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Ensaio de transformacado da videira BRS
Clara
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A transformacdo genética é uma técnica de transferéncia ndo sexuada de
genes ou fragmentos de DNA para organismos receptores, que cria a
possibilidade da incorporacdo de caracteristicas com importancia agronémica
em plantas. Este trabalho teve como objetivo a definicdo de um protocolo para
transformacdo genética da cultivar de uva de mesa apirénica BRS Clara,
utilizando-se como vetor de transformacdo a cepa AGL1 de Agrobacterium
tumefaciens, com vetor binario pA79GUSH1 contendo os genes que codificam
a enzima R-glucoronidase (GUS) e a enzima higromicina fosfotransferase (hpt).
Embrides somaticos obtidos a partir de anteras imaturas foram imersos durante
10 minutos em meio liquido de co-cultivo (GS7TCA com 100 pg/mL de
acetoseringona), com suspensdo de A. tumefaciens. O excesso de liquido foi
removido e os embrides foram plaqueados em meio sdélido de co-cultivo e
incubados a 25°C, escuro, durante 72 horas. Apds o co-cultivo, os embrides
foram lavados em &agua estéril com antibiéticos (200mg/L de cefotaxima e 150
Hg/mL de timentina) e transferidos para meio GS7CA com os antibidticos
supracitados, mais o antibiético de selecao (50 mg/L de higromicina), sendo
repicados a cada 30 dias. A partir do 37° dia em cultivo, os embriées maduros
e nao-oxidados foram sendo semanalmente transferidos para meio de
regeneracao sem antibiéticos. Apenas um embrido regenerou e enraizou, mas a
plantula possuia deformidades e nao se desenvolveu. O DNA total desta
plantula foi isolado e submetido a PCR, com primers para os genes hpt e GUS.
Raizes desta plantula e os embrides selecionados foram submetidos a testes
histoquimicos, onde tecidos transformados com gene GUS apresentam
coloracdo azul, mas ndo houve resultado positivo. A plantula regenerada em
meio seletivo ndo apresentou a insercdo dos genes hpt e GUS. Novos
experimentos serado realizados com outras cepas de A. tumefaciens e variacoes
nas condicOes de co-cultivo e selecdo com antibiético.
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