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Objetivos

Frente aos desafios da citricultura,
principalmente, relacionados ao manejo de
doencas, este trabalho teve por objetivo a
introducdo do gene EDSS5 isolado de Citrus
sinensis L. Osbeck em dois -cultivares de
laranja doce, visando a superexpressdo deste
gene, originando individuos potencialmente
tolerantes a doencas.

Métodos e Procedimentos

Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Biotecnologia de Plantas
Horticolas da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”, Universidade de S&o Paulo.
Para realizagdo dos experimentos de
transformag&o genética, foram utilizados dois
cultivares de laranja doce (Citrus sinensis L.
Osbeck), ‘Hamlin’ e ‘Valéncia’, coletando-se
explantes de epicétio (0,8 a 1,0 cm)
provenientes de sementes germinadas in vitro.
Os explantes foram imersos em solugdo
bacteriana de Agrobacterium tumefaciens da
estirpe EHA 105, contendo o vetor pPCAMBIA
2301 com gene EDS5 clonado de C. sinensis e
dirigido pelo promotor Ubiquitina 10. Estudos
sugerem que este gene esta relacionado com o
acumulo de &cido salicilico (SA) e expresséo
das proteinas relacionadas a patogénese
(PRP), especialmente a PR-1 (NAWRATH;
METRAUX, 1999; NAWRATH et al. 2002).
Apés a transformacdo genética e regeneragao
dos brotos, foi realizada a identificacdo da
transgenia pelo teste histoquimico do GUS e
confirmagdo pelo teste de PCR. Os brotos
obtidos foram enxertados em citrange ‘Carrizo’

(C. sinensis X Poncirus trifoliata). Os eventos
identificados e confirmados como GUS e PCR
positivos foram aclimatizados em condi¢des de
alta umidade e fotoperiodo de 16 horas a 27°C.

Resultados
Foram realizados nowe experimentos de
transformacdo genética, utilizando-se 2722

explantes de epicétilo, dos quais 60 brotos
regeneraram e foram identificados como GUS
positivos. Destes, 36 foram confirmados como
PCR positivos. A eficiéncia média de
transformacdo foi de 2,20% sendo que a
laranja ‘Hamlin’ foi mais eficiente comparada a
laranja ‘Valéncia’. O caélculo da eficiéncia de
transformacédo foi realizado atraves da razéo
entre o numero de brotos GUS positivos e
ndamero de brotos regenerados.

Conclusdes

Obtiveram-se plantas transgénicas de laranja
doce de ambos os cultivares ‘Hamlin' e
‘Valéncia’ com o gene EDS5.
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