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Introdução 
 
A biotecnologia moderna está identificando um grande número de genes passíveis de 

serem utilizados para a melhoria do milho e as técnicas de transformação genética de plantas 
podem ser empregadas para inserir estes genes no genoma deste cereal criando novas 
variedades com características agronômicas e nutricionais de interesse. A transformação 
genética do milho, considerada por algum tempo recalcitrante, tornou-se, atualmente, um 
procedimento de rotina para vários genótipos na maioria dos laboratórios públicos e privados 
que trabalham com esta cultura. 

Os principais métodos de produção de plantas transgênicas de milho são a 
Agrobacterium tumefaciens e a biobalística. Na transformação via bombardeamento de 
partículas ou biobalística, micropartículas de metal cobertas com o gene de interesse são 
aceleradas em direção às células-alvo, utilizando equipamentos conhecidos como “gen gun” 
ou canhão gênico (SANFORD et al., 1987; SANDFORD, 1988), com velocidades suficientes 
para penetrar a parede celular e não causar a morte da célula. O bombardeamento de células 
vegetais com DNA de interesse foi desenvolvido no final dos anos 80 para manipular o 
genoma de plantas recalcitrantes à transformação via Agrobacterium, dentre as quais estavam 
incluídos os cereais (KLEIN et al., 1987, 1988; TAYLOR; FAUQUET, 2002).  

As principais vantagens do bombardeamento estão relacionadas com a utilização de 
vetores simples e de fácil manipulação, além da possibilidade da inserção de mais de um gene 
de interesse nas células de maneira eficiente (CHEN et al., 1998; WU et al., 2002). Embora 
seja considerado um método de transformação bastante eficiente para o milho, uma possível 
desvantagem é a ocorrência de múltiplas cópias do transgene e de complexos padrões de 
integração suscetíveis ao silenciamento da expressão gênica nas gerações futuras (WANG; 
FRAME, 2004).  

A transformação por A. tumefaciens é uma metodologia utilizada rotineiramente para 
transformar dicotiledôneas e recentemente foi adaptada para plantas monocotiledôneas (HIEI 
et al., 1994; ISHIDA et al., 1996; TINGAY et al., 1997; FRAME et al., 2000). Agrobacterium 
é uma bactéria de solo capaz de causar tumores vegetais na região da infecção. Estes tumores 
resultam da transferência do T-DNA presente no plasmídeo Ti para a célula vegetal. Em 
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processos biotecnológicos de transferência gênica, os genes endógenos do T-DNA causadores 
de tumor são substituídos por genes exógenos de interesse.  

A. tumefaciens constitui um excelente sistema de introdução de genes em células 
vegetais uma vez que produz transformantes com poucas cópias do transgene e a integração 
do T-DNA é um processo relativamente preciso. A região do DNA a ser transferida está 
definida pelas sequências flanqueadoras, extremidades direita e esquerda. Ocasionalmente 
reordenações são produzidas, mas na maioria das vezes a região é inserida intacta no genoma 
da planta. Normalmente, os T-DNA integrados mostram mapas genéticos consistentes e 
segregação adequados. Ademais, os caracteres introduzidos por esta via têm se mostrado 
estáveis durante muitas gerações de cruzamentos. Esta estabilidade é critica quando se 
pretende comercializar as plantas transgênicas geradas (HIEI et al., 1994; ISHIDA et al., 
1996). Em compensação, a eficiência da transformação de milho via Agrobacterium com 
vetores padrões ainda é baixa quando comparada com a biobalística. Em adição, grande 
número de eventos produzidos por Agrobacterium apresentam no genoma, além do T-DNA 
contendo os genes de interesse, sequências estruturais do vetor binário, indesejáveis na planta 
final (KONONOV et al., 1997; SHOU et al., 2004). Além do mais, a transformação mediada 
por Agrobacterium ainda é um método genótipo-dependente sendo que apenas um número 
reduzido de genótipos de milho foi transformado por este método.  

 Neste trabalho, eventos de milho transgênico contendo o gene SbMATE, produzidos 
através da transformação via Agrobacterium ou biobalística, foram comparados utilizando as 
técnicas de Southern blot e PCR em tempo real. É esperado que a expressão do gene SbMATE 
(MAGALHÃES et al., 2007) inserido aumente a tolerância do milho ao estresse de alumínio 
quando plantas são cultivadas em solos ácidos, como por exemplo, o Cerrado brasileiro. 

O milho utilizado para a transformação foi o genótipo híbrido Hi II cultivado em casas 
de vegetação do Núcleo de Biologia Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo, situada no 
município de Sete Lagoas-MG. 
 A construção gênica utilizada Ubi::SbMATE::NOS contém o gene SbMATE 
(MAGALHÃES et al., 2007) sob o controle do promotor constitutivo da Ubiquitina 
(CHRISTENSEN et al., 1992) e do terminador NOS (Figura 1), clonado nos sítios de EcoRI e 
HindIII dos vetores binário pTF101 (PAZ et al., 2004) e  pCAMBIA 3301 para a 
transformação de milho via A. tumefaciens EHA101 e biobalística, respectivamente.  
 A transformação de embriões imaturos de milho HiII por A. tumefaciens foi realizada 
de acordo com o protocolo desenvolvido por Frame et al. (2002) e a transformação via 
biobalística segundo o protocolo descrito por Carneiro et al. (2004). Foram geradas oito 
plantas a partir de um evento transgênico via Agrobacterium e 140 plantas provenientes de 46 
eventos diferentes via biobalística. A eficiência de transformação foi de 0,3% para 
Agrobacterium e 1,7% para o bombardeamento de partículas. A eficiência da transformação 
utilizando o bombardeamento de partículas foi similar a de 1,9% obtida por Frame et al. 
(2000) transformando calos embriogênicos de Hi II com partículas de ouro de 1,0 µm. 
Entretanto, foi inferior a 7,1% comunicada por Shou et al. (2004) utilizando partículas de 
ouro de 0,6 µm. A transformação de milho via biobalística no presente trabalho foi realizada 
com partículas de tungstênio de tamanhos variados, uma mistura contendo partículas de até 10 
µm. Conforme demonstrado por Frame et al. (2000), o tamanho da partícula utilizada no 
bombardeamento é um dos fatores responsáveis pela recuperação de clones transgênicos. A 
redução do tamanho da partícula serve para minimizar o ferimento causado nas células alvo e, 
consequentemente, melhorar a regeneração celular e a eficiência de produção de plantas 
transgênicas. Para a transformação de milho Hi II mediada por Agrobacterium, a frequência 
obtida neste trabalho foi baixa quando considerada a faixa de 1,1% a 22,2% apresentada por 
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Frame et al. (2002). Em comparação com o bombardeamento de partículas, a eficiência de 
produção de eventos transgênicos via Agrobacterium ainda é uma limitação em vários 
laboratórios. 

O número de cópias do transgene presentes em sementes T1 de alguns dos eventos 
gerados via bombardeamento de partículas e Agrobacterium, estimado através da técnica de 
Southern blot, foi comparado. Para tanto, 20 µg de DNA total (SAGHAI-MAROOF et al., 
1984) foi digerido com HindIII e os fragmentos separados em gel de agarose 0,8% utilizando 
tampão TAE (90 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA, pH 8,0). Após a eletroforese, o DNA foi 
transferido por capilaridade para uma membrana de nitrocelulose Hybond N+ (Amershan / 
Inglaterra) de acordo com protocolo descrito em Sambrook et al. (1989). Após 24 horas de 
transferência, a membrana foi seca por 2 horas à 80oC para a fixação do DNA. A sonda foi 
preparada a partir da digestão da construção Ubi::SbMATE::NOS com a enzima EcoRI, a qual 
gera um fragmento de 2,4 Kb. Em seguida, marcada e hibridizada à membrana utilizando o kit 
AlkPhos Direct Labelling Reagents (GE Healthcare Amersham) segundo recomendações do 
fabricante. 

A enzima HindIII possui apenas um sítio de restrição na construção, portanto o 
número de cópias do transgene foi estimado contando o número de bandas hibridizadas com a 
sonda SbMATE (Figura 1). Os resultados mostraram que tanto na transformação por 
Agrobacterium quanto por biobalística foram encontradas plantas contendo um baixo número 
de cópias do transgene. Também observou-se que na transformação utilizando a biobalística 
um dos eventos possui no mínimo 10 cópias do transgene (Figura 2). Shou et al. (2004), 
analisando eventos gerados por biobalística e Agrobacterium, também mostraram que de 12 
eventos derivados de biobalística apenas dois tinham até cinco cópias do transgene, sendo que 
os demais continham mais de 10 cópias. Em contraste, a maioria dos eventos derivados de 
Agrobacterium continha menos de três cópias. Resultados semelhantes foram descritos por 
Dai et al. (2001), onde plantas transgênicas de arroz produzidas via bombardeamento de 
partículas apresentaram mais de 3 cópias do transgene. Já a maioria das plantas derivadas de 
Agrobacterium tinham 1 ou 2 cópias do transgene. Normalmente, os métodos de 
transformação direta resultam na integração de cópias múltiplas do transgene 
(PAWLOWSKI; SOMERS, 1996; KOHLI et al., 1998; DAI et al., 2001), enquanto que a 
maioria dos eventos gerados a partir de Agrobacterium apresentam um baixo número de 
cópias (SMITH; HOOD, 1995). 

A quantificação da expressão do gene SbMATE foi realizada pela técnica de PCR em 
tempo real utilizando o equipamento ABI7500 Fast (Applied Biosystems, Foster City, USA). 
O RNA total foi extraído de amostras de folha de plantas individuais com o kit “RNeasy Plant 
Mini” (Quiagen, Valencia, USA) e tratado com DNase I (Quiagen, Valencia, USA). A reação 
de transcrição reversa foi realizada com o kit “Hight Capacity cDNA Reverse Transcriptase” 
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Os ensaios de PCR em tempo real foram realizados 
utilizando Sybr Green com primers específicos para os genes SbMATE e β-actina (controle 
endógeno) desenhados pelo software Primer Express® (Applied Biosystems, Foster City, 
USA). Os ensaios foram realizados utilizando-se três repetições técnicas. Foi detectada uma 
expressiva variação na quantidade de transcritos para o gene SbMATE produzidos entre os 
diferentes eventos transgênicos, sendo que plantas derivadas da transformação mediada por 
Agrobacterium apresentaram níveis de expressão superiores em relação às plantas 
provenientes da biobalística (Figura 3). Dai et al. (2001) e Shou et al. (2004) obtiveram 
resultados semelhantes, maior expressão gênica nos eventos gerados via Agrobacterium 

tumefaciens quando comparados com o bombardeamento de partículas. 
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Comparando-se o número de cópias e a expressão gênica neste experimento, 
encontrou-se uma correlação inversa. Eventos com um baixo número de cópias, independente 
do tipo de procedimento de transformação utilizado, apresentaram uma maior quantidade de 
transcritos para o gene SbMATE do que o evento com alto número de cópias. Não existe uma 
correlação clara entre a expressão do transgene e o número de cópias presentes na planta 
(DEAN et al., 1988; HOBBS et al., 1993). Sabe-se que múltiplas cópias do transgene 
geralmente provocam a cossupressão ou silenciamento gênico (VAUCHERET et al., 1998). E 
de acordo com Hobbs et al. (1993) o número de cópias do transgene pode estar positiva ou 
negativamente relacionado com a expressão.  
 
 
Conclusões 

 
Comparando-se as plantas produzidas através dos diferentes métodos de 

transformação genéticos mais utilizados para o milho, pode-se concluir que: (i) Tanto a 
transformação via A. tumefaciens quanto o bombardeamento de partículas foram capazes de 
gerar eventos com um baixo número de cópias no genoma; (ii) Plantas derivadas do 
bombardeamento de partículas podem conter um número elevado de cópias do transgene; (iii) 
As plantas produzidas via A. tumefaciens apresentaram uma maior expressão do transgene.  
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Figura 1: Construção gênica Ubi::SbMATE::NOS utilizada para a transformação de milho.  
 

 
 
Figura 2: Análise de Southern blot de plantas de milho transformadas via Agrobacterium 

tumefaciens e bombardeamento de partículas. MM: Marcador Molecular; C-: DNA genômico 
de milho HiII não transgênico; 1 a 8: Plantas T1 derivadas de transformação via A. 

tumefaciens; 9 a 15: Plantas T1 derivadas de transformação via bombardeamento de 
partículas. 
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tumefaciens; B: Plantas T1 derivadas de transformação via bombardeamento de partículas. 
 


