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INTRODUCAO:

A utilizacdo de milho geneticamente modificado nas lavouras brasileiras vem crescendo nos ultimos anos. Novas
alternativas devem ser desenvolvidas para a resisténcia de plantas a pragas, devido ao aparecimento de insetos resistentes
a tecnologia BT em uso.

A urease é uma proteina natural que ao ser ingerida pelos insetos libera peptideos entomotéxicos causando a morte de
alguns tipos de lagartas, percevejos e bruquideos (CARLINI et al. 2008). Os peptideos com propriedades inseticidas
derivados da Urease podem ser utilizadas na producdo de transgénicos para a obtencdo de plantas resistentes a insetos
(CARLINI et al. 2008). Genes produtores da urease, ou genes de peptideos, podem ser utilizados em conjunto com genes
Bt para somar estratégias para controle de lagartas, ou na resisténcia bruqueideos e percevejos, que ndo sao afetados pela
toxina Bt.

O objetivo desse trabalho foi tranferir o gene Jaburetox, derivado da urease, em milho visando a producéo de plantas
resistentes a insetos.



METODOLOGIA:

Foi utilizado o protocolo de transformacao genética desenvolvido por Frame et al, (2002) e a estirpe desarmada de A.
tumefaciens EHA 105 contendo os plasmideos binarios pEaeleyGate/J-V5 e pEaeleyGate/J-Del portador do gene bar
(confere resisténcia ao herbicida Bialaphos) e do gene derivado de Urease que codifica os peptideos Jaburetox-Del (J-Del)
e Jaburetox-V5 (J-V5) (confere resisténcia a insetos). Foram utilizados para infeccio os embrifes imaturos dos genotipos
de milho BR 451 e H3MT-1.

Foi avaliado o frequéncia de calos resistentes ao herbicida Bialaphos apés seis ciclos de selecao, relativo a expresséo do
gene bar, bem como a frequéncia de transformacéo estavel mediante amplificagao pelo PCR.

O delineamento experimental foi DIC com 5 repeticdes para cada tratamento. A unidade experimental foi uma placa de petri
com média de 20 embrides imaturos. Foram utilizado controles negativos (explantes néo infectados).

RESULTADOS E DISCUSSOES:

De 1.675 embriGes imaturos infectados com a agrobactéria, 116 calos resistentes ao herbicida foram obtidos (6,9%). A
amplificacdo por PCR confirmou a presenca dos genes que codificam os peptideos J-Del e J-v5 em apenas 12% dos 116
calos resistentes (Tabela 1 e Figura 1) sendo confirmado a obtencao de calos transgénicos de forma estavel.

A eficiéncia de transformacdao estavel, ou seja, frequéncia de calos transgénicos por embrido infectado, foi de 0,83%. A
eficiéncia de transformacao do genétipo H3MT-1 (1,34%) foi maior que a do BR 451 (0,55%). O gendtipo do milho utilizado
tem um papel extremamente importante na frequéncia de transformacéo. Poucos genétipos sao responsivos in vitro e existe
uma interagdo muito grande do genétipo com o meio de cultura empregado e as manipula¢des durante a infeccéo e co-
cultivo com a A. tumefaciens. No entanto, a transformacéo de gendtipos alternativos tem sido relatada por alguns grupos de
pesquisadores (VEGA et al., 2008; FRAME et al., 2011). A transformacédo do BR 451 e a capacidade de producéo de calos
embriogénicos pelo H3MT1 vem sendo relatados em trabalhos do laboratério de Biotecnologia Vegetal da UPF (SILVA,
2013).

O uso do plasmideo contendo o gene J-Del resultou numa maior frequéncia de transformacéo (1,13) do que o J-V5 (0,19).
Sugerindo que o tamanho do gene possa influenciar na transferéncia do mesmo.

Os calos resistentes que ndo se mostraram transgénicos representam escapes, Vvisto que sobreviveram ao herbicida
mesmo sem serem portadores do gene bar. No total, houve 85,7% de escapes (Tabela 1), indicando a necessidade do
emprego de uma maior dose de agente seletivo no meio de cultura.

CONCLUSAO:

Foi possivel transformar embrides imaturos de milhos com Agrobacterium tumefaciens EHA105 pEaeleyGate/J-V5 e
pEaeleyGate/J-Del, obtendo eficiéncia de transformacéo de 0,89%. Os calos PCR positivos serdo regenerados para
producéo de plantas transgénicas que serao avaliadas quanto a resisténcia a insetos.
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INSIRA ARQUIVO.IMAGEM - SE HOUVER:

Tabela 1: Eficiéncia da transformacdo genética de embrides imaturos de diferentes

N°de Calos PCR Escape Eficiéncia de

Genotipo Plasmideo/ embrides Calos resistentes positivos (%) transformacao

infectados (transformacio (%)
estavel)
Ne % N° %
H3MT-1 V5 222 11 4.9 1 9.0 91 0.45
J-Del 371 27 7.3 7 25,9 74.1 1,88
Total 593 38 6.4 8 21 79 1,34
BR 451 J-V5 307 3 0,9 0 0 100 0

I-Del 775 75 9.6 6 8 92 1,03
Total 1082 78 7,2 6 7,6 92,4 0,55
Meédia 1675 116 6.9 14 12 85,7 0,83

geral

93 9S4 95 9% 97

Figura 1: Analise de PCR em calos resistentes ao herbicida Bialaphos: M: Marcador
1000pb; C+1: DNA isolado plasmideo da bactéria 4. fumefaciens EHA105
pEaeleyGate/J-V5 como controle positivo 1 de 270 pb; C+2: DNA isolado
plasmideo da bactéria A. tumefaciens EHA105 pEaeleyGate/J-Del como
controle positivo 2 de 240 pb: C-: Calo ndo transformado como controle
negativo; 92:94:96: Fragmentos de 270 pb amplificados por PCR a partir de
calos embriogénicos contendo o gente derivado de Urease. Passo Fundo,
FAMV/UPF, 2014.
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