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Transformacdo genética € uma técnica da biotecnologia que vem sendo
estudada devido ao seu potencial de superexpressar ou silenciar genes de
interesse em espécies cultivadas. O presente trabalho teve como objetivo
otimizar o protocolo de transformacdo genética do clone 3336 de Eucalyptus
urograndis visando determinar a concentracdo ideal de canamicina na selecao
de plantas transformadas. A transformacdo genética foi realizada via
Agrobacterium tumefaciens, plasmideo pCAMBIA230, que contém o gene de
selecéo nptll, que confere resisténcia ao antibidtico canamicina. Apos crescer
por 16 h e atingir OD600=0,6 nm, a bactéria foi ressuspendida em meio MS
liquido, no qual foram adicionados os explantes. Em seguida, os explantes
foram introduzidos em meio de regeneracdo WPM, contendo 20 gL™ de
sacarose, 0,1 gL de mio-inositol, 250 mgL™ PVP, 0,1 uM de ANA, 0,25 pM de
TDZ e 7gL™ de &gar para o cocultivo. Ap6s quatro dias, os explantes foram
lavados e transferidos para meio de regeneracdo acrescido de 150 mgL™ de
cefotaxima, e diferentes concentracdes de canamicina, 12,5 mgL™ (T1), 25
mgL™ e 50 mgL?, e cultivados no escuro & temperatura de 23+2 °C,
transferindo-os para meio fresco a cada 15 dias. Cada tratamento constou de
10 placas com 20 explantes. Trinta dias ap6s o inicio do experimento, 0s
explantes foram repicados para meio de regeneracao (WPM suplementado
com 5,0 uM de BAP e 0,5 uM ANA) e transferidos para sala de cultivo sob
fotoperiodo de 16 h de luz e mesma temperatura. Apos 35 dias foi avaliada a
porcentagem de explantes com calos, regeneragéo e oxidagéo e os resultados
foram comparados pelo teste t-student (p<0,05). Houve diferenca estatistica
para a formacéo de calos entre T1 e T3, com 72% e 52%, respectivamente. O
T2 nédo diferiu estatisticamente dos demais. Nao houve diferenca estatistica
com relacdo a oxidagdo, que variou entre 21% e 37%. Houve regeneracgao
apenas nos tratamentos T1 (3%) e T2 (1%), sugerindo que a dose de 50 mgL™
de canamicina foi muito toxica, ndo permitindo a regeneracdo de explantes
transformados. No entanto, os brotos regenerados terdo que ser avaliados por
PCR para confirmacéo da transformacéo.
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