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RESUMO

Efeito de estresse tecidual por temperatura na transferéncia de genes em tecidos de
milho (Zea mays) via Agrobacterium tumefaciens.
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INTRODUCAO:

A demanda crescente por alimentos devido ao aumento da populacdo mundial forca a expansao do setor agricola. O uso
de plantas transgénicas é uma notodria ferramenta empregada no melhoramento de plantas e no desenvolvimento de uma
agricultura sustentavel, proporcionando um aumento na produtividade e reduc¢ao no uso de defensivos agricolas. A
Agrobacterium tumefaciens, bactéria que em condic¢des naturais, infecta magnoliopsidas, introduzindo parte do seu DNA no
genoma vegetal. tem sido utilizada como vetor natural na transferéncia de genes em plantas. Busca-se adaptar a infeccéo
de A. tumefaciens a outras espécies, que ndo correspondem ao hospedeiro natural da A. tumefaciens, como é o caso do
milho. O presente trabalho objetiva adaptar o protocolo de transferéncia de genes em milho e testar o efeito do tratamento
de alta temperatura antes e durante o processo de infeccao de embrides imaturos pela A. tumefaciens, mediante expresséo
do gene reporter gus que produz a coloragao azul.

METODOLOGIA:

Embries imaturos (1,2 a 2.0 mm) do geno6tipo modelo de milho Hi-Il foram colocados em contato com o meio de infec¢éo
contendo A. tumefaciens cepa EHA101 carregando o plasmideo pTF102 (genes gus e bar). Nessa etapa os embrides
passaram por trés tratamentos: (a) infecgdo sem choque térmico por 5 min, (b) infec¢cdo com A. tumefaciens a 40°C por 5
min, e (c) embrides imaturos submetidos a um estresse tecidual prévio a etapa de infeccdo utilizando uma temperatura de
40°C por 3 minutos, seguidos de 5 min de infeccdo em temperatura ambiente. Os embrides infectados foram transferidos
para o meio de co-cultivo, permanecendo no mesmo por trés dias no escuro a 20°C. Para transformacgéo, empregou-se
protocolo desenvolvido por Framel. Para avaliagcao da transferéncia génica foi utilizado o ensaio histoquimico de GUS2.
Para analise dos dados, calculou-se 0 nimero de embrides com pontos azuis (NECP) e o nUmero de pontos azuis por
embrido (NPPE) resultantes do ensaio histoquimico trés dias ap0s infeccao.



RESULTADOS E DISCUSSOES:

No presente trabalho a frequéncia de embrides que apresentaram pontos azuis variou entre 22 e 50% entre os tratamentos
(tabela 1). O tratamento de temperatura durante o processo de infec¢éo, resultou na maior freqiiéncia de embrides
expressando o gene repérter gus. J4 a temperatura aplicada antes da etapa de infecgdo néo favoreceu a transformagéo
genética, resultando na menor freqiiéncia de embrides com pontos azuis.

A temperatura durante a infec¢éo, além de produzir maior freqiéncia de explanets transformados, também favoreceu a
transferéncia de genes em mais sitios no embrido, visto resultou num maior numero de pontos azuis (em média 15,2
pontos) por embrido (tabela 1). A figura 1 mostra aspectos de embrides imaturos do gendtipo Hi-ll submetidos a diferentes
tratamentos de temperatura expressando o gene gus inserido no genoma do milho. Na natureza, plantas liliopsidas néo séo
infectadas por A. tumefaciens, acredita-se que moléculas sinalizadoras especificas, encontradas em magnoliopsidas,
indutoras da regido vir de A. tumefaciens, ndo séo ativas em liliopsidas. A instabilidade nas membranas plasmaticas
causada pelo choque térmico pode facilitar a infeccao por A. tumefaciens. A adicdo de choque térmico durante os cinco
minutos da infeccdo pode ser uma alternativa para aumentar a eficiéncia da transformacéo via A. tumefaciens em milho.
Ishida et al., 2007 3, teve sucesso no emprego de calor durante a infeccdo de embriGes imaturos de milho por este método.
O aumento da eficiéncia de transferéncia de genes via A. tumefaciens proporciona maior possibilidade de obtencéo de
plantas transgénicas regeneradas, o que permitira a introducéo de genes de resisténcia a doengas, estresses ambientais e
expresséao de proteinas farmacéuticas nessa espécie.

CONCLUSAO:

Processos de estresse tecidual sdo efetivos na transferéncia de genes de A. tumefaciens para embrides imaturos de milho.
O tratamento com alta temperatura durante a etapa de infeccdo mostrou-se mais eficiente na transferéncia de genes tendo
como base a expressao do gene reporter gus.
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INSIRA ARQUIVO.IMAGEM - SE HOUVER:

% embrices Numero de pontos
Tratamentos com pontos azuis azuisporembrides
Sem Temperatura 30,9 6,8
Temperaturadurante infeccao 50 15,2
Temperatura antes dainfeccao 22 5,4
Meédia 29,19 7,54
Desvio Padrao 29,26 9,20

Tabela 1. Efeito dos tratamentos de temperatura aplicado antes e durante a infeccéo de
embrides imaturos do hibrido de milho Hi-ll com a Agrobacterium tumefaciens linhagem
EHA 101: PTF102, portadora do gene reporter gus que determina a coloragao azul.
Laboratério de Biotecnologia Vegetal/FAMV/UPF, 2012

Sem tratamento Temperatura Temperatura antes
de temperatura durante a infecgdo da infecgao

Figure 1. Ensaio histoguimico para GUS para deteccdo da expressao do gene
gus apos trés dias da infecgcao de embrices imaturos do genotipoe Hi-ll via
Agrobacterium tumefaciens EHA101/pTF102 submetidos a diferentes
tratamentos de temperatura
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