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RESUMO: O objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia do pré-cultivo de explantes foliares e do meio de
cultura na ressuspensio de Agrobacterium tumefaciens para infeccio dos explantes. Os meios MS/2 (50% da concentracao
de sais) e MS N/2 (50% da concentragdo de NH,NO; e KNOs) + PGR (1,0uM de TDZ (thidiazuron) + 0,1 uM de ANA
(4cido naftalenoacético)) foram testados na ressuspensdo da bactéria para infec¢do dos explantes. O pré-cultivo consistiu
da manutencdo dos explantes em meio de cultura para formagdo de calos (MS N/2 + PGR) durante um dia, sendo o
tratamento sem pré-cultivo consistituido dos explantes apds a excissdo dos mesmos. Os explantes foram mantidos no
escuro a 25 + 2°C mediante a utilizacdo de pldstico preto. O delineamento usado foi o inteiramente casualisado com 20
explantes. Os experimentos foram repetidos duas vezes. O meio MS/2 promoveu resultados superiores (22,4%) comparado
ao meio MS N/2 + PGR (14,5%) para a percentagem de drea com expressio do gene uidA. Aos 7 dias de cultivo em meio
seletivo, a percentagem de drea expressando o gene uidA foi 1,6 no MS/2 e 0% para o MS N/2 + PGR. O pré-cultivo
produziu resultados superiores aos encontrados sem pré-cultivo, atingindo 31,4% de expressdo transiente e no tratamento
sem pré-cultivo 2,1%. Apés 7 dias de cultivo em meio seletivo, a percentagem de drea de expressdo dos explantes do
tratamento com pré-cultivo permaneceu 4,8% e 0% para o tratamento sem pré-cultivo. Os resultados indicam que o pré-
cultivo e ressuspensido da bactéria em meio MS/2 aumentaram a eficiéncia da expressdo transiente do gene uidA em
explantes foliares de E. saligna.
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INTRODUCAO

As primeiras espécies de Eucalyptus
geneticamente transformadas foram provenientes de
E. globulus, através de biobalistica (SERRANO et
al., 1996) e E. camaldulensis via Agrobacterium
tumefaciens (MULLINS et al., 1997).
Posteriormente varios estudos foram realizados,
entretanto poucos trabalhos relatam a obtencdo de
plantas transgénicas das principais espécies de
interesse econdmico. Além disso, existe uma grande
dificuldade para regenerar plantas transgénicas de
Eucalyptus, alcangando-se baixos indices de plantas
transformadas. O protocolo estabelecido para E.
saligna apresentou uma eficiéncia de 0,5% (1:200
explante transformado:explantes inoculados)
(DIBAX et al., 2010), carecendo de mais pesquisas
para otimizd-lo. Muitos fatores estdo relacionados
com o processo de transformacdo genética via
Agrobacterium, tais como a adicio de
acetosiringona (SILVA et al., 2011), tipo de
explante (TAZEEN; MIRZA, 2004), sonificacdo
(HUSSAIN et al, 2007) gendtipo, tempo de

infeccdo e co-cultura (ZIA et al., 2010), dentre
outros.

A eficiéncia de transformacdo de uma
determinada espécie estd relacionada ao sistema de
selecdo dos transformantes (SILVA et al., 2010;
SILVA et al., 2011), meio de cultura, temperatura e
duracdo da co-cultura, genétipo, linhagem de
Agrobacterium, além de muitos outros que
normalmente ndo sdo considerados.

Diante do exposto, os objetivos desse
trabalho foram avaliar a influéncia de dois meios de
cultura para a ressuspensdo do Agrobacterium
tumefaciens e tempo de pré-cultivo dos explantes na
expressdo transiente do gene uidA em explantes
foliares de Eucalyptus saligna.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Brotagdes multiplas (vérias brotagdes unidas
em um dunico explante) de Eucalyptus saligna
originados a partir de explantes cotiledonares e
multiplicados conforme o protocolo estabelecido

Received: 13/01/11
Accepted: 05/06/11

Biosci. J., Uberlandia, v. 29, n. 1, p. 1-7, Jan./Feb. 2013



Expressdo transiente...

por DIBAX et al. (2010) foram utilizadas como
fontes de explantes foliares (décimo segundo
subcultivo). Esses explantes foram cultivados em
sala de crescimento com a temperatura de 25° C + 2
e fotoperiodo de 16 horas, sob uma intensidade
luminosa de 30 pM m™ s' obtida de lampadas
fluorescentes brancas. Os frascos de cultivo tinham
as seguintes dimensdes, 6,5 cm de didmetro de
largura e 8,5 cm de altura e foram vedados com
tampa de polipropileno rigido. Para a realizacdo dos
experimentos os explantes foliares foram retirados
das brotacdes (terceira a sexta folha distal do broto)
contido em brotagdes mdltiplas e cortados
longitudinalmente (porcdo distal e proximal). Os
explantes utilizados no experimento avaliando o
meio de ressuspensdo da bactéria foram seccionados
e mantidos em solugdo antioxidante (250 mg.L™" de
4cido ascérbico, 25 mg.L™" de 4cido citricoe 1 g.L"!
de PVP40 (polivilpirrolidona), pH 5,0) durante a
retirada dos explantes dos brotos doadores
(TOURNIER et al, 2003). Essa solucdo
antioxidante nao foi usada para o preparo dos
explantes utilizados no experimento com o pré-
cultivo. O pré-cultivo consistiu da manutencao dos
explantes em meio de cultura MS para formacgdo de
calos (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e MS N/2
(10,3 mM de NH4NO; e 9,4 mM KNO;j) + 1,0 uM
de TDZ (tidiazuron) e 0,1 pM de ANA (4cido
naftalenoacético), sendo o tratamento sem pré-
cultivo constituido de explantes ap6s o preparo dos
mesmos. Os meios foram suplementados com 30
gL de sacarose e solidificados com 7 g.L'' de 4gar.
O pH foi ajustado para 5,8. Todos os meios de
cultura foram autoclavados por 15 min a 121° C e
103 KPa.

Linhagem, plasmideo e condicdes de cultura e co-
cultura de Agrobacterium tumefaciens

A linhagem EHA105 (HOOD et al., 1993)
de A. tumefaciens, e o plasmideo pBI121 (ZHANG
et al., 1995) foram utilizados. O plasmideo pBI
carrega o gene de interesse, PSCSF129A, que é uma
forma mutante do gene P5CS de Vigna aconitifora
(HONG et al., 2000). Este gene estd sob o controle
do promotor 35S-CaMV (do virus do mosaico da
couve-flor). Este gene estd situado entre o promotor
e a regido NOS-3’, esta construgdo foi inserida no
sitio EcoRI do vetor pBI121. Este vetor contém
também os genes nptll e uidA (GUS), controlados
pelos promotores, NOS-P (nopalina sintetase) e 35S,
respectivamente, ambos contendo o terminador
NOS-3’ (Figura 1).

A linhagem EHA105 foi mantida em meio
YEB sélido (7 g.L'1 de agar) (VERVLIET et al,,
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1975) e suplementado com 50 mg.L"' de canamicina
e 25 mg.L" de rifampicina a 28 °C durante 48h (no
escuro) para a obtencdo de colonias isoladas.
Colodnias isoladas (2 a 4 colonias) de EHA105 foram
coletadas com o uso de palitos estéreis e cultivadas
em 5 mL de meio YEB liquido adicionado de 50
mg.L"' de canamicina e 25 mg.L" de rifampicina a
28 °C no escuro por 24h em agitador orbital (150
rpm). A absorbéncia (densidade 6tica) da suspensao
bacteriana foi determinada por leitura em
espectrofotdmetro, a cultura foi ajustada por
diluigdo com meio YEB suplementado como
descrito acima, diluicdes foram realizadas até a
obtenc¢do do valor da DOgyp, = 0,85. A suspensio
bacteriana (1 mL) foi transferida para um tubo de
microcentrifuga estéril. Esta suspensao celular foi
centrifugada a 5.000 rpm por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e as células
ressuspensas em 1 mL de meio de cultura liquido,
sendo 0 MS/2 (50% da concentracdo de sais) ou MS
N/2 (10,3 mM de NH4,NO; e 9,4 mM KNO;) +
1,0uM de TDZ (thidiazuron) e 0,1 uM de ANA
(4cido naftalenoacético), conforme o experimento
realizado, esses meios foram suplementados com 30
gL' de sacarose e pH ajustado para 5,8. Todos os
antibidticos  usados  nesse  trabalho  foram
esterilizados por microfiltragem (0,22 um).

Condicoes gerais de inoculacao

Os explantes foliares cortados
transversalmente foram inoculados em solucdo
bacteriana e incubados por um periodo de 30
minutos sob agitacdo de 150 rpm a 25 °C (no
escuro). Em seguida, foram secos em papel filtro
estéril e co-cultivados em meio de cultura MS N/2
contendo 30 g.L'l de sacarose, 0,1 uM de ANA e
1,0 uM de TDZ. Ao final do periodo de co-cultura
(5 dias), os explantes foram transferidos para o
mesmo meio acrescido de 250 mgL' de
Cefotaxima® e 15 mgL"' de canamicina para a
eliminacdo da Agrobacterium tumefaciens e selecio
das células transformadas. As placas de Petri
contendo os explantes foram mantidas no escuro em
sala de crescimento a 25 + 2°C mediante a utilizacdo
de um plastico preto. As placas de Petri utilizadas
tinham 10 cm de didmetro e 25 mL de volume.
Foram  vedadas com filme de PVC
(polivinilcloreto).
Ensaio histoquimico da S-glucuronidase (GUS)
A expressao transiente do gene uidA nos explantes
foliares foi avaliada apés o final da co-cultura
(quinto dia) e apds sete dias em meio seletivo pela
expressdao do gene uidA, através de detecgdo
histoquimica da atividade da [-glucuronidase,
conforme JEFFERSON et al. (1987). Os explantes
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foram colocados em tubos eppendorfs de 1 mL e
cobertos por X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-
D-glucoronideo). Apds 16 h em temperatura de 37
°C, foi realizada a remocdo do reagente e as
amostras foram lavadas trés vezes em dlcool etilico
70% para a remogdo da clorofila, para melhorar a
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visualizagdo da coloracdo azul expressa pela reagdo
histoquimica. Apds a remogdo da clorofila as
amostras foram mantidas em alcool etilico 70%,
para  posteriormente  serem  analisadas em
estereomicroscopio (40X).
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Figura 1. Regido de transferéncia do plasmideo pBI121 (T-DNA), onde: P5CS é o gene de Vigna aconitifolia
(Al— Pirrolina — 5 — Carboxilato Sintase); nptll, gene que codifica a neomicina fosfotransferase II; gus,
gene que codifica B-glucuronidase; NOS-P, promotor do gene da nopalina sintetase de A. tumefaciens;
35S-P, promotor constitutivo do CaMV; NOS-3’, NOS 3’, terminador do gene da nopalina sintetase
de A. tumefaciens; RD, borda direita do T-DNA; LB, borda esquerda do T-DNA (HONG et al., 2000).

Os explantes foram fotografados e as
imagens analisadas pelo Software Scion Image
(Scion Corp., Fredrick, Maryland, USA) para
determinacdo da percentagem da drea azul. Todos os
experimentos foram repetidos duas vezes, com
resultados consistentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiro experimento

Foi observado que no final da co-cultura, o
meio MS/2 promoveu resultados superiores ao MS
N/24PGR, sendo que a percentagem de drea que
apresentou expressao do gene uidA foi de 22,4% e
no segundo 14,5% (Tabela 1). Apds 7 dias de
cultivo em meio seletivo, a percentagem de 4rea
expressando o gene uidA foi 1,6% quando foi usado
0 MS/2 e 0% quando usado MS N/2 + PGR (Tabela
1). Esses resultados sugerem que um maior
potencial osmético € benéfico para o aumento da
expressdo transiente, considerando que o meio MS
com 50% da concentracdo dos sais e isento de
reguladores de crescimento apresenta menor
concentragdio de sais do que o MS N/2
suplementado com reguladores de -crescimento.
Contudo, outros fatores como a composi¢do do meio

de cultura e a presenca ou auséncia de reguladores
de crescimento também podem influenciar nas
respostas dos cultivos in vitro, sendo que novos
estudos poderdo elucidar tais observacoes.

Na transformacdo genética do hibrido de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, os
explantes foram inoculados numa suspensdo de
Agrobacterium  tumefaciens (meio C, meio
desenvolvimento para co-cultura de explantes
foliares e A. tumefaciens) com suplementagdo de 1
mM de prolina (TOURNIER et al., 2003). A prolina
¢ um osmoprotetor, que funciona como um
osmolito, o qual age no ajuste osmoético da célula,
auxiliando a manter o balanco hidrico da planta,
sem que haja decréscimo do turgor ou volume
celular (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Ambos os meios, MS/2 e MS N/2 + PGR
(“Plant Growth Regulators”) apresentaram 100%
dos explantes com alguma drea expressando o gene
GUS no final da co-cultura, entretanto, apenas o0s
explantes cultivados no meio MS/2 continuaram
apresentando expressao transiente do gene GUS ao
sétimo dia de cultivo em meio com canamicina
(10%) (Tabela 1). Esses resultados sdo discordantes
com os observados durante a transformacao genética
de E. saligna, onde 100% e 50% dos explantes
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foliares apresentaram expressdo transiente do gene
GUS ao final de cinco dias de co-cultura e apds sete
dias de cultivo em meio com 50 mgL’' de
canamicina e 500 mgL"' de cefotaxima®
(DOgpo=1,0) (DIBAX et al., 2010). Entretanto, essas
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diferencas podem ter ocorrido pela densidade Gtica
utilizada ter sido maior do que a usada nesse
trabalho (DOgy=0,85), além de que o meio de
ressuspensdo das bactérias também ter sido
diferente.

Table 1. Expressdo do gene uidA em explantes foliares de Eucalyptus saligna cultivados em dois meios de
cultura usados para ressuspensio da solug@o bacteriana. Explantes tratados com solucdo antioxidante
(TOURNIER et al., 2003) e sem pré-cultivo. Curitiba, 2008.

Meio de DCC EET % DEET %° MG %
cultura
125 2650 5175 76-100
0 100 60 30 0 10 224 %248
MS/2:
7 10 10 0 0 0 1.6+ 0.0
MS N/2** + 0 100 40 30 0 0 14,5+ 164
PGR’ 7 0 0 0 0 0 0.0 0.0

“MS/2 = meio MS com 50% da concentragdo de sais; = MS N/2 = Meio MS (10,3 mM de NH,NO; e 9,4 mM KNO3); 21,0 uM de TDZ
¢ 0,1 uM de ANA; * Explantes que apresentaram drea azul abaixo de 1% ndo consta na distribuicdo de freqiiéncia; DCC = Dias ap6s co-
cultura, EET % = Explantes apresentando expressao do gene uidA (%), DEET % = Distribui¢cdo dos explantes com expressdo transiente

com base na percentagem de drea, MG % = Média geral da porcentagem de drea com expressdo transiente.

A presenca de reguladores de crescimento
no meio MS N/2 ndo favoreceram a expressdao
transiente do gene uidA, porém a expressdo foi
maior no meio MS/2 que ndo apresentava
reguladores de crescimento, esses resultados
contradizem os resultados encontrados na
transformacdo genética de Arabidopsis thaliana em
que os reguladores de crescimento demonstraram
efeitos positivos (AKAMA et al., 1992). Entretanto,
¢ possivel que esses explantes foliares de E. saligna
cultivados na auséncia de reguladores de
crescimento apresentem uma elevada taxa de
divisdo celular, o que resultou numa maior
suscetibilidade a infeccdo pela Agrobacterium
tumefaciens (VILLEMONT et al., 1997).

Segundo experimento:

No experimento com o pré-cultivo dos
explantes, foi observado que no final da co-cultura,
o pré-cultivo produziu resultados superiores aos
encontrados sem pré-cultivo, atingindo 31,4% de
percentagem de drea que apresentou expressdo do
gene uidA e no tratamento sem pré-cultivo 2,1%
(Tabela 2, Figura 2). Apés 7 dias de cultivo em
meio seletivo, a percentagem de drea de expressdo
dos explantes do tratamento com pré-cultivo
permaneceu 4,8% e 0% do tratamento que nio foi
pré-cultivado (Tabela 2).

Na transformacdo genética do hibrido de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, o pré-
cultivo de explantes foliares favoreceu o aumento da

expressdo transiente proporcionalmente ao aumento
de dias, sendo observados 70, 80 e 90% para
auséncia de pré-cultura, um e dois dias de pré-
cultivo, respectivamente (ALCANTARA et al.,
2011). Foi sugerido que a causa do aumento da
expressao transiente dos explantes pré-cultivados
seja devido ao favorecimento da ligacdo do
Agrobacterium ao explante, possivelmente pela
sintese de novas células (divisdo celular) no local do
ferimento e a produgdo de compostos indutores de
genes vir, pelo metabolismo ativo dessas células
(SUNILKUMAR et al.,1999).

O preparo dos explantes com o uso da solucdo
antioxidante proporcionou maiores taxas de
expressao transiente do gene GUS, como observado
nos dois experimentos em que foi usado o meio
MS/2 para ressuspencdo da bactéria e sem a
realizacdo do pré-cultivo (Tabelas 1 e 2). Os
explantes preparados na solucdo antioxidante
apresentaram uma drea com expressdo transiente de
22,4% comparado com 2,1% dos explantes que
foram cortados sem o uso da solu¢do antioxidante
no final da co-cultura. No final do sétimo dia de
cultivo em meio com canamicina, os explantes
cortados no antioxidante obtiveram 2,1% e 0% de
expressdao nos explantes sem o uso da solucdo. O
aumento da expressdo transiente nos explantes
tratados com solugdo antioxidante pode ter sido
causada devido a diminuicdo da oxidagdo dos
explantes.
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Tabela 2. Expressdo do gene gus em explantes foliares de Eucalyptus saligna inoculados com A. tumefaciens
ap6s um dia de pré-cultivo* e sem pré-cultivo. Explantes ndo tratados com antioxidante. Curitiba,
2008.
Tempo de pré- DCC EET % DEET %' MG %
cultivo (dias)

1-25 26-50 51-75 76-100

0 100 60 0 0 0 2,1+23
0 ” 0 0 0 0 0 0,0+0,0
1 0 100 40 30 30 0 31,4 +£21,5

7 60 50 0 0 0 4,8 +42

" Explantes que apresentaram 4rea azul abaixo de 1% ndo constam na distribuicio de freqiiéncia;* Meio de
indugao de calos (Meio MS com 10,3 mM de NH4,NO; € 9,4 mM KNO; + 1,0 uM de TDZ e 0,1 uM de ANA).
DCC = Dias ap6s co-cultura, EET% = Explantes apresentando expressdo do gene uidA (%), DEET% =
Distribui¢do dos explantes com expressao transiente com base na percentagem da drea azul (%), MG%= Média
geral da percentagem de drea com expressao transiente.

Figura 2. Expressdo transiente do gene uidA em explantes foliares de Fucalyptus saligna. (a) Apds 5 dias de
co-cultura. (b) Apds 7 dias de cultivo em meio com canamicina.

Os resultados obtidos nesse estudo podem eficiéncia da expressdo transiente do gene uidA em
ser utilizados para otimizacdo do protocolo de explantes foliares de E. saligna.
transformacdo genética de E. saligna, porém
diversos outros fatores ainda ndo elucidados
também podem ter uma influencia positiva para o AGRADECIMENTOS
processo de transformagado genética.
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O uso da solucdo antioxidante, pré-cultivo e
ressuspensdo da bactéria em meio MS/2 aumentam
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ABSTRACT: The aim of this research was to evaluate the effect of the pre-culture of leaf explants and the
effect of the culture medium for the Agrobacterium tumefaciens resuspension to the explant infection. The media, MS/2
(half strength) and MS N/2 (10.3 mM NH4NOj; and 9.4 mM KNOj) + PGR (1.0 uM TDZ (thidiazuron) and 0.1 uM NAA
(1-Naphthaleneacetic acid)) were tested for the bacteria resuspension. The pre-culture consisted of the maintenance of the
explants on culture medium for callus formation (MS N/2+PGR) during one day and the treatment without pre-culture
consisted of the use of the explants after the excision of the same ones. At the end of the co-culture, the MS/2 promoted
results superiors to the MS N/2+PGR, and the area percentage that presented expression of the gene uidA was of 22.4%
compared at 14.5%. To the 7 days of culture on a medium with kanamycin, the area percentage expressing the gene uidA
was 1.6 in MS/2 and 0% for the MS N/2+PGR. At the end of the co-culture, the pre-culture produced results superiors to
the found in the treatment without pre-culture, reaching 31.4% of expression and in the treatment without pre-culture
2.1%. After 7 days of culture on a medium with kanamycin, the area percentage of explant expression of the treatment
with pre-culture stayed 4.8% and 0% for the treatment without pre-culture. The results indicate that the pre-culture and the
bacteria resuspension in MS/2 increase the efficiency of the transient expression of the gene uidA in leaf explants of E.
saligna.

KEYWORDS: Woody Plant. Genetic transformation. EHA105. GUS gene. B-glucuronidase.
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