Projeto de Iniciacdo Cientifica-PIBIC

TITULO: DESENVOLVIMENTO DE PLANTAS DE CITROS RESISTENTES
AO CANCRO CITRICO

Responséavel: Maria Luiza Peixoto de Oliveira e Celso E. Benedetti

RESUMO

A transformacdo genética de plantas com genes enddgenos visando resisténcia a
fitopatdgenos é uma estratégia interessante para diminuir as perdas na producgdo
agricola devido ao ataque de bactérias. Este trabalho tera como objetivo a super-
expressao de um fator de transcri¢do denominado de CCR4 em laranja doce visando o
desenvolvimento de plantas de citros resistentes a Xanthomonas axonopodis pv. citri,
agente causador do cancro citrico. Para isso, tecidos juvenis de laranja germinadas in
vitro serdo transformadas via Agrobacterium tumefaciens carreando em seu plasmideo
Ti 0 gene CCR4, descrito como sendo um fator importante no controle da transcri¢cao
e degradacdo de mRNA em diferentes espécies. Sua super-expressdo em tomate e
Arabidopsis aumentou a resisténcia a fungos e bactérias. Portanto, este projeto sera
desafiador visto que para citros ainda ndo se tem nada descrido sobre a super-
expressdo de um fator de transcri¢do envolvido na resposta de defesa a fitopatogenos.

INTRODUCAO

A industria dos citros é de grande importancia econémica e social para o
Brasil, que é considerado o maior produtor e exportador de suco concentrado de
laranja do mundo. Porém, sérios problemas relacionados a doencas tém afetado a
producdo e qualidade dos citros. O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. citri (Xac), se destaca como uma das maiores ameacas a citricultura
brasileira uma vez que afeta a maioria das espécies de citros comerciais e € facilmente
disseminada. Como forma alternativa de controle do cancro citrico, pretendemos obter
plantas de laranja doce (Citrus sinensis) resistentes a Xac. Inicialmente testaremos a
super-expressao de um fator denominado CCR4 de laranja doce, ativado na resposta
de defesa induzida pela cepa ndo patogénica de Xanthomonas axonopodis pv
aurantifolii, patotipo C (Xaa), identificado em trabalho prévio em nosso laboratério
(Cernadas et al., 2008).

A proteina CCR4 pertence ao complexo CCR4-NOT, que é um complexo de
proteinas evolutivamente conservado e desempenha um papel importante no controle
da transcricdo e degradacdo de mRNA em Drosophila, leveduras, mamiferos e milho
(Watkins et al., 2007; Azzouz et al., 2009; Gaillard et al., 2009; Deshpande et al.,
2009; Temme et al., 2010). Trabalhos publicados envolvendo a super-expressdo desta
proteina em tomate e arabidopsis demonstraram um aumento da resisténcia destas
espécies contra fungos e bactérias (Sarowar et al., 2007; Liang et al., 2009). Pouco se
sabe sobre a atuacdo desta proteina na resposta de defesa contra patdgenos em citros,
apenas que a sua expressdo € ativada durante a resposta de defesa contra a cepa nao
patogénica de Xanthomonas. Nosso grupo tem focado na caracterizagcdo funcional e



estrutural de proteinas envolvidas no processo de resisténcia a Xac, bem como a
obtencdo de plantas de citros resistentes ao cancro citrico.

MATERIAL E METODOS

Neste projeto, o aluno terd a oportunidade de aprender diferentes técnicas de
biologia molecular, como clonagem e anélise de expressao génica, bem como aprender
técnicas de cultura de tecidos e transformacao genética de plantas. A clonagem do gene
CitCCR4 ja foi finalizada mas o estudante terd a oportunidade de subclonar outros
genes de interesse. Portanto, o estudante envolvido neste projeto ira (1) obter plantas
geneticamente modificadas pela transformacdo de tecidos juvenis de laranja doce e
porta-enxerto citrange via transformacdo por Agrobacterium tumefaciens, (2)
regeneracdo e enraizamento do material vegetal transformado e (3) analise molecular
das plantas transformadas.

PERSPECTIVAS

Uma vez obtidas plantas transformadas e confirmadas por PCR, PCR em tempo
real e Werten blot, as mesmas serdo propagadas em casa-de-vegetacdo e desafiadas com
diferentes fitopatdgenos. Para a citricultura brasileira, a obtencdo de plantas de laranja
doce resistentes a doenca implicara em uma reducdo acentuada nas perdas de producéo
pelo ataque de fitopatdgenos que por ano é estimativa em milhares de reais.
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