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RESUMO

Explantes de segmentos nodais de batata (Solanum tuberosum
L.) cultivar Achat provenientes da cultura in vitro foram transfor-
mados, via Agrobacterium tumefaciens, estirpe LBA4404, conten-
do o vetor binério pBI121 com os genes npt II € 0 gus-intron. A
regeneragdo de potenciais transformantes foi feita em meio seletivo
contendo 50 mg.L* de canamicina. Foram obtidas plantas expres-
sando resisténcia a canamicina e atividade da b-glucuronidase. Pela
andlise molecular nas plantas gus+, via PCR, constatou-se a ampli-
ficac@o dos genes npt II. A hibridizag&o por Southern blotting de-
monstrou a inser¢do de pelo menos uma cdpia do gene introduzido.
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ABSTRACT

Genetic transformation of potato cultivar Achat by
Agrobacterium tumefaciens.

Noda segment explants of potato (Solanum tuberosum L.) cv
Achat were excised from in vitro growing plants, and transformed
with Agrobacterium tumefaciens LBA4404 carrying the binary vector
pBI121 with npt II and gus-intron genes. The regeneration of putative
transformants was done in medium supplemented with 50 mg.L"* of
kanamycin. Putative transformants expressing kanamycin resistance
and b-glucuronidase activity were identified. PCR analysis of these
plants showed amplification of the npt II in gus* plants. Southern
blotting hybridization revealed the insertion of at least one copy of
the npt II gene.

Keywords: Solanum tuberosum, regeneration, transgenic plants.

transgénicas.
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O melhoramento genético tradicio-
nal da batata (Solanum tuberosum
L.) é lento e defronta-se com uma gama
de dificuldades. A espécie cultivada é
tetrapl 6ide com segregagdo polissdmica,
e muitas das cultivares comerciais apre-
sentam baixa fertilidade de p6len ou ndo
florescem (Vayda et al., 1992). Nesse
cendrio, a utilizagdo das técnicas de
transformacdo genética em batata teria
a vantagem de possibilitar a incorpora-
¢do, em clones considerados €lites, de
genes especificos que codificam carac-
teristicas de interesse. Achat é uma das
cultivares lideres no mercado nacional,
no entanto, redugdes nos niveis de pro-
dutividade desse genétipo tém sido re-
portados devido a infecg@o por viroses
do grupo potivirus e luteovirus.
Estratégias de engenharia genética
usando genes derivados de pat6genos
tém sido empregadas com sucesso ho
controle de doengas virais em diversas
culturas incluindo a batata (Scholthof et
al., 1993), permitindo o desenvolvimen-
to, a curto prazo, de cultivares melhora-
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das a partir de clones adaptados e larga-
mente empregados pelos agricultores.

Neste trabalho descreve-se o desen-
volvimento e a aplicagdo de um sistema
de regeneragdo e transformagao eficien-
te para essa cultivar que, até entdo, ndo
respondeu satisfatoriamente a protoco-
los de transformagéo.

MATERIAL E METODOS

Regeneracio in vitro

Foram utilizados explantes provenien-
tes de plantas desenvolvidas in vitro,
subcultivedas a cada 20 dias, em meio
bésico composto de saismineraisde MS
(Murashige & Skoog, 1962), 3% de
sacarose €, em mg.L%: i-inositol, 100;
tiamina.HCI, 1,0; piridoxinaHCI, 0,05;
&cido nicotinico, 0,05; glicing, 2,0. A
esse melo foram adicionados, en mg.L™:
&cido naftalenoacético, 0,05; cinetina,
0,05; &acido giberélico, 0,2 e phytagar
6.000 (Souza & Souza, 1986). As cul-
turas foram mantidas sob fotoperiodo de

16 h, densidade de fluxo de fétons de
62 mmoln?s?, a uma temperatura de
25+2°C. Explantes de segmentos nodais
e folhas dos propagulos desenvolvidos
in vitro foram excisados e cultivados no
meio basico suplementado com zeatina
(zea) nas concentragdes de O; 1,25; 2,5
e 50 mg.L? , respectivamente.

Sensibilidade de explantes de ba-
tata a canamicina

Os explantes foliares e os de seg-
mentos nodais foram cultivados em
meio basico com 2,5 mg.L?! de zea e,
suplementado, respectivamente, com 0,
25, 50, 100 e 200 mg.L* de canamicina
(can). As culturas foram mantidas sob
as mesmas condi¢bes de foto e
termoperiodo descritas anteriormente.

Agrobacterium e condic¢des de cul-
tura

Foi utilizada a estirpe de
Agrobacterium tumefaciens, LBA4404,
contendo vetor bindrio pGUS-intron
com os genes npt |l (que confere resis-
ténciaacan) e o gene gus (que expressa
a atividade da b-glucuronidase).
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O meio de cultura utilizado para o
crescimento bacteriano foi o LB (Luria
Broth) (5g.L* de extrato de levedura, 10
gL de triptona e 10 g.L* de cloreto de
sodio, pH 7,0) contendo os antibidticos
can (50 mg.L?), espectinomicina (100
mg.L?) e rifampicina (50 mg.L?). As
culturas bacterianas para os experimen-
tos de transformagéo foram inoculadas
em erlenmeyers de 250 ml, com 50 ml
do meio LB com os respectivos antibio-
ticos. As culturas foram incubadas a
28°C, em agitador orbital de0,175g (150
rpm, raio 10 mm), durante 16 a 20 h, até
aingirem uma densidade dtica (OD,,)
entre 0,6 a 0,8. Aliquotas de 15 ml des-
sas culturas foram centrifugadas a 5.000
rpm (Beckman J2-21, rotor 20) por 10
min, a4°C. O sobrenadante foi descarta
do e o sedimento foi suspendido em 15
ml de meio LB antes de proceder ain-
feccdo e ao co-cultivo dos explantes.

Infeccio, co-cultivo, seleciio e re-
generacio

Os explantes foram imersos em 5 m
da suspensdo bacteriana, durante 5 min.
Em seguida, os explantes foram transfe-
ridos para placas de Petri, contendo pa-
pel de filtro estéril, para eliminar o ex-
cesso de bactéria e, incubados durante,
respectivamente, 24, 48, 72 e 96 h em
meio para co-cultivo (meio bésico
suplementado com 2,5 mg.L! de zea.
Apo6s o periodo de co-cultivo, os
explantes foram imersos por 30 min, em
200 ml de meio contendo macro e
microelementos MS, 3% sacarose e 200
mg.L? de cefotaxima. Depois, 0s
explantes foram transferidos para meio
de selegdo (meio de co-cultivo, com 50
mg.L?* de can, 500 mg.L?! de
carbenicilinae 100 mg.L ! de cefotaxima)
durante, aproximadamente, 25 dias. Os
explantes que iniciaram a regeneragéo
foram transferidos parameio bésico, com
0s respectivos antibidticos, para cresci-
mento das brotagdes. Apds 30 a 40 dias,
0s propagul os regenerados foram colo-
cados em meio de enraizamento (macro,
microelementos e vitaminas MS, acres-
cido de 3% de sacarose, 50 mg.L decan
e 0,05 mg.L* de &cido naftalenoacético
(ANA), para diferenciagdo e desenvol-
vimento do sistema radicular.

Teste de coloragciao histologico
para a atividade de gus

A atividade da enzima b-
glucuronidase foi determinada de acor-
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Tabela 1. Efeito de concentragdes de zeatina na diferenciacdo de brotagbes em explantes
foliares e de entre-n6s de batata Achat*. Brasilia, Embrapa Hortaligas, 1999.

Concentracao de

Média do namero de brotag6es por explante

zeatina (mg.L-1) Folha Entre-n6
0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
1,.25 0,61 = 0,35 1,11 = 0,33
2,50 0,43 = 0,22 3,50 = 0,40
5,00 0,44 = 0,20 3,25 +0,2

*A andlise edtatistica foi feita baseando-se no erro padréo da média.

Figura 1. Efeito da concentracéo de zeatina, em mg.L, na regeneragdo de brotagGes em
explantes de segmentos nodais de batata Achat. Brasilia, Embrapa Hortaligas, 1999.

do com o procedimento adaptado de
Jefferson (1987). O substrato empregea-
do foi o 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
glucuranida (X-Glu, Jersey Lab and
Glove Supply, Linvingston, NJ, USA).
Um total de 5 mg de X-Glu foi dissolvi-
do em 0,02 ml de dimetilformamida e
adicionado a seguinte soluggo: 2,5 ml
defosfato de sodio 0,2 M; 2,3 ml de &gua
deionizada ; 0,025 ml de ferricianeto de
potéssio 0,1 M; 0,025 ml de ferrocianeto
de potéssio 0,1 M; 0,10 ml de EDTA de
sodio 0,5 M; e 0,10 ml de triton 10%.
Propégulos e tecidos foram incubados
nessa solucdo a 37°C por 4 a6 h.
Analise molecular via PCR

O DNA tota das plantas resistentes
acan foi obtido a partir do método des-
crito por Edwards et al. (1991). Foi uti-
lizado o par de primers: 5'-
GAGGCTATTCGGCTATGACTG-3 e
5 TCGACAAGACCGGCTTCCCATC-
3’ que amplificam um fragmento de 460
pb do gene nptll. A mistura de reacéo
(25ml) continha50 mM de KCl; 1,5 mM

deMgCl, e 10 mM de Tris-HCl pH 9,0),
0,25 mM de cada dNTP, 1 mM de cada
primer, 5 unidades de Tag DNA
polimerase (Pharmacia Biotech) e 2 ml
do DNA (aproximadamente 100 ng).

A amplificag8o foi realizada em um
termociclador Perkin Elmer Cetus DNA
e as condi¢des de temperatura utiliza-
das foram 5 min a 94°C, seguidos de 35
ciclosde 1 min a94°C, 1 mina55°C e
1 mina72°C, 5 min finais a 72°C.

Andlise molecular por Southern
blotting

O DNA dos transformantes prima-
rios foi extraido pelo método descrito
por Dellaportaet al. (1983) e, posterior-
mente, purificado por gradiente de
cloreto de césio (Sambrook et al., 1989).
Um total de 20 mg de DNA de cada
plantafoi digerido com aenzimaderes-
tricdo Xbal a 37°C por 16 h, separado
por eletroforese em gel de agarose
(0,8%) transferidos por capilaridade
para membrana de néilon Hybond N
(Amersham Life Science,
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Tabela 2. Efeito do periodo de co-cultivo na percentagem de explantes gus positivos (0s
ndmeros entre parénteses denotam o intervalo de confianca a 95%). Brasilia, Embrapa Hor-

talicas, 1999.

Periodo de co-cultivo (h)

% de explantes com porc¢ao

basilar GUS +
24 42 (23-60)
48 66 (47-83)
72 46 (28-66)*
96 *

*Elevada contaminag&o

em mg.L*. Brasilia, Embrapa Hortdigas, 1999.

Buckinghamshire, England) e
hibridizados contra um fragmento inter-
no do gene gus. A transferéncia e a
hibridizag&o foram realizadas essencial-
mente como descritas por Sambrook
et al. (1989).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A adicdo de zea a0 meio proporcio-
nou a diferenciagdo de brotagdes nos
explantes de segmentos nodais e
foliares. Conforme observado na tabela
1, os explantes de segmentos nodais fo-
ram mais eficazes para regeneragdo da
cultivar Achat, nas condigdes
estabelecidas. Maior nimero médio de
brotagdes (3 por explante) foi verifica-
do em segmentos nodais, em meio ba
sico suplementado com 2,5 ou 5,0 mg.L-
! de zea (Tabela 1, Figura 1). Em
explantes foliares, o maximo de
brotagdes ocorreu na presenca de 1,25
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mg.L? de zea com uma produgédo de
0,61 brotactes por explante (Tabela 1,
Figura 2). Esses resultados indicaram
gue 0s segmentos nodais apresentaram
maior potencial morfogenético para for-
magdo de novo da parte aérea, em com-
paracdo com explantes foliares.

A obtencéo de transformantes a par-
tir de explantes de segmentos nodais foi
observada ap6s um periodo de co-culti-
vo de 24 h. Maior porcentagem de
explantes positivos para gus foi obtida
em co-cultivos de 48 h (Tabela 2). Em
periodos prolongados de co-cultivos (72
e 96 h) ocorreu um aumento na prolife-
racdo da A. tumefaciens, tornando difi-
cil a sua eliminagdo do meio com os
antibiéticos empregados na transforma-
¢80. Resultados semelhantes foram ob-
tidos em outros trabalhos de transfor-
magdo (Sheerman & Bevan, 1988; Tor-
res et al., 1993; Forreiter et al., 1997,
Torres et al., 1999) em que o periodo de

co-cultivo de 48 h também foi o mais
adequado para a producéo de plantas
transgénicas.

Apbs o co-cultivo, os explantes fo-
ram imediatamente transferidos para
meio de selegdo contendo can, uma vez
que as selegdes tardias na presenca des-
se antibiético podem gerar quimeras que
se perpetuam (Ferreira, 1998). Esse as-
pecto € importante uma vez que a bata
ta se propaga vegetativamente.

A concentragdo de 50 mg.L* de can
foi eficiente para selecionar propagulos
potencialmente transformados. Obser-
VOU-se gque 0s segmentos nodais ndo
transformados ndo mostraram processos
morfogenéticos nessa concentracéo,
morrendo apds 20 a 30 dias. Porém,
quando cultivados na auséncia de can,
esses explantes diferenciaram parte aé-
rea (Figura3). A utilizacdo de can como
agente seletivo também foi observada
por Newell et al. (1991) que transfor-
maram entrends da cv. Russet Burbank
com o gene da capa protéica do virus X
e Y. Os explantes produziram brotagdes
com uma frequéncia de 60% na ausén-
cia de selecdo e de 10% em meio com
100 mg.L! de can. Visser et al. (1989)
analisaram brotagdes de batata regene-
radas em meio com can, sendo que mais
de 90% dessas eram transformadas.
Trincaet al. (1990) também observaram
que a presenca de can no meio de rege-
neracdo foi eficiente na producdo de até
100% de brotagbes de batatacv. Desirée
resistentes a esse antibiético e expres-
sando o gene gus.

Nesse trabalho foi observado que,
aproximadamente, 60% dos explantes,
transformados com a construcéo gus-
intron, quando incubados na presenca
do substrato X-Glu, mostraram expres-
s80 condtitutiva desse gene, confirman-
do o evento de transformacéo. Porém, a
regeneracdo de brotagdes foi de 12%.
Esse resultado indica que somente cé-
lulas vegetais competentes para trans-
formag&o e regeneracdo sdo capazes de
diferenciar parte aérea em meio seleti-
vo, sendo baixa a percentagem das cé&-
lulas que possuiam esses dois atributos
(Potrykus, 1990). Propégulos regenera-
dos foram analisados e apresentaram,
também, atividade constitutiva da
enzima b-glucuronidase.

A adigdo de 100 mg.L! de
cefotaxima e de 250 mg.L! de
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carbenicilinaao meio foi adequada para
controlar o crescimento da 4.
tumefaciens nos tecidos dos explantes
apbs o co-cultivo, ndo apresentando
efeito deletério na regeneracdo de
brotagdes.

Os propagul os obtidos foram enrai-
zados em meio com 0,05 mg.L! de
ANA. As plantas produzidas foram
transferidas para casa de vegetacéo.
Ensaios histoquimicos de gus, nessa
nova condi¢do ambiental, demonstraram
que ndo houve modificagdo no padréo
de expressfo desse gene.

Em adicBo aos ensaios histoquimicos
para confirmacdo da transgenicidade das
plantas obtidas, foram realizados
Polymerase Chain Reaction (PCR) e
Southern blotting. Essa Ultima técnica €
considerada uma prova definitiva da
integracéo do T-DNA no genoma vegetal
(Potrykus, 1991). No ensaio de PCR, o
DNA de 15 plantas potenciamente trans-
formadas foi analisado utilizando-se
oligonucleotideos que amplificam um
fragmento especifico do gene npt 1I. A
andlise dos resultados indicou que todas
as plantas tinham sido transformadas (H-
gura4). Um total de trés plantas positivas
Nos ensai os histoquimicos para gus € PCR
foi analisado por Southern blotting (Figu-
ra5). O resultado evidenciou aintegracéo
do T-DNA no genoma vegetd.

Os resultados obtidos nesse trabalho
sd0 importantes devido & ineficicia dos
protocol os prévios detransformagdo apli-
cados para a cultivar Achat. Foram
otimizadas as condi¢des de cultura que
permitissem maior potencial de regene-
racéo dos explantes e as condi¢des que
mediassem a transferéncia de genes nes-
sacultura A cultivar Achat continua sen-
do uma das mais plantadas no Brasil de-
vido a uma série de caracteristicas quan-
titativas (poligénicas) incluindo toleran-
cia a murcha bacteriana. A tecnologia
descrita aqui podera ser utilizada como
procedimento padréo para introduzir ou-
tras caracteristicas de interesse agrond-
mico nesse gendtipo, de maneira eficien
te, em curto periodo de tempo.
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Figura 3. Sensibilidade de explantes de segmentos nodais de batata Achat as diferentes
concentragdes de canamicing, em mg.L"%. Brasilia, Embrapa Hortalicas, 1999.

XbaR1

Figura 4. Andlise eletroforética dos frag-
mentos amplificados via PCR usando
primers especificos do gene NPT 1, a partir
de DNA extraido de plantas de batata cv
Achat potencialmente transgénicas. Da es-
querda para a direita: 1. Marcador de DNA,
1 KB DNA Ladder; 2. Controle positivo; 3,
4, 5, 6 e 7 amplificagdo a partir de plantas
transgénicas; 8. Controle negativo (planta
ndo transgénica). A seta indica o fragmento
de 460 pb correspondente a0 segmento do
gene nptll. Brasilia, Embrapa Recursos Ge-
néticos e Biotecnologia, 1999.
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