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Introducéo

O milho é um cereal cuja cultura vem crescendo extensamente no mundo. No entanto, a
limitacdo da terra produtiva, os recursos de &gua, 0s estresses ambientais, as doengas que
acometem a cultura e o grande crescimento da populagdo ocasionam uma grande demanda no
aumento da producéo, bem como na sua qualidade (HUANG; WEI, 2004). Dentre os grandes
prejuizos enfrentados pela agricultura, encontram-se 0s ataques de pragas e doencas em milho.
Doencas que antes ndo eram problema, aumentaram sua incidéncia, como é o caso das viroses e
dos enfezamentos (causados por molicutes - fitoplasmas e espiroplasmas). Dentre as estirpes do
complexo viral, Fuchs et al. (1996) verificaram que Sugarcane mosaic virus (SCMV) e Maize
dwarf mosaic virus (MDMV) séo as mais importantes potyviroses, causando perdas significativas
na producdo de graos e forragem em genotipos de milho susceptiveis. Os efeitos causados pelo
Mosaico em plantas de milho sdo tanto maiores quanto mais cedo se estabelece a infecgdo, sendo
que estimativas experimentais mostram reduc¢des na producdo da ordem de 50%, em gendtipos
suscetiveis (FERNANDES et al., 1995). O crescimento das plantas pode ser acentuadamente
reduzido, conforme a espécie e estirpe do virus e a cultivar de milho, principalmente quando a
infeccdo ocorre nos estagios iniciais de desenvolvimento (GONCALVES et al., 2007). A geracdo
de cultivares cada vez mais produtivas, resistentes a pragas e adaptadas as mais diversas
condi¢des de cultivo pode ser acelerada com a utilizagdo de técnicas de mapeamento genético,
manipulagdo génica e transformagdo. Deste modo, o desenvolvimento de cultivares superiores
mais produtivas, através da introducdo de genes de resisténcia a Varios estresses bidticos, €
altamente desejavel. O objetivo desse trabalho foi o de obter plantas de milho resistentes ao virus
do mosaico da cana-de-agUcar, através do uso de calos fridveis de milho Hill, susceptiveis ao
mosaico. O processo utilizado foi obtendo transformantes de milho via biobalistica empregando-
se duas construcgdes baseadas na tecnologia do RNAI, em que uma sequéncia de 499 pb da capa
proteica do SCMV (representado na Figura 1) foi utilizada na montagem do looping do
plasmideo 19 (RNAI correto) e do plasmideo 28 (controle RNAI negativo) (Figura 2); para a
montagem das sequéncias foi utilizado pKanibal que continha o intron, responsavel pela alga do
looping no plasmideo 19, e transferidas para o pPCAMBIA 3301.
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Figura 1 - Representagdo esquematica da organiza¢do genémica de potyvirus indicando as
proteinas codificadas pelo virus e as suas possiveis fun¢es. P1 primeira protease, HC-Pro
helper componente - protease, P3 terceira protease. A proteina Cl tem atividade RNA
helicase; 6K1 e 6K2 sdo peptideos; Nla e NIb sdo proteinas de inclusdo nuclear a e b, onde
Nla é uma protease e Nib, provavelmente, uma RNA polimerase dependente de RNA e CP é a
proteina da capa. Por analogia com outros sistemas virais, sugere-se que VPg sirva como
primer para a sintese do VRNA (Shukla et al., 1994) e estabilizacdo do mRNA contra o ataque
de exonucleases.
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Figura 2 — Construgdo génicas do RNAI do virus SCMV. Sequéncias invertidas do SCMV do
plasmideo 19 (A) e sequéncias na mesma dire¢do do plasmideo 28 (B). O plasmideo 28 tem sido
usado como controle negativo ja que teoricamente, de acordo com essa construgdo, ndo é possivel
formar a complementaridade de bases (e consequentemente a dupla fita de RNA).

Material e Métodos

Material vegetal

Foi realizado o plantio de sementes de milho provenientes de eventos transgénicos
escolhidos a partir de analise de Southern Blotting, que foi realizado em bandeja, na casa de
vegetacdo do Nucleo de Biologia Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo.

Utilizaram-se oito repeticGes biolégicas para cada evento. As amostras advém da auto-
fecundacdo de plantas TO transformadas por biobalistica e cultivadas em laboratério até o plantio,
portanto, sdo eventos T1.

O hibrido Hill, utilizado como gendtipo receptor na transformacdo, foi o controle
negativo (susceptivel ao virus).

In6culo

O primeiro indculo do virus do mosaico se deu com 30 dias ap6s o plantio utilizando-se
Carborundo malha 600. O segundo foi realizado cinco dias ap6s o primeiro indculo e o terceiro,
cinco dias apds o segundo.

Folhas com sintomas do mosaico foram coletadas no campo, maceradas em nitrogénio
liqguido. Ao macerado acrescentou-se tampao fosfato de potassio gelado (pH 7,0; 10mM ) — a



cada grama de folha adicionaram-se cinco vezes mais tampdo. Ap6s o descongelamento da
mistura acrescentou-se areia lavada para otimizar a macera¢do. A mistura foi passada em uma
peneira fina para retirar a massa vegetal e a areia. Adicionou-se 0,25¢g do abrasivo a cada 40 ml
do indculo.

O inbculo foi passado em uma folha de cada planta esfregando-se o local, que foram
lavadas com agua imediatamente.

Coleta do tecido vegetal

A primeira coleta se deu quando as plantas alcancaram sete dias de desenvolvimento.
Foram coletados pedagos da folha de cada planta (aproximadamente trés centimetros) com
tesoura e estes colocados em tubos especificos distribuidos em uma placa que permaneceu em
caixa de isopor contendo gelo até o fim da coleta.

As amostras foram colocadas para liofilizar durante 48 horas. Este material foi utilizado
para extracdo de DNA em larga escala de acordo com o procedimento da Embrapa Milho e Sorgo
para Extracdo de DNA de Tecido Vegetal em Larga Escala. Posteriormente, foi realizada uma
reacdo de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) com primers especificos do SCMV.

A segunda coleta se deu da seguinte maneira: as folhas, 30 dias apds o plantio, foram
cortadas com tesoura, embaladas em papel aluminio devidamente identificado e colocadas
imediatamente no nitrogénio liquido. Foi escolhida a folha mais jovem de cada planta e forma
cortados 15 centimetros de folha (variando de acordo com o tamanho da planta). Posteriormente,
foram armazenadas em freezer -80 °C. Ap0s isso, foi realizada a extracdo de DNA Fast Prep
(baseado no método de Sanghai - Maroof). Este DNA foi utilizado na técnica de Southern
Blotting.

Amostras de tecido também foram coletadas para extracdo de RNA. Para tanto, as
amostras foram coletadas 30 dias apds o plantio das sementes antes do primeiro indculo do virus
do mosaico e, por isso, denominadas AT (antes do tempo); 15 dias apds o primeiro in6culo (T15)
e 30 dias apds o primeiro indculo do virus (T30).

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Foi realizada uma reacdo de PCR com primers especificos para a parte do virus contida na
construcdo, a partir do resultado desta PCR foram desbastadas todas as plantas negativas, pois
este € o indicio de que estas ndo foram transformadas. A reacdo se deu utilizando-se o kit da
Sigma-Aldrich Tag DNA Polymerase e cloreto de magnésio da Invitrogen de maneira a
complementar o volume necessario na rea¢do. Serdo necessarios para cada reacdo: 1pl de DNA;
0,4ul de cloreto de magnésio (Invitrogen); 0,5 nucleotideos (dntp — desenvolvida no laboratério);
2,0pl de tampao 10X; 0,5ul de primer SCMV3; 0,5ul de primer SCMV5; 0,1ul de Taq
Polimerase e 15,0ul de agua ultrapura autoclavada. O ciclo no termociclador foi o seguinte: 94
°C por dois minutos; 35 ciclos de 94 °C, 60 °C e 72 °C por 30 segundos cada temperatura; 72 °C
por quatro minutos e mantidos a 4 °C. Eletroforese em gel de agarose 1,2% (g/v) se deu a 100 V.

Southern Blotting

O DNA gendmico das amostras foi digerido com a enzima de restricdo Eco RI utilizando-
se 40,0ul de DNA; 5,0ul de enzima e 5,0ul do tampdo da enzima. O controle positivo utilizado
foi o plasmideo 19 3301 SCMV (1:500 v/v), sendo: 20,0ul de plasmideo; 12,0ul de agua



ultrapura autoclavada; 4,0ul de enzima e 4,0ul do tampédo da enzima. Como controle negativo,
utilizou-se DNA de Hill e as condicOes para a digestdo foram as mesmas utilizadas para as outras
amostras.

As mostras foram mantidas a 37 °C por aproximadamente cinco horas. Apdés isso, foi
realizada a eletroferese em gel de agarose 1% (m/v) e o gel carregado com todo o volume da
digestéo, 5ul de corante Azul de Bromofenol e Xileno Cianol 1:1 (v/v) e Gel Red 1:1000 (v/v)
durante toda a noite a 27 V. As lavagens do gel para que houvesse a transferéncia do DNA para
uma membrana de nitrocelulose se deram com as solucGes para depurinagdo (&cido cloridrico
1,1% v/v) durante 10 minutos; denaturagdo (87,66 g de cloreto de sodio e 20,0 g de hidroxido de
sodio para um litro de solugdo aquosa) por 40 minutos, sendo, 10 minutos (para neutralizacéo do
acido cloridrico) mais 30 minutos com solucdo nova; neutralizacdo (87,66 g de cloreto de sddio e
60,59 de Trizma base para um litro de solugdo aquosa em pH 7,5) por 30 minutos.

A solucdo de SSC 20X e composta de 88,23 g de Tri-Citrato de sodio e 175,32 g de
cloreto de sodio para um litro de solucdo a pH 7,0. Apos 12 horas, a membrana foi lavada em
solugéo de SSC 6X por 10 minutos e seca em estufa a 65 °C por 10 minutos.

A membrana foi hibridizada a 65 °C em tampao contendo 1,17 g de cloreto de sddio; 1,69
de Reagente de Bloqueio e 40 ml de tampdo de hibridizagdo na temperatura de 65 °C, onde foi
acrescentada a sonda preparada segundo recomendagdes do fabricante.

A membrana foi entdo colocada em solugdo de tampao secundario em um recipiente em
temperatura ambiente por 10 minutos. O estoque do tampdo foi preparado com 121 g de Tris
Base (1 M) e 112 g de cloreto de sddio (2 M) para um litro de &gua destilada. No Southern
Blotting utilizou-se a dilui¢do a 5% v/v, acrescida de 1 ml de cloreto de magnésio.

A membrana foi colocada em um filtro transparente de PVC e, sobre ela, 2 ml de
Reagente de Deteccdo foram espalhados. A membrana foi totalmente coberta pelo filtro de PVC.
Em camara escura colocou-se a membrana sob um filme (DNA voltado para o filme) dentro de
um cassete e ai permaneceu overnight. A revelacdo do filme se deu em ambiente escuro. Ele foi
colocado em solucdo de revelacdo e fixacdo, respectivamente, em agitacdo manual por 20
segundos para cada solucéo e lavado em agua corrente.

Resultados e Discussao

Obtencéo das plantas transgénicas

Através de bombardeamento de particulas, conforme descrito por Carneiro et al. (2004),
foram geradas 250 plantas supostamente transgénicas, oriundas de 25 experimentos de
transformacdo, que apos a selecdo foram transferidas para casa de vegetacdo, onde apenas 82
plantas produziram sementes. Destas 82 plantas, 47 foram testadas em rela¢do ao in6culo SCMV
e ao herbicida PPT buscando verificar a presenca do gene bar confirmando a transgenia delas.
Foram plantadas quatro sementes de cada uma das 47 plantas, estas plantulas foram inoculadas
utilizando extrato de folhas de plantas de milho com mosaico em tampédo fosfato 0,01 M e
Carborudum Bioglobal mesh 600. As inoculacbes foram realizadas durante 4 semanas
consecutivas. De um total de 142 plantas testadas, 26 apresentaram-se assintomaticas, sendo
observada também a diminui¢do dos sintomas em algumas das plantas testadas no decorrer das
semanas apos a primeira infeccdo. Foi realizado um teste de PCR utilizando primers da regido da



capa proteica (Figura 3) para verificar a existéncia da construgdo nas plantas supostamente
transgénicas

Os resultados obtidos demonstram que a técnica do RNAI é funcional e pode-se afirmar
que plantas de milho transgénicas contendo o cassete correto em relacdo a formacao do looping
(plasmideo 19) apresentam resisténcia & contaminacdo do Mosaico e ao herbicida Finale (PPT);
pode-se afirmar também que plantas transgénicas contendo o cassete controle (plasmideo 28)
apesar de serem resistentes ao herbicida Finale apresentam sintomas do Mosaico.
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Figura 3 — PCR das plantas supostamente transgénicas utilizando primers do fragmento SCMV
(seta a direita da figura). Marcador molecular 1 kb (M); Controle negativo - Planta nédo
transgénicas (1); Plasmideos 19 (2) e 28 (3). Plantas de milho provenientes da cultura de tecido e
selecdo em PPT (herbicida) supostamente transgénicas (4 a 15).

Figura 4 — Plantas transgénicas sem sintomas (B); Seta preta na figura 4B mostra sintomas. Como
controles foram utilizadas oito plantas Hi-11 n&o transgénicas.



De acordo com analise de Southern Blot, foi concluido que as amostras 4, 5, 6, 7, 9, 10,
11, 12, 20, 21, 22 e 23 foram negativas para as duas sondas e para as plantas positivas foram
criados sete grupo das 23 amostras analisadas (Tabela 1 e Figura 5).
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Figura 5 — Southern blots com plantas transgénicas mostrando nimero de copias da construcdo génica. (A)
sonda do gene bar; (B) sonda do gene SCMV. As amostras 25 e 26 sdo plantas ndo transgénicas como
controle.

A partir das plantas que se desenvolveram, foi realizada uma reagcdo de PCR com primers
especificos para a construgdo do SCMV. As amostras que ndo amplificaram foram desbastadas
na casa de vegetacdo. A continuidade do experimento se deu apenas com as amostras positivas,
nas quais houve amplificacdo. O indculo do virus do Mosaico foi realizado a cada cinco dias,
totalizando trés indculos.

A técnica de Southern Blotting foi utilizada para verificar o nimero de cépias do
transgene nas amostras. Ela foi realizada com sonda especifica para a constru¢cdo SCMV (Figura
3) e para o gene de selecdo BAR.

Concluséo

A partir dos resultados obtidos, podemos verificar que a transformacdo via RNA
interferente em plantas milho foi efetiva, todavia, outras técnicas mais precisas de andlise
precisam ser feitas para a confirmacao da transgenia.
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