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INTRODUÇÃO 

A produção de maçãs no Brasil, atualmente considerado o 9º maior produtor mundial da 
fruta, com 1,275 toneladas em 2010[3], ainda é fortemente ameaçada por fatores 
socioeconômicos, difícil adaptação das plantas em algumas regiões, doenças fúngicas 
e virais, e problemas relacionados principalmente à temperatura, altitude e precipitação. 
Os pomares brasileiros estão altamente infectados por vírus, cuja disseminação pode 
levar ao declínio e morte da planta, diminuindo a produção e a qualidade dos 
frutos[12,13]. O Apple Chlorotic Leaf Spot Virus (ACLSV) afeta macieiras, pereiras e 
espécies de rosáceas, produz declínio da planta através de manchas cloróticas, clorose 
de nervuras, necrose e distorção foliar, necrose do floema e caneluras no xilema em 
cultivares suscetíveis[4]. Apple Stem Grooving Cappilovirus (ASGV) infecta a maioria 
das variedades comerciais de maçã, causando um cancro que destrói a casca do tecido 
sensível, ocasionando morte ou declínio gradual da planta ainda jovem de cultivares 
suscetíveis, como o porta-enxerto Maruba-kaido[11,15,18,19]. O Apple Stem Pitting Virus 
(ASPV) é um vírus latente que afeta variedades comerciais de maçã, geralmente ocorre 
em combinação com ACLSV, e cujos sintomas podem incluir a vascularização do 
xilema, epinastia e declínio da planta, afetando seu crescimento e a produção[8]. O 
Apple Mosaic Ilarvirus (ApMV) causa manchas irregulares de cor amarelo a bege nas 
folhas, desenvolvimento de flores anormais, atrofiadas e queda de frutos jovens[16,17].  
Muitos desses patógenos são transmitidos por porta-enxertos, que, quando infectados, 
podem causar grandes perdas na produção e propiciar a contaminação por patologias 
secundárias[6]. O porta-enxerto anão M9, tolerante aos principais vírus, é amplamente 
difundido no sul do país, embora seja de difícil propagação devido ao fraco sistema 
radicular, e não possuir ancoramento adequado ao solo. Em contrapartida, Maruba-
kaido (Malus prunifolia) possui enraizamento robusto, fácil propagação e crescimento 
vigoroso, embora seja altamente sensível aos vírus ASGV e ACLSV, causando sérios 
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danos econômicos independente da cultivar de copa utilizada[12,13]. Este trabalho visa 
produzir clones de Maruba-kaido resistentes aos principais vírus de macieira via RNA 
interferente.  

MATERIAL E MÉTODOS 

O fragmento contendo sequências dos genes da proteína capsidial dos quatro vírus foi 
clonado no plasmídeo pBSK (Fig. 1), extraído por digestão enzimática com SacI e SpeI 
na orientação senso e por KpnI e XbaI em anti-senso e inserido no vetor de clonagem 
pSIU (Fig. 2) sob controle de um forte promotor, separados por um íntron de forma a 
gerar um grampo de dsRNA após a transcrição (Fig. 3)[1,2,9,10,14]. Células competentes 
de Escherichia coli linhagem DH-5� foram transformada por choque térmico com o 
vetor, e cultivadas em meio seletivo contendo ampicilina [100ng.µL-1]. Após cultivo, o 
plasmídeo foi purificado, o cassete de transformação foi digerido pelas enzimas EcoRI e 
HindIII e clonado no vetor binário pCAMBIA 1300 (Fig. 4), usado na transformação de 
E. coli, selecionadas por canamicina [50ng.µL-1]. A cepa hipervirulenta de 
Agrobacterium tumefaciens EHA 105 foi transformada com DNA plasmidial por choque 
térmico[7] e selecionada por canamicina [50ng.µL-1] e rifampicina [50ng.µL-1], com 
incubação a 28ºC por 2 dias. Adicionalmente, o plasmídeo foi purificado com kit Wizard 
Plus Promega, cujo protocolo foi modificado pela adição de 20µL de solução de 
lisozima [50mg.mL-1], digerido com EcoRI e HindIII  e analisado em gel de agarose a 
0,9% para a verificação da inserção do cassete nas células tratadas.  

Figura 1. Vetor de clonagem pBSK contendo 
fragmento da sequência capsidial dos 4 vírus de 
maçã (região “FAV” na imagem). 

Figura 2. Vetor de clonagem pSIU contendo 
promotor, íntron e sítios de inserção dos 
fragmentos, utilizado para a montagem do 
constructo. 
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Figura 3. Estratégia de silenciamento mediada 
por RNA-interferente. 

Figura 4. Vetor de binário pCAMBIA 1300, 
utilizado para transformação com Agrobacterium 
tumefaciens. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As células de A. tumefaciens apresentaram crescimento significativo, atestando que a 
transformação com o vetor pCAMBIA por meio de choque térmico ocorreu com 
sucesso. O produto da digestão do vetor apresentou duas bandas, correspondentes ao 
fragmento inserido e ao vetor sem inserção, segundo comparação com amostras não 
tratadas (Fig. 5). 

          

Figura 5. Gel de agarose 0,9%, TBE, 90V, 2h. 

CONCLUSÕES 

As células transformadas possuem o inserto desejado, de forma que poderão ser 
utilizadas na transformação de explantes de Maruba-kaido que estão sendo cultivadas 
in vitro paralelamente. 
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