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RESUMO: A adocdo de técnicas de engenharia
genética possibilitou, nos dltimos anos, avancos
significativos nos sistemas agricolas de produgéo e
a reducdo de perdas econdmicas causadas pelo
ataque de insetos fitofagos. Entretanto, os prejuizos
econdmicos ocasionados por pragas como a
Spodoptera frugiperda, ainda afetam
consideravelmente a cultura do milho, o segundo
cereal de maior importancia no Brasil em termos de
semeadura e producédo de grdos. Considerando os
danos causados pelos insetos-praga e a
necessidade de utilizacdo de métodos mais seguros
e ecologicamente viaveis, a adocdo de plantas
geneticamente modificadas (OGMs) expressando
toxinas da bactéria  entomopatogénica  B.
thuringiensis (Bt), consolidou-se no mundo como
uma poderosa ferramenta nos programas de
sanidade vegetal. As toxinas produzidas por Bt
provém de proteinas denominadas cry, que tem
acdo inseticida para diversas ordens de insetos.
Diante do exposto, a utilizacdo de plantas
transgénicas de milho expressando genes Bt téxicos
a insetos, apresenta inUmeras vantagens, como a
reducdo de aplicacbes de agentes de controle
guimico, além da resisténcia durante todo o ciclo de
producdo do milho, sendo também uma opc¢éo
econdmica, segura e de efeito ndo poluente ao meio
ambiente. Com base no exposto, este trabalho teve
como objetivo a montagem do cassete de
expressdo  35S:.crycnpms222::Nos (gene da
bactéria B. thuringiensis) e a transformacao
genética de embrides zigéticos imaturos de milho
Hill via Agrobacterium tumefaciens. Apés selecdes
subsequentes em cultura de tecidos, calos
transgénicos de milho foram obtidos com uma
eficiéncia média de 2% e plantas estdo em processo
de regeneracao.

Termos de indexacdo: Agrobacterium tumefaciens;
Bacillus thuringiensis; cultura de tecidos.

INTRODUGAO

Os danos causados por insetos-praga nas
lavouras em todo o mundo ja atingiram niveis mais
elevados que aqueles causados por doencas e
patégenos. Dezenas de espécies de insetos estédo
associadas a cultura do milho, entre elas a
Spodoptera frugiperda, conhecida como lagarta-do-
cartucho e responsavel por perdas de até 34% nas
lavouras.

Os prejuizos econdbmicos e ambientais
provocados por insetos-praga e pelo uso
indiscriminado de inseticidas quimicos foram

consideravelmente reduzidos ap6s a descoberta, no
inicio do século XX, de uma bactéria de poder
entomopatogénico, denominada de  Bacillus
thuringiensis (Bt) (Capalho et al., 2005).

O maior avanco na utilizacdo de B. thuringiensis
tem sido a transformacdo de diversas cultivares
visando a expressdo das toxinas Bt. A partir dos
anos 80, foram obtidas as primeiras plantas
transgénicas por meio da incorporacdo dos genes
codificadores das proteinas toxicas de B.
thuringiensis na cultura do tabaco e do tomate
(Oeller et al., 1991; Dias, 1992). Desde 1996, a
importancia comercial destas cultivares
transformadas tem crescido de forma consideravel,
levando-as a ocuparem mundialmente o segundo
lugar entre as plantas geneticamente modificadas
com maior emprego e distribuicdo (Crickmore,
2006).

Mais de 70 classes de proteinas inseticidas,
denominadas proteinas cry, de B. thuringiensis ja
foram caracterizadas (Crickmore, 2014). Nesse
contexto, a proteinas isolada pela Embrapa MS
crycnpms2222  apresenta relevancia por ser
potencialmente téxica a insetos das ordem
Hemiptera, Lepidoptera e Diptera, que incluem
importantes pragas da cultura do milho
(Frankenhuyzen, 2009).

Dentre as técnicas de transformacdo genética de
plantas, a transformacdo via Agrobacterium
tumefaciens destaca-se por apresentar maior
precisdo na integracdo do T-DNA, poucas copias do
transgene sdo inseridas no genoma da planta e os
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caracteres introduzidos por esta via tém se
mostrado estaveis durante muitas geracdes de
cruzamento (Ishida et al., 1996).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi a
clonagem do gene crychpms222 em um vetor
binario e a utilizacdo do cassete de expresséo
35S::crycnpms222::Nos para transformar embrides
imaturos do milho Hill via Agrobacterium
tumefaciens.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério
de Biologia Celular e Cultura de Tecidos da
Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas, MG.

Clonagem molecular: O gene crycnpms222
controlado pelo promotor CaMV35S duplicado,
presente no vetor pCambia 1305.1, foi subclonado
no vetor binario pTF101.1. O marcador de selecao
de planta deste vetor é o gene bar, que confere
tolerdncia a herbicidas do grupo fosfinotricina. Para
a subclonagem, inicialmente foi realizada a clivagem
do plasmideo pCambia 1305.1 com as enzimas
Hindlll e EcoRIl para a retirada do cassete de
expressdo dCaMV35S::crycnpms222::NOS. Em
seqguida, foi realizada a ligacdo da construcdo de
interesse no vetor de transformacéo pTF101.1.

Choque térmico foi utilizado para introduzir o
cassete génico dCaMV35S::.crychpms222::NOS +
pTF101.1 em E. coli. Ap6s a confirmacdo da
clonagem molecular por meio das analises de
restricdo e sequenciamento do gene crycnpms222,
o vetor de transformacdo foi inserido em
Agrobacterium tumefaciens, via eletroporacéao.

Transformacao genética do milho: O processo de
transformacé@o genética foi baseado no protocolo
desenvolvido por Frame et al. (2002). Embrides
zigéticos imaturos de milho de aproximadamente
2,0 mm foram utilizados como explante no processo
de transformagdo. A bactéria Agrobacterium
tumefaciens carregando o gene crychpms222 de Bt
(Plasmideo pTF101.1) foi utilizada como vetor de
transferéncia do gene de interesse. Apls a
infeccado, os embrides zigéticos foram transferidos
para o meio de co-cultivo, onde permaneceram
durante cinco dias para que ocorresse a
transferéncia do cassete génico da bactéria para os
explantes vegetais e a integracdo deste no genoma
vegetal. Posteriormente, os embrides foram
cultivados em meio de repouso e ap6s 15 dias, o0s
calos em desenvolvimento iniciaram o processo de
selecdo. Foram realizadas transferéncias dos calos
em desenvolvimento a cada 15 dias, para meio de
cultura de tecidos durante 60 dias. O agente de
selecdo utilizado no meio de cultura foi o herbicida
Biolaphos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene crycnpms222 presente no cassete de
expressdo  dCaMV35S::crycnpms222::NOS  foi
subclonado no vetor binario pTF101.1 (Figura 1)
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Figura 1. ConstrucBes génicas clonadas no vetor binario
pTF101. Gene promotor: CaMV35S; Gene terminador:
NOS; Gene de selecao: bar.

A reacgédo de clivagem do DNA plasmidial extraido
das coldnias de E. coli contendo o cassete de
expressédo de interesse foi analisado via eletroforese
em gel de agarose (Figura 2). As amostras 11 e 12
foram selecionadas para o0 sequenciamento, por
apresentarem DNA plasmidial mais concentrado.
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Figura 2. Padrdo de clivagem do DNA plasmidial das
colénias transformadas de E. coli. (MM): 1Kb Plus Lader
(Invitrogen®); 02F, 07F, 11F e 12F: DNA plasmidial ndo
clivado com enzima de restricdo; 02A, 07A, 11A e 12A:
DNA plasmidial ap6és a reagdo de clivagem com as
enzimas de restricdo EcoRI e Hind IlI.

O sequenciamento do vetor pTF101.1 foi realizado
apés a transformacdo da bactéria E. coli para
confirmar a presenca do gene crycnpms222 e
consequentemente, a eficiéncia da clonagem
molecular (Figura 3).
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Figura 3. Resultado do sequenciamento das colbnias de
E. coli. O E value indica a probabilidade do gene néo
estar inserido na plasmideo.
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A etapa final do experimento foi a transformacao
dos embrides imaturos de milho via Agrobacterium e
o cultivo dos calos transgénicos em cultura de
tecidos, sob selecéo (Figura 4).

Figura 4. (A) Embrides imaturos de milho Hill utilizados
na transformagdo  genética via  Agrobacterium
tumefaciens; (B) Calo embriogénico de milho apés
selecéo.

Foram realizados 05 experimentos de
transformagdo com 300 embriGes imaturos cada. Ja
foram selecionados 06 calos tolerantes ao herbicida
Biolaphos. A eficiéncia média de transformacgao no
Laboratorio de Cultura de Tecidos da Embrapa
Milho e Sorgo é de cerca de 2%. Espera-se gerar
aproximadamente 15 eventos transgénicos. A
toxicidade desses eventos sera avaliada por meio
do bioensaio seletivo utilizando lagartas das ordens
Hemiptera, Lepidoptera e Diptera.

CONCLUSOES

A clonagem molecular utlizando a construcéo
génica 35S::crycnpms222::NOS e a transformacédo
genética de milho Hill via Agrobacterium
tumefaciens foram eficientes na geracéo de eventos
transgénicos.
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