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Laranja
TRANSGENICA

laranja visando resisténcia ao cancro citrico usando genes de peptideos antibacterianos

Brasil é o maior produ-
tor mundial de laranja,
com 355 milhoes de cai-
xas produzidas em 2000/
01, o que corresponde a

cerca de 30 % da producio mundial.
Além disso, o pais é responsavel por,
aproximadamente, metade da produ-
¢iao mundial de suco concentrado (61°
Brix), um dos principais produtos agri-
colas exportados pelo Brasil. O volu-
me de recursos movimentados pelo
agronegdcio citricola supera R$ 5 bi-
lhoes por ano, gerando cerca de 400
mil empregos diretos, somente no es-
tado de Sao Paulo, o maior produtor do
Brasil.

A citricultura nacional apresenta
varios problemas fitossanitarios, entre
0s quais se destacam a larva minadora
dos citros (Phyllocnistis citrella), a pin-
ta preta (doenca fingica provocada
por Guignardia citricarpa), a clorose
variegada dos citros (CVC, causada
pela bactéria Xyllela fastidiosa) e o

cancro citrico (causada pela bactéria
Xanthomonas axonopodis pv. citri).

Cancro citrico

O cancro citrico tem provocado
grandes prejuizos tanto no Brasil como
em outros paises produtores de citros.
Essa doenca afeta toda a parte aérea da
planta, causando lesdes em frutos, fo-
lhas e ramos (Figura 1). Os frutos ficam
depreciados e caem precocemente, re-
duzindo a producio da planta. As
portas de entrada para a bactéria do
cancro sao ferimentos em folhas causa-
dos pelo vento ou pelo ataque da larva
minadora dos citros.

O controle do cancro citrico tem
sido realizado através de medidas para
prevenir a introducio da bactéria e da
erradicacio das plantas contaminadas.
Para isso, sao realizadas por agéncias
fiscalizadoras, inspecoes periédicas em
pomares comerciais e domésticos. As
plantas citricas contaminadas, bem

Figura 1. Frutos de laranja apresentando sintomas de cancro
citrico (Foto gentilmente cedida pelo Dr. Rui Pereira Leite)
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Figura 2. Expressao do gene marcador gus em plantas

transgénicas de laranja Péra

como as nao contaminadas, num raio
de 30 metros, sao cortadas e incinera-
das. Somente no ano de 1999, foram
gastos cerca de R$ 33 milhdes na
erradicacio de pomares infectados nos
Estados de Sao Paulo e Minas Gerais.

Entretanto, a presenca e o progres-
so epidémico do cancro citrico em
diversas regides produtoras de citros
ao redor do mundo, e a sua recente
introducdo e reintroducio em varios
paises tém levantado dividas quanto a
eficiéncia da adocao exclusiva de me-
didas para impedir a sua introducgiao
em novas dreas e para a erradicacio
completa da doenca em regides onde
ela foi introduzida (Leite, 1990).

O desenvolvimento de variedades
citricas agronomicamente aceitiveis
com adequado nivel de resisténcia, é
ainda a forma mais econdmica e efici-
ente de controlar o cancro citrico.
Entretanto, o melhoramento de citros é
um processo longo, principalmente
pelos aspectos botinicos desse géne-
ro. Grande parte das espécies apresen-
ta poliembrionia e longo periodo juve-
nil, o que dificulta a selecao de geno6-
tipos por hibridacio. A obten¢io de
uma nova variedade é um processo
que leva em média 30 anos. Os princi-
pais avancos tém sido obtidos pela
selecio de muta¢des naturais.

Frente a esses problemas, a trans-
formacdo genética da laranjeira mos-

w

tra-se como uma estratégia de melho-
ramento muito promissora, podendo
ser utilizada para a introducao de no-
vas caracteristicas em variedades elite,
reduzindo o tempo necessario para o
lancamento de novos cultivares.

Transformacio genética de citros

Plantas transgénicas de citros ja
foram obtidas por meio da introducao
direta de DNA em protoplastos (Vardi
etal., 1990); por co-cultivo de segmen-
tos internodais ou de epicétilo com
Agrobacterium (Moore et al., 1992;
Kaneyoshi et al., 1994; Pena et al.,
1995; Gutiérrez et al., 1997; Cervera et
al., 1998), e por bombardeamento de
particulas em suspensoes embriogéni-
cas de nucelo (Yao et al., 1996). Atual-
mente, o método mais utilizado de
transformacio genética em citros € a
transformacao mediada por Agrobac-
terium, utilizando-se segmentos de
epicétilo de 1 cm como explantes.
Usando esse sistema, ja foram obtidas
plantas transgénicas de laranja doce
(C.sinensis;) (Pena et al., 1995; Bond &
Roose, 1998), C. aurantifolia (Pena et
al., 1997), C. aurantium (Gutiérrez et
al., 1997), Carrizo citrange (C. sinensis
X Poncirus trifoliata; Moore et al.,
1992), P. trifoliata (Kaneyoshi et al.,
1994) e grapefruit (C. paradisi; Luth &
Moore, 1999.
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Figura 3. Construc¢io usada nos experimentos de transformaciao

Entretanto, a eficiéncia de transfor-
macado utilizando esse protocolo de
regeneracdo ainda é baixa. Isso se
deve, principalmente, ao pequeno
nimero de brotos obtidos por explan-
te e ao grande nimero de escapes.
Além disso, as plantas transgénicas
obtidas por esse sistema siao juvenis,
sendo necessario varios anos para que
se possa avaliar algumas de suas carac-
teristicas comerciais (produtividade,
qualidade de fruto etc). Com vistas a
contornar esse problema, Cervera etal.
(1998) utilizaram internodios de plan-
tas maduras de laranja doce cultivar
Pineapple como explantes para trans-
formacio, conseguindo que as plantas
transgénicas florescessem apos 14
meses.

A falta de técnicas adequadas de
cultura de tecidos de cultivares de
laranja doce adaptados as nossas con-
dicodes agroecoldgicas tem dificultado
o uso da tecnologia de transformagao
de plantas nessa cultura. Visando a
minimizar esse problema, o Laborato-
rio de Biotecnologia Vegetal do IAPAR
desenvolveu novos protocolos de re-
generacdo de laranja doce Péra, usan-
do segmentos finos transversais tanto
de tecidos juvenis (Bespalhok et al,,
2001) quanto de maduros (Kobayashi
et al., 2001). Esses novos protocolos
permitem a transformacio de laranja,
tanto através de Agrobacterium tume-
Jfaciens como também via biobalistica.
Essa metodologia foi utilizada em ex-
perimentos preliminares para a otimi-
zacdo do sistema de transformacio,
utilizando o plasmideo pBE2113, que
contém o gene gus sob controle de
promotores constitutivos (Figura 2).

Uso de peptideos antibacterianos

Virias estratégias tém sido utiliza-
das para aumentar a resisténcia de
plantas a doengas bacterianas através
da engenharia genética. Entre essas
estratégias destacam-se: a producio de
peptideos antibacterianos, a inibi¢io
de fatores de viruléncia e o aumento
das defesas naturais e morte celular
programada no local da infeccao (Mour-
gues et al., 1998).

Todos os organismos superiores
possuem sistemas de protecio contra
infeccdes por microorganismos. Os in-
setos possuem um eficiente sistema de
defesa contra bactérias e outros parasi-
tas. Esse sistema, que foi bastante estu-
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dado em Hyalophora cecropia, é res-
ponsavel pela producao de peptideos
com potente atividade antitibacteriana,
tais como as cecropinas.

Cecropinas pertencem a uma fami-
lia de pequenos peptideos, isolados da
hemolinfa de insetos, que exibem ati-
vidade litica e antibactericida contra
muitas bactérias gram-positivas e gram-
negativas (Boman & Hultmark, 1987).
Estruturalmente, esses peptideos tém
uma regiao N-terminal bastante bésica
e uma longa seqiéncia hidrofébica na
regido C-terminal. Essas caracteristicas
540 necessarias para a acao antibacte-
riana das cecropinas através da forma-
¢do de canais nas membranas, provo-
cando o vazamento de componentes
celulares e, conseqlientemente, a mor-
te da bactéria (Christensen et al., 1988).

Virios trabalhos de transformacio
de espécies vegetais com peptideos
antibacterianos foram publicados nos
altimos anos. Batata e fumo foram as
espécies mais utilizadas, principalmente
pela facilidade de cultura de tecidos e
a importincia das bacterioses. Monta-
nelli & Nascari (1991) transformaram
batata com um gene responsavel pela
producio de cecropina e encontraram
resultados positivos contra Ralstonia
solanacearum em testes preliminares
in vitro com extratos de plantas trans-
génicas. Jaynes et al. (1993), utilizando
o gene Shiva-1 (um andlogo sintético
da cecropina), controlado pelo promo-
tor do inibidor de proteinase II de
batata, obtiveram alta expressio em
plantas transgénicas de fumo que mos-
traram um aumento de resisténcia a R.
solanacearum. Por outro lado, Florack
et al. (1995) transformaram fumo com
genes de cecropina B, mas nio conse-
guiram aumentar a resisténcia dessa
espécie contra R. solanacearum e P.
syringae pv. tabaci. A ripida degrada-
¢ao da cecropina por proteases endo-
genas foi apontada como responsavel
pela baixa detec¢io do peptideo nas
plantas transgénicas, apesar da correta
transcricio do gene inserido. Também,
Hightower et al. (1994) nio consegui-
ram aumentar a resisténcia de plantas
de fumo a P. syringae pv. tabaci com
a introducao de um gene quimérico de
cecropina A/B.

Além das cecropinas, outros tipos
de peptideos tém sido utilizados em
plantas com vistas a controlar doencas
bacterianas. Norelli et al. (1994) obser-
varam que plantas transgénicas de maca
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Figure 4. Anilise de PCR de plantas transgénicas de laranja Péra. O
DNA foi isolado de folhas e amplificado com primers especificos
para o gene da sarcotoxina dando um produto de 268 pb. Coluna
M, marcador 100 pb; coluna C, controle negativo, laranja Péra nao
transformada; colunas 1-10, plantas transgénicas; coluna P, plasmi-

deo pST10

expressando o gene da atacina E mos-
traram maior resisténcia a Erwinia
amylovora. Plantas transgénicas de
batatas com resisténcia a Erwinia
amylovoraforam obtidas por During et
al. (1993) através da insercio do gene
da lisozima do bacteriofago T4.

Os resultados até agora relatados
na literatura indicam que a transforma-
¢do com peptideos antibacterianos tem
grande potencial para ser usada no
melhoramento vegetal, principalmen-
te através do uso de construcdes géni-

EHA-108pSET-10

Isroate miaddnrn

selecio cm
canaminica

planta transgiénica am
cash de vegelacdo

cas capazes de expressar esses pepti-
deos extracelularmente e, também, pela
modificacio desses peptideos visando
a conseguir a sua maior estabilidade
frente a degradacio por proteases en-
dogenas.

Sarcotoxina

A sarcotoxina ¢ um peptideo anti-
bacteriano isolado de larvas de Sarco-
phaga peregrina pelo grupo do Dr.
Natori, Universidade de Tékio (Japao).

microsnxertia em
citramge Carripo y

broto transgénkcn
putativa

Figura 5. Processo de obtencdo de plantas transgénicas de laranja Péra a

partir de tecido maduro
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Esse peptideo possui 39 aminodcidos e
pertence ao grupo das cecropinas. Em
estudos in vitro, a sarcotoxina mos-
trou-se altamente eficiente na inibicio
do crescimento de algumas bactérias
causadoras de doencas em plantas,
especialmente para X. axonopodis pv.
citri (Ohshima et al., 1999).

A expressao da sarcotoxina em plan-
tas de tabaco sob controle de um
promotor constitutivo aumentou a re-
sisténcia a duas bactérias fitopatogéni-
cas: P. syringae pv. tabaci e E. caroto-
vora subsp. carotovora (Ohshima et
al., 1999). Também, plantas de tabaco
transformadas com o gene da sarcoto-
xina sob o controle de um promotor
induzido por acido salicilico (PR1a)
apresentaram um aumento na resistén-
cia tanto a bactérias fitopatogénicas
como a fungos Rbizoctonia solani e
Pythium aphanidermatum (Mitsuhara
et al., 2000).

Apesar de ainda serem necessarios
mais estudos sobre a seguranca ali-
mentar da sarcotoxina, resultados re-
centes mostram que a sarcotoxina tem
pouca acdo sobre microrganismos be-
néficos que fazem parte da flora intes-
tinal humana (Mitsuhara et al., 2001).

Transformacio de citros
com o gene da sarcotoxina

A obtencio de plantas transgénicas
de laranja doce de cultivares plantados
no Brasil com o gene da sarcotoxina é
uma estratégia muito promissora para
aumentar a tolerancia a bactéria do
cancro citrico. Assim, foram realizados
trabalhos de transformacio de plantas
de laranja com o gene da sarcotoxina
no Labotatério de Biotecnologia Vege-
tal do IAPAR. O plasmideo utilizado
para transformacao (pST10) contém o
gene da sarcotoxina (stx [4) ligado a
um peptideo sinal que tem a funcio de
exportar o peptideo para o espaco
intercelular sob controle do promotor
constitutivo 35S, do virus do mosaico
da couve-flor e o gene da neomicina
fosfotransferase (npt ID, que confere
resisténcia ao antibiético canamicina
(Figura 3). Esse plasmideo foi cedido
ao TAPAR através de um convénio
cientifico com o Instituto Nacional de
Recursos Agrobiologicos (NIAR, Japao).

A metodologia de transformacio
de laranja usou a estirpe EHA-105 de
Agrobacterium tumefaciens como ve-

Figura 6. Plantas inoculadas com isolado de X. axonopodis pv. citri (10*
cfu/ml) ap6s 26 dias. Planta ndo transgénica utilizada como controle (es-
querda) e planta transgénica expressando sarcotoxina (direita)

tor para insercao do gene da sarcotoxi-
na. Um aspecto inovador da metodolo-
gia é a utilizacao de segmentos finos de
material vegetal maduro para a trans-
formacio, o que reduz em, pelo me-
nos, cinco anos o inicio de produgio e
avaliacdo das plantas transgénicas. Em
experimentos preliminares, plantas de
laranja Péra regeneradas a partir de
tecido maduro floresceram apés 12
meses em casa de vegetacao.
Intern6édios de mudas de laranja
Péra mantidas em casa de vegetagdo
foram utilizados como explantes inici-
ais. Esses internédios foram desinfesta-
dos, cortados transversalmente em seg-
mentos de 1-2 mm e imersos em meio
contendo Agrobacterium. Os explan-
tes foram entdo co-cultivados por 72
horas e transferidos para meio de indu-
cido de gemas com 200 mg/l cefotaxi-
ma, 200 mg/1 timetina e 25 mg/1 cana-
micina. Apds trés semanas no escuro,
0s segmentos que apresentavam ge-
mas foram transferidos para meio de
alongamento ainda com a presenca de
antibiéticos. Apés 3-4 semanas no meio
de alongamento, as gemas regenera-
das maiores que 1 mm foram microen-
xertadas em plantulas de Carrizo ci-
trange germinadas in vitro. Quando os
enxertos apresentavam de 3 a 4 folhas,
pequenos segmentos de tecido foliar

foram utilizados para deteccio da pre-
senca do gene da sarcotoxina através
de PCR. Enxertos apresentando a ban-
da correspondente ao gene da sarco-
toxina (Figura 4) foram entio trans-
plantados diretamente em solo ou
novamente enxertados em plantas de
limao cravo em casa de vegetacio
(Figura 5).

Foram obtidos diversos eventos de
laranja Péra transgénica contendo o
gene da sarcotoxina. As plantas trans-
génicas foram clonadas através de
enxertia em porta-enxertos de limao
cravo para serem inoculadas com a
cepa 306 da bactéria de X. axonopodis
pv citri.

A inoculagdo das plantas transgé-
nicas com a bactéria do cancro citrico
¢é feita pelo método de infiltracao em
folhas novas utilizando-se seringas hi-
podérmicas. A avaliacio da resisténcia
¢é feita apos trés semanas através da
contagem de lesoes por drea foliar e
do re-isolamento da bactéria.

A anilise de Western blot em fo-
lhas mostrou que ha uma variacdo na
expressao da sarcotoxina nos diferen-
tes eventos. Os resultados da inocula-
¢ao das plantas transgénicas com a
bactéria do cancro citrico mostraram
que as plantas apresentando maiores
quantidades de sarcotoxina foram mais
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resistentes ao cancro citrico (Figura 6).
Consideracoes finais

O projeto para o desenvolvimento
da laranja transgénica foi iniciado em
1999 e tem sido financiado pelo CNPq,
através do programa RHAE, e pela
Fundacao Arauciria (Governo do Esta-
do do Parand). Deverao ser feitos ain-
da, estudos necessarios para se conhe-
cer o efeito da introducao do gene da
sarcotoxina nas plantas, na segurancga
alimentar e o seu impacto no ambiente,
antes que essa tecnologia possa ser
utilizada de maneira mais ampla. A
grande eficiéncia do protocolo de trans-
formacdo de laranja desenvolvido tor-
na possivel a inser¢io de novos genes
que podem contribuir para minimizar
outros problemas da citricultura, tais
como o ataque de pragas e a resisténcia
a estresses abioticos.

Além do Instituto Agrondmico do
Paranai, através do Laboratério de Bio-
tecnologia, outras instituicdes brasilei-
ras que atuam no desenvolvimento de
plantas transgénicas de laranja siao: o
Centro de Citricultura do Instituto Agro-
noémico de Campinas (IAC), em Cor-
deirépolis (SP), a Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ) e
o Centro de Energia Nuclear (CENA),
da USP, em Piracicaba (SP).
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