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RESUMO - Considerando que o déficit hidrico afeta o desenvolvimento da planta, e portanto, pode
interferir significativamente na produtividade de citros, a utilizagdo de porta-enxerto tolerante a seca
é fundamental. A tangerina Sunki (Citrus sunki Hort. ex Tan) é um porta-enxerto promissor, pois
possui tolerancia ao virus da tristeza, ao declinio e a morte subita, no entanto apresenta baixa
folerdncia a seca. O objetivo deste trabalho foi obter plantas geneticamente modificadas de
tangerineira Sunki contendo o gene CitDREB, o qual foi identificado e caracterizado como um fator
de transcricdo no genoma do citros. Este gene foi clonado hum vetor binario pCambia2301, sob o
controle do promotor CaMV35S, visando a superexpressdo deste gene para aumentar a tolerancia
a seca nestas plantas. A transformagdo genética foi mediada por Agrobacterium tumefaciens EHA
105, contendo o vetor binario com o gene de interesse, além dos genes reporter uiad-A (Gus) e de
selegcdo nptll. Segmentos de epicdtilo de plantulas germinadas in vitro foram inoculadas com
Agrobacterium, cultivados a 24°C durante 3 dias, e posteriormente transferidos para meio seletivo a
28°C, fotoperiodo de 16 horas, até o desenvolvimento de brotos. Os explantes transformados
foram selecionados in vitro e os brotos avaliados através do teste histoquimico de GUS e pela
técnica de PCR, confirmando ou néo a insergdo do gene de interesse. Ulilizando o protocolo de
transformacgéao proposto foi possivel obter quatro plantas transgénicas, que foram microenxertadas
e posteriormente aclimatizadas em casa de vegetagdo para futuros estudos de expressdo génica e

de resposta ao estresse hidrico.
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ABSTRACT- Considering that drought interferes in plant development thus affecting the citrus
productivity, the use of drought tolerant rootstocks is essential. Sunki mandarin (Citrus sunki Hort.
ex Tan) is a promising rootstock because it has tolerance to citrus tristeza virus, to decline and
sudden death, but has low tolerance to drought. The objective of this work was to obtain genetically
modified Sunki mandarin overexpressing CitDREB gene, which was identified and characterized as
a transcription factor in the citrus genome. This gene was cloned into a binary vector pCambia2301,
under the control of the promoter CaMV35S. Overexpression of this gene can increase drought
tolerance in these plants. Genetic transformation was mediated by Agrobacterium tumefaciens EHA
105 containing the binary vector with the gene of interest, in addition to uiad-A reporter gene (Gus)
and the nptll selection gene. Epicotyl segments of in vitro germinated seedlings were inoculated
with Agrobacterium, co-cultivated at 24°C for 3 days and then transferred to selection medium and
incubated at 28°C, with a photoperiod of 16 h, until shoot development. Transformed explants were
selected in vitro and shoots were evaluated by hystochemical GUS assay and by PCR, confirming
or not the insertion of the gene of interest. Four transgenic plants were obtained with the genetic
transformation protocol described herein. Transformed plants were micrografted and later

acclimatized in a greenhouse for future studies of gene expression and response to water stress.

Key-words: Overexpression, DREB, rootstock, Agrobacterium tumefaciens, water stress
1 INTRODUGAO

Algumas regides de cultivo no estado de Sao Paulo apresentam déficit hidrico acentuado.
Diante disso, a citricultura se estabeleceu através do uso do porta-enxerto limao Cravo, que
apresenta tolerdncia a seca. Considerando que a seca € uma condicdo abidtica que afeta o
crescimento e a produtividade, a utilizagdo de porta-enxerto tolerante a seca é imprescindivel,

assim como a diversificagdo de genétipos nos pomares.

As tangerinas Cledpatra e Sunki sdo porta-enxertos promissores, pois possuem tolerancia
ao virus da tristeza, a xiloporose, ao declinio e a morte subita, além de outras caracteristicas
agrondmicas favoraveis. Estas duas variedades s&o as uUnicas opgdes para a variedade copa Péra,

porém ambas sao suscetiveis a deficiéncia hidrica (Pompeu Junior, 2005).

Diversos estudos em andamento para elucidagdo dos mecanismos de tolerdncia aos
estresses abidticos, e que podem resultar no uso de ferramentas moleculares para a engenharia de
plantas mais tolerantes ao estresse hidrico, baseiam-se na expressdao de genes estresse-

especificos. Dentre esses genes encontram-se fatores transcricionais tais como HSF, as familias
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CBF/DREB e ABF/ABAE (Stockinger et al., 1997; Schoffl et al., 1998; Choi et al., 2000). O fator de
transcricdo DREB (Dehydration Responsive Element Binding) que interage com C-repeats/DRE
(A/GCCGAC) e tem um papel importante no controle da expressdo de genes induzidos por seca
e/ou frio. Alguns exemplos da superexpressao de genes DREB em plantas indicam um aumento na

tolerancia a seca, salinidade e frio (Wang et al., 2008, Liu et al., 2008).

Protocolos de transformacao genética via Agrobacterium tumefaciens foram estabelecidos
para diferentes gendtipos de citros, utilizando tecido juvenil, dentre eles podemos citar, variedades
de laranja doce (Mendes et al., 2002; Almeida et al., 2003; Li et al., 2009), limao ‘Cravo’ (Almeida et
al., 2003), pomelo, tangerina e Kunquat (Duan et al., 2010). No Brasil ja existem protocolos de
transformagéo genética que séo utilizados rotineiramente por alguns grupos de pesquisa (Mendes
et al., 2002; Almeida et al., 2003; Boscariol et al., 2006). No entanto, as tangerinas em geral
apresentam baixa eficiéncia de transformacao, quando comparadas ao citrange Carrizo e algumas
laranjas, necessitando de frequentes modificagdbes no protocolo de transformagado visando

aumentar o sucesso na obtencgao de plantas transformadas.

A proposta do presente trabalho foi a transformagao genética de tangerineira Sunki para a
superexpressao do gene CitDREB, visando obter um porta-enxerto mais resistente em condigéo de

estresse hidrico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Transformacgao genética mediada por Agrobacterium tumefaciens

A agrobactéria contendo o vetor com o gene de interesse foi plaqueada em meio YEP sdlido
(10 g/L extrato de levedura, 10 g/L de peptona e 5 g/L de NaCl e 15 g/L de agar, com pH 7,0)
contendo os antibidticos rifampicina (50 mg/ml) e canamicina (100 mg/ml) e colocada para
crescimento em B.O.D a 28°C, por trés dias. Apos este periodo, uma coldnia isolada foi inoculada
em 50 mL de meio YEP liquido, com os antibiéticos ja citados acima, e colocada para crescimento
overnight, sob agitagdo constante de 130rpm, a 28°C (pré-inoculo). Apds a cultura atingir uma D.O
entre 0,8 a 1,0, este in6culo foi centrifugado por 10 minutos, 25°C, e as células bacterianas foram
ressuspendidas em meio de cultura MS liquido com acetosseringona (100 uM ) e colocado em

contato com os explantes.

Epicdtilos provenientes de plantulas germinadas in vitro de tangerina Sunki (Citrus sunki
Hort. ex Tan) foram utilizados como explantes apés segmentacao (segmentos de epicétilo de cerca

de 1 cm). Foram utilizados cerca de duzentos explantes em cada experimento de transformacao
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genética. Desses, trinta explantes foram utilizados como controles ndo transformados e o restante
foi incubado com a suspensao bacteriana, por 20 minutos. Apds este periodo, os explantes foram
secos em papel toalha estéril para retirada do excesso de agrobactéria e, em seguida, transferidos
para o meio de co-cultivo, composto pelos sais de MS, 30 g/L de sacarose, 0,1 g/L de inositol, 8 g/L
de agar, 0,1mg/L de ANA, 1mg/L de 2,4D, 1mg/L de BAP e 100uM de acetosseringona, pH 5,8.
Apos trés dias de co-cultivo em B.O.D a 24°C, cerca de 20 explantes foram distribuidos por placa
de Petri contendo meio seletivo composto pelos sais de MS, 30 g/L de sacarose, 0,1 g/L de inositol,
6 g/L de agar, 0,5 mg/L de ANA, 1 mg/L de BAP, 500mg/L do antibiético cefotaxina e 100 mg/L do
antibiético canamicina e incubados a 28°C, com fotoperiodo de 16 horas, até o desenvolvimento de

brotos.

2.2 Confirmagéao da transformagao genética:

2.21 Anadlise de expressao do gene GUS

Uma parte do tecido foliar dos brotos provenientes da transformagao genética foi retirada
para analise histoquimica do gene Gus (Lacorte, 1998). O tecido foi imerso em solugédo de X-Gluc e
incubado por cerca de 16 horas a 37°C. Apds este periodo, visualmente podera se observar a
coloragado azul indicando a agdo da enzima GUS sobre o substrato 5-bromo-cloro-3-indolil-B-D-

glucuronideo (X-Gluc) e a expressao do gene introduzido na planta.

2.2.2 Analise por PCR

O DNA dos brotos que foram positivos no teste de Gus foi extraido com o método Doyle &
Doyle, 1990. Este DNA foi utilizado para amplificagado por reagdo em cadeia da polimerase com os
iniciadores DREB-F e DREB-R, utilizando o seguinte programa: 5 minutos a 95°C, seguidos por 30
ciclos de: 30 segundos a 95°C; 40 segundos a 50°C; 45 segundos a 72°C; e uma extensao final de
72°C por 10 minutos. O produto amplificado (800pb) foi visualizado em gel de agarose 1%, corado

com brometo de etidio.

2.3 Enraizamento de porta-enxerto

As plantas transgénicas foram enraizadas in vitro, em meio MS contendo metade dos sais,
70 g/L sacarose, 0,3 g/L de inositol, 6 g/L de agar, 0,5 g/L de carvao ativado e acrescido de 5mg/L
de AIB (acido indol butirico) e espermidina (100 uM).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos transformacgao genética e selegao dos explantes em meio de cultura com a utilizagéo
de canamicina, durante o periodo de formagéo dos brotos, estes foram regenerados (Figura 1). No
entanto, a concentragdo utilizada de canamicina como agente de selegdo nao impediu o
aparecimento de uma alta porcentagem de brotos escapes, resultando em uma baixa eficiéncia de
transformagéo (Tabela 1). A eficiéncia de transformacgéao foi calculada considerando o niumero de

brotos Gus+/pelo numero total de explantes utilizados inicialmente.
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Figura 1. Explantes em placa de Petri contendo meio seletivo com canamicina e brotos regenerados apds 60

dias de cultivo.

Tabela 1. Experimentos de transformagéo genética realizados com tangerina Sunki, nUmero de plantas

transgénicas obtidas e eficiéncia de transformacao..

Numero de Numero Numero de Numero de Eficiéncia de
explantes total de brotos GUS brotos transformacgao
cultivados brotos + micro (%)
produzidos enxertados

200 8 0 0 0

194 46 2 2 1,0

217 17 0 0 0

213 48 2 2 0,9

204 37 0 0 0

221 63 0 0 0

Ap6s a avaliagdo dos brotos regenerados no teste histoquimico de GUS, os que
apresentaram resultado positivo (coloragao azul, Figura 2) foram submetidos a uma analise por

PCR, pela qual ficou confirmada a obtengao de quatro transgénicos. (Figura 3).
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Figura 2. Resultado positivo para o teste histoquimico de GUS.

1. 2 3 4 C+ C- M
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Figura 3. PCR dos brotos positivos para teste de GUS, utilizando primers especificos para identificar o gene
CitDREB. 1 a 4= brotos positivos para GUS e confirmados com o PCR; C+= controle positivo (plasmidio com

gene clonado), C- = planta nao transformada; M= marcador de peso molecular 1Kb.

Posteriormente, os quatro brotos positivos foram transferidos para meio de enraizamento,
porém nao formaram raiz in vitro. Estes foram entdo microenxertados in vitro seguindo o protocolo
de Navarro et al. (1974) em porta enxertos de citrange Carrizo. Apds o desenvolvimento dos brotos
microenxertados eles foram novamente enxertados, ex vitro, em porta-enxertos mais vigorosos
mantidos em casa de vegetagéo, o que acelerou o seu crescimento e vigor durante o processo de

aclimatizagao (Figura 4).
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Figura 4.Brotos transformados e brotos de planta controle em processo de enraizamento in vitro sem carvao
ativado (A), e broto em meio de enraizamento com carvao ativado (B). C= microenxertia in vitro do broto
transgénico sobre porta enxerto da citrange Carrizo. D= Enxertia ex vitro de broto transgénico sobre cavalo

de limao Cravo.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho comprovaram a dificuldade em se transformar
tangerina Sunki. Contudo, foi possivel obter plantas transformadas com uma eficiéncia de
transformagdo de 1%. A alta ocorréncia de brotos escapes interferiu numa melhor eficiéncia,
comprovando a necessidade de ajustes metodoldgicos, visando uma diminuigdo na regeneragao

destes e uma maior eficiéncia na transformagao genética.

As plantas transformadas com o gene CitDREB estdo em processo de aclimatizagdo em

casa de vegetacao, para futuros estudos de expressao génica e estresse hidrico.
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