéo foi calculada a partir de plantas PCR positivas para o gene nptll

Construcao / Total de NUmero Numerode  Eficiéncia da Eficiéncia da
superexpressao Variedade explantes total de Brotagdes plantas PCR  regeneragéo transformacéo
inoculados brotos analisadas positivas
pK7WG2::HYB SM 231 114 22 12 0,49 0,54
Total de NUmero Brotagdes NUmero de Eficiéncia da Eficiéncia da
Construcdes / silenciamento  Variedade explantes total de analisadas  plantas PCR regeneracdo  transformacao
inoculados brotos positivas

pK7GWIWG2(11)::CRTISO x11° 1123 212 24 10 0,18 0,41
pK7GWIWG2(11)::CRTISO SM 1731 293 12 9 0,16 0,75
pK7GWIWG2(II)::HYB x11° 2155 720 31 3 0,33 0,09
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3.4.4. Analise da expressdo do transgene por amplificacdo quantitativa de transcritos
reversos (RT-qPCR) e estimativa do namero de copias dos transgenes inseridos por
PCR quantitativo (QPCR)

As plantas de laranjeiras ‘x11° ¢ SM transformadas para a superexpressao dos genes
PDS, LCY-bl e HYb e silenciamento dos genes CRTISO e HYb, e que tiveram a transgenia
confirmada por amplificacdo do gene nptll, foram submetidas a analise da expressdo do
transgene por amplificacdo quantitativa de transcritos reversos (RT-gPCR). Esse experimento
foi realizado com o objetivo de confirmar a transgenia (amplificando o transgene nptll) e
constatar se a superexpressdo ou silenciamento dos genes da via de carotenoides estaria
ocasionando maiores niveis de transcritos, quando comparadas as plantas controle, nédo
transformadas. A estimativa do numero de copias dos transgenes inseridos também foi
calculada por meio do método de PCR quantitativo (qQPCR).

Foram analisadas a expressdo dos transgenes nptll e dos genes da via de carotenoides
de 10 plantas de laranjeira ‘x11” transformadas com a constru¢do pCAMBIA2301::CitPDS, 9
plantas de laranjeira ‘x11° transformadas com a constru¢do pK7GWIWG2(11)::CRTISO, 6
plantas de laranjeira SM transformadas com a construcdo pK7GWIWG2(11)::CRTISO, 10
plantas de laranjeira ‘x11’ transformadas com a constru¢do pCAMBIA2301::CitLCY, 13
plantas de laranjeira SM transformadas com a construgdo pCAMBIA2301::CitLCY, 3 plantas
de laranjeira ‘x11’ transformadas com a construgdo pK7WG2::HYB e 10 plantas de laranjeira
SM transformadas com a construcdo pK7WG2::HYB, totalizando 61 plantas transgénicas.
Uma planta ndo transformada de cada experimento foi usada como controle negativo.

O RNA total, extraido de folha das plantas possivelmente transgénicas, foi analisado
em gel de agarose e a razdo A260/A280 se encontrava entre 1,8-2,0, sendo de boa qualidade
para gque os resultados da expressao génica fossem considerados robustos. O RNA foi tratado
com DNase | e para a realizacdo de um controle negativo, uma aliquota de cada uma das
amostras de RNA tratado com DNase | foi submetida a amplificagdo com primer amplificador
do gene ACT, para comprovar a auséncia de gendmico nas amostras tratadas. A visualizagdo
em gel de agarose garantiu a auséncia de DNA nas amostras do RNA total tratados com
DNase I, podendo apenas ser visualizado a banda de 89 pb referente a amplificacdo do ACT

no gendmico da amostra utilizada como controle positivo (ndo mostrado).
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Apos a confirmacdo da auséncia de contaminagdo por DNA gendmico nas amostras de
RNA provenientes das plantas confirmadas como transgénicas por PCR, foi realizada a
sintese de cDNA. Todas as amostras obtidas foram submetidas a reacdes de RT-PCR para a
amplificacdo do gene ACT, confirmando a eficiéncia da sintese de cDNA.

A quantificacdo relativa dos transcritos derivados da expressdo do gene nptll foi
realizada utilizando-se os primers referentes ao gene nptll e ao gene referéncia IF5A.

Para a confirmacdo da especificidade da amplificacdo dos genes nptll e IF5A, foi
realizada a andlise da temperatura de dissociacdo do produto de PCR na curva de melting
(Figura 14). A curva do gene enddgeno IF5A, mostrou um padréo especifico de temperatura
de melting com pico de + 77,3°C em todas as amostras de cDNAs de plantas, exceto nas
amostras sem cDNA molde (Figura 14). A curva do gene alvo nptll, indicou temperatura de
desnaturacdo semelhante a do gene IF5A, apresentando pico de + 83,3°C em todas as
amostras de cDNAs de plantas, exceto quando analisados os cDNAs das plantas néo
transformadas, ou seja, nas plantas controle e nas amostras sem cDNA molde (Figura 14).



95

4,0

95

Figura 14 — Curva de melting gerada pela amplificacdo dos genes nptll e IF5A.Em C-: planta ndo transformada. Em B: controle negativo

da reacéo
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A eficiéncia de amplificacdo foi calculada com um pool de amostras de cDNA das
diversas plantas transgénicas e controles, mostrando valores de 0,99 para o gene IF5A e
0,9 para o gene nptll. Ja o acumulo de transcritos dos genes da via de carotenoides
superexpressados ou silenciados em plantas de laranjeira ‘x11° ou SM foi realizado utilizando
0s primers descritos na Tabela 1. Como genes referéncia foram usados os codificadores da
proteina actina (ACT) e da proteina tubulina (TUB). Os picos de melting e a eficiéncia dos
primers referentes aos genes da via de carotenoides foram previamente analisados, sendo
confirmadas, a especificidade das amplificacdes e a qualidade dos iniciadores.

Primeiramente todas as plantas de laranjeiras ‘x11° ou SM transformadas com as
construgdes pCAMBIA2301::CitPDS, pK7GWIWG2(I1)::CRTISO,
pCAMBIA2301::CitLCY-b, pK7WG:: HYb ou pK7GWIWG2(II)::HYb e positivas para RT-
PCR, foram avaliadas quanto a acumulacdo de transcritos do transgene nptll. Os graficos
foram ajustados para que as plantas ndo transformadas (controle) apresentassem valor de
expressao igual a 1.

Na avaliagcdo da expressdo do gene nptll nas plantas de laranjeira ‘x11° transformadas
com a construcdo pCAMBIA2301::CitPDS a expressao génica variou de 9 vezes na planta #7,
até 81.874 vezes na planta #10 (Figura 15A). As plantas de ‘x11° transformadas com
pK7GWIWG2(I1)::CRTISO apresentaram expressdes génicas que variaram de 419 vezes na
planta #9, a 2.226 vezes na planta #1 (Figura 15B). Ja as plantas SM transformadas com a
construcdo para o silenciamento do gene CRTISO apresentaram expressdes génicas de nptll
variando de 262 vezes na planta #5, a 4.989 vezes na planta #7 (Figura 15C).

Nas plantas ‘x11’ transformadas com a construgdo pPCAMBIA2301::CitLCY-b os
valores de expressdo do transgene chegaram a 43.471 vezes na planta #8 e nas plantas
transgénicas de laranjeira  SM  transformadas com a constru¢cdo  génica
pCAMBIA2301::CitLCY-b o valor maximo de expressdo foi de 8.222 vezes no evento #9
(Figuras 15D e 15E). A transformagdo das plantas ‘x11° com a construgdo para o
silenciamento do gene HYb, apresentou valor minimo de expressdo do transgene nptll de
2.746 vezes na planta #3 e valor maximo de expressao de 20.900 vezes no evento #1 (Figura
15F). Considerando as plantas de laranjeira SM transformadas para a superexpressao do gene

HYb, o valor méximo obtido foi de 34.049 vezes na planta #9, em relacdo ao controle.
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Figura 15 - Expressao relativa do gene nptll em relagdo ao gene referéncia IF5A, analisados a partir de
amostras de folhas de plantas de laranjeiras ‘x11” ou SM. Em A: Expressao relativa do

transgene PDS para superexpressdo em plantas de laranjeira ‘x11°. Em B: Expressao
relativa do transgene CRTISO para silenciamento em plantas de laranjeira ‘x11°. Em C:
Expressdo relativa do transgene CRTISO para silenciamento em plantas de laranjeira
SM. Em D: Expressdo relativa do transgene LCY-b1 para superexpressdo em plantas de
laranjeira ‘x11°. Em E: Expressdo relativa do transgene LCY-b1 para superexpressao
em plantas de laranjeira SM. Em F: Expressdo relativa do transgene HYb para
silenciamento em plantas de laranjeira ‘x11°. Em G: Expressdo relativa do transgene
HYb para superexpressdo em plantas de laranjeira SM
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Apo6s a confirmagdo da transgenia por meio da quantificacdo da expressdo do
transgene nptll, foi realizada a quantificagdo dos transcritos dos transgenes da via de
carotenoides, os quais foram manipulados nas plantas de laranjeira ‘x11° ou SM (Figura 16).
A andlise do nimero de copias dos transgenes inseridos em evento também foi calculada
(Tabela 6).

Nas plantas de laranjeira ‘x11’ transformadas para a superexpressdo do gene PDS,
houve acumulo de transcritos nos eventos #1, #7, #8, #9 e #10. Os demais eventos nédo
apresentaram niveis de transcritos maiores que o controle. O maior acumulo de transcritos foi
detectado na planta #10, com expressdo génica cerca de 38 vezes maior que o controle ndo
transformado, apresentando 6 cdpias do transgene inseridas no genoma (Figura 16 A,
Tabela 6).

Nas plantas de laranjeira ‘x11° que foram submetidas ao processo de silenciamento
génico de CRTISO, nos eventos #5, #8 e #9 houve acumulo de transcritos superior ao
controle. Estas plantas possuem 1, 4 e 1 clpia do transgene inseridas no genoma,
respectivamente. Porém, nos demais eventos, houve acumulo de transcritos menor que o
controle. O evento #2 apresentou valor de transcritos igual a 0,3 vezes em relacdo ao controle,
apresentando 3 cdpias do transgene inseridas no genoma (Figura 16 B; Tabela 6).

Ja em plantas de laranjeira SM transformadas para o silenciamento do gene CRTISO,
0s eventos #4 e #5 apresentaram 0s menores niveis de transcritos (0,1 e 0,3) em relacdo ao
controle. Estes eventos apresentaram 1 e 2 copias do transgene inseridas no genoma (Figura
16 C; Tabela 6). Os outros 5 eventos também apresentaram acumulo de transcritos menores
que o controle, com nimero de copias do transgene inseridas no genoma igual a 1.

Plantas de laranjeira ‘x11” superexpressando o gene LCY-b1 apresentaram acumulo de
transcritos nos eventos #7, #8 e #9, sendo 3, 4 e 2 vezes mais expressos do que o controle,
respectivamente. Os outros eventos ndo apresentaram acUmulo de transcritos superior ao
controle. Os eventos #7, #8 e #9 apresentaram 1, 9 e 3 cdpias estimadas inseridas no genoma
(Figura 16 D; Tabela 6).

Na analise do acimulo de transcritos do gene LCY-b1 em laranjeira SM, os eventos de
#9, #10, #11, #12 e #13 apresentaram acumulo de transcritos, variando de 1 (#9) a 4 (#13)
vezes a mais que o controle. Estes apresentaram 3, 4, 8, 4, e 4 cOpias do transgene inseridas,
respectivamente (Figura 16 E; Tabela 6). Os demais eventos ndo apresentaram acumulo de
transcritos maiores que o controle e 0 nimero de copias variou de 4 nas plantas #1, #2, #4 e
#5 a 18 na planta #7.
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Das 3 plantas de ‘x11’ transformadas para o silenciamento do gene HYb, 0s eventos #2
e #3 apresentaram menos transcritos em relagcdo ao controle (0,4) (Figura 16 F; Tabela 6).
Todas as plantas apresentaram uma copia do transgene inseridas no genoma.

Na transformacdo genética para a superexpressdo do gene HYb em laranjeira SM 0s
eventos #1, #4, #8, #9 e #10 apresentaram acumulo de transcritos maior que o controle. Nos
demais eventos o acumulo de transcritos foi menor que o controle. O evento #10 alcangou 437
vezes mais transcritos que o controle e apresentou 3 copias do transgene inseridas no genoma
(Figura 16 G; Tabela 6). Os demais eventos apresentaram 1 cOpia do transgene inseridas no

genoma.
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Figura 16 - Expressdo relativa dos genes da via de carotenoides manipulados nos processos de
transformacao genética em relacdo aos genes referéncia ACT e TUB, analisados a partir
de amostras de folhas de plantas de laranjeiras ‘x11° ou SM. A: Expressao relativa do

transgene PDS para superexpressdo em plantas de laranjeira ‘x11°. B: Expressdo
relativa do transgene CRTISO para silenciamento em plantas de laranjeira ‘x11°. C:
Expressdo relativa do transgene CRTISO para silenciamento em plantas de laranjeira
SM. D: Expressdo relativa do transgene LCY-b1 para superexpressdo em plantas de
laranjeira ‘x11°. E: Expressao relativa do transgene LCY-b1 para superexpressdo em
plantas de laranjeira SM. F: Expresséo relativa do transgene HYb para silenciamento em
plantas de laranjeira ‘x11°. G: Expressao relativa do transgene HYb para superexpressdo

em plantas de laranjeira SM
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Tabela 6 - NUmero de cépias assumido dos transgenes PDS, CRTISO, LCY-bl e HYb, superexpressados ou silenciados em plantas de
laranjeira ‘x11” ou SM. O simbolo (1) significa que o gene foi superexpressado e (Q2) o gene foi silenciado

Controle #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10 #11 #12 #13

Genes Variedade
(1) PDS x11° 0 0 1 1 2 4 10 72 1 1 6 - - -
(Q) CRTISO x11° 0 3 3 2 1 1 2 3 4 1 - - - -
(Q) CRTISO SM 0 1 1 1 1 2 1 1 - - - - - -
(1) LCY-b1 x11° 0 1 5 4 1 1 11 1 9 3 - - - -
(1) LCY-b1 SM 0 4 4 11 4 4 11 18 5 3 4 8 4 4
(Q) HYb x11° 0 1 1 1 - - - - - - - -
(1) HYb SM 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 - - -
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3.5. Discussao

3.5.1. Eficiéncia das transformacdes geneticas

O presente trabalho teve como objetivo a transformacdo genética de plantas de
laranjeiras ‘x11° ou SM para a superexpressao ou silenciamento de genes codificadores das
enzimas da via de biossintese de carotenoides. Para a transformagao de laranjeira ‘x11° ¢ SM,
foi realizada a escolha do uso de segmentos de epicétilo como fonte de explante (Figura 8A).
Plantas provenientes de tecidos juvenis também apresentam caracteristicas juvenis, como
extenso periodo de juvenilidade e intenso crescimento vegetativo (ALMEIDA et al., 2003,
CERVERA et al., 2005; CERVERA et al., 2008, HE et al., 2011). Porém a cultivar ‘x11’
usada neste trabalho, apresenta florescimento e frutificacdo precoce, o0 que torna possivel a
visualizacdo do fen6tipo nos frutos num curto espaco de tempo. Em laranjeira SM, apesar de
ser uma variedade com extenso periodo vegetativo quando se utiliza tecidos juvenis para a
transformacéo, ela foi utilizada por produzir frutos com polpa vermelha.

Os genes manipulados neste trabalho foram PDS, CRTISO, LCY-b1 e HYb de citros.
Primeiramente foi realizada a superexpressdéo do gene PDS em laranjeira ‘x11° e a
superexpressdo do LCY-bl em laranjeira ‘x11° e SM, por meio de Agrobacterium
tumefaciens, armadas com 0S plasmideos pCAMBIA2301::CitPDS ou
pCAMBIA2301::CitLCY-bl. Nesta etapa do trabalho, a eficiéncia de transformacdo das
plantas de laranjeira ‘x11° transformadas para a superexpressdo do gene PDS e LCY-bl
apresentaram valores mais baixos (14% e 13%, respectivamente) em relacdo as plantas de
laranjeira SM transformadas para a superexpressao do gene LCY-b1 (27%).

Na segunda etapa do trabalho foi realizada a superexpressdo do gene HYb em
laranjeira SM e o silenciamento dos genes CRTISO, em ‘x11’ e SM, e silenciamento de HYb,
em laranjeira ‘x11°. Na andlise destas plantas, os valores alcangados nas transformagdes do
genotipo ‘x11° também foram mais baixos (41% no silenciamento de CRTISO e 9% no
silenciamento de HYb) em relagdo a SM (54% na superexpressdo de HYb e 75% para o
silenciamento de CRTISO).
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Esses resultados sugerem que apesar da laranjeira ‘x11° ter uma eficiéncia de
transformacdo superior as taxas relatadas por outras laranjas doces (como ja discutido no
Capitulo 2), o gendtipo SM é mais eficiente quanto a transformacdo genética, quando
comparado a ‘x11°.

Diversos fatores influenciam a eficiéncia da regeneracdo ou transformacéo de plantas
de Citrus, tais como quantidade dos hormonios vegetais utilizados (TAN et al., 2009;
MOORE et al., 1992; BOND; ROOSE, 1998; MENDES et al., 2010; YANG et al., 2011,
DUTT et al., 2011; DUTT; GROSSER, 2009; TONG et al., 2009), adicdo de componentes
fendlicos (STACHEL et al., 1985), periodo de inoculacdo com a bactéria, temperatura de
crescimento e genotipo e cepa da bactéria (CERVERA et al.,, 1998; COSTA; OTONI;
MOORE, 2002; ALMEIDA et al., 2003a; DUTT; GROSSER, 2009; PENA et al., 1997,
GHORBEL et al., 2001; YANG et al., 2011; ALI et al., 2012; MENDES et al., 2002). O
tamanho do inserto localizado na regido de T-DNA que foi integrado a planta transformada
também é considerado fator influente na taxa de transformagdo de plantas (GELVIN, 2003).
Apesar destas varidveis influenciarem a eficiéncia da transformacdo genética, o genotipo
também deve ser considerado, pois este € um fator de extrema importancia na transformacéo
de Citrus (DUTT; GROSSER, 2007; TAN et al., 2009; DONMEZ et al., 2013). No presente
estudo, essa caracteristica parece prevalecer sobre as demais consideradas, pois, as variaveis
estavam padronizadas e ndo houve relacdo com o tamanho do T-DNA inserido. Esse resultado
corrobora estudos que consideram que a eficiéncia de transformacdo é genotipo-dependente
(DUAN et al., 2007; TAN et al., 2009).

3.5.2. Expressdo génica e numero de copias do transgene inseridas no genoma

Apls a obtencdo das plantas transgénicas com genes da via de carotenoides
manipulados, foi realizada a caracterizagdo genética através RT-gPCR e qPCR de todos os
eventos. A acumulacgéo de transcritos de cada gene manipulado foi sempre comparada com a
de uma planta controle (ndo transformada), para que fossem consideradas as diferengas na
expressao. O numero de copias inseridas em cada evento também foi analisado por qPCR e
essas informagdes serdo futuramente correlacionadas ao perfil de carotenoides de cada planta
transgénica. Esse estudo sera realizado com o objetivo de constatar se o efeito do nimero de

copias inseridos no genoma tem relagdo com o maior acumulo de carotenoides.
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Das dez plantas avaliadas para a superexpressao do gene PDS em laranjeira ‘x11°,
apenas quatro apresentaram niveis de transcritos superiores ao da planta ndo transformada,
variando de 1 a 38 vezes mais que o controle. Quando relacionado o acimulo de transcritos e
numero de cdpias do transgene inseridas no genoma, percebeu-se que no evento com maior
acumulo de transcritos (38 vezes), 0 nimero de cdpias inseridas no genoma também era alto
(6 copias). Por outro lado, no evento com menor acimulo de transcritos, apenas 1 copia do
transgene estava inserida no genoma.

No genoma de laranja estdo presentes naturalmente duas copias do gene PDS (CHEN
et al., 2010). Quando analisada a expressdo deste gene em diversos tecidos de laranja, o gene
PDS mostrou expressao aumentada em tecido foliar quando comparada com polpa do fruto
(NISHIMURA et al., 2012). Dessa maneira mudancas no padrdo de expressao génica podem
ocorrer, se a expressdo do PDS for analisada na polpa dos frutos que serdo gerados das plantas
transgénicas, e ndo em folhas, como realizado nesta etapa do trabalho.

Nas plantas de laranjeira ‘x11’ transformadas para a superexpressdo do gene LCY-bl,
dentre os nove eventos avaliados, quatro mostraram acumulacdo de transcritos maior que o
controle (eventos #6, #7, #8 e #9). O maior acumulo de transcritos (5 vezes maior em relacédo
ao controle) foi constatado na planta com uma cépias do T-DNA inseridos no genoma (#7). Ja
nas plantas de SM transformadas para a superexpressdao de LCY-bl, o maior nivel de
transcritos (4 vezes maior que o controle), foi visualizado no evento #13, que apresentou 4
cdpias do transgene inseridas no genoma. O gene LCY-bl estd presente em duas cépias no
genoma de laranja (CHEN et al., 2010), e na analise da expressdo deste gene na polpa dos
frutos durante o desenvolvimento do fruto, o padrdo de acumulo de transcritos foi baixo e
constante (ALQUEZAR; ZACARIAS; RODRIGO, 2009). Na analise da expressdo de LCY-
b1l em diversos tecidos de laranja ‘Pera’, o acamulo de transcritos foi maior em quase todos 0s
6rgédos avaliados do que na polpa do fruto (NISHIMURA et al., 2012). Isto indica que a
expressdo génica no fruto pode ser diferente da verificada em folha, como realizada no
presente trabalho.

Niveis mais elevados de transcritos e alto nimero de copias do transgene inseridas no
genoma, também foi verificado na analise do gene HYb, superexpressado em plantas de SM,
que apresentou o evento com nivel mais elevado de transcritos: cerca de 437 vezes superior ao
controle (em folhas de laranjeira ‘x11”) (evento #10). O numero de coOpias do transgene
inseridas neste evento foi igual a 3. Cinco copias do gene HYb estdo presentes de forma
endogena no genoma de laranja (CHEN et al., 2010). Na avaliacdo da expressdo deste gene

em diferentes tecidos/érgédos, o acumulo de transcritos foi menor em polpa quando comparado
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aos demais tecidos (NISHIMURA et al., 2012). Isso sugere que possiveis diferencas poderdo
ser percebidas quando for avaliada a expresséo do gene HYDb na polpa dos frutos provenientes
das plantas transformadas para a superexpressao ou silenciamento deste gene.

Muitos trabalhos relatam que maiores niveis de expressdo génica estdo relacionados a
uma ou poucas copias de T-DNA presentes no genoma (DAY et al., 2001; VAUCHERET;,
FAGARD, 2001; BELTRAN et al., 2009; HADI et al., 2012). Nesta etapa do presente estudo,
considerando as plantas transformadas para a superexpressdo dos genes da via de
carotenoides, independente da construcdo génica utilizada, a maioria das plantas com nivel de
expressdo mais alto, também apresentaram numero elevado de copias inseridas no genoma.
Em plantas de soja avaliadas para a expressdo do gene GFP, os maiores niveis de transcritos
foram obtidos em plantas que possuiam os maiores nimeros de copias do transgene inseridas
no genoma (até 7 cépias) (HERNANDEZ-GARCIA et al., 2010). Em Arabdopsis também foi
demonstrado que plantas com até 4 cépias do transgene inseridas no genoma, expressaram
mais GFP, do que plantas com nimero de cOpias do mais baixo (SCHUBERT et al., 2004).

Ainda nesta etapa do trabalho, foi observado que algumas plantas de laranjeira ‘x11’
ou SM geneticamente transformadas e que apresentavam 1 ou 2 copias do T-DNA inseridos
no genoma, apresentaram niveis mais baixos ou nulos de expressdo. Este fato pode ter
ocorrido devido ao silenciamento génico ocorrido por metilagdo ou ‘efeito de posi¢cao’ do T-
DNA na Unica copia do gene exdgeno introduzida no genoma (MEYER; HEIDMANN, 1994;
KUMPATLA etal., 1998; HADI et al., 2012).

Na avaliacdo da expressdo génica em plantas onde o gene alvo foi silenciado, o
namero de eventos expressando o transgene foi maior. Plantas de SM silenciadas para o gene
CRTISO apresentaram todos os eventos com menores niveis de transcritos, em relagdo ao
controle. Isto sugere que, menos transcritos deste gene estdo sendo detectados e 0 mecanismo
de silenciamento pode ser o responsavel por isso. Nestas plantas, 0 menor acumulo de
transcritos foi observado no evento #4, que apresentou acimulo de transcritos de 0,1 vez em
relacdo ao controle e nimero de copias do transgene inseridas no genoma igual a 1. Ja nas
plantas ‘x11” que tiveram o gene CRTISO silenciado, trés plantas (#5, #8 e #9) apresentaram
niveis de transcritos maiores que o controle, o que comprova que o silenciamento génico esta
sendo eficiente na maioria dos eventos estudados (#1, #2, #3, #4, #6 e #7). Os trés eventos nos
quais 0 gene parece nao estar sendo silenciado, foram inseridos no maximo 4 copias e, no
minimo, 1 copia do transgene no genoma. Nas demais plantas, onde o silenciamento génico
pode estar sendo efetivo, 0 nimero de copias variou entre 1 e 2. A planta com menor acimulo

de transcritos foi 0 evento #2 com 1 copia do transgene inserida no genoma.



106

Em laranjas doces, na avaliacdo da expressdo do gene CRTISO nos diversos tecidos de
laranja ‘Pera’, houve aumento no nimero de transcritos em todos os tecidos em relagdo ao
controle, a polpa (NISHIMURA et al., 2012). Dessa maneira, quando a expressao do gene
CRTISO for avaliada em polpa dos frutos provenientes das plantas transgénicas, é possivel
que haja diferenga do padrdo de expressao encontrado em folhas, como realizado nesta etapa
do trabalho.

Das trés plantas de laranjeira ‘x11° transformadas para o silenciamento do gene HYDb,
dois eventos apresentaram niveis de transcritos inferiores ao controle (#2 e #3). Nestes, 0
numeros de cdpias do transgene inseridos no genoma foi igual a 1.

Como ja discutido acima, o nimero de copias inseridas no genoma parece influenciar
nos niveis de expressio (KUMPATLA et al., 1998; DAY et al., 2001; VAUCHERET,;
FAGARD, 2001; BELTRAN et al., 2009; HADI et al., 2012). Porém considerando a variacio
nos resultados obtidos nas plantas transformadas para o silenciamento génico, ndo foi possivel
relacionar expressdo génica e numero de cépias do T-DNA inseridas no genoma.

No Capitulo 2 foi discutido que, quanto menor o nimero de copias inseridas no
genoma das plantas transgénicas, maior foi a expressdo génica obtida. Nesta etapa do estudo,
quando consideradas as plantas transformadas para a superexpressao dos genes da via de
carotenoides, na maioria dos eventos, ocorreu justamente o contrario. Quanto mais elevado o
namero de cdpias inseridas no genoma, maior o acimulo de transcritos. Ainda, relacionando o
acumulo de transcritos ao numero de cépias inseridas no genoma das plantas transformadas
para o silenciamento génico, esse resultado ndo mostrou 0 mesmo padrdo apresentado no
Capitulo 2 nem o obtido na avaliacdo das plantas transformadas para superexpressao. Estas
plantas ndo mostraram relacdo entre nimero de cdpias e expressao génica.

Essa discrepancia entre os resultados sugere que o nivel de expressdo génica parece
ndo ter relacdo com o numero de copias inseridas no genoma. Schubert et al. (2004) realizou
um estudo com linhagens de Arabidopsis transformadas para o silenciamento dos genes gusA,
GFP ou SPT (streptomicina fosfotransferase). Todas as linhagens de Arabidopsis
transformadas com um dos trés genes apresentavam diversos nimeros de copias do transgene
inseridos no genoma e a expressao destes genes variava entre 0S eventos com 0 mesmo
numero de copias. Esse resultado sugeriu que a eficiéncia da expressao génica é controlada
por fatores alheios ao nimero de copias do transgene inserido em cada evento. O que poderia

estar interferindo na expressdo desses genes e nos fendtipos obtidos seria a natureza da regido
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codificante, como por exemplo, a constituicio dos codons presentes nesta regifo. E também
proposto um sistema de ‘defesa do genoma’ em que RNAs seriam sensiveis a concentragdes
limite de presenca de transcritos de alguns genes, ocasionando assim a transcricdo em menor
escala de determinados genes. Desta maneira é possivel que este mecanismo também esteja
operando sob as diferentes construgdes génicas inseridas nas plantas de Citrus transformadas
para manipulacdo dos genes da via de carotenoides.

Ainda, na expressao de um gene exdgeno inserido no genoma de plantas transgénicas,
variagdes na expressao podem ser atribuidas a diversos fatores como ‘efeito de posi¢ao’ do T-
DNA inserido, como a natureza da cromatina adjacente ao T-DNA (MEYER et al., 1992;
MEYER, 1995), metilacdo (METTE et al., 2000; DAY et al., 2000), presenca de sequéncias
invertidas ou repetidas em tandem (STAM et al., 1997a; 1997b; WATERHOUSE et al., 1998;
CHUANG; MEYEROWITZ, 2000; METTE et al., 2000; SIJEN et al., 2001) e composi¢éao
AT/CG do transgene (MATZKE; MATZKE, 1998), além de fatores ambientais (MEYER et
al., 1992).

Dessa maneira, como os dados obtidos nesta etapa do trabalho foram contrastantes,
para que fosse elucidado os mecanismos atuantes na variacdo da expressao génica nas plantas
de laranjeira ‘x11° ou SM transformadas com os genes da via de carotenoides, seria
necessario realizar um estudo mais aprofundado em cada evento obtido, considerando mais
variaveis, como cada construcdo génica utilizada ou local de insercédo do T-DNA.

Em alguns eventos avaliados, foi demonstrado que o nimero de copias do transgene
inserida no genoma foi muito alto (acima de 10 cdpias). Alto nimero de copias inseridas no
genoma de transgénicos é comum quando se usa a técnica de biolistica para a obtencdo de
plantas transgénicas (HANSEN; WRIGHT, 1999; REDDY; DINKINS; COLLINS et al.,
2003). Ja com o uso de Agrobacterium para a producéo de transgénicos, 0 nimero maximo de
copias presentes no genoma das plantas transgénicas relatado na literatura é em média menor
que 10, com alta frequéncia de uma cépia (BUTAYE, et al., 2004; HANSEN; WRIGHT,
1999; KOPREK et al., 2001; GELVIN, 2003; REDDY; DINKINS; COLLINS et al., 2003).

A técnica de gPCR para quantificacdo de cdpias inseridas no genoma de plantas
transgénicas é considerada robusta e adequada para esse tipo de experimento (INGHAM et
al., 2001; MASON et al., 2002; BUBNER et al., 2004; SHOU et al., 2004; OMAR et al.,
2008; HADI et al., 2012). Porém existem casos, como em alguns destes resultados, que o
namero de inser¢fes do T-DNA parece estar superestimado, como por exemplo 72 cépias do
transgene inseridas no evento #7 para a superexpressdao do gene PDS em plantas de ‘x11°.

Este tipo de resultado pode ser obtido se o DNA submetido ao procedimento de qPCR
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apresentar algum tipo de contaminacdo ou degradacdo (CANKAR et al., 2006). Desta maneira
alguns destes eventos serdo reavaliados quanto ao nimero de cdpias do transgene inseridos no

genoma.

3.5.3. Manipulagéo dos genes da via de carotenoides

Carotenoides possuem inumeros beneficios a sadde, sendo fundamentais na sintese de
vitamina A (MAYNE, 1996; CAZZONELLI; 2011; FAO, 2014; WHO, 2014), e nas fungdes
antioxidantes (STAHL; SIES, 2003). Os carotenoides sdo moléculas envolvidas na eliminacéo
de duas espécies reativas de oxigénio: os oxigénios moleculares singlet (*O,) e os radicais
perdxidos, sendo que, 0 que determina esta acdo antioxidante € o padrdo de duplas ligagdes
que a molécula possui. Desta maneira [3-caroteno, zeaxantina, a.-caroteno e principalmente o
licopeno, sdo considerados altamente ativos na eliminacio de 'O, (STAHL; SIES, 2003). O
objetivo deste trabalho foi a manipulagdo dos genes da via de carotenoides visando o
melhoramento nutricional dos frutos de Citrus, aumentando os teores de carotenoides totais e,
principalmente, 0s mais importantes a saude humana, como o0 zeaxantina, B-caroteno e
licopeno.

Plantas de laranjeira ‘x11° foram transformadas para a superexpressao do gene PDS
para que o perfil de carotenoides fosse incrementado, com aumento dos niveis de [3-caroteno,
visualizado em um curto espaco de tempo. Como o gene PDS codifica uma enzima chave na
biossintese de carotenoides, pois age convertendo o fitoeno em (-caroteno mediando duas
reacOes sequenciais de dehidrogenagdo (MATTHEWS; LUO, WURTZEL, 2003), o
silenciamento ou superexpressdao deste gene ja foi realizado em algumas espécies.
Investigando a funcdo do gene PDS, plantas de Arabidopsis mutantes defectivas para este
gene apresentaram nanismo (QIN et al. 2007) e albinismo nas folhas, por acumular fitoeno,
que é substrato da enzima PDS (NORRIS; BARRETTE; DELLAPENNA, 1995; NORRIS et
al. 1998). Por outro lado, a superexpressdo do gene CRTI (PDS clonado de bactéria) em
plantas de arroz, resultaram no aumento dos niveis de 3-caroteno (SCHAUB et al., 2005), que
¢ o esperado nas plantas de ‘x11’ transformadas para a superexpressao deste gene. Em tomate,
0 acumulo de licopeno (BRAMLEY, 2002; CUNNINGHAM, 2002) e de demais carotenoides
da via (FRASER et al., 2002) acontece durante o desenvolvimento do fruto com o aumento da

expressdo génica de PSY e PDS. Na investigacdo do acumulo de B-caroteno em meldo, a
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expressdo dos genes PSY e PDS também aumentaram no final do amadurecimento do fruto
(TUAN et al., 2011). Em Citrus, o gene PDS também foi superexpressado em plantas de
Citrus paradisi (Macf.) (COSTA; OTONI; MOORE, 2002), porém o extenso periodo de
juvenilidade ndo permitiu a analise do fendtipo. Com o uso da mesma construcdo génica, as
plantas de ‘x11’ foram transformadas geneticamente e os frutos estdo em fase final de
maturagdo. Desta maneira sera possivel visualizar o fendtipo da superexpressdo do gene PDS
em laranja doce, em breve.

Para que ocorra nas plantas a conversdo das cadeias de carbono C40 dos carotenoides
15-cis-fitoeno, em todos os trans-licopenos, € necessario que ocorra uma isomerizacdo
geométrica da molécula pelas enzimas desaturases PDS e ZDS e pelas isomerases CRTISO e
Z-1SO (PARK et al., 2002; ISAAC et al., 2002; LI; MURILLO; WURTZEL, 2007, CHEN et
al., 2010). A isomerizacao dos carotenoides influencia no comprimento de onda e intensidade
de absor¢do de luz (GIULIANO; GILIBERTO; ROSATI, 2002), além de aumentar a
biodisponibilidade e atividade bioldgica das funcGes antioxidante e antitumoral (CHASSE et
al., 2001).

O mutante espontaneo de tomateiro tangerine é caracterizado por possuir coloracdo do
fruto laranja, ao invés do vermelho, derivado do carotenoide licopeno que estd comumente
presente em outras variedades de tomate. Esse mutante também acumula proé-licopeno, ao
invés de trans-licopenos, e apresenta folhas jovens amareladas, além de coloracdo amarelo
palido nas flores. Estudos demonstraram que o fenétipo do tangerine é causado devido a uma
perda de funcdo do gene CRTISO (PARK et al., 2002; ISAAC et al., 2002). O silenciamento
do gene CRTISO foi realizado em plantas de laranjeira ‘x11° ¢ SM. Estas plantas ainda ndo
floresceram, mas estdo em fase de desenvolvimento em casa de vegetagdo. No entanto, ao
analisar a parte vegetativa destas plantas, verifica-se a coloracdo normal em folhas e caules.
Isso acontece, pois em tecidos fotossintetizantes a funcdo de isomerizacdo da CRTISO é
realizada pela luz. Porém em flores ou frutos, a fungdo desta enzima € indispensavel para a
sintese dos carotenoides totais (ISAAC et al., 2002). Desta maneira, apenas sera possivel ver
0 potencial efeito desta manipulacdo genética nos frutos provenientes das plantas
transformadas geneticamente. A variedade ‘x11’ produz laranja de polpa clara, que acumula
mais xantofilas do que carotenos. Com essa manipulagéo, espera-se que ao invés de acumular
xantofilas estas passem a acumular {-caroteno e pro-licopeno, e assim, a coloracdo da polpa
do fruto seja ainda mais clara do que ja& apresentada, devido a auséncia de cor dos

carotenoides acumulados.
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As laranjas SM sdo classificadas como laranjas de polpa vermelha por acumular
licopeno ao invés de xantofilas (LATADO et al., 2008). Com o silenciamento do gene
CRTISO nesta variedade, espera-se que a coloracdo dos frutos, que no tipo selvagem é
avermelhada, passe a ser bem palida ou ausente de cor. Essa mudanca na coloracdo da polpa
dos frutos devera se muito nitida nesta variedade devido ao contraste de cores, e sera essencial
para o estudo da funcdo do gene CRTISO em plantas de laranja, pois até o presente momento
ndo ha publicacdes em relacdo ao assunto.

A enzima HYb catalisa a conversdo de [-caroteno em zeaxantina, que por sua vez
pode ser convertida em anteraxantina e violaxantina (ou anteraxantina) pela enzima ZEP. A
conversdo de violaxantina em neoxantina finaliza o ciclo das p-xantofilas (NORTH et al.,
2007). Com o objetivo de aumentar o teor de 3-xantofilas em plantas de tomate, foi realizada
a superexpressao do gene HYb (D’AMBROSIO STIGLIANI; GIORIO, 2011). Os frutos de
tomate destas plantas apresentaram, durante o desenvolvimento, coloracdo amarela ao invés
de verde. Isto aconteceu devido a auséncia de clorofila a e ao aumento dos teores de
violaxantina e neoxantina, que se mostraram de 3 a 7 vezes maiores do que no controle
(D’AMBROSIO STIGLIANI; GIORIO, 2011).

No presente trabalho, o gene HYb foi superexpresso em plantas de laranjeira SM, que
normalmente acumulam licopeno nos frutos, apesar de existirem concomitantemente
xantofilas no perfil total de carotenoides. Com a superexpressé@do de HYb espera-se que o
substrato que antes se acumulava como licopeno, seja também convertido em [-xantofilas,
especialmente zeaxantina, tornando a coloracdo do fruto menos intensa e parecida com
laranjas de polpa clara.

O gene HYb quando silenciado em batatas, ocasionou o aumento teor de [B-caroteno
em cerca de 38 vezes e carotenoides totais em 4,5 vezes (DIRETTO et al., 2006). Neste
trabalho, o gene HYb foi silenciado em plantas de laranjeira ‘x11°, que é uma laranjeira de
polpa clara e acumula xantofilas. Espera-se que esta manipulacdo genética ocasione o
enriquecimento nutricional do fruto destas plantas, com aumento de (3-caroteno e carotenoides
totais.

Ainda ndo foi possivel a analise da provavel mudanga do teor de carotenoides nos
frutos de plantas obtidas da manipulacdo do gene HYb pois estas ainda estdo em fase de

desenvolvimento, na casa de vegetacao.
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3.5.4. Analise do perfil de carotenoides do fruto da planta que superexpressa o gene
LCY-bl

Em laranja doce, foram identificados dois genes responsaveis pela codificacdo da
enzima LCY-b, a qual é responsavel pela formacdo de dois aneis cicloexanos nas
extremidades do licopeno (PECKER et al., 1996). A atividade de LCY-e dara origem ao o-
caroteno, o qual é substrato para a LCY-b catalisar a-caroteno. A enzima LCY-b também
catalisa a formacdo do p-caroteno a partir do licopeno (HARJES et al., 2008).

Em plantas de laranja doce foram identificados dois genes LCY-b, denominados
LCY-bl e LCY-b2. Ambos os genes possuem duas copias presentes de forma enddégena em
laranja doce (CHEN et al., 2010). O gene LCY-b1 é caracterizado por apresentar expressdo
génica em folha, raiz, pétalas e em tecidos do fruto de forma constante e baixa, enquanto o
LCY-b2 apresenta expressdo preferencial em frutos (ALQUEZAR; ZACARIAS; RODRIGO,
2009).

No presente trabalho, foi realizada a superexpressdao do gene LCY-bl em plantas de
laranjeiras ‘x11° ou SM. As plantas de SM continuam em fase de desenvolvimento e
futuramente pretende-se que os frutos, que no tipo selvagem acumulam licopeno na sua polpa,
passem a acumular B-caroteno. Este fato ocorreu em plantas de tomateiro que ao ser
superexpressado o gene LCY-b (de Narcissus pseudonarcissus ou Citrus), apresentaram
aumento nos teores de B-caroteno e nos carotenoides totais (APEL; BOCK, 2009; GUO et al.,
2012). Porém, uma das plantas de laranjeira ‘x11’ transformadas para superexpressao do gene
LCY-bl (evento #6) que expressam quantidades de transcritos maiores que o controle
(1,4 vezes superior ao controle), floresceu e frutificou. O fruto proveniente desta planta foi
analisado para o perfil de carotenoides totais e apresentou mudancas no perfil deste pigmento.

O fruto da planta ‘x11’ superexpressando o gene LCY-b1 apresentou acumulagdo dos
carotenoides sintetizados do lado B da via, com diminuicdo dos carotenoides do lado
o (Figura 11). Resultado semelhante foi obtido por Guo et al. (2012) quando expressou
LCY-b1 clonado de Citrus em tomateiro e por Apel e Bock (2009), expressando o gene LCY-b
clonado de Narcissus pseudonarcissus em tomateiro. Nestes experimentos também houve
diminuicdo de luteina, com aumento de carotenoides do lado oposto da via. Outra semelhanca
nos resultados obtidos com a superexpressdo do LCY-b em tomateiro e em ‘x11’ foi o
aumento dos carotenoides totais nas plantas transformadas. Analisando a resposta desta planta

‘x11° e de tomate transgénicas com o gene em questdo, existe a possibilidade de que a
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superexpressdo de LCY-b engatilhe um mecanismo regulatério de feedback positivo. Neste
mecanismo, quanto mais substrato é catalisado (no caso licopeno), por haver mais enzimas
(no caso LCY-b), mais as demais enzimas da via sdo estimuladas a catalisarem mais reacoes,
aumentando o fluxo de carotenoides sintetizados na via.

Outra possibilidade seria que o aumento de carotenoides totais nas plantas que
superexpressam LCY-b poderia acontecer por down regulation dos genes que continuam a via,
ndo ocorrendo a degradacdo dos carotenoides finais. No caso do tomateiro, pode ter ocorrido
a baixa regulacdo do gene ZEP decorrente do fluxo da via, 0 que acarretou em baixos niveis
de ABA (sintetizado por ZEP) nos frutos transgénicos (GUO et al., 2012).

A diferenca entre os resultados obtidos da superexpressdo de LCY-b em laranjeira
‘x11” e os outros dois estudos realizados por Guo et al. (2012) e Apel e Bock (2009), foi que
em tomateiro ambas as plantas transgénicas geradas aumentaram os niveis de -caroteno, fato
qgue ndo aconteceu em Citrus, que apresentou aumento de xantofilas. Frutos de tomate
acumulam licopeno (GIULIANO et al., 1993; FRASER et al., 1994; RONEN et al., 1999;
ISAACSON et al., 2002; GUO et al., 2012; KACHANOVSKY et al., 2012; KILAMBI et al.,
2013) no final do amadurecimento, enquanto laranjas doce de polpa clara acumulam
xantofilas (MOLNAR; SZABOLCS, 1980; LEE; CASTLE, 2001; KATO et al., 2004). O tipo
de carotenoide acumulado no fruto de cada espécie pode representar diferencas na atividade
ou quantidade dessas enzimas presentes. Sabe-se que em tomate, no final do amadurecimento
do fruto, ha reducdo na quantidade de transcritos de LCY-b, o que seria uma das causas do
acumulo de licopeno (PECKER et al., 1996; RONEN et al., 1999). J& em laranjas de polpa
clara, foi demonstrado que, ao contrario de tomate, no final do desenvolvimento dos frutos ha
um aumento do acumulo de transcritos codificantes de enzimas responsaveis pela sintese de
xantofilas (RODRIGO et al., 2004; KATO et al., 2004). Essas flutuacdes na quantidade de
transcritos refletem nas quantidades das enzimas que estariam presentes catalisando 0s
substratos, ou seja, estaria atuando um mecanismo de regulacdo transcricional. Outra hipdtese
seria que no caso de Citrus, as enzimas HYb e ZEP, responsaveis pela formacéo de xantofilas,
podem ser mais ativas que as mesmas enzimas em tomate, fazendo que o fluxo de
carotenoides continue na via.

Os carotenoides, principalmente xantofilas, estdo envolvidos em processos vitais as
plantas como sintese do regulador de crescimento &cido abscisico (ABA) (ZEEVAART,;
CREELMAN, 1988, TANAKA et al., 2008) e mecanismos de coleta de luz e fotoprotecdo das
plantas durante a fotossintese (GREEN; DURNFORD, 1996; NIYOGI, 1999; TANAKA et
al., 2008). Plantas de tomate (FRAY et al., 1995) e Citrus (COSTA; OTONI; MOORE, 2002)
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que tiveram o gene PSY manipulado por promotor constitutivo apresentaram nanismo devido
ao redirecionamento dos precursores da via giberelina para sintese de carotenoides. No
presente estudo, era esperado que a manipulacdo do gene LCY-b1 com promotor constitutivo
em plantas de laranjeira ‘x11” pudesse afetar o aparato fotossintético das plantas por interferir
na biossintese de xantofilas. Porém, as plantas obtidas neste processo de transformacéo
genética ndo apresentaram alteracdes aparentes no fenotipo foliar, apesar da polpa do fruto do
evento analisado ter ocorrido a diminuicéo de luteina, que é o carotenoide mais abundante no
aparato fotossintético das plantas superiores (FORMAGGIO; CINQUE; BASSI, 2001). A
explicacdo possivel para esse fato seria de que a alteracdo do teor de luteina pode ndo ter
ocorrido nos tecidos vegetativos da planta assim como ocorreu na polpa do fruto, fazendo
com que a fotossintese e a cor das folhas ndo tenham sido afetadas. Outra explicacéo seria a
de que, assim como relatado por Pogson et al. (1996), uma eventual reducéo no teor de luteina
nas folhas da planta transformada, poderia ser compensada por outros carotenoides, como
violaxantina, que poderiam estar presentes em quantidades aumentadas nestas plantas. Outra
hipdtese possivel seria que a luteina, mesmo estando presente em menor concentragdo, pode
ainda exercer suas funcdes, ndo ocasionando mudancas no fendtipo foliar das plantas
transgénicas.

O presente trabalho apresenta vantagens para o melhoramento de Citrus, pois 0s
resultados do fendtipo em fruto da superexpressdo do gene LCY-b de Citrus havia sido
relatado apenas em tomate (GUO et al., 2012), sendo portanto, um estudo de expressao
heter6loga. Problemas com expressdo heteréloga foram brevemente discutidos no Capitulo 2
e tratando-se do gene LCY-b, clonado de Erwinia herbicola, e expresso em tomateiro, essa
alteracdo nédo proporcionou mudancgas no perfil de carotenoides dos frutos (APEL; BOCK,
2009).

O fruto de laranjeira ‘x11° superexpressando LCY-b1 avaliado nesta etapa do trabalho
foi proveniente do evento #6 que apresentou 11 cOpias do transgene inseridas no genoma e
expressdo génica cerca de 1,4 vezes superior em relacdo ao controle. Outros eventos
transformados com a mesma construcdo génica apresentaram valores mais altos de
acumulacdo de transcritos, com cerca de 5 vezes mais transcritos que o controle. Desta
maneira espera-se que o efeito da mudanca no perfil de carotenoides das plantas com maior
acumulo de transcritos de LCY-b1 seja mais nitido, melhorando nutricionalmente ainda mais
os frutos de laranjeira.

O melhoramento nutricional obtido nesta planta de laranjeira ‘x11° com a

superexpressdo do gene LCY-b é de grande relevancia, pois pela primeira vez foi constatado
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que a qualidade nutricional pode ser melhorada em frutos e consequentemente no suco de
laranja, que estéo entre 0s mais consumidos no mundo (FAQO, 2014).

3.6. Conclusbtes

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos executados nesta tese, foi

possivel concluir que:

1-) As eficiéncias de regeneracdo e de transformacdo obtidas neste trabalho foram
gendtipo-dependentes, sendo mais eficazes para a variedade SM quando comparadas as da

laranjeira ‘x11°.

2-) Com os métodos utilizados neste trabalho foi possivel obter em média 10 plantas
de laranjeira ‘x11’ ou SM, transformadas para a superexpressdo dos genes PDS, LCY-bl e
HYb e para o silenciamento dos genes CRTISO e HYb.

3-) O método de gPCR para quantificacdo do nimero de copias do transgene inseridos
no genoma das plantas transformadas geneticamente pode ser considerado como rapido e de
facil uso.

4-) Nao foi possivel observar correlacdo entre acimulo de transcritos do gene-alvo e o
namero de cépias do transgene inseridos em cada planta geneticamente transformada nas

diversas construcdes génicas utilizadas.

5-) A laranjeira ‘x11’ é uma variedade que produz plantas com florescimento precoce,
mesmo apos a cultura de tecidos juvenis e, por este motivo, pode ser usada de forma eficiente

para estudos de genémica funcional.

6-) No fruto proveniente de laranjeira ‘x11° transformada para superexpressdo de
LCY-b1, a superexpressdo deste gene ocasionou aumento dos carotenoides do lado 3 da via,

além do aumento dos carotenoides totais.
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APENDICE A - Programacdo utilizada para a amplificacdo dos genes completos ou
fragmentos de genes utilizados na confecgdo das construgdes génicas ou
na confirmag¢dao da transgenia das plantas de laranjeiras ‘x11° ¢ SM
transformadas geneticamente. A termociclagem para cada gene ou
fragmento de gene foi obtida através do software Mutation Discovery
(http://mutationdiscovery.com/md/MD.com/home_page.jsp)

CRTISO (Fragmento - 603 pb) HYb (gene completo — 936 pb)

95,0°C 2 min 95,0°C 2 min
95,0°C 30 seg 95,0°C 30 seg
60,5°C 30seg [ 29X 58, (decrescendo 0,5°C a 14 x
cada  ciclo - 30 seq)
72,0°C 70 seg 72,0°C 100 seg
72,0°C 5 min 95,0°C 30 seg
51,4°C 30 seg 19 x
4,0°C
72,0°C 100 seg
72,0°C 5 min
4,0°C
HYb (fragmento — 299 pb) LCY-b2 (gene complete — 1512 pb)
95,0°C 2 min 95,0°C 2 min
95,0°C 30 seg 95,0°C 30 seg

(decrescendo 0,5°C a (decrescendo 0,5°C a
C €

59,1° cada  ciclo - 30 sea) 14x > cada  ciclo - 30 sea) 14x
72,0°C 30 seg 72,0°C 160 seg

95,0°C 30 seg 95,0°C 30 seg

52,1°C 30 seg 19 x 51,8°C 30 seg 19 x

72,0°C 30 seg 72,0°C 160 seg

72,0°C 5 min 72,0°C 5 min

4,0°C 4,0°C
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LCY-b2 (fragmento — 302 pb) nptll (RT-gPCR e gPCR)(fragmento — 105 e 117 pb)
95,0°C 2 min 95,0°C 15 min
95,0°C 30 seg 94,0°C 15 seg

(decrescendo 0,5°C a

58,8°C cada ciclo - 30 seq)

14 x 60,0°C 30 seg 35X
72,0°C 40 seg 72,0°C 30 seg

95,0°C 30 seg

51,8°C 30 seg 19 x

72,0°C 40 seg

72,0°C 5 min

4,0°C
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APENDICE B — Alinhamento das sequéncias dos genes buscadas no banco COMPBIO ou
ncbi as sequéncias dos clones provenientes das reacdes de sequenciamento
que foram utilizadas nas construgdes génicas. O clone sublinhado foi usado
na confeccdo das construcdes génicas

1- CRTISO (TC19375) — Fragmento do gene

CRTISO (TC19375) I TGGGTGTTAAAGCTGAGGTTCTGCCACCTGACACAGATTGCCACCATTTTGTGCTTGAG
CRTISO-clone3 R IR TGGGTGTTAAAGCTGAGGTTCTGCCACCTGACACAGATTGCCACCATTTTGTGCTTGAG
CRTISO-clonel F 1 BCCATTTTGTGCTTGAG]
CRTISO-clone2 F 1
CRTISO-clone3 F 1
CRTISOclone2 R A TGGGTGTTAAAGCTGAGGTTCTGCCACCTGACACAGATTGCCACCATTTTGTGCTTGAG

CRTISO-clonel R I TGGGTGTTAAAGCTGAGGTTCTGCCACCTGACACAGATTGCCACCATTTTGTGCTTGAG

CRTISO(TC19375) 61 AGGAGCCTTATGGAAGTATATTTTTAAGCATTCCAACAGT]
CRTISO-clone3 R [FMCATGACTGGARGACAGACTGGAGGAGCCTTATGGAAGTATATTTTTAAGCATTCCAACAGT
CRTISO-clonel F EVANGATGACTGGARGCAGACTGGAGGAGCCTTATGGAAGTATATTTTTAAGCATTCCAACAGT
CRTISO-clone2 F BN GCATGACTGGARGCAGACTGGAGGAGCCTTATGGAAGTATATTTTTAAGCATTCCAACAGT
CRTISO-clone3 F EMRGATGACTGGAGACAGACTGGAGGAGCCTTATGGAAGTATATTTTTAAGCATTCCAACAGT
CRTISOclone2 R [FMCATGACTGGARGCAGACTGGAGGAGCCTTATGGAAGTATATTTTTAAGCATTCCAACAGT
CRTISO-clonel R [(FWMCATCGACTGGARGCAGACTGGAGGAGCCTTATGGAAGTATATTTTTAAGCATTCCAACAGT

CRTISO(TC19375) TCTTGATTCATCTTTGGCTCCAGAGGGGCAACATATTCTTCACATATTTACAATTTGTTC
CRTISO-clone3 R TCTTGATTCATCTTTGGCTCCAGAGGGGCAACATATTCTTCACATATTTACAATTTGTTC
CRTISO-clonel F TCTTGATTCATCTTTGGCTCCAGAGGGGCAACATATTCTTCACATATTTACAATTTGTTC
CRTISO-clone2 F TCTTGATTCATCTTTGGCTCCAGAGGGGCAACATATTCTTCACATATTTACAATTTGTTC
CRTISO-clone3 F TCTTGATTCATCTTTGGCTCCAGAGGGGCAACATATTCTTCACATATTTACAATTTGTTC
CRTISOclone2 R TCTTGATTCATCTTTGGCTCCAGAGGGGCAACATATTCTTCACATATTTACAATTTGTTC
CRTISO-clonel R TCTTGATTCATCTTTGGCTCCAGAGGGGCAACATATTCTTCACATATTTACAATTTGTTC

CRTISO(TC19375) 180 [erNyXe)NeleyNouielelerNelelerNouyelelouiernv.v:v\elerXouv:uerNe/en:v:VNen:v:Nele)Nelounielelels
(S1VRS{OL A Re) SIS NN R IVl C A TAGAGGACTGGGAGGGACTGGCTCAAAAGGACTATGATGCAAAGAAGGAGCTTGTGGC
(S1VNS{OL e Kol o (SHINS NNV C A TAGAGGACTGGGAGGGACTGGCTCAAAAGGACTATGATGCAAAGAAGGAGCTTGTGGC
CRTISO-clone2 F 150 [enuyNerteleNouyelelerNelelerNoielelonierV V.V NelerNouv.uierVielor.v.vXer V:\elerNe/olnieuyelele
CRTISO-clone3 F 149 [oAyNeNeONoelclerNelelerNohielesifonv:v:vNelerNouv:uieruielonvverv ey Neouuyeifelelv
CRTISOclone2 R IR0 C A TAGAGGACTGGGAGGGACTGGCTCAAAAGGACTATGATGCAAAGAAGGAGCTTGTGGC
(G1VRS{OL e Nel s ISHIN SN R IO C A TAGAGGACTGGGAGGGACTGGCTCAAAAGGACTATGATGCAAAGAAGGAGCTTGTGGC

CRTISO(TC19375) 240 INerNuerv:vv:vNionv:uyXerNeielerNenvNenv.vXsuieaugisloyie/elcloumy:vver:v:Nie:v:-uRe(e
(S1VRS{OL A Re) SISV U "\ GAT GAAATAATCAATAGACTGGAGAACAAACTGTTTCCTGGGCTTAAACAATCAATTGC
(G12U R RS{OLteh NI LW ER VAN \ GATGAAATAATCAATAGACTGGAGAACAAACTGTTTCCTGGGCTTAAACAATCAATTGC
(GRS {OLte NI VRV \ GATGAAATAATCAATAGACTGGAGAACAAACTGTTTCCTGGGCTTAAACAATCAATTGC
(G1VNS{OLIeARel SN VAV " AT GAAATAATCAATAGACTGGAGAACAAACTGTTTCCTGGGCTTAAACAATCAATTGC
CRTISOclone2 R VRO " CATGAAATAATCAATAGACTGGAGAACAAACTGTTTCCTGGGCTTAAACAATCAATTGC
(S1VRS{OL e Nel s (SHIN SNV "\ GAT GAAATAATCAATAGACTGGAGAACAAACTGTTTCCTGGGCTTAAACAATCAATTGC

CRTISO(TC19375) 300 juugyxXelelerNenugieclcaiorNeonv:vNerNo:e:Nclslelclolelcuv:uisuv:Ne/sufeleloleruierNele/eiyNe
(S1VRS{OL ANl SIS NIV T T T TAGGGAGATTGGGTCACCAAAGACACACCGGCGGTATCTAGCTCGCGATCAGGGTAC
CRTISO-clonel F 272 jusuyXeleleNerugyelelcuiortelorv.vierXoyNorNe{olc/clelelenr:Vioiy eloiyeleloleruierNeleleay:Ne
(G NS{OL e Ro) SISV AN VANV T T T T AGGGAGATTGGGTCACCAAAGACACACCGGCGGTATCTAGCTCGCGATCAGGGTAC
(G1VRS{OL ANl SN VA T T T TAGGGAGATTGGGTCACCAAAGACACACCGGCGGTATCTAGCTCGCGATCAGGGTAC
CRTISOclone2 R EIJO T TTTAGGGAGATTGGGTCACCAAAGACACACCGGCGGTATCTAGCTCGCGATCAGGGTAC
CRTISO-clonel R 300 pyygyXeleleNervigieleleyyerNeerv.v\erXoyNoyNeolclclelelepy:Viely NeloyelcloeruierNeleleyy-Ne

CRTISO(TC19375) 360 [cuv:Nielelclslonv:uielslsiysiciye/erverNele{or:v-Ncle/clouniyesiyelee cruNeleor:Viigiv:V:\e7:\e):V:Xe
(G12U R RS{OLteR NI LY I SUNCI O C TAT GGGCCAATGCCTCGTGGAACACCCAAGGGCTTGTTGGGAATGCCATTTAACACAAC
(G1UNS{OL e Ko} JIHIN NCICAN C T AT GGGCCAATGCCTCGTGGAACACCCAAGGGCTTGTTGGGAATGCCATTTAACACAAC
(G1VRS{OL e Kol oSN STV C TAT GGGCCAATGCCTCGTGGAACACCCAAGGGCTTGTTGGGAATGCCATTTAACACAAC
(G1VRS{OLIeANe) SN ISP C TAT GGGCCAATGCCTCGTGGAACACCCAAGGGCTTGTTGGGAATGCCATTTAACACAAC
CRTISOclone2 R EIJUC TATGGGCCAATGCCTCGTGGAACACCCAAGGGCTTGTTGGGAATGCCATTTAACACAAC
(O12U R RS{OLteR NI LWIIN ST C TATGGGCCAATGCCTCGTGGAACACCCAAGGGCTTGTTGGGAATGCCATTTAACACAAC

CRTISO(TC19375) YNV GGGATAAATGGTCTTTACTGTGTTGGAGATAGCTGCTTTCCAGGACAAGGTGTAATAGC
CRTISO-clone3 R 420 elelexupvvNijelciyoiyyveijeifeuuielerNer uy:eloifelongjelorNelerNor.v.eleiyeuv.v.uy:Nele
CRTISO-clonel F 392 p\clelenupvvieleijoyyyyXeiieifeyyielerNeyuy:XeoufelopggielerNe(erNey.v.\eleheyy.v.uy:Xele
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CRTISO-clone2 F
CRTISO-clone3 F
CRTISOclone2 R
CRTISO-clonel R

CRTISO(TC19375)
CRTISO-clone3 R
CRTISO-clonel F
CRTISO-clone2 F
CRTISO-clone3 F
CRTISOclone2 R
CRTISO-clonel R

CRTISO (TC19375)
CRTISO-clone3 R
CRTISO-clonel F
CRTISO-clone2 F
CRTISO-clone3 F
CRTISOclone2 R

CRTISO-clonel R

CRTISO(TC19375)
CRTISO-clone3 R
CRTISO-clonel F
CRTISO-clone2 F
CRTISO-clone3 F
CRTISOclone2 R
CRTISO-clonel R

2-

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3d F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

390
389
420
420

480
480
452
450
449
480
480

540
540
512
510
509
540
540

600
600
572
570
569

AGGGATAAATGGTCTTTACTGTGTTGGAGATAGCTGCTTTCCAGGACAAGGTGTAATAGC
IAGGGATAAATGGTCTTTACTGTGTTGGAGATAGCTGCTTTCCAGGACAAGGTGTAATAGC
AGGGATAAATGGTCTTTACTGTGTTGGAGATAGCTGCTTTCCAGGACAAGGTGTAATAGC

AGGGATAAATGGTCTTTACTGTGTTGGAGATAGCTGCTTTCCAGGACAAGGTGTAATAGC

TGTTGCTTTTTCTGGAGTAATGTGCGCTCATCGAGTAGCTGCTGATATTGGGCTT

TGTTGCTTTTTCTGGAGTAATGTGCGCTCATCGAGTAGCTGCTGATATTGGGCTTGAGAA
TGTTGCTTTTTCTGGAGTAATGTGCGCTCATCGAGTAGCTGCTGATATTGGGCTTGAGAA
TGTTGCTTTTTCTGGAGTAATGTGCGCTCATCGAGTAGCTGCTGATATTGGGCTTGAGAA
TGTTGCTTTTTCTGGAGTAATGTGCGCTCATCGAGTAGCTGCTGATATTGGGCTTGAGAA
TGTTGCTTTTTCTGGAGTAATGTGCGCTCATCGAGTAGCTGCTGATATTGGGCTTGAGAA
TGTTGCTTTTTCTGGAGTAATGTGCGCTCATCGAGTAGCTGCTGATATTGGGCTTGAGAA

GAAGTCCCCAGTACTGGATGCTGGTCTCCTTCGATTACTTGCTTGGTTAAGGAGTATGGC
GAAGTCCCCAGTACTGGATGCTGGTCTCCTTCGATTACTTGCTTGGTTAAGGAGTATGGC
GAAGTCCCCAGTACTGGATGCTGGTCTCCTTCGATTACTTGCTTGGTTAAGGAGTATGGC
GAAGTCCCCAGTACTGGATGCTGGTCTCCTTCGATTACTTGCTTGGTTAAGGAGTATGGC
GAAGTCCCCAGTACTGGATGCTGGTCTCCTTCGATTACTTGCTTGGTTAAGGAGTINEGGH]
GAAG T CCCCAG T AC T bbbt b
GAAGTCCCCAGTACTGGAT

LCY-b2 (FJ516403) - Gene Completo

ATGGCAACTCTTCTTAGCCCGTTTTCTCCTTCTCCTTTAGCTAAAGTTTCGCAAATAATT)
ATGGCAACTCTTCTTAGCCCGTTTTCTCCTTCTCCTTTAGCTAAAGTTTCGCAAATAATT
ATGGCAACTCTTCTTAGCCCGTTTTCTCCTTCTCCTTTAGCTAAAGTTTCGCAAATAATT

ATGGCAACTCTTCTTAGCCCGTTTTCTCCTTCTCCTTTAGCTAAAGTTTCGCAAATAATT)

61

121
121
121
121

1

241
241
241
241

GATTCAACATCATCACOTTCATTTTCEMCTATTTCCATTAGGCCGCCAAAATGCATGTTCA
GATTCAACATCATCACOTTCATTTTCEMCTATTTCCATTAGGCCGCCAAAATGCATGTTCA
GATTCAACATCATCACIATTCATTTTCCTATTTCCATTAGGCCGCCAAAATGCATGTTCA
GATTCAACATCATCACINTTCATTTTCCTATTTCCATTAGGCCGCCAAAATGCATGTTCA

AGAAAGGCGGATCATCATCATCATCACAGGATCCGGACAAGCAAGTTTGGTAACTTCCTA
AGAAAGGCGGATCATCATCATCATCACAGGATCCGGACAAGCAAGTTTGGTAACTTCCTA
AGAAAGGCGGATCATCATCATCATCACAGGATCCGGACAAGCAAGTTTGGTAACTTCCTA
[AGAAAGGCGGATCATCATCATCATCACAGGATCCGGACAAGCAAGTTTGGTAACTTCCTA

GAGTTGACACCGGAGTCGGHWACCTGAATTCTTAGRCTTTGATCTCCCCTGGTTTCATCCG
GAGTTGACACCGGAGTCGGIACCTGAATTCTTAGRCTTTGATCTCCCCTGGTTTCATCCG
GAGTTGACACCGGAGTCGGIACCTGAATTCTTAGICTTTGATCTCCCCTGGTTTCATCCG

GAGTTGACACCGGAGTCGGIRACCTGAATTCTTAGICTTTGATCTCCCCTGGTTTCATCCG

GATATGACGTGATCAT
GATATGACGTGATCAT

TGGACCIGCCGGCCTCCGTCTA

C C
CATTGG TGGACC



LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F

301
301
301
301

1

718
718
708
711
100

98
109

778
774
761
763

GCTGAGCAAGTCTCATCGCGTCATAGTEGTCAAGGTATGTTGTGTTGATCCTTCACCTCTT
GCTGAGCAAGTCTCATCGCGTCATAGTETCAAGGTATGTTGTGTTGATCCTTCACCTCTT]
GCTGAGCAAGTCTCATCGCGTCATEGGTATCAAGGTATGTTGTGTTGATCCTTCACCTCTT]

GCTGAGCAAGTCTCATCGCGTCATEGTATCAAGGTATGTTGTGTTGATCCTTCACCTCTT

TCTACGTGGCCTAACAACTATGGAGTTTGGGTTGATGAGTTTGAAGACATAGGACTTETA
TCTACGTGGCCTAACAACTATGGAGTTTGGGTTGATGAGTTTGAAGACATAGGACTTETA
TCTACGTGGCCTAACAACTATGGAGTTTGGGTTGATGAGTTTGAAGACATAGGACTTATA
TCTACGTGGCCTAACAACTATGGAGTTTGGGTTGATGAGTTTGAAGACATAGGACTTATA|

GACTGTTTGGACAAAACTTGGCCGATGACTTGTGTTTTTATTAATGATCACAAGACCAAG
GACTGTTTGGACAAAACTTGGCCGATGACTTGTGTTTTTATTAATGATCACAAGACCAAG
GACTGTTTGGACAAAACTTGGCCGATGACTTGTGTTTTTATTAATGATCACAAGACCAAG
GACTGTTTGGACAAAACTTGGCCGATGACTTGTGTTTTTATTAATGATCACAAGACCAAG

TATCTAGACAGGCECTACGGTCGTGTTAGTAGAAATATTTTGAAGACAAAGTTATTAGAG
TATCTAGACAGGCHCTACGGTCGTGTTAGTAGAAATATTTTGAAGACAAAGTTATTAGAG
TATCTAGACAGGC®CTACGGTCGTGTTAGTAGAAATATTTTGAAGACAAAGTTATTAGAG
TATCTAGACAGGC®CTACGGTCGTGTTAGTAGAAATATTTTGAAGACAAAGTTATTAGAG

AATTGTGTTT@AAATGERSEGT TAAGTTTCATAAGGCTAAAGTTTGGCAGMGTGAATCATCA
AATTGTGTTT@AAATGOGGT TAAGTTTCATAAGMGCTAAAGTTTGGCAGGTGAATCATCA

GAGTTCGAGTCTTCGATTGTTTGTGATGATGGGAATGAGATTAAGGCREITAGCTTGATT
€CAGTTCGAGTCTTCGATTGTTTGTGATGATGGGAATGAGAT TAASGCRRTAGCTTGATT,
B GAGTTCGAGTCTTCGATTGT TRGTGATGATGCEAATGAGAT T ARSCCRRTAGCTTGATE
IVGAGTTCGAGTCTTCGATTGTTTGTGATGATGIABATCAGATHAERCCRETAGCTTGAT
TRCg TGARGGAATGEEATTAAGGCOMNAAGCTTGATT

ETTCE GA

TARCIAACTGCTCATGGAT TiRRAGCTGARGEMGAGAGTCACCCGT TEGA T Ti@ A B ARA
A ACTGCTCATGGAT TiaA GCTGAGGTRGARAGTCACCERT T@CA T
GAGEAGIIACCGTTTGATTTAG

ATGGTTCTCATGEGATTGGAGAGATH
TCATGEAATTGGAGAGASHN
CTCATCud? TGGAAAGATHE

ARNINGT)
(ONIGTTCTCAT Gl TGGAGAGATHE

131



132

LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3_ R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

LCY-b2 (FJ51640

LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

158
153
162

837
831
809
812
215
210
218

274
268
276

AACTTTTC]
AACTETEC
CTTT@CRTIT

TATRTGCEATAECATTTCRTTCAANE
cgrTTC

e TGCn TREGERATCA
CR®ATGCCATRRGER
TGATTCAAATTTGGTATTT

TCTATGCAATGCCATTTGATTCAAATTTGGTATTT)
TCTATGCAATGCCATTTGATTCAAATTTGGTATTT)

cﬁimﬂ

TINT

CAATTHGAAGCTCCCCAACTTTTCCTCTATGCAATGCCAT
CAATTTGAAGCTCCC]
CAATTTGAAGCTCCC]

953 ¢

333
328
334

GAATGGCAGCGAGGETTAAGGCATATGGGAATTAGAGTTAAAAGAGTGATTGAAGATGAA
GAATGGCAGCGAGGETTAAGGCATATGGGAATTAGAGTTAAAAGAGTGATTGAAGATGAA
GAATGGCAGCGAGGETTAAGGCATATGGGAATTAGAGTTAAAAGAGTGATTGAAGATGAA

NN\ N ATGTTTGATTCCAATGGGAGGTCCTCTGCCTGTGATCCCACAAAGTGTGATGGCTATT]

393
388
394

AAATGTTTGATTCCAATGGGAGGTCCTCTGCCTGTGATCCCECAAAGTGTGATGGCTATT)
AAATGTTTGATTCCAATGGGAGGTCCTCTGCCTGTGATCCCEGCAAAGTGTGATGGCTATT)

AAATGTTTGATTCCAATGGGAGGTCCTCTGCCTGTGATCCCACAAAGTGTGATGGCTATT]

IOV GGCEGCACGTCTGGTTTAATCCATCCT@CAACTGGGTATATGGTGGCTCGGACCATGGCT]

CTGGCCCCTGCTTGGCTGATGCAATAGCTGAGTGCCTTGGCTCAACCAGGATGATCAGA
CTGGCCCCTGCETTGGCTGATGCAATAGCTGABGTGCCTTGGCTCAACCAGGATGATCAGA
CTGGCCCCTGCE@TTGGCTGATGCAATAGCTGARTGCCTTGGCTCAACCAGGATGATCAGA

1192

573
568
574

1252

633
628
634

GGCAGGCCACTTCATCAGAAAGTGTGGAATGGGTTGTGGCCAATTGACAGAAGATECAAT

GGCAGGCCACTTCATCAGAAAGTGTGGAATGGGTTGTGGCCAATTGACAGAAGATECAAT]
GGCAGGCCACTTCATCAGAAAGTGTGGAATGGGTTGTGGCCAATTGACAGAAGATACAAT
GGCAGGCCACTTCATCAGAAAGTGTGGAATGGGTTGTGGCCAATTGACAGAAGATECAAT

AGGGAGTTTTATTCATTTGGTATGGAGACTTTGTTGAAGCTGGATTTGAAGGGGACTA
GAGTTTTATTCATTTGGTATGGAGACTTTGTTGAAGCTGGATTTGAAGGGGACTA
AGGGAGTTTTATTCATTTGGTATGGAGACTTTGTTGAAGCTGGATTTGAAGGGGACTAGG




LCY-b2 (FJ516403)1312

LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

693
688
694

LCY-b2 (FJ516403)1372

LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

753
748
754

LCY-b2 (FJ516403) 1432

LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

813
808
814

LCY-b2 (FJ516403) 1492

LCY-b2-clone3 F
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 F
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone3 R

873
868
874

AGATTCTTTGATGCTTTCTTTGATTTGAATCCTIACTACTGGCATGGGTTTCTGTCCTCA

AGATTCTTTGATGCTTTCTTTGATTTGAATCCT@®ACTACTGGCATGGGTTTCTGTCCTCA
AGATTCTTTGATGCTTTCTTTGATTTGAATCCT@®ACTACTGGCATGGGTTTCTGTCCTCA
AGATTCTTTGATGCTTTCTTTGATTTGAATCCTIACTACTGGCATGGGTTTCTGTCCTCA|

AGGTTGTCTCTTGCAGAGCTTGCTGGCCTAAGCTTGTCTCTCTTTGGACACGCCTCGAAT)

AGGTTGTCTCTTGCAGAGCTTGCTGGCCTAAGCTTGTCTCTCTTTGGACACGCCTCGAAT]
AGGTTGTCTCTTGCAGAGCTTGCTGGCCTAAGCTTGTCTCTCTTTGGACACGCCTCGAAT)
AGGTTGTCTCTTGCAGAGCTTGCTGGCCTAAGCTTGTCTCTCTTTGGACACGCCTCGAAT)

TCTTCCAGGTTE@GATATTGTTACCAAGTGCCCTE]TTCCTCTGGTTAAAATGATGGGGAAT

TCTTCCAGGTTWGATATTGTTACCAAGTGCCCTO®TTCCTCTGGTTAAAATGATGGGGAAT
TCTTCCAGGTTWGATATTGTTACCAAGTGCCCTO®TTCCTCTGGTTAAAATGATGGGGAAT
TCTTCCAGGTTI@GATATTGTTACCAAGTGCCCTE®TTCCTCTGGTTAAAATGATGGGGAAT)

CTTGCCCTTGAAACCATTHGA

CTTGCCCTTGAAACCATT
CTTGCCCTTGAAACCATTEAA
CTTGCCCTTGAAACCATTEAA

3- LCY-b2 (FJ516403) - Fragmento do gene

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone2 F

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone2 F

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone2 F

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone2 F

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clonel R
LCY-b2-clonel F
LCY-b2-clone2 R
LCY-b2-clone2 F

LCY-b2 (FJ516403)
LCY-b2-clonel R

AAGTGTGGAATGGGTTGTGGCCAATTGACAGAAGATGCAATAGGGAGTTTTATTCATTTG

CAATTGACAGAAGATGCAATAGGGAGTTTTATTCATTTG
AATTGACHGAREATGCAATAGGGAGTTTTATTCATTTG
AATTGACAGAAGATGCAATAGGGAGTTTTATTCATTTG

RS TAGGGAGTTTTATTCATTTG

GTATGGAGACTTTGTTGAAGCTGGATTTGAAGGGGACTAGGAGATTCTTTGATGCTTTCT
GTATGGAGACTTTGTTGAAGCTGGATTTGAAGGGGACTAGGAGATTETTTGATGCTTTCT
GTATGGAEACTTTGTTGAAGETGGATTTGAAGGGGACTAGGAGATTCTTTGATGCTTTCT
GTATGGAGACTTTGTTGAAGCTGGATTTGAAGGGGACTAGGAGATTCTTTGATGCTTTCT

121
121
121
121

95

181
181
181
181
155

241
241
241
241
215

301
301

ARACTTTGTTGAABICTGGATTTGAAGGGGACTAGGARATTCTTTGATGCTTTCT|

TTGATTTGAATCCTTACTACTGGCATGGGTTTCTGTCCTCAAGGTTGTCTCTTGCAGAGC
TTGATTTGAATCCTTACTACTGGCATGGGTTTCTGTCCTCAAGGTTGTCTCTTGCAGAGC
TTGATTTGAATCCTTACTACTGGCATGGGTTTCTGTCCTCAAGGTTGTCTCTTGCAEAGC
TTGATTTGAATCCTTACTACTGGCATGGGTTTCTGTCCTCAAGGTTGTCTCTTGCAGAGC
TTGATTTGAATCCTTACTACTGGCATGGGTTTCTGTCCTCAAGGTTGTCTCTTGCAIRAGC

TTGCTGGCCTAAGCTTGTCTCTCTTTGGACACGCCTCGAATTCTTCCAGGTTGGATATTG
TTGCTGGCCTAAGCTTGTCTCTCTTTGGACACGCCTCGAATTCTTCCAGGTTGGATATTG
TTGCTGGCCTAAGCTTGTCTCTCTTTGGACACGCCTCGAATTCTTCCAGGTTGGATATTG
TTGCTGGCCTAAGCTTGTCTCTCTTTGGACACGCCTCGAATTCTTCCAGGTTGGATATTG
TTGCTGGCCTAAGCTTGTCTCTCTTTGGACACECCTCGAATTCTTCCAGGTTGGATATTG

TTACCAAGTGCCCTGTTCCTCTGGTTAAAATGATGGGGAATCTTGCCCTTGAAACCATTT
TTACCAAGTGCCCTGTTCCTCTGGTTAAAATGATGGGGAATCTTGCCCHTGARACCATTT
TTACCAAGTGCCCTGTTCCTCTGGTTAAAATGATGGGGAATCTTGCCCTTGARACCATTT]
TTACCAAGTGCCCTGTRCC TR T A TR A N T A R

TTACCAAGTGCCCTGTTCCTCTGGTTAAAATGATGGCRAATCTTGCCCTTGAAACCATTT]

133



134

LCY-b2-clonel F
LCY-b2-cloneZ2 R
LCY-b2-clone2 F

4-

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-cloneZ R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-cloneZ2 R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

39
31
30
39
61

96
83
86
96
115

156
142
146
156
175

216
202
206
216
235

276
262
266
276
295

336
322
326
336
355

396
382
386
396
415

456
442
446
456
475

516
502
506
516
535

275

301 [

GA

HYb (DQ228870.1) - Gene Completo

Ti€GC OATAGTRCCIEGAAGHECCi
CAGLNWWWAE[EIClefe T(exnVele T(¢fe - —

—————————————— NG Gt CGG T CGEeR\CTATINGIEl® OATAGTRECCOGAAGHECClt
TGATACCAAATAAGC Y TCiole/-Y§eie T CGRWNNGECG T T[®GINC TEINGGEOG GE§C CleraN

S T TSl T C TR C Al A ANRCTTCAAC
TCACAACAAAACTTCAAC

TCCCCTTTTTGCCCCTCTCGGTACCCACCGCGGCTTCTTTAATGGCAAAAACCGAAGAAA
TCCCCTTTTHGCCCCTCTCGGTACCCZ—\CCGCGGCTTCTTTAATGGCAAAAACCGAAGAAA
TCCCCTTTTTGCCCCTCTCGGTACCCACCGCGGCTTCTTTAATGGCAAAAACCGAAGAAA
TCCCCTTTTTGCCCCTCTCGGTACCCACCGCGGCTTCTTTAATGGCAAAAACCGAAEAAA
TCCCCTTTTTGCCCCTCTCGGTACCCACCGCGGCTTCTTTAATGGCAAAAACCGAAGAAA

ACTCAACTCTTTCACCGTATGTTTTGTTTTAGAGGAGAAAAAACAAAGCACCCAGATCGA
ACTCAACTCTTTCACCGTATGTTTTGTTTTAGAGGAGAAAAAACAAAGCACCCAGATCGA
ACTCAACTCTTTCACCGTATGTTTTGTTTTAGAGGAGAAAAAACAAAGCACCCAGATCGA
ACTCAACTCTTTCACCGTATGTTTTGTTTTAGAGGAGAAAAAACAAAGCACCCAGATCGA
ACTCAACTCTTTCACCGTATGTTTTGTTTTAGAGGAGAAAAAACAAAGCACCCAGATCGA

GACTTTCACGGACGAGGAGGAGGAGGAGTCGGGTACCCAGATCTCGACTGCTGCCCGCGT
GACTTTCACGGACGAGGAGGAGGAGGAGTCGGGTACCCAGATCTCGACTGCTGCCCGCGT
GACTTTCACGGACGAGGAGGAGGAGGAGTCGGGTACCCAGATCTCGACTGCTGCCCGCGT
GACTTTCACGGACGAGGAGGAGGAGGAGTCGGGTACCCAGATCTCGACTGCTGCCCGCGT
GACTTTCACGGACGAGGAGGAGGAGGAGTCGGGTACCCAGATCTCGACTGCTGCCCGCGT

GGCCGAGAAATTGGCGAGAAAGAGATCCGAGAGGTTCACTTATCTCGTTGCTGCCGTCAT
GGCCGAGAAATEGGCGAGAAAGAGATCCGAGAGGTTCACTTATCTCGTTGCTGCCGTCAT
GGCCGAGAAATTGGCGAGAAAGAGATCCGAGAGGTTCACTTATCTCGTTGCTGCCGTCAT
GGCCEAHAAATTGGCGAGAAAGAGATCCGAGAGGTTCACTTATCTCGTTGCTGCCGTCAT
GGCCGAGAAATTGGCGAGAAAGAGATCCGAGAGGTTCACTTATCTCGTTGCTGCCGTCAT

GTCTAGTTTTGGTATCACTTCCATGGCTGTCATGGCTGTTTATTACAGGTTCTGGTGGCA
GTCTAGTTTTGGTATCACTTCCATGGCTGTCATGGCTGTTTATTACAGGTTCTGGTGGCA
GTCTAGTTTTGGTATCACTTCCATGGCTGTCATGGCTGTTTATTACAGGTTCTGGTGGCA
GTCTAGTTTTGGTATCACTTCCATGGCTGTCATGGCTGTTTATTACAGGTTCTGGTGGCA
GTCTAGTTTTGGTATCACTTCCATGGCTGTCATGGCTGTTTATTACAGGTTCTGGTGGCA

AATGGAGGGTGGAGAGGTGCCTTTAGCTGAAATGTTTGGCACATTTGCTCTCTCTGTTGG
AATGGAGGGTGGAGAGGTGCCTTTAGCTGAAATGTTTGGCACATTTGCTCTCTCTGTTGG
AATGGAGGGTGGAGAGGTGCCTTTAGCTGAAATGTTTGGCACATTTGCTCTCTCTGTTGG
AATGGAGGGTGGA@AGGTGCCTTTAGCTGAAAEGTTTGGCACATTTGCTCTCTCTGTTGG
IAATGGAGGGTGGAGAGGTGCCTTTAGCTGAAATGTTTGGCACATTTGCTCTCTCTGTTGG]

TGCTGCTGTGGGCATGGAGTTTTGGGCACGATGGGCTCATAAAGCTCTGTGGCATGCTTC
TGCTGCTGTGGGCATGGAGTTTTGGGCACGATGGGETCATAAAGCTCTGTGGCATGCTTC
TGCTGCTGTGGGCATGGAGTTTTGGGCACGATGGGCTCATAAAGCTCTGTGGCATGCTTC
TGCTGCTGTGGGCATGGAGTTTTGGGCACGATGGGCTCATAAAGCTCTGTGGCATGCTTC
TGCTGCTGTGGGCATGGAGTTTTGGGCACGATGGGCTCATAAAGCTCTGTGGCATGCTTC

TTTATGGCATATGCACGAGTCTCACCATCGACCAAGAGAGGGTCCTTTTGAGCTAAACGA
TTTATGGCATATGCACGAGTCTCACCATCGACCAAGAGAGGGTCCTTTTGAGCTAAACGA
TTTATGGCATATGCACGAGTCTCACCATCGACCAAGAGAGGGTCCTTTTGAGCTAAACGA
TTTATGGCATATGCACGAGTCTCACCATCGACNMAAGAGAGGGTCCTTTTGAGCTAAACGA
TTTATGGCATATGCACGAGTCTCACCATCGACCAAGAGAGGGTCCTTTTGAGCTAAACGA




HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

HYB (DQ228870)
HYB-clonel R
HYB-clone2 F
HYB-clonel F
HYB-clone2 R

576
562
566
576
595

636
622
626
636
655

696
682
686
696
715

756
742
746
756
775

816
802
806
814
835

876
862
865
864
895

935
921
920

TGTGTTTGCCATAATCAACGCAGTTCCAGCCATAGCCCTTCTCTCTTTTGGCTTCTTCCA|
TGTGTTTGCCATAATCAACGCAGTTCCAGCCATAGCCCTTCTCTETTTTGGCTTETTCCA
TGTGTTTGCCATAATCAACGCAGTTCCAGCCATAGCCCTTCTCTCTTTTGGCTTCTTCCA|
TGTGTTTGCCATAATCAACGCAGTTCCAGCCATAGCCCTTCTCTCTTTTGGCTTCTTCCA
TGTGTTTGCCATAATCAACGCAGTTCCAGCCATAGCCCTTCTCTCTTTTGGCTTCTTCCA|

CAAAGGCCTTGTACCTGGTCTCTGTTTTGGTGCTGGACTTGGCATTACGGTGTTTGGGAT
CAAAGGCCTTGTACCTGGTCTCTGTTTTGGTGCTGGACTTGGCATTACGGTGTTTGGGAT
CAAAGGCCTTGTACCTGGTCTCTGTTTTGGTGCTGGACTTGGCATTACGGTGTTTGGGAT
CAAAGGCCTTGTACCTGGTCTCTGTTTTGGTGCTGGACTTGGCATTACGGTGTTTGGGAT
CAAAGGCCTTGTACCTGGTCTCTGTTTTGGTGCTGGACTTGGCATTACGGTGTTTGGGAT

GGCCTACATGTTCGTCCACGATGGTCTCGTTCACAAAAGGTTCCCTGTGGGTCCCATTGC
GGCCTACATGTTEGTCCMCGATGGTETEGTTCACAAAAGGTTCCCTGTGGGTCCCATTGC
GGCCTACATGTTCGTCCACGATGGTCTCGTTCACAAAAGGTTCCCTGTGGGTCCCATTGC
GGCCTACATGTTCGTCCACGATGGTCTCGTTCACAAAAGGTTCCCTGTGGGTCCCATTGC
GGCCTACATGTTCGTCCACGATGGTCTCGTTCACAAAAGGTTCCCTGTGGGTCCCATTGC

CGACGTGCCTTATTTCCGGAGAGTCGCTGCGGCTCACCAGCTTCACCACTCGGATAAATT
CGACGTGCCTTATTTCCGGAGAGTCGCTGCGGCTCACCAGCTTCACCACTCGGATAAATT
CGACGTGCCTTATTTCCGGAGAGTCGCTGCGGCTCACCAGCTTCACCACTCGGATAAATT
CGACGTGCCTTATTTCCGGAGAGTCGCTGCGGCTCACHAGCTTCACHACTCGGATAAATT
CGACGTGCCTTATTTCCGGAGAGTCGCTGCGGCTCACCAGCTTCACCACTCGGATAAATT

CCACGGTGTTCCATATGGGCTCTTTCTCGGACCTAAGGAGCTTGAAGAAGTGGGGGGACT
CCACGGTGTTCCATATGGGCTCTTTCTCGGACCTAAGGAGCTTGAAGAAGTGGGGGGRCT
CCACGGTGTTCCATATGGGCTCTTTCTCGGACCTAACHAGCTTCABRABHEGGGGGGACT]
CCACGGTGTTCCATATGCRCTCTTRCTCGGACRIRGAGC T/ A G GEGGGGACT
CCACGGTGTTCCATATGGGCTCTTTCTCGGACCTAAGGAGCTTGAAGAAGTGGGGGGACT

5- HYb (DQ228870.1) — Fragmento do gene

HYDb (DQ228870)
HYb-clonel R
HYb-clonel F
HYb-clone2 R
HYb-clone2 F

HYb (DQ228870)
HYb-clonel R
HYb-clonel F
HYb-clone2 R
HYb-clone2 F

HYb (DQ228870)
HYb-clonel R
HYb-clonel F
HYb-clone2 R
HYb-clone2 F

HYb (DQ228870)

57
57
57
57
39

117
117
117
117

98

177

CAAAAACCGAAGAAAACTCAACTCTTTCACCGTAT GG TTTTGTTTTAGAGGAGAAAA
CAAAAACCGAAGAAAACTCAACTCTTTCMCCGTAT————GTTTTGTTTTAGAGGAG‘“‘
CAAAAACCGAAEAAAACTCAACTCTTTCACCGTAT————GTTTTGTTTTAGAGGAGAAAA
CAAAAACCGAAGAAAACTCAACTCTTTCACCGTAT e GCTTTTGTTTTAGAGGAGAAAR|

Y T ENNG T TT TG T T T GAGGAGAAAA

[AACAAAGCACCCAGATCGAGACTTTCACGGACGAGGAGGAGGAGGAGTCGGGTACCCAGA
[AACAAAGCACCCAGATCGAGACTTTCACGGACGAGGAGGAGGAGGAGTCGGGTACCCAGA
[AACAAAGCACCCAGATCGAGACTTTCACGGACGAGGAGGAGGAGGAGTCGGGTACCCAGA
[AACAAAGCACCCAGATCGAGACTTTCACGGACGAGGAGGAGGAGGAGTCGGGTACCCAGA

CAAAGCACCCAGATCGAGACTTTCACGGACGAGGAGGAGGAGGAGTCGGGTACCCAGA]

TCTCGACTGCTGCCCGCGTGGCCGAGAAATTGGCGAGAAAGAGATCCGAGAGGTTCACTT
TCTCGACTGCTGCCCGCGTGGCCGAGAAATTGGCGAGAAAGAGATCCGAGAGGTTCACTT
TCTCGACTGCTGCCCGCGTGGCCGAEAAATTGGCGAGAAAGAGATCCGAGAGGTTCACTT
TCTCGACTGCTGCCCGCGTGGCCGAGAAATTGGCGAGAAAGAGATCCGAGAGGTTCACTT
TCTCGACTGCTGCCCGCGTGGCCGAGAAATTGGCGAGAAAGAGATCCGAGAGGTTCACTT

ATCTCGTTGCTGCCGTCATGTCTAGTTTTGGTATCACTTCCATGGCTGTCATGGCTGTTT

135



136

HYb-clonel R
HYb-clonel F
HYb-clone2 R
HYb-clone2 F

HYb (DQ228870)
HYb-clonel R
HYb-clonel F
HYb-cloneZ2 R
HYb-clone2 F

HYb (DQ228870)
HYb-clonel R
HYb-clonel F
HYb-clone2 R
HYb-clone2 F

177
177
177
158

237
237
237
237
218

297
297
297
294
278

ATCTCGTTGCTGCCGTCATGTCTAGTTTTGGTATCACTTCCATGGCTGTCATGGCTGTTT]
ATCTCGTTGCTGCCGTCATGTCTAGTTTTGGTATCACTTCCATGGCTGTCATGGCTGTTT]
ATCTCGTTGCTGCCGTCATGTCTAGTTTTGGTATCACTTCCATGGCTGTCATGGCTGTTT]

ATCTCGTTGCTGCCGTCATGTCTAGTTTTGGTATCACTTCCATGGCTGTCATGGCTGTTT]

ATTACAGGTTCTGGTGGCAAATGGAGGGTGGAGAGGTGCCTTTAGCTGAAATGTTTGGCA
ATTACAGGTTCTGGTGGCAAATGGAGGGTGGAGAGGTGCCTTTAGCTGAAATGTTTGGCA
ATTACAGGTTCTGGTGGCAAATGGAGGGTGGAGAGGTGCCTTTAGCTGAAATGTTTGGCA

ATTACAGGTTCTGGTGGCAAATGGAGGGTGGAGACRRGCC THmAGCRAA AER e THicE
ATTACAGGTTCTGGTGGCARATGGAGGGTGGAGAGGTGCCTTTAGCTGARATGTTTGGCA




