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A transferéncia de genes de interesse em plantas pode ser realizada pelo
método indireto, utilizando a A.tumefaciens como vetor biolégico para a
introducdo do DNA na planta. O presente trabalho teve como objetivo
transformar geneticamente o clone 3336 e testar diferentes dias de cocultivo.
Foram utilizados explantes foliares do clone mantido in vitro, e colocados em
contato com a bactéria (OD 600nm = 0,450) contendo plasmideo com o gene
de selecdo para resisténcia a canamicina. Em seguida, os explantes foram
transferidos para meio de regeneracdo WPM suplementado com 30 g/L de
sacarose, 500 mgL™ de PVP, 0,5 yM de TDZ e 0,1 pM de ANA e 7 gmL™? de
agar, e colocados no escuro a 23 = 2 °C. Foram testados 1, 2, 3 e 4 dias de
cocultivo. Apos o cocultivo, os explantes foram lavados com agua destilada por
trés vezes, sendo na Gltima adicionado 150 mgL™ de cefotaxima. Os explantes
foram entdo transferidos para meio de regeneracéo acrescido de 12,5 mgL™ de
canamicina e 250 mgL™ de Augmentina por 28 dias. Em seguida, seguiram
para meio de indugao de brotos (WPM suplementado com 5,0 uM de BAP e 0,5
UM ANA), sob fotoperiodo de 16 h de luz. A concentracdo da canamicina foi
elevada para 25 mgL™ e 50 mgL™, apés 60 e 90 dias do inicio do experimento,
respectivamente. Para cada experimento, foram utilizadas quatro placas com
20 repeticbes. As brotacOes formadas foram transferidas para o meio de
multiplicacdo MS contendo 50 mgL™ de canamicina. Ndo foi observada
diferenga entre os tratamentos quanto a formacéo de calos. Foram observadas
brotacdes em menos de 10% dos explantes, demonstrando o efeito toxico da
canamicina sobre as células ndo transformadas (no controle, sem
transformacdo a regeneracao foi de 40%). Apds 240 dias da transformacao
permanecem quatro eventos putativos, provindos do experimento com trés dias
de cocultivo em meio de multiplicacdo, sugerindo que este tempo seja mais
eficiente na transformacé@o deste clone. No entanto, sdo ainda necessarias
analises moleculares para confirmar se as brotacfes contém a integracao do
gene de resisténcia a canamicina, para seguir com 0S experimentos de
enraizamento e aclimatizacao.
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