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INTRODUCAO:

A grande demanda por alimentos devido ao aumento da populacdo e a preocupac¢do com a protecdo ambiental forca a
expansao do setor agricola. A transgenia proporciona um aumento na produtividade e redug&o no uso de defensivos
agricolas. A Agrobacterium tumefaciens, bactéria que em condi¢des naturais infecta magnoliopsidas, tem sido utilizada
como vetor na transferéncia de genes em plantas. O milho apresenta dificuldade de ser transformado via A. tumefaciens
(Ishida et al., 2007). O uso de compostos fendlicos durante a inoculagdo de A. tumefaciens em monocotiledéneas tem
resultado num aumento significativo da transformacgéo. Na etapa de infeccéo, € utilizado acetoseringona, o qual ativa a
regido vir da A. tumefaciens, estimulando a transferéncia do T-DNA nas células do explante. Este trabalho objetiva avaliar o
efeito da concentracao de acetoseringona na transformacéo de embrides imaturos de milho, através dos indices de
transformacéo transiente observados pelo teste histoquimico de Gus.



METODOLOGIA:

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Universidade de Passo Fundo. Embrides
imaturos de dois genotipos de milho, um hibrido americano modelo (Hi-ll) e uma variedade brasileira (BR 451) foram
inoculados com A. tumefaciens conforme Frame et al. (2002) em meios de infec¢@o contendo difentes concentragoes de
acetoceringona (0, 100, 200, 400 e 600 uM). Os embrioes foram inoculados por cinco minutos no escuro e posteriormente
distribuidos em placas de petri contendo meio de co-cultivo. Cada placa de petri caracterizava uma repeti¢céo e continha
aproximadamente 30 embrioes. Foram realizadas 5 repeticoes por tratamento. Um Ap6s cinco dias uma amostra de cinco
embrioes por repeticao foi submetida ao histoquimico de gus para verificar os indices de transformacao transiente. Os
dados obtidos foram submetidos ao teste de médias mais/menos desvio padrao.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Os pontos azuis observados nos embrides indicam o local onde o T-DNA da A. tumefaciens foi inserido durante a
transformacéo, a percentagem de embrides que apresentam pontos azuis representa a porcentagem de transformacéo
transiente. Quanto ao genétipo Hi-l1l a média de embrides gus positivos ndo variou estatisticamente conforme as
concentracoes de acetoseringona utilizadas, sendo observado uma média 95% de embriées Gus positivos, variando de 80
a 100% (Figura 1A). O numero de pontos azuis por embrides, também foi contabilizado para avaliar o efeito da
concentracdo de aceto na transformacéo transiente. A concentracdo de 600 uM de acetoseringona resultou no maior
namero de pontos por embrido (27 pontos/embrido), sendo superior as demais concentra¢des (Figura 1B).

A Figura 1 C, D e E mostra aspectos nos embrides transformados pela A. tumefaciens na auséncia de acetoseringona e
com 600 uM apés o teste histoquimico de Gus para o hibrido Hi-lIlI.

Para a variedade brasileira de milho BR 451, a concentracdo de acetoseringona ndo afetou a porcentagem de embrides
transformados, sendo que em média 72% dos embrides foram Gus positivos, variando de 48 a 88% (Figura 1 F). O mesmo
foi observado para a variavel nUmero de pontas azuis por embrides, a qual varia de 4,72 a 10,9, e média de 8,5 pontos por
embrido (Figura 1 G). A Figura 1 H, | e J mostra aspectos nos embrifes transformados na auséncia de acetoseringona e
com 600 uM ap0s o teste histoquimico de Gus na variedade BR 451.

CONCLUSAO:

A concentragao acetoseringona nado afetou a porcentagem de embrides gus positivos nos dois genétipos, no entanto, para
0 gendtipo Hi-1l a concentragdo 600 pM, aumentou o nimero de pontos azuis, este resultado indicou o efeito positivo da
acetoseringona na transformacéo de milho.
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Figura 1-A) Grafico da percentagem de embrides Gus positivos do Hi-ll; B) Grafico da
media de pontos azuis por embrido de Hill; C) Aspecto dos embrides do controle
negativo nao infectado com A. tumefaciens (Hi-ll); D) Aspecto dos embrides
infectados sem acetoceringona (Hi-ll); E) Aspecto dos embrides infectados com
600uM de acetoceringona(Hi-ll); F) Grafico da percentagem de embrides Gus
positivos do BR 451; G) Grafico da média de pontos azuis por embrido de BR 451; H)
Aspecto dos embrides do controle negativo ndo infectado com A. tumefaciens (BR
451); 1) Aspecto dos embrides infectados infectados sem acetoceringona (BR 451); J)
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Aspecto dos embrides infectados com 600uM de acetoceringona (BR 451).
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