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RESUMO

REZENDE, Rodrigo Kelson Silva. Organogénese in vitro de batata (Solanum
tuberosum L.) cultivar Atlantic visando transformacéo genética. 2008. 75 p.
(Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.”

A obtencdo de cultivares comerciais de batata com resisténcia a fitopatdgenos é
uma alternativa muito promissora que a engenharia genética pode proporcionar,
por meio da introducdo de genes exdgenos, visando transformacdo genética.
Para tal, torna-se imprescindivel estabelecer um sistema eficiente de
transformacdo e, nesse sentido, a determinagdo de um protocolo de
organogénese in vitro é o passo fundamental para este processo. Foi possivel
otimizar a micropropagacdo de batata cv. Atlantic, utilizando-se frascos
contendo meio WPM vedados com tampa pléastica associada a filme de PVC,
resultando em plantas mais desenvolvidas. A eficiéncia da organogénese in vitro
é influenciada pelo tipo de explante e pelo tipo e pelas concentracdes de
reguladores de crescimento utilizados. Segmentos internodais de batata cv.
Atlantic apresentam melhor capacidade organogenética que explantes foliares.
Recomenda-se utilizar o meio WPM, suplementado com 1,0 mg L de ANA +
50 mg L™ de ZEA, para se obter brotagdes em segmentos internodais. A
carbenicilina (Cb) adicionada a este meio potencializa esta formacdo. Para o
processo de alongamento de brotos, este mesmo antibidtico, quando adicionado
ao meio WPM em concentragdes crescentes (100, 250 e 500 mg L™), promove
diminuicdo na altura de plantas, no namero de nés e no comprimento radicular.
Apo6s o co-cultivo de segmentos internodais com Agrobacterium tumefaciens,
estas concentracdes de Cb nédo séo eficientes na eliminagdo da bactéria, o que
compromete a organogénese. No entanto, foi possivel estabelecer um protocolo
de organogénese in vitro de batata cv. Atlantic, a partir de segmentos internodais
ndo co-cultivados. Estes resultados serdo Uteis para futuros experimentos de
transformacdo genética com esta e outras cultivares comerciais de batata.

“ Comité Orientador: Dr. Moacir Pasqual — UFLA (Orientador), Dr. Luciano Vilela
Paiva (Co-Orientador) — UFLA.



ABSTRACT

REZENDE, Rodrigo Kelson Silva. In vitro organogenesis of potato (Solanum
tuberosum L.) cultivar Atlantic for the genetic transformation. 2008. 75 p.
(Doctor Program in Agronomy/Plant Physiology) — Federal University of
Lavras, Lavras, MG.”

The obtaining of commercial cultivars of potato with resistance to the
phytopatogen is a very promising alternative that the genetic engineering can
provide, through the introduction of exogenous genes for the genetic
transformation. In order to establish an efficient system of transformation, it is
crucial first to optimize in vitro organogenesis protocol. It was possible to
optimize the micropropagation of potato cv. Atlantic, being used vessels
containing WPM medium, prohibited with plastic cap associated to PVC film,
resulting in plants more developed. The efficiency of the in vitro organogenesis
is influenced by the explant type and for the kind and concentrations of growth
regulators used. Shoots segments of potato cv. Atlantic present better
organogenesis capacity than leaf explants. It is recommended to use the WPM
medium supplied with 1,0 mg L™ of NAA + 5,0 mg L™ of ZEA, to obtain shoots
in shoots segments, and the carbenicilin (Cb) added to this medium increased
this formation. For the process to enlarge shoots, this same antibiotic when
added to the WPM medium in growing concentrations (100, 250 and 500 mg L"
1) promoted a decrease in the height of plants, number of shoots and length
roots. After the co-cultivation of shoots segments with Agrobacterium
tumefaciens these concentrations of Cb are not efficient in the elimination of the
bacteria, what commits the organogenesis. However, it was possible to establish
a protocol of in vitro organogenesis of potato cv. Atlantic starting from shoots
segments not co-cultivated. These results will be useful for futures experiments
of genetic transformation with this and another commercials cultivars of potato.

* Guidance Committee: Dr. Moacir Pasqual — UFLA (Adviser), Dr. Luciano Vilela Paiva
(Co-Adviser) — UFLA.



CAPITULO I: INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) é considerada a quarta fonte de
alimento da humanidade, apds arroz, trigo e milho. E cultivada em todo o
mundo e, em alguns paises, 0 consumo esta em torno de 75-95 kg per capita/ano
(Fontes, 2005).

Trata-se de uma das mais importantes oleréceas cultivadas no Brasil. A
area plantada no pais estd em torno de 141.000 hectares e a produgao ao redor de
3,2 milhdes de toneladas (ANUARIO DE AGRICULTURA BRASILEIRA -
Agrianual, 2006).

Um dos maiores problemas da cultura da batata é a susceptibilidade de
cultivares comerciais a patdgenos (por exemplo, Phytophtora infestans,
Alternaria solani,. Xanthomonas sp. e Erwinia carotovora subsp. carotovora),
ocasionando queda da produtividade. Dessa forma, a introducdo de genes
exdgenos em cultivares comerciais de batata, por meio da engenharia genética,
apresenta grande potencial, tanto para estudos basicos quanto para o

melhoramento desta espécie.

Os programas de melhoramento convencional de batata, para a obtencao
de novas cultivares resistentes, confrontam-se com dificuldades que comegam
com a complexidade genética das cultivares comerciais, as quais sao tetrapldides
e altamente heterozigotas. 1sso se soma ao carater essencialmente conservador
de muitos produtores e industriais em dar preferéncia as cultivares tradicionais ja
estabelecidas, mesmo que as novas possam apresentar vantagens comparativas,
como a presenga de genes de resisténcia a doencas causadas por

microrganismaos.

A batata apresenta caracteristicas favoraveis importantes para a

transformacdo genética, tais como susceptibilidade a infeccdo por



Agrobacterium tumefaciens — sistema de transferéncia de genes mais utilizado
para espécies dicotileddneas — e a relativa facilidade com que plantas
transgénicas tém sido regeneradas a partir de diferentes explantes, por meio de
diferentes técnicas de cultura de tecidos. Além disso, 0 modo de propagacao
desta espécie, vegetativamente, permite que a expressdo clonal de um individuo
transformante de batata ocorra sem variacdo epistatica da expressdo do
transgene, a qual, muitas vezes, ocorre durante a propagacdo sexual (Vayda &
Belknap, 1992).

Atualmente, a utilizacdo de peptideos antimicrobianos tem se mostrado
com grande potencial para aplicagdes em humanos, outros animais e em plantas
(Silva et al., 2000).

Em geral, os peptideos antimicrobianos sdo moléculas pequenas, de até
5 kDa, que apresentam amplo espectro de atividade contra bactérias, fungos,
virus e parasitas. O mecanismo de acdo mais bem conhecido é por meio de sua
insercdo na membrana celular, o que causa a destruicdo ou a permeabilizacdo da
mesma, levando o microrganismo a morte.

Neste contexto, pode-se destacar o gene que codifica para o peptideo
antimicrobiano gomesina, o qual pode ser encontrado na hemolinfa da aranha-
caranguejeira (Acanthoscurria gomesiana). A gomesina apresenta amplo
espectro de atividade antimicrobiana (fungos e bactérias), causadora de varias
doencas em culturas de interesse econémico. Em relacdo a batata, pode-se citar,
por exemplo, a podriddo mole causada por Erwinia carotovora subsp.

carotovora, responsavel por grandes perdas de produtividade.

A obtencdo de cultivares comerciais de batata com resisténcia a
fitopatdgenos € uma alternativa muito promissora que a engenharia genética
pode proporcionar, por meio da introducdo de genes exdgenos mediante a

transformacédo genética.



A técnica de cultivar tecidos de plantas in vitro tem servido como
ferramenta em diversas areas da agricultura. Particularmente para a cultura da
batata, esta técnica pode ser muito Util quando se pretende trabalhar com
transformacdo genética desta espécie, visto que é o passo fundamental para esse
processo.

Embora existam inameros trabalhos relacionados & melhoria do processo
de multiplicacéo in vitro de diferentes espécies de plantas, em batata sdo poucos
os relatos que mencionam a influéncia das caracteristicas iniciais dos explantes
sobre o desenvolvimento e a multiplicacdo in vitro (Levin et al., 1997; Lorenzo
et al., 1998; Guerra et al., 1999; Pereira & Fortes, 2003).

Este trabalho é parte inicial de um projeto que visa a obtencéo de plantas
transgénicas de diferentes cultivares de batata com resisténcia a fitopatdgenos
por meio de engenharia genética. O objetivo é obter plantas transformadas
contendo 0 gene que codifica para o peptideo antimicrobiano gomesina. Este
projeto estd sendo realizado no Laboratério Central de Biologia Molecular
(LCBM) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em parceria com o Centro
Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia

(Cenargen/Embrapa -DF).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo
eficiente de organogénese in vitro de batata cv. Atlantic, visando transformacao

genética.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Espécie em estudo

2.1.1 Origem

A batata (Solanum tuberosum L.) é originada dos Andes, préximo a
fronteira entre o Peru e a Bolivia, onde € cultivada desde a antiguidade. No
processo de dispersdo, foi levada para a Europa, sendo introduzida na Espanha e
na Inglaterra nos anos de 1570 e 1588, respectivamente. Da Europa, a batata foi
levada para a América do Norte, a Africa do Sul e a Australia, no inicio do
século XVIII, sé chegando ao Brasil no final do século XIX (Fedalto, 1982;
Hawkes, 1994).

A batata pertence & familia Solanaceae, ao género Solanum e tem
ndmero bésico de cromossomos igual a 12. Porém, ha espécies com diversos
graus de ploidia, variando de dipldide (2n = 24) a hexapl6ide (2n = 72). A
espécie Solanum tuberosum é tetrapldide e a mais cultivada. A partir dela, foram
diferenciadas as subespécies tuberosum e andigena, das quais a Solanum

tuberosum spp. tuberosum se tornou o alimento universal (Fontes, 2005).

2.1.2 Aspectos boténicos

A batateira é uma planta herbacea, dicotileddnea, anual, que possui raiz,
caule aéreo, caule subterraneo (est6lon e tubérculo), folha e flores hermafroditas
de coloracdo branca, arroxeada ou rosada. Normalmente, sdo autopolinizadas,
embora possam apresentar polinizacdo cruzada, as vezes, em nivel bastante
elevado (Filgueiras, 2003).

O tubérculo € a ponta intumescida do caule subterraneo, na qual sdo

acumuladas substancias de reserva. E também a forma de reproducio e a parte



comercial da planta. Cerca de 77% do tubérculo € constituido de 4gua e 19%-
20% de carboidratos, dos quais destacam-se amido, agucares ndo redutores
(sacarose) e redutores (glicose e frutose), celulose, pectinas e gomas. Também
sdo encontrados proteinas e vitaminas, minerais, glicoalcaldides e lipideos
(Fontes, 2005).

As caracteristicas dos tubérculos é que determinam sua aceitacdo por
parte do consumidor, principalmente as externas, como coloragdo da pelicula
externa, da polpa e o formato, alongado ou arredondado. O consumidor
brasileiro é considerado, por observadores externos, um dos mais exigentes

quanto ao aspecto do tubérculo (Filgueiras, 2003).
2.1.3 Importancia econdmica da batata

Nos ultimos 10 anos, a producdo mundial de batata, nos paises em
desenvolvimento, particularmente na Asia, teve aumento de 4,5% na média
anual, superando, em crescimento, a producdo de muitos outros produtos
alimentares importantes.

A cultura da batata ocupa a quarta posi¢do, em importancia econémica
no mundo, com producio anual de 323 milhdes de toneladas. A Asia é a maior
regido produtora (41,24%), seguida da Europa (40,97%), América do Norte
(7,4%), Africa (4,8%) e América do Sul (4,3%). Em relagio aos paises, a China
é 0 maior produtor, com 70 milhdes de toneladas, seguida de RUssia, india,
Estados Unidos e Ucrania, com producges de 38,5; 24; 19,4 e 19,7 milhGes de
toneladas, respectivamente. Na América do Sul, o Peru tem a maior producéo
anual (3,3 milhdes de toneladas), seguido de perto pelo Brasil, com,
aproximadamente, 3 milhdes de toneladas e pela Argentina, com 2,4 milhdes de
toneladas (ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS PARA A
AGRICULTURA E ALIMENTACAO - FAO, 2007).



O Brasil possui elevado potencial edafoclimético para o cultivo da batata
que, em geral, é produzida com alto nivel tecnolégico. Em 2006, a producéo foi
de 3,137 milhdes de toneladas em uma area de 140,7 mil hectares, colocando o
Brasil como 12° maior produtor em cultivo de batata. Os estados de Minas
Gerais (30%), Parana (26%), So Paulo (20%) e Rio Grande do Sul (13%) séo
responsaveis pela maior parte da producdo nacional (Agrianual, 2006). Nos
ultimos 15 anos, a producédo de batata por hectare cresceu, em média, 5% ao ano,
aumentando, assim, a producdo média para 14 a 22 toneladas por hectare (FAO,
2007).

2.1.4 Cultivar estudada

A cultivar Atlantic foi desenvolvida no Maine Department Agriculture,
Estados Unidos (1978), a partir do cruzamento entre ‘B 5141-6 (Lenape)’ e
‘Wauseon’. Em relacdo aos caracteres descritivos, essa cultivar possui
tubérculos com formato oval-arredondado, pelicula branca, meio aspera, olhos e
insercdo de estolho meio-profundo e polpa branca. E uma planta de médio a alto
porte, com folhas verdes brilhantes, flores e gema vermelho-violeta. Quanto as
doengas, é muito susceptivel a requeima, ao virus Y e a murchadeira e pouco
susceptivel & sarna comum. Quanto a sua utilidade, é especifica para

processamento na forma de rodelas fritas (chips), de producéo industrial.

2.2 Cultura de tecidos vegetais

Cultura de tecidos vegetais, ramo da biotecnologia, € um conjunto de
técnicas de crescimento de células, tecidos e 6rgdos em um meio nutritivo
artificial, isolados da planta-mée (George, 1996). O cultivo de tecidos vegetais

in vitro pode minimizar os efeitos da variacdo de fatores ambientais, assim como



se pode conseguir maior controle sobre as condigfes de temperatura, luz e
nutrientes.

Nesta técnica, pequenos fragmentos de tecido vivo, chamado explantes,
sdo isolados de um organismo vegetal, desinfestados e cultivados assepticamente
por periodos indefinidos em um meio de cultura apropriado. O objetivo é obter
nova planta, idéntica a original, ou seja, realizar uma clonagem vegetal, que é
definida como uma propagacéo assexuada de células ou organismos, de modo a
obter novo individuo, mantendo-se o gendtipo idéntico aquele do ancestral
(Torres et al., 2000).

Um explante pode ser fragmento de folha, raiz, caule ou qualquer outro
tecido que responda as condi¢des de indugdo do meio de cultura, com vistas a
regeneracdo vegetal in vitro (Torres et al., 2000). Essa regeneragdo é
fundamentada na capacidade de a proliferagdo das células vegetais organizarem-
se em tecidos e, eventualmente, em plantas completas (Kerbauy, 1997; Mantell
et al., 1994). Essa capacidade é denominada totipoténcia e considera que as
células vegetais manifestam, em momentos diferentes e sob estimulos
apropriados, a potencialidade de iniciar novo individuo multicelular (Torres et
al., 2000). Teoricamente, considera-se que todas as células vegetais sejam
capazes de expressar sua totipoténcia. No entanto, os explantes sdo uma mistura
de células em variados estados fisioldgico, bioquimico e de desenvolvimento.
Nesse sentido, espera-se que a exposicdo desses explantes a um ambiente in
vitro estimule reacGes diversificadas nos diferentes tipos celulares, fazendo com
que somente algumas células desse explante respondam as condic¢des de cultura
in vitro, levando a regeneragdo de um novo individuo (Mantell et al., 1994).

Essa habilidade que uma célula ou um grupo de células tém ao
responder a um estimulo indutivo, visando a um processo de desenvolvimento, é
denominada competéncia (Torres et al., 2000). Existem trés fatores que afetam a

regeneracao da planta in vitro: o gendtipo (qual espécie, cultivar ou variedade



esta sendo utilizada), a fonte de explantes (folha, raiz, caule, meristema, etc.) e a
conducdo da cultura (meio de cultura, luz, temperatura, recipiente). O sucesso da
iniciagdo e da regeneragdo da cultura in vitro depende da decisdo correta no
estabelecimento de todos esses fatores.

Na realidade, muito ainda precisa ser conhecido sobre 0s mecanismos de
hormdnios vegetais e sobre 0s processos que controlam o desenvolvimento das
plantas (Caldas et al., 1998).

A escolha do gendtipo a ser utilizado na cultura de tecidos vai depender
dos objetivos experimentais. E interessante notar que variedades de uma mesma
espécie respondem de maneira diferente as condi¢des de cultivo. No entanto,
alguns autores consideram que toda espécie e toda cultivar sdo capazes de
responderem a combinacdo correta dos fatores que afetam a regeneracéo in vitro
e, assim, produzir o resultado esperado (Mantell et al., 1994).

A fonte de explante também é fator importante no sucesso da
regeneracao in vitro, pois a capacidade de regeneragdo depende da maturidade,
do estado fisiologico e do tecido utilizado (Andrade, 2002). Segundo Pereira
(2005), a homogeneidade dos explantes no momento inicial do cultivo é de
fundamental importancia para o sucesso da cultura. Por exemplo, uma folha em
senescéncia ja perdeu grande parte de seus nutrientes e estd em processo
degenerativo, ndo sendo uma boa fonte de explante. De modo geral, tecidos

jovens e em crescimento sdo utilizados como fonte de explante (Andrade, 2002).
2.2.1 Organogénese e embriogénese

Organogénese € uma via de desenvolvimento na qual 6rgdos vegetais
(brotos, raizes ou ambos) séo induzidos & diferenciacdo a partir de uma ou varias
células. A organogénese pode ser direta ou indireta. Na direta, também chamada
adventicia, o 6rgdo vegetal é induzido e se desenvolve diretamente de um

explante, isto é, sem passar por uma fase inicial de calo. Na indireta, h4 uma fase



inicial de proliferacdo e de crescimento de calo, seguida por indugdo de brotos
ou raizes e o desenvolvimento desses tecidos (Mantell et al., 1994). Segundo
Handro & Floh (1990), uma das respostas mais comuns induzidas em um tecido
cultivado é a formacéo de calos.

O calo corresponde a uma massa de células desorganizadas e
parcialmente indiferenciadas, que variam quanto ao tipo, ao tamanho, ao
contetdo celular e a espessura da parede.

Pesquisas com calos formados a partir de fragmentos de caules, folhas e
raizes sdo realizadas, principalmente, para determinar as condi¢des de incubacéo
que o0s explantes requerem para sobreviver e crescer e para estudar o
desenvolvimento celular, explorar produtos provenientes do metabolismo
primario e secundario e obter suspensdo celular e propagacéo, com a formacédo
de gemas ou de embriBes somaticos (Siqueira & Inoue, 1992).

A embriogénese somatica ¢ uma via de desenvolvimento na qual a
formagdo de embriGes é induzida a partir de células soméaticas. Como a
organogénese, a embriogénese somatica pode ocorrer diretamente de um
explante sem o aparecimento de calos. Entretanto, a via de embriogénese
indireta, na qual embrides somaticos sdo induzidos e desenvolvidos de
proliferaces de calos, é a mais comum. Assim como ocorre na organogénese,
certo periodo de tempo é necessario para desdiferenciar e obter competéncia
para a via embriogénica, iniciada de uma cultura celular (Mantell et al., 1994).

Outra via de regeneracdo é a micropropaga¢do, tomando como base
explantes meristematicos. Essa via tem a vantagem de as plantas regenerarem-se
diretamente de um tecido organizado, sem a necessidade do estadio de calo.
Desse modo, tem-se uma economia de tempo e elimina-se a variacdo
somaclonal, que esté associada a longos periodos de cultura de calos. A variagdo

somaclonal ¢ uma variacdo genética espontdnea de plantas regeneradas de
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cultura de células ou tecidos in vitro, a qual é indesejada quando o objetivo é
obter uma planta idéntica a planta matriz (Mantell et al., 1994).

A regeneracdo de plantas por organogénese ou embriogénese somatica,
direta ou indireta, normalmente, requer uma fase de macropropagacdo, ou
aclimatizagdo, depois que as plantulas sdo produzidas. Essa fase envolve a
exposicdo das plantas ao ambiente externo, que possui umidade relativa mais
baixa e variacOes das condi¢des de luz e temperatura. Depois do crescimento
sustentavel nesse meio ambiente, as plantulas podem ser colocadas em casa de

vegetacdo (Mantell et al., 1994).
2.2.2 Meios nutritivos

Torres et al. (2001) descrevem que o meio de cultura é constituido de
componentes essenciais (agua, sais inorganicos, fonte de carbono e energia,
vitaminas e reguladores de crescimento) e opcionais (aminoacidos, amidas,
acidos organicos e substancias naturais complexas). A composicdo do meio de
cultura tem importante papel nas respostas de crescimento de células e de
tecidos in vitro (Borgatto et al., 2002).

As plantas ou explantes cultivados in vitro tém exigéncias nutricionais
especificas. Assim, ao excisar parte da planta para cultivo in vitro, observa-se
que os explantes ndo sdo completamente autotréficos e requerem meios
nutritivos suplementados com as necessidades exdgenas da célula, em termos de
elementos essenciais, constituintes organicos e energia (Torres et al., 2001).

Segundo George (1996), entre os meios mais utilizados no cultivo in
vitro, hd o MS, desenvolvido por Murashige & Skoog (1962) e 0 WPM (do ingl.
Wood Plant Medium), formulado por Lloyd & McCown (1980).

O melhor crescimento de células e tecidos de plantas em meio MS é, em
grande parte, devido a alta concentracdo de aménio e nitrato. Além do

nitrogénio, o potassio encontra-se também em altas concentracBes. A alta
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concentracdo de sais encontrados neste meio tem proporcionado ganhos
significativos no crescimento de diversas espécies in vitro. Uma das criticas
feitas a este meio refere-se ao baixo nivel de fosfato que, para alguns
pesquisadores, é insuficiente para sustentar o crescimento das culturas (Pasqual
et al., 1998).

O meio WPM foi desenvolvido para a cultura de brota¢es em plantas
lenhosas. Apresenta 25% das concentrages de ions nitrato e amdnia do meio
MS, além de maior concentragdo de potassio e alto nivel de ions sulfato (Pasqual
et al., 1998).

Os meios de cultura podem ser, ainda, modificados de acordo com a
necessidade de cada tipo de explante e a espécie com a qual se esta trabalhando,
sendo importante deter o conhecimento da importancia de cada elemento contido
em um meio de cultivo (Torres et al., 2001).

A adicdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura visa suprir as
possiveis deficiéncias de fitormonios nos explantes que se encontram isolados
das regides produtoras da planta matriz. As auxinas tém sido amplamente
utilizadas nos meios de cultivo para a inducdo de calos e, geralmente,
dependendo da concentracdo, causam alongamento celular e expansdo ou
diviséo celular.

Dentre as citocininas, a 6-benzilaminopurina (BAP) e a zeatina ribosideo
(ZEA) tém sido utilizadas para a formacdo de grande nimero de brotos e alta
taxa de multiplicagdo em muitos sistemas de micropropagacao.

A interacdo entre auxinas e citocininas € muito utilizada para a inducéo
de calogénese (Torres et al., 1998).

Outras classes de hormdnios vegetais, como as giberelinas, o etileno e o
acido abscisico ou, mesmo, substancias que ndo sejam propriamente horménios,
como poliaminas, &cido salicilico e jasmonatos também sdo, muitas vezes,

utilizados em processos de regeneracdo por organogénese. Existe consideravel
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namero de evidéncias de que o efeito dessas substancias é indireto, por meio da
alteracdo do balanco auxina/citocinina endégeno. O proprio efeito das auxinas e
das citocininas aplicadas ao meio de cultura parece ser, na verdade, o reflexo
dessas substancias alterando os balancos enddgenos de auxina/citocininas nas
celulas vegetais (Peres & Kerbauy, 1999).

A morfogénese de calos nem sempre leva a formagdo de plantulas
viaveis. Embora brotos e raizes possam ser emitidos, pode ndo ocorrer uma
conexdo vascular entre eles, o que é de extrema necessidade para a viabilizagdo
da plantula (Wetmore & Rier, 1963).

2.3 Cultura de tecidos em batata (Solanum tuberosum L.)

A micropropagac¢do de plantas, junto com a transformacdo genética,
vem sendo aplicada rotineiramente a um grande nimero de espécies de
importancia econdémica, como a batata, e representa uma das formas mais
viaveis de propagar plantas isentas de doencas. Contudo, os resultados sao,
muitas vezes, divergentes e nem sempre é possivel a reproducdo dos mesmos
pela necessidade de a cultura de tecidos, como técnica de propagacao vegetativa,
ser adaptada as necessidades de cada espécie e cultivar. Isto porque essas
necessidades diferem entre si, podendo apresentar resultados diferentes sob as
mesmas condigdes de cultivo, o que indica que, provavelmente, a regulacdo
fisiologica do processo de regeneragdo é cultivar dependente (Pereira & Fortes,
2003).

Uma das possiveis causas nas diferencas de resultados obtidos, além da
diferenca genética entre as cultivares, para variaveis como a capacidade de
regeneracao e multiplicacdo das espécies in vitro, pode ser explicada pelo tipo
de explante utilizado (Pierik, 1990).

Em batata, as fontes de explante incluem discos de tubérculos e de

microtubérculos, discos de folhas e segmentos internodais (Campos, 1995).
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Entretanto, 0 uso de explantes de tubérculos apresenta certas desvantagens,
como: os tubérculos devem ser recentemente colhidos do campo ou de casa de
vegetacdo; alguns genotipos de batata ddo pouco ou nenhum tubérculo; o nivel
de ploidia da maioria das células no tubérculo é mais elevado do que no resto da
planta, além de este explante oxidar facilmente quando manipulado in vitro e
poder apresentar contaminacdo endégena. Em funcéo dessas caracteristicas, em
métodos recentes, ha uma tendéncia da utilizacdo de explantes foliares ou
entrenos de plantas cultivadas in vitro (Visser, 1991; Trinca et al., 1991; Wefels
et al., 1993; Figueira Filho et al., 1994). Esses explantes superam os limites
encontrados pelo uso de tubérculos, porém, uma curta fase de calo pode ocorrer.

O tipo 6timo de explante deve ser estabelecido para cada gendtipo de
interesse (Visser, 1991).

2.4 Sistema de transformacéo usado em batata (Solanum tuberosum L.)

Diversas técnicas de transformacao de plantas foram desenvolvidas até o
momento. No entanto, a técnica a ser utilizada vai depender, principalmente, do
genotipo vegetal em questéo.

A transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens tem sido o
método mais empregado para a obtencdo de plantas transgénicas de espécies
dicotileddneas, como é o caso da batata. 1sso ocorre devido ao amplo espectro de
hospedeiros deste grupo de plantas que sdo susceptiveis a infeccdo por bactérias
do género Agrobacterium (Campos, 1995).

Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria aerébica gram-negativa,
fitopatdgena do solo, pertencente a familia Rhizobiaceae. Esta bactéria
movimenta-se na rizosfera, por quimiotactismo, gracas a dois flagelos polares,

de 2 a 4 filamentos bilaterais (Brasileiro, 1993).
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2.4.1 Infeccdo de uma planta por Agrobacterium tumefaciens

Durante milhdes de anos, provavelmente, linhagens patogénicas de A.
tumefaciens, ditas oncogénicas, vém infectando um grande nimero de plantas
dicotileddneas, resultando na doenga conhecida por galha-da-coroa (em inglés,
crown gall). Esta doenga é caracterizada pela formacao de uma galha, ou tumor,
geralmente perto da unido do caule com a raiz, no colo ou na coroa, apos lesdes
superficiais sofridas neste tecido, devido a geadas, insetos, tratos culturais, etc.

(Chilton, 1983). A infeccdo de uma planta por Agrobacterium tumefaciens esta

ilustrada na Figura 1.

DNA Cromossomo

-DNA
romogsomo

A

grobacterium
tumefaciens

Planta

FIGURA 1 Infeccdo de uma planta por Agrobacterium tumefaciens.
UFLA, Lavras, MG, 2008.
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Estudos realizados na década de 1970 comprovaram que O
desenvolvimento deste tumor € o resultado da expressao de genes da bactéria, 0s
quais sdo transferidos e integrados de forma estdvel no genoma vegetal. Essa
capacidade de transferéncia de genes estd associada a presenca do plasmideo Ti
(em inglés, tumor inducing), encontrado em todas as cepas virulentas de A.
tumefaciens (Chilton, 1983).

O plasmideo Ti possui alto peso molecular (de 120 a 250 kb) e conta
com cinco regifes funcionais identificadas. Duas dessas regides estdo
diretamente envolvidas no processo de transferéncia de genes, que sdo a regido-
T e a regido de viruléncia (regido vir). A regido vir contém genes que codificam
enzimas responsaveis pela excisdo e pela transferéncia do T-DNA da bactéria
para a planta. Os genes de viruléncia sdo ativados por moléculas sinal
(compostos fenolicos e monossacarideos) que sdo exsudadas pelas células da
planta em resposta a algum ferimento (Zambryski, 1988; Lacorte & Mansur,
1993; Brasileiro, 1993).

A regido-T, denominada T-DNA (em inglés, transfered DNA), quando
integrada ao genoma da planta, corresponde ao segmento de DNA bacteriano
que é transferido para a célula vegetal. O T-DNA contém 0s oncogenes que
codificam para enzimas envolvidas na via da biossintese de fitormdnios, além de
genes para a sintese de opinas. Esta regido é delimitada por duas seqliéncias
repetidas diretas de 25 pares de bases, chamadas de fronteiras direita e esquerda,
gue sdo essenciais ao processo de infec¢do (Zambryski et al., 1983; Zambryski,
1988).

Os oncogenes interferem na biossintese de fitormdnios, auxinas e
citocininas, levando a um desbalango hormonal que tem como conseqiiéncia a
formagdo do tumor. As células transformadas passam a sintetizar opinas, que sao
moléculas simples, resultantes da condensacdo de um carboidrato com um

aminoacido, as quais sdo secretadas para fora da célula vegetal e catabolizadas
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especificamente pela bactéria infectante como fonte de energia (Zambryski,
1988; Lacorte & Mansur, 1993).

Este processo infectivo representa uma forma natural de engenharia
genética e seu entendimento foi o ponto de partida para pesquisas intensivas
sobre as possibilidades de sua utilizacdo como sistema para a transferéncia de

genes em plantas (Chilton, 1983).

2.4.2 Uso de plasmideos como vetores da transformacao por Agrobacterium

Embora a formagdo do tumor seja a conseqliéncia da expressdo dos
genes do T-DNA integrado no genoma vegetal, estes genes ndo participam
diretamente nos processos de transferéncia e integracéo, para 0s quais apenas a
regido vir e as fronteiras do T-DNA, constituidos por seqliéncias repetidas de 25
pares de base, sdo essenciais (Lacorte & Mansur, 1993). Os oncogenes, portanto,
podem ser deletados, por meio de um processo de dupla recombinacéo,
produzindo linhagens “desarmadas”, sem que ocorram alteracfes no processo de
transformacédo. Linhagens desarmadas mantém a regido vir funcional, sendo os
oncogenes do T-DNA original substituidos por genes marcadores e de interesse
para a planta, flanqueados pelas seqliéncias repetidas indispensaveis ao processo
de referéncia (Zambryski et al., 1983).

Os fatores essenciais para 0 uso de plasmideos como vetores para a
transformacdo de plantas sdo um T-DNA, contendo o0s genes de interesse, sob
controle de um promotor que se expressa eficientemente em plantas e de um
terminador transcripcional, para finalizar a expressdo do gene exdgeno e 0s
elementos genéticos da bactéria, necessarios a transferéncia e a integracdo do T-
DNA modificado no cromossomo da planta. Além desses, genes marcadores de
selecdo também sdo introduzidos na regido T-DNA do vetor para que células
transformadas possam ser diferenciadas das ndo transformadas (Shah et al.,
1987; Zambryski, 1988; Gasser & Fraley, 1989).

17



Uma vez que o gene de interesse a ser transferido para a planta esta
clonado em um vetor, dentro de uma cepa desarmada de Agrobacterium, o
proximo passo € o estabelecimento de uma metodologia eficiente de
transformacao.

Basicamente, um protocolo de transformacdo por Agrobacterium
tumefaciens envolve um periodo de co-cultura, que varia de 2 horas a 3 dias, no
qual os explantes sdo cultivados com uma cepa desarmada contendo um vetor
com 0s genes a serem introduzidos. E essencial o prévio estabelecimento de uma
metodologia eficiente de regeneracéo de plantas, via cultura de tecidos, e de um
sistema de sele¢do de plantulas transformadas. As células de Agrobacterium sdo
indesejaveis apds o periodo de co-cultura e devem ser eliminadas utilizando-se
antibidticos (ex.: carbenicilina, timentin, etc.) no meio de cultura, a partir desse
momento. O produto da expressdo de um determinado gene marcador em células
transformadas ira conferir a estas células resisténcia a um agente seletivo
(antibidtico ou herbicida) correspondente, tornando possivel distingui-las das
ndo transformadas, quando cultivadas em meio seletivo. Entretanto, os sistemas
de selecdo podem ndo ser totalmente eficientes e alguns escapes podem emergir.
Uma vez enraizadas, as plantulas potencialmente transformadas séo
aclimatizadas e transferidas para casa de vegetacdo, para posteriores analises
(Klee et al., 1987; Lindsey, 1992; Brasileiro, 1993).

2.4.3 Transformacéo de batata mediada por Agrobacterium tumefaciens

A batata é considerada uma candidata ideal para transformacdo genética,
devido as dificuldades associadas ao seu melhoramento, a relativa facilidade em
ser geneticamente transformada e regenerada in vitro, além do seu modo de
propagacdo que permite uma expansdo clonal dos transformantes (Vayda &

Belknap, 1992). A susceptibilidade desta espécie & infec¢do por Agrobacterium
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foi demonstrada por Anand & Heberlein (1977). Desde entdo, varios métodos de
transformacdo via Agrobacterium tém sido descritos para cultivares de batata
economicamente importantes no mundo.

As primeiras tentativas de introduzir genes exdgenos, por meio de
Agrobacterium, em batata cultivares Maris Bard e Desirée, produziram plantas
in vitro a partir de tumores, as quais foram aneuploides e morfologicamente
anormais (Ooms et al., 1987). Estudos posteriores mostraram que plantas
normais podem ser obtidas ap6s inoculacdo com uma cepa de Agrobacterium
ndo oncogénica (Block, 1998; Sheerman & Bevan, 1988; Ishida et al., 1989;
Wenzler et al., 1989).

Usando vérias metodologias de transformacdo, batata transgénica com
caracteristicas agronomicamente importantes, tais como resisténcia a viroses
(Lawson et al., 1990; Vlugt et al., 1992; Farinelli & Malnoé&, 1993; Wefels et al.,
1993) e a insetos (Vayda & Belknap, 1992), entre outras, tem sido relatada nos
altimos anos. De acordo com Spychalla & Bevan (1993), a eficiéncia da
transformacéo de batata é influenciada pela combinacdo dos fatores cultivar, tipo

de explante, vetor e cepa de Agrobacterium.

2.4.4 Regeneracdo de plantas transformadas

Um fator importante para a obtencdo de plantas transgénicas é que as
células cultivadas competentes para a transformacdo também sejam capazes de
regenerar uma nova planta. O mais efetivo gatilho biolégico para despertar
células potencialmente competentes para a regeneracdo ao estado competente, e
que provavelmente afeta células potencialmente competentes para
transformacéo, é o ferimento mecéanico. Espécies de plantas diferem em resposta
ao ferimento, assim como diferem tecidos de uma mesma planta (Potrykus,

1989). Em batata, a fonte de explante para a producdo de plantas transgénicas
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inclui discos de tubérculos e de microtubérculos, discos de folhas e segmentos
internodais.

Métodos de transformacdo de batata tém utilizado explantes foliares ou
entrenos de plantas cultivadas in vitro (Visser, 1991; Trinca et al., 1991; Wefels
et al.,, 1993; Figueira Filho et al., 1994). Este explantes superam os limites
encontrados pelo uso de tubérculos, porém, uma curta fase de calo pode ocorrer.
Segundo Visser (1991), a probabilidade de ocorrer variagdo somaclonal, devido
a esta fase de calo, é pequena.

Entretanto, o tipo 6timo de explante deve ser estabelecido para cada
genétipo de interesse, uma vez que, ap6s o evento de transformagdo com
Agrobacterium, é necessario um protocolo eficiente de regeneracdo de células
transgénicas, que combine com uma variacdo somaclonal minima (Stiekema et
al., 1988; Visser, 1991).

Os meios de cultura descritos para regenerar os diferentes explantes de
batata apresentam, basicamente, a composicdo do meio MS (Murashige &
Skoog, 1962), suplementados com combinag@es hormonais de zeatina ribosideo
(ZEA) (1,0 - 3,0 mg L™ e 4cido indol-3-acético (AlA) (0,01 - 0,02 mg L™) ou
de 6-benzilaminopurina (BAP) (2,0 — 3,0 mg L™). Sheerman & Bevan (1988)
relataram que ZEA, como citocinina, combinada com AIA ou é&cido DL-
aspartico, foi mais efetivo na producdo de brotos transgénicos de batata do que
combinagdes de BAP e ANA (acido naftaleno-acético). Snyder & Belknap
(1993) também regeneraram plantas transgénicas de quatro cultivares de batata
(“Lemhi Russet”, “Russet Burbank”, “Wauseon”, e “Yankee Chipper”), usando
diferentes combinagbes de ZEA e AlA.

Os regenerantes transgénicos obtidos apresentam caracteristicas das
cultivares parentais com elevada freqiiéncia. De acordo com Jongedijk et al.
(1991), citados por Vayda & Belknap (1992), dependendo da cultivar, de 18% a

82% das plantas regeneradas retiveram 50 caracteristicas comerciais da cultivar
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parental. A retencdo de caracteristicas parentais, tais como producdo, taxa de
crescimento e qualidade, é possivel por meio da regeneracdo direta de explantes
co-cultivados, sem passar, portanto, pela fase de calo, o que minimiza a

oportunidade para variagdo somaclonal.

2.5 Peptideos antimicrobianos (gomesina)

Os peptideos antimicrobianos sdo, tipicamente, moléculas anfipaticas
positivamente carregadas, compostas de 12 a 45 residuos de aminoécidos. O
principal modo de acdo dessas moléculas é por meio do aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica (Andreu & Rivas, 1998; Hancock &
Lehrer, 1998). Uma correlagdo direta entre o efeito antibidtico e a habilidade de
permeabilizagdo foi encontrada para defensinas, magaininas, cecropinas,
bactenecinas e dermaseptinas, entre outras (Andreu & Rivas, 1998).

A primeira etapa no mecanismo de acdo seria a interagdo eletrostatica
entre o peptideo positivamente carregado e 0s componentes negativamente
carregados da membrana do microrganismo e ou parasita. Em uma etapa
posterior, a interacdo entre a porcdo apolar da membrana das células e os
residuos hidrofébicos das proteinas e peptideos antimicrobianos culminaria na
permeabilizagdo das membranas.

Embora a maioria das proteinas e peptideos antimicrobianos descritos
seja fortemente positiva, foram descritos alguns peptideos antimicrobianos
negativamente carregados muito ativos e, provavelmente nestes casos, um modo
diferente de acdo pode estar envolvido (Andreu & Rivas, 1998).

Peptideos antimicrobianos estdo amplamente distribuidos nos
microrganismos. A ampla ocorréncia dessas substancias sugere que elas
desempenham um papel importante na imunidade contra microrganismos e
outros patégenos (Boman, 1995; Ganz & Lehrer, 1999; Hoffmann et al., 1999).
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A “gomesina” é um peptideo antimicrobiano com massa molecular de
2.270 Da, apresentando 18 aminoacidos (ZCRRLCYKQRCVTYCRGRa), com
quatro residuos de cisteina envolvidos em duas pontes de dissulfeto. Este
peptideo foi isolado da hemolinfa da aranha-caranguejeira (Acanthoscurria
gomesiana), sendo importante para a defesa desse aracnideo contra infeccdes e,
como tal, podera ser usado no desenvolvimento de novas drogas para 0 uso na
medicina e na agricultura. Segundo Silva et al. (2000), esse peptideo apresentou
amplo espectro de atividade contra bactérias gram-positivas e gram-negativas,

leveduras e fungos, conforme se observa na Tabela 1.
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TABELA 1 Espectro de atividade antimicrobiana da gomesina. A atividade da
gomesina amidada foi comparada com a forma ndo amidada
(Gomesin-fa) e com a androctonina, um peptideo antimicrobiano
extraido do escorpido (Androctonus australis). Adaptado de (Silva
et al., 2000). UFLA, Lavras, MG, 2008.

Minimal inhibitory concentration

Microorganisms -
Gomesin - Gomesin-fa  Androctonin

it

Gram-positive hacteria
Aerococcus viridans 0.8-1.6 0.5-1.6 0.3-0.86
Bacillus cereus 6.25-12.5 12.5-25 ND*®
Bacillus megaterium 0.2-0.4 0.4-0.8 NM®
Bacillus thuringiensis 1.6-3.15 3.15-6.25 ND
Enterococcus foecalis 6.2-125 NM NM
Listeria monocytogenes 0.8-1.6 3.15-6.25 NM
Micrococcus luteus 0.4-0.8 0.4-0.3 0.6-1.5
Pediococeus acidolacrici 3.15-6.25 3.15-6.25 NM
Staphylococcus aureus 1.6-3.15 3.15-6.25 15-30
Staphylococcus epidermidis 0.8-1.6 3.15-6.25 NM
Staphylococcus haemolyticus 0.8-1.6 1.6-3.15 NM
Staphylococcus saprophyticus 0.8-1.6 1.6-3.15 NM
Streptococcus pyogenes 1.6-3.15 3.15-6.25 NM
Nocardia asteroides 1.6-3.15 3.15-6.25 NM

Gram-negative bacteria
Agrobacterium tumefaciens ND ND
Alcaligenes faecalis =100 NM
Escherichia coli 1106 0.8-1.6 6-15
Escherichia coli D22 0.4-0.8 6-15
Escherichia coli D31 0.8-1.6 3-6
Escherichia coli SBS363 0.4-0.8 NM
Erwinia carolovora carolovora 3.15-6.25 ND
Enterobacter cloacae B12 3.15-6.25 ; ND
Klebsiella pneumoniae 3.15-6.25 6.25-125 ND
Pseudomonas aeruginosa 1.6-3.15 1.6-3.15 NM
Salmonella thyphinurium 0.8-1.6 0.5-1.6 3-6
Serralia marcescens  Db11 ND ND ND
Xhantomonas campestris 3.15-6.25 6.25-125 ND

pv. orizae

Fungi
Alternaria brassicola 0.4-0.8 0.4-0.8 a6
Aspergillus fumigatus 1.6-3.15 1.6-3.15 25-50
Beauveria bassiana 12.5-25 25-50 NM
Fusarium culmorum 0.4-0.8 0.4-0.8 3-6
Fusarium oxysporum 0.4-0.8 0.5-1.6 6-12
Neurospora crassa 0.4-0.8 0.4-0.8 B-12
Neetria haematococea 0.2-0.4 0.2-0.4 6-12
Tricoderma viridae 0.4-0.8 0.4-0.8 6-12
Tricophvton mentagrophytes 0.8-1.6 0.5-1.6 NM

Yeasts
Candida albicans 0.15-0.3 0.15-0.3 1.6-3.15
Candida glabrata 12.5-25  12.5-25 NM
Candida tropicalis 3.15-6.25 NM NM
Cryptococeus neoformans 0.8-1.6 NM NM
Saccharomyees cerevisiae 1.6-3.15 1.6-3.15 NM

“ ND means not detected in the range of the concentrations tested up
to 100 uM (gomesin) and 50 uM (androcronin).
® NM means not measured.
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CAPITULO I1: INFLUENCIA DO MEIO DE CULTURA E DO TIPO DE
VEDA(;AO DOS TUBOS NA REGENERA(;AO IN VITRO DE Solanum
tuberosum L. cv. ATLANTIC
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1 RESUMO

REZENDE, Rodrigo Kelson Silva. Influéncia do meio de cultura e do tipo de
vedacdo dos tubos na regeneracdo in vitro de Solanum tuberosum L. cv.
Atlantic. In: . Organogénese in vitro de batata (Solanum tuberosum
L.) cultivar Atlantic visando transformacdo genética. 2008, p.31-46. Tese
(Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.”

O estabelecimento de um protocolo eficiente de micropropagacéo € uma pratica
inicial de fundamental importancia em sistemas de transformacao genética. Isto
se deve ao fato de que ¢é desejavel a obtencdo de plantulas morfologicamente
normais, com parte aérea e raizes bem desenvolvidas. Estas servirdo como
plantas matrizes para futuros experimentos envolvendo organogénese e
transformacéo genética. O objetivo da realizacdo deste trabalho foi o de avaliar a
influéncia do tipo de meio de cultura e do tipo de vedagdo dos tubos no cultivo
in vitro de batata. Segmentos nodais de batata contendo uma gema axilar foram
inoculados em meios de cultura WPM e MS e os tubos foram vedados com
cinco tipos diferentes de tampas. Os maiores valores obtidos para nimero de
brotos, comprimento de brotos, nimero de n6s e nimero de raizes foram 1,7
brotos; 5,2 cm; 2,7 nds e 3,4 raizes, respectivamente. O tipo de vedagdo do tubo
teve influéncia no cultivo in vitro. A vedacao por tampa plastica associada com
filme de PVC promoveu os maiores valores para nimero de brotos,
comprimento de brotos, nimero de n6s e nimero de raizes. O tipo de meio de
cultura teve efeito na regeneracdo in vitro de batata somente para a varidvel
comprimento de brotos. Frascos contendo meio de cultura WPM, vedados com
tampa pléstica associada com filme de PVC, propiciou a formacdo de brotos
com maior comprimento, sendo ideal para micropropagacdo de batata cv.
Atlantic.

“ Comité Orientador: Dr. Moacir Pasqual — UFLA (Orientador), Dr. Luciano Vilela
Paiva (Co-Orientador) — UFLA.
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2 ABSTRACT

REZENDE, Rodrigo Kelson Silva. Influence of culture medium and type of
vessels seal in the in vitro regeneration of Solanum tuberosum L. cv. Atlantic.
In: . Invitro organogenesis of potato (Solanum tuberosum L.) cultivar
Atlantic for the genetic transformation. 2008. p.31-46. Thesis (Doctor
Program in Agronomy/Plant Physiology) — Federal University of Lavras,
Lavras, MG.”

The establishment of an efficient protocol of micropropagation is an initial step
for genetic transformation. This is due to the fact that it is desirable the obtaining
of morphological normal seedlings, with aerial part and roots well developed.
These will serve as donor plants for futures experiments involving
organogenesis and genetic transformation. The objective of the present work
was to evaluate the influence of the type of culture mediums and of the type of
vessels seal in the in vitro potato cultivation. Potato shoots segments containing
an axillary bud was inoculated in WPM and MS medium and the vessels were
prohibited with five types different from caps. The highest values obtained for
number of shoots, length of shoots, number of buds and number of roots were
1,7 shoots; 5,2 cm; 2,7 buds and 3,4 roots, respectively. The type of vessels seal
had influence in the in vitro cultivation. The plastic cap associated with PVC
film promoted the largest values for number of shoots, length of shoots, number
of buds and number of roots. The type of culture medium had effect in the potato
in vitro regeneration, only for the variable length of shoots. Vessels containing
WPM culture medium containing plastic cap associated with PVC film,
promoted the formation of larger length shoots, being ideal for micropropagation
of potato cv. Atlantic.

* Guidance Committee: Dr. Moacir Pasqual — UFLA (Adviser), Dr. Luciano Vilela Paiva
(Co-Adviser) — UFLA.
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3 INTRODUCAO

A batateira (Solanum tuberosum L.), pertencente & familia boténica
Solanaceae, ocupa a quarta posicdo entre as principais culturas produzidas
mundialmente, sendo superada apenas pelo trigo, arroz e milho. A cultura
apresenta maior destaque nas regides Sul (PR, SC e RS) e Sudeste (SP e MG),
em virtude, principalmente, das condi¢Ges edafoclimaticas mais propicias para
seu desenvolvimento (Camargo Filho, 2001).

A técnica de cultivar tecidos de plantas in vitro tem servido como
ferramenta em diversas areas da agricultura, principalmente para a batata, nas
quais é utilizada na obtencdo e na multiplicacdo de clones isentos de patdgenos,
com atencgdo especial as viroses. A micropropagacdo vem sendo amplamente
utilizada, especialmente na producdo de material propagativo com elevada
qualidade fitossanitaria (Assis, 1999).

Na etapa de multiplicagdo in vitro, a capacidade de os explantes
sobreviverem, desenvolverem e se multiplicarem é conseqiéncia de varios
fatores, como o genético, o estado fisioldgico e as concentragdes enddgenas de
hormdnios nos explantes e as condigdes ambientais de cultivo. Além disso, 0
uso de um meio de cultura apropriado para cada fase do cultivo é condicdo
basica, devendo estes meios proporcionar 0s nutrientes necessarios ao
metabolismo das células vegetais em cultivo para o crescimento e a
diferenciacdo dos tecidos (Kozay et al., 1997).

As vedacgdes convencionais utilizadas nos recipientes, sob 0s quais as
plantas crescem, para prevenir a contaminacdo por microrganismos, retardar a
dessecacdo dos tecidos e a evaporacdo da agua do meio de cultura, podem
restringir a troca de gases entre 0 recipiente e a atmosfera externa. A

consequiéncia desse confinamento sdo condigfes ambientais peculiares,
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caracterizadas por alta umidade relativa, baixa disponibilidade de CO, e grande
flutuacdo diurna na sua concentracdo, além de acumulo de etileno e outras
substancias toxicas (Zobayed et al., 1999).

Em adicdo, nos sistemas classicos de micropropagacdo utilizados em
laboratérios comerciais, os explantes e as plantas sdo cultivados sob baixos
niveis de irradiancia (15-75umol m? s™) e altas concentragdes de sacarose no
meio de cultura (30-30 g L) (Kitaya et al., 1995; Kodym & Zapata-Arias,
1998).

Sob essas condigdes ambientais, a fotossintese, a transpiracdo e a
absorcdo de &gua e de nutrientes sdo inibidas e a respiragdo no escuro elevada,
resultando em pobre crescimento das brotacfes e de plantas durante o cultivo in
vitro e em marcantes desordens morfoldgicas e fisiologicas em ambito celular,
de tecidos e de o6rgdos (Chenevard et al., 1997). Essas alteracOes reduzem a
capacidade de sobrevivéncia e de crescimento das plantas micropropagadas no
ambiente natural porque diminuem sua habilidade de suprir a necessidade de
energia e de carbono por meio da fotossintese e de controlar eficientemente os
processos de perda e de absor¢do de &gua, mantendo um favoravel balango
hidrico (Zobayed et al., 1999).

O estabelecimento de um protocolo eficiente de micropropagagao é uma
pratica inicial de fundamental importdncia em sistemas de transformacédo
genética. Isto se deve ao fato de ser desejavel a obtencdo de plantulas
morfologicamente normais, com parte aérea e raizes bem desenvolvidas. Estas
servirdo como plantas matrizes para futuros experimentos envolvendo
organogénese e transformagdo genética.

Neste trabalho, objetivou-se avaliar a influéncia do meio de cultura e do
tipo de vedagdo do tubo de ensaio na regeneracdo in vitro de batata (Solanum

tuberosum L.) cv. Atlantic.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio Central de Biologia
Molecular (LCBM-UFLA), em parceria com o Laboratorio de Cultura de
Tecidos de Plantas, do setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

4.1 Material vegetal

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se plantas de batata
(Solanum tuberosum L.) cv. Atlantic, cedidas pela empresa Multiplanta

Tecnologia Vegetal, localizada no municipio de Andradas, MG.

O aspecto das plantas de batata cv. Atlantic, cultivadas in vitro, é

mostrado na Figura 1.

4.2 Regeneracéo in vitro de batata cv. Atlantic

Segmentos nodais de batata, com aproximadamente 1,0cm de
comprimento e contendo uma gema axilar, foram excisados de plantas matrizes
em camara de fluxo laminar horizontal, com auxilio de lamina de bisturi.
Posteriormente, estes explantes foram inoculados em meio de cultura WPM
(Lloyd & McCown, 1980) e MS (Murashige & Skoog, 1962), ambos
solidificados com 6 g L™ de 4gar (Sigma®) e suplementados com 30 g L™ de
sacarose (Sigma®). O pH foi ajustado para 5,8+0,1, antes da autoclavagem a
temperatura de 121°C e a pressdo de 1,05 kg.cm?, durante 20 minutos. Logo

apos a inoculagdo de cada tubo, procedeu-se a vedacao, utilizando-se cinco tipos
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FIGURA 1 Cultivo in vitro de batata (Solanum tuberosum L.) cv.
Atlantic. UFLA, Lavras - MG, 2008.

diferentes de tampas, sendo estas: algodéo, rolha, rolha + filme de PVC, tampa
de pléastico e tampa de plastico + filme de PVC. Em seguida, os explantes foram
transferidos para sala de crescimento com temperatura de 25+2°C, fotoperiodo
de 16 horas e irradiagdo de f6tons de 43 umol m?s™.

A avaliacdo foi realizada 25 dias apds a inoculacdo, observando-se o
ndmero de brotos, o comprimento de brotos, o0 nimero de nés e 0 numero de
raizes.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema
fatorial 2 X 5 (dois tipos de meio de cultura e cinco tipos de vedacdo dos tubos
de ensaio), com cinco repeti¢des por tratamento, sendo cada repeticdo formada
por dois tubos. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa Sisvar®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito do tipo de vedacdo do tubo foi significativo em todas as
variaveis analisadas: nimero de brotos, comprimento de brotos, nimero de nos e
namero de raizes para 0 meio WPM (representado nos gréficos pelas letras ‘A’ e
‘a’).

Para 0 meio MS, o efeito do tipo de vedagdo do tubo s6 ndo foi
significativo para a varidvel nimero de brotos (representado nos gréficos pelas
letras ‘B’ e ‘b’).

Com relacdo ao namero de brotos, 0 méximo valor obtido foi de 1,7
broto por segmento nodal inoculado em meioc WPM e vedado com tampa

plastica + filme de PVC (Figura 1).

B WPM
OMS

NuUmero de brotos

Algodéo Rolha Rolha + Tampa Tampa +
PVvC PVC

Vedacao do tubo

FIGURA 1 NUmero médio de brotos obtidos a partir de segmentos nodais de
batata cv. Atlantic, cultivados em meio WPM ou MS em funcdo
de diferentes formas de vedagdo do tubo. UFLA, Lavras, MG,
2008.
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Estes resultados sugerem que houve somente regeneracdo da gema
contida no segmento nodal, sem a indugdo de multiplas brotagdes.

Para comprimento de brotos, a maior média (5,2 cm) foi alcangada em
WPM com vedacédo utilizando algodao, que nédo diferiu significativamente da
vedacdo por rolha e tampa plastica + PVC (Figura 2). Quando a vedacdo dos
tubos foi feita com tampa plastica + PVC, a utilizacdo do meio WPM teve efeito
significativo em relagdo ao meio MS, gerando brotos de 4,9 e 14cm,
respectivamente. Comparando-se os meios WPM e MS, verificou-se que a
influéncia do tipo de meio de cultura foi significativa (representado por *)

somente para a variavel comprimento de brotos - Tampa + PVC (Figura 2).
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Algodéo Rolha Rolha + Tampa Tampa +
PVC PVC

Vedacéo do tubo

FIGURA 2 Comprimento médio de brotos obtidos a partir de segmentos
nodais de batata cv. Atlantic, cultivados em meio WPM ou MS,
em funcdo de diferentes formas de vedacdo do tubo. (*) Indica
que o tipo do meio de cultura foi significativo somente para a
variavel tampa + PVC. UFLA, Lavras, MG, 2008.
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A vedac&o por rolha e tampa pléstica + filme de PVVC também promoveu
0s maiores valores para 0 nimero de nds, com média maxima de 2,7 n6s por
explante (Figura 3).

Com relacdo ao numero de raizes por explante, os melhores resultados
foram obtidos com a utilizacdo de meio WPM com vedacdo com algodéo, rolha
e tampa + filme de PVC, ndo havendo diferencas estatisticas entre esses
tratamentos. Estes resultados foram significativamente superiores aos obtidos

com a utilizacdo de rolha + PVC na vedacéo dos tubos (Figura 4).
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PVC PVC
Vedacao do tubo

FIGURA 3 NUmero médio de no6s obtidos a partir de segmentos nodais de
batata cv. Atlantic, cultivados em meio WPM ou MS em funcdo
de diferentes formas de vedagéo do tubo. UFLA, Lavras, MG,
2008.
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FIGURA 4 NUmero médio de raizes obtidas a partir de segmentos nodais de
batata cv. Atlantic, cultivados em meio WPM ou MS, em funcdo
de diferentes formas de vedagdo do tubo. UFLA, Lavras, MG,
2008.

Estes resultados diferem dos obtidos por Sha et al. (1985) que
mencionam que, em cultura de batata, frascos vedados com parafilme (filme
parafinado impermeéavel a 4gua) mostraram maior incidéncia de necrose apical.
Segundo os mesmos autores, a vedacgdo total do frasco de cultura pode também
acarretar acimulo de alguns metabdlitos liberados pela cultura, os quais, ao se
complexarem com o célcio, tornam este nutriente indisponivel, intensificando os
sintomas de deficiéncia.

Santana (2003) verificou que a vedacdo com tampa de algoddo constitui
um sistema excelente para o crescimento de brota¢fes in vitro de Annona
glabra, obtendo-se brotagbes com 2,0 cm de comprimento.

Souza et al. (2007), trabalhando com enraizamento in vitro do porta-

enxerto de macieira M9, constataram que a vedagdo dos frascos com algodéo

41



promoveu maior nimero médio de raizes e porcentagem de enraizamento em
meio de cultivo.

J& Carvalho et al. (1995), estudando a influéncia do tipo de tampa no
crescimento e no desenvolvimento de batata-doce, notaram que houve diferenca
no peso da matéria fresca e seca da plantula.

Do ponto de vista da micropropagacdo, é desejavel a obtengdo de
plantulas de batata morfologicamente normais (com raiz e parte aérea) e que,
particularmente, apresentem maior nimero de brotos, nds e maior comprimento
de brotos. Essas plantulas ddo origem a um maior nimero de segmentos nodais
(com gema axilar) e internodais (sem gema axilar), podendo ser utilizados como

propagulos em larga escala, tanto para organogénese direta quanto indireta.
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6 CONCLUSOES

O tipo de vedacédo do tubo de ensaio influencia o cultivo in vitro.

A vedacdo por tampa pléstica associada com filme de PVC promove 0s
maiores valores para nimero de brotos, comprimento de brotos, nimero de nés e
namero de raizes.

O tipo de meio de cultura tem efeito na regeneracéo in vitro de batata
somente para a variavel comprimento de brotos (frascos vedados com tampa +
PVC).

Frascos contendo meio de cultura WPM, vedados com tampa plastica
associada com filme de PVC, propiciam a formacdo de brotos com maior

comprimento, sendo ideal para repicagem de batata cv. Atlantic.
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CAPITULO I1l: ORGANOGENESE IN VITRO VISANDO
TRANSFORMAGCAO GENETICA DE BATATA (Solanum tuberosum L.)
cv. ATLANTIC VIA Agrobacterium tumefaciens
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1 RESUMO

REZENDE, Rodrigo Kelson Silva. Organogénese in vitro visando a
transformacdo genética de batata (Solanum tuberosum L.) cv. Atlantic via
Agrobacterium tumefaciens. In: . Organogénese in vitro de batata
(Solanum tuberosum L.) cultivar Atlantic visando transformacao genética.
2008. p. 46-75. Tese (Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.”

Este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar um protocolo eficiente
para a transformacdo genética de batata cv. Atlantic. Plantulas foram
micropropagadas em frascos, contendo meio WPM, vedados com tampa pléstica
associada a filme de PVC. Testou-se qual o tipo de explante é ideal para a
organogénese in vitro de batata inoculando-se segmentos internodais e foliares
em meio WPM contendo 30g L? de sacarose, pH ajustado em 5,8+0,1 e
geleificado com 6g L™ de &gar, suplementado com diferentes tipos e
concentracoes de reguladores de crescimento (ANA e ZEA) combinados
aleatoriamente. As variaveis analisadas foram as porcentagens de formacdo de
calos, raizes e brotos. Segmentos internodais de batata cv. Atlantic apresentaram
melhor capacidade organogenética que explantes foliares. O melhor meio para
inducéo de brotos (MIB) é constituido por meio WPM + 1,0 mg L™ de ANA +
5,0 mg L™ de ZEA. Posteriormente, segmentos internodais foram co-cultivados
no escuro em meio WPM liquido contendo A. tumefaciens, durante 48 horas. Os
explantes foram lavados com agua estéril e carbenicilina — Cb (500 mg L™),
sendo secos em papel de filtro estéril. Os explantes foram inoculados em meio
de inducdo de brotos (MIB), acrescidos de Cb (0, 100, 250, 500 mg L™), sendo
incubados por um periodo de 30 a 60 dias. Avaliou-se a porcentagem do nimero
de segmentos internodais que deram origem a brotacdes. As brotagGes foram
transferidas para o meio de alongamento de brotos — WPM + Cb (0, 100, 250,
500 mg L™), incubados por mais 30 dias. As variaveis analisadas foram: altura
de plantas, nimero de brotos e comprimento de raizes. O maior indice de
segmentos internodais com brotos (72%) ocorreu aos 60 dias em cultura,
utilizando-se o meio contendo 250 mg L™ de Ch. Concentragdes crescentes de
carbenicilina (100, 250 e 500 mg L™), adicionadas ao meio de alongamento de
brotos, promovem diminui¢do na altura de plantas, no nimero de nds e no
comprimento radicular. Ap6s o co-cultivo de segmentos internodais, estas
concentragdes ndo sdo eficientes na eliminacdo de A. tumefaciens. Foi possivel
estabelecer um protocolo de organogénese in vitro de batata cv. Atlantic a partir
de segmentos internodais ndo co-cultivados.

* Comité Orientador: Dr. Moacir Pasqual— UFLA (Orientador), Dr. Luciano Vilela Paiva
(Co-Orientador) — UFLA.
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2 ABSTRACT

REZENDE, Rodrigo Kelson Silva. In vitro organogenesis of potato (Solanum
tuberosum L.) cv. Atlantic for the genetic transformation using Agrobacterium
tumefaciens. In: . In vitro organogenesis of potato (Solanum
tuberosum L.) cultivar Atlantic for the genetic transformation. 2008. p. 46-
75. Thesis (Doctor Program in Agronomy/Plant Physiology) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG.”

This work aimed to establish an efficient protocol for the genetic transformation
of potato cv. Atlantic. Seedlings were micropropagated in vessels containing
WPM medium containing plastic cap and PVC film. It was tested which the
ideal type of explant for the potato in vitro organogenesis being inoculated
shoots and leaf segments in WPM medium containing 30g “* of sucrose, pH
adjusted in 5,8 + 0,1 and solidified with 6g L™ of agar, supplied with different
types and diverse combinations of growth regulators (NAA and ZEA) combined
at random. The analyzed variables were: % of formation of calluses, roots and
shoots. Shoots segments of potato cv. Atlantic presented better organogenesis
capacity than leaf explants. The best medium for induction of shoots (MIB) it is
constituted for WPM medium + 1,0 mg L™ of NAA + 5,0 mg L™ of ZEA. In the
next step, shoots segments were co-cultivated in the darkness in WPM liquid
medium containing A. tumefaciens during 48h. The explants were washed with
sterile water and carbenicilin - Cb (500 mg L™), being dried in sterile filter
paper. The explants were inoculated in medium of induction of shoots (MIB)
added of Cb (0, 100, 250, 500 mg L) being incubated by a period from 30 to 60
days. There was evaluated % of the number of shoots segments that originate
shoots. Shoots were transferred for the elongation shoots medium - WPM + Cb
(0, 100, 250, 500 mg L™), incubated for more 30 days. The analyzed variables
were: height of plants, number of shoots and length of roots. The largest index
of shoots segments with shoots (72%) it happened to the 60 days in culture,
being the medium containing 250 mg L™ of Cb. Growing concentrations of
carbenicilin (100, 250 and 500 mg L™) added to the enlarge shoots medium
promote a decrease in the height of plants, number of shoots and length roots.
After the co-cultivation of shoots segments these concentrations are not efficient
in the elimination of A. tumefaciens. It was possible to establish a protocol of in
vitro organogenesis of potato cv. Atlantic starting from shoots segments not co-
cultivated.

* Guidance Committee: Dr. Moacir Pasqual — UFLA (Adviser), Dr. Luciano Vilela Paiva
(Co-Adviser) — UFLA.
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3 INTRODUCAO

A cultura de tecidos de plantas vem sendo aplicada como alternativa
importante e essencial para o estabelecimento de protocolos que visam a
transformacédo genética de diversas espécies, incluindo a batata.

Para se obter uma planta contendo um gene exd6geno, é necessario
regenerar plantas a partir de células transformadas. Para tanto, um protocolo de
regeneracdo dever ser estabelecido para o particular gendtipo de interesse
(Visser, 1991).

Contudo, os resultados sdo, muitas vezes, divergentes e, nem sempre, é
possivel a reproducdo dos mesmos porque a cultura de tecidos, como técnica de
propagacao vegetativa, necessita ser adaptada as necessidades de cada espécie e
cultivar. Isso porque estas diferem entre si, podendo apresentar resultados
diferentes sob as mesmas condi¢des de cultivo, o que indica que, provavelmente,
a regulacdo fisiologica do processo de regeneragdo é cultivar dependente
(Pereira & Fortes, 2003).

Uma das possiveis causas nas diferencas de resultados obtidos, além da
diferenca genética entre as cultivares, para variaveis como capacidade de
regeneracao e multiplicacdo das espécies in vitro, pode ser o tipo de explante
utilizado (Pierik, 1990).

A determinacdo do meio de cultura a ser utilizado, o tipo e a
concentragdo de fitorménios e de antibidticos, o tipo e o tamanho de explantes,
as condicdes e o tempo de cultivo in vitro destacam-se como fatores de grande
relevancia para um protocolo de transformacao genética de plantas.

Dessa maneira, objetivou-se estabelecer um protocolo eficiente para a

transformacédo genética de batata cultivar Atlantic.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio Central de Biologia
Molecular (LCBM-UFLA), em parceria com o Laboratério de Cultura de
Tecidos de Plantas, do setor de Fisiologia Vegetal, no Departamento de

Biologia, da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.
4.1 Material botanico

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se plantas de batata
(Solanum tuberosum L.) cv. Atlantic, oriundas do cultivo in vitro de meristemas,
cedidas pela empresa Multiplanta Tecnologia Vegetal, localizada em Andradas,
MG.

4.1.1 Plantas doadoras de explantes

As plantas de batata cv. Atlantic, oriundas da cultura de meristemas,
foram repicadas a partir de segmentos nodais contendo gemas apicais ou
axilares. Utilizaram-se frascos de 250mL, contendo 40mL de meio de cultura
WPM (Lloyd & McCown, 1980), sem suplementagcdo hormonal, contendo 30g
L™ de sacarose (Sigma®), pH ajustado em 5,8+0,1 e geleificado com 6g L™ de
4gar (Sigma®). Cada frasco continha 5 explantes e foi vedado com tampa
plastica associada com filme de PVC, e foi mantido em sala de crescimento com
temperatura de 23°C+1°C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de fétons de

43umol m? s™.
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4.1.2 Tipo de explantes

Foram utilizados como explantes segmentos internodais (sem gemas
laterais) medindo 0,7-0,8cm de comprimento e também explantes foliares de
0,8-1,0cm’ contendo a nervura central, oriundos de plantas pré-estabelecidas in
vitro, com 3-4 semanas de idade (Figura 1). Os explantes foram excisados em
placas de Petri, com auxilio de lamina de bisturi e pinga, devidamente

esterilizadas.

FIGURA 1  Aspectos dos explantes obtidos de plantas de batata cv. Atlantic
cultivadas in vitro. A — segmentos internodais; B — explantes
foliares. UFLA, Lavras, MG, 2008.

4.2 Meios de cultura

Para regenerar brotos em segmentos internodais e explantes foliares de
batata cv. Atlantic utilizou-se o meio de cultura WPM (Lloyd & McCown,
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1980) contendo 30g L™ de sacarose (Sigma®), pH ajustado em 5,8+0,1 e
geleificado com 6g L™ de &gar (Sigma®), suplementado com diferentes tipos e
concentragdes de reguladores de crescimento (acido naftaleno-acético - ANA,
acido indol-3-acético - AIA e zeatina ribosideo, ZEA) combinados
aleatoriamente, resultando em diferentes tratamentos, conforme mostrado na
Tabela 1. Cada tratamento consistiu de 3 repeticdes (placas), com 10 explantes
cada.

A esterilizagdo dos meios de cultura foi feita em autoclave, a
temperatura de 121°C e presséo de 1,05 kg.cm™, durante 20 minutos.

A ZEA foi filtro-esterilizada em camara de fluxo laminar, com auxilio
de seringa descartavel e filtro Millipore® (0,22 pm de didmetro) e adicionada ao
meio de cultura (temperatura proxima de 50°C), apds o processo de
autoclavagem do mesmo.

Apo6s a inoculacdo dos explantes, incubaram-se as placas, durante 30
dias, em sala de crescimento, com temperatura de 23°C+1°C, fotoperiodo de 16
horas e irradidncia de fotons de 43pmol m? s™. As variaveis estudadas, apos 30
dias, foram: porcentagem de formagdo de calos, porcentagem de formacéo de

raizes e porcentagem de formacéao de brotos.

TABELA 1. Tratamentos obtidos por meio da interacdo entre diferentes
concentracoes de ANA, AlA e ZEA. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Tratamento ANA(mgL") AIA(mgL") ZEA(mgL™

T1 0 0 0
T2 0,1 0 0,1
T3 0,1 0 1,0
T4 0,1 0 50
TS5 1,0 0 0,1
T6 1,0 0 1,0
T7 1,0 0 5,0
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Tabela 1. Cont.

T8 0 0,1 0,1
T9 0 0,1 1,0
T10 0 0,1 5,0
T11 0 1,0 0,1
T12 0 1,0 1,0
T13 0 1,0 5,0

4.3. Doses do antibidtico carbenicilina sobre a taxa de regeneracdo de

brotos e plantulas normais

Este experimento foi realizado com o objetivo de testar a influéncia da
suplementacdo do antibidtico carbenicilina (Cb) ao melhor meio de indugdo de
brotos (MIB), obtido no experimento anterior (T7), sobre a taxa de regeneracao
direta e, posteriormente, verificar o comportamento destas brotagdes na
regeneracao de plantulas normais.

Utilizaram-se segmentos internodais obtidos das plantas doadoras, os
quais foram cultivados em meio WPM contendo 30g L™ de sacarose (Sigma®),
pH ajustado em 5,8%0,1 e geleificado com 6g L™ de &gar (Sigma®),
suplementado com 1,0 mg L™ de ANA + 5,0 mg L™ de ZEA, e Cb (0, 100, 250,
500 mg L™). Foram colocados 10 explantes por placa de Petri contendo 30 mL
de meio de cultura, com cinco repeticbes por tratamento. Os explantes
permaneceram incubados, durante 30 dias, em sala de crescimento, sob as
condigdes ja descritas no item anterior.

Apos este periodo, os segmentos internodais foram transferidos para
frascos de vidro (com capacidade de 250 mL) contendo 40mL do meio MIB
suplementado com Cb (0, 100, 250, 500 mg L™), nos quais permaneceram por

mais 30 dias. Ap6s 60 dias em cultura, todos os explantes foram
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individualmente observados e, com auxilio de estereomicroscopio, efetuou-se a
contagem (%) do numero de segmentos internodais que deram origem a

brotacdes.

A partir dessas brotagdes, excisaram-se segmentos nodais de 0,8-1,0cm
de comprimento, apresentando uma Unica gema axilar. Estes foram inoculados
em tubo de ensaio, contendo o meio WPM sélido, acrescido de 30 g L? de
sacarose e suplementado com Cb (0, 100, 250, 500 mg L™). Utilizou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado. Cada tratamento foi

repetido 12 vezes, cultivando-se apenas 1 explante/tubo de ensaio.

Os tubos foram incubados em sala de crescimento sob condi¢Ges
controladas de luminosidade, temperatura e fotoperiodo. Ap6s periodo de 30
dias, as plantas crescidas a partir de gemas axilares foram observadas quanto a
altura, ao numero de ndés e ao comprimento de raizes, sendo os dados
submetidos a anélise de variancia, com a realizacdo do teste de F, utilizando-se o
software Sisvar®. Em caso de observacdo de diferencas significativas,

efetuaram-se andlises de regressao.

4.4 Transformagdo genética de batata cv. Atlantic por Agrobacterium
tumefaciens

4.4.1 Condigdes de crescimento das plantas micropropagadas

Para os experimentos de transformacéo, os segmentos internodais foram
obtidos de plantas doadoras, multiplicadas somente a partir de gemas apicais,
pelo fato de elas apresentarem elevado potencial de desenvolvimento in vitro. As
plantas foram mantidas por 3-4 semanas em frasco de vidro, contendo meio

WPM, vedados com tampa pléstica + PVC e incubados nas condicdes j& citadas.

54



4.4.2 Cepa de bactéria e vetor

A cepa desarmada de Agrobacterium tumefaciens EHA 105,
transformada com o vetor pCG1X, que contém o gene da gomesina sob o
controle do promotor 35S CaMv duplicado, que foi usada nos ensaios de
transformacdo, foi cedida pelo Centro Nacional de Pesquisa de Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), da Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuaria (Embrapa), Brasilia, DF.

Este vetor contém entre as fronteiras do T-DNA, o gene que codifica
para o0 peptideo antimicrobiano gomesina sob o controle do promotor 35S
CaMV duplicado (Figura 2).

55



Psil
Sphl

|| CaMV d35S

CaMV 355 promoter

Gus first exon

N’co I{1)

Gus second exon

Mhe 1{2014)
Histidine tag
Bst EII (2050)

Xha 1(9995)

& Nos poly-A
ro cin (R){
e : -' y T-Border {right)
Sph 1(2455)
Xho 1(3901)
CaMV355 polyA .,
T-Border (left)
Sac 11 (8383) S
"""" p¥S1 sta

pBR322 ori
pBR322Z bom Nhe 1(5458)

pY¥S1 rep
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Culturas de EHA 105 foram crescidas em meio LB (Miller, 1972), pH
ajustado para 7,5 e geleificado com 1,6% de &gar, contendo antibidticos
apropriados: rifampicina (Rf) e canamicina (Kan), ambos em concentracdo de
100 mg L™, a 28°C, durante 48 horas.

Posteriormente, 2-3 coldnias da cultura anterior foram repicadas em
Erlenmeyers (capacidade 50 mL), contendo 15 mL do mesmo meio, liquido e
suplementado com Rf e Kan (100 mg L™), e cultivadas sob agitacio de 80 rpm,

no escuro, a 28°C, durante 48 horas.

4.4.3 Co-cultivo

Utilizou-se 0 método de co-cultivo em meio liquido descrito por Trinca
et al. (1991), com algumas modificaces.

Segmentos internodais de batata cv. Atlantic foram excisados de plantas
crescidas in vitro, de acordo com o item 4.4.1, sendo imersos numa diluicéo 10t
da cultura da bactéria em meio WPM liquido. Foram co-cultivados 30
segmentos internodais por placa de Petri, com células de A. tumefaciens EHA-
105 (0.D.600,, = 1,0), por 48 horas, em placas vedadas com parafilme, a
28+1°C, no escuro, sob agitacdo de 80 rpm.

Apos a co-cultivagdo, os segmentos internodais foram lavados por trés
vezes em &gua estéril, durante cinco minutos, tendo, na ultima lavagem, sido
adicionados 500 mg L™ de Cb. Em seguida, os explantes foram secos em papel
de filtro estéril, para remover 0 excesso de bactéria, e inoculados em placas de
Petri contendo meio de cultura para a inducdo de brotos, suplementado com
carbenicilina (0,100, 250 e 500mg L™), para eliminar a Agrobacterium do meio
de cultura. Explantes controles foram submetidos ao mesmo procedimento,

entretanto, sem adicionar bactéria.
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As placas foram incubadas, por 30 dias, em sala de crescimento sob
condigdes controladas de luminosidade, temperatura e fotoperiodo, descritas
anteriormente. Avaliou-se a eficiéncia da carbenicilina em eliminar a
Agrobacterium do meio de cultura, bem como a capacidade de formacdo e de

desenvolvimento de brotos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Inducéo de regeneragdo

Observou-se que a porcentagem de calos e de brotos formados variou de
acordo com a fonte de explante, bem como com o tratamento empregado (Figura
3, A e B). A utilizacdo de segmentos internodais possibilitou a formagéo de
calos e raizes em todos os tratamentos, exceto o controle (T1). As brotacoes
foram formadas nos tratamentos T2 a T7 (Figura 3A). O tratamento T7
apresentou o melhor resultado, pois proporcionou 100% de calogénese e a maior
formacdo de brotos (55%). Ndo houve formagdo de brotos no tratamento
controle (T1) e nos tratamentos em que se utilizou a combinacdo de AlA e ZEA
(T8aT13).

Quando se utilizaram explantes foliares, houve formagdo de calos e
raizes em todos os tratamentos (exceto T1 — controle), sem, no entanto, ocorrer a

formacéo de brotagdes (Figura 3B).
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2008.

FIGURA 3

60



Os aspectos qualitativos dos calos, brotos e raizes formados a partir de
segmentos internodais podem ser visualizados na Figura 4.

A percentagem de formacdo de calos em explantes foliares foi inferior
em todos os tratamentos, em comparacdo com a utilizacdo de segmentos
internodais. O tratamento T7 se mostrou mais eficiente para a formacao de calos
em explantes foliares. Grande parte dos explantes foliares sofreu oxidacdo,
possivelmente por ocasido do manuseio dos mesmos, originando calos de
aspecto amarronzado e sem a capacidade de formar brotos (Figura 5).

Os resultados mostram que segmentos internodais sdo explantes ideais
para a organogénese indireta (com formacdo de calos) em batata cv. Atlantic,
devendo-se utilizar o meio WPM suplementado com 1,0 mg L de ANA + 5,0
mg L™ de ZEA (T7).

Os detalhes da organogénese indireta a partir de segmentos internodais
de batata cv. Atlantic submetidos ao tratamento T7, o qual propiciou a obtencédo
de plantas morfologicamente normais, encontram-se na Figura 6.

De maneira geral, a suplementagdo do meio de cultura com diferentes
tipos e concentracdes de reguladores de crescimento tem influéncia direta no
processo de morfogénese in vitro (Grattapaglia & Machado, 1998).

Segundo Skoog & Miller (1957), niveis mais elevados de citocininas em
relacio aos de auxinas induzem a formacéo de brotos. Isso pode ser observado,
por exemplo, para o tratamento T7, no qual a concentracdo de ZEA (citocinina)
foi de 5,0mg L™ e a de ANA (auxina) foi de 1,0 mg L™

A morfogénese de calos nem sempre leva a formacdo de brotacdes
viaveis. Embora brotos e raizes possam ser emitidos, pode ndo ocorrer uma
conexdo vascular entre eles, o que é de extrema necessidade para a viabilizagdo
da plantula (Wetmore & Rier, 1963).
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FIGURA 4  Aspectos qualitativos da formagdo de calos, raizes e brotos em
segmentos internodais de batata cv. Atlantic. A — 15 dias e B —
30 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras, MG, 2008.

FIGURAS5  Aspectos qualitativos da formag&o de calos e raizes em explantes
foliares de batata cv. Atlantic. A — 15 dias e B — 30 dias de
cultivo in vitro. UFLA, Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 6  Organogénese indireta a partir de segmentos internodais de batata
cv. Atlantic submetidos ao tratamento T7 (1,0 mg L™ de ANA +
5,0 mg L™ de ZEA). A — 30 dias; B — 45 dias; C - 60 dias de
cultivo in vitro. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Wordragen & Dons (1992) ;Torres et al. (2000) verificaram que, na
regeneracdo de plantas de batata cultivares Baronesa e Macaca, 0s entrends
utilizados como explantes apresentaram nimero maior de brotagbes do que os
explantes foliares.

Os meios de cultura descritos para regenerar os diferentes explantes de
batata apresentam, basicamente, a composi¢cdo do meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) suplementado com combinagBes hormonais, principalmente
auxina e citocinina.

Campos (1995), trabalhando com batata cv. Baronesa, obteve 80% de

explantes com formacdo de calos e 46% de formacdo de brotos utilizando

63



diferentes meios de cultura, propostos por Trinca et al. (1991). As combinagdes
de ZEA de 1,0 a 3,0 mg L™ e AIA de 0,01 a 0,02 mg L™ ou de BAP —
benzilaminopurina (citocinina) de 2,0 a 30 mg L' e ANA - 4&cido
naftalenoacético (auxina) de 0,01 a 0,2 mg L™ produziram bons resultados na
regeneracao de plantas de batata cv. Baronesa.

Torres et al. (2003), baseado no protocolo de Trinca et al. (1991),
utilizaram o meio MS suplementado com 2,0 mg L™ de ZEA, 3,0 mg L™ de AIA
e 0,05 mg L™ de GA; (4cido giberélico) para as cultivares Baronesa e Macaca,
obtendo resultados semelhantes para as duas cultivares.

Gustafson et al. (2006), realizando experimentos com a cultivar
Shepody, utilizaram combinagdes de ANA nas concentracdes de 0; 0,1 e 1,0 mg
L' e ZEA nas concentracdes de 0; 0,1; 1,0; 5,0 mg L para 0 meio de indugéo
de calos. Para 0 meio de regeneracéo, utilizaram-se as mesmas concentracfes do
meio de inducao de calos acrescido de 1,0 mg L™ de ZEA.

Banerjee et al. (2006), em experimentos de transformacéo de batata via
Agrobacteriun tumefaciens, utilizaram, na composi¢do do meio de inducdo de
calos, 5,0 mg L de ANA e 0,1 mg L™ de BAP. Para 0 meio de regeneracao,
foram utilizados 2,2 mg L™ de ZEA, 0,02 mg L™ de ANA e 0,15 mg L™ de GA:.

Campos (2007), trabalhando com batata cv. Monalisa, obteve 100% de
formacdo de calos e brotos a partir de segmentos internodais, utilizando meio
MS suplementado com 0,05 mg L™ de ANA, 0,1 mg L™ de GAz e 3,0 mg L™ de
ZEA.

5.2 Efeito de diferentes concentragdes de carbenicilina sobre a taxa de

regeneracdo de brotos e desenvolvimento de plantulas normais

A carbenicilina é um antibiético que tem sido usado com freqiiéncia

para eliminar A. tumefaciens de células e tecidos vegetais apos o co-cultivo em
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experimentos de transformacdo. Mas, poucos s@o os relatos, na literatura, a
respeito dos eventuais efeitos do mesmo sobre as respostas in vitro das espécies
de plantas transformadas.

Pelos dados da Tabela 2 verifica-se que, aos 30 dias de cultivo, os
segmentos internodais tratados com antibiGticos (100, 250 e 500 mg L™
formaram menos brotos, quando comparados ao tratamento controle (MIB).

Observou-se também que, de 30 para 60 dias em cultura, houve um
incremento no percentual de regeneracdo de segmentos internodais. Supde-se
que um incremento de 30 dias no tempo de cultivo tenha favorecido a

diferenciacdo de um maior nimero de células em brotos.

TABELA 2 Percentagem de formacdo de brotos em segmentos internodais de
batata cv. Atlantic aos 30 e 60 dias, em funcéo de diferentes doses
de carbenicilina. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Ne total de segmentos %0 de formacéo de brotos

Meios de inducéo

internodais Aos 30 dias  Aos 60 dias
MIB 50 56 58
MIB + Cb (100 mg L) 50 38 66
MIB + Cb (250 mg L) 50 44 72
MIB + Cb (500 mg L) 50 36 60

O maior indice de segmentos internodais com brotos (72%) ocorreu aos
60 dias em cultura, utilizando-se o meio contendo 250 mg L™ de Ch.
O efeito de crescentes concentrac¢des de carbenicilina (0, 100, 250 e 500

mg L) sobre o desenvolvimento in vitro de plantulas normais de batata cv.
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Atlantic, a partir de gemas axilares, foi avaliado por meio das médias de altura
de plantulas (cm), nimero de brotos e comprimento der raizes (cm).

A anélise de regressdo polinomial para as variaveis altura de plantas,
namero de n6s formados e comprimento de raizes em relagdo as concentragdes
de Cb foi expressa por meio de regressdes lineares (Figura 7). Os resultados
ilustrados na Figura 7A indicam que a altura de plantas foi reduzida de acordo
com o aumento da concentragdo de Cb. Uma completa inibicdo do
desenvolvimento das pléntulas ndo foi observada em nenhuma das
concentracdes utilizadas. O coeficiente de determinagdo (R?) de 99% indica um
6timo ajuste do modelo aos dados observados.

Quanto as variaveis nimero de n6s formados e comprimento de raizes,
verificou-se que as analises de regressdo polinomial também expressaram um
elevado coeficiente de determinagdo (96%). Conforme a Figura 7B, o niUmero de
nos formados nas plantas foi decrescente em relagdo a concentragdo de Cb.

Verificou-se que o desenvolvimento de raizes foi afetado pela presenca
da carbenicilina no meio de cultura, obtendo-se comprimentos menores
aumentando-se a concentracdo de Cb (Figura 7C).

Os efeitos de diferentes concentragbes de carbenicilina sobre o
desenvolvimento de plantulas de batata cv. Atlantic oriundas do cultivo in vitro
sdo mostrados na Figura 8. O aspecto de uma plantula de batata
morfologicamente normal, evidenciando o comprimento radicular, pode ser visto

na Figura 9.
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FIGURA 7  Efeito de diferentes concentragdes de carbenicilina (0, 100, 250 e
500 mg L) sobre a altura de plantas (A), ndmero de nés
formados (B) e comprimento de raizes (C) da cv. Atlantic, ap6s
30 dias em cultura. UFLA, Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 8 Efeito de diferentes concentrages de carbenicilina, em meio

WPM, sobre o desenvolvimento de plantulas de batata cv.
Atlantic, ap6s 30 dias em cultura UFLA, Lavras, MG, 2008.
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FIGURA9  Aspecto de uma plantula morfologicamente normal de batata cv.

Atlantic, evidenciando o comprimento radicular apds 30 dias de

cultivo in vitro em meio WPM + 100 mg L™ de carbenicilina.
UFLA, Lavras, MG, 2008.
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Aparentemente, a adi¢cdo de carbenicilina ao meio de inducdo de brotos
potencializou a regeneracdo dos explantes ap6s 60 dias de cultivo.

Pollock et al. (1983), também observaram um incremento no
crescimento de colénias de cloroplastos de Nicotiana plumbaginifolia,
proporcionado pelas penicilinas, a ampicilina e a carbenicilina. Nesse sentido,
Nickell (1952), citado por Pollock et al. (1983), ja havia observado a habilidade
das penicilinas em agir como substancia reguladora do crescimento de plantas.

Campos (1995) encontrou respostas semelhantes quando da adigdo de
300 mg L™ de Cb ao meio de inducdo de brotos, obtendo, aproximadamente,
77% de formacdo de brotos, em segmentos internodais de batata cv. Baronesa,
ap6s 30 dias. Na ocasido, foram encontrados efeitos semelhantes para as
variaveis altura de plantas, nimero de nds e comprimento de raizes, tendo 0s
valores dessas varidveis diminuido com doses crescentes de antibidtico

suplementado ao meio para alongamento de brotos.

5.3 Transformacdo genética de batata cv. Atlantic por Agrobacterium

tumefaciens

N&o foi possivel a formacdo de brotos em segmentos internodais de
batata cv. Atlantic, co-cultivados com A. tumefaciens EHA 105, segundo
descricGes do item 4.4.3. Isso ocorreu devido ao fato de as dosagens de 100, 250
e 500 mg L™ de carbenicilina ndo terem sido eficientes para a eliminacio da
bactéria. O contato da bactéria com os explantes conferiu aos mesmos uma
coloracdo esbranquigada, contribuindo para a sua perda qualitativa.

Nos tratamentos controle também ndo foi possivel a formacéo de brotos
em segmentos internodais de batata.

Uma possivel explicacdo para estes resultados estd no vedamento das

placas com parafilme, durante o co-cultivo, o que pode ter dificultado as trocas
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gasosas, favorecendo o acimulo de etileno e ocasionando perdas qualitativas dos
explantes.

Campos (1995), em experimentos de transformacgdo genética, também
encontrou dificuldades na regeneracdo e na sobrevivéncia de explantes controles
de batata cv. Baronesa, 0s quais se apresentaram, muitas vezes, aclorofilados ou
oxidados. No entanto, foi obtido sucesso com explantes co-cultivados com LBA
4404/pBi-PVY. Uma possivel explicagdo para este fato é o fato de existir algum
fator relacionado com a presenca da bactéria influenciando essas respostas.
Segundo Alt-Moerbe et al. (1988), a trans-zeatina € secretada pela bactéria
durante 0 seu crescimento, cuja expressdo € constitutiva em pH neutro. Outra
explicagdo seria uma elevada interagdo entre A. tumefaciens LBA 4404/pBl-
PVY e este gendtipo, visto que a sobrevivéncia e a viabilidade dos explantes co-
cultivados ndo foram afetadas pela presenca da bactéria na concentracdo
utilizada.

Spychalla & Bevan (1993) regeneraram brotos diretamente a partir de
segmentos internodais transformados de batata cv. Desirée, sob meio de cultura
contendo 3,0 mg L™ de BAP + 0,01 mg L™ de ANA + 500 mg L™ de Cb + 100
mg L™ de Kan, porém, as brotacdes foram observadas somente aos 40 dias em
cultura.

Banerjee et al. (2006), em experimentos de transformacéo de batata (S.
tuberosum L. ssp. andigena), obtiveram sucesso na formacdo de brotacdes e
eliminaco de A. tumefaciens GV2260 do meio de cultura, utilizando 250 mg L™
do antibiético cefotaxima + 50 mg L™ de canamicina.

Para Gustafson et al. (2006), este sucesso foi obtido com a utilizagéo de
300 mg L™ de cefotaxima + 100 mg L™ de canamicina, em experimentos de
transformacéo com a cultivar Shepody.

Para o controle de bactérias no cultivo in vitro, normalmente, sdo

utilizadas substancias antibidticas que séo incorporadas ao meio de cultura ou
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usadas diretamente sobre os explantes contaminados (Salehi & Khosh-Khui,
1997).

Mesmo que se utilizem antibiéticos de amplo espectro, o controle
bacteriano na cultura de tecidos é problematico. Na maioria dos trabalhos in
vitro, a frequéncia de descontaminagdo ndo é total, pois os tecidos vegetais
podem interferir no controle por meio da destoxificacdo dessas substancias ou
servindo como habitat para os contaminantes que se translocam por seus tecidos.
E comum que as concentracdes de antibi6ticos devam ser elevadas quando estes
sdo adicionados ao meio nutritivo juntamente com o explante, no entanto, a
fitotoxicidade dessas substancias é fator limitante dessas concentragdes.

Uma das alternativas para se evitar o efeito toxico dos antibiéticos sobre
os explantes é reduzir ao maximo o tempo do tratamento (contato) dos explantes
com o agente antimicrobiano. No entanto, esta técnica, muitas vezes, causa
efeitos apenas bacteriostaticos, constituindo uma acdo paliativa frente ao
principal objetivo, que é a eliminagdo por completo do organismo contaminante.
Em virtude da fitotoxicidade e do alto custo do tratamento, os antibiéticos
devem ser utilizados apenas em contaminantes especificos das culturas, pois,
somente as bactérias que estiverem dentro do espectro de agdo de cada
antibidtico serdo controladas (Leifert & Woodward, 1998; Teng & Nicholson,
1997).

Nesse sentido, torna-se interessante testar outros antibiéticos e diferentes
concentracdes que possam vir a eliminar a A. tumefaciens do meio de cultura,
sem, no entanto, influenciar na organogénese in vitro. Esta determinacdo é um

ponto crucial para a continuidade desse sistema de transformagéo genética.
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6 CONCLUSOES

A eficiéncia da organogénese in vitro é influenciada pelo tipo de
explante e pelo tipo e concentracdo do regulador de crescimento utilizado.

Segmentos internodais de batata cv. Atlantic apresentam melhor
capacidade organogenética em relacdo aos explantes foliares.

Recomenda-se utilizar o meio WPM suplementado com 1,0 mg L™ de
ANA + 50 mg L™ de ZEA (meio MIB) para se obter brotagdes em segmentos
internodais de batata cv. Atlantic.

A carbenicilina adicionada ao meio MIB potencializa a formacdo de
brotos em segmentos internodais de batata cv. Atlantic, ap6s 60 dias.

Concentragdes crescentes de carbenicilina (100, 250 e 500 mg L™)
adicionadas ao meio de alongamento de brotos promovem uma diminuigdo na
altura de plantas, nimero de n6s e comprimento radicular.

Apos o co-cultivo de segmentos internodais, estas concentragdes ndo
foram eficientes na eliminacdo de A. tumefaciens.

Foi possivel estabelecer um protocolo de organogénese in vitro de batata

cv. Atlantic, a partir de segmentos internodais néo co-cultivados.
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