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INTRODUCAO

O milho Zea mayd..), um cereal de origem mexicana e amplamentivadb
no mundo, tem grande importancia na producado deadirs e na alimentacdo animal
(CRUZ, 2008). Segundo a Conab (2012), a estimdirasileira para a producéo do
milho este ano é de 65 milhdes de toneladas.

Apesar de sua grande importancia, a cultura deonmibitas vezes se mostra
susceptivel ao ataque de pragas.

O virus do mosaico da cana-de-aclcar é um agemsadar de doenca que pode
afetar uma diversidade de culturas, dentre elds,milho. Essa doenca é transmitida de
planta para planta por meio, principalmente, dogfunldo milho Rhopalosiphum
maidig (CASELA, et al., 2006).

O mosaico do milho acomete praticamente todasgiSa®de cultivo de milho e
€ responsavel pela perda de metade de toda a pamdiaccereal. O complexo viral
responsavel pela doenca faz parte do grug@adgviruse, dentre eles, esté8Sugarcane
Mosaic VirugVirus do Mosaico da Cana-de-acucar) (FERREIRA).€2000).

Sendo assim, a sele¢cdo de plantas resistentesugoéviima préatica de manejo
extremamente interessante. No entanto, a idem#icale genotipos resistentes por
meio de técnicas convencionais de melhoramento migarie@mpo demasiado longo.

A transformacdo genética se apresenta como ummalia eficaz para a
producdo mais rapida de tais cultivares. A estiatbgseada em RNA interferente foi
utilizada neste trabalho buscando o silenciamerd®s-tyanscricional, por meio de
pequenos RNAs (siRNAs), do mRNA viral.

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiénda construcdo Ubi::SCMV-
Intron-SCMV-NOS no silenciamento viral em plantassformadas de milho.

METODOLOGIA

Foram utilizados 12 eventos transgénicos — 5; @;9841; 51; 54; 56; 80; 97;
105; 106 — ainda segregantes para a presencarcggerse, produzidos pela Embrapa
Milho e Sorgo, sendo que cada evento foi repredergar oito plantas.

O plantio foi realizado em casa de vegetacao, emddjas de isopor contendo
substrato vegetal. Amostras de tecido foliar foetadas depois de sete dias apés a



germinacao, e a extracdo do DNA foi realizada derdac com Lana et al. (2010).
Posteriormente, as plantas positivas para o traesf@am identificadas por PCR
utilizando primers especificos (Tabela 1) que amplificam uma partsatpuéncia que
codifica a capa proteica do virus presente na gt utilizada para a producédo dos
eventos transgénicos. As plantas negativas foracadadas.

Tabela 1Primers Forward (F)e Reverse (Ritilizados para reagdes de PCR.

Primer Sequéncia

SCMV5' (F) 5 GCGGATCCTCTAGACTCGGAGTAGGGACTGGTGCAAC 3
scmv3 (R) 5 GCGGATCCAAGCTTGCTACCTGAAGTCCGTACCTTGG 3
pKb1? (F) 5 AGTGATGTTAATTAGTATG 3

pKb4* (R) 5 CACATTGACATGATCTATC 3

SCMV8F (F) 5 ACGCTACGGCTGCTTGTATT 3

SCMV8R’ (R) 5 CATTGGGAATGGTGGAAAAT 3

! - Primers que amplificam uma parte da sequéncia apdifica a capa proteica do virus
presente na construcao.

% - Primers que amplificam inton.

% _ Primers que amplificam sequéncia do virus feraahstrucao.

Para analise fenotipica das plantas positivas isatas foram realizados trés
indculos do virus do mosaico, em intervalos de ccid@as. Para tanto, utilizou-se
macerado de folhas de milho com sintomas da vaosgual foram adicionados tampéao
fosfato de potassio (pH: 7; 10mM) e Carborundo a&00. Apds 0, 15 e 30 dias do
primeiro inéculo, coletou-se material foliar parxdracdes de RNA total.

Uma fenotipagem foi realizada por meio de andliseial de sintomas para
identificar plantas assintomaticas ao virus. Aagdo de RNA total dessas plantas foi
feita com reagente TriZd(Invitrogen), de acordo com recomendacdes do faiiéc
Para a sintese de cDNA, foi utilizado o kit Highp@eity cDNA Reverse Transcriptase
(Applied Biosystems), de acordo com recomendacOdaliticante.

As reacdes de PCR com amostras de cDNA foram aglal&zutilizandg@rimers
especificos (Tabela 1) que amplificam regibes sipesentes na construcao, intron e
parte da sequéncia do virus fora da construcaogoafamar a transgenia. A reacao foi
realizada utilizando-se o kiTag DNA Polymerase (Sigma-Aldrich) e cloreto de
magneésio da Invitrogen de maneira a complementatwone necessario na reacdo. Em
cada reacdao foi utilizado: 1ul de DNA,; 0,4ul dereto de magnésio (Invitrogen); 0,5 pl
nucleotideos (dntp — desenvolvida no laboratorigul de tampdo 10X; 0,5ul de
primer (F); 0,5ul deprimer (R); 0,1ul deTaq Polimerase e 15,0ul de agua ultrapura
autoclavada, totalizando 20 ul de reacado. As resafgiam realizadas em termociclador
com periodo inicial de desnaturacao 94°C por 2 seguido por 35 ciclos de 94°C por
30 s/ 60°C por 30/ 72°C por 30 s e um periodo dens@o de 72°C por 4 min.

Para verificar a presenca de pequenos RNAs (siRNAduzidos pela
transcricédo eficiente da construcao utilizada, uontiNern Blot esta sendo realizado na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (DF).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A analise fenotipica indicou que as amostras 6183;441.4; 41.6; 54.1; 54.5;

80.7; 105.1; 105.5; 106.4; 106.8 — (11 plantasgsgmtaram-se assintomaticas ao virus
do mosaico.



A reagdo de PCR realizada com cDNA de individuosn seintomas
representativos de cada evento contemdioners especificos para o intron nao
apresentou banda em nenhuma das amostras, conperads A PCR realizada para
amplificar uma parte da sequéncia que codificaa qaoteica do virus presente na
construcdo indicou que cinco amostras foram comadas e cinco eram
potencialmente transgénicas. A reacdo (Figura Ih @uimers especificos para
amplificar a parte da sequéncia do virus fora dettocdo confirmou a ndo transgenia
de trés amostras — 6.8, 41.4 e 105.5, apresentamae contaminadas pela PCR
precedente.

Figura 1. Gel de agarose 1%. PCR realizada Raomersespecificos para amplificar regido no
virus do mosaico fora da construcdo. M: marcaddecotar de 1Kb; 6.8 & 106.8: amostras de
cDNA de plantas transformadas; Hill: controle n@ansgénico; B: branco; C+: controle

positivo Hill contaminado com o virus. TO, T15 e0li@dicam , 0, 15 e 30 dias apds o primeiro
inoculo do virus, respectivamente.

CONCLUSAO

De 12 eventos iniciais, trés se mostraram posit&kdsansgenia, totalizando
cinco amostras. Pode-se inferir, entdo, que a gyt utilizada na transformacéo via
RNA interferente em plantas milho foi eficiente, arf@a a necessidade de se aplicar
outras técnicas mais precisas de analise. Dest@irmaramostras de RNA foram
enviadas para a Embrapa Recursos Genéticos e Bitdg@ para analises dorthern
Blot para confirmacdo da presenca de pequenos RNAs AsiRMduzidos pela
transcricao eficiente da construcao utilizada.
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