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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
tetraplóide com segregação polissômica,
e muitas das cultivares comerciais apre-
sentam baixa fertilidade de pólen ou não
florescem (Vayda et al., 1992). Nesse
cenário, a utilização das técnicas de
transformação genética em batata teria
a vantagem de possibilitar a incorpora-
ção, em clones considerados elites, de
genes específicos que codificam carac-
terísticas de interesse. Achat é uma das
cultivares lideres no mercado nacional,
no entanto, reduções nos níveis de pro-
dutividade desse genótipo têm sido re-
portados devido a infecção por viroses
do grupo potivirus e luteovirus.

Estratégias de engenharia genética
usando genes derivados de patógenos
têm sido empregadas com sucesso no
controle de doenças 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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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 binário pBI121 com os genes npt II e o gus-intron.  A
regeneração de potenciais transformantes foi feita em meio seletivo
contendo 50 mg.L-1 de canamicina. Foram obtidas plantas expres-
sando resistência à canamicina e atividade da b-glucuronidase. Pela
análise molecular nas plantas gus+, via PCR, constatou-se a ampli-
ficação dos genes npt II. A hibridização por Southern blotting de-
monstrou a inserção de pelo menos uma cópia do gene introduzido.

Palavras-chave: Solanum tuberosum, regeneração, plantas
transgênicas.

ABSTRACT

Genetic transformation of potato cultivar Achat by
Agrobacterium tumefaciens.

Nodal 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-1 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.
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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 aplicação de um sistema
de regeneração e transformação eficien-
te para essa cultivar que, até então, não
respondeu satisfatoriamente a protoco-
los de transformação.

MATERIAL E MÉTODOS

Regeneração in vitro
Foram utilizados explantes provenien-

tes de plantas desenvolvidas in vitro,
subcultivadas a cada 20 dias, em meio
básico composto de sais minerais de MS
(Murashige & Skoog, 1962), 3% de
sacarose e, em mg.L-1: i-inositol, 100;
tiamina.HCl, 1,0; piridoxina.HCl, 0,05;
ácido nicotínico, 0,05; glicina, 2,0. A
esse meio foram adicionados, em mg.L-1:
ácido naftalenoacético, 0,05; cinetina,
0,05; ácido giberélico, 0,2 e phytagar
6.000 (Souza & Souza, 1986). As cul-
turas foram mantidas sob fotoperíodo de

16 h, densidade de fluxo de fótons de
62 mmolm-2s -1, a uma temperatura de
25±2°C. Explantes de segmentos nodais
e folhas dos propágulos desenvolvidos
in vitro foram excisados e cultivados no
meio básico suplementado com zeatina
(zea) nas concentrações de 0; 1,25; 2,5
e 5,0 mg.L-1 , respectivamente.

Sensibilidade de explantes de ba-
tata a canamicina

Os explantes foliares e os de seg-
mentos nodais foram cultivados em
meio básico com 2,5 mg.L-1 de zea e,
suplementado, respectivamente, com 0,
25, 50, 100 e 200 mg.L-1 de canamicina
(can). As culturas foram mantidas sob
as mesmas condições de foto e
termoperíodo descritas anteriormente.

Agrobacterium e condições de cul-
tura

Foi utilizada a estirpe de
Agrobacterium tumefaciens, LBA4404,
contendo vetor binário pGUS-intron
com os genes npt II (que confere resis-
tência à can) e o gene gus (que expressa
a atividade da b-glucuronidase).



42 Hortic. bras., v. 18, n. 1, mar. 2000.

O meio de cultura utilizado para o
crescimento bacteriano foi o LB (Luria
Broth) (5 g.L-1 de extrato de levedura, 10
g.L-1 de triptona e 10 g.L-1 de cloreto de
sódio, pH 7,0) contendo os antibióticos
can (50 mg.L-1), espectinomicina (100
mg.L-1) e rifampicina (50 mg.L-1). As
culturas bacterianas para os experimen-
tos de transformação foram inoculadas
em erlenmeyers de 250 ml, com 50 ml
do meio LB com os respectivos antibió-
ticos. As culturas foram incubadas a
28°C, em agitador orbital de 0,175 g (150
rpm, raio 10 mm), durante 16 a 20 h, até
atingirem uma densidade ótica (OD

600
)

entre 0,6 a 0,8. Alíquotas de 15 ml des-
sas culturas foram centrifugadas a 5.000
rpm (Beckman J2-21, rotor 20) por 10
min, a 4°C. O sobrenadante foi descarta-
do e o sedimento foi suspendido em 15
ml de meio LB antes de proceder à in-
fecção e ao co-cultivo dos explantes.

Infecção, co-cultivo, seleção e re-
generação

Os explantes foram imersos em 5 ml
da suspensão 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 básico
suplementado com 2,5 mg.L-1 de zea.
Após o período 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-1 de cefotaxima. Depois, os
explantes foram transferidos para meio
de seleção (meio de co-cultivo, com 50
mg.L-1 de can, 500 mg.L-1 de
carbenicilina e 100 mg.L-1 de cefotaxima)
durante, aproximadamente, 25 dias. Os
explantes que iniciaram a regeneração
foram transferidos para meio básico, com
os respectivos antibióticos, para cresci-
mento das brotações. Após 30 a 40 dias,
os propágulos regenerados foram colo-
cados em meio de enraizamento (macro,
microelementos e vitaminas MS, acres-
cido de 3% de sacarose, 50 mg.L-1 de can
e 0,05 mg.L-1 de ácido naftalenoacético
(ANA), para diferenciação e desenvol-
vimento do sistema radicular.

Teste de coloração histológico
para a atividade de gus

A atividade da enzima b-
glucuronidase foi determinada de acor-

do com o procedimento adaptado de
Jefferson (1987). O substrato emprega-
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 solução: 2,5 ml
de fosfato de sódio 0,2 M; 2,3 ml de água
deionizada ; 0,025 ml de ferricianeto de
potássio 0,1 M; 0,025 ml de ferrocianeto
de potássio 0,1 M; 0,10 ml de EDTA de
sódio 0,5 M; e 0,10 ml de triton 10%.
Propágulos e tecidos foram incubados
nessa solução a 37ºC por 4 a 6 h.

Análise molecular via PCR
O DNA total das plantas resistentes

à can 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 nptII. A mistura de reação
(25ml) continha 50 mM de KCl; 1,5 mM

de MgCl
2
 e 10 mM de Tris-HCl pH 9,0),

0,25 mM de cada dNTP, 1 mM de cada
primer, 5 unidades de Taq DNA
polimerase (Pharmacia Biotech) e 2 ml
do DNA (aproximadamente 100 ng).

A amplificação foi realizada em um
termociclador Perkin Elmer Cetus DNA
e as condições de temperatura utiliza-
das foram 5 min a 94°C, seguidos de 35
ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C e
1 min a 72°C, 5 min finais a 72°C.

Análise molecular por Southern
blotting

O DNA dos transformantes primá-
rios foi extraído pelo método descrito
por Dellaporta et 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
planta foi digerido com a enzima de res-
trição XbaI a 37°C por 16 h, separado
por eletroforese em gel de agarose
(0,8%) transferidos por capilaridade
para membrana de náilon Hybond N
(Amersham Life Science,

Concentração de
zeatina (mg.L-1)

Média do número de brotações por explante
Folha Entre-nó

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

Tabela 1. Efeito de concentrações de zeatina na diferenciação de brotações em explantes
foliares e de entre-nós de batata Achat*. Brasília, Embrapa Hortaliças, 1999.

*A análise estatística foi feita baseando-se no erro padrão da média.

Figura 1. Efeito da concentração de zeatina, em mg.L-1, na regeneração de brotações em
explantes de segmentos nodais de batata Achat. Brasília, Embrapa Hortaliças, 1999.
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Buckinghamshire, England) e
hibridizados contra um fragmento inter-
no do gene gus. A transferência e a
hibridização foram realizadas essencial-
mente como descritas por Sambrook
et al. (1989).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A adição de zea ao meio proporcio-
nou a diferenciação de brotações nos
explantes de segmentos nodais e
foliares. Conforme observado na tabela
1, os explantes de segmentos nodais fo-
ram mais eficazes para regeneração da
cultivar Achat, nas condições
estabelecidas. Maior número médio de
brotações (3 por explante) foi verifica-
do em segmentos nodais, em meio bá-
sico suplementado com 2,5 ou 5,0 mg.L-

1 de zea (Tabela 1, Figura 1). Em
explantes foliares, o máximo de
brotações ocorreu na presença de 1,25

mg.L-1 de zea com uma produção de
0,61 brotações por explante (Tabela 1,
Figura 2). Esses resultados indicaram
que os segmentos nodais apresentaram
maior potencial morfogenético para for-
mação de novo da parte aérea, em com-
paração com explantes foliares.

A obtenção de transformantes a par-
tir de explantes de segmentos nodais foi
observada após um período 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
períodos prolongados de co-cultivos (72
e 96 h) ocorreu um aumento na prolife-
ração da A. tumefaciens, tornando difí-
cil a sua eliminação do meio com os
antibióticos empregados na transforma-
ção. Resultados semelhantes foram ob-
tidos em outros trabalhos de transfor-
mação (Sheerman & Bevan, 1988; Tor-
res et al., 1993; Forreiter et al., 1997;
Torres et al., 1999) em que o período de

co-cultivo de 48 h também foi o mais
adequado para a produção de plantas
transgênicas.

Após o co-cultivo, os explantes fo-
ram imediatamente transferidos para
meio de seleção contendo can, uma vez
que as seleções tardias na presença des-
se antibiótico podem gerar quimeras que
se perpetuam (Ferreira, 1998). Esse as-
pecto é importante uma vez que a bata-
ta se propaga vegetativamente.

A concentração de 50 mg.L-1 de can
foi eficiente para selecionar propágulos
potencialmente transformados. Obser-
vou-se que os segmentos nodais não
transformados não mostraram processos
morfogenéticos nessa concentração,
morrendo após 20 a 30 dias. Porém,
quando cultivados na ausência de can,
esses explantes diferenciaram parte aé-
rea (Figura 3). A utilização de can como
agente seletivo também foi observada
por Newell et al. (1991) que transfor-
maram entrenós da cv. Russet Burbank
com o gene da capa protéica do vírus X
e Y. Os explantes produziram brotações
com uma freqüência de 60% na ausên-
cia de seleção e de 10% em meio com
100 mg.L-1 de can. Visser et al. (1989)
analisaram brotações de batata regene-
radas em meio com can, sendo que mais
de 90% dessas eram transformadas.
Trinca et al. (1990) também observaram
que a presença de can no meio de rege-
neração foi eficiente na produção de até
100% de brotações de batata cv. Desirée
resistentes a esse antibiótico e expres-
sando o gene gus.

Nesse trabalho foi observado que,
aproximadamente, 60% dos explantes,
transformados com a construção gus-
intron, quando incubados na presença
do substrato X-Glu, mostraram expres-
são constitutiva desse gene, confirman-
do o evento de transformação. Porém, a
regeneração de brotações foi de 12%.
Esse resultado indica que somente cé-
lulas vegetais competentes para trans-
formação e regeneração são capazes de
diferenciar parte aérea em meio seleti-
vo, sendo baixa a percentagem das cé-
lulas que possuíam esses dois atributos
(Potrykus, 1990). Propágulos regenera-
dos foram analisados e apresentaram,
também, atividade constitutiva da
enzima b-glucuronidase.

A adição de 100 mg.L-1 de
cefotaxima e de 250 mg.L-1 de

Período de co-cultivo (h)
% de explantes com porção

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

Tabela 2. Efeito do período de co-cultivo na percentagem de explantes gus positivos (os
números entre parênteses denotam o intervalo de confiança a 95%). Brasília, Embrapa Hor-
taliças, 1999.

*Elevada contaminação

Figura 2. Regeneração de brotações em explantes de foliares em concentrações de zeatina
em mg.L-1. Brasília, Embrapa Hortaliças, 1999.

Transformação genética da batata  via Agrobacterium tumefaciens.
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carbenicilina ao meio foi adequada para
controlar o crescimento da A.
tumefaciens nos tecidos dos explantes
após o co-cultivo, não apresentando
efeito deletério na regeneração de
brotações.

Os propágulos obtidos foram enrai-
zados em meio com 0,05 mg.L-1 de
ANA. As plantas produzidas foram
transferidas para casa de vegetação.
Ensaios histoquímicos de gus, nessa
nova condição ambiental, demonstraram
que não houve modificação no padrão
de expressão desse gene.

Em adição aos ensaios histoquímicos
para confirmação da transgenicidade das
plantas obtidas, foram realizados
Polymerase Chain Reaction (PCR) e
Southern blotting. Essa última técnica é
considerada uma prova definitiva da
integração do T-DNA no genoma vegetal
(Potrykus, 1991). No ensaio de PCR, o
DNA de 15 plantas potencialmente trans-
formadas foi analisado utilizando-se
oligonucleotídeos que amplificam um
fragmento específico do gene npt II. A
análise dos resultados indicou que todas
as plantas tinham sido transformadas (Fi-
gura 4). Um total de três plantas positivas
nos ensaios histoquímicos para gus e PCR
foi analisado por Southern blotting (Figu-
ra 5). O resultado evidenciou a integração
do T-DNA no genoma vegetal.

Os resultados obtidos nesse trabalho
são importantes devido à ineficácia dos
protocolos prévios de transformação apli-
cados para a cultivar Achat. Foram
otimizadas as condições de cultura que
permitissem maior potencial de regene-
ração dos explantes e as condições que
mediassem a transferência de genes nes-
sa cultura. A cultivar Achat continua sen-
do uma das mais plantadas no Brasil de-
vido a uma série de características quan-
titativas (poligênicas) incluindo tolerân-
cia a murcha bacteriana. A tecnologia
descrita aqui poderá ser utilizada como
procedimento padrão para introduzir ou-
tras características de interesse agronô-
mico nesse genótipo, de maneira eficien-
te, em curto período de tempo.
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Figura 3. Sensibilidade de explantes de segmentos nodais de batata Achat às diferentes
concentrações de canamicina, em mg.L-1. Brasília, Embrapa Hortaliças, 1999.

Figura 4. Análise eletroforética dos frag-
mentos amplificados via PCR usando
primers específicos do gene NPT II, a partir
de DNA extraído de plantas de batata cv
Achat potencialmente transgênicas. Da es-
querda para a direita: 1. Marcador de DNA,
1 KB DNA Ladder; 2. Controle positivo; 3,
4, 5, 6 e 7 amplificação a partir de plantas
transgênicas; 8. Controle negativo (planta
não transgênica). A seta indica o fragmento
de 460 pb correspondente ao segmento do
gene nptII. Brasília, Embrapa Recursos Ge-
néticos e Biotecnologia, 1999.
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Figura 5. Análise por Southern blotting dos
transformantes primários. DNAs foram di-
geridos com Xba I, transferidos para mem-
brana de náilon e hibridizados com fragmen-
to interno do gene gus. Linha 1, planta não
transgênica; linha 2-4, transformantes inde-
pendentes. Os tamanhos dos fragmentos do
marcador de peso molecular estão indicados
à esquerda (RB: borda direita; LB: borda
esquerda). Brasília, Embrapa Recursos Ge-
néticos e Biotecnologia, 1999.
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