XVII Encontro de Jovens Pesquisadores da UCS

S
Sistemas de desinfestacao /n vitro e transformacao via A. rhizogenes em especies do

género Solanum visando a producao de glicoalcaloides.

Montezano, Débora Goulart'; Andrade, Luciana Bavaresco'; Echeverrigaray, Sergio Laguna’

a P
Q CN q 'Laboratério de Biotecnologia Vegetal e Microbiologia Aplicada — Instituto de Biotecnologia l \ ‘ S

Conselho Nacional de Desenvolvimento

Cientifico e Tecnolégico Universidade de Caxias do Sul; Rua Francisco Getulio Vargas, 1130; Cep 95001-970; Caxias do Sul, RS. Brasil UNIVERSIDADE

DE CAXIAS DO BUI

Plantas do género Solanum sao conhecidas produtoras de alcaldides esteroidais e
glicoalcaloides, tais como solasodina, solanina, tomatina entre outros. Estes compostos tem sido
utilizados como precursores na producao de hormoénios esteroidais pela industria farmaceéutica.
O tipo de alcaldide esteroidal assim como a concentracao desses alcaldides, pode variar
significativamente entre especies distintas dentro do género Solanum. As especies nativas S.
pseudocapsicum, S. paranense e S. guaranitica x paniculatum, aparecem como opcoes na
producao desses compostos.

O cultivo in vitro e a utilizacao de raizes transformadas, sdo alternativas para o estudo e
incremento na obtencao desses alcaldides, promovendo novos recursos para O Processo
comercial de plantas e seus compostos quimicos secundarios. Com o cultivo in vitro, os fatores
bidticos sao controlados e podemos avaliar a producao real desses compostos além de
propiciarmos as condicOes basicas para a infecgao por Agrobacterium.

A introducao de espécies coletadas na natureza ao cultivo in vitro, € considerada uma das
fases criticas da cultura de tecidos vegetais. O desafio é estabelecer um protocolo que consiga

eliminar os patégenos vegetais sem danificar a planta.

Desenvolver sistemas de desinfestagao para introdugao das espécies S. 1) Desinfestacao:
pseudocapsicum, S. paranense e S. guaranitica x paniculatum ao cultivo in vitro _ . _ L
assim como a transformacdo genética via A. rhizogenes visando a producdo de A auseéncia do fungicida Folicur causou 100% de contaminagao em
glicoalcaloides. estacas foliares e entrends.

_S Dosagens de 0,5 ml/L de fungicida foram toxicas tanto para entrends
como para os explantes foliares. A reducao para 0,25ml/L causou necrose
. . apenas nos explantes foliares. Entrenos foram mantidos em meio de
1)Mater'_a| Veqetal' . S N cultivo nao desenvolvendo gemas laterais.
Para a introducao das especies em estudo no cultivo in vitro foram utilizados

como explantes de entre-nos, foliares e sementes das espécies em estudo, as
qguais foram coletadas nos municipios de Caxias do Sul e Cruzeiro do sul.

Sementes das espécies em estudo foram germinadas in vitro. Taxas de
germinacao variaram conforme a espécie e o0 tratamento testado
(Quadrot;Figuras 1 e 2).

2) Sistema de dESinfeSta(}éO dos explantes: Quadro 1: Porcentagem de germinacao in vitro de sementes das espécies do género Solanum
Para todos os ensaios de desinfestacao os explantes foram imersos em etanol Meio de BA (mg/L) S.pseudocapsicum S. paranense S.guaraniticum
70%, e apds em hipoclorito de soédio 1/3 sob agitacdo constante seguidos de 3 - —
lavagens com agua destilada autoclavada.
Foram testadas diferentes concentracées do fungicida Folicur® (0,5 e 0,25ml/L) MS o >
nas pré-lavagens e no meio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962). 1,0 5 22

Diluicbes do meio de cultivo MS (MS1/2, MS1/4) foram testadas comparando-as
com O meio agar-agua.
No meio de cultivo foi acrescida a citocinina belziladenina (BA) na concentragdo  2) Transformagﬁo
de 0,5 mg/L e o antioxidante PVP-K30 (0,5M) e Nistatina.
A taxa de transformacgao em S. pseudocapsicum foi de 45% (Figura 3.).
3) Ensaios de transformagﬁo; Foi realizado o ensaio de desenvolvimento de raizes com o intuito de

As plantulas obtidas na germinacéo das sementes de S. pseudocapsicum foram ~ €stimular o crescimento e diminuir a oxidagao, visto que as mesmas,
repicadas e utilizadas como explantes para ensaio de transformacdo.Para tanto ~ @Presentavam-se com aspecto engrossado e crescimento lento. Os
foram utilizados 80 segmentos caulinares invertidos e inoculados em meio agar- melhore_s resultados foram obtidos nas diluigoes do meio MS em presenca
agua 40 explantes serviram como controle e 40 foram infectados com A. de AlA Independenie da presenea de PVP (Quadro 2), sendo o melhor
rhizogenes ATCC15834. Apos 48h os explantes foram repassados para meio MS resultado em MS1/2 acrescido de AlA e PVP.

com adicao de Claforam (200mg/ml) permanecendo por 40 dias no escuro em 3 |
sala de crescimento a 25 =2 °C. Avaliacoes de taxas de transformacao foram B
realizadas apds esse periodo.

4) Ensaio de desenvolvimento de raizes transformadas:
Raizes transformadas de S. pseudocapsicum foram isoladas e identificadas

Figura 1. Germinacdo de  Figura 2. Plantulas in vitro de Figura 3 .Raizes transformadas
como eventos independentes de transformagao. Apos, foi selecionado o evento sementes de S. pseudocapsicum.  germinagéo de sementes de S. em S.pseudocapsioum
gue manteve o maior crescimento in vitro e do mesmo foi realizado ensaio com a pseudocapsicum.
combinagéo de diferentes diluigdes do meio MS (MS; MS 2 e MS 4) com a Siferentes concentraches de meio M3, auning Al em présenca o atséncia dé antioxidanter  © oo
auxina AIA (0 e 0,1mg/L) em presenca e auséncia do antioxidante PVP na AIA (mg/L) PVP (M) MS MS1/2 MS1/4
concentracao de 0,5M. 0 0 0,37 + 0,08 0,38 +0,07 0,46 + 0,20
Pontas de raiz com 0,3 cm de comprimento foram os explantes utilizados para 0,5 0,32 + 0,08 0,30 +0,00 0,34 +0,06
realizacao desse experimento. Forma inoculadas em placa de Petri cinco raizes 0.1 0 0,35 + 0,08 0,39 + 0,07 0,64 +0.11
por placa, totalizando 15 raizes por tratamento. O experimento foi conduzido em 0,5 0,35 +0.08 2,35 + 0,64 0,74 £0.18
auséncia de luz sob temperatura controlada de 25+2°(C. Médias seguidas da mesma letra nao diferem significativamente de acordo com o Teste de Tukey a P< 0.05.

As espécies testadas apresentaram resposta variavel aos sistemas de desinfestacao testados. Da mesma forma, as taxas de germinacao variaram enire espécies. A
utilizacao de diluicoes do meio MS, presenca de PVP e adicao de auxinas, ndo levaram a modificacbes importantes no desenvolvimento de raizes transformantes de S.
pseudocapsicum, sendo necessaria a realizacao de novos testes.
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