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RESUMO - Transformacdo genética ¢ considerada uma importante ferramenta auxiliar no melhoramento
genético de plantas citricas. Entretanto, a eficiéncia de transformagdo pode variar em funcdo de diversos
fatores, incluindo a propria construgdo génica utilizada. Este trabalho buscou avaliar a eficiéncia de
transformag@o genética de plantas de citrange ‘Carrizo’ [Poncirus trifoliata (L.) Raf. x Citrus sinensis
(L.) Osbeck] com duas constru¢des génicas diferentes contendo o gene uidA (GUS) sob o controle dos
promotores Arabidopsis thaliana phloem protein 2 (AtPhP2) e Arabidopsis thaliana sucrose transporter 2
(AtSuT?2). Segmentos de epicotilo de plantulas germinadas in vitro foram utilizados como explantes. O gene
nptll, que confere resisténcia ao antibidtico canamicina, foi utilizado nas construgdes génicas como agente
de seleco para regeneracao de plantas transgénicas. O ensaio histoquimico com X-GLUC foi realizado em
todas as brotagdes regeneradas para verificar a expressao do gene uidA. Dos 4.790 segmentos de epicotilo
utilizados, registrou-se a regeneracdo de 366 brotacdes com reacdo positiva no ensaio histoquimico, as
quais foram enxertadas em porta-enxertos cultivados in vitro. Cinco dessas brotacdes, de cada construgdo
génica, foram selecionadas para analise da PCR, com primers especificos para amplifica¢do da sequéncia
do gene uidA. A inser¢do do transgene foi confirmada por PCR em todas as brotagdes selecionadas. A
eficiéncia de transformagdo e o niimero de brotos escapes, avaliada pelo teste histoquimico, variaram em
fun¢o das construgdes génicas utilizadas.

Termos para a indexacio: biotecnologia, Citrus spp., cultura de tecidos, gene uidA (GUS), melhoramento
genético.

GENETIC TRANSFORMATION EFFICIENCY OF ‘CARRIZO’
CITRANGE WITH TWO GENE CONSTRUCTIONS

ABSTRACT - Genetic transformation is considered an important tool to be applied in citrus genetic im-
provement. However, transformation efficiency may vary according to several factors, including the ge-
netic construction utilized. This study was carried out to evaluate the efficiency of genetic transformation
of ‘Carrizo’ citrange [Poncirus trifoliata (L.) Raf. x Citrus sinensis (L.) Osbeck], containing two differ-
ent gene constructions including the uid4 (GUS) gene controlled by the promoters Arabidopsis thaliana
phloem protein 2 (AtPhP2) and Arabidopsis thaliana sucrose transporter 2 (AtSuT2). Epicotil segments
from in vitro germinated seedlings were used as explants. The npfIl gene, which confers resistance to the
kanamycin antibiotic, was used in the constructions as a selection agent to regenerate transgenic plants.
X-GLUC histochemical analysis was performed in all regenerated shoots in order to verify the expres-
sion of the uidA gene. From the 4790 epicotyl segments utilized, 366 shoots had a positive reaction in the
histochemical analysis, and were further grafted on in vitro grown rootstocks. Five out of these shoots,
from each gene construction, were selected to perform PCR analysis, with specific primers for uidA gene
sequence amplification. All selected plants evaluated by PCR confirmed gene integration. Transformation
efficiency and number of non-transformed shoots, evaluated by histochemical analysis, varied among gene
constructions utilized.

Index terms: biotechnology; Citrus spp.; uidA gene (GUS); genetic improvement; tissue culture.
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O melhoramento genético convencional
dos citros apresenta limitagdes relacionadas a sua
biologia reprodutiva. Dessa forma, a maioria das
cultivares existentes nas principais regides citricolas
do mundo ¢ proveniente de sele¢des ou de mutagdes
somaticas espontaneas (CERVERA et al., 2008;
DUTT; GROSSER, 2009).

A utilizagdo de instrumentos biotecnologi-
cos, a exemplo da fusdo de protoplastos, genética
molecular e a transformag@o genética de plantas em
programas de melhoramento de citros possibilitam
a utilizagdo da variabilidade genética disponivel,
além de viabilizar a utilizagdo do germoplasma ainda
ndo explorado, podendo gerar novas combinagdes
a serem incluidas em programas de melhoramento
convencional, ou resultar em novas cultivares. Em-
bora a transformagao genética seja uma importante
ferramenta auxiliar no melhoramento de citros, sua
eficiéncia pode variar em fungéo de diversos fatores,
incluindo a propria construgdo génica utilizada.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficién-
cia de transformacdo genética de citrange ‘Carrizo’,
via Agrobacterium tumefaciens, contendo o gene
uidA (GUS) sob o controle dos promotores especi-
ficos para expressao génica nos tecidos do floema
Arabidopsis thaliana phloem protein 2 (AtPhP2)
e Arabidopsis thaliana sucrose transporter 2 (At-
SuT?2).

Segmentos de epicotilo (0,8-1,0 cm), obti-
dos a partir de plantulas previamente germinadas
e estioladas in vitro, provenientes de sementes de
frutos maduros de citrange ‘Carrizo’ [Poncirus
trifoliata (L.) Raf. x Citrus sinensis (L.) Osbeck],
foram utilizados como explantes nos experimentos
de transformagao genética.

As construgoes génicas utilizadas foram
AtPhP2-GUS, contendo o gene uidA, sob o
controle do promotor Arabidopsis phloem
protein 2, e AtSuT2-GUS contendo o gene uidA
(GUS) sob o controle do promotor Arabidopsis
sucrose transporter 2. Essas construgdes foram
preparadas no plasmideo pPCAMBIA2201, utilizado
na transformacdo genética via Agrobacterium
tumefaciens, ¢ contendo promotores derivados de
genes preferencialmente expressos no floema.

Colonias de Agrobacterium tumefaciens
contendo os referidos plasmideos foram cultivadas
em meio YEP solido contendo os antibidticos cana-
micina (100 mg.L") e rifampicina (50 mg.L"), em
placas de Petri (90 x 15 mm). Apds esse periodo,
duas colonias da bactéria foram transferidas para 50
ml de meio YEP liquido acrescido dos antibioticos
canamicina (100 mg.L") e rifampicina (50 mg.L™"),
e cultivadas em erlenmeyers de 250 ml, a 160 rpm e

a 28°C. Apos crescimento, solu¢do bacteriana com
concentragdo entre 5 x 108 ¢ 5 x 10° UFC.mL"! foi
transferida para tubos (Falcon®, 50 mL) e centri-
fugada por 20 minutos, a 4.800 rpm, a 20 °C. Apos
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, e o
precipitado formado foi ressuspendido em meio MS
liquido (MURASHIGE; SKOOG, 1962), ajustando-
se a concentragdo para 5 x 108 UFC.mL"!, para ser
utilizada na transformacao genética.

As plantulas germinadas in vitro foram sec-
cionadas para a obten¢d@o dos explantes e acondicio-
nadas em placa de Petri (60 x 15 mm) contendo meio
de cultura MS liquido, suplementado com 25 g.L"!
de sacarose ¢ pH ajustado para 5,2. Em seguida, a
solug@o de meio MS liquido foi retirada com o auxilio
de uma pipeta de Pasteur estéril, adicionando-se a
suspensdo bacteriana. O material foi incubado por
10 minutos a temperatura ambiente. Apos esse pro-
cedimento, a suspensao bacteriana foi retirada com
auxilio de pipeta de Pasteur estéril, e os explantes
foram secos em folha de papel absorvente estéril.
Os explantes foram transferidos para placas de Petri
(90 x 15 mm) contendo o meio de cultura MT (MU-
RASHIGE; TUCKER, 1964), suplementado com 25 g.L"!
de sacarose, 8 g.L'! de agar, pH 35,8, acrescido de
1 mg.L! de benzilaminopurina (BAP), e cultivados
por 2 dias (cocultivo) a 24 °C em auséncia de luz.
Ap6s cocultivo, os explantes foram transferidos
para meio de cultura MT suplementado com sacarose
(25g.L"), agar (8 g.L'"), BAP (1 mg.L"), canamicina
(50 mg.L") e cefatoxima sodica (500 mg.L"), e pH
ajustado para 5,8. Os explantes foram subcultivados
a cada 15 dias, por um periodo de 60 dias, quando
o material foi transferido para a sala de crescimento
sob fotoperiodo de 16 horas de luz e a 27°C.

Os brotos obtidos foram subcultivados até
atingirem 1 cm de comprimento, quando foram
enxertados em plantulas de laranja ‘Hamlin’ [C.
sinensis (L.) Osbeck] germinados ¢ estiolados in
vitro. Nesse momento, também foi retirada uma
amostra do material vegetal para realizagio de ensaio
histoquimico com a solugdo de X-GLUC (5-bromo-
4-cloro-3-indolil glucuronida). Apenas o material
que apresentou reagdo positiva (coloragao azul) foi
mantido e subcultivado em tubos de ensaio (25 x
125 mm) contendo 30 mL de meio de cultura MT,
por 40 dias. Apos a cicatrizag@o dos ferimentos da
enxertia in vitro, as plantulas foram aclimatizadas
em vasos plasticos (500 mL) contendo substrato
esterilizado (Plantmax™).

A confirmagdo da transformagao genética foi
realizada por PCR com primers que amplificaram
fragmento de DNA correspondente ao gene uidA
(GUS), cuja sequéncia ¢ a seguinte:F: 5 CAA CGA
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ACT GAA CTG GCA - 3°; R: 5’CAT CAC CAC
GCT TGG GTG - 3°. Amostras de folhas jovens
foram coletadas para extracdo de DNA, pelo méto-
do de CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990) de plantas
transformadas. Como controle positivo, utilizou-se
0 DNA de plasmideo utilizado para a clonagem das
constru¢des. DNA de plantas ndo transformadas
funcionaram como controle negativo. As reagdes
foram realizadas em termociclador, utilizando-se de
1 ciclo a 94°C, por 2 min, para a primeira desnatura-
¢do, seguida por 30 ciclos a 94°C, por 30 segundos,
a 60°C por 30 segundos ¢ a 72°C por 2 min 30 s, ¢
um ciclo final a 72 °C, por 4 minutos. Os produtos
obtidos na rea¢do de PCR foram submetidos a sepa-
racdo por cletroforese em gel de agarose a 1%, com
solugdo tampdo TBE (0,5%), a 85 V. Os géis foram
corados com brometo de etideo e, posteriormente,
visualizados ¢ fotografados em luz UV.

Cada experimento foi repetido 10 vezes,
resultando em 20 experimentos de transformagao
genética. Dessa forma, na realizagdo dos trabalhos
de transformagdo genética, foram utilizados 4.790
segmentos de epicotilo, que regeneraram 366 brotos
GUS positivos.Os resultados revelaram que plantas
de citrange ‘Carrizo’ foram transformadas com
as construgdes génicas contendo os promotores
AtPhP2 e AtSuT2 (Tabela 1).

Trabalhos tém sido realizados para o
estabelecimento de um protocolo eficiente de
transformagdo genética em plantas citricas.
Entretanto, a eficiéncia de transformagdo ¢
variavel em fungdo de diversos fatores, tais como:
condi¢gdes de incubagdo das plantas para coleta
do explante, tempo de incubagdo dos explantes
com Agrobacterium tumefaciens, condigdoes de
cocultivo, espécies e variedades citricas utilizadas
na transformagdo e idade ou maturacdo do tecido
(DUTT; GROSSER, 2009, BOSCARIOL et al.,
2006; MENDES et al., 2002, 2009; ALMEIDA et
al., 2003).

Neste trabalho, a eficiéncia de transformacéao
genética variou de 6,05% a 8,31%, com base nos
dados coletados a partir dos ensaios histoquimicos
de GUS, no momento da enxertia in vitro (Tabela
1). Dutt e Grosser (2009) registraram valores de
eficiéncia de transformagdo entre 15% e 47% em
experimentos envolvendo citrange ‘Carrizo’. Por
outro lado, Yu et al. (2002) observaram até¢ 80% de
eficiéncia de transformagao para essa cultivar.

Muitas cultivares de citros tém sido transfor-
madas com relativa facilidade, enquanto outras t€ém
mostrado eficiéncia muito baixa, ou até mesmo se
mostram recalcitrantes ao processo de transformacao.
Portanto, a varia¢do na eficiéncia de transformacéao

entre genotipos de citros € comum, sendo encontra-
dos valores de 0,52% a 80,0% para citrange ‘Carrizo’
(MOORE et al., 1992; PENA et al., 1995a; DUTT;
GROSSER, 2009; YU et al., 2002), de 10% a 20%
para laranja-azeda (DOMINGUEZ et al., 2000;
PENA et al., 1997), 3,6% para a transformagao de
pomelo (YANG et al., 2000) de 7,6% para laranja
‘Pinepple’ (PENA et al., 1995a).

Outro fator relacionado a dificuldade de
obtengdo de plantas transgénicas ¢ o aparecimento
de brotos escapes, ou seja, brotos regenerados, mas
ndo transformados. Os resultados obtidos neste
trabalho mostram alta frequéncia de brotos escapes,
em especial para a constru¢do contendo o promotor
AtSuT2 (Tabela 1). Em trabalhos de transformagao
genética de laranja ‘Pineapple’, Peia et al. (1995a)
obtiveram até 92% de brotos escapes. O mesmo foi
observado por Moore et al. (1992), que relataram
mais de 95% de brotos escapes regenerados de
citrange ‘Carrizo’, citrumelo ‘Swingle’ e lima-
acida ‘Galego’.

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos
visando a diminui¢do da regeneragdo de brotos
escapes no processo de transformagdo genética
de citros, incluindo o cocultivo na auséncia de luz
para favorecer a formagdo de calos ¢ a regeneragio
de gemas adventicias por organogénese indireta,
posicionamento do explante inoculado na placa
contendo meio de cultura com canamicina (YANG
et al.,, 2000) e aumento do tempo de exposicao
dos explantes ao agente de selecio (PENA et al.,
1995b). No entanto, neste trabalho, a utilizacdo
de canamicina durante o periodo de formacao
dos brotos ndo impediu o aparecimento de uma
alta porcentagem de brotos escapes. A ocorréncia
de brotos escapes na transformagdo genética de
plantas pode ser explicada pela ineficiéncia do
agente de seleg@o ou, ainda, pela protegao de células
ndo transformadas pelas células transformadas
(GHORBEL et al., 1999).

Para a amplificagdo das sequéncias dos
promotores estudados, foram realizadas reagdes de
PCR para amplificagdo da sequéncia do gene uidA
(GUS), utilizarando-se de primers especificos para a
identificac@o da inser¢do do DNA ex6geno em cinco
plantas transformadas com cada construgio. Todas
as cinco plantas de citrange ‘Carrizo’ transformadas
com as construgdes contendo os promotores AtPhP2
e AtSuT?2, confirmadas inicialmente pelo ensaio de
GUS, foram reconfirmadas como transgénicas por
PCR.

Os resultados deste trabalho indicam que
a eficiéncia de transformacdo genética de citros,
bem como a porcentagem de brotos escapes, sdo
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variaveis em fung¢do da constru¢do utilizada.
Anadlises complementares deverdo confirmar

TABELA 1 - Transformacdo genética de citrange

o padrdo de expressdo do gene uidA (GUS) sob
controle dos promotores.

‘Carrizo’ com os vetores de transformagao

pCAMBIA2201/AtPhP2 e pPCAMBIA2201/AtSuT2.

Nede explantes responsivos/

Promotor 1° total de explantes Brotos GUS"/  Taxa de brotos Eficiéncia de
introduzi dIZ) o* Brotos avaliados*  escapes (%)**  transformagdo (%) **
AtPhP2 134/2700 163/183 9,37%%* 6,05%%*
AtSuT2 279/2090 203/393 39,23%%* 8,31 %**
Total 413/4790 366/576

*Numero ao final de 10 experimentos.

**A eficiéncia de transformacao foi obtida dividindo-se o numero de brotos GUS positivos obtidos ao final do processo, pelo nimero
de explantes transformados e multiplicados por 100, para obter o dado em porcentagem.

**%* Média ao final de 10 experimentos.
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