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INTRODUGCAO

Insetos praga sao considerados um dos principais fatores limitantes da produtividade em
milho. A engenharia genética tem sido empregada como uma importante ferramenta no controle
de insetos. As plantas transgénicas resistente a insetos liberadas comercialmente expressam a
proteinas inseticidas codificadas pelo gene Bt. Porém existe a preocupac¢do de que o emprego de
um Unico mecanismo de resisténcia a insetos exer¢ca uma alta pressdao de selecao levando ao
desenvolvimento de insetos resistentes. A introdu¢cdao de um gene diferente do Bt no genoma do
milho é uma alternativa para evitar este problema.

O gene Jaburetox, derivado da urease de Canavalia ensiforme, codifica um peptideo com
propriedades inseticidas (MARTINELLI, 2012), podendo ser utilizado para o desenvolvimento de
plantas resistentes a insetos mediante as técnicas de engenharia genética.

O objetivo do trabalho foi a introdugdo do gene Jaburetox em milho via Agrobaterium tumefaciens
para produzir plantas resistentes a insetos.

DESENVOLVIMENTO:

Os experimentos foram realizados utilizando a estirpe de A. tumefaciens EHA 105 portando
o plasmideo pEarleyGate 100-JV-5, o qual carrega o gene Jaburetox para resisténcia a insetos e o
gene marcador bar que confere resisténcia a herbicida, ambos sob controle do promotor CaMV
35S. Os explantes embrides imaturos de 1,2 a 1,8 mm do gendtipo de milho Hi-Il foram
transformados com a agrobactéria conforme protocolo de Frame et al. (2011). Os embrides foram



imersos em 1 ml da suspensao de A. tumefaciens em meio de infec¢dao durante 5 minutos no
escuro. Apods a infeccdo os explantes foram transferidos para o meio de co-cultivo. As placas de
petri foram vedadas com fita porosa e co-cultivados no escuro por trés dias.

Foram realizados transformagdes seguintes datas: 15/01/2015, 19/01/2015, 26/01/2015,
30/01/2015, 02/02/2015, 27/02/2015 e 02/03/2015. Os explantes co-cultivados com A.
tumefaciens foram transferidos do meio para meio de descanso contendo os antibidticos
cefotaxima e vancomicina para eliminacdo da bactéria. As placas de Petri foram vedadas com fita
porosa e mantidas no escuro a 28 °C por sete dias.

Apds o periodo de descanso, os explantes foram transferidos para o meio de SM1
contendo 1,5 mg.L-1 de Bialaphos para sele¢do de calos resistentes ao herbicida. As placas de Petri
foram vedadas com fita porosa mantidas a 28°C no escuro durante duas semanas. Apds, os
embrides foram transferidos para meio SM2 contendo 3 mg.L-1 de Bialaphos, sendo subcultivados
para este mesmo meio a cada trés semanas. Estas culturas foram mantidas no escuro a 280C por 4
subcultivos onde foram selecionados os calos resistentes ao herbicida Bialaphos (Tabela 1, Figura
1a), estes calos selecionados passaram novamente para mesmo meio com maior concentragdo de
L-Prolina para favorecer o desenvolvimento dos calos. Posteriormente os calos embriogénicos
resistentes foram segmentados em fragmentos de 3 a 5 mm de didametro e transferidos para meio
de maturacgao e posteriormente ao meio de germinagdo dos embrides somaticos.

Os experimentos estdo atualmente em processo de regeneragao de plantas, sendo que
algumas destas ja estdo em processo de aclimatagao (Figura 1b-e).

A Tabela 1 apresenta os resultados dos experimentos realizados com o gendtipo Hi-ll e
evidencia a variacdo na resposta entre as datas de realizacdo do experimentos e também o
expressivo numero de eventos e plantas regeneradas dos experimentos. Em média a
porcentagem de calos resistentes ao herbicida Bialaphos e possivelmente transformados foi de
4,4%, sendo que no total foram obtido 26 eventos diferentes de transformacdo e até o presente
momento 106 plantas regeneradas in vitro. Estas plantas possivelmente sdo transgénicas pois
passaram por um rigoroso processo de selecdo e serdo analisadas molecularmente quanto a
presenca e expressdo do transgene inserido. Algumas plantas foram avaliadas pela PCR,
comprovando a presenca do gene marcador bar no seu genoma (Figura 1f), confirmando a
condigao de transgénica.

CONSIDERAGCOE S FINAIS:

Foi possivel produzir calos embriogénicos resistentes ao herbicida e regenerar plantas de milho
transgénicas a partir do co-cultivo de embrides zigbticos imaturos com a agrobacteria.
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ANEXOS

Tabela 1. Frequéncia de calos resistentes ao herbicida Bialaphos obtida a partir da transformacdo de
embrides imaturos do genétipo Hi-II de milho e nimero de plantas obtidas dos eventos de

transformacao. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2015

Expressio gene bar Plantas
regeneradas in
vitro
Experimento  N° de embrides Niuimero Média nimero  Porcentagem Numer N°
infectados médio de de calos de calos ode  plantas
embrides por embriogénicos resistentes a0 eventos
repeticio resistentes herbicida
Bialaphos
15/01/2015 1200 28,5 29 10,7 3 9
19/01/15 1400 29.6 1.8 6,2 18 65
26/01/2015 310 26 0,4 1,6 - -
30/01/2015 1110 37,1 0,7 179 2 15
02/02/2015 270 273 1,6 53 3 17
27/02/2015 630 30,2 0,9 32 - -
02/03/2015 540 28,3 0.4 1,2 - -
Total/Média 5.460 4,3% 26 106
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Figura 1. Etapas do processo de transformagdo de plantas de milho via A. tumefaciens EHA 105:
pEarleyGate 100-JV-5 . 1a) Calo resistente ao herbicida Bialaphos apds quatro subcultivos em meio de
selegdo contendo 3 mg.L" do agente seletivo; 1b-e) experimentos contendo calos resistentes ao
herbicida em fase de regeneragao de plantas in vitro; f) Analise de PCR das duas plantas transgénicas
portadoras do gene bar: M: Marcador 1000pb; C-: planta ndo transgénica utilizada como controle
negativo C+1: DNA do plasmideo pEaeleyGate/J-V5 (portados do gene bar e jaburetox) como
controle positivo (banda de 407 pb, seta); C+2: DNA isolado plasmideo pTF102 (portador do gene
bar) como controle positivo 2; P1: planta transgénica | ; P2: Planta transgénica 2. Passo Fundo, 2015.



