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Resumo

A transformacao genética de milho pode ser utilizada para o
desenvolvimento de cultivares mais produtivas e adaptadas a
diversos estresses ambientais. Existem varios métodos para
a modificagao genética do milho, sendo que, atualmente,

um dos mais utilizados é a transformacao via Agrobacterium
tumefaciens. Esta metodologia apresenta vantagens como uma
maior precisao na integracao doT-DNA, um menor numero
de cépias do transgene inseridas no genoma da planta,
poucos rearranjamentos das moléculas de DNA introduzidas
e uma maior estabilidade fenotipica durante muitas geracoes
de cruzamento. Em contrapartida, € um método gendtipo-
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dependente e recalcitrante em monocotiledéneas. O objetivo
deste estudo foi avaliar, através da analise histoquimica da
expressao transiente do gene reporter gus, alguns fatores
capazes de influenciar a transferéncia doT-DNA visando a
implementacao de um protocolo eficiente de transformacao
genética do milho Hill via A. tumefaciens no Laboratorio de
Cultura deTecidos e Transformacao Genética do Nucleo de
Biologia Aplicada (NBA) da Embrapa Milho e Sorgo.

Palavras-chave: analises histoquimicas, cocultivo, embrides
imaturos, infeccao, GUS.
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Abstract

Genetic transformation of maize may be used for the
development of cultivars adapted to various environmental
stresses. There are several methods for the genetic

modification of maize, and currently one of the most used is the
transformation via Agrobacterium tumefaciens.This method
has the advantages of greater accuracy in the integration of
T-DNA, a smaller number of transgene copies inserted in

the plant genome, few rearranjamentos of DNA molecules
introduced and increased phenotypic stability for many crossing
generations. However, it is a genotype-dependent method

and recalcitrant in monocots. The aim of this study was to
evaluate, by histochemical analysis of transient expression of
gus reporter gene, certain factors that can influence the transfer
of -DNA for the implementation of an efficient protocol for
genetic transformation of maize Hill, via A. tumefaciens, in the
Laboratory of Tissue Culture and Genetic Transformation, of
Applied Biology Center (NBA), at Embrapa Maize and Sorghum.
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Keywords: histochemical analyzes, co-cultivation, immature
embryos, infection, GUS.

Introducao

O milho é uma cultura de grande importancia agronémica

que movimenta um mercado de bilhoes de délares. Também

€ usado extensivamente em pesquisas basica e aplicada.
Informacoes sobre a organizacao e regulacao do genoma

do milho estao sendo disponibilizadas frequentemente e

existe um grande potencial de aplicacao deste conhecimento
no melhoramento dessa cultura através da integracao e
expressao de genes de interesse agrondmico via tecnologias de
transformacao genética e edicao de genoma.

Diversos métodos de transformacao genética foram

descritos para a cultura do milho, dentre eles a biobalistica
(SANFORD et al., 1987; KLEIN et al., 1992) e a transformacao
via Agrobacterium tumefaciens sao os mais empregados
(FRAME et al., 2002; ISHIDA et al., 2007; VEGA et al., 2008).
Transformacao via A. tumefaciens apresenta diversas vantagens
em comparagao com a biobalistica, em funcao do menor
numero de copias do transgene inseridas no genoma, dos
poucos rearranjamentos das moléculas de DNA introduzidas

e da maior estabilidade fenotipica durante muitas geracoes

de cruzamento (ISHIDA et al., 1996). Em contrapartida, plantas
monocotiledoneas como o milho nao sao hospedeiros naturais
da A. tumefaciens, e alguns ajustes devem ser estudados
durante a infecgcao e cocultivo, visando otimizar a transferéncia
de T-DNA para o genoma das plantas receptoras.
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Uma vez dentro do nucleo da célula vegetal, os genes presentes
no T-DNA podem ser expressos de forma transiente ou estavel
(JANSSEN; GARDNER, 1990). Na expressao transiente nao ha
necessidade que ocorrera a integracao doT-DNA no genoma
hospedeiro, e a expressao génica é normalmente detectada
trés dias apos a infecgao do tecido vegetal, diminuindo com o
passar do tempo (LACROIX; CITOVSKY, 2013). J&4 na expressao
estavel, oT-DNA se integra no genoma hospedeiro e é replicado
durante a divisao celular, sendo, portanto, a transformacao
estavel responsavel pela formacao de plantas transgénicas
contendo o -DNA em todas as suas células. Ao contrario

da expressao transiente, na expressao estavel os genes sao
transferidos para a progénie.

A transformacao transiente via Agrobacterium pode ser
aplicada para estudos rapidos de expressao génica, localizagao
celular, interacao proteina-proteina, etc. Mais informacoes
sobre o0 assunto podem ser obtidas em revisoes recentes, tais
como as de Kfenek et al. (2015) e Guidarelli e Baraldi (2015).

O desenvolvimento de uma metodologia adequada e
eficiente para a transformacao genética de milho através
de A. tumefaciens é uma tarefa complexa, e, para tanto, é
essencial compreender os diversos fatores que influenciam
a transferéncia, a integracao e a estabilidade doT-DNA no
genoma do tecido-alvo (GALLEGO et al., 2011).

O propésito desta pesquisa foi avaliar, através da andlise
histoguimica da expressao transiente do gene reporter gus,
alguns dos fatores capazes de influenciar a transformacao
genética de milho via A. tumefaciens visando a implementacao
de um protocolo eficiente de transformacao genética do hibrido
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de milho Hill (ARMSTRONG et al., 1991) via A. tumefaciens no
Laboratdrio de Cultura deTecidos e Transformacao Genética do
Nucleo de Biologia Aplicada (NBA) da Embrapa Milho e Sorgo.

Material e Métodos

O protocolo utilizado na transformacao genética de milho Hill
foi baseado nas pesquisas desenvolvidas por Frame et al. (2002)
e Vega et al. (2008).

Obtencao de Embrioes Imaturos de Milho

Transformacoes de milho sao realizadas 2 a 3 vezes por semana
no Laboratorio de Biologia Celular da Embrapa Milho e Sorgo e
plantas de milho sao requeridas como doadoras de embrides.
Para suprir esta demanda, dez vasos (30 L cada) sao plantados
duas vezes por semana com duas plantas cada. Obtém-se em
média de 10 a 12 espigas por semana. Entre 55 a 60 dias sao
necessarios para o aparecimento e fertilizacao da inflorescéncia
feminina. Espigas sao coletadas entre 10 e 15 dias apos a
polinizacao quando os embridoes estiverem entre 1,8 e 2,0

mm de comprimento. O tempo da coleta depende da estagao
do ano. A casa de vegetacao opera com um fotoperiodo de
16:8 (luz/escuro). A temperatura durante o diaé de 28 +2°C
enguanto que durante a noite é de 21+ 2 °C.

9
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Transformacao Genética de Embrioes Imaturos de Hill
via Agrobacterium tumefaciens

Preparo do Explante

O genodtipo utilizado neste protocolo foi o hibrido de milho

Hill (ARMSTRONG et al., 1991). Para producgao do hibrido Hill
(F1), foi utilizado o pélen da cultivar B (Parental B) e os 6vulos
da cultivar A (Parental A). Para a transformacgao, sementes

F1 foram plantadas, autopolinizadas e os embrides imaturos
foram utilizados como explantes. Antes da retirada dos
embrides, as espigas foram desinfestadas em uma solucao 50%
de agua sanitaria comercial (Qboa 2,75%) com 1-2 gotas de
Tween 20, por 20 minutos. Em seguida, enxaguadas com agua
destilada estéril por 5 minutos, duas vezes. O embriao imaturo
foi retirado inserindo-se uma espatula arredondada entre o
endosperma e o pericarpo no lado base petal do grao (base da
espiga), e girando-se no sentido anti-horario.

Agrobacterium tumefaciens e Construcao Génica

A construcao génica utilizada foi a pTF102 (FRAME et al., 2002)
(Figura 1) inserida na Agrobacterium tumefaciens EHA101
(HOOD et al., 1986). O T-DNA deste vetor possui 5,9 Kb e
compreende as regidoes codantes dos genes bar e uidA, ambas
direcionadas pelo promotor CaMV35S (FRAME et al., 2002).

Preparo da Agrobacterium: Bactérias utilizadas nos
experimentos foram iniciadas a partir de placas-estoques
mantidas até 30 dias a 4 °C. Para a transformacgao genética, uma
estria da Agrobacterium utilizando uma colonia isolada da placa
estoque foi feita em meio YEP suplementado com 100 mg.I"
espectinomicina e 50 mg.l"" canamicina. Esta placa foi incubada
por trés dias a 19 °C. Duas horas antes da transformacao as
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colonias de Agrobacterium foram ressuspendidas até atingir
uma DO, de 0,3 a 0,4, em frasco contendo meio de infecgao
(N6 sais e vitaminas (1000X), 1,5 mL/L 2,4-D, 0,7 g prolina, 68,4
g sacarose, 36 g glicose, pH 5.2) suplementado com 100 uM
acetoseringona imediatamente antes da utilizagcao, em seguida

estes foram colocados em posi¢ao horizontal em agitador
orbital a 150 rpm, 22 °C.
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Figura 1. Vetor binrio pTF102 (FRAME et al., 2002).
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Infeccao de Embrioes Imaturos de Milho

Trinta embrides foram coletados em 1 ml de meio de infecgao
acrescido de acetoseringona em microtubos tipo eppendorf
com capacidade de 1,5 mL. Momentos antes da infeccao os
embrides foram lavados duas vezes com meio de infecgao
novo e 1 mL da cultura bacteriana foi adicionado ao tubo. Os
tubos contendo A. tumefaciens e embrides imaturos foram
homogeneizados por inversao 20 vezes e incubados por 5 min.

Cocultivo: Apds a infeccao, os embrides foram transferidos para
a superficie do meio de cocultivo (N6 sais e vitaminas, 1,5 mL/L
2,4-D, 0,7 g prolina, 30,0 g sacarose, 100 mg myoinositol, 5uM
AgNO,, 100uM acetoseringona, 300 mg L-cysteina pH 5.8) e 0
excesso de Agrobacterium foi retirado com uma micropipeta.
Embrioes foram plaqueados com o escutelo voltado para

cima. As placas foram fechadas com fita cirurgica (micropore)

e incubadas a 20 °C por 5 dias. Apés o periodo de cocultivo,

os embrides infectados foram utilizados para a deteccao da
expressao transiente do gene reporter gus.

Parametros Testados Visando a Implantacao do
Protocolo de Transformacao Genética de Milho Hill na
Embrapa Milho e Sorgo

Todos os tratamentos foram realizados com trés repeticoes de
30 embrides cada, e as transformacoes foram finalizadas apos o
periodo de cocultivo.

Periodo de Estocagem das Espigas

Para verificar a possibilidade de utilizacdo de embrides imaturos
apds armazenamento de espigas em camara fria, nove espigas
foram coletadas 12 dias ap0s a polinizagao e os embrides
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imaturos entre 1,8 e 2,0 mm foram coletados e infectados com
Agrobacterium no mesmo dia, 24 ou 48 horas ap0s a coleta.
Espigas foram armazenadas em camara fria a 8 °C e umidade
relativa de 22%.

Tempo de Permanéncia dos Embrioes Imaturos em Meio
de Infeccao sem Agrobacterium

Para verificar se o tempo em que os embrides ficam imersos
em meio de infeccao antes da transformacao exerce influéncia
no processo de infeccao, foram testados dois tempos de
imersao: 30 ou 120 min. Dois grupos de embrides, provenientes
de uma mesma espiga, foram coletados, e o primeiro grupo
foi infectado depois de 30 min de permanéncia em meio

de infeccao e o segundo grupo, depois de 120 min. Apds o
processo de infeccao com Agrobacterium, embrides de ambos
os grupos foram transferidos para meio de cocultivo por trés
dias a 20 °C e, em seguida, a expressao transiente do gene
reporter gus foi analisada.

e Tempo de permanéncia de embrides infectados em placa
aberta: Apos o periodo de infeccao, os embrides foram
plagueados em meio de cocultivo. As placas contendo o
meio e os embrides ficaram abertas em capela de fluxo
laminar por 0, 15, 30 e 45 minutos antes de serem fechadas
com fita micropore e incubadas a 20 °C.

e Utilizagcao da cavitacao acustica ou sonicagao no momento
da infeccao: 30 embrides imaturos de milho foram
transferidos para tubos plasticos de 50 mL com 5 mL de
meio de infeccao contendo A. tumefaciens. Os tubos foram
sonicados por 0, 15 e 30 segundos usando um aparelho
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Brason 3210 (Bransonic Ultrasonic Corporation/Connecticut
- EUA).

e Utilizacao da pressao de vacuo durante a infeccao: Tubos
de plastico do tipo Falcon de 10 mL estéreis contendo 30
embridoes imaturos de milho imersos em 1 mL de inéculo
foram colocados em um dessecador, e o vacuo foi aplicado
a 27 in Hg (Trivac D4A/LeyBold Vaccum Products Inc./EUA)
no momento da infeccao por 0,5, 10 e 15 min. Em seguida,
o indculo foi removido e os explantes, plaqueados em meio
de cocultivo. O cocultivo foi realizado no escuro a 20 °C por
trés dias.

e Tempo de cocultivo do explante com Agrobacterium
tumefaciens: Foram testados os tempos de 3, 5 e 7 dias de
permanéncia da A. tumefaciens EHA101 com os embrides
imaturos de Hill.

Analise da Expressao Transiente do Gene Reporter
Gus

Para avaliar qualitativamente a expressao da enzima
B-glucuronidase (GUS), foram realizados ensaios histoquimicos,
de acordo com a metodologia descrita por Jefferson et al.
(1987). Embrioes imaturos infectados com Agrobacterium
foram coletados apos o periodo de co-cultivo e imediatamente
imersos em solucao contendo 50mM tampao fosfato de

sédio (pH 7.0) e T mM é&cido 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-
glucuronico. A reacao foi incubada por 24 horas a 37 °'C. A
expressao do gene reporter GUS foi observada com o auxilio
de microscopios estereoscopicos Axio Zoom e SV 11 -Stemie
(Zeiss).
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Resultados e Discussao

Periodo de Estocagem das Espigas a 4°C antes da
Transformacao Genética

O procedimento de infeccao de embrides de milho com
Agrobacterium é realizado duas ou trés vezes por semana
no Laboratorio de Cultura deTecidos e Transformacgao
Genética de Plantas da Embrapa Milho e Sorgo. Embrides
zigoticos imaturos, utilizados como explantes no processo
de transformacao eventualmente atingem o tamanho ideal
para coleta em dias diferentes dos programados para os
experimentos de transformacao, portanto foram realizados
testes para verificar o efeito da estocagem das espigasa 4 °C
durante 24 e 48 horas antes da transformacao genética. Nove
espigas foram coletadas na mesma data, embridoes imaturos
de trés espigas foram infectados com Agrobacterium no
mesmo dia da coleta. As demais espigas foram estocadas
em camara fria por 24 e 48 horas sendo as transformacgoes
dos embrioes realizadas apés cada periodo de estocagem de
acordo com o protocolo descrito anteriormente. A expressao
transiente do gene reporter gus foi analisada nos embrides
infectados apos trés dias de cocultivo com Agrobacterium.
Os resultados mostraram que os embrides estocados em

camara fria responderam de maneira semelhante aos embrioes

utilizados frescos (Figura 2), portanto espigas que atingem

o desenvolvimento ideal para o processo de transformacao
podem ser estocadas em camara fria a 8 °C durante 24 ou 48
horas sem prejuizo do processo de transferéncia do T-DNA.

15
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Figura 2. Expressao transiente do gene reporter gus em
embrides infectados por A. tumefaciens EHA101 carregando o
vetor binario pTF102, coletados a partir de espigas estocadas a
4 °C antes da transformacao por A. tumefaciens. (A) Embrides
infectados no mesmo dia; (B) 24 e (C) 48 h apds a coleta.

Tempo de Permanéncia dos Embrioes Imaturos de Hill
em Meio de Infeccao sem Agrobacterium

Durante o processo de transformacao, embrides imaturos

sao inicialmente coletados em meio de infeccao sem a
Agrobacterium e o tempo de permanéncia neste meio pode
variar dependendo da quantidade de espigas que serao
utilizadas. Para verificar qual seria o procedimento mais
adequado de infeccao: (i) Repetir o processo de infeccao
varias vezes com pequenas quantidades de embrides, assim
embridoes permaneceriam em meio de infeccao durante um
curto periodo de tempo, ou (ii) Realizar apenas uma infecgao
apos todos os embrides serem coletados, o que implicaria uma
permanéncia mais longa dos embrides em meio de infec¢ao;
diferentes tempos de permanéncia de embrides em meio de
infeccao foram testados. Os resultados mostraram que uma
longa permanéncia (120 min) em meio de infeccao tem uma
influéncia negativa para o processo de transferéncia doT-DNA
(Figura 3) quando comparado com 30 minutos de infeccao.
Portanto, no protocolo utilizado atualmente embriées imaturos
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sao coletados em grupos de 50 e, logo em seguida, infectados
com a Agrobacterium.

Figura 3. Expressao transiente do gene reporter gus em
embrides infectados por A. tumefaciens EHA101 carregando
o vetor binario pTF102 apds terem sido mantidos em meio de
infeccao sem Agrobacterium por: (A) 30 min; (B) 120 min.

Tempo de Permanéncia de Embrioes Infectados em
Placa Aberta

Uma vez infectados, os embridoes sao transferidos para meio de
cocultivo onde permanecem por trés dias. Para avaliar se uma
dessecacao inicial antes do periodo de cocultivo seria benéfica
para o processo de transferéncia doT-DNA, as placas contendo
os embrides ja infectados por Agrobacterium foram deixadas
abertas dentro de capela de fluxo laminar durante 0, 15, 30 e
45 min. A melhor expressao do gene reporter gus foi obtida
quando a placa foi fechada imediatamente apos os embrides
terem sido colocados sobre o meio de cultivo, indicando que
uma dessecacao inicial nao foi positiva para o processo de
infeccao (Figura 4).
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Figura 4. Expressao transiente do gene reporter gus em
embrides infectados por A. tumefaciens EHA101 carregando
o vetor binario pTF102, apds a placa de Petri ter sido mantida
aberta por: (A) 0; (B) 15; (C) 30 e (D) 45 min.

Utilizacao da Cavitacao Acustica ou Sonicacao no
Momento da Infeccao por Agrobacterium tumefaciens

Tem sido mostrado que a cavitacao acustica pode aumentar
a eficiéncia da transformacao genética via A. tumefaciens
(TRICK; FINER, 1997). Para verificar os efeitos da sonicacao na
transferéncia doT-DNA, embridoes imaturos foram submetidos
a diferentes tempos de sonicacao durante o processo de
infeccao. Em seguida, os embrides foram plagueados em
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meio de cocultivo a 20 °C por trés dias. Ao final do periodo

de cocultivo, a expressao transiente de gus foi analisada pelo
meétodo histoquimico. Os resultados mostraram que nao houve
um aumento significativo de expressao quando comparada a
infeccao com ou sem o tratamento de cavitacao acustica (Figura
5).

Figura 5. Expressao transiente do gene reporter gus em
embrides submetidos a cavitagao acustica ou sonicagao no
momento da infeccao por A. tumefaciens EHA101 carregando o
vetor binario pTF102. (A) 0; (B) 15; (C) 30 s.

Utilizacao da Pressao de Vacuo Durante a Infeccao
com Agrobacterium tumefaciens

A pressao de vacuo tem sido utilizada para auxiliar no processo
de infeccao dos explantes por Agrobacterium em Arabidopsis
(CLOUGH; BENT, 1998), em inflorescéncia de trigo (AMOAH et
al., 2001) e em outras espécies de plantas. Experimentos foram
desenhados para investigar os efeitos da aplicagcao de uma
pressao de vacuo na transferéncia doT-DNA pela Agrobacteruim
para células de embrioes imaturos de milho. Os resultados
mostraram que nao houve um aumento da expressao do gene
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reporter gus com a aplicacao da pressao de vacuo.Tanto na
presenca como na auséncia do vacuo a expressao transiente de
GUS foi semelhante (Figura 6).

Figura 6. Expressao transiente do gene reporter gus em
embrides submetidos a pressao de 27 inHg no momento da
infeccao por A. tumefaciens EHA101 carregando o vetor binario
pTF102. (A) 0; (B) 5; (C) 10; (D) 15 min.

Tempo de Cocultivo do Explante com Agrobacterium
tumefaciens

Para verificar a influéncia do tempo de contato entre a
Agrobacterium e os embrides imaturos de milho no processo
de transferéncia génica, os embrides infectados foram
cultivados em meio de cocultivo a 20 °C por 3,5 e 7 dias.

Os resultados mostraram que cinco dias sao adequados

para o cocultivo, pois a expressao do gene reporter gus foi
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intensificada quando comparada com trés dias de cocultivo e
a contaminacao dos explantes em subcultivos sequentes foi
facilmente controlada quando comparado com sete dias de
cocultivo (Figura 7).

Figura 7. Expressao transiente do gene repdrter gus em
embrides infectados por A. tumefaciens EHA101 carregando o
vetor binario pTF102 apos diferentes tempos de cocultivo: (A) 3;
(B) 5; (C) 7 dias.

Apos a otimizagao dos fatores descritos, a transformacao
genética do milho Hill foi implementada no Laboratorio de
Biologia Celular e Cultura de Tecidos da Embrapa Milho e
Sorgo com uma eficiéncia média de 5% (numero de eventos
transgénicos gerados X 100 / numero de embrides infectados).
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