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Transformação genética de citros visando a superexpressão e silenciamento do gene 

LCY-b2 

 

RESUMO 

 

Poucos trabalhos de transformação genética de Citrus envolvem características relacionadas à 

coloração de casca e da polpa dos frutos. Os frutos cítricos são fontes importantes de 

carotenoides, fundamentais para o metabolismo humano. Alguns exemplos, como β-caroteno, 

α-caroteno e β-criptoxantina apresentam atividade de provitamina A. O licopeno e o β-

caroteno estão associados a atividade antioxidante, atuam na prevenção contra o câncer e 

doenças cardiovasculares. O presente estudo envolveu o uso de laranjeira doce ‘X11’, que 

apresenta frutos de polpa amarela e a ‘Sanguínea de Mombuca’, mutante espontâneo que 

produz frutos com polpa de coloração avermelhada, devido ao acúmulo de licopeno. Na via 

metabólica dos carotenoides em plantas, o alelo ‘a’ do gene licopeno β-ciclase 2 (LCY-b2) já 

foi descrito como sendo o responsável pela conversão do trans-licopeno em β-caroteno. O 

objetivo do estudo é obter plantas transformadas das laranjeiras ‘X11’ e ‘Sanguínea de 

Mombuca’ com o gene LCY-b2 alelo ‘a’, assim como estimar o número de cópias inseridas do 

transgene, quantificar a expressão do gene LCY-b2 alelo ‘a’ nas folhas, e verificar se existe 

correlação entre acúmulo de transcritos e número de cópias. O método de transformação 

utilizado foi o de co-cultivo in vitro de segmentos de epicótilo em solução de Agrobacterium 

tumefaciens, contendo plasmídeo com as construções de superexpressão ou de silenciamento 

do gene LCY-b2 alelo ‘a’. A identificação das plantas transformadas foi realizada por meio da 

técnica de PCR qualitativo, seguido de análises de qPCR, para estimativa do número de 

cópias inseridas e RT-qPCR para expressão gênica nas plantas PCR positivas. As taxas de 

regeneração de brotações variaram de 52% a 85%, enquanto as eficiências de transformação 

variaram de 14,6% a 41,9%, nos dois genótipos e construções gênicas. Dentre 39 plantas 

analisadas, os números de cópias inseridas variaram de 1 a 10. Houve variação da expressão 

gênica do transgene nas folhas das plantas, entretanto, 20 plantas apresentaram potencial para 

futuros estudos de genômica funcional. O coeficiente de correlação (Pearson) entre número de 

cópias estimadas dos transgenes e os respectivos níveis de expressão nas folhas foi baixo nas 

plantas transgênicas avaliadas, indicando que o número de cópias não influenciou a expressão 

gênica, em folhas. Os resultados deste estudo poderão orientar estudos futuros que visem a 

biofortificação de carotenoides em frutos cítricos. 

 

Palavras-Chave: Citrus sinensis, biotecnologia, carotenoides, licopeno β-ciclase, genômica 

funcional. 
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Genetic transformation of Citrus aiming the overexpression and silencing of LCY-b2 

gene 

 

ABSTRACT 

 

There are few studies of genetic transformation of Citrus, which involving related features to 

the color of fruit flavedo and pulp. The citrus fruits are important sources of carotenoids, 

which are essential for the human metabolism. Some examples such as β-carotene, α-carotene 

and β-cryptoxanthin has a better provitamin A activity, the lycopene and β-carotene are 

associated with a high antioxidant activity, work in prevention of cancer and cardiovascular 

disease. This study involved the use of two sweet orange: the first one has yellow pulp 

(‘X11’) and the second genotype is a spontaneous mutant has reddish pulp due to higher 

lycopene accumulation (‘Sanguínea de Mombuca’). The allele 'a' of the β-cyclase lycopene 2 

gene (LCY-b2) was described as being responsible for conversion of trans-lycopene in β-

carotene. This study was the genetic transformation of two genotypes of Citrus: plants with 

yellow pulp fruit and plants with reddish pulp fruits, aiming the overexpression and silencing 

of LCY-b2 (‘a’ allele) gene, followed by evaluation of the expression of the transgene gene in 

the leaves samples, number copies and correlation between expression x number copies. The 

transformation method adopted was in vitro co-culture of epicotyl segments into 

Agrobacterium tumefaciens solution, containing the plasmid constructs with overexpression 

or silencing of LCY-b2 (‘a’ allele) gene. The identification of transformed plants was by 

qualitative PCR, followed by qPCR analysis to estimate the number of inserted copies and 

RT-qPCR analysis for transgene expression in the transgenic plants of each treatment. The 

rates of regeneration and transformation ranged 52-85% while processing efficiencies ranged 

between 14.6 and 41.9%, in both varieties and gene constructs. Of the 39 plants analyzed, the 

numbers of inserted copies ranged from 1 to 10. There was high variation in the gene 

expression of the transgene in plants evaluated, however, 20 plants showed great potential for 

future functional genomic studies. The correlation coefficient (Pearson) between estimated 

number of transgene copies and its expression level was low in the evaluated transgenic 

plants, indicating the number of copies does not affect the gene expression. The results of this 

study will guide future studies aimed at bio fortification of carotenoids in orange fruits. 

 

Key Words: Citrus sinensis, biotechnology, carotenoids, lycopene β–cyclase, functional 

genomics.
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O sequenciamento do genoma da laranja doce (Citrus sinensis) foi uma etapa de 

grande importância para assegurar maior número de informações no que diz respeito ao DNA 

e as sequências expressas (GMITTER et al, 2012). Entretanto há necessidade de se 

estabelecer uma plataforma de genômica funcional para descobrir as diversas funções dos 

genes envolvidos nas rotas biossintéticas (PINHEIRO et al., 2014), suas funções estruturais, 

regulatórias e de sinalizações em plantas de laranja. A transformação genética, quer seja 

superexpressando ou silenciando genes, pode se constituir numa ferramenta de grande 

importância, pois permitirá a execução de experimentos nesta área do conhecimento. 

Os carotenoides estão presentes nas plantas, captam a energia da luz e a transfere para 

as clorofilas; protegem as clorofilas da foto-oxidação; são precursores do ácido abicísico; 

promovem a coloração de flores, para atração dos polinizadores, e nos frutos, para atração de 

agentes de dispersão de sementes (FRASER & BRAMLEY, 2004). 

A vitamina A é fundamental para o metabolismo humano, no entanto, sua biossíntese 

é restrita principalmente aos vegetais. Sendo assim, é essencial o consumo de alimentos que 

contenham os carotenoides β-caroteno, α-caroteno e β-criptoxantina, pois apresentam maior 

atividade de provitamina A. Os carotenoides são também conhecidos pelo seu alto potencial 

antioxidante, podendo atuar na prevenção do câncer e problemas cardiovasculares (FRASER 

& BRAMLEY, 2004). 

Diversos estudos elucidaram o funcionamento da rota metabólica dos carotenoides em 

plantas que acumulam estes metabólitos nos frutos (ALQUÉZAR et al., 2009; GUO et al., 

2012; PONS et al., 2014). Foram descobertos vários alelos de genes responsáveis por 

codificar enzimas que participam desta rota em laranjeiras, como exemplo, pode-se citar o 

licopeno β-ciclase 2 (LCY-b2), que apresenta um alelo funcional ‘a’ e outro não funcional, 

alelo ‘b’. Esse último com baixa capacidade de conversão do trans-licopeno em β-caroteno 

(ALQUÉZAR et al., 2009). No entanto, alguns aspectos da regulação da expressão gênica 

ainda permanecem obscuros, principalmente nas laranjas de polpa vermelha, como a 

‘Sanguínea de Mombuca’, a qual acumula licopeno e também xantofilas (carotenoides 

amarelados). O mesmo não ocorre em Citrus paradisi, que acumula licopeno mas não 

acumula xantofilas (ALQUÉZAR et al., 2009). 
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Estudos anteriores evidenciaram que o acúmulo dos carotenoides está intimamente 

relacionado com a regulação transcricional dos genes codificadores de enzimas, sugerindo 

que quando há um aumento na expressão gênica desses genes, consequentemente há um 

aumento das enzimas que participam da rota biossintética dos carotenoides, possibilitando 

intensificar a transformação de um substrato em algum pigmento específico da rota 

biossintética dos carotenoides (ALQUÉZAR et al., 2008; FANCIULLINO et al., 2008). 

Trabalhos visando a biofortificação de carotenoides em frutos de laranja só poderão 

ser executados após estudos referentes à superexpressão e silenciamento de genes envolvidos 

na rota biossintética, como por exemplo, o gene LCY-b2 alelo ‘a’. Estes estudos básicos 

poderão facilitar o entendimento da genômica funcional, a expressão e a regulação gênica que 

envolve o acúmulo de licopeno na laranjeira ‘Sanguínea de Mombuca’, e maior acúmulo de 

xantofilas na laranjeira ‘X11’, usando a transformação genética. 

Assim, num futuro próximo, com o melhor entendimento sobre a regulação gênica da 

via dos carotenoides e do gene LCY-b2 alelo ‘a’, poderá ser possível o desenvolvimento de 

novas laranjeiras com frutos que acumulem, em maior quantidade ou qualidade, carotenoides 

específicos, promovendo o enriquecimento nutricional dos frutos. 

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo é obter plantas transformadas das 

laranjeiras ‘X11’ e ‘Sanguínea de Mombuca’ com o gene LCY-b2 alelo ‘a’, assim como 

estimar o número de cópias inseridas do transgene, quantificar a expressão do gene LCY-b2 

alelo ‘a’ nas folhas, e verificar se existe correlação entre acúmulo de transcritos e número de 

cópias inseridas no genoma de cada planta transgênica. 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Importância econômica das laranjas doces 

 

A laranja doce (Citrus sinenis L. Osbeck) é uma das frutas mais consumidas no 

mundo, seja de forma in natura ou através dos sucos concentrado e congelado, ou suco 

pasteurizado. Em relação a área colhida e produção mundial, foram plantados 4 milhões de 

hectares, com produção de 70 milhões de toneladas, rendendo cerca de 20 bilhões de dólares 

em 2010 (FAOSTAT, 2015). 

O Brasil é o maior produtor mundial de laranja representando 26,04% da produção 

mundial em 2013, seguido dos Estados Unidos, México, Índia e China (FAOSTAT, 2015). 

Aproximadamente 1,2 milhões de toneladas de suco de laranja foi exportado pelo Brasil em 
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2013, equivalente a 2,3 bilhões de dólares, o que representou um aumento de 10% em relação 

ao ano anterior (CITRUSBR, 2014). 

A área colhida de laranja no Brasil foi de 650 mil hectares, em 2014, sendo 

responsável por produção de 14,8 milhões de toneladas de laranja. Os Estados brasileiros 

maiores produtores são: São Paulo, Bahia, Paraná e Minas Gerais, representando juntos 85% 

do mercado nacional (IBGE, 2015). 

No início dos anos 2000, o cinturão citrícola, localizado no Estado de São Paulo, 

apresentou a migração da cultura das regiões Norte, Noroeste e Centro para as regiões Sul e 

Sudoeste do Estado, buscando áreas com melhor distribuição de chuvas, menor valor da terra 

e visando reduzir morte das plantas devido a doenças (NEVES et al., 2010). 

Apesar da grande importância da citricultura para o agronegócio brasileiro, 

especialmente para o Estado de São Paulo, nos dias de hoje, o setor enfrenta um novo desafio, 

com o surgimento da doença mais importante e destrutiva para a citricultura mundial, 

conhecida como HLB (Huanglongbing) (RUIZ et al., 2010).  

O HLB é uma doença causada pelas bactérias Candidatus Liberibacter asiaticus e C. 

Liberibacter americanus, transmitidas pelo psilídeo Diaphorina citri (YAMAMOTO et al., 

2006), podendo também ser transmitida também por enxertia (LOPES et al., 2009). As 

bactérias se espalham nas plantas através do floema, seguido do desenvolvimento de brotos 

amarelados. Nas folhas as manchas cloróticas aparecem em formas assimétricas. Nos estágios 

mais avançados, os sintomas podem ser confundidos com deficiência de zinco, com os feixes 

vasculares predominantes (BASSANEZI et al., 2011). 

A evolução da doença nas copas das árvores é considerada como rápida, 

especialmente em plantas jovens, reduzindo rapidamente a produção e a vida útil dos pomares 

infestados. Os frutos apresentam coloração verde, pequenos e com alta acidez, impróprios 

para o consumo (BASSANEZI et al., 2011). Sendo assim, ao longo dos anos, esta doença 

tornou-se um dos principais fatores que influenciam novos plantios, já que ela está 

disseminada em 239 municípios paulistas (NEVES et al., 2010). 

 

2.2 Dificuldades no melhoramento genético de Citrus 

 

O gênero Citrus apresenta grande diversidade fenotípica e genotípica, mas poucas 

variedades são utilizadas em pomares comerciais. As mudas comerciais de diversas espécies 

cítricas são produzidas por meio de propagação vegetativa utilizando-se da técnica de 

borbulhia, devido a motivos associados à biologia reprodutiva. Assim, ao longo do tempo, seu 
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melhoramento foi baseado na seleção massal de mutantes. Entretanto, modernamente, os 

programas tradicionais de melhoramento genético de laranjeira são possíveis utilizando-se a 

hibridação, mas com grandes barreiras genéticas (MACHADO et al., 2011). 

As plantas de citros apresentam alta heterozigosidade, com isso se faz necessário 

avançar por inúmeras gerações, para obter um material homozigoto e com as características 

desejadas. Também apresentam geralmente um longo período juvenil, quando propagadas via 

sementes. Devido a isto, a primeira floração e desenvolvimento dos frutos geralmente 

ocorrem a partir de cinco anos de idade (MACHADO et al., 2011). 

A poliembrionia, um dos problemas descritos para o melhoramento genético 

convencional de citros, pode ser descrito como o desenvolvimento de dois ou mais embriões 

em uma semente de citros, geralmente ocasionada a partir de células do ovário (embrionia 

nucelar), em que embriões nucelares se desenvolvem assexuadamente por divisão mitótica 

normal das células do núcleo. Portanto, as plântulas nucelares geralmente são idênticas à 

planta mãe (FROST & SOOST, 1968). A presença de esterilidade de óvulos e grãos de pólen, 

encontrado em algumas variedades de citros, e a existência da incompatibilidade gametofítica 

também dificultam o melhoramento (KHAN, 2007). 

 

2.3 Laranjeiras ‘Sanguínea de Mombuca’ e ‘X11’ 

 

A laranja ‘Sanguínea de Mombuca’ (Figura 1) é um mutante espontâneo, 

possivelmente originado na região de Mombuca (SP). Produz frutos com polpa de coloração 

vermelha (LATADO et al., 2008) devido ao acúmulo de licopeno e maior teor de β–caroteno 

na polpa, em comparação com as variedades de polpa amarela, além do maior acúmulo de 

carotenoides totais (10 mg.L-1 a mais que a laranja Pêra) (NISHIMURA, 2012). 
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Figura 1 - Frutos da laranjeira ‘Sanguínea de Mombuca’ caracterizados pela polpa com 

coloração avermelhada. 

 

Esta laranjeira produz frutos com maturação mais precoce que o da laranja Pêra, sendo 

que aos 270 dias possui alto teor de sólidos solúveis (12,1 oBrix), rendimento de suco na faixa 

de 58,8%, teores de vitamina C variando entre 64,8 mg.L-1 e 82,6 mg.L-1, diminuição da 

acidez titulável ao longo da maturação dos frutos que resulta em aumento intenso no ratio 

(19,0) (NISHIMURA, 2012). Por último, suas plantas possuem ciclo juvenil longo e com boa 

produtividade (LATADO et al., 2008). 

A laranjeira ‘X11’ é um mutante espontâneo da laranja doce que possui frutos com 

polpa amarela (Figura 2a), sementes altamente poliembriônicas e plantas com florescimento 

precoce (Figura 2B). Além destas características, as plantas desta laranjeira podem florescer 

várias vezes ao ano, bastando para isto apenas realizar podas na porção terminal dos ramos 

(PINHEIRO et al., 2014). 

 

Figura 2 – A. Fruto da laranjeira ‘X11’ caracterizando a polpa de coloração amarela. B. 

Planta da laranjeira ‘X11’, florescendo após um ano de semeadura das sementes. C. 

Laranjeira ‘Valência’ após o mesmo período de semeadura. 

A B C 
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A importância da laranjeira ‘X11’ no presente estudo se relaciona ao fato de que suas 

plantas florescerem precocemente, mesmo sendo obtidas a partir de sementes. Assim, seu uso 

poderá permitir que as avaliações fenotípicas sejam realizadas mais rapidamente do que se 

fossem utilizadas variedades comuns de laranja doce, possibilitando dessa forma 

superexpressar ou silenciar genes e realizar estudos de genômica funcional num menor espaço 

de tempo (PINHEIRO et al., 2014). 

Os dois genótipos utilizados no presente estudo, as laranjeiras ‘Sanguínea de 

Mombuca’ e ‘X11’ estão presentes no Banco ativo de Germoplasma de Citros, do Centro 

APTA Citros Sylvio Moreira, do Instituto Agronômico de Campinas, localizado em 

Cordeirópolis, SP. 

 

2.4 Transformação genética e cultura de tecidos em Citrus 

 

A transformação genética é uma notável conquista da biotecnologia moderna, 

principalmente no que se refere às plantas frutíferas perenes, as quais o melhoramento 

genético é limitado por suas características biológicas e reprodutivas (GAMBINO & 

GRIBAUDO, 2012). 

O melhoramento genético clássico do gênero Citrus, por meio de cruzamentos, é 

difícil e mais demorado, demandando muito tempo para obtenção dos resultados, devido ao 

longo período juvenil, que pode durar entre 6 e 22 anos, dependendo da espécie (PEÑA et al., 

2001). Dessa forma, a transformação genética permite a introdução de uma ou várias 

características sem a necessidade de alterar completamente o genótipo das laranjeiras (DENG 

& DUAN, 2006). 

Diversos estudos de transformação genética de citros têm sido realizados com êxito 

utilizando genes que codificam proteínas com diferentes funções. Como exemplo pode-se 

citar a transformação de Citrus paradisi com genes candidatos a resistência do Vírus da 

Tristeza dos citros, ‘CTV-392’ e silenciamento do gene ‘p23 ORF’ pelo sistema de hairpin 

RNAi. Os resultados indicaram que 5,2% das plantas transgênicas recuperadas continham a 

sequência ‘CTV-392’ repetidamente e apresentaram redução na replicação do CTV nos seus 

protoplastos (células isoladas) (ANANTHAKRISHNAN et al., 2007). 

Para estudar se a produção de um anticorpo monoclonal (scFv) poderia induzir 

resistência ao CTV em Lima mexicana (C. aurantifolia), foram utilizadas construções gênicas 

para transformação contendo: duas construções contendo cada gene isoladamente e uma 

construção contendo os dois genes que codificam os anticorpos conhecidos como 3DF1 e 
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3CA5, que são capazes de detectar todas cepas de CTV, isoladas até o momento do estudo. 

Houve um efeito protetor nas plantas transgênicas, em que 46-60% das plantas obtidas 

apresentaram resistência ao vírus, além disso, foram observadas nas plantas transgênicas 

infectadas, um atraso no aparecimento dos sintomas ou a atenuação na intensidade dos 

mesmos (CERVERA et al., 2010).  

Pode-se citar outros estudos relacionados a resistência a doenças, como a laranjeira 

‘Hamlin’ transformada com gene que codifica proteína antimicrobiana (attA) para conferir 

resistência a Xanthomonas axonopodis pv. citri. Sete linhas transgênicas apresentaram 

redução significativa na susceptibilidade ao cancro cítrico em relação as plantas controles 

(BOSCARIOL et a., 2006). O mesmo estudo foi desenvolvido utilizando outros genótipos de 

laranjeira, Natal, Pêra e Valência (C. sinensis) e foram obtidas linhas transgênicas das 

variedades Valência e Natal com redução de até 77,8% e 45,2% na severidade da doença nas 

folhas respectivamente, mostrando o grande potencial do uso peptídeos antimicrobianos para 

resistência à doenças (CARDOSO et al., 2010). 

O gene conhecido como Xa21 (proteínas transmembrana) que foi identificado em 

espécies de Oryza, apresenta uma estrutura molecular que provavelmente confere resistência a 

maioria das raças de bactérias relacionadas ao crestamento bacteriano. Assim, sugere-se a 

possibilidade do seu uso na proteção de outras culturas contra as doenças bacterianas, 

causadas por Xanthomonas. Esse gene foi isolado em arroz mas utilizado para transformação 

de três laranjeiras: Hamlin, Natal e Pêra, visando resistência a Xanthomonas axonopodis pv. 

citri. Os autores obtiveram linhas transgênicas com maiores resistências ao cancro cítrico e 

revelaram que a expressão do gene Xa21 em laranjeira pode ajudar na maior resistência da 

planta contra a doença (MENDES et al., 2010). 

A modificação do hábito de crescimento da planta de citros também foi abordado por 

CERVERA et al. (2009), em que plantas de citrange ‘Carrizo’ anteriormente transformadas 

com gene APETALA1, foram novamente transformadas com genes reporters GUS e GFP. Os 

autores concluíram que é possível inserir transgenes diferentes em plantas cítricas e que a 

metodologia é estável e viável para culturas perenes.  

Um estudo para avaliar o melhor protocolo para transformação para C. paradisi foi 

realizado utilizando genes que codificam enzimas que participam da via dos carotenoides, 

com a expressão constitutiva dos genes: PSY (fitoeno sintase), PDS (fitoeno desnaturase) e 

LCY-b (licopeno β-ciclase) (COSTA et al., 2002). 

A transformação genética de citros está sendo bastante estudada e o que tem sido 

relatado na literatura é que as laranjeiras apresentam genótipo-dependência. Sendo assim, 
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vários estudos tiveram como objetivo a otimização de protocolos para transformação mediada 

por Agrobacterium tumefaciens. Dentre eles, podem ser citados os de MENDES et al. (2002), 

COSTA et al. (2002), ALMEIDA et al. (2003), CERVERA et al. (2006), DUAN et al. (2007), 

KOCA et al. (2009), DUTT & GROSSER (2010), KHAN et al. (2012), PINHEIRO (2014), 

PINHEIRO et al (2014).  

Um protocolo ideal para transformação seria com uso de tecidos adultos como fonte 

de explantes, uma vez que estes resultam em plantas com reduzido período juvenil, o que 

abreviaria o tempo para as análises do fenótipo resultante. No entanto, seria necessário um 

protocolo eficiente para cada variedade estudada, uma vez que as plantas apresentam 

genótipo-dependência (OLIVEIRA, 2008).  

Por outro lado, a utilização de tecidos derivados de plantas adultas como explantes 

para a transformação genética de laranjas doces é limitada, principalmente pelos altos níveis 

de contaminação; os antibióticos utilizados para diminuírem a contaminação causam efeitos 

negativos na morfogênese; baixa capacidade morfogênica e baixo enraizamento dos brotos 

obtidos (ALMEIDA et al., 2003). 

Os tecidos maduros geralmente são mais recalcitrantes para a infecção e transformação 

por Agrobacterium tumefaciens e menos competentes para a regeneração, quando comparados 

com tecidos juvenis, pois eles derivam de plantas que se encontram na sua fase reprodutiva, e 

a mudança para a fase vegetativa se dá de maneira abrupta (CERVERA et al., 2007). 

Brotações transgênicas foram obtidas a partir de tecidos adultos de laranjeiras 

‘Hamlin’, ‘Pêra’ e ‘Valência’, após transformação via A. tumefaciens com o gene reporter 

GUS. Os autores obtiveram baixa taxa de regeneração, entre 1,4% e 3,7% e observaram que a 

etapa de desinfecção dos explantes não foi efetiva para diminuição da contaminação 

endofítica e que este processo reduziu a taxa de transformação (FÁVERO et al., 2012). 

A opção da utilização de tecidos juvenis de citros como fonte de explantes para a 

transformação é justificada de acordo com a maior capacidade morfogênica, baixa taxa de 

contaminação, maior taxa de transformação do que tecidos adultos. No entanto, o longo 

período juvenil das plantas regeneradas pode ser um fator negativo quando se quer avaliar os 

frutos, mas utilizando laranjeiras com florescimento juvenil, como a ‘X11’, pode-se chegar no 

objetivo mais rápido e com maior eficiência (PINHEIRO, 2014). 

Atualmente, existem trabalhos que abordam a transformação de laranja doce com 

genes relacionados à rota biossintética dos carotenoides. Como por exemplo, pode ser citado o 

trabalho de CAO et al. (2012), que utilizaram calos embriogênicos de C. sinensis e C. 
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paradisi e outra planta híbrida para entender o funcionamento da via superexpressando o gene 

HYB obtido de arroz.  

Utilizando uma construção gênica com objetivo de silenciar o gene HYB e, ao mesmo 

tempo, superexpressar o gene de florescimento (CsFT), PONS et al. (2014) obtiveram plantas 

de Valência transgênicas com florescimento precoce e frutos enriquecidos com β-caroteno, 

demonstrando o potencial da engenharia genética para enriquecimento nutricional de frutos de 

plantas perenes. 

 

2.5 Carotenoides 

 

Os carotenoides são compostos isoprenoides (tetraterpenos-C40) com cadeias de 

polieno que contém 15 duplas ligações conjugadas (BRITTON et al.,1995).  Com base na sua 

estrutura química, os carotenoides em plantas são classificados em dois grupos: a) carotenos, 

formado de hidrocarbonetos acíclicos, como por exemplo, o fitoeno, fitoflueno, -caroteno e o 

licopeno e por hidrocarbonetos com terminais cíclicos, como  o -caroteno,-caroteno, -

caroteno e -caroteno; e b) as xantofilas, que apresentam a cadeia de hidrocarbonetos cíclicos, 

mas contendo também um grupo oxigenado, como hidroxilas ou cetonas. Como, exemplos 

podem ser citados a luteína, anteraxantina, -criptoxantina, violaxantina e zeaxantina 

(NAMITHA & NEGI, 2010).  

Os carotenoides representam um grupo diverso de pigmentos, largamente distribuídos 

na natureza, com mais de 700 identificados (KATO, 2012). Os carotenoides variam de 

incolores ao vermelho, passando por amarelo e laranja, sendo encontrados em frutas, flores e 

vegetais. Esses metabólitos são sintetizados por organismos fotossintéticos e por algumas 

bactérias e fungos não fotossintetizantes. Nas plantas, os carotenoides desempenham várias 

funções, tais como serem componentes essenciais em sistemas de absorção de luz para a 

fotossíntese, atuam como fotoprotetores para as plantas e são responsáveis pela coloração de 

flores e frutos, servindo para a atração de animais e insetos, que polinizam e dispersam 

sementes (FRASER, BRAMLEY, 2004). 

Os carotenoides são importantes por serem percursores da vitamina A e são, portanto, 

fundamentais para nutrição animal. Também estão associados à alta atividade antioxidante do 

β-caroteno, atuando na prevenção contra certos o câncer e doenças cardiovasculares 

(CANTRELL et al., 2003; RODRIGO et al., 2007; ALQUÉZAR et al., 2009). O potencial 
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antioxidante é determinado pela capacidade de captura dos radicais livres presentes no tecido, 

oriundos de metabolismo celular do organismo (WALTER & STRACK, 2011). 

A capacidade dos carotenoides em capturar o oxigênio tem sido atribuída ao extenso 

sistema de duplas ligações conjugadas, obtendo-se a máxima proteção daqueles que possuem 

nove ou mais duplas ligações. Sendo assim, foi constatado que o licopeno, sendo acíclico, é 

mais eficiente do que o dicíclico β-caroteno, embora os dois tenham 11 duplas ligações 

conjugadas (BECKER et al., 2004). 

A atividade antioxidante dos carotenoides foram estudadas no suco obtido de frutos da 

laranjeira ‘Valência’ e outra planta transformada visando o silenciamento do gene HYB, o 

qual converte o β-caroteno em β-criptoxantina. Os frutos das plantas transgênicas, além de 

estarem com maiores teores de β-caroteno, apresentaram aumento de 20% no efeito 

antioxidante, em relação aos frutos da planta controle, demonstrando que a biotecnologia 

apresenta grande potencial para melhoramento nutricional de frutos (PONS et al., 2014). 

Dentre as fontes mais ricas de carotenoides, nos vegetais, estão as frutas cítricas. Sua 

composição de carotenoides varia de acordo com as condições de cultivo e, sobretudo de 

acordo com a espécie, sendo que a variabilidade da qualidade do carotenoide pode ser devida 

à diversidade genética (FANCIULLINO et al., 2006). 

Os carotenoides violaxantina, β-criptoxantina, anteraxantina e os seus ésteres 

constituem as xantofilas primárias na maioria das frutas cítricas. O carotenóide licopeno 

geralmente não está presente em citros, com a exceção das laranjeiras de polpa vermelha, 

como a variedade ‘Sanguínea de Mombuca’ (NISHIMURA, 2012), das toranjas (C. maxima 

Mer.) e dos pomelos (C. paradisi) (XU et al., 2006). 

Há trabalhos que evidenciaram que em frutos de polpa vermelha, existe um bloqueio 

ou um funcionamento menos eficiente da via dos carotenoides no passo do gene LCY-b, que 

codifica a enzima licopeno β-ciclase e converte o trans-licopeno em β-caroteno. Este bloqueio 

ou menor eficiência poderia explicar a deposição de licopeno em pomelos vermelhos e nas 

toranjas (XU et al., 2006, ALQUÉZAR et al., 2009). 

 

2.6 Mecanismo de acumulação de carotenoides em citros 

 

A via biossintética dos carotenoides em citros (Figura 3) vem sendo bastante estudada 

e atualmente já foi identificada a expressão de diferentes genes, em tecidos de frutos de 

diversas espécies de citros, durante a maturação (KITA et al., 2001; KATO et al., 2004; 
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RODRIGO et al., 2004; ÁLOS et al., 2006; FANCIULLINO et al., 2007; TAO et al., 2007; 

ALQUÉZAR et al., 2008; ALQUÉZAR et al., 2009). 

 

 

Figura 3 – Esquema representativo da rota biossintética dos carotenoides em plantas 

superiores (TANAKA et al., 2008).  

 

A rota tem início com a síntese de cinco carbonos, isopentenil pirofosfato (IPP), 

acumulando-se nos plastídios, no qual quatro unidades são condensadas para formar 

geranilgeranil pirofosfato (GGPP) de vinte carbonos, sendo que duas moléculas de GGPP 

(C40) formam um fitoeno incolor, o primeiro carotenóide da via e o composto primordial para 

a formação do licopeno, mediado pela enzima fitoeno sintaze (PSY) predominantemente 

expresso em cloroplasto (TANAKA, 2008). 
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As enzimas fitoeno desnaturase (PDS) e -caroteno desnaturase (ZDS) são 

responsáveis pela desidrogenação da cadeia, eliminando moléculas de H2 e consequentemente 

adicionando quatro ligações duplas na cadeia de fitoeno, produzindo assim licopeno a partir 

de compostos intermediários como fitoflueno, -caroteno e neurosporeno, contendo 

respectivamente 5, 7 e 9 ligações duplas conjugadas (TANAKA, 2008). 

As duplas ligações nas moléculas controlam a coloração dos carotenoides. Quanto 

maior a quantidade de insaturações a cadeia apresentar, maior será o comprimento de onda 

absorvido e, consequentemente, maior a coloração. O fitoeno e fitoflueno são incolores, o -

caroteno é amarelo, o neurosporeno é laranja amarelado e o licopeno, possui coloração 

avermelhada (TANAKA et al., 2008). 

Durante o processo de desidrogenação ocorrem várias reações intermediárias; as de 

isomerização são controladas pela presença de luz, e em tecidos não fotossintetizantes são 

controladas por duas enzimas conhecidas como ζ-caroteno isomerase (Z-ISO) e a carotenoide 

isomerase (CRTISO) que transformam a configuração cis em trans-licopeno, mas que também 

apresentam atividade em tecidos fotossintetizantes (WALTER & STRACK, 2011).  

O processo de ciclização do licopeno é um ponto de ramificação crucial da via de 

biossíntese de carotenoides, originando α-caroteno e –caroteno pela atividade das enzimas 

licopeno –ciclases (LCY-ε) e licopeno β–ciclase (LCY-b), que diferem entre si devido a 

posição da dupla ligação no anel cíclico das moléculas (CUNNINGHAM & GANTT, 1998). 

Na ramificação esquerda da cadeia, o α–caroteno é convertido em luteína por 

hidroxilação sequencial (adição de ligação OH), reação catalisada pelas enzimas ε-ring 

hidroxilase (HYE) e β–ring hidroxilase (HYB), respectivamente (KATO, 2012). Na 

ramificação direita da via, a síntese de β-caroteno pode ser obtida a partir do licopeno através 

da ação da enzima licopeno β-ciclase (LCY-b), que adiciona o primeiro anel cíclico na 

molécula, resultando no y-caroteno, em seguida adiciona o segundo anel cíclio formando o β-

caroteno (WALTER & STRACK, 2011). Neste processo estão envolvidas duas enzimas, a 

enzima codificada pelo gene LCY-b1, que apresenta maior expressão em cloroplastos 

enquanto o gene LCY-b2, que codifica a segunda enzima, apresenta expressão em tecido 

específico (cromoplastos) da polpa e na casca de frutos de laranjas (ALQUÉZAR et al., 2009; 

ZHANG et al., 2012). 

Em seguida, o β-caroteno é transformado em carotenoides conhecidos com xantofilas 

(carotenoides oxigenados), iniciado pela formação do β-caroteno em β–criptoxantina, pela 

adição de um grupo hidroxila em um dos anéis cíclicos e, posteriormente, é convertido em 
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zeaxantina pela segunda reação de hidroxilação realizada pela enzima β–ring hidroxilase 

(HYB). A conversão do zeaxantina em violaxantina é feita pela zeaxantina epoxidase (ZEP). 

O NCED2 catalisa a clivagem da violaxatina para sintetizar xantoxina, que é percursora do 

ácido abscísico (Figura 4) (KATO, 2012). 

 

 

Figura 4 - Formação do ácido abscísico por meio da quebra da cadeia de violaxantina, 

promovida pela xantoxina (KATO, 2012). 

 

2.7 Gene LCY-b2 alelo ‘a’ 

 

Como já citado, existem dois genes que codificam a enzima licopeno ciclase, sendo 

que ambos (LCY-ε, LCY-b) já foram encontrados em citros (INUE et al., 2006). A transcrição 

do gene LCY-ε é regulada durante a transição do cloroplasto para o cromoplasto, enquanto 

que o gene LCY-b é constitutivo (RODRIGO et al., 2004; FANCIULLINO et al., 2007). 

Apesar da acumulação dos transcritos dos dois genes ter sido detectada em folhas, a maior 

transcrição e acúmulo aparecem em frutos (RODRIGO et al., 2004). 

Em estudo avaliando a expressão gênica durante o amadurecimento de frutos de 

diferentes variedades de laranja, ALQUÉZAR et al. (2009) isolaram dois genes LCY-b1 e 

LCY-b2 de frutos de laranja (C. sinensis) e de pomelo (C. paradisi), nos tecidos da polpa, do 

flavedo dos frutos e nas folhas. O gene LCY-b1 apresentou expressão em baixos níveis, 

durante a maturação do frutos, e nível constante nas folhas, enquanto que o LCY-b2, foi 

expresso em maiores níveis na casca e polpa dos frutos quando os frutos estavam no estágio 

maduro e dificilmente foi encontrada sua expressão nas folhas. Os autores observaram 

também suas relações com acumulação de licopeno em frutos de polpa vermelha (C. paradisi 
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cv. Star Rubi) e constataram que a atividade da enzima codificada pelo gene LCY-b2 foi 

baixa. 

Com base na baixa expressão do gene LCY-b2 na polpa da toranja vermelha, dois 

alelos diferentes LCY-b2, alelo ‘a’ e alelo ‘b’ foram isolados de ambos os genótipos e pôde-se 

observar que a enzima licopeno β-ciclase codificada pelo alelo ‘b’ apresentou atividade 

praticamente nula. O trabalho conclui sugerindo que os diferentes alelos codificam enzimas 

com atividades diversas e que isto pode influenciar no acúmulo de licopeno em variedades de 

laranjas de polpa vermelha (ALQUÉZAR et al., 2009). 

A existência de alelos diferentes para o mesmo gene já tinha sido evidenciado por 

FANCIULLINO et al. (2007), que reportaram a existência de outros alelos para outros genes 

pertencentes a via dos carotenoides, como por exemplo, PSY, PDS, LCY-b, LCY-ε. Estes 

alelos diferentes causam variabilidade fenotípica na polpa dos frutos entre diferentes 

variedades cítricas, devido, provavelmente, a alteração na atividade enzimática, originada pela 

diferença entre a composição de aminoácidos da proteína (enzima). 

Em ensaios com Escherichia coli constatou-se que a enzima LCY-b2 originada do 

alelo ‘a’ catalisa a ciclização do licopeno, enquanto a do alelo ‘b’ não catalisa essa reação. 

Foram detectadas alterações em 16 aminoácidos entre os alelos, sendo três delas localizadas 

em regiões conservadas evolutivamente; duas alteram a polaridade do aminoácido na região 

do peptídeo sinal (conservadas em todas as plantas que apresentam LCY-b2) e outra 

substituição resultou em uma alteração mais acentuada na atividade da enzima em uma região 

que é conservada em todos genes LCY-b até então caracterizados, como de algas e bactérias. 

Essas alterações de aminoácidos resultam na perda de atividade da proteína codificada pelo 

alelo LCY-b2 alelo ‘b’ de Citrus (ALQUÉZAR et al., 2009). 

Em plantas de açafrão (Crocus sativus), avaliadas por AHRAZEM et al. (2010) o gene 

LCY-b1 foi altamente expresso nas folhas e no estigma, enquanto o LCY-b2 foi detectado 

restritamente no estigma, sendo considerado como cromoplasto específico. Dois alelos do 

gene LCY-b2 foram isolados a partir de clonagem, o alelo ‘a’ e o alelo ‘b’, sendo que alta 

homologia foi encontrada entre os dois, porém o alelo ‘b’ apresentou a deleção de 78 

aminoácidos perto da região N-terminal em relação ao alelo ‘a’. Os mesmos autores, 

avaliando a expressão e o acúmulo de carotenoides em células de E. coli afirmaram que a 

bactéria contendo LCY-b2 alelo ‘a’ apresentava expressão do gene e acúmulo de β-caroteno, 

enquanto o alelo ‘b’ não mostrou-se hábil em transformar o licopeno em β-caroteno, 

comprovando a existência de alelos funcionais e não funcionais em outras espécie vegetais.  
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Outros mutantes de laranjeira com maior acúmulo de carotenoides totais e 

avermelhados foram avaliados, como a Baía ‘Cara Cara’, que apresentava três vezes mais 

acúmulo de fitoflueno, β-caroteno e licopeno na polpa, em relação ao fruto de laranjeira de 

polpa amarela (‘W. Navel’), sem alterar a composição de xantofilas. As análises de expressão 

gênica demonstraram que ocorre uma ativação desses genes no início da maturação na Baía 

‘Cara Cara’, mas o mesmo não ocorre com a ‘W. Navel’, sugerindo que os mecanismos de 

acumulação são diferentes para mutantes como laranjas, pomelos e toranjas (ALQUÉZAR et 

al., 2008; FANCIULLINO et al., 2008). 

Segundo ALQUÉZAR et al. (2008), nenhuma alteração significativa foi observada na 

expressão do gene LCY-b que poderia explicar o fenótipo da laranja Baía ‘Cara Cara’, de 

polpa com cor vermelha. Porém, pode estar ocorrendo perda parcial da atividade do gene, 

devido à maior atividade do gene HDS (hydroxymethylbutenyl), uma vez que participa no 

início da rota biossintética dos carotenoides, na formação da proteína GGPP. Sua atividade 

aumentada promove elevação na quantidade de precursores de isopropenoides para a via dos 

carotenoides. Assim, ocasionando um atraso no acúmulo de β-xantofilas na polpa da Baía 

‘Cara Cara’ durante a maturação do fruto, uma vez que o processo de ciclização do licopeno é 

uma etapa limitante na biossíntese de carotenoides, e também explica o aumento no acúmulo 

de carotenoides totais (ALQUÉZAR et al., 2008). 

FANCIULLINO et al. (2008) não encontraram diferenças na expressão do gene LCY-b 

entre as laranjas ‘Cara Cara’, ‘Shamouti’ e ‘Sanguinelli’. Esses autores esperavam uma baixa 

expressão do gene LCY-b, mas, os mesmos afirmam que podem ter ocorrido modificação pós-

transcricional, atividade catalítica da enzima, importação da enzima ao plastídio ou mesmo 

ausência de co-fatores. 

A análise de transcriptoma e proteômica foi realizada para laranjeira ‘Cara Cara’ a fim 

de entender quais outros mecanismos podem estar atuando durante o metabolismo dos 

carotenoides. Foram descobertos alguns genes candidatos que podem estar influenciando o 

acúmulo de licopeno, como o GGPS. Este gene, quando altamente expresso, pode produzir 

maior quantidade de substratos isopropenoides, consequentemente maior acúmulo de 

licopeno. Outro mecanismo ocorre quando a proteína plastídio-lipídio é ativada, sequestrando 

os carotenoides. Por fim, o gene CRY2 (criptocromo 2), quando altamente expresso em frutos 

de laranja podem induzir ao acúmulo de licopeno na polpa (PAN et al., 2012). O gene CRY2 

foi estudado em tomate e os autores afirmam que o gene pode reprimir os transcritos de 

licopeno β-ciclase, ocasionando maior acúmulo de licopeno nos frutos (GILIBERTO et al., 

2005). 
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A laranjeira ‘Hong Anliu’, mutante espontâneo de ‘Anliu’, acumula maiores teores de 

carotenoides totais, licopeno, β-criptoxantina e violaxantina na polpa do fruto em relação a 

laranjeira original. Esta mutante apresenta um perfil de expressão gênica influenciado por 

alguma mutação, com aumento expressivo dos transcritos de PSY, PDS, ZDS e CRTISO 

(genes que antecedem LCY-e e LCY-b) e a queda drástica da expressão do LCY-e, ao final da 

maturação do fruto, indicando o maior acúmulo de licopeno na polpa dos frutos, em relação a 

laranjeira original (LIU et al., 2007). 

Para a laranjeira ‘Sanguínea de Mombuca’, cujos frutos possuem polpa avermelhada, 

o acúmulo de carotenoides totais é maior quando comparado aos frutos da variedade Pêra. 

Este processo ocorre devido ao aumento significativo de transcritos dos genes PSY, PDS, 

ZDS, CRTISO e LCY-b, sendo a causa do grande acúmulo de fitoflueno, licopeno e 

principalmente o β-caroteno nos frutos. Também, a baixa expressão dos genes HYB e ZEP 

pode ser a causa dessa laranjeira ter baixo acúmulo de xantofilas, como zeaxantina e 

violaxantina (NISHIMURA, 2012). Fato que não ocorre em ‘Cara Cara’, que acumula 

grandes quantidades de xantofilas (ALQUÉZAR et al., 2008; FANCIULLINO et al., 2008). 

Poucos estudos foram realizados sobre a rota biossintética dos carotenoides em frutos 

cítricos transformados com genes codificadores de enzimas da rota dos carotenoides, e, a 

atividade de superexpressão e silenciamento do gene LCY-b2 alelo ‘a’ podem alterar a 

expressão gênica nas plantas transformadas e facilitar o entendimento sobre o acúmulo de 

licopeno na laranjeira ‘Sanguínea de Mombuca’. 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Local dos experimentos 

 

Os experimentos foram desenvolvidos no laboratório de biotecnologia do Centro 

APTA Citros Sylvio Moreira/IAC. 

 

3.2 Material vegetal e fonte de explantes 

 

Foram utilizadas plantas de dois genótipos, as laranjeiras ‘X11’ e ‘Sanguínea de 

Mombuca’ (‘SM’). As sementes foram coletadas de frutos colhidos de plantas adultas, 

mantidas no campo.  
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Após a extração, as sementes foram secas a temperatura ambiente. A seguir, elas 

tiveram a testa (casca) removida, após imersão em solução de hipoclorito de sódio (50% v/v) 

e 100 µl tween 20, durante 20 minutos, sob agitação constante. 

A desinfecção das sementes ocorreu em fluxo laminar, com nova imersão em solução 

de hipoclorito de sódio (50% v/v), durante 10 minutos, seguido de três lavagens em água 

destilada autoclavada. As sementes foram em seguida, introduzidas em tubos de ensaio 

contendo 10 ml do meio composto por sais e vitaminas MS (MURASHIGE & SKOOG, 

1962) acrescido 0,1 g.L-1 de mio-inositol, 0,5 g.L-1 de extrato de malte, 30 g.L-1 de sacarose e 

7 g.L-1 de ágar, doravante chamado de meio básico de MS. 

Os tubos permaneceram no escuro por 30 dias para germinação e estiolamento das 

plântulas, seguido de 15-21 dias sob condição de luminosidade (50 μmol m-2.s-1) e foto 

período 16 horas de luz e 8 horas de escuro. Os seguimentos de epicótilo foram excisados e 

subdivididos com tamanho aproximado de dois centímetros, cada, para uso como explantes. 

 

3.3 Construções gênicas 

 

 Foram realizadas transformações genéticas para a superexpressão e silenciamento do 

gene LCY-b2 alelo ‘a’ nas laranjeiras ‘X11’ e ‘Sanguínea de Mombuca’ utilizando-se as 

construções gênicas gentilmente cedidas pela Dra. Thaísa Tessutti Pinheiro, do Centro de 

Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP). 

O gene LCY-b2 alelo ‘a’ foi isolado e clonado da polpa da laranjeira ‘X11’ e os 

insertos recombinados no vetor binário Gateway (Invitrogen), visando a superexpressão 

chamado de pK7WG2,0 (Figura 5) e o de silenciamento, chamado de pK7GWIWG2 (II) 

(Figura 6) (PINHEIRO, 2013). Ambos os vetores conferem resistência às bactérias ao 

antibiótico espectinomicina, seleção das plantas pelo antibiótico canamicina, promotor gênico 

gênico CaMV 35S e terminador NOS. 
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Figura 5 - Mapa do vetor binário de superexpressão Gateway pK7WG2,0 (KARIMI, et al., 

2002). 

 

Figura 6 - Mapa do vetor binário de silenciametno Gateway pK7GWIWG2 (II) (KARIMI, et 

al., 2002). 
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A transformação foi mediada pela A. tumefaciens cepa EHA-105 (HOOD et al., 1993) 

contendo o vetor binário pertencente ao sistema Gateway (Invitrogen) relatado anteriormente. 

A construção (cassete de expressão) para superexpressão foi composto pelo gene LCY-b2 

alelo ‘a’ completo com 1512 pb (Anexo 1) e construção totalizando 4.544 pb (Figura 7a). 

A construção (cassete de expressão) para silenciamento foi comporto pelo gene LCY-

b2 alelo ‘a’, com fragmento no sentido sense e antisense com 302 pb (Anexo 2), cada, e a 

construção totalizando 5.341 pb (Figura 7b). Este vetor permite que um fragmento do gene 

seja recombinado no sentido sense e outro fragmento no sentido antisense, intercalados por 

um íntron, e formando assim o hairpin RNAi. 

 

 

 

Figura 7 – Esquema representativo das construções utilizadas para transformação da 

laranjeira ‘X11’ ou ‘SM’. A. pK7WG2::LCY-b2a. B. pK7GWIWG2(II)::LCY-b2a. P35S: 

Promotor CaMV 35S. LCY-b2a: gene pertencente a via biossintética de carotenoides. CmR: 

gene de resistência a Clorafenicol. T35S: terminador 35S. Kan: gene codificador da 

Neomicina fosfotransferase II (nptII). 

 

3.4 Manutenção e preparo da suspensão bacteriana 

 

A suspensão de A. tumefaciens, contendo as construções gênicas foram mantidas em 

cultura permanente em solução de glicerol (50%) em ultra freezer (-80oC) e cultivadas em 

meio LB (Luria-Bertani, composto por 10 g.L-1 peptona, 10 g.L-1 de cloreto de sódio e 5 g.L-1 

extrato de levedura e 15 g.L-1 de Bactoagar) suplementado com os antibióticos 

espectinomicina (50 mg.L-1) e rifampicina (100 mg.L-1) e mantidas por 72 horas a 28oC. 

Uma única colônia foi então isolada da placa de Petri, contendo A. tumefaciens 

contendo as construções gênicas e transferida para um erlenmeyer autoclavado contendo 50 

ml de meio LB líquido autoclavado. O crescimento da suspensão bacteriana, para 

A 

B 
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experimento de transformação, teve duração overnight e ocorreu sob agitação (180 rpm, 

28oC). A suspensão bacteriana foi centrifugada a 4.000 rpm (10 min a 15oC) e o pellet 

ressuspendido em meio de inoculação, ou seja, MS líquido suplementado com 30 g.L-1 de 

sacarose, com ajuste da densidade óptica (DO600 nm) entre 0,6 a 0,8 (PINHEIRO, 2013). 

 

3.5 Co-cultivo dos explantes 

 

Explantes de segmentos de epicótilos de plantas recém germinadas in vitro, com dois 

centímetros de comprimento, foram incubados 30 minutos em suspensão bacteriana, sob 

agitação de 110 rpm. Após rápida secagem em papel filtro autoclavado, os explantes foram 

transferidos para placas de Petri contendo meio básico MS semi-sólido, suplementado com 1 

mg.L-1 de 6-benzilaminopurina (BAP) e 7 g.L-1 de ágar. Foram mantidos em câmaras de 

crescimento, no escuro, a 27oC por 72 horas.  

Após o co-cultivo, os explantes inoculados foram lavados por três vezes em água 

destilada contendo 500 mg.L-1 de cefotaxima, secos em papel filtro autoclavado e transferidos 

para o mesmo meio, acrescido de canamicina (50 mg.L-1) e cefotaxima (500 mg.L-1), para a 

seleção de células transformadas e regeneração de brotos (organogênese direta), segundo 

protocolo estabelecido por PINHEIRO (2013). 

As placas contendo os explantes permaneceram no escuro, por 15 dias a 28oC, para a 

indução da organogênese direta e, a seguir, foram transferidas para ambiente de luminosidade 

(50 μmol m-2 s-1) e fotoperíodo de 16 horas de luz, para a regeneração e crescimento das 

brotações (PINHEIRO, 2013). 

Dois experimentos independentes de transformação de explantes foram realizados para 

cada construção gênica e variedade, utilizando-se os mesmos procedimentos. A partir de 45 

dias de cultivo, as brotações foram avaliados e a taxa de regeneração foi calculada como a 

razão entre o número total de brotações regeneradas e o número total de explantes inoculados.  

Todas as brotações regeneradas foram analisadas individualmente por meio da técnica 

de PCR qualitativo. 

 

3.6 Identificação das brotações primárias transformadas, pela técnica de PCR 

(reação da polimerase em cadeia) 

 

A confirmação de quais brotos estavam transformados foi realizada por meio da 

técnica de PCR, utilizando-se primers específicos para o gene nptII, que amplifica um 
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fragmento de 406 pb (Forward: CAATAGCAGCCAGTCCCTTC e Reverse: 

AGACAATCGGCTGCTCTGAT). Os primers foram desenhados utilizando o software 

Primer3 (ROZEN &SKALETSKY, 2000). 

A extração de DNA de folhas foi realizada pelo método CTAB (DOYLE; DOYLE, 

1990 com adaptações) com uso de folhas jovens, retiradas de brotações regeneradas in vitro.  

Os pedaços de folhas foram macerados em 600 µl de tampão de extração (Anexo 3) 

com auxílio de um pistilo de plástico. Os tubos contendo as amostras foram aquecidos em 

banho-maria, a 65oC por 15 minutos. Na capela foi adicionado 600 µl da solução de 

clorofórmio/álcool isoamílico (24:1). Os tubos foram então agitados por inversão, trinta 

vezes, e centrifugados a 12.000 rpm, por 6 minutos. Posteriormente, 450 µl do sobrenadante 

foram transferidos para outro tubo, no qual foi acrescentado 200 µl de tampão de extração 

(CTAB) e 650 µl da solução clorofórmio/álcool isoamílico (24:1) e agitados por inversão, por 

trinta vezes, centrifugados a 12.000 rpm, por 6 minutos. 

Com o auxílio de uma pipeta, o sobrenadante foi novamente transferido para outro 

tubo onde foi acrescentado o mesmo volume de isopropanol (temperatura ambiente). Os tubos 

permaneceram a -20oC por 30 minutos, para precipitação do DNA. As amostras foram 

centrifugadas a 12.000 rpm por 8 minutos. O líquido foi descartado e adicionado 300 µl de 

etanol 70% (v/v) e centrifugados a 12.000 rpm por 5 minutos, para a lavagem do precipitado. 

O etanol foi descartado e os “pellets” foram deixados à temperatura ambiente para a 

secagem. O DNA foi ressuspendido em 20 µl de água Mili-Q autoclavada. Em seguida foram 

quantificados no equipamento Nanodrop e diluídas à concentração de 5 ng/µl para posterior 

utilização na reação de PCR. Todas as amostras foram mantidas a -20oC. 

Para as reações de PCR foi utilizado 1,3 µl do tampão de reação (10x) contendo 

(NH4)2SO4, 0,52 µl de MgCl2 (50  mM), 1,04 µl de DNTPs (2,5 µM), 0,6 µl de cada iniciador 

(Forward e Reverse a 5 µM), 0,11 µl da enzima Taq polimerase (5 U/µl) e 4 µl DNA (10 

ng/µl). O programa de amplificação utilizado foi composto por: ciclo inicial a 95oC por 2 

minutos, seguido de 29 ciclos a 95oC por 30 segundos, 60oC por 30 segundos, 72oC por 40 

segundos e um ciclo final a 72oC por 5 minutos. 

Os produtos amplificados pelo PCR foram visualizados em gel de agarose (1%) e 

tampão TAE, com a eletroforese a voltagem constante de 100 V, por 40 minutos. Como 

controle, a mesma reação de PCR foi realizada em amostras de DNA de plantas não 

transformadas das laranjeiras ‘X11’ e ‘SM’.  

A eficiência de transformação foi calculada como a razão entre número total de 

brotações regeneradas PCR + e o número total de explantes inoculados. 
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3.7 Microenxertia e aclimatização das brotações PCR positivas 

 

Visando acelerar o crescimento dos brotos PCR positivos foram realizadas 

microenxertias in vitro. Para a obtenção de plântulas in vitro de citrange ‘Carrizo’ foi 

realizado o mesmo processo descrito anteriormente (item 3.2). Após a germinação das 

sementes e estiolamento das plântulas, foi realizada a decapitação da parte superior do ápice 

caulinar e remoção dos cotilédones. Para a microenxertia os brotos regenerados das laranjeiras 

‘X11’ e ‘SM’ foram utilizados, utilizando-se o método de garfagem de fenda cheia. 

As plântulas microenxertadas foram mantidas em tubos de ensaio contendo meio 

básico de MS líquido e cultivo em sala de crescimento, sob fotoperíodo de 16 horas/luz (50 

μmol m-2 s-1) e temperatura de 27oC ± 1oC. 

As plântulas microenxertadas que se mostraram bem desenvolvidas foram 

posteriormente sobrenxertadas pelo processo de garfagem lateral sobre plantas de limão 

‘Cravo’ e aclimatizadas ao meio ambiente em casa de vegetação. Para tal, foi realizada a 

cobertura total das brotações com saco plástico, para a formação de um ambiente úmido. A 

cobertura plástica foi removida, aos poucos, para redução da umidade relativa do ar. 

As plantas regeneradas em casa de vegetação foram submetidas novamente ao teste de 

PCR para confirmação da transgenia. As plantas confirmadas como PCR positivas foram 

submetidas às análises da expressão do transgene, por amplificação quantitativa de transcritos 

reversos (RT- qPCR), e experimento de estimativa do número de cópias dos transgenes 

inseridos, por qPCR. 

 

3.8 Análise da expressão do transgene por amplificação quantitativa de transcritos 

reversos (RT-qPCR) 

 

O RNA total foi extraído a partir de plantas aclimatizadas (PCR positivas) com 

tampão de extração CTAB (Anexo 4), de acordo com o protocolo descrito por TAO et al. 

(2004), com algumas adaptações.  

As amostras de RNA ressuspensas tiveram a sua qualidade e concentração avaliadas 

no equipamento Nanodrop e sua integridade foi avaliada em gel de agarose a 1,2%. O RNA 

foi estocado a -80oC até sua utilização. 

A síntese de cDNA foi realizada segundo o protocolo da RNase-Free DNase Set 

(Qiagen). As amostras de cDNA foram diluídas a concentração de 10-1 para ser utilizado no 

RT-qPCR e também para reação de PCR. 
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As reações de RT-qPCR foram padronizadas em volume final de 10 µl, que foi 

composto por 1 µl de cDNA (1:10 v/v); 0,5 µM de cada um dos primers específicos e 5 µL de 

QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen). As amplificações foram realizadas em 

dez plantas de cada tratamento em termociclador 3000 RotorGene (Qiagen) o qual forneceu 

os valores de ciclo-limite de leitura (CT, ou cycle threshold), eficiência da PCR (E) e R2 

associada, em duplicatas, com incubação inicial a 50 °C durante 2 min e 95 °C por 2 minutos, 

seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos; 60 °C durante 15 segundos, e 72 °C por 20 

segundos, com detecção de fluorescência ao final dos ciclos de extensão. Após o ciclo final, 

as curvas de melting para cada fragmento amplificado foram analisadas entre 72 e 95 °C. 

O transgene alvo foi o LCY-b2 alelo ‘a’ e o gene referência escolhido foi o da Proteína 

Ribossomal L35 (Rpl35) [GenBank: CAI26485.1], por apresentar menor variação quantitativa 

na expressão nas amostras de tecidos/órgãos analisados por RT-qPCR (NISHIMURA, 2012). 

Os primers de cada gene estão representados na tabela 1. As análises de expressão gênica 

foram realizadas por meio do software REST Relative Expression Software Tool -REST 2005 

(versão 1.9.12) (PFAFFL, 2001). 

 

Tabela 1 - Sequência dos primers utilizados na reação RT-qPCR para expressão gênica das 

plantas transformadas geneticamente.  

Gene Sequência (5'-3') Amplicon (pb) 

LCY-b2 alelo ‘a’ 
F: GGGAATGAGCCTTACTTGCG 

162 
R: CCTTAACCTCGCTGCCATTC 

    

Rpl35* 
F: GAAGGCGGCTTTGAGAGAA 

107 
R: ATGCCTGATGCTTGGTGAG 

* Nishimura (2012). 

 

3.9 Estimativa do número de cópias do transgene inserido nas plantas, por qPCR 

 

Para estimar o número de cópias do transgene, os DNAs foram extraídos das plantas 

transgênicas aclimatizadas e quantificados pelo método da fluorometria, através do 

equipamento DyNa Quant 200 (Hoeffer), sendo em seguida diluídos a 25 ng/µl. 

Foram utilizados primers para o gene nptII e para o gene endógeno, a proteína de 

transferência de lipídeos (LTP) [GenBank:AF369931], presente em duas cópias no genoma de 

laranjeira (Tabela 2) (SONG et al., 1995; WU & BURNS, 2003). Os primers foram utilizados 
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nas reações de amplificação do DNA genômico de dez plantas transgênicas de cada 

tratamento, além das plantas controle. As reações de amplificação de qPCR foram realizadas 

em cinco repetições, tal como descrito anteriormente na análise da expressão do transgene 

LCY-b2 alelo ‘a’ e Rpl35 (item 3.11). 

 

Tabela 2 – Sequência dos primers utilizados na reação qPCR para número de cópias.  

Gene Sequência (5'-3') Amplicon (pb) 

nptII 
F: AGTGACAACGTCGAGCACAG 

105 
R: AGACAATCGGCTGCTCTGAT 

    

LTP* 
F: ACACCTGACCGCCAAACT 

115 
R: AAGGAATGCTGACTCCACAAG 

* Pinheiro (2014). 

 

A estimativa do número de cópias do transgene foi realizada de acordo com a 

metodologia descrita por MASON et al. (2002), OMAR et al. (2008) e WEN et al. (2012). As 

curvas-padrão dos primers (eficiência) foram preparadas para o transgene nptII e para o gene 

endógeno LTP. Foi realizada uma diluição seriada de amostras de DNA genômico das plantas 

transgênicas nas concentrações de: 6,25 ng/µl, 12,5 ng/µl, 25 ng/µl, 50 ng/µl, 75 ng/µl e 100 

ng/µl para a obtenção da curva-padrão, uma amostra branco e um controle negativo foram 

também usados nas análises. 

Para calcular o número de cópias foi utilizado o método quantitativo relativo (Ct 

comparativo) que combinou duas quantificações absolutas, uma para o gene-alvo específico e 

a outra, para o gene referência (OMAR et al., 2008). Portanto os resultados quantitativos do 

transgene nptII foi comparado com os do gene endógeno LTP. A quantidade do transgene foi 

dividida pelo gene endógeno. Cada reação tinha cinco repetições. 

 

3.10 Correlação entre número de cópias e expressão relativa do transgene inserido 

 

A correlação entre o número de cópias do transgene inserido e a expressão relativa do 

transgene inserido LCY-b2 alelo ‘a’ foi estimada pelo coeficiente de correlação de Pearson, 

conforme metodologia descrita por MOORE (2007), com auxílio do programa Genes (CRUZ, 

1998), ao nível de 5% de probabilidade. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A construção pK7WG::LCY-b2a para superexpressão do gene LCY-b2 alelo ‘a’, 

pertencente a via biossintética dos carotenoides e que codifica a enzima chamada licopeno β-

ciclase, foi utilizada na transformação genética de plantas de laranjeira ‘X11’ e ‘SM’. 

Para a laranjeira ‘X11’ foram inoculados no total 210 explantes (Tabela 3), os quais 

produziram 178 brotações (Figura 8B), com taxa de regeneração de 84,8%. Todas as 

brotações foram analisadas e 88 destas apresentaram-se como transgênicas positivas pelo teste 

de PCR (Figura 8C). A eficiência de transformação foi calculada como 41,9% (Tabela 3) 

sendo que 10 plantas PCR positivas foram aclimatizadas e estão sendo mantidas em casa de 

vegetação.  

Para a laranjeira ‘SM’ foram inoculados 150 explantes, que regeneraram 78 brotações 

(52,0% do total). Dentre todas as brotações analisadas deste genótipo, 33 foram consideradas 

como PCR positivas para o gene nptII (22,0% do total) (Tabela 3). Assim como o ocorrido 

para a laranjeira ‘X11’, todas as brotações consideradas como PCR+ foram microenxertadas 

in vitro (Figura 8D) e somente 10 plantas foram aclimatizadas ao meio ambiente (Figura 8E e 

F). 
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Figura 8 – A. Organogênese de explantes de segmento de epicótilo de ‘X11’ transformados 

com a construção gênica que visa a superexpressão de LCY-b2 alelo ‘a’, após 15 dias de 

cultivo, em câmara de crescimento a 28oC. B. Explantes com brotações em fase de 

regeneração. C. Gel de agarose com resultado do teste PCR, em que se amplifica parte do 

gene nptII (seta: 406 pb), B1-B6 e B8 brotos transformados com a construção pK7WG::LCY-

b2a, controle negativo e positivo, H2O (branco) e Leadder de 1000 pb. D. Detalhe da 

microenxertia in vitro sobre citrange ‘Carrizo’, após período de 30 dias. E. Primeira etapa da 

aclimatização, em câmara úmida (5 dias após a enxertia por garfagem lateral). F. Planta 

totalmente aclimatizada ao meio ambiente, 15 dias após enxertia. 
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Tabela 3 – Transformação genética de laranjeira ‘X11’ e ‘SM’ com a construção 

pK7WG::LCY-b2a que visa a superexpressão do gene LCY-b2 alelo ‘a’. Número de explantes 

inoculados, número de brotações regeneradas, taxa de regeneração e eficiência de 

transformação.  

Construção gênica Genótipo 
Explantes 

inoculados 

Núm. brot. 

regener. e 

analis.a 

Núm. 

brot. 

PCR +b 

Taxa 

regener.c 

Efic. 

transf.d 

pK7WG::LCY-b2a ‘X11’ 210 178 88 84,8% 41,9% 

pK7WG::LCY-b2a ‘SM’ 150 78 33 52,0% 22,0% 

a Núm. brot. regener. e analis. – indica o número de brotações regeneradas e analisadas; 

b Núm brot. PCR+ - indica o número de brotações com resultado positivo no teste PCR qualitativo; 

c Taxa regener. - indica a eficiência de transformação de brotações (em porcentagem), calculado por meio da 

razão entre número de brotações regeneradas e o número de explantes inoculados; 

d Efic. transf. - indica a taxa de regeneração de brotações (em porcentagem), calculado por meio da razão entre 

número de brotações regeneradas com resultado PCR+ e o número de explantes inoculados. 

 

A construção pK7GWIWG2(II)::LCY-b2a que objetiva silenciar o gene LCY-b2 alelo 

‘a’ foi utilizada para a transformação genética das laranjeiras ‘X11’ e ‘SM’. Para a laranja 

‘X11’, que produz frutos com polpa amarela, foram inoculados 170 segmentos de epicótilo, 

que regeneraram 125 brotações (73,5%), sendo 29 considerados como PCR positivas. Assim, 

a eficiência de transformação foi calculada como igual a 17,1% (Tabela 4). Apenas 10 destas 

plantas foram aclimatizadas ao meio ambiente. Para a laranjeira ‘SM’ foram inoculados 199 

explantes, que regeneraram um total 121 brotações (60,8%), sendo 29 destas, considerados 

como PCR positivas 15,6% em relação ao número de explantes inoculados. Nove plantas 

foram aclimatizadas e se encontram em casa de vegetação. 
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Tabela 4 – Transformação genética de laranjeira ‘X11’ e ‘SM’ com a construção 

pK7GWIWG2(II)::LCY-b2a que visa o silenciamento do gene LCY-b2 alelo ‘a’. Número de 

explantes inoculados, número de brotações regeneradas, taxa de regeneração e eficiência de 

transformação.  

Construção gênica Genótipo 
Explantes 

inoculados 

Núm. 

brot. 

regener. 

e analis. 

Núm. 

brot. 

PCR + 

Taxa 

regener. 

Efic. 

transf. 

pK7GWIWG2(II)::

LCY-b2a 
‘X11’ 170 125 29 73,5% 17,1% 

pK7GWIWG2(II)::

LCY-b2a 
‘SM’ 199 121 29 60,8% 14,6% 

a Núm. brot. regener. e analis. – indica o número de brotações regeneradas e analisadas; 

b Núm brot. PCR+ - indica o número de brotações com resultado positivo no teste PCR qualitativo; 

c Taxa regener. - indica a eficiência de transformação de brotações (em porcentagem), calculado por 

meio da razão entre número de brotações regeneradas e o número de explantes inoculados; 

d Efic. transf. - indica a taxa de regeneração de brotações (em porcentagem), calculado por meio da 

razão entre número de brotações regeneradas com resultado PCR+ e o número de explantes 

inoculados. 

 

A taxa de regeneração (brotação) da laranjeira ‘X11’ foi maior do que da ‘SM’, em 

ambas as construções gênicas utilizadas neste estudo. Um resultado divergente foi relatado 

por PINHEIRO (2013), que obteve maiores taxas de regeneração de brotações quando utilizou 

explantes provenientes da laranjeira ‘SM’, em transformações com construções gênicas 

contendo genes da via biossintética  dos carotenoides. Os resultados obtidos foram de 54% de 

regenerantes para a construção de superexpressão do gene HYB (codifica a enzima β-ring 

hidroxilase), 27% para superexpressão do gene LCY-b1 (codifica a enzima licopeno β-ciclase 

1) e 75% para o silenciamento do gene CRTISO (codifica a enzima carotenoide isomerase) em 

relação aos da laranjeira ‘X11’. 

A eficiência de transformação da laranjeira ‘X11’ (41,9%) foi cerca de duas vezes 

maior do que a ‘SM’ (22,0%) quando os explantes foram transformados com a construção que 

visa a superexpressão do gene LCY-b2 alelo ‘a’. No entanto, os resultados obtidos nas 

transformações com a construção gênica que visa o silenciamento do mesmo gene, os valores 

apresentaram-se como menores e mais próximos entre os genótipos, 17,1% para laranjeira 

‘X11’ e 15,6%, para a ‘SM’. 
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As diferenças observadas nas eficiências de transformação obtidas nas construções que 

visam a superexpressão, em comparação com as observadas na construção de silenciamento, 

podem ser explicadas devido ao tamanho do T-DNA inserido, pois a construção de 

superexpressão é menor, com tamanho aproximado de 4.544pb, enquanto que a de 

silenciamento apresenta tamanho aproximado de 5.341pb. Desta forma, segundo GELVIN 

(2003), em trabalhos envolvendo transformação genética de plantas, geralmente existe uma 

relação inversa entre tamanho do T-DNA a ser inserido e a eficiência de transformação 

observada. 

Este fato ocorre, pois uma molécula grande de DNA é mais susceptível a degradação 

pela célula vegetal, sendo assim, necessita de maiores quantidades de protetores para 

transferir o T-DNA com eficiência da A. tumefaciens para a célula vegetal. Assim, em estudos 

envolvendo genes de maior tamanho, pode ser necessária uma expressão maior dos gene virG 

e/ou virE da A. tumefaciens. O gene virE codifica uma proteína de cadeia simples que protege 

o T-DNA da degradação pela célula vegetal, e o gene virG é um ativador transcricional dos 

operons vir. Aumentando a sua expressão, aumentariam a quantidade de protetores, que 

ajudariam com maior eficiência a transferência do T-DNA para as células vegetais (GELVIN, 

2003). 

As eficiências de transformação, para a construção de superexpressão obtidas neste 

estudo, sugerem que ambos os genótipos apresentam eficiências similares as obtidas e 

relatadas em outros trabalhos envolvendo transformação de citros. PINHEIRO et al. (2014), 

por exemplo, utilizaram a laranjeira ‘X11’ em experimentos de transformação para uso como 

modelo em análises de genômica funcional e obtiveram eficiências de transformação entre 

40% e 77%. Já DUTT & GROSSER (2009), trabalhando com transformação de laranja: 

‘Hamlin’, pomelo e ‘Duncan’ e citrange ‘Carrizo’ com o gene que codifica para a proteína 

Gfp, obtiveram eficiências de transformação de 34%, 40% e 44%, respectivamente (DUTT & 

GROSSER, 2009). BOSCARIOL et al. (2003) obtiveram eficiência de 23,8% em laranja 

‘Valência’, enquanto DUTT et al. (2010) obtiveram entre 8% a 18% de eficiências quando 

porta-enxertos tetraploides de Citrus foram transformados com gene Gfp.  

Um mutante de florescimento precoce de Poncirus trifoliata foi utilizado como planta-

modelo para estudos de genômica funcional (TAN et al., 2009). Quando transformado com o 

gene que codifica para a proteína Gfp, resultou em eficiência de transformação de 

aproximadamente 20% (TAN et al., 2009). 

As diversas espécies do gênero Citrus não são hospedeiras naturais da Agrobacterium. 

Esse fato reduz as expectativas de obtenção de elevadas eficiências de transformação em 
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citros. Além disto, outros fatores tais como: altos níveis de brotações escapes (não 

transformados) durante a fase de seleção; problemas de enraizamento de brotos regenerados 

transformados; definição das condições ideias requeridas para a infecção do tecido vegetal, 

pela bactéria; definição das condições requeridas pela bactéria e pelo explante durante a fase 

de co-cultivo; assim como a utilização de diferentes balanços auxina/citocinina; podem afetar 

diretamente a eficiência de transformação obtida nos experimentos de transformação de 

espécies cítricas (DUTT & GROSSER, 2009). 

Existem duas linhas de trabalhos de transformação genética de citros, devido à 

possibilidade do uso de explantes originados de tecidos juvenis ou de tecidos adultos 

(maduros). Segundo ALMEIDA et al. (2003) a utilização de tecidos derivados de plantas 

adultas é limitada, principalmente pelos altos níveis de contaminação, baixa capacidade 

morfogênica e baixo enraizamento dos brotos obtidos. 

Em estudo desenvolvido por OLIVEIRA (2008), foi possível obter regeneração de 

brotos a partir de segmentos internodais de tecidos maduros de três espécies de laranjeiras, 

mas sendo observado a genótipo-dependência. Assim as respostas obtidas para cada genótipo 

variaram de acordo com as condições de meio de cultivo, tempo de cultivo, concentração de 

reguladores vegetais e protocolo utilizado. 

Por outro lado, o uso de explantes de tecido juvenil em vários trabalhos demonstrou 

que, estes, geralmente resultam em maiores eficiências de transformação genética mas 

originando plantas com características juvenis, que demoram muito mais tempo para iniciar 

sua fase reprodutiva. Isto certamente ocorrerá com as plantas transgênicas da laranjeira ‘SM’ 

obtidas no presente estudo mas, menos, nas plantas transgênicas de ‘X11’, as quais 

apresentam florescimento precoce (aproximadamente um ano) em plantas obtidas a partir de 

sementes. 

A adição de componentes aos meios de cultivo também pode influenciar a eficiência 

de transformação genética de plantas, como da adição de diversos reguladores vegetais e em 

diferentes concentrações (DUTT & GROSSER, 2009; TAN et al., 2009; TONG et al., 2009; 

MENDES et al., 2010; YANG et al., 2011; DUTT et al., 2011; KAN et al., 2012; PINHEIRO, 

2013); outro exemplo é a adição de compostos fenólicos que ativam a virulência da 

Agrobacterium (JOUBERT et al., 2002), caso da acetoceringona. Há autores que consideram 

que a produção de acetoceringona natural, resultante do corte do tecido, pode ser suficiente 

para estimular a região vir do plasmídio Ti, da bactéria, e ativar sua região de virulência. No 

entanto, há outros autores que adicionam a acetoceringona, em diferentes concentrações, no 

meio de co-cultivo, em busca de melhores eficiências de transformação (JOUBERT et al., 
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2002; DUTT & GROSSER, 2009; ORBOVIĆ & GROSSER, 2015). No presente trabalho foi 

utilizado meio básico MS, suplementado com 1 mg.L-1 de BAP, 50 mg.L-1 de canamicina, 

500 mg.L-1 de cefotaxima e 7 g.L-1 de ágar, escolhido a partir de estudos realizados 

anteriormente (PINHEIRO, 2013). 

Outros fatores também testados em experimentos em citros foram o período de 

inoculação e a densidade ótica (OD600 = 0,3 a 0,6) da solução de bactérias, além do período de 

co-cultivo (antes do início da seleção com agentes seletivos). De modo geral, o nível de 

infecção dos tecidos e a eficiência de transformação apresentam melhores resultados quando a 

solução de bactérias se encontra na fase de crescimento exponencial, quando elas apresentam 

maior virulência e há maiores quantidades de bactérias na fase de divisão celular (DUTT & 

GROSSER, 2009; DUTT et al., 2010; YANG et al., 2011; ALI et al., 2012; KAN et al., 2012; 

PINHEIRO, 2014). 

O tamanho do inserto localizado na região de T-DNA, que deve ser integrado à planta 

transformada, também é considerado como um fator que pode influenciar a eficiência de 

transformação de plantas (GELVIN, 2003). No presente estudo, essa característica parece ter 

sido importante em relação às demais, pois os outros parâmetros experimentais foram 

mantidos constantes, baseados no estudo anterior realizado por PINHEIRO (2013). 

Vários trabalhos demonstram a forte influência do genótipo na organogênese e na 

transformação genética de citros, sugerindo que são necessários estudos específicos de 

otimização de protocolos para cada genótipo (ALMEIDA et al., 2003, DUTT & GROSSER, 

2009; DUTT et al., 2010; ORBOVIĆ et al., 2015). 

Todas as plantas transgênicas aclimatizadas com idade de nove meses não 

apresentaram alterações em características fenotípicas, tais como: hábito de crescimento, 

coloração das folhas, folhas alternadas, formato dos pecíolos e das folhas (Figura 9) 

(RADMANN & OLIVEIRA, 2003).  

Isto é uma indicação de que todas as plantas regeneradas eram clones nucelares, com 

fenótipo igual ao das respectivas plantas-mãe, provavelmente devido a grande taxa de 

poliembrionia nucelar observado nas sementes das duas variedades. Até o presente momento 

não houve florescimento e nem frutificação das plantas, mas espera-se que isto ocorra 

brevemente nas planta de laranjeira ‘X11’, e somente após alguns anos, nas plantas de ‘SM’. 
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Figura 9 – A. Fenótipo de uma planta não transformada (controle negativo) da laranjeira 

‘X11’ enxertada sobre limão-cravo. B. Fenótipo de uma planta ‘X11’ transformada com a 

construção gênica que visa a superexpressão de LCY-b2 alelo ‘a’ enxertada sobre limão-cravo. 

C. Face adaxial da folha da planta de ‘X11’ não transformada. D. Face adaxial da folha de 

uma ‘X11’ transformada com a construção gênica que visa a superexpressão de LCY-b2 alelo 

‘a’. 

 

Após as plantas atingirem o tamanho aproximado de 12 pares de folhas, foi realizada 

uma segunda extração de DNA, para uso em testes de confirmação de transgenia com uso da 

técnica de PCR qualitativo, e para uso nas análises de qPCR (PCR quantitativo) visando a 

estimativa do número de cópias inseridas do transgene em cada planta. Na mesma época, foi 

extraído o RNA dessas mesmas plantas, para uso na análise da expressão gênica dos genes-

alvo (LCY-b2 alelo ‘a’) em amostras de folha. 

No presente estudo 84,6% do total de plantas analisadas apresentaram uma ou duas 

cópias do transgene inseridas no genoma. Uma planta apresentou quatro cópias e outra, cinco 

cópias (Tabela 5). As plantas número 3, 5, 7 e 8 da construção gênica que visa a 

superexpressão na laranjeira ‘SM’, exibiram de sete a dez cópias do transgene inseridas no 

genoma. 
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Tabela 5 – Estimativa do número de cópias inseridas dos transgenes em várias plantas 

transformadas, provenientes de experimentos de transformação com as construções gênicas 

que visam a superexpressão ou o silenciamento do gene LCY-b2 alelo ‘a’, em laranjeiras ‘x11’ 

e ‘SM’. Estas plantas foram consideradas como PCR positivas em experimento anterior. 

Construção Gen. Contr. Pl. 1 Pl. 2 Pl. 3 Pl. 4 Pl. 5 Pl. 6 Pl. 7 Pl. 8 Pl. 9 Pl. 10 

Superexpressão  ‘X11’ 0 1 2 2 1 1 4 1 2 2 1 

Superexpressão ‘SM’ 0 2 1 7 1 10 1 7 7 1 1 

Silenciamento ‘X11’ 0 2 2 1 1 1 2 1 1 1 1 

Silenciamento ‘SM’ 0 2 1 2 1 2 1 5 2 1 - 

 

A laranjeira ‘X11’ apresentou resultados mais uniformes em relação ao número de 

cópias inseridas dos transgene nas duas construções gênicas utilizadas, enquanto que a 

laranjeira ‘SM’ exibiu algumas plantas com elevado número de cópias inseridas no genoma, 

variando entre 5 e 10 (Tabela 5). 

As plantas 4 e 7, obtidas no experimento, de transformação genética da laranjeira 

‘X11’ com uso da construção de silenciamento do gene LCY-b2 alelo ‘a’, apresentaram 

número de cópias estimado pelo teste qPCR com valores de 0,15 e 0,17, respectivamente. 

Esta análise foi repetida três vezes utilizando-se DNA obtido em novas extrações, sendo 

encontrado o mesmo resultado. No entanto, houve a detecção do fragmento do gene nptII 

amplificado pelo teste PCR (qualitativo), nas três repetições do PCR. Assim, optou-se por 

estimar o número de cópias inseridas no genoma dessas plantas igual a 1, e essas análises 

serão repetidas futuramente para melhor avaliação dos resultados. Pode ter ocorrido uma 

inserção parcial de genes ou rearranjo entre dois transgenes. 

A planta transgênica de número 10 (Tabela 5), obtida após a transformação genética 

da laranjeira ‘SM’ morreu na casa de vegetação durante a etapa de aclimatização, não sendo 

possível realizar nenhuma análise molecular. Como não houve tempo para aclimatização de 

outra planta que se encontrava microenxertada in vitro, utilizaram-se somente nove plantas de 

laranjeira ‘SM’ nas análises moleculares para a estimativa de número de cópias inseridas do 

transgene. 

A estimativa do número de cópias do transgene inseridas no genoma das plantas 

utilizando-se o método de qPCR possui aceitação científica (MASON et al., 2002; YANG et 

al., 2005; OMAR et al., 2008; BELTRÁN et al., 2009; WEN et al., 2012). A razão para isto 

está no fato do método ser de rápida otimização, ser bem sensível, requerer baixas 

quantidades de DNA, além de ser de fácil uso, podendo-se analisar centenas de amostras num 
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curto período de tempo. Ele também possibilita identificar precocemente o número de cópias 

inseridas do transgene em plantas com tecidos ainda tenros e pode também detectar rearranjos 

entre dois transgenes. O método de Southern Blot, pelo contrário, apresenta algumas 

limitações relacionadas com o tempo para execução, ser trabalhoso, além da necessidade de 

maiores quantidade de DNA, ser impraticável para uso em larga escala e apresentar a 

possibilidade de subestimação do número de cópias inseridas quando o trasngene for inserido 

no sítio de restrição utilizado no método (WEN et al., 2012). 

Analisando o número de cópias do gene nptII e MAC12.2 em 26 plantas transgênicas 

de citrange ‘Carrizo’ usando as técnicas de qPCR e Southern Blot, WEN et al. (2012) 

puderam avaliar a eficiência do método de qPCR para análises de estimativa de número de 

cópias inseridas do transgene (em relação ao gene referência LTP). Os autores observaram 

uma alta correlação (92,2%) entre os resultados obtidos nos dois métodos, sendo que apenas 

duas plantas transgênicas apresentaram valores diferentes, provavelmente por causa do 

elevado número de cópias inseridas do T-DNA. Deste modo, os autores concluíram que a 

técnica de qPCR pode ser indicada, com alto nível de acurácia, para o uso da estimativa do 

número de cópias inseridas do gene exógeno em plantas transformadas geneticamente (WEN 

et al., 2012). 

As análises de expressão gênica do transgene inserido foram realizadas em amostras 

de folha por meio da quantificação relativa dos transcritos do gene LCY-b2 alelo ‘a’. A 

escolha do gene referência RPL-35 foi devido ao fator dele ter apresentado boa estabilidade, 

em amostras de diversos tecidos de laranjeira, em estudos preliminares. 

A curva de melting demonstrou a especificidade da amplificação dos primers usados 

para amplificar os genes LCY-b2 alelo ‘a’ e RPL-35 (Figura 10). A curva do par de primers do 

gene RPL-35 demonstrou um padrão específico na temperatura de melting, com pico de ± 

80,5°C em todas as amostras de cDNA de planta, enquanto que o pico de ± 78,2°C foi 

observado nas amostras amplificadas com o par de primers do gene LCY-b2 alelo ‘a’, em 

amostras de plantas transformadas e do controle não transformada. 
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Figura 10 - Análise dos picos de melting demonstrando a especificidade da amplificação dos 

gene LCY-b2 alelo ‘a’ (A), RPL-35 (B) em plantas transformadas, numa planta controle e 

amostra branco (C). 

 

As eficiências dos primers foram calculadas por um pool de amostras de cDNA de 

diversas plantas geneticamente modificadas e controles negativos, diluídas nas concentrações 

de 10-1, 10-2, 10-3, obtendo-se eficiência de 0,99, para o par de primers do gene RPL-35 e 

0,96, para o par de primers do gene LCY-b2 alelo ‘a’. Os valores de R2 de todas as reações 

foram iguais ou maiores que 0,95. E a planta controle teve valor normalizado igual a 1. 

Dentre as plantas ‘X11’ transformadas com a construção que visa a superexpressão do 

gene LCY-b2 alelo ‘a’, as plantas 3, 7, 6 e 1 foram as que apresentaram os maiores acúmulos 

de transcritos em relação ao controle, 635, 592, 529 e 433 vezes a mais, respectivamente 

(Figura 11). As plantas 9, 4 e 5 também apresentaram maiores expressões do transgene nas 

folhas, em relação a planta-controle, variando de 284 a 171 vezes a mais. 

 

Figura 11 - Expressão relativa do gene LCY-b2 alelo ‘a’ nas folhas da planta controle ‘X11’ 

(não transformada) e em 10 plantas transformadas com a construção gênica que visa a 

superexpressão do gene. 
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As plantas 2, 8 e 10 foram consideradas como de baixa expressão, pois os valores 

observados foram próximos de 1, semelhantes ao obtido no controle negativo. Nestes casos, 

apesar de terem sido confirmadas como sendo plantas transgênicas, as três plantas não 

apresentaram níveis mais elevados de expressão gênica do transgene, possivelmente devido a 

ocorrência de silenciamento gênico por efeito de metilação ou ‘efeito de posição’ da inserção 

nas cópias do transgene, no genoma da planta (KUMPATLA et al., 1998; HADI et al., 2012). 

Segundo o experimento de estimativa de número de cópias de transgene inseridas, estas 

plantas apresentaram 1 a 4 cópias, cada (Tabela 5). 

Em estudo realizado por PINHEIRO (2013), a transformação da laranjeira ‘X11’ com 

o gene LCY-b1, que atua no mesmo ponto da rota do LCY-b2 alelo ‘a’ transformando o trans-

licopeno em β-caroteno, mas em tecidos de folha, raiz e fruto, a autora obteve frutos 

transgênicos de uma planta que expressava 1,4 vezes a mais do transgene em folhas que o 

controle não transformado. Os frutos maduros desta planta continham também 

aproximadamente 52% a mais de carotenoides totais acumulados na polpa do fruto e um 

maior acúmulo de 9-cis-violaxantina e anteraxantina (lado β da ramificação da via dos 

carotenoides). Assim PINHEIRO (2013) demonstrou que a inserção de um transgene, mesmo 

que com baixa expressão relativa, pode alterar consideravelmente a rota metabólica dos 

carotenoides na planta, alterando o perfil dos carotenoides acumulados na polpa dos frutos 

maduros. 

Nas plantas ‘SM’ transformadas com a construção gênica que visa a superexpressão 

do gene LCY-b2 alelo ‘a’, as plantas 4, 1, 8 e 9 foram as que apresentaram os maiores 

acúmulos de transcritos em relação ao controle: 227, 175, 135 e 128 vezes a mais, 

respectivamente (Figura 12). As plantas 2 e 7 apresentaram menores expressões, variando de 

87 a 43 vezes a mais que a planta controle. Já as plantas 3, 5 e 6 e 10, foram consideradas 

como de baixa expressão, com valores próximos ao apresentado pela planta não transformada 

(valores entre 0,1 e 3 vezes a mais que a expressão da planta controle). 
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Figura 12 - Expressão relativa do gene LCY-b2 alelo ‘a’ nas folhas da planta controle ‘SM’ 

(não transformada) e em 10 plantas transformadas com a construção gênica que visa a 

superexpressão do gene. 

 

A transformação do mesmo genótipo de laranja doce por PINHEIRO (2013) com uma 

construção que visava a superexpressão do gene LCY-b1, apresentou cinco plantas 

transgênicas com acúmulos de transcritos até quatro vezes maiores que os da planta controle, 

e nove outras plantas transgênicas com menores expressões que o da planta controle. 

Plantas de Arabdopsis thaliana foram transformadas visando a superexpressão do gene 

LCY-b2 alelo ‘a’ (funcional), clonado de Crocus sativus (açafrão), para estudos de genômica 

funcional. Dentre as oito linhas transgênicas produzidas, duas apresentaram níveis de β-

caroteno iguais aos das plantas controle, seis plantas acumularam o dobro ou mais teores de β-

caroteno, enquanto que três plantas apresentaram aumento significativo nos teores de luteína 

(AHRAZEM et al., 2010). Estes resultados demonstram que o acúmulo de carotenoides é 

controlado principalmente pela regulação transcricional de genes da via biossintética dos 

carotenoides. 

Plantas mutantes de tomate com baixa expressão do gene LCY-b1 durante o 

amadurecimento do fruto e que acumulavam altas concentrações de licopeno foram 

transformadas visando a superexpressão constitutiva do gene LCY-b1. Algumas plantas 

transgênicas apresentaram mudanças no seu fenótipo, pois os frutos maduros passaram a 

acumular cinco vezes mais β-caroteno que os da planta original, além de acumular também 

violaxantina, composto que não era encontrado na planta original. Estas alterações resultaram 

na produção de frutos alaranjados (GUO et al., 2012), demonstrando que o tomate pode ser 

usado como planta modelo para estudos de expressão heteróloga de genes de citros. 
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No mesmo trabalho mencionado anteriormente, foi realizada também a análise dos 

carotenoides nas folhas das plantas originais de tomate, assim como nas plantas transformadas 

com o gene LCY-b1. Os resultados sugeriram que a análise dos carotenoides deve ser feita 

principalmente nos frutos, uma vez que o acúmulo de carotenoides varia de acordo com o 

tecido. No entanto, o nível de expressão na folha de uma planta transformada com gene com 

promotor forte, pode ser um forte indicativo da maior produção de enzimas que participam da 

rota biossintética dos carotenoides nos frutos (GUO et al., 2012), consequentemente podendo 

haver maior acúmulo de produtos (carotenoides) no mesmo tecido (frutos) gerados pela 

enzima superexpressada.  

A transformação das plantas ‘X11’ com a construção que visa o silenciamento do gene 

LCY-b2 alelo ‘a’ resultou nas plantas 3, 6, 1, 2, 5, 7, 8, 9 e 10 que apresentaram menores 

níveis de expressão do transgene nas folhas em relação a planta controle. Respectivamente 0, 

0,029, 0,073, 0,075, 0,098, 0,30, 0,32, 0,35 e 0,89 vezes o valor da planta controle (Figura 

13). Isso sugere que menos transcritos do gene-alvo estão sendo detectados na análise e o 

mecanismo de silenciamento pode ser o responsável por isso (PINHEIRO, 2013). Apenas a 

planta 4 apresentou acúmulo de transcritos maior do que o controle (1,39 vezes a mais). O 

número de cópias (Tabela 5) variou de 1 e 2, em todas as plantas transgênicas deste 

experimento.  

 

Figura 13 - Expressão relativa do gene LCY-b2 alelo ‘a’ nas folhas da planta controle ‘x11’ 

(não transformada) e em 10 plantas transformadas com a construção gênica que visa o 

silenciamento do gene. 

  

Na transformação das plantas ‘SM’ com a construção para o silenciamento do gene 

LCY-b2 alelo ‘a’, as plantas 6, 8, 7, 1, 2, 9, 4, 5 e 3 apresentaram menores níveis de expressão 

do gene nas folhas que as plantas controle. Respectivamente 0,034, 0,074, 0,095, 0,114, 
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0,148, 0,155, 0,48, 0,57, 0,90 vezes do valor da planta controle (Figura 14). A estimativa do 

número de cópias (Tabela 5) determinou valores entre 1 e 5 para todas as plantas transgênicas 

deste tratamento. 

  

Figura 14 - Expressão relativa do gene LCY-b2 alelo ‘a’ nas folhas da planta controle ‘SM’ 

(não transformada) e em 10 plantas transformados com a construção gênica que visa 

silenciamento do gene. 

 

Utilizando o sistema de RNAi visando o silenciamento gênico do gene β-CHX (que 

converte o β-caroteno em xantofilas) em laranja doce Pineapple, foi possível modificar o 

fenótipo das plantas (PONS et al., 2014). Observou-se que houve um aumento em 37x vezes 

no acúmulo de β-caroteno na polpa e no flavedo de frutos maduros, assim como diminuiu 10x 

o teor de xantofilas em relação à planta não transformada. Uma vez que a expressão desse 

gene na polpa das plantas transgênicas foi menor do que 0,01, sugeriu-se que a expressão do 

gene β-CHX foi silenciada. Assim, fazendo-se uma analogia com o presente estudo, reforça-se 

a hipótese de que os valores encontrados de transcritos no experimento de silenciamento 

gênico do gene LCY-b2 alelo ‘a’ resultará na redução do número de transcritos, e deverá 

causar alterações importantes no acúmulo de carotenoides na polpa dos frutos. 

O gene LCY-b, que codifica para a produção da enzima licopeno β-ciclase, foi 

utilizado para transformação de tomateiro, visando superexpressão e o silenciamento. Uma 

linha transgênica que apresentou 7% a mais de expressão do mesmo gene nos frutos e 

acumulou sete vezes mais β-caroteno em relação a planta controle, o que alterou o fenótipo do 

fruto, de vermelho para alaranjado. Já nos experimentos de silenciamento do mesmo gene, a 

planta transgênica que apresentou nível de expressão no valor de 0,45x do observado na 

planta controle, teve o dobro de acúmulo de licopeno nos frutos, passando de 54 µg/mg para 
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94 µg/mg de licopeno no tecido fresco (ROSATI et al., 2000). Assim, os autores 

comprovaram o fato de que a baixa atividade transcricional do gene LCY-b (silenciamento) 

pode resultar em aumento do licopeno em frutos, enquanto que a sua superexpressão, pode 

induzir ao aumento do número de transcritos e, consequentemente, da quantidade de enzimas 

da rota biossintética dos carotenoides, assim transformando substratos, como o trans-licopeno 

em produtos, como o β-caroteno. 

Em outro trabalho desenvolvido com tomateiro visando a superexpressão e o 

silenciamento do mesmo gene LCY-b, RONEN et al. (2000) obtiveram resultados semelhantes 

aos de ROSATI et al. (2000), com a observação de que as plantas com maior expressão do 

transgene, resultou em alteração do perfil de carotenoides acumulados nos frutos. O 

decréscimo de 40% na quantidade de licopeno e um acréscimo de 39% na quantidade de β-

caroteno. No entanto, quando o mesmo gene foi silenciado (apenas com mRNA no sentido 

anti-sense), obteve-se um aumento de 7% na quantidade de licopeno nas plantas 

transformadas (97%), em relação ao controle (90%), acompanhado com o decréscimo de 6% 

nos teores de β-caroteno (RONEN et al., 2000). 

A variações na expressão de um gene exógeno, inserido em plantas geneticamente 

modificadas, podem ser atribuídas a diversos fatores como ‘efeito de posição’ do T-DNA 

inserido, como a natureza da cromatina adjacente ao T-DNA (MEYER, 1995), metilação, 

presença de sequências invertidas ou repetidas em tandem (METTE et al., 2000; DAY et al., 

2000) e composição AT/CG do transgene (MATZKE et al., 2001), além de fatores ambientais 

(MEYER et al., 1995). Desta maneira é possível que alguns destes mecanismos também 

estejam operando nas diversas plantas transformadas, afetando a expressão dos transgenes nas 

plantas. 

O gene LCY-b2 alelo ‘a’, usado no presente estudo, é considerado como fortemente 

induzido em frutos (casca e polpa) e dificilmente detectável em tecidos verdes de plantas de 

laranja doce (ALQUÉZAR et al., 2009). No entanto, no presente estudo, o mesmo foi 

detectado em folhas, mesmo em baixos níveis nas plantas controle das laranjeiras ‘X11’ e 

‘SM’. Assim, por tratar-se de uma cultura perene e com ciclo juvenil longo, em que os frutos 

demorarão mais tempo a serem obtidos, optou-se por realizar as análises de expressão gênica 

em folhas, para poder identificar precocemente as plantas com melhores resultados 

(superexpressão e silenciamento), uma vez que o gene inserido tem promotor constitutivo. No 

entanto, é sabido que os resultados encontrados poderão não refletir todas as alterações da 

expressão do transgene na polpa e casca dos frutos. Futuras análises de expressão do 
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transgene e dos outros genes da via dos carotenoides, nos frutos, deverão ser realizadas 

visando o melhor esclarecimento da regulação desta via biossintética em citros. 

Os dados de número de cópias do transgene inserido no genoma, estimados em todas 

as plantas transgênicas do presente estudo e os dados de expressão gênica do gene LCY-b2 

alelo ‘a’, apresentaram uma baixa correlação entre si. Sendo r = 0,22, para superexpressão do 

gene LCY-b2 alelo ‘a’ no genótpo ‘X11’, r = -0,37, para superexpressão do gene LCY-b2 

alelo ‘a’ no genóitipo ‘SM’ (Tabela 6), r = -0,45, para silenciamento do gene em ‘X11’ e r = 

-0,08, para silenciamento do gene em ‘SM’ não apresentaram diferenças significativas pelo 

teste t, a 5% de probabilidade (Tabela 7). Esses resultados indicaram que o número de cópias 

inseridas nos genomas de várias plantas não interferia na expressão dos transgenes, como 

relatado em outros trabalhos de transformação genética (ANANTHAKRISHNAN et al., 2007; 

DUTT & GROSSER, 2009; DUTT et al., 2010). 

 

Tabela 6 - Correlação de Pearson entre o número de cópias inseridas dos transgenes e a 

expressão gênica em várias plantas transformadas, provenientes de experimentos de 

transformação com as construções gênicas que visam a superexpressão do gene LCY-b2 alelo 

‘a’, em laranjeiras ‘X11’ e ‘SM’. 

Superexpr. Gene LCY-b2 alelo ‘a’ em 'X11' Superexpr. Gene LCY-b2 alelo ‘a’ em 'SM' 

Plantas Núm. Cópias 
Expressão 

Gênica 
Plantas Núm. Cópias 

Expressão 

Gênica 

Contr. ‘X11’ 0 1,0 Contr. ‘SM’ 0 1,0 

1 1 433,2 1 2 174,9 

2 2 0,166 2 1 87,8 

3 2 635,1 3 7 2,9 

4 1 272,9 4 1 227,5 

5 1 171,5 5 10 0,108 

6 4 529,5 6 1 0,123 

7 1 592,5 7 7 43,8 

8 2 3,1 8 7 135,4 

9 2 284,3 9 1 128,6 

10 1 0,341 10 1 1,8 

r = 0,22 r = -0,37 

 

 

 

 



53 

 

Tabela 7 - Correlação de Pearson entre o número de cópias inseridas dos transgenes e a 

expressão gênica em várias plantas transformadas, provenientes de experimentos de 

transformação com as construções gênicas que visam o silenciamento do gene LCY-b2 alelo 

‘a’, em laranjeiras ‘X11’ e ‘SM’. 

Silenc. Gene LCY-b2 alelo ‘a’ em 'X11' Silenc. Gene LCY-b2 alelo ‘a’ em 'SM' 

Plantas Núm. Cópias 
Expressão 

Gênica 
Plantas Núm. Cópias 

Expressão 

Gênica 

Contr. ‘X11’ 0 1,0 Contr. ‘SM’ 0 1,0 

1 2 0,073 1 2 0,114 

2 2 0,075 2 1 0,148 

3 1 0,0 3 2 0,9 

4 1 1,398 4 1 0,482 

5 1 0,098 5 2 0,572 

6 2 0,029 6 1 0,034 

7 1 0,309 7 5 0,095 

8 1 0,328 8 2 0,074 

9 1 0,354 9 1 0,155 

10 1 0,898    

r = -0,45 r = -0,08 

 

Isto pode também ser explicado pelo fato de que plantas que apresentaram os maiores 

níveis de expressão do gene LCY-b2 alelo ‘a’ em laranjeira ‘X11’, exibiram entre 1 e 4 cópias 

do transgene inseridas no genoma, enquanto que plantas com mesmos níveis de expressão 

observados na planta controle, apresentavam 1 ou 2 cópias no genoma. Estes resultados são 

contrários àqueles obtidos por PINHEIRO (2013) em que as plantas transformadas 

superexpressando outros genes da via dos carotenoides em laranja doce obtiveram níveis de 

expressão mais altos, quando o número de cópias inseridas no genoma era elevado. 

O número de cópias também não apresentou correlação elevada em relação a 

expressão do trasgene quando as plantas transgênicas de ‘SM’ foram avaliadas, uma vez que 

as plantas que apresentaram maiores expressões do gene LCY-b2 alelo ‘a’, continham de 1 a 2 

cópias no genoma, enquanto plantas que não apresentavam expressão diferente da planta 

controle exibiram, 1 ou 10 cópias no genoma (Tabela 6). 

A correlação negativa de -0,45 encontrada para a construção de silenciamento do gene 

LCY-b2 alelo ‘a’ no genótipo ‘X11’ demonstrou uma tendência de que quanto maior o 

número de cópias inseridas no genoma, menor a expressão do gene, assim havendo um maior 

silencimento gênico. Esse resultado pode ser explicado devido ao maior número de transcritos 

do sistema harpin, que permitiu que os RNAi exercessem sua função de silenciamento 
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gênico. Um padrão parecido, mas com uma correlação negativa um pouco menor, de -0,08, 

também foi observado para a construção gênica de silenciamento do mesmo gene em 

laranjeiras de ‘SM’ em que as plantas que apresentaram maiores números de cópias, 

obtiveram maior silenciamento gênico. 

Já em estudo realizado por GENDLOFF et al. (1990), os autores analisaram a 

correlação entre número de cópias inseridas no genoma e o nível de acetil cloramfenicol 

transferase (Cat) em dezoito plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) transformadas com o 

gene Cat. Os resultados indicaram uma correlação positiva entre número de cópias e o nível 

das proteínas CAT na folhas das plantas transgênicas. Sendo que as plantas com maior 

número de cópias expressaram significativamente mais proteínas CAT, entretanto as plantas 

que apresentaram apenas uma cópia, não tiveram variação significativa entre elas quanto ao 

nível de proteínas CAT. 

Plantas da segunda geração (F2) de tabaco, transformadas com o gene GUS via A. 

tumefaciens, obtiveram correlação negativa entre o número de cópias e a atividade da proteína 

GUS. O grupo de plantas transgênicas que continha uma única cópia do gene inserida no 

genoma demonstrou alta atividade do mesmo gene, enquanto que o grupo de plantas que 

apresentou o dobro do número de cópias exibiu atividade mais baixa (HOBBS et al., 1990). 

Resultado semelhante foi encontrado por KROL et al. (1990), em que a introdução de 

cópias extras do transgene chalcona sintase (Chs) e dihidroflavonol 4-redutase (que 

participam na biossíntese de flavonoides) em petúnia não resultou no aumento da expressão 

desses genes em plantas transgênicas, contudo, com o aumento do número de cópias inseridas 

em cada planta, houve a redução da expressão gênica (silenciamento) devido a mecanismos 

de regulação natural da planta. 

As plantas de Arabidopsis thaliana transformadas com o silenciamento dos genes Gus 

(codifica a proteína β-glucuronidase), Gfp (codifica a proteína fluorescente verde) ou Spt 

(codifica a estreptomicina fosfotransferase) apresentaram diversos números de cópias do 

transgene inseridos no genoma e a expressão destes genes variou entre os eventos com o 

mesmo número de cópias. Esse resultado sugere que a expressão gênica pode ser controlada 

por fatores além do número de cópias inseridas do transgene. O que poderia estar interferindo 

na expressão desses genes seria a natureza da região codificante, como por exemplo, a 

constituição dos códons presentes nesta região ou um sistema de ‘defesa do genoma’, em que 

as células seriam sensíveis a concentrações limites de transcritos de alguns genes, com isso 

atuando um sistema de silenciamento, ocasionando assim a transcrição em menor escala 

(SCHUBERT et al., 2004). 
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Em estudo realizado por HOBBS et al. (1993), os autores analisaram se o número de 

cópias inseridos afetava a expressão de gene introduzido (Gus), via biobalística, em tabaco. 

Foi possível concluir que o aumento do número de cópias pode tanto aumentar, como 

diminuir o nível de expressão gênica nas plantas transgênicas. Assim, o número de cópias não 

determina a expressão gênica, mas sim a resposta da planta sobre a inserção do gene. Esse 

resultado pode ser explicado quanto ao grau de metilação na região onde gene foi inserido no 

genoma e a existência de algum fator na célula que reconhece o DNA implantado e produz 

rapidamente mRNA no sentido antisense para suprimir a atividade do GUS. 

Todas as plantas geneticamente modificadas apresentadas no presente estudo estão em 

fase de desenvolvimento em casa de vegetação e ainda não floresceram. As que apresentaram 

maiores valores de expressão, assim como as que obtiveram menores valores de expressão no 

experimento de silenciamento, serão sobreenxertadas em plantas adultas, com o objetivo de 

acelerar a fase juvenil da planta, e induzir ao florescimento e frutificação rápida. 

A laranjeira ‘X11’, a qual produz laranjas com polpa amarela, espera-se que as plantas 

transgênicas contendo a construção gênica que visa a superexpressão do gene LCY-b2 alelo 

‘a’, ocorra o aumento do acúmulo de xantofilas do lado β da via dos carotenoides 

(continuando com fenótipo amarelo). O contrário é esperado para as plantas resultantes do 

experimento de silenciamento do mesmo gene, na mesma variedade. Nestas, espera-se que 

haja a diminuição da quantidade de transcritos do gene, com consequente redução da 

quantidade de enzimas que transformam o trans-licopeno em β-caroteno. Assim os frutos 

destas plantas poderão apresentar acúmulo de licopeno, tornando a polpa do fruto e a casca 

avermelhada. No entanto, uma vez que o promotor utilizado induz a expressão constitutiva 

e/ou com a grande quantidade de substrato acumulado pode haver uma regulação da via, 

sendo desviada para o lado α da mesma, acumulando maiores teores de δ–caroteno, α-

caroteno e luteína. 

A laranjeira ‘SM’, que produz naturalmente frutos com polpa avermelhada contendo 

licopeno e maiores teores de β-caroteno. Após a superexpressão do gene LCY-b2 alelo ‘a’ 

espera-se que o maior acúmulo de transcritos, possibilite a produção de maiores 

concentrações das respectivas enzimas e o fruto passe a acumular maiores quantidades de β-

caroteno e xantofilas (lado β da rota), uma vez que a quantidade de xantofilas é naturalmente 

menor nos frutos deste genótipo, podendo haver modificação visível no fenótipo de vermelho 

para alaranjado ou amarelo. Para as plantas resultantes do experimento de silencimento do 

mesmo gene, espera-se que os frutos tenham uma forte interrupção na produção da enzima 

licopeno β-ciclase e passe a acumular ainda mais licopeno, ficando com a coloração vermelho 
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mais intenso. Outra hipótese seria o desvio da rota para o lado α da mesma, como discutido 

anteriormente para a laranjeira ‘X11’. 

Alterações na quantidade de carotenoides específicos são esperadas para cada evento e 

tratamento, uma vez que estudos anteriores conseguiram alterar a quantidade de carotenoides 

nos frutos de laranjeira, obtidos de plantas transformadas com genes da via dos carotenoides. 

Sendo assim, pode-se esperar que alterações na qualidade nutricional de frutos de laranjeira 

deverão ser obtidas por meio de experimentos de transformação genética com construções 

gênicas contendo genes da via. 

 

5 CONCLUSÕES 

 

1. A transformação genética visando a superexpressão do gene LCY-b2 alelo ‘a’, com 

promotor constitutivo 35S, alterou a expressão do transgene nas folhas da maioria das plantas 

transformadas, sendo até 592 vezes a mais nas folhas de ‘X11’ e até 227 vezes a mais nas 

folhas de ‘Sanguínea de Mombuca’, em relação às respectivas plantas-controle. 

 

2. A transformação genética visando o silenciamento do gene LCY-b2 alelo ‘a’, com 

promotor constitutivo 35S, alterou a expressão do transgene nas folhas da maioria das plantas 

transformadas, com planta com nocaute completo do gene (expressão igual a zero) nas folhas 

de ‘X11’ e redução da expressão em até 0,034 vezes para plantas transformadas de 

‘Sanguínea de Mombuca’, em relação a seus controles. 

 

3. As taxas de regeneração e a eficiência de transformação genética apresentaram 

genótipo-dependência, sendo mais eficiente para a laranjeira ‘X11’, tanto para superexpressão 

como para o silenciamento. 

 

4. Observou-se baixos níveis de correlação entre a expressão do gene LCY-b2 alelo ‘a’ e 

o número de cópias estimado do transgene inserido nas diversas plantas transgênicas, 

demonstrando que o número de cópias não influencia a expressão gênica. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1 - Alinhamento das sequências do gene LCY-b2 alelo ‘a’ (FJ516403 – gene 

completo), selecionadas no banco COMPBIO ou NCBI, em relação as sequências dos clones 

provenientes das reações de sequenciamento que foram utilizadas nas construções gênicas 

(PINHEIRO, 2013).  

 

 

 

 

 

 



71 

 

 

 

 

 



72 

 

 

 

 



73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 

 

Anexo 2 - Alinhamento das sequências do gene LCY-b2 alelo ‘a’ (FJ516403 – fragmento do 

gene), selecionadas no banco COMPBIO ou NCBI, em relação as sequências dos clones 

provenientes das reações de sequenciamento que foram utilizadas nas construções gênicas 

(PINHEIRO, 2013).  
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Anexo 3 – Componentes, concentração final, concentração do estoque e quantidades do 

tampão CTAB de extração de DNA. 

Componente 
Concentração 

final 

Concentração 

do estoque 

Volume para  

1 ml 

H2O Mili-Q - - 380 µl 

CTAB 1% 5% 200 µl 

This HCl pH 7,0 100 mM 1000 mM 100 µl 

EDTA 20 nM 500 nM 40 µl 

NaCl 1,4 M 5 M 280 µl 

β-marcaptoetanol 0,02% 100% 20 µl 

PVP 40 2% - 0,02 g 

 

 

Anexo 4 - Componentes, concentração final, concentração do estoque e quantidades do 

tampão CTAB de extração de RNA. 

Componente 
Concentração 

final 

Concentração 

do estoque 

Volume para 1 

amostra 

H2O Mili-Q - - 50 µl 

CTAB 2% 5% 400 µl 

This HCl pH 8,0 100 mM 1000 mM 100 µl 

EDTA 25 nM 500 nM 50 µl 

NaCl 2 M 5 M 400 µl 

β-marcaptoetanol 0,02% 100% 20 µl 

PVP 40 2% - 0,02 g 

 

 

 

 

 

 


