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EFEITO DA CANAMICINA NA REGENERACAO DE ENTRENOS DE BATATA
(Solanum tuberosum L. cv. MACACA)

r =

A

BARBOSA, Leticia Mascarenhas Pereira *; RODRIGUES, Isabel Corréa da Silva %
SCHEMELING, Daiane Martins *; DANIELOWSKI, Rodrigo % PETERS, José
Antonio % BRAGA, Eugenia Jacira Bolacel ?; NORA, Leonardo *.

'Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial — FAEM/UFPel
’Departamento de Botanica - Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas-1B/UFPel
Campus Universitario — Caixa Postal 354 — CEP 96010-900. leticiampb@yahoo.com.br

1. INTRODUCAO

A tecnologia do DNA recombinante, associada a técnicas de cultura de
tecidos, tem sido usada com sucesso para introducdo de genes exdgenos no
genoma de varias espécies (Vayda & Belknap, 1992; Torres et al., 2000; Romano et
al., 2001). Isto possibilita diversos estudos pelo controle da expressédo génica e o
desenvolvimento de cultivares melhoradas em prazos mais curtos.

A transformacdo mediada por Agrobacterium €é uma técnica bem
estabelecida para introducédo do DNA nos tecidos vegetais. O processo envolve a
infeccdo de explantes por co-cultivo em Agrobacterium desarmada carregando o
gene de interesse. Antibidticos sdo amplamente para selecdo de tecidos
transgénicos e/ou para eliminar o Agrobacterium de tecidos vegetais, quando sua
presenca nao é mais requerida. Canamicina € um dos mais amplamente utilizados
agentes de selecdo para transformacdo de plantas. O gene que corresponde a
resisténcia (nptll) codifica para um aminoglicosideo 3-fosfotransferase, que inativa
canamicina por fosforilagdo (Bowen, 1993). Entretanto, a severidade de selecdo de
brotos transgénicos com este antibiotico € altamente dependente da espécie,
estando a regeneragdo de escapes (brotos falso-positivos), entre os maiores
problemas (Estopa, 2001; Wiebke, 2006).

Diante do exposto, o presente estudo tem por objetivo avaliar a influéncia do
uso de canamicina na regeneracao de entrends de batata (Solanum tuberosum L.
cv. Macaca).

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.

Foram utilizadas plantas de batata (Solanum tuberosum L. cv. Macaca),
procedentes do Laboratorio de Cultura de Tecidos da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA Clima Temperado - Pelotas/RS e mantidas in




vitro, em sala de crescimento a 26 + 2°C, sob fotoperiodo de 16 h e irradiancia de
36pumol-m?.s* (2 lampadas fluorescentes, Luz do Dia Especial, 20W, Osram,
Brasil), mediante subcultivos mensais em meio com sais e vitaminas de MS
acrescido de 25g L™ de sacarose, 100mg L™ de mio-inositol e 6,5g L™ de agar.

Entren6s com 20 dias de subcultivo foram individualizados e transferidos
para placas de Petri contendo 20mL de meio MS (Murashige e Skoog, 1962),
acrescido de 25g L™ de sacarose, 100mg L™ de mio-inositol, 2,0g L™ de gelrite e
dos reguladores de crescimento zeatina ribosideo (3,0mg L™), &cido giberélico
(3,0mg L™) e &cido indol acético (0,05mg L™). Para os testes de sobrevivéncia dos
explantes ao antibiético, foram adicionados ao meio de regeneracédo, diferentes
concentracdes de canamicina (0, 50, 100 e 200mg L™).

A unidade experimental consistiu em uma placa de Petri com 8 explantes
cada. 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 comparacdo 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 ou amarelados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Analisando o efeito de canamicina na freqiiéncia de regeneracao, verificou-

se gque o modelo de regressao linear apresentou melhor ajuste aos dados obtidos,
até 100mg L™ de canamicina (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do antibiético canamicina na freqiiéncia de regeneracdo de entrenés de batata
(Solanum tuberosum L. cv. Macaca), ap6s 40 dias de cultivo.

Nas condicbes estabelecidas, ocorreu uma drastica reducdo na
sobrevivéncia dos explantes jA& na menor concentracdo de canamicina utilizada
(50mg L), com apenas 12,5% de explantes sobreviventes, representando reducao
de 50% da regeneracdo obtida sem utilizagdo de antibidtico. Porém, essa
concentracdo do antibidtico foi insuficiente para eliminar completamente a



diferenciacdo de gemas. No entanto, concentracdes de canamicina iguais ou
superiores a 100mg L™ determinaram morte total dos explantes (Figura 1 e Tabela
1).

A concentracdo de 50mg L™ de canamicina no meio de regeneracéo de S.
tuberosum foi utilizada por Torres et al. (2003), enquanto que concentragdo de
100mg L™ foi utilizada por McCormick et al. (1986), Fillatti et al. (1987) e Patil
(1994), para a selecao de brotos de tomateiro transformados.

Tabela 1 Resposta de entrenés de batata (Solanum tuberosum L. cv. Macaca)
cultivados in vitro e submetidos a diferentes concentracdes de canamicina
em meio de regeneracao

Canamicina (mg L)  Explantes regenerados (%) Explantes amarelados (%)

0 33,3 a 00 b

50 125 b 58,3 a
100 0,0 c 719a
200 00 c 8l3a

Também foi observado, a medida que se aumentou a concentragdo de
canamicina, um acréscimo na percentagem de explantes amarelados, indicando
uma perda crescente nos teores de clorofila dos explantes (Figura 2). Resultados
semelhantes foram obtidos por Costa et al. (2000) em variedades de tomate
cultivados em meio contendo doses crescentes de canamicina.
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Figura 2. Efeito do antibidtico canamicina sobre a frequéncia de entrendés de batata (Solanum
tuberosum L. cv. Macaca), amarelados, apos 40 dias de cultivo.

4. CONCLUSAO

ConcentracBes iguais ou superiores a 100mg L™* de canamicina levam a
100% de morte dos explantes, diminuindo a possibilidade de regeneracdo de
explantes que ndo expressam o gene de resisténcia a canamicina.
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