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RESUMO

Aumento da transformacdao estavel e transiente utilizando diferentes temperaturas
e periodo no co-cultivo de embrides imaturos de milho
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INTRODUCAO:

A engenharia genética tem contribuido para o aumento da produtividade e sanidade do milho. A técnica de transformacgao
genética via Agrobacterium tumefaciens tem sido a tecnologia mais utilizada na producéo de plantas geneticamente
modificadas de milho. A eficiéncia da transformacéo, utilizando A. tumefaciens, é dependente de diversos parametros,
incluindo estirpe da agrobactéria, a resposta ao cultivo in vitro do gendétipo de milho e composicdo do meio de cultura.
Segundo Ishida et al. (2007), o co-cultivo € um dos fatores mais importantes dentro do protocolo de transformacao. Além do
periodo de co-cultivo, a temperatura utilizada nesta fase também influencia na eficiéncia da transformacéo. Este trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito do periodo e da temperatura na etapa de co-cultivo na transformacao genética de
embrides imaturos do genétipo de milho Hi-ll com a A. tumefaciens.

METODOLOGIA:

Na transformacéo foi utilizado o protocolo de Frame et al, (2002) e a estirpe de A. tumefaciens EHA 101:pTF102 (genes gus
e bar). Os embrides imaturos foram imersos na suspenséao de A. tumefaciens por 5 minutos. Apds a infeccao, foram co-
cultivados em 4 tratamentos de temperatura e dias: (T1) 3 dias a 20°C, (T2) 5 dias a 20°C, (T3) 3 dias & 28°C e (T4) 5 dias
a 28°C. Apés o co-cultivo foi realizada a avaliagdo da transformacéo transiente. Para selecdo dos tecidos transformados, os
embrides foram cultivados em meio de cultura contendo herbicida. Para cada tratamento, foi avaliada a frequéncia de
embrides com pontos azuis e nimero de pontos por embrido. A transformacao estavel foi avaliada pelo nimero de calos
resistentes ao herbicida apdés 5 ciclos de selecdo. O delineamento experimental foi completamente casualizado com 5
repeticdes em cada tratamento. A unidade experimental foi uma placa de petri contendo em media 20 embrides imaturos. O
experimento foi realizado em 3 diferentes datas.



RESULTADOS E DISCUSSOES:

Nos dois primeiros experimentos os tratamento T1, T2 e T4 produziram maior frequéncia de transformacéo transiente
(embrides expressando o gene gus) e de transformacao estavel (frequéncia de calos resistentes pela expressao do gene
bar) quando comparados ao tratamento T3 (Figura 1).

Quando analisado o experimento Ill observou-se que os tratamentos T1, T2 e T3 apresentaram maior frequéncia de
transformacéo transiente comparado ao tratamento T4. Para a transformacéo estével, o tratamento T3 obteve menor
eficiéncia nos trés experimentos (Tabela 1). Esta variacdo entre os experimentos é habitual quando se trabalha com
transformacéo genética e reflete a influéncia de fatores dificeis de serem controlados, mesmo num sistema de rotina na
transformagéo de plantas de milho e mostra a necessidade de se levar em consideracao a média de varios experimentos
ao se testar diferentes tratamentos para melhorar os protocolos ja existentes para esta espécie.

Considerando a eficiéncia da transformacéo, o tratamento T4 (5 dias 28°C) se destacou nos experimentos | e 11 (20,9 e
28%, respectivamente). No entanto, no experimento lll, o tratamento T1 (3 dias 20°C) promoveu uma maior eficiéncia de
transformagéo (32,6%). O bom desempenho do tratamento T4 pode ser explicado pela maior formagé&o de calos em todos
os tratamentos, sendo, em média, transformados 114 embriées e destes 96 formaram calos (84,8%) (Tabela 1).
Provavelmente, a alta temperatura e o aumento de dias de co-cultivo proporcionam ao tecido um melhor desempenho na
divisdo celular, além de ser benevolente para transferéncia do T-DNA. Considerando os trés experimentos, o co-cultivo dos
embrifes por 3 dias a 20°C (T1) resultou em uma eficiéncia de transformagdo com média de 21,6%.

A figura 2 demonstra a expresséo do gene gus em embrides imaturos e a expressao do gene bar em calos de milho
transformados geneticamente pela A. tumefaciens e a influéncia do periodo e temperatura no co-cultivo observadas nesses
experimentos.

CONCLUSAO:

O co-cultivo de embrides durante 5 dias a 28°C (T4) favoreceu a formacéo de calos. Para frequéncia de transformacéo
estavel e transiente os tratamentos 1, 2 e 4 tiveram respostas semelhantes.

Para a transformagédo genética do genotipo Hi-Il pode ser utilizada na etapa de co-cultivo tanto 3 ou 5 dias a 20°C, como 5
dias a 28°C.
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Fignm 1. Efeito do periodo e temperaina do co-cnliivo na iransformaciio de embrifes imainros do hibride Hi-II, nos irés experimenios
realizados nas dafas 18/01, 28/01 e 01/02 de 2013. As barras verticais representam o Desvio Padrio. PassoFundo, FAMV/UPF, 2013.

Tabela 1. Eficiéncia da transformacfo untilizando diferentes temperainra e periodos na efapa de co-coliivo na transfvmacio
genética de embrifes de milho com 4. fumefaciens Estirpe EHA101 :pTF102 PassoFundo, FAMV/UPF, 2013

Expressio do gene suy Expressio gene bar
Experimento  Tratamentosde N°de % embrices Média de % de calos Eficiéncia de
Co-cultive embriges com pontos pontos azuis formados transformacaoe
infectados azmis* porembriie (%)
I 3 dias 20°C(T1) 146 80 9,9 48,6 10,9
5dias 20°C (T2) 142 92 27.9 19,7 7.7
3 dias 28°C(T3) 134 60 4,7 16,3 45
5 dias 28°C (T4) 139 100 263 84,9 20,9
TOTAL/media 561 83 17,2 499 11
1| 3 dias 20°C(T'1) 112 43 9.9 553 21,4
5 dias 20°C(T2) 136 48 13,3 61 243
3 dias 28°C(T3) 110 8 0,9 23,6 9.1
5 dias 28°C (T4) 132 76 14,6 78.8 28
TOTAL/media 490 45 9.7 54.7 212
m 3 dias 20°C (T1) 184 100 238 38,6 32,6
5 dias 20°C (T2) 191 93,2 23,1 942 27,2
3 dias 28°C (T3) 66 93,2 16,2 742 16,7
5 dias 28°C (T4) 71 63.2 45 958 183
TOTAL/media 512 874 16,9 88.2 26,6
TOTAL/media GERAL 1563 71.8 14,6 64,3 19,6
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Figura 2. Expressio do gene gus em embrides do hibrido de milho Hi-II infectados com A. tumefaciens EHA101:pTF102: A) T1= embriGes co-cultivados
3 dias a 20°C; B) T2= 5 dias a 20°C; C) T3= 3 dias a 28°C; D) T4= 5 dias a 28°C; E) Controk negativo nio infectado. Expressio gene bar: F) Calo
expressando resisténcia ao herbicida Bialaphos, apresentando embrifes somaticos em sua superficie. G) Calo ndio resistente, sensivel a presenca do
herbicida. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2013.
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