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Clonagem de construto de RNA interferente para obtencao de porta-
enxertos Maruba-kaido resistentes a virus de macieiras

Camila F. O. Junkes', Osmar Nickel?, Thor V. M. Fajardo®, Francisco J. L. Aragao®, Adriana
C. M. Dantas®, José A. Peters®

O cultivo de magas no Brasil, nono produtor mundial da fruta em 2010, ainda é
ameacado por questdes socioecondmicas, dificil adaptacdo em algumas regides,
doengas fungicas e virais, e fatores climaticos. Os pomares brasileiros estdo
altamente infectados por virus, que podem levar ao declinio e morte de plantas,
queda na producdo e surgimento de patologias secundarias. O porta-enxerto
anao de macieira M9, difundido no pais, além da dificil propagagéo, ndo possui
ancoramento adequado no solo. Em contrapartida, Maruba-kaido (Malus
prunifolia var. ringo), amplamente utilizado conjunto com o M9, possui
enraizamento robusto, facil propagagédo e crescimento vigoroso embora seja
altamente sensivel aos virus Apple stem grooving virus (ASGV) e Apple chlorotic
leaf spot virus (ACLSV), causando danos econdmicos, independente da cultivar
de copa utilizada. Este trabalho trata da producéo de clones deste porta-enxerto
que sejam resistentes aos virus ASGV, ACLSV, Apple stem pitting virus e Apple
mosaic virus por RNA de interferéncia. A sequéncia contendo fragmentos de
capa proteica dos quatro virus foi clonada em plasmideo pBSK, extraida nas
orientagdes senso e anti-senso e inserida no vetor de clonagem pSIU sob
controle de um forte promotor separadas por um intron, de forma a gerar um
grampo de dsRNA apés a transcrigdo. Células competentes de Escherichia coli
linhagem DH-5a foram transformadas em por choque térmico com o vetor, e
selecionadas em meio seletivo contendo ampicilina [100ng.uL™"]. Apds cultivo, o
vetor foi purificado, o cassete de transformagao digerido, clonado no vetor binario
da série pCAMBIA 1300 e transformado em E. coli, selecionadas por canamicina
[50ng.uL™". O DNA plasmidial foi usado para transformar células competentes de
Agrobacterium tumefaciens linhagem EHA 105 por choque térmico, selecionadas
em meio contendo canamicina [50ng.uL™"] e rifampicina [50ng.uL™"], incubadas a
28°C por 2 dias, a serem usadas na transformacéo de explantes de Maruba-
kaido ja cultivados paralelamente.
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