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RESUMO

POSSA, Katia Ferreira. Superexpressdo em plantas transgénicas de milho do
gene SbMATE, que confere tolerancia ao aluminio em sorgo. 2010. 108p.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia Vegetal) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras*.

A toxicidade do aluminio (Al*®) é um dos principais fatores limitantes ao
desenvolvimento das plantas em solos acidos 0s quais representam 68% ou 250
milhdes de hectares do territério brasileiro e, aproximadamente 50% das terras
agricultaveis do planeta. Recentemente, em sorgo foi identificado e isolado pela
técnica de clonagem posicional auxiliada pela genbmica comparativa, um gene
de maior efeito a tolerdncia ao aluminio, denominado SbMATE. Esse gene
codifica para um membro de uma familia de transportadores de membrana,
responsavel pelo efluxo de citrato em raizes de sorgo. O presente trabalho,
desenvolvido na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas/MG, Brasil, tem
como base a utilizagdo desse gene para a geracdo de cultivares transgénicas de
milho com patamares superiores de adaptacdo aos solos 4&cidos. Calos
embriogénicos e embriBes imaturos de milho do hibrido Hi Il, foram
transformados via Biobalistica e Agrobacterium tumefaciens, com o gene
SbMATE. A construcdo génica usada na transformagdo contem o gene SbOMATE
sob o controle do promotor da ubiquitina, e 0 gene bar direcionado pelo
promotor CaMV35S. Células transformadas foram selecionadas em meio
contento o herbicida glufosinato de amonio. A presenca dos genes SOMATE e
bar foi confirmada em 80% das plantas TO transgénicas geradas, e em 87,5% e
57,14% das plantas T1 geradas via Agrobacterium e biobalistica,
respectivamente, através de PCR e Southern blot. A expressdo do gene SOMATE
pode ser confirmada através da andlise do crescimento radicular em solugdo
hidropdnica adicionada de {60} uM de Al, e PCR em tempo real.

*Comité Orientador: Andréa Almeida Carneiro — EMBRAPA (Orientadora),
Newton Portilho Carneiro - EMBRAPA/CNPMS.
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ABSTRACT

POSSA, Katia Ferreira. Overexpression of the gene SbMATE, Sorghum
bicolor Aluminum tolerance in transgenic maize. 2010. 108p. Dissertation
(MSc in Plant Biotechnology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras *.

The toxicity of aluminum (AI*) is a major limiting factor for plant
growth in acid soils which represent 68% or 250 million hectares of Brazilian
territory and nearly 50% of arable land on the planet. Recently, in sorghum was
identified and isolated by positional cloning technique aided by comparative
genomics, a gene of major effect for aluminum tolerance, called SbOMATE. This
gene encodes a member of a membrane transporter family responsible for the
efflux of citrate in roots of sorghum. This work, conducted at Embrapa Maize
and Sorghum in Sete Lagoas / MG, Brazil, is based on the use of this gene to
generate transgenic maize cultivars with higher levels of adaptation to acid soils.
Callus and immature embryos of hybrid maize Hi Il, were transformed via
Agrobacterium tumefaciens and Biobalistica, with the gene SOMATE. The gene
construction used in the process containing the SOMATE gene under the control
of the ubiquitin promoter and the bar gene driven by CaMV35S promoter.
Transformed cells were selected in media containing the herbicide ammonium
glufosinate. The presence of the SOMATE and bar genes was confirmed in 80%
of the TO transgenic plants generated, and in 87.5% and 57.14% of T1 plants
generated via biolistic and Agrobacterium, respectively, by PCR and Southern
blot. SOMATE gene expression could be confirmed through the analysis of root
growth in hydroponic solution supplemented with {60} uM Al, and real-time
PCR.

*Guidance Committee: Andréa Almeida Carneiro - EMBRAPA (Advisor),
Newton Portilho Carneiro - EMBRAPA/CNPMS.
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1 INTRODUCAO

O milho (em grdo) é um dos produtos agricolas de maior abrangéncia
nacional, sendo cultivado em 5.319 municipios brasileiros (Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica - IBGE, 2006). No Brasil, a producdo do milho em
2009 foi de 51,3 milhGes de toneladas, o que representa 36,4% da producéo total
de grdos (IBGE, 2009). Entretanto, a demanda pelo produto tem crescido mais
do que a oferta, tanto no Brasil quanto no mercado internacional. Tornar o milho
brasileiro competitivo no mercado internacional, aumentando a produtividade e
reduzindo o impacto do aumento dos custos de produgdo é o grande desafio da
atualidade.

A produtividade do milho ¢é afetada por diferentes tipos de estresses
bioticos (pragas e doencas) e abidticos (estresse mineral e ambiental). Dentre os
estresses abidticos que interferem com a producdo de gréos, encontra-se a
presenca de aluminio nos solos &cidos. Aproximadamente 20% da produgdo
mundial de milho ¢é afetada negativamente em solos acidos contendo
concentragdes toxicas de aluminio. O aluminio trivalente (AI*®) em
concentragdes toxicas nos solos é um fator limitante para a producéo vegetal
devido & inibicdo do crescimento radicular, com consequente diminui¢do da
capacidade das plantas em absorver agua e nutrientes (Uekdll et al., 1995;
Delhaize et al., 2009).

No Brasil o aluminio limita a producdo de grdos nas regides cobertas por
vegetacdo de cerrado, concentradas nos Estados de Goias, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Tocantins e Piaui, cerca de um quarto do territorio
nacional (Ferreira et al., 2006).

A acidez do solo pode ser corrigida através da calagem, que é a
aplicacdo de calcéario (CaCO; + MgCO;3) nas areas agricolas, porém muitas

vezes essa ndo é a melhor opcdo, pois ndo é economicamente viavel para



produtores de baixa renda, além de corrigir apenas as camadas superficiais, ndo
corrigindo a acidez do subsolo.

Em adicdo a correcdo do solo acido pela calagem, o melhoramento
convencional de plantas, vem desenvolvendo com sucesso genétipos de milho
que toleram uma maior concentracdo de Al no solo (Hartwig, et al., 2007).
Enquanto os programas convencionais de genética continuam exercendo um
papel fundamental na melhoria dessas caracteristicas agrondmicas do milho,
tecnologias recentes, geradas em funcéo dos enormes progressos alcancados pela
biologia molecular e celular nos Gltimos anos, permitem que novas ferramentas
sejam agregadas aos programas de melhoramento convencional para a criagdo e
desenvolvimento de novas cultivares mais tolerantes ao Al*3,

Por meio de técnicas de biologia molecular genes passiveis de serem
utilizados para aumentar a tolerancia do milho ao Al tém sido isolados e
caracterizados (Sasaki et al., 2004; Furukawa et al., 2007; Magalhées et al.,
2007; Wang et al., 2007). Magalh&es et al. (2007) isolaram e caracterizaram de
sorgo um gene maior envolvido na tolerancia ao Al*®, o gene SbMATE,
pertencente a familia multigénica MATE (Multidrug and Toxic Compound
Extrusion family). Sua proteina Alts, confere tolerancia ao Al™ devido ao efluxo
de citrato, em presenca de Al*3,

A superexpressdo do gene SbMATE em Arabidopsis thaliana gerou
individuos mais tolerantes ao estresse de Al (Magalhdes et al., 2007). Esses
resultados prévios permitiram a proposicdo da presente pesquisa que visou
aplicar o conhecimento gerado, na producdo de plantas de milho
superexpressando o gene SbMATE. Gen6tipos de milho mais tolerantes ao Al
gue os atuais poderdo ser integrados aos programas de melhoramento genético
de milho podendo aumentar a sua produtividade em regides onde solos acidos

séo predominantes como, por exemplo, o cerrado brasileiro.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Milho

Evidéncias arqueoldgicas indicam que a domesticacdo do milho ocorreu
entre 5000 e 10000 anos atras (Smith, 1995), sendo que ha aproximadamente
9000 anos, no Sul do México, surgiu o milho moderno, derivado do Zea mays
ssp. parviglumis, conhecido como teosinte (Doebley, 2004). O milho é uma
monocotileddnea pertencente a familia das Gramineas (Poaceae), do género Zea.
A espécie economicamente importante, que foi domesticada pelo homem é
conhecida como Zea mays ssp. mays L.

O milho é um cereal cuja cultura vem crescendo extensamente no
mundo. O Brasil é o quarto maior produtor mundial, com mais de 50 milhdes de
toneladas na safra de 2008/2009 (Companhia Nacional de Abastecimento -
CONAB, 2009). Ele é produzido em quase todos os continentes do mundo, e
utilizado desde a alimentagdo humana e animal até a producdo de filmes,
embalagens biodegradaveis e biocombustivel. Em geral, apenas 15% da
producdo mundial é destinada ao consumo humano, de forma direta ou indireta
(Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO, 2006).

Desde o inicio da agricultura nas Américas, o milho vem sofrendo varias
pressdes seletivas do homem, resultando num aumento da produtividade e
alteracbes na planta. Com a descoberta dos conhecimentos de genética por
Mendel, surgiu a fase do melhoramento classico do milho, a qual vem exercendo
um papel fundamental na melhoria de suas caracteristicas agrondmicas
(Paterniani, 1987). No Brasil, a produtividade do milho, nas Gltimas trés
décadas, aumentou mais de 200%, sendo que a area utilizada para o plantio
cresceu apenas 18% (CONAB, 2009). Esses resultados foram devidos, em

grande parte, aos rigorosos programas de selecdo e melhoramento de cultivares.



Atualmente, a biotecnologia esta sendo utilizada como uma ferramenta
para auxiliar o melhoramento do milho. Através de estudos moleculares, um
grande nimero de genes, passiveis de serem utilizados para a melhoria genética
do milho, estdo sendo isolados e caracterizados, e as técnicas de transformacao
genética de plantas poderdo ser empregadas para alterar a funcionalidade in vivo
desses genes e produzir cultivares com caracteristicas agronémicas e
nutricionais superiores.

A partir de 1975, quando Green e Phillips desenvolveram com sucesso 0
primeiro trabalho de regeneracdo de plantas de milho in vitro, ampliou-se
consideravelmente a possibilidade de utilizacdo de novos genes para a produgédo
de cultivares melhoradas via técnicas de biologia molecular ou transferéncia
genética de genes, pois 0 estabelecimento de sistemas de regeneragdo de plantas
a partir de células somaticas, constitui-se em um pré-requisito de fundamental
importancia nesse processo.

A regeneragdo de plantas de milho descrita pela primeira vez em 1975
por Green & Phillips, foi realizada utilizando embrides somaéticos imaturos
como explantes. Para a indugédo dos calos, os embrifes eram coletados 10 a 15
dias apos a fecundagdo das sementes, com aproximadamente 1,0 a 2,0 mm de
comprimento e cultivados com o0s eixos embrionarios em contato com o meio.
Essa orientacdo retarda a germinagdo do embrido e induz a proliferacdo de
células do escutelo, as quais formam o calo (Green & Phillips, 1975). Esse
posicionamento dos embrides no meio de cultivo é 0 método mais comum para a
regeneracao de plantas em gramineas (Vasil, 1987; Phillips et al., 1988; Wang &
Frame, 2004).

Em 1982, Green descreveu a regeneracgao de plantas de milho a partir de
calos embriogénicos fridveis que eram diferentes fenotipicamente dos calos
descritos anteriormente. Esse calo tem um crescimento rapido, facilmente

disperso e consiste de muitos embrides somaticos pequenos. Em seguida,



Armstrong & Green (1985) introduziram os termos calos do Tipo | e Il que sdo
utilizados atualmente para a classificacdo das culturas embriogénicas de milho.
Os calos do Tipo | sdo compostos de dois tecidos distintos: um tecido € duro,
compacto, amarelo ou branco e normalmente capaz de regenerar plantas; o outro
tecido € granular, amarelo palido ou cinza claro, translicido e incapaz de
regenerar plantas (Vasil & Vasil, 1981). Os calos descritos como do Tipo Il séo
macios, fridveis e altamente embriogénicos (Armstrong & Green, 1985; Tomes
& Smith, 1985). As culturas formadoras de calos do Tipo Il crescem
rapidamente, podem ser mantidas por um longo periodo de tempo e formam um
grande nimero de embrides somaticos facilmente regeneraveis (Vasil, 1987).

Embora calos do Tipo Il sejam os mais eficientes na producéo de plantas
transgénicas de milho, calos do Tipo | podem também ser utilizados. A
ocorréncia de calos embriogénicos fridveis do Tipo Il ndo é tdo comum, apenas
um ndmero limitado de genétipos de milho é capaz de expressar esse fendtipo
em meio de cultivo, notadamente a linhagem A188 (Armstrong & Green, 1985)
e o hibrido Hi Il (Armstrong et al., 1991).

Armstrong et al. (1991) desenvolveram um germoplasma com alto vigor
e uma excelente resposta em cultura de tecido. O hibrido Hi Il resultou do
cruzamento entre as linhas endogamicas A188 e B73 (Figura 1). Ambas as
linhagens endogdmicas estdo disponiveis publicamente e foram desenvolvidas

pelas Universidades de Minesotta e do Estado de lowa, respectivamente.
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FIGURA 1 Desenvolvimento do germoplasma com alto vigor e uma excelente
resposta em cultura de tecido, denominado Hi Il (Armstrong et al.,
1991).

2.2 Transformacao genética em plantas
Durante mais de 10000 anos, 0 homem vem constantemente procurando
melhorar as caracteristicas de suas culturas: melhor rendimento, qualidade

nutricional, tolerancia e resisténcias aos efeitos bidticos e abidticos, enfim,
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caracteristicas que auxiliam no cultivo e colheita. Atualmente, 0s programas de
melhoramento sdo cada vez mais sofisticados, porém ainda retém o elemento
acaso, e dependem desse fator para que ocorra uma unido satisfatéria das
caracteristicas parentais e seja produzido um descendente com as caracteristicas
desejadas, sendo esse um processo longo e dificil (Brown, 2003).

A geracdo das primeiras plantas transgénicas ocorreu no inicio da década
de 1980 (Davery et al., 1980; Fraley et al., 1983; Zambryski et al., 1983), e
durante os Gltimos anos, vem provocando intmeros e significativos impactos em
diferentes culturas. O maior fator desse crescimento € principalmente a
vantagem do gerenciamento agricola, que reduz a aplicacdo de defensivos e
outros fatores que contribuem para uma agricultura mais estavel (Mir et al.,
2004).

As plantas podem ser geneticamente modificadas, basicamente por dois
motivos (i) para a melhoria de suas caracteristicas agronémicas e qualidades
nutricionais (Aragdo et al., 2000; Aragdo et al., 1998; Aragdo et al., 1999; Rech
et al., 1991) e, (ii) para serem utilizadas como reatores bioldgicos para a
producéo de biomoléculas (Leite et al., 2000).

A transformacéo genética da plantas permite a transferéncia de genes de
uma espécie para outra aumentando a amplitude do pool de genes geralmente
disponiveis em sistemas produtiveis convencionais. E muito importante nas
culturas perenes e nas espécies de plantas em que o desenvolvimento de novos
cultivares é dificil devido o longo tempo de geracgdo (Ribas et al., 2006).

Através da transformacdo genética, um gene isolado e caracterizado
pode ser introduzido em programas de melhoramento genético de plantas
(Torres etal., 1999).

Existem duas estratégias para a transformacdo de plantas: indireta e
direta. A estratégia indireta € aquela que utiliza um vetor como a Agrobacterium

tumefaciens ou A. rhizogenes como veiculo de entrega do DNA & planta.



Métodos quimicos e fisicos possibilitam a transformacdo direta de genomas.
Dentre eles destacam-se: a biobalistica (ou aceleracdo de microparticulas), a
eletroporacao, e a utilizacdo de polietilenoglicol (PEG).

A transformacédo genética em plantas é uma estratégia eficiente que pode
ser acoplada ao melhoramento classico de cultivares para a producdo de culturas

economicamente importantes e melhor adaptadas aos solos &cidos (Foy, 1984).

2.2.1 Agrobacterium tumefaciens

Por mais de duas décadas, cientistas tém usado a transformacao genética
mediada por Agrobacterium para gerar plantas transgénicas (Lee et al., 2008).
Esse método de transferéncia génica foi desenvolvido a partir de estudos de uma
doenca conhecida como galha-da-coroa (crown gall), causada por
Agrobacterium em plantas. O aparecimento de um tumor ou galha em um tecido
vegetal infectado ou ferido € o indicio da manifestacdo dessa doenca. Esse tumor
é formado por células que se proliferam incontroladamente, podendo até matar a
planta (Torres, 1999). E interessante observar que a apari¢do dessas galhas, é
resultado de um processo natural de transferéncia dos genes entre a agrobactéria
e a célula vegetal, semelhante a conjugacéo bacteriana.

Um fragmento de DNA plasmidial, chamado T-DNA (transferred DNA),
é transferido para a célula vegetal e integrado ao seu genoma. A formacao de
tumores é uma manifestacdo fenotipica da expressdo dos genes presentes no T-
DNA. O T-DNA corresponde a um segmento, em A. tumefaciens, de um
plasmideo denominado Ti (tumor-inducing), e é delimitado por sequéncias
repetidas de 25 pb, conhecidas como borda direita (RB — Right Border) e borda
esquerda (LB — Left Border) (Gelvin, 2003; Mir et al., 2004).

Durante a transferéncia do T-DNA para a planta, genes presentes no
cromossomo bacteriano (chv) e no plasmideo Ti (vir) sdo necessarios (Tzfira et

al., 2002; Gelvin, 2003). O conjunto de genes localizados no cromossomo



circular bacteriano estd envolvido na adesdo da A. tumefaciens a planta
infectada, dentre eles incluem, chvA, chvB, pscA, attA-Z e celABCDE
(Matthysse et al., 2000; Ziemienowicz, 2001). Apesar de ndo ser totalmente
conhecida a funcdo de todos esses genes, € sabido que um grande ndmero deles
auxilia a ligacdo da bactéria as células hospedeiras (Matthysse et al., 2000).

A regido Vir estd localizada no plasmidio-Ti da Agrobacterium, e
codifica muitas proteinas de viruléncia bacteriana (Vir) usadas pela bactéria para
produzir e transportar para a célula vegetal uma cépia do T-DNA (Tzfira et al.,
2006).

Resumidamente, o processo de transformacéo inicia-se com a ligagéo da
Agrobacterium & célula da planta, seguida de indugdo da expresséo da regido vir
devido a sinais especificos emitidos pela planta hospedeira, tais como
monossacarideos e compostos fendlicos. Como resultado da ativagdo dos genes
Vir, uma fita simples da molécula de T-DNA ¢ produzida pela acdo combinada
das proteinas VirD1 e proteinas VirD2. O complexo, juntamente com varias
outras proteinas Vir, é exportado para a célula hospedeira da planta por um
sistema de secrecdo tipo IV formado pelas proteinas VirB/D4. Uma vez dentro
do hospedeiro no citoplasma das células, 0 T-DNA ¢é revestido com numerosas
moléculas VirE2, que conferem ao T-DNA protecdo necessaria para a sua
viagem até o nlcleo da célula vegetal. O T-DNA é transportado até o ntcleo e
integrado ao genoma da planta, com o auxilio de proteinas produzidas pelo
hospedeiro (Gelvin, 2003; Tzfira et al., 2006).

Para viabilizar a utilizagio da Agrobacterium em processos
biotecnoldgicos de transferéncia de genes para plantas é necessario que 0s genes
enddgenos do T-DNA causadores de tumor sejam inativados e, que 0s genes
ex0genos sejam inseridos entre as extremidades direita e esquerda do T-DNA. O
plasmideo recombinante resultante € novamente colocado na Agrobacterium

para ser transferido para células vegetais (Gelvin, 2003). Tecidos ou células



transformados podem ser utilizados para regeneracdo de plantas transgénicas
(Schafer et al., 1987; Hiei et al., 1994; Ishida et al., 1996).

Por ser muito grande, o plasmideo Ti é dificil de ser manipulado,
portanto foram criados os vetores binarios (Bevan, 1984), os quais sdo menores
e capazes de multiplicar tanto em Agrobacterium como em E. coli e faceis de
manipular em laboratdrio. Esses vetores possuem um T-DNA artificial, no qual
diferentes transgenes podem ser inseridos e uma origem de replicacdo
compativel com o Ti na Agrobacterium. Os vetores binarios sédo introduzidos em
Agrobacterium desarmadas, ou seja, em Agrobacterium que carregam
plasmideos Ti que tiveram a regido do T-DNA removida. O Ti de
Agrobacterium desarmadas ainda possui a regido de viruléncia (vir), sendo seus
genes capazes de agir in trans para transferir o T-DNA recombinante do vetor
binario (Gelvin, 2003).

Durante a transformacdo, é necessario que a bactéria permaneca em
contato com o tecido vegetal. Essa interacdo inicial envolve uma série de
sinalizadores quimicos que possibilitam a comunicagdo entre o patdgeno e a
planta hospedeira (Winans, 1992; Hooykaas et al., 1994; Baker et al., 1997).
Além disso, para que a bactéria infecte a planta é necessario que haja um
ferimento no tecido vegetal. Sabe-se que as células feridas, e metabolicamente
ativas, exsudam compostos fenolicos de baixo peso molecular, que sdo
reconhecidos pela bactéria no momento da infecgdo. Tais moléculas séo
identificadas como acetosiringona (AS) ou a-hidroxi-acetosiringona (OH-AS),
chalconas e derivados do acido cindmico (Stachel et al.,, 1985) e sdo
responsaveis pela iniciacdo da transferéncia do T-DNA (Brasileiro, 1998).

Apbs a transferéncia do T-DNA para o tecido vegetal, esse é cultivado
inicialmente em meio nutritivo contendo antibiético para a eliminacdo da

bactéria. Os tecidos que foram transformadas sdo regenerados in vitro na
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presenca do agente de selecdo e, as plantas geradas sdo aclimadas em casa de
vegetacdo (Brasileiro, 1998).

A transformacdo mediada Agrobacterium tumefaciens é o método
preferido para a transformacdo genética porque tem uma alta eficiéncia com
baixo numero de copias do transgene (Zhao et al., 1998).

Durante muito tempo, a transformacdo via agrobactérias em
monocotileddneas, foi considerada inacessivel, porém vérias espécies de
interesse econdmico como arroz, cevada, milho, trigo, aspargo, cana-de-agucar,
banana e tulipas, entre outras, ja puderam ser transformadas geneticamente por
esse método, devido a estudos de otimizacdo da metodologia (Mir et al., 2004).

Agrobacterium tumefaciens constitui um excelente sistema de introdugéo
de genes em células vegetais uma vez que: (i) o DNA pode ser introduzido em
todos os tecidos da planta, o que elimina a necessidade de se produzir
protoplastos; (ii) a integracdo do T-DNA é um processo relativamente preciso. A
regido de DNA a ser transferida esta definida pelas sequéncias flanqueadoras.
Ocasionalmente se produz reordenagdes, mas na maioria das vezes a regido é
inserida intacta no genoma da planta. A estabilidade de expressdo da maioria dos
genes que se introduz via Agrobacterium tumefaciens é excelente (Offringa et
al., 1992). Normalmente, os T-DNA integrados mostram mapas genéticos
consistentes e segregacdo adequados. Ademais, os caracteres introduzidos por
esta via ttm se mostrado estaveis durante muitas geragoes de cruzamentos. Essa
estabilidade é critica quando se pretende comercializar as plantas transgénicas
geradas (Hiei et al., 1994; Ishida et al., 1996).

Essa metodologia tem sido usada para a transformacdo de tecidos de
culturas de milho amenas como o hibrido Hi Il (Zhao et al., 2001; Frame et al.,
2002), embrides zigdticos imaturos de linhagens A188 e H99 (Ishida et al.,
1996, 2003; Negrotto et al., 2000), e até mesmo algumas linhagens patenteadas
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(Gordon-Kamm et al., 2002) ou publicas (Ishida et al., 2003; Huang et al.,
2005).

2.2.2 Biobalistica

Outra metodologia de transformacdo bastante utilizada com sucesso é a
biobalistica, também conhecida por aceleracio ou bombardeamento de
particulas, biolistica, particle gun ou gene gun. E um método amplamente
utilizado por ser capaz de superar as restriches estabelecidas por algumas
necessidades de compatibilidade hospedeiro-Agrobacterim (Mir et al., 2004).

Apesar de existir diferentes metodologias/aparelhos para obter a
transformac&o genética por biobalistica, o principio ¢ o mesmo. E baseado na
aceleracdo em altas velocidades de microparticulas, de ouro ou tungsténio, que
atravessam a parede celular, a membrana plasmatica e membranas de organelas,
de forma ndo letal, alojando-se aleatoriamente nos diversos compartimentos
celulares (Klein et al., 1987; Sanford, 1988).

O uso do bombardeamento de particulas é bastante amplo e de facil
adaptacdo, podendo ser aplicado em diversos tecidos e células, incluindo
suspensdes (Klein et al., 1989; Fromm et al., 1990), embrides imaturos (
Southgate et al., 1998), embrides somaticos (Finer et al., 1991; Santarém et al.,
1997), calos (Vasil et al., 1985), e tecidos meristematicos (McCabe et al., 1993).
Essa metodologia pode ser essencialmente idéntica, independentemente do
tecido vegetal e do DNA a ser inserido (Santarém, 2000). Porém, a
transformacdo genética via biobalistica apresenta algumas desvantagens, entre
elas a inser¢do de mudltiplas copias do transgene, 0 que pode ocasionar o
silenciamento génico e a instabilidade de expressdo (Hansen et al., 1996).

E importante levar em consideracdo alguns fatores que afetam a
frequéncia de transformacéo por esse método, como: o tamanho, 0 nimero e a

composicdo das particulas. O método de precipitacdo do DNA sobre as

12



particulas antes do bombardeamento, a velocidade de impacto do complexo
DNA-particulas, a distancia de migracdo das particulas e o dano causado ao
tecido alvo, também podem influenciar no resultado esperado da transformacéo,
por isso devem ser feitos testes e adaptacdes em diversas condi¢des e determinar
as melhores para um determinado tecido-alvo e gendtipo vegetal (Mir et al.,
2004).

A producdo de milho transgénico através da biobalistica tornou-se rotina
desde os relatos de Gordon-Kamm et al. (1990). A estratégia descrita por
Gordon-Kamm et al. (1990) envolveu trés componentes principais: a) culturas
de calos embriogénicos em suspensdo; b) introducdo de DNA via
bombardeamento com particulas metalicas cobertas com DNA,; e ¢) um sistema
de selecdo baseado em marcadores dominantes. A cultura de células em
suspensdo foi iniciada de calos embriogénicos fridveis do Tipo Il e o
bombardeamento com microprojéteis foi calibrado de maneira a introduzir
particulas com dano minimo em um grande namero de células (Gordon-Kamm
etal., 1990).

Essa tecnologia tem sido utilizada para transformar varios tecidos de
milho (Gordon-Kamm et al., 1990), incluindo embribes zig6ticos imaturos de
diferentes linhagens (Koziel et al., 1993; Dunder et al., 1995; Brettschneider et
al., 1997; Frame et al., 2006; Petrillo et al., 2008) e o hibrido Hi Il (Songstad et
al., 1996; Pareddy et al., 1997).

2.3 Estratégias moleculares para avaliagdo de plantas transgénicas

A primeira etapa da avaliacdo de plantas transgénicas requer o
detalhamento da modificacdo genética e 0s principais pardmetros a serem
avaliados sdo: o tamanho do material genético inserido, 0 nimero de genes
inserido, a identificagdo das sequéncias marcadoras do material genético

construido para inser¢cdo que permitem sua deteccdo (genes marcadores) e
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expressdo (promotor) e a localizacdo da insercdo (The Institute of Food
Technologists - IFT, 2000b).

A reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction — PCR), o
Southern blot e o0 Real Time-PCR sdo técnicas bastante utilizadas para a
deteccdo de modificacBes genéticas em plantas.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma amplificacdo de uma
regido selecionada numa molécula de DNA. A sequéncia dessa regido deve ser
conhecida para ser selecionada, pois dois pequenos oligonucleotideos devem
hibridizar com a molécula de DNA, um oligonucleotideo para cada uma das fitas
da hélice dupla. Esses oligonucleotideos atuam como iniciadores da reagdo e
delimitam a regido que sera amplificada (Brown, 2003).

O principio da PCR esté de acordo com o principio natural de replicacdo
do DNA. O processo acontece em trés passos, que em conjunto formam um
ciclo que se repete um nimero especifico de vezes. O ciclo consiste nos
seguintes passos: desnaturacdo, onde a temperatura é elevada geralmente acima
de 90°C, quebrando as ligacOes de hidrogénio e separando a dupla fita de DNA;
hidridizacdo ou anelamento, entre 40°C e 65°C, dependendo do comprimento
dos primers e da sua sequéncia, esses marcam as extremidades da sequéncia
alvo; extensdo, a qual ocorre em temperaturas aproximada a 72°C, é quando a
enzima Tag polimerase comega a replicar a cadeia de DNA. A extensdo inicia-se
sempre no extremo 3’do primer, criando uma cadeia dupla a partir de cada uma
das cadeias simples. Assim termina um ciclo, e ao final de cada ciclo
encontramos duas novas cadeias de DNA idénticas a original, que servira de
molde para o proximo ciclo até o término dos ciclos, haverad uma cadeia de DNA
com um comprimento definido, com os limites definidos pelos primers, e estara
presente num ndmero muito maior do que as sequéncias de comprimento

variavel (Roche, 2010). Essa técnica é utilizada para detectar as sequéncias de
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DNA geneticamente modificadas, porém ndo é suficiente devido aos falsos
positivos que podem aparecer na reagao.

O método de Southern blot serve para detectar a presenca e 0 hlmero de
coOpias de uma determinada sequéncia de DNA na amostra analisada.

Em 1975, E. M. Southern aperfeicoou uma técnica de transferéncia das
bandas de DNA de um gel de agarose para uma membrana e referiu-se como
transferéncia de Southern (ou Southern-blotting). A membrana é colocada sobre
0 gel e um tampéo sendo forgada a passar através do mesmo, carregando o DNA
do gel para a membrana, na qual o DNA é ligado. A transferéncia de Southern é
uma membrana que contém a réplica das bandas do DNA do gel de agarose
corrido em uma eletroforese. Se a sonda marcada for replicada, a hibridizagdo
ocorre e uma auto-radiografia (ou algo equivalente) revela qual fragmento de
restrigdo contém o gene clonado. Sendo assim, pode ser utilizado para localizar a
posi¢do de um gene clonado, ou um isolado por meio de PCR, dentro de uma
molécula de DNA qualquer, da qual um mapa de restri¢cdo foi obtido (Brown,
2003).

O Real Time-PCR (RT-PCR) ou QPCR (PCR quantitativo) é um dos
métodos que quantifica a expressdo génica através da transcricdo reversa
juntamente com a reacdo em cadeia da polimerase (Murphy et al., 1990;
Horikoshi et al., 1992). Durante a reacgdo, a insercdo de uma sonda especial de
DNA permite a deteccdo de fluorescéncia. No ensaio TagMan™, essa sonda
contém uma molécula repérter (de emissdo), e uma molécula quencher (de
extingdo). Quando a molécula reporter e a quencher estdo proximas fisicamente,
a emissdo de fluorescéncia é anulada, portanto, nenhum sinal pode ser detectado.
Durante a amplificacdo a sonda é degradada, afastando o reporter do quencher,
resultando na emissdo do sinal fluorescente, que é captado por uma camera

digital. O ensaio descrito acima é o mais utilizado (Weighardt et al., 2004),
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porém existem outros ensaios utilizados para estimar a concentra¢do de produto
amplificado na RT-PCR, que podem ser encontrados na literatura.

A sonda SYBER Green é sonda que fornece um formato mais simples e
mais econdmico para deteccdo e quantificacdo de produtos em RT-PCR. A
sonda SYBER Green liga-se ao DNA dupla-fita, e sobre a excitacdo emite luz.
Assim como um produto de PCR acumula aumentos, o0 RT-PCR acumula
fluorescéncia. E uma sonda barata, facil de usar, e sensivel. A desvantagem é
que SYBER Green vincula a qualquer dupla fita de DNA na reacdo, incluindo
primer-dimeros e outros produtos de reacdo ndo especifica, 0 que resulta em
uma superestimagdo da concentragao alvo. Para reagdes de um unico produto de
PCR com primers bem concebidos, a sonda SYBER Green pode funcionar muito
bem (Applied Biosystems, 2010).

Um dos requisitos importantes na técnica de RT-PCR ¢ a escolha de um
gene candidato a controle enddgeno, sua presenga constante em todas as
amostras testadas deve ter pouca variacdo na expressdo por influéncia de
estimulos externos ou mudancgas no metabolismo celular. Por esse raciocinio, as
possiveis variagdes de pipetagem e consequentemente a concentracdo final dos
reagentes, da amostra ou variagcdes nas condi¢Ges das reacGes de RT ou PCR
seriam corrigidas pela expressdo do gene constitutivo (Applied Biosystems,
2004).

O percentual de organismos geneticamente modificados (OGMs) na
planta é obtido comparando-se a curva da amostra analisada com uma curva de
calibragdo padrdo (Weighardt et al., 2004). Essa técnica é altamente sensivel,
precisa, segura, rapida e capaz de detectar uma ampla série de eventos
geneticamente modificados, além de o produto ser analisado diretamente,
reduzindo, significativamente, o risco de contaminacdo (Brodmann et al., 2002,
Holst-Jensen et al., 2003; Miraglia et al., 2004).
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2.4 Solos &cidos

O aluminio (Al) é o metal mais abundante encontrado na terra, calcula-se
gue mais de 50% dos solos com grande potencial de cultivo no mundo tem um
pH baixo (< 5,0), sendo o Al o principal elemento responsavel pela toxidade e
pela baixa fertilidade desses solos (Ueskdll et al., 1995). Sua presenca no solo
pode rapidamente inibir o crescimento de raizes tornando-as incapazes de
explorar um maior volume ou camadas mais profundas do solo, de tal modo que
a toxidez causada pelo Al esta associada as deficiéncias na absor¢éo de agua e
nutrientes, principalmente o fésforo (Foy et al., 1978; Echart et al., 2001). O
fosforo fixa-se com o Al e éxidos de Fe na superficie da argila mineral, assim
sua disponibilidade no solo fica limitante para a produgdo vegetal em solos
acidos (Sanchez et al., 1997), o que inclui a baixa proliferacdo de raizes,
incluindo a sua ramificacdo, o aumento de pélos radiculares, e sua associagdo
com fungos micorrizicos arbusculares destinadas a explorar um volume mais
extenso do solo para P, realocagdo de recursos de C para a raiz, mudancas na
quimica de raizes destinadas a aumentar a disponibilidade de P, diminuindo
também a regulacédo de transporte de fostato (Raghothama, 1999).

O impacto do estresse do aluminio no desenvolvimento das raizes das
plantas pode ser dividido em duas fases: a imediata inibicdo das células de
elongagdo das raizes, que ocorre com 30-60 minutos depois da exposi¢ao (Horst,
1995), e a reducdo da proliferacdo celular nas raizes que ocorre horas ou dias
depois do contato com o aluminio (Doncheva et al., 2005).

A toxicidade do aluminio e sua solubilidade sdo influenciadas por alguns
fatores, tais como o pH, o tipo de argila que predomina no solo e o principio da
sua matéria orgénica (Foy, 1974; Silva, 1997). O Al pode ser encontrado em
diferentes formas no solo, o que dificulta os estudos das suas interacfes com as
raizes das plantas. A espécie de Al trivalente, AI**, é a que mais predomina em

condi¢des de solos acidos (pH<5,0), pois o Al se hidrolisa em solucdo (Echart,
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2001), porém outras espécies podem ser formadas quando o pH do solo é
aumentado ou quando é neutralizado. Concentragdes toxicas de aluminio em
solos acidos limitam em mais de 30% sua capacidade de producdo, podendo ser
uma séria ameaca para o cultivo de alimentos no mundo (Ueskull et al., 1995).

Dentre os principais efeitos identificados nas raizes devido a presenca do
efluxo de K*, a formacio de calose, a exudacdo de &cidos organicos, e outros
(Rengel, 1996). A toxidez de aluminio ndo é facilmente identificavel em plantas,
pois os sintomas foliares sdo parecidos com aqueles relacionados a deficiéncia
de fésforo, ou deficiéncia de célcio (Furlani, 1989). J4 em raizes, os sintomas da
toxidez sdo a formacdo de estruturas curtas, grossas e quebradicas, com poucas
ramificagbes finas e, portanto incapazes de absorver &gua e nutrientes
eficientemente do subsolo (Foy, 1976; Kochian, 1995).

A dificuldade para a neutralizacdo de ions H* e AI** é um dos problemas
encontrados nos solos acidos, que pode ser corrigido ou minimizado por
intermédio de calagem. Aplica-se calcério (CaCO; + MgCOs) na superficie do
solo para elevar o seu pH. A camada aravel torna-se menos soltvel ao aluminio,
reduzindo relativamente sua toxicidade (Marion et al., 1976). Porém é uma
préatica cara, e as vezes ndo realizada (Pandey et al., 1994; Zeigler et al., 1995), a
calagem, também, pode ndo ser o suficiente para solucionar tal problema, pois
esse procedimento ndo atinge as camadas inferiores e para ser realizado em
grandes profundidades existem limitagBes técnicas e econdmicas que ainda

precisam ser solucionadas.

2.5 Genética da tolerancia ao aluminio em plantas
Algumas cultivares economicamente importantes, como trigo, milho,

feijdo e soja, ttm mostrado uma variacdo interespecifica quanto a tolerancia ao
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Al sendo uma fonte de exploracdo para aumentar a tolerancia de outras
linhagens também comerciais (Ryan et al., 2001).

Muitas plantas que vivem em solos acidos tém desenvolvido uma
tolerancia ao Al, através do mecanismo de desintoxicacdo apoplastica ou
simpléastica. No mecanismo apoplastico, proteinas da parece celular se ligam ao
Al, impedindo a transferéncia do Al para o simplastico, através de secrecfes da
raiz que eleva o pH préximo do solo, tendo uma menor disponibilidade de Al
(Kochian et al., 2004; Ma et al., 2001). Algumas espécies tolerantes ao Al no
simplasto, muitas vezes armazenam formas menos toxicas, complexadas com
acidos organicos (Ma et al., 2001).

Nos ultimos anos, foram feitos progressos significativos na compreensao
do mecanismo molecular da toxicidade e tolerdncia ao Al em plantas
(Matsumoto, 2000; Collins, 2008). Os mecanismos moleculares da tolerancia ao
Al em plantas identificadas como exclusdo até agora sdo denominadas como
externas e internas de tolerancia. (Wang et al., 2009). A exclusdo externa
envolve a ativacdo de transportadores de membrana que facilitam a exudagéo de
acidos organicos no dapice de raizes (Kochian et al.,, 2004), o local da
fitotoxicidade de aluminio (Ryan et al., 1993). Esses acidos organicos formam
complexos estaveis, ndo-toxicos com Al*® na risosfera (Ma et al., 2001). O
mecanismo de tolerancia na exclusdo interna é baseado na desintoxicacdo do Al
no simplastico via complexagdo com ligantes organicos, principalmente de
novos acidos organicos (Kochian et al., 2004). Existe também um mecanismo
que parece ser generalizado em monocodileddneas e dicotileddneas, onde um
anion organico (malato, citrato e oxalato) secretado pelas raizes quelam e
desintoxicam o AlI*® (Matsumoto, 2000; Ma et al., 2001; Ryan et al., 2001;
Kochian et al., 2004).

O potencial de desenvolvimento de cultivares mais tolerantes aos solos

acidos tem sido recentemente, aumentada pelo isolamento de genes responsaveis
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pela resisténcia natural do Al** em algumas espécies (Sasaki et al., 2004;
Furukawa et al., 2007; Magalhaes et al., 2007; Wang et al., 2007), e a sua
superexpressao em plantas (Ezaki et al., 2000; Basu et al., 2001; Tesfaye et al.,
2001; Ryan et al., 2007).

Duas familias de genes responsaveis pela variacdo natural da resisténcia
ao Al em vérias espécies de plantas tém sido estudadas. Tais familias
codificam proteinas que sdo ativadas na presenca de Al*3, resultando no efluxo
de anions organicos a partir de raizes (Delhaize et al., 2007). O primeiro gene
gue confere tolerancia ao Al, ALMTZ1, foi isolado e caracterizado por Sasaki et
al. (2004) em plantas de trigo. Posteriormente, esse gene foi também
identificado em centeio e Arabidopsis (Collins, 2008; Sasaki, 2004; Hoekenga,
2006). O gene ALMTL1 confere tolerancia ao Al, através de um aumento da
exudacdo de malato, um agente quelante do Al, pelas raizes (Sasaki, 2004;
Furukawa, 2007).

Delhaize et al. (1993a, 1993b) estudaram em trigo, um fendmeno que
minimiza os efeitos nocivos do Al. Usaram linhagens isogénicas que eram
diferentes quanto a tolerancia ao Al em um Gnico locus dominante designado
com Altl. Esse locus é responsavel pela ativagdo do efluxo de malato em apices
radiculares na presenca de Al. Sasaki et al. (2004), isolaram e caracterizaram o
gene mais expresso no apice radicular das linhagens isogénicas de trigo ET8
(Al-tolerante) e ES8 (Al-sensivel), usando a técnica de hibridizagdo subtrativa.
O gene foi nomeado ALMT1, por ter como funcdo o efluxo de malato em
presenca de Al. Esse gene codifica uma proteina de membrana, que é expressa
ao ser ativada em presenga de Al, no &pice das raizes da linhagem ET8, em
niveis muito superiores aos expressos nos apices das raizes da linhagem ES8.

Outro gene que confere tolerancia ao alumino a linhagens de sorgo € o
MATE que faz parte de uma familia multigénica caracterizada pelo efluxo de

pequenas moléculas orgénicas. Na presenca de aluminio, linhagens tolerantes de
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sorgo exudam uma maior concentracdo de citrato devido a ativacdo do gene
MATE. Através da comparacao das sequéncias génicas verifica-se que 0 MATE
isolado de Sorghum bicolor (SbMATE) néo esta relacionado com a familia a qual
pertence o gene ALMTL e, portanto € um novo gene de tolerdncia ao Al
(Magalhées et al., 2007). O gene SOMATE foi isolado por Magalhaes et al.
(2007) através da técnica de clonagem posicional. A expressdo do gene SOMATE
é superior em 4&pices radiculares de gendétipos tolerantes, e é induzida na
presenca de concentragdes toxicas de aluminio. Ele confere tolerancia ao Al por
liberacdo de citrato para a rizosfera de plantas tolerantes (Magalhées et al.,
2008).

Um grande esforgo tem sido feito para obtencdo de plantas tolerantes ao
Al, utilizando os conhecimentos gerados pelas técnicas de biologia molecular
(Ezaki, 2001; Sasaki, 2004). Utilizando a transformacao genética de plantas, os
genes ALMT1 e SOMATE tém sido expressos em outras espécies para aumentar a
sua tolerancia ao Al*®. Atualmente, esses genes ja foram avaliados em espécies
modelo como Arabidopsis e tabaco, e em algumas espécies agronomicamente
importantes como a cevada (Delhaize et al., 2004, 2009), arroz (Sasaki et al.,
2004) e o sorgo (Brandéo, 2007).

Em 2004, Delhaize e colaboradores, mostraram plantas de cevada
transgénica (Hordeum vulgare L.), expressando o gene de trigo (Triticum
aestivum L.) TaALMT1 (originalmente nomeado como ALMT1) responsavel
pelo efluxo de malato; caracteristica originalmente ndo presente nesse genotipo.
As plantas geradas mostraram um efluxo de malato semelhante ao das cultivares
de trigo resistente ao Al. Também, a superexpressdo da proteina ALMT1 em
plantas transgénicas de arroz aumentou a tolerancia do evento gerado ao Al*
(Sasaki et al., 2004).

Apesar dos dois maiores genes de tolerdncia ao aluminio identificados

até hoje, 0 ALMT1 e o SOMATE, envolverem um mecanismo fisiol6gico similar
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baseado na exudacdo de A&cidos organicos em &pices de raizes, eles sdo

distintamente diferentes (Magalhées et al., 2007).

2.6 Tolerancia a concentragdes toxicas de aluminio mediada pelo gene
SbMATE

Magalhd&es et al. (2004) mapearam em Sorghum bicolor um Idcus maior
de tolerancia ao aluminio na regido terminal do cromossomo 3, o gene SOMATE
presente no locus Altg, foi identificado, através de mapeamento de populagdes,
como sendo responsavel por 80% do fendtipo de tolerancia ao aluminio.

Uma alta similaridade entre o I6cus onde esta localizado o gene SOMATE
e 0s genes Altg51340 de Arabidopsis thaliana e Os01g69010 de arroz, foi
identificada através do programa TBLASTX. Esses genes sdo representantes de
uma familia multigénica de transportadores de membrana MATE responsaveis
pelo efluxo de pequenas moléculas organicas. No caso do sorgo, 0 mecanismo
fisioldgico que caracteriza a tolerancia ao aluminio € a exudagao de citrato pelas
raizes em presenca de niveis toxicos de aluminio (Magalhdes et al., 2007).

Magalhaes et al. (2007) mostraram através da transformacdo genética da
epiderme de cebola com a proteina de fusdo SbMATE::GFP que o SbMATE é
uma proteina de membrana. Mostraram também, por analise quantitativa de RT-
PCR, que o SbMATE é mais expresso nos primeiros centimetros apicais das
raizes, e ap6s algumas horas de exposi¢do ao aluminio. Existindo uma relacao
direta entre o tempo de exposicdo da raiz ao Al* e a exudagdo de &cido
organico; quanto mais tempo em contato com o aluminio, maior é a exudacao.

Eventos transgénicos de Arabidopis thaliana e trigo superexpressando o
gene SbMATE de forma constitutiva sdo substancialmente mais tolerantes ao
aluminio quando comparado as linhagens isogénicas ndo transgénicas
(Magalhdes et al., 2007).
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2.7 Avaliacdo da tolerancia ao aluminio em plantas

Alguns métodos de selecdo tém sido empregados para a avaliacdo da
tolerancia ao alumino em plantas, dentre elas destacam-se: cultura em campo ou
em solo sob condig¢des controladas e cultura em solugdes nutritivas, ambas com
vantagens e desvantagens.

A avaliacdo sob condi¢cBes de campo utiliza dois niveis de saturacdo de
aluminio: nivel alto (60% ou 80%), nivel ndo-tdxico (15%) para a maioria das
culturas (Olmos et al., 1976). As cultivares sdo classificadas quanto a sua
tolerancia, e as que apresentam maior interesse em programa de melhoramento
sdo aquelas que apresentam producdo em altos niveis de aluminio e respondem a
niveis crescentes de calagem (Ferreira et al., 2006).

Outra tecnologia usada é a avaliacdo em casa de vegetagdo, para avaliar
0 grau de tolerancia ou de susceptibilidade de genotipos vegetais ao aluminio.
Sao feitos dois tratamentos nos vasos com amostra de solo acido, com calcario e
sem calcario. Com essa metodologia, Silva (1983), através do aprofundamento
do sistema radicular, identificou cultivares de sorgo tolerantes ou sensiveis ao
aluminio.

Um método muito utilizado também é o método da coloragdo pela
hematoxilina. O seu principio baseia na oxidagdo da hematoxilina para
hemateina por NalOs, ou outros agentes oxidantes, que em presenca de ions
metalicos (Cr, Fe ou Al), tem propriedade de corar acidos nucléicos (Gill et al.,
1974). Quanto mais susceptiveis os gendtipos forem, mais intensa a coloragdo
das radiculas, devido a grande quantidade de aluminio no interior das células
(Martines, 1977).

Devido as limitagGes e o tempo gasto em cultura de campo ou solo, um
dos métodos mais utilizados para a avaliacdo de genotipos quanto a tolerancia ao
Al, é a solucéo hidropdnica sob condigdes controladas. Esse método permite a

avaliacdo néo destrutiva e em pouco tempo de uma grande quantidade de plantas

23



com alta precisdo, considerando a influéncia do aluminio, proporcionando
ganhos significativos para a eficiéncia de selecdo (Cancado et al., 1999).

Uma caracteristica da solucdo nutritiva € a combinacdo de uma série de
componentes gquimicos essenciais as plantas, portanto toda a composicdo da
solucdo, a dose e a conducdo do experimento, assim como o que sera avaliado
no experimento, sdo fatores que devem ser determinados com base em cada
espécie a ser avaliada (Crestani, 2008).

Um dos protocolos utilizados é o proposto por Magnavaca (1982), que é
caracterizado pela distin¢do de plantas tolerantes ao Al. O autor propds o uso da
seguinte solugdo para avaliar a heranga do carater tolerancia ao aluminio em
milho: 3.527 mM de Ca; 2.310 mM de K; 855 mM de Mg; 10.857 mM de NOs;
1.300 mM de NH, +; 45 mM de P; 587 mM de S; 25 mM de B; 595 mM de CI;
77 mM de Fe; 9,1 mM de Mn; 0,63 mM de Cu; 0,83 mM de Mo; 2,29 mM de
Zn; 1,74 mM de Na; 75 mM de EDTA; e adicionado 6 mgL™ de Al fornecido na
forma de AIK(S0O,),.12H,0, onde as plantulas permaneceram por 168 horas.

Dentre os critérios analisados, esta a avaliagdo do Comprimento da raiz
seminal de cada plantula que é medido ap6s 24 (C,4,) € 48(Cyugn) horas em
contato com a solugdo nutritiva sem Al. Utilizando essas medidas é possivel
obter o Comprimento controle (Cc = Cygn — Cupn). ApOs cinco dias de
crescimento em solugdo nutritiva com aluminio (Cyzon + A1), € possivel determinar
a porcentagem do Crescimento Radicular Relativo (%CRR) = [(C1o0n + a1 — Cagn)/
Cc x 5] x 100. Quando néo é possivel a ado¢do de um controle independente
para cada individuo estudado, o Cc é multiplicado por cinco, pois é assumido
gue a taxa de crescimento na auséncia de Al é uniforme entre os gendtipos
durante o periodo de cinco dias de observacao.

Quando as linhagens tém um controle independente sem adicéo de Al no
periodo experimental, o percentual de Crescimento Liquido Relativo (%CLR)

isto é, o crescimento radicular de plantas tratadas com Al em relagdo & condigéo
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controle, pode ser obtido. Os valores de CLR séo obtidos através da férmula: CL
(+Al)/média CL (-Al), onde CL é o crescimento liquido, (+Al) presenca de
aluminio, e (-Al) auséncia de aluminio, controle. O crescimento liquido € o
comprimento de um dia menos o comprimento radicular imediatamente antes da
submissdo ao estresse. Sendo assim, é possivel discriminar fenotipicamente 0s
gendtipos tolerantes ou sensiveis, pela avaliacdo quantitativa da inibicdo do

crescimento radicular sob estresse de aluminio (Aniol, 1990).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Construcéo génica

Para a transformacdo dos embrides imaturos e calos de milho, foram
utilizadas duas construcGes génicas, contendo o gene SbOMATE sob o controle do
promotor constitutivo da Ubiquitina (Christensen et al., 1992) e do terminador
NOS. No cassete utilizado para a transformacdo via Agrobacterium tumefaciens,
o vetor utilizado foi o pTF101 (Paz et al., 2004), enquanto que para a
transformacdo via biobalistica foi utilizado o plasmideo pCAMBIA 3301
(Cambia, Canberra, Australia).

O promotor Ubiquitina e o terminador NOS foram extraidos do
plasmideo pAHC17 (Christensen et al., 1996) e transferidos para o plasmideo
pCAMBIA 3301 apdés uma digestdo total com a enzima Hindlll (Invitrogen) e
parcial com a enzima EcoRI (Invitrogen). O gene SbMATE foi obtido por
transcricdo reversa do mRNA das linhagens de sorgo SC283 com oligo dT e
PCR utilizando os primers AGA GGA TCC ATG GAG GAA CACC e GAC
GGA TCC TCA CTG CCG AAG contendo nas extremidades sitios para a
enzima BamHI (sublinhado). Apds a amplificacdo, o fragmento gerado foi
clonado no vetor TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA).
Posteriormente o fragmento foi digerido parcialmente com BamHI e subclonado
no vetor pPCAMBIA 3301, o qual ja continha o promotor da Ubiquitina e
terminador NOS.

O plasmideo pCAMBIA 3301 contendo a  construcdo
Ubi::SbMATE::NOS foi sequenciado (Anexo A) para confirmar sua integridade
e, posteriormente, foi amplificado em Escherichia coli (Anexo B), purificado
utilizando o QIAfilter™ Plasmid Giga Kit (Quaigen Sciences, Maryland 20874,
USA) conforme descrito pelo fabricante, e usado para transformacgdo via

bombardeamento de microparticulas.
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Para a insercdo da construcdo Ubig::SbMATE::NOS no vetor binario
pTF101, esse cassete foi clivado do plasmideo pCAMBIA 3301 utilizando uma
digestdo total com Hindlll e parcial com EcoRlI, a banda correspondente ao
tamanho esperado de 4,02 kb da construcdo foi clonada nos sitios das enzimas
Hindlll e EcoRI do plasmideo pTF101. O marcador de selecdo para plantas
contido no vetor binario pTF101 é o gene bar sob o controle do promotor
CaMV35S. Em seguida, o cassete génico foi transformado via choque térmico
(Anexo B) em Agrobacterium tumefaciens EHA 101, purificado (Anexo B) e

utilizado na transformacéo de milho mediada por Agrobacterium.

3.2 Material vegetal

O material vegetal utilizado neste trabalho € o gendtipo de milho
temperado (Zea mays), hibrido Hi Il cultivado em casas de vegetacdo do Nucleo
de Biologia Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo.

O hibrido Hi Il é resultante de duas linhagens obtidas do cruzamento
entre as linhagens A188 e B73. Desse cruzamento inicial foram selecionadas
duas linhagens denominadas Parental A e Parental B com grande capacidade de
formacéo de calos do Tipo Il em cultura de tecidos. A frequéncia de formacéo
de calos do Tipo Il, dessas linhagens, em meio N6 contendo 2,4-D e prolina é de
quase 100%. O resultado do cruzamento entre essas duas linhagens foi
designado “Hi II”, um hibrido com alto vigor e uma excelente resposta na
cultura de tecidos (Armstrong et al., 1991). O germoplasma “Hi IT” ¢ muito util

para experimentos que exigem uma alta frequéncia de calos do Tipo Il.

3.3 Cultura de tecidos
Espigas foram coletadas entre 10 a 12 dias apés a polinizagdo e embrides

com 1,0 a 1,5 mm de comprimento foram utilizados. As espigas foram
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esterilizadas por imersdo, durante 25 minutos, em uma solucao contendo 50% de
hipoclorito de sddio comercial (agua sanitaria 5,47%) e 0,01% de Tween 20.
Apds a esterilizacdo, as espigas foram lavadas quatro vezes por cinco minutos
cada com agua destilada e autoclavada, sendo todo o procedimento realizado em
camara de fluxo laminar.

A coleta e o plagueamento dos embrides imaturos foram feitos com o
auxilio de uma espéatula ou pinca inserida na base da espiga, para facilitar o
manuseio. A espiga foi colocada sobre uma placa de Petri e, com o auxilio de
um bisturi, uma camada de 1 a 2 mm das extremidades de uma fileira foi
cortada, expondo o endosperma. Os embrides foram retirados dos grdos com
uma espatula de ponta fina e cultivados com o eixo embrionario em contato com
0 meio de cultura. Entre 25 e 30 embriGes foram cultivados em meio de
iniciacdo de calos (meio IC) (Anexo K) no escuro, a 26 + 2°C, por dois meses

com subcultivos a cada 14 dias.

3.4 Transformacao mediada biobalistica

Todas as etapas da transformacdo mediada por biobalistica foram
realizadas seguindo o protocolo descrito por Carneiro et al. (2004). Para o
bombardeamento de particulas foram utilizados calos com sete dias apds o
subcultivo.

Calos embriogénicos de milho foram transferidos para o meio IC
osmético (Anexo K) entre 3 e 4 horas antes do bombardeamento visando
diminuir a turgescéncia das células e minimizar os danos causados pelas

microparticulas.

3.4.1 Precipitacdo do DNA sobre as microparticulas
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Em um microtubo foi pesado 60 mg de microparticulas de tungsténio
M10 e acrescentado 1,0 mL de etanol 70%. A mistura foi agitada em agitador
vortex por 20 min. Em seguida, o etanol foi retirado por centrifugacdo a 14.000
rpm durante cinco minutos. O pellet foi lavado com 1,0 mL de agua mili-Q
estéril, duas vezes. O pellet formado ap6s a ultima lavagem foi ressuspendido
em 1,0 mL de glicerol estéril 50% (v/v).

Para a precipitacdo do DNA sobre as microparticulas de tungsténio 50
UL da suspensdo de microparticulas foram misturadas a 5 pL de DNA
plasmidial purificado, na concentragdo de 1 mg/mL. Em seguida, foram
acrescentados 50 pL de CaCl 2,5 M juntamente com 20 L de espermidina 0,1
M. Esta solucédo foi mantida durante 3 minutos sob agitagdo moderada em vortex
e repousada por outros 3 minutos. Apoés uma centrifugacdo de 5 segundos a
5.000 rpm, o pellet foi lavado com 150 pL de etanol 70% por duas vezes. O
pellet formado pelas microparticulas cobertas com o DNA plasmidial foi
ressuspendido em 60 pL de 100% etanol P.A. Sete microlitros foram
depositados no centro dos macrocarreadores, discos (24 mm) de membranas
Kapton™ (Du Pont, Barueri, SP). Essas membranas foram usadas no
bombardeamento dos tecidos de interesse, utilizando 1000 psi de pressdo de gas
hélio, sendo os calos posicionadas a 9 cm da plataforma de langamento das
microparticulas. Foram mantidas constante a distancia entre a cAmara de gas de
alta pressdo e a membrana macrocarreadora (8 mm), a distdncia entre a
membrana macrocarreadora e a tela de retencdo (12 mm) e a pressdo de vacuo
(27 mm Hg).

3.4.2 Selecdo de plantas transgénicas ap6s o bombardeamento
Calos bombardeados foram cultivados em meio IC (Anexo K) por 14
dias, em camara escura, a 26 + 2°C. A sele¢do teve inicio na terceira semana,

quando os calos embriogénicos foram transferidos para o meio de selecdo SE
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(Anexo G) suplementado com 3 mg/L de glufosinato de aménia (herbicida
Finale). A cada 2 semanas os calos eram subcultivados em doses crescentes de
glifosinato de amdnio de 6 e 9 mg/L. Depois de 8 a 10 semanas, os calos que
sobreviveram ao processo de selecdo foram transferidos para o meio de
maturacdo RM (Anexo K), suplementado com 6 mg/L de glufosinato de aménia,
e mantidos por 2 a 4 semanas em camara escura, a 25°C. Embrides com
coloracdo branco-leitosa foram transferidos para meio de germinacao
suplementado com 6 mg/L de glufosinato de amdnia e mantidos sob um
fotoperiodo de 16 horas.

As plantas que se desenvolveram foram transferidas para vasos contendo
uma mistura de solo e matéria orgénica (TDP 30/15) produzida pela Terra do
Paraiso, Holambra, na proporgéo de 3:1.

Durante os trés primeiros dias de aclimatacédo, as plantas foram mantidas
sob uma cobertura plastica, para manutencdo da umidade. Nos dias seguintes,
sucessivos furos foram feitos no plastico, até a exposicao total das plantas ao

ambiente.

3.5 Transformacao mediada Agrobacterium tumefaciens

A transformacdo mediada Agrobacterium tumefaciens foi relizada
segundo o protocolo descrito por Frame et al. (2002).

A partir do estoque a -80°C de Agrobacterium foi feita uma estria em
meio YEP (Anexo C) suplementado com spectinomicina a 100 mg/L e
canamicina a 50 mg/L com o objetivo de obter colénias isoladas. Essas placas
foram mantidas em temperatura de 28°C por trés dias. A partir de uma col6nia
isolada, foi feita uma estria simples com o objetivo de multiplicacéo celular, essa
placa foi mantida em temperatura de 19°C em BOD por mais trés dias.

Para a transformagdo, um loop de 3 mm (alga de platina) da bactéria foi

inoculado em 5 mL de meio de infeccdo (Anexo D) suplementado com
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acetoseringona (AS) 100 uM (Anexo H). Apos o crescimento da agrobacteria ter
atingido uma ODsz, entre 0,3 a 0,4, aproximadamente 4 a 5 horas a 200 rpm,
28°C, essa foi utilizada para infectar embriGes imaturos do milho Hi Il. Para a
infeccdo, os embrides imaturos foram lavados por duas vezes com 0 meio de
infeccdo + AS (100 uM) sem bactéria, e em seguida a suspensdo bacteriana foi
adicionada. O tubo contendo embrides e bactéria foi homogeneizado gentilmente
por vinte vezes e mantido em repouso por 5 minutos no escuro. Apos esse
periodo, os embrides foram plaqueados, com o eixo embrionario em contato
com o0 meio, em meio de co-cultivo (Anexo E). Os embrifes permaneceram
nesse meio por trés dias a 19°C e, em seguida foram transferidos, por 7 dias,
para meio de repouso (Anexo F) contendo 250 mg/L cefotaxime para eliminagéo
da Agrobacterium tumefaciens. A selegdo de calos transgénicos foi iniciada na
segunda semana apos a infeccdo e feita de maneira idéntica a descrita no item
3.4.2.

3.6 Analise molecular

3.6.1 PCR — Reacgdo em Cadeia da Polimerase

A extracdo de DNA gendmico das plantas produzidas foi realizada
segundo Saghai-Marrof et al. (1984). Foram feitas reacdes de PCR para deteccdo
dos genes SOMATE e bar em todas as amostras de DNA em um volume final 25
uL, utilizado 0,8X de tampdo sem Mg (Invitrogen), 0,8 mM de dNTPs, 1,6 mM
de MgCl, (Invitrogen), 0,5U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen), 10 ng de
DNA template e 0,4 uM de cada um dos Primers ( [SOMATE: JL 57 F (GTG
CTG GAT CCG ATC CTG AT) x JL58 R (CAC TGC CGA AGA AAC TTC
CA) e bar: BarF (5’AGA AAC CAC GTC ATG CC3’) e BarR (5’TGC ACC
ATC GTC AAC CAC3’)] e completou-se com H,0. Para o gene SOMATE, os

ciclos de amplificacdo foram constituidos de uma desnaturacdo inicial de 1
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segundo a 94°C, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento 60°C por 40 segundos e extensdao com 72°C por 1 minuto e meio,
seguido de uma extensdo final a 72°C por 5 minutos. Para o gene bar o ciclo foi
de uma desnaturacgdo inicial de 5 segundos a 94°C, seguido de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 15 segundos, anelamento 60°C por 15 segundos e
extensdo 72°C por 15 segundos, seguido de uma extensdo final a 72°C por 15
segundos. Os produtos dessas reacfes foram separados por eletroforese a 100
Volts por 40 minutos, em gel de agarose 1% utilizando tampdo TAE (90 mM
Tris-Acetato, 1 mM EDTA, pH 8,0). Os géis tratados com brometo de etidio (1
puL/mL) foram visualizados sob luz ultravioleta em fotodocumentador Gel Logic
2000 Imaging System (Carestream Health, New Haven, CT) e as imagens
capturadas e estocadas no programa Kodak Molecular Imaging Software Ready
— Standard Edition v.4.5.0.

3.6.2 Southern blot

Para a confirmacgdo da presenga e identificacdo do numero de copias do
gene SbMATE no eventos gerados, DNA genbmico foi digerido com as enzima
de restricdo EcoRI e Hindlll, respectivamente. O DNA digerido foi separado em
gel de agarose 0,8% utilizando tampdo TAE 90 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA,
pH 8,0. Em seguida, o gel foi tratado com brometo de etidio (1 pL/mL) e
visualizados sob luz ultravioleta. As imagens capturadas e estocadas no
programa Kodak Molecular Imaging Software Ready — Standard Edition v.4.5.0.

O gel foi lavado em solucdo de depurinagdo (355,6 mM HCI) por 10
minutos, denaturado em tampéo 1,5M de NaCl 0,5M de NaOH por 30 minutos e
neutralizado (1,5M de NaCl e 0,5M de Trizma base e pH 7,5) por 30 minutos.
Todas as etapas acima citadas foram feitas sob agitacdo em temperatura
ambiente. Em seguida, o DNA foi transferido por capilaridade para uma

membrana de nitrocelulose Amersham Hybond™ - N* (GE-Healthcare,
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Buckinghamshire) de acordo com a instrucdo do fabricante. Os transgenes foram
detectados usando a sonda SbMATE, marcada e identifica com o Kkit
Amersham™  AlkPhos Direct Labelling Reagents (GE-Healthcare,
Buckinghamshire) de acordo com instru¢cbes do fabricante. A sonda foi
preparada por digestdo parcial do plasmideo pCAMBIA 3301 contendo a
construcdo Ubi::SbMATE::NOS, utilizando a enzima BamHlI, e purificado com o
kit GENECLEAN® 11 (Q-Biogene, Rutherford Road, Carlsbad), conforme

descrito pelo fabricante.

3.6.3 Real Time PCR

3.6.3.1 Desenhos de “primers” e sondas
Sequéncias dos genes-alvo, SbMATE e Actina, foram obtidas do
Genbank e exportadas para o programa Primer Express v 3.3 (Applied

Biosystems).

3.6.3.2 Obtencéo do RNA total
A extracdo de RNA total foi feita utilizando RNeasy®Plant Mini Kit

(Qiagen, Hilden, Germany) de acordo com instruc@es do fabricante.

3.6.3.3 RT-PCR: Transcritptase reversa — reacdo em cadeia da polimerase
Para a produgdo do cDNA foi utilizado o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA). Para cada
amostra em um volume final de 10 pL foram necessarios 2 pg de RNA total, 2X
tampdo RT, 0,8 mM de dNTP’s mix, 2X de primers RT random, 4,2 pL de H,0
nuclease-free e 1,0 uL de transcriptase reversa. As reagdes foram feitas em um

termociclador com um gradiente de temperatura para anelamento dos primers,
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programado para 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C, 5 minutos a 85°C e
4°C oo,

Foram feita diluigdes 1:10 das amostras de cDNA’s para o ensaio
SbMATE com Syber. Para cada amostra utilizou-se 10 pL de Fast Green, 4uL de
primer, 4 pL de cDNA completando o volume final de 20 pL com H)0
autoclavada e livre de RNAse. Utilizou-se primers para o gene alvo, SOMATE (5
uM) e primers para o gene constitutivo Actina (1,43 uM).

As amostras de PCR Master Mix foram aplicadas em triplicata em uma
placa especial para PCR em Tempo Real. A placa foi analisada pelo 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, California, USA).
Toda programacéo foi feita seguindo o manual de instru¢Ges. As condi¢Bes do
termociclador foram: 48°C por 30 minutos, 95°C por 10 minutos, e 40 ciclos de

95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

3.7 Avaliacdo da tolerancia ao aluminio em solucéo nutritiva

Avaliacdo da tolerancia ao aluminio foi realizada em solugdo nutritiva
utilizando como controle os genétipos ndo transgénicos, Parental A, Parental B
(ambos genitores do Hi Il), L3 (tolerante ao Al), AxB (Hi II), L53 (linhagem
sensivel ao Al) e Hi Il autofecundado / F2 (gendtipo utilizado como material
vegetal desse trabalho) e 47 eventos transgénicos (Tabela 1) da geracdo T1.

As sementes foram desinfetadas em solucdo 0,4 a 0,6% cloro ativo
durante 5 minutos e germinadas em rolos de papel de germinacdo umedecidos
com 4agua deionizada por quatro dias em camara de crescimento com
temperatura diurna média de 27 + 3°C, noturna de 20 + 3°C e fotoperiodo de 12
horas. As plantulas foram transferidas para copos plésticos perfurados,
acomodados em placas de PVC dentro de bandejas plasticas com capacidade
para 8,5 litros de solugdo nutritiva. As plantulas foram mantidas por 24 horas em

solugdo nutritiva completa sem Al (Magnavaca et al., 1987), com o pH ajustado

34



para 4,0 (Tabela 2, anexo), sob aeracdo constante. Apos esse periodo, as plantas
foram transferidas para uma nova solu¢do nutritiva com a mesma constituicdo
anterior, porém adicionando-se AlIK(SO,4),.12H,0 nos tratamentos contendo Al.
Os experimentos foram mantidos em cadmara de crescimento, sob as mesmas
condicdes utilizadas para a germinacao.

Inicialmente foi realizado um teste de concepcédo. As testemunhas foram
analisadas em solucdo nutritiva com trés niveis de Al tdxico com as seguintes
atividades {uM AI**} e concentracdes equivalentes [uM Al]: {27}, {39} e {60}
e [148], [222] e [360], respectivamente, eficientes para discriminar gen6tipos de
milho quanto a tolerdncia ao Al. Avaliagdes posteriores dos genotipos
transformados foram conduzidas na concentracdo de 360 uM de Al, que
corresponde a {60} M, onde as chaves indicam atividade de Al livre estimadas
com o programa GEOCHEM-PC (Parker et al., 1995). Cada evento foi
representado por diferentes quantidades de sementes (Tabela 1), devido a
diferenca na quantidade de sementes germinadas por evento transgénico
regenerado em casa de vegetacdo. Cada bandeja foi composta de pléntulas
transgénicas e uma fileira de testemunhas.

Foi avaliada a taxa de crescimento radicular (mm/dia) no momento das
transferéncias das plantulas para solucdo nutritiva sem Al; ap6s 24 horas das
plantulas em solucdo nutritiva sem Al; e ap6s cinco dias em solugdo nutritiva
com Al.

O Comprimento da raiz seminal de cada plantula foi medido no
momento de transferéncia, apds 24 (C.,a,) e 48 horas (Cagn) de crescimento em
solucdo nutritiva completa, sem aluminio, para a obtencdo do Comprimento
controle (Cc = Cygn — Cosn), € ap0s cinco dias de crescimento em solucéo
nutritiva contendo Al, (Cya0n + a))- O indice utilizado para avaliar a tolerancia foi
CRR (% Crescimento Radicular Relativo) = [(Cyz0 + a1 — Cagn)/ Cc x 5] x 100.

Nos eventos T1, a adogdo de um controle independente ndo foi possivel, uma
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vez que cada individuo da populagdo representa um genotipo distinto. Assim, 0s
valores de Comprimento controle foram multiplicados por cinco, assumindo-se
gue as taxas de crescimento na auséncia de Al sdo uniformes entre os eventos
durante o periodo de exposicao de cinco dias, ou que as variagdes nas taxas sao
uniformes entre eventos. Para os genotipos onde foi possivel a ado¢do de um
controle independente sem adicdo de Al durante todo o periodo experimental, foi
obtido o Crescimento radicular Liquido no periodo de cinco dias em cada uma
das trés concentracbes de Al: CL = Ciyn + at — Cagn. Valores percentuais de
Crescimento Liquido Relativo (CLR) foram obtidos pela divisdo do crescimento
liqguido medido ap6s cinco dias de exposi¢do ao Al pelo crescimento liquido
radicular das plantulas cultivadas na auséncia de Al (controle). Para cada
tratamento com Al, foram obtidas as médias de CL de cada uma das trés
parcelas experimentais compostas por sete plantulas cada. Essas médias foram
divididas pela média global do tratamento controle sem Al, sendo assim gerados

trés valores de CLR para cada genétipo de milho.
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TABELA 1 Quantidade de sementes T1, obtidas via transformacdo genética
mediada por Agrobacterium tumefaciens (A) e Biobalistica (B),
gue foram analisadas em solucdo hidropdnica contendo {60} UM

de Al.
Genotipos | Numero de | Gendtipos | Nimero de | Geno6tipo | NUmero de
sementes sementes sementes

Al 2 B25 25 B49 40
A2 32 B26 2 B52 9

Ad 31 B27 6 B53 1

A5 23 B29 8 B54 1

A8 30 B30 1 B55 3
Al4 35 B33 19 B56 1
A19 35 B35 31 B57 3
A25 29 B34 39 B58 1

B4 5 B36 1 B59 35

B5 15 B37 26 B60 4

B7 2 B38 14 B61 4
B19 4 B39 17 B64 6
B20 2 B40 12 B65 25
B22 11 B42 14 B66 9
B21 23 B43 19 B67 30
B24 8 B44 37

3.8 Andlises Estatisticas

A anéalise de variancia dos valores de %CLR e a comparacdo entre

grupos de média pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade foram

realizados para os gendtipos nao transgénicos submetidas as atividades de {27},
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{39} e {60} uM Al em solugdo nutritiva, com o auxilio do programa SISVAR
(Ferreira, 2000).

O teste de * foi utilizado para avaliar a segregacio da tolerancia ao Al
em {60} pM, utilizando os valores de %CRR, nas progénies T1, derivadas da
autofecundacéo das plantas TO. Foi feita uma analise de variancia das médias de
CRR em cada uma das classes genotipicas para avaliar a tolerancia ao Al. E foi
feita um correlacdo entre a expressdo do gene SOMATE com a porcentagem do
crescimento relativo radicular.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, inicialmente, foram geradas, via transformacdo mediada
por Agrobacterium e biobalistica, plantas de milho expressando o gene de
tolerancia ao aluminio SbMATE, isolado da linhagem tolerante de sorgo SC283.
Em seguida, os eventos TO foram autofecundados gerando as sementes T1.
Todas as sementes T1 foram germinadas e submetidas ao estresse de aluminio
em solucgdo hidropdnica, para a avaliagdo da tolerancia ao aluminio. Ap6s uma
selecdo tendo com base o crescimento radicular, a tolerancia ao aluminio e o
desenvolvimento dos dapices radiculares dessas plants, foi realizado analise de
Southern blot e de expressdo do gene SOMATE via PCR em Tempo Real em um

subgrupo de 15 dessas plantas.

4.1 Clonagem génica

A construcdo génica utilizada para a producdo das plantas transgénicas
de milho contém o gene SbMATE sob o controle do promotor constitutivo da
Ubiquitina de milho e o terminador NOS (Ubi:: SOMATE ::NOS) (Figura 2).

Ubiquitina SDMATE NOS
2.0kb 1.8 kb 0.22kb
1.4 kb 0,6 kb 1.0kb 0,8kb 0,22kb
HindlIL FeoRI1 BamHI BamHI BamHI EecoRI1

FIGURA 2 Construgéo génica Ubi::SbMATE::NOS utilizada para transformacao
genética das plantas de milho.
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O promotor da Ubiquitina e o terminador NOS foram obtidos do
plasmideo pAHC17 (Figura 3 e 4) e transferidos para o plasmideo pCAMBIA
3301, gerando o plasmideo pCAMBIA 3301/Ubi::NOS (Figura 5). O plasmideo
pCAMBIA 3301 possui em sua estrutura o gene de selecdo bar, que codifica para
a proteina fosfinotricina acetiltransferase, sob o controle do promotor
constitutivo viral CaMV35S.

Ubiquitina: . NOS

Hindill EcoRI " BamHI EcoRI
l 1.4 kb | 0.6 kb | |

l l l l
0,2kb

FIGURA 3 Isolamento do promotor Ubiquitina e terminador NOS do vetor
pAHCL17 (Christensen et al., 1996).

40



14%

MM 1 2 34 56 78

A B

AP AP 4090 91 ¢

<«—22kb

3,054kb —>
<€— 2,2Kkb

2,036kb —>

FIGURA 4 Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio correspondente ao isolamento do promotor da
Ubiquitina e terminador NOS do vetor pAHC17.(A) Digestdo total com Hindlll e parcial com EcoRl
do plasmideo pAHC17.: (1) 1 minuto; (2) 2 minutos; (3) 3 minutos; (4) 4 minutos; (5) 5 minutos; (6)
6 minutos; (7) minutos; (8) minutos. A seta indica o fragmento de 2,2 kb correspondente ao
promotor da Ubiquitina e o terminador NOS; (B) Confirmacdo da purificacdo da banda isolada do
gel em A, referente & Ubi::NOS.



HindII FooRI

Ubigquitina LB

FIGURA 5 Vetor binario pCAMBIA 3301contendo a insercdo do promotor e
terminador Ubi::NOS entre os sitios de restrin¢cdo Hindlll e EcoRI.
O pCAMBIA possue 0 gene de selecdo phosphinothricin acetil
transferase (bar) sobre o controle do promotor e terminador
CaMV35S e foi utilizado para transformacdo mediada via
biobalistica.

O gene SbMATE foi isolado da linhagem de sorgo SC283 via transcricéo
reversa e clonado no plasmideo TOPO TA gerando o plasmideo TOPO TA/
SbMATE (Figura 6). Essa clonagem foi realizada, por esse plasmideo ser grande,
sendo possivel posteriormente o isolamento do tamanho exato do fragmento
desejado, visto que depois da transcri¢do reversa, esse fragmento continha uma
sequéncia de alguns pares de base ndo desejados, nas extremidades do
fragmento.

Em seguida, o plasmideo TOPO TA/ SOMATE, foi digerido parcialmente
com a enzima BamHI, gerando um fragmento de 1,8 kb (Figura 6)
correspondente ao gene SbMATE, e esse foi subclonado nos sitio da enzima
BamHI do plasmideo pCAMBIA 3301/Ubi::NOS, produzindo o plasmideo
pCAMBIA 3301 / Ubi::SbMATE::NOS que foi utilizado para a transformacéo
mediada biobalistica. A digestdo parcial ao invés da digestao total do plasmideo
TOPO TA/ SbMATE foi necessaria pois existe um sitio de BamHI dentro do gene
SbMATE.
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2,036kb
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FIGURA 6 Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio confirmando a
clonagem do cDNA do gene SbOMATE no vetor TOPO TA. O gene
SbMATE foi amplificado via transcri¢do reversa da linhagem de
sorgo SC283 e clonado nos sites EcoRl e BamH1 do plasmideo
TOPO TA gerando o plasmideo TOPO TA/ SODMATE. A) Digestdo
total com EcoRI confirmando a presenga do gene SbMATE no
vetor TOPO TA. (B) Digestdo parcial com BamHI do plasmideo
TOPO TA contendo o gene SOMATE; (1) 0 minuto, (2) 1 minuto,
(3) 2 minutos, (4) 3 minutos, (5) 4 minutos, (6) 5 minutos. (C)
Fragmento purificado, correspondente ao SOMATE isolado do gel
B.

Apbs essa subclonagem, foi realizado o sequenciamento da regido
Ubi::SbMATE::NOS do plasmideo pCAMBIA 3301 / Ubi::SbMATE::NOS
utilizando trés primers na posic¢do foward ou 5’ (F, U5, MJ13) e dois primers na
posicdo reverse ou 3’ (UbiFa2, R) (Figura 7). A integridade das sequéncias

geradas foi confirmada ap6s anélises de alinhamento.
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Ubiquitina | SDMATE | NOS |
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| | | [

Primer UbiFa2 Primer U5 Primer MIL3 Primer R
e r H % %

P

Priier

FIGURA 7 Posi¢éo do anelamento dos primers na constru¢cdo pCAMBIA 3301 /
Ubi::SbMATE::NOS, confirmando a integridade das sequéncias
geradas. O tracejado indica o local, e as setas indicam a posicdo do
anelamento dos primers.

Na transformacdo de milho mediada por Agrobacterium tumefaciens o
vetor binario utilizado foi o pTF101 (Figura 8), esse vetor binario também
contém o gene de selecdo bar sob o controle do promotor constitutivo viral
CaMV35S. Para a subclonagem do gene SbMATE neste vetor, foi feita uma
digestdo total da construgdo génica com a enzima de restricdo Hindlll e uma
parcial com a EcoRI (Figura 9), tendo como objetivo isolar o gene quimérico
Ubi::SbMATE::NOS, que foi subclonado no plasmideo pTF101, nos sitios
enzimaticos de Hindlll e EcoRIl produzindo o plasmideo pTF101 /
Ubi::SbMATE::NOS.
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HindIII EeoRI BamHI PamHlL BamHI FeaRlI
LB

Ubiquitina SDMATE Tvsp

FIGURA 8 Vetor binario pTF101 (Paz et al., 2004) contendo o gene SbMATE
sob o controle do promotor Ubiquitina e o terminador NOS,
gerando a constru¢cdo Ubi::SbMATE::NOS, entre os sitios de
restricdo Hindlll e EcoRI, utilizado para transformagdo via
Agrobacterium. O cassete contém em sua construcdo o gene de
selecdo bar sob o controle do promotor (P) 35S e o terminador (T)
Vsp.

MM 0 1 2 3 4 MM 1

ol S B

5,090kb

4 =3 €—— 402kb

5,090kb
4,072kb

€ 4,02kb

FIGURA 9 Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. (A) Digestdo da
construgdo Ubi:SbMATE::NOS, total com HindlIll e parcial com
EcoRI, com os tempos: 0 (0 min sem EcoRlI); 1 (1 min); 2 (2 min); 3
(3 min) e 4 (10 min) em ordem crescente de aplicacdo; (B) Banda
purificada correspondente & construgdo Ubi::SbMATE::NOS isolada
do gel A.
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4.2 Transformacao genética de milho

Calos embriogénicos subcultivados por sete dias, em meio de indugéo de
calos, foram utilizados nas transformagdes de milho Hi Il via biobalistica ou
Agrobacterium tumefaciens.

Em 27 placas bombardeadas utilizando 2.700 calos, foram regeneradas
140 plantas, correspondendo a 46 eventos diferentes. Essas plantas foram
transferidas para casa de vegetacdo e tratadas com 1 mg.L™ de fosfinotricina
acetiltransferase (Herbicida Finale) quando atingiram o estadio de 8 folhas.
Apos a aplicacdo do herbicida, 115 plantas desenvolveram normalmente e foram
autofecundadas ou cruzadas com o progenitor Hi Il ndo transgénico. A
frequéncia de transformacdo observada foi da ordem de 1,7% (46 eventos /
2.700 calos bombardeados). A eficiéncia da transformagéo foi similar a de 1,9%
obtida por Frame et al. (2000) bombardeando calos embriogénicos de Hi Il com
particulas de ouro de 1,0 um. Entretanto, foi mais baixa do que a eficiéncia de
7,1% comunicada por Shou et al. (2004) ou a faixa de 4,6 a 31,4% comunicadas
por Frame et al. (2000), utilizando particulas de ouro de 0,6 um no
bombardeamento de milho Hi Il. Toda a transformacé@o de milho do presente
trabalho foi realizada com particulas de tungsténio de tamanho variado, uma
mistura contendo particulas até 10 um. Conforme mostrado por Frame et al.
(2000) o tamanho da particula utilizada no bombardeamento é um dos fatores
responsaveis pela recuperacdo de clones transgénicos. A reducdo do tamanho da
particula serve para minimizar o ferimento causado nas células alvo e,
consequentemente, melhorar a regeneracdo celular e a eficiéncia de producéao de
plantas transgénicas.

A eficiéncia da transformacdo obtida utilizando a transformacdo
medisada por Agrobacterium foi de 2,66%, sendo recuperados oito calos

transgénicos a partir de 300 embrides infectados. A frequéncia de transformagéo
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de milho Hi Il pela agrobacteria obtida neste trabalho estd dentro da faixa de
1,1% a 22,2% apresentada por Frame et al. (2002).

4.3 Andlise molecular

Para a comprovacdo da transgenia nos eventos TO e na primeira geracdo
de autofecundagdo (T1), foram realizadas anélises de PCR, Southern blotting e
PCR em Tempo Real.

4.3.1 Amplificacéo do gene SOMATE via PCR

O DNA total foi extraido das plantas de milho regeneradas em casa de
vegetacdo e foram realizadas PCR de plantas TO e T1, utilizando dois pares de
primers JL57 F e JL58R e, barF e barR que amplificam fragmentos de 788 pb do
gene SbMATE (Figura 10) e de 407 pb do gene bar, respectivamente.

JL 57 l JL 58

788pb

FIGURA 10 Posicdo de anelamento dos primers JL57F e JL58R no gene
SbMATE, presente na construcdo génica Ubi::SbMATE::NOS. Os
primers geram um fragmento de 788 pb do gene SbOMATE.
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4.3.1.1 Plantas TO

Anadlises de PCR confirmaram a presenca do gene SOMATE em 39 dos
46 eventos TO gerados via biobalistica, o que corresponde a 84,78% de
cotransformacdo dos gene bar e SOMATE. Durante o processo de cultura de
tecidos associado com a transformacgdo, eventos transformados foram
selecionados em meio contendo o herbicida fosfinotricina. Assim, é esperado
gue apenas 0s eventos que continham o gene bar corretamente inserido no
genoma e expressando fossem selecionados (Shou et al., 2004). Algumas vezes,
0 gene de interesse pode n&do ser expresso devido a fragmentagédo da construcéo
génica durante os processos de precipitacgdo do DNA nas microparticulas e
transformacao via biobalistica.

Das oito plantas TO geradas via transformacdo mediada por
Agrobacterium tumefaciens, apenas cinco foram analizadas por PCR, sendo
identificada quatro contendo o gene SbMATE (Figura 11). No caso da
transformacdo mediada por A. tumefaciens a cotransformagdo do gene de
selecéo e do gene de interesse, SOMATE foi de 80%. O sistema de transformagéo
mediada por Agrobacterium favorece a co-integracdo dos genes de selecéo e de
interesse, uma vez que ambos estdo localizados no mesmo T-DNA. Além disso,
a insercdo do gene Ubi::SbMATE::NOS junto a borda direita do vetor pTF101 e
do gene CaMV35S::bar::Tvsp junto a borda esquerda propicia um maior
namero de eventos contendo os dois genes. A transferéncia do T-DNA é iniciada
pela borda direita (Gelvin, 2000), nesse caso quando o gene de sele¢do comecar
a ser transferido, o gene SOMATE j& tera sido transferido. Apesar da integracdo
dos dois genes, bar e SOMATE, ser favorecida pelo sistema de transformagéo
mediado por Agrobacterium, a diferenga de cotransformagdo entre os dois
sistemas foi muito pequena.

O aparecimento de plantas transgénicas com integracdao diferencial dos

genes de selegcdo e de interesse é um fato comumente observado por outros
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pesquisadores durante os procedimentos de transformacdo via biobalistica ou
Agrobacterium (Brandao, 2007).

1018 pb

506 pb

FIGURA 11 Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, referente a PCR
das plantas TO transformadas via Agrobacterium tumefaciens
utilizando os primers JL57F e JL58R; (1) MM 1Kb lambda; (2,3)
Milho ndo transgénico; (4 a 8) Eventos regenerados; (9) Eventos
regenerados e negativo para o gene SbMATE (10) Plasmideo
pCAMBIA 3301/Ubi::SbMATE::NOS diluido 1:100. (11) Branco.
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4.3.1.2 Plantas T1

Posteriormente, um subgrupo de 15 plantas T1, selecionadas com
relacdo a tolerancia ao Al (se¢do 3.7), foi também caracterizado
molecularmente.

Na primeira geracéo das plantas (T1), o produto da PCR (Figura 12) foi
amplificado em 11 eventos, pois nessa geracao ja comeca surgir a segregacao
dos genes de interesse e de selecdo, mas eles ainda ndo se encontram fixados.
Nos eventos transformados via Agrobacterium, o gene SbOMATE foi amplificado
em sete plantas (87,5%), e pela técnica de biobalistica foram amplificado em
quatro plantas (57,14%).

O mesmo ocorreu na confirmagdo do gene bar comparando-as com as
TO (Figura 13), foi possivel a amplificagdo com sucesso desse gene em 12
plantas e em apenas 3 foram negativas, sendo esse resultado justificado pela
segregacao génica.

Sasaki et al. (2004) confirmaram em 100% das plantas TO analisadas, a
presenca do gene ALMT1 em plantas transgénicas de arroz através de PCR.
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FIGURA 12 Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, referente a PCR
das plantas T1 para o gene SOMATE com os primers JL57F e
JL58R; Canaletas (1) MM 1Kb lambda; (2) Controle negativo
planta de milho ndo transgénica; (3, 4, 5, 7, 8, 9 10, 13, 14, 15, 17)
Plantas positivas; (6, 11,12,16) Plantas negativas para a presenca
do gene SbMATE; (18) Branco; (19) Controle positivo plasmideo
Ubi::SbMATE::NOS. Os eventos com a inicial A e B sdo referentes
a transformacdo mediada via Agrobacterium tumefacien e
biobalistica, respectivamente.
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FIGURA 13 Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, referente a PCR

de plantas T1 para o gene bar amplificado com os primers barF e
barR; Canaletas (1) MM 1Kb lambda; (2) Controle negativo; (3, 4,
5,7, 8,910, 12, 13, 14, 15, 17) Plantas positivas; (6, 11, 16)
Plantas negativos; (18) Branco; (20) Controle positivo plasmideo
Ubi::bar::NOS. Os eventos com a inicial A e B sdo referentes a
transformacdo mediada via Agrobacterium tumefacien e
biobalistica, respectivamente.

A andlise de PCR ndo é uma técnica aceita como prova final de

transgenia devido a sua alta sensibilidade, podendo gerar falsos positivos.

Pequenas quantidades de DNA contaminante, contendo o gene analisado podem

ser amplificadas (Romano, 1998). Nesse caso, optamos para confirmacdo dos

resultados de PCR, o uso de Southern blotting do DNA genémico das plantas

transgénicas.
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4.3.2 Andlise da presenca do gene SOMATE por Southern blotting

A presencga do gene SOMATE foi confirmada em seis de oito amostras de
DNA digeridas com a enzima EcoRI provenientes da transformacdo via
Agrobacterium (Figura 14).

2620 pb -

FIGURA 14 Southern blot de plantas TO transformadas via Agrobacterium. 30
ug de DNA gendmico foram digeridos com EcoRI e marcado com
a sonda SbMATE para identificar presenga do gene. Canaletas (1)
MM 1Kb lambda; (2) Controle negativo planta de milho néo
transgénica; (3, 4, 5, 6, 7, 8) Plantas positivas; (9) Plantas
negativas; (11) Plasmideo Ubi::SbMATE::NOS.

Para os sete eventos derivados do bombardeamento de particulas, e os
oito derivados de Agrobacterium, o fragmento de 2,620 Kb (Figura 2)
confirmando a presenga do gene, foi detectado nos eventos analisados (Figura
15).
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FIGURA 15 Southern blot dos eventos T1 transformadas via Agrobacterium e
biobalistica. 30 pg de DNA genémico foram digeridos com EcoRI
e marcado com a sonda SOMATE para identificar presenca do gene.
(C-) Controle negativo; (1, 2, 3, 5, 6, 7, 8) Evento segregado
positivo gerado via transformagdo mediada Agrobacterium; (11,
12, 13, 15) Evento segregado positivo gerado via transformagéo
mediada biobalistica; (4, 9, 10, 14) Evento segregado negativo; (x)
Branco; (C+) Plasmideo pCAMBIA 3301/Ubi::SbMATE::NOS
diluido 1:500. Os eventos com a inicial A e B sdo referentes a
transformacdo mediada via Agrobacterium tumefacien e
biobalistica, respectivamente.

O nUmero de cépias foi estimado digerindo os DNAs com a enzima de
restricdo Hindlll, que corta apenas uma vez dentro da construg¢do. O resultado
desse Southern blot ndo foi muito satisfatério, apesar de ter sido repetido.
Entretanto, é possivel perceber que a maioria dos eventos gerados via
Agrobacterium tem uma Unica cdpia ou menos copias do transgene quando
comparado a transformacdo via biobalistica (Figura 16). Dados similares,

mostrando que a transformacdo mediada por Agrobacterium resulta em um
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namero de cdpias mais baixo do que a transformacédo via biobalistica, tém sido
apresentados por diferentes pesquisadores (Dai et al., 2001; Shou et al., 2004;
Zhao et al., 1998). Teoricamente a transformacdo via biobalistica é capaz de
introduzir multiplas copias do transgene no genoma transformado, enquanto que
na transformagdo mediada por Agrobacterium a maioria dos eventos contém

entre uma a quatro copias do transgene (Hansen et al., 1996; Shou et al., 2004).
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FIGURA 16 Southern blot dos eventos T1 transformadas via Agrobacterium e
biobalistica. 30 pg de DNA gendmico foram digeridos com
Hindlll e marcado com a sonda SbMATE para identificar o
numero de copias do gene. (C-) Controle negativo; (x) branco; (1 a
8) eventos gerados via Agrobacterium; (9 a 15) eventos gerados
via biobalistica; (C+) Plasmideo Ubi::SbMATE::NOS diluido
1:500. Os eventos com a inicial A e B sdo referentes a
transformacdo mediada via Agrobacterium tumefacien e
biobalistica, respectivamente.
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4.4 Analises da expressao génica

4.4.1.1 Crescimento radicular de gen6tipos de milho néo transgénico em
solucdo nutritiva com diferentes doses de Al

A tolerdncia ao Al pode ser avaliada através da determinacdo de
alongamento das raizes das plantas crescidas em cultivo hidropbnico, na
presenca continua de Al adicionado (Alves et al., 2004).

O hibrido Hi Il foi o milho utilizado para a superexpressdo do gene
SbMATE principalmente por ser um gendtipo de facil manutengdo em cultura de
tecidos e transformacdo menos recalcitrante. Entretanto, ndo existe na literatura
nenhuma referéncia a sua tolerancia ao estresse de Al*, portanto foi necessaria a
realizacdo de experimentos com essa finalidade.

Alves et al. (2004) sugerem que a tolerancia ao aluminio em milho é
melhor caracterizada na concentracdo de 222 uM de Al ou {39} uM, permitindo
uma melhor distribuicdo entre os materiais tolerantes e sensiveis. Nessa
atividade, as linhagens L1154 e L3 apresentam pequena reducdo no crescimento
da raiz seminal, 18,7% e 4,3%, respectivamente. Sendo considerados gendtipos
mais tolerantes ao estresse de aluminio. Ja a linhagem L53 tem o crescimento da
raiz seminal completamente inibido nessa atividade de aluminio, sendo
considerado um gen6tipo sensivel.

O crescimento radicular em solugdo hidroponica, suplementada com
Al do hibrido Hi Il e seus progenitores, linhagem Parental A e Parental B foi
comparado com o crescimento seminal do gendtipo tolerante L3 nas atividades
de 27, 39 e 60 uM de Al e concentracbes 148, 222, 360 uM de Al,
respectivamente. As médias de Crescimento Liquido Relativo (CRL) obtidas
foram comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey com nivel de

significancia 5% (Anexo ).
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TABELA 2 Porcentagem de crescimento liquido relativo (CLR) de 4 gen6tipos
de milho expostas as atividades de {27}, {39}, e {60} uM de Al em
solugdo nutritiva.

Genotipos de CLR (+Al/-Al)
Milho {27} uM Al {39} uM Al {60} pM Al
Parental A 73.626808 a 72.560055 a b 43.897635 a
Hi-l 76.842041 a 64.859751 a 47.202598 a
L3 91.525531 a 68.811840ab 52.559477 a
Parental B 107.064352 a 103.468461 b 62.339123 a

Valores representam médias de trés repeti¢cbes. Médias dentro de colunas com a
mesma letra constituem grupos homogéneos pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Os resultados da Tabela 2 demonstram a existéncia de variabilidade
guanto aos niveis de tolerncia ao Al entre os gendétipos de milho analisados.
N&o foi detectada uma diferenca significativa entre os genotipos quanto ao CLR
nas atividades de 27 e 60 uM Al. Na atividade {27} uM de Al, o CRL foi
estaticamente igual para todos 0s genotipos, sendo que a inibi¢do do crescimento
radicular variou entre 8,48% a 26,37% para L3 e Hi Il, respectivamente, e foi
observado um estimulo do crescimento radicular para o Parental B. Com o
aumento da atividade de Al para {60} uM, o CRL continuou estaticamente igual
para todos os genotipos, foi observado uma inibicdo de crescimento radicular
que variou entre 56,1% a 37,66% para 0s genoétipos testados. Diferencas
estatisticas de CRL foram detectadas apenas na atividade 39 uM Al, onde o
Parental B apresentou uma tolerancia mais elevada, enquanto que o hibrido Hi Il
foi menos tolerante.

Esse experimento mostrou que existe uma tolerancia moderada do

hibrido Hi Il ao estresse de Al*, comparéavel a tolerancia apresentada pela
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linhagem L3. Essa tolerancia, provavelmente, foi herdada do Parental B que
apresentou uma maior tolerdncia em concentracGes téxicas de Al. Também
mostrou que a atividade 60 uM de Al poderia ser utilizada para a analise em
solucdo hidropdbnica das plantas transgénicas geradas, pois nesta solucdo esta
ocorrendo uma inibi¢cdo de mais de 45% do crescimento radicular das plantas
Hi-1l ndo transformadas.

Apesar da tolerdncia ao aluminio ser uma variavel de distribui¢do
continua, que depende fundamentalmente do nivel de tolerancia dos gendtipos e
das doses de Al, foram estabelecidas classes de tolerancia definidas com base
nos valores de %CLR (Crescimento Liquido Relativo) na atividade de 60 uM de

Al, para melhor classificar os genotipos.

TABELA 3 Classificacdo da porcentagem de individuos dos genétipos de milho
ndo transgénico sob o estresse de {60} puM de Al em solugéo

hidropdnica.
Genotipos | Numero %CRR
de plantas Sensivel Moderadamente Tolerante Altamente
analisadas tolerante tolerante
%CRR <30 30< %CRR £50 | 50<%CRR<100 | %CRR>100
Parental A 14 0% 78,6% 21,4% 0%
Parental B 14 0% 50% 41,7% 8,3%
L3 7 0% 28,6% 71,4% 0%
Hi-1l 14 0% 71,4% 28,6% 0%

A Tabela 3 indica que nesse experimento, os genotipos L3 e Parental B
foram considerados tolerantes, devido a uma maior porcentagem de individuos
na faixa de CRR entre 50 a 100%. Os gendtipos Hi Il e Parental A foram
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caracterizados como moderadamente tolerantes, apresentando um maior nimero
de individuos na faixa de CRR entre 30 e 50%.

4.4.2 Crescimento radicular nos genétipos de milhos transgénicos em {60}
pL de Al

Todas as sementes T1 produzidas pelos 47 eventos de milho
transformados com a construcdo Ubi::SbMATE::NOS, 8 eventos gerados por
transformacdo mediada por Agrobacterium e 39 via biobalistica, foram
germinadas e submetidas ao estresse de Al*® conforme descrito em Material e
Métodos.

A Tabela 4 retrata a porcentagem de individuos de cada evento quanto
ao seu CRR, possibilitando diferenciar os eventos mais tolerantes dos menos
tolerantes. Foi utilizado para comparar os diferentes eventos gerados a %CRR ao
invés de %CLR porque ndo foi possivel a adocdo de um controle independente,
uma vez que cada individuo da populagdo representa um genétipo distinto.

De acordo com os dados apresentados, todos 0s eventos transgénicos
produzidos tiveram um maior nimero de individuos categorizados nas classes
moderadamente tolerante e tolerante, quando comparados com 0s genotipos
controle, os quais tiveram a maioria dos individuos caracterizados como
moderadamente tolerante com excecdo da linhagem sensivel L53. Também é
possivel visualizar na Figura 17 o aspecto de cada raiz, diferenciando-as quanto
a sua tolerancia. A partir dessas analises foi possivel estabelecer um critério para
uma primeira avaliagdo molecular, quanto a presenca e expressdo do gene
SbMATE.
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FIGURA 17 Aspectos visuais de raizes de geno6tipos sensiveis (S),
moderadamente tolerante (M), tolerante (T) e altamente
tolerante (A) na presenca {60} uM de aluminio.
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TABELA 4 Relagéo da porcentagem de individuos T1 quanto a sua tolerancia
em solugdo nutritiva hidroponica suplementada com {60} uM de
Al. A relagdo do nimero de plantas analisadas em cada evento,
estd exposta na Tabela 1.

Gendtipos %CRR
Sensivel Moderadamente Tolerante Altamente
tolerante tolerante
%CRR <30 30< %CRR £50 | 50<%CRR<100 %CRR>100

*Hi-11 31,7% 58,5% 9,8% 0%
*1.3 14,3% 76,2% 9,5% 0%
*Parent A 19% 57% 24% 0%
*Parent B 9,5% 57,1% 28,6% 4,8%
*1.53 95,2% 4,8% 0% 0%
Al 0% 50% 50% 0%

A2 14,3% 50% 25% 10,7%
A4 9,5% 28,6% 57,1% 4,8%
A5 11,1% 33,3% 50% 5,6%
A8 16% 20% 48% 16%

Al4 4,5% 13,6% 68,2% 13,7%
Al9 15,6% 31,3% 53,1% 0%
A25 14,3% 66,7% 19% 0%
B4 0% 60% 40% 0%
B5 35,7% 35,7% 28,6% 0%
B7 0% 0% 100% 0%
B19 25% 50% 25% 0%
B20 0% 50% 50% 0%
B22 10% 30% 60% 0%
B21 35,3% 47,1% 17,6% 0%
B24 12,5% 75% 12,5% 0%
B25 39,1% 39,1% 21,8% 0%
B26 50% 0% 50% 0%
B27 75% 12,5% 12,5% 0%
B29 28,6% 28,6% 42.8% 0%
B30 0% 100% 0% 0%
B33 5,5% 38,9% 55,6% 0%
B35 7,4% 44,4% 48,2% 0%
B34 52,6% 44,8% 2,6% 0%
B36 0% 0% 100% 0%
B37 8% 52% 40% 0%
B38 8,3% 50% 41,7% 0%
B39 7.1% 42,9% 50% 0%
B40 27,3% 54,5% 18,2% 0%
B42 20% 10% 70% 0%
B43 25% 43,7% 31,3% 0%
B44 23,5% 50% 26,5% 0%
B49 5,5% 52,8% 41,7% 0%
B52 0% 37,5% 62,5% 0%

...Continua...
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“TABELA 4, Cont”.

B53 100% 0% 0% 0%
B54 0% 100% 0% 0%
B55 50% 0% 50% 0%
B56 0% 100% 0% 0%
B57 33,3% 66,7% 0% 0%
B58 100% 0% 0% 0%
B59 0% 34,4% 65,6% 0%
B60 0% 100% 0% 0%
B61 50% 50% 0% 0%
B64 0% 33,3% 66,7% 0%
B65 8,7% 52,2% 39,1% 0%
B66 11,1% 22,2% 66,7% 0%
B67 41,7% 41,7% 16,6% 0%
*Controles ndo transgénicos. Foram utilizadas pelo menos 21 sementes de cada
genatipo.

*NUmeros precedidos pela letra A correspondem a eventos gerados via
Agrobacterium e pela letra B via biobalistica.

Foi observado em eventos gerados via transformacdo mediada por
Agrobacterium e via biobalistica, uma diferenga no ndmero de individuos
distribuidos nas diferentes classes de sensibilidades ao estresse de Al*®. Na
transformacao por Agrobacterium, houve uma maior porcentagem de individuos
tolerantes e com melhores niveis de tolerancia. Quando esses eventos foram
comparados com os controles ndo transgénicos Hi Il e Parentais A e B, 75% dos
eventos produziram um nUmero superior de individuos classificados como
tolerantes. Sendo que nos eventos A2, A4, A5, A8 e Al4 foram obtidos 10,7%,
4,8%, 5,6%, 16%, e 13,7% individuos altamente tolerantes, respectivamente.
Nos eventos via biobalistica, um maior nimero de individuos foi classificado
nas classes moderadamente tolerante e tolerante, sendo que ndo foram
identificados individuos altamente tolerantes. Ainda, entre os 39 eventos
testados, 6 tiveram um maior ndmero de individuos sensiveis ao estresse de Al*
(B26, B27, B34, B53, B58 e B61). Quando esses eventos foram comparados
com os controles ndo transgénicos Hi Il e Parentais A e B, 53,8% dos eventos

produziram um namero superior de individuos classificados como tolerantes.
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A média geral de %CRR dos individuos testados, de cada evento, em
solucdo nutritiva suplementada com Al*® é apresentada na Figura 18. O gréfico
mostra que 0s eventos obtidos através de transformacdo-mediada por
Agrobacterium possuem um maior crescimento da raiz seminal do que os
eventos derivados da biobalistica. Essas observac6es foram verificadas em dados
de diferentes autores trabalhando com transformacdo mediada por
Agrobacterium versus biobalistica (Dai et al., 2001; Zhao et al., 1998; Shou et
al., 2004; Assem et al., 2008). Shou et al. (2004) mostraram que 0 gene NPK1 é
mais expresso em eventos de milho gerados através de Agrobacterium guando
comparados com eventos produzidos via biobalistica. Também, Assem et al.
(2008) comparando os dois sistemas de transformagdo, mostraram que o gene
bar foi expresso mais eficientemente em plantas de milho transformadas via
Agrobacterium.

Todas as plantulas com CRR acima ou igual a média de sua progénie,
com um crescimento radicular saudavel e apices bem formados foram
selecionadas e transferidas para a casa de vegetacdo para producgao de sementes.
Um subgrupo de 15 dessas plantas, foram selecionadas para analises de
expressdo do transgene SOMATE (Tabela 5). Essa selecdo teve como base 0s
dados de %CRR (Figura 20), bem como observagfes visuais do vigor de

crescimento da raiz e do apice radicular.
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FIGURA 18 Comparagdo das médias das %CRR entre os eventos transgénicos
obtidos via Agrobacterium tumefaciens ou biobalistica e néo
transgénicos.L53: linhagem tropical sensivel ao Al**; Hi Il hibrido
temperado utilizado na transformacéo genética (F2); L3: linhagem
tropical com tolerancia mediana ao Al*™; A: parental A do hibrido
Hi II; B: parental B do hibrido Hi Il; Biobalistica: média de 39
eventos obtidos via biobalistica; Agrobacterium: média de oito
eventos obtidos via transformacdo mediada por Agrobacterium.

TABELA 5 Individuos selecionados baseados no aspecto visual da raiz e
CRR%, caracterizado quanto a sua tolerancia em niveis toxicos de

Al.
Nivel de tolerancia ao Al Parametro Plantas individuais
Sensivel %CRR<30
Moderadamente tolerante 30 < %CRR <50 Ad4.4, A4.13,B37.4,B59.7, B59.17

Tolerante

50 <%CRR <100

Al.l, A2.17,A2.22, A14.10, A14.17,
B37,23, B49.18, B49.33, B59.20

Altamente tolerante

%CRR >100
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A analise de variancia (Anexo J) dos valores de CRR% e a comparacao
de todos os eventos, usando o Teste de Tukey com nivel de significancia 5% de
probabilidade foram realizadas para todos os individuos de cada evento descrito
na Tabela 4 submetida a atividade de {60} uM Al em solucdo nutritiva, com o
auxilio do programa SISVAR (Ferreira, 2000). Nessa analise, foi possivel
comparar as diferenca entre o método utilizado para transformacdo
(Agrobacterium ou biobalistica) e o tipo (transgénico ou ndo transgénico).

Foi detectada uma diferenga significativa entres os gen6tipos, sendo que
0 que mais demonstrou sensibilidade ao aluminio foi o gendtipo L53 (ndo
transgénico), o que ja era esperado €, 0 que demonstrou uma tolerancia maior foi
0 gendtipo B7 (transgénico), demonstrando que a transformagdo genética
utilizada foi eficiente, principalmente, comparando ao mesmo genétipo ndo
transformado (Hi I1).

Os genotipos transformados foram mais tolerantes significativamente
que os ndo transformados. Existe uma diferenca significativa entre os dois tipos
de transformacdo, e neste trabalho o método Agrobacterium tumefaciens foi
mais eficiente quanto a tolerancia ao aluminio em solucdo hidropdnica
utilizando atividade {60} uM de Al.

A média calculada dos genétipos transformados foi, estatisticamente,
igual a dos genotipos mais tolerantes a aluminio, indicando que o genétipo Hi Il
atendeu a transformacdo, ou seja, ele passou a ser mais tolerante ao Al que o
genotipo Hi Il, L53, L3 e parental A, que foram 0s que apresentaram maior
sensibilidade ao aluminio utilizando atividade {60} uM de Al.

Para a transformacdo genética de Hi Il utilizando o gene SbMATE os
resultados do teste de y® apresentaram ajuste dos dados de distribuicdo de
frequéncia dos valores de CRR nas progénies T1 a um modelo normal,
fornecendo indicio de heranga mendeliana 1:3 (Sensiveis:Tolerante), 85% das

familias analisadas (Tabela 6) apresentam valores aceitos pelo teste de y°
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(P<5%). Essa possivel complexidade poderia ser atribuida, dentre outros fatores,
a tolerancia natural desse gendtipo, determinada pela presenca de mais de um
gene de tolerancia doado pelos parentais tolerantes ou pela presenca de gene(s)
de toleréncia em Parental B.

A correlacdo entre expressdo do gene e crescimento radicular foi baixa
(R?= 0,354928), porém ela foi maior quando os tipos de transformacdo sdo
comparados onde as plantas transformadas via Biobalistica tem um R? =
0,571928. Isso pode ser justificado devido a uma variagdo intrinseca de genes
gue tenham algum efeito quanto a tolerancia ao aluminio.

O arroz é a espécie de cereal mais tolerante ao Al, e a expressao de
ALMT1 em arroz ndo foi aumentada em plantas transgénicas, sendo justificado
pela quantidade de malato liberado ndo sendo suficiente para aumentar a
tolerancia ao Al do transformante acima do elevado nivel enddgeno de
tolerancia (Sasaki et al., 2004). Células de tabaco superexpressando o gene
ALMT1 mostram um aumento da tolerancia ao Al (Sasaki et al., 2004).

Em cevada transgénica expressando o gene TaALMT1 mostrou um
crescimento radicular semelhante quando cultivado por 5 dias em solos 4cidos, e
no mesmo solo, o crescimento das raizes das linhagens ndo transgénicas, bem
como o tipo selvagem da cultivar parental, foi inibido por cerca de 30% em
relacdo ao transgénicos (Delhaize et al., 2009). Todos 0s genétipos apresentaram
comprimento de raiz semelhante quando avaliados em hidroponia e em solos
acidos. Em hidroponia, a tolerancia ao Al em cevada expressando o0 ALMT1
pode ser avaliada através do crescimento vigoroso e do alongamento radicular
na presenca continua de Al, enquanto que, em linhagens ndo transgénicas, 0

crescimento radicular foi fortemente inibido (Delhaize et al., 2004).
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TABELA 6 Teste de ¥ quanto a distribuicio de frequéncia dos valores de
%CRR nas progénies T1 a um modelo normal, fornecendo indicio
de heranca mendeliana 1:3 (Sensivel:Tolerante).

Familia | Esperado | Esperado | Observado | Observado | Soma 2 GL
2 7 21 4 24 1,714286 1
A4 5,25 15,75 2 19 2,68254 1
A5 4,75 14,25 2 17 2,122807 1
A8 6,25 18,75 4 21 1,08 1
Al4 5,75 17,25 1 22 5,231884 *1
Al9 8 24 5 27 1,5 1
A25 5,75 17,25 5 18 0,130435 1
B4 1,25 3,75 0 5 1,666667 1
B5 3,5 10,5 5 9 0,857143 1
B19 1 3 1 3 0 1
B22 2,5 7,5 1 9 1,2 1
B21 4,25 12,75 6 11 0,960784 1
B24 2 6 1 7 0,666667 1
B25 5,75 17,25 9 14 2,449275 1
B27 1,25 3,75 3 2 3,266667 1
B29 1,75 5,25 2 5 0,047619 1
B33 4,5 13,5 1 17 3,62963 1
B35 6,75 20,25 2 25 4,45679 *]
B34 9,5 28,5 20 18 15,47368 *]
B37 6,25 18,75 2 15 3,64 1
B38 3 9 1 11 1,777778 1
B39 3,5 10,5 1 13 2,380952 1
B40 2,5 7,5 3 7 0,133333 1
B42 2,5 7,5 2 8 0,133333 1
B43 4 12 4 12 0 1
B44 8,5 25,5 8 26 0,039216 1
B49 9 27 2 34 7,259259 *]1
B52 2,25 7,75 0 9 2,451613 1
B59 8 24 0 32 10,66667 *]1
B61 1 3 2 2 1,333333 1

...Continua...

(o))
]




“TABELA 6, Cont”.

B65 5,75 17,25 2 21 3,26087 1
B66 2,25 7,75 1 8 0,702509 1
B67 6 18 10 14 3,555556 1

*Valor ndo significativo quanto a segregagdo das familias analisadas pelo teste
de y* (P <5%).

4.4.3 Quantificacéo da expressdo do gene SOMATE por PCR em tempo real

A expressdo do gene SbMATE em algumas das plantas transgénicas
geradas foi analisada através de PCR em tempo real. Para normalizar a
expressdo do gene SbMATE comparou-se plantas transgénicas com ndo
transgénicas e com a linhagem BRO07 de sorgo sensivel ao Al.

Para a corregdo de possiveis variacbes na quantidade de RNA inicial
utilizada em cada reacdo, assim como variagdes decorrentes da pipetagem
manual dos reagentes, optou-se pela normalizacdo dos experimentos utilizando o
gene enddgeno da actina do milho (Bustin et al., 2005). Dessa maneira, a
quantificagdo da expressdo do gene SOMATE foi descrita em valores de ACT.

A PCR em tempo real foi utilizada para analisar a expressdo do gene
SbMATE em plantas TO geradas da transformacdo mediada via Agrobacterium
(5 eventos) e também utilizada em subgrupo de plantas T1 produzidas via
biobalistica (7 eventos) e Agrobacterium tumefaciens (8 eventos).

Dentre as plantas TO (Figura 19) analisadas, 80% foram positivas para a
expressao do gene SOMATE quando comparadas com o controle negativo, planta
isogénica ndo transgénica. As plantas positivas podem ser consideradas
estatisticamente iguais quanto a sua expressdo, chegando a expressar 0 gene

SbMATE até 34.000 x comparada ao controle negativo.
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FIGURA 19 Expressdo do transgene Ubi::SbMATE::NOS em plantas TO

(transformadas via Agrobacteium) utilizando Real Time
PCR/SyberGreen. (A) Expressdo do gene bar. Amostras 4, 6, 7,
8,11: plantas positivas; 1, controle negativo planta ndo
transgénica; (B) Expressao do gene SOMATE.Amostras 4, 6, 7, 8:
plantas positivas; 11 planta positiva para o gene bar e negativa
para 0 gene SbMATE; C-, controle negativo planta ndo
transgénica.
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Dentre as plantas T1 analisadas (Figura 20), é possivel observar a
expressdao do gene SOMATE em todas as plantas, porém com uma faixa de
variacdo entre 0,62 X (evento A4.4) até 10.429,54 x (A2.22), quando
comparadas com o0s controles negativos. O grafico mostra que 80% das plantas
analisadas foram positivas para a expressao do gene SbOMATE.

As plantas transformadas via Agrobacterium apresentam um maior
namero de individuos com maior nivel de expressdo. 87,5% desses individuos
apresentam expressao superior a 480 X, destacando as plantas A2.17, A2.22, e
A4.13 que sdo, estatisticamente, iguais quanto a sua expressdo, passando de
4.200 x da expressao dos controles negativos.

As plantas produzidas via biobalistica tiveram uma expressdo mais
baixa, sendo que o maior nivel foi o da planta B49.33 com uma expressao de
1227,9 x maior do que as plantas controle. 42,9 % dessas plantas tiveram uma
expressao menor que 50 x e 28,6% apresentam uma expressdo de
aproximadamente 300 x, quando comparadas com os controles negativos.

Os resultados das analises de PCR em Tempo Real da expressdo do gene
SbMATE ratificam os dados obtidos através da andlise do crescimento da raiz
seminal em meio nutritivo suplementado com AI™. Plantas oriundas da
transformacdo via Agrobacterium apresentaram um nivel de expressdo do
transgene mais elevado do que plantas obtidas via biobalistica. Diferentes
publicacBes tém mostrado que eventos gerados via transformacdo mediada por
Agrobacterium possuem um menor nimero de copias do transgene quando
comparados com eventos gerados via biobalistica (Shou et al., 2004; Assem et
al., 2008). Shou et al. (2004) mostraram que o milho transgénico produzido via
Agrobacterium tumefacines continha entre 1 e 10 cdpias do gene NPK1, sendo
que 96% dos eventos tinham menos de 3 cOpias. Em contraste, nesse mesmo
trabalho, os eventos produzidos por biobalistica tinham entre 1 e 277 copias do

mesmo gene. Esses autores mostraram também gue os eventos contendo um
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menor nimero de copias do transgene possuiam um nivel de expressdo mais
elevado. Vérios outros trabalhos tém mostrado uma correlacdo inversa entre
numero de copias e expressao do transgene (Vaucheret et al., 1998; Fagard et al.,
2000; Dai et al., 2001), o que suporta 0 argumento de que um namero alto de
copias do transgene pode ocasionar supressdao ou silenciamento génico. No
nosso trabalho, ainda ndo foi possivel conseguir uma quantificacdo exata do
numero de cOpias presente em cada evento estudado, entretanto o Southern blot
de nimero de cdpias apresentado (Figura 16) sinaliza para um resultado onde as
plantas geradas via Agrobacterium possuem um menor nidmero de cépias do
transgene, 0 que estaria em concordancia com os resultados obtidos por outros

pesquisadores.
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FIGURA 20 Expressdo do gene SOMATE em plantas transgénicas de milho (T1).
(A) Quantificagéo relativa do gene SbMATE utilizando Real Time
PCR/SyberGreen. (C-) Controle negativo planta ndo transgénica;
Eventos A4.4, B37.4, B37.23 e B59.17: plantas negativas; Eventos
All, A2.17, A4.13, A4.30, A14.10, Al14.17, B49.18, B49.33,
B59.7, B59.20: Plantas positivas. (B) Distribuicdo da %CRR das

plantas selecionadas para anélise molecular.
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5 CONCLUSOES

Foram geradas plantas de milho contendo a construcdo génica
Ubi::SbMATE::NOS via biobalistica e transformacdo mediada por
Agrobacterium tumefaciens.

A presenca do gene SbMATE nas plantas produzidas foi confirmada
através de PCR e Southen blot.

Anadlise de PCR em tempo real mostrou a superexpressao do gene
SbMATE nos eventos transgénicos quando comparados com 0s controles
negativos.

H& uma variabilidade para a tolerdncia ao aluminio entre 0s genétipos
transformados de milho avaliadas em solugdo hidroponica {60} uM de Al. As
médias de %CRR de sementes T1 provenientes dos diferentes eventos, em
solucdo nutritiva completa acrescida de Al, foram superiores as obtidas para a
cultivar isogénica ndo-transgénica. Esses resultados inicialmente obtidos
indicam que possivelmente a superexpressdo do gene SbMATE em plantas
transgénicas de milho corrobora para uma maior tolerdncia das plantas
transgénicas ao estresse aluminio.

Diferentes respostas foram observadas na expressdo do gene SbMATE
via PCR em tempo real e crescimento radicular quando comparados o0s
diferentes métodos de transformacdo. A expressdo do gene SOMATE em plantas
geradas via transformagdo mediada por Agrobacterium foi estatisticamente
superior a expressdo de plantas produzidas via Biobalistica, sendo a
transformacdo mediada por Agrobacterium o método sugerido para futuras
transformacdes do milho.

Os dados obtidos neste trabalho sdo de grande importancia, pois sera

possivel analisar plantas da geracdo T2 quanto a presenca e numero de copias
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desse gene, a expressao do gene SOMATE, a tolerancia das plantas produzidas a
concentracdes toxicas de Al*® e & estabilidade do transgene Ubi::SbMATE::NOS

no genoma da planta transformada.
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ANEXO A Sequénciamento

A reacdo de sequénciamento foi preparada utilizando-se 200ng de DNA
plasmidial; 2 puL de Big Dye V3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA); 2 uL
do tampéo 5x (Applied Biosystems, Forter City, CA, USA) e 1 pL de primer a 5
puM, em um volume final de 10 plL. As reacbes foram submetidas em
termociclador PCR System 9700 GeneAmp® (Applied Biosytems, Foster City,
CA, USA) a 96°C por 20 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 4 minutos,
repetidos por 30 vezes. Foram usados os primers F (CCC AGT CAC GAC GTT
GTA AAA CG), UbiFa2, U5 (TCA CGG CAC GGC AGC TAC), MJ13 (CCG
CCG GCG TGA AAAAGACTA)eR.

Apos o término dos ciclos da reacdo, adiciou-se 40 pL de isopropanol
75% (v/v), homogeneizou e deixou no escuro por 15 minutos a temperatura
ambiente. Centrifugou-se a 4.000 rpm por 45 minutos. Em seguida, retirou-se o
isopropanol vertendo-o diretamente na pia. A placa foi seca gentilmente em
papel toalha tomando o cuidado de ndo descartar o pellet. Adicionou-se 100 pL
de etanol 70% (v/v) e centrifugou-se com a mesma velocidade citada
anteriormente por 10 minutos. Retirou-se o etanol vertendo-o diretamente na pia,
foi dado um leve spin na placa voltada para baixo tomando o cuidado de ndo
perder o pellet. Adicionou-se 10 uL de formamida HI-DI e desnaturou-se em
termociclador PCR System 9700 GeneAmp® (Applied Biosytems, Foster City,
CA, USA) a 95°C por 5 minutos. Transferiu-se para o gelo e injetou-se no
aparelho ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA).
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ANEXO B Transformacéao bacteriana via choque térmico (Brasileiro et al.,
1998).

E. coli - 50 pL de células competentes da bactéria hospedeira E. coli
Top’F1 (Kit pYES2 — Invitrogen) e 1 yL da ligacdo da construcdo génica Ubiq::
SbMATE::NOS no plasmideo pCAMBIA 3301 foram homogeneizado
gentilmente em um microtubo. Posteriormente, o microtubo foi incubado em
gelo durante 30 minutos e transferido para banho-maria a 42°C durante 1
minuto. Em seguida, o microtubo foi rapidamente transferido para o banho de
gelo por 2 minutos. Apos esse periodo, foram adicionados 400 puL de meio LB
Luria-Bertani (10 g/L de Triptona, 5 ¢g/L de Extrato de Levedura, 10 g/L de
NaCl) e a mistura incubada em banho-maria a 37°C durante 45 minutos. 100 uL
da solugéo foi plagueada em meio LB solido contendo 100 mg/L de ampicilina e
50 pL da solugdo X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactopiranosideo) e
incubada a 37°C/16 horas.

Dez colbnias brancas formadas na placa contendo o meio LB (indicativo
de uma clonagem correta) foram inoculadas separadamente em 5 mL de meio
LB liquido contendo 100 mg/L de ampilicina, overnight em shaker a 37°C. Em
seguida, o plasmideo foi extraido, digerido com Hindlll para confirmacdo do
inserto. Estoque a -80°C da bactéria contendo a construcéo correta foram feitos.
Esses estoques foram utilizados para a produgdo da construgdo génica, em larga

escala, para o bombardeamento de particulas.

A. tumefaciens — Incubou-se a bactéria em 3 mL de meio YEP a 28°C
com antibiotico apropriado, sob agitagdo constante de 100 a 150 rpm durante 12
a 16 horas. Em seguida, 2 mL da cultura foi transferido para 50 mL de meio
YEP em um erlenmeyer de 250 mL, e incubado a 28°C nas mesmas condicdes
anteriores, até as células atingirem a fase exponencial de crescimento (Agy de

0,5 a 1,0). Posteriormente a cultura foi incubada em gelo por aproximadamente
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15 minutos. Apos esse periodo, centrifugou-se as células a 5.000g por 5 min. a
4°C, e descartou-se o sobrenadante ressuspendido delicadamente as células em 1
mL de CaCl,20mM contendo glicerol 10% (v/v) mantido a 4°C. Estoques de 100
uL de células competentes foram congeladas em nitrogénio e mantidas a -80°C.
Adicionou-se aproximadamente 1 uL de DNA plasmidial por aliquota de
celulas competentes e misturou-se delicadamente, em seguida incubou-se em
gelo por 30 minutos. Apds esse periodo, as células (foram?) incubadas em
nitrogénio liquido até a solidificagdo, ou em gelo seco/etanol. Imediatamente as
células foram transferidas por 5 min em banho de 37°C. Em seguida adicionou-
se 1 mL de meio YEP homogeneizou-se delicadamente com a pipeta e incubou-
se por 2 horas a 28°C. Posteriormente, plaqueou 100 pL da suspenséo de células
em meio YEP contendo os antibi6ticos apropriados e em seguida incubou a 28°C
até o crescimento e aparecimento de colbnias isoladas (dois a trés dias).
Coletaram-se algumas coldnias transformadas e conferiu-se a integridade do

vetor transferido.

Extracdo do DNA plasmidial mini prep

A extragdo de DNA maxi prep plasmidial, foi feita segundo Ausubel,
1998.

Centrifugou-se (14.000 rpm), 1,5 mL da solucdo bacteriana por 30
segundos, em seguida descartou-se todo o sobrenadante e ressuspendeu o
precipitado em 200uL de solucédo 1. Adicionou-se 200uL de solucdo Il e deixou
por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida adicionou-se 200uL de
solucéo 111 e deixou 10 minutos no gelo. Posteriormente centrifugou-se (14.000
rpm) por 5 minutos e transferiu o sobrenadante para um novo microtubo,
adicionando 800uL de etanol 95% gelado e deixando por 15 minutos a -80°C.
Em seguida centrifugou-se (14.000 rpm) por 10 minutos e descartou o

sobrenadante. Novamente centrifugou-se (14.000 rpm) por 20 segundos para que
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todo o sobrenadante fosse descartado. Adicionou-se 180 uL de etanol 70% sobre
0 pellet e centrifugou-se por 20 segundos, em seguida descartou-se todo o
sobrenadante.

O pellet foi seco em estufa 65°C por 10 minutos e ressupendido em
30uL de agua ultra pura autoclavada. Adicionou-se 1ulL de RNAse (1:10) e

posteriormente armazenou-se em geladeira até o uso.

TABELA Soluges para extragdo de DNA plasmidial

Solucéo | Solucéo Il Solucéo 111

Glicose 50 mM NaOH 0,2 M C,H30, 3M Acetato de Potassio
C,H,0, 5M Acido Acético

Tris-HCI (pH 8,0) 25mM | SDS 1%

EDTA (pH 8,0) 10 mM Preparo na hora do uso

Extracdo de DNA maxi prep plasmidial

A extragdo de DNA maxi prep plasmidial, foi feita segundo Ausubel,
1998.

Centrifugou-se (3.000 rpm) 80 mL de solucéao bacteriana por 10 minutos,
em seguida descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado
(vortex) com 1000 puL de solugéo I. Posteriormente adicionou-se 2000 pL de
solucdo I, homogeneizou e deixou a temperatura ambiente por 5 minutos. Em
seguida adicionou 1500 pL de solucdo 111, homogeneizou e deixou no gelo por
10 minutos. Centrifugou-se por 10 minutos (10.000 rpm), e transferiu-se o
sobrenadante para um novo tubo, adicionou-se 3 mL de fenol:cloroférmio (1:1),
homogeneizou-se durante 2 minutos em vortex. Posteriormente centrifugou-se
(10.000 rpm) por 10 minutos e retirou-se a fase superior, transferindo-o para um
novo tubo. Adicionou-se 3 mL de cloroférmio, homogeneizando por 2 minutos

em vortex. Em seguida centrifugou-se por 10 minutos (10.000 rpm) e retirou-se
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a fase superior, transferindo-o para um novo tubo. Adicionou-se 6 mL de etanol
95%, homogeneizou e armazenou-se por 30 minutos a -80°C. Posteriormente
centrifugou-se (10.000 rpm) por 10 minutos, e descartou-se todo o sobrenadante
e adicionou-se ao pellet, 10 mL de etanol 70% (gelado). Homogeneizou em
vortex. Centrifugou-se (10.000 rpm) por 5 minutos e descartou todo o
sobrenadante.

O pellet foi seco em estufa 65°C por 10 minutos e resssupendido em 300
uL de agua.

O plasmideo foi armazenado em freezer -80°C.
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ANEXO C Meio YEP

Componentes Quantidades
Extrato de levedura 5mg.L"
Peptona 10 mg.L™
NaCL 5mg.L"
pH
Bacto-Agar 15 mg.L™

Esterilizagdo

Autoclavar por 121/C/30minutos

PREPARO: Dissolver os reagentes acima em aproximadamente 800 mL de

agua deionizada, aferir o pH com NaOH ou HCI e completar o volume para 1

litro. Colocar 500 mL de meio em cada erlermayer de 1.000 mL com a

quantidade necesséria de gelificante.

ANEXO D Meio de infeccéo

Componentes Quantidades
N6 Sais (Chu et al., 1975) 398¢g.L"
N6 vitaminas (1000X) imL. L?
2,4D 1,5mg.L*
L-Prolina 0,79.L"
Sacarose P.A 68,4 g.L™
Glicose 36g.L"

pH 5.2

Esterilizagdo

4/C

Filtrar a vacuo e armazenar a

PREPARO: Dissolver os reagentes acima em aproximadamente 800 mL de

agua, aferir o pH com auxilio de KOH ou HCI e filtrar em bomba de vacuo.
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ANEXO E Meio de co-cultivo (CC).

Componentes Quantidades
N6 Sais 3,98g.L"
N6 Vitaminas (1000X) 1mL.L?
2,4D 1,5mg.L*
L- Prolina 0,79.L*
Sacarose 30g.L"

pH 5.8
Phitagel® 2,25g.L"
Esterilizacéo Autoclavar a121/C por 30 minutos.
AgNO; 0,85 mg.L™
Acetoseringona 100pM
'Cisteina 300 mg.L™*

PREPARO: Dissolver os reagentes acima (com excecdo do gelificante) em
aproximadamente 800 mL de agua deionizada, aferir o pH com auxilio de KOH
ou HCI e completar o volume para 1 litro. Colocar 500 mL de meio em cada
erlermayer de 1.000 mL com a quantidade necessaria de gelificante. Depois de

autoclavado, adicionar os reagentes pos-esterilizacdo e em fluxo laminar.

'Cisteina

Componentes Quantidades
Cisteina 300 mg.L™
Agua estéril 4mL

PREPARO: Dissolver a cisteina em 1 mL de agua estéril. Aliquotar em tubos

Eppendorfs® e utilizar a fresco.
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ANEXO F Meio de repouso

Componentes Quantidades
N6 Sais 3,98¢g.L"
N6 Vitaminas (1000X) 1mL.L?
2,4D 1,5mg.L*
L- Prolina 0,79.L"
Sacarose 30g.L"
Més 059.L"
pH 5.8
Agar® 2,25g.L"
Esterilizacéo Autoclavar al21/C por
AgNO; minutos.
Cefotaxima 0,85 mg.L™
Vancomicina 100 mg.L™*
100 mg.L™*

PREPARO: Dissolver os reagentes acima (com excecdo do gelificante) em
aproximadamente 800 mL de &gua deionizada, aferir o pH com auxilio de KOH
ou HCI e completar o volume para 1 litro. Colocar 500 mL de meio em cada
erlermayer de 1.000 mL com a quantidade necessaria de gelificante. Depois de

autoclavado, adicionar os reagentes pos esterilizagdo em fluxo laminar.
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ANEXO G Meio de sele¢do (SE AGRO)

Componentes Quantidades

N6 Sais 3,98¢g.L"

N6 Vitaminas (1000X) 1mL.L?

2,4D 1,5mg.L*

L- Prolina 0,7¢g.L"

Sacarose 30g.L"

Més 05g.L"

pH 5.8

Agar® 8g.L"

Esterilizacdo Autoclavar a121/C por 30 minutos.
AgNO; 0,85 mg.L*

Cefotaxima 100 mg.L™

Vancomicina 100 mg.L™

PPT 3mg.L*6mgL"e9mgL?

PREPARO: Dissolver os reagentes acima (com excecdo do gelificante) em
aproximadamente 800 mL de agua deionizada, aferir o pH com auxilio de KOH
ou HCI e completar o volume para 1 litro. Colocar 500 mL de meio em cada
erlermayer de 1.000 mL com a quantidade necessaria de gelificante. Depois de

autoclavado, adicionar os reagentes pos esterilizacdo em fluxo laminar.

102



ANEXO H Acetoseringona

Componentes Quantidades
Acetoseringona P.A 39,24 mg/mL
DMSO 1mL
Agua estéril 1mL

PREPARO: Dissolver a AS em 1 mL de DMSO. Adicionar 1 mL de &gua

estéril. Aliquotar em tubos Eppendorfs® e armazenar em freezer -20/C.

ANEXO | Andlise de variancia dos genétipos ndo transgénicos em atividades
27, 39 e 60 uM de Al, comparando o crescimento radicular em
solucéo hidroponica.

FV | GL SQ QM Fc Pr>Fc
Genétipo 3 22342.811698 7447.603899 8.296 0.0000
Atividade 2 33294.330111 | 16647.165055 | 18.544 0.0000
Erro 138 123882.732291 897.700959
Total 143 179519.874100
corrigido
CV (%) 41.53
Média geral | 72.1401584 NUmero de observacdes: 144

Teste de Tukey ao nivel de 5% de probalidade
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ANEXO J Andlise de variancia dos eventos transgénicos e nao transgénicos

usados para o teste de tolerdncia em solucdo hidropdnica com {60}

uM de Al.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

Genétipo |52 97868.54088 |1882.08732 |6.936 0.0000
3 5

Individuo |40 16256.67574 | 406.416894 | 1.498 0.0268
0

Tipo 1 17154.75351 | 17154.7535 |63.219 0.0000
5 15

“Método 2 34118.31822 | 17059.1591 |62.866 0.0000
0 10

Erro 676 183436.3717 | 271.355580
99

Total 771 348834.6601

corrido 56

CV (%) 34.91

Média 47.1800448 | Numero de observagdes: 772

geral

Teste de Tukey a 5% de probalidade. ' Transgénico ou nfo transgénico.
Agrobacterium tumefaciens, biobalistica ou sem transformacéo
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ANEXO K Composigédo dos meios de cultivo usados para a cultura de tecidos de

milho
REAGENTES MEIO IC | MEIO OSM | MEIO SE MEIO RM MEIO GE
(Iniciagdo | (Osmotico) (Sele¢do) | (Maturagdo) | (Germinagéo)
de calos) 1L 1L 1L 1L
1L
N6 sais 3,989 3989 398¢g 0 0
N6 vitaminas 10 mL 10 mL 10 mL (sem 0 0
(100x) glicina)
3MS sais 0 0 0 43¢ 439
*MS vitaminas 0 0 0 1mL 1mL
(1000x)
%2,4-D (estoque 1 2mL 2mL 2mL 0 0
mg/mL)
®Myo-Inositol 100 mg 100 mg 100 mg 100 mg 100 mg
"Prolina 2,76 g 0,699 0 0 0
8Caseina 100 mg 100 mg 0 0 0
Hidrolisada
%Sacarose 30g 30g* 30¢ 60 g 30g
Sorbitol 0 36,49 0 0 0
Manitol 0 3649 0 0 0
pH 5,8 58 5,8 5,8 58
Yphytagel 45 45 45 45 45
Esterilizacao Autoclavar | Autoclavar | Autoclavar | Autoclavar Autoclavar
121°C/ 121°C/ 121°C/ 121°C/ 121°C/
35min/latm | 35min/latm | 30min/latm | 35min/latm 35min/latm
“AgNO; (estoque | 250 pL 250 uL 50 pL 0 0
100 mM)
2ppT 0 0 6 0u9mg 6 mg 3mg

! Mistura basal de sais com macro e micronutrientes (Sigma C-1416)

N6 vitaminas (1000x)
Tiamina HCI 100 mg

Piridoxina HCI

50

mg
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Acido Nicotinico 50 mg

Glicina 200 mg

Complete o volume para 1.000 mL e estoque em frasco escuro a 4°C.
Utilizar o baldo volumétrico. Essa solucdo ndo precisa ser filtrada, pois é

adicionada ao meio antes desse ser autoclavado.
® Mistura basal de sais com macro e micronutrientes (Sigma M-5524)

* Vitaminas MS (adicionar 1 mL em cada litro de meio) — Estoque 1000x

Acido nicotinico 25 mg

Piridoxina HCI 25 mg

Tiamina 50 mg

Glicina 100 mg

Dissolver em ~30 mL de 4gua mili-Q e completar o volume para 50 mL.
Utilizar o baldo volumétrico. Essa solucdo ndo precisa ser filtrada, pois é

adicionada ao meio antes desse ser autoclavado.

® 2.4 D (Sigma D-84072) / 2,4-dichlrophenoxyacetic acid / 2,4-D (1
mg/mL): Dissolva 0,125 g de 2,4-D em 4 mL 1N KOH. Aqueca gentilmente,
sob agitacéo, até dissolver completamente. Adicione 121 mL de ddH20. Proteja
o frasco da luz (cubra com papel aluminio) e estoque a 4°C.

® Myo-Inositol (Sigma 1-7508)

" Prolina (Sigma P-8449)

8 Caseina hidrolisado
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® A sacarose comercial é comprada em supermercados

1% phytagel (Sigma P-8169)

1 Solucéo AgNO; (100mM)

Pese 169,9 mg de AgNO; e complete o volume para 10 mL utilizando
um bal&o volumétrico. Esterilize por filtracdo e estoque em recipiente protegido
de luz a 4°C.

12 ppT _ Herbicida comercial FINALE®Agrevo

* Na auséncia de sorbital e manitol, colocar 60 g de sacarose.
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ANEXO L Composicao da solugdo nutritiva para crescimento de plantulas de milho (Magnavaca, 1982)

Solugéo estoque mg elemento/| Composicéo
Elemento Fonte g/l ml estol/l. Cétion Anion Elem mg/I uM
Solugédo 1 ca Ca(NOs).4H,0 270 3,08 Ca:141,1 NO;-N:98,6 Ca 1411 3527
NH4NO; 338 NH4-N:18,2 NOs-N:18,2 K 90,1 2310
Mg 20,8 855
Solugéo 2 K KCL 18,6 2,31 K:22,5 Cl:20,4 NO-N 152 10857
K>SO, 44 K:45,6 S0.-S:18,7 NH4-N 18,2 1300
KNO; 24,6 K:22,0 NO;-N:7,9 P 14 45
S 18,8 587
Solugédo 3 Mg Mg(NO3),.6H,0 1424 1,54 Mg:20,8 NOs-N:24,0 B 0,27 25
Solugéo 4 P KH,PO,4 17,6 0,35 K:1,7 H,PO4:1,4 Fe 43 7
Mn 0,04 0,63
Solugédo 5 Fe Fe(NO3)3.9H,0 20,3 1,54 Fe:4,3 NOs-N:3,3 Cu 0,08 0,83
HEDTA 13,4 HEDTA:0,26 Mo 0,15 2,29
Zn 0,15 2,29
Na 0,04 1,74
Solugéo 6 Micro 0,77 HEDTA 20,06 75
Mn MnCl,.4H,0 2,34 Mn:1,5 Cl:0,65
B H3BO; 2,04 BO;-H:0,27
Zn ZnS0,.7H,0 0,88 Zn:0,15 S0O,-S:0,07
Cu CuS04.5H,0 0,2 Cu:0,04 S04-S:0,02
Mo Na,M00,.2H,0 0,26 Na:0,04 MoO*M:0,08
Solugéo 7 Al AIK(SO4),.12H,0 43,888 2,4




