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Obtencéo de plantas transgénicas de milho na Universidade de Passo Fundo
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INTRODUCAO:

A engenharia genética é um potente instrumento no melhoramento do milho, possibilitando uma rapida resposta a demanda
por quantidade de alimentos. A Agrobacterium tumefaciens € um método inovador para transferéncia de genes nesta
espécie, sendo que o gendtipo e o explante desempenham um papel fundamental neste processo. Embrides imaturos do
hibrido Hi-1l tém sido internacionalmente utilizados na producéo de milho transgénico. Porém, a utilizacdo de calos
embriogénicos apresenta a vantagem de disponibilidade o ano todo, e a utilizacdo de gendtipos alternativos ao Hi-ll, que
apresenta pobres caracteristicas agrondmicas, é altamente desejavel. O hibrido de milho H3MT-2, desenvolvido pela UPF,
apresenta alta resposta in vitro, mas a possibilidade de transformagédo genética ainda ndo foi acessada. O objetivo foi
avaliar a resposta de calos embriogénicos dos hibridos H3MT-2 e Hi-Il submetidos a tratamentos alternativos na infeccéo e
co-cultivo visando a obtencéo de plantas transgénicas.

METODOLOGIA:

A transformacao genética foi adaptada do protocolo de Sidorov e Duncan (2009). Foi utilizada a estirpe de A. tumefaciens
EHA101:pTF102 (genes gus e bar). Calos embriogénicos dos hibridos Hi-l1l e H3MT-2 foram infectados por 30 minutos com
A. tumefaciens. Alternativamente, antes da infec¢&o os calos foram tratados por 5 minutos a 400C. Apds a infeccdo os
explantes foram transferidos para 2 tratamentos de co-cultivo por 2 dias a 240C em placas de petri contendo: (1) meio de
cultura, (2) 2 folhas de papel filtro. Apds, foi realizado o teste histoquimico de GUS. Para selecéo dos tecidos
transformados, os calos foram cultivados em meio de cultura contendo o herbicida. As variaveis analisadas foram
frequéncia de calos gus positivos, frequéncia de calos resistentes apoés 6 ciclos de sele¢cao e numero de plantulas
regeneradas. A comprovacao da transformacéo nas plantas foi realizada por PCR para o gene gus e pintura das folhas com
herbicida. Os dados foram avaliados pela média + 1 desvio padréo.



RESULTADOS E DISCUSSOES:

A coloracao azul relativo a expressao do gene gus néo foi observada ap6s 2 dias de co-cultivo, indicando a insuficiéncia
deste periodo na visualizacdo da expressao do gene. A expresséo do gene bar, determinado pela producgéo de calos
resistentes ao herbicida estd apresentada na Tabela 1. No tratamento sem estresse de temperatura o hibrido H3MT-2
obteve os melhores resultados, produzindo 43,75% de calos resistentes no co-cultivo com dessecacéo (papel filtro) e
38,75% no co-cultivo em meio de cultura. Ja o hibrido Hi-1l, em infeccdo sem temperatura produziu 5 e 20% de calos
resistentes no co-cultivo com papel filtro e meio de cultura, respectivamente.

Quando foi aplicado a temperatura antes da infec¢do, o hibrido Hi-Il co-cultivado em meio de cultura produziu frequéncia
superior de calos resistentes (8,75%) comparado ao cultivado em papel filtro (3,75%). Para o hibrido H3MT-2 a frequéncia
de calos resistentes em papel filtro (16,25%) e em meio de cultura (47,5%) se apresentou superior ao Hi-1l (Tabela 1).

Os calos embriogénicos do H3MT-2, produzido na UPF, apresentaram resultados superiores comparado ao modelo Hi-11.
Porém, a utilizacdo do tratamento de estresse de temperatura juntamente com a dessecacéo resultou na menor formacédo
de calos resistentes para este genotipo, indicando que a aplicagao dos 2 estresses pode reduzir a eficiéncia de
transformacao.

Das doze plantas regeneradas do hibrido H3MT-2 provenientes do tratamento sem estresse de temperatura e co-cultivo
com dessecacdo, 7 foram aclimatizadas (Figura 1d,e,f), e submetidas ao teste de pintura com o herbicida PPT (Figura 1
g,h) e ao PCR para amplificacdo do gene gus (Figura 2). O teste quimico e molecular indicaram o sucesso na obtencao de
plantas transgénicas do novo hibrido de milho H3MT-2 desenvolvido pela UPF.

Este trabalho representa um grande avanco cientifico, abrindo possibilidade de producédo de milho geneticamente
modificado com genes agronomicamente importantes para o melhoramento desta espécie.

CONCLUSAO:

Foi possivel a producéo de 7 plantas transgénicas contendo o0s genes gus e bar introduzidos via A. tumefaciens em calos
embriogénicos do novo hibrido de milho H3MT-2. Para este genétipo a infeccdo sem estresse de temperatura e co-cultivo
em papel filtro foi o melhor tratamento.
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Tabela 1. Expressio do gene bar dois hibridos de milho submetidos a diferentes de dessecagio na etapa de co-
cultivo com Agrobacterium tumefaciens EHA101/pTF102

Gendtipo Tratamento Tnfeccao Tratamento Co-Cultivo Calos resistentes(%)
Hi-II SemT° Papel filtro 5
Hi-II SemT° Meio 20
H3MT-2 Sem T° Papel filtro 4375 8
H3MT-2 Sem T° Meio 38758
Média+ 1dp 11,54
Meédia— 1dp 0,79
Hi-II T*na infeccio Papel filtro 3.75
Hi-II T* na infecgio Meio 875 8
H3MT-2 T* na infecgio Papel filtro 162558
H3MT-2 Te na infecgio Meio 475 8
Média+ 1dp 7.97
Média— 1dp 0,03

Figura 1. Etapas da obtencio de plantas transgénicas de milho via 4. tumefaciens. a) Calos embriogénicos de milho
durante o co-cultivo em papel filtrw. b) Calos embriogénicos durante o co-cultivo em meio de cultura. ¢) Calos
resistentes ao herbicida PPT em meio de regeneracio de plantas R1. d) Plintulas de milho regeneradas de calos
resistentes ao herbicida em meio de regeneracio R2. ¢) Plintulas de milho em etapa de aclimatizacgio. f) Planta de
milho em casa de vegetagdo. g) Folha planta da controle do gendotipo H3MT-2 (nido submetidas a transformacio
genetlca) mostrando susceptibilidade a aplicacio do herbicida). h) Folha de planta de milho do hibrido H3MT-2
expressando a resisténcia ao herbicida, indicando a insercio do gene bar em sen genoma Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal-UPF, 2013.
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Figura2. Gel de agarose corado com brometo de etidio demonstrando a analise de PCR confirmando a presenca do
gene har em diferentes plantas do genétipo H3MT-2 provenientes do co-cultivo de calos em papel filtro regeneradas
apds transformacio com Agrobacterium tumefaciens estirpe EHA 101:pTF102. Linha M= marcador; 1= Controle
positivo (plasmileo); 2=Branco; 3= Planta Controle negativo; 5= Planta 1; 6— Planta 2; 7= Planta 3; 8= Planta 4; 9=
Planta 5; 10—=Planta 6; 11=Planta 7. Passo Fundo, FAMV/UPF,2013.
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