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Otimizacdo de transformacdo genética de
embrides imaturos de milho por SAAT

O milho (Zea mays L.) é uma importante espécie cultivada em todo o mundo e
uma importante fonte de alimento devido a diversidade de formas de
utilizacdo, sendo o cereal mais consumido no planeta. E reconhecido como
uma das fontes estratégicas de alimentos que permitem a sociedade moderna
produzir grandes quantidades de proteina e energia, essenciais para a nutricdo
humana e a de animais domésticos.

A transformacg&o genética de cereais, principalmente de milho, tem crescido
muito e um grande desafio refere-se a eficiéncia de transformagao genética. O
ajuste de metodologias eficientes tem aumentado e a demanda de protocolos
que superem esta barreira também. O desenvolvimento de estratégias
adequadas para superar limitagdes genotipicas de regeneragéo e
transformacao de milho, permitindo utilizar genétipos de milho tropical de alta
performance agrondémica mas pobres em respostas a cultura tecidos, é
essencial a este programa de manipulagdo genética. Um exemplo de
eficiéncia em transformacao genética é o uso da linhagem A188, com
adaptacdo ao clima temperado e muito usada em experimentos de
transformacéo genética mediada por Agrobacteria; mas esta linhagem néo
apresenta caracteristicas agrondmica favoraveis ao clima tropical, o que
dificulta 0 seu uso no desenvolvimento de transgénicos nos trépicos

Vérias caracteristicas podem alterar a expressividade dos genes que
controlam a indugdo da embriogénese somética e a regeneragdo de plantas;
entre elas, podemos destacar o estadio de desenvolvimento e o estado
fisiolégico do explante no momento da exciséo, interagdes especificas entre o
genotipo e condigbes de cultivo da planta doadora e as estagdes do ano (Prioli
E Silva, 1989), a capacidade de transformacéo das plantas mediadas por
Agrobacteria. Dessa forma, até as plantas ou 0s genétipos considerados
altamente recalcitrantes podem chegar a morfogénese quando se usa
explantes de plantas que cresceram sob condigfes 6timas e que estejam em
adequado estadio de desenvolvimento associado a uma metodologia
adequada de transformacgéo genética.

O desenvolvimento ou a adaptagao de um protocolo que aumente a eficiéncia
de transformacé@o em linhagens tropicais de milho é de grande importancia
para o desenvolvimento desta tecnologia nestas regifes. O desenvolvimento
das técnicas de transformacéo genética para cereais tem sido relativamente
baixo, principalmente em consequéncia da sua limitada susceptibilidade a
Agrobacterium e a baixa capacidade de regeneracdo de plantas férteis a partir
de protoplastos (Rhodes et al., 1988). A utilizagao de transformacéo genética
via ultrassom e Agrobacterium - SAAT (Sonication Assisted Agrobacterium
mediated Transformation), descrita por Trick e Finer (1997), consistindo no
tratamento de tecidos vegetais com ultrassom antes ou durante a inoculagao
desses tecidos com Agrobacterium.
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A sonicacdo permite que a Agrobacteria atinja
as células mais internas do tecido vegetal por
criar pequenas e uniformes fissuras e canais
através dos quais transferem seu DNA para o
genoma das plantas. Varias espécies que
apresentavam baixas frequéncias de
transformacédo com outros métodos de
introducéo de DNA exdgeno tiveram a eficiéncia
do processo aumentada quando foram tratadas
com SAAT (Trick & Finer, 1997). Foi obtido
sucesso com essa técnica em
monocotiledéneas (Triticum aestivum e Zea
mays), em dicotiledéneas (Glycine max e
Vigna unguiculata) e na gimnosperma (Picea
glauca). Monocotiledéneas e certos tecidos de
dicotiledéneas ndo sdo muito receptivos a
transformacéo mediada por Agrobacterium.

Tanto a bactéria quanto o tecido-alvo a ser
transformado podem ser manipulados para que
se obtenha um aumento na eficiéncia de
transformacéo nestas plantas (Frame et al.,
2006). Dentre eles, pode-se citar 0 uso de
compostos fendlicos como acetoseringona,
indutor de transferéncia do T-DNA (Stachel et
al., 1985), modificagBes no vetor binario da
agrobactéria (Hiei et al., 1994; Ishida et al.,
1996), adicdo de anti-oxidantes no meio de co-
cultivo (Perl et al., 1996) e ferimento (Stachel et
al., 1985; Horsh et al., 1985; Bidney et al.,
1992).

Pouco explorado tem sido 0 uso de sonicagéo
para ferir e modificar o tecido a ser
transformado, tanto com DNA isolado (Joersho
e Brunstedt, 1990, 1992; Zhang et al., 1991),
quanto com Agrobacterium (Trick e Finer,
1997). No trabalho pioneiro, utilizando SAAT, os
autores relataram o uso de tecido foliar de
caupi, embrides imaturos de Zea mays,
sementes de Triticum aestivum e Picea glauca
como explantes iniciais para a aplicagédo de
pulsos de ultrassom. Como uma alternativa
para aumentar a eficiéncia de transformacao
genética do milho, foram avaliados neste
trabalho o efeito do pré-aquecimento do
explante-alvo (embrides imaturos) e o uso de
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sonicacdo na transformacdo genética de milho
tropical mediada por Agrobacterium - SAAT.

A metodologia de SAAT descrita por Trick e Finer
(1997) foi modificada como descrito a seguir:
linhagens de milho com 10 a 15 dias apds a
fecundacdo foram desinfestadas superficialmente
por imersao em 70% etanol, seguido de
incubagéo por 40min em solucao de 2,5% de
hipoclorito de sddio e lavagens trés vezes com
agua deionizada estéril. Embrides medindo
aproximadamente 1 a 1,5mm de comprimento
foram extraidos com o auxilio de uma pinga e
inoculados em meio de cultura contendo os sais
béasicos de Chu et al. (1975) suplementado com
2,9 g/L de prolina, 3% (p/v) de sacarose, 5 mg/L
de tiamina, 2 mg/L de glicina, 100 mg/L de
casaminoacios, 100mg/L de inositol, 30 UM de
dicamba e 100 UM de acetoseringona. O eixo
embrionario foi inoculado em contato com o meio.
Em seguida, foram incubadas a temperatura de
25T por dois dias na auséncia de luz. Apds este
periodo, os embrides foram submetidos ao
tratamento SAAT com a Agrobacterium
tumefaciens LBA4404. Foi utilizado para
transformacéo genética do milho o plasmado
pCAMBIA C2, contendo regido codificante para
resisténcia a kanamicina e higromicina.

As bactérias foram crescidas em meio LB com
kanamicina por 16h a 27°C, centrifugada a 15009
por 5 min e ressuspensas em meio de cultura
contendo os sais basicos de MS (Murashige e
Skoog, 1962), suplementado com 3% (p/v) de
sacarose. A suspensao bacteriana foi diluida a
0D, entre 0,5-0,6 com o mesmo meio liquido.
Os embrides foram transferidos para tubos de
microcentrifuga de capacidade de 1,5 mL, sendo
em seguida adicionado 1 mL da suspensao
bacteriana e submetidos a diferentes tratamentos
térmicos (Banho Maria) e de ultrassom utilizando
um sonicador Fisherbrand FS5 e controle de
tempo por um crondmetro digital, conforme a
Tabela 1.
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Tabela 1. Tratamentos utilizados nos experimentos

Tratamentos Descri¢do do tratamento

01 EmbriGes + Agrobacterium + sonicagdo por 30seg

02 Embrides + pré-tratamento a 37°C por 2,5min + Agrobacterium + sonicacédo
por 30seg + resfriamento em gelo por 1min

03 Embrides + pré-tratamento a 37°C por 5min + Agrobacterium + sonicagéo
por 30seg + resfriamento em gelo por 1min

04 EmbriGes + pré-tratamento a 37°C por 10min + Agrobacterium + sonicacéo
por 30seg + resfriamento em gelo por 1min

05 Controle A (auséncia de sonicacao)

Apés os tratamentos, os embrides foram
transferidos para o meio de cultura contendo os
sais béasicos de Chu et al. (1975), suplementado
com 3% (p/v) de sacarose, 30 mM de Dicamba e
100 mM de acetoseringona. Apés dois dias, o0s
embrides foram lavados com agua destilada
autoclavada, secos em papel de filtro estéril e
transferidos para meio de Chu et al. (1975)
suplementado com 300 mg/L de Timentin. Apds
dois dias adicionais no meio com antibiético, os
embrides foram analisados para a atividade de
GUS de acordo com Jefferson (1987). Duas
semanas apoés, os embribes foram transferidos
para 0 mesmo meio descrito acima,
suplementado com 10mg/L de higromicina.

Em todos os embrides analisados, o tratamento
com SAAT teve a maior frequéncia de expressao
transiente de GUS (Tabela 2). A maioria dos
embrides inoculados com Agrobacterium foram
positivos para GUS e muito baixos ou nulos
quando inoculados com Agrobacterium e sem
SAAT. Aplicando-se pulsos de ultrassom, a
expressdo aumentou. De maneira geral, a
extensdo dos ferimentos tornou-se maior a
medida em que a duragao do pulso de ultrassom
aumentou. Acredita-se que o aumento
significativo na expressdo do gene reporter obtido
em tecidos tratados com SAAT seja
consequéncia dos ferimentos resultantes dos
poros promovidos pelo ultrassom (Trick & Finer,
1997).
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O melhor tratamento, segundo dados de
expressdo transiente, foi o tratamento em que os
embrides tiveram o pré-tratamento a 37C por 5
min com Agrobacterium e sonicagao por 30seg
e, em seguida, resfriamento em gelo por 1 min. O
aquecimento antes da submissdo dos embrides a
técnica do SAAT provavelmente tornou a parede e
a membrana celular mais permeaveis,
favorecendo a transformagédo. O tratamento de
pré-aquecimento mais drastico a 10 min afetou
negativamente a eficiéncia de transformacao para
expressao transiente, quando comparados com
0s outros tratamentos. Calos e folhas das plantas
supostamente transgénicas foram coletados e os
testes histoquimicos confirmaram a presen¢a do
gene GUS. Para cada tratamento, foram
colocadas plantas para enraizamento nos
diferentes tratamentos e aclimatadas e levadas
para casa de vegetacao.

Os calos embriogénicos formados foram
transferidos para meio de regeneragéo contendo
0s sais basicos de Chu et al. (1975),
suplementados com 2% (p/v) de sacarose, 1 mg/
L de BAP e 0,5mg/L de acido indol butirico, 300
mg/L de Timentin e 5mg/L de higromicina para
evitar a formacao de regenerantes “escape” (ndo
transformados). As condi¢des de cultivo foram
de 25+ 2T, fotoperiodo de 16 h e intensidade
luminosa em torno de 36 Hmoles m2.s?.
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Tabela 2. Expresséo transiente, porcentagem de formacédo de embrides somaticos e regeneracdo de
plantas de milho (L048) transformados pelo método SAAT

Tratamento X-gluc (%) Embrides sométicos Regeneragéo (%)
(%)
Trat. 1 C2 54,5 42,5 17,6
Trat. 2 C2 62,5 31,0 21,4
Trat. 3 C2 87,5 40,0 25,0
Trat 4 C2 37,5 38,5 23,5
Trat. 5 Controle 0,0 a5% 75,0 38,0

Com aproximadamente 10 cm de altura, os
regenerantes foram individualizados e
transferidos para meio de enraizamento contendo
0s sais basicos de MS (Murashige e Skoog, 1962)
na metade da concentracao dos sais,
suplementado com 1,5% (p/v) de sacarose e 1
mg/L de ANA (acido naftaleno acético). Apés o
processo de enraizamento, as plantas foram
retiradas da condigao in vitro e as raizes foram
lavadas e plantadas em vasos plasticos contendo
a mistura solo—vermiculita na proporg¢édo 1:1. Em
seguida, foram conduzidas a casa de vegetagao
para o processo de aclimatagdo, onde foram
irrigadas conforme as necessidades.

Conclusao

Como concluséo deste trabalho, pode-se inferir
que a técnica de SAAT consiste em uma
alternativa para a transformacgéo de plantas, uma
vez que 0s microporos produzidos por ultrassom
fazem com que a Agrobacterium atinja
eficientemente os tecidos mais profundos da
epiderme, aumentando a frequéncia de eventos
de transformagdo. SAAT é um metodo de baixo
custo e que pode melhorar significativamente a
eficiéncia da transformacéo de Agrobacterium em
espécies com baixa eficiencia em transformacéo
mediada por Agrobacterium. Neste trabalho, o
melhor tratamento foi obtido quando os embrides
passaram por um periodo de pré-aquecimento de
5 min antes de ser submetido ao SAAT.
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Modelo de protocolo para SAAT e expressao
transiente de GUS para milho tropical

1. Crescer a Agrobacteria contendo o plasmidio
de interesse por uma noite a temperatura
ambiente (27<C) em LBS (10 g/L Triptona, 5 g/
L extrato levedura, 5 g/L de sacarose, 5 g/L de
cloreto de sédio) com antibiético agitacdo a
150 rpm.

2. Centrifugar a Agrobacteria a 1500g durante 10
min e lavar o precipitado por duas vezes com
D40 médio (sais MS, vitaminas B5, 40 mg/L
2,4-D; 6% de sacarose, pH 7,0). Depois da
segunda lavagem, diluir a Agrobacteria a
densidade ética de 0,5-0,6 a 600 nm.

3. Extrair os embrides imaturos de sementes de
milho esterilizadas superficialmente (embrides
com 1-1,5mm de comprimento) e coloca-los
em meio de cultura com os sais basicos de
Chu et al. (1975), suplementados com 2% (p/
V) de sacarose, + 0,2% Gelrite - embriGes
foram colhidos até o suficiente para o
tratamento de SAAT .

4. Cerca de 10 embribes foram colocados em um
tubo 1,5 mL microcentrifuga, submetidos ou
nao ao tratamento térmico, juntamente com
0,5 mL da suspenséo Agrobacteria. Sonicar 0s
embrides por 30seg.

5. Cerca de 5min apés SAAT tratamento, inocular
os embribes com Agrobacteria - foi removido
por blotting sobre um papel filtro estéril.

26/2/2009, 16:30



Otimizacdo de transformacdo genética de embrides imaturos de milho por SAAT

6. Coletar os embrifes imaturos colocados em
meio contendo sais béasicos de Chu et al.
(1975), suplementados com 2% (p/v) de
sacarose, 1 mg/L de BAP e 0,5mg/L de acido
indol butirico, 300 mg/L de Timentin e 5 mg/L
de higromicina + 0,2% Gelrite por dois dias e
submeté-los a testes de GUS para verificar a
expressdo transiente (GUS).
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