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Transformacdo de laranjeira doce visando a superexpressédo do gene licopeno beta-
ciclase 1 (LCY-b1)

Daniele Paschoal'®; Thaisa Tessutti Pinheiro®; Antdnio Figueira®; Rodrigo Rocha Latado™®

! Centro Apta de Citros Sylvio Moreira; 2 Centro de Energia Nuclear na Agricultura
N° 13107

RESUMO - As laranjas doces possuem frutos com polpa de cor amarela devido a
presenca de diversos carotenoides. As laranjas de polpa vermelha, no entanto, possuem polpa
com coloracdo vermelha devido a presenca de maiores teores de carotendides totais,
principalmente o (3-caroteno e licopeno. As hipéteses mais provaveis para o acumulo de licopeno
na polpa dos frutos de laranjas de polpa vermelha estéo relacionadas: a) expressao mais baixa do
gene LCY-b; b) expressdo mais uma baixa do gene HY-b ou ¢) uma maior expressao dos primeiros
genes da via, principalmente o PSY na polpa dos frutos. Este projeto objetivou a transformacgéo
genética das laranjeiras x11 e sanguinea de Mombuca, de polpa amarela e polpa vermelha,
respectivamente, visando a sua superexpressao do gene LCY-b1, a fim de tentar comprovar uma
das hipéteses para o acumulo de licopeno e maior conteudo de [-caroteno nos frutos de polpa
vermelha. Para tal utilizou-se a A. tumefaciens com promotor 35S e o gene LCY-bl. Segmentos de
epicotilo foram co-cultivados com a bactéria (DO 0,8) e, ap0s trés dias, iniciou-se a selegdo em
meio contendo canamicina e cefotaxime. Para a identificagdo e confirmacdo de plantas
transformadas foram realizados os testes: histoquimico de GUS, e PCR. Os varios experimentos
realizados com a ‘x11’ apresentaram em média 0,31 brotacdo por explante inoculado, o que
representou uma eficiéncia média de 3,7% brotacdes transformadas por explante. A ‘Sanguinea de
Mombuca’ apresentou média de 0,39 brotacado por explante, o que resultou em uma taxa de 7,5%

de brotacdes transformadas por explante.
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ABSTRACT- The golden sweet oranges have fruits with a yellow pulp due to the presence of
carotenoids at different levels. The red-fleshed sweet oranges, however, have red colored pulp due
to the presence of higher levels of carotenoids, especially B-carotene and lycopene. The most
probable hypothesis for the accumulation of lycopene in the red-fleshed SO is related to: a) lower
expression of lycopene f-cyclase (LCY-b) and/or lycopene B-hydroxylase (HY-b) genes; b)
increased expression of the upstream genes of the carotenoid pathway, probably phytoene
synthase (PSY) in fruit pulp. This study aimed to genetic transformation of x11’ and ‘Sanguinea de
Mombuca’, with yellow pulp and red pulp, respectively, seeking the overexpression of LCY-b1 gene,
in orther to try to prove an hypothesis for the accumulation of lycopene and S-carotene content in
the pulp ofred-fleshed varieties. A. tumefaciens with the 35S promoter and LCY-b1 gene was used.
Epicotyl segments were co-cultured with bacteria (OD 0.8) and, after three days, in vitro selection method
started using medium containing kanamycin and cefotaxime. For the identification and confirmation of
transformed plant, tests were performed: GUS histochemical and PCR. The various experiments
conducted with the 'x11' showed on average 0.31 shoots per inoculated explant, which represented
an average efficiency of 3.7% transformed shoots per explant. The 'Sanguinea de Mombuca'
showed an average of 0.39 shoots per explant, which resulted in a rate of 7.5% of shoots per

explant transformed.
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1 INTRODUCAO

1.1 Carotenoides nas laranjas

As laranjas podem ser classificadas conforme a colora¢éo da polpa dos frutos. As laranjas
claras possuem cor amarela devido a presenca de carotenoides, pigmentos que variam do amarelo
ao vermelho. Assim, a variacdo de cores na polpa dos frutos de citros é decorrente das flutuacbes
na quantidade dos diferentes carotenoides presentes nela (Bitters, 1961). Ao grupo das variedades
de polpa clara pertencem quase que a totalidade das laranjas comerciais cultivadas no mundo

todo, como Péra, Valéncia, Bahia, Natal e Hamlin.

s

Outro grupo é o das variedades de laranjas doces de polpa vermelha, que possuem
coloragéo vermelha na polpa de seus frutos devido a presencga de maiores teores de carotenoides
totais, principalmente o beta-caroteno e licopeno (Lee; Coates, 2002). As laranjas de polpa
vermelha sdo mutantes espontaneos, provavelmente originados de laranjas de polpa clara. Alguns
exemplos de variedades de polpa vermelha presentes no Brasil sdo Bahia Cara-Cara, Sanguinea
de Mombuca, Valéncia Puka, entre outras.

A laranja é uma importante fonte de vitamina C, essencial & alimentagdo humana.
Acredita-se que o cultivo e a comercializacdo das variedades de polpa vermelha sejam vantajosos,
porque estas variedades podem apresentar maior valor nutricional e medicinal, devido ao acimulo

do pigmento licopeno. O licopeno é considerado um dos mais potentes agentes antioxidantes

naturais, sendo sugerido na prevencao de cancer.

1.2 Transformacdao genética de laranja doce

A transformacdo genética de plantas tem sido considerada como uma importante
ferramenta para o melhoramento de plantas perenes, por permitir a introdu¢cdo de uma ou poucas
caracteristicas em genoétipos-elite sem a necessidade de alterar completamente genoétipo, pois ndo

envolve a fase de recombinag&o genética na meiose (Deng; Duan, 2006).

A variedade ‘x11’ é um mutante espontaneo de laranja doce que apresenta frutos com
polpa amarela, contendo seis sementes em média, geralmente poliembriénicas e média de trés
embriGes por semente. Além disto, a variedade tem a capacidade de florescer varias vezes ao ano,
independentemente de estimulos ambientais, bastando para isto realizar podas. Assim, a ‘x11’ se

constitui num excelente material para estudos de transformacédo genética em laranjeiras doces,
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com a possibilidade de superexpressar ou nocautear genes e poder avaliar o fenétipo resultante

num curto espaco de tempo (um ou dois anos).

A laranjeira Sanguinea de Mombuca é uma variedade do grupo das laranjas de polpa
vermelha, que ndo apresenta florescimento precoce, média de cinco sementes por fruto, altamente
poliembribnica. A caracteristica mais importante é a capacidade de produzir frutos contendo

licopeno na polpa, fato incomum para a maioria das variedades de laranjeira.

Este trabalho teve como objetivo a transformacao genética de plantas das laranjeiras x11
e sanguinea de Mombuca, com uma construcdo contendo o gene LCY-bl visando a sua
superexpressao e avaliacdo do fendtipo resultante, em relagdo ao acumulo de licopeno e de beta-
caroteno, na polpa dos frutos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Construcdao vetorial e transformagao genética

Foi utilizada, nos experimentos de transformacéo, a linhagem EHA 105 de A. tumefaciens
contendo o vetor binario pPCAMBIA 2301 com promotor 35S e o gene LCY-bl. Esse vetor introduz
T-DNA contendo gene de selecao ao antibiético canamicina, e possui um intron inserido na regiao
codificadora (ORF) do gene repérter uidA (GUS).

A técnica de transformacdo genética com segmentos de epicoétilo de laranjeiras x11 e
Sanguinea de Mombuca foi realizada por meio de co-cultivo dos explantes com a A. tumefaciens,
seguido de cultivo in vitro contendo agente seletivo no meio de cultivo e regeneracdo de brotagdes

transformadas.
2.2 Germinagdo de sementes in vitro

Para a germinacdo de sementes, primeiramente elas foram descascadas. A desinfec¢éo
foi feita com imerséo em solucdo de agua sanitéria (50% durante 20 minutos) e tween (1 gota/100
mL) em agitagdo. Em fluxo laminar, as sementes foram lavadas trés vezes com agua esterilizada e
transferidas para tubos de ensaio contento meio MS sélido (sais MS, sacarose, vitaminas MS, 4gar)
autoclavado. Estas sementes germinaram durante um mé&s no escuro, para somente depois serem

colocadas na luz.
2.3 Crescimento da Agrobacterium tumefaciens
As linhagens de A. tumefaciens foram mantidas como estoque em solucdo 50% glicerol, a

- 80°C. A bactéria foi cultivada em meio sélido LB (10 g.L™ triptona, 10 g.L-* extrato de levedura, 5

4
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g.L" cloreto de sodio, 7 g.L™" agar) suplementado com canamicina (100 mg.L™) e rifampicina (100
mg." ), a 28 °C.

As linhagens de A. tumefaciens foram crescidas overnight em meio LB liquido, adicionado
de 100 mg L™ canamicina e 100 mg L™ de rifampicina no shake, sob agitacéo constante (140 rpm)
e a 28 °C. A suspensdo bacteriana foi centrifugada a 15°C e 4000 rpm, por 8 minutos. Em seguida
foi feita a leitura da densidade optica (DOgoonm 0,8) sendo o pellet ressuspenso em &agua

esterilizada, nos primeiros experimentos, e em meio MS liquido, nos demais.
2.4 Co-cultivo e selecdo de segmentos de epicotilo

Foram cortados segmentos do epicétilo de plantulas recém-germinadas em condic¢des in
vitro e estioladas, devido ao cultivo no escuro. Os segmentos de epic6tilo foram co-cultivados
durante 20 minutos em suspensdo bacteriana e em seguida transferidos para meio sélido MS,
durante trés dias. ApOs esse periodo, os explantes inoculados foram transferidos para o mesmo
meio MS adicionado de canamicina (100 mg L™) e cefotaxima (500 mg.L™), para controlar o
crescimento das bactérias e iniciar a selecdo das células transformadas, respectivamente. Os
explantes permaneceram no escuro durante 15 dias, e em seguida, os mesmos foram transferidos
para condicbes de temperatura de 25 + 1°C, luminosidade de 35 pmol m? s e fotoperiodo de 16

horas de luz.
2.5 Identificacdo de brotos transformados

Inicialmente, foi realizado o ensaio histoquimico nas brotagcfes obtidas, para determinar a
atividade da beta-glucuronidase (GUS) conforme descrito por Jefferson (1987). ApOs a incubacgéo
das folhas em solucdo x-Gluc por 24 h, formacdo de cor azul nas mesmas, determinaram brotos
transformados.

Para a confirmacédo da insercdo dos gene LCY-bl nas plantas de ‘x11’ e ‘Sanguinea de
Mombuca’, foram realizadas reacdes de PCR. Foi utilizado o iniciador correspondente ao gene
para a amplificacdo do mesmo. A reacdo seguiu 0s seguintes parametros: 20 ng de DNA na
diluicdo, 200 mM de DNTPs, 0,2 mM de cada iniciador (Forward e Reverse), 2 mM de MgCl,, 0,52
U da enzima Taq polimerase, 1x Taq buffer, totalizando 13 uL de reacdo. Os produtos amplificados
foram visualizados em gel de agarose a 1%.

Os brotos confirmados positivos foram microenxertados em Citrange Carrizo, mantidos em

condicdes in vitro por volta de um més, e em seguida aclimatizados em casa de vegetacdao.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos experimentos realizados superexpressando o gene LCY-bl em laranjeira x11, foram
obtidas oito plantas transgénicas, que ja estdo em fase de aclimatizacdo em casa de vegetacao.

Os resultados detalhados dos experimentos realizados estéo presentes na Tabela 1.

Tabela 1. Eficiéncia de regeneracao e transformacao dos explantes de ‘x11’ inoculados.

Numero
de brotos Numero
Nimero de Numero de avaliados de brotos
explantes brotos Eficiénciade porGUSe GUS+e Eficiéncia de Eficiéncia de
Experimento inoculados regenerados regeneracdo* PCR PCR+  transformacdo** transformagdo***
1 58 23 0,19 16 2 0,125 0,034
2 37 3 0,03 10 1 0,1 0,027
3 47 23 0,46 14 3 0,21 0,06
4 67 14 0,17 12 2 0,16 0,029
Total 209 63 0,3 51 8 0,15 0,04

*NUmero total de brotos regenerados por nimero de explantes inoculados
** NUmero de brotos GUS+ e PCR+ em relacao aos brotos avaliados por GUS e PCR

*** Namero de brotos GUS+ e PCR+ em relac¢éo a todos explantes inoculados

Com os experimentos realizados em laranjeira Sanguinea de Mombuca, no entanto, foram
obtidos 24 brotos transformados, dos quais 10 plantas ja estdo em fase de aclimatizagcdo. Pode-se

observar os resultados dos experimentos na Tabela 2.

Tabela 2. Eficiéncia de regeneracgéo e transformagéo dos explantes de ‘Sanguinea de Mombuca’ inoculados.

Numero
de brotos Numero
Nimero de Numero de avaliados de brotos
explantes brotos Eficiénciade porGUSe GUS+e Eficiéncia de Eficiéncia de
Experimento inoculados regenerados regeneragdo PCR PCR+  transformagdo** transformacgdo***
1 20 6 0,3 4 2 0,5 0,1
2 24 4 0,16 4 2 0,5 0,08
3 24 4 0,16 12 3 0,25 0,125
4 34 21 0,61 21 3 0,14 0,08
5 56 27 0,48 21 8 0,38 0,14
6 48 37 0,77 30 4 0,13 0,08
7 66 32 0,48 27 2 0,07 0,03
Total 272 131 0,48 92 24 0,26 0,08

*Numero total de brotos regenerados por nimero de explantes inoculados

** Namero de brotos GUS+ e PCR+ em relacéo aos brotos avaliados por GUS e PCR
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*** NUmero de brotos GUS+ e PCR+ em relacdo a todos explantes inoculados

O principal problema na transformacao de citros é a ocorréncia de escapes, 0 que resultou
em baixa eficiéncia de transformacédo, 4%, para laranjeira X11 e 8%, para laranjeira sanguinea de
mombuca. A regeneracao de escapes pode ser explicada pela elevada eficiéncia de formacao de
brotos em oposicdo a baixa eficiéncia de transformacdo mediada por A. tumefaciens reportada
para citros, e uma selecéo ineficaz da canamicina devido a protecéo das células nédo transformadas
por células transformadas circundantes. Estas células circundantes impedem a agédo da canamicina

nas células nao transformadas (Pena et al., 1994).

As eficiéncias de regeneracdo e transformacdo mostraram-se menores nNos experimentos
realizados em x11’, comparando-os com os de ‘Sanguinea de Mombuca’. Isto pode ocorrer pelo
fato de os explantes serem mais sensiveis a A. tumefaciens, fazendo com que os mesmos néo

regenerem efetivamente, ou mesmo pela ocorréncia de brotacdes escapes.

Ja em relacdo ao crescimento e manutencdo das plantas transgénicas regeneradas, a
microenxertia mostrou-se como um método rapido e eficiente. Moore et al (1992) relataram
dificuldade em enraizar brotos, ja que geralmente estes sdo pequenos e fracos. Pena et al (1994)
obteve sucesso com a microenxertia, demonstrando sua vantagem sob o enraizamento em

espécies lenhosas ou com dificuldade em enraizamento.

4 CONCLUSAO

As eficiéncias de regeneracdo e de transformacdo foram maiores em laranjeira Sanguinea
de Mombuca, comparado com a ‘x11’, utilizando o protocolo especificado. As plantas transgénicas

posteriormente terdo o seu fendtipo avaliado visando estudos de genémica funcional.
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