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1 INTRODUGCAO

A macieira (Malus domestica Borkh.) esta entre as principais frutiferas
de clima temperado no Brasil, e encontra-se entre as culturas agricolas mais
importantes para o Estado de Santa Catarina, com destaque para a cultivar Gala.
Contudo, a Mancha Foliar da Gala (MFG), que € causada principalmente pelo
fungo Colletotrichum gloeosporioides tornou-se um fator limitante para o sucesso
de sua producgao, visto é capaz de provocar até 75% de desfolhamento das
plantas, comprometendo significativamente o cultivo e a produtividade da
macieira.

A cultura de tecidos in vitro representa uma importante estratégia para
a superacao deste problema, pois possibilita a multiplicacédo e regeneracao de
explantes, tornando-se uma ferramenta essencial para a transformacao genética
via Agrobactérium tumefaciens. Através da transformagao genética é possivel a
insergcao de genes de interesse no genoma de uma planta, sem modificar sua
estrutura genética global (STUDART-GUIMARAES et al., 2003). Assim, a
transformacdo genética, abre novas perspectivas aos programas de
melhoramento, ampliando e disponibilizando novos genes, superando as
limitagbes da incompatibilidade sexual ou incrementando a variabilidade genética.

O presente trabalho objetivou a obtengdo de um protocolo eficiente de
transformagdo genética, via A. tumefaciens, através de explantes foliares de
macieira cv. Gala.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério Cultura de Tecidos Vegetais do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pelotas, RS. Utilizou-se
folhas novas de brotacbes da cv. Gala, cultivadas em meio de multiplicagao
(Tabela1) por quatro semanas. O pH dos meios foram ajustados para 5,7 e
posteriormente autoclavados a 120°C e 1,5 atm por 20min..

Para a realizacdo dos experimentos de transformacado genética
preparou-se meio LB (Triptona 10 g/L , Extrato de Levedura 5 g/L, e NaCl 10 g/L)
pH 7,5 ao qual inoculou-se A. tumefaciens contendo o plasmideo pGA643/bvl |
conforme (Figura1). Foi realizado um cultivo e um subcultivo , no cultivo colocou-
se 5 mL de meio LB em um erlenmeyer com capacidade para 10 mL, uma coldnia
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de A. tumefaciens e 5 uL dos antibiéticos (Rifampcina 50 mg/mL, kanamycina 50
mg/mL e Estrepctomycina 300 mg/mL). O erlenmeyer contendo A. tumefaciens
foi colocado em um shaker overnight, com velocidade de 150 rpm e temperatura
de 28°C. No subcultivo foi retirado 10% do meio do primeiro cultivo e colocado em
um novo erlenmeyer com capacidade para 250 mL, contendo 100 mL de meio LB
com 100 uL de cada antibidtico. Os frascos permaneceram por mais 1 hora sob
agitacdo nas mesmas condi¢cdes especificadas acima e entdo determinou-se a
densidade optica (D.O.) em um espectrofotbmetro com A 600nm. Utilizou-se a
suspensdo com D.O. entre 0,5 a 0,7.

Enquanto a bactéria permanecia no segundo subcultivo foram
selecionados os explantes foliares. Os explantes foram colocados no meio com A.
tumefaciens durante 10 min, sob agitagdo. Apds, retirou-se 0 excesso de meio
liquido das folhas com auxilio de papel filtro esterilizado e os explantes foram
colocados em meio de co-cultivo (Tabela1), com o lado adaxial em contato com o
meio de cultura por trés dias, no escuro. Posteriormente os explantes foram
lavados, duas vezes, com agua destilada. Apds a ultima lavagem retirou-se o
excesso de agua com papel filtro e os explantes foram colocados em meio de
regeneragao com os antibidticos (Kanamicina 50 mg/mL e Cefotaxima 100 mg/L),
onde permaneceram por quatro semanas (trés semanas no escuro). O meio de
cultura foi renovado em 15 dias. Quatro semanas apds, os explantes que
formaram calos e ndo necrosaram foram colocados em meio de regeneragao
contendo somente Kanamicina (50mg/mL) e 2ip na concentracdo de 2 mg/L. As
brotagdes regeneradas e resistentes ao antibiético foram transferidas, para meio
de multiplicagdo contendo Kanamicina e incubadas durante quatro semanas.

Como controle utilizou-se cinquenta explantes que foram colocados
em meio de regeneragdo normal e meio de regeneracdo com antibidtico, sem
haver infeccao por A. tumefaciens.

Foram realizados seis experimentos de transformagdes e, cada evento
constituido por dez placas de petri contendo seis explantes cada.

As brotagbes que sobreviveram e cresceram no meio de multiplicagao
contendo o antibidtico, foram utilizadas na extracdo de DNA, conforme de
(Bianchi, Valmor et. al 2002) e posterior realizacdo de PCR, onde os resultados
foram visualizados através de eletroforese por gel de agarose a 1%.

Tabela1. Meios de Cultura Utilizados nos Processos de Transformacoes

Reagentes Meio *Meio Co- Meio Meio de
Multiplicacéo Cultivo Regeneracéo Inducéo
MS c/ 4,4 4,4 44 4,4

vitaminas (g/L)

Mio-inositol 100 100 100 100
(mg/L)

Sacarose (g/L) 30 - - -
Sorbitol (g/L) - 40 40 40
TDZ (mg/L) - 5 5 -
ANA (mg/L) - 0,5 0,5 -
BAP (mg/L) 0,8 - - -

2ip (mg/L) - - - 2
Agar (g/L) 7 - - -
Gelrite (g/L) - 2,5 2,5 2,5

(*) Meio sem antibidticos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nas primeiras quatro semanas os explantes infectados com A.
tumefaciens, apresentaram muito pouco desenvolvimento de calos e observou-se
necrose em alguns explantes. Com seis semanas pode ser notado o
desenvolvimento dos calos préximos ao pedunculo.

As folhas utilizadas no controle, com antibi6tico adicionado ao meio de
regeneracao apresentaram necrose nas quatro primeiras semanas, enquanto que,
os explantes que estavam em meio de regeneragdo sem antibidticos produziram
brotagdes na quarta semana. Verificou-se uma alta percentagem de explantes
necrosados nos eventos de tranformacédo, ( Figura 2). A regeneragdo entre os
explantes que foram infectados com A. tumefaciens foi menor, quando
comparados com o controle que nao tinha adi¢cao de antibiéticos.

Apos a transferéncia dos explantes para meio com 2ip ocorreu uma
maior inducao de calos e brotagdes. A estimulagao da divisdo celular causada por
reguladores sugerem que a eficiéncia da transformagao genética pode ocorrer em
um estagio particular do ciclo celular de cada célula (CHATEAU et al., 2000).

Quando as brotagdes foram transferidas para meio de multiplicagao
com antibidticos, muitos brotos que estavam com desenvolvimento satisfatério no
meio de indugdo comegaram a necrosar. A visualizagdo do gel de agarose
mostrou que todas as brotagdes, embora verdes, ndo apresentaram a banda
correspondente ao gene a ser inserido.

O estabelecimento de uma estratégia eficiente para a transferéncia de
genes usando o sistema A. tumefaciens é dependente do sucesso da interagao
entre o patdégeno e a planta, bem como do protocolo de transformacéo utilizado.
De acordo com Tzfira e Citovsky (2000), a primeira etapa é o reconhecimento e a
fixagdo da bactéria no tecido vegetal. Na segunda, ocorre o processo de
transferéncia do T-DNA e, finalmente, a integracdo do T-DNA no genoma da
célula vegetal (GELVIN, 2000; ANDRADE et al., 2003). Dessa forma, 0 sucesso
de todas essas etapas € necessaria para a obtengao in vitro de uma planta
transgénica.
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Figura 2. Percentagem de explantes necrosados nos eventos de
transformacéo.

4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos através da técnica de PCR demonstram que nao
houve integracédo do gene de bvl |, embora as brotagées se mostraram tolerantes
ao antibiético Kanamicina.

5 REFERENCIAS

ANDRADE, G.M. et al. Biologia molecular do processo de infecgdo por
Agrobacterium spp. Fitopatologia Brasileira, v.28, n.5, p.465-476, 2003.

BIANCHI, V.J.; VENTURI, S.; FACHINELLO, J.C.; TARTARINI, S.; SANSAVINI,
S. | marcatori AFLP e SSR, risolutivi nella identificazione genetica delle varieta di
susino. Frutticoltura, Bologna, n.4, p.83-87, 2002.

Chateau S, Sangwan RS. Competence of Arabidopsis thaliana genotypes and
mutants for Agrobacterium tumefaciens-mediated gene transfer: role of
phytohormones. Journal of Experimental Botany v.51, p.1961-1968, 2000.

GELVIN, S.B. Agrobacterium and plant genes involved in T-DNA transfer and
integration. Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology,
v.51, p.223-256, 2000.

STUDART-GUIMARAES, C. et al. Transformacgéo genética em espécies florestais.
Ciéncia Florestal, v.13, n.1, p.167-178, 2003.

Tzfira T, Rhee Y, Chen M-H, Citovsky V. Nucleic acid transport in plant-microbe
interactions: the molecules that walk through the walls. Annu Rev.
Microbiological, v.54, p.187-219, 2000.



