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15. Selecdo dos explantes transformados com

Agrobacterium tumefaciertsHA 105: pCambia 3301
em meio seletivo contendo 5 mg.lde BASTA por

21 dias. a, b) Segmentos de pendao imaturo co-
cultivados com Agrobacterium  tumefaciens
evidenciando a formac&o de calos; c) explantes de
penddo imaturo controle (n&o co-cultivados com
Agrobacterium tumefacieps d) explantes calos
embriogénicos co-cultivados conAgrobacterium
tumefacienscrescendo em meio seletivo; d) Calos
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EMBRIOGENESE SOMATICA, MELHORAMENTO DA
RESPOSTA IN VITRO E TRANSFORMACAO DE MILHO
(ZEA MAYSL.) VIA A grobacterium tumefaciens

Marilia Rodrigues de Silva', Magali Ferrari Grando

RESUMO

A engenharia genética de plantas abre novap@eaivas na
obtencdo de gendtipos superiores de mil@@a( maysL.). A
transformacéo viaAgrobacterium tumefaciendem sido o método
preferido para este fim, para isso a cultura deddéecé um pre-
requisito. No entanto, o milho é considerado uma adturas mais
recalcitrantes para o cultivim vitro e transformacgédo genética. Os
pontos criticos para utilizacdo desta técnica $eree ao uso de
genotipos responsivom vitro, tipos de explantes utilizados para
iniciar a cultura embriogénica e protocolos bemstajdos para a
transferéncia de T-DNA viAgrobacterium tumefacienBesta forma,
este trabalho objetivou testar explantes foliaresgegnentos de pendao
imaturo para acelerar o processo de obtencéo ds eaibriogénicos,
desenvolver hibridos através do cruzamento sexaiduds linhagens
responsivas para melhoria da capacidade de resposteo e avaliar
a transferéncia do T-DNA através da infec¢do descaimbriogénicos
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e segmentos de pendéao imaturo cdgnobacterium tumefacien€s
experimentos foram desenvolvidos nos Laborator@Bidtecnologia
Vegetal, Bacteriologia e Virologia da FAMV/UPF. Ravaliacdo dos
explantes foliares foram utilizados quatro gen&imelecionados
(L20, HS1, HS2 e V4), os explantes utilizados faraegmentos de
pendao imaturo, de folhas basais de plantulas axbitdvitro e de
folha de plantas com 6-7 semanas, e trés diferemdéss de inducao
de calos baseados no meio N6. Neste experimentduamise que
segmentos foliares de milho apresentam baixo piaende
embriogénese somatica nos genotipos testados n@erasdo a
resposta do pendédo imaturo. Para o melhoramentesgastan vitro,
duas linhagens (L2 e L20) com alta frequéncia pgadude calos
embriogénicos a partir de penddo imaturo foram asaém
cruzamentos reciprocos produzindo os hibridos HAIMI2 X L20) e
H3MT-2 (L20 XL2). Penddes imaturos das linhagerse@s hibridos
foram avaliadosn vitro. Os hibridos F1 de milho ndo diferiram do
genitor L20 na producdo de calos embriogénicos. edtanto, a
utilizacdo de plantas hibridas € vantajosa poissgmtam alto vigor
gquando comparado a linhagens. Para avaliar a éré@ngfia do T-
DNA em milho, calos embriogénicos e penddes imatdediferentes
gendtipos foram infectados cormgrobacterium tumefaciensla
linhagem EHA 105, portadora do plasmidio pCambia 3301 (este
plasmidio carrega 0 gene repértgus € 0 gene marcadobar)
utiizando o protocolo modificado de Vega et al.0q@). A
transferéncia do T-DNA foi avaliada por meio deaodistoquimico
para GUS (JEFFERSON et al., 1987). Os controlesidssexplantes

(n&o infectados com &grobacterium tumefaciepsapresentaram
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background (expressdo de um gene semelhanggigoOs penddes
do gendtipo H3MT-1 e os calos embriogénicos daalgem L2
apresentaram intensidade de coloracdo azul supes Seus

respectivos controles sugerindo a transferéncib-DalA.

Palavras-chaves: engenharia  genética, explantes, calos

embriogénicos, gergus melhoramento genético.



SOMATIC EMBRYOGENESIS, IMPROVEMENT OF IN
VITRO RESPONSE AND TRANSFORMATION IN MAIZE ( Zea

maysL.) VIA Agrobacterim tumefaciens

Marilia Rodrigues de Silva', Magali Ferrari Grando

ABSTRACT

Plant genetic engineering opens new perspeuttiobtaining
superior maizeZea may4d..) genotypesAgrobacterium tumefaciens
transformation has been the preferred method ferpirpose and for
that the tissues culture is a requirement. Howaweize is considered
the mostin vitro culture and genetic transformation recalcitrampcr
The critical points for Agrobacterium tumefaciens mediate
transformation refer to the use iof vitro responsive genotypes, type
of explants used to initiate embryogenic culture g@notocols well
adjusted for the transfer of T-DNA by tAgrobacterium tumefaciens
This study aimed (1) to evaluate leaf explants tocekerate the
embryogenic callus obtaining process, (2) to dgvefybrids by
crossing twoain vitro responding inbred lines to improve capacity of
embryogenic callus inducing, and (3) evaluate thadfer of T-DNA
by infection of embryogenic calli and immature &ssegments with
AgrobacteriumtumefaciensThe experiments were developed in the
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of Plant Biotechnology, Bacteriology and Virologyaloratories at
FAMV/UPF. To evaluate the leaf explants four seddcgenotypes
(L20, HS1, HS2 and V4), and the explants immatassdl segments,
basal leaves fronin vitro seedlings and leaves of plants with 6-7
weeks were cultivated on three different calli iotlon media based
on N6 medium. In this experiment it was possiblecémclude that
maize leaf segments have low potential for soma&tibryogenesis in
the genotypes tested, not overcoming the immatasset. For the
breedingin vitro response, two inbred lines (L2 and L20) with high
production of embryogenic calli were used in reogal crosses
producing the F1 hybrids H3MT-1 (L2 x L20) and H3MT(L20
XL2). Immature tassels of the inbred lines and lddwere evaluated
in vitro. The maize hybrids did not surpass the L20 pdmeatin the
production of embryogenic callus. However, the akéybrid plants

is advantageous because simple hybrids show hybgdr when
compared to homozygous lines. To evaluate the T-idAsfer into
maize, immature tassels and embryogenic calli iérdint genotypes
were infected with the EHA105 strain Afrobacterium tumefaciens
carrying the pCambia 3301 plasmid, which contaimesgus reporter
gene and the bar marker gene using the Vega €R@0D8) based
protocol. The T-DNA transfer was evaluated by theUSG
histochemical assay. The two explants control (mbécted with
Agrobacterium tumefaciehshowed background (expression of a gus-
like gene). The tassel of H3MT-1 hybrid and embemg calli of L2
inbred line showed higher intensity of blue colempared to their
respective controls suggesting the T-DNA transfegen
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Key words: genetic engineering, explants, embryogenic catus,

gene, genetic breeding.



1 INTRODUCAO

Milho (Zea maysL.) € uma das maiores comodites na
agricultura internacional e uma fonte importantendérientes para
homens e animais. Segundo dados do IBGE, no Bresil,2008,
foram produzidos 51,6 milhdes de toneladas, colbmanpais como o
terceiro maior produtor mundial de milho, apés eta#os Unidos e a
China (RANKBRASIL, 2008). O Rio Grande do Sul épassavel
por 42,9% da producdo nacional de milho. Esta rltlestaca-se
como uma cultura de demanda crescente devido ansixpade
atividades ligadas a exploracdo animal.

Ha muito temponovas variedades de milho vém sendo
produzidas a partir de técnicas tradicionais deharamento, visando
melhoria das caracteristicas agronémicas, nut@dspnsanitarias,
adaptacao a diferentes ambientes e estresses taidnescassez de
agua e terras agricultaveis, uma populagdo em e&pas estresses
ambientais, a grande demanda por qualidade e dadetiséao fatores
gque exercem pressao para uma resposta mais rapidaldoramento
genético (HUANG & WEI, 2004).

Assim, novas ferramentas surgem como forma deareelle
tornar mais eficiente este processo, entre elasltasse as técnicas de
engenharia genética que surgem como um importastelimento por
permitir a introducdo de genes que conferem cafattas
agrondmicas desejaveis. No entanto, a maioria diades de
manipulagdo genética, em milho, tém sido realiza€los poucos
gendtipos, sendo estes adaptados ao clima temperado

Um sistema de cultura de tecidos apropriado pame@ducao
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de tecidos regeneraveis € um ponto critico pararcaugdo e
regeneracdo de plantas transgénigasis o gene geralmente é
introduzido em células totipotentes e plantas desenregeneradas a
partir das mesmas. Portanto, o estabelecimento ndeprotocolo
adequado para o cultivo e regeneracdo de planpaé-gquisito em
estudos com transformacéo genética (RITALA etl&l95).

Em milho, o calo embriogénico, tem sido um tecidib na
transferéncia de genes devido ao seu alto poteteistgeneracao de
plantas e por poder ser mantido em cultivo por empib prolongado.
No entanto, a producdo deste tecido € altamentendepte do
genotipo, do explante utilizado para iniciar a wate das condicoes
de cultivoin vitro.

No periodo de 2001 a 2004, véarios experimentoanfor
realizados no Laboratério de Biotecnologia VegelFAMV/UPF,
para identificar meios de cultura e gendtipos daaeriom capacidade
de produzir calos embriogénicos, a partir de penoWaturo, e
regenerar plantasin vitro. Foram analisados 39 genotipos
provenientes de diferentes programas de melhoramesgndo
selecionados seis gendtipos que expressaram cagaadbriogénica
de longa duracdo e regeneracdo de plamavitro. Diferentes
explantes como embrido imaturo e meristema apaabém foram
testados, onde o primeiro apresentou comportanmmrtgparavel ao
pendao imaturo com 1 a 2 cm de comprimento (VARNIEED4).
Porém, para a obtencédo do pendao e embrido imdtarnscessidade
de cultivo de plantas em casa de vegetagao, o guardia tempo e
recursos.

Recentemente, Ahmadabadi et al. (2006) obtevessocna
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utilizacdo de explantes foliares de obtencéo de fa#quéncia de
inducéo de calos embriogénicos de tipo | em mithque representou
economia de tempo no processo de obtencdo de plamtsformadas.
Sendo assim, estes estudos em genoétipos sul besilsédo

fundamentais para que gendtipos transgénicos posS&Em

introduzidos com maior eficiéncia no sistema adgaicm Rio Grande
do Sul.

Ressalta-se ainda que o dominio de novas tecaslogem
como a consolidagdo do conhecimento e treiname&dnicb, s&o
fundamentais para a obtencdo de plantas transgérocque pode
causar grande impacto no crescimento econémicoiaddRnde do
Sul, uma vez que este caracteriza-se por ser éspeacte agricola.
Segundo Chaves & Grando (em preparacao), a vantdgesa utilizar
a engenharia genética em vez do melhoramento coioveh € a
inexisténcia de barreiras reprodutivas e necessidade
compatibilidade genética entre as espécies doaglareceptora do
gene em questao, visto que o gene € introduzidalemnatorio.

Os métodos mais utilizados atualmente para adag@o de
transgenes no genoma de plantas sdo biobalisteaagrobactéria
(CARNEIRO et al., 2004). O milho € uma liliopsidaegtem sido alvo
de inumeros estudos de manipulagdo genética utilza
principalmente, o método da biobalistica.

Segundo Frame et al. (2002) relatorios recentan té
demonstrado que a transformacdo do milho mediada Awo
tumefaciens pode oferecer uma alternativa melhor do que a
biobalistica. As principais vantagens do sistem&atesformacéo por

agrobactéria em liliopsidas, sdo a alta frequédeiaransformacao,
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baixo numero de cépias do gene inserido, alta ésfata de
transformacao e maior nivel de expressao do traesgdem disso, a
integracédo do gene no genoma do hospedeitro épresisa e intacta,
sendo possivel a integracdo de segmentos relatitargeandes de T-
DNA no genoma da planta com raros rearranjos, sdmdados
conforme padrdo mendeliano (HIEI et al., 1994; SAlet al., 1996;
LOPOTTO et al., 1998; SLUYS, 1999; ZHAO et al., 89HIEI et
al., 2000; ZHAO et al., 2000; DAI et al., 2001; CONet al., 2003;
SHOU et al., 2004; DANILOVA & DOLGIKH, 2005; ZHANG:t al.,
2005; FRAME et al., 2006; ISHIDA et al., 2007; VE@#al., 2008).
Assim, o presente trabalho busca contribuir naaiatacéo da
linha de pesquisa em biologia molecular e biotemgial na
Universidade de Passo Fundo, contribuindo, tamipéna, a formacéo
de recursos humanos em novas tecnologias alénrtaefomento da
cooperacao técnico-cientifica com grupos de peaquiacional
(Embrapa Trigo e UFRGS), considerado um fator irngme na
transferéncia de tecnologia e na busca de compat@a@a solucionar
problemas agricolas num sistema mais globalizadoa RBsto, o
primeiro passo € desenvolvimento de protocolosegfies de cultura
de tecidos, além da otimizacdo de algumas técrjicastilizadas
rotineiramente por outros laboratérios e adaptapaca nossas

condi¢des e genotipos.

Tendo em vista o0 estabelecimento de técnicas para

transformacdo genética em milho, o presente trab&thre como
objetivo geral otimizar protocolos de inducdo debragénese
somatica e de transformacgéo de plantas mediaddgrobacterium
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tumefaciensem genotipos pré-selecionados de mills objetivos
especificos foram:

- Aperfeicoar o protocolo de producéo de calosrergbnicos
a partir de gendtipos de milho pré-selecionadosa pélizagdo em
experimentos de transformagéo genética;

- Avaliar explante folhas jovens, obtidos de plded de
sementes germinadasvitro, e de plantas com 6 a 7 semanas, quanto
ao potencial embriogénico visando acelerar o sestee cultivo e
regeneracao de plantasvitro;

- Obter hibrido de milho com elevada capacidade de
embriogénese somatica através do cruzamento recipte duas
linhagens selecionadas quanto a resgastdro;

- Adaptar protocolo para a transformacdo genétics
genotipos de milho V4, L20, L2, H3MT-1 e H3MT-2 ligando a
transformacao pelo método Agrobacterium tumefaciens;

- Avaliar os explantes alvos calos embriogénicopeadao
imaturo quanto a ocorréncia e intensidade de tamsfgao;

- Verificar a ocorréncia da inser¢cdo do ggnenos explantes

testados mediante teste histoquimico de GUS.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem Evolutiva e Classificacdo Botanica do Nho

Consumido pelos povos americanos desde o ano alco

a.C., o milho hoje é cultivado e consumido em too®gontinentes,
desde a Latitude 88\orte (Unido Soviética) até 2Gul (Argentina),
e sua producdo, atualmente, s6 perde para a dw é@rigo arroz
(CEREALPAR, 2003).

Originado do México, o milho apresenta grande ‘didade
e atualmente existem cerca de 250 racas (PATERNEAGAMPOS,
1999). A partir da segunda metade do século XXgsedvolvimento
de hibridos aumentou a produtividade e a qualidimenilho. No
Brasil, esta cultura ocupa extensas areas. Entpgiradpais regides
produtoras estdo o norte do Parana, o Triangulceeikino oeste de
S&o Paulo e o Vale do Taquari, no Rio Grande do Sul

O milho é uma planta herbacea, monodica, isto é&ypass
dois sexos na mesma planta em inflorescénciasedi®s, € uma
planta anual, ou seja, completa o ciclo em quatrcinao meses
(CAMPOS & CANECHI, 1973; PONS & BRESOLIN981).
Dentro da classificagdo botanica, o milho é umangnea da

familia Poaceaetribo Maydeae géneroZeae espéci€ea mayd.. E
taxonomicamente identificado coni®ea maysL. spp mays, para
distinguir do seu parente silvestre mais proximdeasinto, ambos
com 2n = 2x = 20 cromossomos (PATERNIANI & CAMPQAS99).

O milho é planta alégama com praticamente 100%
reproducdo cruzaddPATERNIANI & CAMPOS, 1999). Como

de
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originou-se do teosinto, a literatura traz varie$atos cientificos
mostrando as semelhancas e diferencas entre eassas espécies
(SANGOI & SALVADOR, 1996). Doebley apufiangoi & Salvador
(1996) identificaram genes envolvidos na evolucam milho,
encontrando cinco regiées no genoma responsavkiscpetrole da
maioria das diferencas existentes entre milho &rem

Paterniani & Goodman apud Paterniani & Campos (1999
salientam que a grande diversidade genética emcantgm milho, é
considerada um exemplo de evolucdo, uma vez queohicéo
corresponde a mudancas nas frequéncias génicaorago ldas
geracoes. Dentre os fatores que contribuem pakelagdo temos a
selecdo, mutagdo, oscilagdo genética, migracabreldégdo, sendo os
mais importantes a hibridacdo e a sele¢édo. Seguredihausen et al.
apud Paterniani & Campos (1999), a hibridacdo serfator mais
importante que levaria ao desenvolvimento de racas.

O milho é a planta cultivada que atingiu 0 maisati® estagio
de domesticacdo, uma vez que ndo sobrevive serteréer@ncia do
homem (Beaddle apud PATERNIANI & CAMPOS, 1999).

Para Paterniani & Campos (1999), subsequente ¢asetieve
ter acontecido a diminuicdo do numero de espigas qoimo,
favorecendo o aumento do tamanho da espiga e gaedio numero
de perfilhos. A colheita de plantas individuaisrpige que o milho
seja bem adaptado a selecdo pelo homem, uma vex goelucéo de
cada planta e as caracteristicas de cada espigans@itatamente

identificadas.
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2.2 Importancia do milho

Devido ao potencial produtivo, a composi¢cdo quinmecao
valor nutriticional, o milho constitui-se num dosais importantes
cereais do mundo. Devido a sua multiplicidade decagbes na
alimentacdo humana ou animal, tem um importanteslpapcial e
econdbmico, sendo matéria-prima impulsionadora dersificados
complexos agro-industriais (FRANCELLI, 2001; HUAN& WEI,
2004).

O milho movimenta um mercado de, aproximadamer$e4®
bilhbes anuais entre industrias de producdo de ealips para
consumo humano, racdes e centenas de produtostriabizados
(CARNEIRO et al., 2000).

Segundo dados do IBGE no Brasil, no ano de 2008&nfor
produzidas 51,6 milhdes de toneladas o que mantBnasl como o
terceiro maior produtor mundial de milho, apds etafos Unidos e a
China (RANKBRASIL, 2008). Em torno de 75% da prodog
nacional de milho destina-se ao consumo animal EHRAR,

2003), na forma de racao e silagem.

2.3 Milho: linhagens, hibridos e variedades

As linhagens sao altamente homozigotas e séo slaigertir
de sucessivas autofecundacdes de plantas selemsopada fins de
utilizacdo como genitores nos programas de melhamgon Em
funcdo da morfologia dos érgaos reprodutivos datplde milho, do

namero de sementes que se consegue com uma Utoéecandacao



15

é praticamente ilimitado o nimero de linhagenssgpipode obter. As
espigas colhidas, por sua vez, serdo avaliadagcicehdas e
plantadas para realizacdo de nova selecdo. Nas eipasn
autofecundagdes ocorre uma rapida perda do vig@abiézando-se a
partir da sétima geracdo de autofecundacdo quantichagem é
considerada “pura” ou homozigotica (PATERNIANI & GWOS,

1999).

O milho estd entre as espécies em que a hibridécao
recomendada como método adequado de melhoramenido da
relativa facilidade de se obterem altos niveisridétms. Varios tipos
de hibridos tém sido comercialmente produzidoservarietal
(Variedade A x Variedade B), Top cross (Linhagenvatiedade),
Hibrido duplo[(Lin. A x Lin. B) x (Lin. C x Lin. D), Hibrido triplo
modificado[(Lin. A x Lin. B) x (Lin. C x Lin. C")], Hibrido triplo
[(Lin. A x Lin. B) x Lin. C], Hibrido simples modificad@(Lin. A X
Lin. A’) x Lin. B] e Hibrido simples (Lin. A x Lin. B), sendo citados
em ordem decrescente de variabilidade. Entenderseapedade uma
populacao de polinizagéo livre (PATERNIANI & CAMPOE99).

O hibrido simples € resultante da primeira geraci@o
cruzamento controlado de duas linhagens (Linhager LAnhhagem
B), sendo potencialmente o mais produtivo de taddsibridos, mas &
igualmente exigente em solo, clima, fertilidadegaeaa (OLIVEIRA,
1984). A uniformidade genética pode ser favorawel determinado
ambiente ou desfavoravel se o hibrido fosse plantamna série de
ambientes (PATERNIANI & CAMPOS, 1999). Os milhostidos
podem ser cruzados naturalmente entre si, 0 qas, aliviavel com

quaisquer variedades ou ragas de milho.
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2.4 Melhoramento e transformacdo pela engenharia

genética

A selecdo e cruzamento de plantas ocorrem ha snaitos
com o objetivo de utilizagdo como alimento, a fiendelhorar suas
caracteristicas, como a resisténcia a doencas e&to#)s maior
rendimento, e também alguns aspectos relacionadgsiaidade
(sabor, aroma, textura, tamanho, etc.). Porém,lftanas décadas,
ocorreu um grande avango na area da biologia maleau que tem
proporcionado uma revolugdo de fatos e conceitlzxiomados ao
melhoramento vegetal, em funcdo da aplicacdo desicts de
manipulagdo do DNA, visando a obtencédo de alimeggogticamente
modificados. A tecnologia do DNA recombinante despeito a
técnicas de engenharia genética que permite ddrénsia de genes
entre diferentes organismos por métodos assexuais.

Sob as pressdes exercidas pelos recursos limitidiesra e de
agua, populacdo de expansdo e 0s estresses anshientgrande
demanda para milho com maior qualidade e quantidagieer uma
melhoria genética mais rapida (HUANG & WEI, 2004)engenharia
genética € util na obtencdo de plantas trangérooas diferentes
objetivos: alimentos mais nutritivos, estaveis anazenamento, mais
saudaveis, com melhoramento da producdo, toleréacestresses
bidticos e abiodticos, uso de areas marginais, émdudp impacto
ambiental, obtencdo de farmacos e vacinas a pddirplantas
transgénicas (VALOIS, 2001).

As espécies de cereais, tais como o arroz, o nailbotrigo,

sdo as culturas alimenticias mais importantes nadmuportanto
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técnicas viaveis e reproduziveis que facilitem uregciente

transformacdo genética de plantas liliopsidas sAprdascindiveis,
juntamente com as técnicas de regeneratadtro que permitem a
producdo de plantas inteiras a partir de uma UGniédula

(AHMADABADI et al., 2006).

Os primeiros relatos de producdo de milho transgéfértil
ocorreram no inicio da década de 90 (GORDOM-KAMMlet1990;
FROMM et al., 1990; WALTERS et al., 1992). Desdé¢aen genes
cuja exploragdo através de métodos tradicionaimeloramento é
inviavel, tém sido introduzidos via transformacamética (Koziel et
al., Murry et al., Armstrong et al. apud SANTOS-FHER &
AGUIAR- PERECIN, 2000).

No milho, esta técnica tem se mostrado util na ygad de
plantas resistentes a insetos e virus, tolerantestécidas, bem como
na expressdo de proteinas farmacéuticas (MURRY|.et1893;
Daniell et al., 2001) e no melhoramento da digdsidde pela
reducao de formacéo de lignina pela tecnologiasemso (HE et al.,
1990). O milho tem sido engenheirado para aumentpressado da
zeina na semente pela manipulacdo de promotoreS@AIN et al.,
1997; CARNEIRO et al., 2000), visando o aumentorgdionina no
grao de milho. A tecnologia do DNA recombinante @aér utilizada
para melhorar a concentracdo de proteina tambépanta vegetativa
da planta, a qual € utilizada na formulacado degsita (GRANDO,
2001).

Segundo relatério da CIB (2008) os genes estdo osend
incorporados ao cereal para aumentar a estabiliel@dprodutividade

das plantas de milho por meio de tolerancia a seocasisténcia a
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doencas. Também estdo sendo estudados genes goeramela
composicdo de proteinas, aumentando a solubilidade trato
digestivo e a absorcdo de minerais pelos suinecentemente, 0s
cientistas vém trabalhando no isolamento de gems&sabhdo melhorar
a conversdo do amido de milho em é&lcool.

Trabalhos deselvolvidos por Al-Abed, et al. (20G@)tiveram
sucesso na obtencéo de plantas transgénicas deauiltendo o gene
cbf3que apresentaram alta tolerancia a seca, fribrézsgao.

Além da aplicacdo da engenharia genética no mettento de
plantas, esta tecnologia tem sido empregada, cocesso, na
producdo de biofabrica. Plantas transgénicas apeseum novo
sistema de producado de diferentes classes de peptédproteinas de
valor industrial e biofarmacéutico e varias compasnh de
biotecnologia estdo desenvolvendo, testando a campatenteando
sistemas de expressdo de plantas e realizandos tetitgicos
(GIDDINGS et al., 2000).

Atualmente, muitas proteinas sdo produzidas potéhas e
células de mamiferos crescidas em sistema de feag@&mna altos
custos. Plantas, ao contrario podem ser produzidasma forma
barata em escala agricola (STOGER et al., 200@®;28@5; MA et
al., 2005), e mais importante, plantas séo capdee®brar e montar
proteinas complexas e garantir as modificac6estrpdsicionais de
uma maneira semelhante a células de mamiferos, guEsuem
sistema de membranas (reticulo endoplasmatico eplegm de
Golgi) onde é realizado o processamento pOs-tradatinecessario
ao bom funcionamento de certas proteinas humamas, € o caso da

eritropoietina, que € uma glicoproteina (STOGERS530
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Segundo revisédo recente de Ramessal. (2008), o milho
apresenta vantagens sobre outras plantas, poisseafae alta
produtividade, alta estabilidade da proteina derardrmazenamento,
além de apresentar alta producdo de biomassa @&sbaixstos,
comparado com outras plantas, bem como ja ter tagam de ter
sistemas de transformac&o genética bem estabededditm disso
sementes de milho sdo Orgdos naturais de armazettante
proteinas, sendo assim um veiculo ideal para o @loide proteinas
recombinantes tais como anticorpos (STOGER, 2005).

Conforme Ramessar et al. (2008), varias proteinas
farmacéuticas e industriais e para diagnosticaoestaido produzidas
em escala comercial a partir de milho transgénié@maresente data,
sendo elas: avidina, tripsina, aprotinifieglucoronidade, peroxidase,
(Empresa norte-americana de Biotecnologia Prodjgéaetoferrina,
Vacina Lt-B (para diarréia), gene da fuséo e gliotgina S.

Isso demonstra a eficiéncia do milho e sua efic&oimo
biofabrica de produtos de alto valor comercial. @éxemplo da
utilizacdo do milho como biofabrica no Brasil é ragucéo de pro-
insulina humana a partir de milho transgénico pdraversidade
Estadual de Campinas (UNICAMP, 2004).

Ja estdo sendo plantados diversos eventos de tratsgénico
em diversos paises, a tabela 1 exemplifica cafatitas ja
introduzidas no milho pela transformacdo genétestes ja estdo

sendo cultivados mundialmente.
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Tabela 1. Caracteristicas introduzidas no milho pela engeamha

genética cultivados no mundo

Caracteristica transgénicas Paises

Tolerancia ao herbicida glufosinato de Argentina, Australia, Canada,

amonio Japéo e EUA

Tolerancia ao herbicida glifosato Argentina, Candafo, Africa
do Sul e EUA

Resisténcia a lepidopteros Japéo, EUA, Argentianada,

alguns paises da Unido Européia,
Filipinas, Africa do Sul
Resisténcia a coledpteros Canada, Japéo e EUA
Resisténcia miltipla a lepidopteros e a  Canada, Japéo e EUA
coledpteros
Resisténcia a lepiddpteros e tolerancia ao Unido Européia, Canada, Japéo e
herbicida glifosato EUA
Resisténcia a coledpteros e tolerdncia ao Canada, Japdo e EUA
herbicida glifosato
Resisténcia a lepidopteros e tolerancia ao Argentina, Canada, Japao (teste
herbicida glufosinato de amdnio alguns paises da Unido Européia
(teste), Uruguai e EUA),
Resisténcia miltipla a lepidopteros e a  Canada, Japéo e EUA
coleodpteros e tolerancia ao herbicida
glufosinato de amdnio
Macho-esterilidade e tolerancia ao herbiciddanada e EUA
glufosinato de amonio

Fonte: CIB (2008).

No Brasil, a transformacdo genética em milho esidds
desenvolvida pelo Centro Nacional de Pesquisa déhoMie
Sorgo/Embrapa (Minas Gerais), onde genes do prdpiilco estédo
sendo engenheirados para alterar sua expressauwloisamentar a
concentracdo de zeina e metionina ao nivel de (@8®ONY et al.,
1997; CARNEIRO et al., 2000), sendo que genotipes nuilho
tropical estdo sendo utilizados para tal fim. Senqde os eventos
aprovados pela CTNbio (comisséo técnica nacion@idseguranca)
sao tolerancia ao herbicida glufosinato de amobig, (resisténcia a

insetos da ordem Lepidoptera (lagartas) (Yieldgardyisténcia a
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insetos da ordem Lepidoptera (lagartas) (Btll)dseque ainda
aguardam liberacdo comercial os eventos com astedsicas de
tolerancia ao herbicida glifosato (RR2) e (GA2&xisténcia a insetos
da ordem Lepidoptera (ICP-4), resisténcia a insetdslerancia ao
glufosinato de aménio (Herculex) (CIB, 2008).

2.5 Métodos de transformacéo genética

Segundo Brasileiro & Carneiro (1998), métodos deemcéo
de plantas transgénicas vém sendo desenvolviddguasaja estao
bem estabelecidos. Agrobacterium tumefaciené um eficiente vetor
na engenharia genética de plantas, principalmentaafnoliopsidas.
Outras técnicas de transferéncia de genes que pederaplicadas
tanto em magnoliopsidas e liliopsidas sdo conhscabmmo métodos
diretos de transformacéo, permitindo a introduc@dA exdgeno
da célula vegetal por meio de mecanismos quimioos@os, entre

eles estdo a eletroporacao, a biobalistica e amjecao.

2.5.1 Transformacdo de milho via Agrobacterium

tumefaciens

Embora plantas férteis de milho transgéniZeal maysL.)
foram produzidas pela primeira vez utilizando a bhltstica
(GORDON-KAMM et al., 1990), relatos recentes indicajue a
transformacao do milho mediada gagrobacterium tumefacienmde
ser uma alternativa melhor do que a biobalisticains@r¢cdo de
transgenes milho (FRAME et al., 2002).
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Atualmente a transformagcdo mediada por agrobactésia
sendo recomendada para variedades de milho conrelspasta na
cultura de tecidos (SHOU et al.,, 2004; HUANG & WEIQ05;
ISHIDA et al., 2007; LEE et al., 2007).

O primeiro relato de plantas transgénicas de nphloaluzidas
pelo método d&grobacterium tumefacierisi realizado por Ishida et
al. (1996) com a transformacdo de embrides imatdeosinhagem
A188. Estes autores observaram frequéncias dddrare;ao entre 5
a 30%, obtendo plantas com morfologia normal eif&rapresentando
integracédo estavel do gene com a heranca confisnpoiaanalises
moleculares e genéticas.

Inicialmente esta tecnologia de transformacéaolaietas viaA.
tumefaciensndo era bem compreendida e ndo podia ser esteadida
plantas liliopsidas, pois estas ndo eram naturdkngriectados por
este patdégeno (ISHIDA et al.,2007). Entretanto Hedi al. (1994)
mostraram que isto era possivel de modo altaméinterge em arroz.
Posteriormente outros trabalhos de transformacacedEais como o
do milho (ISHIDA et al., 1996), trigo (Cheng et apud ISHIDA et
al., 2007), cevada (Tingay et al. apud ISHIDA et 2007) e sorgo
(ZHAO et al., 1998) foram publicados. O sucessaraasferéncia de
genes em embrides imaturos de milho mediado paas/éstirpes de
Agrobacterium tumefacierisi posteriormente relatado (LUPOTTO et
al., 1998; ZHAO et al., 1998; ZHAO et al. 2001; HRE et al., 2002;
FRAME et al., 2006 e VEGA et al., 2008).

O uso desta tecnologia usada na transformacadlle deve-
se aos grandes progressos que foram feitos namoéltanos nos

estudos sobre o0 mecanismo de transformacaoAgoobacterium
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tumefaciens e sua aplicagdo. Segundo Wei et al. (2000) muitos
detalhes dos eventos moleculares das células iaaeterenvolvidas
na transferéncia de T-DNA foram elucidados, assoma fatores
relativos as plantas, por exemplo, muitas espécipe eram
recalcitrantes, ou ndo eram hospedeirosAddumefacienspodem
agora serem transformada por este método (ceggasospermas,
leveduras e fungos).

A Agrobacteriumtumefaciensé uma bactéria de solo gram
negativa, capaz de transferir e integrar parteeo@NA o T-DNA,
no genoma nuclear de células vegetais (Koukolikdicala et al.
apud SHEN et al., 1993).

A capacidade de infectar células vegetais estaciasa a
presenca, naAgrobacterium tumefaciengle um plasmidio Ti (do
ingléstumor-inducing (Figura 1), que contém genes que causam um
tumor colhecido como galha da coroa. Inicialmeagepesquisadores
associaram o desenvolvimento dessas galhas aor @mo®l, 0 que
estimulou numerosas pesquisas visando a elucidiggioausas desta
doenca. Esses estudos concluiram que o surgimesta doenca €, na
realidade, o resultado de um processo natural alesferéncia de
genes da bactéria para a célula vegetal, que paasamtetizar
substancias que estimulam a divisdo celular n@ sié infeccdo
(BRASILEIRO & LACORTE, 1998).
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Figura 1. Mapa funcional de um plasmidio Ti do tipo nopalifia
DNA (corresponde ao segmento de DNA que é tranlsferi
para a célula vegetal); regi&iv (genes responséaveis pelo
corte e transferéncia do T-DNA); regido de trarisfeia
conjugativa (genes responsaveis pela transferédcia
plasmidio Ti entre linhagens deAgrobacterium
tumefacieng regido de replicacdo (funcdes ligadas a
replicacdo, manutencdo e estabilidade do plasmidio
dentro da bactéria); regidmc (genes responsaveis pelo
catabolismo das opinas). Fonte: Brasileiro & Lagort
1998.

O T-DNA também possui genes que codificam enzimas
responsaveis pela sintese de opinas, que sado anio®aou
carboidratos modificados, os quais séo utilizadoma fonte de
energia, carbono e nitrogénio para a bactéria.aDfesina, as células
transformadas pelo T-DNA continuam dividindo-se
incontroladamente devido a producdo de citocinieaauxinas e,
quanto mais elas se dividem, mais produzem opinasvgo sendo
utilizadas pela bactéria.

A construcdo de vetores derivados do plasmidio diap
introduzir genes exogenos em plantas s foi pdsghagas a uma

particularidade do mecanismo de transferéncia daNA: nenhum
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gene presente no T-DNA, exceto os 25 pb de suas$oé necessario
ao processo de transferéncia e integracdo do T-DMA&im sendo,
pode-se eliminar partes ou todo o T-DNA, incluino® oncogenes,
sem que isso afete o processo de transferéncia SBEARO &
LACORTE, 1998). As regides das bordas que limitaraggdo T séo
caracterizados por 25 pares de bases diretamgrgéd@s em cada
extremidade e definem a porcdo do plasmidio qué sansferida.

Uma vez estabelecido que os genes contidos no A-Béb
interferiam em sua transferéncia da célula bactpae a célula
vegetal, Zambryski et al. apud Sluys (1999) comstnu vetores
desarmados das funcdes oncogénicas, pela retirada gdnes
envolvidos na sintese de auxina e citocinina, miodio assim um
sistema util na transferéncia de genes e obtengioplentas
geneticamente modificadas.

O mecanismo de transferéncia de T-DNA é um meoami
elaborado que engloba uma série de genes de \dgraldvir) do
plasmidio Ti que possui 0 T-DNA. Estes gergssao induzidos por
sinais quimicos liberados por células injuriadapldata (CHILTON,
1993)

O plasmidio Ti € grande (em torno de 200kpb) peo ié de
dificil manuseioin vitro. Portanto, vetores alternativos contendo a
regido T integral ou parcial foram construidos dipeos plasmidios
da agrobactéria. Estes vetores menores tem o tanagmbximado de
10kb, podendo ser agrupado em vetores co-integrade®tores
binarios (Klee et al. apud SLUYS, 1999).

A figura 2 ilustra aAgrobacterium tumefaciensontendo o

sistema de vetor binario, ou seja, contendo o pliienTi desarmado
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(somente a regiawir que promove a transferéncia do T-DNA) e o
plasmidio adicional portando a regido do T-DNA (DNye sera

transferido para a planta).

Plasmidio Ti

desarmado

Figura 2.Sistema binario: o vetor binario, contendo o geee d
interesse entre as extremidades do T-DNA, se maatém
uma linhagem desarmada dgrobacterium tumefaciens
de forma independente do plasmidio Ti desarmados cu
oncogenes foram eliminados e a regi@ianantida. Fonte:
Brasileiro & Lacorte, 1998.

Carvalho et al. (2004) relataram que as dificuddadio método
de transformacéo p@kgrobacterium tumefacieram liliopsidas pode
ser devido a multiplicidade de fatores que influiemc a
transformacédo. Uma limitag@o importante do sisteiamagrobactéria
para a transferéncia de genes para lilipsidas xdsééncia de estrita
interacdo entre o0 genodtipo da planta e estirpegdabactéria, bem
como a necessidade de identificar e completar ssin@leculares
especificos para a inducdo de gemgsdurante o periodo de co-
cultivo.

Na Natureza, plantas liliopsidas ndo séo infectapar A.
tumefaciens Acredita-se que determinados sinais das moléculas

indutoras da regidovir na Agrobacterium tumefaciensdo sao
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suficientemente ativas em liliopsidas. Foi dem@ukirque a inducao
da regidovir com exsudatos de plantas magnoliopsidas ou swiEsan
sintéticas fendlicas, como a acetoceringona, alaneateficiéncia de

transformacao em cereais (Dekeyser et al., Staghel DANILOVA

& DOLGIKH, 2004).

O efeito positivo da adicdo de acetoseringonaumeato da
eficiéncia na transformacéo de algumas culturasithe foi também
demonstrada por Ishida et al. (1996), Sairam gaD3), Lupotto et
al. (1998) e Wang et al. (2007).

Segundo Wojtaszek apud Frame et al. (2002) em uma
interacdo incompativel de patdégeno-hospedeiro, wzasd@o do
patdgeno pode ser interrompido pelas plantas cdasaorte celular
no local da infecgdo. Este mecanismo de resisténaiaesposta de
hipersensibilidade, ¢ mediada por um explosdo tixalaem que
podem ocorrer uma rapida e transiente producdo mdes
guantidades de espécies reativas de oxigénio. Nwonélulas de
calos infectadas corA. tumefacienanostraram sofrer uma rapida
hipersensibilidade com um tipo de morte celulaofapse) (Hansen
apud FRAME et al., 2002).

O uso de antioxidantes no meio de cultura de id®qgode
aumentar a compatibilidade patdgeno-hospedeiro peldnoria do
efeito prejudicial da resposta hipersensivel, ldeaa um aumento na
taxa de sobrevivéncia de células infectadas éomumefaciense
assim um aumento na eficiéncia da transformac@awes. OPOTTO
et al.,, 1998). Em milho o uso do antioxidante liesisa elevou a
frequencia de transformacéo em embrides imaturosille (FRAME
et al., 2002; 2006). Da mesma forma, Vega et &0gR elevaram a
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eficiéncia de transformacdo em milho de 5,5 pa® 1@ilizando a
combinacédo de combinacéo de L-cisteina com o @uitioxidante, o
dithiothreitol (DTT).

2.5.2 Vantagens e desvantagens da transformacao de

plantas liliopsidas pelo métoddAgrobacterium tumefaciens

A Biobalistica eAgrobacterium tumefaciersiio dois métodos
populares correntemente usados para produzir rrdinggénico. Pelo
método deA. tumefaciense possivel introduzir baixo numero de
cOpias dos transgenes nos cromossomos vegetaasngate uma ou
duas (HIEI et al.,, 1994; ISHIDA et al.,, 1996; ZHA& al., 1998;
2001; SHOU et al., 2004; RIBAS et al., 2006; ISHIRAaI., 2007),
isto € positivo pois a insercdo multiplas copias genes pode levar a
uma instabilidade da expressdo dos transgenes bpda aao
silenciamento génico (KLAEPER et al, 2001; VEGAakt 2008).

A eficiéncia do método viA. tumefacieng relativamente alta.
Zhao et al. (1998) obtiveram com o método da Agetibha uma
frequéncia de transformacdo maior (33-51% dos dé&mbriratados)
em comparacdo ao método da biobalistica (7-10% edoBrides
tratados), sendo que a eficiéncia foi citada conantagem por
diversos autores como Hiei et al. (1994); Ishidale{1996), Zhao et
al. (1998), Klaeper et al. (2001) e Frame et &08).

Outras vantagens sao o padrao de insercédo sinmegracao
mais precisa, rearranjos raros e maiores niveisexjgessdo do
transgene (ZHAO et al., 1998; SHOU et al., 2004 ARIG et al.,
2005; VEGA et al., 2008); segmentos relativamentndes de T-
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DNA podem ser integrados no genoma da planta (Z1Qi&) (HIEI
et al., 1994; ISHIDA et al., 1996; ZHAO et al., B99SHIDA et al.,
2007), os genes seguem padrao de heranca mend@gEdi®A et
al., 1996; Potrykus apud SLUYS, 1999; FRAME et 2002; SHOU
et al., 2004; ISHIDA et al., 2007).

A limitacdo associada a este método € que a eficiéda
transformacdo depende de diversos fatores, entie dis vetores
binarios utilizados e estirpes da Agrobactéria (NH& al., 1993;
LUPOTTO et al. 1998; SAIRAM et al., 2003; SHOU ¢t, 2004,
HUANG & WEI, 2005; FRAME et al., 2006; VEGA et aR008).
Além disso, a cultura de tecidos € uma condicawgigr@anto para a
transformacéo tanto com agrobactéria como bioEiskshida et al.
(1996) afirmaram que a principal barreira na tramsf¢do ndo é na
distribuicdo de fragmentos de DNA nas células dast@as, mas na
recuperacdo de células que adquiriram o T-DNA enus se

cromossomos atraves da regeneracao de plantédeo.

2.5.3 Comportamento do transgene em milho

O transgene guando integrado nas plantas se cangamo
um gene com segregacdo mendeliana e dominantea lshal. (1996)
reportaram que todas as linhagens transformadadisaatas
mostraram que o transgene estava incorporado de mestdvel no
genoma da planta e tinham transmissdo mendelian@ahdos genes
bar e gus Frame et al. (2002) confirmaram por Southern-Bdot
andlises de progénie a integracdo, a expressadieeaaca do gene

bar e gusnas geracdes RO, R1 e R2 dos eventos transgénicos.
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Shou et al. (2004) trabalhando com os gendétipel &liB73
mostraram segregacéao na taxa de 1:1 quando crepad@lanta nao
transgénica, o que era esperado pois a insercatvadsgene era
dominante no locus. Confirmando estas afirmatidakjda et al.
(2007) obtiveram transformantes com uma ou duasiasopo
transgene mostrando heranca mendeliana.

Ja por métodos diretos, como a biobalistica va@sas e
grandes rearranjos de DNA foram encontrados em tgsan
transformadas. A transformagdo por Agrobactériaolge®2% de
transgenes com numero de cépias baixo (menos qr8%) médio (3
a 9), ja a transformacao por biobalistica 33% obatinimero de
copias média ou alta e 67% tinham mais de 10 copigsn disso,
quando se utilizou a@grobacterium tumefaciensomo método de
transformacao, 41% dos eventos tinham alto nivedxgeessao, 55%
meédio e somente 5% baixo. Porém quando se utikzbiobalistica
44% tiveram expressao média e 56% baixa (SHOU,2G04).

Outra caracteristica do comportamento do transganganta
€ que este exibe dominancia completa, sem intera@aoo resto do

genoma (Mumm, 2007).

2.5.4 Fatores que afetam a transformacdo com

Agrobacterium tumefaciens

Véarios parametros incluindo estirpe d&. tumefaciens,
gendtipo de milho, composicdo do meio de culturgeraperatura
afetam a eficiéncia da transferéncia de T-DNA gogridsmidios ndo
superbinarios sao utilizados (KAEPLER et al., 2001)
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Hung & Wei (2005) testaram diversos parametrosmade
otimizar o protocolo de transformacdo de plantasnio pelo
meétodo da grobacterium tumefaciensntre eles: efeitos das estirpes
deA. tumefaciengGV310, EHA105, LBA4404), densidade celular da
A. tumefaciengA600: 0,4; 0,8 ou 1,2) e tempo inoculagao (5,2,

40 ou 60 minutos), periodo de co-cultivo: 1 a 6dEH no meio co-
cultivo (5,0; 5,2; 5,4; 5,6; 5,8 ou 6,0), temperatule co-cultivo
(19°C; 22°C; 25°C; 28°C) efeito do surfactante Tween 20 no meio de
infeccdo (0,01; 0,1 ou 1%). Os resultados mostragume nas
condicbes do experimento os melhores parametraanfoestirpe
EHA 105 apresentado 23,8% na eficiéncia de tramsfoéo, ainda a
densidade de A600=0,8 por 20 minutos, a inclus#@&m Tween 20
no meio de infeccdo, o co-cultivo em meio acido (M) a 22°C
durante 3 dias.

Ishida et al (1996) também testaram a concentrdgaiooculo,
sendo que a concentracdo 5X1€fu/ml foi a que produziu os
melhores resultados. Em concentracbes mais baa® d.0X18
cfu/ml foram obtidos calos transformados, porém enenor
frequéncia e em concentracdo menor que esta naeveodn
transformantes.

Zhao et al. (2001) obtiveram um aumento de 40% na
transformacao utilizando os seguintes parametroxorcentacao
bacteriana de 0.5 XiOcfu/ml, tempo de contato com o meio de
inoculacéo de 5 min, a etapa de co-cultivo pora3 éi descanso por 4
dias, temperatura de 8 em cada subcultivo, o que aliado a outras

melhorias como meio de cultura N6 sem nitrato dataprna
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inoculacdo, uso de 100 mg.Lde carbenicilinapara eliminar a
bactéria apds a inoculacéo.

Outro protocolo otimizado utilizado rotineiramentegela
Universidade de Missouri apresenta ainda parameotos o periodo
de crescimento da bactéria por trés dias 8C280 escuro, a
concentragédo de OD550= 0.35 (0.5 X £fu/ml), tempo inoculacédo
de 10 minutos e temperatura de co-cultivo d&C28/EGA et al.,
2008).

As baixas temperaturas no co-cultivo 19 €QZomparadas
com 25C favoreceram a transformacdo (LEE et al., 200&aP
Frame et al. (2002) a reducdo da temperatura rultee de 23°C
para 20°C e a presenca de L-cisteina (400 H.lelevaram a
frequéncia de transformagao em milho.

Uma etapa de pré-incubacédo foi adicionada ao®guluts de
Frame et al. (2002) e Vega et al. (2008) visandmemtar a
estabilidade da transformacgéo. Esta etapa consistiagitacdo da
cultura daAgrobacterium tumefacierss 160 rpm numa tempertura de
23C por 4 horas na presenca de acetossiringona, date®culacio
com o explante a ser transformado.

Ainda ao se estabelecer um protocolo de transfgima
diferentes fatores devem ser levados em considerdd# planta, a
transferéncia do T-DNA é influenciada pela fisioboestagio e tipo
de tecido utilizado) (CARVALHO et al., 2004; ISHIDét al., 2007),
genotipos e explantes de milho (ISHIDA et al., Z99BAME et al.,
2006; LEE et al., 2007), técnicas de cultura dedte; em especial a

composicdo dos meios de cultura de tecidos, esamlavetores e
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estirpes, (ISHIDA et al., 2007), sele¢céo de genasadores (ISHIDA
et al., 1996).

Em adicdo os principais fatores que limitam acagio da
transformacdo genética de milho sdo a baixa fresj@érde
regeneracao de plantas e a fraca viruléncia dabagtéria em relacao
aos cereais (ISHIDA et al., 1996; ZHAO et al., Z0DANILOVA &
DOLGIKH, 2004; HUANG & WEI, 2005).

2.5.4.1 Estirpes dégrobacterium tumefacieng Plasmidios

Estirpes deAgrobacterium tumefaciensdesempenham um
papel importante no processo de transformacéo,sdoisesponsaveis
pela infeccdo e eficiéncia da transferéncia do TADKIas abrigam o
plasmidio contendo os genes de interesse e 0s EEpERsaveis pela
transferéncia do T-DNA. Em milho, a diferenca n&i@hcia de
transformacao de diferentes estirpes Aletumefacienstem sido
relatada por Shen et al. (1993), Lupotto et al98)9Huang & Wei
(2005), Frame et al., (2006), Vega et al. (2008).

Até o ano de 2005, todas as transformacfes deo npitin
Agrobacterium tumefacieninham sido realizadas utilizando a cepa
LBA4404. Porém, Huang & Wei (2005) provaram que sirge
supervirulenta EHA 105 foi superior (23,8%) a LBA44(18,3%) e
GV3101(3,9%). A melhoria da eficiéncia da transfagé@o de plantas
observados com EHA105 foi provavelmente devido amemto da
inducdo da transferéncia de T-DNA pelos geviesadicionaisvirB,
virC, e \rG. EHA105 também foi mais adequada para a

transformacao de outros cereais (RASHID et al.61.99
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Por outro lado, Sairam et al. (2003) transformana@anistemas
apicais de milho utilizando as estirpes EHA105, 4BA4, e
GV3101, estes autores observaram que a eficiéadiadsferéncia de
T-DNA foi independente de estirpes supervirulemtasnesma forma
que Hiei et al. (1997).

Atualmente os vetores binarios sdo os mais utiizae se
baseiam na propriedade da regidioatuar na transformacdo mesmo
ndo estando na regido do T-DNA a ser transferidavefores binarios
sdo assim denominados por crescerem tantoEsaherichia coli
quanto emAgrobacterium tumefacienglevido a presenca de uma
origem replicacdo no plasmidio a qual permite aduwgalicacdo em
ambas bactérias. Estes vetores apresentam sempoedas direita e
esquerda delimitando a regido a ser transferidam ale genes que
conferem resisténcia a antibiético ou herbicidanégenarcador) que
permitem a selecdo de células transformadas eteas$e expressao
onde sao inseridos em geral os cDNAS ou genesadatgue se deseja
transferir. Apés a constru¢do e coli, o vetor é transferido por
choque térmico, conjugacdo triparental ou eletrag@o para
Agrobacterium tumefaciefSLUYS, 1999).

Vetores super binarios apresentam copias extvaBevirC, e
virG na sua constituicgo (KOMARI, 1990) e foram udétips
primeiramente em milho para infectar embrides zgdtimaturos da
linhagem A188 (ISHIDA et al., 1996). Porém, o -cust®
licenciamento para o uso desta tecnologia privadaescala mais
ampla dificulta o uso em laboratérios publicos,faena que uso de
vetores binério padrao sdo preferidos (FRAME e802).
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Os recentes avangos na transformagcdo do milho com
Agrobacterium tumefacienstornaram possivel ao publico a
transformacdo de milho utilizando vetores binarmdndo sem a
necessidade do vetor superbinario (VEGA et al. 820Brame et al.
(2002) foram os primeiros a relatar o uso de untersia binario
padrdo gerando um meétodo que produziu plantasidédecom
transformacao estavel, utilizando embrides imatuites milho do
genotipo Hi-lIl com o gene marcador P35&- (gene fosfinotricina
acetiltransferase com o promotor do mosaico da eflov virus
(CaMV 35S) e um gene reporter P3§$s (3-glucuronidase - gene
com um intron com o promotor CaMV 35S) nA. tumefaciens
estirpe EHA101.

2.5.5 Explantes utilizados na transformacdo genéa via

Agrobacterium tumefaciens

O desenvolvimento de um protocolo de transformacgéo
eficiente inclui entre outros fatores a identifi@acde explante
transformavel, de rapida proliferac@o vitro e competéncia para a
regeneracao a partir de células transgénicas (SKIB#al., 2003).

Para algumas espécies, genes exdégenos deverarsdetidos
para células néo diferenciadas, desdiferenciadadiferenciadas que
estdo se dividindo ativamente ou mantém a capaeidaddivisao e
regeneracao de plantas (ISHIDA et al., 2007). Asgsimecessario um
sistema eficiente de cultivim vitro e regeneragdo de plantas, pois

além do milho apresentar forte efeito genotipicaaspostan vitro,
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somente explantes jovens contendo células meriftama ou
embriogénicas séo responsivos a cultura de tecidos.

Conforme mencionado anteriormente, o milho pode se
transformado e regenerado na cultura de tecidodosaiferentes
explantes entre eles embrides imaturos, meristaapasis e calos
embriogénicos. O processo morfogenético mais usadegeneracao
de plantas de milho € a embriogénese somatica (Lal.e1982;
NOVAK et al., 1983; VASIL et al., 1984; TOMES & SWH, 1985;
ARMSTRONG & GREEN, 1985; VASIL & VASIL, 1986, PRIQI&
SILVA, 1989), embora também possa ser utilizadabtam a
organogénese (SAIRAM et al., 2003).

A regeneracdo de plantas de milhovitro também apresenta
inUmeras dificuldades, que vao desde limitagcbescemtas com a
regeneracdo de embribes imaturos, meristemas spieaicalos
embriogénicos a problemas associados ao efeitatigam variacado
somaclonal, chimeras, a dificuldade em manter gdi&@ncia por
longos periodos, baixa frequéncia da indugcdo desaalregeneracdo
de plantas (LU et al., 1982, TOMES & SMITH 1985; S et al.,
1985; VASIL & VASIL, 1987, VARNIER, 2004).

O primeiro relato de transformacao de lilipsif@isna cultura
do arroz Qryza sativaL.) em que os autores utilizaram diferentes
explantes (meristema apical, segmentos de raizptdgilas jovens,
escutelo e células em suspensdo induzidos de lescetabrides
imaturos e calos de raizes jovens e escutelojlosgne os calos de
escutelo tiveram alta capacidade de transformapémpagacao e
regeneracao e produziram a maior frequéncia ddagcesistentes a
higromicina (23%) (HIEI et al., 1994).
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Em milho também foi desenvolvido um método de
transformacdo mediado pdkgrobacterium tumefacienatravés da
infeccdo de calos embriogénicos. No entanto, aéefia foi baixa
devido ao uso de gene marcador ineficiemptll) que confere
resisténcia ao antibidtico canamicina. Este artiitmo utilizado como
agente seletivo, contribuiu para o efeito inibiiéma morfogénese e os
calos perderam a capacidade de embriogénese e eragao
(DANILOVA & DOLGIKH, 2004).

Lupotto et al. (1998) utilizaram calos embriog@siprimarios
de milho em seus experimentos e constataram ges esam bons
tecidos para a transformacdo de milho e que poéeralta taxa de
infeccdo, mas este tecido apresentou problemas edeose e
dificuldade na recuperacao do crescimento.

Embora existam trabalhos utilizando o calo emliémigp
como explante inicial na transformacdo de milh@ntbrido imaturo
ainda € o explante mais utilizado em experimenwgahsformacao
genética mediada péwgrobacterium tumefaciens

Segundo Ishida et al. (2007) os determinantesgrias para o
sucesso da transformacdo € a resposta dos embriGettura de
tecidos, tipos de células que se desenvolvewitro e regeneracéo de
plantas. Para estes autores a qualidade do en®ri&o passo critico
na eficiéncia da transformacéo. Para isto, embd@esm ser obtidos
de plantas vigorosas crescidas em casa de vegetagdcaontrole
adequado de ar e luz. Geralmente para o gen6tig8,Ab0 graos sao
obtidos de cada espiga, assim um numero muito almEste indica
que as condi¢Bes ndo foram ideais. Outro passoocréssaltado por
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estes autores é o tamanho dos embrides imaturadegeen ter de 1 a
1,2 mm.

Ja os autores Zhao et al. (2001) e Carvalho €@04) usaram
em seus experimentos embrides zigoéticos de 1,0rb5obtidos de
espigas do hibrido Hi-ll, 9-12 dias ap0s a poligéza Vega et al.
(2008) utilizaram embrides zigodticos imaturos, @éeca de 1,5 mm
(1,4-1,8 mm).

Em uma andlise dos dias ap6s polinizacdo maisuadeg
para a obtencdo de embribes imaturos visando aftramacao por
Agrobacterium tumefacientupotto et al. (1998) retiraram embrides
a cada 24 horas do dia 11 ao dia 15 apdés a palaovzaAs
observacdes mostraram que os dias 11 e 12 se @jaraseo melhor
estadio para a cultura e regeneracdo de tecidos e(8%94%
respectivamente), e esta fase também resultou ner rrexa de
infeccdo (76 e 90%, respectivamente).

Outro explante utilizado na transformacgéo pgrobacterium
tumefaciensem milho é o meristema apical. Sairam et al. (2003
relataram que a transferéncia de T-DNA aos mera$eapicais é
elevada, variando no meio 60 e 87%, e ndo é depend® uso
estirpes deA. tumefaciens Este estudo mostrou que usando
meristemas apicais, plantas de milho podem seneegdas em uma
alta frequéncia com organogénese e embriogéneseatisam
Meristemas apicais da linhagem A188 e células espesisdo do
genotipo Black Mexican Sweet foram infectados cégrobacterim
tumefaciend BA4404 (pSB131) (ISHIDA et al., 1996).

Wang et al. (2007) inovaram a transformacédo dentgda

utiizando o explante sementes germinada em corda&io com
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Agrobacterium tumefaciens eliminando os passos trabalhosos e
demorados da cultura de tecidos. Estas tentate@®istram a busca
por explantes alternativos que possam ser rapidanodridos e que
ndo apresentam efeito genotipico na resposta vitro tédo
predominante (AL-ABED et al., 2006).

2.5.6 Efeito genotipico na transformacdo por

Agrobacterium tumefaciens

O sucesso na recuperacao de eventos transgémpivosido
atribuido, em parte a elevada frequéncia de indecd@@anutencdo de
calos embriogénicos, as quais sao caracteristastariie dependentes
do gendtipo utilizado (Songstad et al.; Brettsctieeit al.; Ishida et
al.; Lupotto et al.; Lowe et al. apud FRAME et aD06).

Todos os parametros utilizados na transformacatiade por
Agrobacterium tumefaciensvisam aplicar esta tecnologia em
gendtipos agronomicamente relevantes, tais conedaates, hibridos
e linhagens importantes utilizadas em programase&boramento de
milho. Para Ishida et al. (2007) infelizmente algugendtipos de
milho, especialmente as variedades elite, sdo paanto a resposta
a cultura de tecidos e isto limita o nUmero de gpoé que foram
eficientemente transformados.

E altamente desejavel engenheirar hibridos e ipasotlite,
pois podem ser utilizados como recursos genétictosg[os ou como
materiais melhorados. Variedades de milho elite t@nande
significancia econbémica e representam os Ultimosdyios da

pesquisa e melhoramento.
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Atualmente, o hibrido Hi-Il, com os genitores A188B73,
tem sido largamente utilizado para a transformag@omilho em
inumeros laboratérios (LUPOTTO et al., 19284A0 et al., 2001;
FRAME et al., 2002; SHOU et al., 2004; VEGA et &Q008). A
principal vantagem do hibrido Hi-Il é sua alta frégcia de inducao
de calos embriogénicos tipo Il (VEGA et al., 20Gndo este friavel,
com crescimento rapido e altamente embriogénicdMBRRONG &
GREEN, 1985).

Além do hibrido Hi-ll, a linhagem A188 que é umsdo
genitores do Hi-ll tem sido utilizada para a transfacdo genética via
Agrobacterium tumefaciengois esta linhagem é bem adaptada a
cultura de tecidos (ISHIDA et al., 1996, DANILOVA ROLGIKH,
2004). Apesar de um numero limitado de linhagenentesido
transformadas (HUANG & WEI, 2005), varias linhagens
recalcitrantes cruzadas com A188 geraram hibridespyderam ser
transformados, por exemplo Al188 x R91 (DANILOVA &
DOLGIKH, 2004), W117 x A188, W59E x A188, A554 x 84,
W153R x A188 e H99 x A188 (ISHIDA et al., 1996).

Os resultados de Ishida et al. (2007) evidenciadifeaenca
genotipica na eficiéncia de transformacdo de milexjando de
51,7% no gendtipo A188 a 7,9% no genotipo H99,izatildo o
mesmo plasmidio pSB131.

Pelas razfes citadas, a pesquisa esta focadansiotmacao
de gendtipos de milho pouco ou nado relacionadosHiab, por
exemplo, o hibrido Chi 31 x Cateto S.G e a linhagefl que
apresentaram alto potencial morfogenético (DANILOVA&
DOLGIKH, 2004) e as linhagens W117, W59E, A554, \BR% H99
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sem sucesso (ISHIDA et al., 1996). Diferentes dpoét foram
testados mediante a infeccdo de meristema agacgalomo: LH 74 x
A 641, LH 262 x LH 252, LH 198 x LH 227, FR 1064FR1064
(SDMS) x LH 185, LH 176 e LH 177 x DMS e R23 (SAIRet al.,
2003).

Frame et al. (2006) avaliaram trés linhagens efatps de
milho (B104, B114, e Ky21) quanto a frequénciamtugdo de calos
embriogénicos e de transformacdo usando um sistemoa binério
padrdo em embrides imaturos de milho. Estas lintsge
representavam diversos pedigrees ndo relacionamias liohagens
A188 e H99. Assim a frequéncia média de transfoémdgi de 6,4%
(para B104), 2,8% (para B114), e 8% (para Ky21).

Lee at al. (2007) testaram 2 variedades america®ss e
OH43 e duas linhagens coreanas de milho JangdaGiatok?2

obtendo sucesso na transformacéo somente nasageged

2.5.7 Etapas metodoldgicas da transformacdo genetivia

Agrobacterium tumefaciens

O método classico de transformacéo genética megiadA.
tumefaciendnclui a inoculagéo, seguida por um curto prazocoe
cultura dos explantes com. tumefaciens a eliminagdo deA.
tumefaciengor antibidticos, a selecdo dos tecidos transfoomamn
meio de cultura contendo agentes seletivos e aeeggfo de plantas
(Figura 3).

A aplicacao deste método de introducdo de DNA emoma

do milho exige algumas modificacbes das condicéresaa etapa da
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transformagao (DANILOVA & DOLGIKH, 2004; FRAME etla
2002; 2006). Em milho, geralmente o processo desfoamacio pode

ser dividido em 5 etapas sequenciais: inoculacadatdéria, co-

cultivo, descanso, selecdo de plantas e regeneragado que no

passo de descanso ndo é incluido o agente queelaiomar 0S
explantes resistentes (ZHAO et al., 2001).

7\-J> ‘
- =7
C

Disco foliar

Co-cultura com a
(folha) bactéria desarmada

Explante inicial

em meio liquido

|

Co-cultura em meio s6lido
sem antibidticos

Planta transgénica
aclimatada em casa de
vegetagdo

Meio de indugdo de brotos

0 com antibidtico e agente de
ou sem agente de selegdo selegdo

Meio de enraizamento com

Figura 3.Esquema generalizado das diferentes etapas déotrangdo de
plantas por co-cultura com uma linhagem desarmada d
Agrobacteriumtumefacienem fragmentos de folhas de fumo.
Fonte: Brasileiro, 1998.
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2.5.7.1 Periodo de co-cultivo

Apés a infeccdo do explante com agrébacterium
tumefacienso que pode variar de 5 a 20 minutos (ZHAO et28l01;
FRAME et al., 2002; HUANG & WEI, 2005, FRAME et ak006;
LEE et al., 2007; VEGA et al., 2008) é realizadcoecultivo, ou seja,
o explante é transferido para um meio de cultudiddsdésem a
presenca do agente seletivo para que ocorra ddransia do T-DNA
daA. tumefacienpara a célula vegetal. Segundo Ishida et al. (2@07)
co-cultivo é um dos fatores mais importantes dotgomao de
transformacao juntamente com o estagio de desematto correto
dos embrides imaturos de milho.

Huang & Wei (2005) testaram diferentes temposadeuttivo.
Quando os explantes ndo foram co-cultivados e faramsferidos
diretamente para meio seletivo apos a inoculac&oActumefaciens
ndo houve transformacdo. Com um dia de co-cultit@@uéncia de
transformacao foi muito baixa, com dois dias adggia aumentou e
no terceiro dia e até o sexto dia houve um aumeatsequéncia de
transformacao.

Um periodo de 3 dias de co-cultivo tem sido wiiz para
milho (ISHIDA et al.,1996; ZHAO et al., 2001; FRAMé# al., 2002;
SAIRAM et al., 2003; HUNG & WEI, 2005; FRAME et aR006;
ISHIDA et al., 2007 e VEGA et al., 2008).

Além do periodo de co-cultivo, a temperatura zdilia nesta
fase tem influéncia na eficiéncia da transformag¢doang & Wei
(2005) testaram diferentes temperaturas duranterdp de co-

cultivo (19 a 28C) sendo que a temperatura mais adequada @i, 22
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e niveis inferiores de expressaogies foram observados em 19 e 28
°C, sendo que outros autores utilizaram a tempera@25C durante
esta etapa (ISHIDA et al., 1996; ZHAO et al., 20[EKIIDA et al.,
2007, VEGA et al., 2008).

Outro fator a ser considerado é o pH. Huang & \{2605)
testaram a influencia do pH durante o periodo deuttivo, sendo
que o pH 5,4 produziu mais alta frequéncia de ctakossformados
comparados com os pHs (5,0; 5,2; 5,6; 58 e 6,68istemtes a
fosfinotricina (PPT) e verificaram que a inclusdo durfactante
Tween 20 teve efeito positivo sobre a expressatsit@aia do gene
guse a producao de calos resistantes PPT. Ja Veja(2008), que
publicaram um protocolo melhorado para transformagé& milho
utilizaram pH 5,2 no meio de co-cultivo.

Outra subtancia utilizada nesta etapa para a tnanatéo de
milho € o nitrato de prata (AgN) um antagonista do etileno. O
AgNO; tem sido utilizado normalmente em meio de cultive d
embrides e penddes imaturos de milho para elevaegaéncia de
inducédo de calos embriogénicos por impedir quelenet enddgeno,
gerado pelos danos mecanicos causados ao explaeie processo
de cultivoin vitro, afete a resposta embriogénica (VAIN et al., 1989;
SONGSTAD et al., 1991; 1992; CARVALHO et al., 1997)

No entanto, o uso de AgN(pode reduzir a frequéncia de
transformacao dos explantes garobacterium tumefacienghao et
al. (2001), observaram a reducéo da frequéncieadsformacéo de 2-
4 vezes quando AgNQera usado no meio de infeccdo, mas a
frequéncia de transformacédo estavel aumentou 1zésveom 0,85

mg.L* AgNO;usado no meio de co-cultivo.
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Isto ressalta a complexidade dos fatores envavido
processo de transformacéo Wigrobacterium tumefaciené\ssim, as
condicbes relacionadas a estirpes, crescimento gtabactéria,

gendtipos, explantes e meios de cultura devem lestarajustadas.

2.5.7.2 Periodo de descanso

Apdbs o co-cultivo os explantes sao transferidas paeio de
descando sem agentes seletivos, mas que conténioaobis para
eliminar a agrobactéria. Ishida et al. (2007) caloca etapa de
descanso como um passo necessario. Possivelmente aa
recuperacdo das células vegetais dos explantesajtezam com a
infeccdo daAgrobacterium tumefaciengste periodo varia de 4 a 8
dias (ZHAO et al., 2001; VEGA et al., 2008).

Nesta etapa a eliminacdo da agrobactéria devealkzada de
forma eficiente. Geralmente se utiliza a carbenigibu a cefotaxima
para este fim (HEI et al., 1994; LUPOTTO et al.989ZHAO et al.,
2001; SAIRAM et al., 2003, DANILOVA & DOLGIKH, 2004

Entretanto, o antibiético cefotaxima (250 mg).L(ISHIDA et
al., 1996), apresentou efeitos nocivos em calos Hiell.
Experimentos realizados comparando o efeito dosbiatitos
carbenicilina e cefotaxima mostraram que a fregaémeedia de
transformacéo, quando se utiliza 100 nigde carbenicilina, foi cerca
de 3 vezes maior que com 250 my.de cefotaxima (ZHAO et al.,
2001). Lupotto et al. (1998) visando combater @st@$ nocivos da

cefotaxima nos calos embriogénicos (como necrodicildade de
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retomada de crescimento do calo), obtiveram suaessubstituicao
da cefotaxima pelo antibidtico timentin combinadomc outros

parametros como o uso de antioxidantes no meioltea.
2.5.7.3 Periodo de selecao

Os tecidos submetidos a transformacdo devem ppesamm
processo de selecdo que permita que somente éssdéansformadas
se multipliquem e déem origem a plantas modificapaseticamente.
Para plantas liliopsidas geralmente tem-se utiizadyenebar como
marcador e o herbicida fosfinotricina (ppt) e ghif@ato de amonio
(Bialaphos, Basta) como agentes seletivos (FRAMEIet2002 e
2006, LEE et al., 2007, VEGA et al., 2008).

E relativamente facil conseguir condi¢bes para éqaessio
para o gene reportgus. Entretanto, calos resistentes a herbicidas &
um evento mais raro. No experimento de Ishida.gtL8b6), a maior
parte dos calos expressargums apds 0 co-cultivo, mas poucos calos
eram resistentes ao herbicida fosfinotricina (ppt).

Frame et al. (2002) utilizaram 3 md.lde bialaphos para a
selecéo de calos resistentes, ou seja, contendoe dg resisténcia a
herbicida. J& Frame et al. (2006) utilizaram 3 ritgel.em seguida, a
5 mg.L' de bialaphos em intervalos de 2 semanas e aquakes
continuaram a multiplicar-se no meio com 5 muy.tle bialaphos
foram considerados transformados com o drmeVega et al., (2008)
utilizaram uma dose menor 1,5 mg.bor 2 semanas para a seleco

inicial. A selecdo com bialafos também foi utiliaagor Lee et al.
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(2007) nas concentracdes de 2,5 rifgeLap6s com 5 mglaté que

os calos resistentes atingissem a maturacao.

2.5.8 Genes reporters e marcadores

Durante o processo de otimizacdo da transformaeéaétiga,
sao utilizados vetores que, além do “gene de isgefe tenham um
gene marcador de selecdo e um gene reporter. Gepaderes sao
genes introduzidos juntamente com 0 gene de isem@@se permitem
a visualizacdo do evento de transformacdo genpticaxpressarem
uma enzima ou proteina detectavel por testes dispsci
(CARNEIRO et al., 2004).

Genes utilizados como reporters sdo o0s geloed da
luciferase Il (detectado com luminémetro), o geatda cloranfenicol
acetinase (detectados com radioisotopos) e o ggpe(green
fluorecence protein) que foi isolado Aequorea victoriae expressa
uma proteina na cor verde fluorescente quando eratcocom luz
ultra violeta. Este ultimo permite uma analise déstrutiva, podendo
ser visualizada em células vivas (BRASILEIRO & DUT999). No
entanto, o mais amplamente usado € o gpreque foi isolado de
Escherichia coli (JEFFERSON et al., 1987), pois além de nao
necessitar de radioatividade e equipamentos egmecH#le apresenta
outras vantagens como simplicidade, rapidez e tiatade de
métodos de deteccao da atividade enzimatica. Aiadafato de que a
maioria das plantas ndo apresenta atividade endogignificativa.
Além disso, a B-glucoronidase ndo requer cofatobastante estavel,
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resistente a diversos solventes e detergentedieoéean ampla faixa
de pH (5,0 2 9,0) (LACORTE, 1998).

A enzimaf-glucuronidase, na presenca de seu substrato X-
Gluc  (5-bromo-4-chloro-3-indolyl  glucuronide), prod um
precipitado de cor azul indico, facilitando a vimegédo das células
gue receberam o gene. A expressao do geseode ser detectada
horas apds o episddio de transformacdo sendo €gladforma na
determinacao da frequéncia de transformacao téaiasit

O genegus tem sido amplamente utilizado para monitorar
experimentos de transformacdo em milho via agrébactsendo
explorada a interacdo direta eAtgrobacterium tumefacierescélulas
de milho usando o gene da 3-glucoronidase queroamté intron que
representa a marcacao de células transformadaspsessgando em
plantas. A introducdo deste gene reporter se mostependente do
genodtipo de milho utilizado com receptor e requeney com
viruléncia ativa das estirpes Aetumefaciensisadas como receptoras
dos genes (SHEN et al., 1993).

Para selecdo de tecidos e plantas transformadageross
marcadores sédo de extrema importancia. Genes noaesasfio genes
que determinam resisténcia a antibidticos e hetdscisendo que a
selecéo é realizada na presenca dos agentes Gletivespondentes.
O gene marcadoar (DEBLOCK et al.,, 1987) clonado de
Streptomyces  hygroscopiguscodifica para a fosfinotricina
acetiltransferase (PAT) que confere resisténciaharbicida PPT
(fosfinotricina) (BRASILEIRO & DUCI, 1999), auxilima selecdo de
calos transgénicos, pois somente 0s mesmos sobneviyjuando
cultivados em meio de cultura contendo o herbigtidosinato de
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amonio (agente ativo fosfinotricina)Plantas completas sao
regeneradas a partir dos calos resistentes aocitgerbé ainda, a
aplicacdo do herbicida nas folhas de plantas alpltde ser utilizada
para realizagcdo do “screening” para selecédo degdamansgénicas.
(GRANDO, 2001). Com este gene pode-se obter fremaéde
transformacao estavel e é mais eficiente na regeaderde plantas
onde plantas possivelmente transgénicas sao testadaa aplicacao
do herbicida nas suas folhas. Outro gene utilizamno marcador é o
genenptll (Neomicin fosfotransferase IlI) que confere resis&rao
antibiético canamicina e neomicina

Para comprovar a presenca do gene de interessplardas
regeneradas de um experimento de transformacéoceés#io utilizar
testes moleculares como o “PCR” que amplifica o DNgerido ou o
“Southern blot” que utiliza uma sonda marcada [dvaidizar com o
gene transferido. A expressao do gene ao nivelateipas pode ser
detectada pelo teste de Western blot, o qual atilim anticorpo
marcado especifico que reconhece a proteina tnaicag@GRANDO,
2001).

2.6 Utilizacdo da cultura de tecidos como ferrameatpara

obtencéo de plantas transgénicas

A producdo de transgénicos depende da integragagede
exdégeno na célula alvo e da eficiéncia com que tadarsdo
regeneradas a partir destas células (ARMSTRONG,9)198
capacidade de regenerar plantas transgénicas dbho nekta

correlacionada com a habilidade de formacéo des @itbriogénicos.
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Entretanto, nem todos os calos embriogénicos regen@lantulas
(HUANG & WEI, 2004).

Nos experimentos de transferéncia de genes enpditias,
calos embriogénicos tém sido frequentemente utiigacomo tecido
alvo na biobalistica. Plantas transgénicas de mM{BORDON-
KAMM et al.,, 1990; GENOVESI et al 1992; WALTERS et a|
1992; SONGSTAD et gl1992; WAN et al 1995; GRANDO, 2001),
trigo (VASIL et al, 1992; CHO et al 1999), cevada (WAN &
LEMAUX, 1994), arroz (SIVAMANI et al 1996), cana-de-agucar
(BOWER & BIRCH, 1992; GALLO-MEAGHER & LRVINE, 1996)
e pensacola (SMITH et al., 2001) tém sido obtidapagir do
bombardeamento de calos embriogénicos com padicddametais
revestidas com DNA.

Nos experimentos de transformacdo genética em miiao
Agrobacterium tumefacienembora o tecido alvo mais utilizado seja
células de embrido imaturo, a regeneracdo de glaetala a partir de
embriogénese somatica indireta, ou seja, pela &wuge calos
embriogénicos (ISHIDA et al., 1996; LUPOTTO et 4998, ZHAO
et al.,, 2001; FRAME et al., 2002; CONTI et al., 20@HOU et al.,
2004, HUANG & WEI, 2005; FRAME et al,. 2006; ISHID#t al.,
2007; LEE et al., 2007; VEGA et al., 2008).

O sucesso na obtencdo de calos embriogénicos eno il
fortemente determinado pelo genodtipo, qualidade planta
fornecedora do explante, estadio de desenvolvimdatexplante e
composicao do meio de cultura. Estes fatores ¢a#nm para a maior
ou menor eficiéncia apresentada no estabelecintenfirotocolos de

cultivo in vitro (Luhrs & Lorz, Maes et al., Dahleen, Dahleen &
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Bregitzer apud SHARMA et al.,, 2005). Santos-Ser&joAguiar-
Perecin (2000) discutem o efeito genotipico em tyeo® de milho
adaptados a regides tropicais e subtropicais nacwigile para
producdo de calos embriogénicos. Grando et alQ22@ Varnier
(2004) relataram o efeito genotipico em linhagevesjedades e
hibridos de gendtipos brasileiros de milho na rsgpa@ao cultivoin
vitro.

A habilidade de controlar a morfogénese vitro € muito
importante para tornar eficientes os métodos dasfibamacéo
genética de plantas (Phillips apud LOZOVAYA et 2006).

2.6.1 Cultura de tecidos

E um processo no qual explantes (pequenos fragsate
tecido vegetal vivo), sdo retirados de plantaslévedos em um meio
nutritivo, em condi¢des assépticas. Explantes pager tamanho de
células individuais ou protoplastos, de onde sgirmam calos que,
pelo uso de certos reguladores de crescimentooadidos ao meio de
cultivo, podem se diferenciar em raizes, brotcafen produzir uma
planta inteiran vitro (SERAFINI et al., 2001).

A cultura de tecidos se baseia no principio da
totipotencialidade, onde uma célula mesmo difeegtecié capaz de
dar origem a uma planta inteira. Segundo Santo®3)2bdas as
células vegetais sao totipotentes. A escolha dtaetgé realizada de
acordo com o grau de competéncia e com 0S objetwvaerem

alcancados.
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2.6.2 Cultura de tecidos em liliopsidas e milho

Por um longo tempo, plantas liliopsidas foram coesdas
recalcitrantes para as manipulacdesvitro. No entanto, o uso de
tecidos meristematicos e embriogénicos para in@ieultivo permitiu
o desenvolvimento das manipulacd@s vitro para gramineas
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Atualmente, embrides zigéticos imaturos sédo a faldge
explantes de maior confiangca para estabelecer rasltde calos
competentes para a regeneracao, suspensoes @s cdlyrotoplastos
para a transformacédo genética de milho. Entretastas técnicas sdo
trabalhosas, consomem tempo, séo restritas a urerndimitado de
genotipos e requerem geralmente o crescimento dataplaté
maturacdo e cruzamentos continuos entre linhagemas ppara
obtencédo de hibridos para fornecer uma fonte aeatide embrides
zigoticos imaturos (ARMSTRONG 1999; HANSEN & WRIGHT
1990; BILANG et al., 1999; AHMADABADI et al., 2006)

A regeneracdo de plantas através da cultura ddogse@
possivel gracas aos dois processos morfogenédarganogénese e a
embriogénese. Na cultura do milho ndo é diferemdwendo varias
referéncias de regeneracdo em milho via embricgésematica (LU
et al.,, 1982; NOVAK et al.,, 1983; VASIL et al.,198¥ASIL &
VASIL,1984; TOMES & SMITH, 1985; ARMSTRONG &
GREEN,1985; ARMSTRONG et al.,1994; DUNCAN et alQ03;
AHMADABADI et al., 2006). A regeneracdo de plantaga
embriogénese somaética foi confirmada microscopicaenpor Vasil
et al., McCain et al., Everett et al. apud Dundaal.g2003).
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A morfogénese pode ocorrer de forma direta ouratali O
primeiro caso ocorre quando o explante ja possuulast
meristematicas (organogénese  direta) ou embriog&nic
(embriogénese direta). J& quando h& necessidadesdéderenciacéo
do explante, com a formacdo de calo prévia ao @stimento das
células competentes, ocorrera organogénese ouagabéase indireta
com a formacéao de calos (PERES, 2002).

O calo embriogénico é uma massa celular que emiges
coloracdo opaca, branco para amarelo claro, et@stsuglobulares
representando embribes somaticos, que aparecenupeafisie do
calo apds, aproximadamente, 2 semanas de cultiSIV et al.,
1984).

Como a organogénese normalmente envolve a regéoedag
gemas a partir de grupos de células meristemaggagtem casos em
que é dificil determinar se o processo de regederanvolve
organogénese ou embriogénese. Porém, ha critéraa @
determinacao do tipo de regeneragcédo, como 0S @aeles a seguir:
embrides somaticos possuem sistema vascular fed@doconexao
com o sistema vascular do explante inicial, commrrec na
organogénese. Na organogénese sao formadas genfiaares que,
mais tarde, dardo origem a raizes adventiciasted(BERES, 2002).

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), na embriegg€ra
planta é regenerada a partir de embrides somdtoosdos no tecido
cultivado e, também, pode ocorrer de duas maneainata e indireta.
Na forma direta os embrides somaticos se formarsuparficie do
explantes sem passar pela fase de calo, ja neetadis embrides

somaticos se formam na superficie do calo, na masbalar
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desordenada.

Estudos citolégicos mostraram que a embriogénegerata
mais comum para regeneracao de plantas em lilpgMASIL et al,
1985).

A capacidade de uma cultura regenerar eficienteangantas
normais pode ser relacionada com a similaridadee garbcesso de
regeneracao e o processo de embriogénese sondapotencialidade
de formar plantas normais podem articular-se cohmalailidade da
manipulacéo e com condi¢des de cultivo, de modaegeneracéo da
planta imita 0 embriogénese somatica normal (DUN@AHRI., 2003).

O sucesso dos protocolos de regeneracdo estaosweit
limitacbes associadas ao gendtipo, a variagdo donsc a
dificuldades na totipoténcia, baixas frequénciasndacao de calos e
de regeneracdo da planta (VASIL et al., 1985; VASILVASIL,
1987; LU et al., 1983; TOMES & SMITH, 1985), limitdo a
producao eficiente de transgénicos de modo gerslR{@EM et al.,
2003).

O meio nutritivo mais amplamente usado para indugdo
manutencdo de calos embriogénicos em gramineameéim basico
MS desenvolvido por Murashige & Skoog (1962) (VASRILVASIL,
1984). Em pensacol&éspalum notaturirluegge), este meio induziu
duas vezes mais calos embriogénicos quando o cadmar meio
basico de Schenk & Hildebrandt (SH) (1972) (GRANE&X@I., 2002).

Carlos Miller & Skoog, em 1957 demonstraram que a
formacao de dois 6rgaas vitro, caules e raizes, era controlada pelas
concentracdes relativas entre auxina e citocinlPBRES, 2002).
Segundo Skoog & Miller apud Peres (2002), meios cddura
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contendo um balanco auxina/citocinina favoravel axira
promoveram a formacdo de raizes em calo em tabdimoti@na
tabacum. De modo inverso, balancos hormonais favoraweis
citocinina formaram gemas caulinares e, finalmenb@lancos
hormonais intermediérios ndo levaram a uma diféa€io das células
e sim a uma maior multiplicacéo delas e conseqimeszimento do
calo.

O herbicida sintético 2,4 acido diclorofenoxiacét{@,4-D) é
a auxina mais utilizada na indugdo e manutencéo cdes
embriogénicos, onde as concentracdes utilizadasanvad.5 a 5.0
mgL? (VASIL & VASIL, 1984). Geralmente a citocinina na®
requerida para inducdo de calos na maioria dasigeas;, mas pode
ser utilizada em combinagdo com 2,4-D para elevizeguéncia de
calos embriogénicos em algumas espécies (VASIL &SWA 1984;
BASKARAN & SMITH, 1990). O uso combinado de BA (6
Benziladenina) e auxina resultou num aumento dev@fes na
frequéncia de calos embriogénicos obtidos de se&wmanaduras de
pensacola (GRANDO et al., 2002).

Em milho, o estabelecimento de grande quantidadeatbs
embriogénicos do tipo friaveis (tipo Il) a partie degmentos de
pendao imaturo foi primeiramente demonstrado pargStad et al.
(1992), utilizando o hibrido Hi-1l e seus parent@488 e B73), num
sistema de cultivo baseado no meio N6, suplememaaiolmg [* de
2,4-D, 25 mM de L- prolina, 1AM de AgNG; e 0,2% de Phytagel. O
uso de L-prolina, AgN@e Phytagel elevaram significativamente a
producdo de calos tipo Il a partir de pendédo inmgaturomo
anteriormente observado a partir de embrido imatisforgos
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anteriores para inducédo de calos de segmentos ridE@amaturo
cultivados em meio de cultura baseado no meio GaMS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), utilizando gendtipos deesma
origem, resultou quase que exclusivamente na fdamalg calos
embriogénicos compactos (PAREDDY & PETROLINO, 1990;
RODGESC et al.,, 1986). No entanto, nos experimeoato&luzidos
por Songstad et al1992), ndo foi observada diferenca estatistica
entre os meio basicos MS e N6, mas o N6 foi salacio por

promover uma resposta maior na formacao de cgodrtaveis.

2.6.3 Explante para iniciar culturas embriogénica

Para inciar a cultura de tecidos, a primeira etapanducao
de calo priméario a partir do explante. Porém, nedas as células em
um explante contribuem para a formacdo do caloags importante,
somente certos tipos de células sdo competentes negenerar
estruturas organizadas (SMITH, 2000).

O milho pode ser regenerado na cultura de tecidsere
transformado usando uma variedade de tecidos. Qsdoss
precedentes determinaram que células e tecidosunpsatsdo 0s
melhores tipos de explantes para a regeneragcdo ldatap
especialmente em culturas recalcitrantes com@#$iaas (SHARMA
et al., 2005).

Podem ser usados como explantes anteras, micréspgpioes
de plantulas, suspensao de células, glumas (SUPRABAet al.,
1986), sementes maduras (CHO et al., 2004), ensbni@uros e base
da folha (VASIL & VASIL, 1984; SAIRAM et al., 2003)folhas
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novas (AHMADABADI et al., 2006) segmentos de pldajembrides
imaturos, inflorescéncias jovens, meristema agMARNIER, 2004).

Embrides imaturos e inflorescéncias jovens sao amghte
utilizados para iniciar culturas embriogénicas eapade regenerar
plantas em cereais como o milho (GREEN & PHILLIPD75;
ARMSTRONG & GREEN, 1985; SONGSTAD et .al1992,
VARNIER, 2004; GRANDO et al., 20005), trigo (OZIASKINS &
VASII, 1982; HE et al 1990; BARAKAT & ADBEL-LATIF, 1995),
aveia (RINES & MCCOY, 1981; GRANDO et.al1993), cevada
(BREGITZER, 1992; BREIMAN, 1995; RITALA et al1995) e arroz
(ABE & FUTSUHARA, 1986; WANG et a 1987; AYERS &
PARK, 1994).

O embrido imaturo € o explante mais utilizado gacducao
de calos embriogénicos de milho (GREEN & PHILIPS39
ARMSTRONG & GREEN, 1985; SONGSTAD et al., 1991),ig00
calos derivados de embrido imaturo sdo mais efeserpara a
regeneracao da planta do que os calos de outrtenéep (HUANG &
WEI, 2004).

No entanto, o penddo imaturo € mais facil e rapetdem
obtido, pois ndo ha necessidade da polinizacadjliZecdo e
desenvolvimento do embrido. Em segmentos de isit@rmcia
cultivados, calos embriogénicos sdo formados palsiente pela
proliferacdo do primérdio floral jovem, sendo queg@antidade e
qualidade dos calos estdo na dependéncia do gendapidade da
inflorescéncia utilizada bem como da concentragéo2gl-D (2,4
acido diclorofenoxiacético) no meio de cultura (BOD®& VASIL,
1984).
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O tamanho inicial do pendéo imaturo utilizado ieflgia a
formacao de calos embriogénicos. Penddes de 1¢arnmprimento
produziram maior frequéncia deste tipo de calo antyu pendé&o
maior que 4 cm mostrou uma habilidade decresqesyi@ produzir
calo tipo Il (SONGSTAD et al., 1992). Este declimia iniciacdo da
embriogénese €, provavelmente, devido as mudansesdodicas
dentro do explante durante o curso do seu desemasito. No
Laboratério de Biotecnologia Vegetal da UPF forabnduzidos
experimentos testando penddes imaturos de 1 adea@omprimento,
e 0s melhores resultados foram obtidos de pendéed-#& cm
(VARNIER, 2004; VARNIER et al., 2004)

Outro explante ja utilizado foi 0 meristema apidgablado de
sementes maturas germinadasvitro em gramineas como cevada,
sorgo, trigo e aveia (BHASKARAN & SMITH, 1990). Noilho, este
tipo de explante se mostrou eficiente para produd&o calos
embriogénicos e de brotagcbes por organogéneseam fatilizados
para a transformagéo genética via sist&gebacterium tumefaciens
(ZHONG et al., 1992; ZHONG et al., 1996; Zhang let @'Connor-
Sanchez et al.; Goldman et al. apud SAIRAM et28103). No entanto
para Souza et al. (2006), este explante nao foieefe na formacéo
de calos embriogénicos.

Segmentos basais de folha também podem ser utifizad
iniciacdo da cultura de tecidos. Alternativamentem@&dabadi et al.
(2006), propuseram a utilizacdo do explante folingeln obtido de
sementes germinadasvitro e de plantas com 6 a 7 semanas de idade
e desenvolveram um sistema de cultivo adequadogséeaexplantes

obtendo 65% de calos tipo I. Baseado nesta infdimasgeria
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interessante avaliar o potencial deste explantgemtipos adaptados

a regido sul do Brasil.

2.6.4 Calos embriogénicos do tipo 1 e Il

Mais de um tipo de calo € produzido quando tecit#oplantas
liliopsidas sédo cultivados vitro. O calo ndo embriogénico é feito de
tecido translicido (aquoso), granular e macio, amstg por células
alongadas e vacuoladas ndo capazes de regenarasp(/ELTER
et al., 1995).

Os calos de milho regeneraveis sao classificadoangente
como tipo | e o tipo Il de acordo com seu grau derehciagao,
morfologia, friabilidade e modalidade da regenesa¢Armstrong
apud LOZOVAYA et al., 2006)

O calo tipo | € altamente indiferenciado, ndovieiée capaz de
regenerar plantas através do organogénese e doiogarmse
samatica (LOZOVAYA et al., 2006). S&o embriogénjaasmpactos,
nodulares, de cor branco-amarelados e podem siéemplem uma
mistura de tecidos complexos exibindo embribes oo brotos e
estruturas similar ao escutelo, devendo ser subadtis com auxilio
de um bisturi (GREEN & PHILLIPS, 1975). Este caloatacterizado
pelo crescimento lento ou pela inabilidade de secativados por
longo periodo de tempo, podendo ocorrer germinggaooce dos
seus embrides somaticos (OZIAS-AKINS & VASIL, 1982,
ARMSTRONG & GREEN, 1985). A maioria das publicagbes
referentes a inducdo de calos embriogénicos deoreificontrados na

literatura descrevem o aparecimento exclusivameetde tipo de
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calo, exemplo. Ishida et al. (2007) encontraranalnsente calo tipo |
nas linhagens de milho A188, A634, H99 e W117. Hpte de calo
tem sido obtido em gendtipos brasileiros de miMARNIER, 2004;
GRANDO et al., 2005).

Ja o calo tipo Il é altamente diferenciado, muitiavel e
regeneravel (LOZOVAYA et al.,, 2006). Apresentam scimento
rapido, apresentando numerosos embrides no egfidiolar que néao
se diferenciam no meio de manutencdo de calos.Irfz@nte estes
embrides estdo dispostos sobre uma estrutura samella um
suspensor o qual se estende de uma base indifdlan®WELTER et
al., 1995). Regenera-se quase exclusivamente pdiricyénese
somatica e ocorre em frequéncia menor quando caaparom calo
tipo | (ARMSTRONG & GREEN, 1985; ARMSTRONG, 1994).
Mantém uma alta taxa de atividade embriogénica yar tempo
prolongado, podendo ser mantido por um ano em $umcisem
perder sua capacidade de regeneragao de plantagloDee estes
aspectos, estes calos sdo empregados em muitgsutagdes e assim
apropriados para serem utilizados como alvos pataobalistica
(ARMSTRONG, 1994).

Em plantas de milho, a regeneracéo a partir dereuft vitro
foi relatada primeiramente por Green & Phillips 12P e um
melhoramento progressivo tem sido feito nos sissecha cultivo,
apropriando seu uso nos estudos de manipulacadicen® inducao
de calos embriogénicos do tipo | a partir de en@sridmaturos e
regeneracao de plantas de milho tem sido relatad&§sios autores
(LU et al.,, 1982; NOVAK et al., 1983; DUNCAN et all1985;
TOMES & SMITH, 1985; VASIL et al., 1985; HODGES at, 1985;
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1986; ISHIDA et al., 1996; SAIRAM et al., 2003; MA et al., 2003;
DANILOVA & DOLGIKH, 2004; GRANDO et al., 2004; VARNR,
2004; GRANDO et al., 2005; FRAME et al., 2006; LBEal., 2007;
ISHIDA et al., 2007).

A producao de calos embriogénicos a partir de peidaturo
foi relatada em milho por Songstad et al. (1992jeBdy & Petrolino
(1990) e Varnier (2004).

Protocolos de indugcdo de calos tipo Il a partired&brides
imaturos para os genotipos Al118, B73 e seus hibriftmam
desenvolvidos utilizando meio basico N6 (CHU et, dl975),
modificado por Armstrong & Green (1985), com adics
modificagOes realizadas por Songstad et al. (1991iso do meio
basico N6, L-prolina, caseina hidrolosada, baixaceotracdo de 2,4-
D (ARMSTRONG & GREEN, 1985), adicdo de Aghl@o meio de
inducdo de calos, a substituicdo do agar pelo gkyteomo agente
solidificante, bem como o subcultivo frequente dalsuras (Songstad
et al., 1991), foram modificagbes no protocolo gaasaram grande
impacto na frequéncia da inducéo de calo tipoQlmeio basico N6
também tem se mostrado superior na inducao de tiptm Il quando
comparado ao meio basico MS (ARMSTRONG & GREEN,5198
KAMO et al., 1985, KAMO & HODGES, 1986). Isso posker devido
a menor taxa de nitrogénio inorganico contido noiomid6. O
genotipo também se mostrou um fator limitante mu@do de calos
tipo Il a partir de penddo imaturo. Songstad et(H92) estudou
diferentes gendtipos A188, B73 (linhas homozigotaskus hibridos
A188 X B73(Hi-1l), e B73 X A188 somente o ultimo rg#ipo
demonstrou uma resposta eficiente (SONGSTAD et1892). Os
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gendtipos pré-selecionados pelo Laboratorio deeBiailogia Vegetal

da Universidade de Passo Fundo produziram somalue @o tipo I.

2.6.5 Bases genéticas e fisiologicas da regeneragao

Os mecanismos envolvidos na aquisicdo de compat@aca
regeneracdo nao foram totalmente elucidados, mbi®tacnologia
vegetal tem como apoio para estudos a fisiologi@redtica vegetal,
abordando mais especificamente o desenvolviment refere-se ao
crescimento integrado das varias partes de um igrgarpluricelular
envolvendo através dos processos de divisdo, expans
diferenciacd@o celular e a consequente formacaeadols, 6rgdos e
sistemas (PERES, 2002).

Para este autor, a principio, a formacao de embadpartir de
tecidos somaticos vitro imita a embriogénese zigotica, que ocorre
nos orgaos reprodutivos das plantas. Desse modao ta
embriogénese somética quanto a zigoética culminarformaacéo de
uma planta inteira a partir de uma unica célula.

Segundo 0 mesmo autor, a regeneracao de plantasro
consiste em tentar reproduzir as etapas de embesgé organogése
sob condicdes artificiais. Apesar de as descobéeias até a década
de 30, principalmente no campo da nutricio minetatem
possibilitado o crescimento de 6rgéos isoladowitro, a inducéo
deles em condicdes artificiais sO foi possivel atipade um
conhecimento mais aprofundado acerca da naturezehaandnios

vegetais.
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Tendo em vista o estabelecimento de técnicas para
transformacdo genética de milho Agrobacterium tumefaciens
presente trabalho buscou testar explantes alteosatimeios de
cultura e diferentes gendtipos na inducdo de ermdbeise somatica,
bem como producdo de um hibrido com boa respostaro e testar

diferentes explantes e genoétipos na capacidadeadsfdarmacao via
Agrobacterium tumefaciens



CAPITULO |

AVALIACAO DE EXPLANTES FOLIARES DE MILHO PARA
INDUCAO DE EMBRIOGENESE SOMATICA VISANDO A
TRANSFORMACAO GENETICA

Marilia Rodrigues de Silval, Magali Ferrari Grando? Thomas
Paulo Kazmirski®, Marilei Suzin®

RESUMO
Em milho Zea mayd..) a engenharia genética representa uma

estratégia util na obtencdo de gendtipos melhoraswsdo que para
isso a cultura de tecidos é um pré-requisito. Au@dd de
embriogénese somatica em milho € uma caracterisiiizanente
dependente do genotipo e das condi¢cfes de ciidtiviero. O objetivo
deste trabalho foi avaliar explantes, meios deucalé gendtipos preé-
selecionados de milho, visando acelerar a indugiembriogénese
somatica. O experimento foi desenvolvido no Lahiyiat de
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Biotecnologia Vegetal da FAMV/UPFPasso Fundo-RS. Foram
utilizados quatro gendtipos selecionados (HS1, H2P, e V4); trés
explantes (segmentos de pendéao imaturo, segmeattdhds basais
de plantulas obtidas vitro e de folha de plantas com 6-7 semanas), e
trés diferentes meios de inducdo de calos baseadosieio N6
modificado por Songstad et al. (1992), com variagigconcentracao
de 2,4-D, AgNQ e espermidina. As variaveis analisadas foram:
frequéncia de calos embriogénicos aos 42 e 84ddiasiltivo, massa
fresca de calos embriogénicos aos 42 e 84 diasltleoce taxa de
crescimento de calos embriogénicos dos 42 aosa&3d# cultivo. O
delineamento experimental foi o DCC com 5 repet¢Geendo a
unidade experimental uma placa de petri com 10aexes. Para
andlise estatistica foi utilizada a ANOVA, sendo a®dias
comparadas por Tukey a 5% e dados de massa fresagaede
crescimento comparadas por Duncan a 5%. Utilizandpendao
imaturo, foi possivel obter calos embriogénicogativs os gendtipos
testados ndo sendo verificado o efeito genotipi@ra pesta
caracteristica Os genétipos HS1, HS2 e V4 produeirealos
embriogénicos somente a partir de pendao imaturexpgbante folha
de planta jovem somente produziu calos embriogénnm genaotipo
L20, ndo diferindo do pendao imaturo. Os meios MMz foram
superiores ao M3, este ulltimo meio néo foi efisaznducgao de calos
embriogénicos de explantes foliares. Para massaafrdo genotipo
L20, o explante folha no meio M2 induziu calos daion massa
fresca que o meio M1l. Para pendao imaturo 0s meiés
apresentaram diferencas. Os calos embriogénicqgein@do imaturo

no meio M1 apresentaram maior massa fresca e &xaedcimento
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que os calos obtidos de folhas. No meio M2 nao éaliferenca entre
folhna de planta e penddo imaturo. Neste experiméitgossivel
inferir que segmentos foliares de milho apreseriiaixo potencial de
embriogénese somatica, sendo que o pendao imaterexplante
mais vantajoso para inducdo de calos embriogérsoosatica nos

genotipos de milho testados.

Palavras-chave:pendao imaturoZea mayd.., calos embriogénicos,
cultivo in vitro.



EVALUATION OF SOMATIC EMBRYOGENESIS
INDUCTION IN MAIZE LEAF EXPLANTS FOR GENETIC
TRANSFORMATION

Marilia Rodrigues de Silva', Magali Ferrari Grando?, Thomas
Paulo Kazmirski®, Marilei Suzin®

ABSTRACT

In maize Zea may4d..), the genetic engineering represents a
useful strategy for plant breeding. Somatic embey@gis is the
morphological pathway which transgenic plants argeneratedn
vitro. The somatic embryogenesis expression in maizegenotype
and in vitro cultivation conditions highly dependent trait. The
objective of this experiment was to evaluate itheitro response of
explants, culture media and pre-selected maizetgee® to accelerate
the production of embryogenic callus. The experinvesss carried out
at Plant Biotechnology Laboratory at FAMV/UPF, RaBsindo-RS. It
were evaluated four genotypes (HS1, HS2, L20 e Wge explants
(segments of immature tassel, basal leaves segrfremtsin vitro
seedlings and plant leaves with 6-7 weeks), angetldifferent calli
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induction media (M1, M2 and M3)based on N6 medium
(SONGSTAD et al., 1992), with variations in the centration of 2,4-
D, AgNGQ; and spermidine. The analyzed variables were englernjo
callus frequency and fresh weight at 42 and 84 d&ysultivation, as
well as the growth rate from 42 to 64 days of ealion. The
experiment design was the completely randomizedth wiive
replications, the experimental unity was one paish with 10 tassel
segments. The data were submitted to ANOVA and aherage
percentage compared by Tukey test at 5%, the datesh weight
and growth rate compared by Duncan test at 5%. dJsmmature
tassels, it was possible to obtain embryogeniausdiiom all tested
genotypes, with no statistic difference among th&he young plant
leaf explants only produced embryogenic callus 20 lgenotype, not
differing of the immature tassel. No callus wereduced from basal
leaves fromin vitro seedlings. The M1 and M2 medium were superior
to M3, this medium was not effective to the indactof embryogenic
callus from leaf explants. For the L20 genotypes thaf explant
produced callus with higher fresh weight in the ¥h2n in the M1
medium. For immature tassel the culture media weredifferent.
The embryogenic callus from immature tassel cuiéigtaon M1
medium presented higher fresh weight and growth ttzn he callus
obtained from leaves. For the M2 medium, there madifference
between plant leaf and immature tassel. It was loded that leaf
segments of maize have lower potential for somatnbryogenesis,
and that immature tassel is a more responsing expta callus

embryogenic production in maize tested genotypes.
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Keywords: immature tassel,Zea maysL., embryogenic callus,
culture,in vitro.
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1 INTRODUCAO

O milho € um dos cereais mais cultivados do musdagdo
considerado a cultura de maior importancia noseparglustrializados
e em muitos paises em desenvolvimento (HUANG & WBD5). O
Brasil € o terceiro produtor mundial de milho (RANKGBRASIL,
2007), produzindo 51,6 milhdes de toneladas em PBIBE, 2008).

Em fungcdo do milho representar uma grande fonte de
alimentacdo para homens e animais, o0 melhorametétigo desta
cultura vem sendo amplamente estudado, sendo qtecrisas de
biotecnologia e engenheria genética representam oriarge
instrumento para este fim (HUANG & WEI, 2005).

Juntamente com o desenvolvimento dos métodos de
transferéncia de genes, as técnicas de culturaai#os sao criticas
para a producdo de plantas transgénicas, pois e deme ser
introduzido em células totipotentes capazes denerge plantas
completas. Portanto, um método eficiente para gaygacdo e
regeneracdo de plantas vitro € de grande importancia para a
obtencédo de plantas geneticamente modificadas (ABNBADI et
al., 2006). No entanto, os cereais sdo as plants dificies de
manipularin vitro (HANSEN & WRIGHT, 1990; GENOVESI et al.,
1992; SONGSTAD et al., 1992; WALTERS et al., 198RPOTTO
et al., 1998; BILANG et al., 1999; GRANDO, 2001; ZB8 et al.,
2001; FRAME et al., 2002; SHOU et al., 2004; GRANRO al.,
2005; VEGA et al., 2008), o que limita severamexgeestratégias de
melhoramento pela engenharia genética (AHMADABADI &.,
2006).
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Estudos precedentes determinaram que células eoseci
imaturos, tecidos meristematicos e embriogénicas sanelhores
tipos de explantes para a regeneracao da plantto, especialmente
em culturas recalcitrantes como as liliopsidas (BNW et al., 2005).

Para iniciar a cultura de tecidos de liliopsidaprimeira etapa
€ a inducao de calo primario a partir do explaatgual é definido
como o tecido utilizado para iniciar o cultio vitro (SERAFINI et
al., 2001). Porém, nem todas as células em um mbeptaontribuem
para a formacéo do calo e, mais importante, soneEtes tipos de
células sdo competentes para regenerar estruturganizadas
(SMITH, 2000). O calo embriogénico € uma massa celular que
apresenta coloracdo opaca, branco para amarelo, @aestruturas
globulares representando embrides somaticos, queean na
superficie do calo apds, aproximadamente, 2 sentgnasitivo. Estes
embrioes somaticos apresentam a capacidade ddangere dar
origem a uma planta completa (VASIL et al., 1984).

Explantes tais como embrides imaturos e infloresegn
jovens sdo amplamente utilizados para iniciar cagilembriogénicas
capazes de regenerar plantas em cereais como o (BIREEN &
PHILLIPS, 1975; ARMSTRONG & GREEN, 1985; SONGSTAD e
al., 1992; WALTERS et al., 1992; HUANG & WEI, 2006RANDO
et al., 2005; ISHIDA et al., 2007; LEE et al., 2p0ftigo (OZIAS-
AKINS & VASIL, 1982; HE et al., 1990; BARAKAT & ADEEL-
LATIF, 1995), aveia (RINES & MCCOY, 1981; GRANDO et.,
1993), cevada (BREGITZER, 1992; BREIMAN, 1995; RIOMA et
al., 1995) arroz (ABE & FUTSUHARA, 1986; WANG et.,al987;
AYERS & PARK, 1994).
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Em milho, embrido zigbtico imaturo é o explante snai
utilizado para estabelecer a cultura de calos @ugénicos e para
transformacdo genética (GREEN & PHILIPS, 1975; ARM®NG
& GREEN, 1985; HANSEN & WRIGHT, 1990; SONGSTAD édt,a
1991; ISHIDA et al. 1996; BILANG et al., 1999; LURF®O et al.,
1998; ZHAO et al., 2001; FRAME et al., 2002; CONgtlal., 2003;
HUANG & WEI, 2005; FRAME et al., 2006; ISHIDA et.al2007;
LEE et al. , 2007; VEGA et al.,, 2008), pois calosrivhdos de
embrido imaturo sdo mais eficientes para a regeaderda planta do
que os calos obtidos de outros explantes (HUANG &IVM2005).
Para todos os cereais importantes, a maioria dieqmios eficientes
e reproduziveis de regeneracdo de planta foramndasealos
baseado neste explante (Vasil, Repellin et al. HARMA et al.,
2005). Calos embriogénicos foram obtidos a parér eimbrides
imaturos (2 mm de comprimento) em genotipos bliasddropicais e
subtropicais de milho (CARNEIRO et al.,, 2000), be@amo em
genotipos adaptados a clima temperado (VARNIER42UBRNIER
et al.,, 2004; SILVA et al., 2005, GRANDO et al., 0&),
demonstrando a viabilidade de obtencédo deste tgocalo em
genotipos variados.

Entretanto, a producdo de embrides imaturos é raoepso
exigente que demanda tempo e atividades laboriosaso plantio,
polinizacdes e excisdo do embrido imaturo, aléndef@ndéncia do
crescimento das plantas em casa de vegetacao.

O uso explantes alternativos ao embrido imatura acelerar
0 processo de obtencdo de plantas vitro. Em milho, o

estabelecimento de grande quantidade de calosagghicos do tipo
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II, a partir de segmentos de pend&o imaturo, fam@ramente
demonstrado por Songstad et al. (1992), utilizaaslbinhagens A188
e B73 e seus hibridos, num sistema de cultivo blasea meio N6
suplementado com 2,4D, L-prolina e AgN@ uso de L-prolina e
AgNO; elevaram significativamente a producao de calos.

Segundo Vasil & Vasil (1984), primérdios das flords
inflorescéncias pré-meidticas jovens e nao emesgidaao
considerados excelentes explantes para inicianraglembriogénicas.
Em segmentos de inflorescéncia cultivados, caldsriegénicos sao
formados principalmente pela proliferacdo do prihmifloral jovem
(BOTTI & VASIL, 1984), sendo que a quantidade e lgiaale dos
calos estdo na dependéncia do gendtipo, da idadefldeescéncia
utilizada, bem como da concentracdo de 2,4-D nam rdei cultura
(BOTTI & VASIL, 1984).

O uso de pendao imaturo foi utilizado com sucesao n
obtencdo de calos embriogénicos e regeneracatadiap férteis de
hibridos, linhagens e variedades brasileiras daami(VARNIER et
al., 2003; VARNIER, 2004; SILVA et al.,, 2003; 200z 2005;
GRANDO et al., 2004 e 2005), embora tenha sidorebge um forte
efeito genotipico na resposia vitro entre os genadtipos testados.
Varnier (2004) demonstrou ainda, que, para genstgaecionados,
0s penddes imaturos apresentam potencial similamdwido imaturo,
onde cerca de 20% dos explantes produziram caldsiag@nicos
com alta longevidade.

No entanto, para obtencdo de penddes imaturosa déd
necessidade do crescimento das plantas em casagaé¢éagao por

cerca de 6 semanas, tempo necessario para a abtéaegdenddes
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imaturos de tamanho ideal para o cultivitro.

Outro explante alternativo testado para cultimovitro de
milho foi o meristema apical (ZHONG et al., 199296). Porém, este
explante apresenta um numero reduzido de célultambém foi
pouco eficiente para gendtipos brasileiros testg@@BUZA et al.,
2006).

Segmentos basais de folhas também podem ser dbitizzara
iniciar culturas embriogénicas em milho. Este exi@afoi testado
inicialmente por Conger et al. (1987) e Ray & Gh@sd00), mas a
eficiéncia na producdo de calos embriogénicos faitonbaixa.
Recentemente um grupo de pesquisadores alemaesdabadi et al.
(2006), desenvolveram um sistema de indugcdo de scalo
embriogénicos, regeneracdo e transformacdo gendécanilho a
partir do cultivo de folhas obtidas de sementesurasdgerminadas
vitro, obtendo 65% de calos tipo | no hibrido Pa91 X H@®ando
explantes foram cultivados em meio basico N6 (CHlale 1975)
suplementados com 2 mgLde 2,4-D, espermidina e alta
concentracdo de nitrato de prata.

Explante foliar obtido de semente matura germiriadétro,
por ser rapidamente obtido, independente do ionesto em casa de
vegetacdo e disponivel o ano todo, o que redwzireio de obra e o
tempo necessario para o estabelecimento de cukuorhsogénicas e
obtencéo de plantas transformadas.

Além do explante, outros fatores influenciam para o
estabelecimento de calos embriogénicos em milltoe ehes meio de
cultura e gendtipo (GREEN & PHILLIPS, 1975; GREEMN)82;
TOMES, 1985; BASKARAN & SMITH, 1990). O nivel de
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reguladores de crescimento na planta (auxina,icit@; giberelina,
etileno, etc.) € um dos fatores de maior impore&amm controle da
formacéo do calin vitro. Estes niveis podem variar de acordo com a
espécie e podem depender da fonte do explante pladt matriz,
bem como o transporte hormonal polar dentro doagxel (SMITH,
2000).

Para a embriogénese induzidavitro, as auxinas, entre elas o
acido 2,4-diclofenoxiacético (2,4-D), sdo considesas substancias
responsaveis por desencadearem 0s processos déreesihcao
(embriogénese indireta) e rediferenciacdo (embnegé direta),
alterando a determinacdo e conferindo novas comgatas células
responsivas presentes nos explantes (GUERRA &9809).

O gendtipo da planta doadora do explante exercesfaito
pronunciado na respostm vitro. Em experimentos anteriores,
realizados no Laboratério de Biotecnologia VegealFAMV/UPF,
foram testados 39 gendtipos de milho provenientediderentes
programas de melhoramento, utilizando o pendao urmatomo
explante, resultando na selecdo de seis matepaiscapacidade de
producdo de calos embriogénicos de longa duragéapacidade de
regeneracao de plantas (VARNIER, 2004).

Portanto, as dificuldades relacionadas as consligéecultivo
in vitro representam uma das maiores limitacfes para osatébios
desenvolverem protocolos de transformacdo genétima milho.
Neste sentido, o presente trabalho foi desenvohatetivando
avaliar trés explantes (folha de plantula germanidvitro, folha
jovem de planta com 6 a 7 semanas de idade e pé&md#aro), trés

meios de cultura (meio basico N6 com variagcbesamgzentracao de
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2,4-D, espermidina e nitrato de prata) e 4 genétjré-selecionados
de milho (HS1, HS2, L20 e V4), visando aceleraprocesso de
inducdo de embriogénese somatica, para uso futarexperimentos

de transformacédo genética.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal da Faculdade de Agronomia edidna
Veterinaria da Universidade de Passo Fundo, emoHassdo - RS,

no periodo de marco de 2007 a dezembro de 2008.

2.2 Material vegetal

Para avaliar o potencial de inducdo de calos egénicos a
partir de diferentes explantes e sistemas de ouitivvitro, foram
utilizados 4 gendtipos de milho selecionados emeexEentos
anteriores (VARNIER, 2004) por apresentarem bonemg&nhoin
vitro. No quadro 1 estdo listados os genotipos utiligados

experimentos e seus programas de origem.
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Quadro 1. Genotipos de milho selecionados e programas de
melhoramento de origem. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2008

Genotipos Programas de melhoramento

de origem
HS1 (Hibrido PF963173 X PF963244)) Embrapa Trigo

HS2 (Hibrido PF 963027 X PF963244) Embrapa Trigo

L20 (Linhagem MF14G4) Universidade da Florida

V4 (variedade comercial BR 451) Embrapa Milho e Sorgo

Os genotipos HS1 e HS2 foram gentilmente cedidds Pr.
Henrique Pereira e BrBeatriz Marti Emydio da Embrapa Trigo,
Passo Fundo-RS; e a linhagem L20 foi cedida peldBban Scully
da Universidade de Florida, Gainesville-FL. A adade V4 (BR451)
foi gentilmente cedida pela DAndreia Carneiro e Dr. Sidney

Parentoni da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagos- MG.

2.3 Inducéo de calos embriogénicos a partir de difentes

sistemas

Foram avaliados diferentes meios de cultura padacgéo e
manutencado de calos embriogénicos, bem como diésraxplantes
obtidos de tecidos jovens com capacidade de exdwesia

totipoténcia.
2.3.1Meios de inducéao de calos

Trés meios de cultura foram avaliados para indutggcalos,
sendo o0 meio basico N6 desenvolvido por Chu €tall5), diferindo

em alguns componentes, como apresentados no qgiadro
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Quadro 2. Meios de cultura para inducéao de calos embriogénile
milho beseados no meio N6. Passo Fundo, FAMV/UBE82

Meios Suplementos adicionados ao meio basico N6

M1 100 mg.L* de caseina hidrolisada, 2,88 §.te L-prolina, vitaminas
Ericson (0,5 mg.L* de tiamina HCI, 2 mg.t de glicina, 0,5 mg.t de
piridoxina HCL, 0,5 mg.L! de &cido nicotinico), 1M de AgNQ;, 20
g.L™" de sacarose, 2 g'lPhytagel e 100 mg:tde mio-inositol, 1 mg.tt
de 2,4-D (Songstad et al., 1992).

M2 Idéntico ao meio M1, porém com 2 mg.He 2,4-D.

M3 100mg.L* de caseina hidrolisada, 2.88 @.lde L-prolina, vitaminas
Ericson, 800 mg.l: de AgNQ, 20g.L! de sacarose, 2g Phytagel, 100
mg.L* de mio-inositol, 0.5 mM.. de espermidina, 650 m g‘ldo
MgCl,, 2 mg.L* de 2,4-D. Adaptado de Ahmadabadi et al. (2006).

O pH dos meios foi ajustado para 5,8 com KOH (hittd
de potassio) antes da autoclavagem e o AgfdDesterilizado por
filtragem e adicionado ao meio de cultura apos tackavagem do
mesmo a 12C por 20 minutos. No caso do meio M3 a espermidina

foi adicionada apds autoclavagem.
2.3.2 Explantes para inducéo de calos

Para determinacdo da capacidade embriogénica foram
utilizados trés tipos de explantes: segmentos deagobasais de
plantulas de sementes germinadasvitro; segmento de folhas de

plantas jovens com 6-7 semanas de cultivo e o etelpendao
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imaturo de 2-3 cm de comprimento (Figura 1). O @enighaturo foi
utilizado como controle por apresentar boa capdeidie inducao de

embriogénese somatica em experimentos anterioggsigr, 2004).

a) Inducdo de calos embriogénicos a partir de pdéao

imaturo de milho

Os gendtipos de milho doadores dos explantes foram
cultivados em vasos mantidos no telado do Labacatae
Biotecnologia Vegetal. Foram coletas plantas contacele 6-7
semanas, para obtencdo do penddo imaturo, confdese&ito por
Songstad et al(1992). Apdés a remocgdo das folhas externas foi
realizada uma desinfeccao rapida e superficial &mool 70% sendo
que as folhas que cobrem o pendédo imaturo foranovielas em
camara de fluxo laminar e penddes imaturos medin@acm foram
cortados em segmentos de 2-3 mm e inoculados erasptie petri,
(100 x. 15mm) contendo 25 ml de meio de inducacatz

b) Inducéo de calos embriogénicos a partir de fols basais

de plantas jovens com 6-7 semanas de cultivo

Para inducdo de calos das folhas de plantas jowgpis a
remocao do pendao imaturo, primeiramente foramadizsitas de trés
a quatro folhas (as mais velhas). Posteriormemba, secdo de 10-20
cm da porgéao inferior da planta foi cortada, semslduas folhas mais
velhas removidas sob condi¢cGes estéreis. Entaiojless de nimero

7, 8 e 9 foram separados das folhas restantes (nias) e
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esterilizadas superficialmente com etanol 70% @Gs8gundos) e
imediatamente lavadas com agua esterilizada. Akagolforam

segmentadas em pedacos de 2 X 2 mm. Os segmeniasalforam

colocados em placas de petri, contendo 25 ml de dwinducao de
calo.

¢) Inducéo de calos embriogénicos a partir de fols basais

de plantulas de milho germinadasn vitro

Sementes de gendtipos de milho foram esterilizadas
superficialmente e germinadas sob condi¢cbes asaépia metade da
concentracdo dos sais do meio MS (MURASHIGE & SKQQ&52)
contendo 10 g.t de sacarose e solidificada com 2 4.de Phytagel.
Quando as plantulas apresentavam 5-10 cm de aftsriagmentos
foram excisados de 1-2 cm da parte do inferiorléatpla. Depois da
remocdo do coleoptilo, os segmentos individuaisfalha foram
secionados longitudinalmente com um estilete ens duquatro tiras
finas. Entdo as tiras foram cortadas em cortesvegais finos que
geraram pedacos de folha de aproximadamente 2 X 2estes foram
transferidos subsequentemente para placas dequettgndo 25 ml de

meio de indugé&o de calo.
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Figural. Diferentes explantes de milho avaliados para icagfio da capacidade
de inducdo de embriogénese somdtica. a) planta @samanas de
cultivo no estadio de retirada do explante folhaejo e pendéo imaturo;
b) segmento do ultimo né da planta de milho de dadsem retirados os
segmentos de folha de planta jovem e pendao imat)rdetalhe do
penddo imaturo de 2-3 cm de comprimento; d) seraeggeminadas
vitro em meio ¥2 MS para obtencdo do explante folha dety e)
plantula com 5 dias ap6s a germinacédo (detalhegida em que foram
retirados os segmentos); f, g, h) placas contesdexplantes: segmentos
de folha de plantula germinada vitro, segmentos foliares de planta
jovem e segmentos de pend&o imaturo respectivam@ntdetalhe do
explante segmento de folha (2X2mm) de plantula gerdain vitro; j)
detalhe do explante segmento planta jovem (2X2mr)) detalhe do
explante segmento de pend&o imaturo (2mm) cultvadeitro. Passo
Fundo, FAMV/UPF, 2008.
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2.3.3 Manutencéo e selecao dos calos embriogénicos

As culturas foram mantidas no escuro &28 aos 42 dias os
calos embriogénicos foram identificados e seledosacom auxilio
de lupa estereomicroscopica. Calos embriogénicos setores
contendo calos embriogénicos foram pesados e érioies$ para meio
de manutencdo o qual & similar aos meios de indudderindo
apenas pela auséncia de Agi\®pelo aumento da concentracao de
2,4-D para 2 mg.t no meio M1 e M2 (ARMSTRONG et al., 1994).
Os calos embriogénicos induzidos no meio M3 foteansferidos
para meio de manutencgao idéntico ao meio de inddiféondo pela
auséncia de espermidina e contendo somente 10'rdg.hitrato de
prata (protocolo adaptado de Ahmadabadi et al. 2006

As culturas foram subcultivadas a cada 21 diaa p&io de
manutencdo fresco para multiplicacdo dos calos.e8tencalos ou
setores embriogénicos foram subcultivados. O awngatmassa dos
calos foi registrado a cada duas semanas até de84le subcultivo
para avaliar o crescimento dos mesmos.

As variaveis analisadas foram: frequéncia de scalo
embriogénicos aos 42 e 84 dias de subcultivo, nfessea dos calos
embriogénicos aos 42 e 84 dias de subcultivo e daxerescimento
dos 42 aos 63 dias de subcultivo. A massa frescadi@rminada
através de pesagem dos calos embriogénicos seddomem placa de
petri pré pesada em camara de fluxo laminar durartansferéncia

para 0os meios de manutengao.
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Foi adotada a metodologia de Conner & Meredith apud
Yoshida & Yoshida (2002), para avaliar a taxa descmento dos

calos embriogénicos. Para isto utilizou-se férmula:

TC= (MFf — MFi) x 100 /MFi, onde:
TC= Taxa de crescimento de calos em massa freg¢a (%
MFf= Massa fresca final de calos;

MFi= Massa fresca inicial de calos.

O delineamento experimental utilizado foi compietate
casualizado com 5 repeticbes para cada tratameéntanidade
experimental foi uma placa de petri contendo 10m&ggos dos
diferentes explantes. Sendo que o experimento stansium fatorial
com a utilizacdo de 4 genodtipos, 3 meios de indugéocalos
embriogénicos e 3 explantes.

Os dados relativos a porcentagem foram transfaegubr
transformacédo angular segundo a férmula (arcvs€b00) e dados
relativos a massa fresca foram transformados pamsfiormacao
logaritmica segundo a formula (log x).

Para analise estatistica foi utilizado a ANOVAnde a
diferenca das médias da porcentagem de embriogénamuoparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dddasassa fresca
e taxa de crescimento foram comparados pelo tesf@udcan a 5%
de probabilidade, utilizando o programa estatisGS (Statistics
Analysis System) (SAS INSTITUTE, 1998).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interagéo entre explante x meio de cultueamante x
genotipo na producdo de calos embriogénicos aos 82 dias de
cultivo.

Os gendtipos HS1, HS2 e V4 produziram calos eméniogs
somente a partir de pendé&o imaturo, o que indiceeapacidade dos
explantes foliares destes gendtipos respondémewitro (Tabela 1).
Para o explante penddo imaturo ndo houve difereamae 0s
gendtipos na producdo de calos embriogénicos, 2as abs 84 dias

de cultivo.

Tabela 1. Porcentagem de calos embriogénicos aos 42 e 84ddia
cultivo a partir de 3 explantes de milho. PassodbuirAMV/UPF,

2008

Explantes

Gendtipo Pendéo Folha de planta jovem  Folha deyléin vitro

Porcentagem de calos embriogénicos aos 42 dias
HS1 A 262 a B 0 b B 0 a
HS2 A 18 a B 0 b B 0 a
L20 AB 12,7 a Al1l53 a B 0 a
V4 A 158 a B 0 b B 0 a

Porcentagem de calos embriag&naos 84 dias

HS1 A 272 a B 0O a BOa
HS2 A 8 a A 0 a AOa
L20 A 145 a A 153 a BOa
V4 A 144 a B 0O a BOa

* Médias seguidas de mesma letra mailscula na knh@nuscula na coluna ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey a 8% 42 dias= 107,64%. CV 84

dias=110,11%.
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Nenhum calo embriogénico foi obtido a partir ddtica de
folhas de plantula obtida vitro nos genadtipos testados.

O explante folha de planta jovem somente foi efi? na
inducdo de embriogénese somatica quando o gendifo foi
utilizado (15,3%), néao diferindo da frequéncia d®s embriogénicos
obtidos a partir do pendao imaturo aos 42 dias7faRe 84 dias de
cultivo (14,5%). Na figura 2 sdo mostrados aspeatos calos
embriogénicos obtidos dos explantes foliares ea&ldo imaturo do
gendtipo L20.

Em cereais, notavelmente em milho, tem sido ampitene
demonstrado que o genodtipo desempenha um papédlicsiimo na
iniciacdo de culturas embriogénicas (GREEN & PHRE| 1975;
DUNCAN et al., 1985; TOMES & SMITH, 1985; HODGES, &.,
1986; PRIOLI & SILVA, 1989; CARVALHO et al., 199BILVA et
al., 2003; VARNIER, 2004, GRANDO et al., 2004; GRBN et al.,
2005; GRANDO et al.,, 2006). A resposta diferencadtre os
gendtipos pode ser explicada pela presenca de gewvedvidos na
receptibilidade dos reguladores de crescimento @&HO&
GALLAGHER-LUDEMAN, 1989), bem como com as varia¢dess
niveis de hormbénios endogenos do explante (Norsapyd
BHASKARAN & SMITH, 1990). Além disso, Wernicke & Bttell
(1982), relatam que diferentes explantes obtidpartir de um Unico
genotipo ndo respondem identicamente ao cultivoyguelmente
devido as variacdes de gradiente dos hormoéniosgends.

Jiménez & Bangerth (2001), visando a otimizacdo de
protocolos para producdo de calos embriogénicosného com alta

longevidade, avaliaram os niveis de hormoénios esrigdo explante
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embrido imaturo e nos calos gerados de diferemedtipos de milho.
Eles verificaram que apenas as diferencas nossmitai (Acido 4-Cl-
3-indolacético) endogeno tiveram correlacdo com as variagcdes nas
propriedades morfogénicas dos calos, sendo quésnérelégenos
mais altos de AIA eram tipicas de calos embrioggni&les também
observaram que a perda da capacidade embriogérsczatbs devido
a um periodo prolongado na cultura ocorre concar@taente com
uma reducdo nos niveis de AIA. O horménio ABA (&cabscisico)
teve maiores niveis nos calos embriogénicos, jévass do hormonio
GAs (acido giberélico) foram menores em calos eogf@micos que
em calos ndo embriogénicos. Ainda os menores ndeid/ZR (Z=
zeatina e ZR= trans zeatina ribésido) foram enedos nos calos
embriogénicos.

Lozovaya et al. (2006) identificou as seguintesc@risticas
de tecidos de milho com elevado potencial paranege plantas:
altos niveis de asparagina, asparatato e indok&hblyj menores
niveis de acucar e DIMBOA; baixos niveis de GABAaeido
clorogénico, comparado a tecidos ndo regeneraveis.

A resposta embriogénica dos genotipos estudadgseasente
trabalho se manteve até os 84 dias ressaltandgeavolade dos calos
obtidos.

Segundo Jiménez & Bangerth (2001) e Varnier (20@4)
importante que os calos embriogénicos tenham lodgée, pois os
mesmos, depois de submetidos a transformacao geiévem passar
pelo processo de selegcdo para obtencdo de linhdgamsgénicas
antes de serem transferidos para o meio de regdéoece plantas.

Surpreendentemente Piralov & Abraimova (1999) cguisam a
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regeneracdo de calos embriogénicos de milho ap@®» @nos da
inducéo de calos.

Os meios de cultura M1 e M2 foram superiores dagéo de
calos embriogénicos para penddo imaturo aos 42 dai&d de
subcultivo, comparado ao meio M3 (tabela 2). O mé® também
nao foi eficiente na inducdo de calos embriogéniaopartir de
explantes foliares dos genotipos testados. Este fimiedesenvolvido
por Ahmadabadi et al. (2006) para inducado de cainbriogénicos

apartir de explantes foliares.

Tabela 2. Porcentagem de calos embriogénicos aos 42 e 84ddias
cultivo em diferentes meios de cultura. Passo FuiddMV/UPF,
2008

Explantes

Meios Pendao imaturo Folha de planta jove Folha de plantula vitro

Porcentagem de calos embriogénicos aos 42 dias

M1 A 269 a B 2 a BOa
M2 A 25,7 a B 95 a BOa
M3 A2 b A 0 a BOa
Porcentagem de calos embriogénicos aos 84 dias
M1 A 244 a B 2 a BOa
M2 A 20,2 a AB 95 a BOa
M3 A4 b A 0 a AOa

* Médias seguidas de mesma letra mailscula na knh@ndscula na coluna néo
diferem significativamente pelo teste de Tukey a &% 42 dias=107,64%. CV 84
dias=110,11%.
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Todos os meios de cultura utilizados neste estado domo
base o meio N6 suplementado com o regulador deigresto 2,4-D,
diversos estudos tém confirmado que a utilizacad®,deD foi um
fator critico na inducdo de calos a partir de e@dwiimaturos de
milho (ARMSTRONG & GREEN, 1985; BOHOROVA et al., 9%,
CARVALHO et al., 1997, HUANG & WEI, 2005). Em embds de
milho da linhagem A118, foram testadas diferentasentracdes de
2,4-D variando de 0,002 a 2 mg.le concentracdo 6tima para a
inducdo de calos embriogénicos foi 2 my.(BRONSEMA et al.,
2001). Esta concentracdo foi usada no meio M2 enbldresente
experimento. No entanto, o meio M3 contém ainda @incentracéo
de AgNQ (800 mg.l* ou seja 4,71 mM) e 0.5 mMLde
espermidina. Os meios M1 e M2 apresentammM.@e AgNG; e
auséncia de espermidina. A espermidina foi utiblzagcentemente
para inducdo de embriogénese somatica @cotea catharinensis
(DIAS et al., 2007).

O nitrato de prata (AgN$) é conhecido por ser um potente
inibidor da acédo de etileno endogeno dos explangiss,influéncia a
divisdo celular e citodiferenciacdo (SONGSTAD et d1988). O
efeito positivo de AgN@foi observado em alguns genétipos de milho
(VAIN et al. 1989; SONGSTAD et al. 1991) e trigd5RNANDEZ et
al. 1999). Carvalho et al. (1997) também relatacpra a adicdo de
AgNO; ao meio de indugcdo aumentou significativamenteodytgao
de calos embriogénicos de embrides imaturos detigesdde milho
tropicais quando utilizado na concentracao deN8

No caso do meio M3 o nitrato de prata foi utiliaagin alta

concentracdo, o que pode ter tido um efeito prejaldno processo de
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inducdo de calos embriogénicos dos materiais testadoncordando
com os resultados de Huang & Wei (2005) que relatague a
concentracdo de 10 mg'lde AgNQ aumentou significativamente
embriogénese somatica, porém concentracbes ma(@@esng.L")
inibiram fortemente a formag&o de calos embriogénio que pode
ter sido devido ao efeito prejudicial de ions Ags calos.

Ao contrario dos dados obtidos neste experimento,
Ahmadabadi et al. (2006), obtiverasucesso na inducdo de calos
embriogénicos de segmentos de folhas em um hideduoilho (Pa91
X H99) utilizando o meio de inducdo de calos M jdeeinduzido
calos em 65% dos explantes cultivados. Os caladazbtnantiveram
sua embriogenicidade e capacidade de regeneragdpefm menos
um ano. Uma observacdo importante deste autorueiajresposta
embriogénica decresceu conforme o grau de difeagécido tecido,
sendo que a frequéncia de calos embriogénicos daomaom a
diminuicdo da idade da folha, folhas mais amaralgdaduziram calo
tipo | com alta eficiéncia em 20-30% dos segmed&o®lhas.

Os dados mostrados no presente experimento elagenc
claramente o efeito do explante na inducdo de @atdwmiogénicos de
milho. Esta diferenca na resposta reflete a exigéde diferentes
tipos de células e graus de diferenciagdo entneessnos.

Para Santos (2003), ao longo da vida ontogendticzlula, ha
uma canalizacdo do desenvolvimento que leva a acidade
progressiva de alterar a programacao genética. dastalizacdo se
chama determinagéo celular, sendo que este corestéaliretamente
associado ao de competéncia celular, que é a dagacida célula

responder a sinais quimicos ou fisicos especifitas temperatura,
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reguladores de crescimento, etc.) e assim seguar roa especifica.
Quanto maior o nivel de determinacdo da ceélula meeod sua
competéncia em responder a sinais externos, asaimfarte devera
ser 0 mensageiro quimico para que esta célula teabhadestino
alterado (CHRISTIANSON & WARNICK, 1985; 1988).

Existem células na planta que se encontram nundaesta
indiferenciado ou indeterminado, estas célulasgeande plasticidade
podendo segquir diferentes vias de desenvolvimentoresposta as
condicbes ambientais impostas, sendo facilmente ipmaneis
(tecidos meristematicos e embrionarios). A célutgetal tem a
capacidade de desdiferenciacéo, ou seja, a cadaci#aregressar ao
estado meristemético ocorrendo uma desprogramégélbdica com
reprogramacéao génica (SANTOS, 2003). A redifereg@male uma ou
mais células pode em condi¢cdes adequadas de cuntuiteo resultar
na formacdo de uma planta completa. Este € o prncila
totipoténcia celular, ou seja, a capacidade que céhala tem de
regenerar um organismo completo e diferenciado dal @la é
derivada.

Tanto a aquisicdo de competéncia, quanto a detagdd séo
reflexos da expressado diferencial de genes enwdwiths processos
de desenvolvimento (PERES, 2002). Isto se refltgoém na idade
do explante. Explantes mais velhos respondem manaso, Varnier
(2004) testou o efeito de diferentes tamanhos dd@es imaturos na
inducéo de calos embriogénicos de milho (1 a 6 emainprimento),
obtendo maior frequencia de calos em penddes der-ZPenddes

acima de 4 cm nao respondemvitro.
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Em aveia, o efeito da idade do explante foi okesdmwem cinco
cultivares, onde embrides imaturos de 2-3 mm prioaloz em média,
20% de calos embriogénicos (BISPO et al.,, 2003yuanto que
embrides imaturos, dos mesmos genotipos, produzieaoa de 4,6%
deste tipo de calos (SOUZA et al., 2002).

Este declinio na iniciacdo da embriogénese é€,auedmente,
devido as mudancas fisioldgicas dentro do expldatante o curso do
seu desenvolvimento. Os resultados obtidos no peesxperimento
sugerem que os explantes foliares, por serem nsgiscelizados e
diferenciados, sdo mais determinados que 0s penidiesiros e
portanto menos competentes a respiostéro.

A tentativa do presente trabalho de identificar explante
rapidamente disponivel como é o caso do explatita fibe plantulas
germinadasn vitro ndo foi frutifera para os genotipos utilizados.

Da mesma forma, Souza et al. (2006) ao selecionarem
explantes mais rapidamente disponivel, testarasretifes explantes
(meristema apical obtido de sementes germinadastiro, sementes
maturas de milho; segmentos de coleoptilos obtidessementes
germinadasn vitro, base do mesocoétilo e mesocotilo, dos mesmos
genotipos utilizados no presente estudo, porém umensuperou o
explante pend&o imaturo.

Ao contrario dos resultados obtidos no presenteraxgento,
Conger et al. (1987) visando a aceleracdo de tempmelhor
utilizacdo de espaco, avaliaram segmentos folideesiilno quanto a
inducdo de embriogénese somética e apés 3 a 4 asman
observaram a formacao de calos, e indicaram quéaséle folhas de

milho eram totipotentes e capazes de diferenciagin embrides.



92

Ahmadabadi et al. (2006) utilizaram com sucessomaate folha
jovem obtido de sementes germinadasitro e de plantas com 6 a 7
semanas de idade.

Em aveia, Lamb et al. (2001) utilizaram o expabése da
folha na producdo de calos embriogénicos que pbisibreduzir o
tempo de regeneracdo de plantas para 5 mesesrenm@ggenotipos
considerados sem habilidade de regeneracdo deapldriaich et al.
(2003) utilizaram o explante base da folha em ageateve sucesso,
sendo este explante considerado como ideal para,ageis é
independente do gendtipo, com alto potencial ergbritco e pode ser
disponibilizado em todas as épocas do ano.

O gendtipo L20 foi o Unico genodtipo a produzir osal
embriogénicos a partir de folhas, e sua frequéfacisgemelhante ao
pendao imaturo do mesmo gendtipo (Tabela 2). Nanémt observou-
se um lento desenvolvimento dos calos obtidos tfefds calos
eram pequenos com crescimento reduzido comparado aaos
obtidos de pendéo. Para quantificar o comportaonéifierencial dos
calos embriogénicos obtidos de folha e de pendageddtipo L20
induzidos nos meios M1 e M2 foram realizadas agaéa de massa

fresca do calo aos 42 dias e aos 84 dias de c(Rigara 2).
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Figura 2. Calos embriogénicos obtidos de planta jovem elf@ernmaturo
do gendtipo L20 aos 84 dias de cultivo. a, b) calos
embriogénicos obtidos de planta jovem do genoti®0 L
cultivados no meio M2, c,d,e) calos embriogénicbtdos de
penddo imaturo do gendtipo L20 cultivados no meib Masso
Fundo, FAMV/UPF, 2008.

A interacdo entre meios de cultura e explantesifmiificativa
tanto na andlise aos 42 dias como aos 84 dias ltleoclPara o
explante folha, o meio M2 induziu calos de maiossaafresca que 0
meio M1 tanto aos 42 dias como aos 84 dias. Jaando explante
pendao imaturo os meios ndo apresentaram diferegasicativas
(Tabela 3). Com base na massa fresca de calosanak a taxa de
crescimento dos mesmos (Tabela 4).
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Tabela 3. Massa fresca de calos embriogénicos obtidos dedpend
imaturo e folha de planta jovem do genoétipo L20 mesios de
inducéo de calos M1 e M2. Passo Fundo, FAMV/UPB820

Explantes
Meios de cultura Pendao imaturo  Folha de planta jovem
Massa fresca calos embriogénicos 42 dias (mg)

M1 A 2556 a B 64 b
M2 A 833 a A 3874 a
Massa fresca calos embriogénicos 84 dias (mg)
M1 A 14452 a B 1915 b
M2 A 2559 a A 1286,8 a

* Médias seguidas pela mesma letra maildscula ha knmindscula na coluna néo
diferem pelo teste de Duncan a 5%. Cv 42 dias=%47(2V 84 dias= 15,0%.

Os calos induzidos de pendao imaturo cultivadosmem M1
apresentaram maior massa fresca (2956 mg) quelass alatidos de
folhas (64 mg) aos 42 dias de cultivo neste me@béla 3). Esta
superioridade foi mantida aos 84 dias de cultivtjeoos calos de
penddo apresentaram massa fresca média de 14452 degfolha
191,5 mg.

Em trabalhos com aveia, Bispo et al. (2003), iakaih a
massa fresca de calos embriogénicos obtidos ded@abmaturos de
aveia de cinco cultivares, cultivadas em dois mades cultura,
verificando a interacdo entre cultivares e meiosudtira aos 60 dias
de subcultivo, porém nao foi observado efeitos @gomde cultura,
cultivares e interacao entre eles na avaliaca®@as 120 dias. Flach
et al. (2003), utilizarm os mesmos gendtipos deaagte Bispo et al.
2003, porém com o explante meristema apical. Negb@lho nao foi
verificada a influéncia dos meios de cultura nasadsesca dos calos

embriogénicos na avaliacao de 60 e 90 dias de/aulti
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A massa fresca € uma medida que indica a qualidad=lo
embriogénico, bem como seu potencial de cresciméxtiigura 3
mostra o aspecto dos calos embriogénicos produzadpsartir de
penddo imaturo do gendtipo L20 no meio M1.

Figura 3. Placa de petri evidenciando o tamanho e qualidedealos
embriogénicos obtidos de pendéo imaturo do gendiib
cultivados no meio M1 aos 84 dias de cultivo. Pdssudo,
FAMV/UPF, 2008.

Com base na massa fresca de calos embriogéniddehio
gendtipo L20 foi calculada a taxa de crescimenipressa em
porcentagem destes calos em um ciclo de subcutiv®42-63 dias,
de forma que também foi observada a mesma inteegée meio de
cultura e explante observada para a variavel mfigsaa de calos
embriogénicos. A medida da taxa de crescimentadios € Util uma
vez que nédo leva em consideracdo a massa fresal o calo e sim
seu crescimento em termos de porcentagem.

Os calos embriogénicos obtidos de folha cresceraas m
intensamente quando cultivados no meio M2 (587,8%rescimento)

comparados ao meio M1 (49,1%). Para calos embricggmobtidos
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de penddo imaturo os meios de cultura néo inflaegaci no
crescimento (Tabela 4).

A medida da taxa de crescimento dos calos obtidgzeddao
imaturo foi superior (3787%) a taxa de crescimet@ao do explante
folha jovem (49,1%) cultivados no meio M1 (Tabelp Z£sta
diferenca no crescimento ndo foi observada quasties eexplantes

foram cultivados no meio M2.

Tabela 4. Taxa de crescimento dos calos embriogénicos
embriogénicos obtidos de pendao imaturo e folhplaeta jovem do
gendtipo L20 nos meios de inducdo de calos M1 eR&&so Fundo,
FAMV/UPF, 2008

Taxa de crescimento 42 a 63 dias (%)

Meios de cultura Explantes

Pendao imaturo Folha de planta jovem
M1 A 3787 a B 49,1 b
M2 A1872 a A 586,7 a

* Médias seguidas pela mesma letra mailscula i@ lexmindscula na coluna ndo
diferem pelo teste de Duncan a 5%. Cv: 16,6%.

Em trabalhos com aveia, Bispo et al. (2003) e H-lec al.
(2003), verificaram que a taxa de crescimento dadosc
embriogénicos durante o primeiro subcultivo també@o foi
influenciado pelo meio de cultura e gendtipos thesta

Assim dos vinte e quatro tratamentos testados @guintes
foliares (2 explantes, 3 meios e 4 gendtipos) stenem tratamento
resultou na formacéao de calos embriogénicos (etgfatha de planta
jovem no gendtipo L20), evidenciando as limitac@es uso deste

explante.
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4 CONCLUSOES

- Segmentos foliares de milho apresentam potetioidiado
de embriogénese somatica para 0os genétipos testados

- Calos embriogénicos de explantes foliares fox@nidos
somente no genotipo L20;

- O pendéo imaturo é o explante mais vantajosach#zdo de
calos embriogénicos comparado aos explantes fgjiare

- O meio M3 néo foi eficaz na inducéo de calos rogBnicos
nas condicdes testadas;

- Nao houve diferenca entre os genétipos na pémde calos

embriogénicos quando se utilizou o pendao imatanoacexplante.



CAPITULO I

MELHORAMENTO DA CAPACIDADE EMBRIOGENICA A
PARTIR DE CRUZAMENTOS ENTRE LINHAGENS DE
MILHO SELECIONADAS IN VITRO.

Marilia Rodrigues de Silval, Magali Ferrari Grando? Thomas
Paulo Kazmirski®, Lizete Augustir', Marilei Suzin®

RESUMO

A engenharia genética € um potente instrumembo
melhoramento do milho. O cultivio vitro € um pré-requisito para a
obtencdo de plantas transformadas. Diferencas ipegag tem um
papel significativo na iniciacdo de culturas em@éimicas nesta
espécie. O objetivo deste trabalho foi desenvdivieridos a partir do
cruzamento reciproco de duas linhagens de milho €L2.20)
selecionadam vitro quanto a capacidade de inducao de embriogénese

somatica e avaliar a capacidade dos hibridos ndupém de calos
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embriogénicos visando sua utilizagdo em experinsedéoengenharia
genética. O experimento foi desenvolvido no Lakprat de
Biotecnologia Vegetal da FAMV/UPF. Duas linhagehg € L20),
com alta frequéncia de calos embriogénicos, forssadas em
cruzamentos reciprocos para obtencdo de hibridwa. &valiacdo da
capacidade embriogénica, penddes imaturos (1-2as)inhagens e
seus hibridos H3MT-1 (L2 X L20) e H3MT-2 (L20 XLZpram
cultivadas no meio basico N6 modificado por Sorystaal. (1992).
Aos 42 dias de subcultivo foram avaliadas as frega8 de calos
totais e embriogénicos e aos 42 e 84 dias foi adala massa fresca
dos calos embriogénicos. O delineamento experirhetilizado foi o
DCC com 5 repetiches para cada tratamento e asadesd
experimentais foram placas de petri contendo 1theatps de pendao
imaturo. Para analise estatistica foi utilizado HOVA, sendo a
diferenca das médias da frequéncia de calos codgmyr Tukey a
5% e os dados de massa fresca comparadas por Dans¥n Foi
possivel a obtencdo de hibridos utilizando as dinasgens como
genitores femininos e masculinos. Quando analisagaoducdo de
calos totais os gendtipos L2 e H3MT-2 produziranil® e 86,3%
respectivamente, mostrando superioridadde ao gendf0 (40%),
mas nado diferiram do hibrido H3MT-1 (61,7%). Ppoacentagem
calos embriogénicos o hibrido F1 H3MT-2 (32,5%) $oiperior a
linhagem L2, mas néo se diferenciou da linhagem (32%6) e do
hibrido H3MT-1 (17,7%). Para massa fresca de cafoBriogénicos
aos 42 dias de cultivo ndo houve diferenca entrgeostipos. Ja aos
84 dias os calos embriogénicos do genitor L20 foraais pesados

(6016mgQ) e este mostrou superioridade aos gendatidsT-1 (1402
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mg) e H3MT-2 (1100mg) e a linhagem L2 (318mg) qaamtmassa
fresca de calos embriogénicos. Embora os hibreldsaim superado o
genitor L20 na producdo de calos embriogénicos ssafresca de
calo, a utilizacdo de plantas hibridas € vantgpaés hibridos simples
sdo plantas que apresentam alto vigor quando cawhpar linhagens.
Com estes resultados verificamos que foi possivebi@ncdo de
hibridos a partir do cruzamento das linhagens seladas para
respostan vitro, que hibridos F1 de milho ndo diferiram do genitor

L20 no que diz respeito a producéo de calos emémiogs.

Palavras chaves:Zea maysL., embriogénese somatica, gendtipos
responsivosn vitro.



IMPROVEMENT OF EMBRIOGENIC CAPACITY BY
CROSSING IN VITRO SELECTED MAIZE INBRED LINES IN
VITRO
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Paulo Kazmirski®, Lizete Augustir’, Marilei Suzin®

ABSTRACT

Genetic engineering is a powerful tool in maizeiavement.
The in vitro cultivation is a requirement for obtaining transfied
plants. Genotypic differences play a significariéra the initiation of
embryogenic cultures in this species. This work emimio develop
maize hybrid with high embryogenic capacity by sing two inbred
lines presenting highn vitro response related to the capacity of
somatic embryogeneis induction. The experiment e@sucted at
the Laboratory of Plant Biotechnology at FAMV/UPFRwo inbred
lines (L2 and L20) were used in reciprocal crossesbtain F1
hybrids. Immature tassel (1-2 cm) from inbred liaesl their hybrids
H3MT-1 (L2 x L20) and H3MT-2 (L20 XL2) were cultitad on basic
media N6 modified by Songstad et al. (1992) fotusainduction. At

42 days of cultivation it was evaluated the freques of total and
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embryogenic callus. The fresh weight was evaluatet? and 84 days
of cultivation. The experiment was randomized catgly designed,
with five replications, and the experimental unitgs one petri dish
with 10 tassel segments. The data were submittétetdNOVA and
the difference among callus frequency average waspared by
Tukey test at 5%, and the data on callus fresh hetggmpared by
Duncan test at 5%. It was possible to obtain hybrding the two
inbred lines as male and female parents. When ewagthe total
callus production, the inbred line L2 and the hgb#H3MT-2
produced 87.1% and 86.3% respectively, higher t&h genotype
(40%) but not differing from H3MT-1 hybrid (61.7%)For
embryogenic callus percentage, the F1 hybrid H3MB25%) was
superior to the inbred line L2 (0%), but not diffat from L20 (32%)
and hybrid H3MT-1 (17.7%). For fresh weight of eydgenic callus
at 42 days of cultivation there was no differeneéneen genotypes.
But tat 84 days of cultivation, the parent line LZ®oduced
embryogenic callus with higher fresh weight (6.09%mshowing
superiority to H3MT-1 (1.402 mg) and H3MT-2 (1.10§)rhybrids
and parent line L2 (318mg). Although the hybrideganted the same
embryogenic potential compared to the parental Lid@, the use of
hybrid plants is beneficial because the plantsgirethe hybrid vigor
compared to the inbred lines. In this experimentvédis possible to
develop maize hybrids with high capacity to proderebryogenic

callus.

Key words: Zea mayd.., somatic embryogenesis, responsiveitro
genotypes.
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1 INTRODUCAO

Em funcéo de seu potencial produtivo, composigimiga e
valor nutritivo, o milho constitui-se num dos margortantes cereais
cultivados e consumidos no mundo. A engenhariatganiepresenta
um potente instrumento no melhoramento genéticeadesltura por
permitir a introducdo de genes que conferem cafattas
desejaveis.

Entretanto, a produgcdo de plantas geneticamente
transformadas depende da integracdo do gene exégeoé@ula alvo
e da eficiéncia com que plantas sao regeneradadiadestas células.
Assim, as técnicas de biologia molecular em asg@ciacom as
técnicas de cultura de tecidos vegetaigitro constituem a base para
a obtencdo de uma planta transgénica. Portantstabedecimento de
um protocolo adequado para o cultivo e regenerdeduaantas € pre-
requisito em estudos com transformagdo genéticAARA et al.,
1995).

Os sistemas mais utilizados em milho para a regeée de
plantasin vitro tém sido a partir de calos embriogénicos induzaks
explantes jovens contendo células embriogénicametstematicas,
como embrides e penddes imaturos (GREEN & PHILIPS/5;
SONGSTAD et al., 1992; ZHAO et al., 2001; SILVA a&t, 2003;
2004; 2005; VARNIER, 2004; GRANDO et al., 2004; 30(SHIDA
et al. 2007; VEGA et al., 2008).

Calos embriogénicos sdo compostos de massa celolso
diferenciada, apresentando estruturas globularesresentando

embrides somaticos que germinam e dao origem aaglaompletas
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(VASIL et al., 1984), podendo regenerar plantagarimpde uma Unica
célula (WELTER et al., 1995). Desta forma a capaédde inducao
de calos embriogénicos com potencial de regene@degdantas, tem
sido essencial para a obtencao de plantas genetitarmodificadas
(ARMSTRONG, 1999).

Infelizmente a maioria dos gendtipos de milho, espaente
as variedades elite, apresentam pobre respostdro, aspecto que
limita o nUmero de gendtipos que foram eficientaiméransformados
(ISHIDA et al., 2007).

Diferencas genotipicas na iniciacado de culturasrieg@nicas
de milho ja& foram relatadas extensamente na litexafGREEN &
PHILLIPS, 1975; DUNCAN et al., 1985; TOMES & SMITH985;
HODGES et al.1986; PRIOLI & SILVA, 1989; BHASKARAN &
SMITH, 1990; CARVALHO et al., 1997; VARNIER, 2004;
FERNANDES et al. 2008). No Laboratorio de Biotecgih Vegetal
da UPF foram testados 39 genétipos de milho deeatlifes programas
de melhoramento, sendo que somente 21 genotips) @Bdduziram
calos embriogénicos, e destes 11 (28%) mantiverana S
embriogenicidade ao longo dos subcultivos, sendsipgel regenerar
plantas de somente 10 gendtipos (25,6%) (SILVA let 2003;
VARNIER, 2004; GRANDO et al., 2004; 2005; 2006).

Diversas linhagens e hibridos de milho adaptadegidées de
clima temperado tém sido utilizados para inducaoutteiras de calos,
porém, a regeneracao de plantas a partir de calbsagénicos tem
sido obtida eficientemente a partir de poucos geost destacando-se
a linhagem americana A188, que apresenta pouco a&gfondémico,

mas apresenta alta capacidade de inducdo de calmsogénicos e
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regeneracao de plantas (GREEN & PHILLIPS, 1975; ARMRONG
et al., 1992; ISHIDA et al., 1996; DANILOVA & DOL®H, 2004).

Um grande avanco no cultivdn vitro ocorreu pelo
desenvolvimento do hibrido Hi-ll, a partir do croEnto entre as
linhagens A188 x B73. A formagédo de calos embriagén da
linhagem B73 foi incrementada drasticamente peleognessao de
fragmentos de cromossomo da linhagem A188 por awtamento
(ARMSTRONG et al.,, 1991). A linhagem A188 apresetiza
capacidade embriogénica enquanto que a linhagenpBxRiz calos
ndo embriogénicos (JIMENEZ & BANGERTH, 2001). AHagem
A188 tem sido considerada o melhor gendtipo pai@amculturas
embriogénicas (GREEN & PHILIPS, 1975; HODGES & KAMO
1986), enquanto a linhagem B73 apresenta fracaostsm vitro
(HODGES & KAMO 1986). No entanto, o hibrido Hi-lpeesenta
excelente respostan vitro em termos de producdo de calos
embriogénicos do tipo Il com alto potencial de regacdo de plantas
(VEGA et al., 2008), e tem sido amplamente utilzados
experimentos de transformacdo genética de milmbo feelo método
de biobalistica (GENOVESI et al., 1992; SONGSTADakf 1992;
WALTERS et al.,, 1992; GRANDO, 2001; GRANDO et #005)
como viaAgrobacterium tumefacieffUPOTTO et al., 1998; ZHAO
et al.,, 2001; FRAME et al., 2002; SHOU et al., 200EGA et al.,
2008).

Da mesma forma, a linhagem A188 tem sido muitazatia
para este fim (ISHIDA et al., 1996; 2007; DANILOVADOLGIKH,
2005) e isso demonstra a importancia e necessidadeentificar
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gendtipos responsivas vitro para a utilizagdo da engenharia genética
em milho.

Vérias linhagens recalcitrantes cruzadas com Ab&®dram
hibridos que foram usados na transformacdo pelooduétda
Agrobacterium tumefacienpor exemplo, W117 x A188, W59E x
A188, A554 x A188, W153R x A188 e H99 x A188 (ISHALt al.,
1996) e Al188 x R91 (DANILOVA & DOLGIKH, 2004). Essa
estratégia tem sido utilizada pois embora a linlreg&88 tem pobres
caracteristicas agronémicas ele apresenta Otirpasen vitro.

Outros gendtipos responsivipsvitro, além da linhagem A188
e do hibrido americano Hi-Il, tém sido identificadwor varios grupos
e ja utilizados na transformacao de plantas. InGmeutros genotipos
ja foram testados para este fim, as linhagens WIM59E, A554,
W153R e H99 (ISHIDA et al., 1996), o hibrido Chi¥latetoS.G e a
linhagem R91 (DANILOVA & DOLGIKH, 2004); os hibrido
LH74xA641, LH262xLH252, LH198xLH227, FR1064xFR1064
(SDMS)xLH185,LH176 e LH177xDMS e R23 (SAIRAM et ,al.
2003); B104, B114, e Ky21 (FRAME et al., 2006); HIOH43,
Jangdaok, Chalok2 (LEE at al., 2007) e o hibrid® KISHIDA et al.,
2007).

O milho esta entre as espécies em que a hibridécao
recomendada como método adequado de melhoramenido da
relativa facilidade de se obter altos niveis heieré (PATERNIANI
& CAMPOS, 1999). O melhoramento genético de m#ham dos
mais ativos campos da genética aplicada.

As linhagens utilizadas nos programas de melhoraomee

milho sdo altamente homozigotas e obtidas a pdéirsucessivas
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autofecundacbes de plantas selecionadas para adivobj de

melhoramento. Nas primeiras autofecundacdes, oaoma rapida

perda do vigor, estabilizando-se em seguida, & parsétima geracao
de autofecundacdo, a linhagem ¢é considerada hoétimzg
(PATERNIANI & CAMPOS, 1999). A escolha das linhagena

producdo de hibridos é de fundamental importandsto que o

desempenho de um hibrido depende da contribuicgitndeagens per
se (locos em homozigose) e da heterose entre &ass(em

heterozigose) (Vencovsky & Barriga apud BISOINIet2003).

Heterose ou vigor hibrido € o aumento de vigoraltiara de
planta, do conteudo de carboidratos, da produtiddada intensidade
de outros fenbmenos bioldgicos, decorrente do omamto de
individuos contrastantes (BOREM, 1997). Para Seshel. (2006) o
vigor hibrido representa a forca genética que roardribui para a
producdo mundial de alimentos, sendo que a basétigerpara a
heterose ndo é clara, porém as hipdéteses maisasacsiio a da
dominancia, sobredominancia e epistasia.

A hipotese da dominancia no hibrido pode ser eagéicpelo
fato de genes deletérios recessivos permanecenersads pelos
alelos dominantes. A teoria da sobredominancia esupfie a
existéncia de alelos contrastantes em cada looveqaria a ativacdo
de rotas bioquimicas, que somadas resultariam eenoke superior
ao daqueles individuos que apresentam um Uniccatgimo em cada
locus. J& a epistasia ocorreria em virtude da oexapinteracdo de
produtos génicos em diferentes loci (Shull; Brugeida BOREM,
1997).

Existem diversos tipos de hibridos. O hibrido sese refere
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a primeira geracdo do cruzamento de duas linhasohigoticas é
potencialmente mais produtivo que os outros hilri@@LIVEIRA,
1984), sendo considerado o topo da piramide dasdb&quanto a
uniformidade e produtividade (PATERNIANI & CAMPO$999).

Visto que a possibilidade de obtencdo de plantas
geneticamente transformadas € bastante dependectpdcidade de
produzir calos embriogénicos e regeneracdo de gdamtvitro, a
obtencdo de um hibrido de milho adaptado a regifials Brasil e
altamente responsivin vitro, representaria um grande avanco na
utilizacdo da engenharia genética no melhoramesgtadspécie.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver hibridogartir do
cruzamento reciproco de duas linhagens de milho €L2.20)
selecionada vitro e avaliar a capacidade dos hibridos na producéo
de calos embriogénicos visando sua utilizacdo epererentos de

engenharia genética.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

O experimento foi desenvolvido no telado, estufa e
Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Universelade Passo

Fundo, Passo Fundo-RS, no periodo de marco de 2@0&reiro de
20009.
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2.2 Obtencéo dos Hibridos

As linhagens L2 (programa de melhoramento de mdho
Embrapa trigo, gentilmente cedido pelo Dr. Henrifuezeira e Dra.
Beatriz Marti Emydio) e linhagem L20 (do programee d
melhoramento do milho da Universidade de Floridantigmente
cedido pelo Dr. Brian Scully) foram semeadas naoplerde 11/01/08
a 17/01/08 em telado contendo substrato previamenédisado e
corrigido; foram realizados controles de pragasendas conforme a
recomendacéo da cultura.

Quando na fase de reproducdo, as plantas emitiram a
inflorescéncia feminina, esta foi coberta com galéstico para evitar
contaminagdo com polen de outros gendtipos. Quandmendao
(inflorescéncia masculina) se apresentava em faselv(Figura 1)
para cruzamento, foi realizada a coleta do pdlesulesequente
cruzamento entre as linhagens, de forma que andsserh usados
com progenitores femininos e também como progesstarasculinos,
Ou seja, em cruzamentos reciprocos para verificag@oefeito
materno. ApOs a polinizacdo as espigas madurasnfa@etas e

realizou-se a contagem das sementes formadas.



Figura 1. Detalhe dos cruzamentos entre as linhagens [ 20alke milho: a)
inflorescéncias masculinas protegidas com sacopapel; b)
inflorescéncias femininas protegidas com sacostipiés para
evitar polinizagBes indesejaveis; c) detalhe disrescéncias da
linhagem L20. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2008.

2.3 Avaliacdo de hibridos quanto a indugcdo de cao
embriogénicos a partir de pendéo imaturo de milho

Os hibridos resultantes dos cruzamentos foramiaaleal e
comparados aos genitores (L2 e L20), quanto a mguede inducao
de calos embriogénicos. Para tal, as sementessdg=tétipos foram
semeadas em vasos em ambiente protegido e os pemdatiros
foram utilizados como explante para inducédo descatobriogénicos.

Os penddes imaturos foram obtidos de plantas coca ce 6-
7 semanas, conforme descrito por Songstad.gtl892) e Varnier
(2004). Ap6s a remocao das folhas externas foiizeed uma
desinfeccdo rapida e superficial com alcool 70%. fAlbas que
cobrem o penddo imaturo foram removidas em camardluko

laminar e penddes imaturos medindo 1-3 cm foranmtados em



111

segmentos de 2-3 mm e inoculados em placas de (€0 x. 15 mm)
contendo 25 ml de meio de inducéo de calo.

O meio de inducdo de calos era composto de maicdal6
(CHU et al., 1975) suplementado com 100 rig.e caseina
hidrolisada, 2,88 gt deL-prolina, vitaminas Ericson (0,5 mgtlde
tiamina HCI, 2 mg.L* de glicina, 0,5 mg.t de piridoxina HCL, 0,5
mg.L" de &cido nicotinico), 1M de nitrato de prata (AgN{ 20
g.L* de sacarose, 2 g'LPhytagel e 100 mgt de mio-inositol, 1
mg.L* de 2,4-D (SONGSTAD et al., 1992). O pH do mei f
ajustado para 5,8 com KOH (hidroxido de potassiojesa da
autoclavagem e o AgN{foi esterilizado por filtragem e adicionado
ao meio de cultura apds a autoclavagem do mesn#i°€ bor 20
minutos. Este meio foi previamente selecionado pmdotencédo de
calos embriogénicos apartir de penddes imaturos pdogenitores
(VARNIER, 2004; GRANDO et al., 2004).

2.4 Selecdo e manutencao dos calos embriogénicos

As culturas foram mantidas no escuro &28 aos 42 dias os
calos embriogénicos foram identificados e seledoeacom auxilio
de lupa estereomicroscopica. Calos embriogénicos setores
contendo calos embriogénicos foram pesados e éraohss para meio
de manutencao, o qual é similar ao meio de indudif&rjndo apenas
pela auséncia de AgNGe pelo aumento da concentracédo de 2,4-D
para 2 mg.' (ARMSTRONG et al., 1994).

As culturas foram subcultivadas a cada 21 diaa paio de
manutencgdo para multiplicagéo dos calos. O aundgatoassa fresca
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dos calos foi registrado a cada 21 dias até osi@td® cultivo para
avaliar o crescimento dos calos.

As variaveis analisadas foram: frequéncia total ahlos
(embriogénicos e ndao embriogénicos) aos 42 diasullro, calos
embriogénicos aos 42 dias de cultivo, massa fretms calos
embriogénicos aos 42 e 84 dias de cultivo. A mdsssca foi
determinado através de pesagem dos calos embiogéni
selecionados em placa de petri pré pesada em céméaxo laminar

durante a transferéncia para os meios de manutencao

2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi compietate
casualizado com 5 repeticdes para cada trataméstounidades
experimentais foram placas de petri contendo 1heatps de pendao

imaturo de 2mm de comprimento.

hY

Os dados relativos a porcentagem foram transforagao
transformacédo angular segundo a férmula (arcvs€hb00) e dados
relativos a massa fresca foram transformados pamsfiormacao
logaritmica segundo a formula (log x).

Para analise estatistica foi utilizado a ANOVAnde a
diferenca das médias da porcentagem de calos &isbriogénicos
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probalslidasl dados de
massa fresca comparados pelo teste de Duncan & ptolubbilidade,
utilizando o programa estatistico SAS (Statistiagalfsis System)
(SAS Institute, 1998).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel a obtencdo de hibridos utilizando assd
linhagens como progenitores femininos e masculf{Ragira 2 a e b).
As linhagens parentais utilizadas nestes cruzarmesd@o de diferentes
programas, sendo a L2 proveniente do programa tleoraenento da
Embrapa Trigo e a L20 do programa de melhoramerdo
Universidade de Florida e se destacaram por apegsem alta
frequéncia de calos embriogénicos obtidos de pendéaturos no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal da UPF (VARRIE2004;
GRANDO et al., 2005). Foram obtidas 511 sementesrdvamento
L2 X L20 a partir de duas inflorescéncias polinesi@ 860 sementes
do cruzamento L20 X L2 a partir de 8 inflorescésciBambém foi
possivel realizar a autopolinizacdo das linhageasitgyas para
multiplicacdo do material genético, o qual era drast escasso. O
Hibrido resultante do cruzamento L2 X L20 foi demuexo de
H3MT-1 e o hibrido resultante do cruzamento L20 2 foi
denominado de H3MT-2.
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Figura 2. Cruzamentos entre as linhagens L2 e L20 de npiira obtencéo
de hibridos. a) genitores e hibrido F1 (H3MT-1) iait do
cruzamento Linhagem L2 X L20; b) genitores e hibridl
(H3MT-2) obtido do cruzamento L20 X L2Passo Fundo,
FAMV/UPF, 2008.

Este trabalho visou a geracdo de hibridos de mibe
produzam alta frequéncia de calos embriogénicogxemplo do
Hibrido Americano Hi-ll desenvolvido por melhoranen
convencional e utilizado por inUmeros laboratoidesBiotecnologia
no hemisfério Norte. Para avaliar a respadstavitro, as sementes
hibridas F1 e os progenitores foram semeadas enemi@lprotegido
e cultivadasn vitro. A figura 3 mostra aspectos das plantas e pendao

imaturo utilizados neste experimento.
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Figura 3. Obtencéo do explante pendé&o imaturo dos genitohdisrielos de
milho a) plantas com 6 semanas de onde foram sbtislgpenddes
imaturos; b) pendao imaturo com aproximadamentem3de
comprimento; c¢) placa contendo meio de inducéoaltesccom os
segmentos de 2mm do pend&o imaturo. Passo Fundoy Pk,
2008.

Houve diferenca significativa (p=0,02) entre os@gos na
porcentagem de calos totais aos 42 dias de culfigura 4). Na

categoria total de calos estdo contabilizados descaquosos,

organogénicos e embriogénicos.
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*Médias seguidas por letras distintas diferem estneelo teste de Tukey a 5% de

significAncia. CV=29,5%.

Figura 4. Porcentagem de calos totais de milho observadogiaos
dias de cultivo a partir de pendao imaturo dasalygms
parentais L2 e L20 e seus hibridos F1 (H3MT-1 e A3M
2). Passo Fundo, FAMV/UPF, 2008.
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A linhagem L2 e o hibrido H3MT-2 produziram 87,1% e
86,3% respectivamente, mostrando superioridadedguenmparados
a linhagem L20 que produziu (40%), ndo sendo diferelo hibrido
H3MT-1 (61,7%).

Varnier (2004) contatou que houve efeito genabipita
inducdo de calos totais, sendo que a maior porgemale calos foi
observada no gendtipo L2 (56,4%), comparado a sutibridos e
linhagens de milho.

Em aveia, Souza et al. (2002), também observariito e
genotipico para a variavel frequéncia total de scabbtidos de
embrides maturos de genotipos sulbrasileiros dmasendo que esta
frequéncia variou de 51 a 91 %.

Foi observado efeito do genétipo na inducdo de scalo

embriogénicos aos 42 dias de cultivo (Figura 5).
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[l [}
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0 4

Porcentagem de calos emb rio genico

HaMT2 Lo HIMTI L2
Genotipos

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem sggtifiamente pelo teste de

Tukey 5%. CV=79,3%.

Figura 5. Porcentagem de calos embriogénicos de milho ocadesv
aos 42 dias de cultivo a partir de pendao imatuse d
linhagens parentais L2 e L20 e seus hibridos FM(H3 e
H3MT-2). Passo Fundo, FAMV/UPF, 2008.



117

O hibrido F1 H3MT-2 (32,5%) foi superior a linhagd.2,
mas néo se diferenciou da linhagem L20 (32%) eibiodo H3MT-1
(17,7%), isto indica a auséncia de efeito materrava pesta

caracteristica. Os calos embriogénicos obtidoseneldn imaturo dos
diferentes genotipos L20, H3MT-1 e H3MT-2 sédo nams na figura
6.

Figura 6. Aspectos dos calos embriogénicos de milho obtapendéo
imaturo do genitor L20 e dos hibridos F1 H3MT-1 &W-2, aos
42 dias de cultivan vitro. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2009.

Neste experimento, aos 42 dias, o genétipo L2 préduziu
calos embriogénicos, embora esta linhagem se nuostitamente
embriogénica em experimentos anteriores. Em expetivs
independentes conduzidos no ano de 2004, estagénhgroduziu
53,6 e 27,3% de calos embriogénicos (VARNIER, 20&) outro
experimento, a producdo de calos embriogénicos diestagem foi e
22,2%. Ainda, a linhagem L2 (27,3%) foi superio33agendtipos de
milho testados, sendo estes 16 linhagens, 14 b#ed3 variedades,
nao diferindo da linhagem L20 (12,7%) (VARNIER, 200 Para o

mesmo autor, as linhagens L2 e L20 tiveram capdeid& regenerar
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plantas in vitro, caracteristica essa limitada a poucos genotipos
avaliados. Estes dados justificam a escolha déstasgens como
genitores na producédo de hibridos com alta capaeida producao de
calos embriogénicos.

A baixa performance da Linhagem L2 no presente
experimento, pode ser justificado pelo baixo vigoe as plantas
apresentaram quando crescidas para a doacao dastesp Muitas
das plantas nédo se desenvolveram eficientementenastrando
frageis e com crescimento deficiente, indicand®ma de vigor das
sementes utilizadas. Este aspecto impediu a coggmarada
performance dos hibridos com os genitores. O edtsibldgico dos
explantes, estacdo do ano e condi¢cdes de cresoindast plantas
doadoras do explante pode modificar a expressigidiad genes que
controlam a inducdo de embriogénese somatica aneesEio de
plantas de milho (PRIOLI & SILVA, 1989).

No entanto, os hibridos gerados neste experimento
apresentaram uma eficiente resposta vitro, ndo diferindo da
linhagem L20 usada como genitor feminino do hibd@MT-2 e
masculino do hibrido H3MT-1.

No presente experimento ndo foi possivel investigipo de
interacd@o alélica que determina a heranca paraasdateristica, pois
nao foi possivel acessar adequadamente a perfoentandinhagem
L2 e nem geracBes posteriores, mas provavelmerte onérreu
heterose para esta caracteristica, e também naoewcefeito
materno.

Varnier (2004) avaliou 9 hibridos em contraste ceuas

linhagens genitoras, na inducdo de calos embriogénbbtidos de
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penddes imaturos aos 42 dias de cultivo. S6 umdbilapresentou
frequéncia de calos superior (7%) a ambos os gesit3,7 e 0%).
Trés hibridos produziram menor frequéncia de cglos ambos o0s
pais. A linhagem L2 (27,3%) cruzada com a linhagesn (0%)
produziu hibrido com apenas 2% de calos embriogénic

Dados de experimentos com embrides imaturos deomilh
avaliados por Hodges e Kamo (1986) mostraram duédbs obtidos
do cruzamento da linhagem A188 com linhagens dehamil
recalcitrantes apresentavam alta competéncia paiecdo de calos
embriogénicos e regeneracdo de plantas. Estelfstioai claramente
gque o0 genotipo € um fator importante na respastaitro e na
regeneracao de plantas.

Duncan et al. (1985) analisaram 101 linhagens dtleorilestas
somente 49 gendtipos produziram calos embriogérec8% desses
genotipos regeneraram plantas. JA segundo Lu €fl282), que
analisaram 12 diferentes genoétipos a variagdo adugéo de calos
embriogénicos variou de 3,3 a 40 % entre os difesegenotipos.

Estudos realizados por Varnier (2004) e Grandd.g{2004)
em 39 genotipos de milho, indicaram que somente &d8genostipos
produziram calos embriogénicos, e destes 25,6%neegeam plantas,
evidenciando o efeito genotipico.

A expressdo da embriogénese somatica nos diferente
genotipos é explicada pela presenca de um ou uco lide genes
ativos (WILLMAN et al., 1989; BHASKARAN & SMITH, 190).
Para Galiba et al. (1986), a capacidade de indwgocalos e
regeneracao de plantas esta parcialmente sob leogéwético, e pode

ser controlada por um sistema poligéni&m experimentos com
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sorgo, a capacidade de formacédo de calos regerer@mu entre 0s
genotipos, foi herdavel e se expressou como umactesistica
dominante onde, no minimo, dois pares de genegagstanvolvidos
(MA et al., 1987).

Hodges et al. (1986), avaliaram 25 linhagens dieone seus
hibridos F1 e F2 e concluiram que genes nuclear@sineo
dominancia sdo importantes para a formacao de éesbsomaticos e
regeneracao de plantas. Estes autores sugeriraist@neia degenes
supressores da embriogénese em algumas linhagemndo éo fato de
produzirem hibridos com capacidade inferior mesoengo cruzadas
com excelentes gendtipos. Este efeito ndo foi obdgerno presente
experimento, visto que a producdo de calos embriogé dos
hibridos nao foi inferior aos pais.

Tomes & Smith (1985) relatam que o controle daaigs
genética em milho para a formacdo de calos embnicge € do tipo
aditiva, com efeito materno e heterose significativPortanto, esta
caracteristica pode ser utilizada na selecdo daggasma de milho,
para maximizar a regeneracao de plamtastro. Para Tomes (1985)
a resposta de calos embriogénicos é determinadaop@os genes, a
heranca é principalmente nuclear, mas com forteoefeaterno em
algumas combinacdo hibridas. Nos resuldados do emqees
experimento ndo observou-se a ocorréncia do efedti®rno pois 0s
hibridos reciprocos obtidos foram semelhantes ndugéo de calos
embriogénicos.

Decompondo a variagdo genotipica para a respostzlds
tipo I, a partir da analise dialélica, Tomes (19&#&)servou que 60%

da variabilidade genética poderia ser explicada pelformance dos
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pais ou por sua capacidade geral de combinacado(efditivo),
enquanto somente 30% da variabilidade pode sericagpl nas
combinacgdes hibridas especificas. O mesmo naedadeiro para o
calo tipo Il, que apresenta um componente genélifevente, sendo
que somente 30% da variacdo genotipica pode sdicada pela
capacidade geral deombinacdo enquanto que 50% da variacédo
refere-se a capacidade especifica de combinac&ssa deorma,
cruzamentos especificos sdo mais adequados paranizex a
producdo de calos tipo Il. Em alguns estudos, astiagem de
apenas linhagens sozinhas nédo revelou o seu paltereciproducao
desse tipo de calo, sendo que essa capacidade spoaente ser
expressa no hibrido (TOMES, 1985; TOMES & SMITH33p

Na literatura ja existem trabalhos sobre gene®leitos na
embriogénese somatica e regeneracdo de plantasilde. Rara
Lozovaya et al. (2006) se genes que podem contootatipoténcia
puderem ser identificados, entdo a habilidade dgeneracdo de
gendtipos desejados poderiam ser realcado atraaésndenharia
geneética.

Wang et al. apud Santos-Serejo & Aguiar-Perecio0@2
identificaram, através da analise de RFLP, sei$esgromossémicas
envolvidas na resposta ao cultiuo vitro. Armstrong et al. (1992),
verificaram que a regido mais critica para a foéoagle calos
encontrava-se no braco longo do cromossomo noveilto.

Para Armstrong et al. (1992), trés das cinco eggendmicas
da linhagem A188 que foram conservadas no retraoramto de
linhas (A188/B73*B73), selecionados para a altagdéncia de

iniciacdo de culturas embriogénicas, foram iguabmeassociados
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com a producdo de calos embriogénicos. Os resgltadias
experimentos com meristema apical conduzidos pagtlal. (2003)
sugeriram que varios genes importantes estdo eaduwslvna
capacidade de regeneracao de plantas de milhop sgunel foram
identificados cinco marcadores RAPD relevantes pgparcentagem
de regeneracdo de plantas de milho. Recentemerakowsky et al.
(2006) mapearam por 11 QTL em 8 cromossomos do omilh
envolvidos na inducdo de embriogénese soméaticaloserQTLs de
maior peso e muitos QTLs estavam proximos a regd@edendo
genes envolvidos no metabolismo e ABA (acido asmisDuncan et
al. 2003, identificaram um gene (Glbl/Globolinl)eqoode ser util
como um marcador para determinar a capacidadegémescao de
culturas de milho.

Close & Gallagher-Ludeman (1989) sugeriram quadagao
de calos regeneraveis de milho é um fenémeno dgicd, podendo
ser manipulado no tipo ou concentragdo dos regrdadale
crescimento, independente do genoétipo e origemxgtalte. Estes
pesquisadores sugeriram a existéncia de genes vao®l na
receptibilidade dos reguladores de crescimento.imAssa base
genética da variabilidade na resposta a cultura tet@dos e
morfogénese poderia ser devido a diferencas no boletmo
hormonal no tecido cultivado, sendo essas difeemstiabelecidas
pelo nivel de expressédo génica do explante. Noegpog Bhaskaran
& Smith (1990), também relatou que as diferenca®eicas podem
ser relacionadas com as variagdes nos niveis dedhiss enddgenos
do explante.
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Jiménez & Bangerth (2001), para elucidar as digas na
capacidade de embriogénese somatica, avaliaram iwsEs nde
horménios existentes nos explantes e também adosreacédo de
calos. Eles observaram que niveis da citocinindPMR/[N® (A%
isopentenil) adenina: N (A%isopentenil) adenosina] nos calos
embriogénicos da linhagem A188 (gendtipo responisiwetro) eram
superiores aos calos ndo embriogénicos da linhdjédn(genotipo
pouco responsivin vitro); e que niveis desse horménio no gendtipo
A188 nédo foram diferentes para calos embriogénieosnao
embriogénicos. Outro hormdnio estudado por ester dat a auxina,
neste trabalho ele relatou a existéncia de 16-28svenenos auxinas
nos grédos de A188 que na linhagem Missouri-17 qumedos
competente na culturia vitro. A hip6tese elaborada por este autor é
gue uma maior concentracdo de auxina poderia semimdor da
formacéao de calos.

Para estes autores os niveis absolutos de horsngoidem,
por si sé, ndo explicar todas as diferencas monkétgEas entre
genotipos. A sensibilidade dos genoétipos aos hoiwstambém tém
desempenhado um papel importante nas diferencasvald®s no
desenvolvimento entre as linhagens (A188 e B73).

Bronsema et al. apud Jiménez & Bangerth, (200&taiam
que uma das principais diferencas entre as linlkageis e menos
competentes de milho é a distribuicdo de 2,4-D u{eztpr de
crescimento utilizado para inducdo de calos eménmgs) dentro
dos embrides. Foi observado que a captacao de 204 idenor em
calos ndo embriogénicos que calos embriogénicqsardaos niveis de

horménio IAA (acido 3- indol- acético), ndo foranmcentradas
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diferencas estatisticamente significativas em e@elriimaturos de
A188 e B73. Considerando os calos embriogénicdmidagem A188
continham maiores niveis de IAA que os calos naopsientes para a
resposta embriogénica.

Outro aspecto analisado no presente experimenta floassa
fresca de calos embriogénicos produzidos pelasdies genitoras e
os dois hibridos F1. Aos 42 dias de cultivo ndovieodiferenca
significativa na massa fresca dos calos embriogénabtidos dos
genotipos que produziram este tipo de calo (L2GVHA e H3MT-
2). Em média, os calos apresentaram 1074,66 mgadsaniresca. Ja
aos 84 dias de cultivo todos os gendtipos apresentéormacao de
calos embriogénicos, sendo possivel a analise daanfieesca de calos
embriogénicos obtidos de penddo imaturos dos difesegendtipos.
O gendtipo L20 (6016mg) foi superior aos hibridddvH-1 (1402
mg) e H3MT-2 (1100mg) e a linhagem L2 (318mg) qaamtmassa
fresca de calos embriogénicos aos 84 dias de ayfgura 7). Isso
indica que calos da linhagem L20 apresentam umartaoaitencao e
crescimentan vitro, caracteristica essa muito importante no processo
de obtencao de plantas transformadas, uma vez ga® gpassa por
um longo processde selecdo em meio de cultura contendo herbicidas
antes de ser transferido para o meio de regeneds;@tantas. Calos
longevos e que mantém bom crescimento sdo, postdetejaveis

num sistema de transformacéo de plantas.
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Figura 7. Massa fresca de calos embriogénicos de milho whdes
aos 84 dias de cultivo apartir de pend&do imature da
linhagens parentais L2 e L20 e seus hibridos FM(H3 e
H3MT-2). Passo Fundo, FAMV/UPF, 2009.

Em milho a limitagdo do numero de gendtipos que $&lo
eficientemente transformado esta ligada a baixpostain vitro da
maioria dos genotipos (ISHIDA et al., 2007). Porbaa identificacéo
e desenvolvimento de genoétipos responsivns vitro sdo de
fundamental importédncia para o desenvolvimento t@asicas de
transferéncia de genes.

Neste experimento obtivemos sucesso na obtenchibdeéos.

Os hibridos F1 apresentaram uma porcentagem des calo

embriogénicos similar a linhagem genitora L20, meosto potencial

de serem utilizados em experimentos subsequentasitsformacao
genética. Embora os hibridos F1 ndo superaram laageam L20 na
producao de calos embriogénicos e massa frescaldewas 84 dias
de cultivo, a utilizagdo de plantas hibridas é ajasta pois os hibridos
simples séo plantas que apresentam alto vigor (Vitwido) quando
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comparado com as linhagens homozigotas. A figurdustra a
diferenca no desenvolvimento das plantas das lente@ hibridos
utilizados neste experimento. Plantas com maisrvegajualidade
originam explantes com qualidade superior pararmedamentoin

vitro.

Figura 8. Detalhe das linhagens genitoras (L2 e L20) endlmsdos (H3MT-
2 e H3MT-1) desenvolvidas em vasos em ambienteegid.
Passo Fundo, FAMV/UPF, 2008.

E imprescindivel avaliar a capacidade de regenerdeates
hibridos em comparacdo com o0s genitores. Em exppton
anteriores desenvolvidos no Laboratério de Biotkxgia Vegetal,
hibridos apresentaram menor frequéncia de calosi@@nicos que
as linhagens, no entanto apresentaram maior caoEcidde
regeneracdo de plantas (VARNIER, 2004). Da mesnmadpestes
gendtipos devem ser avaliados para a capacidatlardderéncia de
genes pelo métodagrobacterium tumefaciensisando a produgéo de
plantas transgénicas.
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4 CONCLUSOES

- Foi possivel a obtencdo de hibridos a particdzamento
das linhagens selecionadas para eficiente respogitzo;

- Os hibridos F1 de milho nao diferiram do genitd® no que
diz respeito a producdo de calos embriogénicoslabtde pendao
imaturo.

- A linhagem genitora L20 apresentou maior cresaim de
calos embriogénicos ao longo dos subcultivos.
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RESUMO

A engenharia genética de plantas abre novas tirsepara
o melhoramento genético de milhde@d maysL.), permitindo a
transferéncia de genes visando genétipos superidreansformacao
por Agrobacterium tumefacientem sido o meétodo preferido para este
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fim. No entanto, o milho € considerado uma dasucast mais
recalcitrantes para transformacédo genética. Osopoatiticos para
utilizacdo desta tecnologia se referem ao uso détiges responsivos
in vitro, estagio de desenvolvimento dos explantes, lintagie
Agrobacterium tumefacienspndi¢coes de infec¢cdo e co-cultivo, bem
como 0s meios para inducdo de calos embriogénselecdo e
regeneracao de plantas. Este trabalho objetivoiaa@apossibilidade
de transferéncia de genes em segmentos de pendfrone calos
embriogénicos de cinco gendtipos de milho pré-gatedosin vitro.

O experimento foi desenvolvido no Laboratério deot&tnologia
Vegetal, de Bacteriologia e de Virologia da FAMVEIRDs explantes
foram inoculados com a estirpe EHA 105 dgrobacterium
tumafacienscontendo o plasmideo pCambia 3301, o qual cawega
genesgus e bar sob controle do promotor CaMV 35S. Para a
transformacao foi utilizado o protocolo adaptado \dega et al.
(2008). Para avaliacdo da transferéncia do T-DNAufdizado o
ensaio histoquimico para GUS (JEFFERSON et al./7198 dias
apos a infeccdo. Os explantes ndo inoculados cémrabacterium
tumefaciens apresentaram backgroud de coloracdo azul. Para
distinguir a expressao do gegese do backgroud foi realizada uma
avaliacdo da intensidade de coloracao, atribuinfimethtes notas (1-
baixa, 5-média ou 10-altaldos penddes imaturos co-cultivado com
Agrobacterium tumefacierl,2% apresentaram a coloragcédo azul. Os
penddes do gendtipo H3MT-1 apresentaram intensidagerior ao
controle e 53% dos penddes infectados deste genafipesentaram
alta intensidade da cor azul, esta diferenca @ain&ole e infectados

nao foi observada nos genotipos H3MT-2 e BA2porcentagem de
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calos do gendtipo L2 que apresentaram coloracad@zsuperior ao
genotipo L20 e nao diferiu do V4. Os genotipos L20V4
apresentaram intensidade de coloracdo semelhamtgeae controles,
ja no gendtipo L2 a intensidade de calos infectddosuperior ao
respectivo controle. Nesta linhagem a frequénciaales infectados
com alta intensidade é o dobro da frequéncia dofales, isto ndo
foi observado nos genotipos L20 e V4. Para o gpodiR o explante
calo embriogénico foi mais eficiente que o pendawturo na
transferéncia do T-DNA. Os dados sugerem que fesipel transferir
genes viaAgrobacterium tumefacienem penddes imaturos do
genotipo H3MT-1 e em calos embriogénicos da linhade2 de

milho.

Palavras-chaves: engenharia genética; vetor binario padrdo, gene
gus,pCambia 3301, EHA 105.
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ABSTRACT

Plant genetic engineering opens new perspectieoestife
genetic improvement of maiz€4a may4d..), allowing gene transfer
for superior genotypes development. The transfaomatby
Agrobacterium tumefaciensas been the preferred method for this
purpose. However, maize is considered the mostageat crop to

genetic transformation. The critical points to @i technology are
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relates to the use ofn vitro responsive genotype, type and
development stage of the explants, strains Agrobacterium
tumefaciensconditions of infection and co-cultivation, as vas$ the
culture media for embryogenic callus induction,esgbn and plant
regeneration. This study aimed to evaluate the ilpibgs of
transferring genes in embryogenic calli and immatiassel of five
maize genotypes pre-seleciadvitro. The experiment was conducted
at the Laboratory of Plant Biotechnology, Bactexgy and Virology
at FAMV/UPF. The explants were infected with theaist EHA 105
of Agrobacterium tumafaciensontaining the plasmid pCambia 3301
carrying thegusreporter and théar marker genes controlled by the
CaMV35S promoter. The protocol used was adaptead Wega et al.
(2008). To evaluate the transfer of T-DNA to thedulated tissues, it
was used the GUS histochemical assay (JEFFERS@N 4987) 10
days after infection. The controls explants, nofedcted with
Agrobacterium tumefaciensshowed a blue staining background.
Thus, to distinguish the gus expression and thekdrsaand, the
intensity of blue staining was evaluated, assigmwiifigrent scores (1-
low, 5-average or 10-high blue staining). Fromitheature tassel co-
cultivated with Agrobacterium tumefacien®91.2% presented blue
staining. The tassels of H3MT-1 hybrid showed higiensity
compared to the control and 53% of infected taspedsented high
blue staining intensity. This difference betweemtonl and infected
tassels was not observed in H3MT-2 and L2 genotypée L2
genotype presented higher percentage of embryogahigresenting
blue staining than L20 genotype, but did not diffeem V4. The
genotypes L20 and V4 had similar intensity of stanto their
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controls, but the blue staining intensity of théeated calli of the L2
genotype was higher than the respective controlthla line, the
frequency of embryogenic calli infected with higtiansity was twice
the frequency of control. This behavior was notesbsd for L20 and
V4 genotypes. For the L2 genotype, embryogeniasakplants was
more efficient than immature tassel in the transfeM-DNA. The
data suggest that was possible to transfer geraeégrobacterium
tumefaciens in immature tassel of H3MT-1 F1 hybrid and
embryogenic calli of maize inbred line L2.

Key words: genetic engineering, standard binary vectgrss gene,
pCambia 3301, EHA 105
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1 INTRODUCAO

Milho (Zea mayd..) € um dos trés cereais mais importantes
em nivel de producdo no mundo, sendo ainda comsidarma planta
modelo de liliopsidas para os estudos de gendf@&mica e biologia
molecular (VEGA et al., 2008). A engenharia ger@titem
possibilitado aos melhoristas de plantas o acessovas fontes de
variabilidade genética para o desenvolvimento di&vates superiores
(CARNEIRO et al., 2004). Além de genes de toleicaacherbicidas e
resisténcia a insetos, estdo sendo transferidas @amilho novos
genes que conferem tolerancia a seca, frio e datiei (AL-ABED et
al., 2006), melhoria do valor nutricional (CARNEIRE al., 2004,
GRANDO et al., 2005; ZHU et al., 2007; NAQVIA et.,aP009);
producao de biocombustivel (Spartan Corn IIl) ((2BQ8), producao
de diferentes compostos de valor industrial e bhiodaéutico
(GIDDINGS et al., 2000, 2005; WOODARD et al., 2003; MA et al.,
2005; LAW et al., 2006).

Plantas férteis de milho transgénicde& maysL.) foram
produzidas pela primeira vez utilizando a biobalést{GORDON-
KAMM et al.,, 1990), porém, segundo relatos recentes
transformacdo do milho mediada pégrobacterium tumefaciens
oferece uma alternativa mais eficiente que a bisticd na
transferéncia de transgenes em milho. Essa prefarénem grande
parte devido as vantagens da transferéncia de T-Bidthe os outros
sistemas de distribuicdo de genes (FRAME et ab2P0

O primeiro relato de plantas transgénicas de nphloaluzidas

pelo método daAgrobacterium tumefacienfi realizado por um
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grupo de pesquisadores japoneses (ISHIDA et abg6)l@om a
transformacdo de embribes imaturos do genoétipo Adé8nilho, e
posteriormente por americanos (ZHAO et al., 20(RAME et al.,
2002, 2006; VEGA et al., 2008) e chineses (HUANGV&I, 2005).

Pelo método deAgrobacterium tumefacieng possivel a
integracdo de baixo niamero de cépias dos transggeesmente uma
ou duas (ISHIDA et al., 1996, 2007; ZHAO et al.,02)) o que
favorece a expressao estavel do gene (KLAEPER e0all; VEGA
et al., 2008). A tranformagéo vR tumefaciensipresenta eficiéncia
relativamente alta, com padrdo de insercdo simplésgracdo mais
precisa e intacta (sem rearranjos) e maiores noeisxpressao do
transgene (HIEI et al., 1994; ISHIDA et al., 1996{A0 et al., 1998;
SHOU et al., 2004; VEGA et al., 2008), herancavettd com padréo
mendeliano (Potrykus apud SLUYS, 1999; SHOU et 2004,
ZHANG et al., 2005) e ainda segmentos relativamgraedes de T-
DNA podem ser integrados no genoma da planta.

Os pontos criticos para utilizacdo desta tecnalsgi referem
ao uso de genotipos responsivas vitro, Otimo estagio de
desenvolvimento dos explantes, utilizacdo de liehagde A.
tumefaciengompetentes para transformacao e condi¢cdes decculti
vitro (SAIRAM et al., 2003; SHOU et al., 2004; HUANG WEI,
2005; FRAME et al., 2006; VEGA et al., 2008).

Estirpes da agrobactéria desempenham um papeltemp®no
processo de transformacdo, pois sdo responsavkisingeccio e
eficiéncia da transferéncia do T-DNA. Em milho @érirelatos tém
documentado uma diferencga na eficiéncia de tramsipio quando se
utilizam diferentes estirpes detumefaciengHUANG & WEI, 2005;
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FRAME et al., 2006; VEGA et al. 2008). Até o estutid Huang &
Wei (2005) todas as transformacfes de milho Aortumefaciens
tinham sido realizadas utilizando a cepa LBA4404réR nesse
estudo eles provaram que a estirpe EHA 105 foi rsup€3,8%) a
LBA4404 (18,3%) e GV3101(3,9%) nas condicOes aadés. A
melhoria da eficiéncia transformacédo de plantaseados com
EHA105 foi provavelmente devido ao aumento da iAduga
transferéncia de T-DNA pelos genes. Esta estirpe supervirulenta
contém coépias extras de genes de viruléncieB, virC, e virG
(SAIRAM et al., 2003). A linhagem EHA105 também fmais
adequada para transformacao de outros cereais (RASH., 1996).

Atualmente, os vetores binarios sdo os mais atibz quando
se deseja utilizar o sistema de transformacdo detgd porA.
tumefaciengSLUYS, 1999). Os vetores super binarios apresentam
copias extra devirB, virC, e virG na sua constituicdo (KOMARI,
1990), e foram utilizados primeiramente em milhaapanfectar
embriBes zigodticos imaturos da linhagem modelo Ad8Bida et al.,
1996, 2007) e do hibrido modelo Hi-ll (ZHAO et a20Q01). No
entanto, estes plasmideos sao protegidos por pate@d podendo ser
utilizados publicamente. Frame et al. (2002) forasnprimeiros a
relatar o uso de um sistema binéario padrao (“stahbiaary vectors”)
na producdo de plantas férteis e com transformest@vel, utilizando
embrides imaturos de milho do gendtipo Hi-ll. Alinicdo de
plasmideos binarios padrao resulta numa eficiétheiransformacao
mais baixa (~5% a 8%) (FRAME et al.,, 2002; 2006)argio
comparada com o0s vetores superbinarios (5 a 308b)IDA et al,
1996) e (15 a 50%) (ISHIDA et al., 2007).
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Alguns parametros modificados no processo de iafecg
cultivo in vitro tém resultado num aumento de frequéncia de
transformacdo. O uso da acetosiringona para in@dur@gidovir da
agrabactéria, mostrou ter efeito positivo no aumelat eficiéncia na
transformacao de culturas de milho (ISHIDA et H096; SAIRAM et
al., 2003; DANILOVA & DOLGIKH, 2004; WANG et al.,@7). O
uso de L-cisteina no meio de cultura tem aumentado
significativamente a transformagdo do hibrido Higinpregando
vetores binarios padrdo (FRAME et al., 2002; VEGAle 2008). A
L-cisteina é um antioxidante que reduz a reposperéensivel de
alguns explantes infectados com. tumefaciens elevando a
sobrevivéncia das células infectadas (FRAME et 2a002). O
emprego de 400 mgLdeste antioxidante aumentou a porcentagem
de embrides imaturos expressando o game(56%) comparado aos
embrides cultivados na auséncia deste antioxidamés) (FRAME et
al., 2002). No entanto, para alguns genétiposdesta incluséo de L-
cisteina reduziu a inducdo de calos embriogéniEG®AME et al.,
2006). De forma oposta, o nitrato de prata (Ag)N@dicionado ao
meio de cultura para elevar a frequéncia de indugéocalos
embriogénicos, pode reduzir a frequéncia de tramsfgdo dos
explantes pelaA. tumefacien€&ZHAO et al., 2001).

A reducéo da concentracao de sais no meio de autlurante
a infeccéo e co-cultivo, tem resultado num aumeiatdrequéncia de
transformacdo (LEE et al., 2007; VEGA et al.,, 20@8)Yem sido
utilizada comeestratégia adicional para melhorar a transferéwia-
DNA, embora o0 preciso mecanismo de melhoramento da

transformacao ndo é compreendido.
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Recentemente, uma equipe de pesquisadores da sldacks
de Missouri (VEGA et al., 2008) desenvolveu um gecoto otimizado
para a transformacdo do hibrido Hi-ll de milho cagrobactéria
utilizando plasmideo binario pCambia 3301 que cuntgé gene
reporterguse o gendar controlados pelo promotor CaMV-35S. Este
protocolo apresenta ajustes nos meios de infecg@nceltivo, como
a utilizacdo da metade da concentracdo dos saisdt6do tampéao
MES, nitrato de prata, L-cisteina e DTT (antioxiges) em
determinados estagios do processo de infecgdocelibes, além do
ajuste do pH 5,2 para a infeccdo e 5,8 para meagsirges. Estes
ajustes resultaram num aumento da eficiéncia thesfoemacéo para
12% em média, sendo que a maior frequéncia oliddef 18%. Esta
frequéncia é superior as obtidas por Frame et2802; 2006) (5 a
8%), utilizando vetores binarios padréo.

Estes parametros ressaltam a complexidade dosedator
envolvidos no processo de transformacdo \Agrobacterium
tumefaciensassim as condi¢des relacionadas a estirpes,iroergo
da bactéria e meios de cultura devem estar bertadass

Apesar do esforco e dedicacdo de diversos gruppssigiisa,

o milho, como em outras liliopsidas de importaragaicola, tem sido
dificil de ser transformado geneticamente. O dedgimaento de um
protocolo eficiente de transformagéo inclui aindatros fatores
importantes, como a identificacdo de explante toansvel, de
rapida proliferacdan vitro e competéncia para a regeneracao de
plantas apartir de células transgénicas (SAIRAMalet 2003). O
milho apresenta um forte efeito genotipico paraspastan vitro e
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somente explantes jovens contendo células meriftama ou
embriogénicas séo responsivos a cultura de tecidos.

O explante preferencialmente utilizado para tansacio e
regeneracao de plantas de milhovitro tem sido o embrido imaturo
(ISHIDA et al., 1996, 2007; LUPOTTO et al., 19984&0 et al.,
1998; 2001; FRAME et al., 2002, 2006; HUANG & WERQO05; LEE
et al., 2007; VEGA et al., 2008). Outros explantggizado na
transformacao desta espécie Aidumefaciensdo o meristema apical
(SAIRAM et al.,, 2003), calos embriogénicos (DANILOVA &
DOLGIKH, 2005); sementes maduras partidas (AL-ABED al.,
2007) e sementes germinando em contato direto cArmuanefaciens
(WANG et al.,, 2007). Isso reflete a busca por anfgds alternativos
gue possam ser rapidamente obtidos e ndo apreseeteno
genotipico tdo predominante na respastaitro (AL-ABED et al.,
2006).

O sucesso na recuperacdo de eventos transgénitobugdo,
em grande parte, a elevada frequéncia de indugareitencdo de
calos embriogénicos, estas sao caracteristicaanastependentes do
genotipo utilizado (Songstad et al., Brettschnedateal., Ishida et al.,
Lupotto et al., Lowe et al., apud FRAME et al., 800

Atualmente, a linhagem de milho AI88 e seus hiwid
(notavelmente o hibrido Hi-Il), tém sido os genésipmais utilizados
na transformacéao genética do milho (ISHIDA et 8996; ZHAO et
al., 2001; FRAME et al., 2002; SHOU et al 2004; DAQVA &
DOLGIKH, 2004; VEGA et al.,, 2008), devido a altapaaidade
embriogénica destes gendtipos. O Hibrido Hi-Il aprea alta

frequéncia de inducdo de calos embriogénicos figaigo 1) de
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crescimento rapido e altamente embriogénico (ARMSNRB &
GREEN 1985).

No entanto, um grande esforco tem sido dispensaao
transformacdo de gendtipos agronomicamente relesantomo
variedades, hibridos e linhagens importantes atlhs em programas
de melhoramento de milho. Até o momento, um narieribado de
genotipos tem sido transformados usando o métodmrzbacterium
tumefaciengISHIDA et al., 1996; 2007; SAIRAM et al., 200346U
et al.,, 2004; DANILOVA & DOLGIKH, 2004; HUANG & WE]
2005; LEE et al., 2007; FRAME et al., 2006).

N&o ha relatos na literatura sobre transformacagetétipos
brasileiros de milho com agrobactéria. O desenwwvito deste
sistema de transformacéo possibilitard 0 uso derdragia genética
para o melhoramento do milho e o desenvolvimentizal@ do pais.

Este trabalho objetivou avaliar a possibilidaddrdasferéncia
de genes em segmentos de pendao imaturo e caloogémicos de
cinco gendtipos de milho, previamente seleciongaoa respost
vitro, com a linhagem EHA 105 dAgrobacterium tumefaciens,
portadora do plasmideo pCambia 3301, utilizando pnotocolo
adaptado de Vega et al (2008).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de

Biotecnologia Vegetal (setor de Cultura de Tecielgetor de Biologia
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Molecular), Laboratério de Bacteriologia e Virolagia Faculdade de
Agronomia da Universidade de Passo fundo no perileddezembro
de 2008 a fevereiro de 2009.

2.2 Material vegetal

Para avaliar o potencial de transformacéo genpéttamétodo
da Agrobacterium tumefaciensos explantes calo embriogénico e
segmentos de pend&o imaturo foram utilizados oétigars de milho

listados no quadro 1.

Quadro 1. Explantes utilizados para a transformacdo e reispsct
genotipos com seus programas de origem. Passo HeAlb/, 2009.

Explantes Genotipos Origem

Calo embriogénico | L2 (Linhagem PF963027) Embrapa Trigo

L20 (Linhagem MF14G4) Universidade da Florida
V4 (Variedade BR 451) Embrapa Milho e Sorgd

Pendé&o imaturo L2 (Linhagem PF963027) Embrapa Trigo
H3MT-1 (L2XL20) LBV*/UPF
H3MT-2 (L20XL2) LBV*/UPF

* Laboratério de Biotecnologia Vegetal, FAMV/UPF.

2.3 Obtencéo dos explantes

Os genotipos de milho doadores dos penddes insafaram
cultivados em telado. Plantas com cerca de cercé-desemanas,
semeadas no solo, foram coletadas para obten¢gaemdidio imaturo,
conforme descrito por Songstad et @992). Apds a remogdo das
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folhas externas foi realizada uma desinfeccéo aapiduperficial com
alcool 70% as folhas que cobrem o pendao imaturo foram resasvi
em camara de fluxo laminar e pendfes imaturos rdedir2 cm
foram utilizados para infec¢cdo cohgrobacterium tumefaciens.

Para obtencédo dos calos embriogénicos, penddesros de
2-3 cm foram cortados em segmentos de 5mm e addtsvem placas
de petri, (100 x. 15mm) contendo 25 ml de meiondki¢édo de calo
(N6 - Chu et al. (1975)), sendo subcultivados acad dias, por 10
meses. Calos embriogénicos foram selecionadosgenéntados em
5mm de diametro para serem utilizados nos expetoserle

transformacao genética.

2.4 Estirpe deAgrobacterium tumefacieng vetores

Foi utilizada para transformacadgrobacterium tumefaciens
estirpe supervirulenta EHA105 (HOOD et al. 1986n»tendo o vetor
binario padrédo pCambia 3301 (CAMBIA, Australia)d&ia 1). Este
material foi gentilmente cedido pelo Dr. Luiz Golves Esteve Vieira
(IAPAR, Londrina, PR). O plasmideo pCambia 3301téon no seu
T-DNA, o gene reportegus (JEFFERSON et al., 1987) que codifica a
B-glucuronidase (GUS), contendo um intron que imped&
expressdo em bactéria e o gdrse (DEBLOCK et al., 1987), que
codifica fosfinotricina acetiltransferase (PAT), laws controlados

pelo promotor constitutivo CaMV-35S (Figura 1).
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Figura 1. Representagdo esquematica do T-DNA (4,9 Kb) dang®a 3301,
contendo os gergus(UidA) e bar. LB e RB - bordas esquerda e direita do
T-DNA, respectivamente; P35S e T35S- promotor eniteador CaMV
35S, respectivamente;bar- regido codificadora do gene fosfinotricina
acetiltransferase, o qual determina resistencikeabicida basta; Infus
(Uida)- gene dap-glucuronidase contendo intron Tnos- terminador
nopaline sintase. Fonte: Huang & Wei (2005).

2.5 Confirmacdo da presenca do pCambia 3301 na

AgrobacteriumtumefaciensEHA105

Antes do trabalho ser iniciado, a confirmacdo desgnca do
plasmideo pCambia 3301 na linhagem EHA 105, folizada pela
amplificacdo do genguspor PCR. O plasmideo isolado Hacherichia
coli (DH 5 a) foi utilizado como controle positivo. Com um palifoi
coletado uma colonia da tumefaciensrescida em meio de cultura LB e
acrescentada diretamente no tubo de PCR. Um fragnaen643 pb do
gene gus foi amplificado utilizando os primers GusRev 647-
AGTTCAACGCTGACATCACC e GusFor 4-
TTACGTCCTGTAGAAACCCC. As reacbes de amplificacdo BER
continham 1uL de DNA; 2 uL da mistura de dNTP a 2,5 mM de cada
nucleotidio; 2uL de MgCl; 5 uL Tampao (5X); 0,25uL da Taq
polimerase (5U poplL); 1uL do primer 1; ul primer 2 em 25uL do
volume final. A reacdo de amplificacdo foi efetuad&ravés do

termociclador (MiniciclerTM-MJ Researctgom um ciclo de & por 5
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min, 35 ciclos de $& por 30 segundos (30”) (desnaturagdo);C5aor

30 segundos (anelamento),°C2por 1 minuto(extens&o), uma extensio
final de 72C por 5 minutos. O produto amplificado foi separamao
eletroforese de gel agarose 0,5% a ~110 V por 90 encorado com
brometo de etidio. O produto da amplificacdo do R@R visualizado
em gel de agarose em transluminador (Ultravioleindiluminator-
Spactroline) com lampada ultravioleta (254 nm) (Fag2).

643 ph

Figura 2. Analise de PCR confirmando a presenca do ggrsena Agrobacterium
tumefaciensestirpe EHA 105. Linha 1: plasmideo pCambia 33@intfole
positivo), linhas 2, 3, 4 e 5: diferentes colongss estirpe  EHA 105 da
AgrobacteriumtumefaciensPasso Fundo, FAMV/UPF, 2009.

2.6 Protocolo de Transformacéao

O processo de transformacao foi dividido em quatapas
sequenciais: infeccdo, co-cultivo, descanso e &elegendo que o
protocolo utilizado foi baseado no protocolo desdvido por Vega et
al. (2008). Adaptacdes foram realizadas para acamditerencas de

explantes e genétipos empregados neste estudo.
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2.6.1Formulagtes dos meios de cultura

Os meios utilizados para infeccdo e cultivovitro foram
adaptados de Zhao et al. (1998), Frame et al. §2602ega et al.
(2008), com algumas modificacdes, e estdo listadoguadro 2. Este
protocolo apresenta ajustes importantes realizpdogesquisadores
da Universidade de Missouri (VEGA et al., 2008)ncoo emprego de
50% dos sais do meio basico N6 (CHU et al. 1975nethos meios
de inoculac@o e co-cultivo e a adi¢cdo de L-cisteioameio de co-
cultivo (FRAME et al., 2002).

Quadro 2. Meios de cultura usados nas diferentes etapas da
transformacao de calos e penddes imaturos de nliésrgenotipos de
milho com a linhagem deAgrobacterium tumefaciens, EHA

105:pCambia. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2009.

Componentes (1 L) | Meio Meio Meio Meio Meio
Infeccdo Co-cultivo  Descanso| Selecéo 1 Selegéo 2
Sais do meio béasico Nf 50% 50%* 1009 100% 100
Vitaminas Ericson** 5ml 5ml 5ml 5ml 5ml
Sacarose 68,59 309 309 309 309
Glicose 36mg - - - -
L-prolina 0,79 0,79 2,889 2,889 2,889
MES 0,59 0,59 0,59 0,59 0,59
2,4-D 1mg 1mg 2mg 2mg 2mg
L-cisteina - 0,49 - - -
Phytagel - 29 29 29 29
Ajuste de pH (KOH) 5,2 5,8 5,8 5,8 5,8
Nitrato de prata (AgNO3) - 10uM 10uM
Acetossiringona 100mM 100mM - - -
Cefotaxima - 250mg 250mg 250mg
BASTA - - - 3mg 5mg
Meio béasico N6 (Chu, et al., 1975); *Metade da @miacdo dos sais

N6;**Vitaminas Ericson: 0,5 mg.t de tiamina HCI, 2 mg.t de glicina, 0,5 mg.t
de piridoxina HCL, 0,5 mg.t de &cido Nicotinico); MES (Acido sulfonico 2-(4-
morfolino)-etano); 2,4-D (acido 2,4-diclorofenocédico).
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O pH dos meios foi ajustado com KOH (hidroxido déagsio)
antes da autoclavagem. A acetossiringona, CefotaxBasta e o
AgNO; foram adicionados ap0s a autoclavagem, sendo gqtee e

altimo foi esterilizado por filtragem.

2.6.2 Cultivo daAgrobacterium tumefaciens

A Agrobacterium tumefaciensstirpe EHA105 (contendo o
plasmideo (pCambia3301) foi multiplicada em meio IsBlido
suplementado com o antibiético canamicina (50 Mg partir do
estoque em glicerol mantido a °20 A placa contendo a bactéria foi
incubada a Z& por até 3 dias no escuro onde colbnias isolamtasnf
desenvolvidas. Uma col6nia Unica foi semeada nomten® mesmo
meio fresco, sendo incubada sob as mesmas condigiiesjue as
coldnias bacterianas estivessem desenvolvidasmbaria.

Desta placa foram colhidos dois “loops” completom a algca
de platina e ressuspendidos em 50ml de meio Rfigadb com o
antibiético canamicina (50 mgH) (Quadro 3). Esta cultura (figura
3a) foi posicionada em um shaker por 16 horas exapadamente

150 rpm (rotacGes por minuto) aquecido £Q8



147

Quadro 3. Meios de cultura utlizados para crescimento da
Agrobacterium tumefacienBasso Fundo, FAMV/UPF, 2009.

Meios Composicéo
L

B solido 10 g.L" de NaCL, 10 g.L de triptona, 5 g.L de extrato
de levedura, 15 g:t.de 4gar.

[\

RHIZO liquido 5 g.L" de extrato de levedura; 0,5 g.lde caseina &cid
hidrolisada; 8 g.I'’ manitol; 2 g.l* de (NH)SO,. 5 g.L'*
NacCl; pH 6,6.

2.6.3 Infeccéo, co-cultivo e descanso

Apoés o crescimento das bactérias conforme desoatidem
anterior, estas foram centrifugadas a 3.500 rpm Xdrminutos
(Figura 3b) e posteriormente foram ressuspendidasneeio de
infeccado listados no quadro 3 até densidade 68c@l600 = 0,5. A
densidade Otica foi medida em espectrofotémetrgu¢gi 3c). O meio
de infeccdo possui 10 de acetossiringona para estimular a
transferéncia do T-DNA para a célula vegetal.

Os explantes, calo embriogénico e pendao imaturanfo
colocados em contato com a suspensaagitebacterium tumefaciens
(em meio de infecgcdo) por 20 minutos (Figura 3d@nde
posteriormente secados em papel filtro a fim deareb excesso da
solucéo (Figura 3e) e transferidos para uma plagaetti contendo 25
ml de meio de meio de co-cultivo (Quadro 3), a plan selada com
parafiime e mantidas por 3 dias no escuro na teatyrer de 22C
(Figura 3f,h). O meio de co-cultivo é suplementadmn 10QM de
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acetosiringona, 4g't de L-cisteina; 1AM de Nitrato de prata
(AgNO3), a sacarose é reduzida para 38gla glicose é ausente.

O passo seguinte foi a transferéncia dos explgrges placas
de petri contendo 25 ml de meio descanso (Quadressas placas
foram seladas e incubadas por 7 dias no escurCa(E&yura 3 g,h).
Este meio ndo contém acetosiringona e é acreseidb@d mg.L* de
cefotaxima, para eliminarA tumefaciens.

ApoOs a etapa de descanso os explantes foram tidosf@ara
meio contendo o agente seletivo 3 myde BASTA, um herbicida

que contém o ingrediente ativo ppt (Quadro 3).
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Figura 3. Etapas da transformacéo VAgrobacterium tumefaciena)
Agrobacterium tumefacierssescida em shaker a°€8por 16
horas b) Pellet de Agrobacterium tumefacierfermado apos
a centrifugacdo c) ressuspensdo daAgrobacterium
tumefacienem meio de infec¢éo; d) explantes submersos em
meio de infec¢@o contendgrobacteriumtumefacienpor 20
minutos. e) explantes sobre papel filtro para &acd do
excesso de solucdo. f e g) explantes inoculadosneio de
co-cultivo por 3 dias e descanso por 7 dias, réspesente.

h) placas contendo os explantes em camara BOD com
temperatura controlada (Z. Passo Fundo, FAMV/UPF,
2009.
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2.7 Avaliagdo, delineamento experimental e anélise

estatistica

Para deteccao da transferéncia do T-DNA em segmsatdo
penddes imaturos e calos embriogénicos de milhoutibzado o
ensaio histoquimico paf&glucuronidase (JEFFERSON et al., 1987)
0 qual € um indicativo da expressao do ggmepresente no T-DNA
do plasmideo pCambia 3301.

No décimo dia apés a infeccdo (VEGA et al.,, 2008px
embriogénicos e segmentos de pendao imaturo foumetidos ao
teste utilizando a seguinte solucdo: 50mM de Famneto de
potassio; 50 mM de Ferrocianeto de potassio; 0,8eMNaPO4 (pH
7,0); 0,5 M de EDTA, Triton 10% (10ml/100ml) e dbstrato X-Glic
(dissolvido a 2,5mg.t em 1@l de DMF (dimetil formamida). Os
explantes foram expostos a esta solugéo por 16 hd3#C.

Foi avaliada a frequéncia de explantggs positivos em
relagdo ao numero total de explantes avaliadosnténsidade da
coloracdo azul foi avaliada através da atribuic&ovdlores, onde
valor 1 representava a intensidade fraca, valomfeasidade mediana
e valor 10 intensidade alta.

O delineamento experimental utilizado foi o corngoieente
casualizado com 6 repeticbes para cada tratameptza o
experimento com calos embriogénicos, a unidade rigmpstal foi
uma placa de petri contendo 50 calos de 5mm deedli@m Para o
experimento com penddo imaturo, a unidade expetahéoi uma
placa contendo 25 segmentos de 5mm de comprimento.
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Nestes experimentos, também foram utilizados clastro
negativos (explantes n&o infectados) para monitendéon da
transformacdo e andlise da influéncia dos meioszadbs na
capacidade embriogénica do explante nos estagio®$u

Para analise histoquimica de GUS, uma amostraseiagiva
dos explantes (20 calos embriogénicos e 10 segsal@opendao
imaturo por repeticao) foi utilizada.

A eficiéncia de transformacdo corgus dos diferentes
gendtipos foi comparada em cada explante isolad@&ndpara
comparacao da eficiéncia de transformacédo dosedifes explantes
foi utilizado o gendtipo L2, o qual foi o gendtiptilizado nos dois
experimentos.

Para andlise estatistica foi utilizado a ANOVAnde a
diferenca das médias comparadas pelo teste F npacagdo entre
controles e explantes co-cultivados coigrobacterium tumefaciens

ou pelo Teste Tukey a 5% de significancia nas deownparacgoes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Transformacao de segmentos de penddes imaturos com
Agrobacterium tumefaciens

A expressdo do gengus através do teste histoldgico @la
glucuronidase, enzima produzida pelo referido get®m sido
amplamente utilizada para monitorar a transferédoial-DNA em
varia espeécies, inclusive no milho (SHEN et al93,9SHIDA et al.,
2007; VEGA et al., 2008). Para tal, tem sido wtitia a porcentagem
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de explantes apresentando a coloragcéo azul ou aipdecentagem da
area do explante apresentando tal caracteristica.

No presente experimento, em média 91,2% dos penddes
imaturos co-cultivado comgrobacterium tumefacienapresentaram
a coloracdo azul, ndo havendo diferenca estatistite os genotipos
(p=0,1707). A coloracdo azul foi observada tamb@&m83,3% dos
controles (penddes nao infectados).

Este background, ou seja a expressao de um gerethsene
ao gus (“gus like gene”), ndo € comum, porém ja foi relatado
especialmente em orgaos reprodutivos (Plegt & Bihoet al., Hodal
et al., apud LACORTE, 1998). No entanto, este baxkyl tende a
ser de um azul claro (Giancarlo Pasquali, comuéggessoal) e
portanto menos intenso, quando comparado a expressgenegus
0 qual produz um azul indico intenso na preseoncsed substrato.

Para separar estes eventos, foi avaliada a idaeside
coloracao, atribuindo-se uma nota para este find (@y 10) (Figura
4).



Figura 4. Niveis de intensidade da cor azul resultante eftet
histoquimico de GUS utilizado para classificar axda
intensidade (valor 1), intensidade média (valoreSlta
intensidade (valor 10) em segmentos de pend&esriosat
Passo Fundo, FAMV/UPF, 2009.

Em média, os penddes infectados dos gendtipos H3M T2,
apresentaram um valor de intensidade média sentellens seus
respectivos controles (Figura 5). No entanto, genemtos de penddes
do gendtipo H3MT-1 infectados comAa tumefaciensapresentaram
intensidade média superior (7,1) que a observadaomérole ndo
infectado (3,4) (p=0,06) (Figura 5).
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Figura 5. Intensidade de coloracdo azul observada apés testoquimico de

GUS em pendbes

imaturos co-cultivados cohgrobacterium

tumefacien€EHA 105 (pCambia 3301) (PT) e controles néo irafdos
(C) de diferentes gendtipos de milho. Passo FurddV/UPF, 2009.

A porcentagem das diferentes categorias de intatsid

observada em pendbes do gendtipo H3MT-1 co-cublivadm

Agrobacterium tumefaciens penddes controles € mostrada na figura

6. Aproximadamente 53% dos penddes infectados exqpgeram alta

intensidade da cor azul, sendo enquanto que sonZi%e dos

controles apresentavam esta caracteristica. kwerste, a maioria

dos penddes controles foi classificada como dealiabensidade.
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Figura 6. Porcentagem de pend&es imaturos infectados eotmmndo gendtipo
H3MT-1 que apresentaram as diferentes categoriastetesidade de cor
azul (alto, médio e baixo) apés teste histoquindie&US. Passo Fundo,
FAMV/UPF, 2009.

A figura 7 mostra aspectos dos segmentos de peanditaro
do controle ap6s o teste histoquimico de GUS, modt que a
maioria destes segmentos apresentam baixa intelesdka cor azul
(representando background) (Figura 7 a,b) e penddesturos co-
cultivado com A. tumefaciens mostrando que a maioria dos
segmentos apresentam alta intensidade de cor(Bgura 7c,d).
Este comportamento ndo foi observado nos outras gkmoétipos de
milho utilizados nestes experimentos (Linhagem [Eilgido H3MT-
2).
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Figura 7. Aspectos dos segmentos de penddo imaturo sulmsetalteste
histoquimico de GUS. a) Repeticdo do controle; $peato
pendado imaturo do controle, c¢) Repeticdo dos iatlxg; d)
aspecto pendao imaturo co-cultivado cofigrobacterium
tumefaciens EHA 105 (pCambia 3301). Passo Fundo,
FAMV/UPF, 20009.

Estes resultados sugerem que penddes imaturoshbdaoh
H3MT-1 podem estar expressando o ggusdevido a transferéncia
do T-DNA do plasmideo pCambia 3301. Calos resistendo
herbicida, obtidos em etapas subsequentes da celdefiem ser
avaliados molecularmente para confirmacdo da iogéd do gene
guse obtencéo da frequéncia de transformacao estavel.

O hibrido H3MT-1 foi produzido no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal apartir do cruzamento entuasdlinhagens

responsivasn vitro, a linhagem L2 do programa de Melhoramento de
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milho da Embrapa Trigo e linhagem L20, do programe
melhoramento de milho da Universidade da Floridacdemostrado
no capitulo II.

A Linhagem L2 n&o apresentou pendfes expressardo
intensidade de cor azul, e o Hibrido H3MT-2 naerilif dos controles
em relacdo a frequéncia das diferentes categomasntgnsidade
(dados né@o mostrados). Isso sugere diferencas ipeast na
capacidade de infeccdo comgrobacterium tumefaciens destes
explantes.

A influéncia do genotipo receptor na transferémmar-DNA

foi primeiramente relatada em milho por Shen et(H#93). Estes

autores avaliaram a expressdo do ggueem explante meristemas

apicais de 5 genotipos co-cultivados com duas ¢jeha de bactérias e
diferentes plasmideos e apontaram genotipos contpstee nao
competentes para a transferéncia do T-DNA.

O dados sugerem que pendédo imaturo pode ser urangspl
eficiente na transformacéo do milho.

N&o ha relatos da transformacdo de milho utilizapelodbes
imaturos. No entanto, em sorgo, Carvalho et al042®&0 obtiveram
sucesso na utilizacdo deste explante. Inflores&€nmaturas de
sorgo, depois de cortadas ou lesionadas, produzocampostos
toxicos, que inibem o crescimento @grobacterium tumefaciens

durante o co-cultivo.

al

Embora a transformacdo do milho tenha sido reddiza

utilizando diferentes explantes alvos como o enobrifhaturo,
meristemas apicais (SAIRAM et al., 2003), calos mogénicos
(DANILOVA & DOLGIKH, 2005); sementes maduras pagsl(AL-
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ABED et al., 2007) e sementes germinado em comtiaéto com a
Agrobacteriumtumefaciens(WANG et al., 2007). O explante
preferencial para transformacdo desta espécie Agmbacterium
tumefaciensé o embrido imaturo de aproximadamente 2mm de
comprimento (ISHIDA et al., 1996, 2007; LUPOTTO ait, 1998;
ZHAO et al., 1998; 2001; FRAME et al., 2002, 2006)ANG &
WEI, 2005; LEE et al., 2007; VEGA et al., 2008). Natanto, o
penddo imaturo, apresentando inflorescéncias enadiestpré-
meidtico, apresenta a vantagem de ser mais féagpidamente obtido,
pois ndo ha necessidade da polinizacdo, fertilzacé

desenvolvimento do embrido.

3.2 Transformagéo de calos embriogénicos obtidos de

penddes imaturos comAgrobacterium tumefaciens

Calos embriogénicos de trés gendtipos de milb@ant
infectados e co-cultivados coAgrobacterium tumefaciertsHA 105:
pCambia 3301 e apdés 10 dias da infeccdo (apds apiestde
descanso), foi realizado o teste histolégico pdds G Foi observada
diferenca significativa (p=0.0146) na frequénciacdks expressando
a cor azul entre os gendétipos. A porcentagem des aahbriogénicos
do gendtipo L2 que apresentaram coloracdo azwduperior (100%)
ao genatipo L20 (79,2%), nao diferindo do genotdo(90%) (Figura
8).
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* Médias seguidas por letras distintas diferem esitpelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Figura 8. Porcentagem de calos embriogénicos dos diferentes
genotipos de milho expressando cor azul apos teste
histoquimico de GUS. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2009.

A coloragédo azul foi observada também em 85 % dotales
(calos nao infectados), demonstrando a existéneidbatkground.
Portanto, a classificacdo da intensidade de cdoragmbém se fez
necessdria na avaliagdo destes dados. Os niveitedsidade e notas
atribuidas séo apresentadas na figura 9.
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Tlivel 1

Figura 9. Niveis de intensidade da cor azul resultante edtethistoquimico de
GUS utilizado para classificar a baixa intensidaddor 1), intensidade
média (valor 5) e alta intensidade (valor 10) dal®s embriogénicos de

milho. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2009.

Os gendtipo L20 e V4 apresentaram intensidade keagdio
pelo teste histoquimico de GUS semelhante apgctgos controles
(Figura 10). J4a, os calos embriogénicos do geodti co-cultivado
com Agrobacterium tumefaciens apresentaram uma intensidade
superior (7,4) ao controle nao infectado (4,4) (p9@1) (Figura 10).
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Figura 10.

Intensidade coloracao azul observada apés héstioquimico

de gus em calos embriogénicos de diferentes explantes co-
cultivados com Agrobacterium tumefaciensEHA 105
(pCambia 3301) (PT) e controles ndo infectados ¢€)
diferentes gendtipos de milho. Passo Fundo, FAMWUP
2009.

A porcentagem das categorias de intensidade olizer@m

calos embriogénicos da linhagem L2 co-cultivada égrobacterium

tumefaciense controle pode ser observada na figuraAlfrequéncia

de calos infectados apresentando alta intensidanlelabro (54,2%)

da frequéncia de calos controles (27,8%) apreséntaalta

intensidade da coloracdo azul, sendo esta diferesigdisticamente

significativa (p=0,0035). Da mesma maneira, o0 l@atapresenta o

dobro de calos de coloracdo azul claro (baixa sitede: 33%),

comparada ao infectado (15%) (Figura 11).



162

Calos embriogénicas L2

= fill
e A
N -
o R
=
= .
_E 40 A
-8
a0 B
a
ik}
] i
‘& A
T 2 2 2
Py 10 = = =
o = = =
fricy = = =
=) 2 2 2
bt 0 [ ] [ ] [45]
& v |
fam

Gus alo Gusmeéde  Gus bao

* Médias seguidas por letras distintas diferem esitpelo F teste
(p=0,05).

Figura 11.Porcentagem de calos embriogénicos infectados e
controle do genétipo L2 que apresentaram as difesen
categorias de intensidade de cor azul (alto, médtiaixo)
apos teste histoquimico de GUS. Passo Fundo,
FAMV/UPF, 2009.

Este comportamento ndo foi observado nos outros doi
genotipos de milho utilizados nestes experimenitoshdgem L20 e
Variedade V4), sugerindo diferencas genotipicascay@acidade de
infecgéo do calo embriogénico de milho.

Da mesma forma, quando foi avaliado o nivel deesgdo da
coloracao azul dos calos embriogénicos entre ostipes, a linhagem
L2 (7,44) se mostrou superior a variedade V4 (4e4d)inhagem L20
(2,61) (Figura 12).
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*Médias seguidas por letras distintas diferem esingelo teste de Tukey a 5% de

significancia.

Figura 12. Nivel de intensidade de coloracdo azul observaufs deste
histoquimico degus em calos embriogénicos de diferentes
explantes dos gendtipos de milho. Passo Fundo, FARAV,
20009.

A Figura 13 mostra aspectos dos calos embriogéndz
linhagem L2 expressando a cor azul em alta intadsidsugerindo o
sucesso na transferéncia do ggasvia Agrobacterium tumefaciens.

A linhagem L2 pertence ao programa de melhorameeto
Milho da Embrapa Trigo e foi o genétipo mais respom para a
cultura in vitro em experimentos realizados pelo Laboratério de
Biotecnologia Vegetal da UPF, quando se comparoun co
aproximadamente 50 outros gendtipos de milho (VAERRI2004;
GRANDO et al., 2005).
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Figura 13. Expressao da coloragao azul em calos embriogesidwsetidos
ao teste histoquimico de GUS em calos embriogéndas
linhagem L2 de milho. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2009.

Para este a linhagem L2, o explante calo embriogg&rfoi
mais eficiente que o pendao imaturo na transfeaéhziT-DNA, visto
gue o nivel de expressao gasobservados em calos embriogénicos
(7,4) foi superior ao pendao (3,4) (Figura 14).aPaendao, nao foi
observado nenhum explante com nivel 10 de expressibe
genotipo. Estes dados indicam que o calo embrioggmbde ser um
explante facilmente transformavel para este geadtisso pode
refletir diferencas na afinidade dsgrobacterium tumefaciensm
diferentes tecidos e estruturas celulares. Umae sde eventos
moleculares devem ocorrer para que a bactériagse la célula
vegetal, forme o poro de transferéncia e transia T-DNA para o
citoplasma e nucleo da célula hospedeira. A tramsfgdo dos calos
embriogénicos sera confirmada atraves de testescoiales em calos

resistentes resultantes do processo de selecao.
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Figura 14. Nivel de intensidade coloracdo azul apOs teste
histoquimico de GUS em calos embriogénicos e pendde
imaturos da linhagem L2 co-cultivada com
AgrobacteriumtumefaciensEHA 105 (pCambia 3301).
Passo Fundo, FAMV/UPF, 2009.

Segundo Danilova & Dolgikh (2004), calos embriagés
podem ser uma alternativa de explante na transf@onde milho via
Agrobacterium tumefacieng&ste explante apresenta a vantagem de
poder ser manipulado o ano todo, enquanto outrpkmes, como o
embrido imaturo, tem um periodo determinado dengli® ou seja,
uma ou duas vezes por ano. Ainda, o embrido dewetdé a 2 mm de
comprimento, obtidos de plantas saudaveis cres@dasondicdes
ambientais controladas para que estes embribfes s@jfectados
eficientemente (ISHIDA et al., 2007). Carvalho &t(2004) coloca
gue quanto maior o tempo de permanéncia do exptentiltura de
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tecidos, maior a sua sobrevivéncia apés co-culisto,também é uma
caracteristica interessante para o explante cabiegé&nico.

Lupotto et al. (1998) também utilizaram calos ewdpnicos
em seus experimentos, mas este tecido apresentdlemas de
necrose e dificuldade na recuperagédo do crescinagnis a infeccao
comAgrobacterium tumefaciens

Calos embriogénicos também foram utilizados na
transformacao de arroD(yza satival.) por Hiei et al. (1994). Estes
autores utilizaram diferentes explantes (meristeyaal, segmentos
de raizes de plantulas jovens, escutelo e célulassespensao
induzidos de escutelo, embrides imaturos e calomides jovens e
escutelo), sendo que os calos de escutelo tiveltantapacidade de
transformacdo, propagacdo e regeneragdo e procuzramaior
frequéncia de tecidos transformados e resistentdsg@micina
(23%).

Estas tentativas demonstram a busca por explaliézsativos
gue possam ser rapidamente obtidos para tornarooegso de
transformacao mais independente das estacdes do ano

O plasmidio binario pCambia 3301 contém o genértepgus
(JEFFERSON et al., 1987) que codificalalucuronidase (GUS).
Este gene, neste plasmideo, contém um intron oimpede sua
expressdo na bactéria, sendo util na marcagédoadsfarmacao em
plantas (SHEN et al., 1993; HUANG & WEI, 2005).

A enzima R-glucuronidase, na presenca de seuratths-
Gluc produz um precipitado de cor azul indico, If&eido a
visualizacdo das células que receberam o genen®gys tem sido

amplamente utilizado para monitorar experimentosralesformacéo
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em milho viaAgrobacterium tumefacien®\ expressdo do gergus
pode ser detectada horas apés a transformacéo gehdesta forma
na determinacéo da frequéncia de transformacasi¢rar, ou seja, a
expressao temporaria do transgene, o qual ainde péd ter se
inserido no genoma da planta. A expressao do temes§ considerada
estavel quando o gene ja se encontra inserido nd, B&hdo capaz de
ser transmitido para a descendéncia celular. Ngepte experimento,
o teste histolégico de GUS foi realizado dez dipdsaa infeccao,
sendo que a transformacgédo ja € um evento estastel periodo.

Ao contrario do que foi observado, normalmente sao
encontradas atividade endoégena do ggueem tecidos de milho e
outras liliopsidas néo transformados (SHEN et1#93; WEN et al.,
2004; CARVALHO et al., 2004; HUANG & WEI, 2005; VEGet al.,
2008).

No presente trabalho, utilizamos, no lugar de XeGum
substrato similar, o X-Glic. Este substrato tamtémutilizado por
Zhao et al. (1998) e Ribas et al. (2006), sem probs de
background. Segundo Kosugi et al. apud Ribas €2@06) o uso de
20% metanol no ensaio dgus podera evitar eventuais atividades
endogenas dgus

Algumas plantas ou tecidos, particularmente 6érgao
reprodutivos apresentam atividade similar ayds(Plegt & Bino, Hu
et al., Hodal et al. apud LACORTE, 1998). Na maatas vezes esta
atividade enddgena esta sob controle de um promfotte. No
entanto, dependendo do promotor utilizado e do tpotecido, a
atividade endbégena dgus pode ser até mais elevada do que a
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resultante da expressédo do gene marcador, o quréenet nas analises
(Twell et al. apud LACORTE, 1998).

A expressdao do gengus é considerada apenas como uma
evidencia da transformacdo, ndo sendo suficientmoc@rova
definitiva da integracdo do gemeis no genoma da planta (Potrikus
apud LACORTE, 1998). Nos experimentos desenvolvyawsishida
et al. (1996), a maior parte dos calos expressajasBp0s 0 CO-
cultivo, mas poucos calos eram resistentes aodi@abiosfinotricina
(ppt). Segundo estes autores, os dados de expressgas nem
sempre ajudam a ajustar os parametros de infecpas é
relativamente facil conseguir condicdes para bgaressao para o
gene reportegus mas calos resistentes a herbicidas é um evenso ma

raro.

3.3 Selecéao dos calos embriogénicos resistenté®ebicida

Os tecidos submetidos a transformacdo devem ppssam
processo de selecao que permita que somente #ssdgiuinsformadas
se multipliquem e déem origem a plantas modificapaseticamente.
O genebar tem sido muito utilizado como gene marcador para o
milho e o herbicida fosfinotricina (ppt) e glufogto de amoénio
(Bialaphos, Basta) tem sido utilizado como agesédstivos (FRAME
et al., 2002 e 2006, LEE et al., 2007, VEGA et2008).

Atualmente, os calos embriogénicos e penddesunsgtdos
experimentos aqui relatados estdo em processo ldgdse o qual
consiste em sucessivas repicagens em meio setetntendo BASTA
(Figura 15).
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No terceiro ciclo de selecdo sera avaliada a éega de calos
embriogénicos resistentes ao herbicida, o qual esemtara a
frequéncia de transformacdo estavel. A comprovacda
transformacdo sera realizada pela amplificacdo eloe gus pela
técnica de PCR. Plantas regeneradas serdo subsnetidéeste de
aplicacdo de herbicida na folha e a testes molexulgara
confirmacdo da transformacdo e célculo da efic&nadle

transformagao.

Figura 15. Selecdo dos explantes transformados cAgrobacterium
tumefacienseHA 105: pCambia 3301 em meio seletivo
contendo 5 mg.t: de BASTA por 21 dias. a, b) Segmentos de
pend&o imaturo co-cultivados cdkgrobacterium tumefaciens
evidenciando a formacdo de calos; c) explantes etelgo
imaturo controle (ndo co-cultivados comigrobacterium
tumefacieng d) explantes calos embriogénicos co-cultivados
com Agrobacterium tumefaciengescendo em meio seletivo;
d) Calos embriogénicos controle em meio seletiv@o (no-
cultivados comAgrobacterium tumefaciehsPasso Fundo,
FAMV/UPF, 2009.
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O milho, como outras liliopsidas de importanciacagmica,
apresenta limitacdes na transformacéo pelo métadmrbbacterium
tumefaciens No milho os pontos criticos para utilizacdo desta
tecnologia se referem ao uso de genotipos respsisiwitro, 6timo
estagio de desenvolvimento dos explantes, utilzaigilinhagens de
Agrobacterium tumefacienscompetentes para transformacao,
concentracdo da bactéria no meio de infeccdo, maiondicdes de
infeccd@o e co-cultivo (temperatura, pH, pré-tratatoe dos explantes,
tempo de co-cultivo, uso de agentes estimuladadsadsformacéo e
antioxidantes (como acetosiringona e L- cisteiba) como os meios
apropriados para inducdo de calos embriogénicocaEe e
regeneracao de plantas.

Para realizacdo deste trabalho empregamos um plotoc
baseado no agrupamento de parametros ajustadosdipersos
laboratorios que obtiveram sucesso na transformdedmilho via
Agrobacterium tumefacienkntre eles estdo o uso de meio com baixa
concentracdo de sal (ZENG et al., 2004; ZHANG ¢t24l05; LEE et
al., 2007; VEGA et al.,, 2008), uso do antioxidarteisteina
(FRAME et al.,, 2002 e 2006; VEGA et al., 2008),lizdicao de
antibioticos adequados para eliminarAgrobacterium tumefaciens
(cefotaxima) (DANILOVA & DOLGIKH, 2004), concentrag da A.
tumefaciens (FRAME et al. 2002 e 2006; HUANG & WEI, 2005),
uso de MES (VEGA et al., 2008), pH para infeccadFODTTO et
al.,1998, SAIRAM et al., 2003; HUANG & WEI, 2005#EGA et al.
2008).

Sistemas eficientes de transformagcdo do milho via

Agrobacteriumtumefacienstem se restringido a linhagem modelo
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A188 e sethibrido Hi-ll (ISHIDA et al., 1996; ZHAO et al., 2Q;
FRAME et al., 2002; ZHANG et al., 2005; LUPPOTOatt 1998;
SHOU et al., 2004; DANILOVA & DOLGIKH, 2005; VEGAteal.,
2008), sendo que esta linhagem apresenta pobrestardsticas
agronémicas. Um nuamero limitado de linhagem eidhdisrde milho
com diferentes backgrounds genéticos tem sido foanado via
Agrobacterium tumefacien$1{lUANG & WEI, 2005; FRAME et al.,
2006; WANG et al., 2007; ISHIDA at al., 2007; LEEa&, 2007).

Huang & Wei (2005) regeneraram plantas transgéndmas
quatro linhagens de milho, obtendo o maximo de uiegia e
transformacdo de 5,25% em uma linhagem chinesa @ét milho
(9046).

Frame et al. (2006) avaliaram 11 linhagens de miho
empregando melhorias no sistema de infeccdo evaulti vitro,
obtiveram plantas transgénicas a partir de trédsagiens, com uma
eficiéncia de transformacdo de 2,8 a 8%. Utilizandetores
superbinarios, pesquisadores Japoneses (Ishida l.et 2@07),
obtiveram transformantes em trés linhagens de miRezentemente,
Lee et al. (2007) relataram eventos transgénico2 dgendtipos
altamente recalcitrantes de milho utilizandégrobacterium
tumefaciengom vetor binario padrao.

No Brasil, ndo h& relatos sobre a obtencdo de gdant
transgénicas de milho empregando este método todiae
transformacao. Genotipos utilizados nos experinseatpui relatados
foram selecionados pelo Laboratério de Biotecnalogegetal da
UPF, pela eficiente respostavitro. Os hibridosH3MT-1 e H3MT-2

foram desenvolvidos pelo referido laboratério vianpara alta
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frequéncia de calos embriogénicos e regeneraca@lalgas. A
utilizacdo do pendao imaturo como tecido alvo paasformacéao via
Agrobacterium tumefacien®@ uma inovacdo e busca acelerar o
processo de obtencao de explantes alvo e por agngegacelerar o
processo de obtencao de plantas transformadas.

Os dados deste trabalho sugerem a possibilidade de
transformacdo de genotipos brasileiros previameetecionadosn
vitro.

O estabelecimento de um sistema eficiente deftranacao
genética em milho abre possibilidades inovadoraga pa
melhoramento desta espécie, principalmente emaeiag incremento
do valor nutricional, produtividade, resisténcidaencas e tolerancia
a estresses ambientais, importantes para o0 desangato
econdmico e agricola do pais. O milho ainda pedeislizado como
biofabrica na producdo de proteinas humanas e amadittos

contribuindo para a saude humana.

4 CONCLUSOES
Os dados sugerem que foi possivel transferir genas
Agrobacterium tumefaciersm penddes imaturos do gendtipo H3MT-

1 e em calos embriogénicos da linhagem L2 de milho.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho buscou identificar explantes alteros, mais
rapidamente disponiveis, para acelerar o processobtencdo de
calos embriogénicos, melhoramento da capacidadeiegghica e a
possibilidade de transferéncia de genes \Agrobacterium
tumefacienem calos embriogénicos e penddes imaturos deigesaost
brasileiros de milho. Explantes foliares de pléasugerminadam
vitro, apresentam a vantagem de ser facil e rapidandésgenivel o
ano todo, podendo acelerar o procassdtro. No entanto, a resposta
in vitro ndo foi satisfatéria, portanto os trabalhos camifo a ser
realizados com penddo e embrido imaturos. Estéosawaliada no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal (LBV), a semeemmatura
partida como um novo explante, esta foi utilizaglzentemente como
tecido alvo para biobalistica para desenvolvimeado plantas de
milho tolerantes a estresses ambientais.

Dados sugerem que o novo Hibrido F1 H3MT-1, recebé&u
DNA daAgrobacteriuntumefaciengm seus penddes imaturos, sendo
0 primeiro relato em pendéo imaturo de milho. Damme forma, ha
sugestdes da transformacdo de calos embriogénedistthgem L2
de milho viaAgrobacterium tumefacien&ste explante é favoravel,
pois pode ser obtido durante o ano todo.

Atualmente, no LBV esta sendo avaliada a posddidke de
transformar embrides imaturos de diferentes estadide
desenvolvimento, visto ser, este explante, o maigplamente
utilizado em milho. Nesta avaliagéo a adigdo de 2@%netanol na

reacao histoquimica de GUS eliminou o backgroummbrtos azuis
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foram observados em maior frequéncia em embrided-decm,
comparado com os de maior tamanho.

O proximo passo sera avaliar varios fatores qtexferem na
eficiéncia de transformacao de plantasAggobacterium tumefaciens
como: metodologias de crescimento, concentracaohadens daA.
tumefaciens processo de infeccado (tempo, pH; pré-tratamen® d
explantes); uso do antioxidante DTT no meio de Wtvo; uso do
antibiético Timentin para eliminacdo da bactérisp da concentracdo
adequada do agente seletivo Bialaphos para seldeadecidos
resistentes. Sendo ainda necessario melhorar as texregeneracao
de plantagn vitro e testar os novos hibridos quanto a competéncia
para regeneracgao de plantas.

O desenvolvimento de protocolos eficientes destmamacao
genética em milho possibilitara, por exemplo, adfaréncia do gene
epo que codifica para a Eritropoietina Humana, visamtibzar o
milho como biofabrica na producdo deste medicamdfdte projeto
serd desenvolvido em colaboracdo com o LaboratbgidBiologia
Molecular Vegetal do Centro de Biotecnologia da BSG A
eritropoietina (EPO) é um hormoénio glicoprotéicoe gestimula a
medula 0ssea a elevar a producao de heritrécitesesido utilizado
no tratamento de varias enfermidades como anenmisugiciéncia
renal cronica. A eritropoietina utilizada atualmeernto Brasil é
produzida a partir de células animais modificadas ©® geneepo
Humano e tem sido importada de Cuba a um custariastlevado.
Da mesma forma, a aplicacdo da engenharia gengiara
melhoramento das caracteristicas agronémicas do homil

implementaria o desenvolvimento tecnoldgico e atgido pais.
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