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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e a avaliagédo
de um protocolo eficiente de transformagédo de milho aplicado a linhagens de
milho (Zea mays L.), com foco na transformacdo genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens. Para isso, foram testados e adaptados quatro
protocolos distintos previamente descritos na literatura, com aplicagao pratica
em linhagens de milho desenvolvidas pela UNESP. O estudo envolveu mais de
700 plantas, cultivadas sob condi¢cbes controladas por meio de técnicas como
hidroponia e cultivo em casa de vegetagdo, visando o fornecimento de
explantes adequados para a indugao de calos e posterior regeneracédo. Como
etapa preliminar, foi realizado o ensaio de transformacao transiente utilizando a
construcao genética RUBY, que atua como sistema reporter visual baseado na
via biossintética da betalaina. Esse ensaio foi conduzido nas linhagens B104,
L12 e L14, com o intuito de avaliar a eficiéncia da entrega génica e a
suscetibilidade das variedades ao processo de transformac&o. A linhagem
B104 demonstrou maior compatibilidade com os protocolos testados,
permitindo a regeneragdo de plantas completas em meio de cultura, o que
possibilitou sua posterior utilizagdo nos ensaios de transformacao estavel. Na
etapa seguinte, a linhagem B104 foi submetida ao processo de transformagéo
genética mediado por A. tumefaciens, utilizando estirpes contendo o vetor
binario pMCG1005:.vip3Aa::bar. Este vetor carrega os genes Vip3Aa,
proveniente de Bacillus thuringiensis, responsavel por conferir resisténcia a
lagartas da ordem Lepidoptera, e bar (de Streptomyces hygroscopicus),
utilizado como marcador seletivo por meio da aplicagdo do herbicida
glufosinato de aménio, também conhecido comercialmente como BASTA®.
Apos o processo de cocultivo, os calos embriogénicos foram submetidos a
selecdo em meio contendo o herbicida, e os tecidos sobreviventes foram
regenerados até a obtencdo de plantas completas. A metodologia proposta
permitiu a obtengdo de eventos transgénicos em milho, demonstrando a
viabilidade do protocolo estabelecido e a efetividade da linhagem B104 como
gendtipo modelo para transformagao. Este trabalho contribui para o avango das
técnicas de engenharia genética em milho tropical, fornecendo uma base
metodoldgica sélida para futuras pesquisas com outras variedades e genes de
interesse agronémico.

Palavras-chave — Gene repérter RUBY, Zea mays, Agrobacteria, Bacillus
thuringiensis, Cultura de tecido.



SUMMARY

The present study aimed to develop and evaluate an efficient
transformation protocol for maize (Zea mays L.), focusing on Agrobacterium
tumefaciens-mediated genetic transformation applied to maize inbred lines. To
this end, four distinct protocols previously described in the literature were tested
and adapted for practical application in maize lines developed by UNESP. The
study involved more than 700 plants, grown under controlled conditions using
techniques such as hydroponics and greenhouse cultivation, in order to provide
suitable explants for callus induction and subsequent regeneration. As a
preliminary step, a transient transformation assay was performed using the
RUBY genetic construct, which functions as a visual reporter system based on
the betalain biosynthetic pathway. This assay was conducted on the B104, L12,
and L14 lines to assess gene delivery efficiency and the susceptibility of each
variety to the transformation process. The B104 line showed greater
compatibility with the tested protocols, allowing for the regeneration of complete
plants in culture medium, which enabled its subsequent use in stable
transformation experiments. In the next stage, the B104 line was subjected to
Agrobacterium-mediated genetic transformation using strains carrying the
binary vector pMCG1005::vip3Aa::bar. This vector contains the vip3Aa gene,
derived from Bacillus thuringiensis, responsible for conferring resistance to
caterpillars of the order Lepidoptera, and the bar gene (from Streptomyces
hygroscopicus), used as a selectable marker through the application of the
herbicide glufosinate ammonium, commercially known as BASTA®. After the
cocultivation process, embryogenic calli were subjected to selection in medium
containing the herbicide, and surviving tissues were regenerated until complete
plants were obtained. The proposed methodology enabled the generation of
transgenic maize events, demonstrating the feasibility of the established
protocol and the effectiveness of the B104 line as a model genotype for
transformation. This work contributes to the advancement of genetic
engineering techniques in tropical maize, providing a solid methodological
foundation for future research involving other varieties and agronomically
important genes.

Keywords - RUBY reporter gene, Zea mays, Agrobacterium, Bacillus
thuringiensis, Tissue culture.
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1. INTRODUGAO

O milho [Zea mays (L.)] € uma das culturas mais antigas cultivadas pelo
homem e estda intimamente ligada ao desenvolvimento das primeiras
civilizagbes. A ampla variabilidade genética desta planta permite seu cultivo
nas mais diversas regides e faz deste cereal uma das trés principais culturas
produzidas no planeta. No Brasil, esta € a segunda maior cultura de relevancia
econdmica, sendo superada apenas pela soja que lidera a produgao de graos
no pais. Para a safra 2024/2025 a previséo de colheita é de 124,7 milhdes de
toneladas, dos quais 87,1 milhdes de toneladas serdao destinados ao consumo

interno (CONAB, 2025).

A demanda por esse grao tem sido cada vez maior, dado o crescimento

populacional, razao pela qual o desenvolvimento de plantas mais produtivas e
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resistentes a diferentes estresses (bidticos e abidticos) € um dos maiores

desafios da ciéncia na agricultura.

O melhoramento genético classico, realizado por meio de técnicas de
indugcdo de mutacdo e cruzamentos entre plantas para desenvolvimento do
milho hibrido, visto até a década de 1990, foi o responsavel pelo continuo
aumento de produtividade. No entanto, o avango do conhecimento cientifico
permitiu o desenvolvimento das plantas transgénicas e, no final da década de
1990, teve inicio o cultivo do milho transgénico, tecnologia que proporcionou
novos ganhos de produtividade, estabilizando a area necessaria para cultivo

(PEREIRA FILHO; BORGHI, 2020).

A transgenia é uma das ferramentas mais rapidamente adotada na
agricultura global para uma producao de alimentos cada vez mais sustentavel.
Embora seja importante dizer que existem produtos transgénicos aplicados as
areas da saude, meio ambiente e insumos para a industria, na agricultura eles
promoveram uma verdadeira revolugao. Os transgénicos permitiam melhorar o
desempenho de culturas agricolas partindo da ideia de que a expressao de
caracteristicas encontradas em outras espécies poderia adicionar vantagens

nao disponiveis naturalmente nas culturas (KHUSH, 2012).

O Brasil é o segundo pais em area plantada com transgénicos no
mundo, sendo que o milho transgénico, na safra 2024/2025, representa 96% de
todo o milho plantado no pais. A taxa de adocéo desta tecnologia é similar a
dos EUA, considerado o maior produtor de milho geneticamente modificado no

mundo (FAO, USDA, 2020).
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Dos 307 eventos de transformagao no milho introduzidos no mercado ao
redor do mundo, 80 estdo autorizados no Brasil para consumo humano ou
animal. Os genes inseridos sdo, em sua maioria, aqueles que conferem
resisténcia a insetos e toleréncia a herbicidas, conjuntamente. O milho Bt € um
evento de sucesso que se refere a inser¢cado de genes inseticidas, provenientes
da bactéria de solo, Bacillus thuringiensis (Bt), que produz toxina capaz de
provocar paralisia no sistema digestorio de pragas invasoras ao se alimentarem

da planta modificada (ISAAA, 2019).

As propriedades entomo-pesticidas naturais de B. thuringiensis sao
devidas a producao de proteinas cristalinas e soluveis durante diferentes fases
de crescimento. Além das proteinas Cry e Cyt, essa bactéria também produz a
proteina inseticida vegetativa (Vip) durante sua fase de crescimento vegetativo,
que é considerada uma excelente candidata téxica devido a diferenga na
homologia de sequéncia e nos sitios receptores das proteinas Cry. As
proteinas denominadas Vip3 é tém atividade inseticida contra pragas da ordem
Lepidoptera e sdo semelhantes as proteinas Cry em termos de potencial de
toxicidade contra insetos suscetiveis (ESTRUCH et al., 1996). As proteinas
Vip3 foram piramidadas com sucesso, juntamente com proteinas Cry, em arroz,
milho e algodao transgénicos para combater populagcdes de pragas resistentes

(GUPTA et al., 2021).

Os genes de tolerancia a herbicidas podem ser provenientes de varios
tipos de bactérias e tém a funcado de promover tolerancia a uma molécula de

herbicida especifica, como por exemplo, o gene bar, originalmente clonado de
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Streptomyces hygroscopicus, um organismo que produz o tripeptideo bialafos
como um metabdlito secundario. O produto do gene bar foi purificado e
mostrou ser uma enzima modificadora que nao acetila o bialafos ou glutamato.
A transferéncia interespecifica deste gene de Streptomyces para Escherichia
coli mostrou que ele poderia ser usado como um marcador selecionavel em
outras bactérias. Nas plantas transgénicas o gene bar € usado para projetar
plantas resistentes a herbicidas, impedindo a morte da planta quando
submetida ao manejo de plantas daninhas (THOMPSON et al., 1987). Ambos
os tracos inseridos sao extremamente atrativos aos produtores, pois auxiliam

significativamente o manejo de pragas e ervas daninhas.

Como aplicacdo atual desta tecnologia, a Embrapa, em parceria com a
Empresa Semeali Sementes, desenvolveu um hibrido de milho transgénico que
combina duas importantes tecnologias: tolerancia a lagartas e a resisténcia ao
herbicida glifosato. Essa combinagdo de caracteristicas torna a cultivar
altamente versatil, possibilitando o seu uso em diversos ambientes de cultivo
em todo o Brasil. Chamado de XB 3042 VTPROZ2, o novo milho, langado em
2023, possui caracteristicas que possibilitam a redugcédo do ataque de lagartas,
facilitando o controle de insetos-praga que frequentemente prejudicam as
lavouras de milho, reduzindo o uso de inseticidas e diminuindo os impactos
ambientais e os custos associados ao controle de pragas. Além disso, o
material apresenta resisténcia ao glifosato, um herbicida amplamente utilizado
na agricultura para o controle de plantas daninhas, sem prejudicar o cultivo do
milho, o que facilita o manejo da lavoura e aumenta a eficiéncia na produgao

(EMBRAPA, 2024a).
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Um dos métodos de obtengado de plantas geneticamente modificados é
aquele mediado pela bactéria de solo Agrobacterium tumefaciens. A
agrobactéria selvagem é conhecida por causar a doenga denominada galha da
coroa em plantas, inserindo genes indutores de tumores e produtores de um
substrato do qual a bactéria consiga se alimentar. O plasmideo Ti (indutor de
tumor) da agrobactéria foi modificado por meio de ferramentas da biologia
molecular e teve os genes patogénicos substituidos por genes de interesse
comercial, os quais concedem valor agronbmico as plantas transformadas

(GELVIN, 2003).

A transformacédo do milho realizada por agrobactéria evoluiu ao longo
dos anos. Inicialmente as linhagens de agrobactérias ndo infectavam os tecidos
de monocotiledéneas e os primeiros milhos transgénicos foram obtidos, em sua
maioria, através do método da biobalistica (TAYLOR; FAUQUET, 2002). Porém,
em 1992 os primeiros milhos transgénicos obtidos por meio da transformacgéo
com agrobactéria foram obtidos quando se adicionou o componente,
acetoseringona no meio de cocultivo, que é um composto liberado pela planta
mediante estresse fisico dos tecidos e que esta presente em dicotileddneas,
mas ausente em monocotiledéneas (FRAME et al., 2002; LUPOTTO et al.,

2004).

Além da questdo envolvendo a agrobactéria, muitas sado as etapas que
devem ser otimizadas para se obter sucesso na transformagdo do milho. A
regeneracao das plantas em cultura de tecidos € uma das mais desafiadoras. A
obtencao de calos embriogénicos viaveis, a formulagdo precisa do meio de

cultura, os tipos de explantes a serem extraidos e 0 método de cocultivo, foram
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etapas cruciais, as quais exigiram um esforco global, com 25 anos de
pesquisas para a otimizar os processos e obtencdo de milhos transgénicos

estaveis (KAUSCH et al., 2021; HOPP, 2022).

Embora haja a necessidade de muitas pesquisas envolvendo as
modificagdes genéticas na obtengdo do milho transgénico, é inquestionavel a
necessidade de se investir no conhecimento e aperfeicoamento das técnicas
que promovam o aumento da produtividade agricola de forma sustentavel,
reduzindo perdas causadas por insetos e diminuindo o uso intensivo de
defensivos quimicos. Como resultado, os agricultores podem obter maiores
rendimentos por hectare, utilizar menos produtos quimicos, o que reduz
impactos ambientais e melhora a seguranga alimentar em um cenario de

crescimento populacional e mudancgas climaticas.

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo geral a insergao
do gene inseticida vip3Aa e do gene bar tolerante a herbicida em milho,
visando a obtencdo de um evento com duas importantes caracteristicas
agrondmicas, usando técnicas de biologia molecular e transformacao via

agrobactéria.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do milho

O milho (Zea mays L.) € uma das principais gramineas cultivadas no
mundo pertencente a familia Poaceae. E originario da América Central e foi
domesticado ha cerca de 9 mil anos, desempenhando um papel central na
agricultura de varias civilizagdes antigas (SANGOI et al.,, 2002). A planta
apresenta caracteristicas morfologicas distintas, como raizes fasciculadas,
colmos robustos e folhas largas, com inflorescéncias masculinas (pendao) e
femininas (espiga) separadas na mesma planta. A taxonomia do milho o
classifica dentro da subfamilia Panicoideae, tribo Andropogoneae, e seu
genoma € altamente complexo, contendo muitos elementos repetitivos e

segmentos duplicados (BENNETZEN et al., 2004).

A fenologia do milho € dividida em fases vegetativas (V) e reprodutivas

(R), sendo amplamente influenciada por fatores ambientais como fotoperiodo,
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temperatura e disponibilidade hidrica. As fases fenoldgicas vao desde a
emergéncia (VE) até o estadio fisiologico de maturidade (R6). A duracéo
dessas fases varia conforme o hibrido e as condi¢gdes edafoclimaticas,
influenciando diretamente a produtividade (TRINDADE et al., 2006). O manejo
adequado com base na fenologia permite a aplicagao racional de insumos
como fertilizantes e defensivos, além de contribuir para o escalonamento da

producao e controle fitossanitario (SANGOI, 2001).

A fisiologia do milho esta fortemente relacionada a sua alta eficiéncia
fotossintética do tipo C4, o que permite maior aproveitamento de luz e menor
perda de agua em relagcdo a plantas C3. Isso proporciona ao milho grande
adaptabilidade a diferentes condi¢des climaticas, desde que haja fornecimento
adequado de nutrientes e agua (TAIZ et al., 2017). Os principais processos
fisiolégicos que impactam na produtividade incluem absorgdo de nutrientes,
transporte de fotoassimilados e respiracdo celular. Deficiéncias em macro e
micronutrientes como nitrogénio, fésforo, potassio, zinco e boro comprometem
o desenvolvimento radicular e o enchimento de grédos (FANCELLI; DOURADO

NETO, 2000).

O milho é o cereal mais produzido no mundo, com destaque para os
Estados Unidos, China e Brasil como principais produtores. Segundo a
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2025), a produgao brasileira
de milho na safra 2024/2025 esta estimada em 124,7 milhdes de toneladas,
com destaque para o Centro-Oeste como principal regido produtora. No
mundo, a produgao estimada de milho para o mesmo periodo é de 1,22 bilh&do

de toneladas, conforme dados do U.S. Food and Drug Administration (FDA,
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2024). A Embrapa (2024b) aponta que o milho é responsavel por cerca de 40%
do consumo total de grdaos no Brasil, sendo amplamente utilizado para
alimentagado animal, consumo humano e bioenergia. A produtividade média
nacional gira em torno de 5,7 toneladas por hectare, com tendéncia de

crescimento impulsionada por avangos genéticos e tecnoldgicos.

2.2. A hidroponia para cultura de tecidos

A técnica da hidroponia, definida como o cultivo de plantas em meio
desprovido de solo, utilizando solugdes nutritivas cuidadosamente
balanceadas, constitui uma das abordagens mais avangcadas e promissoras no
contexto da agricultura intensiva e tecnificada. Fundamentada na reposi¢cao
continua de nutrientes essenciais por meio de solugdes aquosas, a hidroponia
permite o monitoramento exato do fornecimento de macro e micronutrientes,
promovendo crescimento vegetal acelerado e altamente eficiente em termos de
uso de recursos naturais. Tal modalidade de cultivo reduz significativamente a
incidéncia de patéogenos de solo, o uso de defensivos quimicos e a
variabilidade fenotipica entre as plantas (FURLANI, 1999). Simultaneamente, a
técnica da cultura de tecidos vegetais, alicergcada na totipoténcia celular,
viabiliza a regeneracédo de individuos inteiros a partir de células ou tecidos
meristematicos cultivados in vitro, sob condigdes assépticas e fisiologicamente
controladas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). A integracédo desses dois
sistemas representa uma convergéncia sinérgica de tecnologias de cultivo que
priorizam a uniformidade, a previsibilidade e a sustentabilidade do processo

produtivo vegetal.
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O emprego combinado de hidroponia e cultura de tecidos se justifica ndo
apenas por seu potencial produtivo, mas também pela convergéncia
metodolégica que ambas compartiiham em relacdo ao controle ambiental, a
assepsia e a nutricao mineral precisa. A utilizagdo de plantulas oriundas da
micropropagacg¢ao confere vantagens operacionais substanciais aos sistemas
hidropbénicos, destacando-se pela homogeneidade genética, auséncia de
fitopatdgenos e elevada taxa de sobrevivéncia durante a fase de aclimatacao
(TORRES et al., 1988). Em um contexto de produgao intensiva, como aquele
proporcionado pela hidroponia, essas caracteristicas se traduzem em
otimizacdo do espago produtivo, uniformidade nos ciclos fenolégicos e
incremento significativo nos indices de produtividade por metro quadrado
(SANTOS; CASALI, 2004). A base biotecnoldgica que sustenta a producéo
dessas mudas in vitro também favorece a insercdo de melhoramentos
genéticos, seja por via convencional ou por técnicas de transformacéao
genética, permitindo o cultivo de gendtipos superiores com elevada eficiéncia

agronémica.

Do ponto de vista fisiolégico, ambas as técnicas compartiiham uma
profunda dependéncia do entendimento preciso dos mecanismos bioquimicos e
hormonais que regulam o crescimento e o desenvolvimento vegetal. Na
hidroponia, a composigédo da solugao nutritiva deve ser ajustada em fungao das
exigéncias fisiologicas da cultura e de suas diferentes fases ontogenéticas,
exigindo conhecimento aprofundado sobre interagbes idnicas, dinamica da
absorgao radicular e comportamento fenoloégico das plantas (TAIZ et al., 2017).

Por outro lado, na cultura de tecidos vegetais, o sucesso da regeneragao e da
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diferenciagao celular depende fundamentalmente da composi¢do do meio de
cultura, como o consagrado meio MS, formulado por Murashige e Skoog
(1962), que incorpora nutrientes minerais, vitaminas e fitohormdnios em
proporgdées meticulosamente ajustadas. A manipulagdo da relacdo entre
auxinas e citocininas, por exemplo, € determinante na indugao de calos, raizes
ou brotagdes, sendo, portanto, um ponto critico de dominio técnico para os

profissionais que operam essa biotecnologia.

Conjuntamente, a hidroponia e a cultura de tecidos vegetais constituem
pilares fundamentais da horticultura de preciséo e da agricultura vertical, cujos
paradigmas visam maximizar a produtividade vegetal com o minimo impacto
ambiental. A aplicagdo integrada dessas técnicas € particularmente eficaz na
producao de hortalicas folhosas, plantas ornamentais e espécies de elevado
valor agregado, nas quais a uniformidade e a sanidade s&o atributos
comerciais decisivos. Ao utilizar mudas obtidas via micropropagagao, €
possivel estabelecer sistemas hidropdnicos com elevado grau de
previsibilidade, eficiéncia e seguranca fitossanitaria, propiciando ciclos

produtivos otimizados e economicamente viaveis (RESENDE et al., 2012).

2.3. A cultura de tecidos no milho

A cultura de tecidos vegetais aplicada ao milho configura-se como uma
das mais sofisticadas ferramentas na biotecnologia vegetal moderna,

permitindo o desenvolvimento de metodologias de propagacéo clonal,
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conservagdao de germoplasma, transformacdo genética e experimentacao
fisiolégica em nivel celular. Contudo, a espécie apresenta notavel recalcitrancia
a regeneragao in vitro, fato atribuido, principalmente, a intensa oxidacgao
fendlica, a elevada dependéncia genotipica e a limitada competéncia
embriogénica de grande parte das linhagens comerciais (VARMAN et al., 2018;
SHARMA et al., 2023). Tais caracteristicas impdéem severas barreiras a
uniformizacao de protocolos reprodutiveis e eficientes, o que torna a cultura de

tecidos do milho um campo que exige continua otimizacao técnica e cientifica.

A regeneracao de plantas a partir de calos embriogénicos € o caminho
mais comum nos protocolos para o milho, com embrides imaturos sendo a
fonte explantada preferencial. O meio de cultura de Murashige e Skoog (MS),
suplementado com o auxinico sintético 2,4-D, € amplamente empregado para
indugdo calogénica (MURASHIGE; SKOOG, 1962; ABDULWAHID et al., 2021).
A resposta morfogénica obtida depende de inumeros fatores, como a idade
fisiolégica do explante, a natureza do agente hormonal, a fonte de carbono e a
composicao fisico-quimica do meio. O aminoacido L-prolina, por exemplo,
exerce efeito significativo sobre a friabilidade e a embriogenicidade dos calos
(ARMSTRONG; GREEN, 1985), enquanto antioxidantes como acido ascérbico
e cisteina demonstraram eficacia na atenuagao do escurecimento dos tecidos

cultivados (TALEB et al., 2020).

A resposta regenerativa apresenta-se profundamente influenciada pelo
gendtipo do milho, com variagbes acentuadas entre linhagens endogamicas e

hibridas. Protocolos especificos vém sendo ajustados para gendtipos
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particulares, envolvendo alteracbes na concentracdo de macro e
micronutrientes, densidade de inoculacdo celular, condicbes fotoperiddicas e
estimulos osmoéticos (RAJHI et al., 2019; GORDON-KAMM et al., 1990).
Avangos na compreensao das interagbes hormonais, especialmente entre
auxinas e citocininas, tém revelado aspectos fundamentais da reprogramacéao
celular envolvida na embriogénese somatica (LI et al., 2017a). A inclusao de
reguladores de crescimento alternativos, como thidiazuron (TDZ) e
benzilaminopurina (BA), também tem sido explorada como estratégia para

ampliar o espectro regenerativo de gendtipos recalcitrantes.

As dificuldades técnicas enfrentadas na cultura de tecidos do milho s&o
multifatoriais. Entre os principais obstaculos encontram-se a inducédo de calos
ndao embriogénicos, a rapida necrose dos explantes, a perda de
embriogenicidade durante subculturas sucessivas e a baixa taxa de
regeneracdo em plantas viaveis (SHARMA et al., 2023; TALEB et al., 2020).
Tais limitacbes resultam em ineficiéncia nos protocolos e, por vezes, em
variagbes genéticas indesejadas nas plantas regeneradas, conhecidas como
somaclonia. Além disso, ha desafios inerentes a contaminagado microbiolégica,
a exigéncia por infraestrutura controlada e a elevada sensibilidade dos tecidos
aos fatores ambientais in vitro. Frente a isso, esforcos recentes tém buscado
integrar abordagens fisiologicas e moleculares para elucidar os mecanismos
que limitam a totipoténcia celular no milho e, assim, desenvolver metodologias

mais robustas.
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2.4. Transformacgao genética do milho via Agrobacterium tumefaciens

A transformacéo via Agrobacterium tumefaciens e a biobalistica s&o os
dois principais métodos utilizados na introdu¢cdo de genes no genoma das
plantas (TINGAY et al., 1997; DAI et al., 2001, LI et al., 2013). No entanto, a
transformacado mediada por Agrobacterium € preferivel a biobalistica devido a
sua expressdo mais estavel, menores chances de silenciamento do transgene,
insercao precisa, introdugcado de poucas copias no genoma e maiores chances
do transgene segregar de forma mendeliana (ALIMOHAMMADI,
BAGHERIEH-NAJJAR, 2009). A modificagdo genética de milho, considerada
por algum tempo recalcitrante, via A. tumefaciens, tornou-se um procedimento
de rotina por empresas de biotecnologia produtoras de sementes e na maioria
dos laboratérios publicos e privados que trabalham com esta cultura. Essa
estratégia tem se tornado eficiente para gerar gendtipos mais tolerantes e
resistentes para ambientes restritivos de cultivo, por meio da inser¢céo de genes
com caracteristicas de interesse agronémico, como resisténcia a pragas e
tolerancia a herbicidas (KAMM et al., 1990; FRAME et al., 2002; ISHIDA et al.,

2007; CAMILO et al., 2019).

Durante muito tempo, a transformacdo genética de monocotiledéneas
usando Agrobacterium teve baixa eficiéncia, mas recentemente essa técnica
tem se tornado o método preferido para esse grupo de plantas (ISHIDA et al.,
1996). A. tumefaciens, uma bactéria do solo, transfere naturalmente genes
para plantas, levando ao surgimento de tumores na regido da infecgdo. Estes
tumores resultam da presenca do plasmideo Ti ou plasmideo indutor de tumor

na célula bacteriana, o qual contém duas regides importantes: o T-DNA,
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responsavel por causar tumores e produzir opinas e horménios, e a regiao vir,

que permite a transferéncia do T-DNA para o genoma vegetal

As opinas sdo aminoacidos utilizados apenas pela Agrobacterium como
fonte de carbono e nitrogénio, enquanto os hormdénios sdo responsaveis pela
inducdo de tumores em vegetais (GELVIN, 2003). As regides dos T-DNAs de
plasmideos selvagens contém genes que comandam a produgdo de opinas e
horménios, tais como auxina e citocinina, pela célula vegetal. O T-DNA tem,
aproximadamente, entre 10 e 30 Kb e suas extremidades s&o delimitados por
duas sequéncias de 25 pb altamente homdlogas, denominados extremidades
direita e esquerda. Agrobacterium selvagem transfere o seu T-DNA através das
membranas das células vegetais e o incorpora no DNA gendémico da planta. O
processamento do T-DNA e sua transferéncia para a célula vegetal é devido
em grande parte a atividade de viruléncia das proteinas codificadas na regido

vir (GELVIN, 2003).

Para uso biotecnoldgico, os genes que causam tumores sao removidos
do T-DNA e substituidos por genes de interesse. Como o plasmideo Ti é
grande e dificil de manipular, foram desenvolvidos vetores binarios (BEVAN,
1984), menores, faceis de manipular em laboratério e capazes de replicar tanto
em E. coli quanto em Agrobacterium. Esses vetores sao introduzidos em
Agrobacterium desarmadas (sem T-DNA, mas com regiao vir intacta), que
transferem os genes modificados para células vegetais. As células ou tecidos
transformados podem ser utilizados para regeneracao de plantas transgénicas

(HIEl et al., 1994; ISHIDA et al., 1996).
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O primeiro protocolo eficiente de transformagdo de milho usando
Agrobacterium foi desenvolvido em 1996 por Ishida et al. (1996), no qual foram
capazes de infectar embrides imaturos de milho A188 utilizando vetores
superbinarios. O plasmideo superbinario desenvolvido por Komari (1990)
contém uma copia extra de alguns dos genes de viruléncia. Para o milho, a
técnica de Agrobacterium foi relatada resultar em alta eficiéncia, com alto
numero de eventos contendo apenas uma ou um baixo numero de copias do
transgene no genoma, quando comparado com a biobalistica (ISHIDA et al.,
1996; ZHAO et al., 2001; FRAME et al., 2002; LUPOTTO et al., 2004; ISHIDA

et al., 2007; CAMILO, et al., 2019).

2.5. Construgoes génicas reporteres na transformacao de plantas

A otimizacdo dos protocolos de regeneracao e de transformagao é
crucial para a compreensdo da fungdo genética e a melhoria das
caracteristicas agronémicas do milho. Nesse contexto, os genes reporter
desempenham um papel fundamental na avaliagdo e no aprimoramento dos
métodos de transformacdo. Entre os genes reporter mais utilizados,
destacam-se a proteina fluorescente verde (GFP) (CHALFIE et al., 1994) e a B-
glucuronidase (GUS) (JEFFERSON et al.,, 1987). Embora a GFP seja eficaz
para o monitoramento da expressdo génica, sua visualizagdo requer
equipamentos capazes de detectar diferentes comprimentos de onda da luz. O
gene repoérter GUS também é utilizado, com sucesso, para monitorar padroes
de expressdo génica. No entanto, a coloracgo GUS ¢é invasiva e

frequentemente requer a eliminacdo das plantas, além de exigir a adigao de
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substratos caros, como o X-Gluc. Além disso, o uso do GUS néao ¢ ideal para
condi¢cbes estéreis, como culturas de tecido, pois a adicdo de substratos

aumenta o risco de contaminagao por microrganismos.

A construcdo RUBY é um repdérter visual inovador que tem sido utilizada
para facilitar a identificagdo de plantas geneticamente transformadas. Ela é
composta por trés genes da via de biossintese das betalainas: CYP76AD1,
DODA e GT, que atuam na conversao da tirosina em pigmentos de coloragao
vermelha intensa, visivel a olho nu em tecidos vegetais (HE et al., 2020a).
Diferente de genes reporteres classicos, como GUS ou GFP, o RUBY permite
uma deteccdo ndo invasiva, sem necessidade de substratos ou equipamentos

especificos.

No milho, uma das culturas mais transformadas geneticamente no
mundo, a utilizacdo do RUBY como marcador visual representa uma solugao
pratica para superar desafios associados a selegao de eventos transgénicos.
Estudos demonstraram que calos embriogénicos e plantulas de milho
transformadas com RUBY apresentam coloracdo vermelha intensa desde os
estagios iniciais, permitindo uma selegdo precoce e precisa dos eventos
positivos, sem interferéncia no desenvolvimento ou regeneragdo das plantas

(ZHI et al., 2021).

Além de reduzir custos com reagentes seletivos e simplificar os
protocolos de regeneragao, a constru¢cdo RUBY também pode ser combinada
com genes de interesse (por exemplo, genes de resisténcia a pragas ou

tolerancia a herbicidas) em eventos Unicos ou vetores binarios, ampliando sua
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aplicabilidade na biotecnologia vegetal. Estudos recentes mostram que RUBY &
funcional em diversos tecidos do milho, como raizes, folhas, sementes e
estruturas reprodutivas, sem efeitos negativos sobre a viabilidade ou

produtividade (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 2023; GUO et al., 2023).

Utilizando esta estratégia, Carneiro et al. (2024) realizou a
transformacdo genética de embrides imaturos de sorgo mediada por A.
tumefaciens e demonstrou a viabilidade da sua utilizacdo para monitorar a
transformacdo de diferentes linhagens de sorgo, pertencentes ao banco de
germoplasma da Embrapa Milho e Sorgo e da linhagem publica P898012. A
abordagem proposta visa ndo apenas melhorou a eficiéncia dos protocolos de
transformacdo, mas também forneceu uma ferramenta pratica e econémica

para o monitoramento da expressao génica no milho.

2.6. Milho transgénico resistente a pragas e tolerante a herbicida

A combinacdo dos genes vip3Aa (B. thuringiensis) e bar (de
Streptomyces  hygroscopicus) tem sido amplamente explorada no
desenvolvimento de eventos transgénicos de milho, com o objetivo de
promover resisténcia a pragas lepidopteras e tolerancia ao herbicida

glufosinato de aménio.

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria gram-positiva, esporulante e
presente naturalmente no solo, notavel por sua capacidade de produzir
proteinas com acgao inseticida. Durante a esporulacado, Bt sintetiza cristais de

proteinas téxicas denominadas d-endotoxinas (Cry e Cyt), que possuem agao



29

especifica contra diferentes ordens de insetos, como Lepidoptera, Coleoptera e
Diptera (PALMA et al., 2014). A ingestdo dessas proteinas por insetos
suscetiveis leva a sua ativagao no trato digestivo alcalino, onde se ligam a
receptores nas células epiteliais do intestino médio, promovendo lise celular e

morte do inseto (SANZ-BARRIONUEVO et al., 2023).

Além das proteinas Cry e Cyt, o Bt também produz proteinas Vip
(Vegetative Insecticidal Proteins), expressas durante a fase vegetativa da
bactéria. Entre elas, destaca-se a Vip3Aa, que apresenta um espectro de acao
complementar as proteinas Cry, sendo eficaz contra importantes pragas
agricolas como Spodoptera frugiperda (KOLSAWADE et al., 2023). Essas
proteinas tém sido amplamente exploradas na biotecnologia agricola,
principalmente por meio da insergcdo de seus genes em plantas transgénicas
para o controle de pragas, reduzindo o uso de inseticidas quimicos e

contribuindo para a sustentabilidade da agricultura (CARNEIRO et al., 2024).

A proteina Vip3Aa, produzida por Bacillus thuringiensis (Bt), representa
um avanco significativo no controle biolégico de pragas em culturas agricolas,
especialmente no milho transgénico. Diferente das classicas proteinas Cry, que
sao expressas na fase de esporulagao, as proteinas Vip (Vegetative Insecticidal
Proteins) sao secretadas durante a fase vegetativa do Bt, possuindo estrutura e
mecanismos de agao distintos (SANZ-BARRIONUEVO et al., 2023). A Vip3Aa
€ altamente eficaz contra diversas pragas da ordem Lepidoptera, como S.
frugiperda, Helicoverpa zea e Chrysodeixis includens, que sao de dificil

controle com toxinas Cry (CARNEIRO et al., 2024).
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A introdugdo do gene vip3Aa em cultivares de milho transgénico tem
sido uma estratégia valiosa para aumentar a eficiéncia inseticida e para atrasar
a evolugao da resisténcia em populagdes de insetos-praga. A combinagao de
genes que expressam toxinas Cry e Vip, como nos eventos piramidais (por
exemplo, MIR162 e SmartStax PRO), oferece agao sinérgica e protecéo
ampliada, pois os alvos moleculares das proteinas sao diferentes
(KOLSAWADE et al., 2023). Essa abordagem é fundamental para o manejo

integrado de pragas e sustentabilidade da tecnologia Bt.

Estudos recentes demonstram que plantas de milho transformadas com
vip3Aa apresentam altos niveis de controle de larvas mesmo em populagdes ja
resistentes a Cry1Ab ou Cry1F, o que refor¢a sua importancia em contextos de
resisténcia cruzada (BURTON et al., 2021). Além disso, o uso dessa proteina
contribui para a redugdo do uso de inseticidas quimicos, mitigando impactos

ambientais e riscos a saude humana e animal.

Apesar de sua eficacia, ha necessidade de estratégias complementares,
como o uso de areas de refugio e monitoramento constante da eficacia, a fim
de preservar a durabilidade da tecnologia. A engenharia genética tem se
mostrado capaz de ampliar o arsenal de proteinas inseticidas, e a Vip3
continua sendo uma das mais promissoras para o controle de lepidopteros em
milho Bt.

O uso combinado de proteinas Cry e Vip em cultivares Bt tem se
mostrado eficaz para retardar a evolugao da resisténcia de pragas, pois atuam
em diferentes alvos moleculares. Essa estratégia, conhecida como

"pyramiding", é amplamente utilizada em eventos comerciais de milho e



31

algodao geneticamente modificados (GILL et al.,, 2022). Entretanto, a
resisténcia a toxinas de Bt ja foi documentada em algumas populag¢des de
pragas, o que reforca a necessidade de estratégias integradas de manejo
(TABASHNIK et al., 2021).

Diversos eventos comerciais de milho transgénico expressam o gene
vip3Aa, destacando-se como ferramentas eficazes no manejo de pragas
lepidopteras resistentes a toxinas Cry. Um dos primeiros eventos a utilizar essa
tecnologia foi o MIR162, desenvolvido pela Syngenta, que expressa a proteina
Vip3Aa20 e é altamente eficaz contra S. frugiperda, Helicoverpa zea e Diatraea
saccharalis (BURTON et al., 2021). Esse evento foi combinado com outros
genes em tecnologias piramidais, como o Agrisure Viptera®, que associa o
MIR162 a eventos com proteinas Cry e o gene cp4 epsps, conferindo também
tolerancia ao glifosato. Outro exemplo relevante é o evento MON 89034 x
MIR162, presente na plataforma SmartStax PRO®, que combina multiplas
proteinas Cry e Vip3Aa, oferecendo amplo espectro de controle e maior
durabilidade da tecnologia (TABASHNIK et al., 2021).

No Brasil, diversos hibridos comerciais incorporam o gene vip3Aa, com
aprovacao regulatéria pela CTNBio (Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranga), como os hibridos da série PowerCore® Ultra e Agrisure
Viptera® 3111, amplamente cultivados em regides afetadas por populacdes
resistentes de S. frugiperda. A inclusdo do gene vip3Aa nesses eventos
representa um avango importante no controle biolégico de pragas,
especialmente em regides tropicais, onde ha alta pressdo de infestacao

(CARNEIRO et al., 2024).
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O gene bar, originario de Streptomyces hygroscopicus, codifica a enzima
fosfinotricina-acetiltransferase, que inativa o herbicida glufosinato
(phosphinothricin), popularmente usado no sistema LibertyLink. Ele foi um dos
primeiros marcadores de selegdo em transformagcdo genética de milho,
permitindo a regeneracgao eficiente de linhas transformadas por meio de cultivo
de embrides resistentes a herbicida. Desde entdo, o bar tem sido amplamente

adotado como marcador por sua eficacia e confiabilidade (ZHANG et al., 2009).

Em meétodos convencionais de Agrobacterium-mediated transformation
(AMT), embrides tipo Il foram utilizados para introduzir vetores contendo bar e
outros genes (ex.: epsps), conferindo simultaneamente tolerancia a glufosinato
e glifosato. Esses estudos demonstraram integracdo estavel do transgene,
expressao eficaz (confirmada por Northern blot e testes de pintura foliar) e alta
eficiéncia (~0,6 %) de regeneracdo de plantas tolerantes (SHRAWAT et al.,

2007).

Mais recentemente, abordagens inovadoras como transfec¢ao de pdlen
com nanoparticulas magnéticas (MNPs) tém sido aplicadas (WANG et al.,
2022), permitindo uma transformacao independente de gendtipo e sem
necessidade de cultura in vitro. Em 2022, Wang et al. reportaram que, apds
aplicar o gene bar junto a nanoparticulas ao pélen de milho foram obtidas
plantas T, resistentes ao glufosinate (~1,41%) com heranca estavel para T,

confirmada por Southern blot e testes imunoldgicos.

Além disso, linhagens transgénicas como o evento SCB-29, contendo

simultaneamente bar e cp4 epsps, demonstram tolerancia dual e estabilidade
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de expressao por pelo menos trés geragdes, com niveis continuos de proteina
Bar e desempenho semelhante ao convencional mesmo sob aplicagdo de
herbicidas. A tecnologia LibertyLink (bar) e Enlist (multiplo genes) oferecem
controle flexivel de plantas daninhas, reduzindo a necessidade de herbicidas
adicionais (DIAS, 2023). Essa abordagem “piramidada” permite o uso
combinado de glufosinate e glifosato, ampliando a flexibilidade do manejo de

plantas daninhas (BHANDARI et al., 2022).

Um dos eventos mais destacados com a combinagao vip3A e bar é o
CSPB04, aprovado no Brasil, que expressa simultaneamente os genes
vip3AaZ20, cry1Ab, cry1F e bar, como parte da tecnologia PowerCore® Ultra.
Outro exemplo relevante é o evento MIR162 x TC1507, que emparelha o
vip3Aa20 com o bar (presente em TC1507), promovendo um amplo espectro
de resisténcia a insetos e tolerédncia ao glufosinato (CTNBio, 2023). A
integracdo dessas duas caracteristicas agrondmicas em eventos piramidais
busca melhorar o manejo de resisténcia de pragas e facilitar a adocéo de

sistemas de controle de plantas daninhas.

Além dos beneficios agrondmicos, estudos recentes mostram que esses
eventos demonstram estabilidade na expressado dos transgenes, desempenho
agrondmico equivalente as cultivares convencionais e impacto ambiental
reduzido, devido a menor aplicagao de inseticidas quimicos (CARNEIRO et al.,

2024).

Em resumo, o milho Bt com gene Vip3A representa um avango no

controle de lepidopteros, a tolerdncia ao herbicida com gene bar permite
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fitossanidade eficaz, e as variedades combinadas oferecem solugdes
completas, desde que manejadas com estratégia de resisténcia e praticas

sustentaveis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Condi¢coées para cultivo em hidroponia da variedade de

milho FCAV/UNESP

Cerca de 40 sementes da variedade de milho FCAV/UNESP,
previamente tratadas com polimero, herbicida, fungicida e grafite, eram
pré-germinadas semanalmente em papel filiro germinativo por trés dias, no
escuro, a 28 °C e implantadas na espuma fendlica (suporte inerte para
sustentar as plantas em desenvolvimento). A solugao nutritiva utilizada para a
hidroponia foi a descrita por Jemimah et al. (2018) a qual consiste na seguinte
composi¢ao: Para 10 L de agua foram adicionados 5,8 g de nitrato de calcio,
4,8 g de nitrato de potassio, 1,6 g de cloreto de potassio, 2,4 g de sulfato de
magnésio, 1,5 g de MAP (Monofosfato de Amobnio) 0,5g de sulfato de cobre e

1g de suplemento de micronutrientes. A este meio foram adicionadas as
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seguintes modificagbes: 1,16 g a mais de nitrato de potassio e 0,2 g a mais de
nitrato de calcio, para atender as demandas nutricionais das plantas de milho.
As bandejas de plastico foram mantidas em sala de cultivo no Departamento de
Producéo Vegetal da FCAV, com fotoperiodo de 14 h de luminosidade artificial,

por duas semanas até a excisdo dos explantes.

3.2. Condigoes para cultivo em vasos da variedade de milho FCAV/UNESP

Em vasos de 5L foram cultivadas 72 plantas de milho com a finalidade
de se extrair o embrido imaturo da semente. As plantas foram mantidas a 28°C
com fotoperiodo de 14 h de luz artificial e a adubacao seguiu os parametros do
BOLETIM 100 (IAC, 2022). Para a manutencgao fitossanitaria foram realizadas
duas aplicagdes de inseticidas e duas aplicagées de fungicida no decorrer do
cultivo. Devido ao alto grau de heterozigose dos individuos, a polinizagdo néo
foi assistida e as espigas foram obtidas com 3 a 4 meses apds plantio, até que
a espiga atingisse o ponto leitoso e claro e no qual os embrides imaturos

estivessem na faixa de 2-5 mm de tamanho.

3.3. Obtencao dos explantes da variedade FCAV/UNESP para indugao

de calos

Os explantes das plantas de milho, provenientes de hidroponia, foram os
foliares, radiculares e meristema apical. Esses explantes foram retirados das
plantas removidas cuidadosamente da espuma fendlica, a fim de evitar

qualquer dano as suas partes. A manipulacdo das plantas foi feita em fluxo
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laminar, com total assepsia, e os explantes foram obtidos com a ajuda de

bisturi estéril, da seguinte maneira.

Para explantes a partir de folhas: de cada planta com até trés folhas,
com 2 semanas de idade, com a terceira folha mais jovem totalmente aberta ou
parcialmente fechada, cortou-se quadrantes transversais em relagao a nervura

da folha com cerca de 5 mm de tamanho.

Para explantes a partir de hipocdtilos: os hipocétilos foram cortados com

cerca de 1 cm a partir de plantas com 2 semanas de idade.

Para explantes a partir de meristema apical: para a obtencdo destes
explantes, as folhas e raizes de plantas com duas semanas de idade foram
removidas e o meristema foi cortado transversalmente a partir do colmo.
Ambas as metades do meristema apical foram colocadas inclinadas em relagao

ao meio indutor de calos, de acordo com cada protocolo testado.

Os protocolos de inducdo de calos, a partir dos diferentes tipos de

explantes acima citados, foram os seguintes:

1° Protocolo: descrito por Pathi et al. (2013), a partir do qual testou-se
oito variagdes de concentracdo da auxina artificial 2,4 D, sendo elas: 1,8; 2,0;
2,2;24; 2,5; 2,6; 2,8 e 3,0 mg/L e ainda a adicdo de 20 mg/L de sulfato de
cobre e concentragbes variando de 0,5 a 0,8 mg/L de nitrato de prata. Também
foram realizados testes sem a presenca dos dois ultimos. Nas placas contendo
os meios de cultivo foram colocados 120 explantes, sendo estes o hipocdtilo

cortado ao meio, com 6 dias de idade, sendo 5 explantes por placa.
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2° Protocolo: descrito por Ahmadabadi et al. (2007), no qual testou-se
100 explantes foliares de plantas com 1 semana de idade. Os fragmentos
foram obtidos da 32 folha mais jovem. Testou-se 32 variagbes, sendo elas as
combinagdes de: 1,8; 2,2; 2,4; 2,8 mg/L de 2,4 D, a presencga e auséncia de 20;
10; 35 mg/L de sulfato de cobre e a presenca e auséncia de 0,8; 1,8; 2,0 mg/L

de nitrato de prata.

3° Protocolo: descrito por Sidorov et al. (2006), a partir do qual foram
realizadas 32 combinag¢des de concentragdes de 2,4 D, que variaram de 1,8 a
2,8 mg/L, a presenca e auséncia de 20 mg/L de sulfato de cobre e a presenca
e auséncia de 1,76 mg/L de nitrato de prata. Testou-se 480 explantes

provenientes de meristema apical, sendo colocados 4-6 explantes por placa.

Para obtencdo dos explantes a partir de graos imaturos, seguiu-se o
protocolo descrito por Ishida et al (2007), partindo-se de 72 espigas (uma de
cada planta) e de cada uma foram retirados 5 graos imaturos, dos quais
retirou-se os embrides, medindo em torno de 2 a 5 mm, os quais foram

cultivados em 2 mg/L de 2,4 D e presenca e auséncia de 0,7 g/L de L-Prolina.

3.4. Expressao transiente da construgao reporter RUBY em linhagens

de milho da EMBRAPA

Esta parte do Trabalho de Iniciagao Cientifica foi desenvolvido junto ao
Nucleo de Biologia Aplicada da EMBRAPA Milho e Sorgo — Sete Lagoas-MG,
sob a supervisao da Dra. Meire de Cassia Alves, como complementagao dos

estudo iniciais, visto as limitagdes encontradas na etapa de regeneracdo dos
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calos inicialmente obtidos na FCAV. O objetivo dos experimentos na EMBRAPA
foi selecionar o melhor gendtipo de milho para a produgcdo de calos e
submeté-los a transformagdo com A. tumefaciens. Calos do gendtipo
selecionado seguiram para a transformagado com os genes bar e vip3Aa de B.
thuringiensis e posterior regeneracdo em cultura de tecidos, permitindo a

conclusao dos objetivos propostos.

3.4.1. Obtencao dos embrides imaturos das linhagens de milho

da EMBRAPA

As linhagens de milho utilizadas foram L12, L14 e B104, mantidas
previamente em casa de vegetagdo sob condi¢cdes de irrigagdo, controle de
temperatura e fitossanitario, conforme praticas estabelecidas pela EMBRAPA

Milho e Sorgo.

Os explantes embrionarios das variedades de milho da EMBRAPA, L12,
L14 e B104, foram embrides zigoéticos imaturos extraidos de sementes de
espigas com duas semanas apds a polinizagdo e medindo aproximadamente 2

a 4 milimetros de tamanho (CARNEIRO et al., 2009).

Cerca de 150 embrides zigoticos imaturos (50 de cada linhagem) foram
cuidadosamente extraidos de sementes de espigas esterilizadas das linhagens
L12, L14 e B104, da seguinte maneira: Espigas esterilizadas em solugéo de 1:1
de agua sanitaria comercial: agua destilada com 1-2 gotas de Tween 20, foram

colocadas em uma placa de Petri dentro do fluxo laminar.
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Os embrides foram extraidos das sementes com um bisturi, removendo
a regiao superior do pericarpo. Em seguida o endosperma foi retirado com
cautela para nao danificar o embrido e, com ajuda de uma espatula, o embrido
foi colocado em um tubo de 1,5 mL contendo agua estéril, onde foi rapidamente
lavado com meio de infeccdo, contendo sais e vitaminas N6 (68,4 g-L™),
sacarose (36 g-L™"), glicose (0,7 g-L™), prolina (0,25 g-L™"), 2,4-D (100 uM-L™),
acetoseringona, Phytagel (3 g-L™") e pH ajustado para 5,2, seguindo-se as
especificacbes de De Souza et al. (2016), sendo assim preparados para se

iniciar o processo de transformacéo.

3.4.2. Transformagdo via A. tumefaciens e selecao dos

calos transformados

A transformacao foi realizada de acordo com Frame et al. (2002) e Vega
et al. (2008). A bactéria A. tumefaciens EHA101, contendo o plasmideo
UBQ:RUBY, portador da construgao repérter RUBY, foi cultivada em meio YEP,
composto por extrato de levedura (10 g-L™"), peptona (20 g-L™") e dextrose (20
g-L™), com pH ajustado para 6,5 (SHERMAN et al; 1983), contendo canamicina
(50 mg/l) e espectinomicina (50 mg/l) e mantida por 5 dias a 19 °C. A
construcdo RUBY desenvolvida por He et al. (2020a) (Figura 1) converte
tirosina em betalaina de coloragao vermelho vivo, claramente visivel a olho nu,
sem a necessidade de equipamentos especiais ou tratamentos quimicos,

permitindo a selecao dos embrides transformados.
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Figura 1. Sistema reporter RUBY e biossintese de betalaina. (A) Sistema repérter RUBY:
contém os trés genes biossintéticos da via metabdlica das betalainas (CYP76AD1, DODA e
Glucosiltransferase) fundidos em uma Unica regido codante. Entre os genes, foram inseridas
sequéncias que codificam peptideos 2A. O sistema repoérter RUBY esta sob o controle do
promotor de ubiquitina de milho (ZmUBI) e do terminador transcricional HSP18.2 de
Arabidopsis (He et al., 2020a). (B) Biossintese da betalaina: a tirosina é oxidada pela
CYP76AD1 (1) em L-DOPA, que pode ser convertida em CICLODOPA (2) pela CYP76AD1. Na
presenca da L-DOPA 4,5-dioxygenase (DODA) (3), a DOPA ¢ oxidada e circularizada em acido
betalamico. A CICLODOPA se condensa com o acido betalamico, numa reagdo nao
enzimatica, para produzir betanidina. A glucosilagdo da betanidina (4) gera a betalaina de cor
vermelha. (Fonte: CARNEIRO et al., 2024).

No dia da transformacéao, a Agrobacterium foi ressuspendida em meio de
infeccdo suplementado com acetoseringona até atingir uma OD550 = 0,3-0,4 e
incubada a 150 rpm, 23 °C por 2 h. Para a infecgao, 50 embrides imaturos de
milho foram coletados em 1 mL de meio de infecgdo acrescido de
acetoseringona utilizando tubos eppendorf. Momentos antes da infecgcao, os
embrides foram lavados duas vezes em novo meio de infeccdo. Em seguida, foi

adicionado 1 mL da cultura bacteriana e incubado por 5 min, no escuro.

Apods a infecgao, os embrides, com o escutelo voltado para cima, foram
transferidos para placas de Petri contendo meio de cocultivo (DE SOUZA et al.,
2016), composto por sais e vitaminas N6 (30 g-L™'), sacarose (0,7 g-L™"),
prolina (0,25 g-L™), 2,4-D (100 uM-L™"), acetoseringona (0,85 mg-L™"), nitrato
de prata (3 mg-L™"), L-cisteina , Phytagel (3 g-L™") e pH ajustado para 5,8. Apés
o periodo de cocultivo, os embrides infectados foram transferidos para o meio

de repouso (MS Sais - 4,3 g/L; Sacarose - 30g/L; L-Prolina-0,7 g/L;
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Myo-Inositol-100 mg/L; Caseina hidrolisada - 100 mg/L; Tampao MES - 0,5 g/L;
Phytagel - 3g/L; Vitaminas MS 1 mL/L; Dicamba (30mM) - 0,5 ml/L ; AgNO3 -
1,76 mL/L; Cefotaxima (100 mg/mL) - 1,5 mL/L, pH 5,8), sendo colocados 50
embrides por placa (DE SOUZA, et al.; 2016). O antibidtico cefotaxima é
utilizado para eliminar A. tumefaciens e promover o desenvolvimento inicial dos
embrides. As placas foram incubadas em ambiente escuro a 27 °C em sala de
crescimento por 5 dias. Apds esse periodo, os embrides foram transferidos
para um novo meio de repouso, onde permaneceram por mais 5 dias. Durante

esse tempo, os embrides imaturos comegaram a formar calos embriogénicos.

Para a selecdo das células transformadas, foi utilizado o sistema
reporter RUBY, que permite a deteccdo das células transformadas pela
produgdo de betalaina, um composto de cor vermelha. As células que

apresentavam essa coloragao indicavam sucesso na transformacao genética.

3.5. Obtengao da linhagem de milho promissora com a

construgcao contendo os genes vip3Aa e bar de B. thuringiensis

Apds a determinagcdo da linhagem de milho promissora, a qual
apresentou a melhor eficiéncia da expressao transiente RUBY, seguiu-se a
transformacao via A. tumefaciens com a construgao contendo os dois genes de
interesse: vip3Aa e bar (FARINACIO, 2019), que expressam as caracteristicas
de resisténcia a pragas da ordem Lepidoptera e de tolerancia a herbicidas

respectivamente.



43

3.5.1. Confirmagcao dos clones de A. tumefaciens contendo os
genes vip3Aa e bar

A presenca dos referidos genes na cepa de A. tumefaciens foi detectada

por meio da técnica de PCR (Reacédo da Cadeia de Polimerase), de acordo

com a seguinte metodologia:

A bactéria A. tumefaciens da linhagem EHA101 da colecdo de cepas do
Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA) da
FCAV — UNESP, armazenada em glicerol a -80 °C, contendo o vetor
pMCG1005::vip3Aa::bar (Figura 2), previamente construido por FARINACIO
(2019), foi preparada para cultivo em meio LB composto por triptona (10 g-L™),
extrato de levedura (5 g-L™"), cloreto de sédio (10 g-L™") e agua destilada, com
pH ajustado para 7,0; desenvolvido por Luria e Bertani (1951), o qual foi

utilizado para cultivo da bactéria em meio solido e liquido, a 28 °C.

BE TOCS vip3Aa intron PUbi1 P4xCaMV35S bar TNOS BD
adh1l

Figura 2. Esquema da regido do T-DNA do vetor pMCG1005::vip3Aa. Gene vip3Aa de B.
thuringiensis sob o promotor da ubiquitina 1 do milho (PUbi1), com o primeiro intron do gene da
alcool desidrogenase (adh1) e terminador da octopina sintase (TOCS), gene bialaphos (bar)
sob o controle do promotor 4xCaMV35S e terminador da nopalina sintase (TNOS), borda

esquerda (BE) e direita (BD) (FARINACIO, 2019).

O DNA plasmidial foi extraido pelo método de lise alcalina (BIRNBOIM ;
DOLY, 1979), a partir do cultivo das colénias em meio liquido. A quantidade e

qualidade das amostras de DNA foram obtidas por leitura em



44

espectrofotbmetro Nanodrop. Para a deteccdo dos genes de interesse
realizou-se a técnica da PCR, em volume total de 25 uL, contendo 150 ng de
DNA; 1 U de enzima Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen,
Life Technologies do Brasil, Sdo Paulo, SP); 1 X High Fidelity PCR Buffer
(Invitrogen); 1,5 mmol L-1 de MgS04; 0,5 pmol de cada oligonucleotideo; 0,16
mmol L-1 de dNTP; e agua destilada deionizada estéril (g.s.p. 25 pL). O
programa no termociclador seguiu as etapas de desnaturagao por 2 min a 94
°C, seguida por 30 ciclos compostos de 1 min a 94 °C (desnaturagao); 1 min a
temperatura recomendada para cada gene (anelamento); 2 min a 68 °C
(extensao); mais um passo adicional de 5 min a 68 °C e, ao final do processo, o
produto foi mantido a 4 °C para a manutencao das amostras até a retirada dos

tubos do aparelho.

Para amplificacdo do gene vip3Aa foram utilizados os iniciadores direto
5’AAGACACTGCGCTACGAGGTYZ e reverso
5 CCGAAGCCATTGATAGGTGT3’, os quais amplificam um fragmento de 185
pares de bases (pb) do gene vip3Aa, sob a temperatura de pareamento de 60
°C e, para o gene bar, os iniciadores utilizados foram direto, para um fragmento
do promotor 35S 5’ATGACGCACAATCCCACTATCC3 e reverso para o
terminador TNOS 5GCGGGACTCTAATCATAAAAACCSZ’, com pareamento de

58 °C, resultando em um produto de amplificagao de 1200 pb.

Para a visualizagdo da amplificagcdo, foram adicionados 3 uL de tampao
de amostra (0,5 % de azul de bromofenol, 50 % de glicerol) ao tudo contendo 7

ML do produto da PCR, totalizando 10 pyL para cada amostra, as quais foram
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aplicadas em gel de agarose a 0,8 %, contendo brometo de etideo (0,5 pug/ mL)
e submetido a eletroforese em cuba horizontal, por 1 h e 30 min, a 70 V,
conduzida em tamp&o TEB 1X [Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM e Acido Bérico 89
mM (pH 8,2)]. Também foi aplicado no gel de agarose uma amostra do
marcador molecular “GeneRulerTM 1 kb DNA ladder” (Fermentas Life
Sciences, Burlington, ON, Canada) que serviu de referéncia para a confirmacéao
do tamanho molecular obtido na reacdo de amplificacdo. Posteriormente, o gel
de agarose foi visualizado sob luz ultravioleta (UV) e fotodocumentado em
equipamento fotodocumentador Gel Doc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA),

por meio do software Quantity-one.

3.5.2. Transformacao via Agrobacterium e obtengdo das plantas de

milho transformadas.

Apos selecdo da colbénia de A. tumefaciens contendo a construgao
pMCG1005::vip3Aa::bar, seguiu-se a transformacao de cerca de 500 embrides
da linhagem de milho com maior taxa de expresséao transiente. A metodologia
de obtengédo dos embrides zigdticos imaturos, da transformagao e regeneragao

em cultura de tecidos, foram as mesmas descritas no item 3.4.1.

A selecao dos embrides transformados foi realizada em meio contendo o
herbicida BASTA (glufosinato de aménio), o qual seleciona os embrides com
presenca do gene bar. Apdés uma semana da infeccdo, os embrides foram
transferidos para o meio de repouso (item 3.4.2) onde ocorreu a indugéo de
calos, por 1 més, para entdo serem transferidos ao meio de selecédo |, em

seguida do meio de selegéo Il, permanecendo por 1 més em cada meio. A



46

composi¢cao do meio de selegcdo tanto | quanto Il € a mesma do meio de
repouso usado previamente, porém com a adi¢cao de 2 mg/L de BASTA para a
selecdo | e 5 mg/L de BASTA para selegao Il. Em seguida, os calos
sobreviventes foram transferidos para o meio de regeneragcdo MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) com a adicdao de 10 mg/mL dos hormonios

vegetais ABA, AlIA, BAP, TDZ, CuS0O4, Zeatina por 3 semanas.

Quando as brotagdes comegaram a se desenvolver, as plantulas foram
transferidas para frascos contendo meio de germinagdo MS contendo 10
mg/mL de AIB, por 3 semanas. Apos o periodo de germinacao, as plantulas
foram aclimatadas em casa de vegetagdo, um estagio final que prepara as
plantas para a transicdo ao ambiente externo, garantindo sobrevivéncia e

crescimento adequados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Sendo a cultura de tecidos o alicerce unificador para padronizar o
protocolo de transformagédo e obter calos regeneraveis se faz necessario a
elaboracao dependente de gendtipo para o estabelecimento de um protocolo o
qual possa gerar calos embriogénicos, para se realizar esta etapa foi
necessario testar diferentes protocolos de inducdo de calos proprios a
transformacdo genética com modificagbes realizadas durante o processo que

considerem a constituicdo genética das variedades de milho FCAV/UNESP.

4.1. Variedade de milho FCAV/UNESP cultivada em hidroponia

A produgao de milho hidropdnico envolve o cultivo de plantas sem solo,
mas em agua ou solucao rica em nutrientes, em uma estufa, por um curto
periodo (MARTINS, 2012). Sachs (1860) e Knop (1865) desenvolveram a
tecnologia para o cultivo de plantas em solugdo nutritiva, sendo estes os

primeiros a elaborar formulas com micro e macronutrientes. Varias sao as
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espeécies que podem ser cultivadas em hidroponia como sorgo, soja, trigo,
arroz, aveia, cevada, centeio, milho, milheto, trigo entre outras, sobretudo
levando em conta que as condigdes climaticas e ambientais externas pouco
interferem. Uma das grandes vantagens do milho hidropdnico € que com pouco
espaco pode-se produzir uma grande quantidade de massa verde (PAULINO et
al., 2004). O cultivo em hidroponia apresenta maior desempenho agronémico
da planta em relagdo ao cultivo em solo, visto que, em uma faixa de tempo
similar, a planta hidropbnica apresenta maior altura e maior numero de folhas,
devido principalmente a constancia de um detalhado e completo perfil
nutricional (MILLER et al., 1989). Além disso, o uso de hidroponia em cultura
de tecidos esta associado ao sucesso na obtencao de explantes, devido ao alto
controle do ambiente oferecido pela hidroponia, reduzindo problemas de
contaminagao microbiologica no processo. A solugdo nutritiva preparada em
laboratério em condicbes de assepsia controlada, reduz a presenca de
contaminantes, quando comparado ao uso do solo (NHUT et al., 2022). Em
suma, a hidroponia foi adotada como método fornecedor de explantes pois ela

acelera e uniformiza o ciclo das plantas além de reduzir contaminacoes.

No presente trabalho, sementes da variedade de milho FCAV/UNESP
foram cultivadas em hidroponia com a solugao nutritiva descrita por Jemimah et
al. (2018) com algumas modificagbes. A adogdo do cultivo hidropdnico
mostrou-se condizente com a literatura especializada, promovendo um
ambiente controlado que favoreceu o crescimento acelerado, uniforme e
asséptico das plantas. As alteragdes nos teores de nitrato de calcio e nitrato de

potassio na solugdo nutritiva foram essenciais para sustentar o bom
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desempenho fisioldégico do gendtipo estudado. Inicialmente, observou-se que,
nas ultimas semanas de cultivo, as plantas apresentavam sintomas
caracteristicos de deficiéncia nitrogenada, o que motivou os ajustes na
composicdo da solugdo. A rapida resposta das plantas as modificagdes
confirma a importdncia do manejo nutricional adequado em sistemas
hidroponicos. Como a hidroponia foi utilizada com o objetivo principal de
obtencdo de explantes, estes foram coletados conforme os protocolos
especificos de indugdo de calos. As plantas remanescentes, quando ainda
presentes apos a coleta, foram devidamente descartadas para evitar qualquer

interferéncia nos experimentos subsequentes. Na Figura 3 observa-se plantas

de milho em hidroponia em diferentes fases de desenvolvimento.

Figura 3. Plantas de milho em hidroponia, em diferentes estdgios de desenvolvimento. A:
Plantas com 3 dias de idade. B: Plantas com 9 dias de idade. C: plantas com 14 dias de idade.

4.2. Obtengao dos explantes da variedade FCAV/UNESP para indugao

de calos

A cultura de tecidos vegetais aplicada ao milho (Zea mays L.)
configura-se como uma das mais sofisticadas ferramentas na biotecnologia

vegetal moderna, permitindo o0 desenvolvimento de metodologias de
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propagacao clonal, conservacdo de germoplasma, transformacao genética e
experimentagao fisiologica em nivel celular. Contudo, a espécie apresenta
notavel recalcitrancia a regeneragao in vitro, fato atribuido, principalmente, a
intensa oxidacado fendlica, a elevada dependéncia genotipica e a limitada
competéncia embriogénica de grande parte das linhagens comerciais
(VARMAN et al., 2018; SHARMA et al., 2023). Tais caracteristicas impdem
severas barreiras a uniformizagcao de protocolos reprodutiveis e eficientes, o
que torna a cultura de tecidos do milho um campo que exige continua

otimizacao técnica e cientifica.

Neste trabalho foram testados quatro protocolos visando a obtengao de
calos embriogénicos de milho, a partir de explantes retirados de folhas, de

hipocdtilos e de tecidos meristematicos.

Referente ao protocolo descrito por Pathi et al. (2013), nenhum calo foi
obtido a partir dos hipocatilos, em todas as condi¢gdes de meio de indugao de
calos testadas. Dos 120 explantes testados, 66% apresentaram browning, apés
2 semanas, ou seja, houve o escurecimento dos explantes, 0 que consiste em
um problema grave na cultura de tecidos vegetais, pois dificulta a propagacao
in vitro bem-sucedida das plantas. O restante nem chegou a se desenvolver,

mostrando-se recalcitrantes as condig¢des testadas.

O mesmo ocorreu quando o protocolo de Ahmadabadi et al. (2007) foi
testado com explantes foliares. A inducao de calos a partir da 32 ou 42 folha
mais nova, parcialmente ou totalmente fechada de pléntulas com duas

semanas de idade, ndo demonstrou nenhum tipo de desenvolvimento e
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nenhum tipo de resposta foi notado mesmo em concentragdes relativamente
altas de nitrato de prata (2 mg/L) e 24 D (2,8 mg/L). Em todos os 100
explantes testados considerando as 32 variagdes observou-se o mesmo
comportamento, ou seja, a lamina foliar permaneceu viva e verde por 3
semanas até a ocorréncia do browning. Tanto os explantes provenientes de
hipocotilo quanto os provenientes das folhas se mostraram insensiveis as
concentracdes de 2,4 D, sulfato de cobre e nitrato de prata testados nos meios
de indugéao de calos.

Os resultados obtidos sugerem que a principal razdo para o insucesso
na obtencao de calos é devida ao gendtipo utilizado, sendo este incompativel
aos protocolos utilizados, haja vista ter sido esta a mais relevante diferenca
entre eles e o experimento do presente trabalho. Existem limitacdes
importantes no uso de variedades de milho para obtengcdo de explantes para
cultura de tecidos, especialmente quando comparadas ao uso de linhagens
puras. Variedades de milho de polinizacdo aberta apresentam alta
heterogeneidade genética, o que significa que diferentes plantas (mesmo da
mesma variedade) podem responder de forma muito distinta aos protocolos de
cultura de tecidos. Essa variabilidade dificulta a padronizacdo dos resultados e
reduz a eficiéncia da regeneracgao in vitro (RAJI; LADIPO, 2016). No entanto, a
busca pelo desenvolvimento de protocolos gendtipo-independentes para o

milho ainda é um grande desafio e requer muitos estudos.

O protocolo de indugao de calos a partir de gomos nodais (segmentos

de coleoptilo de plantulas), descrito por Sidorov et al. (2006), o qual relata taxa
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de indugao de calos de ~38—-42%, com sucesso na transformacao genética, foi
o foco deste trabalho, com 480 explantes sendo submetidos a indugao de
calos. No entanto, um dos maiores desafios foi contornar as frequentes
contaminagdes fungicas que surgiram neste experimento. Devido a isso
adicionou-se, na formulagdo da solugdo nutritiva hidropdnica, 0,5g\10 L de
agua de sulfato de cobre, o que levou a uma melhoria em relagdo as
contaminagdes. No entanto, muitas vezes a esterilizagdo com alguns produtos
€ capaz de inibir a indugcdo de calos ou, até mesmo, se torna letal para o

explante (MISRA; MISRA, 2012).

Porém, as contaminagdes seguiram sendo observadas, sendo estas
atribuidas a diversidade microbiologica de tecidos proximos a raiz e a

microbiota endofitica.

Dos 32 testes realizados com tecido meristematico, no qual se variou a
concentracdo de nitrato de prata, sulfato de cobre e 2,4 D, apenas uma
combinagao resultou na formagao de calos: o meio MS com todos os nutrientes
e vitaminas descritos (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com 2,8 mg\L de 2,4 D e
sem adicdo de nitrato de prata e sulfato de cobre. Todos os 30 explantes
advindos de 15 plantas diferentes foram capazes de gerar calos friaveis que
permaneceram vivos por 2 semanas (Figura 4). Este foi um resultado promissor
para um gendétipo sem nenhum histoérico de praticas para cultura de tecidos. No
entanto, a interferéncia nos dados causado pelas contaminagoes,
impossibilitaram a continuidade dos experimentos e uma amostragem confiavel

com a variedade FCAV/UNESP.



53

|

Figura 4. Explantes provenientes de meristema apical da variedade de milho FCVA/UNESP. A:
Calos friaveis em formagao apés uma semana em meio de indugédo de calos. B: Calos com
maior tamanho ap6s duas semanas em meio de indugéo de calos.

Embora o protocolo de indugao de calos de Sidorov et al. (2006), com as
modificagdes realizadas neste trabalho, tenha se mostrado promissor para uma
variedade de milho, algumas sugestdes podem ser adicionadas aos
experimentos, como a utilizacdo do antibidtico cefotaxima para controlar as
contaminagdes, o uso do tampao MES (2-N-morfolino etanosulfénico) para
melhor controle do pH do meio, a adigdo de concentragdes ideais de sulfato de
cobre no meio de cultivo MS e o ajuste das doses de L-Prolina para ajudar na

embriogénese somatica dos calos.

Além dos experimentos utilizando os explantes acima relatados e seus
protocolos, um outro protocolo foi testado com o objetivo de se obter outro tipo
de explante, o embrido zigético imaturo, a partir de graos imaturos de espigas

obtidas de plantas cultivadas em vasos, em casa de vegetacgéo.

O protocolo desenvolvido por Ishida et al. (2007) ndo proporcionou
resultados positivos para os 350 embrides submetidos ao meio de indugéo de

calos indicado. Muitas foram as adversidades ocorridas na condi¢do do cultivo

.
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das plantas em casa de vegetagdo, as quais resultaram em plantas com
condi¢gdes néo ideais a aplicagao do referido protocolo. Além dessas limitagdes,
os autores deste protocolo relatam que o longo tempo, demandado para o
cultivo da planta até a fase reprodutiva, pode gerar uma série de problemas ao
serem introduzidas na cultura de tecidos, resultando no insucesso na produgao

de calos viaveis.

A regeneracao de plantas a partir de calos embriogénicos € o caminho
mais comum nos protocolos para o milho, com embrides imaturos sendo a
fonte explantada preferencial (CARNEIRO, 2009; CAMILO et al., 2019). O meio
de cultura de Murashige e Skoog (MS), suplementado com o auxinico sintético
2,4-D, é amplamente empregado para inducédo calogénica (MURASHIGE;
SKOOG, 1962; ABDULWAHID et al., 2021). No entanto, a resposta
morfogénica obtida depende de inumeros fatores, como a idade fisiolégica do
explante, a natureza do agente hormonal, a fonte de carbono e a composigéo

fisico-quimica do meio.

Neste estudo, 4 protocolos foram testados em um total de 72 variagdes
envolvendo varios componentes no meio de indug¢ao de calos, sendo o 2,4 D o
principal deles. Utilizou-se 700 plantas em hidroponia e 72 plantas de ciclo
completo, e somente uma concentracdo de 2,4 D, em um unico protocolo, foi
capaz de gerar calos, sendo este o de Sidorov et al. (2006) com a
concentragao de 2,8 mg\L de 2,4 D. Este resultado demonstra a sensibilidade e
a especificidade dos gendtipos em relagdo a cultura de tecidos e ressalta a
importancia das pesquisas que visam o desenvolvimento de protocolos

ajustados para cada gendtipo de milho, e que possam resultar na obtencao de
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calos viaveis a serem transformados, apesar das contaminag¢des os calos
gerados pelo protocolo estabelecido por Sidorov et al. (2006) apresentaram
calos pois 0 gendtipo da UNESP é sensivel as concentragdes de reagentes e

explantes usadas em sua indugao.

4.3. Expressao transiente da construgao repoérter RUBY em linhagens

de milho da EMBRAPA

Os resultados a seguir foram obtidos a partir dos experimentos
realizados junto ao Nucleo de Biologia Aplicada da EMBRAPA Milho e Sorgo —
Sete Lagoas-MG, os quais permitiram complementar os objetivos propostos no
projeto de Iniciagdo Cientifica, contribuindo para a formagdo académica do

estudante, na sua area de interesse.

O objetivo dos experimentos na EMBRAPA foi selecionar o melhor
gendtipo de milho para a produgao de calos e submeté-los a transformacao
com A. tumefaciens. Calos do genodtipo selecionado seguiram para a
transformacao com os genes bar e vip3Aa de B. thuringiensis e posterior

regeneragao em cultura de tecidos.

Para a selecdo da melhor linhagem de milho, a estratégia foi utilizar a
transformacado, via Agrobacterium, com a construgcao reporter RUBY, que

seleciona os embrides transformados por coloragéo.

Cerca de trés dias apdés a transformacdo genética dos embrides

zigoticos, provenientes das linhagens L12, L14 e B104 com a construgdo
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RUBY, foi possivel observar a coloragdo avermelhada nos embrides. Apds uma
semana em meio de cultivo os embrides foram analisados quanto a eficiéncia
de expressdo transiente em cada linhagem. Observou-se diferencas na
intensidade da cor avermelhada nos embrides imaturos, sendo considerada
eficiente a linhagem que apresentou a maior porcentagem de embrides com
maior area com coloragdo avermelhada, como observado na Figura 5. A
eficiéncia da expresséo transiente foi observada em 58% dos embrides da

linhagem B104, 0% da linhagem L14 e 6% da linhagem L12.

Figura 5. Embrides imaturos das linhagens de milho da EMBRAPA, ap6s transformagéo com a
construgdo RUBY. A: Embrido da linhagem B104 com intensa cor vermelha em grande parte
dos tecidos. B: Embrido da linhagem L14 onde ndo se observa cor vermelha, sem expressao
transiente. C: Embrido da linhagem L12 com baixa intensidade de expressdo. EE: Eixo
embrionario exposto.

Os genes repérteres desempenham um papel fundamental na avaliagéo
e no aprimoramento dos métodos de transformacdo. Entre os genes reporter
mais utilizados, destacam-se a proteina fluorescente verde (GFP) (CHALFIE et
al., 1994) e a B-glucuronidase (GUS) (JEFFERSON et al., 1987). No entanto,
as andlises destes genes requerem equipamentos especializados ou

substratos caros, que aumentam o risco de contaminag&o por microrganismos,
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além de resultarem em coloragao invasiva que frequentemente necessitam da

eliminacdo das plantas.

Neste trabalho foi utilizada uma abordagem recente, descrita por He et
al. (2020b), na qual o desenvolvimento do sistema reporter € baseado na via
metabdlica das betalainas. O novo repérter denominado RUBY, catalisa a
conversao de tirosina em betalaina vermelha intensa, permitindo visualizagao
direta a olho nu, sem necessidade de instrumentacéo especifica ou adicéo de
reagentes externos. Essa construgcdo tem sido utilizada por Carneiro et al.
(2024) para monitorar a infeccao de embrides imaturos de sete linhagens de
sorgo. A linhagem publica P898012 e as linhagens da Embrapa ATF10B,
ATF14B apresentaram 86%, 67% e 63% de sucesso, respectivamente. Os
resultados mostraram que o sistema RUBY facilitou a sele¢cao de genotipos de

sorgo com maior potencial para transformacgao.

A transformacédo genética do milho com Agrobacterium tumefaciens é
uma ferramenta poderosa da biotecnologia moderna para a introdugdo de
genes de interesse agronOmico, como resisténcia a pragas, toleréncia a
herbicidas ou estresses abibticos. No entanto, o milho (Zea mays L.), sendo
uma monocotiledénea, apresenta desafios particulares a transformacao via
Agrobacterium, que originalmente € mais eficiente em dicotiledéneas (FRAME
et al., 2002).

Segundo Ishida et al. (2007), o uso da Agrobacterium na transformagao
de milho permite a integracdo de menos coépias do transgene, de forma mais

previsivel do que a biobalistica, reduzindo efeitos de silenciamento génico,
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resulta na maior estabilidade de expressdo génica nas geragdes seguintes e
possibilita a cotransformacao eficiente, onde varios genes podem ser inseridos

simultaneamente com maior controle sobre a co-integragdo no genoma.

Varios sao os fatores requeridos para a transformacéo eficiente do milho
com Agrobacterium, como o gendtipo do milho, com alguns sendo mais
responsivos a transformacao; o tipo de explante, com os embrides imaturos (7
a 12 dias apos a polinizagdo) sendo os mais usados; condicionamento da
pré-inoculacédo, a escolha das cepas supervirulentas de Agrobacterium como
EHA101, EHA105 e LBA4404; a adigdo de acetoseringona ao meio para induzir
os genes de viruléncia e permitir a integracdo do gene exdégeno; as condigdes
ambientais e de cocultivo e, finalmente, eficientes protocolos de selegédo e

regeneracao para produzir plantas viaveis (LI et al., 2017b).

Nas condi¢cbes descritas para este trabalho, foi possivel indicar a
linhagem B104 como a mais responsiva a transformacao com a cepa utilizada
de Agrobacterium, portadora da constru¢do RUBY. Portanto, é possivel inferir
que a estirpe de Agrobacterium e o gendtipo da planta foram fatores
importantes para a obtencdo dos embrides transformados. Os procedimentos
de transformacado devem ser elaborados em sua preconcepcao considerando

sempre as peculiaridades genotipicas de cada organismo envolvido.

Com a comprovacao da eficacia da expressao transiente na linhagem
B104, testes relacionados a indugdo de calos, formagdo da embriogénese
somatica e regeneragdo foram realizados nas instalagbes da EMBRAPA
MILHO E SORGO, com embrides desta linhagem. A Figura 6 ilustra os

resultados obtidos nesta fase do trabalho.
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Os embrides extraidos foram colocados em meio de repouso ou meio
indutor de calos, no escuro, no qual foram adicionados componentes
relevantes para a indugdo de calos, como o nitrato de prata, dicamba e
L-prolina, tampdo MES como tampédo e cefotaxima, como agente

antimicrobiano como diferenciais nesta etapa em especifico.

A inducéo de calos € uma etapa essencial nos protocolos de cultura de
tecidos e transformagéo genética vegetal, especialmente em culturas como o
milho, que tém resposta morfogénica variavel. A presenca de determinados
componentes no meio de cultura pode estimular a formacdo de -calos
embriogénicos, modular o ambiente quimico, ou controlar a contaminagéo. O
nitrato de prata (AgNO3) atua bloqueando receptores de etileno nas células
vegetais; o etileno é frequentemente produzido em resposta ao estresse e pode
inibir a embriogénese ou a organogénese. A adicdo de AgNO; aumenta a
eficiéncia de calogénese e regeneracdo, especialmente em gramineas como
milho (SONGSTAD et al., 1991). Dicamba (acido 3,6-dicloro-o-anisico) € uma
auxina sintética muito eficaz na inducdo de calos embriogénicos. Promove
divisdo celular desorganizada, especialmente em tecidos juvenis (como
embrides imaturos). E amplamente utilizada em monocotiledéneas, como milho
e sorgo (ISHIDA et al., 1996). L-Prolina € um aminoacido que atua como
osmorregulador e protetor celular. Estabiliza proteinas e membranas durante o
estresse causado pela cultura in vitro. Melhora a qualidade dos calos e a
competéncia morfogénica (ARMSTRONG; GREEN, 1985). Tampao MES
(2-(N-morfolino) etanosulfonato) mantém o pH do meio de cultura estavel

(geralmente em torno de pH 5,7). A estabilidade do pH é critica para a
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atividade hormonal, absor¢cdo de nutrientes, e viabilidade celular (SCHENK;

HILDEBRANDT, 1972).

Figura 6. Deteccédo de expressédo transiente e etapas da cultura de tecidos das linhagens de
milho da EMBRAPA. A: linhagem L12 com baixa expressao transiente de RUBY em meio de
cocultivo. B: linhagem B104 em meio de cocultivo com alta expressado do gene RUBY iniciando
a inducdo de calos. C: linhagem B104 em meio de repouso com inicio da embriogénese
somatica D: linhagem B104 em meio de repouso com embribes somaticos formados E:
linhagem B104 em meio de regeneragdo com folhas se formando a partir dos embrides
somaticos F: linhagem B104 em meio de germinagdo com folhas e raizes emergidas a partir
dos embrides somaticos.
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A cefotaxima (antibiético beta-lactamico) é utilizado apds a co-cultivagao
com Agrobacterium para eliminar a bactéria do tecido vegetal. Comparado a
outros antibidticos (como carbenicilina), a cefotaxima possui baixa
fitotoxicidade e pode até estimular a regeneracdo em algumas espécies

(MATHIAS; BOYD, 2003).

Neste meio observou-se a formacgao de calos tipo |, que por sua vez
realizaram a embriogénese somatica. Os calos foram transferidos para o meio
de regeneragdo no escuro, notavelmente neste meio se fez-se o uso de
horménios vegetais como o ABA (Acido abscisico), AIA (Acido indolacético),
BAP (6-Benzilaminopurina), Zeatina e TDZ (Tidiazuron), além do sulfato de
cobre (NORIEGA et al., 2007; JIMENEZ, 2001). Os horménios vegetais
adicionados ao meio de regeneragdo de calos tém papéis fundamentais na
organogénese e embriogénese somatica, que sdo os processos-chave para
regenerar uma planta completa a partir de tecidos cultivados in vitro. Cada um
destes hormdnios exerce efeitos especificos no desenvolvimento celular e na
diferenciacao, enquanto o sulfato de cobre atua como cofator enzimatico e

pode melhorar a resposta morfogénica.

Os embrides somaticos foram mantidos no meio de regeneracao até o
aparecimento de raizes e folhas. A Figura 7 ilustra etapas do processo de
obtencao da planta regenerada da linhagem B104. Concluiu-se, portanto, que a
linhagem B104 teve alto sucesso na regeneracédo e € uma boa candidata como

linhagem receptora para se tornar uma nova planta transgénica.
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Figura 7. A: Etapas na obtencdo de uma planta regenerada da linhagem B104. Embrido
imaturo com 5 dias de idade e uma coldnia de Agrobacterium tumefaciens (AT). B: Calo tipo |
com embrides somaticos (E) em meio de regeneragéo. C: Plantas regeneradas in vitro com
folhas (F) e raizes em (R).

4.4. Transformagado da linhagem de milho B104 da EMBRAPA com

a construcao pMCG1005::vip3Aa::bar

Diante dos resultados obtidos, a linhagem de milho B104 foi a escolhida
para se realizar a transformacdo com o vetor pMCG1005::vip3Aa::bar, dada a
boa capacidade regenerativa em cultura de tecidos e a alta taxa de expresséo

transiente.

Para confirmagao do clone positivo de Agrobacterium para a etapa de
transformagao dos embrides somaticos da linhagem B104, utilizou-se a técnica
de PCR com iniciadores especificos para uma regidao do gene vip3Aa, os quais
resultaram em um amplicon de 185 bp e iniciadores elaborados nas regides do
promotor 4x CaMv35s e terminador TNOS, que resultaram na amplificagcao de
um fragmento de 1200 pb que contém o gene bar. Na Figura 8 pode-se

observar os produtos amplificados referentes aos genes em estudo.
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Figura 8. Eletroferograma da amplificagdo por PCR do gene vip3Aa de B. thuringiensis e do
gene bar em A. tumefaciens. (A) M = Marcador Molecular 1 kb DNA Ladder (GeneRuler™); 1 =
Controle negativo da reagdo; 2 a 6 = gene Vip3Aa (185 pb). (B) M = Marcador Molecular 1 kb
DNA Ladder (GeneRuler™); 1 a 4 = gene Bar (1200 pb); 5 = Controle negativo da reagéo.

Apods a confirmacgédo do gene de interesse vip3Aa e o gene de selecao
bar foi possivel prosseguir com a transformagao da linhagem, os parametros do
protocolo de transformacdo para a construcdo pMCG1005::vip3Aa::bar foram
os mesmos utilizados para a constru¢ao RUBY, conforme descrito em Material
e Métodos. Cerca de 500 embriées imaturos com 2-3 mm de tamanho foram
transformados, mantidos durante uma semana em meio de co-cultivo para, em
seguida, serem transferidos para o meio de repouso até a formacéo de calos
tipo I, marcando o inicio do desenvolvimento da embriogénese somatica (2-3

semanas em meio de cultura) como pode ser observado na Figura 9.
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Embrido

Somatico

Figura 9. Embriao imaturo de milho com embrides somaticos sendo formados a partir do eixo
embrionario.

Apos o desenvolvimento de embrides somaticos em meio de repouso,
seguiu-se a transferéncia dos mesmos para o meio de selegcdo, contendo o
herbicida BASTA® (glufosinato de aménio), nas concentragdes de 2,0 e 5,0
mg/L, para garantir que apenas embrides transformados, portadores do gene
bar, fossem selecionados (Figura 10). Em seguida, os embrides somaticos
foram transferidos para o meio de regeneragao, sem a presenca de herbicida.
Quando as brotagbes comecaram a se desenvolver, as plantulas foram
transferidas para frascos contendo meio de germinagdo MS contendo o
horménio vegetal AIB (acido indolbutirico). O acido indolbutirico € uma auxina
sintética amplamente utilizada na cultura de tecidos vegetais e na propagacao
de plantas. Ele é estruturalmente semelhante ao &cido indolacético (AIA ou
IAA), a auxina natural mais comum, mas mais estavel e menos suscetivel a
degradacéo oxidativa, o que o torna especialmente util em condicdes in vitro. E
um horménio frequentemente usado na fase final de regeneracdo, em meios
especificos para estimular o desenvolvimento do sistema radicular antes da

aclimatacao das plantas. (GASPAR et al., 1994).
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Apods o periodo de germinagao, as plantulas obtidas foram aclimatadas
em casa de vegetacdo, um estagio final que prepara as plantas para a
transicdo ao ambiente externo, garantindo sobrevivéncia e crescimento

adequados.

Como resultado de todo o processo, trés plantas foram regeneradas,
sendo estas portadoras dos genes de interesse. Estas foram levadas a casa de

vegetacgao para aclimatagéao.

Figura 10. Embrides somaticos em meio seletivo contendo o herbicida BASTA®, o qual
seleciona embrides transformados com o vetor pMCG1005::vip3Aa::bar. A: Planta transgénica
contendo os genes vip3Aa e bar, com resisténcia a pragas e tolerancia a herbicida. B: Calo
morto n&o transformado.

A baixa taxa de obtengcdo de plantas de milho regeneradas apos
transformacao genética, especialmente via A. tumefaciens, € um dos maiores
desafios na biotecnologia do milho. Isso se deve a uma série de fatores

bioldgicos, técnicos e genotipicos que afetam cada etapa do processo — da
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infeccdo até a regeneracdo da planta completa. Portanto, muitas sdo as
pesquisas que devem ser direcionadas na tentativa de contribuir, cada vez

mais, para a solug¢ao destes problemas.
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5. CONCLUSOES

Os procedimentos de cultura de tecidos aplicados ao milho (Zea mays
L.) apresentam desafios, principalmente na indugdo e manutencado de calos
com capacidade regenerativa, devido a especificidade dos requisitos do meio
de cultivo. Entre os protocolos testados, o de Sidorov destacou-se como o
unico eficaz na obtengdo de calos em variedades nacionais, servindo como
base fundamental para adaptacdo e otimizacdo de métodos para cultivares
brasileiras. Experimentos com variedades da UNESP/FCAV mostraram que
tecidos meristematicos de plantas jovens, cultivados em meio suplementado
com 2,8 mg L™" de 2,4-D, tém potencial para formar calos, indicando viabilidade
para o desenvolvimento de protocolos alternativos mais adequados ao material

genético nacional.

Recomenda-se buscar metodologias que evitem o uso de embrides

imaturos como explantes, devido as limitagbes logisticas e econbmicas,
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priorizando tecidos juvenis meristematicos, o que pode simplificar processos e

reduzir custos, facilitando a producao de plantas transgénicas em maior escala.

Considerando todos os fatores, o projeto teve sucesso na transformacéao
de milho. A linhagem B104 foi transformada com o gene vip3Aa e bar assim
como também teve sucesso na expressao transiente da construcdo RUBY,
obtendo, portanto, plantas transgénicas a partir desta linhagem via

transformagao com Agrobacterium tumefacies.
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