l-lq-!
ﬁlcmé

CONGRESSO NACIONAL
DE MILHO E SORGO

2014 - Salvador/BA

Transformacéo genética de embrides imaturos de milh

XXX CONGRESSO NACIONAL DE MILHO E SORGO

“Eficiéncia nas cadeias produtivas e o abastecimento global”

o tropical via

Agrobacterium tumefaciens

Rafaeli Aparecida Vieira de Souza ®; Emanuele Tais Souza Silva @; Meire de Céassia Alves ©;
Amanda Naié @; Newton Portilho Carneiro  ©; Aluizio Borém ®; Andréa Almeida Carneiro ©.

@ Estudante de doutorado; Universidade Federal de Vicosa; Vigosa; Minas Gerais; rafaeli.souza@ufv.br; @Bolsista da
Embrapa Milho e Sorgo; ®Analista da Embrapa Milho e Sorgo; @professor do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Vigosa; (S)Pesquisador Embrapa Milho e Sorgo.

RESUMO: A eficiéncia na transformacdo genética
de linhagens de milho tropical é influenciada por
varios parametros. Buscar metodologias que
aumentem a frequéncia de transformacdo é
primordial. O nosso objetivo foi avaliar duas
metodologias de infeccao de explantes da linhagem
de milho tropical L3 com Agrobacterium tumefaciens
visando a sua transformacdo genética. A
transformacgdo dos embries zigoticos foi realizada
via A. tumefaciens EHA101, portadora do plasmideo
binario pTF102 que contem o0s cassetes génicos
P35S::gus:: T35S e P35S:bar:Tvsp. As duas
metodologias testadas, apresentam diferencas nos
meios de infeccdo e co-cultivo. Os meios de
infeccdo utilizados diferem na concentracao de sais
e vitaminas do meio N6 (CHU et al., 1975). Também
MES e nitrato de prata foram adicionados apenas
na etapa de infeccdo quando o segundo método foi
utilizado. No meio de co-cultivo, o Método |
apresenta apenas o antioxidante L-cisteina, e o
Método Il a combinagdo de L-cisteina + DDT
(Dithiothreitol). A expresséo transiente foi avaliada,
por testes histoquimicos de GUS (B-glucuronidase),
apo6s o co-cultivo, o repouso e o periodo de selegdo
para verificar a eficiéncia da infeccdo. A eficiéncia
de transformacao foi medida através da contagem
de plantulas regeneradas e aclimatizadas em casa
de vegetacdo. Os resultados obtidos revelam que a
metodologia | é a mais indicada para a
transformacéao da linhagem tropical de milho L3.

Termos de indexacao: linhagem L3, Agrobacterium
tumefaciens, regeneracédo de plantas.

INTRODUCAO

O milho representa uma importante fonte de
energia para a alimentacdo humana e animal e a
engenharia genética tem sido empregada para
complementar o melhoramento genético desta
espécie. Atualmente, o sistema mais estudado para
introducdo de genes exdgenos em milho é via
Agrobacterium tumefaciens, o qual é bastante

complexo, mas apresenta inUmeras vantagens
sobre o sistema de introducdo por bombardeamento
de genes (FRAME et al., 2002; 2011). No entanto
hd necessidade de melhorar a eficiéncia de
transformacdo genética de linhagens de milho
tropical testando diferentes protocolos.

Para o milho hibrido Hi-ll a diminuicdo em
50% da concentracdo dos sais utilizados no meio
N6 e o uso de agentes antioxidantes como cisteina
e DDT favoreceram o processo de transferéncia do
T-DNA durante o estagio de co-cultivo, aumentando
a frequéncia de eventos transformados (Vega et al.,
2008). Para a linhagem tropical L3, ainda néo
existem informacdes sobre o uso dessa combinacao
de antioxidantes no aumento da frequéncia de
transformacao.

O objetivo desse trabalho foi avaliar duas
metodologias de transformacdo genética via A.
tumefaciens em embries imaturos da linhagem de
milho tropical L3, visando padronizacdo da
transformagédo genética dessa linhagem.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Sementes da linhagem L3 foram plantadas
em casa de vegetacdo para a obtencdo do material
vegetal. Os embrides imaturos de milho tropical
foram colhidos 12 dias apds a polinizagdo, com
aproximadamente 1,5 a 2,0 mm de comprimento.
Para assepsia, as espigas de milho foram
mergulhadas em uma solucdo de 50% hipoclorito de
sédio e agua destilada com 2 gotas de detergente
comercial, em agitacdo por 20 minutos. Em seguida,
as mesmas passaram por triplice lavagem com
agua destilada autoclavada, em camara de fluxo
laminar.
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Agrobacterium tumefaciens

Foi utilizada a estirpe desarmada de A.
tumefaciens EHA101 contendo o plasmideo binario
pTF102 (P35S::gus::T35S e P35S::bar::Tvsp).

Preparo da A.tumefaciens

Adicionou-se 100uM de acetoseringona (AS)
a 5mL de meio de infeccdo (Meio A, Tabela 1) em
tubos de 50 mL. Em seguida, inoculou-se com
auxilio de alca de platina esterilizada em camara de
fluxo laminar, A. tumefaciens EHA 101, até atingir
uma O.D550 de 0,3 a 0,4. Posteriormente, o tubo foi
incubado horizontalmente em shaker a temperatura
de 22°C a 100 rpm, por 2 horas.

Transformacéo de embrides zigoticos de L3

Foram avaliadas duas metodologias para
transformacdo genética, 0s métodos testados
possuem diferencas no meio de infec¢cdo e no meio
de co-cultivo (Tabela 1). O meio de infeccdo e de
co-cultivo do Método | possui o dobro da
concentracao de sais de N6 do que Método Il. Ja o
Método Il possui dois antioxidantes, a L-cisteina e o
DDT (Dithiothreitol), enquanto que o método |
possui somente L-cisteina (3 mg/L). O Método I
possui MES em ambos os meios e 0 Método | nao.
Apresentam também diferencas na quantidade de
vitaminas e nitrato de prata.

Foram utilizados 250 embrides zigéticos para
cada metodologia testada. Os embries foram
acondicionados em tubos Eppendorf de 1,5 ml
contendo 1,0 ml de meio de infeccdo (Tabela 1)
suplementado com 100 pM AS, inicialmente sem
Agrobacterium. Em seguida, o0 meio de infeccédo foi
retirado, os embriGes lavados em mais 1 ml desse
mesmo meio e foi adicionado 1mL da suspenséo
de Agrobacterium contendo o plasmideo pTF102.
Os tubos foram gentiimente invertidos 20 vezes e
incubados por 5 minutos no escuro. Apés a
infeccdo, os embrides foram transferidos para o
meio de co-cultivo (Meio B, Tabela 1) e o excesso
de Agrobacterium foi retirado com auxilio de uma
pipeta.

Os embrifes transformados foram orientados
com o eixo embrionario em contato com o meio de
co-cultivo. As placas foram fechadas com fita
micropore e incubadas no escuro a 20°C durante 5
dias. Ap6s o periodo de co-cultivo, os embrides
foram transferidos para o meio de repouso (Meio C,
Tabela 2), e incubados a 28°C no escuro por sete
dias. Depois desse periodo os embrides foram
transferidos por 30 dias para o meio de selecédo |
(Meio D1), sendo subcultivados a cada 15 dias.
Posteriormente, os calos foram transferidos para o
meio de sele¢do Il (Meio D2) por 15 dias. Apds esse
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periodo de selecdo os calos que continuaram
crescendo foram transferidos para o meio de
maturacdo (Meio E) e apds 30 dias para o meio de
germinacao (Meio F). Os meios D1, D2, E e F estao
descritos na Tabela 2. As plantulas formadas foram
transferidas para vasos em casa de vegetacao

Tabela 1. Meios de infeccdo e co-cultivo utilizados
na transformacao da linhagem tropical L3.

Meio de infeccéo (A) Unid/L Método |  Método Il
N6 sais g 4,0 2,0
2,4D mg 15 15
Sacarose o] 68,4 68,4
Glicose g 36 36
Prolina g 0,7 0,7
MES g - 0,5
pH 5,2 5,2
N6 vitaminas (1000x) ml 1,0 0,5
Nitrato de prata mg - 0,85
Meio de co -cultivo (B) Unid/L Método |  Método Il
N6 sais g 4,0 2,0
2,4D mg 15 15
Sacarose g 30 30
Prolina g 0,7 0,7
MES g - 0,5
pH 5.8 5.8
Phytagel g 3,0 3,0
N6 vitaminas (1000x) ml 1,0 1,0
Nitrato de prata mg 0,85 0,85
Acetoseringona uM 1,0 1,0
L-cisteina mg 3,0 4,0
DDT g - 0,15
*N6 (CHU et al., 1975)
** Método | - Frame et al. (2002)
** Método Il - Vega et al. (2008)
Tabela 2. Meios de cultivo utlizados na
transformacéao da linhagem tropical L3.
Meios de Unid/L Concentracdes
cultivo C D1 D2 E F
N6 Sais g 4,0 4,0 4,0 - -
MS Sais g - - - 4,3 4,3
Sacarose g 30 30 30 60 30
L- Prolina g 0,7 0,7 0,7 - -
MES g 0,5 0,5 0,5 - -
pH 5.8 5,8 5,8 5,8 5,8
Phytagel g 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
N6 vit, ml 1,0 1,0 1,0
1000x
MS vit, ml - - - 1,0 1,0
1000x
Nitrato de mg 0,85 - - - -
prata
Cefotaxima g 0,25 0,25 0,25 - -
Biolaphos mg - 15 3,0 - -
*N6 (CHU et al., 1975);

*MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962).
Delineamento e andlise estatistica

As avaliacdes realizadas foram: (i) nimero de
embrides GUS positivos apés o periodo de co-
cultivo, de repouso e da selegédo Il; (i) numero de
eventos transgénicos obtidos e aclimatizados em
casa de vegetacdo. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualisado, utilizando-se o software
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Sisvar 5.0 (Ferreira, 2000) para fazer a analise de
variancia, e as médias foram comparadas pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressdao do gene gus foi avaliada em trés
etapas diferentes dos procedimentos: (i) apés o
periodo de co-cultivo; (ii) apds o repouso e, (iii) apds
a selecdo (Tabela 3). A expressdo transiente de
GUS obtida apés os periodos de co-cultivo e
repouso foram maiores para o método | do que para
0 método Il. O mesmo resultado foi obtido para a
expressdo de 15 calos aleatorios testados apds o
periodo de selecéo.

Tabela 3. Expressédo do gene gus em milho tropical
L3, infectados com A. tumefaciens EHA
101:pTF102, com dois métodos.
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Tabela 4. Numero de eventos obtidos com as
metodologias utilizadas na transformacéo de L3.

Metodologia ~ NUmero Eventos Frequéncia de
utilizada de transgénicos transformacéo
embriGes obtidos (%)
Método | 200 21 10,5a
Método Il 200 1 05b

Tratamento Nimero de embrides GUS positivos

Método | Método Il

Apés co-cultivo
Apés repouso
Apos Selecéo Il

18125 (72%) 0125 (0%)
21/25 (84%) 6/25 (24%)
9/15 (60%) 4/15 (26%)

Os calos do tipo Il obtidos apresentavam
aspecto macio, friaveis, coloracdo amarela clara,
sendo altamente embriogénicos conforme mostra a
Figura 1B. Os calos provenientes do Método |
apresentaram maior sobrevivéncia em comparacdo
com o Método Il ap6s o periodo de selecao.

A maturacdo de calos de ambos os
tratamentos foi desuniforme, ocorreu entre 20 e 45
dias independente do método utilizado. Calos
maduros tem o aspecto esbranquicado e opaco.

Os calos maduros foram transferidos para o
meio de germinacdo. As plantulas obtidas foram
aclimatizadas em casa de vegetacdo até atingirem
aproximadamente 10 cm de comprimento (Figura
1F). Apés trés semanas em casa de vegetacédo foi
aplicado o herbicida biolaphos para confirmar a
resisténcia das plantas devido a presenca do
cassete génico P35S::bar::Tvsp.

O numero de eventos transgénicos foi maior
para o Método | em comparacdo com o Método Il
conforme descrito na Tabela 4.

Para a linhagem tropical L3, a baixa
concentracdo de sais no meio N6 e 0 uso de
agentes antioxidantes combinados, a cisteina e o
DDT néo foram eficientes no processo de
transferéncia do T-DNA durante o estagio de co-
cultivo, pois a frequéncia de eventos transformados
foi inferior ao Método |.

Figura 1. Etapas no processo de transformacéo, (A)
teste gus realizado em embrides apos o periodo de
repouso; (B) calo embriogénico; (C) calos em meio
de selecéo Il; (D) calos no meio de maturagéo; (E)

plantas no meio de germinagéo;
aclimatizadas em casa de vegetacéo.

(F) plantas
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CONCLUSOES

A eficiéncia de transformagdo genética via A.
tumefaciens em linhagens de milho tropical,
depende de varios fatores, dentre eles a interagao
entre a bactéria e o material vegetal utilizado e
também as condic¢des in vitro.

O método | testado nesse trabalho foi o mais
eficiente na transformacéo da linhagem L3. Novos
trabalhos devem ser realizados visando ajustar
outros fatores relacionados as condigbes in vitro,
para aumentar a eficiéncia de transformacao via A.
tumefaciens em embrifes zigoticos de linhagens de
milho tropical.
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