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O Brasil € um pais eminentemente agricola, tende sstor um
forte impacto na sustentabilidade ambiental e sécam6mica nacional. Em 2007
foram produzidas 42.000.000 toneladas de milhoenatdrio brasileiro. Apesar dos
elevados patamares de producdo agricola, recenteratrancados, a produtividade
desta cultura encontra-se aquém do potencial genébs materiais disponiveis,
podendo ser incrementada para atender as diferdateandas dos produtores rurais.
Dentre os fatores que contribuem para a baixa pxodade do milho, destaca-se a
toxidez causada pelo aluminio (3l Os rendimentos agricolas sdo substancialmente
reduzidos pela toxicidade de *2¢m solos acidos, os quais representam 68% ou 250
milhdes de hectares do territério brasileiro e,o®ipnadamente 50% das terras
agricultaveis do planeta. O efeito fitotoxico do adlvém de formas monoméricas
parcialmente protonadas de"Aliberadas na solucdo desses solos a partir deastosp
como AI(OH) e silicatos de Al (Martin, 1992). O apice da réio sitio primario da
acao toxica desse mineral e o sintoma mais visieelestresse € a inibicdo do
crescimento do sistema radicular (Ryan et al., 199@nzl et al., 2001). Sob niveis
téxicos de Al no solo, as raizes das plantas garaliseu desenvolvimento e tornam-se
incapazes de explorar camadas mais profundas o edtringindo a absorcdo de
nutrientes, aumentando a susceptibilidade a sesdueindo a producéo.

As plantas possuem diferentes mecanismos de tolaréa
presenca de niveis toxicos de Al no solo. Tais menas podem ser classificados em
mecanismos de exclusdo e de tolerancia interna,prijcipal diferenca reside no sitio
de detoxificacdo do aluminio, apoplasto ou simplasespectivamente. Dentre as
formas de detoxificagdo externa de Al uma das estisdadas € a exsudacéo de acidos
organicos pela raiz (Ma, 2000; Ryan et al., 200d¢Han et al., 2004) ou de compostos
fendlicos (Kochian et al., 2004). No entanto, mé&rans de efluxo de fosfato (Pellet et
al., 1996), secrecao de proteinas que se ligamicass de Al (Basu et al.,, 1997),
permeabilidade seletiva da membrana plasmatica neak&zir a captura de Al para o
citosol (Archambault et al., 1996), controle do gl rizosfera mediado pelas raizes
(Degenhardt et al., 1998) tém sido identificadam@@nvolvidos na tolerancia ao Al. A
detoxificacdo interna de aluminio tem sido poudodsda, mas inclui o0s mecanismos
de captura dos ions toxicos para o interior do eac(zheng et al., 2005) ou processos
metabolicos que quelam o Al no citosol (KochiarQ9)9

A tolerdncia ao aluminio tem sido amplamente estadam
graminea, com destaque a dois genes clonadosgm($asaki et al., 2004) e em sorgo
(Magalhaes et al., 2007). O geAeMT1 codifica um transportador de malato ativado
pelo Al, conferindo tolerancia ao aluminio em trigDelhaize et al. (2004)
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demonstraram que plantas transgénicas de cevadaresppessandoALMT1
apresentaram um aumento significativo na taxa dsudacdo de malato, com
conseqglente aumento da tolerancia ao aluminio. gdngde gene de tolerancia ao
aluminio Altss) foi clonado em sorgo por pesquisadores da Embvhlba e Sorgo, em
parceria com equipes internacionais, dedicados stod@ genético, fisiolégico e
molecular da tolerancia ao Al em gramineas (Magalleét al., 2007), trata-se de um
membro da familia MATE, responsavel pela extruséiondltiplas drogas e compostos
toxicos. Este gene codifica um transportador de lonana, responsavel pelo efluxo de
citrato, ativado em presenca do AlPlantas dé\rabidopsis transformadas com o gene
Altss apresentaram um aumento da tolerancia ao alumidéoexsudacédo de citrato, em
comparacao com plantas nao transgénicas (Magattaaek, 2007). Tais resultados
evidenciam que esses genes podem ser utilizadastransgenia, para aumento da
tolerancia ao aluminio e conseqiiente maior addilati¢ de plantas aos solos acidos.

O geneAltss controlado pelo promotor da Ubiquitina de milho e
pelo terminador NOS dagrobacterium foi introduzido no genoma do hibrido de milho
Hill via biobalistica de acordo com Franee al. (2000) e Carneiro et al (2004).
Resumidamente, na producéo de milho transgénicbiotzlistica, embrides imaturos,
de 1,0 a 1,5 mm foram isolados em condicfes éstereultivados durante 30 dias em
meio basico N6l (Chu et al., 1975) suplementado &mg/L 2,4-D. Durante o
bombardeamento foram utilizadas microparticulasudgsténio aceleradas através de
um aparelho movido a hélio. Um estoque de micrépdats de tungsténio foi preparado
ressuspendendo 60 mg tungsténio M10 (Sylvania, Ghé&micals/ Towanda — USA)
em 1 ml de uma solucdo 50% glicerol estéri.Umantjdade de 5 pg de DNA da
construcdo génica UbigAltss :: NOS de foi juntamente precipitados sobrepb@a
solucdo estoque de tungsténio. As particulas migsténio cobertas com DNA foram
cuidadosamente lavadas e ressuspendidas guh d etanol 100%. Sete microlitros,
desta solucédo, foram depositados no centro dosoceceadores, discos (24 mm) de
membranas Kapton (Du Pont). Tais membranas fosadas no bombardeamento dos
tecidos de interesse utilizando 1100 psi de predsdgas hélio e os explantes foram
posicionadas a 6 cm da plataforma de langamentandaeparticulas. Foram mantidas
constante a distancia entre a camara de gas dpraisdo e a membrana carreadora
contendo as microparticulas cobertas com DNA (8 jymlisfancia entre a membrana
carreadora e a tela de retencéo (12 mm) e a prdssé@acuo (27 mm Hg).A selecao de
plantas transgénicas foi iniciada sete dias ap@sbbadeamento quando os calos de
milho foram transferidos para meio basico N6S suplgados com glufosinato de
amonia, o composto ativo do herbicida Finale. €&wam subcultivados a cada 10
dias em dosagens crescentes de glufosinato de aif@ai9 mg/L). Para a regeneracao,
calos embriogénicos foram transferidos inicialmgrge meio RM, suplementado com
6 mg/L glufosinato de amonia, até a maturacdo ddwiées. Em seguida, os embrides
maduros foram germinados em meio MS, suplementanoXmg;L de glufosinato de
amonia, a Z& em luz (16 horas). Plantas com aproximadameaota 8e altura foram
transferidas para solo em casa de vegetacao.

Foram regeneradas 20 plantas de milho em meio ribmtglufosinato
de amonia, sendo sete eventos diferentes. DNA gendm isolado dos sete eventos
utilizando-se o método de Saghai-Maroof et al. O presenca da construcéo
génica, Ubiq:Altss :: NOS, foi confirmada através da reacdo de ainatiio por PCR
dos genediltss e bar. Um fragmento de 407 pb da regido codante do tandoi
amplificada usando os primers especificos BAR &d\b’AGA AAC CAC GTC ATG
CC3’ e BAR reverse 5TGC ACC ATC GTC AAC CAC3’; uiragmento de 788 pb do
geneAltss foi amplificado usando os primers JL57 5’GTG CTGTGBCG ATC CTG



AT3’ e JL58 5'CAC TGC CCG AAG AAA CTT CCA3’ (Figurd). Cada 25 pl de
reacdo continham tampéo de PCR 10X, 2 mM de MdO pM de cada dNTP, 0,2

UM de cada um doprimers, 25 ng de DNA e 1 unidade de Taq DNA polimerase
(Invitrogen). As reacOes foram feitas utilizandots® termociclador modelo 9600
(Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT) programado pansaudesnaturacao inicial de 1
minuto a 94C, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo, %,99or 30 segundos,
anelamento, a 8Q, por 40 segundos e extensdo, &C7Por 90 segundos, seguidos de
uma extensao final, a 72°C, por 5 minutos. Os posdule amplificacdo foram
separados por eletroforese a 100 volts por 2 heragjel de agarose 0,8 % utilizando-
se tampao TAE (90 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA, pH)3.0s géis foram tratados
com brometo de etideo (Ofg/ml), visualizados sob luz ultravioleta e as inmexgye
capturadas e estocadas em um sistema de fotodomg@eriEagle Eye Il, Stratagene).

Plantas transgénicas se encontram em casa-de-¢&geten fase de
maturacdo dos graos. Estes serdo futuramente destach solucdo hidroponica
contendo diferentes concentracdes d& phra verificacédo da tolerancia a este tipo de
estresse abidtico.
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Figura 1: Amplificacdo por PCR do gemdtss dos eventos de milho contendo a
construcdo UbiquitinaAlts::NOS. Linhas (1) Marcador Molecular 1Kb Lambda) (2

Branco da reacao; (3) Milho ndo transgénico; (40a Bventos transgénicos; (11)
Plasmideo usado na transformacéo.
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Os rendimentos agricolas sdo substancialmente idedupela toxicidade de
aluminio (A"®) em solos &cidos, os quais representam 68% ownflfes de hectares
do territorio brasileiro e, aproximadamente 50% wasas agricultaveis do planeta. O
gene ALTs, que confere tolerancia a linhagens de sorgo ao fdil isolado e
caracterizado por pesquisadores da Embrapa MilBorgo, em parceria com equipes
internacionais, dedicados ao estudo genéticoldigico e molecular da tolerancia ao Al
em gramineas. O presente trabalho tem como baddizacdo deste gene para a
geracao de cultivares transgénicas de milho coangaes superiores de adaptacéo aos
solos acidos. O genkltss controlado pelo promotor da Ubiquitina de milh@a&o
terminador NOS dégrobacterium foi introduzido no genoma do hibrido de milho Hill
via biobalistica. Foram regeneradas 20 plantasitieram meio contendo glufosinato
de amonia, sendo sete eventos diferentes. DNA gendm isolado dos sete eventos
gerados e, a reacdo de amplificacdo por PCR utdizas primers especificéd. T
JL57 (5°GTG CTG GAT CCG ATC CTG AT3') &LTss JL58 (5'CAC TGC CCG
AAG AAA CTT CCA3’) confirmou a inser¢cdo do gedd.Tss no genoma das plantas
de milho. Plantas transgénicas se encontram em-deagagetacdo em fase de
maturacéo dos grdos, e sua tolerancia &dskra futuramente testada.
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