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1. INTRODUCAO

A transformacdo genética de plantas mediada por Agrobacterium € uma
técnica bem estabelecida para introdugdo do DNA nos tecidos vegetais. O processo
envolve a infeccdo de explantes por co-cultivo em Agrobacterium desarmada
carregando o gene de interesse. Entretanto, ap0s a transferéncia da informacéo
genética, é necessaria a eliminacdo da bactéria, pois sua presenca pode interferir
no crescimento e desenvolvimento das plantas transformadas, podendo causar a
morte das culturas (Cooke et al., 1992; Mayolo et al., 2003). Para isso, os tecidos de
planta usualmente sdo transferidos para meios de cultivo contendo antibiéticos,
tanto para selegcéo de transformantes quanto para eliminacado de Agrobacterium das
culturas, quando sua presenca ndo é mais requerida.

De acordo com Wiebke (2006), o sucesso na utilizacdo do antibiético depende
de vérios fatores, incluindo a cepa de Agrobacterium utilizada, a densidade da
suspensao bacteriana, o tempo de co-cultivo, tipo e concentracdo do agente
bactericida e duracao do tratamento.

Na escolha do antibiotico empregado para a eliminagdo de Agrobacterium nos
protocolos de transformacéo genética, deve-se levar em consideracdo que 0 mesmo
nao promova a inibicdo do crescimento e a organogénese de brotos ou raizes, ndo
tenha custo elevado, seja estavel quando em cultura e, principalmente, promova a
eficiente eliminacdo da agrobactéria. Entre os antibidticos mais utilizados em
trabalhos de transformacédo, esta a cefotaxime, que é utilizada com sucesso na
transformacao genética mediada por Agrobacterium de diversas espécies vegetais,
sendo reportado como o mais efetivo na eliminacdo da cepa LBA4404 de A.
tumefaciens em Nicotiana tabacum (Shackelford e Chlan, 1996) e Fragaria vesca
(Alsheikh et al., 2002).

A concentracdo de antibidtico requerida para eliminacdo da Agrobacterium é
geralmente elevada, podendo interferir no desenvolvimento, pela promoc¢do ou
inibicdo do crescimento, na regeneragdo do explante. Em Triticum aestivum, a
presenca de cefotaxime estimula o crescimento inicial de calo e estes sdo mais
organogénicos (Raymond e Lesley, 1986). Pius et al. (1993) observaram estimulo no



crescimento de calo e regeneracdo de plantas de Pennisetum americanum, em
presenca de cefotaxime. d’'Utra Vaz et al. (1993) constataram que a presenca de
cefotaxime foi indispensavel para sustentar a divisdo celular em protoplastos de
maracujazeiro. Por outro lado, em embrides somaticos de soja, este antibidtico
causa morte de consideravel extensao de tecido (Wiebke, 2006).

Neste contexto, o presente estudo tem por objetivo avaliar a influéncia do uso
de cefotaxime na regeneracdo de entrends de batata (Solanum tuberosum L. cv.
Macaca) a serem utilizados em futuros experimentos de transformacdo genética
mediada por Agrobacterium tumefaciens.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas do
Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da Universidade Federal de
Pelotas.

Plantas de batata (Solanum tuberosum L. cv. Macaca), procedentes do

Laboratério de Cultura de Tecidos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
- EMBRAPA Clima Temperado - Pelotas/RS, foram utilizadas como fonte de
explantes. As plantas foram mantidas in vitro em sala de crescimento a 26 = 2 °C,
sob fotoperiodo de 16 h e irradiancia 36 umol m? s™ (2 lampadas fluorescentes, Luz
do Dia Especial, 20W, Osram, Brasil), mediante subcultivos mensais em meio com
sais e vitaminas de Murashige e Skoog (1962), MS, acrescido de 25 g L™ de
sacarose, 100mg L™ de mio-inositol e 6,5 g L™ de agar.
Entrenés com 20 dias de subcultivo foram individualizados e cultivados em placas de
Petri contendo 20mL de meio MS, acrescido de sacarose (25g L™), mio-inositol
(100mg L™, gelrite (2,09 L™), dos reguladores de crescimento zeatina ribosideo
(3,0mg L™, acido giberélico (3,0mg L™) e &acido indol acético (0,05mg L™) e do
antibiético cefotaxime (0, 100, 150 e 200mg L™). Os meios tiveram o pH ajustado
para 5,8, antes da adicdo de agar (7g L™), e foram autoclavados a 121 por 20min.

A unidade experimental consistiu em uma placa de Petri com 8 explantes. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 4
tratamentos e 4 repeticdes por tratamento. Os dados foram submetidos ao teste F
para analise de variancia e ao teste de Tukey para comparacao de médias entre 0s
tratamentos a 5% de probabilidade, calculados pelo Sistema para Analise
Estatistica — SAEG 9.1.

A cada 20 dias, os explantes eram transferidos a um novo meio e, ao final
do experimento (50 dias), foram feitas avaliagbes quanto a percentagem de
explantes com brotacdes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito da cefotaxime na frequéncia de regeneracdao da batata (Solanum
tuberosum L. cv. Macaca) sédo apresentados na Fig. 1.

O comportamento dos explantes de batata ‘Macaca’, frente a diferentes
concentracdes de cefotaxime no meio de cultivo, pode ser observado na Tabela 1.

Houve reducao significativa na sobrevivéncia dos explantes apenas quando
se utiliza doses de 200mg L™ de cefotaxime. Em concentragdes menores, 0 uso
deste antibiotico ndo tem efeito significativo na sobrevivéncia. A utilizacdo de
cefotaxime no meio favoreceu para a diminuicdo da percentagem de oxidag&o e néo
influenciou na perda de clorofila dos explantes. Na concentracdo de 200mg L™,



observa-se um pequeno aumento da taxa de oxidacdo dos explantes, coincidindo
com o0 menor numero de explantes regenerados.
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Figura 1. Efeito do antibidtico cefotaxime na freqiéncia de regeneracao de entrends
de batata (Solanum tuberosum L. cv. Macaca), ap6s 40 dias de cultivo.

Tabelal Respostas de entrends de batata (Solanum tuberosum L. cv. Macaca)
cultivados in vitro sob diferentes concentragfes de cefotaxime

Cefotaxime Explantes regenerados  Explantes amarelados Explantes oxidados

(mg L™) (%) (%) (%)

0 333 a 0 73 a
100 18,8 a 0 18 b
150 219 a 0 10 b
200 125 b 0 38 ab

4. CONCLUSAO

Os resultados encontrados permitem concluir que o antibiotico cefotaxime
pode ser utilizado até a concentracdo de 150mg L™ no meio de regeneracéo, para
entrends de batata (Solanum tuberosum L. cv. Macaca), sem influenciar na
sobrevivéncia dos explantes;
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