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ESTRESSES DE TEMPERATURA E CONCENTRACOES DE
ACETOSIRINGONA NA TRANSFORMACAO GENETICA DE
MILHO VIA Agrobacterium tumefaciens

TIAGO TEIXEIRA!

RESUMO - Para estabelecer a técnica de transformacgdo genética de
plantas via Agrobacterium tumefaciens, um dos pontos criticos ¢
ajustar os fatores que influenciam a transformacao, tais como genotipo
da planta e condi¢des de infec¢do e cocultivo dos explantes, aplicando
estratégias que possam aumentar as frequéncias de transferéncia do T-
DNA como aplicagdo de estresses antes e durante a infec¢do dos
explantes com a agrobactéria e ajuste da concentragdo de compostos
fendlicos nos meios de infec¢do e cocultivo. Dessa forma, este
trabalho objetivou adequar um protocolo de transformacao genética de
milho via A. tumefaciens para dois genétipos de milho. O primeiro
capitulo deste trabalho avalia o efeito da submissad dos embrides
imaturos do hibrido Hi-II e da variedade brasileira BR 451 a
diferentes condic¢des infeccao com a A. tumefaciens EHA101:pTF101,
a qual carrega os genes bar e uidA sob controle do promotor
CaMV35S. No primeiro experimento os embrides foram submetidos a
diferentes temperaturas de infec¢do (43 °C e temperatura ambiente).
No segundo experimento foi aplicado um estresse combinado (46 °C
por 3 minutos, resfriamento em gelo por 1 minuto, centrifugagdo a

12.000 rpm a 4 °C por 10 minutos) antes da infeccdo com A.

! Biblogo, mestrando do Programa de P6s-Graduagdo em Agronomia (PPGAgro) da
FAMV/UPF,
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tumefaciens. No segundo capitulo sdo descritos os experimentos
referentes ao efeito de diferentes concentragdes de acetosiringona no
meio de infeccdo (experimento 1) e a suplementacdo das mesmas
concentragdes no meio de infeccdo e também no cocultivo
(experimento 2). As concentracdes utilizadas foram de 0 uM
(controle), 100 uM, 200uM, 400uM e 600uM. A frequéncia de
transformagdo transiente foi avaliada através do teste histoquimico de
GUS, o qual que evidencia a expressao do gene repérter uidA no
tecido vegetal transformado. A frequéncia de transformacao estavel
foi obtida através da expressdo do gene marcador bar. Houve efeito
positivo da alta temperatura no aumento da intensidade na expressao
do gene reporter uidA. O estresse combinado aplicado antes da
infeccdo gerou mortalidade de aproximadamente 50% dos embrides,
reduzindo a eficiéncia de transformacao do gendtipo Hi-II. A
acetosiringona ¢ de extrema importancia no cocultivo para a
transferéncia do T-DNA. O genotipo Hi-II foi afetado pela
concentragdo de AS aplicados somente na fase de infec¢do, enquanto
o gendtipo BR 451 nao sofreu influéncia. A concentragdo de AS
aplicada na infeccdo e no cocultivo influenciou a transformagao
transiente dos dois genotipos e a dose de 400uM de AS mostrou-se
mais eficiente para a transformacdo de embrides imaturos de milho
dos gendtipos Hi-II e BR451. A variedade BR 451 mostrou
capacidade de ser transformada mesmo que com frequéncias inferiores

ao hibrido Hi-IL.

Palavras-chave: Engenharia genética, transformacdo genética

transiente, transformagdo genética estavel, Hi-II, BR 451, Zea mays
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TEMPERATURE STRESS AND ACETOSYRINGONE
CONCENTRATIONS IN MAIZE GENETIC
TRANSFORMATION BY Agrobacterium tumefaciens

TIAGO TEIXEIRA

ABSTRACT - To establish the technique of plant genetic
transformation by A. tumefaciens, one of the critical points is to adjust
the factors affecting the transformation, such as plant genotype and
conditions of infection and co-culture of the explants by applying
strategies that can increase the frequency of the T-DNA transference,
such as the stress application before and during the explant infection
with agrobacteria ~ and adjustment of the phenolic compound
concentration in the infection and co-culture media. Therefore, this
work aimed at adjusting a protocol of genetic transformation by A.
tumefaciens for two maize genotypes. The first chapter of this work
evaluate the effect of different infection conditions applied to
immature embryos of the Hi-II hybrid and the BR451 Brazilian
variety with A. tumefaciens EHA101:pTF101, carrying the bar and
uidA genes under control of CaMV35S promoter. In the first
experiment the embryos were submitted to different temperatures of
infection (43 °C and room temperature). In the second experiment was
applied a combined stress (46 °C per 3 minutes, cooling in ice per 1
minute, centrifugation 12.000 rpm at 40C per 10 minutes) before the
infection with. A. tumefaciens. In the second chapter are described the
experiments referring to the effect of different concentration of

acetosyringone in the infection medium (Assay 1) and the same
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concentration supplemented in the infection and also in the co-culture
media (Assay 2). The tested acetosyringone concentrations were: 0
uM (control), 100 uM, 200uM, 400uM and 600uM. The transient
transformation frequency was evaluated by the GUS histochemical
assay, which shows the uidA report gene expression in the plant
transformed tissue. The frequency of stable transformation was
evaluated through the expression of the bar marker gene. There was
positive effect of the high temperature in the intensity of the uidA
reporter gene. Combined stress applied before the infection resulted in
approximately 50% mortality of embryos, reducing the efficiency of
transformation of the Hi-II genotype. Acetosyringone is of extreme
importance in the co-culture for the transference of the T-DNA. The
Hi-II genotype was affected by the concentration when applied only in
infection phase, while genotype BR 451 was not influenced by that.
The acetosyringone concentrations applied to the infection and co-
culture media influenced the transient transformation of the two
genotypes and the dose of 400uM of revealed to be more efficient for
the transient transformation of immature embryos of Hill and
BR451maize of genotypes. The variety BR 451 showed capacity of
being transformed, but in a lower frequency compared to the Hi-II

hybrid.

Keywords: genetic engineering, transient genetic transformation,

stable genetic transformation, Hi-II, BR 451, Zea mays.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é um dos cereais mais cultivados
mundialmente, representando aproximadamente 30% dos graos
produzidos no mundo (IBGE, 2015). A area plantada em 2015/2016
no Brasil esta estimada em 15,4 milhdes de hectares representando
27% da area cultivada. A producdo estimada para a safra ¢ de 84,65
milhdes de toneladas representando 40,51% da producao total de
graos do pais. O Rio Grande do Sul ocupa o terceiro lugar na
producdo de milho do pais com 15% da producdo, ficando apenas
atras do estado do Parana (17,9%) e Mato Grosso (24,4%) (CONAB,
2016).

O milho movimenta anualmente em torno de 40 bilhdes de
dolares (JAMES, 2014). Trata-se de uma das principais culturas
cultivadas e consumidas no mundo, servindo de alimento tanto para o
homem como para os animais, sendo uma das principais fontes
energéticas para a alimentacdo e também um alimento basico para
muitas populacdes (JAMES, 2010).

Novas variedades de milho vém sendo produzidas a partir de
técnicas de melhoramento, visando melhoria das caracteristicas
agronOmicas, nutricionais, sanitarias e adaptacdo a diferentes
ambientes e estresses ambientais. Os cenarios desfavoraveis como
escassez de dgua e terras agricultaveis, uma populacdao em constante
expansdo, os estresses bidticos e abiodticos, a grande demanda por
qualidade e quantidade, sdo fatores que exercem pressdo para uma
resposta mais rapida do melhoramento genético (HUANG & WEI,
2004).
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A biotecnologia juntamente com a engenharia genética ¢ de
suma importancia para o desenvolvimento de cultivares com
caracteristicas melhoradas (HUANG & WEI, 2005). As técnicas de
biotecnologia possibilitam aos melhoristas de plantas o acesso a
maiores fontes de variabilidade genética para o desenvolvimento de
novas cultivares com caracteristicas agrondmicas e nutricionais
melhoradas. (HUANG & WEI, 2005; CARNEIRO et al., 2009).

Além de genes de tolerancia a herbicidas e insetos, estdo sendo
transferidos para o milho novos genes que conferem tolerancia a seca,
frio, salinidade e aluminio, melhoria do wvalor nutricional e
biofortificagdo, producdo de diferentes compostos de valor industrial e
biofarmacéutico, producdo de etanol e indug¢do da macho esterilidade
(GIDDINGS et al., 2000; CARNEIRO et al., 2004; GRANDO et al.,
2005; KIM et al., 2007; NELSON et al., 2007, RAMESSAR et al.,
2008; POSSA et al., 2009; KIM et al., 2012.).

Plantas de milho geneticamente modificadas foram produzidas
inicialmente pelo emprego da técnica de bombardeamento
(GORDON-KAMM et al., 1990). Porém, a técnica mediada por
Agrobacterium tumefaciens tem sido preferida para esse fim por ser
uma alternativa mais eficiente, visto que este método permite a
integracdo do gene exdgeno em regides transcricionalmente ativas do
genoma, assim como a introducdo de baixo nimero de copias que
serdo integradas no genoma da planta com raros rearranjos (ISHIDA
et al., 2007). Pesquisas tém demostrado que a A. tumefaciens ¢ capaz
de, in vitro, infectar e transferir genes para diferentes genotipos de
milho (FRAME et al., 2002; 2006; 2011; ISHIDA et al., 2007; OMER
etal., 2013; QUE et al 2014, HIEI et al., 2014).
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O protocolo classico de transformagdo genética via A.
tumefaciens ¢ composto pela infec¢cdo, onde o explante € colocado em
contato com a bactéria; seguida pela etapa de cocultivo dos explantes
com a agrobactéria por 2 a 3 dias em meio solido, eliminacdo de
bactéria pela utilizagdo de antibidticos especificos utilizados na fase
de descango e, por fim, a sele¢do dos tecidos transformados em meio
de cultura contendo agentes seletivos seguido da regeneragdo de
plantas. A utilizacdo deste método de transferéncia de genes no milho
exige algumas modificagdes e ajustes na metodologia em cada etapa
da transformac¢dao de acordo com as condi¢des de cada laboratorio
(FRAME et al., 2002; 2006; DANILOVA & DOLGIKH, 2004).

Diversos trabalhos tém sido realizados visando aperfeicoar as
condi¢des de cultivo in vitro e adequar as estratégias de
transformagao, pois estas sao fundamentais para obtengdo de plantas
de milho geneticamente modificadas. Tratamentos de estresses
impostos ao explante tém demonstrado eficiente colaboracdo no
aumento da eficiencia de transformacdo em  espécies
monocotiledoneas (CHENG et al., 2004).

Tratamentos utilizados para induzir estresse nos explantes com
o objetivo de melhorar a eficiéncia de transformag¢do, como a elevacao
da temperatura antes ou durante a infeccdo dos embrides e o
tratamento de estresse fisico antes da infeccdo tem resultado no
aumento da frequéncia de transformacdo em gendtipos de milho
(ISHIDA et al., 2007).

A utilizagdo de compostos fendlicos adicionados ao meio de
cultura tem como funcdo intensificar a sinalizagdo celular para a

inducdo da expressdo de genes vir, os quais estdo presentes no
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plasmideo Ti da agrobactéria e sdo responsaveis pela excisdo e
transferéncia do T-DNA da bactéria para o genoma vegetal da célula
hospedeira. As plantas dicotiledoneas, hospedeiros naturais da
agrobactéria, produzem naturalmente compostos fendlicos liberadas
de ferimentos mecanicos, 0s quais ativam regido Vir e
consequentemente a transferéncia de genes. Em monocotiledoneas
acredita-se que alguns sinais e/ou moléculas indutoras ndo sdo ativas
de maneira suficiente, sendo assim a adi¢cdo de fenodlicos sintéticos
como a acetosiringona (AS) sdo capazes de ativar os genes vir e
aumentar a eficiéncia de transformacao (STACHEL et al., 1995;
McCULLEN & BINNS, 2006).

O uso de AS ¢é observado na maioria dos protocolos de
transformagdo genética. Porém, os niveis de concentragdo sao
variaveis e em milho ndo foram encontrados na literatura relatos de
experimentos demonstrando qual a concentragdo adequada de AS
deve ser utilizada, sendo que os protocolos atuais sdo baseados em
outras culturas como trigo e arroz (MANFROI, 2014).

Outro fator que influéncia a eficiéncia do processo de
transformagdo ¢ o gendtipo, o qual estd ligado principalmente a
capacidade que o gendtipo possui de interagir com a A. tumefaciens,
além da capacidade de resposta in vitro. O hibrido americano Hi-1I ¢ o
genodtipo de milho mais utilizado mundialmente na transformagao
genética, pois possui alta capacide de ser transformado pela A4.
tumefaciens ¢ alta capacidade de regenerar plantas pelo processo de
cultivo in vitro (ISHIDA et al., 2007).

Por outro lado, grupos de pesquisa buscam genotipos

alternativo que sejam eficientes na transformagdo genética de milho e
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que apresentem caracteristicas agrondmicas superiores ao Hi-II que
possui pobres caracteristicas agronomicas. A variedade brasileira de
milho BR451 demonstra capacidade de transformagdo e regeneragdo
de plantas in vitro, além de apresentar boas caracteristicas
agronOmicas e alta concentracdo de proteinas. Porém ha a necessidade
de adaptacdo dos protocolos rotineiros para que este genotipo possa
ser utilizado na producdo de milho geneticamente modificado de
forma mais eficiente (PETRILLO et al., 2008; SILVA, 2013;
DIDONE, 2015).

Dessa forma, visando emprego da tecnologia de transformagao
genética em milho ha necessidade de adaptar e otimizar a infecgdo de
embrides imaturos de milho a partir do genoétipo modelo Hi-II no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal da UPF, bem como avaliar o
uso da variedade brasileira BR451 na transformacdo genética de
milho. Nesse contexto, os objetivos especificos foram os seguintes:

a) Verificar se o estresse de alta temperatura durante a
infeccdo de embrides zigoticos imaturos de milho do gendtipo Hi-II e
da variedade BR451 com A. tumefaciens proporciona melhorias nas
frequéncias de transformagdo genética transiente e estavel;

b) verificar se o tratamento com estresse fisico antes da
infec¢do de embrides de milho do genotipo Hi-II com A. tumefaciens
afeta a sobrevivéncia dos embrides e as frequéncias de transformagao
genética transiente e estavel,

c) verificar se diferentes concentracdes de acetosiringona no
meio de infeccdo e no meio de cocultivo de embrides imaturos de
milho com A. tumefaciens altera a frequéncia de transformagao

transiente, avaliada pela expressdo do gene reporter uidA.
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d) verificar a capacidade de transformacdo genética da

variedade BR 451 visando ser utilizada como gendtipo alternativo ao

hibrido Hi-IL

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos botanicos e importancia do Milho

O milho ¢ uma graminea da familia Poaceae, tribo Maydeae,
género Zea e espécie Zea mays L. E taxonomicamente identificado
como Zea mays L. spp. mays, para distinguir do seu parente silvestre
mais proximo, o teosinto (Zea mexicana L.), ambos com 2n = 2x = 20
cromossomos (PATERNIANI & CAMPOS, 1999).

E nativo do México, e se originou a partir do teosinto
(PATERNIANI & CAMPOS, 1999). Trata-se de uma planta herbacea,
monoica com duas inflorescéncias independentes e diferentes, Por ser
anual, completa seu ciclo em quatro a cinco meses (PONS &
BRESOLIN, 1981). E alogama com praticamente 100% de
reproducgdo cruzada (PATERNIANI & CAMPOS, 1999).

O milho ¢ considerado uma das principais “commodities”
agricolas, visto que anualmente sdao cultivados cerca de 170 milhdes
de hectares, os quais contribuem para a producdo de aproximadamente
900 milhdes de toneladas de graos (CONAB, 2015; USDA, 2014)
movimentando um mercado de aproximadamente 40 bilhdes de
dolares anuais (JAMES, 2014). Também ganha importancia devido a
sua diversidade de aplicacdes que vai desde a alimenta¢do humana a

animal e ¢ matéria-prima de diversificados complexos agroindustriais,
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exercendo um importante papel social e econdmico (HUANG & WEI,
2004).

No Brasil, em termos economicos, o milho ¢ uma das culturas
mais importantes para a agricultura sendo que ocupa
aproximadamente 27% da area dcultivada, em um cenario mundial de
producdo de milho o Brasil ocupa o terceiro lugar (13%) na producdo

mundial, atras somente dos Estados Unidos (40%) e China (20%).

2.2 Melhoramento genético e plantas geneticamente modificadas

de milho

O melhoramento genético vem produzindo gen6tipos de milho
visando melhoria das caracteristicas agrondmicas, nutricionais,
sanitarias, adaptacdo a diferentes ambientes e estresses bioticos e
abidticos. Porém, a escassez de recursos naturais como agua e terras
agricultaveis, o crescente aumento da populacdo, os estresses
ambientais, a grande demanda por qualidade e produtividade sdo
fatores que exigem rapidez na resposta do melhoramento genético
(HUANG & WEI, 2004).

Na cultura do milho, a produgdo de plantas geneticamente
modificadas tem possibilitado aos programas de melhoramento de
plantas o acesso a novas fontes de variabilidade genética para o
desenvolvimento de cultivares superiores. As barreiras reprodutivas
que impedem a transferéncia de caracteristicas desejadas para as
plantas de interesse podem ser superadas pelas técnicas de

biotecnologia, possibilitando assim a insercao de genes encontrado em
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espécies distantes e at¢ mesmo de reinos diferentes (CARNEIRO et
al., 2004).

A produgdo de milho transgénico foi relatada pela primeira vez
no inicio da década de 90 (GORDOM-KAMM et al., 1990; FROMM
et al., 1990; WALTERS et al., 1992). Desde entdo, genes cuja
exploracdo através de métodos tradicionais de melhoramento ¢
inviavel, tém sido introduzidos via transformacdo genética (KOZIEL
et al., ARMSTRONG et al. apud SANTOS-SEREJO & AGUIAR-
PERECIN, 2000; FRAME et al., 2006, 2011; OMBORI et al., 2013).

A engenharia genética ¢ util na obtengdo de plantas
geneticamente modificadas com diferentes objetivos: alimentos mais
nutritivos, estaveis ao armazenamento, mais saudaveis, com
melhoramento da produgdo, tolerancia a estresses bioticos e abidticos,
possibilitando o uso de 4&reas marginais, reducdo do impacto
ambiental, obtengdo de farmacos e vacinas a partir de plantas

transgénicas (VALOIS, 2001).

2.3 Métodos de transformacao genética

As técnicas para obtengdo de plantas transgénicas vém sendo
desenvolvidas e aperfeigoadas ao longo dos anos. Alguns métodos ja
estdo mais estabelecidos como por exemplo o método mediado pela 4.
tumefaciens, que ¢ um eficiente vetor na engenharia genética de
plantas, principalmente de dicotiledoneas. Outras técnicas de
transferéncia de genes que podem ser aplicadas em dicotiledoneas e
monocotiledoneas sdo conhecidos como métodos diretos de

transformagdo, permitindo a introdu¢do de DNA exdgeno da célula
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vegetal por meio de mecanismos quimicos ou fisicos, entre eles estdo
a eletroporagdo, a biobalistica e a microinjecdo (CARNEIRO et al.,

2004).

2.4 Transformacao de milho via Agrobacterium tumefaciens

As primeiras plantas férteis de milho geneticamente
modificado  foram  produzidas utilizando o método de
bombardeamento de genes (GORDON-KAMM et al., 1990), uma vez
que até entdo as técnicas utilizando A. tumefaciens eram consideradas
inviaveis para monocotiledoneas, pois estas nao eram naturalmente
infectados por este patogeno (ISHIDA et al., 2007).

As primeiras monocotiledoneas a receberem um transgene via
A. tumefaciens foram obtidas por Hiei et al. (1994). Esses
pesquisadores mostraram que isso era possivel de modo altamente
eficiente em arroz. Estudos posteriores mostraram a possibilidade de
transformar com eficiéncia via 4. tumefaciens culturas como o milho
(ISHIDA et al., 1996), trigo (CHENG et al., 1997), cevada (TINGAY
et al., 1997) e sorgo (ZHAO et al., 1998). O sucesso da transferéncia
de genes em embrides imaturos zigdticos de milho mediado via A.
tumefaciens foi posteriormente relatado por varios outros autores
(LUPOTTO et al., 1998; ZHAO et al., 1998; ZHAO et al. 2001;
FRAME et al., 2002; FRAME et al.,, 2006; VEGA et al., 2008;
OMBORI, 2013).

A A. tumefaciens ¢é uma bactéria de solo, capaz de
naturalmente infectar, transferir e integrar parte do seu DNA o T-

DNA, no genoma nuclear de células vegetais de maneira natural,
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através de ferimentos presentes na planta que realizam a sinalizagao

para a entrada da A. tumefaciens (SHEN et al., 1993).

Citocininas

Borda esquerda Borda direita

Plasmideo Ti

Regido vir

Origem de

replicacio
(ORI)

Figura 1. Mapa funcional de um plasmideo Ti: T-DNA (segmento de DNA que é
transferido para a célula vegetal); auxinas, citocininas e opinas (genes
responsaveis pela indu¢do do tumor e nutri¢do da bactéria na planta);
bordas esquerda e direita (sinalizagdo de onde ocorre o corte do T-
DNA); regido vir (genes responsaveis pelo corte e transferéncia do T-
DNA); origem de replicagdo (fungdes ligadas a replicagdo, manutengao
e estabilidade do plasmideo Ti dentro da bactéria). Fonte: adaptado de
ZHU et al., (2000).

Estudos indicam que a transformag¢do do milho mediada por 4.
tumefaciens pode ser uma alternativa melhor do que a biobalistica na
insercdo de transgenes em milho, sendo uma técnica que pode ser
adotada como rotina para obtencdo plantas de milho geneticamente

modificadas (FRAME et al., 2002).
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A. tumefaciens ¢ portadora de um plasmideo Ti (Figura 1) o
qual contém genes que tornam a bactéria capaz de infectar células
vegetais e causam um tumor conhecido como galha da coroa.

O mecanismo de transferéncia de T-DNA engloba uma série
de genes de viruléncia (vir) do plasmideo Ti que possui o T-DNA
(Figura 2). Estes genes vir sdo induzidos por sinais quimicos liberados
por células injuriadas da planta (CHILTON, 1993).

O processo de infeccdo inicia-se pelo reconhecimento e
fixacdo da bactéria ao tecido vegetal ferido. Compostos fenodlicos e
acucares liberados pelo meio extracelular vegetal sdo reconhecidos
pelo sistema de sensores VirA/VirG. Na sequéncia ocorre a ativagdo
da regido vir do plasmideo Ti e ligagdo da bactéria com a célula
hospedeira. A Fita-T (molécula de DNA linear fita simples obtida do
T-DNA) ¢ excisada a partir do T-DNA (fita dupla de DNA) pelas
proteinas VirD1 e VirD2, e exportada, ligada com a proteina VirD2
para dentro do citoplasma da célula vegetal. Na célula hospedeira, a
Fita-T ligada a VirD2 ¢ empacotada por moléculas de VirE2 e
importada pelo nucleo por um processo ativo realizado pela
maquinaria da célula hospedeira. Uma vez no nucleo, a Fita-T ¢
integrada no genoma por mecanismos ainda pouco conhecidos

(TZFIRA & CITOVSKY, 2002; 2006).
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Sz Plant phenolic signals

TRENDS in Cell Biology
Figura 2. Illustragio esquematica da transformagdo genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens. O processo de transformacdo ¢ constituido
por nove grandes passos e comeca com o reconhecimento e fixacdo das
Agrobacterium tumefaciens, para as células do hospedeiro (1), a detecgdo
de sinais especificos da planta é reconhecido pelos componentes de
transdugdo de sinal VirA VirG da agrobatéria (2). Apds a ativagdo dos
genes da regido vir (3), uma coépia movel do T-DNA ¢é gerada pelo
complexo de proteinas VirD1 eVirD2 (4) e entregue pelo VirD2 no
citoplasma da célula hospedeira o complexo de DNA (complexo fita-T)
(5), sendo importado e integrado no genoma do hospedeiro (6, 7, 8).
Fonte: Tzefira & Citovsky (2006).

Para utilizar o sistema natural de transferéncia de genes da
agrobactéria para a transformagdo de plantas em laboratorio sdo
sintetizados vetores baseados no plasmideo Ti. Para constru¢cdo de um
vetor sdo retirados os genes de indugdo de tumor e produgdo de opinas

e adicionado os genes de interesse. Desta maneira a agrobactéria
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insere o gene de interesse na célula vegetal utilizando o sistema
natural da agrobacteria.

Devido ao seu grande tamanho (em torno de 200 kpb) o
plasmideo Ti ¢ de dificil manuseio in vitro. Portanto, vetores
alternativos contendo a regido T integral ou parcial foram construidos
a partir dos plasmideos da agrobactéria. Estes vetores menores tem o
tamanho aproximado de 10kb, podendo ser agrupado em vetores co-
integrados e vetores binarios (KLEE et al. apud SLUY'S, 1999).

A Figura 3 ilustra a A. tumefaciens contendo o sistema de vetor
binédrio, ou seja, contendo o plasmideo Ti desarmado (somente a
regido vir que promove a transferéncia do T-DNA) e o plasmideo
adicional portando a regido do T-DNA (DNA que sera transferido

para a planta).

Plasmidio Ti

desarmado

Figura 3. Sistema binario: o vetor binario, contendo o gene de interesse entre as
extremidades do T-DNA, se mantém em uma linhagem desarmada de
Agrobacterium tumefaciens de forma independente do plasmideo Ti
desarmado, cujos oncogenes foram eliminados e a regido vir mantida.
Fonte: Brasileiro & Lacorte (1998).

Os métodos mais conhecidos para produzir milho transgénico
sdo a biobalistica e método mediado por 4. tumefaciens. Pelo método
de A. tumefaciens ¢ possivel introduzir baixo nimero de copias dos

transgenes nos cromossomos vegetais, geralmente uma ou duas (HIEI
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et al., 1994; ISHIDA et al., 1996; ZHAO et al., 1998; 2001; SHOU et
al., 2004; RIBAS et al., 2006; ISHIDA et al., 2007). Isto é positivo
pois a insercdo de copias em excesso de genes pode levar a uma
instabilidade da expressdao dos transgenes ou ainda ao silenciamento
génico devido aos rearranjos do DNA e as respostas de defesa da
célula vegetal (KLAEPER et al., 2001; VEGA et al., 2008).

Outras vantagens da utilizagdo de A. tumefaciens para
producao de plantas geneticamente modificadas sdo o padrao de
insercao simples, integracdo mais precisa, rearranjos raros € maiores
niveis de expressdo do transgene ja que os genes sdo inseridos em
regides transcricionalmente mais ativas (ZHAO et al., 1998; SHOU et
al., 2004; ZHANG et al., 2005; VEGA et al.,, 2008); segmentos
relativamente grandes de T-DNA podem ser integrados no genoma da
planta (> que 10KB) (HIEI et al., 1994; ISHIDA et al., 1996; ZHAO
et al., 1998; ISHIDA et al., 2007), além disso os genes seguem padrao
de heran¢a mendeliana (ISHIDA et al., 1996, FRAME et al., 2002;
SHOU et al., 2004; ISHIDA et al., 2007).

2.5 Fatores que afetam a transformacdo com Agrobacterium

tumefaciens

Viarios parametros incluindo estirpe de A. tumefaciens,
gendtipo de milho, explante, composicdo do meio de cultura e
temperaturas empregadas em diferentes etapas do processo afetam a
eficiéncia da transferéncia de T-DNA quando plasmideos ndo
superbinarios sao utilizados (KAEPLER et al., 2001). Além desses

fatores, o pH dos meios, o tempo de cocultivo, concentracdo da
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agrobactéria, estresses aplicados durante a infeccdo afetam a
transferéncia de genes e sobrevivéncia dos tecidos vegetais ao longo
do processo de transformagdo (FRAME et al., 2002; HUANG & WEI,
2005; ISHIDA, 2007). Isso demonstra a complexidade do processo € a
quantidade de varidveis a serem ajustadas em um protocolo de

transformacao.

2.5.1 Efeito genotipico na transformacio por Agrobacterium

tumefaciens

A eficiéncia da transforma¢do genética em milho via A.
tumefaciens ¢ fortemente influenciada pelo gendtipo do explante
receptor do gene. Esta influéncia estd relacionada a resposta do
material genético ao cultivo in vitro e a capacidade de interagao do
tecido com A. tumefaciens pois as células do explante do gendtipo
utilizado devem ter a capacidade de ser infectadas pela agrobactéria,
receber o T-DNA e regenerar plantas transgénicas através da cultura
de tecidos (SHRAWAT & LORZ, 2006).

O hibrido Hi-II, tem sido largamente utilizado para a
transformagd@o do milho em iniimeros laboratorios (LUPOTTO et al.,
1998; ZHAO et al., 2001; FRAME et al., 2002; SHOU et al., 2004;
VEGA et al., 2008, OMBORI et al.,, 2013; SILVA et al., 2013;
DIDONE, 2015). A principal vantagem do hibrido Hi-II é sua alta
capacidade de interacdo com agrobactéria, alta frequéncia de inducao
de calos embriogénicos tipo II, sendo este fridvel, com crescimento

rapido e altamente embriogénico (ARMSTRONG & GREEN, 1985).
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Além do hibrido Hi-II, a linhagem A188 que ¢ um dos
genitores do Hi-II tem sido utilizada para a transformag¢do genética via
A. tumefaciens, pois esta linhagem ¢ bem adaptada a cultura de tecidos
(ISHIDA et al., 1996, DANILOVA & DOLGIKH, 2004). Apesar de
um numero limitado de linhagens terem sido transformadas (HUANG
& WEI, 2005), varias linhagens recalcitrantes cruzadas com A188
geraram hibridos que puderam ser transformados, por exemplo A188
x R91 (DANILOVA & DOLGIKH, 2004), W117 x A188, W59E x
A188, A554 x A188, W153R x A188 e H99 x A188 (ISHIDA et al.,
1996).

Os resultados de Ishida et al. (2007) evidenciam a diferenca
genotipica na eficiéncia de transformacdo de milho, variando de
51,7% no gendtipo A188 a 7,9% no genotipo H99, utilizando o
mesmo plasmideo pSB131.

Alguns grupos de pesquisa t€m utilizado genotipos incluindo
variedades comercias como alternativas ao hibrido Hi-II (FRAME et
al., 2006; 2011; CARNEIRO et al., 2009; SILVA, 2013; DIDONE,
2015). A variedade de milho BR 451 da Embrapa Milho e Sorgo
(GUIMARAES et al., 2004) tem demonstrado ser uma alternativa de
gendtipo para a transformacdo genética de milho, devido a sua
capacidade ser infectada por A. tumefaciens, produgdo de calos
embriogénicos e regeneragdo de plantas in vitro, podendo ser uma
alternativa brasileira ao hibrido americano Hi-II (SILVA, 2013).
Outro fator de importadncia sdo as caracteristicas agrondmicas
relevantes desta variedade pois a mesma apresenta precocidade,
resisténcia ao acamamento ¢ alta qualidade proteica, além de ter

adaptacdo a diversas regides do pais (GUIMARAES et al., 2004), o
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que lhe confere vantagem sobre o hibrido Hi-II. No entanto, para a
utilizagdo de genoétipos alternativos em transformacdo genética sdo
necessarios ajustes nos protocolos de transformacdo (PETRILLO et

al., 2008; SILVA et al., 2013).

2.5.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo os principais sinalizadores para
inducdo dos genes vir em agrobactéria. A identificacdo de fendis com
essa capacidade foi primeiramente demonstrada durante a analise de
exsudatos de raizes e protoplastos de folhas, ao quais continham altos
niveis de acetosiringona (STACHEL et al., 1985). A partir disso,
fenois sintéticos, como AS e hidroacetosiringona, foram sintetizados e
demonstraram alta atividade de indugdo da regido vir em testes
realizados na auséncia de plantas (McCULLEN & BINNS, 2006). Em
espécies, dicotiledoneas a quantidade de compostos fenolicos
produzidos pelas plantas ¢ suficiente para induzir a regido vir. No
entanto, em espécies monocotiledoneas, a quantidade destes
compostos pode ser insuficiente e a inducdo da regido vir pode ser
aumentada pela adicdo de AS nos meios de cultura (BRASILEIRO &
DUSI, 1999).

Naturalmente, as plantas monocotiledoneas ndo sdo infectadas
por A. tumefaciens. Em monocotiledoneas determinados sinais das
moléculas indutoras da regido vir na A. tumefaciens nao sao
suficientemente ativas. Foi demonstrado que a indugdo da regido vir
com exsudatos de plantas dicotiledoneas ou substancias sintéticas

fenolicas, como a acetosiringona, aumentam a eficiéncia de
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transformagao em cereais (DEKEYSER et al., STACHEL apud
DANILOVA & DOLGIKH, 2004). A maioria, se ndo a totalidade dos
protocolos de transformagdo genética de monocotiledoneas, adiciona
nos meios de cultura a AS, mesmo que em diferentes niveis (WU et
al., 2003).

O efeito positivo da adigdo de acetosiringona no aumento da
eficiéncia na transformag¢ao de algumas culturas de milho foi também
demonstrada por Ishida et al. (1996), Sairam et al. (2003), Lupotto et
al. (1998) e Wang et al. (2007).

2.5.3 Tratamentos de estresse fisico na etapa de infecao

Tratamentos fisicos aplicados aos explantes antes ou durante a
etapa de infec¢dao pode representar uma boa estratégia para promover
a transferéncia de T-DNA para o genoma em explantes receptores.
Embora a adi¢do de elementos fendlicos nos meios de cultivo seja
rotineiramente utilizada para induzir os genes vir ¢ promover melhoria
nas frequéncias de transformacdo, os ferimentos nos tecidos do
explante podem levar a um aumento no nimero e distribuigdo de
células com expressdao do gene uidA, produzindo ndo apenas novos
sitios de fixacdo de bactérias, mas também promovendo a inducdo da
sintese endogena indutores de genes vir da bactéria (SANTAREM,
2000).

Na transformagdo genética de milho, tratamentos fisicos como
bombardeamento, ultrassom, infiltragdo a véacuo, choque de
temperatura ¢ tratamentos de estresses combinados ou um pré-

tratamento antes da infec¢dao aplicados em embrides imaturos com a
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agrobactéria promoveram maiores frequéncias de transformacao
transiente bem como a regeneragdo de plantas transgénicas
(VALDEZ-ORTIZ & MEDINA-GODOY, 2007; ISHIDA et al,
2007).

Para algumas culturas, como cevada e trigo, o ferimento feito
no embrido imaturo pode influenciar na transformacdo via A.
tumefaciens e na geragdo de plantas transgénicas (WU et al., 2003).
Entre os tratamentos fisicos utilizados, a infiltracdo a vacuo pode ser
uma alternativa visando o aumento da transformagdo via 4.
tumefaciens em inflorescéncias de trigo (AMOAH et al., 2001). Esse
tratamento também promoveu maior expressdo transiente do gene
uid4 em embrides de milho (WANG et al., 2007).

Outro tratamento fisico que pode ser utilizado na
transformagao via A. tumefaciens ¢ uso de ultrassom ou SAAT
(Sonication Assisted Agrobacterium Transformation). Trick & Finer
(1997) utilizaram o ultrassom antes ou durante a infec¢do de embrides
imaturos de milho e trigo pela agrobactéria, sendo que os pulsos
variaram de dois a cem segundos utilizando a estirpe EHA105 com o
plasmideo pIG121Hm ou Vec035. O SAAT pode ser uma técnica
alternativa de transformacao, pois nos microferimentos gerados pelos
pulsos do ultrassom, a agrobactéria pode atingir tecidos epidérmicos e
subepidérmicos aumentando a frequéncia de transformagdo
(SANTAREM, 2000).

Outro tratamento fisico que pode ser utilizado na etapa de
infecgdo € a temperatura. A aplicagdo de alta temperatura (46 C por
trés minutos) durante o processo de infec¢do de embrides imaturos de

milho com a A. tumefaciens demonstrou aumento na eficiéncia de
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transformagao quando comparado a infeccdo em temperatura
ambiente (25 °C) (ISHIDA et al. 2007). Para Gurel et al. (2009) um
tratamento com alta temperatura (37 °C por 3 min) em sorgo,

demonstrou melhora na transformacgao genética.

2.6 Etapas da transformacdo genética via Agrobacterium

tumefaciens

A metodologia de transformagdao genética mediada por A.
tumefaciens em milho, pode ser dividido em 5 etapas sequenciais:
infecc¢do e cocultivo do explante com a bactéria, descanso (eliminagao
da A. tumefaciens por antibidticos), selecdo (selegdo dos tecidos
transformados em meio de cultura contendo agente seletivo) e

finalmente a regeneracao de plantas (Figura 4).
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2- Co-cultivo
F Embrides imaturos Teste de gus
4- Regenera¢do  3- Calo embriogénico o cultivados juntos

de plantas resistentes com a Agrobacterium

Figura 4. Esquema generalizado das diferentes etapas de transformagdo de plantas
por cocultura com uma linhagem desarmada de Agrobacterium
tumefaciens em embrides zigoticos imaturos de milho.

2.6.1 Etapa de infeccio

Na etapa da infeccdo, os embrides zigodticos imaturos sao
colocados em contato com a estirpe desarmada de 4. tumefaciens. O
tempo de infeccdo pode variar de 5 a 20 minutos (ZHAO et al., 2001;
FRAME et al., 2002; HUANG & WEI, 2005, FRAME et al., 2006;
LEE et al., 2007; VEGA et al., 2008; OMBORI, 2013).

2.6.2 Periodo de cocultivo
Apos a infeccdo, o explante ¢ transferido para um meio de

cultura semi-sélido sem a presenga do agente seletivo para que ocorra

a transferéncia do T-DNA da A. tumefaciens para a célula vegetal. Um



41

periodo de trés dias de cocultivo tem sido utilizado para milho
(ISHIDA et al.,1996; ZHAO et al., 2001; FRAME et al., 2002;
SAIRAM et al., 2003; HUNG & WEI, 2005; FRAME et al., 2006;
ISHIDA et al., 2007 e VEGA et al., 2008).

Além da extensdo do periodo de cocultivo, a temperatura
utilizada nesta fase tem influéncia na eficiéncia da transformacao.
Huang & Wei (2005) testaram diferentes temperaturas durante o
periodo de cocultivo (19 a 28 °C) sendo que a temperatura mais
adequada foi 22 °C, e niveis inferiores de expressio de GUS foram
observados utilizandoas temperaturas de 19 e 28 °C. Outros autores
utilizaram a temperatura de 25 °C durante esta etapa (ISHIDA et al.,
1996; ZHAO et al., 2001; ISHIDA et al., 2007; VEGA et al., 2008).
Para Frame et al. (2011) a temperatura de 20 °C no periodo de
cocultivo ¢ utilizada como rotina nos ensaios de transformacao
genética de milho e tem demonstrado ser eficiente.

Outro fator a ser considerado ¢ o pH. Huang & Wei (2005)
testaram a influéncia do pH durante o periodo de cocultivo, sendo que
o pH 5,4 produziu maior frequéncia de calos transformados resistentes
a fosfinotricina (PPT) comparados com os pHs (5,0; 5,2; 5,6; 5,8 ¢
6,0), verificaram ainda que a inclusao do surfactante Tween 20 teve
efeito positivo sobre a expressao transitoria do gene uidA4 e a producao
de calos resistantes PPT. J4, Vega et al. (2008), que publicaram um
protocolo otimizado para transformagao de milho utilizaram pH 5,2 no
meio de cocultivo. Outro protocolo publicado e que tem altas
frequéncias de transformacdo usa pH 5,8 no meio de cocultivo, este

protocolo também ¢ utilizados por diversos centros de pesquisa que
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trabalham com transformagdo genética de embrides de milho

(FRAME et al., 2011),

2.6.3 Periodo de descanso

Apds o cocultivo os explantes sdo transferidos para meio de
descanso onde ndo sdo adicionados agentes seletivos, mas
suplementados com antibidticos para eliminar a agrobactéria. Além
disso, este periodo serve para a recuperagdo das células vegetais dos
explantes que sofreram com a infec¢do da A. fumefaciens. Essa etapa
varia de quatro a oito dias (ZHAO et al., 2001; ISHIDA et al. 2007;
VEGA et al.,, 2008). Frame et al. (2011) que desenvolveram um
protocolo padrao de muitas pesquisas de transformacdo genética de
milho via A. tumefaciens, utilizam um periodo de sete dias de
cocultivo, este tempo tem se mostrado eficiente na eliminacao da
agrobactéria e na recuperacao dos tecidos infectados.

Nessa etapa a eliminagdo da agrobactéria deve ser realizada de
forma eficiente. Geralmente, se utiliza os antibioticos carbenicilina ou,
cefotaxima e vancomicina para este fim (HEI et al., 1994; LUPOTTO
et al., 1998; ZHAO et al., 2001; SAIRAM et al., 2003; DANILOVA
& DOLGIKH, 2004; FRAME et al., 2011).

2.6.4 Periodo de seleciao

Os tecidos submetidos a transformacgdo genética devem passar

por um processo de selecdo que permita que somente as células

transformadas se multipliquem e deem origem a plantas modificadas
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geneticamente. Para plantas monocotiledoneas geralmente tem-se
utilizado o gene bar como marcador e o herbicida fosfinotricina (ppt)
e glufosinato de amonio (Bialaphos®, Basta®) como agentes seletivos
(FRAME et al., 2002, 2006 e 2011; LEE et al., 2007; VEGA et al.,
2008).

2.7 Genes reporteres e marcadores

Durante o processo de otimizagdo da transformacao genética,
sdo utilizados vetores que carregam um gene marcador de selecdo e
um gene repérter. Genes repérteres sdo genes que permitem a
visualizacdo do evento de transformacdo genética por expressarem
uma enzima ou proteina detectavel por testes especificos
(CARNEIRO et al., 2004).

Genes utilizados como reporteres sao os genes lucA da
luciferase II (detectado com lumindmetro), o gene cat da cloranfenicol
acetinase (detectados com radioisdtopos) e o gene gfp (green
fluorecence protein) que foi isolado de Aequorea victoria e expressa
uma proteina na cor verde fluorescente quando em contato com luz
ultravioleta. Esse ultimo permite uma analise ndo destrutiva, podendo
ser visualizada em células vivas (BRASILEIRO & DUCI, 1999). No
entanto, o gene mais amplamente usado ¢ o gene UidA (gus) que foi
isolado de Escherichia coli (JEFFERSON et al., 1987), pois, além de
ndo necessitar de radioatividade e equipamentos especificos, ele
apresenta vantagens como simplicidade, rapidez e versatilidade de

métodos de detecgdo da atividade enziméatica (LACORTE, 1998).
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O gene UidA codifica para a enzima f-glucuronidase, que na
presenca de seu substrato X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl
glucuronide), produz um dimero de cor azul indico, facilitando a
visualizacdo das células que receberam o gene. A expressdao do gene
uidA pode ser detectada horas ap6s o episodio de transformagao sendo
util desta forma na determinacdo da frequéncia de transformagdo
transiente.

O gene wuid4A ¢ amplamente utilizado para monitorar
experimentos de transforma¢do em milho via agrobactéria sendo,
explorada a interagdo direta ente 4. tumefaciens e células de milho
usando o gene da B-glucoronidase. Esse gene contém um intron que,
por impedir sua expressdo em bactéria, representa a marcacao de
células vegetais transformadas (SHEN et al., 1993).

Para selecdo de tecidos e plantas transformadas os genes
marcadores sdo de extrema importancia. Genes marcadores sdo genes
que determinam resisténcia a antibioticos ou herbicidas, sendo que a
selecdo ¢ realizada na presenga dos agentes seletivos correspondentes
(LACORTE, 1998).

O gene marcador har (DEBLOCK et al., 1987) clonado de
Streptomyces ~ hygroscopicus, codifica para a fosfinotricina
acetiltransferase (PAT), que confere resisténcia ao herbicida PPT
(fosfinotricina), auxilia na selecdo de calos transgénicos, pois somente
os tecidos transformados sobrevivem quando cultivados em meio de
cultura contendo o herbicida glufosinato de amodnio (agente ativo
fosfinotricina). Plantas completas sdo regeneradas a partir dos calos
resistentes ao herbicida. Esse agente seletivo ¢ aplicado nas folhas de

plantas adultas para confirmagdo da resisténcia obtida na
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transformagdo. Outro gene utilizado como marcador ¢ o gene nptll
(Neomicin fosfotransferase II) que confere resisténcia ao antibidtico

canamicina e neomicina (BRASILEIRO & DUCI, 1999).
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CAPITULO I

ESTRESSES FiSICOS NA TRANSFORMACAO GENETICA
DE EMBRIOES ZIGOTICOS IMATUROS DE GENOTIPOS
MILHO VIA Agrobacterium tumefaciens

TIAGO TEIXEIRA!

RESUMO - A producdo de plantas geneticamente modificadas
representa um grande avancgo para a agricultura, principalmente por
ampliar a variabilidade genética disponivel para o melhoramento. A
metodologia mais utilizada para transformacdo genética de plantas ¢
via A. tumefaciens. A utilizagdo desse método de transferéncia de
genes no milho exige algumas modificagdes e ajustes nas condig¢des
em cada etapa da transformacao de acordo com as condicdes de cada
laboratério. Alguns tratamentos de estresses impostos ao explante t€ém
resultado no aumento da eficiéncia de transformacao. Nesse contexto,
este estudo teve como objetivos verificar se estresses impostos ao
embrido durante e antes da infeccdo proporcionam melhora da
frequéncia de transformacdo transiente, e verificar a capacidade da
variedade BR 451 ser utilizada como gendtipo alternativo ao hibrido
de milho Hi-II. Embrides imaturos de dois gendtipos de milho (Hi-II e
BR 451) foram submetidos a diferentes condigdes infeccdo. No
primeiro experimento os embrides foram submetidos a diferentes

temperaturas de infec¢do (43°C e temperatura ambiente). No segundo

! Biblogo, mestrando do Programa de P6s-Graduagdo em Agronomia (PPGAgro) da
FAMV/UPF.
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experimento foi aplicado um estresse (46°C por trés minutos,
resfriamento em gelo por 1 minuto, centrifugacdo a 20000g (12210
rpm) a 4°C por dez minutos) antes da infec¢do com A. tumefaciens.
Os resultados demonstraram o efeito positivo da alta temperatura no
aumento da intensidade na expressao do gene reporter uidA. Os
estresses aplicados antes da infeccdo geraram mortalidade de
aproximadamente 50% dos embrides, reduzindo a eficiéncia de
transformagdo do genotipo Hi-II. A variedade BR 451 mostrou
capacidade de ser transformada mesmo que com frequéncias inferiores

ao hibrido Hi-II.

Palavras-chave: Choque de temperatura, genotipo alternativo BR

451 transformacao transiente, frequéncia de transformagao genética.

PHYSICAL STRESSES IN THE GENETIC
TRANSFORMATION OF IMMATURE ZYGOTIC EMBRYOS
OF MAIZE GENOTYPES BY Agrobacterium tumefaciens

TIAGO TEIXEIRA

ABSTRACT - The production of genetically modified plants
represents a great advancement for agriculture, mainly because of
enlarging the available genetic variability for the crop breeding. The
most used methodology for plant genetic transformation is the A.
tumefaciens method. The use of this method for genes transfer in

maize demands some modifications and adjustments in the conditions
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at each transformation stage in accordance with the conditions of each
laboratory. Some treatments of stresses imposed to the explant have
been demonstrated increasing in the efficiency of transformation. In
this context, this study aimed at verifying if stresses imposed to the
embryo during and before the infection provide improvement in the
frequency of transformation, and also verifying the capacity of BR
451 maize variety being used as alternative genotype to the Hi-II
hybrid maize. Immature embryos of two maize genotypes (Hi-II and
BR 451) were subjected to different conditions of infection. In the first
experiment the embryos were subjected to different temperatures of
infection (43°C and room temperature). In the second experiment
there was stress (46°C for 3 minutes, cooling in ice for 1 minute,
centrifugation to 20000g (12210 rpm) at 4°C for 10 minutes) before
the infection with A. tumefaciens. The results demonstrated the
positive effect of the high temperature in maize embryos, due to the
increase of the intensity in the expression of the reporter gene uidA.
The stress applied before the infection resulted in mortality of
approximately 50% of the embryos, reducing the efficiency of
transformation of the genotype Hi-II. The genotype BR 451 showed
capacity of being transformed even with lower frequencies compared

to the hybrid Hi-II

Keywords: temperature shock, alternative genotype BR 451, transient

transformation, genetic transformation frequency.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de milho (Zea mays L.) ¢ de grande importancia na
producao mundial de graos, sendo que 13% da area agriculturavel no
mundo ¢ ocupada com o cultivo desta espécie (USDA, 2014). O milho
¢ uma das principais fontes de nutrientes para a alimentagdo humana
e animal, sendo considerado a cultura de maior importancia nos paises
industrializados e em muitos paises em desenvolvimento (HUANG &
WEI, 2005).

O melhoramento genético do milho vem sendo amplamente
estudado. Aliadas ao melhoramento, as técnicas de biotecnologia e
engenharia genética representam importante instrumento para
aumentar a variabilidade genética disponivel, uma vez que o fluxo
génico ¢ independente de barreiras reprodutivas. Através das técnicas
de biotecnologia foi possivel identificar um grande numero de genes
passiveis de serem utilizados para a melhoria de caracteristicas
agronOmicas e nutricionais do milho (HUANG & WEI, 2005;
CARNEIRO et al., 2009).

A primeira liberagdo de cultivar comercial de milho
geneticamente modificado ocorreu na metade dos anos 90, onde estas
plantas possuiam a caracteristica de resisténcia a insetos gragas a
insercao do gene cry (bf). A partir deste evento o milho tem se tornado
a espécie alvo mais importante da inovagdo biotecnologica, sendo a
cultura que apresenta maior nimero de novos eventos de plantas

geneticamente modificadas liberadas comercialmente (QUE et al.,

2014).
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Além de genes de tolerancia a herbicidas e insetos estdo sendo
transferidos para o milho novos genes que conferem tolerancia a seca,
frio, salinidade e aluminio, melhoria do valor nutricional e
biofortificagdo, produgdo de diferentes compostos de valor industrial e
biofarmacéutico, producdo de etanol e indug¢dao da macho esterilidade
(GIDDINGS et al., 2000; CARNEIRO et al., 2004; GRANDO et al.,
2005; MA et al., 2005; LAW et al., 2006; AL-ABED et al. 2007; KIM
et al., 2007; NELSON et al., 2007; RAMESSAR et al., 2008; POSSA
et al., 2009; KIM et al., 2012; ISAAA, 2014).

As primeiras plantas transgénicas férteis de milho, foram
obtidas pelo método de bombardeamento de genes. Isto se deve ao
fato de a obtencdo de plantas transgénicas via A. tumefaciens ser de
dificil manipula¢do, pois plantas monocotiledoneas ndo sdo
hospedeiros naturais de A. tumefaciens (GORDON-KAMM et al.,
1990).

Porém, varios grupos de pesquisa ja demonstraram a
possibilidade de produzir plantas geneticamente modificadas, de
maneira eficiente, em diversas espécies monocotiledoneas mediados
por A. tumefaciens. Estes grupos relatam que a transformacdo foi
possivel devido ao uso de linhagens bacterianas mais adequadas, uso
de gendtipos responsivos e explantes apropriados (HIEI et al., 2014).
Entre os primeiros relatos da obten¢do de plantas monocotiledoneas
transgénicas vidveis obtidas pela transformacdo via A. tumefaciens
estao o arroz (HIEI et al. 1994), milho (ISHIDA et al., 1996), trigo
(CHENG et al., 1997), cevada (TINGAY et al., 1997), sorgo (ZHAO
et al., 2000) e milheto (JHA et al., 2011).
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Em milho, pesquisas com o amprimoramento das técnicas
possibilitou que a A. tumefaciens fosse capaz de, in vitro, infectar e
transferir genes para genotipos de milho por diferentes grupos de
pesquisa (ISHIDA et al., 1996; 2007; FRAME et al. 2002, 2006, 2011;
HUANG & WEI, 2005; VEGA et al., 2008; CARNEIRO et al., 2009;
OMBORI 2013).

No Brasil o cultivo de milho transgénico corresponde a 83%
do milho cultivado, sendo que todos os eventos transgénicos foram
produzidos por grandes empresas multinacionais. Embora a Embrapa
Milho e Sorgo realize e lidere as pesquisas com transformagdo
genética de milho no pais, ja tendo relatado a producdo de plantas
transgénicas pelos métodos de biobalistica e A. tumefaciens
(CARNEIRO et al., 2000; 2009). O Brasil ainda ndo possui nenhum
evento de milho transgénico liberado comercialmente.

O método de transformagdo por A. tumefaciens permite a
integracdo do gene exdgeno em regides transcricionalmente ativas do
genoma. Ocorre também a introducdo de baixo numero de copias que
serdo integradas no genoma da planta com raros rearranjos
favorecendo a transmissdo e expressdo do gene para a progénie
(ISHIDA et al.,, 2007). Outra vantagem desta metodologia de
transferéncia de genes ¢ que fragmentos de DNA relativamente
grandes podem ser transferidos para o genoma vegetal (ZHAO et al.,
1998).

O protocolo classico de transformagdo genética via A.
tumefaciens ¢ composto pela infec¢do, onde o explante ¢ colocado em
contato com a bactéria; seguida pela etapa de cocultivo dos explantes

com A. tumefaciens; apos ocorre a eliminacdao de 4. tumefaciens por
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antibidticos especificos na etapa de descanso e por fim a selecao dos
tecidos transformados em meio de cultura contendo agentes seletivos
seguido da regeneracdo de plantas. A utilizacio deste método
transferéncia de genes no milho exige algumas modificagdes e ajustes
na metodologia em cada etapa da transformagdo de acordo com as
condigdes de cada laboratorio (FRAME et al.,, 2002; 2006;
DANILOVA & DOLGIKH, 2004).

Diversos trabalhos tém sido realizados no ambito de otimizar
as condicdes de cultivo in vitro, e adequar as estratégias de
transformagdo pois estas sao fundamentais para obtengdo de plantas
de milho geneticamente modificadas. Alguns parametros e etapas de
protocolos vem sendo ajustados como, o periodo de crescimento da
agrobactéria de trés dias a 20 °C no escuro, a concentracdo bacteriana
de OD550=0,30 a 0,40, o tempo infeccdo de cinco minutos e
temperatura de cocultivo de 20 °C (FRAME et al., 2011).

Outros trabalhos de ajustes foram realizados na fase de
cocultivo como a utilizagdo de baixas temperaturas no cocultivo (19 e
22 °C) que comparadas com 25 °C favoreceram a transformagao (LEE
et al., 2007) e também a reducao da temperatura no cocultivo de 23 °C
para 20 °C na presenca do antioxidante L-cisteina (400 mlL™),
elevaram a frequéncia de transformacdo em milho (FRAME et al.,
2002).

A utilizagdao de tratamento de temperatura tem sido utilizado
para induzir estresses fisico e melhorar a eficiéncia de transformacao
durante a etapa de infeccdo. A aplicagdo de alta temperatura (46 °C
por trés minutos) durante o processo de infeccao de embrides imaturos

de milho com a A. tumefaciens demonstrou maior eficiéncia de
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transformagao quando comparado a infeccdo em temperatura
ambiente (ISHIDA et al., 2007). Um tratamento similar aplicado em
explantes de sorgo, demonstrou aumento na transformacdo genética
quando submetidos a uma temperatura elevada de 37 °C por trés
minutos durante a infeccdo (GUREL et al., 2009).

A eficiéncia da transformagdo genética em milho via A.
tumefaciens também ¢ fortemente influenciada pelo gendtipo que se
estd utilizando. Esta influéncia estd relacionada as caracteristicas de
cultivo in vitro e a capacidade de interacdo com A. tumefaciens pois as
células do explante do genotipo utilizado devem ter a propriedade de
ser infectadas pela agrobactéria, receber o T-DNA e regenerar plantas
transgénicas através do cultivo in vitro (SHRAWAT & LORZ, 2006).

O hibrido americano Hi-II, originado a partir das linhagens
genitoras A188 e B73, tém sido amplamente utilizado e serve como
modelo para a transformag¢do do milho em inumeros laboratorios
(LUPOTTO et al., 1998; ZHAO et al., 2001; FRAME et al., 2002;
2006, 2011; CARVALHO et al., 2004; SHOU et al., 2004; VEGA et
al., 2008, DENG et al., 2009). A principal vantagem do hibrido Hi-II ¢
sua alta eficiéncia de ser infectado pela agrobactéria e frequéncia de
inducdo de calos embriogénicos tipo II, que ¢ o tipo de calo que
melhor responde a regeneracdo de plantas in vitro (ARMSTRONG &
GREEN, 1985; ARMSTRONG et al., 1991).

Alguns grupos de pesquisa tém utilizado genotipos comercias
como alternativas ao hibrido Hi-II (FRAME et al.,, 2006; 2011;
CARNEIRO et al., 2009). A variedade de milho BR 451 da Embrapa
Milho e Sorgo (GUIMARAES et al., 2004) tem demonstrado ter

capacidade de ser infectada por A. tumefaciens, producao de calos
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embriogénicos e regeneracdo de plantas in vitro, podendo ser uma
alternativa brasileira ao hibrido americano Hi-II (SILVA, 2013).
Outras caracteristicas relevantes desta variedade ¢ que a mesma
apresenta precocidade, resisténcia ao acamamento e alta qualidade
proteica além de ter adaptacdo a diversas regides do pais
(GUIMARAES et al., 2004), o que lhe confere vantagem sobre o
hibrido Hi-II que ¢ conhecido por ter pobres caracteristicas
agronomicas. No entanto, para a utilizacdo de genoétipos alternativos
em transformacdo genética sdo necessarios ajustes nos protocolos de

transformagao (PETRILLO et al., 2008; SILVA et al., 2013).

Dessa forma os objetivos desse trabalho foram:

a) verificar se o estresse de alta temperatura durante a infec¢do
de embrides de milho do genotipo Hi-II e da variedade BR451 com A.
tumefaciens proporcionam melhora nas frequéncias de transformacao
genética transiente e estavel;

b) verificar se o tratamento com estresse fisico antes da
infeccdo de embrides de milho do gendtipo Hi-II com A. tumefaciens
afetam a sobrevivéncia dos embrides e as frequéncias de
transformacgdo genética transiente e estavel;

c) verificar a capacidade de transformacdo genética da
variedade BR 451 para ser utilizada como genotipo alternativo ao

hibrido Hi-II.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

Os experimentos foram desenvolvidos no telado, casa de
vegetacao e Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da Universidade de
Passo Fundo, Passo Fundo — RS, no periodo de mar¢co de 2013 a

dezembro de 2015.
2.2 Material vegetal

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados dois
gendtipos de milho, o hibrido Hi-II e a variedade de polinizagdo aberta
BR 451 (Tabela 1). O hibrido foi obtido através do cruzamento entre
linhagens puras A188 e B73.

Tabela 1 - Origem dos genotipos de milho utilizados nos experimentos
FAMYV Passo Fundo, 2015.

Genotipo Origem
Hibrido Hi-II (A 188 x B 73)  Universidade de Minessota - EUA
Variedade BR 451 Embrapa Milho e Sorgo - Brasil

2.3 Obtenc¢ao dos explantes

Os explantes utilizados nos experimentos foram embrides
zigoOticos imaturos, obtidos a partir das sementes f1 do hibrido Hi-II

cultivadas no telado e autopolinizadas de maneira controlada.

As espigas foram coletadas em torno de 10 a 12 dias apods a

polinizagdo. Foi realizada a assepsia das espigas com alcool 70%
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durante 5 minutos e hipoclorito de sodio 1% (4gua sanitaria comercial
50%) durante 20 minutos, seguido de trés lavagens com agua destilada
esterilizada. Posteriormente, sob ambiente asséptico, os embrides
imaturos (1,8 a 2,0mm de comprimento) foram retirados das espigas

com auxilio de espatula esterilizada.

2.4 Estirpe da agrobactéria, plasmideo e cultivo bacteriano

Foi utilizada a estirpe desarmada de A4. tumefaciens EHA 101
contendo o plasmideo binario padrao pTF102 (Figura 1), cedido pela
Dra. Kan Wang da “lowa State University” mediante acordo de
transferéncia de material. Este vetor plasmidial contém dois genes: o
gene marcador bar e o gene reporter uidA (gus), ambos sob o controle
do promotor constitutivo CaMV35S. O gene reporter uidA4 ¢€ utilizado
para acessar a eficiéncia de transformacgdo transiente pelo teste
histoquimico de GUS para detec¢do da cor azul, mediante reagdo
enzimatica e contém um intron para evitar sua expressao em bactérias.
O gene bar confere resisténcia ao herbicida Bialaphos®
(fosfinotricina) ¢ utilizado para a sele¢do dos tecidos transformados,

mediante utilizacao de agentes seletivos em meio de cultura.
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Figura 1. Vetor binario padrio desenvolvido pela lowa State University contendo
a regidao do T-DNA do pTF102. Borda direita (LB); Borda esquerda

(RB); bar, gene da fosfinotricina acetiltransferase; gus-int, gene da B-
glucuronidade contendo um intron; P35S promotor CaMV 35S; TEV,
intensificador transcricional do virus de tabaco etch translational; Tvsp,
terminador da proteina de reserva vegetativa da soja; T35S, CaMV 35S

terminator; H, Hind I11. Fonte: Frame et al. (2002).

As bactérias contendo o plasmideo foram obtidas de estoque
de glicerol 50% e cultivadas durante 2 dias a 28 °C em uma placa de
Petri contendo o meio YEP solido (Tabela 2) suplementado com os

seguintes antibioticos: 100 mg. L' de espectinomicina e 50 g.L'' de
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canamicina, sendo esta considerada a placa mae. Coldonias obtidas
desta placa mae foram inoculadas em outra placa de Petri
suplementada com os mesmos antibidticos e adi¢do 100pM de
acetosiringona, sendo cultivadas por trés dias a 19 °C. Duas alcas de
platina carregadas com esta cultura foram suspendidas em 5mL de
meio de infec¢do (meio InfAS, Tabela 2) suplementado com 100pM
de acetosiringona. As bactérias foram incubadas em um agitador
horizontal em uma plataforma a 100 rpm em temperatura ambiente
(25°C) por 2 horas, para ativagdo do TDNA. Foi realizado o ajuste da
concentracdo bacteriana através da leitura Otica mediante uso de
espectrofotometro. A concentragdo foi ajustada adicionando o meio de

infecgdo até que a OD atingisse de 0,3 a 0,4 (FRAME et al., 2011).

2.5 Etapas da transformacao genética

O processo de transformagdo genética seguiu o protocolo
proposto por Frame et al. (2011). O protocolo foi constituido de
quatro etapas sequenciais: infec¢do, cocultivo, descanso e selegdo. Em
cada etapa do protocolo sdo utilizados diferentes meios de culturas.
Na tabela 2 constam os meios de cultura utilizados em cada etapa da
transformagdo, bem como os meios utilizados para o cultivo da

bactéria.
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Tabela 2 - Composicdo dos meios utilizados para o crescimento das

bactérias, cultura de tecidos e transformagdo das plantas
FAMYV, Passo Fundo, 2015

Cultura de bactérias

YEP 10 g.L'!' de peptona, 5 g. L'! de NaCl, 10 g. L! de extrato de
levedura, 8,0 g.L! de 4gar, pH 7,0.
Infeccao
Inf Sais N6 (CHU et al., 1975); vitaminas N6 (0,5 mg. L' de
tiamina HCI, 2 mg/. L' de glicina, 0,5 mg. L' de piridoxina
HCL, 0,5 mg. L' de 4cido nicotinico; 100 mg. L' de caseina
hidrolisada; 0,7 g.L! de L-prolina; 2,0 mg. L! de 2,4D; 68,5
g.L'! de sacarose, 36 g.L"! de glicose, pH 5,2.
InfAS Meio Inf suplementado com 100 uM acetosiringona.
Cocultivo
CM  InfAS sem glicose; sacarose reduzida para 30 gL' e
adicionado de 0,5 g.L"! de MES; 10 uM nitrato de prata; 8,0
g.L'! de Agar; pH 5.8.
Descanso
DM CM sem acetosiringona adicionado de 100 mg. L'
cefotaxima e 100 mg. L' de vancomicina, pH 5,8.
Selecao
SM CM sem acetosiringona suplementado com 100 mg. L' de
cefotaxima; 100 mg. L' vancomicina e 1,5 mg. L' de
fosfinotricina (Bialaphos®).
SM2  Mesmo do SM, suplementado com 3 mg. L! de fosfinotricina

(Bialaphos®).

2.5.1 Etapa de infeccio

Na etapa da infec¢do, os embrides foram colocados em contato

com a estirpe desarmada de A. tumefaciens EHA 101 contendo o



60

plasmideo binario PTF102 que possui o gene marcador bar e gene
reporter uidA.

Dois experimentos foram realizados na etapa de infecg¢do. O
experimento I foi composto de dois tratamentos: T1- aplicacao de
estresse de temperatura elevada 43 °C durante a infec¢do dos
explantes por 5 minutos, e T2- explantes submetidos a infec¢do em
temperatura ambiente (25 °C) por 5 minutos. Os tratamentos foram
aplicados para os dois geno6tipos (hibrido Hi-II e variedade BR451).

O experimento II foi composto por dois tratamentos de
infeccdo com A. tumefaciens: T1- pré tratamento dos explantes,
composto pelos seguintes procedimentos 46 °C por 3 min, seguido
pelo resfriamento em gelo por 1 min, centrifugagdo a 20,000g a 4 °C
por 10 min conforme descrito por Ishida et al. (2007) seguido de
infec¢do por 5 minutos em temperatura ambiente e T2 - infecgdo por 5
minutos a temperatura ambiente (25 °C) (FRAME et al., 2011). Os

tratamentos foram realizados apenas para o genotipo Hi-I1.

2.5.2 Etapa de cocultivo

Apo6s a infecgdo os explantes foram cocultivados com a 4.
tumefaciens durante trés dias, a 20 °C no escuro. Nessa etapa foi
avaliado a frequéncia de transformacdo transiente de cada tratamento
empregando o teste histoquimico para o gene uid4. A expressao do
gene uidA nos tecidos transgénicos foi detectada pela observacao de
sua expressdo através do teste histoquimico para pf-glucuronidase
(GUS — enzima codificada pelo gene uidA). Essa proteina com fung¢ao

enzimatica, na presenca do substrato X-gluc, produz um dimero de cor
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azul indigo que possibilita a visualizagdo e a contagem dos eventos de
transformagdo. O teste foi realizado de acordo com o protocolo de
Jefferson et al. (1987).

Para tal, cinco dias apos a infeccdo, uma amostra de 10
embrides de cada uma das 15 repeti¢des foi incubada em solucao X-
gluc por 16 horas a 37 °C. Apds a incubacdo foram realizadas analises
onde foram avaliados dois pardmetros para estimar o nivel de
transformagdo transiente: frequéncia de embrides Gus positivos
(embrides que apresentavam pontos azuis) € nimero de pontos azuis
ou percentagem da area corada pelo teste histoquimico por embrido. A
percentagem da 4rea azul foi obtida através de fotografia em estéreo
microscopio Zeiss Dtemi DV 4, que foram medidas no software Zen 2

Blue Edition.

2.5.3 Etapa de descanso

Os embrides foram transferidos para a etapa de descanso
(meio DM tabela 2) suplementado com 100 mg. L™ de cefotaxima e
100 mg.L! de vancomicina para elimina¢io da A. tumefaciens. As
placas de Petri foram vedadas com fita porosa e mantidas no escuro a

28 °C durante sete dias.

2.5.4 Etapa de sele¢io

Apds o periodo de descanso, os explantes passaram para a

etapa de selecao de calos resistentes ao herbicida Bialaphos. Estas
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culturas foram transferidas para os meios de selegdo SM (Tabela 2) e
mantidas por trés semanas no escuro a 28 °C. Posteriormente as
culturas foram transferidas para o meio SM2 (Tabela2) por
aproximadamente quatro meses, sendo subcultivadas a cada trés
semanas para renovacao do meio nutritivo, até a obtencdo de calos

embriogénicos resistentes ao herbicida Bialaphos®.

A frequéncia de calos resistente ao herbicida foi acessada pelo
numero de calos resistentes ao Bialaphos obtidos no final do periodo
de selecdo (cinco meses apods a transformagdo) em relacdo ao niumero

total de explantes inoculados.

2.6 Delineamento experimental e analise estatistica

Experimento 1: o delineamento  experimental  foi
completamente casualizado, com 15 repetigdes para o hibrido Hi-II e
para a variedade BR451. A repeti¢ao constou de uma placa de Petri
contendo 30 embrides. Os dados foram submetidos ao teste de
ANOVA em sistema fatorial (2 gen6tipos x 2 tratamentos de infec¢ao)
seguido do teste de comparagdo de medias de Duncan a 5% de
probabilidade de erro. Os dados da variavel porcentagem de calos
embriogénicos foram transformados pelo formula de arco seno

(=ASEN (\ (( VALOR + 0,5) / 100) ) * 57,2958).

Experimento 2: o  delineamento  experimental foi
completamente casualizado, com 12 repeti¢des para o hibrido Hi-II.
As unidades experimentais foram uma placa de Petri contendo trinta

embrides. Os dados foram submetidos ao teste de ANOVA seguido do
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teste de comparacdo de médias de Duncan a 5% de probabilidade de
erro. Os dados das variaveis area do embrido corada, sobrevivéncia
dos embrides e porcentagem de calos resistentes foram transformados
pelo método de arco seno (=ASEN (N ( ( VALOR + 0,5) / 100) ) *
57,2958).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimento 1

Visando investigar o efeito do tratamento de temperatura
durante a infeccdo de embrides imaturos de dois gendtipos de milho
com agrobactéria foi avaliada a frequéncia de transformacao transiente
do gene uidA e a formagao de calos resistentes ao agente seletivo. Nao
foi observado interacdo significativa entre os fatores analisados
(gendtipo x temperatura de infec¢do) para nenhuma das variaveis
observadas.

Os pontos azuis encontrados nos embrides representam o local
onde o gene reporter foi inserido no embrido. A contabilizacdo destes
pontos representa uma maneira de medir a transformacdo transiente
obtida.

Os embrides dos diferentes gendtipos expostos a diferentes
condi¢des de infecgdo ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo a frequéncia de embrides que apresentaram pontos azuis. Em
média 97% dos embrides apresentaram pontos azuis sendo que este
indice variou de 93,3 a 100% (Tabela 3). indices assim podem ser

considerados altos e satisfatorios. Trabalhos anteriores realizados no
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Laboratorio de Biotecnologia da Universidade de Passo Fundo
obtiveram indices em torno de 25% (DIDONE, 2015) e 31% (SILVA,
2013), quando submetidos as condi¢des de temperatura ambiente

durante a infec¢ao dos embrides.

Tabela 3 — Expressao transiente do gene uid4 em embrides imaturos
de milho e frequéncia de calos resistentes a hebicida de
dois genotipos submetidos a diferentes condigdes de
infec¢do com agrobactéria. FAMV, Passo Fundo, 2016

Embrides N° Calos
Genoétipo Tratamento  com pontos pontos/ resistentes
azuis (%) embrido (%)
. TA 93,3 13,0 3,7
Hi-Il 43°C 94,7 142 3.8
Média 94 13,6 3,75
TA 100 7,5 2,3
BR 451 43°C 100 12,7 1,7
Media 100 10,1 2,0
M¢édia geral 97 11,9 2.9
C. V. 8,77% 50,31% 58,39%

TA= temperatura ambiente (25 °C)

Embora nio tenha sido observado diferenca na frequéncia de
embrides GUS positivo, o nimero de pontos por embrido foi
influenciado tanto pelo genotipo quanto pela temperatura de infecgao,

nao sendo observada interacao entre estes fatores (Tabela 4).
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Tabela 4: Valores de P obtidos pelo F teste para as variaveis
analisadas. FAMYV, Passo Fundo, 2016

Valores de P
Fonte de Embrides com N° pontos/ Calos
variagao pontos azuis (%) embrido resistentes (%)
Genotipo 0,0712™ 0,0275* 0,0623 ™
Temperatura 1,0 0,0440%* 0,8643"
Interagao 0,5423™ 0,1876™ 0,7211™
C.V.% 8,77% 50,31% 58,39%

" Nao significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste de ANOVA
*Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste de ANOVA.

A frequéncia de embrides que apresentam pontos azuis ¢ uma
medida que representa a percentagem de transformacdo transiente, e
prova da ocorréncia da transferéncia do T-DNA da 4. tumefaciens
para as células do embrido de milho. O numero médio de pontos azuis
encontrados no embrido representa a intensidade da transformagao
genética transiente. Cada ponto € considerado um sitio de inser¢ao do
T-DNA da agrobactéria no embrido. Nesse contexto, torna-se uma
variavel que melhor representa a expressio da transformagdo
transiente (JEFFERSON et al., 1987).

O genotipo Hi-II foi mais responsivo a transformagdo genética
quando ndo levamos em conta a temperatura em que foi realizada a
infec¢do com A. tumefaciens visto que a expressao transiente revelada
pelo teste histoquimico de Gus mostra que o hibrido Hi-II apresentou

média de nimero de pontos maior que a variedade BR451 (Figura 2).
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Figura 2. Numero de pontos azuis por embrido dos gendtipos de milho
submetidos a transformacdo genética via Agrobacterium tumefaciens.
Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de
Duncan a 5%. Barras indicam desvio padrio médio. FAMV, Passo
Fundo, 2016.

A influéncia do gendtipo quanto a eficiéncia de transformacao
de milho esté relacionada principalmente as caracteristicas do explante
interagir com a A. tumefaciens pois as células do explante utilizado
devem ter a propriedade de ser infectadas pela agrobactéria, receber o
T-DNA, integralizar o T-DNA no genoma da célula vegetal para
somente assim regenerar plantas transgénicas através do cultivo in
vitro (SHRAWAT & LORZ, 2006).

O hibrido Hi-II, obtido das linhagens A188 e B73, tém sido
largamente utilizados para a transformag¢do do milho em intmeros
laboratorios (LUPOTTO et al., 1998; ZHAO et al., 2001; FRAME et
al., 2002; 2006, 2011; SHOU et al., 2004; VEGA et al., 2008, DENG
et al,, 2009). A principal vantagem do hibrido Hi-II ¢ sua alta
frequéncia de indugdo de calos embriogénicos do tipo II

(ARMSTRONG & GREEN, 1985; ARMSTRONG et al., 1991). A
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alta eficiéncia de transformacao em Hi-II tem acelerado a pesquisa da
biotecnologia vegetal e produgdo comercial de plantas transformadas
de milho.

No Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da UPF, o hibrido
Hi-II tem se destacado apresentando frequéncias de transformagado
melhores que outros genoétipos, incluindo a variedade BR 451. O
genodtipo Hi-II obteve o dobro de embrides Gus positivo (34%)
quando comparado com a com a variedade BR451 (12,7%), assim
como o numero de pontos azuis encontrados nos embrides foi superior
no genotipo Hi-II (9,3 pontos por embrido) do que o BR 451 (3.7
pontos por embrido) (SILVA, 2013). A frequéncia de transformacao
transiente de embrides do genoétipo BR 451 (43,3%) também foi
menor quando comparado ao observado para o Hi-II (71,8%). O
numero de pontos de transformacao também foi menor para o BR 451
(11,7%) quando comparado ao Hi-1I (14,6%) (DIDONE, 2015).

A influéncia do genotipo na capacidade de transformacdo com
a A. tumefaciens tem sido abordada pela literatura como sendo a
principal limitagdo para producdo de plantas geneticamente
modificadas pelo método via 4. tumefaciens (HUANG & WEI, 2005;
FRAME et al., 2011; OMER et al., 2013; HIEI et al., 2013). A
diferenca genotipica pode ser explicada pela compatibilidade entre o
gendtipo e a bactéria empregada na transformacdo (OMBORI et al.,
2013).

O processo de transformacao via A. tumefaciens depende de
diversos fatores como sinais moleculares e quimicos que fazem o
reconhecimento entre a célula vegetal pela A. fumefaciens. A

capacidade que a célula vegetal tem de produzir estes sinais influencia
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no potencial que a estirpe da agrobactéria tem de infectar e transferir o
T-DNA para a célula hospedeira (MCCULLEN & BINNS, 2006). A
sinalizacdo molecular e quimica que permite que a agrobactéria
infecte e insira 0 T-DNA no genoma da célula hospedeira ¢ regulada
pelo ligamento e desligamento de genes, sendo fortemente
influenciado pelo genotipo da planta (TZFIRA et al., 2004).

Segundo Ombori et al. (2013), a sensibilidade de células de
vegetais a linhagens bacterianas ¢ atribuida a diferencas na sua
conecgdo com a c¢lula vegetal ou ainda na maquinaria de
transferéncia do T-DNA codificado pela bactéria ou célula vegetal
(OMBORI et al., 2013).

Utilizar gendtipos alternativos ao hibrido Hi-II e que possuem
caracteristicas de interesse agronOmico € que sejam responsivos a
transformagao genética e regeneracao de plantas seria um passo
importante para o uso desta tecnologia em milho (ISHIDA et al.,
2007). A variedade BR 451 apresenta capacidade de resposta in vitro
(CARVALHO et al., 1997) podendo ser uma alternativa viavel ao
hibrido americano Hi-II. Agronomicamente essa variedade apresenta
precocidade, resisténcia ao acamamento, alta qualidade proteica e
adaptacdo a diversas regides do pais (GUIMARAES et al., 2004).

Quando leva-se em conta apenas a temperatura de infeccao,
sem considerar o gendtipo como um fator, pode-se observar diferenca
entre os tratamentos adotados no nimero de pontos azuis por embrido.
A infeccdo realizada na temperatura de 43°C induziu um acréscimo no
nimero de pontos azuis por embrido se confrontado com a infec¢do

realizada em temperatura ambiente (Figura 3).
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Figura 3. Média do nimero de pontos azuis por embrido de milho submetidos a
diferentes temperaturas de infeccdo com Agrobacterium tumefaciens.
Meédias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de
Duncan a 5%. Barras indicam desvio padrdo médio. FAMYV, Passo
Fundo, 2016.

A temperatura de 43 °C usada durante a etapa de infec¢do dos
embrides induziu maior intensidade da transformagdo transiente
obtida da expressao do gene uid4A. Houve aumento no numero de
sitios encontrados no embrido. Este aumento demonstra o efeito
positivo da alta temperatura na transformagdo genética durante a
infec¢ao.

Ishida et al. (2007) obtiveram sucesso no emprego de alta
temperatura (46 °C por 3 min) durante a infeccdo de embrides
imaturos de milho, as frequéncias de transformacdo passaram de 5%
para 50% de calos que originaram plantas transgénicas, para a
linhagem A188, para as linhagens H99, W177 e A634, que eram
reacalcitrantes a transformacdo passaram a ter frequéncia de
transformagao de 10%, 20% e 20% respectivamente. O choque de
temperatura durante a infec¢do (37 °C por trés minutos) também gerou

resultados positivos na transformacdo de embrides imaturos de sorgo,
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elevando a frequéncia de transformagao de 2,6 para 7,6. (GUREL et
al., 2009). Embora estes autores avaliaram a frequéncia de calos
embriogénicos que produziram plantas transgénicas, Nno0ssos
resultados, obtidos a partir da transformagdo transiente, sio um
indicativo de como serd a transformacao estdvel em nossos
experimentos.

Efeito da alta temperatura na infec¢do de embrides de milho do
gendtipo Hi-II foi relatado por Silva (2013). A frequéncia de
transformagdo transiente foi melhorada quando os embrides foram
submetidos a uma temperatura de 40 °C durante a infec¢do. Dos
embrides infectados sobre a alta temperatura 50% apresentaram
pontos azuis, enquanto que aqueles infectados a temperatura ambiente
apenas 31% foram Gus positivos. O mesmo aconteceu para 0 numero
de pontos azuis por embrido que passou de sete quando infectados a
temperatura ambiente, para 15 pontos por embrido com o uso de alta
temperatura.

Tratamentos que causam algum estresse no explante inicial
podem facilitar a transferéncia do T-DNA da A. tumefaciens para o
genoma vegetal por favorecer interacdo bactéria/célula vegetal
(ISHIDA et al., 1996; DANILOVA & DOLGIKH, 2004; ISHIDA et
al., 2007; VALDEZ-ORTIZ et al., 2007, WANG et al.,, 2007;
GUREL et al., 2009). A alta temperatura pode favorecer o processo de
transformagdo, por tornar a parede celular mais permeével, permitindo
uma melhor aderéncia da A. tumefaciens na célula vegetal e
facilitando a transferéncia do T-DNA (ISHIDA et al.,2007). Outra
explicagdo possivel se deve ao fato de que a infec¢@o por agrobactéria

induz a expressao de genes da planta necessarios para a transformagao
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e a0 mesmo tempo, reprime genes de resposta de defesa do hospedeiro
(HWANG & GELVIN, 2004). Estresses de alta temperatura poderiam
reduzir a resposta de defesa do tecido vegetal a infec¢ao bacteriana ou
ainda estimular a expressao de genes para proteinas que auxiliam na
ativacdo da regido vir da bactéria tornando-a mais apta a realizar a
transformagdo genética (VEENA et al., 2003).

Viarios genes de viruléncia ja foram identificados como
envolvidos nas diferentes fases do processo de interacdo da A.
tumefaciens ¢ a planta. As funcdes desses genes de viruléncia da
bactéria em maior parte ja tém suas fungdes bem caracterizadas,
porém o papel que as proteinas do hospedeiro exercem na infec¢do da
agrobactéria sdo praticamente desconhecidas (TZFIRA &
CITOVSKY, 2002).

O processo de transformagao genética compreende oito etapas
distintas: (1) sinais fenolicos especificos dos hospedeiros sao
reconhecidos pela A. tumefaciens mediadas por receptores especificos
(VirA) (2) sinais especificos (VirG) detectam o reconhecimento dos
sinais da planta (VirA). (3) VirG mediada por transducao de sinal
ativa genes Vir;(4) corte do T-DNA; (5) geracdo do complexo
transportador VirB - VirD4, e transporte de T-DNA e proteinas Vir
para o citoplasma da célula hospedeira; (6) Matura¢do do complexo T-
DNA; (7) importagdo nuclear de complexo T-DNA facilitada por
proteinas da célula hospedeira; (8) transporte intranuclear do
complexo T-DNA e a integragdo do T-DNA no genoma da célula
hospedeira mediada por VirD2 e / ou VirE2 e por fatores do
hospedeiro (TZFIRA & CITOVSKY, 2002; 2006).
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Acredita-se que de alguma forma o estresse de alta temperatura
possa alterar os perfis de expressdo dos genes envolvido nas etapas do
processo de infec¢do da agrobactéria com a célula vegetal, facilitando

assim a transformagdo genética.

Outro fator importante para a producdo de plantas
geneticamente modificadas ¢ o local do embrido onde os genes sdo
inseridos. Preferencialmente os sitios de transformac¢do devem ser
observados na por¢do basal do embrido. Esta regido ¢ mais
competente para a formacdo de calos embriogénicos e
consequentemente a regeneracdo de plantas transgénicas (FRAME et

al., 2002; ISHIDA et al., 2007).

Figura 4. Aspecto dos embrides zigdticos imaturos infectados com
Agrobacterium tumefaciens apds teste histoquimico de GUS
evidenciando a area do escutelo, em torno do eixo embrionario
corado de azul. FAMYV Passo Fundo, 2016.

Pode-se observar no presente trabalho que os pontos azuis

estavam concentrados em sua maioria na regido basal do embrido,
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indicando melhor possibilidade de gerar calos embriogénicos (Figura

4).

Os dois tratamentos de temperatura empregadas durante a
infeccdo dos embrides com A. tumefaciens e os dois genodtipos
utilizados nao influenciaram na frequéncia de calos embriogénicos
resistentes ao herbicida Bialaphos®. Nao houve interagdo entre os

tratamentos e os genotipos (Tabela 4).

Embora ndo tenha ocorrido significancia na frequéncia de
calos resistentes, podemos considerar dentro do esperado as
frequéncias obtidas de 3,75% para gendtipo Hi-Il e de 2% para a
BR451, e com uma frequéncia média de 2,9% (Tabela 3). Porém, os
resultados obtidos nesse experimento poderiam ser mais elevados
visto que na literatura, para o genotipo Hi-II, as frequéncias giram em
torno de 5% podendo chegar a até 8% (FRAME et al., 2002; 2006;
GRANDO et al., 2011).

A porcentagem de calos embriogénicos resistentes ao herbicida
Bialaphos® corresponde a frequéncia de embrides submetidos a
infeccdo com agrobactéria que foram capazes de sobreviver e se
desenvolver na presenga do agente seletivo devido a expressdo do
gene bar. A frequéncia de calos resistentes ¢ uma forma de estimar e
obter uma medida da transformacdo estavel, pois os calos sdo
formados depois de alguns meses de cultivo, requerendo que o gene

esteja inserido no genoma de forma estavel.

Os calos embriogénicos sdo de grande importancia, pois € o
tecido usado para o processo de regeneracao de plantas transgénicas, o

mesmo ¢ originado de um processo de embriogénese somatica indireta
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(LU et al., 1982; VASIL et al., 1984; ARMSTRONG & GREEN,
1985; ARMSTRONG, 1994; ISHIDA et al., 1996; FRAME et al,
2006; ISHIDA et al., 2007; VEGA et al., 2008).

3.2 Experimento 2

Neste experimanto foi aplicada uma sequéncia de estresses
consecutivos nos embrides antes da infec¢do. Apos a aplicacao desses
tratamentos os embrioes foram infectados com A. tumefaciens durante
cinco minutos. Para a realizacdo desse ensaio foram utilizados

embrioes imaturos do hibrido de milho Hi-II.

Tabela 5 — Expressdo transiente do gene wuidA, sobrevivéncia dos
embrides e frequéncia de calos resistentes obtidos a
partir de embrides imaturos de milho do genotipo Hi-II
submetidos a diferentes condi¢des de infeccio FAMV,
Passo Fundo, 2015

Embrides ‘ Calos
Area do A .
com i~ Sobrevivéncia resistentes
embrido o~
Tratamento  pontos dos embrides ao
. corada o gy
azuis (%) (%) herbicida
(%0) (%0)
S/ estresse 100 25,93 95,6 a 0,52 a
C/ estresse 100 24,71 545 b 0,28 b
M¢édia 100 25,32 75,05 0,55
C.V(%) 0 56,2 32,77 49,31
Valor de p - 0,9876"™ 0,0371* 0,0398*

Medias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan
a 5% de probabilidade de erro.

* significativo pelo teste e ANOVA a 5% de probabilidade de erro

" ndo significativo pelo teste ¢ ANOVA a 5% de probabilidade de erro.

O pré-tratamento com estresse nao resultou em efeito

significativo na transformacdo transiente do gene uidA, tanto para
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numero de embrides Gus positivos quanto para percentagem de area

do embrido corada no teste histoquimico (Tabela 5).

Figura 5. Embrides submetidos ao teste histoquimico de Gus indicando a area
onde o T-DNA foi inserido. A) tratamento 1: embrides expostos ao
estresse fisico; B) tratamento 2: embrides infectados sem aplicagdo de
estresse; C) controle negativo: embrides ndo infectados com
Agrobacterium tumefaciens. FAMV, Passo Fundo, 2016.

A frequéncia de embrides que mostrararam sitios de
transformacao transiente foi alta e atingiu 100% nos dois tratamentos,
além disso cada, embrido apresentou em torno de 25% da area corada
com a cor azul (Figura 5). Esses resultados mostram o avango pelo
Laboratério de Biotecnologia da UPF que em trabalhos anteriores
possuia frequéncias de embrides Gus positivo inferiores com

frequéncia de 20% (DIDONE, 2015) e 22% (SILVA, 2013). O mesmo
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ocorre para a intensidade da transformagdo transiente, que foi elevada
da presencga de apenas alguns pontos obtidos em trabalhos anteriores
(SILVA, 2013; DIDONE, 2015) para areas completamente azuis
(média de 25% da area do embrido corada) encontradas nos nossos
experimentos (Figura 5).

Genes reporter sdo genes utilizados para visualizar o evento da
transformagao através da expressdo de proteinas e enzimas detectaveis
através de testes histoquimicos como € o caso do gene uidA (gus) ou
mediante condi¢des de luminosidade especifica como para o gene gfp.
Esses genes sdo inseridos juntamente com o gene de interesse e
indicam o local onde o T-DNA foi inserido no explante (CARNEIRO
et al.,, 2004). O nimero de embrides que apresentam pontos azuis
representa a percentagem de transformacdo transiente, prova da
transferéncia do T-DNA da A. tumefaciens para as células do embrido
de milho (JEFFERSON et al., 1987). Além disso, quanto maior a area
do embrido corada maior o nimero de células do embrido que tiveram
inser¢do do T-DNA da agrobactéria. A expressdo do gene uidA nos
tecidos transgénicos foi detectada pela a¢do da B-glucuronidase. Esta
proteina com fungdo enzimatica, na presenca do substrato X-gluc,
produz um dimero de cor azul indigo que possibilita a visualizagdo
dos eventos de transformagao (JEFFERSON et al., 1987).

Atualmente o sistema mais estudado para introducdo de genes
exogenos em milho é via A. tumefaciens, no entanto o principal
desafio para estabelecer esta técnica € superar a baixa eficiéncia de
transformagdo. Em parte, a baixa eficiéncia estd relacionada a
caracteristica recalcitrante do milho e de outras monocotiledoneas a

infeccdo por A. tumefaciens (JONES et al., 2005). Todavia, a eficacia
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também ¢ afetada por outros fatores, tais como: gendtipo, tipo de
explante, estirpe de 4. tumefaciens, pH do meio de cultura, condi¢des
de cocultivo e concentracdo de compostos fenolicos no meio de
cultura (CHENG et al., 2004).

O estresse utilizado neste experimento reduziu a capacidade de
sobrevivéncia dos embrides em relacdo aos embrides nao submetidos
ao pré-tratamento (Figura 6). Os embrides expostos ao estresse
tiveram frequéncia de 54,5% de sobrevivéncia, enquanto os embrides
que nao sofreram estresse, o indice de sobrevivéncia foi de 95,6%
(Tabela 5). A reducdo na sobrevivéncia dos embrides expostos ao

estresse fisico diminui a eficiéncia de transformacao.

Figura 6. Sobrevivéncia dos embrides no cultivo em meio de descanso 10 dias
apos a infecgdo A) tratamento 1: embrides expostos ao estresse antes da
infeccdo; B) tratamento 2: embrides infectados sem aplicagdo de
estresse. FAMYV, Passo Fundo, 2015.

Tecidos de milho apresentam alta sensibilidade a danos
mecanicos ocasionados por estresses fisicos. Esta alta sensibilidade
pode influenciar negativamente a capacidade de geracdo de calos
embriogénicos e até mesmo prejudicar a regeneragdo de plantas em

estadios subsequentes (DANILOVA & DOLGIKH, 2005).
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Para o sucesso da produgdo de plantas transgénicas em
monocotiledoneas, genes exodgenos devem ser entregues a células
indiferenciadas, ou em diferenciacdo que se dividem ativamente e que
sdo capazes de regenerar plantas. No milho, o material mais utilizado
¢ o embrido zigdtico imaturo em protocolos de transformacao
utilizando o método de bombardeamento de particulas ou via
A. tumefaciens o gene ¢ entregue a embrides imaturos ou calos
embriogénicos obtidos a partir dos mesmos (ISHIDA et al., 2007)
Assim, os principais determinantes de uma transformagdo bem
sucedida ¢ a resposta de embrides imaturos em cultura de tecidos, os
tipos de células que crescem a partir de embrides imaturos e
caracteristicas subsequentes no desenvolvimento e regeneragao.

O pré- tratamento com estresse fisico reduziu a frequéncia de
calos resistentes ao herbicida (Tabela 5). Os embrides que ndo foram
submetidos ao estresse apresentaram frequéncia de 0,52% enquanto os
embrides estressados a frequéncia baixou para 0,28%. Essa diferenca
se deve a baixa sobrevivéncia dos embrides que passaram pelo
estresse.

Os calos resistentes indicam a frequéncia de transformacao
estavel. Esta resisténcia ocorre devido a expressao do gene bar o que
condiciona que os calos transformados sobrevivam ao agente seletivo
(herbicida Bialaphos®) adicionado ao meio de cultura.

A frequéncia de calos embriogénicos do genotipo de milho Hi-
I, obtida neste experimento, mesmo na auséncia do estresse foi muito
abaixo do esperado para este mesmo gendtipo. Frequéncias
consideradas satisfatoria ficam entre 5 a 8% (FRAME et al., 2002;
2006; GRANDO et al., 2011). A alta pressao de selecdo empregada
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neste experimento pode explicar as baixas frequéncia, bem como pode
indicar que a transformagao estavel realmente nao foi eficiente e que o
T-DNA nao foi integrado ao genoma da célula vegetal.

Os tecidos submetidos a transformacao devem passar por um
processo de selegdo que permita que somente as c€lulas transformadas
se multipliquem e deem origem a plantas modificadas geneticamente,
para isso sdo utilizados genes marcadores. Genes marcadores, ou de
selecdo, sdo genes que conferem resisténcia a antibidticos ou
herbicidas, sendo que a selecdo ¢ realizada na presenca dos agentes
seletivos correspondentes (BRASILEIRO & DUCI, 1999).

O gene marcador bar isolado de Streptomyces hygroscopicus,
codifica para a fosfinotricina acetiltransferase (PAT), que confere
resisténcia ao herbicida PPT (fosfinotricina) (BRASILEIRO & DUCI,
1999) e auxilia na selegdo de calos transgénicos, pois o herbicida
impede o crescimento de tecidos nao transformados e permite a
selecdo de tecidos portadores do gene. Assim, a sele¢do com marcador
bar evita que plantas ndo transgénicas sejam regeneradas (CHENG et
al., 2004).

O mesmo tipo de estresse aplicado nesse experimento foi
usado em gendtipos de milho com eficiéncia. Sendo que esse
tratamento elevou em média 16,57% a frequéncia de transformagao
estavel de quatro genotipos de milho (A 188, H99, W177 e A634).
Embora o hibrido Hi-II nao tenha sido utilizado neste experimento,
um de seus progenitores, a linhagem A188, obteve elevacdo de até
35% na eficiéncia de transformag¢do quando houve aplicagdo do
estresse fisico (ISHIDA et al., 2007). Os resultados deste experimento

mostram que o estresse ndo ¢ benéfico para o hibrido Hi-II. Isso
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sugere que o gendtipo tem influéncia na resposta ao estresse € ha a
necessidade de adaptacdo das condigdes de infeccdo para cada
genotipo.

Ha relatos de diversos estresses que podem favorecer a
transformagao genética de milho quando utilizados na etapa de
infeccdo de embrides e também de outros explantes. Ja foram
relatados que tratamentos como vortex e choque de temperatura na
infecc¢ao de calos embriogénicos favorecem a transformacao em milho
(VALDEZ-ORTIZ et al.,, 2007; SILVA, 2013). Outro tratamento
fisico que tem mostrado efeito positivo € a infec¢do com a aplicagao
de vacuo que melhorou a transformacdo transiente de 17,6% para
28,9% em embrides imaturos de milho (VALDEZ-ORTIZ et al.,
2007).

4 CONCLUSOES

A elevada temperatura (43 °C) aplicada na infec¢ao de
embrides imaturos de milho com agrobactéria favorece a
transformagdo transiente observada pelo numero de pontos azuis por
embrido, em decorréncia da introdugdo e expressao do gene reporter
uidA.

Os embrides imaturos do genotipo Hi-II apresentam maior
capacidade de serem transformados pela agrobactéria em comparagdo
a variedade BR 451.

A combinagdo de estresse (46 °C por 3 min, seguido pelo
resfriamento em gelo por 1 min, centrifugacdo a 20,000g a 4 °C por 10
min) imposto aos embrides imaturos do gendtipo Hi-II de milho antes

da etapa de infeccdo com a agrobactéria reduz a eficiéncia de
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transformagao devido a reducdo da sobrevivéncia dos embrides
imaturos.

A variedade BR 451, apesar de obter menor capacidade de ser
transformada, ¢ uma alternativa viavel para ser utilizada na obtengao
de plantas geneticamente modificadas e pode ser considerada um

genotipo alternativo ao hibrido Hi-IL
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CAPITULO II

CONCENTRACOES DE ACETOSIRINGONA NA INFECCAO
E COCULTIVO DE EMBRIOES ZIGOTICOS IMATUROS DE
MILHO COM Agrobacterium tumefaciens

TIAGO TEIXEIRA!

RESUMO - Para estabelecer a técnica de transformacao genética de
plantas via A. tumefaciens, o ponto critico € ajustar os fatores que
afetam a transformagdo. Os compostos fenolicos sdo os principais
sinalizadores para inducdo dos genes vir de Agrobactéria, o que por
sua vez, sdo responsaveis pelo corte e transferéncia do TDNA para o
genoma vegetal. Acredita-se que determinados sinais das moléculas
indutoras da regido vir da A. tumefaciens nao sao suficientemente
ativas em monocotiledoneas, sendo necessario a inducdo da regido vir
com substancias sintéticas fendlicas, como a acetosiringona (AS), o
que resulta num aumento da eficiéncia de transformagdao em cereais.
Desta maneira o objetivo deste trabalho foi verificar se diferentes
concentragcdes de acetosiringona na infeccdo e no cocultivo de
embrides imaturos de genotipos de milho com A. tumefaciens altera a
intensidade da transformacdo transiente observada pela expressdo do
gene reporter uidA. Cinco tratamentos constituidos de diferentes
concentragdes de acetosiringona no meio de infec¢do foram testados

no ensaio 1 e no ensaio 2 as mesmas concentragdes foram aplicadas

! Biblogo, mestrando do Programa de Pos-Graduagdo em Agronomia (PPGAgro) da
FAMV/UPF, Area de concentragio “Producdo Vegetal”
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também no meio de cocultivo. As concentragdes utilizadas foram de 0
UM (controle), 100 uM (dose usual segundo o protocolo de Frame et
al. (2011)), 200uM, 400uM e 600uM. para avaliar a frequéncias de
transformagdo transiente foi realizado o teste histoquimico de GUS
que evidencia a expressao do gene uidA. Os resultados mostraram que
a AS ¢ de extrema importancia no cocultivo para a transferéncia do T-
DNA. No experimento 1 o genotipo Hi-II foi afetado pela
concentracdo de AS enquanto o gen6tipo BR 451 ndo mostrou efeito.
No experimento 2 a concentragdo de AS influenciou a transformagao
transiente dos dois genotipos € a dose de 400uM de AS mostrou-se
mais eficiente para a transformacdo de embrides imaturos de milho

dos genotipos Hi-IT e BR451.

Palavras-chave — compostos fenolicos, transformacao genética,

genotipo alternativo BR 451, GUS, uidA, Zea mays.

ACETOSYRINGONE CONCENTRATIONS ON INFECTION
AND COCULTURE OF ZYGOTIC IMMATURE MAIZE
EMBRYOS WITH Agrobacterium tumefaciens

ABSTRACT - To establish the technique of plant genetic
transformation by A4. tumefaciens, the critical point is to adjust the
factors affecting the transformation. The phenolic compounds are
main signals for the genes induction via agrobacterium. These genes
are responsible for The T-DNA excision and transference for the plant

genome. It is believed that certain inducing molecules signs for the
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activation of A. tumefaciens vir region are not sufficiently active in
monocotyledonous, being necessary the induction of the vir region
with synthetic phenolic compounds such as acetosyringone (AS),
resulting in increased efficiency in cereals transformation. Therefore,
the objective of this study was to verify if different concentrations of
acetosyringone in the infection and in the co-cultivation of immature
maize embryos with A. tumefaciens affect the intensity of transient
transformation accessed by the reporter uidA gene expression assay.
Five treatments of different concentrations of AS in the infection
medium were evaluated in the experiment t 1. In the experiment 2 the
same concentrations were applied also to the co-cultivation medium.
The concentrations used were 0 uM (control), 100 uM (usual dose
according to the Frame et al. (2011) protocol), 200uM, 400uM and
600uM. To evaluate the frequency of transient transformation it was
carried out the histochemical GUS assay that indicate the uidA
reporter gene expression. The results showed that AS is of extreme
importance when added to the co-cultivation medium. In the
experiment 1 the Hi-II genotype was affected by the AS
concentration, while the genotype Br 451 did not. The AS
concentration added to the co-cultivation medium (experiment 2)
influenced the transient transformation of the two genotypes and the
dose of 400uM AS was more efficient to increase the transformation

of immature embryos of the two test genotypes Hi-II and BR451.

Keywords: phenolic compounds, genetic transformation, alternative

genotype BR 451, GUS, uidA, Zea mays.
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1 INTRODUCAO

O milho é um dos cereais mais cultivados mundialmente,
representando aproximadamente 30% dos graos produzidos no mundo
(IBGE, 2015). Essa cultura tem grande destaque econdmico e social,
uma vez que apresenta grande diversidade de utiliza¢do, que vai desde
a alimentacdo humana e animal até a industria de alta tecnologia.

A maior demanda de alimentos se faz necessario pelo aumento
expansivo da populacdo mundial e a escassez de agua e de terras
agricultaveis. O milho, assim como qualquer outra cultura, esta sujeita
a interferéncia de diversos fatores que podem limitar sua
produtividade.

Devido a larga importancia so6cio econdmica, grandes
investimentos tém sido aplicados no seu melhoramento genético. Nas
ultimas duas décadas o melhoramento através da engenharia genética
tem sido cada vez mais presente no cenario do melhoramento
genético.

O embrido zigético imaturo tem sido o explante mais
amplamente utilizado para transformagdo genética de milho (FRAME
et al., 2002; 2006; 2011; HUANG & WEI, 2005; VEGA et al., 2008
ISHIDA et al., 2007; 2014; OMER et al., 2013), visto que o mesmo
apresenta grande niimero de células jovens e competentes para a
embriogénese, além de alto potencial regenerativo (HUANG & WEI,
2004).

A engenharia genética representa uma ferramenta da
biotecnologia para auxiliar a obtencdo de cultivares adaptadas para

suprir as necessidades dos programas de melhoramento, no que diz
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respeito ao aumento da variabilidade genética. Assim, a biotecnologia
permite a produg¢do de plantas geneticamente modificadas, contendo
no genoma do milho, genes que conferem tolerancia a diferentes
estresses biodticos e abidticos, bem como melhora da qualidade
nutricional e melhora no rendimento da cultura.

Atualmente o sistema mais estudado para introdugdo de genes
exogenos em milho € via A. tumefaciens. No entanto, o principal
desafio para estabelecer essa técnica ¢ superar a baixa eficiéncia de
transformagdo. Em parte, a baixa eficiéncia estd relacionada a
caracteristica recalcitrante do milho e de outras monocotiledoneas a
infeccdo por A. tumefaciens (JONES et al., 2005). Todavia, a eficacia
da transformagdo de plantas por esse método também ¢ afetada por
outros fatores, tais como: genoétipo, tipo de explante, estirpe de
Agrobacterium, pH do meio de cultura, condi¢cdes de cocultivo e
concentracdo de compostos fendlicos no meio de cultura (CHENG et
al., 2004).

O processo de transformacgdo via A. tumefaciens depende de
diversos fatores como sinais moleculares e quimicos que fazem o
reconhecimento entre a célula vegetal e a A. tumefaciens. A
capacidade que a célula vegetal tem de produzir estes sinais gimico
especificos para a bactéria influencia no potencial que a estirpe da
agrobactéria tem de infectar e transferir o T-DNA para a célula da
planta (MCCULLEN & BINNS, 2006). A sinalizagdo molecular e
quimica que permite que a agrobactéria infecte e insira o T-DNA no
genoma da célula hospedeira ¢ regulada pelo ligamento e
desligamento de genes, sendo fortemente influenciado pelo gendtipo

da planta (TZFIRA et al., 2004).



87

A sinalizagdo molecular envolve véarios genes de viruléncia
que ja foram identificados como envolvidos nas diferentes fases do
processo de interagdo da A. tumefaciens e a célula vegetal. Estes genes
sdo responsaveis por produzir proteinas especificas que irdo
reconhecer sinais da célula vegetal e irdo facilitar o processo de
transferéncia do T-DNA da bactéria para a planta (TZFIRA et al.,
2004).

Os compostos fendlicos sdo os principais sinalizadores para
inducdo dos genes vir em agrobactéria. A identificacdo de fendis com
essa capacidade foi primeiramente demonstrada durante a analise de
28 exsudatos de raizes e protoplastos de folhas, ao quais continham
altos niveis de acetosiringona (STACHEL et al., 1985). A partir disso,
fenois sintéticos, como acetosiringona e hidroacetosiringona, foram
sintetizados ¢ demonstraram alta atividade de indugao das regides vir
mesmo em testes realizados na auséncia de plantas (McCULLEN &
BINNS, 20006).

Acredita-se que determinados sinais das moléculas indutoras
da regido vir na A. tumefaciens nao sao suficientemente ativas em
monocotiledoneas, sendo demonstrado que a indugdo da regido vir
com substincias sintéticas fenolicas, como a acetosiringona,
aumentam a eficiéncia de transformagao em cereais (DANILOVA &
DOLGIKH, 2004). Contudo, o nivel de requerimento ¢ variavel entre
os protocolos ja descritos, indicando a necessidade de maiores estudos
visando desenvolver uma metodologia padrao de transformacao.

A maioria dos protocolos de transformagdao genética de
monocotiledoneas, utiliza AS nos meios de cultura, mesmo que em

diferentes niveis. Em trigo, a omissdo de AS diminuiu drasticamente a



88

expressao transiente de GUS, diminuindo a probabilidade de regenerar
plantas transformadas (WU et al.,, 2003). Estudando diferentes
concentragdes de AS no cocultivo de embrides de trigo, Manfroi
(2014) relatou que a concentracdo de AS afeta a transformacdo
transiente dos embrides submetidos a infeccdo com A. tumefaciens.
Em milho ndo ha relatos de experimentos que avaliaram o efeito da
concentracdo de AS na infecg¢do e cocultivo de embrides infectados
com agrobactéria.

O objetivo deste trabalho foi verificar se diferentes
concentragdes de acetosiringona na infeccdo e no cocultivo de
embrides imaturos de genotipos de milho com A. tumefaciens alteram
a intensidade da transformacao transiente observada pela expressao do

gene reporter uidA.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e material vegetal

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia
Vegetal, casa de vegetagao e telado da Universidade de Passo Fundo.

Para a realizacdo do experimento foram utilizados dois
gendtipos de milho: um hibrido americano modelo em transformacao
genética, oriundo do cruzamento das linhagens A188 e B73,
desenvolvido pela Universidade de Minessota (Hi-II) e a variedade

brasileira desenvolvida pela Embrapa Milho e Sorgo (BR 451).
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As plantas foram cultivadas em telado e casa de vegetacdo e
polinizadas de forma manual para produgdo dos embrides, os quais
foram utilizados como explante. Em torno de 10 a 12 dias apos a
polinizagdo as espigas foram coletadas. Foi realizada a assepsia das
espigas com alcool 70% durante 5 minutos e hipoclorito de sddio 6%
durante 20 minutos, seguido de trés lavagens com agua destilada
esterilizada. Posteriormente, sob ambiente asséptico, os embrides

imaturos (1,8 a 2,0 mm de comprimento) foram obtidos das espigas.

2.2 Etapa de infeccdo dos embrides

Na etapa da infec¢do, os embrides foram colocados em
contato com a estirpe desarmada de A. tumefaciens EHA 101
contendo o plasmideo binario PTF102 (ver capitulo 1 figura 1), que
possui o gene marcador bar e gene reporter uidA sob o controle do
promotor CaMv35S. O gene reporter uidA ¢ utilizado para acessar a
eficiéncia de transformacao transiente pelo teste histoquimico de GUS
para deteccao da cor azul, mediante reacdo enzimatica e este gene
contém um intron para evitar sua expressdao em bactérias. As bactérias
contendo o plasmideo foram obtidas de estoque de glicerol 50% e
cultivadas em meio YEP (Tabela 1) suplementado com 100 mg L' de
espectinomicina e 50 gL' de canamicina por dois dias a 28 °C.
Posteriormente, a partir dessa cultura foram as bactérias foram
cultivadas em YEP contendo os antibidticos e também 100uM de
acetosiringona. Duas alcas de platina carregadas com essa cultura

foram suspendidas em 5ml de meio de infec¢do (meio InfAS, tabela 2)
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suplementado com 100uM de acetosiringona e a densidade ajustada
para uma OD de 0,3 a 0,4. Os embrides foram entdo infectados com

esta solucdo de A. tumefaciens.

2.2.1 Etapa de cocultivo

Apoés a infecgdo os explantes foram cocultivados com a 4.
tumefaciens durante trés dias, a 20 °C e no escuro no meio de

cocultivo (Tabela 1).

2.2.2 Etapa de descanso

Os embrides foram transferidos para o meio de descanso
(Tabela 1) suplementado com 100 mg L' de cefotaxima e 100 mg.L™!
de vancomicina para eliminacao da 4. tumefaciens. As placas de Petri
foram vedadas com fita porosa e mantidas no escuro a 28 °C durante 7
dias. Dois dias apos a transferéncia para o meio de descanso (5 dias
ap6s a infeccdo) foi realizada a avaliagdo da frequéncia de
transformagao transiente de cada tratamento empregando o teste
histoquimico de GUS para verificar a presenca do gene uidA.

A expressdo do gene uidA nos tecidos transgénicos foi
detectada pela observacdo de sua expressdo através do teste
histoquimico para B-glucuronidase (GUS — enzima codificada pelo
gene uid4) em uma amostra de dez embrides por repeti¢do. Essa
proteina com funcdo enzimadtica, na presenca do substrato X-gluc,

produz um dimero de cor azul indigo que possibilita a visualizacdo e a
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contagem dos eventos de transformacgdo. O teste foi realizado de
acordo com o protocolo de Jefferson et al. (1987).

Cinco dias apds a infec¢do, os embrides foram incubados em
solucdo X-gluc por 16 horas a 37 °C. Apo6s a incubagdo foram
avaliados dois parametros para estimar o nivel de transformagao
transiente: nimero de embrides Gus positivos e nimero de pontos
azuis por embrido ou area do embrido corada de azul. A percentagem
da é4rea azul foi obtida através de fotografia em estéreo microscopio
Zeiss Dtemi DV 4, que foram medidas no software Zen 2 Blue

Edition.

Tabela 1. Composicao dos meios utilizados para o crescimento das
bactérias, cultura de tecidos e transformacgdo das plantas.
FAMYV Passo Fundo, 2015

Cultura de bactérias
YEP 10 g.L'! de peptona, 5 g. L'! de NaCl, 10 g. L! de extrato de
levedura, 8,0 g.L"! de 4gar, pH 7,0.

Infeccao
Inf Sais N6 (CHU et al., 1975); vitaminas N6 (0,5 mg.L"! de
tiamina HCI, 2 mg/.L"!' de glicina, 0,5 mg.L"! de piridoxina
HCL, 0,5 mg.L"! de 4cido nicotinico; 100 mg.L™! de caseina
hidrolisada; 0,7 g.L"' de L-prolina; 2,0 mg.L"! de 2,4D; 68,5
g.L'! de sacarose, 36 g.L! de glicose, pH 5,2.

InfAS Meio Inf suplementado com acetosiringona.

Cocultivo
CM  InfAS sem glicose; sacarose reduzida para 30 gL' e
adicionado de 0,5 g.L'! de MES; 10 uM nitrato de prata; 8,0
g.L'! de 4gar; pH 5,8 suplementado com acetosiringona

Descanso
DM  CM sem acetosiringona adicionado de 100 mg.L™! cefotaxima
e 50 mg. L'! de vancomicina, pH 5,8.
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2.3 Tratamentos, delineamentos e analises estatisticas

Foram realizados dois experimentos distintos para avaliar o
efeito da acetosiringona na transformagdo genética de embrides de

milho via A. tumefaciens.

2.3.1 Experimento 1: Concentra¢do de acetosiringona no meio de

infeccao

Cinco tratamentos constituidos de diferentes concentragdes de
acetosiringona no meio de infeccdo (Tabela 1) foram testados. As
concentragdes utilizadas foram de 0 uM (controle), 100 uM (dose
usual segundo o protocolo de Frame et al. (2011), 200uM, 400uM e
600uM (Tabela 2). Apds a infeccdo os explantes foram transferidos
para o meio de cocultivo (Tabela 1) contendo 100 uM de
acetosiringona onde permaneceram durante cinco dias, a 20 °C e no
escuro.

O delineamento experimental foi completamente casualizado,
com seis repetigdes para o hibrido Hi-Il e dez repeticdes para a
variedade BR451. A unidades experimental foi uma placa de Petri
contendo trinta embrides. Os dados coletados foram submetidos a

ANOVA seguida do teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

2.3.2 Experimento 2 - concentracio de acetosiringona no meio de

infec¢iao e no meio de cocultivo

Os embrides foram submetidos aos mesmos tratamentos de

infeccdo do experimento I e apos a infecgdo os embrides foram
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transferidos para o meio de cocultivo contendo as mesmas

concentragdes de acetosiringona da fase de infec¢do (Tabela 2).

Tabela 2. Esquema com os tratamentos e concentracdes de
acetosiringona utilizada nos experimentos I e II nos
meios de infeccdo e cocultivo FAMV, Passo Fundo,

2015
Experimento Tl T2 T3 T4 TS5
uM de acetosiringona
I Infecgao 0 100 200 400 600
Cocultivo 100 100 100 100 100
1 Infeccdo 0 100 200 400 600
Cocultivo 0 100 200 400 600

O delineamento experimental foi completamente casualizado,
com 17 repeti¢des para o hibrido Hi-II e para a variedade BR451. A
unidade experimental foi composta por uma placa de Petri contendo
trinta embrides imaturos. Os dados coletados foram submetidos a

ANOVA seguida do teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimento 1

Neste experimento testamos cinco doses de acetosiringona,
estas concentragdes foram aplicadas somente durante a fase de
infeccdo dos embrides. Em consenso majoritdrio os protocolos de
transformagdo genética de monocotiledoneas utilizam a acetosiringona

na fase de cocultivo dos embrides. Neste experimento a concentragao



94

de acetosiringona usada no cocultivo foi de 100uM para todos os
embrides. Essa concentragdo ¢ rotineiramente utilizada por Frame et
al. (2011), esse protocolo ¢ utilizado como base para transformagao
genética de milho do Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da
Universidade de Passo Fundo.

A elevagdo da concentragdo de acetosiringona durante a
infeccdo dos embrides com A. tumefaciens nao alterou a frequéncia de
embrides Gus positivo para o hibrido Hi-II, sendo que, em média,

97,3% dos embrides apresentaram pontos azuis (Tabela 3).

Tabela 3. Expressdo transiente do gene uid4 em embrides imaturos de
milho do gendtipo Hi-II submetidos a diferentes
concentracdes de acetosiringona durante a infeccdo com
Agrobacterium tumefaciens. FAMV, Passo Fundo, 2016

Tratamento  Frequéncia de embrides Numero de pontos por
uM de AS com pontos azuis (%) embrido
0 93,3 8,8b
100 96,6 19,4ab
200 96,6 13,3ab
400 100 149ab
600 100 26,7 a
Média 97,3 16,6
C.V 7,118% 54,923%
Valor de P 0,4402 0,0257 *

Meédias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade de erro. ™ Nao significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste
de ANOVA. *Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste de ANOVA

Da mesma forma, as diferentes concentragdes de
acetosiringona ndo afetaram a frequéncia de embrides com pontos
azuis para a variedade BR451. A frequéncia média para BR451 foi de
74,4% (Tabela 4).
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Tabela 4: Expressao transiente do gene uidA em embrides imaturos de
milho da variedade BR451 submetidos a diferentes
concentragdes de acetosiringona durante a infeccdo com A

Agrobacterium tumefaciens. FAMV, Passo Fundo, 2016

Tratamento  Frequéncia de embrides Numero de pontos
uM de AS com pontos azuis (%) por embrido
0 80 10,9
100 74 8,7
200 48 4,7
400 80 8,7
600 90 10,3
Média 74,4 8,6
C.V 54,209% 68,433%
Valor de P 0,2063™ 0,5792"

" Nao significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste de ANOVA

A alta frequéncia média de embrides expressando o gene uidA
obtida no experimento, tanto para o genétipo Hi-II quanto para a
variedade BR 451, demonstraram uma alta eficiéncia de
transformagao transiente e reporta que o T-DNA da A. tumefaciens foi
transferido para as células de embrides dos dois genotipos.

Quando avalia-se o numero de pontos por embrido ¢ possivel
verificar o efeito da concentra¢dao de acetosiringona sobre o genotipo
Hi-II (Tabela 3). A concentracdo de 600 uM (média de 26,7 pontos
por embrido) revelou-se mais eficiente que a concentragdo de 0 pM
(8,8 pontos por embrido), porém ndo se diferenciou das concentragdes
de 100 uM, 200 uM e 400 uM. Tendo em vista que utilizar 600 uM ¢
mais eficiente do que utilizar 0 uM e a utilizagdo de 100 uM ¢ tao
eficiente quanto a concentragdo de 600 pM, e levando em
consideragdo os custos operacionais, a concentracdo de 100 uM ¢ a

que propicia mais vantagens para a utilizacdo de forma rotineira na
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transformagao genética de milho. A figura 1 demonstra aspectos dos

embrides observados nos tratamentos contrastantes.

Figura 1. Aspecto dos embrides imaturos do gendtipo Hi-II submetidos ao Teste
de GUS: A) Embrides do controle ndo infectado com Agrobacterium
tumefaciens; B) Embrides infectados com 0 pm de acetosiringona; C)
Embrides infectados com 600 uM de acetosiringona. FAMYV, Passo
Fundo, 2015.

Para a variedade de milho BR 451, as concentragdes de
acetosiringona durante a infeccdo dos embrides imaturos com A.
tumefaciens nao influenciou no nimero de pontos azuis (Tabela 4). A

média de pontos azuis encontrada foi de 8,6 pontos por embrido

(Figura 2).
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Figura 2. Teste de GUS em embrides imaturos do gendtipo BR 451 de milho A)
Aspecto dos embrides do controle negativo ndo infectado com
Agrobacterium tumefaciens; B) Aspecto dos embrides infectados com 0
um de acetosiringona; C) Embrides infectados com 600 uM de
acetosiringona. FAMYV, Passo Fundo, 2015.

Outro aspecto importante a ser destacado ¢ o fato de que
mesmo na auséncia de acetosiringona durante a infeccdo houve a
expressao transiente, indicando que ocorreu a transferéncia do T-
DNA. Uma explicacao pode ser o uso de 100 uM de acetosiringona no
periodo de cocultivo, subsequente a infeccdo, momento em que ocorre
a transferéncia do T-DNA da bactéria para o genoma vegetal, tenha
auxiliado, proporcionando a sinalizagdo necessaria para a ativacao e

dos genes vir e transporte do T-DNA.

3.2 Experimento 2

Visando entender a influéncia da acetosiringona nas

frequéncias de transformacdo transiente testamos as concentragdes de



98

acetosiringona na etapa de infeccao e também na etapa de cocultivo
dos embrides.

Nao houve interagdo entre os fatores analisados (genotipo X
concentracoes de AS) para nenhuma das variaveis (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores de P obtidos pelo F teste para as varidveis
analisadas. FAMYV, Passo Fundo, 2016

Valores de P
Fonte de variacio Embrides cozn pontos azuis ~ N° por}Eos/
(%) embrido
Genotipo 0,0886™ 0,1566™
Acetosiringona 0,0007 0,0026 "
Interacao 0,7253 ™ 0,0712™
CV.% 8,77% 32,93%

" Nao significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste de ANOVA.
*Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste de ANOVA

A frequéncia de embrides com pontos azuis foi maior quando
comparado com a infec¢do e cocultivo sem a acetosiringona. O
tratamento com 0 pM de acetosiringona foi inferior ao demais
tratamentos, com frequéncia de 0%, enquanto a média foi de 76,1%
dos embrides apresentaram area do embrido corada para os gendtipos
Hi-II e BR451 (Tabela 6).

A auséncia de pontos azuis no tratamento sem acetosiringona
demonstram a importancia da utilizagdo deste composto fenolico na
etapa de infec¢do e cocultivo de embrides de milho. Desse modo
entende-se que a acetosiringona exerce papel fundamental na
transformagdo genética de embrides de milho via A. tumefaciens
sendo um elemento indispensavel para o sucesso da produgdo de

plantas de milho geneticamente modificadas.
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Tabela 6 - Expressdo transiente do gene uid4 em embrides imaturos
de milho de dois gendtipos submetidos a diferentes
concentragdes de acetosiringona durante a infec¢do e
cocultivo com Agrobacterium tumefaciens. FAMV, Passo

Fundo, 2016
Frequéncia de embrides Area do embridio
Tratamento ‘o (0 0
uM de AS com pontos azuis (A>) ‘corada de azul (A)? ‘
Hi-II BR451 Média Hi-II BR451 M¢édia
0 0 0 0 0 0 0
100 94,7 92,3 93,5 25,5 20,1 22,8
200 97,1 95,8 96,5 33,7 22,9 28,3
400 97,6 95,8 96,7 46,7 31,1 38,9
600 98,2 91,7 94,9 48,5 30,0 39,2
Média 77,2 75,1 30,9 20,8
Média 76,1 25,8
C.V. % 599  15.58 16,76 24,50

A elevagdo da concentracdo de acetosiringona no meio de
infeccdo e de cocultivo elevou a expressio do gene wuid4. As
concentragdes de 400uM (38,9% da area corada de azul) e 600uM
(39,2% da area corada de azul) foram estatisticamente superiores aos
demais tratamentos e iguais entre si para o genotipo Hi-II e variedade
BR451 (Tabela 5). Sendo a concentracdo de 400uM a mais indicada
para ser utilizada na infec¢@o e cocultivo de embrides do genotipo Hi-
I1.

Quando compara-se o tratamento sem acetosiringona € o que
emprega 400uM no meio de cultura, elevamos a transformagdo
transiente de 0 para 38,9% de area corada. Se contrastada com a
concentragdo do protocolo original de 100uM passamos de 22,8 para
38,3% um ganho de 15,5% na éarea do embrido corada de azul. O

acréscimo na intensidade da transformacdo de acordo com a elevacao
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da concentragdo de acetosiringona pode ser observado na figura 3,

bem como estd demonstrado através de grafico na figura 5.

Figura 3. Aspecto dos embrides infectados e cocultivados em diferentes
concentragdes de acetosiringona na presenca de A. tumefaciens. A) 0
puM; B) 100 uM; C) 200 pM; D) 400 uM; E) 600 pM; F) Aspecto dos
embrides dentro de tubos Eppendorf. FAMYV, Passo Fundo, 2015.

A area do embrido corada aumentou a medida que a

concentragdo de acetosiringona foi elevada no meio de infec¢do e
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cocultivo. Porém, a partir da concentracao de 400uM, o aumento da
concentracdo ndo refletiu em aumento da 4area corada, ou seja,
concentragdo acima de 400 puM de acetosiringona ndao mostram

acréscimo na transformagao transiente de milho (Figura 4).
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Figura 4. Acréscimo da érea corada de azul em embrides submetidos a diferentes
concentragdes de acetosiringona na infeccdo e cocultivo com A.
tumefaciens. Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo

teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro. FAMV, Passo Fundo,
2016.

Diversos fatores presentes no cocultivo podem ser cruciais
para a transferéncia e integracdo de genes para o genoma da célula
vegetal, dentre eles os mais conhecidos sdo concentracdo de
nutrientes, pH, temperatura, periodo, presenca e concentracao de
acetosiringona (HENSEL et al., 2009). Além desses, o gendtipo da
planta, o tipo de explantes, a estirpe de 4. tumefaciens, plasmideos e a

eliminagdo da A. tumefaciens apds o periodo de cocultivo também
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interferem na eficiéncia de transformagao (ALIMOHAMMADI &
BAGHERIEH-NAIJJAR, 2009).

Outro fator que afeta a transformacdo de monocotiledoneas em
geral, quando comparado com dicotiledoneas, sdo as diferencas na
estrutura quimica da parede celular, que inibem a ligagdo com a
bactéria e falham na indugdo da regido vir do plasmideo, pois liberam
menor quantidade de compostos fendlicos. Estas caracteristicas nao
sdo encontradas em cé€lulas de dicotiledoneas, que sdao hospedeiras
naturais de A. tumefaciens (SOOD et al., 2011). Em algumas espécies,
principalmente dicotiledoneas a quantidade de compostos fendlicos
produzidos pelas plantas ¢ suficiente para induzir a regido vir. No
entanto, em outras espécies monocotiledoneas, a quantidade destes
compostos pode ser insuficiente e a inducdo pode ser aumentada pela
adicao de acetosiringona (BRASILEIRO & DUSI, 1999).

Os pontos azuis observados nos embrides indicam o local onde
o TDNA da A. tumefaciens foi inserido durante a transforma¢do. Em
trigo, no primeiro relato de obten¢do de plantas transgénicas, Cheng et
al. (1997) citaram como ponto crucial a suplementacdo de
acetosiringona no meio de infeccdo e cocultivo. Da mesma maneira,
Wu et al. (2003) verificaram que a transferéncia de T-DNA foi
drasticamente reduzida na auséncia de acetosiringona no meio de
infeccdo e cocultivo. Neste mesmo trabalho os autores observam que
o efeito da auséncia de acetosiringona foi mais acentuado em algumas
cultivares e menos em outras. Isso sugere que a concentracdo de
acetosiringona necessaria no meio pode variar de acordo com o

genotipo.
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Os resultados do presente estudo mostram que nao houve
efeito do gendtipo sobre a transformacdo transiente em embrides
zigdticos imaturos de dos genotipos de milho Hi-II e da variedade BR
451. A capacidade de ser infectada por A. tumefaciens, demonstrada
pela variedade BR451, chegando a resultados muito parecidos com o
gendtipo modelo Hi-II, indicam sua capacidade de ser utilizado
alternativamente ao hibrido Hi-II.

Para Manfroi (2014), existem combinagdes especificas de
temperatura de cocultivo, concentragdo de acetosiringona ¢ pH do
meio de inoculagdo e cocultivo que promovem maior transferéncia de
T-DNA da 4. tumefaciens para as células de embrides imaturos da
linhagem de trigo PF 020037, dentre elas: pH 5,0 — 25 °C — 400 uM de
acetosiringona, pH 5,4 — 22 °C — 400 uM de acetosiringona e pH 5,0 —
22 °C — 200 uM de acetosiringona. O uso da concentragcdo de 400 uM
de AS no meio de inoculagdo e cocultivo denotou uma tendéncia a
resultados superiores em relacdo a concentragdo 200 puM de
acetosiringona

Substancias adicionadas ao meio de cultura que induzem a
regido vir da agrobactéria como a acetosiringona mostrou ter efeito
positivo na maioria dos protocolos de transformagao de cereais (HIEI
et al., 1994; ISHIDA et al., 1996; TINGAY et al., 1997; ZHAO et al.,
2000; SAIRAM et al., 2003; DANILOVA & DOLGIKH, 2004;
WANG et al., 2007). A funcdo dos fenois na ativagdo dos genes vir
em A. tumefaciens parece estar clara. Evidéncias genéticas suportam a
ideia de que os fenois interagem diretamente com VirA, (GAO &

LYNN, 2005; McCULLEN & BINNS, 2006).
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A percepcao dos fendis como a AS ¢ possivel devido a
expressdo do gene vird que produz uma proteina de membrana e
recebe os sinais fendlicos da célula hospedeira. Ao reconhecer a
sinalizagdo dos fendis vir A ocorre o ligamento de genes que estdo
localizados na regido Vir do plasmideo Ti e estes genes realizam o
corte, transporte de insercdo do T-DNA no genoma do hospedeiro.
(TZFIRA et al., 2004).

Em milho, Frame et al. (2011) utilizaram a concentra¢do de
100 uM no meio de infec¢do e cocultivo, este protocolo € utilizado
como padrdo para realizar transformacdo genética de em diversos
centros de pesquisa, inclusive em nosso laboratério. Nao ha
informagdes de como os autores concluiram ser essa a melhor
concentragdo a ser utilizada em protocolos de transferéncia de genes
em milho. Porém, no presente trabalho a concentragao de 400 uM
induziu melhores niveis de transformagdo transiente para o genotipo

Hi-II e para a variedade BR451.

4 CONCLUSOES

O gendtipo Hi-II responde a alteracdo da concentracdo de
acetosiringona na fase de infec¢do. Ja a variedade BR 451 ndo softre
influéncia da concentragdo de acetosiringona na infecgao.

Na auséncia da acetosiringona no meio de infec¢do € no meio
de cocultivo ndo ocorre transformacao genética de embrides de milho

do genotipo Hi-1II e da variedade BR 451.
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O gendtipo Hi-Il e a variedade BR 451 respondem
positivamente ao aumento da concentragdo de acetosiringona na
infeccao e cocultivo.

A concentragdo de 400 puM de acetosiringona aumenta a
frequéncia de transformacdo genética transiente do hibrido Hi-II e da
variedade BR 451.

A variedade brasileira BR 451 apresenta capacidade de ser
transformada e pode ser usada como um genoétipo alternativo ao

hibrido Hi-II na transformacao genética via 4. tumefaciens.
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