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Apresentacao

Este documento foi preparado como um guia para estudantes e
pesquisadores que trabalham com a transformacao genética de milho
no Brasil. Os protocolos de transformagéo genética de milho evolu-
iram rapidamente nos ultimos anos, permitindo que mais genotipos,
incluindo linhagens elite de programas de melhoramento, possam
ser transformados. Isso tem despertado o interesse de laboratérios
académicos e da industria, que almejam usar essa ferramenta para
transgenia e edicédo génica.

O Centro de Gendmica Aplicada as Mudangas Climaticas (GC-
CRC), parceria entre a Embrapa e a Universidade Estadual de Cam-
pinas (Unicamp), apoiado pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (Fapesp), vem trabalhando com transformacgao
genética de milho desde 2018 com o objetivo de testar genes para
tolerancia aos estresses exacerbados pelas mudangas no clima.
O Centro vem testando diversos protocolos visando aumentar a fre-
quéncia de transformagéao e grande progresso foi atingido nos ultimos
anos.

O uso da ferramenta de transformagédo genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens tende a crescer significativamente nos
préoximos anos, trazendo mudancgas importantes no desenvolvimento
de novas variedades de milho. Esperamos que o conteudo deste
documento facilite novos laboratérios a usarem essa ferramenta ou
ajude os laboratérios que ja a utilizam a aumentar a eficiéncia de ge-
ragdo de plantas geneticamente modificadas.

Stanley Robson de Medeiros Oliveira
Chefe-geral da Embrapa Agricultura Digital
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Introducao

O milho (Zea mays) é o principal cereal cultivado no mundo e
tem grande importancia na alimentagdo humana e animal (Yadava
et al., 2017). E cultivado em mais paises do que qualquer outra cultu-
ra e serve como importante planta modelo para estudos genéticos e
biotecnoldgicos (Que et al., 2014; Yassitepe et al., 2021; Kang et al.,
2022). A transformacao genética € uma ferramenta importante para o
desenvolvimento de novas variedades, permitindo incorporar carac-
teristicas de outros organismos e aumentar a variabilidade genética
da espécie (Kausch, et al., 2021). O primeiro registro de transforma-
¢do em milho data de 1966, em um experimento realizado por Coe e
Sarkar (1996), que consistia em injetar DNA genémico no meristema
apical das plantas. Nesse experimento, os pesquisadores nao obti-
veram sucesso € ja perceberam muitas dificuldades no processo de
transformagdo. Nas décadas seguintes, muitas tentativas foram fei-
tas para transformar plantas de milho e os primeiros resultados com
transformacao estavel vieram com a técnica de bombardeamento de
particulas, no final da década de 1980 e inicio de 1990 (Fromm et al.,
1986; Klein et al., 1988; Gordon-Kamm et al., 1990). No entanto, a
frequéncia de transformacgéo obtida com esse método era muito bai-
xa, além de gerar plantas com alto niumero de cdpias e inser¢des
fragmentadas (Ishida et al., 2007).

Grandes progressos foram observados a partir dos anos 2000
com o uso da transformagdo mediada por Agrobacterium tumefa-
ciens. Esse método se tornou o mais utilizado, principalmente por
produzir eventos de inser¢do Unica e ndo fragmentados, resultando
em plantas de alta qualidade, além de ser um sistema reproduzivel
e nao requerer equipamentos especificos (Ishida et al., 1996; Ishi-
da et al., 2007; Yadava et al., 2017; Peterson et al., 2021; Yassitepe
et al., 2021).

A transformacdo genética do milho é gendtipo-dependente, ou
seja, alguns gendtipos sdo mais recalcitrantes que outros e apresen-
tam diferentes taxas de frequéncia de transformacéo. A recalcitrancia
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€ principalmente devida a dois fatores: capacidade de infeccdo pela
A. tumefaciens e capacidade de regeneragdo. Em 2006, Frame e
colaboradores (2006) conduziram um estudo com dez linhagens de
milho e descobriram que as linhagens B104, B114 e Ky21 eram trans-
formaveis com o método usando A. tumefaciens. Em seguida, varios
outros grupos de pesquisa comegaram a usar a linhagem B104, adap-
tada ao clima temperado, como genétipo modelo para transformacéo,
resultando em protocolos com altas frequéncias de transformacao.
Em adigédo as melhorias nos protocolos de transformacéo, fatores que
contribuiram para esse sucesso também incluem a otimizagdo dos
vetores, escolha de cepas de A. tumefaciens, uso de promotores ade-
quados, utilizagdo de genes marcadores de selegao e otimizagéo de
técnicas de cultura de tecidos (Ishida et al., 1996; Ishida et al. 2007;
Kausch et al., 2021; Simmons et al., 2021; Yassitepe et al., 2021).

Neste documento, nés descrevemos um protocolo para transfor-
magéao geneética da linhagem de milho temperada B104 utilizando o
método mediado por Agrobacterium tumefaciens, sendo este usado
pelos pesquisadores do Genomics for Climate Change Research
Center (GCCRC), uma unidade de pesquisa mista entre a Embrapa e
a Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), localizada no cam-
pus da Unicamp em Campinas, Sdo Paulo.

Métodos

Producgao de embrides imaturos

Para a produgao dos embrides imaturos, plantas de milho da li-
nhagem temperada B104 devem ser cultivadas em casa de vegeta-
¢ao, em vasos individuais de 10 L com substrato comercial misturado
com vermiculita (proporgéo 4:1) e suplementados com fertilizantes.
As condigbes de temperatura e luminosidade ideais sao: temperatura
diurna entre 26 e 30 °C, temperatura noturna entre 18 e 22 °C, foto-
periodo de 14/10 horas (dia/noite) e intensidade luminosa maior que
800 umol/m?/s.
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Ponto de atengao:

A qualidade das plantas e dos embrides imaturos produzidos para transfor-
macao € um ponto critico do protocolo. Em geral, plantas vigorosas, cultivadas
em boas condi¢des de crescimento e fitossanidade na casa de vegetagéo irdo dar
origem a embrides de boa qualidade e a boas eficiéncias de transformagdo. Quan-
do as condic¢des de crescimento ndo sao ideais, os embrides produzidos nao terédo
boa qualidade para transformacao, e as eficiéncias de transformacédo serdo mui-
to baixas ou podem até mesmo inviabilizar a transformagao. Caso a eficiéncia de
transformagéo esteja muito baixa, esse deve ser o primeiro ponto a ser otimizado
antes de seguir o protocolo.

Polinizacao e coleta das espigas imaturas

A polinizacdo das espigas deve ser feita de maneira controlada.
Nas condigbes do GCCRC, a polinizacao ocorre entre 50 e 70 dias
apos a semeadura. Quando as espigas comegarem a apontar, devem
ser cobertas por sacos plasticos (Figura 1A) ou de papel encerado
para evitar a polinizagdo cruzada. Nesse momento, corte as partes
verdes da espiga 1 cm acima do inicio do sabugo, 1-2 dias antes da
polinizacao e coloque o saco de volta, isso facilitara uma polinizagao
uniforme. O pendao deve surgir também por volta de 60 dias apds a
polinizagdo, porém nem sempre o crescimento de espiga e pendao
estardo sincronizados. Para assegurar que a polinizagao seja con-
trolada, o pendao também deve ser coberto com um saco de papel
pardo.

Dica

Para manter uma produgéo continua de espigas e penddes, € preciso estabe-
lecer uma rotina de semeadura do genétipo utilizado para transformagao. E reco-
mendado que a cada trés dias seja feita a semeadura e o nimero de vasos por dia
vai depender da disponibilidade de espaco e da demanda de transformacao.




12 Documentos 200

T
THnrm
T

Figura 1. Etapas do processo de transformagéo genética de embrides ima-
turos de milho (gendtipo B104): (A) espiga protegida com saco plastico antes
da polinizagdo manual; (B) espiga envolta com saco de papel pardo apos a
polinizagdo manual; (C) detalhe da espiga com pinga longa inserida na base,
facilitando a extragéo dos embriées imaturos; (D) embrido imaturo exibindo os
primeiros sinais de formacdo de embrides somaticos na regido do escutelo;
(E) coloracdo avermelhada no escutelo de embrido zigético imaturo, resul-
tante da expressao do sistema repérter RUBY, utilizado para monitoramento
da infeccdo por Agrobacterium tumefaciens; (F) embrido zigético imaturo
com crescimento evidente da regido hipocotilar; (G) plantula regenerada,
pronta para ser transferida para aclimatizagao; (H) exemplo de crescimento

Fotos: Maisa Siqueira Pinto, Juliana Paggiaro e José Hernandes Lopes Filho
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de plantas em touceiras; (I) teste de imunocromatografia utilizado para de-
tecgdo qualitativa da proteina PAT em tecidos vegetais transformados.

A polinizacdo deve ser feita no inicio da manha. Para coletar o
pdlen, sacuda o pendao de uma planta de milho madura dentro de um
saco de papel pardo sem remover o pendao da planta polinizadora.
Separe as anteras do polen sacudindo o saco para frente e para tras
e espalhe cuidadosamente o pdlen coletado sobre os estilos-estig-
mas da planta de milho desejada. Apds a polinizagéo, cubra a espiga
recém polinizada com um saco de papel pardo (Figura 1B). O pdlen
coletado de um pendao pode ser utilizado para polinizar multiplas
espigas. O ideal é utilizar polen de espigas recém-abertas, porém,
até seis dias apds a abertura das anteras, o pdlen continua viavel. E
importante certificar que todos os estilos-estigmas recebam gréaos de
polen para garantir a formagao uniforme dos graos na espiga.

Dica

Para manter um rastreamento da espiga utilizada para transformacgao, é importan-

te anotar as datas de semeadura, polinizacédo e coleta da espiga.

A coleta das espigas para transformacgao devera ser feita por volta
de 12 a 14 dias apo6s a polinizagao (dependendo da estacao do ano),
de forma que os embrides tenham entre 1,5 e 2 mm. O tamanho dos
embrides deve ser monitorado com a espiga ainda na planta, fazen-
do uma pequena abertura na palha e retirando alguns embrides para
checar o tamanho.

Apos a coleta, as espigas podem ser armazenadas a 4 °C para
serem usadas na transformacdo no dia seguinte. Para o armazena-
mento, as espigas devem ser mantidas na palha e acondicionadas em
um saco plastico fechado para que os grédos nao desidratem.
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Ponto de atencao

A utilizacao de embrides imaturos no estadio correto de desenvolvimento
€ um ponto critico do protocolo. Embrides muito pequenos irdo morrer
apos a infecgdo e embrides muito grandes n&o terdo uma boa taxa de
infecgao e regeneracdo. O tempo necessario para que os embrides
atinjam o tamanho ideal vai depender do gendtipo, da estacdo do ano e
da disponibilidade de luz. No verao, os embriées atingem o tamanho de-
sejado mais cedo que no inverno. Dependendo das condigbes de cultivo
na casa de vegetacao, os embrides levarao muitos dias para chegar ao
tamanho desejado (até 19 dias). Nesses casos, ha um desacoplamento
entre tamanho e desenvolvimento do embrido e, apesar de os embrides
imaturos estarem no tamanho ideal, a eficiéncia de transformacao sera
consideravelmente baixa. No caso do GCCRC, observamos essa demo-
ra para atingir o tamanho ideal nos meses de maio a agosto. O aque-
cimento e utilizagéo de luzes artificiais na casa de vegetacéo de forma
extremamente controlada, ndo permitindo que a alteragéo de temperatu-
ra e luminosidade externas influenciem as condigdes da casa de vegeta-
¢ao, podem contornar esse problema de sazonalidade. Algumas facilities
em paises temperados conseguem manter esse ambiente extremamente
controlado durante o ano todo, permitindo a obtengéo de boas eficiéncias
de transformacgao em todos os meses.

Esterilizagao das espigas

Apos a coleta das espigas, antes de dar inicio ao processo de
esterilizacéo, deve-se espetar uma estaca ou pinga longa na base da
espiga, para segura-la durante a esterilizacéo e retirada dos embrides
(Figura 1B). Para esterilizagéo, pode ser utilizado um frasco de boca
larga com tampa. Preparar uma solugéo de hipoclorito de sédio 5%
diluida em agua e 0,01% de Tween 20 (20 pL para 1 L) e mergulhar
as espigas (ja com a pinga, ou somente com o furo). O frasco deve
ser grande o suficiente para que as espigas figuem totalmente imer-
sas na solugdo. Deixe as espigas imersas na solug¢ao de esterilizacao
por 20 minutos, agitando algumas vezes com movimentos circulares.
Todos os passos a partir de agora devem ser feitos em camara de
fluxo laminar para evitar a contaminagéo dos embrides. Apos os 20
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minutos, lavar as espigas com agua destilada autoclavada de 4 a 5
vezes, deixando-as imersas entre 3 e 5 minutos em cada lavagem.

Isolamento dos embridoes

Coloque a espiga em uma placa de Petri grande e estéril na ca-
mara de fluxo laminar. Para isolar os embrides, enquanto segura na
base da pinga, corte a parte superior dos gréos (1-2 mm) com um
bisturi afiado e esterilizado (Figura 2).

Figura 2. Etapas do processo de extragdo de embrides zigéticos imaturos de
milho para transformacgéao via Agrobacterium tumefaciens: (A) corte do apice
do gréo com bisturi para facilitar o acesso ao embrido; (B) inser¢cdo da mi-
croespatula na base do grao para desprendimento do embrido; (C) remogao
do grao de milho; (D) recuperagéo do embrido imaturo exposto; (E) embrido
zigotico imaturo isolado, pronto para a etapa de infecgao com Agrobacterium.
Fotos: Juliana Paggiaro e Maria Helena Faustinoni Bruno

Insira uma pequena espatula entre o endosperma e o pe-
ricarpo na regido basal do grdo e faga um movimento circular
para cima; isso expde o embrido, que esta preso na regiao api-
cal do grao. Apds os embrides (50-100) serem isolados, estes
devem ser mantidos em um tubo de 2 mL contendo o meio de
infeccdo sem a Agrobacterium (Tabela 1 e Figura 3). Renove
periodicamente (a cada 2 horas) o meio de infecgao, descar-
tando o meio antigo e lavando os embrides com o novo meio
de infecgéo.
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Figura 3. Etapas do isolamento e preparo de embrides imaturos de milho
para transformagdo mediada por Agrobacterium tumefaciens: (A) corte do
apice do grao para expor o embrido zigotico, com destaque para sua posigéo
no interior do grao e tubo contendo o meio de infecgéo; (B) transferéncia dos
embrides imaturos para o meio de co-cultivo; (C) posicionamento adequado
do embrido no meio de cultura, com o escutelo voltado para cima e o eixo
embrionario em contato direto com o meio.
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Tabela 1. Preparo dos meios de cultura usados na transformacéao de
embrides imaturos de milho B104.

Concentra- Unidade

LEDED Composigao cao de Marca/Cédigo
Cultura .
medida
YEP base E)\(/tégtuorge 5 gL Sigma, V003293
Peptona 10 gL Biolog, 200125
Cloreto de sodio 5 gL Sigma, S3014
Ajuste o pH 6,8 com NaOH (1M) Sigma, A1296
Agar 15 gl BCRA543
Autoclave por 15 minutos a 121 °C
Adicionar antibiético de acordo com a construgao.
N6 sais(" 4,0 gL Duchefa, C0203
Meio de Si
Infecgao igma,
¢ 0.7 9L po380
L-prolina
Phytote-
Sacarose 68,4 g/L  chnology,
S391
Glicose 36 g/L Vetec, V000221
Caseina 1 gL 811183(13]2?2’50
Ajuste o pH 5,2
com KOH (1M)
Autoclave, resfriar até 50 °C e adicione no fluxo:
Dicamba (30 mM) 3,43 mg/L Sigma, D5417
Acetosyringona
(100 mM). 1962 mg/. Sigma, D134406
Co-cultivo  MS sais® 43 gL Duchefa, M0221

Continua...
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Continuacéo Tabela 1.

Sacarose 30 gL gggﬁotechnology,
Myo-inositol 0,1 g/lL ::;rtl))étotechnology,
Caseina 0,1 g/lL 8‘1"83(13]2?2’50
Ajuste o pH com
KOH (1M)
Gelrite 3 gL 8‘1]?8?%500
Autoclave, resfriar até +50 °C e adicione no fluxo:
L-prolina (200 mg/ Sigma, P0380
mL) 700 mg/L
MS vitamina® 1 mL/L
Acetosyringona Sigma, D134406
(100 mM). 19,62 mg/L
L-Cisteina (100 Sigma, C7352
mg/mL) 300 mg/L
Nitrato de prata Sigma, S7276
(30 mM) 4,59 mg/L
Dicamba (30 mM) 3,43 mg/L Sigma, D5417
MS sais® 43 gL Duchefa, M0221

Meio de

descanso  gaearose 30 gL ggéaotechnology,
MES 0,5 gL Duchefa, M1503
Myo-inositol 0,1 gL :;%)gotechnology,
Caseina 0,1 gL 8#83??2’50
Ajuste o pH 5,8 com KOH (1M)
Agar 8 gL Sigma, A1296

Autoclave, resfriar até +50 °C e adicione no fluxo:

Continua...
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Continuacéo Tabela 1.

19

L-prolina (200 mg/ Sigma, P0380

mL) 700 mg/L

MS vitamina® 1 mL/L

Nitrato de prata Sigma, S7276

(30 mM) 4,59 mg/L

Dicamba (30 mM) 3,43 mg/L Sigma, D5417

Cefotaxina (100 Duchefa, C0111

mg/mL) 100 mg/L

Vancomicina (100 Duchefa,

mg/mL) 100 mgll V01550001
Meio de MS sais® 43 gL Duchefa, M0221
selegéo |

Sacarose 30 g/L gg&otechnology,

més 0,5 gL Duchefa, M1503

Myo-inositol 0,1 g/lL r;rg)):/atotechnology,

Caseina 0,1 gL 8#%3??2’50

Ajuste o pH 5,8

com KOH (1M)

Agar 8 gL Sigma, A1296

Autoclave, resfriar até +50 °C e adicione no fluxo:

L-prolina (200 mg/ Sigma, P0380

mL) 700 mg/L

MS vitamina® 1 mL/L

Nitrato de prata Sigma, S7276

(30 mM) 459 mg/L

Dicamba (30 mM) 3,43 mg/L Sigma, D5417

Cefotaxina (100 Duchefa, C0111

mg/mL) 100 mg/L

Continua...
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Continuagéao Tabela 1.

Documentos 200

Vancomicina (100
mg/mL)

100

mg/L

Duchefa,
V01550001

Adicionar agente de selegdo de acordo com a construgdo®.

is@
Meio de MS sais 43 glL Duchefa, M0221
maturagéo
Sacarose 60 9L S’Q)étgéichnolo-
Myo-inositol 0,1 gl g}r)‘ﬁgtgchnolo-
CuSO, (1 mg/mL) 1,3 mg/L Sigma, C3036
Ajuste o pH 5,8 com KOH (1M)

. Duchefa,
Gelrite 3 gL G1101.0500
Autoclave resfriar até 50 °C e adicione no fluxo:

Lm-lr_))rolina (200 mg/ 700 mglL Sigma, P0380
MS vitamina® 1 mL/L

Nitrato de prata Sigma, S7276
(30 mM) 4,59 mg/L

Cefotaxina (100 Duchefa, C0111
mg/mL) 100 mg/L

Vancomicina (100 Duchefa,
mg/mL) 100 mg/L V01550001
AlA (acido

indolacético) (1 1 mglL/L Sigma, 12886
mg/mL)

TDZ (Thidiazuron) Sigma, T1270
(1 mg/mL) 0,1 mglL

ABA (acido Sigma, A1049
abscisico) (1 mg/ 0,1 mg/L

mL)

BAP (Benzilamina 1 mglL Sigma, B3408

Purina) (1 mg/mL)

Continua...
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Continuagao Tabela 1.

Zeatina (0,5 mg/ Thermo, J61972
mL) 0,5 mg/L

Adicionar agente de selegdo de acordo com a construgdo®.

Meio de MS sais® 43 gL Duchefa, M0221

enraiza-

mento Phytotechnolo-
Sacarose 60 g/L gy,S391
Myo-inositol 0,1 gL gPQﬁ%tgchnolo-
CuSO, (1mg/mL) 1,3 mg/L Sigma, C3036

Ajuste o pH 5,8
com KOH (1M)

Gelrite 3 gL 8#?8?%’500

Autoclave, resfriar até +50 °C e adicione no fluxo:

'r-r;f)m””a (200mg/ 700 mglL Sigma, P0380
MS vitamina® 1 mL/L

%Z‘;?}]i’)""a (100 100 mglL Duchefa, CO111
AlA (acido

indolacético) (1 0,1 mg/L Sigma, 12886
mg/mL)

ABA (acido Sigma, A1049
abscisico) (1 mg/ 0,1 mg/L

mL)

Zeatina (0,5 mg/ Thermo, J61972
mL) 0,5 mg/L

Adicionar agente de selecao de acordo com a construgéo®.

Continua...
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Continuagéao Tabela 1.

MS sais®? 43 glL Duchefa, M0221
gL Phytotechnolo-
Meio de Sacarose 30 05591
regenera-
g0 Myo-inositol 0,1 gL g;y;%%achnolo-

Ajuste o pH 5,8 com KOH (1M)

) Duchefa,
Gelrite 3 gl G1101.0500

Autoclave resfriar até +50 °C e adicione no fluxo:

MS vitamina® 1 mL/L

Adicionar agente de selegao de acordo com a construgao®

(N6 (Chu et al., 1975).

@ Murashige; Skoog (1962).

©)Ver Tabela 2 para preparagdo de solugao estoque.

@) Ver Tabela 3 para concentragao de agente de selegdo por meio de cultura.

Fonte: Aesaert et al. (2022).
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Preparo da Agrobacterium

O primeiro passo no preparo da Agrobacterium é o preparo da
placa-mae, essa placa deve ser preparada pelo menos trés dias an-
tes da infeccéo a partir de um estoque de glicerol mantido em ultra-
-freezer (-80 °C), que deve ter sido preparado a partir de uma Unica
colbnia. A placa-méae deve ser preparada com meio YEP semissélido
(Tabela 1) com os antibidticos necessarios para a selegao de acordo
com o vetor utilizado. Com o auxilio de uma alga de inoculagéo es-
téril, risque a bactéria na placa de Petri com meio YEP e antibioticos
e mantenha a 28 °C no escuro por pelo menos 48 horas. Apds o pe-
riodo de incubagédo, a placa-mae com as coldnias de Agrobacterium
pode ser armazenada a 4 °C no escuro por até 15 dias.

Um dia antes da infecgao, a placa de trabalho deve ser prepa-
rada. Essa placa é feita a partir da placa-mae, coletando por volta
de dez colbnias com uma alga de inoculagao estéril e espalhando
uniformemente em uma placa de Petri com meio YEP e antibidticos
adequados. Essa placa deve ser mantida no escuro a 28 °C de 16 a
20 horas. Dependendo da quantidade de material a ser transformado,
podem ser riscadas duas placas de trabalho ou mais. Deve-se utilizar
placas de trabalho frescas, evitando utilizar Agrobacterium riscadas a
mais de 24 horas.

Duas horas antes da infecgédo, 5 mL de meio de infecgéo (Tabela
1) deve ser adicionado em um tubo de 50 mL com acetoseringona na
concentracéo final de 100 pM (Tabela 2). E importante que a adi¢do
da acetoseringona seja realizada apenas no momento do uso. A ace-
toseringona € uma molécula fendlica sensivel a oxidacao, especial-
mente quando exposta a luz, ao calor e ao oxigénio atmosférico; se
adicionada com antecedéncia, pode se degradar ou oxidar, perdendo
sua atividade biologica. Fazer uma raspagem na placa de trabalho
com Agrobacterium crescida com uma alga de inoculagdo estéril e
colocar no meio de infecgdo com acetoseringona. Incubar no escuro,
a 28 °C sob agitacao (200 rpm) por aproximadamente 2 horas. Apds
2 horas de incubagao, medir a densidade 6ptica (OD) em espectrofo-
tébmetro, a densidade deve estar entre 0,3 e 0,4.
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Tabela 2. SolucGes de estoque e seus preparos para transformacao
de embrides imaturos de milho B104.

. Arma-
Unida- Concen-
~ . = Modo de zenar
Solugdo Composicdo Peso dede tragaoe
. preparo Temp
medida estoque o
(°C)
MS vita-  Tiamina 1000x
mina 50 mg
Diluir em 100
Piridoxina 50 mg mL de agua 4
- MilliQ. Filtroes-
Acido Nicotinico 5 mg terilizar.
Glicina 200 mg
Dicamba 30mM  Diluirem 1 mL
de NaOH 1M, e
completar com
100 mg 15,08 mL de -20
agua MilliQ. Fil-
troesterilizar.
Nitrato Diluir em 50 mL
de prata 850 mg 30mM  agua MilliQ. Fil- 4
(AgNO,) troesterilizar.
Ace- 100 mM .
tosyrin- Diluir em 10 mL
gona de DMSO®
1962 mg Filtroesterilizar -20
em filtro espe-
cial para DMSO.
Cefato- 100 mg/  Diluir em 10 mL
xina 1000 mg mL de agua MilliQ. -20
Filtroesterilizar.
Vancomi- 100 mg/  Diluir em 10 mL
cina 1000 mg mL de &gua MilliQ. -20
Filtroesterilizar.
L-Cistei- 100 Mg/ pijyir em 5 mL
na mL . i
de agua MilliQ.
500 mg Filtroesterilizar.

Prepara no uso.

Continua...
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Continuagéao Tabela 2.
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L-prolina 200 ang/ Diluir em 5 mL
m de agua. Fil-
1000 mg troesterilizar.
Prepara no uso.
AlA (aci- 1 mg/mL o
do indo- Diluirem 1 mL
Iacético) de NaOH 1M, e
10 mg completar com -20
agua até 10 mL.
Filtroesterilizar.
TDZ (Thi- Tmg/mL  diluir em 1 mL
diazuron) de NaOH 1M, e
10 mg completar com -20
agua MilliQ. Fil-
troesterilizar.
ABA (aci- Tmg/mL  Diuir em 1 mL
gi%g)bsm- de NaOH 1M, e
completar com )
10 mg agua MiliQate 20
10 mL. Filtroes-
terilizar.
BAP 1mg/mL Diluir em 1 mL
l(Erﬁ?nZ;- de NaOH 1M, e
I completar com }
Purina) 10 mg agua MiliQate 20
10 mL. Filtroes-
terilizar.
Zeatina 0,5 mg/ -
mL Diluirem 1 mL
de NaOH 1M, e
5 mg completar com -20
agua até 10 mL.
Filtroesterilizar.
Imazapir 1mg/mL  Diluir em 10 mL
10 mg de agua. Fil- -20
troesterilizar.
PPT (DL- 20 mg/mL  Diluir em 5 mL
-Phosphi- 100 mg de agua, Fil- -20
nothricina) troesterilizado.

Continua...
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Continuagéao Tabela2.

Hygromi- 40 mg/mL  Diluir em 10 mL
cina 400 mg de 4gua, Fil- -20
troesterilizado.
Finale®  Glufosinato e 20 mg/mL
Eter monometi- Diluir em 10 mL
lico de propile- 2 mi de agua, Fil- 4
noglicol troesterilizado.

(' DMSO (Dimetilsulféxido)

Infecgao

Apos finalizado o processo de isolamento dos embrides, todo o vo-
lume do meio de infecgdo no qual os embrides foram mantidos deve ser
retirado com o auxilio de uma pipeta de 1000 uL e deve-se adicionar 1
mL de meio de infeccdo com Agrobacterium. O tubo com a solugéo de
Agrobacterium e os embrides imaturos deve ser misturado 20 vezes por
inversao e incubado por 5 minutos em temperatura ambiente no escuro
(cobrir com papel aluminio). Apods o periodo de incubagao, virar o tubo
com cuidado na placa com meio de co-cultivo (Tabela 1). Atentar-se a
possibilidade de alguns embrides ficarem aderidos a parede do tubo.

Dica

Para monitorar a eficiéncia da infecgdo, é possivel observar a expressao
transiente de um gene reporter apos os trés dias de co-cultivo. Nesse caso,
0 gene reporter pode estar na mesma construgdo do gene de interesse

ou em um vetor separado. Caso opte por usar um vetor separado, o ideal

é transformar parte dos embrides (cerca de 20 embrides) de cada espiga
com o vetor contendo o gene reporter, uma vez que a infecgao pode variar
mesmo entre espigas cultivadas lado a lado. Um dos genes repdrteres mais
utilizados é o gene GUS que codifica a enzima 3-glucuronidase que quebra
certos substratos contendo acido glucurdnico. A expresséao dessa enzima
pode ser facilmente detectada por reagdes colorimétricas, indicando que

a transformagao foi bem-sucedida. Uma alternativa interessante e recente
aos genes repdrteres classicos é o reporter RUBY, que codifica trés genes
que expressam enzimas da via biossintética das betalainas; essas enzimas
convertem a tirosina naturalmente presente nas células em betalaina, um
pigmento vermelho-réseo intenso (Figura 2E). A vantagem da utilizagdo
desse reporter é que ele permite a detecgao visual direta sem o uso de
corantes, substratos ou luz ultravioleta (He et al., 2020).
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Nesse caso, retornar parte do meio de cultura da placa para o tubo de 2
mL e virar o tubo com cuidado na placa de co-cultivo novamente.

Retire o excesso de meio com Agrobacterium da placa utilizando
a pipeta e deixe a placa secando por alguns minutos. Organizar os
embrides para que fiquem com uma distancia adequada entre eles.
Com auxilio de uma lupa, arrumar os embrides para que fiquem com
o escutelo para cima (Figura 2C). Incubar as placas com os embrides
no escuro a 21 °C por trés dias (Figura 4).

3 dias 7 dias 7 dias 14 dias 14 dias 14 dias 14 dias 21 dias
21°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C

Fotoperfodo 16:8h Fotoperiodo 16:8h

Camara de Crescimento sala de cultivo in vitro Sala de aclimatagdo

Figura 4. Etapas do processo de transformagao de embrides zigéticos de
milho mostrando os meios de cultura, tempo de cultivo, temperatura e condi-
¢bes luminosas.

Fonte: Aesart et al. (2022).

Cultivo e selegao dos embrioes

Ap0s os trés dias do periodo de incubacédo no meio de co-cultivo,
os embrides s&o transferidos para o meio de descanso (Tabela 1),
ainda sem agente seletivo. Colocar no maximo 26 embrides por placa
para garantir o espagamento ideal entre os embrides. Selar as placas
com fita micropore e incubar de 6 a 7 dias no escuro a 25 °C. Apés 7
dias no meio de descanso, os embrides vao para o meio de selegao
(Tabela 1) com o agente seletivo adequado (Tabela 3) de acordo com
a construgao utilizada. Selar as placas com fita micropore e incubar

Fotos: Maria Helena Faustinoni Bruno e Juliana Paggiaro
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Tabela 3. Concentragdo dos agentes seletivos em cada um dos meios
de cultura usados para transformagéo de milho B104.

Concentracao do agente seletivo (mg/L)

Meio de cultura Glufosinato/PPT

(Phosphinotricine) Higromicina Imazapir

Selegao 1,5 15 0,1
Maturagéo 6 40 0,1
Enraizamento 6 40 0,1
Regeneracao 6 20 0,05

Fonte: Aesaert et al. (2022).

por 7 dias no escuro a 25 °C. Nessa etapa, pode ser observado o
crescimento de hipocétilos no embridao (Figura 2F); essas estruturas
devem ser cuidadosamente retiradas com a ajuda de pingas de ponta
fina.

Apbs a selecdo, seguir com os embrides que apresentem a for-
macao de embrides somaticos no escutelo (Figura 1D). Transfira os
embrides para o meio de maturacao (Tabela 1). Coloque no maximo
32 embrides por placa para garantir o espagamento ideal entre os
embrides. Selar as placas com fita micropore e incubar por 14 dias no
escuro a 25 °C.

Devido a selegéo, os tecidos de embrides ndo transgénicos fi-
cardao oxidados (marrons) e nao irdo crescer. Leve adiante apenas
aqueles com aspecto saudavel e ndo oxidado. Nesse ponto, alguns
deles podem até mesmo ja comecar a formar brotos. Transfira o ma-
terial para o meio de enraizamento (Tabela 1) e incube por 14 dias
a 25 °C, intensidade de luz 80-100 ymol/m?'s e fotoperiodo de 16h
luz/8h escuro. Caso haja um excesso de calos associados aos brotos,
eles devem ser cuidadosamente retirados com o auxilio de um bisturi.
Nesse momento, plantulas que estejam crescendo juntas em toucei-
ras (Figura 1H) devem ser separadas, se possivel, para que cada
uma se desenvolva independentemente.
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Na ultima etapa de cultivo in vitro, transfira o0 material para o meio
de regeneragao (Tabela 1) e mantenha por 14 dias a 25 °C, intensi-
dade de luz de 80-100 umol/m?/s e fotoperiodo de 16h luz/8h escuro.
Nesse momento, ja é possivel observar a formagao de plantulas en-
raizadas. Transfira para o solo apos 14 dias no meio de regeneragao,
plantulas com pelo menos duas raizes de 5 cm (Figura 1G). Caso
ainda nao haja raizes, mantenha as plantulas por mais 14 dias em um
novo meio de regeneragao.

Aclimatacao

Antes da aclimatagao, as pléantulas transformadas com vetores
contendo o gene bar podem ser testadas através do teste rapido com
fitas imunocromatograficas. Plantas com genétipo desejado sao iden-
tificadas e mantidas, e as demais sao descartadas. Lave o excesso
do meio de cultura das raizes e coloque as plantulas em um pellet
Jiffy-7 umedecido previamente, mas sem excesso de agua. Os pel-
lets com as plantulas devem ser acondicionados em potes plasticos e
colocados em bandejas com uma campanula umedecida, onde per-
manecerao por uma semana. Nos trés primeiros dias, a campanula
deve estar com os orificios superiores fechados e deve ser aberta so-
mente se for necessario umidificar a campanula, de forma rapida. No
quarto dia, os orificios devem ser semiabertos (metade da abertura
total) e no sexto dia, devem ser completamente abertos (lembrando
de manter sempre Umidas as paredes da campanula, principalmente
apos a abertura dos orificios). Atengao para a necessidade ou néo de
colocar um pouco de agua no pellet, sem excesso. Mantenha-as em
sala de crescimento controlada, com intensidade de luz de 300 umol/
m?/s, fotoperiodo de 16 horas de luz a 26 °C e 8 horas de escuro a
22 °C. Remova a cobertura apés sete dias e mantenha as plantas no
pellet em potes plasticos por mais sete dias. Ao fim dos 14 dias, as
plantulas nos pellets devem ser transferidas para vasos de 1 L com
substrato comercial e vermiculita (proporgao 4:1). As plantulas devem
ser mantidas na sala de crescimento por mais ou menos 30 dias até
que atinjam o tamanho adequado para transferéncia para casa de
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vegetagdo. Dois dias apds as plantas transformadas serem transfe-
ridas para a casa de vegetacédo, elas sao transplantadas para vasos
maiores (10 L) com substrato e fertilizante de liberagdo controlada
(Osmocote, 2 kg/m?).

Genotipagem usando fitas imunocromatograficas

Caso o vetor utilizado para transformagao tenha o gene bar con-
ferindo resisténcia ao glufosinato de amonio, existe a possibilidade de
utilizar testes rapidos para detecgao da presenga da proteina PAT nos
tecidos vegetais de plantas transformadas (Figura 11). Esses tipos de
testes determinam qualitativamente a presenca da proteina PAT em
amostras vegetais.

O ensaio baseia-se em um sistema imunolégico do tipo “sandu-
iche duplo”, no qual anticorpos especificos para a proteina PAT sao
conjugados a um reagente corante e incorporados a uma tira de fluxo
lateral. Para preparar a amostra, um pedacinho do tecido vegetal é
triturado em um microtubo com agua com auxilio de um pistilo para
liberar suas proteinas e a tira € colocada em contato com o liquido no
microtubo. Se a proteina PAT estiver presente, ela sera reconhecida
e se ligara ao anticorpo colorido. Quando esse conjunto se move
por capilaridade pela tira, ele é capturado em uma area especifica
chamada linha de teste, formando um “sanduiche” com a proteina
entre dois anticorpos. Essa linha fica vermelha se a proteina estiver
presente. Independentemente de a proteina estar presente ou nao,
os anticorpos marcados com corante sdo capturados na linha de con-
trole por outro anticorpo que reconhece a parte constante do anticor-
po marcador. A marcacgdo da linha de controle confirma que o teste
funcionou corretamente.

Esses testes oferecem uma triagem preliminar das plantas rege-
neradas que depois podem ser confirmadas quanto a transgenia por
analises de PCR. Essa é uma forma rapida e pratica para selecionar
as plantas transgénicas que seguirao para a casa de vegetacao.
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Vetores

Um ponto importante para a transformacao de embriées de milho
€ a escolha adequada dos vetores. Além de conterem o gene de in-
teresse e o gene de selecado, esses vetores podem conter genes que
ajudam no processo de regeneragao das células, os chamados genes
morfogénicos. Além disso, os vetores carregam genes de viruléncia
que auxiliam a infecg¢édo da planta pela Agrobacterium. Em geral, sdo
utilizados para transformacao de plantas vetores binarios, em que um
deles carrega a regido Ti (que sera transferida para a planta) conten-
do o gene de interesse e resisténcia e outro carrega genes de viru-
Iéncia que auxiliam a infec¢do da Agrobacterium. Mais recentemen-
te, tém sido usados vetores ternarios que, além dos dois plasmideos
contidos nos vetores binarios, possuem um terceiro plasmideo com
genes extras de viruléncia.

A utilizagado de genes morfogénicos

O uso de genes morfogénicos na transformagao de milho é relativa-
mente recente e trouxe ganhos significativos na eficiéncia de transfor-
magcao de diversos genotipos, em especial aqueles de dificil transforma-
¢ao, considerados recalcitrantes a transformacao (Tabela 4).

Tabela 4. Principais genes morfogénicos empregados na otimizagao
da transformagao de milho.

Genes Referéncias
BABY BOOM (bbm) Lowe et al. (2016)
WUSCHEL (wus2) Lowe et al. (2016)

WUSCHEL-LIKE HOMEOBOX 2a (wox-2a)  McFarland et al. (2023)

Quimera GRF-GIF (grf-gif) Vandeputte et al. (2024)

Fonte: Aesaert et al. (2022).
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Os genes morfogénicos sao fatores de transcricdo que estao envol-
vidos no controle da embriogénese e organogénese e atuam na forma-
¢ao e no desenvolvimento de tecidos e 6rgédos vegetais. Quando esses
genes estdo superexpressos ou regulados de maneira controlada, au-
mentam a capacidade de regeneragao celular e formagéao de estrutu-
ras embriogénicas a partir de tecidos que normalmente sao dificeis de
regenerar. Nos primeiros trabalhos publicados, esses genes morfogé-
nicos foram incluidos no mesmo vetor de expressao que os genes de
interesse. Porém, a superexpressao continua ou incontrolada desses
genes pode levar a regeneragao de plantas com fendtipo atipico, estéril
ou com baixa fertilidade e com efeitos pleiotrépicos ndo desejaveis.

Algumas estratégias foram desenvolvidas para evitar efeitos
pleiotrépicos ou problemas de desenvolvimento nas plantas regene-
radas, como o uso de promotores induziveis ou especificos de um
determinado tecido e a excisdo dos genes morfogénicos apds a fase
de regeneracgao, utilizando sistemas como CRE/loxP ou FLP/FRT.
As vantagens da utilizagdo desses genes na transformagao de milho
sao evidentes e trouxeram muitos avangos:

Aumento significativo da eficiéncia de transformagao: frequ-
éncias de transformacao de 8,7 a 96% foram observadas usando es-
tes genes (Lowe et al., 2018).

Reducdo do tempo para regeneragdo de plantas: protocolos
mais rapidos e previsiveis; reducao de pelo menos um més no tempo
foi observada por Lowe et al. (2018).

Expansao da aplicabilidade da transformagao: permite a trans-
formagao de gendtipos e explantes antes considerados inviaveis;
mais de 50% de gendtipos testados podem ser transformados de
acordo com Lowe et al. (2018) e Hernandes-Lopes et al. (2023).

Uma estratégia utilizada com genes morfogénicos € a chamada
transformagéao altruista. Essa estratégia consiste em usar os genes
morfogénicos (bbm e wus2) para transformar ndo a mesma célula
que carrega o gene de interesse, mas células vizinhas durante a
fase de co-cultivo com Agrobacterium. Essas células vizinhas trans-
formadas com os genes morfogénicos produzem quantidades sufi-
cientes de proteinas que podem ser transportadas para estimular a
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regeneracdo nas células vizinhas transformadas com o gene-alvo.
Isso permite que sejam regeneradas plantas que ndo carregam os
genes morfogénicos.

Na pratica essa transformacao é feita da seguinte maneira:

1) E feita uma mistura com duas cepas de Agrobacterium, uma
com o vetor binario contendo o gene de interesse e outra com um
vetor contendo os genes morfogénicos (bbm e wus2) sem gene de
selegdo, ou com um gene de selecao diferente do utilizado no vetor
contendo o gene de interesse.

2) Durante o co-cultivo, as células infectadas pela Agrobacterium
contendo os genes morfogénicos produzem os fatores de transcri¢cao
que sao transportados para células vizinhas. Os fatores de transcri-
¢ao transportados promovem a regeneragao de células vizinhas que
foram transformadas apenas com o gene-alvo.

3) Como apenas o vetor com o gene de interesse possui 0 mar-
cador de selegao para o antibiético adicionado ao meio de cultura, s6
essas células sobrevivem na fase de selecéao.

4) O resultado final é plantas livres dos genes morfogénicos, mas
beneficiadas pelo estimulo que eles proporcionaram na fase inicial de
regeneracgao.

Essa estratégia evita problemas pleiotrépicos trazidos pela uti-
lizacdo dos genes morfogénicos nas plantas regeneradas, como
malformagdes e esterilidade. Essa estratégia, em teoria, dispensa a
necessidade de excisdo génica pos-regeneragdo, mantém a eficién-
cia elevada de transformagao, mesmo em gendtipos recalcitrantes, e
facilita a aplicagdo em programas de melhoramento por evitar trans-
genes morfogénicos indesejaveis.

Na pratica, o que observamos é que, dependendo do vetor utiliza-
do como altruista, algumas plantas regeneradas seréo transformadas
com ambos os vetores e ainda carregardo os genes morfogénicos.
Essa desvantagem pode ser contornada com a otimizagéo dos pro-
motores dos genes morfogénicos; a utilizagdo de promotores fortes
faz com que as células transformadas com os genes morfogénicos
tenham uma expressao tao forte que nédo permite que essas células
se desenvolvam.
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A utilizagao de vetores ternarios

Tradicionalmente, na transformagéo de plantas sdo empregados
vetores bindrios, compostos por um plasmideo contendo a regido
T-DNA, responsavel pela transferéncia do gene de interesse, e um
plasmideo cromossémico desarmado que fornece os genes de viru-
Iéncia (vir genes) necessarios para o processo de transferéncia. Nos
ultimos anos, uma nova abordagem utilizando os chamados vetores
ternarios tem colaborado para aumentar a taxa de infecgdo dos ex-
plantes, aumentando assim a eficiéncia de transformacao.

Os vetores ternarios consistem em um sistema tripartido, no qual,
além do plasmideo binario contendo o T-DNA e o plasmideo Ti de-
sarmado na bactéria hospedeira, é introduzido um terceiro plasmideo
acessorio, denominado “helper plasmid”. Este plasmideo adicional
carrega genes de viruléncia suplementares ou otimizados, capazes
de aumentar significativamente a eficiéncia de transformacgao, princi-
palmente em espécies e gendtipos considerados recalcitrantes.

O helper plasmid fornece uma cépia adicional ou versées me-
Ihoradas dos genes de viruléncia (vir), permitindo um aumento na
expressao desses fatores durante o processo de infec¢do da planta.

O uso de vetores ternarios apresenta diversas vantagens em re-
lagao aos sistemas binarios convencionais:

Aumento da eficiéncia de transformacao: a presenca de genes de
viruléncia adicionais potencializa a capacidade da Agrobacterium de
transferir o T-DNA para as células vegetais, resultando em um maior
numero de eventos transformados.

Melhoria na transformacao de genétipos recalcitrantes: algumas
espécies ou cultivares apresentam baixa suscetibilidade a infecgao
por Agrobacterium; o sistema ternario supera essa limitagdo, expan-
dindo as possibilidades de aplicagao da tecnologia.

Estabilidade no processo de transformagéao: a separagao dos ele-
mentos de viruléncia suplementares em um plasmideo acessério con-
tribui para a estabilidade genética da bactéria e do plasmideo binario
durante o cultivo e a infecgao.
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Para o sucesso desse sistema, é fundamental garantir a com-
patibilidade entre os diferentes plasmideos presentes na bactéria
hospedeira: o plasmideo binario (que carrega o T-DNA com o gene
de interesse) e o plasmideo acessério de viruléncia (helper plasmid).
A escolha correta desses componentes é essencial para manter a
estabilidade dos vetores, evitar incompatibilidades e assegurar o de-
sempenho do sistema (Tabela 5).

A compatibilidade depende principalmente de dois fatores, a ori-
gem de replicacao (ori) dos vetores e os genes de resisténcia que
cada um carrega. Quanto a origem de replicagdo, plasmideos que
compartilham a mesma origem de replicagcdo competem pelos mes-
mos mecanismos de replicagdo na célula hospedeira, o que pode le-
var a instabilidade ou perda de plasmideos. Por isso, € necessario
que o plasmideo binario e o helper plasmid possuam origens de repli-
cagao compativeis e independentes.

Tabela 5. Plasmideos vir helper usados em sistemas ternarios para aumento
da eficiéncia de transformagao genética em milho.

ORI para PP .
Nome do Resisténcia na ~ . Numero
. Agrobacte- - Referéncia
plasmideo . bactéria Addgene
rium
pPHP71539  pVS1 Gentamicina Anand et al. Indisponivel
(2018)
pVS1-VIR1 pVS1 Espectinomi- Zhang etal. 138192
cina (2019)
pVS1-VIR2 pVS1 Espectinomi- Zhang etal. 134745
cina (2019)
pKL2299 pRK2 Gentamicina Kang etal. 186332
(2022)
pRiA4-VIR pRiA4 Espectinomi- Zhang etal. 138193
cina (2019)
pKL2299A pRK2 Gentamicina Aliu et al. 222105

(2024)
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Ja para a selecao eficaz de bactérias contendo ambos os plasmi-
deos, é imprescindivel que cada vetor possua um gene de resisténcia
a antibidtico diferente. Isso permite a selegado simultanea durante o
crescimento bacteriano. Para selegdo de um vetor ternario que seja
compativel com seu vetor binario contendo o gene de interesse, al-
guns passos sao recomendados:

1) Verificar a origem de replicagdo dos dois plasmideos: & impor-
tante se certificar de que a ori do plasmideo binario seja compativel
com a do plasmideo ternario; € importante que sejam origens de re-
plicacao diferentes.

2) Checar os genes de resisténcia: € importante garantir que os
genes de resisténcia a antibidticos sejam diferentes e compativeis
com os meios de cultura utilizados.

3) Compatibilidade com a cepa de Agrobacterium utilizada: verifi-
car se a cepa utilizada aceita a cotransformacéo com os plasmideos
desejados e se possui caracteristicas adequadas.

Conclusao

Avancos recentes na transformagao do milho foram alcancados
predominantemente por meio da abordagem mediada por Agrobacte-
rium tumefaciens. Novos meios de cultura, genes morfogénicos, ve-
tores ternarios e linhagens mutantes de A. tumefaciens aumentaram
as frequéncias de transformacgéo genética e expandiram a gama de
gendtipos e explantes usados na transformagdo. A medida que a edi-
¢édo gendmica se torna mais prevalente no milho, prevemos que no-
vos laboratérios comegarao a explorar essa area, e a transformacgao
genética permanece ainda como o principal método para a entrega
de vetores de edi¢cdo. Este documento tem como objetivo servir como
um guia didatico e detalhado sobre como implementar a transforma-
cao genética de milho, especialmente em laboratérios iniciantes nes-
sa técnica.
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Apéndice A

Materiais e equipamentos
necessarios para transformacao

1. Material vegetal, construgcoes e cepas
de Agrobacterium tumefaciens

Sementes de milho linhagem B104: obtidas na colecédo de ger-
moplasma da Embrapa Agricultura Digital.

Vetor Binario: Sistema de plasmideo utilizado na transformagéao
genética de plantas mediada por Agrobacterium tumefaciens, no qual
o plasmideo Ti foi dividido em um plasmideo auxiliar (vir helper), con-
tendo os genes vir, e um vetor binario que carrega a sequéncia de in-
teresse. O vetor binario contém, na regido de T-DNA, um marcador de
selegdo e uma origem de replicagéo (origin of replication, ORI), que
sdo essenciais para proporcionar a replicacdo e manutencgao do plas-
mideo tanto em Escherichia coli quanto em Agrobacterium. O plasmi-
deo auxiliar carrega os genes de viruléncia (genes vir), responsaveis
por mediar o processo de transferéncia genética.

Vetor Ternario (Ternary Helper Vector): Vetor binario conven-
cional contendo o T-DNA e um plasmideo helper compativel que car-
rega copias adicionais dos genes de viruléncia (vir) da Agrobacterium
e favorece a entrega eficiente do T-DNA. Nesse sistema, os genes vir
sao fornecidos por dois plasmideos distintos: o plasmideo Ti (auxiliar)
e o plasmideo helper. Para que o vetor ternario funcione adequada-
mente em conjunto com um vetor binario, & essencial que ambos pos-
suam origens de replicagdo compativeis, garantindo sua manutencao
simultdnea em Agrobacterium tumefaciens.

Cepas de Agrobacterium tumefaciens - As cepas de Agrobacterium
tumefaciens mais comumente utilizadas na transformacéo de milho séo:
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EHA101 - Cepa de Agrobacterium tumefaciens desenvolvida para
aplicagbes em transformacéo genética de plantas. Derivada da cepa hi-
pervirulenta A281, ela carrega o plasmideo tumorigénico pTiBo542, co-
nhecido por sua alta atividade dos genes de viruléncia (vir). Na constru-
cao da EHA101, a regido oncogénica do T-DNA do plasmideo pTiBo542
foi removida e substituida por um gene de resisténcia a canamicina,
resultando em um plasmideo Ti desarmado ou seja, incapaz de indu-
zir tumores, mas ainda funcional para mediar a transferéncia do T-DNA.
Apresenta resisténcia a rifampicina (de origem cromossdémica) e a ca-
namicina (conferida pelo plasmideo Ti modificado), o que permite sua
selecdo eficiente em meios de cultura seletivos. AEHA101 € amplamente
reconhecida por sua alta viruléncia, o que a torna muito eficiente na trans-
formagao de diversas espécies vegetais.

EHA105 - E uma cepa intimamente relacionada @ EHA101, também
derivada da cepa hipervirulenta A281 e portadora do plasmideo pTi-
Bo542 desarmado. A principal diferenca em relagdo a EHA101 é que, na
EHA105, ndo ha insercao de gene de resisténcia & canamicina no plas-
mideo Ti, 0 que a torna sensivel a canamicina. Essa caracteristica amplia
sua compatibilidade com vetores binarios que utilizam canamicina como
marcador de selegéo. Assim como a EHA101, a EHA105 é resistente a
rifampicina (resisténcia cromossémica) e apresenta elevada eficiéncia de
transformacéo.

LBA4404 - E uma cepa desarmada de Agrobacterium tumefaciens
derivada da cepa Achb. Ela carrega o plasmideo Ti desarmado pAL4404,
que é uma versao modificada do pTiAch5, na qual a regido do T-DNA on-
cogénico foi completamente removida. A cepa apresenta resisténcia a
rifampicina (resisténcia cromossémica), mas nao possui resisténcia a ca-
namicina no plasmideo Ti, o que a torna compativel com vetores binarios
ou ternarios que utilizam canamicina como marcador de sele¢ado. A prin-
cipal diferenca entre a cepa LBA4404 e as cepas EHA101 e EHA105 esta
na origem do plasmideo Ti desarmado e na viruléncia. A cepa LBA4404
possui viruléncia moderada comparada as cepas EHA101 e EHA105, o
que a torna especialmente adequada para a transformagao de espécies
mais sensiveis.
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2. Materiais e equipamentos usados na fase de

- Hipoclorito de sodio 4% - para desinfestacéo das espigas, pode
ser adquirido em concentragdes mais altas e diluido para a concen-
tracédo de trabalho no momento do uso.

- Autoclave - para esterilizagdo de meios de cultura, pingas e
vidrarias.

- Medidor de pH - para ajuste do pH dos meios de cultura.

- Tween 20 - detergente nao ibnico usado para reduzir a tensao
superficial durante a desinfestagdo das espigas.

- Filtros de Seringa 0,22 um - para filtragem de solugbes que nao
podem ser autoclavadas, como antibiéticos e alguns fitorreguladores
de crescimento.

- Seringas de 10 mL e 20 mL - para filtragem de solu¢des que néo
podem ser autoclavadas, como antibiéticos e alguns fitorreguladores
de crescimento.

- Frasco de boca larga tipo SCHOTT de 2 L - para desinfestacao
das espigas (Figura A1A).

- Frasco tipo SCHOTT de 5 L - para autoclavar agua destilada
(Figura A1A).

- Béquer de plastico de 2 L - para auxiliar a lavagem das espigas.

- Pinga longa (25 cm) - suporte para as espigas durante a retirada
dos embrides imaturos.

- Microespatula de ponta plana arredondada (flat rounded end) -
para retirar embrides imaturos da espiga (Figura 1B).

- Bisturi e lamina - para retirar embrides imaturos da espiga (Fi-
gura A1B).

- Estojo para esterilizagao de instrumentos em plastico ou resina
que permita a esterilizacdo em autoclave - para armazenamento e
esterilizagao das pingas (Figura A1C).

- Placa de Petri de vidro grande 150 mm x 15 mm - para apoiar as
espigas durante a retirada dos embrides.

- Tubo de microcentrifuga de 2 mL com tampa - para manutencao
dos embrides durante a retirada.

- Tubo Falcon de 50 mL - para preparo da solugdo com
Agrobacterium.

- Placa de Petri de plastico estéril 60 mm x 15 mm e 100 mm x 25
mm - para cultivo de explantes.
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Figura A1. Materiais utilizados no protocolo de transformagao genética de
milho: (A) frascos de vidro com boca larga utilizados para autoclavar agua e
preparar solugédo de hipoclorito de sédio destinada a desinfestagdo das espi-
gas; (B) microespatula com extremidade arredondada, bisturi e pinga utiliza-
dos para a extragcao de embrides imaturos das espigas e para sua adequada
disposi¢ao sobre o meio de cultura; (C) estojo de plastico autoclavavel para
esterilizagédo de instrumentos como espatulas, pingas e bisturis. (D) recipiente
plastico descartavel utilizado para o armazenamento dos meios de cultura;
(E) bandeja plastica com cupula transparente para manutencéo da umida-
de durante a aclimatizagdo das plantulas; (F) placa de identificagdo vegetal
tipo E16 (5 cm x 16 cm), utilizada para marcagdo dos vasos com plantas
regeneradas.

3. Materiais usados na fase de aclimatagao

- Substrato vegetal peletizado a base de turfa e fibras de coco - pro-
porcionam excelente relagcdo ar-agua para o enraizamento e desenvol-
vimento de raizes e evita necessidade de transplantio, podendo ser di-
retamente transferido para os vasos. E utilizado na primeira etapa de
aclimatizacgao. Jiffy7 Horticulture Peat Pellet 42 mm x 43 mm and 6 mm
Indent, Marca: Jiffy Growing Solutions.

- Bandeja e cupula de umidade (Figura A1E) - bandeja e clpula com
controlador de vento e umidade, contendo: 1 cupula com tampa transpa-
rente com regulagem de vento e umidade em dois pontos (material ideal

Fotos: Maisa Siqueira Pinto e Juliana Paggiaro
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para captacdo de luminosidade) e 1 bandeja com pequenas canaletas
para a dgua. Dimensdes: cupula de 54 cm de comprimento x 28 cm de
largura x 20 cm de altura; bandeja de 54 cm comprimento x 28 cm de
largura x 6 cm de altura; Marca: GrowPlant.

- Inseticida: Formilix Fipronil Quimiagri repelente de insetos 500 ml.
Marca: Quimiagri.

- Vaso: modelo vaso pote 14 de 900 mL. Dimensdes: altura 10,3 cm
x comprimento 13,8 cm; didametro boca 14 mm; diametro fundo 9,7 mm;
Marca: Valmagi Vasos.

- Substrato: substrato vegetal Biogrow Vaso Composto/Turfa Stan-
dard; pH 5,7; CE 0,6; CRA 173,5%; densidade de matéria seca 280,8 kg/
m?; umidade 45%; Marca: Agrolink.

- Meio de cultura vegetal Murashige e Skoog com metade da con-
centragéo dos sais (MS %2) para suplemento nutricional durante a fase
de aclimatacéo.

- Solugéo de Nitrato de Calcio (0,9 g/L) e Sulfato de Magnésio (0,5
g/L): preparar duas solugdes estoques — 720 g/L de nitrato de calcio
(Ca(NO,),) e 370 g/L de sulfato de magnésio (MgSO,). Para solug&o final,
adicionar 5 mL de cada uma das solugées estoque em 3,8 litros de agua.

- Placa de Identificagéo de Plantas E16 (5 cm x 16 cm) - para identi-
ficagdo dos eventos nos vasos (Figura A1F).

- LL Strip Test — AgraStrip - para detecgao da proteina PAT em amos-
tras vegetais.

4. Materiais usados na fase de casa de vegetagao

- Vaso: vaso plastico para plantas, capacidade 10 L.

- Substrato: substrato vegetal Biogrow Vaso Composto/Turfa Stan-
dard; pH 5,7; CE 0,6; CRA 173,5%; densidade de matéria seca 280,8 kg/
m2; umidade 45%; Marca: Agrolink.

- Fertilizante NPK [10-10-10] Heringer: usar no plantio 250 g de ferti-
lizante para 60 kg (um saco) de substrato.

- Fertilizante Forth Plantio [12% fésforo (PO, total): 2% fdsforo (P,0,
CNA+ sol. agua), 2% fosforo (P,0, sol. agua), 4% fosforo (P,O, acido
citrico); 22% calcio (Ca total); 6,7% magnésio (Mg total); 3% enxofre (S
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total); 0,11% boro (B total); 0,07% cobre (Cu total); 0,20% ferro (Fe total);
0,10% manganés (Mn total); 0,005% molibdénio (Mo total); 0,18% zinco
(Zn total); 1% silicio (Si total)]: usar no plantio — 50 g/vaso

- Fertilizantes Forth Cote 14-14-14 [N-P-K]: usado no plantio — 25 g/
vaso

- Fertilizante Forth Hortalicas [9% nitrogénio (N total); 15% fosforo
(P205 total): 13% fésforo (P205 sol. agua), 15% fosforo (P205 CNA+ sol.
agua); 10% potassio (K,O sol. agua); 2,5% calcio (Ca total); 2,5% magné-
sio (Mg total); 9% enxofre (S total); 0,06% boro (B total); 0,05% cobre (Cu
total); 0,22% ferro (Fe total); 0,10% manganés (Mn total); 0,005% molib-
dénio (Mo total); 0,20% zinco (Zn total)]: adubacéo de cobertura - 30 e 45
dias depois do plantio, ou se houver necessidade aplicar antes, 30-50 g/
vaso (dosagem depende da necessidade).

5. Materiais usados na polinizagao

- Saco plastico 23 cm comprimento x 6 cm largura - para cobrir as
espigas antes da polinizagéo.

- Sacos de polinizagao (envelope saco kraft 350 mm x 170 mm, cor
natural) - para cobrir as espigas apds a polinizacéo.

- Tesouras - para auxiliar na polinizagao.

- Alcool 70% em borrifador - para esterilizar as tesouras.

- Grampeador - para fixar os sacos de papel ao cobrir as espigas.

- Caneta permanente (a prova de agua e resistente a luz solar) - para
identificacdo das espigas polinizadas.

6. lluminagao

- Sala de cultivo in vitro: lampadas Philips GreenPower TLED DR/W
18 W MB 220-240V 50/60 Hz.

-Sala de aclimatagéo: lampadas GE Lighting Horticulture Linear LED
Fixture 100-277 V, 50-60 Hz, 36 W.

- Casa de vegetacao: lampadas para suplementacao de luz, OSRAM
HL300 Grow.



0¢v6l 3dO0



