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Resumo 

 

COSTA, RAQUEL ROSA. Transformação genética em macieira, com o gene bvlI. 

2011. 48f. Dissertação – Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. Universidade 

Federal de Pelotas, Pelotas. 

 

O objetivo principal do presente trabalho foi introduzir o gene bvlI com potencial 

antifúngíco confirmado da lectina de Bauhinia variegata, em macieira (Malus domestica 

Borkh), cv. Gala, para estabelecer resistência ao fungo Coletotrichum gloeosporioides, 

causador da Mancha Foliar. Foram realizados experimentos de multiplicação in vitro, 

regeneração de explantes foliares e, dois protocolos de transformação via 

Agrobacterium tumefaciens visando a inserção do gene bvll. Na multiplicação de 

brotações o meio que apresentou melhores resultados foi o MS suplementado com 0,1 

mg L-1 ANA e 8,3 mg L-1 de 2iP e, para a regeneração as melhores respostas foram 

obtidas com meio MS, suplementado com 30 g L-1 de sorbitol, 0,5 mg L-1 ANA e 5 mg L-

1 de TDZ, atingindo um percentual de 94,5% de regenerações. Quanto aos protocolos 

de transformação, o que apresentou melhores resultados foi o protocolo P1, no qual 

através da análise de PCR foram obtidas 15% de brotações contendo o gene bv/l. No 

entanto, a expressão da proteína BVLI não foi detectada através de Dot Blot, indicando 

a necessidade de novos procedimentos, como refinamento do protocolo de extração de 

proteínas, bem como utulização de outras técnicas de análises, como Real Time.   

Palavras-chave: Lectina, Coletotrichum gloeosporioides, Agrobacterium, Regeneração. 
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Abstract 

COSTA, RAQUEL ROSA. Genetic transformation in apple, with gene bvlI. 2011. 

48f. Dissertação – Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. Universidade 

Federal de Pelotas, Pelotas. 

 

The main objective of this work was to introduce the gene bvlI with confirmed potential 

antifungal of lectin from Bauhinia variegata, Apple Tree (Malus domestica Borkh) cv. 

Gala, to establish resistance to fungus Coletotrichum gloeosporioides, causing Leaf 

Spot. Multiplication experiments were performed in vitro regeneration of leaf explant 

culture and two protocols via Agrobacterium tumefaciens transformation aimed at 

inserting the gene bvll. The multiplication of shoots the medium that has best results was 

MS supplemented with 0.1 mg L-1 ANA and 8.3 mg L-1 2iP and, for the regeneration of 

the best responses were obtained with using MS, supplemented with 30 g L-1 sorbitol, 

0.5 mg L-1 ANA and 5 mg L-1 TDZ, reaching a rate of 94.5% of regenerations. As 

regards the processing protocols, which showed best results was the P1 Protocol, which 

through analysis of PCR were obtained 15% shoots containing the gene bv/l. However, 

the expression of BVLI protein was not detected by Dot Blot, indicating the need for 

further procedure, such as refinement of protein extraction protocol, as well as utilization 

other techniques of analyses, such as Real Time. 

Keywords: Lectin, Coletotrichum gloeosporioides, Agrobacterium, Regeneration. 
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1 Introdução Geral 

 

A macieira (Malus domestica Borkh), pertence à família Rosaceae, originária das 

montanhas do Cáucaso, Oriente Médio e Leste Asiático. Bastante cultivada na Ásia e 

Europa desde os tempos mais antigos, é hoje cultivada em várias regiões do mundo 

(BLEICHER, 2006). A produção de maçã no mundo é de 64,3 milhões de toneladas, o 

que a torna, uma das principais frutíferas de clima temperado e a terceira mais 

produzida no mundo (FAO, 2009). O plantio de macieira no Brasil está concentrado nos 

estados da região Sul, onde a área plantada ultrapassa 30.000 ha, possuindo uma 

cadeia produtiva própria, que possibilitou o país passar da posição de importador para 

exportador.   

Atualmente a produção brasileira se concentra em duas cultivares: Gala e Fuji e 

diversas mutações destas, que possuem características como coloração, sabor e 

facilidade de conservação, fazendo com que tenham grande aceitação do mercado 

consumidor. A cultivar Gala responde por mais de 50% da produção nacional e 95% da 

exportação e do consumo. A disponibilidade de maçãs ocorre praticamente durante 

todo o ano, com excessão apenas nos meses de janeiro e fevereiro (TODAFRUTA, 

2006).  

Apesar desta frutífera ser uma das espécies mais consumidas, várias são as 

dificuldades encontradas para o seu cultivo. No Brasil a cultura da macieira está sujeita 

ao ataque de inúmeras doenças típicas de clima tropical, devido às condições 

climáticas marginais que acarretam diminuição na produção e aumento o uso de 

bactericidas e fungicida conforme (PETRI, 2002). Dentre as doenças destaca-se a 

Mancha Foliar da Gala (MFG), conhecida também como Mancha Foliar de Glomerella, 

que é causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides e, que ocorre praticamente 

em todas as regiões produtoras de maçã no Brasil, causando um desfolhamento 

superior a 75% e diminuindo drasticamente a produção no ano seguinte (BONETI et 

al.2004; EPAGRI, 2002).  

Assim, uma das prioridades atuais dos programas de melhoramento, é a 

obtenção de plantas com maior resistência a estresses bióticos e abióticos, através de 

cruzamentos entre cultivares que apresentem genes de resistência (FURLAN et al., 
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2009). No entanto, estes métodos apresentam resultados precários quanto á obtenção 

de plantas resistentes a MFG (ALDWINCKLE, 2000). Além disso, os métodos 

tradicionais de melhoramento demandam longo prazo, pois, depende de vários 

cruzamentos e ciclos de seleção e também por ser restringido a espécies com 

reprodução sexuada (MONQUERO, 2005). 

Tendo em vista as dificuldades decorrentes do melhoramento genético 

tradicional, ferramentas biotecnológicas, como a transformação genética que pode ser 

definida como, a introdução controlada de ácidos nucléicos exógenos em um genoma 

receptor alterando a estrutura genética de um organismo, sem comprometer a 

viabilidade celular, possibilitam a abertura de novas perspectivas aos programas de 

melhoramento, ampliando e disponibilzando novos genes (PEREIRA et al., 2000; 

SANTARÉN, 2000).  

A transformação é uma técnica que pode auxiliar em programas de 

melhoramento genético pela introdução de uma nova característica ou a alteração de 

uma preexistente, em cultivares ou genótipos já melhorados, sem modificar a estrutura 

genética global da planta e possibilita o uso de alternativas genotípicas desejáveis não 

encontradas com facilidade na natureza. Plantas transgênicas são também importantes 

ferramentas para estudos moleculares de função e expressão de genes, de processos 

fisiológicos e de desenvolvimento vegetal (VALOIS, 2001). 

Na transformação genética a introdução de genes de interesse acontece de 

forma direta ou indireta. A transformação indireta via Agrobacterium tumefaciens 

necessita de um vetor para intermediar este processo, pois ocorre a infecção natural 

nas células de plantas, transferindo e integrando um fragmento de DNA no genoma das 

células de plantas infectadas (LEE et al., 1995). Porém, a escolha do gene de interesse 

é uma etapa que também exerce grande importância, visto que, este será o portador 

das características de interesse a serem introduzidas na planta.  

Dessa forma, a utilização de lectinas que possuem como funções interação entre 

plantas e microorganismos e defesa contra o ataque de fungos, vírus, bactérias e 

insetos, entre outros, torna-se uma alternativa para transformação genética. (LIENER et 

al., 1986; RUDIGER, 1998). Nesse sentido, vários estudos têm sido realizados com 

plantas de Bahuinia variegata, que é uma planta medicinal e portadora de pelo menos 
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duas isoformas, as lectinas (BVLI e BVLII)  que se ligam a D-Lactose, D-Galactose e 

seus derivados apresentando vários efeitos biológicos, dentre eles, a capacidade de 

inibir o desenvolmimento inicial de fungos como o Coletotrichum gloeosporioides 

(PINTO et al., 2008).  

Nesse contexto, a transformação genética aliada a cultura de tecidos, necessita 

de um protocolo eficiente de regeneração in vitro para a introdução do gene de 

interesse. A regeneração pode ocorrer através de organogênese e embriogênese, as 

quais podem ser diretas, sem formação de calos, ou indireta ocorrendo a partir de 

células do calo na região do corte, antes da formação do órgão (TELLES; BIASI 2005). 

A organogênese direta é a mais desejável quando se espera fidelidade genética, visto 

que, diminui a ocorrência de variação somaclonal (DHANDAPANI, 2008). No entanto, 

essas técnicas tornam-se altamente promissoras para a obtenção de avanços 

consideráveis, no melhoramento de macieira (SILVEIRA et al., 2001).   

Diante do exposto acima, o presente trabalho objetivou a otimização de um 

protocolo de regeneração eficiente de plantas genéticamente modificadas, de macieira, 

cv. Gala, via A. tumefaciens e inserção do gene bvlI visando a  tolerância e/ou 

resistência ao fungo C. gloeosporioides.  
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2 CAPÍTULO 1 

OTIMIZAÇÃO DO PROTOTCOLO DE REGENERAÇÃO E MULTIPLICAÇÃO  in vitro 

DE MACIEIRA, cv.  GALA 

2.1 Introdução 

A macieira por ser uma das principais frutiferas de clima temperado, apresenta 

alto grau de heterozigosidade e longo ciclo reprodutivo, dificultando e aumentando o 

tempo necessário para obtenção de plantas com novas características, através de um 

programa de melhoramento genético por meio de métodos convencionais, necessitando 

a aplicação de tecnologias mais ágeis. Assim, a técnica de cultura de tecidos, através 

da micropropagação de plantas vem sendo aplicada rotineiramente para um grande 

número de espécies de importância econômica, e representa uma das formas mais 

viáveis de propagar plantas isentas de viroses na cultura de meristemas (PEREIRA et. 

al., 2005).  

Na etapa de multiplicação in vitro, a capacidade dos explantes de sobreviverem, 

desenvolverem e se multiplicarem é conseqüência de vários fatores, como o genético, o 

estado fisiológico do explante, as concentrações endógenas de hormônios e condições 

ambientais de cultivo (MACHADO et al., 2004). Dentre esses fatores os reguladores de 

crescimento são de fundamental importância e, as citocininas são as mais destacadas 

nesta classe, por apresentarem a propriedade de superar a dominância apical dos 

brotos e aumentar a taxa de multiplicação (ERIG; SCHUCH, 2006; MORAES et al., 

2010; SILVEIRA et al., 2001). 

De acordo com Peres (2002), o efeito diferencial dos vários tipos de citocininas, 

quando aplicados ao meio de cultura, pode estar relacionado ao fato de cada um deles 

interferir de modo particular no metabolismo hormonal endógeno. Dentre as citocininas, 

a benzilaminopurina (BAP) é a que, em geral, tem se mostrado mais eficiente e 

apresentado melhores resultados na promoção da multiplicação in vitro de diversas 

espécies (VILLA et al., 2005). As concentrações utilizadas desta citocinina variam de 

0,5 mg L-1 a 5mg L-1, dependendo da espécie e condições do explante (SANTOS et al. 

2005). Além disso, a concentração ótima empregada deve determinar uma taxa de 
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multiplicação satisfatória, com um mínimo de variação somaclonal (ERIG; SCHUCH, 

2002).  

Além das citocininas, as auxinas também atuam na multiplicação in vitro uma vez 

que possuem como função principal a, capacidade de induzir alongamento celular, 

contribuindo em proporções adequadas na formação de brotações (LEMUS et al., 

2005). Dentre as auxinas mais utilizadas estão acido α- naftalenoacético (ANA), ácido 

indolilbutírico (AIB) e ácido 3 – indolilacético (AIA). A eficácia do AIB na multiplicação de 

brotações foi comprovada por SILVEIRA et al., (2001), em experimentos de 

multiplicação com o porta-enxerto de macieira M-7.  

A regeneração é uma etapa importante para a transformação genética, e 

depende do genótipo, tipo e idade do explante, condições de cultura in vitro e tipos e 

concentrações de reguladores de crescimento (MAGYAR-TABORI et al., 2010). Para o 

porta-enxerto de macieira Murakaibo M-9, entrenós apresentaram melhor resposta 

organogenética do que folhas (SILVA et al., 2005), ao contrário de Schuch e Peters 

(2002) que obtiveram maior eficiência na regeneração quando utilizaram folhas 

escarificadas e os segmentos foliares.  

Em função do exposto acima, o presente trabalho tem como objetivo melhorar os 

protocolos de multiplicação e regeneração para a cv. Gala, visando suas aplicações 

futuras nos processos de transformação genética. 

 

2.2 Materiais e Métodos 

Foram utilizadas brotações de macieira, cv. Gala, oriundas de meristemas 

isolados in vitro, no Laboratório de Cultura de Tecidos da Embrapa Clima Temperado, 

Pelotas, RS.  

 

2.2.1 Efeito de diferentes citocininas e concentrações de ANA na multiplicação in 

vitro 

Foram utilizadas microestacas com 1,0 a 1,5 cm de comprimento, as quais foram 

inoculadas em meios básicos de Murashige & Skoog (1962) (MS), 30 g L-1, de 

sacarose, 100 mg L-1 mio-inositol e  ágar 7,5 g L-1, contendo diferentes reguladores de 
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crescimento: M1 – 1,0 mg L-1 BAP (ERIG; SCHUCH, 2006); M2 – 0,8 mg L-1 BAP 

(ERIG; SCHUCH, 2006 modificado);  M3 – 0,1 mg L-1 ANA, 1mg L-1 BAP,  3mg L-1  

Cinetina; e M4 – 0,1 mg L-1 ANA,  8,3 mg L-1 N6-(isopenteniladenina) (2iP), conforme 

protocolos utilizados no Laboratório  do Dr. Herb Aldwinckle, Cornell University, USA. O 

pH dos meios foram ajustados para 5,7 e posteriormente autoclavados a 120ºC e 1,5 

atm por 20min. 

Os frascos contendo os explantes foram transferidos para câmara de 

crescimento, com temperatura de 23±2°C, densidade de fluxo de fotons de 42 µmol.m-2 

s-1 e fotoperíodo de 16hs. Após 30 dias em cultura, avaliou-se o comprimento e  número 

médio de brotações/explante. 

 

2.2.2 Efeitos de diferentes citocininas e auxinas na indução e desenvolvimento de 

brotações. 

- Fase 1 

Para os experimentos de regeneração foi utilizado meio de cultura Murashige & 

Skoog (1962) (MS), suplementado com 100 mg L-1 mio-inositol, gelrite 2,0 g L-1, 

diferentes reguladores de crescimento e fontes de carbono (Tabela 2), conforme 

Schuch e Peters, (2002) (Reg1), Szankowski et al., (2008) (Reg2) e Reg3 (Protocolo 

utilizado no Laboratório do Dr. Herb Aldwinckle, Cornell University). Foram utilizados 

como explantes, folhas obtidas de brotações multiplicadas por 04 semanas, nas quais 

foram realizadas três escarificações e uma raspagem na nervura central. Os explantes 

foram inoculados em placas de petri, contendo os diferentes meios de cultura e 

transferidos para câmara de crescimento, onde permaneceram por 15 dias no escuro. 

Após este período foram transferidos para a luz, por mais 15 dias e, permaneceram 

com as mesmas condições de luz e temperatura do ítem 2.4.1. Nesta primeira fase, ou 

seja, 30 dias após a inoculação dos explantes nos meios de cultura, foram avaliados 

número médio de explantes regenerantes e número médio de brotações por explante.  
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-Fase 2 

Com base nos resultados obtidos na primeira fase, os explantes foram cultivados 

inicialmente no meio Reg2 por 30 dias, sendo posteriormente transferidos para meios 

de desenvolvimento, por mais 21 dias, constituídos pelo meio básico de MS e  

diferentes concentrações de 2iP: (T1) = 2 mg L-1,  (T2) = 3 mg L-1, e o controle utilizado 

não continha regulador de crescimento . Nas duas etapas, os pHs dos meios foram 

ajustados para 5,7 e posteriormente autoclavados a 120ºC e 1,5 atm por 20min. Após 

07, 14 e 21 dias, da transferência dos explantes para os meios de desenvolvimento, 

foram avaliados o número médio de brotações/explante. 

 

Tabela 1 – Composição dos meio de cultura para regeneração de brotações cv. Gala 

 

2.2.3 Delineamento experimental e análise estatística 

No experimento de multiplicação, o delineamento experimental foi inteiramente 

casualizado e unifatorial composto de cinco repetições com cinco explantes em cada 

frasco. Após 30 dias de cultivo, avaliou-se o número médio de brotações/explante e 

comprimento médio das brotações, levando em consideração apenas o fator qualitativo, 

tratamento (meios de multiplicação).   

Reagentes  

 

Reg1  

 

Reg2 Reg3 

Tiamina - - 0,4 mL L-1 

Sacarose 40 g L-1 - 30 g L-1 

Sorbitol - 30 g L-1  

BAP  4 mg L-1 -  

TDZ  - 5 mg L-1 2 mg L-1 

AIB - - 0,3 mg L-1 

ANA 0,2 mg L-1 0,5 mg L-1 - 
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Para os experimentos de indução e desenvolvimento o delineamento 

experimental também foi inteiramente casualizado. Na fase 1, foi realizada uma análise 

unifatorial representado pelos diferentes meios, tendo sua unidade experimental 

composta por cinco placas de petri com seis explantes. Na fase 2, a avaliação foi em 

esquema fatorial (3x3), representado pelas diferentes concentrações de 2iP (0, 2 e 3 

mg L-1) e dias de avaliações (aos 7, 14 e 21 dias), sendo que apenas os explantes 

oriundos do meios de indução Reg2 foram submetidos a esta etapa.  

Na fase 1 foi analisado o número médio de regenerantes e o número médio de 

brotações por explante e, na fase 2, o número médio de brotações/explante. 

Os dados obtidos foram submetidos a análise de variância, sendo que para os 

fatores unifatoriais foi realizado o teste de médias com 5% de probabilidade de erro 

(Tukey) e para o fatorial 3x3, da fase de desenvolvimento, foi realizado análise de 

interação entre os fatores seguido de teste de médias, através do programa estatístico 

Winstat (MACHADO; CONCEIÇÃO, 2003). 

 

2.3 Resultados   

2.3.1 Efeito de diferentes citocininas e auxinas na taxa de multiplicação  

A análise de variância mostrou, pelo teste F, efeitos significativos ao nível de 5% 

de probabilidade, para as variáveis número e comprimento médio de 

brotações/explante (Tabela 2). A análise de dados através do teste de médias (Tabela 

3), evidenciou que o meio M4, contendo 8,3mg L-1 de 2iP e 0,1 mg L-1 de ANA foi 

significativamente superior aos demais meios de cultura utilizados, com valores de 

14,20 e 2,12cm, para as variáveis números médios de comprimento e 

brotações/explante, respectivamente. Este meio foi, respectivamente, 60 e 24% 

superior ao meio M1, que continha  somente 1,0 mg L-1 de BAP, e apresentou valores 

de 8,87 e 1,71cm para as mesmas variáveis.  
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Tabela 2- Análise de variância do número e comprimento médio de brotações, de  
macieira cultivar Gala, em diferentes meios de cultura 

*Significativo ao nível de 5%, pelo teste F. 

 

Tabela 3 - Número médio de brotos formados e comprimento de explantes de  
macieira cultivar Gala, em diferentes meios de cultura 

 

 

 

 

 

 
Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, não diferem entre si, pelo teste de Tukey(α 0,05). 

 

2.3.2 Efeitos de diferentes citocininas e auxinas na indução e desenvolvimento de 

brotações   

- Fase 1 

A análise de variância mostrou, pelo teste F, efeitos significativos ao nível de 5% 

de probabilidade, para as variáveis número médio de regenerantes e 

brotações/explante (Tabela 4, Figura 1). A análise das médias destas variáveis mostrou 

que, no meio Reg2 contendo 30 g L-1 de sorbitol, 5mg L-1 de TDZ e 0,5 mg L-1 de ANA, 

o numero médio de explantes regenerados (85,05) e a porcentagem de regenerantes 

(94,5 %) foi significativamente superior aos demais meios de cultura utilizados, (Tabela 

5). Estes resultados foram superiores aos obtidos com o meio Reg1, que continha  40 g 

L-1 de sacarose, 4 mg L-1 de BAP e 0,2 mg L-1 de ANA. Já o meio Reg3 com 30 g L -1 de 

  Quadrado  Médio 

Causas da Variação GL Número de Brotações Comprimemto 

Explantes(cm) 

Tratamento 3 85,26* 0,46* 

Resíduo 56 1,33 0,01 

Média geral  11,12 1,91 

Coeficiente de 

variação 

 10,36 5,98 

Meio de Cultura Número Médio de 

Brotações 

Comprimento de 

Explantes 

M1 8,87 D 1,71 D 

M2 9,7 C 1,83 C 

M3 11,73 B 1,96 B 

M4 14,2 A 2,12 A 
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sacarose e TDZ  em concentração inferior ao meio Reg2 (2mg L-1) e AIB (0,3 mg L-1), 

mostrou-se  significativamente inferior aos Reg2 e Reg1. 

 

Tabela 4 - Análise de variância para número médio de regenerantes e brotações de 

macieira cultivar Gala, em diferentes meios de cultura 

*- Significativo ao nível de 5%, pelo teste F. 

 

 

 

Tabela 5 - Número de explantes regenerados e porcentagem de regeneração de 

brotações de macieira, cultivar Gala, em diferentes meios de cultura 

Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, não diferem entre si, pelo teste de Tukey(α 0,05). 

 

 

  Quadrado  Médio 

Causas da Variação GL Número Médio de 

Regenerantes 

Número Médio de 

Brotações 

Tratamento 2 220,14* 248,42* 

Resíduo 42 30,67 1,62 

Média geral  3,4 4,55 

Coeficiente de 

variação 

 25,13 27,98 

Meios de 

Regeneração 

N° Total de Explantes 

Inoculados 

N° de Explantes 

Regenerados 

% de Regenerantes 

Reg1 90 62,10 B 69 B 

Reg2 90 85,05 A 94,5 A 

Reg3 90 6,00 C 6,7 C 
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Figura 1- Formação de estruturas globulares em explantes foliares de macieira, cv. Gala, aos 

30 dias de cultivo, cultivadas em meio Reg2 suplementado com sorbitol 30 g L
-1

.  

(A,B,C,D) Estruturas globulares formadas em 5 mg L
-1

 TDZ e 0,5 mg L
-1

 ANA. 

  

- Fase 2 

 

A análise de variância mostrou, pelo teste F, efeitos significativos ao nível de 5% 

de probabilidade, para as variáveis número médio brotações/explante (Tabela 6). A 

análise das médias desta variável mostrou que o número médio de brotações/explante 

foi significativamente superior no meio T(3) (3 mg L-1 de 2iP) quando comparado ao 

meios meios T(1) e T(2) que apresentavam, respectivamente,  ausência e menor 

concentração deste fitohormônio (Tabela 7).   

Observações visuais, mostraram que aos 7 dias todos os tratamentos já tinham 

desenvolvimento de gemas, sendo que os tratamentos 2 e 3 sempre apresentaram 

maiores quantidades de gemas/brotações/explante (Tabela 7). Nas avaliações 

realizadas aos 14 e 21 dias, o número de brotações foi superior nos T(2) e T(3), 

evidenciando que a interação dos fatores (tratamentos x dias de avaliação), não foi 

significativa. Já, na variável dias, não ocorreu diferenças significativas entre os 

tratamentos 2 e 3 (Tabela 8, Figura 2). No entanto, embora o meio T(3) tenha 

apresentado respostas mais elevadas quanto ao número de gemas/brotações/explante, 

estas eram de tamanho abaixo do necessário para uma manipulação posterior 

(repicagem e enraizamento).  

A B 

C D 
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Tabela 6- Análise de variância para número médio de brotações de macieira, cultivar 

Gala,em diferentes meios de cultura 

*- Significativo ao nível de 5%, pelo teste F. 

 

 

 

TABELA 7– Número médio de brotações de macieira, cultivar Gala, em diferentes 

concentrações de 2iP  

(T(1) - 0 mg L-1, T(2) – 2 mg L-1, T(3) - 3 mg L-1 2iP. Letras diferenciam estatísticamente ao nível 
de significância de 5 %.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  Quadrado Médio 

Fonte de variação                       GL N° Médio Brotações 

Concentração de 2iP 2 70.2* 

Dias 2 26.6* 

Concentração x Dias 4 1.6 

Resíduo                       36 1.17 

Total                       44 - 

Coeficiente de variação  15.43 - 

Tratamentos    

T(1) 2,6 B 5,0 B 6,2 C 

T(2) 6,8 A 7,8 A 8,2 B 

T(3) 7,2 A 9,2 A 10,0 A 
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TABELA 8 - Número médio de brotações de macieira, cultivar Gala, em diferentes dias de 

avaliação (7, 14, 21 dias)  

Letras diferenciam estatísticamente ao nível de significância de 5 % na linha. 
 

 

 

 

Figura 2- Brotações formadas a partir de explantes foliares de macieira, cv. Gala, aos 50 

dias de cultivo, em meio suplementado com sorbitol 30 g L
-1

. (A, B) brotos 

desenvolvidos com (3 mg L
-1

 2iP e 2 mg L
-1 

2iP) e comprimento médio de (1,5 

cm e 2,0 cm), respectivamente. 

 

2.4 Discussão 

Os resultados relatados neste trabalho mostraram uma maior eficiência na 

multiplicação de macieira, cultivar Gala, quanto ao comprimento e número médio de 

brotações quando se utilizou a interação de 2iP e ANA (M4). Silveira et al., (2009), 

relataram que a ação em conjunta dessas duas classes de reguladores de crescimento 

contribuem em proporções adequadas para a formação de brotações. Entretanto, 

Dias de Avaliação    

7 2,6 B 5,0 A 6,2 A 

14 6,8 A 7,8 A 8,2 A 

21 7,2 B 9,2 A 10,0 A 

A 

B 
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convém salientar que não existem relatos atuais da interação dos reguladores citados 

acima em macieira. Inclusive, estudo realizado por Sarwar et al., (1998) com 2iP 

isoladamente para as cultivares de macieira, McIntosh’, ‘Macspur’ e ‘Wijcik’, apresentou 

resultados negativos para a variável alongamento de brotações. Efeito positivo do uso 

de 2iP com auxina tem sido relatado na multiplicação de outras fruteiras, como o mirtilo. 

Onde a combinação de AIB nas concentrações de 0,5 a 4 mg L-1 e de 2iP de 10 a 15mg 

L-1 tem apresentado efeitos  positivos no alongamento e proliferação de brotações in 

vitro desta espécie  (FILIPENYA; DOLGOV, 2000; KYTE; KLEYN, 2003; LITWIN´CZUK; 

WADAS, 2008). 

Os resultados deste trabalho (Tabela 3) corroboram com Silveira et., al (2002), 

indicando que a concentração de auxina endógena desta cultivar é incapaz de suprir 

suas necessidades durante a fase de multiplicação, necessitando de concentrações 

adicionais desta classe de regulador, já que, a utilização deste atua estimulando o 

crescimento da parte aérea, colaborando com o aumento do comprimento e número 

médio de brotações do explante. 

 O 2iP, um regulador mais fraco que o BAP, atuando em conjunto com ANA  

tornou-se um dos fatores que contribuiu com o sucesso da multiplicação da cv. Gala. 

Evidenciando que a eficiência da multiplicação para esta cultivar foi dada pelo balanço 

auxina/citocinina.  

Convém salientar que a utilização de BAP, como fonte de citocinina, nos meios 

M1 e M2 (1 e 0,8 mg L-1, respectivamente) apresentou resultados inferiores, tanto para 

número e comprimentos de brotações, quando comparados aos obtidos com os meios 

M3 e M4 (tabela 3), que continham (0,1 mg L-1 ANA, 1mg L-1 BAP,  3mg L-1  Cinetina e  

0,1 mg L-1 ANA,  8,3 mg L-1 2iP), respectivamente. Estes resultados com ANA/2iP foram 

surpreendentes, pois o BAP é, normalmente e preferencialmente, a citocinina mais 

eficiente e utilizada em estudos de micropropagação em macieira (BRUM et al., 2002; 

ERIG; SHUCH, 2006; PEREIRA; ROGALSKI et al., 2003; VIEIRA et al., 2009). 

Quanto a indução de regeneração em explantes foliares, o meio Reg2 contendo 

sorbitol, TDZ e ANA destacou-se em relação aos demais, com alta porcentagem de 

regenerantes (94,5%). Estes resultados confirmam e evidenciam que a regeneração de 

brotações a partir de tecidos somáticos diferenciados necessita da presença de uma 
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citocinina de alta atividade biológica e de uma auxina, neste estudo, TDZ e ANA, 

respectivamente (D'ONOFRIO; MORINI et al., 2005). Entretanto, Schuch e Peters 

(2002), trabalhando com a cultivar Gala obtiveram maior percentagem de regeneração 

de brotações quando utilizaram BAP e ANA nas concentrações de 4,0 a 5,0 mg L-1 e 

0,2 mg L-1, respectivamente. Estes autores verificaram também que o TDZ induzia 

vitrificação e a maioria das brotações formadas eram muito pequenas e agrupadas, 

sendo que, estes efeitos não foram observados no presente estudo. 

Outro aspecto a salientar é que o tipo e concentração da auxina empregada 

pode variar conforme a cultivar e as condições do explante. Szankowski et al., (2008); 

Degenhardt et al., (2006),  obtiveram resultados superiores, para a variável número de 

regenerantes, utilizando AIB, como auxina, para a cultivar Elstar e Holsteiner. 

Os explantes foliares, quando transferidos para os meios de desenvolvimento 

contendo 2iP, apresentaram maior número de brotações,  aumentando a eficiência da 

regeneração. Ao fim do processo, através de observações visuais, verificou-se que a 

regeneração ocorreu através de organogênese indireta, pois houve formação de calos 

nos explantes.  

Não foram encontrados relatos sobre a utilização de 2iP no desenvolvimento de 

brotações em macieira. Entretanto, em outras culturas como cafeeiro, o emprego de 2iP 

proporcionou a regeneração em 100% dos explantes, especialmente nas 

concentrações de 2,5 e 5,0 μM, indicando que esta citocinina proporciona bons 

resultados organogênicos para esta cultura (TEIXEIRA et al., 2004). Corroborando com 

a utilização de 2iP, Cassana et al.(2007), obtiveram sucesso no desenvolvimento de 

brotações de mirtilo.  

Portanto, os resultados obtidos no presente estudo mostraram que o protocolo 

de multiplicação utilizando o (2iP e ANA) foram superiores, quando comparados com a 

utilização de BAP, e os protocolos de regeneração (fase 1 e 2), quando utilizou-se 

(sorbitol, TDZ e ANA) e, após complementou-se com 2iP para a formação de brotações 

mostraram eficiência na regeneração de explantes foliares de macieira. 
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2.5 Conclusão 

 

           O 2iP é a citocinina, em conjunto com o ANA, mais eficiente,  na multiplicação da 

cultivar Gala. 

O protocolo utilizando TDZ  e ANA é eficiente para a regeneração da cultivar 

Gala.  

O meio utilizando 2iP na concentração de 2 mg L-1  foi eficiente para o 

desenvolvimento de brotações da cultivar Gala. 
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3. CAPÍTULO 2 

 TRANSFORMAÇÃO GENÉTICA via Agrobacterium tumefaciens VISANDO 

RESISTÊNCIA A MANCHA FOLIAR  

3.1 Introdução 

A maçã (Malus domestica Borkh) é um dos frutos mais importantes produzidos 

no Brasil, chegando a quase um milhão de toneladas na colheita de 2007/2008 (FINEP, 

2009). No entanto, muitos fatores restringem a expansão desta cultura, dentre eles, a 

incidência da mancha foliar da Gala (MFG) causada pelo fungo Colletotrichum 

gloesporoioides, sendo esta uma das doenças mais importantes na cultura da macieira 

no Sul do Brasil (KATSURAYAMA et al., 2000; ARAÚJO et al., 2008). No Rio Grande do 

Sul, as lesões em folhas e frutos correspondem a 75% da perda na produção, de modo 

que, os prejuízos causados por essa doença são graves, podendo ocorrer perda total 

da produção do ano e, comprometendo a produção do ano seguinte (CRUSIUS et al., 

2002).  

Em consequência da severidade de ataque e dos altos custos de controle, uma 

das prioridades atuais dos programas de melhoramento genético de macieira no Sul do 

Brasil é a obtenção de cultivares resistente à MFG. (FURLAN et al., 2010). Neste 

sentido, a engenharia genética oferece uma alternativa atraente para a criação de 

variedades resistentes, uma vez que é mais rápida, pode ser usado muitas fontes de 

genes e preserva as qualidades desejáveis da cultivar, quando comparada ao 

melhoramento genético (ALDWINCKLE; NORELLI, 2000).  

A engenharia genética pode ser realizada por métodos diretos, sem a utilização 

de vetores intermediários, ou indireto utilizando o vetor A. tumefaciens, que possui 

capacidade de transformar um grande número de espécies de plantas (KARAMI et al., 

2009). O sistema de transformação mediado por A. tumefaciens, facilita a integração 

precisa de um pequeno número de genes no genoma da planta e mostra maior grau de 

estabilidade do transgene (SHOU et al., 2004). 

A inserção de genes que conferem resistência a fungos e outros patógenos na 

planta, esta vinculada a ganhos expressivos na qualidade final dos produtos, maior 

velocidade na obtenção de novos genótipos apropriados, em virtude de maior 
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homogeneidade, drástica redução do uso de agrotóxicos, , aumento da produção e 

produtividade com redução de custos relativos (SARTORETTO et al., 2008).  

Entretanto, para que haja o estabelecimento de um eficiente sistema de 

transformação para qualquer espécie vegetal, são necessárias algumas etapas, tais 

como: a escolha da estirpe bacteriana e plasmídeos, um sistema eficiente de 

regeneração das células, competência de tecidos vegetais de destino para infecção, 

isolamento e introdução do DNA exógeno na célula, duração de co-cultivo após a 

infecção por A. tumefaciens e o uso de marcadores de seleção (antibióticos) para 

verificação do crescimento das células transformadas (SALAS et al., 2001; ZAMBRE et 

al., 2003; YU et al., 2002; OlHOFT et al., 2003, WU et al., 2003; CHENG et al., 2004, 

BŘÍZA et al., 2008; CHO et al., 2008).  

A utilização da transformação genética como ferramenta para a produção de 

novos genótipos resistentes a doenças causadas por fungos, como C. gloeosporioides, 

pode ser agregada a utilização de plantas para a produção de proteínas recombinantes 

como as lectinas. E estas, são proteínas de grande interesse biológico e possuem 

genes que são expressos em vegetais com respostas a diferentes fitopatógenos. 

Possuem expressão heteróloga em plantas, por se tratar de um sistema eucariótico de 

expressão, com a maquinaria necessária para executar processamentos pós–

traducionais, tais como: glicosilação e fosforização, além de propiciar a formação de 

complexos protéicos associados (PINTO et., al 2008).  

Dentre estas proteínas, podemos citar a lectina encontrada em Bauhinia 

variegata. As lectinas isoladas de sementes de B. variegata (BVLI e BVL II) são 

proteínas, não imunológicas, semelhantes a outras lectinas galactose específicas 

(PINTO et al., 2008). Essa classe de proteínas acumula-se em órgãos e/ou tecidos mais 

suscetíveis ao ataque de organismos e que também são imprescindíveis para a 

sobrevivência individual e da espécie, como as sementes. Muitos trabalhos relatam a 

inibição do crescimento in vitro de fungos quando da utilização de lectinas (YE ; NG, 

2001; YE et al., 2001; CHEN et al., 2005). 

A lectina BVL torna-se capaz de reconhecer e se ligar a glicoconjugados de 

outros organismos, presentes na superfície de microrganismos (bactérias e fungos) 

(PINTO et al., 2008). Sendo assim, a utilização de um gene que codifica uma lectina, 
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possibilita a obtenção de um novo genótipo resistente a fungos, com grandes 

perspectivas para a produção de plantas suscetíveis a doenças, como a cultivar Gala 

(SAUVION et al., 2004; NAGADHARA et al., 2004; SHAH et al., 2005; PANG et al., 

2004). 

Considerando o exposto acima, o presente trabalho objetivou a obtenção de 

linhagens transgênicas de macieira, cv. Gala, via A. tumefaciens visando a inserção do 

gene de Bauhinia variegata L da lectina bvlI, para resistência ao fungo Coletotrichum 

gloeosporioides. 

 

3.2 Materiais e Métodos 

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratório de Biotecnologia de Plantas do 

Centro de Biotecnologia e o Laboratório de Cultura de Tecidos de Plantas do 

Departamento de Botânica/Instituto de Biologia, ambos na Universidade Federal de 

Pelotas - UFPel. 

 

3.2.1 Material Vegetal 

 O material vegetal consistiu de folhas cultivadas in vitro de macieira, cv. Gala, as 

quais foram mantidas em meio de multiplicação contendo sais e vitaminas do meio MS 

(Murashige; Skoog, 1962), suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 100 mg L-1 de mio-

inositol, 0,1 mg L-1 de ANA, 8,3 mg L-1 de 2iP, 7,5 g L-1 de ágar e pH 5,7. As brotações 

foram cultivadas durante quatro semanas, em câmara de crescimento, com temperatura 

de 23±2°C, densidade de fluxo de fótons de 42 µmol.m-2 s-1 e fotoperíodo de 16hs. 

 

3.2.2 Construção do plasmídeo e clonagem do gene bvl em vetor de expressão 

em plantas 

A cepa utilizada neste estudo foi LBA4404. A clonagem do vetor de expressão 

em planta foi realizada a partir da amplificação de bvlI por reação em cadeia polimerase 

(PCR), utilizando-se oligonucleotídeos iniciadores contendo sítios de restrição 
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compatíveis com os sítios de múltipla clonagem do vetor (Tabela 1), onde BVLpGA F 

continha peptídeo sinal, para direcionar a proteína para a região específica, onde esta 

realiza a sua função biológica. O produto de PCR foi ligado ao vetor pGA643 usando-se 

a enzima DNA Ligase e denominado pGA-bvlI e, foi transferido por eletroporação para a 

bactéria Escherichia coli Top10 para propagação do plasmídeo. A partir de E. coli 

contendo a construção pGA-bvlI, isolou-se o plasmídeo usando-se o kit GFX™ Micro 

Plasmid Prep kit (GE Healthcare).   

A transformação da bactéria A. tumefasciens, usando a construção pGA-bvlI, foi 

realizada por choque térmico. A confirmação da integração do gene ao vetor foi 

verificada por PCR e por digestão dos plasmídeos usando-se as mesmas enzimas da 

fase de construção (Figura 1).  

 

 Tabela 1. Primers usados na construção do vetor pGA/bvlI 

 

 

 

pGA643+bvl I
12299 bp

kanR

bv l I

traJtrfA

tetA

tetR

right border of Ti-plasmid

3'UTR of T-DNA gene 5

left border of Ti-plasmid

incP origin of transfer

promoter of the nos gene

35S promoter

Rep Origin 1

3'UTR of the nos gene

terminator sequence of T-DNA gene 7

Bgl II (3556)

Xba I (2830)

 
 

 Figura 1- Desenho do plasmideo pGA643-bvlI em orientação antisense 

utilizado para transformação genética de macieira, cv Gala. 

Vetor Primer Seqüência Enzima  

pGA643 BVLpGA F GCTCTAGAATGACAAGCTCAACCTTA  

(com peptídeo sinal) 

XbaI  

BVLpGA R GGAAGATCTTTACATACTGGAATAAGAGG  

 

BglII 
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3.2.3 Transformação genética 

Os explantes foliares foram preparados para a infecção em solução bacteriana 

com três escarificações e uma raspagem na nervura central. Foram testados dois 

protocolos para transformação genética via A. tumefaciens: Protocolo P1 (Degenhardt 

et al., 2006 modificado) e Protocolo P2 (conforme protocolo utilizado no Laboratório do 

Dr. Herb Aldwinckle, Cornell University). 

 

- Protocolo P1 

Foram realizados dois cultivos de A. tumefaciens. No primeiro, utilizou-se uma 

colônia de A. tumefaciens contendo o plasmídeo pGA643-bvlI em 10 mL de meio LB 

(Luria Broth) contendo os antibióticos (canamicina 50 mg L-1, rifampcina 30 mg L-1 e 

streptomicina 300 mg L-1), overnight, sob agitação de 150 rpm e 28°C. Para o preparo 

do segundo cultivo, foi retirado 5 ml do primeiro e adicionado a 50 mL de meio LB e os 

mesmos antibióticos citados anteriormente. Após mais ou menos uma hora sob as 

condições de agitação e temperatura, já citadas, quando a cultura apresentava DO600 

de 0,7, foi iniciado o processo de inoculação. 

Os explantes foliares escarificados permaneceram 10 min. em solução 

bacteriana sob agitação constante. Em seguida, as folhas foram secas com auxilio de 

papel filtro esterilizado e os explantes colocados em meio de co-cultivo (Tabela 2), com 

o lado adaxial em contato com o meio de cultura, por três dias, no escuro. 

Posteriormente os explantes foram lavados duas vezes com água destilada e 

autoclavada (sem antibiótico), por 15 minutos. O material vegetal foi seco novamente 

em papel filtro esterilizado e cultivado em meio de regeneração contendo canamicina 

50 mg L-1 e cefotaxima 100 mg L-1 (Tabela 2), por 15 dias, no escuro. Após este período 

os explantes foram transferidos para a luz (densidade de fluxo de fotons de 42 µmol.m-2 

s-1), em câmara de crescimento, com temperatura de 23±2°C, e fotoperíodo de 16hs. 
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- Protocolo P2 

Neste protocolo foram preparadas cinco placas com meio LB semi sólido e 

antibióticos (canamicina 50 mg L-1, rifampcina 30 mg L-1 e streptomicina 300 mg L-1) nas 

quais foram inoculadas uma colônia de  A. tumefaciens e após incubadas em BOD por 

3 dias a 28°C. Para a coleta do crescimento bacteriano, no terceiro dia, adicionou-se 3 

mL do meio SIM (contendo 5,88 g L-1 Ácido Cítrico + 20g L-1 sacarose; o pH foi ajustado 

para 5,2 e adicionado mais 1µ 1M Fosfato de Betaina mL-1 de meio 1µ 100mM 

acetoseringona mL-1), e através de raspagem transferiu-se para erlenmeyer, ao qual se 

adicionou mais 10 mL de meio SIM para uma DO600 final de 0,7. Esta solução 

bacteriana permaneceu sob agitação (150 rpm, 28°C), por quatro horas. Após, retirou-

se a solução do agitador e a esta, adicionados os explantes foliares, que 

permaneceram por 10 min. para a inoculação. Posteriormente os explantes foram secos 

e transferidos para meio de co-cultivo2 (Tabela 2), mantido em BOD a 25°C por três 

dias, e após, os explantes foliares foram lavados em solução contendo cefotaxima 500 

mg L-1 e MS (somente sais e vitaminas) por 10 min. sob agitação. Posteriormene, as 

folhas foram secas e colocadas em meio de regeneração2 com antibióticos canamicina 

100 mg L-1 e cefotaxima 500 mg L-1 (Tabela 2). O material permaneceu em câmara de 

crescimento por 21 dias no escuro e após foi transferido para a luz (densidade de fluxo 

de fótons de 42 µmol.m-2 s-1), temperatura de 23±2°C, e fotoperíodo de 16hs.  

Deve-se salientar que para os dois protocolos, tanto na fase de regeneração, 

como no desenvolvimento das brotações, os explantes eram transferidos para novos 

meios de 15 em 15 dias, para manter a viabildade do antibiótico. 

Como controle, em P1 e P2, utilizou-se cinquenta explantes que foram colocados 

em meio de regeneração sem antibióticos (controle positivo) e meio de regeneração 

com antibiótico (controle negativo), sem infecção por A. tumefaciens. Foram realizados 

18 experimentos de transformação com P1 e 6 com P2, sendo cada evento constituído 

por dez placas de petri contendo oito explantes cada. 

 

 

 

 

 



36 

 

 

 

Tabela 2- Composição do meio de co-cultivo e regeneração.  

Reagentes *Meio Co-

Cultivo 

*Meio Co-

Cultivo2 

Meio 

Regeneração 

Meio 

Regeneração2 

Sais e vitaminas MS (g L-1) 4,4 - 4,4 - 

MS solução (g L-1) - 4,3 - 4,3 

Mio-inositol (mg L-1) 100 100 100 100 

Tiamina mL L-1  0,4  0,4 

Sorbitol (g L-1) 30 - 40 - 

Sacarose (g L-1)  30  30 

TDZ (mg L-1) 5 2 5 2 

ANA (mg L-1) 0,5 - 0,5 - 

AIB (mg L-1)  0,3  0,3 

Gelrite (g L-1) 2,5 2,5 2,5 2,5 

Canamicina (mg L-1) - - 50 100 

Cefotaxima (mg L-1) - - 100 500 

(*) Meio sem antibióticos. 

 

3.2.4 Regeneração e multiplicação dos explantes foliares infectados  

Após 40 dias em meio de regeneração, os explantes foram transferidos para o 

meio de cultura MS contendo 2 mg L-1 de 2iP com canamicina 50 mg L-1, para o 

desenvolvimento das gemas/brotações. Vinte dias após a transferência para o meio de 

desenvolvimento, as brotações originadas dos explantes foram multiplicadas em MS, 

contendo 0,1 mg L-1 de ANA, 8,3 mg L-1 de 2iP e canamicina 50 mg L-1. As brotações 

sobreviventes foram submetidas a análises moleculares, para verificar se houve a 

inserção e expressão do gene, na cv. Gala. 

3.2.5 Análise de reação em cadeia da polimerase (PCR) 

O DNA genômico foi isolado, utilizando método de extração CTAB, (DOYLE; 

DOYLE, 1990). Os primers usados na amplificação dos fragmentos de bvll foram  

BVLpGA F e BVLpGA R, (Tabela 1). Para as amplificações foram preparadas reações 
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de 25 µl para cada amostra de DNA, utilizando termociclador BIORAD/INOVA. As 

condições para a reação de PCR utilizando o gene bvll foram de desnaturação inicial 

por 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de 60s a 94 °C, 60s a 53 °C e 60s a 72 °C.  No 

ciclo final, a reação foi mantida por 7 min a 72 °C. O produto da reação de PCR foi 

analisada por eletroforese em gel de agarose a 1% e os fragmentos foram comparados 

com marcador (Ladder 100pb) da Ludwig. 

3.2.6 Análise de Dot Blot 

A proteína foi extraída de folhas das brotações resistentes ao antibiótico 

conforme Silva e Souza (2009). A membrana de nitrocelulose (MN) foi dividida em cinco 

separações e aplicou-se 8 μL de amostras de RNA. As membranas foram então 

colocadas em estufa a 37 °C para secagem e posteriormente os sítios livres de ligação 

de proteínas presentes foram bloqueados pela adição de leite em pó 5%, sob agitação, 

por 60 minutos. Após este período, foi adicionado 20 mL da solução Anti-BVL por 60 

minutos, e finalmente adicionado o anticorpo Anti-coelho durante 60 minutos. Entre 

cada etapa foram realizadas 5 lavagens com PBS-T (PBS mais tween 20 a 0,5%) e 

todas as etapas permaneceram sob agitação.  

A revelação das amostras foi realizada pela adição de uma solução de (3,3´-

Diaminobenzidine (DAB) 0,006g em 09 mL de TRIS HCl 50mM+ 1 mL Sulfato de Níquel 

0,1M).  Entre cada etapa foram realizadas 4 lavagens com PBS-T (PBS mais tween 20 

a 0,5%). Postreriormente foi acrescentado 30 μL de H2O2 por 5 minutos, em triplicata. 

Na leitura foram considerados positivos as reações de cor, fraca ou forte.   

 

3.3 Resultados 

3.3.1 Transformação genética 

Os resultados apresentados mostraram que o protocolo P1 foi superior ao P2, 

com regeneração em todos os eventos de transformação, obtendo-se 15 explantes 

regenerantes num total de oitenta (Tabela 3). Por outro, quando utilizado o protocolo P2 

somente um dos explantes iniciais apresentou explantes regenerados (Tabela 4).  
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Os explantes foliares após 15 dias, tanto para o P1 e P2 já apresentavam inicio 

de necrose em algumas folhas infectadas e, aos 30 dias necrose total. O antibiótico 

canamicina foi mantido nos meios de cultura durante o período de regeneração e 

desenvolvimento das brotações. Inclusive quando as brotações foram transferidas para 

o meio de multiplicação, fez-se uma modificação na concentração de canamicina 

aumentando para 100 mg L-1. No entanto, este aumento na quantidade de antibiótico 

não apresentou qualquer modificação visual nas brotações.  

Considerando todos os eventos de transformação realizados a taxa de explantes 

regenerantes foi baixa, da ordem de 7,98% num total de 1490 explantes (Tabela 3).    

O protocolo realizado neste trabalho com referência a lavagem dos explantes 

após o co-cultivo (duas lavagens sem antibiótico) mostrou-se efetivo, diminuindo a 

necrose precoce dos explantes, aumentando assim a possibilidade de regeneração de 

brotações (Figura 2). 

 

Tabela 3- Eventos de transformação P1 com explantes regenerados aos 40 

dias multiplicados aos 60 dias de macieira, cultivar Gala 

Eventos Transf N° Expl. Expl. Reg. 40dias Expl. Multip. 60dias 

Transf. 1 80           6              1 

Transf. 2 80 3 0 

Transf. 4 80 1 0 

Transf. 5 80 15 2 

Transf. 6 80 8 1 

Transf. 7 80 10 3 

Transf. 8 80 12 0 

Transf. 9 80 6 2 

Transf. 10 80 2 0 

Transf. 11 80 14 4 

Transf. 12 80 8 3 

Transf. 13 80 6 0 

Transf. 14 80 17 0 

Transf. 15 80 3 2 

Transf. 16 80 8 2 
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Tabela 4-Eventos de transformação P2 com explantes regenerados aos 40 dias 
multiplicados aos 60 dias de macieira, cultivar Gala 

Eventos Transf N° Expl. Expl. Reg. 40dias Expl. Multip. 60dias 

Transf. 1 80 1 0 

Transf. 2 80 0 0 

Transf. 4 80 0 0 

Transf. 5 80 0 0 

Transf. 6 80 0 0 

 

 

 

Figura 2- Explantes foliares e brotações de macieira cv. Gala após a inoculação por A. tumefaciens 
utilizando o Protocolo P1. (A) Explantes foliares após a infecção em meio de co-cultivo. (B) 
Controle negativo, com canamicina 50 mg L

-1
. (C) Controle positivo, sem canamicina. (D) 

Brotação infectada por A. tumefaciens aos 60 dias cultivada em meio MS com 2 mg L
-1

 de 
2iP. (E) Brotos em meio de multiplicação com 90 dias de cultivo, suplementado com 0,1 mg L

-

1
ANA + 8,3 mg L

-1
 de 2iP. (F) Clones de brotações sobreviventes em meio de multiplicação 

com canamicina 50 mg L
-1

. 

 

 

A B 

C D 

E F 
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3.3.2 Análise de reação em cadeia da polimerase 

A análise de PCR do DNA das brotações transgênicas putativas 

confirmaram a presença do gene. Foram testadas 20 brotações, incluindo o 

clone destas, sendo que somente três plantas apresentaram característica de 

amplificação  de 800 pb para bvll (Figura. 3), representando um percentual 15 % 

de brotações positivas.  

 

Figura 3- Eletroforese em gel de agarose, visando a confirmação da inserção do gene nos 

clones da cultivar Gala. Marcador molecular (M), PC (gene bvlI controle), (P 06, 

11, 01) confirmação da inserção do gene. 

 

3.3.3 Análise Dot Blot 

A análise de Dot Blot não detectou a presença de bvlI, nos explantes avaliados 

(Fig. 4). 

 

Figura 4- Análise de Dot Blot para confirmação da presença de bvlI, do gene bvlI, nos clones da Planta 1 

(3.3 e 1.1), utilizando como controle negativo Planta N.T ( não transformada) e BSA e contole 

positivo BVL Nativa. 

 

M                                    P06                PC           M                 P11           P01 

      P1 C3.3                   P1 C 1.1         BVL Nativa(+)     Planta N.T(-)            BSA (-) 

800 pb 
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3.4 Discussão 

O protocolo de transformação (P1) demonstrou ser eficiente, em comparação 

com o P2, embora, a obtenção de plantas contendo o gene bvlI tenha sido baixa. A 

eficiência da transformação é afetada por alguns fatores e, dentre eles, esta a fonte de 

açúcar, que é o principal produto da fotossíntese e a forma principal de translocação de 

carbono em Malus. Diante disso, a utilização de sorbitol no protocolo (P1) no meio de 

regeneração e desenvolvimento mostrou grande influência na transformação genética 

pois, este já comprovou sua superioridade em relação a sacarose em trabalhos com 

maciera, que visavam o aumento de regeneração e multiplicação. (Zhu et al., 2001)  

Este este é o primeiro relato do uso da lectina (BVL), na tentativa de obtenção de 

macieira cv. Gala, resistente ao C. gloeosporioides. No entanto, a tolerância ao fungo 

C. gloeosporioides, foi comprovada em trabalhos realizados por YAN et al. (2005), que 

demonstraram a utilização de lectinas de B. variegata com ação antifúngica em 

Colletotrichum sp., comprovando a eficiência da sua ação inibitória em fungos. Por 

outro lado, trabalhos de transformação genética em macieira, com as cutivares Marshall 

McIntosh e Royal Gala, já foram realizados para aumentar a resistência a doenças 

fungicas, estes estudos utilizaram uma outra proteína, quitinase, que degrada a parede 

celular de fungos, (BOLAR et al.; 2000; BOLAR et al.; 2001; WONG et al.; 1999).  

O uso do antibiótico cefotaxima (100 mg L-1), na etapa de lavagem dos 

explantes, provavelmente tenha causado fitotoxidade. Pois, observou-se visualmente 

necrose dos explantes e respectiva diminuição da taxa de regeneração, enquanto que 

na ausência do antibiótico isto ocorreu em menor proporção. Em trabalhos realizados 

com cefotaxima em explantes foliares em diferentes cultivares de macieira, conforme 

Modgil e Sharma, (2009), utilizando a concentração de 300 mg L-1 não houve 

interferência no desenvolvimento, enquanto que, Yepes e Aldwinckle (1994) 

trabalhando com 250 mg L-1, tiveram a regeneração afetada. 

Visando a seleção de plantas resistentes, o uso de 50 mg L-1 de canamicina no 

meio de regeneração mostrou-se eficaz, pois selecionou as brotações com o gene de 

interesse. Porém para confirmar a presença do gene, antes das análises de PCR, a 

utilização da concentração de 100 mg L-1 canamicina, não provocou sensibilidade sobre 

os explantes. Schuch et al. (2002), trabalhando com a cultivar Gala, com o gene 
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codificante da ACCOxidase em orientação antisense, verificaram que tecidos desta 

cultivar são sensíveis a concentrações acima de  20 mg L-1 de canamicina, e obtiveram, 

a transformação genética de tecidos da cultivar Gala, confirmados através da expressão 

do gene GUS e por PCR.  

A partir dos dados pode-se pressupor que houve a inserção do gene bvlI, nas 

plantas analisadas (06,11,01) conforme Figura 3. No entanto, dados de (KOPROWSKI; 

YUSIBOV, 2001; MA et al., 2003; TWYMAN et al., 2003), mostram que a expressão de 

genes exógenos inseridos em plantas é muitas vezes baixa, além do que, a produção 

da proteína alvo pode chegar a representar apenas 0,1 a 1% do total de proteínas 

solúveis produzidas no vegetal. Com base nestes dados, optamos por verificar a 

produção da proteína BVLI nos clones positivos.  

A utilização da análise de Dot Blot que é uma técnica similar ao Western Blot, 

apresentou reação positiva (Figura 4) para o precipitado (debris celulares), resultantes 

da extração das proteínas das folhas oriundas da cultura dos clones potencialmente 

transformados. A coloração obtida no precipitado tanto das folhas positivas quanto 

negativas demonstram que trata-se de um resultado falso positivo. Provavelmente esta 

coloração, semelhante a do controle positivo, deve-se aos pigmentos naturais das 

amostras, ricos em clorofila. Fuller et al., (2008), que a seleção das plantas 

transformadas pode ser dficultada pela correlação da quantidade detectável de lectinas 

sendo expressas, pois nem sempre há correlação com o grau de resistência do 

organismo patogênico.  

Os resutados obtidos nas análises moleculares realizadas, permitem hipotetizar 

que, os clones testados por Dot Blot, podem estar expressando a proteína, como 

também, pode haver ocorrência do silenciamento do RNA, que acontece quando o 

trangene é reconhecido como um ácido nucleíco invasor. Portanto, a realização de 

outras análises futuras é imprescindível, como Real Time, refinamento do protocolo de 

extração de proteínas e a utilização de mais amostras para as análises devem ser 

realizados em estudos futuros. 
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3.5 Conclusão 

A inserção do gene bvlI em macieira cv. Gala foi confirmada por PCR. 

A expressão da proteína de B. variegata L. em macieira cv. Gala, não foi 

confirmada por Dot Blot. 

É necessário a utilização de outras técnicas para que, os níveis de detecção da 

proteína B. variegata L. em macieira cv. Gala, sejam aperfeiçoados.  
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