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A obtencdo de plantas transgénicas pelo uso de Agrobacterium tumefaciens baseia-se
na capacidade Unica dessas bactérias de transferir seqiiéncias especificas de DNA para o
genoma vegetal. O processo de infeccdo de células vegetais pela Agrobacterium tem sido
intensamente estudado, podendo ser considerado um dos sistemas de interacdo planta-
patégeno melhor caracterizado em nivel molecular (Hooykass & Schilperoort, 1992; Winans,
1992; Brasileiro, 1993). Essa metodologia de transferéncia de genes tem a grande vantagem
de poder transferir segmentos de DNA relativamente grandes com pequenos rearranjos e
integracdo de baixo nimero de cOpias do gene dentro do cromossomo das plantas. A
aplicagdo de transformacgdo genética mediada por Agrobacterium até pouco tempo estava
limitada & maioria das plantas dicotiledoneas, devido ao fato de a maioria das
monocotileddneas e gimnospermas ndo serem infectadas naturalmente por essa bactéria ou
apresentarem pouca suscetibilidade a Agrobacterium (Binns & Tomashow, 1988; DeCleene,
1985); hoje, porém, varios laboratérios ja transformam, de maneira eficiente, diversas
espécies que antes ndao eram infectadas por Agrobacterium, como por exemplo, aspargo
(Byterbier et al. 1987), arroz (Raineri et al. 1990; Chan et al. 1992; Hiei et al. 1994; Aldemita
& Hodges, 1996) e mais, recentemente, o milho (Ishida et al. 1996). O sucesso desses
laboratorios se deve ao fato de a transformacao de plantas mediada por Agrobacterium ser um
processo simples e bastante eficiente, no que diz respeito & regeneracdo de plantas
transgénicas férteis. A Embrapa Milho e Sorgo vem desenvolvendo trabalhos no sentido de
adaptar metodologias de transformacdo genética de milho utilizando a cepa LBA 4404
(pTOK233) de Agrobacterium tumefaciens (Hiei et al. 1994), que tem a capacidade de
infectar gramineas. O vetor superbinario pTOK 233 possui 0 gene para resisténcia ao
antibiético Higromicina e o gene reporter uidA, que codifica para a enzima -glucuronidase,
contendo um intron (GUS-Intron). Os genes estdo sob controle do promotor constitutivo
CaMV35S. Desta forma, foi possivel transformar embrides imaturos de milho. Através do
ensaio histoquimico de GUS ajustaram-se 0s protocolos de transformacdo, tornando-se
possivel otimizar os pardmetros que determinam a eficiéncia de infeccdo e transferéncia do
plasmideo pela bactéria. Na Figura 1, pode-se observar o resultado da expressao transiente do
gene da B-glucuronidase (GUS), em embrides imaturos de milho, 24 horas ap6s o co-cultivo
com Agrobacterium. Embrides plaqueados no meio NgGAs (Aldemita & Hodges, 1996), com
0 escutelo voltado para cima, e co-cultivados com a bactéria durante trés dias, permitiram que
a agrobactéria infectasse até 95% dos embrides. Esse resultado ndo permite inferéncias a
respeito da eficiéncia de integracdo dos genes ao genoma dos embrides, mas garante, que a
transferéncia desses genes para os embrides, mediada pela agrobactéria, ¢é eficiente. Os meios
de cultura utilizados para o cultivo dos explantes transformados tiveram composicao idéntica
aquela descrita por Carvalho et al. (1997), suplementado com Cefotaxima (250 mg L™), para
eliminacdo da bactéria. Embrides plagueados em meio de cultura sem glicose e
“acetosyringone” ndo foram infectados eficientemente pela agrobactéria, permitindo a
expressdo de GUS em apenas 10% dos embrides, quando esse meio continha nitrato de prata,



e em 57% dos embrides, quando o meio ndo continha nitrato de prata. Segundo Carvalho
(comunicacdo pessoal), a prata exerce efeito inibitorio sobre o crescimento da agrobactéria, o
que pode ser confirmado por este experimento. Experimentos visando testar o0 método de
infeccdo demonstraram que a inoculacdo da agrobactéria via ferimento dos embrides ndo foi
eficiente em permitir a infeccdo pela bactéria. Observou-se efeito marcante do genotipo sobre
a eficiéncia de transformacgéo pela bactéria. Houve diferenca significativa entre a porcentagem
de embrides expressando GUS, das linhagens L-273 (95%) e L-398 (22%). Alguns genotipos
testados posteriormente para se verificar seus efeitos sobre a eficiéncia de transformacéo
resultaram em completa auséncia de infeccdo dos embriBes pela bactéria, mantidas sob as
mesmas condicbes de transformacdo. Embrifes dos gendtipos eficientemente transformados
pela agrobactéria foram transferidos para meio de selecdo contendo o antibiético Higromicina
B, em concentragdes crescentes, e encontram-se atualmente em processo de indugdo da
regeneracgdo de plantas.

FIGURA 1 - Expressdo transiente do gene GUS em embrido imaturo da linhagem de milho
L-273, transformados por Agrobacterium tumefaciens.
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