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RESUMO

SORIANO, L. Organogénese in vitro e transformacgéo genética de variedades de
tangerina (Citrus reticulata Blanco e Citrus clementina hort. ex Tan.). 2015.

96 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Sao Paulo, Piracicaba, 2015.

Atualmente, o Huanglongbing (HLB), doenca associada a bactéria Candidatus
Liberibacter spp., é a principal ameaga dos Citrus, ndo tendo sido encontrado ainda
espécies resistentes e tolerantes. O melhoramento genético tradicional apresenta
limitacbes para a obtencao de novas variedades porta-enxerto e copa de citros em
decorréncia a fatores ligados a biologia do género. Na tentativa de sobrepor essas
dificuldades, a transformacdo genética destaca-se por permitir a introducdo de
genes exdgenos, 0s quais, além de reduzir o periodo de obtencdo de material
melhorado geneticamente, poderao conferir resisténcia a doengas em variedades de
interesse agrondmico. Desse modo, 0 objetivo desta pesquisa consistiu no estudo
da organogénese in vitro, e na obtencédo de plantas transgénicas via Agrobacterium
tumefaciens das tangerinas ‘Fremont’, “‘Thomas’ e ‘Nules’, com o gene que codifica o
peptideo antibacteriano atacina A (attA), controlado pelos promotores AtSUC2 e
AtPP2, visando a expressdo g@énica preferencial nos vasos do floema.
Adicionalmente, foi avaliada a transformacdo genética via A. tumefaciens de
suspensfes celulares de tangerina ‘W-Murcott’, de laranja doce ‘Hamlin’ e de
tangelo ‘Page’, e a transformacdo genética direta via PEG de protoplastos da
tangerina ‘W-Murcott’, com os fatores de transcricdo VvmybAl e Ruby, dirigidos
pelos promotores com expressao preferencial nos tecidos embrionarios 6105 e DC3.
A eficiéncia da organogénese in vitro foi influenciada pelo tipo de explante e
concentracdo de BAP. Apds os experimentos de transformacdo genética de
segmentos de epicadtilo e internodal das tangerinas ‘Fremont’, ‘Thomas’ e ‘Nules’, as
plantas regeneradas foram analisadas por PCR, Southern blot e RT-gPCR e
confirmadas como transgénicas pela presenca e transcricdo do gene attA no tecido
vascular. A transformacdo genética de suspensdes celulares mostrou-se eficiente
com alta producdo de antocianina nos embrides somaticos regenerados de
tangerina ‘W-Murcott’, de laranja doce ‘Hamlin’ e de tangelo ‘Page’. A transformacéo
genética direta de protoplastos de tangerina ‘W-Murcott’ mostrou-se viavel e também
foi possivel a obtencdo de embrides somaticos transgénicos. Os fatores de
transcricdo VvmybAl e Ruby se mostraram Uteis para detec¢do visual do material
transgénico.

Palavras-chave: Citricultura. Cultura de tecidos de plantas. Embriogénese somatica.
Expressao génica. Genética molecular vegetal. Greening (Doenca de planta). Protoplastos.
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ABSTRACT

SORIANO, L. In vitro organogenesis and genetic transformation of mandarin
varieties (Citrus reticulata Blanco e Citrus clementina hort. ex Tan.). 2015. 96 f.
Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba, 2015.

Currently, Huanglongbing (HLB), associated to Candidatus Liberibacter spp., is the
main threat to the citrus culture. The conventional plant breeding shows limitations to
the obtain new varieties of rootstock and scion, due to factors related to the biology
of the genus. In attempt to overcome these barriers, genetic engineering is notable
for allowing the introduction of foreign genes, which, besides reducing the time to
obtain genetically improved material may confer disease resistance in varieties of
agronomic interest. Thus, the objective of the research was the study of in vitro
organogenesis, and obtain transgenic plants of ‘Fremont’, ‘Thomas’ and ‘Nules’
mandarins via Agrobacterium tumefaciens with the gene encoding the antibacterial
peptide attacin A (attA), controlled by the promoters AtSUC2 and AtPP2, aiming to
preferential gene expression in phloem. In addition, the genetic transformation of cell
suspensions, via A. tumefaciens, of ‘W-Murcott’ mandarin, ‘Hamlin’ sweet orange and
'Page' tangelo and the direct genetic transformation, via PEG, of ‘W-Murcott’
mandarin protoplasts were evaluated with VvmybAl and Ruby transcription factors
driven by 6105 and DC3 promoters, with preferential expression in embryonic
tissues. The in vitro organogenesis of the varieties studied was influenced by the
type of explant and BAP concentration. After genetic transformation experiments of
epicotyl and internodal segments of 'Fremont’, 'Thomas' and 'Nules mandarins,
regenerated plants were analyzed by PCR, Southern blot and RT-gPCR and
confirmed as transgenic by presence and transcription of attA gene. The genetic
transformation of cell suspensions was efficient with high anthocyanin production in
the somatic embryos regenerated of ‘W-Murcott’ mandarin, ‘Hamlin’ sweet orange
and 'Page' tangelo. The direct genetic transformation of ‘W-Murcott’ mandarin
protoplasts revealed to be viable and it was also possible to obtain transgenic
somatic embryos. The VvmybA1l and Ruby transcription factors were useful tools for
visual detection of transgenic material.

Keywords: Citrus production. Plant tissue culture. Somatic embryogenesis. Gene
expression. Plant molecular genetics. Greening (Plant disease). Protoplasts.
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1 INTRODUCAO

O género Citrus possui ampla diversidade genética, porém, apenas um
namero restrito de cultivares é cultivado comercialmente. As tangerinas e seus
hibridos sdo amplamente cultivados em pomares comerciais, sobretudo, no Leste
asiatico, constituindo um grupo importante na producédo mundial de citros.

No Brasil, a citricultura € um importante segmento de sua estrutura sécio-
econbmica, sendo o pais o maior produtor mundial de laranja doce e o maior
produtor e exportador de suco concentrado e congelado.

O Huanglongbing (HLB), doenca associada a bactérias enddgenas gram-
negativas restritas aos vasos do floema (TEIXEIRA et al., 2008), cuja transmisséo é
feita pelo psilideo Diaphorina citri, € hoje a principal ameaca da cultura. A doenca foi
encontrada nos principais pomares no mundo e ainda nao foi relatada nenhuma
variedade resistente ao HLB.

O melhoramento genético de plantas de interesse agronémico visa
fundamentalmente obter variedades capazes de reunir caracteristicas de resisténcia
a fatores bidticos e abidticos e elevada produtividade. O melhoramento genético de
citros por métodos tradicionais apresenta limitacdes que dificultam a obtencdo de
novas variedades porta-enxerto e copa. Estas limitacbes estdo relacionadas,
principalmente, a caracteristicas da biologia reprodutiva do género.

Entre as ferramentas biotecnolégicas incorporadas aos programas de
melhoramento de citros, destacam-se a hibridacdo somatica, por fusdo de
protoplastos, e a transformacdo genética. Esta ultima permite a incorporacdo de
genes exdgenos de interesse agrondmico no genoma das plantas e obtencdo de
novas variedades, dificeis de serem obtidas pelo melhoramento convencional.

O sistema de transformacdo genética via Agrobacterium tumefaciens é,
atualmente, o método mundialmente mais empregado para obtencdo de plantas
transgénicas de citros, utilizando principalmente explantes provenientes de
segmentos de epicotilo e segmentos internodais. No entanto, explantes mais
sensiveis como protoplastos (OMAR et al., 2008) e calos embriogénicos (DUTT,;
GROSSER, 2010), constituem uma alternativa viavel para espécies recalcitrantes,

com baixa eficiéncia de transformacgédo, como o grupo das tangerinas.
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O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a organogénese in
vitro de segmentos de epicétilo e internodal de tangerinas ‘Fremont’, ‘Thomas’ e
‘Nules’ e em obter plantas transgénicas destas variedades, pelo cultivo destes
explantes com A. tumefaciens. Foram utilizadas constru¢cdes génicas contendo o
gene attA que codifica o peptideo antibacteriano atacina A, dirigido pelos promotores
com expressao preferencial no floema AtSUC2 (Arabidopsis thaliana sucrose
transporter 2) e o AtPP2 (Arabidopsis thaliana phloem protein 2).

Adicionalmente, na busca de alternativas a transformacdo genética para
variedades com baixa oferta de sementes e explantes recalcitrantes a este
processo, o trabalho também estudou a transformacdo genética de suspensdes
celulares provenientes de calos embriogénicos de tangerina ‘W-Murcott’, de laranja
doce ‘Hamlin’ e de tangelo ‘Page’, via A. tumefaciens, e a transformacao genética,
direta via PEG, de protoplastos de tangerina ‘W-Murcott’. Foram utilizadas
construgdes génicas contendo os fatores de transcricdo VvmybAl, de Vitis vinifera, e
Ruby, de C. sinesis, dirigidos pelos promotores 6105 de C. sinesis e DC3 de Daucus
carota, visando a identificacdo visual ndo destrutiva do material transgénico, com

expressao preferencial nos tecidos embrionarios.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da citricultura no Brasil e no mundo

As principais plantas citricas utilizadas em plantios comerciais no mundo
pertencem, em geral, a trés géneros: Citrus, Fortunella e Poncirus (DAVIES;
ALBRIGO, 1994). O género Citrus e outros géneros relacionados a subfamilia
Aurantioideae, familia Rutaceae, tribo Citreae e subtribo Citrinae sdo nativos da
regido Sudeste do continente asiatico (SOOST; CAMERON, 1975; SWINGLE;
REECE, 1967). Devido a grande complexidade do grupo dos citros, os sistemas de
classificacdo comumente utilizados na sistemética ainda apresentam problemas na
identificacdo e na conceituacdo de espécie. Estudos filogenéticos e taxonbmicos
indicam que género Citrus seja composto por apenas trés espécies verdadeiras:
cidra (Citrus medica L.), tangerina (C. reticulata Blanco) e toranja (C. grandis L.),
sendo 0s outros gendtipos derivados de hibridacdes entre estas espécies
verdadeiras (SCORA, 1975; BARRETT; RHODES, 1976).

Originarias do Sudeste da Asia, com ramos filogenéticos que se estendem do
centro da China ao Japdo e do leste da india a Nova Guiné, Australia e Africa
Tropical (SWINGLE; REECE, 1967; DONADIO; MOURAO-FILHO; MOREIRA; 2005),
as plantas citricas hoje se encontram distribuidas e cultivadas em diferentes regides
do mundo. Os principais pomares comerciais estdo concentrados nas regides
tropicais e subtropicais, entre as latitudes de 20° e 40°, onde o0s regimes térmicos e
hidricos sdo mais adequados para o cultivo de plantas citricas (SENTELHAS, 2005).

Entre as espécies do género Citrus, o grupo das tangerinas € aquele que
possui a maior diversidade genética. Outros representantes do subgénero Citrus,
como os pomelos (C. paradisi Macf.), as laranjas doces (C. sinensis L. Osbeck), os
limées (C. limon L. Burm, f) e as limas (C. aurantifolia Christm. Swingle),
apresentam menor variabilidade genética, em decorréncia da alta selecdo artificial e
da propagacéo vegetativa realizada durante a histéria de cultivo.

Os citros sao representados por plantas de porte médio (arboéreo/arbustivo);
com flores brancas, aromaticas e com ovario apoiado sobre disco floral (nectario);

glandulas de 6leo, manchas transparentes nas folhas; e frutos globosos tipo baga



21

com vesiculas de sucos e epicarpo de coloragdo verde, amarela ou laranja
(SWINGLE; REECE, 1967; ARAUJO et al., 2005).

As espécies do género reproduzem-se sexuadamente, por meio de
autopolinizacdo e polinizagcdo cruzada, e assexuadamente, principalmente por
apomixia nucelar (MACHADO et al., 2005).

As frutas citricas apresentam posicdo de destaque na economia mundial,
tendo sido produzidas no ano de 2013, mais de 135 milhdes de toneladas, sendo
China, Brasil, Estados Unidos e india responsaveis por 64,5% da producdo mundial
de laranja doce e 77% da producdo mundial de frutas citricas (FAO, 2014).

A cultura dos citros no Brasil constitui um importante segmento na estrutura
sécio-econdmica do pais, caracterizada como uma importante atividade agro-
industrial, considerando a geracdo de empregos e divisas, a formacao de capital de
renda, a agregacédo de valor regional, a ativacéo do setor terciario e a interiorizagédo
do desenvolvimento (NEVES et al., 2001).

A citricultura é praticada no pais ha mais de cem anos, porém, a industria dos
citros tornou-se importante somente a partir da década de 1960, no momento em
gue a producao voltou-se para o mercado internacional com a exportacdo de suco
concentrado de laranja doce. Atualmente, o pais é o maior produtor mundial de
laranja doce e o maior produtor e exportador de suco concentrado e congelado
(FCOJ — Frozen Concentrated Orange Juice), exportando principalmente para 0s
EUA, Unido Européia e Japao.

Embora o cultivo de frutas citricas no Brasil seja feito em todas as regides,
com uma area plantada estimada em 800 mil ha, a principal regido produtora é o
Estado de S&o Paulo que concentra 70% da producéo nacional, dominando tanto a
producgéo de laranja doce como a de lima acida ‘Tahiti’ e tangerinas. A instalagéo de
um parque industrial voltado ao mercado externo de suco e a proximidade das
metropoles nacionais de maior poder aquisitivo tornou o Estado de S&o Paulo o
maior pélo mundial citricola. Os demais Estados representam 30% da producéo
nacional de laranjas doces — com destaque para Bahia (7,6%), Sergipe (7%), Minas
Gerais (4%), Rio Grande do Sul (3,5%), Parana (2,6%) e Para (1,5%) (BOTEON;
NEVES, 2005).

Entre as espécies utilizadas comercialmente como variedades copa

destacam-se as laranjas doces (C. sinensis), tangerinas (C. reticulata), limées (C.
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limonia), limas acidas (C. aurantifolia) e pomelos (C. paradisi) (PIO et al., 2005).
Outras espécies sdo empregadas como porta-enxertos, tais como limao ‘Cravo’ (C.
limonia), liméo ‘Volkameriano’ (C. volkameriano), tangerina ‘Sunki’ (C. sunki hort. ex
Tan.), tangerina ‘Cledpatra’ (C. reshni hort. ex Tan.), laranja azeda (C. aurantium L.),
trifoliata (Poncirus trifoliata (L.) Raf.), bem como os hibridos citrange ‘Carrizo’,
citrange ‘Troyer’ (Poncirus trifoliata x C. sinensis) e citrumelo ‘Swingle’ (C. paradisi x
Poncirus trifoliata) (POMPEU JUNIOR, 2005).

As laranjas doces sobressaem-se em comparacdo aos demais grupos de
variedades copa do género com, aproximadamente, dois tercos dos plantios e sua
producao corresponde a 52,6% da producdo mundial (POMPEU JUNIOR, 2001; PIO
et al., 2005; FAO, 2014). Muito aquém da producédo de laranja doce, a producao de
tangerinas e seus hibridos somaram 28 milhdes de toneladas em 2013, cerca de
20% da produgcédo mundial de citros. A China ocupa o primeiro lugar na producao
mundial de tangerinas, seguido por Espanha, Turquia e Brasil (FAO, 2014).

O diversificado grupo das tangerinas (C. reticulata, C. Clementina e C.
tangerina hort. ex. Tan) e seus hibridos apresentam curto periodo de maturacédo e
sdo plantas suscetiveis as injurias decorrentes do manuseio na colheita, pés-colheita
e transporte. Ainda assim, o tangor ‘Murcott’ (C. sinensis L. Osbeck x C. reticulata
Blanco) e, especialmente, a tangerina ‘Ponkan’ (C. reticulata Blanco) sdo produzidos
em larga escala e ocupam posicdo de destaque neste grupo (PIO et al., 2005).
Recentemente, novas variedades de tangerina, como a ‘Thomas’ (C. reticulata
Blanco) e o hibrido intraespecifico ‘Fremont’ (C. clementina hort. ex Tan. x C.
reticulata Blanco), tém sido avaliadas no campo com desempenho superior quanto a
sua aptiddo comercial e a resisténcia a doencas, dentre elas a mancha marrom
causada pelo fungo Alternaria alternata.

A cultura dos Citrus é vulneravel a diversos problemas fitossanitarios que tem
surgido ao longo da sua histéria, os quais tém interferido consideravelmente na sua
produtividade. Dentre as muitas ameacas que conferem prejuizos ao parque citricola
brasileiro, destacam-se as doencas: a clorose variegada dos citros (CVC) e o cancro
citrico, causados pelas bactérias Xylella fastidiosa e Xanthomonas citri subsp. citri,
respectivamente, a tristeza dos citros, causada pelo virus da tristeza do citros (CTV)
e a gomose, causada por patégenos do género Phytophthora.

Ha 10 anos, foi constatada na regido de Araraquara (SP), a presenca do

Huanglongbing (HLB), também conhecido como greening, doenca associada as
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bactérias Candidatus Liberibacter spp. (MATTOS JUNIOR et al., 2005). O HLB
constitui a principal ameaca a citricultura mundial devido a dificuldade de controle,
tratos culturais onerosos e, sobretudo, por que ainda ndo foram encontradas no

género Citrus espécies resistentes e tolerantes ao patdgeno.

2.2 Huanglongbing (HLB)

O Huanglongbing (HLB), descrito como a doenga do ramo amarelo “yellow
shoot”, foi relatado pela primeira vez na China, em 1919 e disseminado, durante o
século XX, para diversos paises da Asia e da Africa, inclusive para o continente
americano, onde estdo presentes os dois maiores centros produtores de laranja
doce, Brasil (Sdo Paulo) e Estados Unidos (Florida) (BOVE, 2006). Anteriormente &
denominacéo oficial de HLB, a doenca era conhecida também como likubin
(Taiwan), leaf mottling (Fillipinas), die back (india), vein-phloem degeneration
(Indonésia) e greening (Africa do Sul) (FEICHTENBERGER et al., 2005; BOVE,
2006).

Em marco de 2004, a doenca foi encontrada em pomares na regiéao central do
Estado de Sao Paulo (COLETTA FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005). Hoje,
além de estar presente em todas as regides do Estado de Séao Paulo, o HLB ameaca
também pomares nos Estados do Parana e Minas Gerais (BELASQUE JUNIOR et
al., 2009). Nos Estados Unidos, a doencga foi constada em 2005, no sul do Estado da
Flérida (BOVE, 2006).

O HLB é associado a bactérias enddégenas gram-negativas que pertencem ao
grupo das proteobactérias e sao restritas aos vasos do floema (TEIXEIRA et al.,
2008). Trés espécies de Liberibacter foram associadas ao HLB dos citros:
Candidatus Liberibacter africanus (CLaf), Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) e
Candidatus Liberibacter americanus (CLam), sendo as duas ultimas de ocorréncia
no Brasil (COLETTA FILHO et al.,, 2004; TEIXEIRA et al., 2005), com maior
incidéncia de CLas (LOPES et al., 2009). O prefixo Candidatus € uma designacéao
temporaria, pois a sua classificacdo taxondmica definitiva ainda ndo foi concluida
(MURRAY; SCHLEIFER, 1994).

Foram identificadas duas espécies de psilideos vetores associados a

transmissdo das espécies de Ca. Liberibacter, D. citri (Hemiptera: Psyllidae) de
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ocorréncia na Asia e na América e Trioza erytreae (Hemiptera: Triozidae) presente
na Africa (BOVE; AYRES, 2007). O D. citri tem preferéncia por brotacées jovens,
com ciclo biolégico variando de 15 a 40 dias e cada fémea depositando
aproximadamente 800 ovos (PARRA et al., 2010). O psilideo adquire a bactéria com
maior eficiéncia ainda na fase ninfal, porém a aquisi¢cdo também j& foi constatada em
adultos. Ninfas infectadas podem transmitir o patbgeno mesmo apos a ecdise para a
fase adulta (INOUE et al., 2009).

No Brasil, o psilideo D. citri € o responsavel pela transmissdo das duas
espécies de bactérias causadoras da doenca (TEIXEIRA et al., 2005) e possui, além
dos citros, outros hospedeiros, a planta ornamental Murraya paniculata (murta) e
mais trés outros géneros da familia Rutaceae. No entanto, o agente causal do HLB
pode também ser transmitido artificialmente, por meio da enxertia de borbulhas
contaminadas (LOPES; FRARE, 2008; COLLETA FILHO et al., 2010).

O HLB afeta todas as espécies e variedades de citros, havendo diferencas de
resisténcia e tolerancia entre elas (LARANJEIRA et al., 2005). As laranjas doces,
tangerinas e tangelos sao altamente suscetiveis a doenga, enquanto que alguns
cultivares de limdo e Citrus macroptera apresentam certa tolerancia a doenca
(ALBRECHT; BOWMAN, 2011). Em plantas infectadas, os sintomas iniciam-se com
manchas amareladas assimétricas no limbo foliar que contrasta com a cor verde
normal das folhas, sintoma conhecido como mosqueado. As manchas amareladas
no limbo muitas vezes intensificam-se e 0 mesmo fica completamente amarelado.
Observa-se também limbo foliar amarelado e com aspecto coriaceo e outras vezes
espessamento de nervuras. Em estagios mais avancados da doenca pode ocorrer
gueda das folhas e morte de ponteiros. Os frutos dos ramos afetados podem ter
tamanho reduzido, amadurecimento incompleto e desenvolverem-se de forma
assimétrica em relacdo ao eixo central. A analise de cortes perpendiculares ao eixo
desses frutos confirma a presenca de assimetria e também de sementes abortadas
(BOVE; GARNIER, 2002; COLETTA FILHO et al., 2004; LOPES; FRARE, 2008;
BELASQUE JUNIOR et al., 2009).

Independente da espécie de Ca. Liberibacter, o controle da doenca consiste
no manejo dos pomares pela eliminagdo de arvores infectadas para a reducédo da
fonte de indculo, utilizacdo de mudas sadias e controle quimico da populacdo de
vetores (BELASQUE JUNIOR et al., 2009). Outros métodos estdo em fase de
estudo, como a utilizacdo de volateis de goiabeira, repelente natural do psilideo
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(ZAKA et al., 2010). Tendo em vista que a murta (M. paniculata) é hospedeira tanto
do inseto transmissor quanto da bactéria causadora do HLB, recomenda-se também
a eliminacao dessa planta ornamental (LARANJEIRA et al., 2005).

Mesmo com o uso de praticas culturais onerosas na tentativa de amenizar os
efeitos do HLB, elevando seriamente o custo produtivo, a disseminacdo da doenca e
infestacdo dos pomares em todo o mundo é um problema recorrente por ndo haver
genotipos tolerantes ou resistentes, sendo este o principal gargalo das pesquisas de
melhoramento genético de Citrus. Assim, uma alternativa promissora no
desenvolvimento de plantas resistentes e tolerantes ao HLB é a transformacédo
genética com genes relacionados ao controle das bactérias causadoras e dos

psilideos vetores.

2.3 Transformacéao genética de citros

Os primeiros programas de melhoramento de citros foram iniciados no Estado
da Flérida, nos EUA, no fim do século XIX. Desde entdo, outros programas foram
desenvolvidos com diversos objetivos para o desenvolvimento de novas variedades
copa e porta-enxertos (DAVIES; ALBRIGO, 1994). Para variedades copa, 0
melhoramento concentra-se na produtividade, adaptacfes a condi¢des climaticas
adversas e condicdes de solo, bem como, na qualidade e caracteristicas do fruto e
na resisténcia a patogenos (TEOFILO SOBRINHO et al., 1978). J4 no melhoramento
de variedades porta-enxerto, 0 objetivo dos programas € a resisténcia a pragas e
doencas, tolerancia a adversidades climaticas, diminuicAo do porte, maior
sincronismo entre copa/porta-enxerto e qualidade dos frutos (GROSSER et al.,
1998).

A obtencdo de novas variedades porta-enxerto e copa de citros pelo
melhoramento genético tradicional € dificultada por fatores biolégicos caracteristicos
da espécie como, por exemplo, o longo ciclo de reproducdo, a juvenilidade, a
poliembrionia nucelar (apomixia), a alta heterozigose, a incompatibilidade sexual, a
esterilidade gametofitica e a poliploidia (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990; LING
et al., 1989; MACHADO et al.,, 2005). A transposicao destas adversidades para
obtencdo de novas cultivares que apresentem tolerdncia ou resisténcia aos

problemas fitossanitarios é imprescindivel para a manutencao da lideranca brasileira
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na producao mundial de citros, diminuindo assim as perdas nas producdes e gastos
com manejo dos pomares.

Na tentativa de superar as dificuldades enfrentadas pelo melhoramento
genético tradicional, o avanco tecnolégico permitiu o desenvolvimento de novas
técnicas bioldgicas para o desenvolvimento de novas variedades resistentes e
produtivas. Assim, a biotecnologia disponibilizou ferramentas que foram
gradativamente incorporadas aos programas de melhoramento de citros, como a
hibridacdo somatica por fusdo de protoplastos e a transformacdo genética
(OLLITRAUT; LURO, 1995; GROSSER et al, 1996). Esta ultima permite a
introducdo de genes exdgenos de interesse agrondmico e obtencdo de novas
variedades, principalmente visando resisténcia a doencas, tornando-se uma
ferramenta muito atraente para o melhoramento genético (GROSSER; GMITTER
JUNIOR, 1990).

O primeiro relato de transformacao genética de citros foi feito na década de
80, por Kobayashi e Uchimiya (1989), quando utilizaram polietilenoglicol (PEG) para
a introducdo direta de DNA em protoplastos de laranja doce (C. sinensis).
Entretanto, ndo houve regeneracdo das plantas. A primeira planta transgénica de
laranja doce regenerada foi obtida a partir de células embriogénicas em suspensao
da cultivar “Washington Navel”’, co-cultivadas com A. tumefaciens (HIDAKA et al.,
1990). Varios meétodos de transformacédo genética ja foram descritos para citros,
como a introducao direta de DNA em cloroplastos (GUO et al., 2005), transformacéao
via A. tumefaciens (ALMEIDA et al., 2003; AZEVEDO et al., 2006; BOSCARIOL et
al., 2006; PAOLI et al., 2007; BARBOSA-MENDES et al., 2009), bombardeamento
de particulas em células in vivo (YAO et al., 1996), introducdo direta de DNA em
calos embriogénicos (GUO; GROSSER, 2005) e células em suspensdo (DUTT;
GROSSER, 2010), por eletroporacdo de protoplastos (HIDAKA; OMURA, 1993;
NIEDZ et al., 2003) ou quimicamente via PEG, também em protoplastos (VARDI et
al., 1990; FLEMING et al., 2000; GUO et al., 2005).

O sistema de transformacdo genética via A. tumefaciens é, atualmente, o
método mais utilizado para obtencdo de plantas transgénicas de citros (MENDES et
al., 2002; DOMINGUEZ et al., 2004; ANANTHAKRISNAN et al., 2007; PAOLI et al.,
2007; BARBOSA-MENDES et al, 2009; DUTT; GROSSER, 2010). O
estabelecimento de um protocolo eficiente de regeneracédo € preponderante para o

sucesso da transformacao genética de citros, o qual deve disponibilizar informacgdes
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precisas e ajustadas para cada genotipo, como o tipo, idade e maturagdo do tecido
do explante, estirpe de A. tumefaciens, tempo de incubacdo com a bactéria e
condicdes de co-cultivo (BOSCARIOL et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2008; DUTT;
GROSSER, 2009). Esta técnica, embora amplamente realizada com segmentos de
epicotilo e internodal como fonte de explantes, enfrenta algumas dificuldades
principalmente para cultivares com baixa oferta de sementes e monoembridnicas.
Além disso, varias cultivares do grupo das tangerinas sdo pouco receptivas a
insercdo do transgene através desse método (KHAWALE et al.,, 2006; DUTT,;
ORBOVIC; GROSSER, 2009).

Os tipos de explantes mais comumente utilizados sdo tecidos juvenis
provenientes de segmentos de epicotilo obtidos pela germinacdo in vitro de
sementes (PENA et al., 2004; DOMINGUEZ et al., 2004; MOLINARI et al., 2004;
ANANTHAKRISNAN et al.,, 2007) ou segmentos internodais coletados de plantas
cultivadas em casa-de-vegetacdo (FAGOAGA et al., 2001; DOMINGUEZ et al.,
2004), a transformacdo genética também tem sido realizada com explantes
coletados de tecido adulto (ALMEIDA et al., 2003; CERVERA et al.,, 2008;
RODRIGUEZ et al., 2008) para a producdo de plantas transgénicas que nao
apresentem juvenilidade ou menor periodo juvenil. Além destes, a transformacao
genética de suspensfes celulares obtidas de calos embriogénicos de citros
representam uma alternativa interessante em relacédo aos demais explantes, devido
a sua uniformidade, alta eficiéncia de transformacao genética e metodologia simples
(DUTT; GROSSER, 2010).

A transformacdo genética direta de citros, sem o emprego A. tumefaciens
como vetor, utlizando protoplastos, pode ser realizada quimicamente via
polietilenoglicol (PEG) ou fisicamente via eletroporacdo. Além destes, proteinas de
transfeccéo, como AvrRpt2 e AvrB, podem substituir o papel do PEG na condugé&o
de macromoléculas, dentre elas DNA-exdgeno, para o interior dos protoplastos (WU
et al.,, 2003). A transformacdo genética direta € uma técnica viavel aos muitos
cultivares de citros e permite a introducdo de construcdes génicas lineares
diretamente no genoma da célula vegetal, de forma imediata (KOBAYASHI,;
UCHIMIYA, 1989; VARDI et al., 1990; HIDAKA; OMURA, 1993; MATHUR; KONCZ,
1998; FLEMING et al., 2000; OLIVARES-FUSTER et al., 2003; NIEDZ et al., 2003;
OMAR; GROSSER, 2004; GUO et al., 2005; OMAR et al., 2006; OMAR; GROSSER,
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2008; OMAR et al., 2008). Dentre as espécies de citros, o grupo das tangerinas e
seus hibridos enquadram-se nas que apresentam baixa eficiéncia de transformacao
geneética.

A utlizagdo de explantes ndo convencionais, com grande potencial
regenerativo, como segmentos cotiledonares (KHAWALE et al., 2006), calos
embriogénicos (LI; SHI; DENG, 2002; ZUO et al., 2002; GUO; GROSSER, 2005) e
protoplastos de citros (TAWEEKANACHOTE; TE-CHATO, 2000; OMAR et al., 2008)
sdo atrativos para espécies recalcitrantes e com baixa eficiéncia de tranformacao
genética com tecidos adultos e juvenis a partir de segmentos de epicétilo e
internodal.

E comum, nos trabalhos de transformac&o genética de citros, a utiliza¢éo do
gene de selecdo nptll (que codifica para a enzima neomycin phosphotransferase 1)
que confere resisténcia ao antibiético canamicina (AZEVEDO et al., 2006;
BOSCARIOL et al., 2006; DUAN; FAN; GUO, 2010).

Os genes reporteres sdo comumente utilizados nas construgdes génicas para
facilitar a identificacdo visual do transgene. Os genes reporteres uidA (que codifica
para a B-glucuronidase — GUS) (PAOLI et al., 2007) e o gfp (que codifica para green
fluorescent protein) (FOLIMONOV et al., 2007) sdo muito conhecidos e amplamente
empregados em trabalhos de transformacéo genética, inclusive de citros (OMAR et
al., 2008; MIYATA et al., 2012). Além destes, alguns genes envolvidos na producéo
de pigmentos em frutos durante a fase de amadurecimento tem sido caracterizados
e utilizados como genes repérteres em trabalhos de transformacdo genética
(KOBAYASHI; GOTO-YAMAMOTO; HIROCHIKA, 2004). Os fatores de transcri¢céao
VvmybA1l de Vitis vinifera e Ruby de C. sinensis estdo associados ao dominio MYB,
o qual é conhecido por se ligar a elementos reguladores especificos de genes
envolvidos na via de fenilalanina, promovendo assim a biossintese de antocianina
(KOBAYASHI; GOTO-YAMAMOTO; HIROCHIKA, 2004; BOGS et al., 2007).

A utilizacdo de genes de interesse agronémico na transformacéo genética de
citros tem sido realizada, destacando: genes que conferem resisténcia a salinidade
(CERVERA et al., 2000), resisténcia a doencas causadas por fungos (PENA;
NAVARRO, 1999; GENTILE et al., 2007; KATOH et al., 2007), virus (SCHINOR et
al., 2006; FEBRES et al., 2008; ZANEK et al., 2008) ou bactérias (AZEVEDO et al.,
2006; BOSCARIOL et al., 2006; PAOLI et al.,, 2007; BARBOSA-MENDES et al.,
2009).
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Algumas estratégias tém sido utilizadas pelos programas de melhoramento
genético com o intuito de aumentar a resisténcia de plantas a doencas bacterianas.
O uso de peptideos antibacterianos tem mostrado bons resultados para o
desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes, tendo sido descritos mais de
500 tipos de peptideos com essas caracteristicas procedentes de uma grande
variedade de organismos a exemplo de bactérias, fungos, insetos, plantas e
vertebrados (ZASLOFF, 2002). Na transformacao genética de plantas, genes de que
codificam peptideos antibacterianos identificados em insetos tém sido utilizados com
éxito para obtencdo de plantas resistentes a bactérias fitopatogénicas (AZEVEDO,
2006; BOSCARIOL et al., 2006; PAOLI, 2007). O sistema imune de alguns insetos,
como de Hyalophora cecropia (Lepidoptera: Saturniidae), apresenta respostas
eficientes contra infeccfes bacterianas, pela inducdo da sintese de vérias proteinas
e de duas classes de peptideos antibacterianos, como as atacinas (CHRISTENSEN
et al., 1988).

As atacinas atuam na membrana externa de bactérias gram-negativas
alterando a permeabilidade e a sintese de proteinas (HULTMARK et al., 1983;
CARLSSON et al., 1998). Este grupo de peptideos apresenta aproximadamente 20
kDa, possui formas basicas (A, B, C e D) e &cidas (E e F), e pode ser sintetizado
através do sistema imunoldgico de insetos (HULTMARK et al., 1983). O gene da
atacina, responsavel pela expressdo e formacdo de peptideos que apresenta
atividade antibacteriana, tem sido isolado de insetos como Hyalophora cecropia L. -
attE (SUN et al.,,1991), Drosophila melanogaster — attA (ASLING; DUSHAY;
HULTMARK, 1995) e Trichoplusia ni - attA (KANG; LUNDSTROM; STEINER, 1996).

Outros peptideos utilizados na transformacédo genética de plantas ja foram
descritos, como a sarcotoxina, obtida de Sarcophaga peregrina (OHSHIMA et al.,
1999) e as cecropinas, que sao produzidas por diversos organismos como insetos,
vertebrados e plantas (ZASLOFF, 2002).

Boscariol et al. (2006) relatam a transformacdo genética de laranja doce
‘Hamlin’ com o gene da atacina A (attA) visando resisténcia a X. axonopodis pv. citri
e, observaram aumento da resisténcia destas plantas a esta bactéria.

Em varios trabalhos relacionados a transformacdo genética de plantas, os
genes introduzidos séo controlados por promotores constitutivos, como o CaMV35S

(BOSCARIOL et al., 2006). A utilizacdo de genes exdgenos com expressao
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constitutiva pode gerar desgaste fisiol6gico da planta transgénica pela expressédo de
forma generalizada da sequéncia. Entretanto, para superar essas adversidades,
uma alternativa é o uso de promotores para expressdo em tecidos especificos, como
por exemplo, o CsPP (Citrus Phenylalanine Ammonia-lyase) (AZEVEDO et al., 2006)
expresso no xilema, o AtSUC2 (Arabidopsis thaliana sucrose transporter 2) e o
AtPP2 (Arabidopsis thaliana phloem protein 2) (DUTT et al., 2012; MIYATA et al.,
2012; TAVANO, 2013) expressos no floema, o DC3 isolado de D. carota (KIM;
CHUNG; THOMAS, 1997; KIM et al., 2002) e o 6105 de C. sinensis expressos em
tecidos embrionarios, ou promotores induzidos pelo patdgeno, como o Gstl (gene
glutationa fosfotransferase) (BARBOSA-MENDES et al., 2009).

Os promotores induzidos pelo patdégeno conferem a expressdo génica
somente no local e no momento da infeccdo do patégeno e representam uma
estratégia importante para producdo de plantas transgénicas (GURR; RUSHTON,
2005). Em citros, o promotor Gstl, clonado a partir do gene que codifica a proteina
glutationa S-transferase de batata, promoveu a expressdo do gene uidA (GUS) em
resposta a inducdo por ferimento ou pelo patdgeno (X. axonopodis) (BARBOSA-
MENDES et al., 2010). J4& os promotores tecido-especifico tem sido utilizados para
regular a expressdo de genes no local de colonizagdo do patdégeno (GURR;
RUSHTON, 2005).

Segundo Azevedo et al. (2006), o promotor CsPP, clonado a partir do gene
que codifica a enzima fenilalanina-amonia-liase (PAL) de citros, demonstrou dirigir a
expressdo do gene uidA (GUS), no xilema e em células da epiderme de peciolos em
plantas transgénicas de tabaco e de laranja doce ‘Valéncia’. O CsPP também foi
empregado na transformacéo genética de citros com o intuito de dirigir no xilema a
expressao do gene cecropin MB39 para o controle da bactéria X. fastidiosa (PAOLI
et al., 2007). Outros promotores, como o SUC2, clonado a partir do gene que
codifica uma proteina transportadora de sacarose de Arabidopsis thaliana,
demonstrou dirigir a expressdo do gene uidA (GUS), em vasos do floema em
morango (ZHAO; LIU; DAVIS, 2004); e o PP2, clonado do gene que codifica a
proteina do floema isolado de Curcubita moschata, também demonstrou ativar a
expressao génica no floema em plantas transgénicas de tabaco (GUO et al., 2004).

Com base nos resultados positivos obtidos em trabalhos relacionados a
transformacao genética para resisténcia a doencas, em plantas citricas e em outras

culturas, verifica-se que a transformacao genética de C. reticulata e C. clementina
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com genes que codifiquem peptideos antibacterianos dirigidos por promotores
especificos de floema, que representa uma alternativa promissora para a obtencéo
de plantas resistentes a Ca. Liberibacter spp. (MIYATA et al., 2012; TAVANO, 2013).

A utilizacdo de fatores de transcricdo associados a biossintese de
antocioanina, como genes repérteres, nos tecidos embriondrios representa uma
ferramenta promissora e pratica de identificacdo visual do material geneticamente

modificado.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Os experimentos de organogénese in vitro e transformacdo genética via A.
tumefaciens foram realizados com as variedades de tangerina 'Fremont' (C.
clementina x C. reticulata), 'Thomas' (C. reticulata) e 'Nules' (C. clementina). Foram
utilizados como explantes segmentos de epicotilo, coletados de plantulas cultivadas
in vitro, e segmentos internodais coletados de plantas cultivadas em casa-de-
vegetacao.

As plantulas para a coleta de segmentos de epicotilo foram obtidas pela
germinacao in vitro de sementes, extraidas de frutos maduros, obtidos no Banco
Ativo de Germoplasma do Centro de Citricultura ‘Sylvio Moreira’, Cordeirépolis/SP,
ou na Estacdo Experimental de Citricultura de Bebedouro, Bebedouro/SP. As
sementes foram lavadas e tratadas com O6xido de célcio, para a retirada da
mucilagem, e secas a temperatura ambiente (24 h). Em seguida, para a
conservacao, as sementes foram tratadas com o fungicida Orthocid® (350 mL.100
kg' de semente) e armazenadas em camara fria (10 °C). Para a germinacdo, o
tegumento da semente foi retirado, sendo realizada a desinfestacdo, em solucao de
hipoclorito de sddio (2,5%) e agua (3:1; 15 min), sob agitacdo constante. Apds o
tratamento, as sementes foram lavadas (3x) em agua destilada estéril, em condicbes
asseépticas, e introduzidas em tubo de ensaio (25 x 150 mm), contendo meio de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com Phytagel® (2 g.L™),
sacarose (30 g.L™), e pH ajustado para 5,8. A incubacéo foi realizada a 27 °C, em
auséncia de luz, para germinacdo e alongamento do epicotilo. As plantulas obtidas
foram transferidas para condicfes de fotoperiodo de 16 h de luz, por 10 dias. O
epicotilo foi dividido em segmentos de 0,8 - 1,0 cm de comprimento, conforme
descrito por Mendes et al. (2002).

Os segmentos internodais foram coletados de plantas cultivadas em casa-de-
vegetacao, no Departamento de Producdo Vegetal, da ESALQ/USP, as quais foram
submetidas aos tratamentos descritos abaixo:

* podas na altura do colo para renovacao foliar, a cada 90 dias;



33

» adubagéao granulada: formula 22-4-8 (N-P-K; Osmocote®), a cada 60 dias;

« adubacgao liquida na agua de irrigagdo: férmula 20-8-8 (N-P-K; 0,8 g.L™:

Kristalon® lilas) + nitrato de célcio (0,8 g.L™) + férmula 24-8-16 (N-P-K; 0,8

g.L™; Peters Pofessional Tropical Foliage®), a cada 15 dias; e

« controle fitossanitario do acaro-branco: aplicacdo de solugdo de acaricida

Vertimec® 18CE (0,8 mL.L™" de 4gua) + 6leo vegetal Stoller do Brasil S/A (8

mL.L™" de 4gua), a cada 15 dias.

Os segmentos internodais foram coletados de brotagbes jovens, as quais
foram desinfestadas em soluc&o de hipoclorito de sédio (2,5%) e agua (3:1; 15 min),
sob agitacdo constante. ApOs o tratamento, o material foi lavado (3x) em &agua
destilada estéril, em condicdes assépticas. As gemas laterais foram retiradas e os
segmentos internodais (0,8 - 1,0 cm) isolados.

As culturas de células em suspensédo de tangerina ‘W-Murcott’ (C. reticulata),
laranja doce ‘Hamlin’ (C. sinensis) e tangelo ‘Page’ (C. tangelo J. Ingram & H.
Moore), utilizadas nos experimentos de transformacéo genética via A. tumefaciens, e
culturas de protoplastos de tangerina ‘W-Murcott’, utilizadas nos experimentos de
transformacdo genética quimica direta, foram obtidos a partir da colecdo de calos
embriogénicos do Citrus Research and Education Center (CREC) — University of
Florida/USA. As culturas de suspensofes celulares foram subcultivadas em meio de
cultura EME, de acordo com o protocolo estabelecido por Grosser e Gmitter Junior
(1990).

3.2 Organogénese in vitro

Os segmentos de epicétilo e internodal das variedades 'Fremont', 'Thomas' e
‘Nules' foram cultivados horizontalmente em placas de Petri (90 x 15 mm), contendo
meio de cultura EME (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990), suplementado com
benzilaminopurina (BAP; 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg.L™). A incubac&o foi realizada no
escuro por trinta dias e apo6s este periodo o material foi transferido para fotoperiodo
de 16 h de luz. A avaliacdo foi realizada apos 45 dias de cultivo determinando-se o
namero de explantes responsivos e 0 numero de gemas por explante. O

delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis repeticoes. Cada
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repeticdo constituiu-se de uma placa de Petri com seis explantes, totalizando trinta e
seis explantes por tratamento. Os experimentos foram repetidos trés vezes. Os
dados foram analisados por ANOVA. As médias das trés variedades estudadas
foram comparadas pelo teste de Tukey. A influéncia das concentracdes de BAP foi

avaliada por analise de regressao.

3.3 Construcdes génicas

As construcbes génicas pCAtSUC2/attA e pCAtPP2/attA utilizadas nos
experimentos de transformacdo genética de segmentos de epicétilo e internodal
foram desenvolvidas pela Dra. Eveline Carla da Rocha Tavano, do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, contendo o gene da atacina A (attA), sob controle
dos promotores de floema AtSUC2 (Arabidopsis thaliana sucrose transporter 2)
(Figura 1A) e AtPP2 (Arabidopsis thaliana phloem protein 2) (Figura 1B) inseridos no
plasmideo pCAMBIA 2201 (Cambia GPO Box 3200, Camberra ACT 2601, Austrélia)
gue contém as bordas esquerda e direita de regido de transferéncia do plasmideo de
A. tumefaciens, e o gene de selecao nptll (neomycin phosphotransferase 1), que

confere resisténcia ao antibidtico canamicina, em plantas.

pCAMBIA2201
A

}— 358-T K nptl | 358-P ( AtSUC2 |  attA > NOS-T ~{
LB RB
B

}~ 35T K  nptll | 358-P | AtPP2 | _ aftA > NOS-T ~{
LB RB

Figura 1 - Esquema das constru¢cdes génicas, contendo o gene attA utilizadas nos experimentos de
transformacdo genética de segmentos de epicdtilo e internodal. a) pCAtSUC2/attA com o promotor
especifico de floema AtSUC2. b) pCAtPP2/attA com o promotor especifico de floema AtPP2. nptll:
regido codificadora do gene de resisténcia ao antibiético canamicina; 35S-P: promotor constitutivo
CaMV35S; 35S-T: terminador; NOS-T: Terminador; LB: borda esquerda; RB: borda direita.
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As constru¢cdes génicas utilizadas nos experimentos de transformacéo
genética de protoplastos e células em suspensao foram clonadas e cedidas pelo Dr.
Manjul Dutt, do Citrus Research and Education Center (CREC), University of
Florida/USA.

Para os experimentos de transformacgéo genética de suspensdes celulares de
tangerina ‘W-Murcott’, laranja doce ‘Hamlin’ e tangelo ‘Page’, foram utilizadas as
construcbes génicas pC6105/VvmybAl (Figura 2A), pC6105/Ruby (Figura 2B),
pCDC3/VvmybAl (Figura 2C) e pCDC3/Ruby (Figura 2D) que contém os promotores
6105 de laranja doce (C. sinensis) e o DC3 de cenoura (D. carota L.), especificos
para a expressao génica em tecidos embrionarios. Nestas construcfes génicas
estes promotores foram fusionados com os genes dos fatores de transcricdo
VvmybAl (V. vinifera L.) e Ruby (C. sinensis), associados na biossintese de

antocianina e utilizados como genes reporteres.

pCAMBIA1300

A
}~ NOosS-T K hptll | NOS-P H 35S-T ~ VwmybA1 | 6105-P ~{
LB RB
B
}~ Nos-T K hptll | Nos-P H 358-T K  Ruby | 6105-P 4{
LB RB
C
}— NOS-T K hptll | Nos-P H 358-T  VvmybAl | DC3-P ~{
LB RB
D
}— Nos-T K mptil | Nos-P H 358-T K  Ruby | DC3-P ~{
LB RB

Figura 2 - Esquema das construcbes génicas, contendo os genes dos fatores de transcricdo
VvmybA1l e Ruby, utilizadas nos experimentos de transformacéo genética de suspensdes celulares
de tangerina ‘W-Murcott’, laranja doce ‘Hamlin’ e tangelo ‘Page’. A: pC6105/VvmybAl; B:
pC6105/Ruby; C: pCDC3/VvmybAl; D: pCDC3/Ruby. hptll: regido codificadora do gene de
resisténcia ao antibidtico higromicina; 35S-T: promotor constitutivo CaMV35S; 35S-T: terminador;
6105-P: promotor especifico para expressao génica em tecidos embrionarios de C. sinensis; DC3-P:
promotor especifico para expressdo génica em tecidos embrionarios de D. carota; NOS-P: promotor
da nopalina sintase; NOS-T: Terminador; LB: borda esquerda; RB: borda direita.
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Nos experimentos de transformacao genética quimica direta de protoplastos
de tangerina ‘W-Murcott’ foram utilizadas duas constru¢cées génicas, ambas com o
fator de transcricdo VvmybAl. A construcdo génica pC1300-35S/VvmybAl (Figura
3A) contém o promotor constitutivo CaMV35S (Cauliflower Mosaic Virus), enquanto
gue a construcdo pC1300-6105/VvmybAl (Figura 3B) possui o promotor 6105,
clonado do genoma de C. sinensis, que confere expressao especifica em tecidos

embrionarios.

pCAMBIA1300
A

}~ 35S-T VvmybA1 35S-P ‘{

LB RB
B

}— 358-T <\!M 6105-P ~{
LB RB

Figura 3 - Esquema das constru¢cdes génicas (pC1300-35S/VvmybAl e pC1300-6105/VvmybAl)
contendo o gene do fator de transcricdo VvmybAl, utilizadas nos experimentos de transformacéo
genética direta de protoplastos de tangerina ‘W-Murcott’. A: pC1300-35S/VvmybAl; B: pC1300-
6105/VvmybAl. 35S-P: promotor constitutivo CaMV35S; 35S-T: terminador; 6105-P: promotor
especifico para expressdo génica em tecidos embrionéarios de C. sinensis; LB: borda esquerda; RB:
borda direita.

3.4 Cultura e manutencao dos isolados de Agrobacterium tumefaciens

Os isolados de A. tumefaciens EHA 105 utilizados nos experimentos de
transformacgéo genética foram conservados (-80 °C) em solucéo de glicerol (50%) e
meio de cultura YEP liquido (extrato de levedura 10 g.L™, NaCl 5 g.L™* e peptona 10
g.L™"), suplementado com canamicina (50 mg.L™) e rifampicina (50 mg.L™). A partir
desses isolados, foi preparado um estoque de trabalho, constituido da suspenséo
bacteriana cultivada em tubo de 2 mL, contendo meio de cultura YEP sdlido,
suplementado com os antibidticos mencionados acima e conservados a 4 °C. A

partir do estoque de trabalho, aliquotas da suspensao bacteriana foram transferidas
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para placa de Petri (90 x 15 mm) contendo meio de cultura YEP sdlido,
suplementado com os mesmos antibiéticos, cultivadas a 27 °C (72 h). Para o
preparo do indculo, uma colbnia isolada foi transferida para o meio de cultura YEP
liquido, contendo os antibioticos, e incubado por 16 h, em agitador orbital (28 °C; 150
rpm™). Posteriormente a suspensdo bacteriana foi centrifugada (4000 rpm; 12 min;
15 °C), e o precipitado ressuspendido em meio de cultura MS (5 x 10% a
10° UFC.mL™).

3.5 Transformacdo genética utilizando-se segmentos de epicétilo e internodal

como explantes

Os segmentos de epicétilo e internodal foram inoculados com a suspensao
bacteriana de A. tumefaciens (5.10% x 10° UFC.mL™), em placa de Petri, durante 15
min e, em seguida, secos em papel filtro estéril para retirar o excesso de bactéria.
Os explantes foram co-cultivados em meio de cultura de co-cultivo EME (GROSSER,;
GMITTER JUNIOR, 1990), suplementado com BAP (1,0 mg.L™}), acetoseringona
(100 mM.L™Y), sacarose (25 g.L™), &cido ascérbico (50 mg.L™), agar (8 g.L ™), e pH
ajustado para 5,5. A incubacéo foi realizada a temperatura de 24 °C, por 2 dias, em

auséncia de luz.

3.5.1 Selecédo e regeneracao de plantas

Apds o periodo de co-cultivo, os explantes foram transferidos para meio de
cultura de selecdo EME, suplementado com as mesmas concentracdes de BAP,
acetoseringona, sacarose, acido ascorbico e agar utilizadas no periodo de co-cultivo,
cefotaxima (100 mg.L™) e canamicina (100 mg.L™") e pH ajustado para 5,8. Os

explantes foram subcultivados para meio de cultura fresco a cada 15 dias.
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As gemas adventicias desenvolvidas foram enxertadas in vitro em plantulas
de citrange ‘Carrizo’, obtidas de sementes germinadas in vitro, e foram incubadas a
27 °C, sob o fotoperiodo de 16 h de luz.

3.5.2 Identificagcdo de plantas transgénicas por analise de PCR

A identificacdo de plantas transgénicas foi realizada pela anélise de PCR
(Polymerase Chain Reaction). O DNA foi extraido pelo método CTAB (DOYLE;
DOYLE, 1990) de folhas de plantas enxertadas in vitro. O gene attA foi amplificado
utiizando-se os primers att-F 5ACATGTTCACCTACAAATTGAT3' e att-R
5'GGTCACCTACCACTTATTACCAAAAGACSI!, utilizando-se o programa: 94 °C por
3 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 52 °C por 30 s, 72 °C por 1 min e uma
extensao final de 72 °C por 4 min.

As plantas identificadas como PCR positivas foram transferidas para
aclimatizacdo. Durante esta fase, as plantas foram mantidas em um vaso plastico
contendo substrato autoclavado e incubadas em condi¢des da alta umidade relativa.
As plantas aclimatizadas foram transferidas para casa-de-vegetacao certificada para

o cultivo de plantas transgénicas (ESALQ/USP).

3.5.3 Caracterizacdo molecular das plantas por analise de Southern blot

A analise de Southern blot foi realizada em plantas PCR positivas das
variedades de tangerina 'Fremont’, 'Thomas' e 'Nules' contendo as construcdes
génicas pCAtPP2/attA e pCAtSUC2/attA e plantas ndo transgénicas (controle
negativo). O DNA total foi extraido de folhas jovens (1,4 g) pelo método CTAB
(DOYLE; DOYLE, 1990) e quantificado por fluorometria (Quanti-iT DNA Assay -
Invitrogen). Apds a quantificagdo, 20 a 60 ug de DNA foram submetidos a reagéo de
digestéo, utilizando a enzimas BamHI (construgcédo génica pCAtSUC2/attA) ou Hindlll
(construcdo génica pCAtPP2/attA). Estas enzimas foram escolhidas por cortar
apenas uma vez a regiao do T-DNA, fora do gene attA. Para a digestao, utilizou-se 5

unidades de enzima por ug de DNA. A reacgéo de digestéo foi realizada por 16 h a 30
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°C (BamHI) ou 37 °C (Hindlll). Apds este periodo, os fragmentos obtidos foram
separados em gel de agarose (1%) por eletroforese, transferidos para membrana de
nylon ‘Amersham Hybond™ - N+’ (GE Healthcare) e fixados em alta temperatura (80
°C; 2 h).

A membrana foi hibridizada (16 h; 60 °C) com 150 ng de sonda marcada com
a enzima Fosfatase Alcalina (AlkPhos Direct Labelling Reagents - GE Healthcare),
para a deteccdo do gene attA. A sonda foi preparada amplificando-se o gene attA, a
partir do plasmideo pCAtSUC2/attA, extraido de E. coli (Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System: Promega). Os fragmentos amplificados foram purificados
com o auxilio do kit ‘QIAEX® Il Gel Extration’ (Qiagen) e quantificados por
fluorometria.

A reacgédo de deteccdao foi realizada com auxilio do kit ‘CDP - StarTM Detection
Reagent’ (GE Healthcare), conforme as instru¢ées do fabricante. Apdés a secagem
do agente de deteccdo, a membrana foi introduzida no cassete fotogréafico
(Hypercassette™ Amersham Life Science) contendo chapa fotografica (Hyperfilm -
GE Healthcare) por um periodo de 1 - 2 h. Apds o tempo de exposicao, a chapa
fotografica foi revelada, utilizando-se revelador e reforgador (Kodak GBX), por 4 min,
lavada em agua (1 min), em seguida transferida para fixador e reforcador (Kodak

GBX), por 14 min, e lavada em agua (1 min).

3.5.4 Andlise da expressdo do transgene

O RNA foi extraido a partir da nervura principal de folhas de plantas
transgénicas confirmadas por Southern blot, utilizando-se o reagente TRIzol
(Invitrogen). Em seguida o RNA foi purificado (RNeasy Plant Mini Kit - Qiagen) e
tratado com DNase (RNase-Free DNase Set - Qiagen), para remover qualquer
contaminacdo por DNA. Apos este procedimento, o RNA foi quantificado por
espectrofotometria (NanoDrop - Thermo Scientific) e a pureza foi determinada pelo
razao de OD260/0D280 (1,80 - 2,00).

Para a sintese do cDNA, utilizou-se 1 ug de RNA, 1 pl de oligo dT (10 uM) e 1

pl de mix de dNTP (10 mM) e adicionou-se agua para um volume final de 12 pl. A
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solugéo foi incubada em banho-maria (65 °C; 5 min), e depois acondicionada em
gelo (3 min). Em seguida, adicionou-se 4 ul de tampao First Strand (5x), 2 ul de
DDT (0,1 M) e 1 pl de RNaseOUT (Invitrogen), incubando-se a solugdo em banho-
maria (37 °C; 2 min). ApoOs este periodo, adicionou-se 1 ul da enzima transcriptase
reversa M-MLV (Invitrogen) e a reacdo foi incubada a 37 °C (50 min).
Posteriormente, a reacéo foi mantida a 70 °C (15 min) para inativacao.

O cDNA obtido foi utilizado para a analise de RT-gPCR, no equipamento 7500
Fast™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Para a amplificacdo foi
utilizada placa de 96 pocgos (0,1 mL; MicroAmp - Applied Biosystems).

As reacgbOes foram realizadas adicionando-se primers especificos para
deteccdo do gene attA-F S5TCGTCACCAAGAACATGCCTGACT3 e attA-R
5AAGAATGGAGTGTTTGCCATGCCG3'.

As reacgOes foram preparadas utilizando-se 10 pl de cDNA diluido (2,5 ng.pl’
1, 0,6 ul do conjunto de primers (5 pM), 7,5 pl de Fast SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems) e 1,9 ul de agua. Foram realizadas 2 réplicas técnicas para
cada amostra. Os genes FBOX e UBQ utilizados como referéncia. Para a
amplificacdo utilizou-se o programa padrdo do equipamento, no modo FAST,
conforme descrito a seguir: 95 °C por 20 s, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 3 s e
60 °C por 30 s. Ao final da reacdo foi determinado o ponto de fusdo médio dos
amplicons, por meio da analise de Melting, submetendo as amostras a 95 °C, por 15
s, aquecendo-as gradativamente de 60 - 95 °C, com taxa de aquecimento de 0,3
°C.s™ e em seguida, mantendo-as a 60 °C (15 s).

Os dados dos niveis de fluorescéncia foram analisados com o programa
LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003), para o calculo do ciclo de quantificacdo (Cq)
e eficiéncia das curvas de amplificacao. O calculo da expressao génica foi realizado,

pelo método comparativo, utilizando-se o programa GenEx (verséo 5.3.6.170).
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3.6 Transformacdo genética utilizando-se suspensdes celulares como

explantes

As suspensodes celulares de tangerina ‘W-Murcott’, laranja doce ‘Hamlin’ e tangelo
‘Page’, foram transformadas geneticamente conforme protocolo descrito por Dutt e
Grosser (2010).

Suspensfes celulares embriogénicas, sete dias apos o terceiro cultivo, foram
imersas na suspensdao de A. tumefaciens (10 min). Em seguida, a cultura de células
foi seca em discos de papel de filtro (Whatman® - 25 mm) e plaqueada em meio de
cultura EME-maltose sélido (sacarose substituida por maltose - 50 g.L™),
suplementado com acetoseringona (100 mM.L™) e incubado a 25 °C, por 5 dias no
escuro. O material foi transferido para o meio de cultura de selecdo, EME-maltose
sélido suplementado com 400 mg.L™" de timentin (Duchefa Biochemie B.V.) e 25
mg.L de higromicina B (Sigma-Aldrich Corp.). As células embriogénicas foram
transferidas para temperatura de 28 °C e fotoperiodo de 16 h de luz. O meio de
cultura de selecao foi renovado a cada 2 semanas. Durante o segundo subcultivo, as
células foram hidratadas com uma fina camada (2 mL) da mistura liquida 1:2 (v:v;
0,6 M BH3: 0,15 M EME-maltose) suplementada com de higromicina B (25 mg.L™) e
timentin (400 mg.L™).

Os embrides desenvolvidos, expressando o fator de transcricdo VvmybAl,
identificados pela presenca da coloracdo roxo-escuro nos tecidos embrionarios
iniciais, foram separados fisicamente in vitro dos tecidos originais e transferidos para
meio de cultura EME, suplementado com sacarose (25 g.L™) e posteriormente para
o meio de cultura de expans&o 1500 (meio EME modificado pela adig&o de 1,0 g.L™
de extrato de malte), em placas de Petri (100 x 20 mm), sendo subcultivados a cada
15 dias. Apds a germinacao dos embrifes, o material foi transferido para o meio de
cultura B+ (meio 1500 modificado pela adicdo de 0,02 mg.L™” de &cido naftaleno
acético, 14,6 mg.L™* de cumarina e 20 mL de &gua de coco), inicialmente em placas
de Petri (100 x 20 mm) e depois transferidos para frasco tipo Magenta®. As
plantulas desenvolvidas e alongadas foram transferidas para o meio de cultura de
enraizamento RMAN, por 30 dias (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010).
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3.7 Transformacao genética utilizando-se protoplastos como explantes

O isolamento, purificacdo e transformacdo genética de protoplastos foram
realizados de acordo com o protocolo estabelecido por Fleming et al. (2000).

Para o isolamento dos protoplastos, cerca de 500 mg da cultura de células em
suspensao foram transferidos para placas de Petri (58 x 15 mm), contendo meio de
cultura BH3 (2 mL; 0,7 M) e solug&o enzimética (2 mL) composta por:

. 1% de Cellulase Onozuka R.S. (Yakult Pharmaceutical Ind. Co. Ltda.);

. 1% de Macerase R10 (Yakult Pharmaceutical Ind. Co. Ltda.); e

. 0,2% de Pectoliase Y-23 (Seishin).

A purificacdo dos protoplastos foi iniciada apds 14 - 16 h de incubacao (25
°C), sob agitacdo constante (40 rpm), verificando-se em microscépio 6ptico invertido
a ocorréncia de digestado da parede celular. A suspenséo de isolamento foi filtrada
em peneira de nylon (45 pym) e, em seguida, recolhida em tubo de centrifuga (15
mL). Apés a centrifugacdo (100g; 5 min), o sobrenadante foi retirado e descartado. O
precipitado foi ressuspendido em 5 mL da solugao CPW 25 M (FREASON; POWER,;
COCKING, 1973), sobre o qual foi adicionado, delicadamente, 3 mL da solucéo
CPW 13 M (FREASON; POWER; COCKING, 1973), gerando um gradiente de
densidade entre os meios. Ap0s centrifugacao (100 g; 8 min), a banda formada por
protoplastos na interface dos meios foi coletada com o auxilio da pipeta de Pasteur e
transferida para um novo tubo, contendo meio de cultura BH3 (5 mL; 0,7 M). Apés
nova centrifugacéo (100 g; 5 min), o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
diluido em meio de cultura BH3 (0,7 M).

Para transformacdo genética 20 pg da suspensdo de DNA plasmidial
contendo as construgdes génicas, presente em tampdo TE (pH 7,5), foram
misturadas a 0,5 mL da suspenséao de protoplastos, seguido da adi¢cdo de 0,5 mL da
solugdo de PEG 1500 (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990).

Apos a incubacdo (20 min), foram adicionadas duas gotas da solucdo de
eluicdo, formada por 2 mL da solugdo de lavagem “A”, para cada quatro gotas da
solucado de lavagem “B” (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010), incubando-se por
20 min. Em seguida, foi realizada a triplice lavagem (10 min) dos protoplastos com

15 a 20 gotas do meio de cultura. Os protoplastos foram entdo plaqueados em 4
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placas de Petri (90 x 15 mm) com meio de cultura BH3 (0,7 M) liquido e incubados
no escuro, a 27 °C.

A cultura dos protoplastos, multiplicagdo das microcolénias e microcalos e
inducdo da embriogénese somética foram executadas conforme metodologia
proposta por Grosser e Gmitter Junior (2010).

Aos 20 dias de cultivo, foi iniciada a reducéo da pressdo osmaética do meio de
cultura pela adicdo de 10 a 12 gotas da mistura 1:1:1 de BH3 0,7 M: EME 0,6 M:
EME 0,146 M (v:v:v). Nos cultivos posteriores, 0 mesmo volume foi adicionado, no
entanto, empregou-se a mistura 1:2 de BH3 0,7 M: EME 0,146 M (v:v) (GROSSER,;
GMITTER JUNIOR, 2010).

Os microcalos desenvolvidos foram transferidos para placas de Petri (100 x
15 mm), contendo meio EME, modificado pela substituicdo da sacarose por 13 g.L*
(37 mM) de maltose. O material foi incubado sob fotoperiodo de 16 horas de luz, a
27 °C.

Os embribes desenvolvidos no meio EME-maltose foram transferidos para
meio de cultura EME suplementado com sacarose (25 g.L™) e posteriormente para o
meio de expansdo 1500 (meio EME modificado pela adicdo de 1,0 g.L™ de extrato
de malte) em placas de Petri (100 x 20 mm), sendo subcultivados a cada 15 dias.

Para avaliar a eficiéncia da introducdo do DNA-exdgeno no genoma dos
protoplastos, a eficiéncia da expresséo do gene do fator de transcricdo VvmybAl e o
desempenho do promotor tecido-especifico 6105 em relacdo ao promotor
constitutivo CaMV35S, foram realizados dois experimentos testando diferentes
temperaturas, pesos moleculares de PEG e a acao do reagente de transfeccéo.

No primeiro experimento (A), as suspensfes plasmidiais com as construcdes
génicas pC1300-6105/VvmybAl e pC1300-35S/VvmybAl em contato com a
suspensao de protoplastos foram submetidas, antes da adicdo do PEG, a 3
tratamentos térmicos de 5 min:

- Tratamento 1 (TA1): 25 °C (controle);

- Tratamento 2 (TA2): 45 °C;

- Tratamento 3 (TA3): 45 °C seguido de 0 °C; e

- Tratamento 4 (TA4): 0 °C.

No segundo experimento (B), utilizando as mesmas suspensfes plasmidiais
com as construcbes génicas pC1300-6105/VvmybAl e pC1300-35S/VvmybAl,
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foram utilizados trés diferentes pesos moleculares de PEG e o reagente de
transfeccéo:

- Tratamento (TB1): 30 uL do reagente de transfecgao (ViaFect™ Transfection
Reagent Promega), em substituicdo ao PEG;

- Tratamento (TB2): 0,5 mL da solugcéo de PEG 1500 daltons (controle);

- Tratamento (TB3): 0,5 mL da solucédo do PEG 4000; e

- Tratamento (TB4): 0,5 mL da solucéo do PEG 6000.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Organogénese in vitro

Os explantes introduzidos no meio de cultura EME, suplementado com BAP
foram avaliados apos 45 dias de incubacdo. O desenvolvimento de gemas
adventicias foi detectado nos segmentos de epicétilo (Figura 4A-C) e internodal
(Figura 4D-F) apds seis semanas de cultivo in vitro.

Figura 4 - Organogénese in vitro de tangerina. Explantes cultivados em meio de cultura EME
suplementado com BAP (1 mg.L™): segmento de epicétio (A-C) e segmento internodal (D-F).
Explante inicial em fase de estabelecimento (A e D). Detalhe das gemas adventicias desenvolvidas
apé6s 30 dias de incubacdo no escuro (B e E). Desenvolvimento das gemas adventicias apds
transferéncia para condi¢cGes de fotoperiodo de 16 h de luz (C e F). Barra = 1 mm.

Os segmentos de epicotilo das variedades ‘Fremont’, ‘Thomas’ e ‘Nules’
apresentaram médias de porcentagem de explantes responsivos e numero de
gemas por explantes significativamente similares entre si (Tabela 1). Assim, um
padrdo semelhante de regeneracdo in vitro foi observado para segmentos de
epicotilo das trés variedades de tangerina. Para os explantes de segmentos
internodais foi verificado maior porcentagem de explantes responsivos para as
variedades ‘Nules’ e ‘Fremont’ em comparacdo com a variedade ‘Thomas’. A

variedade ‘Nules’ apresentou maior nUmero de gemas por explante em comparacao
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com as variedades ‘Fremont’ e “Thomas’ (Tabela 1). Estes valores foram diferentes
aos relatados para espécies de citros consideradas mais responsivas, como a
laranja-doce. Pérez-Molphe-Balch e Ochoa-Alejo (1997) observaram uma
capacidade de resposta de 96% para C. aurantifolia, enquanto que Soriano et al.
(2012) relataram valor médio de 81,49% de explantes responsivos para limao

‘Cravo’.

Tabela 1 - Organogénese in vitro das variedades de tangerina ‘Fremont’, ‘Thomas’ e
‘Nules’ a partir de segmentos de epicotilo (média de trés experimentos, totalizando
108 explantes por tratamento).

explantes responsivos (%)

variedades
BAP (mg.L™) ‘Fremont’ ‘Thomas'’ ‘Nules’
SE Sl SE Sl SE SI
0,0 36,11 9,26 34,26 7,41 30,56 16,67
0,5 56,48 23,15 65,74 13,89 54,63 24,07
1,0 78,70 50,93 73,15 40,74 82,41 54,63
15 57,41 15,74 55,56 12,04 54,63 18,52
2,0 32,41 7,41 36,11 5,56 31,48 12,96
Média* 52,22 A 21,30a 52,96 A 15,93 b 50,74 A 25,37 a

ndmero de gemas por explante

variedades
BAP (mg.L™) ‘Fremont' ‘Thomas'’ ‘Nules’
SE Sl SE Sl SE Sl
0,0 3,06 1,11 3,28 1,39 3,22 2,06
0,5 4,61 2,17 5,67 1,56 5,00 2,50
1,0 6,11 4,00 5,89 3,89 6,56 5,17
15 4,56 1,78 4,67 1,44 4,67 2,11
2,0 2,89 0,83 3,39 0,72 3,17 1,83
Média* 4,24 A 1,98 b 4,58 A 1,80 b 4,52 A 2,73 a

SE: segmento de epicétilo; Sl: segmento internodal.

*Médias com letras mailsculas para segmento de epic6tilo e minUsculas para segmento internodal.
*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey’s (5%).
*Coeficiente de variagdo dos explantes responsivos = 40%.

*Coeficiente de variagdo do nimero de gemas por explante = 38%.
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De acordo com Duran-Vila et al. (1992) a capacidade de resposta para laranja
doce é ao redor de 70%. Ainda assim, algumas espécies sdo menos eficientes no
desenvolvimento de gemas adventicias. Bordon et al. (2000) observou 40% de
explantes responsivos para C. aurantium e Tavano et al. (2009) relatou 42% para C.
volkameriano.

Independente do tipo de explante ou variedade a maior eficiéncia na
organogénese in vitro nas variedades de tangerina estudadas foi obtida com a
concentracéo de 1,0 mg.L™ (Figura 5), demonstrando a importancia da citocinina em
estimular o desenvolvimento de gemas adventicias no cultivo in vitro de tangerinas.
Este valor € semelhante aos encontrados para laranjas doces (MOURA et al., 2001;
ALMEIDA et al., 2002; SCHINOR et al., 2006). Entretanto, outras espécies de Citrus
necessitam maiores concentragcbes de BAP. Lim&do ‘Cravo’ (MOURA et al., 2001),
citrange ‘Troyer (GARCIA-LUIS et al., 1999; MOREIRA-DIAS et al., 2001) e C.
aurantifolia (PERES-MOLPHE-BALCH; OCHOA-ALEJO, 1997) apresentaram
melhores resultados em meios de cultura suplementado com concentracdes
equivalentes ou superiores a 2,0 mg.L™ de BAP.

Diferente de Lombardo et al. (2011) e Tavano et al. (2009) a suplementacéo
dos meios de cultura com BAP néo foi considerada necesséria para a regeneragao
in vitro. O desenvolvimento de gemas adventicias ocorreu nos tratamentos sem a
citocinina, com valores muito proOXimos aos tratamentos com a concentracao de 2,0
mg.L™ de BAP (Tabela 1). Schinor et al. (2011) quando avaliaram a organogénese
de tangerinas, relataram que a presenca de citocinina também néo foi essencial para
o desenvolvimento de gemas adventicias. Assim, a necessidade de suplementacéo
de meios de cultura BAP para regeneracao in vitro de citros pode variar de acordo
com as doses enddgenas de auxina/citocinina presente em cada genotipo.

Ha décadas o emprego de reguladores de crescimento na composi¢do de
meios de cultura tornou-se uma pratica comum no estudo da morfogénese in vitro.
Dentre os fitorreguladores, as citocininas promovem a divisdo celular e estimulam a
multiplicacdo de brotacdes (GRATTAPLAGIA; MACHADO, 1998), sendo o 6-
benzilaminopurina (BAP) a citocinina mais amplamente usada em protocolos de
regeneracao in vitro de citros, sendo responséavel pela inducdo e desenvolvimento

de gemas adventicias em diversas espécies.
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Figura 5 - Organogénese in vitro das variedades de tangerina ‘Fremont’, ‘Thomas’ e ‘Nules’ a partir
do cultivo in vitro de segmentos de epicotilo e internodal em funcdo da concentragdo de BAP
adicionada ao meio de cultura.

No presente estudo, foi possivel verificar que altas doses de BAP nao
promoveram um efeito sinérgico junto aos niveis enddgenos de citocinina,
comprometendo o0 processo de regeneragdao in vitro. O efeito inibidor com
concentracdes elevadas de BAP foi também relatado em outros genaotipos de citros
(MOLINA et al., 2007; CERVERA et al., 2008).

O percentual de explantes responsivos para segmentos de epicétilo foi muito
maior em comparacao aos valores obtidos para os segmentos internodais. Embora

0s segmentos de epicotilo seja o tipo explante mais frequentemente utilizado em
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protocolos de regeneracdo in vitro, os segmentos internodais tém sido também
descritos como explantes responsivos em Citrus (PEREZ-MOLPHE-BALCH;
OCHOA-ALEJO, 1997; SCHINOR et al., 2011).

Quanto ao numero de gemas por explante, os melhores resultados também
foram obtidos para os segmentos de epicétilo, com valores superiores aos obtidos
para 0s segmentos internodais (Tabela 1). Soriano et al. (2012) obtiveram uma
resposta quase trés vezes superior para o segmentos de epicétilo do que para o

segmentos de hipocétilo de C. limonia utilizando o0 mesmo regulador de crescimento.

4.2 Transformacdo genética utilizando-se segmentos de epicétilo e internodal

como explantes

Neste trabalho, segmentos de epicdtilo e internodal das tangerinas ‘Fremont’,
‘Thomas’ e ‘Nules’ foram inoculados com suspensao bacteriana de A. tumefaciens
contendo as construcdes pCAtPP2/attA e pCAtSUC2/attA, com o gene que codifica
0 peptideo antibacteriano atacina A (attA), controlado pelos promotores especificos
de floema AtPP2 e AtSUC?2, respectivamente.

Apo6s o periodo de co-cultivo, foi possivel observar o desenvolvimento de
gemas adventicias nos explantes das trés variedades, em meio de cultura de
selecao, entre 30 a 90 dias de incubacéo apds os experimentos de transformacao
genética (Figura 6A-B). Em seguida, as brotacbes vigorosas das tangerinas
‘Fremont’, ‘Thomas’ e ‘Nules’ regeneradas enraizaram no meio de cultura EME
(Figura 6C) ou foram enxertadas in vitro em plantulas de citrange ‘Carrizo’ (Figura
6D). A fixacdo entre copa e porta-enxerto foi satisfatoria para as trés variedades de
tangerina (Figura 6E), resultando no bom pegamento da enxertia in vitro e
regenerando plantas que foram aclimatizadas para as posteriores avaliacdes

moleculares (Figura 6F).
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Figura 6 - Transformacdo genética de segmentos de epicotiilo com a construgdo génica
pCAtSUC2/attA. Desenvolvimento de gema adventicia apds 30 dias (a) e 90 dias (b) de incubacéo.
Enraizamento in vitro em meio de cultura EME (c). Enxertia in vitro de brotagdo em citrange ‘Carrizo’
(d). Desenvolvimento do material apés enxertia in vitro (e). Aclimatiza¢é@o das plantas regeneradas (f).
Barra = 0,2 cm.

Nas Tabelas 2, 3 e 4 sdo apresentados os dados dos experimentos de
transformacdo genética realizados com as trés variedades em estudo e com as
construcdes génicas pCAtPP2/attA e pCAtSUC2/attA, utilizando segmentos de

epicotilo e internodal como fonte de explantes.
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Tabela 2 - Experimentos de transformacdo genética realizados com segmentos de
epicotilo e internodal da variedade ‘Fremont’ (nimero total de explantes introduzidos

e de plantas transgénicas obtidas).

tipo de construgdes . numero de nu?;eero
explante génicas experimentos . explant_es plantas
introduzidos PCR+

1 61 0

2 72 0

3 102 0

4 127 0

5 71 0

pCAtPP2/attA ® 197 0

7 162 1

8 162 1

9 124 0

10 162 0

11 138 1

total 1378 3

1 a1 0

seamencs : w0

3 197 1

4 87 0

> 101 0

6 42 0

7 81 1

pCAtSUC2/attA 8 176 1

9 204 1

10 177 0

11 163 2

12 169 1

13 161 1

14 134 0

total 1874 8

1 59 0

pCAtPP2/attA 2 62 0

3 74 0

total 195 0

reoments 1 w0

2 69 0

pCAtSUC2/attA 3 87 0

4 61 0

total 208 0




52

Tabela 3 - Experimentos de transformacéo genética realizados com segmentos de
epicotilo e internodal da variedade ‘Thomas’ (niUmero total de explantes introduzidos

e de plantas transgénicas obtidas).

ndmero de numero
tipo de construgdes . | de
explante génicas experimentos expdantlgs plantas
introduzidos PCR+
1 127 0
2 82 0
3 77 0
4 62 0
5 98 0
6 78 0
7 176 0
pCAtPP2/attA
8 161 2
9 203 1
10 191 1
11 165 2
segmentos de 12 176 2
epicétilo 13 147 2
total 1743 10
1 113 0
2 70 0
3 74 0
4 164 0
5 191 0
pCAtSUC2/attA
6 173 1
7 187 0
8 127 0
9 198 11
total 1297 12
1 69 0
2 70 0
pCAtPP2/attA
3 72 0
segmentos total 211 0
internodais 1 84 0
2 51 0
pCAtSUC2/attA
3 68 0
total 203 0
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Tabela 4 - Experimentos de transformacéo genética realizados com segmentos de
epicotilo e internodal da variedade ‘Nules’ (nimero total de explantes introduzidos e

de plantas transgénicas obtidas).

; nimero
tipo de construgdes ] numero de de
explante génicas experimentos expcliant'gs olantas
introduzidos PCR+
1 39 0
2 98 0
3 96 0
4 97 0
pCAtPP2/attA 5 82 0
6 187 0
7 177 2
8 187 1
segmentos " o3 ;
de epicatilo

1 98 0
2 65 0
3 142 0
4 82 0

pCAtSUC2/attA
5 86 0
6 162 2
7 74 0
total 709 2
1 72 0
2 71 0
pCAtPP2/attA 3 89 0
4 82 0

segmentos

internodais total 314 0
1 75 0
2 80 0

pCAtSUC2/attA
3 103 0
total 258 0
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Dos experimentos de transformacdo genética com segmentos de epicétilo da
variedade ‘Fremont’, foram obtidas trés plantas transgénicas com a construcéo
génica pCAtPP2/attA e oito com a construcdo génica pCAtSUC?2/attA (Tabela 2).

Para a variedade ‘Thomas’, utilizando-se a construcdo génica pCAtPP2/attA,
foram identificadas dez plantas PCR positivas e doze para a construcdo génica
pCAtSUC2/attA (Tabela 3). Por sua vez, foram identificadas trés plantas PCR
positivas da variedade ‘Nules’ com a construgao génica pCAtPP2/attA e duas com a
construcdo génica pCAtSUC2/attA (Tabela 4).

Os experimentos de transformacdo genética com segmentos internodais
apresentaram baixa capacidade de resposta e ndo produziram brotacdes vigorosas
para a enxertia in vitro.

As plantas desenvolvidas apés o pegamento da enxertia, contendo 3-5 folhas,
foram analisadas por PCR para a confirmagéo da insercéo do transgene no genoma
das plantas (Figura 7). Foram identificadas plantas transgénicas das trés variedades
com as duas construcdes génicas utilizadas, as quais foram aclimatizadas em casa-
de-vegetacao certificada.

As plantas PCR positivas aclimatizadas em casa-de-vegetacdo foram
selecionadas para a andlise de Southern blot para confirmar a integracéo do gene
attA e verificar o nimero de eventos de inser¢Bes do transgene no genoma. Foram
analisadas plantas das trés variedades obtidas a partir dos experimentos com as
construcdes génicas pCAtPP2/attA e pCAtSUC2/attA. As plantas analisadas foram
escolhidas em fungdo do tamanho adequado para a retirada de folhas utilizadas
para a extracdo de DNA. No total, foram avaliadas onze plantas de tangerina
‘Fremont’, das quais trés foram obtidas com a construcdo génica pCAtPP2/attA e
oito com a construcdo génica pCAtSUC2/attA; dezenove plantas de tangerina
‘Thomas’, das quais sete foram obtidas com a construcdo génica pCAtPP2/attA e
doze com a construgao génica pCAtSUC2/attA; e trés plantas de clementina ‘Nules’,
das guais somente uma foi obtida com a construcdo génica pCAtPP2/attA e duas

com a construcao génica pCAtSUC2/attA (Figura 8).
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Figura 7 - Analise de PCR de plantas de tangerina obtidas dos experimentos de transformacao
genética. Colunas 1-3: plantas transgénicas da variedade ‘Fremont’ com a construgdo génica
pCAtPP2/attA; colunas 4-10: plantas transgénicas da variedade ‘Thomas’ com a construgdo génica
pCAtPP2/attA; colunas 11-12: plantas transgénicas da variedade ‘Nules’ com a construgdo génica
pCAtPP2/attA; colunas 13-15: plantas transgénicas da variedade ‘Fremont’ com a construgdo génica
pCAtSUC2/attA; colunas 16-22: plantas transgénicas da variedade ‘Thomas’ com a construgdo génica
pCAtSUC2/attA; colunas 23-24: plantas transgénicas da variedade ‘Nules’ com a constru¢do génica
pCAtSUC2/attA. C+: controle positivo (plasmideo pGEM®-T contendo o gene attA); C-: controle
negativo (planta ndo transgénica). O fragmento amplificado (725pb) corresponde ao gene attA.
Marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen).

Para a andlise de RT-gPCR, foram utilizados os genes enddégenos FBOX e
UBQ como referéncia para normalizar o nivel de expressdo do gene attA e uma
planta ndo transgénica de citros (C. sinenses) como controle negativo. A calibracdo
foi feita com a planta transgénica com menor nivel de expressao. A Figura 9 mostra
a andlise de RT-gPCR que permite avaliar a expressdo do gene attA, em relacéo
aos genes de referéncia FBOX e UBQ em duas plantas transgénicas da variedade
‘Fremont’ com a construgdo pCAtPP2/attA, trés plantas transgénicas da variedade
‘Thomas’ com a construgao pCAtPP2/attA, uma planta transgénica da variedade
com a construcdo ‘Nules’ com a construgdo pCAtPP2/attA, duas plantas
transgénicas da variedade ‘Fremont’ com a construgao pCAtSUC2/attA, trés plantas
transgénicas da variedade ‘Thomas’ com a constru¢do pCAtSUC2/attA e uma planta

transgénica da variedade ‘Nules’ com a construgdo pCAtSUC2/attA.
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Figura 8 - Andlise de Southern blot em plantas de tangerina obtidas a partir dos experimentos de
transformacédo genética. A) DNA de plantas PCR+ obtidas apos transformagdo genética com a
construcdo génica pCAtPP2/attA digerido com a enzima Hindlll; B e C) DNA de plantas PCR+
obtidas apés transformacdo genética com a construcdo génica pCAtSUC2/attA digerido com a
enzima BamHI. Colunas 1-3A e 1-6B: plantas transgénicas da variedade ‘Fremont’; colunas 4-10A,
9B e 1-11C: plantas transgénicas da variedade ‘Thomas’; colunas 11A e 10-11B: plantas transgénicas
da variedade ‘Nules’. C+: Controle positivo - fragmento amplificado do gene attA (725 pb). C-:
Controle negativo - DNA de planta de tangerina ‘Fremont’ ndo transgénica, digerido com a enzima de
restricdo Hindlll.
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Figura 9 - Expressdo do gene attA, em relacdo aos genes de referéncia FBOX e UBQ, em plantas
transgénicas de tangerina. Coluna 1-2: plantas transgénicas da variedade ‘Fremont com a
construgdo pCAtPP2/attA; colunas 3-5: plantas transgénicas da variedade ‘Thomas’ com a
construcéo pCAtPP2/attA; coluna 6: planta transgénica da variedade com a construgéo ‘Nules’ com a
construgdo pCAtPP2/attA; colunas 7-8: plantas transgénicas da variedade ‘Fremont com a
construcdo pCAtSUC2/attA; colunas 9-11: plantas transgénicas da variedade ‘Thomas’ com a
construgdo pCAtSUC?2/attA; coluna 12: planta transgénica da variedade ‘Nules’ com a construgao
pCAtSUC2/attA; coluna 13: planta contendo o gene attA sob o controle do promotor constitutivo
CaMV35S; coluna 14: planta de laranja doce nado transgénica utilizada como controle negativo.

A Tabela 5 mostra o resumo dos resultados dos experimentos de
transformacdo genética das trés variedades de tangerina, com segmentos de
epicotilo como fonte de explantes, apresentando a eficiéncia de tranformacéo e o
namero de plantas transgénicas confirmadas via PCR e Southern blot.

Com base no numero total de plantas transgénicas obtidas, foi possivel
destacar a variedade ‘Thomas’ em relacdo as variedades ‘Fremont’ e ‘Nules’,
caracterizando esse gendtipo como 0 mais receptivo a transformacdo genética

utilizando-se segmentos de epicoétilo como explante.
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Tabela 5 - Resumo dos resultados dos experimentos de transformacdo genética
para cada construgéo génica e variedade estudadas.

construcio eficiéncia de namero de numero de
variedade énicg transformacgao lantas PCR + plantas
9 genética (%)* P Southern blot +°
pCAtPP2/attA 0,22 3 3/3
‘Fremont’
pCAtSUC2/attA 0,43 8 8/8
pCAtPP2/attA 0,57 10 717
‘Thomas’
pCAtSUC2/attA 0,93 12 12/12
pCAtPP2/attA 0,31 3 1/1
‘Nules’
pCAtSUC2/attA 0,28 2 1/2
Total 38 32

#Nuamero de plantas PCR+ (x100) / nimero total de explantes introduzidos.
®Plantas confirmadas por Southern blot/plantas PCR+ analisadas.

Com base da Tabela 5, foi possivel verificar que a eficiéncia de transformacéo
genética com a construcdo génica pCAtSUC2/attA foi superior comparada com a
construcdo génica pCAtPP2/attA nas variedades ‘Fremont’ e ‘Thomas’, porém, para
a variedade ‘Nules’, a eficiéncia de transformacdo genética com a construcdo
pCAtPP2/attA foi ligeiramente superior. Os valores de eficiéncia de transformagao
genética (de 0,22% a 0,93%) obtidos neste trabalho foram muito aquém dos
observados em outras espécies de citros. Estes resultados denotam a dificuldade de
insercao do T-DNA no genotipo das trés variedades de tangerina.

No entanto, estes resultados ndo sdo exclusivos para C. reticulata, mas
também outras espécies demonstraram ser recalcitrantes ao processo de
transformacgéo genética, como C. limonia e C. aurantium, que apresentam valores
menores que 2,5% de eficiéncia de transformacédo genética (GUTIERREZ; LUTH:;
MOORE, 1997; AZEVEDO et al.,, 2006). Em citros, os valores de eficiéncia de
transformacgéo genética sdo muito singulares e atrelados ao genotipo e as condicdes
de inoculagao/incubagéo. As laranjas doces apresentam um espectro de valores de
eficiéncia de transformacdo genética muito amplo, variando de 0,5% para a
variedade ‘Péra’ (AZEVEDO et al., 2006) a 18,6% para a variedade ‘Hamlin’
(MENDES et al., 2010).

Para citranges, estes valores podem variar de 0,52% a 55,2% (MOORE et al.,
1992; KANEYOSHI et al., 1994; DUTT; GROSSER, 2009). Miyata et al. (2012),
observaram uma eficiéncia de transformacéo genética de 6-8% em citrange ‘Carrizo’,

com construcao contendo o promotor tecido-especifico de floema AtSUC2.
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Espécies de citros com baixa eficiéncia de transformac&o genética, com
reduzida oferta de explantes juvenis e adultos (CERVERA et al., 2008), com
sementes recalcitrantes e tecidos sensiveis ao processo de transformacao genética,
como o caso das tangerinas, ainda requerem mais estudos de regeneragao in vitro e
controle das condic¢des de transformacao genética.

Os segmentos internodais utilzados nos experimentos de transformacao
genética com as trés variedades ndo responderam ao processo de regeneracao
apos a inoculacdo com A. tumefaciens e, desse modo, nao foi possivel a obtencao
de plantas transgénicas com esse tipo de explante. Diferente do observado em
trabalhos de organogénese in vitro com segmentos internodais com diferentes
espécies de citros (GHORBEL et al., 1998; MOURA et al., 2001; ALMEIDA et al.,
2002; SCHINOR et al., 2006; SILVA et al., 2010), nos quais foram obtidos resultados
satisfatorios de regeneracao in vitro, entretanto neste estudo, € possivel afirmar que
0S segmentos internodais das trés espécies estudadas sejam recalcitrantes ao
processo de transformacéo genética nas condi¢cdes descritas na metodologia.

O resultado da analise de Southern blot mostrou sinais de hibridizacdo que
indicam os eventos de insercdo do T-DNA no genoma das plantas das trés
variedades analisadas. As trinta e duas plantas confirmadas por andlise de Southern
blot apresentaram ao menos uma insercao do T-DNA no genoma, dentre estas,
nove apresentaram mais de uma copia do gene (Figura 8: A-C) (SCHUBERT et al.,
2004; LOPEZ et al., 2010). Mdltiplas inser¢bes (de duas a quatro) do transgene
foram também relatadas em trabalhos de transformacdo genética com citros por
analises de Southern blot (AZEVEDO et al., 2006; BOSCARIOL et al., 2006; PAOLI
et al.,, 2007; BARBOSA-MENDES et al.,, 2009; REYES et al., 2011; DUTT et al.,
2012).

Contudo, a ocorréncia de uma planta de clementina ‘Nules’ (Figura 8: B -
coluna 10), com a construgdo pCAtSUC2/attA, negativa para a analise de Southern
blot, pode ser atribuida a ndo integracdo do T-DNA no genoma da planta ou a
alguma falha durante a analise.

Os resultados obtidos pela analise de RT-qPCR demonstram que o nivel de
transcricdo variou sensivelmente em fungdo da construgdo génica e do genotipo
(Figura 9). O maior nivel de transcricdo ocorreu em uma planta da variedade

‘Thomas’ com a construgédo génica pCAtPP2/attA (Figura 9 - coluna 3), seguida por
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uma planta da variedade ‘Fremont’ com a construgdo génica pCAtSUC2/attA,
ambas com niveis de transcricAo comparaveis ao obtido pela planta contendo o
gene attA sob o controle do promotor CaMV35S. Este resultado é contrastante aos
encontrados por Dutt et al. (2012) e Attilio et al. (2013), nos quais 0os promotores de
expressao preferencial de floema apresentaram niveis de expressao do transgene
bem inferiores a expressao do gene dirigido pelo promotor constitutivo CaMV35S.

As plantas de tangerina ‘Fremont’, ‘Thomas’ e ‘Nules’ tiveram a sua
transgenia confirmada através das andlises de PCR e Southern blot, que
comprovaram a insercdo do gene attA no gemona das trés variedades, e a
expressao preferencial do gene da atacina A nos tecidos floematicos, regido alvo de
colonizacdo da bactéria Ca. Liberibacter (CLas), causadora do HLB, dirigida pelos
promotores tecido-especificos AtPP2 e AtSUC2, foi confirmada por andlise RT-
gPCR. A expressédo especifica destes promotores nos tecidos do floema foi avaliada
com sucesso em laranjas doces (MIYATA et al., 2012; ATTILIO et al., 2013;
TAVANO, 2013).

Como ainda nao foram registradas espécies ou variedades de citros
resistentes ao HLB, as plantas produzidas neste trabalho serdo multiplicadas
vegetativamente, pela enxertia de borbulhas no porta-enxerto liméo ‘Cravo’ (C.
limonia) e as mudas produzidas serdo desafiadas com o patdgeno através da
inoculacéo da bactéria CLas, buscando avaliar se o nivel de expressao do transgene

é eficaz no controle da doenca.

4.3 Transformacdo genética utilizando-se suspensdes celulares como

explantes

Foram realizados experimentos de transformacédo genética com suspensdes
celulares de tangerina ‘W-Murcott’, laranja doce ‘Hamlin’ e tangelo ‘Page’ com as
construgcdes génicas pC6105/VvmybAl, pC6105/Ruby, pCDC3/VvmybAl e
pCDC3/Ruby. Os fatores de transcricdo VvmybAl e Ruby foram avaliados como
potenciais genes reporteres através da expressdo especifica de antocioanina nos

tecidos embrionarios, dirigida pelos promotores 6105 e DC3.
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A Tabela 6 apresenta os experimentos de transformacdo genética de
suspensdes celulares realizados com as trés espécies e as quatro construcdes

génicas estudadas.

Tabela 6 - Experimentos de transformacdo genética de suspensfes celulares de
tangerina ‘W-Murcott’, laranja doce ‘Hamlin’ e tangelo ‘Page’ realizados com as
construcbes génicas pC6105/VvmybAl, pC6105/Ruby, pCDC3/VvmybAl e
pCDC3/Ruby.

espécie construc&o génica embrides
transgénicos

pC6105/VvmybAl +
tangerina pC6105/Ruby +
‘W-Murcott’ pCDC3/VvmybA1l +
pCDC3/Ruby +
pC6105/VvmybAl +
laranja doce pC6105/Ruby +
‘Hamlin’ pCDC3/VvmybAl +
pCDC3/Ruby +
pC6105/VvmybAl +
tangelo pC6105/Ruby +
‘Page’ pCDC3/VvmybA1l +
pCDC3/Ruby -

Com os resultados apresentados na Tabela 6 verifica-se que a técnica de
transformac@o genética de suspensdes celulares para as espécies avaliadas foi
eficiente para as trés variedades de citros. A tangerina ‘W-Murcott’ e a laranja doce
‘Hamlin’ produziram plantas transgénicas com as quatro construcées génicas. Por
sua vez, somente para o tangelo ‘Page’, nao foram obtidas plantas transgénicas com
a construcdo pCDC3/Ruby. O desenvolvimento in vitro de embrides somaticos
transformados da tangerina "W-Murcott’, da laranja doce 'Hamlin' e do tangelo 'Page’,
regenerados a partir de suspensdes celulares apés transformacdo genética via A.
tumefaciens séao ilustrados na Figura 10.

De forma geral, todo o material transformado foi regenerado com sucesso,
dentro dos padrdes e periodos previstos no protocolo. Da mesma forma, a qualidade
e padronizacdo das suspensodes celulares foi importante para a formacéo de plantas
in vitro, devido o fornecimento de calos friaveis em excelentes condi¢cdes para a
transformacdo genética via A. tumefaciens, cultivo em meio de cultura de selecéo,
multiplicagdo, embriogénese somatica e regeneragao in vitro. A Figura 10 ilustra o

desenvolvimento da tangerina ‘W-Murcott’, laranja doce ‘Hamlin’ e tangelo ‘Page’
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desde o embrido somatico transgénico até a planta in vitro, completamente

regenerada.

Figura 10 - Desenvolvimento in vitro de embrides somaticos de citros, regenerados a partir de
suspensdes celulares apds transformacdo genética via A. tumefaciens. A) Tangerina ‘W-Murcott’
transformada com a construgao génica pCDC3/VvmybA1. B) Laranja doce ‘Hamlin’ transformada com
a construcdo génica pC6105/Ruby. C) Tangelo ‘Page’ transformado com a construgdo génica
pCDC3/VvmybAl. 1) Embrides somaticos transgénicos desenvolvidos em meio de cultura EME-
maltose (barras: 0,25 cm). 2) Embriées somaticos individualizados em papel de filtro (0,22 ym x 25
mm) sobre meio de cultura EME-maltose. 3) Embriogénese in vitro em meio de cultura B+ (barras:
0,25 cm). 4) Plantas regeneradas in vitro em meio de cultura RMAN.

by

A laranja doce apresentou maior vigor celular quanto a multiplicacdo e
proliferacdo dos calos. Por outro lado, a tangerina ‘W-Murcott’ foi a espécie com

maior potencial embriogénico superando, principalmente, o tangelo ‘Page’.
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No tocante ao desempenho dos promotores especificos para expressao
génica em tecidos embrionarios dos fatores de transcricdo VvmybAl e Ruby na
identificacao visual dos embrides transformados, o promotor 6105, proveniente de C.
sinenses, apresentou expressao mais intensa que o promotor DC3, principalmente
com a expressdo de Ruby. A expressdo especifica da construcdo pC6105/Ruby
(Figura 11-2) nos tecidos embrionarios mostrou-se muito superior que as observadas
nas construcdes génicas pC6105/VvmybA1l (Figura 11-1), pCDC3/VvmybAl (Figura
11-3) e pCDC3/Ruby (Figura 11-4). Esses resultados foram observados nas trés
espécies avaliadas no meio de inducdo EME-maltose. A antocianina, como produto
da expressdo dos fatores de transcricdo, foi decrescendo com evolucdo do

desenvolvimento embrionario.

Figura 11 - Expresséo dos fatores de transcricdo VvmybAl e Ruby nos embrides de laranja doce
‘Hamlin’ cultivados no meio de cultura EME-maltose. Constru¢des génicas: 1) pC6105/VvmybAl; 2)
pC6105/Ruby; 3) pCDC3/VvmybAl; 4) pCDC3/Ruby.

A utilizac&o de calos embriogénicos e suspensdes celulares a partir de évulos
nao fertilizados (LI et al., 2002) constituem uma alternativa para a transformacéao
genética, ideal para espécies com tecidos recalcitrantes e com baixa eficiéncia de

transformacdo genética, uma vez que todas as cultivares podem ser introduzidas in
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vitro como células embriogénicas. Outro fator é a obtencdo de culturas de células
estabelecidas in vitro, em contraste com a disponibilidade sazonal de sementes
obtidas de frutas frescas, limitada em determinadas épocas do ano (DUTT,;
GROSSER, 2010).

Neste trabalho, o sistema de transformagéo genética de suspensdes celulares
derivadas de células embriogénicas, mediado por A. tumefaciens foi eficiente para
as trés espécies de citros estudadas. Plantas transgénicas das quatro construcdes
génicas que expressaram os fatores de transcricdo VvmybAl e Ruby, durante o
estagio embrionério, foram regeneradas in vitro.

A adicao de 2 mL da mistura liquida dos meios de cultura 1:2 suplementado
com os antibidticos higromicina B e timentin, durante o segundo subcultivo,
mantendo as células hidratadas, favoreceu o desenvolvimento dos embrides
somaticos. Este procedimento foi sugerido por Cabasson et al. (1997) para elevar a
regeneracao in vitro de calos embriogénicos, multiplicacdo celular e embriogénese
somatica.

A utilizacdo dos promotores tecido-especifico de embrido 6105 de C. sinensis
e DC3 de D. carota, presentes nas construcdes génicas utilizadas, conferiu maior
especificidade de expressdo e reduziu o tempo de determinacdo do material
transgénico por identificagcdo visual da antocianina, expressa pelos genes dos
fatores de transcricdo VvmybAl e Ruby nos tecidos dos embrides somaticos
regenerados. Na medida em que se iniciou o desenvolvimento da parte aérea, a
expressdo da antocianina foi gradativamente reduzida. Além disso, ao contrario do
gene reporter uidA, amplamente empregado em trabalhos de transformacéo
genética para a identificacdo da transformacéo genética (GUO et al., 2004; ZHAO,;
LIU; DAVIS, 2004), a eficiente expressao dos fatores de transcricdo associados a
sintese de antocianina apresenta a vantagem por ndo ser destrutivo e ndo necessita
de qualquer equipamento de microscopia para a sua visualizacao.

O sistema de transformacdo genética de suspensfes celulares mostrou-se
bastante eficiente, permitindo a obtencédo de plantas transgénicas das trés espécies
num periodo relativamente curto, o que torna este sistema interessante ao
melhoramento genético de espécies recalcitrantes a transformacdo genética com
tecidos maduros e juvenis e também as espécies sem sementes, pois células
embriogénicas de qualquer espécie ou variedade podem ser introduzidas in vitro

(DUTT; GROSSER, 2010). Desse modo, espera-se que essa tecnologia seja
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extendida e adaptada para importantes cultivares comerciais de Citrus que

enfrentam obstaculos na transformacao genética via A. tumefaciens.

4.4 Transformacao genética utilizando-se protoplastos como explantes

Neste trabalho, visando avaliar a transformacdo genética direta de
protoplastos de tangerina ‘W-Murcott’ e comparar o nivel de expressdo do promotor
tecido-especifico de embrido 6105 com o promotor constitutivo CaMV35S, foram
realizados experimentos de transformacéo genética quimica direta de protoplastos
com as construcdes génicas pC1300-6105/VvmybAl e pC1300-35S/VvmybAl que
expressam o gene do fator de transcricdo VvmybA1l, utilizado como gene reporter.

A técnica de isolamento de protoplastos utilizada foi satisfatoria para calos
embriogénicos da tangerina ‘W-Murcott’ e, apds a digestdo enzimatica, a suspensao
foi purificada por filtracao e centrifugacdo com o intuito de separar os protoplastos de
restos celulares e da solucdo enzimética. Apds a purificacdo, a disponibilidade de
protoplastos foi evidenciada pela formacdo de bandas espessas na interface dos
meios de cultura CPW 25 M e CPW13 M (FREASON; POWER; COCKING, 1973) e,
dessa forma, a concentracdo da suspensdo pode ser ajustada para 2 x 10°
protoplastos.mL™® (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010).

Apés a transformacdo genética direta com 20 pg da suspensdo de DNA
plasmidial, os protoplastos foram cultivados em meio de cultura liquido em placas de
Petri (58 x 15 mm) e ao redor de dez dias de cultivo in vitro, j era possivel observar
0 inicio das divisdes celulares. A formacdo de microcolbnias e microcalos foi
verificada 20-40 dias ap0s os experimentos de transformacdo genética direta de
protoplastos.

Para inducdo da embriogénese somatica, apds 60 dias de cultivo, o0s
microcalos originados foram transferidos para o meio de cultura EME-Maltose sélido,
0 qual proporcionou a proliferacdo das células e, cerca de 25 dias neste meio de
cultura, os calos desenvolvidos responderam ao estresse nutricional gerado pela
dificuldade de assimilagdo de maltose em relagdo a sacarose, ocorrendo a formacao

de embrides somaticos. Neste estagio foi possivel identificar e selecionar o material
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transgénico através da coloracdo roxo escuro nos tecidos dos embrionérios,
resultante da expressao génica do fator de transcricdo VvmybALl.

Os embribes foram transferidos para o meio de cultura EME-sacarose na
medida em que se diferenciavam nos calos, por volta de 25 dias de cultivo. Para o
desenvolvimento e expansao celular, os embrides foram transferidos para o meio de
cultura 1500. Para germinacdo dos embrides, alongamento dos brotos e emissao
das primeiras folhas, apo6s 15 dias de cultivo no meio 1500, os embrides foram
transferidos para o meio de cultura B+. As plantas desenvolvidas no meio de cultura
B+ foram transferidas para meio de cultura RMAN (GROSSER; GMITTER JUNIOR,
2010), especifico para enraizamento.

As etapas de isolamento e purificacdo de protoplastos, bem como o inicio da
divisédo celular em meio liquido pés-transformacao genética direta com o plasmideo
contendo o gene do fator de transcricdo VvmybAl, desenvolvimento dos microcalos,
a inducdo da embriogénese somatica em meio soélido e a regeneragdo in vitro,

podem ser visualizadas na Figura 12.
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Figura 12 - Etapas do processo de purificacdo e cultura dos protoplastos, desenvolvimento de
embrides somaticos transgénicos e regeneracdo de plantas, a partir da transformacéo genética direta
de protoplastos de tangerina ‘W-Murcott’. a) Protoplastos isolados de suspensdes celulares apos
digestao completa da parede celular (40x). b) Gradiente sacarose/manitol com a presenc¢a de banda
intermediaria contendo os protoplastos. c) Cultura de protoplastos apds transformacao genética direta
com a construgao pC1300-6105/VvmybAl com o inicio da divisdo celular em meio de cultura 1:1 BH3
0,6M: EME 0,6M (v:v) (35x). d) Microcalos em meio de cultura 1:2 BH3 0,6M: EME 0,146M (v:v) (20x).
e) Inducdo da embriogénese somatica no meio de cultura EME-maltose. f) Detalhe de embrido
somatico transgénico desenvolvido a partir de calos cultivados em meio de cultura EME-maltose
(barra: 0,5cm). g) Embrides sométicos transferidos para meio de cultura B+. h) Plantas regeneradas
em enraizamento no meio RMAN.
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Diversos fatores podem afetar a eficiéncia de regeneracdo de plantas em
experimentos de transformacdo genética de protoplastos, como a condicdo da
cultura de protoplastos ou o estado das culturas em suspensao de células utilizadas
para o isolamento de protoplastos (OMAR et al., 2007). Contudo, devido a qualidade
e padronizagdo das suspensdes celulares doadoras de protoplastos viaveis, todas
as células apresentaram bom potencial mitético e germinativo; e desenvolveram-se
nos estagios sequenciais (microcolénias, microcalos, calos, embrides e brotacdes)
de acordo com os periodos de incubacédo e transferéncia previstos no protocolo de
regeneragao.

O sistema de transformacédo genética direta de protoplastos utilizado mostrou-
se viavel para tangerina ‘W-Murcott’. Apos 65 dias de cultivo, os protoplastos
atingiram o estagio de desenvolvimento embrionério, no qual foi possivel identificar a
expressao do fator de transcricdo VvmybAl. Embrides com coloragcdo roxo-escuro
nos tecidos embrionérios iniciais foram observados nos dois experimentos (Figura
13) comprovando a viabilidade da transformacéo genética direta de protoplastos. Os
embrides identificados visualmente como transgénicos foram individualizados e
transferidos para meio de cultura EME-sacarose solido e posteriormente para o meio
de cultura de expansao 1500, para germinacdo e alongamento. Aos 80 dias de
cultivo, o material foi transferido para o meio de cultura B+. As plantulas
desenvolvidas e alongadas foram transferidas para o meio de cultura de
enraizamento RMAN.

O promotor de citros 6105 é especifico para tecidos desenvolvidos no inicio
do estagio embrionario. Desse modo, a sua expressdo é acentuada nas fases
globular e cordiforme e, na medida em que transcorre o desenvolvimento para as
etapas torpedo e cotiledonar, a expressdao decresce gradativamente, até

desaparecer por completo quando ocorre o alongamento dos tecidos (Figura 12F-H).
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Figura 13 - Identificagéo visual dos embrides de tangerina ‘W-Murcott’ expressando o gene do fator
de transcricdo VvmybAl. a) Inducdo da embriogénese somatica em meio de cultura EME-maltose. b)
Detalhe dos tecidos transgénicos com a coloracéo roxo-escuro na base do embrido (barra: 0,25cm).

7

O mecanismo de identificacdo visual do transgénico é promissor, pois, a
expressdo do gene do fator de transcricdo facilita a selecdo do material
transformado. Adicionalmente, o uso de promotores tecido-especificos temporarios,
como o 6105 para embrides, € uma alternativa atraente para o desenvolvimento de
construcdes génicas com genes reporteres fusionados com genes de selecdo, como
o nptll e o hptll. Assim, a expressdao dos genes de selecdo seria interrompida no
inicio do processo de desenvolvimento do material transgénico, previamente
selecionado visualmente, evitando a expressao constante dos genes de selecéo.

Por se tratar de uma técnica usual em trabalhos de transformacéo genética e
na tentativa de aumentar a eficiéncia do método de transformagéo genética direta de
tangerina ‘W-Murcott’, com a introdugdgo do DNA-ex6geno no genoma dos
protoplastos, foram realizados diferentes tratamentos térmicos nos 2 plasmideos que
contém as construcbes génicas pC1300-6105/VvmybAl e pC1300-35S/VvmybAl,
antes do contato com a suspensao de protoplastos.

A Tabela 7 apresenta os resultados da transformagéo genética quimica direta
de protoplastos de ‘W-Murcott’ com os 4 tratamentos térmicos prévios. Em todos os
tratamentos foram obtidos embrides transgénicos, exceto o tratamento TA3 (45 °C)
com a construcdo génica contendo o promotor constitutivo CaMV35S. A Tabela 8
também fornece o numero de placas por tratamento de EME-maltose, meio de
cultura sélido de inducédo de embriogénese, no qual foi possivel a identificacdo visual
do embrido transgénico expressando a coloracdo roxo-escuro € 0 numero de

embrides individualizados em meio EME-sacarose.
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Tabela 7 - Experimentos de transformacdo genética direta de protoplastos de
tangerina ‘W-Murcott’, com tratamentos térmicos prévios, realizados com as
construcdes génicas pC1300-6105/VvmybAl e pC1300-35S/VvmybALl.

numero de
. numero de embribes

~ - embrides L
construcao génica tratamento placas em somaéaticos

transgénicos .
9 EME-maltose transgénicos em

EME-sacarose

TA1 (controle) + 9 32
TA2 (45°C) + 12 37
pC1300-35S/VvmybA1l
TAS3 (45°C - 0°C) - 10 0
TA4 (0°C) + 9 17
TA1 (controle) + 9 36
TA2 (45°C) + 8 33
pC1300-6105/VvmybA1l
TA3 (45°C - 0°C) + 11 19
TA4 ( 0°C) + 8 21

De forma geral, ap0s o processo de transformacdo genética, em relacdo ao
tratamento controle, ndo houve diferenca no desenvolvimento dos protoplastos
durante a cultura nas fases iniciais de multiplicacdo celular em meio liquido, assim
como na inducdo da embriogénese no meio EME-maltose soélido, nas etapas
subsequentes de desenvolvimento e crescimento embrionario.

Considerando somente os tratamentos com embrides somaticos transgénicos,
nao houve diferenca entre as transformacdes realizadas com as duas construcées
génicas, com valores proximos quanto ao numero de placas EME-maltose, durante a
inducdo da embriogénese, e numero de embrides individualizados em EME-
sacarose (Figura 14A). Entretanto, o promotor constitutivo CaMV35S apresentou
maior expressdao de VvmybAl e a consequente producdo de antocianina mais
elevada do que o promotor 6105, sobretudo nos embrides no estagio globular
(Figura 14B).

Ainda de acordo com a Tabela 7, nos dois promotores, os tratamentos TAL e
TA2 foram o0s que apresentaram maior numero de embrides somaticos
individualizados. Contudo, foi observada uma diminuicdo do numero de embrides

nos tratamentos envolvendo baixas temperaturas (TA3 e TA4).
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Figura 14 - Embries somaticos de tangerina ‘W-Murcott’ expressando o fator de transcricdo
VvmybAl, cultivados em meio de cultura EME-maltose, apés tratamento térmico (45 °C, 5 min - TA2).
a) Detalhe de embrides com expresséo dirigida pelo promotor CaMV35S. b) Detalhe de embrides
com expresséo dirigida pelo promotor 6105 (barras: 0,25cm).

Com base nos resultados, considerando os valores do tratamento controle, foi
possivel concluir que os tratamentos térmicos nao elevaram a eficiéncia do processo
de transformacdo genética direta de protoplastos via PEG de tangerina ‘W-Murcott’.

Utilizando o mesmo desenho experimental das avaliagbes com tratamentos
térmicos, o segundo experimento (B) comparou a acdo do PEG com trés massas
molares diferentes (TB-2: PEG 1500 daltons - controle; TB-3: PEG 4000 daltons e
TB-4: PEG 6000 daltons) e do reagente de transfec¢do (TB-1 - RT) (ViaFect™
Transfection Reagent Promega), na conducdo do plasmideo para o genoma do
protoplasto (célula receptora). No tratamento (TB-1), o RT substituiu o PEG na
metodologia, utilizando o volume de 30 pL por experimento de transformacéao
genética realizado. A Tabela 8 apresenta os resultados da transformacao genética

com os quatro tratamentos do experimento B empregados.
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Tabela 8 - Experimentos de transformacdo genética direta de protoplastos de
tangerina ‘W-Murcott’, com os quatro tratamentos com o RT/PEG, realizados com as
construcdes génicas pC1300-6105/VvmybAl e pC1300-35S/VvmybALl.

namero

embrides numero de de embribes
construcao génica tratamento A placas em somaticos
transgenicos EME-maltose transgénicos em
EME-sacarose
TB1 (RT) . 12 0
TB2 (PEG 1500) " 9 25
pC1300-35S/VvmybAl
TB3 (PEG 4000) + 11 16
TB4 (PEG 6000) . 6 0
TB1 (RT) . 10 0
TB2 (PEG 1500) + 10 28
pC1300-6105/VvmybAl
TB3 (PEG 4000) " 13 21
TB4 (PEG 6000) + 7 13

Porém, nesta avaliacdo, os tratamentos com o RT (TB1) ndo produziram
embrides somaticos transgénicos nas duas construgdes génicas, assim como o
tratamento com PEG 6000 (TB4), na construcdo génica com o promotor CaMV35S.
Nos demais, foram detectados visualmente embrides transgénicos expressando o
fator de transcricdo VvmybALl.

Além da inefichcia do RT na conducdo do plasmideo na transformacéo
genética direta de tangerina ‘W-Murcott’, o aumento da concentracdo de PEG
reduziu o numero de embrides transgénicos tanto para os tratamentos com o
promotor CaMV35S quanto para o promotor 6105. E provavel que solucbes de PEG
com alto peso molecular (4000 e 6000 daltons), sob 0 mesmo tempo de exposicao
da metodologia original, desestabilize demasiadamente a membrana plasmatica dos
protoplastos e comprometa a integridade do conteddo celular, afetando assim o
processo de absorcéo e transformacdo. No entanto, os tratamentos com PEG 4000
e 6000 que apresentaram protoplastos com atividade mitética e multiplicacdo dos
calos normais, demonstraram comportamento similar na regeneracédo em relagcdo ao
tratamento controle (TB2 - PEG 1500).

Embora néo tao evidente quanto foi observado no experimento A, o promotor
constitutivo CaMV35S desta vez apresentou uma expressdo de VvmybAl

sensivelmente mais acentuada de antocianina em comparacdo ao promotor tecido-
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especifico 6105, com poucos embrides no estagio globular completamente
pigmentados com a tonalidade roxo-escuro (Figura 15).

Desse modo, nado foi verificada a hipétese do reagente de transfeccdo na
substituicdo da acdo do PEG na conducdo do plasmideo para o interior dos
protoplastos de tangerina ‘W-Murcott’, realizando assim a transformac¢do genética
direta. Além disso, o uso de polietilenoglicol com concentracées de massas molares
superiores a 1500, ndo contribuiu para o aumento da transformacao genética direta

de protoplastos de tangerina ‘W-Murcott’.

Figura 15 - EmbriGes somaticos de tangerina ‘W-Murcott’ expressando o fator de transcrigdo
VvmybAl, cultivados em meio de cultura EME-maltose, apés transformacgéo genética com PEG 4000
(TB3). a) Detalhe de embries com expressdo dirigida pelo promotor CaMV35S. b) Detalhe de
embrides com expressao dirigida pelo promotor 6105 (barras: 0,5 cm).

Os experimentos de transformacéo direta de protoplastos realizados neste
trabalho foram bem sucedidos na sua proposta inicial, ou seja, na verificacdo da alta
eficiéncia do sistema de transformacdo genética utilizado e na comparacado dos
niveis de expressao entre os promotores constitutivo (CaMV35S) e tecido-especifico
(6105), bem como na avaliacdo de tratamentos envolvendo diferentes temperaturas
e agentes quimicos transformantes (PEG e RT).

Uma vez que muitas cultivares importantes de citros, incluindo alguns clones
comerciais de laranja doce, ndo ofertam sementes suficientes (zero a cinco
sementes por fruto), pode ser dificil ou impossivel a obtencédo de explantes juvenis
para a transformacéo genética mediada por A. tumefaciens. Outra limitacdo consiste
na dificuldade de regeneracdo de plantas via inducdo de gemas adventicias para
determinadas cultivares de citros comercialmente importantes, particularmente o
grupo das tangerinas (FLEMING et al., 2000).
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Embora o método de transformacdo genética mediada por A. tumefaciens
seja considerado o melhor, a absorcédo direta de DNA em protoplastos de plantas
facilita uma rapida andlise da expressao de genes, bem como a geracao de plantas
transgénicas transformadas de forma estavel (GROSSER et al., 1998).

O progresso das técnicas de manipulacdo de protoplastos isolados tornou
possivel ndo s6 a producdo de novas variedades de hibridos somaticos, mas
também a transferéncia de DNA exdgeno diretamente em protoplastos de plantas
(DAVEY et al, 1980; KRENS et al., 1982).

Neste sistema, assim como na transformacdo genética de suspensodes
celulares, a planta é regenerada a partir de protoplastos via embriogénese somatica
com baixa variacdo somaclonal e, principalmente, ndo requer o uso de antibioticos
para a selecéo ou inibicdo bacteriana (VARDI et al., 1990; FLEMING et al., 2000).
Além disso, a utilizacdo de antibidticos, tanto na sele¢do quanto no co-cultivo,
também pode influenciar na reducdo da capacidade de regeneracdo in vitro
(MOORE et al., 1992).

E importante ressaltar a obtencdo de um grande nimero de plantas
transgénicas com eventos independentes sem a utilizacdo de qualquer gene de
resisténcia a antibidtico, o que de fato significa uma vantagem importante sobre a
metodologia de transformacao Citrus via A. tumefaciens. Dessa maneira, 0
desenvolvimento de um sistema de transformacéo genética de Citrus livre de genes
de resisténcia a antibiéticos poderia contribuir na liberacdo de produtos
transgénicos, aumentando a aceitacdo dos mercados consumidores (GHORBEL et
al., 1999).
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5 CONCLUSOES

A eficiéncia da organogénese in vitro das variedades de tangerina ‘Fremont’,
‘Thomas’ e ‘Nules’ é influenciada pelo tipo de explante e a concentragdo da
citocinina. A concentracdo de 1 mg.L? de BAP foi responsavel pela maior
porcentagem de explantes responsivos e numero de gemas adventicias
desenvolvidas.

Foi possivel obter plantas transgénicas das variedades de tangerina
‘Fremont’, ‘Thomas’ e ‘Nules’ via A. tumefaciens contendo o gene da atacina A
(attA), dirigido por promotores especificos para expressao génica no floema.

A transformacdo genética via A. tumefaciens de suspensfes celulares de
tangerina ‘W-Murcott’, laranja doce ‘Hamlin’ e tangelo ‘Page’ mostrou-se eficiente
com as constru¢des génicas contendo os fatores de transcricdo VvmybAl e Ruby,
dirigidos pelos promotores especificos para expressdo génica em tecidos
embrionarios 6105 e DC3.

A transformacao genética direta de protoplastos de tangerina ‘W-Murcott’ via
PEG mostrou-se viavel para as construcfes génicas pC1300-6105/VvmybAl e
pC1300-35S/VvmybAL.
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Composicao das solucbes e meios de cultura para protoplastos, calos,

embrides e plantulas de citros

1. EME Regular (0,146M) gL
NH;NO3 1,65
KNO; 1,90
MgSo,4.7H,0 0,37
KH,PO,4 (monobasico) 0,15
K,HPO, (dibasico) 0,02
H;BO; 0,0062
MnSQ,.H,O 0,0168
ZnS0,.7H,0 0,0086
Kl 0,00083
Na,Mo00,4.2H,0 0,00025
CuS0,.5H,0 0,000025
CoCl,.6H,0 0,000025
Mio-inositol 0,10
Tiamina-HCI 0,01
Piridoxina-HCI 0,01
Acido nicotinico 0,005
Glicina 0,002
CacCl,.2H,0 0,43
Na,EDTA 0,03724
FeS0O,.7H,0 0,02744
Sacarose* 50,00
Extrato de malte 0,50
Agar 8,00

Ajustar o pH para 5.8 com KOH
Autoclavar por 20 minutos, a 15 psi

- Para cultura de calos e células em suspenséo, autoclavar por 20 minutos a 15 psi.
* Para cultura de protoplastos, adicionar a sacarose nas seguintes proporgoes:
para EME 0,6M = usar 205,38 g.L™
para EME 0,7M = usar 239,61 g.L'l
para EME 0,8M = usar 273,84 g.L™, e esterilizar em filtro de 0,2 um.

2. H+H glL™
NH;NO3 0,825
KNO; 0,95
MgSo,.7H,0 0,185
KH,PO, (monobésico) 0,075
K,HPO, (dibasico) 0,01
MgSO, 0,185
KH,PO, (monobasico) 0,075
KoHPO, (dibésico) 0,01
KCI 0,75
HsBO4 0,0062
MnSQO,.H,0O 0,0168
ZnS0,.7H,0 0,0086
Kl 0,00083
Na,Mo00,.2H,0 0,00025
CuS0,.5H,0 0,000025
CoCl,.6H,0 0,000025
Mio-inositol 0,10
Tiamina-HCI 0,01
Piridoxina-HCI 0,01
Acido nicotinico 0,005
Glicina 0,002
CaC|2.2H20 0,43



Na,EDTA 0,03724

FeS0O,.7H,0 0,02744
Sacarose* 50,00
Extrato de malte 0,50
Glutamina 1,55
Agar 8,00

Ajustar o pH para 5.8 com KOH
Autoclavar por 20 minutos, a 15 psi

3. BH; g.L™?
MgSO, 0,37
KH,PO, (monobasico) 0,15
K,HPO, (dibasico) 0,02
KCI 1,50
Pantotenato de célcio 0,05
Acido ascoérbico 0,10
Cloreto de colina 0,05
Acido p-aminobenzoico 0,001
Acido félico 0,02
Riboflavina 0,01
Biotina 0,001
Retinol (vitamina A) 0,00001
Colecalciferol (vitamina D5) 0,00002
Vitamina B, 0,00004
Kl 0,00075
Piruvato de sodio 0,02
Acido citrico 0,04
Acido malico 0,04
Acido fumérico 0,04
Frutose 0,25
Ribose 0,25
Xilose 0,25
Manose 0,25
Ramose 0,25
Celobiose 0,25
Galactose 0,25
Manitol 0,25
H;BO; 0,0062
MnSO,4.H,O 0,0168
ZnS0,.7H,0 0,0086
Kl 0,00083
Na,Mo0QO,.2H,0 0,00025
CuS0Q,.5H,0 0,000025
CoCl,.6H,0 0,000025
Mio-inositol 0,10
Tiamina-HCI 0,01
Piridoxina-HCI 0,01
Acido nicotinico 0,005
Glicina 0,002
CaCl,.2H,0 0,43
Na,EDTA 0,03724
FeS0O,.7H,0O 0,02744
Extrato de malte 1,00
Sacarose* -
Manitol 81,99
Glutamina 3,10
Caseina hidrolisada 0,25

Adicionar 20 mL de agua de céco
Ajustar o pH para 5.7 com KOH
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* Adicionar a sacarose nas seguintes proporcdes:
para BH; 0,6M = usar 51,35 g.L™
para BH; 0,7M = usar 85,56 g.L ™"
para BHz; 0,8M = usar 119,77 g.L'l, e esterilizar em filtro de 0,2 um.

4. 1500 gL
NH4NO3 1,65
KNO; 1,90
MgSo,4.7H,0 0,37
KH,PO,4 (monobasico) 0,15
K,HPO, (dibasico) 0,02
HsBO; 0,0062
MnSQO,.H,O 0,0168
ZnS0,.7H,0 0,0086
Kl 0,00083
Na,Mo0,4.2H,0 0,00025
CuS0,.5H,0 0,000025
CoCl,.6H,0 0,000025
Mio-inositol 0,10
Tiamina-HCI 0,01
Piridoxina-HCI 0,01
Acido nicotinico 0,005
Glicina 0,002
CaCl,.2H,0 0,43
Na,EDTA 0,03724
FeS0O,.7H,0O 0,02744
Sacarose 50,00
Extrato de malte 1,50
Agar 8,00

Ajustar o pH para 5.8 com KOH
Autoclavar por 20 minutos, a 15 psi

1

5. B+ g.L
NH4NO3 1,65
KNO;4 1,90
MgSO4.7H20 0,37
KH,PO, (monobasico) 0,15
KoHPO, (dibésico) 0,02
HsBO; 0,0062
MnSQO,.H,O 0,0168
ZnS0,.7H,0 0,0086
Kl 0,00083
Na,Mo00,.2H,0 0,00025
CuS0,.5H,0 0,000025
CoCl,.6H,0 0,000025
Mio-inositol 0,10
Tiamina-HCI 0,01
Piridoxina-HCI 0,01
Acido nicotinico 0,005
Glicina 0,002
CaCl,.2H,0 0,43
Na,EDTA 0,03724
FeS0,.7H,0 0,02744
Sacarose* 25,00
Extrato de malte 1,50
Cumarina 14,60
Acido naftaleno acético 0,02

Agar 8,00



Adicionar 20 mL de agua de céco
Ajustar o pH para 5.8 com KOH
Autoclavar por 20 minutos, a 15 psi

6. RMAN g.L™?
NH;NO; 0,825
KNO; 0,95
MgSo,4.7H,0 0,185
KH,PO, (monobasico) 0,075
K,HPO, (dibasico) 0,01
H3BO3 0,0031
MnS0O4.H,0O 0,0084
ZnS0,.7H,0 0,0043
Kl 0,000415
Na,Mo00,4.2H,0 0,000125
CuS0,4.5H,0 0,0000125
CoCl,.6H,0 0,0000125
Mio-inositol 0,05
Tiamina-HCI 0,005
Piridoxina-HCI 0,005
Acido nicotinico 0,0025
Glicina 0,001
CaCl,.2H,0 0,215
Na,EDTA 0,01862
FeS0O,.7H,0 0,01372
Sacarose 25,00
Acido naftaleno acético 2,01
Carvao ativado 0,50
Agar 8,00

Ajustar o pH para 5.8 com KOH

Autoclavar por 20 minutos, a 15 psi

7. CPW gL*
KH,PO, 0,0272
KNO; 0,10
MgSO, 0,25
Kl 0,00016
CuSO, 0,0000025
CaCl,.2H,0 0,15

- Para CPW 13M, adicionar 13 g.100 mL™ de manitol

- Para CPW 25M, adicionar 25 g.100mL" de sacarose

Ajustar o pH para 5.8 com KOH

Esterilizar em filtro de 0,2 um

8. Solugéo Enzimatica gL*
Manitol (0,7M) 128,00
CaCl; (24,5mM) 3,60
NaH,PO, (0,92mM) 0,11
MES (6,15mM) 1,20
Celulase a 1% (Onozuka RS) 10,00
Macerase a 1%(R 10) 10,00
Pectolyase Y-23 a 0,2% 2,00

Ajustar o pH para 5.6 com KOH
Esterilizar em filtro de 0,2 um
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9. Solucéo de PEG g.L
Polietilenoglicol (PM = 1500) 400,00
CacCl,.2H,0 9,70
Glicose 54,10

Ajustar o pH para 6.0 com KOH

Esterilizar em filtro de 0,2 pm

10. Solugéo de lavagem “A” g.L™?
Glicose 72,00
CacCl,.2H,0 9,70

Adicionar 100 mL de DMSO

Ajustar o pH para 6.0 com KOH

Esterilizar em filtro de 0,2 um

11. Solugio de lavagem “B” g.L™?
Glicina 22,50

Ajustar o pH para 10.5 com KOH
Esterilizar em filtro de 0,2 um

12.1:1:1

1 parte de BH; 0,6M

1 parte de EME 0,6M

1 parte de EME regular (0,146M)
Ajustar o pH para 5.7
Esterilizar em filtro de 0,2 um

13.1:2

1 parte de BH; 0,6M

2 partes de EME Regular (0,146M)
Ajustar o pH para 5.7
Esterilizar em filtro de 0,2 um




