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RESUMO

O milho (Zea mays L) € um cereal de extrema relevancia para a agricultura familiar e
0 agronegoécio brasileiro. A transformacdo genética desta cultura tem sido
amplamente estudada ao longo dos anos, visando a obtencdo de caracteristicas
superiores e resisténcia a doencas. O presente trabalho teve como objetivo
estabelecer um protocolo eficiente para a transformacéo genética do milho via
biobalistica, utilizando genes repérteres (GUS e RUBY) em embri6es imaturos do
milho (linhagem B104) para verificagdo da expressdo génica. Foram realizados
desenho de primers para posterior PCR de colbnias e confirmacao de plasmideo.
Posteriormente, foram conduzidas as etapas de coleta das espigas de milho (cultivo
desenvolvido em casa de vegetacdo através da polinizacdo manual), desinfestacéo
e isolamento de embrides, e, posteriormente, as etapas de extracédo e purificacado do
DNA plasmidial — miniprep. Em seguida, dois experimentos foram realizados, no
primeiro experimento, os parametros fisicos (distancia de posicionamento dos
embrides e quantidade de membranas de ruptura) foram analisados mediante seis
tratamentos, nomeados de A a E, onde o melhor entre eles foi selecionado pela
expressao transiente do gene reporter RUBY (quantidade de transformantes). No
segundo experimento, foi verificado se dois bombardeamentos em uma Unica placa
aumentaria a expressao temporaria do gene reporter GUS. A melhor eficiéncia para
RUBY foi obtida com o tratamento C (trés membranas de ruptura e uma distancia de
11,5 cm entre a membrana carreadora e o explante), resultando em trés embribes
imaturos em iniciacdo de calos expressando o referido gene reporter. Para GUS,
dois disparos por placa levaram a uma maior taxa de expressao. A experiéncia
adquirida neste estudo sera aplicada no laboratério para futura implementacdo da
metodologia. Os resultados reforcam a importancia da otimizacdo dos parametros
para a regeneracdo de embrides e destacam GUS e RUBY como genes reporteres
eficazes para triagem de explantes transformados. O conhecimento obtido podera
ser utilizado para testar outros genes repdrteres e aprimorar a expressao estavel,

aumentando as chances de sucesso na obtencado de plantas transgénicas de milho.

Palavras-chave: Expressao transiente. Genes reporteres. GUS. RUBY.



ABSTRACT

Maize (Zea mays L.) is an extremely important cereal for family farming and Brazilian
agribusiness. The genetic transformation of this crop has been widely studied over
the years, to improve agronomic performance and confer resistance to
pathogens. This study aimed to establish an efficient protocol for genetic
transformation of maize via biolistic, using reporter genes (GUS and RUBY) in
immature corn embryos (B104 line) to verify gene expression. Primers were designed
for subsequent colony PCR and plasmid confirmation. Subsequently, ears of maize
(grown in a greenhouse and manually pollinated) were harvested, disinfected, and
processed for immature embryo isolation. Plasmid was extracted and purified using
miniprep protocol - miniprep. Two independent experiments were conducted. In the
first, the physical parameters (embryo positioning distance and number of ruptured
membranes) were analyzed resulting in six treatments (named from A to E). The
optimal condition was identified based on transient expression of the RUBY reporter
gene, determined by the number of embryos showing successful transformation, The
second experiment evaluated whether two consecutive bombardments of the same
plate would enhance transient expression of the GUS reporter gene. The highest
level of RUBY expression was observed under treatment C, which used three rupture
membranes and a microcarrier to explant distance of 11.5 cm. Under these
conditions, three immature embryos generated callus with visible RUBY expression.
For GUS, two shots per plate led to a higher expression rate. The knowledge
obtained can be used to test other reporter genes and improve stable expression,
increasing the chances of success in obtaining transgenic plants. These findings
emphasize the importance of optimizing physical parameters to improve both embryo
regeneration and transformation efficiency. Furthermore, GUS and RUBY were
demonstrated to be reliable and effective reporter genes for screening transformed
maize explants. The insights acquired in this study can be applied to testing
additional reporter genes and improving stable expression, increasing the chances of

successfully obtaining transgenic maize plants.

Keywords: GUS. Reporter genes. RUBY. Transient expression.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € uma graminea pertencente a familia Poaceae
(MAGALHAES; SOUZA, 2015), amplamente reconhecida pela sua diversidade
genética e fenotipica. Suas diferentes variedades séo utilizadas em diversos setores,
seja na alimentacédo animal (mediante a producgéao de ragdes), no consumo humano
e extracdo de subprodutos, como 6leo, etanol e amido (RAMESSAR et al., 2008).

Os atributos fenoldgicos e morfologicos, possibilitam que o milho apresente
uma excelente produtividade e adaptabilidade nas regides Sul, Centro-Oeste e
Nordeste do Brasil (DA SILVA et al., 2021). Entretanto, os principais cultivos
agricolas no pais séo constantemente afetados por diversas doencas de importancia
econdmica (JUNIOR et al., 2017). Na cultura do milho, a ocorréncia de patdgenos e
fitopatbgenos pode comprometer o desenvolvimento das plantas e,
consequentemente, afetar negativamente a produtividade.

Nesse contexto, a engenharia genética, utilizando técnicas de transformacao
vegetal, consolidou-se como uma ferramenta essencial nos programas de
melhoramento genético, possibilitando a obtencao de variedades com caracteristicas
agronémicas aprimoradas (BRASILEIRO; CANEIRO, 2015). Devido a sua
praticidade de manejo e a rica diversidade genética o milho se tornou um execelente
modelo para engenharia genética especialmente, na producdo de plantas
geneticamente modificadas (CIPRIANO, 2008; NANNAS; DAWE, 2015). Desde a
sua liberacdo comercial em 1996, o uso de milho geneticamente modificado cresceu
significativamente no mundo (NANNAS; DAWE, 2015), incorporando caracteristicas
como resisténcia a herbicidas, tolerancia ao estresse abidtico e bidtico, o alto
rendimento e qualidade nutricional melhorada (YASSITEPE et al., 2021).

Os primeiros eventos transgénicos de milho foram obtidos por meio do
método de transformacdo Biobalistico (CARNEIRO et al., 2009b). Esse sistema
utiliza microprojéteis revestidos com acidos nucleicos e/ou outras moléculas, que
sdo acelerados a alta velocidade para serem introduzidos diretamente em células e
tecidos in vivo (VIANNA; ARAGAO; RECH, 2015). Esses microprojéteis atravessam
a parede celular e a membrana plasmatica sem comprometer significativamente a
integridade estrutural das células (VIANNA; ARAGAO; RECH, 2015). Entre suas
vantagens, destacam-se a sua capacidade de inserir genes exdégenos sem relacéo

com a espécie ou tecido, possibilidade de insercdo de mais de um material genético
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de interesse, vetores de facil operacdo e simplicidade na transformacédo direta de
tecidos totipotentes (SANFORD, 1990; CHEN et al., 1998; WU et al.,, 2002;
CARNEIRO et al., 2009a). Entretanto, a eficiéncia de transformacdo genética via
biobalistica é relativamente baixa (~ 0,01%), devido fatores como — a construcdo
génica, os parametros fisicos do equipamento (Gene Gun), bioldgicos (tecido alvo,
concentragcdo osmoética) e os relacionados aos microprojetéis (CARNEIRO;
CARNEIRO; PAIVA, 2004).

No que se refere a construcdo génica, esta € composta por um gene de
interesse, um gene marcador de selecdo e/ou repérter e suas respectivas
sequéncias regulatérias, que influenciam na taxa de transcricdo (BRASILEIRO;
GUIMARAES, 2015). Os genes reporteres, s8o importantes para quantificar as
células transformadas, monitorar a atividade de um promotor, determinar a
localizacdo subcelular de proteinas, além de estabeler protocolos de transformacao
(LACORTE; BARROS, 2015). Dentre os genes reporteres mais utilizados, destacam-
se GUS e GFP, amplamente empregados para monitorar a atividade génica em
plantas (LACORTE; BARROS, 2015). Porém, recentemente, 0 gene reporter RUBY
tem ganhado destaque na transformacao vegetal por sua eficacia na visualizacdo da
expressao génica (WANG et al., 2023).

Com base no exposto e considerando o importante papel da engenharia
genética na agricultura sustentavel, torna-se viavel o estudo de otimizacbes de
protocolos visando o aumento da eficiéncia de transformacdo genética do milho.
Portanto, este trabalho teve o objetivo de estabelecer um protocolo eficiente para a
transformacdo genética de embribes imaturos de milho (cultivar B104) via

biobalistica utilizando genes reporteres.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Otimizar o processo de transformacdo genética de milho via biobalistica,
visando aumento na eficiéncia da transformacdo genética e implementacdo da

metodologia no Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal (LGBV) /UFPE.

2.20bjetivos especificos

v' Realizar a transformacgdo genética de embrides imaturos de milho através da

técnica de Biobalistica;

v' Avaliar a eficiéncia do processo de transformacédo genética usando os genes

repérteres GUS e RUBY no milho.

v Auxiliar nas etapas de implantacdo e metodologias envolvidas no processo de
transformacdo genética vegetal, atualmente em desenvolvimento no

LGBV/UFPE, com foco no aprendizado e treinamento pratico na area;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 TRANSFORMACAO GENETICA VEGETAL

A transformacdo genética é caracterizada pela incorporacdo de um DNA
exdgeno ou autélogo no genoma do hospedeiro (SAEED; SHAHZAD, 2016). Trata-
se de uma metodologia que consiste em (1) selecdo e isolamento do gene de
interesse, (2) construcdo de um cassete de expressao e clonagem no vetor e,
posteriormente, (3) selecdo do método de transformacdo (SHARMA; ALEX, 2017).
Segundo Sharma e Alex (2017), os vetores utilizados na transferéncia de genes sao
classificados em: a) vetores de clonagem; b) vetores de expressédo; c) vetores de
transporte. Dentre os vetores de clonagem, os plasmideos bacterianos séo
amplamente utilizados na engenharia genética para transferéncia de genes
exogenos (AL DOGHAITHER; GULL, 2019), devido a sua facilidade de manipulacéo.
Essas moléculas de DNA circular possuem tamanhos que variam entre 6 e 12 kb
(SHARMA; ALEX, 2017).

Para a transferéncia do material genético, varios parametros sao
considerados, incluindo: escolha da espécie, o tipo de explante (célula, tecido,
protoplastos), capacidade de regeneracdo e técnica de transformacdo que sera
empregada (ANJANAPPA; GRUISSEM, 2021). Com base nesses parametros, 0s
principais métodos de transformacéo genética sdo classificados em duas principais
categorias: a) métodos indiretos, onde ha necessidade de um agente biolégico
intermediario, a exemplo da Agrobacterium tumefaciens ou A. rhizogenes e b)
métodos diretos, sendo a biobalistica e a eletroporacdo, dois exemplos mais
utilizados (ANDRADE, 2003).

3.1.1 Métodos de transformacao genética vegetal

3.1.1.1 Métodos indiretos

Os métodos de transferéncia indireta de genes em plantas envolvem o uso de
microorganismos como a Agrobacterium (A. tumefaciens e A. rhizogenes) ou virus

gue infectam vegetais (CHAKRABORTY et al., 2020). Em relagdo a Agrobacterium, a
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manifestacdo da doenca ocorre em um grande numero de plantas dicotileddneas,
devido serem mais susceptiveis a infeccdo (LEVENGOOD; ZHOU; ZHANG, 2024).
Essa bactéria transfere seu material genético para o genoma do hospedeiro vegetal
e, apos a infeccado, induz alteragdes fisiologicas, como o desenvolvimento de ‘tumor’
conhecido como galha da coroa (A. tumefaciens) ou o crescimento raizes (A.
rhizogenes). Com base nisso, a agrobacteria abriu perspectiva e tornou-se uma
ferramenta eficaz para a transferéncia genética de genes em tecidos vegetais
(LEVENGOOD; ZHOU; ZHANG, 2024).

Em 1983, Hoekema e seus colaboradores foram os pioneiros no uso de A.
tumefaciens para a transformacao genética de plantas através de vetores binarios
(dois plasmideos, um contendo a regido vir e o outro carregando o T-DNA) testados
em tomate, kalanchoe e tabaco. No entanto, foram Herrera-Estrella e colaboradores
(1983) os primeiros a obter uma planta transgénica, utilizando uma construgéo
génica quimeérica (enzima octopina sintase e gene ocs, nunca encontrado em extrato
vegetais ndo-transgénicos) para melhor verificacdo da transformacéao.

A transformacdo mediada por Agrobacterium é amplamente empregada
devido a sua integracdo genética consistente, transmissdo estavel dos genes e
insercdo de um numero limitado de copias, entre outros beneficios (RAJI et al.,
2018). Os autores Tzfira e Citovsky (2006), bem como Ramkumar e colaboradores
(2020) descrevem todo o mecanismo por tras dessa capacidade. Quando as células
vegetais sofrem ferimentos (tratos culturais, insetos ou geadas), liberam compostos
fendlicos que séo detectados, desencadeando diversas reacbes associadas as
proteinas de viruléncia (vir) do plasmideo TI (indutor de tumor de A. tumefaciens) ou
RI (indutor de raizes, de A. rizogenes). Essas proteinas facilitam a transferéncia do
T-DNA (DNA de transferéncia), que naturalmente contém genes relacionados a
sintese de opinas, fontes de carbono utilizadas pela bactéria no interior do
hospedeiro (DESSAUX; PETIT; TEMPE, 1992).

No entanto, na engenharia genética a regido de inducdo de tumor é
substituida por um gene de interesse e/ou gene marcador de selecdo. Neste caso,
apos infeccdo, esse segmento de DNA é transferido para o genoma da planta e se
integra por recombinacdo ndo homologa. Estudos recentes demonstram o uso,
aplicabilidade e eficacia do método. Wu e Zhao (2017) desenvolveram um protocolo
otimizado para transformacé@o do sorgo com eficiéncia de transformacdo superior a

10%, assim como, Pérez-Pascual e colaboradores (2025) com a aplicacdo de novas
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injurias em discos foliares de Coffea canephora apds cocultivo, aumentou
significativamente a taxa de transformacao (98%).

Em relacdo aos virus, estes podem ser modificados geneticamente para
funcionar como vetores no processo de introducdo de material genético exdégeno e
aplicados a diversos vegetais, de forma rapida, apesar das transformacfes serem
temporarias (RAMKUMAR et al., 2020). Desta forma, vetores virais se destacam
como opc¢les especialmente vantajosas para a producdo de vacinas e proteinas
terapéuticas, pois nao requerem processos longos de transformacdo. Além disso,
sdo capazes de expressar quantidades significativas do gene de interesse em larga
escala em pouco tempo (HEFFERON, 2012), como evidenciado nos experimentos
de Tavares-Esashika e colaboradores (2022), que desenvolveram um novo vetor de
expressdo génica heterdlogo em plantas de Nicotiana benthamiana com base em
um clone infeccioso de um tobravirus visando a producao de proteinas heterdlogas

em um sistema vegetal.

3.1.2.2 Métodos diretos

A transferéncia direta de genes em plantas é classificada em trés grupos:
métodos fisicos, quimicos e embebicdo de DNA em células/ tecidos/ 6rgdos. Os
métodos fisicos envolvem a microenjecdo, eletroporacdo, biobalistica,
encapsulamento de lipossomas e transformacédo mediada por fibras de carboneto de
silicio. Em contrapartida, os métodos quimicos incluem a transferencia mediada por
polietilenoglicol (PEG), dietilaminoetil (DEAE) dextrano e precipitacdo de fosfato de
célcio (CHAKRABORTY et al., 2020). O método de embebicdo de DNA consiste na
imersdo de embrides somaticos desidratados (estagio em que a bicamada lipidica se
torna mais permeavel) em uma solucdo contendo um plasmideo com o gene de
interesse (SENARATNA et al., 1991).

No método fisico por microinjecdo, apenas uma unica célula receptora é
transformada, sendo o DNA exdgeno injetado, por uma agulha de capilar, no
citoplasma ou nucleo da célula (RAMKUMAR et al.,, 2020). Por outro lado, a
transformacgéo genética mediada por eletroporacdo consiste na incubacéo de células
competentes (protoplastos) com DNA recombinante, seguida pela aplicacdo de um

pulso térmico, que induz a formagdo temporaria de poros (permeabilizacdo) na



21

membrana celular, facilitando a entrada do DNA exégeno (VAN DIE; BERGMANS;
HOEKSTRA, 1983; SINGH et al., 2010).

Entre os métodos mais utilizados, a biobalistica, também chamada de
bombardeamento de particulas e/ou acelerador de microprojécteis. A técnica se
destaca por utilizar microparticulas de ouro ou tungsténio recobertas com DNA, RNA
ou proteinas, que sdo posicionadas em uma membrana macrocarreadora e
aceleradas em direcdo ao tecido vegetal por meio da pressurizacdo do gas hélio
(RAMKUMAR et al., 2020). Durante este processo, as microparticulas atravessam a
parede e membrana celular, liberando o DNA exdégeno no citoplasma, podendo ser
expresso de forma transitéria ou de forma estavel com a incorporagdo do DNA ao
genoma da célula hospedeira (CHAKRABORTY et al, 2020). No entanto,
parametros quimicos, fisicos e bioloégico devem ser considerados no momento da

transformagéo via biobalistica.

Inimeros estudos utilizando espécies cultivadas foram desenvolvidas usando
0 método de biobalistisca com a finalidade de aumentar a tolerancia a estresses
bidticos e/ou abidticos. Entre as espécies destacam-se o milho (OSMAN et al.,
2015), feijio-comum (FARIA et al., 2016), feijio-caupi (CITADIN; CRUZ; ARAGAO,
2013), soja (ENGELS et al.,, 2013), cana-de-acucar (JACKSON; ANDERSON;
BIRCH, 2013), Elymus sibiricus (graminea) (DU et al.,, 2021), feijao-mungo
(TRIPATHI et al., 2024) e tomate (RASHID; ZAHED, 2024). Assim, a biobalistica se

tornou uma tecnologia promissora e eficaz para a transformacdo genética vegetal.

3.1.2.3 Novos métodos e otimizacdes na transformacéo genética vegetal

A transformacdo genética € a base da biotecnologia vegetal e o
desenvolvimento de novos métodos e otimizagdes sdo extremamente necessarios,
devido as limitacbes das técnicas comumente utilizadas. Inicialmente com uso da
Agrobacterium, posteriormente, com novos métodos (incluindo a biobalistica) (PAES
DE MELO et al., 2020). Paes de Melo e colaboradores (2020) utilizaram a
combinacdo dos métodos mais utilizados (Agrobacterium e biobalistica) na
transformagcédo de soja. Neste estudo, os autores utilizaram a biobalistica (sem
material genético) para promover microferrimentos no meristema embrionario e a

Agrobacterium (com DNA recombinante) para penetrar o tecido e realizar a
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transfeccdo da célula. Embora a taxa de eficiéncia obtida (9,84%) tenha sido
semelhante a relatada em outros estudos utilizando a mesma cultivar, a combinagéo
das metodologias demonstrou ser mais eficaz. Isso se deve a integracdo das
principais vantagens de cada sistema de transformagédo, especialmente ao uso do
eixo embriondrio como explante vegetal, o que permitiu que as etapas de
transformacgéo, cocultivo e regeneracdo fossem realizadas de forma integrada em
um unico fluxo de trabalho.

Tal protocolo evita a manipulag@o excessiva de explantes, além de ndo gerar
guimeras, uma das principais desvantagens encontradas nos protocolos tradicionais,
qgue utilizam noés cotiledonares isolados de sementes germinadas como explantes.
Similarmente, essa combinagdo também foi utilizada por Ribeiro e colaboradores
(2021), os quais obtiveram uma recuperacado eficiente de plantas transgénicas,
ultrapassando as limitagbes comuns relacionadas a resisténcia encontrada em
diversos genotipos de algodao, com uma taxa de transformacéo de até 60%.

Outra abordagem inclui a nanotecnologia, a qual teve sua ascensao em 1980,
ap0s o surgimento de instrumentos capazes de realizar uma nanomanipulacao
(EMBRAPA, 2025). Nos ultimos anos, com 0 avan¢o dos hanomaterias na area da
engenharia genética, métodos de transferéncia genética alicercados em
nanotecnologia foram desenvolvidos (YAN et al., 2022). Desde a primeira
demonstracdo do uso de cépsulas de lisossomos como vetores de transporte por
Matthews e colaboradores (1979) até o desenvolvimento de nanomaterias de
carbono (DEMIRER et al., 2020), DNA (ZHANG et al., 2019) e de ouro (ZHANG et
al., 2021) independentes de espécie e com sistema de entrega de genes altamente
eficientes.

A parede celular vegetal sempre foi um fator limitante na eficiéncia da
transformacao genética, pois sO permite passagem de biomoléculas menores que 20
nm de didmetro, acrescido da membrana celular, membrana nuclear e membrana de
organelas. Por esse motivo, a transferéncia de genes continua sendo um desafio em
muitas espécies consideradas recalcitrantes (YAN et al., 2022). Desta forma, 0 uso
de nanoparticulas pode ser uma estratégia importante a ser utilizada na engenharia
genética (YAN et al., 2022; WU et al., 2023). As vantagens das nanoparticulas
incluem independéncia das espécies, operacdo simples, biocompatibilidade, alta
capacidade de carga e elevada eficiéncia de transformacao (YAN et al., 2022). Além

disso, seu pequeno tamanho, capacidade de entrar passivamente em membranas
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celulares e capacidade de proteger material genético nu também se evidenciam
(LEVENGOOD; ZHOU; ZHANG, 2024).

Entre as limitagbes estdo a disponibilidade restrita de nanocarreadores e a
influéncia das propriedades fisicas e quimicas dos transportadores (YAN et al.,
2022). Acerca disso, Demirer et al. (2019) demonstraram uma entrega eficiente de
DNA a partir de nanomateriais e a forte expressdo de proteina sem integracédo de
transgene em folhas de Nicotiana benthamiana, rucula, trigo e algoddo além de
protoplastos de rdcula. A partir dos resultados obtidos, constatou-se que esses
nanomateriais ndo apenas facilitavam a entrega, mas também protegiam as
moléculas transportadas da degradacdo. Além disso, Jat, Bhattacharya e Sharma
(2020) desenvolveram nanomateriais como portadores de entrega de genes e
aplicaram em tabaco, tomate, milho, Arabidopsis thaliana, cebola e outros.

A edicdo de genomas também trouxe uma nova era de possibilidades para a
agricultura, uma delas foi o manuseio de forma direcionada (ndo aleatdria) de
genomas (CHEN et al., 2019). Entre as tecnologias de edicdo do genoma, a Zinc
Finger Nuclease (ZFN), a Transcriptional Activator-Like Effector Nuclease (TALEN) e
as Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR), em ordem
de surgimento, sdo as mais aplicadas (DALLA COSTA; MALNOY; GRIBAUDO,
2017). Sobretudo, os aperfeicoamentos atuais das técnicas de edicédo possibilitaram
a aquisicdo de plantas geneticamente modificadas, isento de insercao
cromossomica de DNA exdgeno, podendo ser interpretadas como nao transgénicos
(JANSING et al., 2019).

Essas novas tecnologias, a exemplo, das Repeticbes Palindrémicas Curtas
Agrupadas e Regularmente Insterpacadas (CRISPR), surgiram como métodos
revolucionarios para a engenharia genética especialmente para culturas
economicamente importantes (DALLA COSTA; MALNOY; GRIBAUDO, 2017;
CAMPOS et al., 2021). Os cientistas Jinek e colaboradores (2012), descobriram e
descreveram como as sequéncias palindrémicas curtas e repetitivas, agrupadas em
espacos regulares, forneciam as bactérias e arqueas imunidade flexivel contra virus
e plasmideos, assim como, as bactérias/arqueas usam RNAs CRISPR para orientar
a clivagem de DNA/RNA invasores. A descoberta dessas "tesouras moleculares”
proporcionou as pesquisadoras Charpentier e Doudna o Prémio Nobel de Quimica
em 2020 (LOPES FILHO et al., 2020). Desde entéo, protocolos fundamentados em
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CRISPR/Cas com RNAs projetavéis tém revolucionado a transformagédo genética
(LOPES FILHO et al., 2020).

Apesar dos avancos tecnologicos ao longo das ultimas décadas, os métodos
de transformacdo genética ainda dependem de longas etapas de cultura de tecidos.
Logo, séo limitados pela baixa capacidade de transferéncia génica, alta dependéncia
de tecido e gendtipo, longas etapas e menor rendimento, os quais refletem grandes
obstaculos para o uso generalizado de tecnologias transgénicas e de edicdo de
genoma em inumeras espécies vegetais (CHEN et al., 2022; SU et al., 2023). Por
isso, torna-se imprescindivel desenvolver novos sistemas de transformacdo que
envolvam uma menor dependéncia do gendtipo e processos mais rapidos (CHEN et
al., 2022).

Com base nisso, um sistema eficiente de transformacdo, sem passar por
cultura de tecidos (TCFT - Tissue culture-free transformation) surgiu como alternativa
para reduzir o fluxo na entrega de genes, tornando-se uma técnica altamente
apreciavel (ZHONG et al., 2025). O desenvolvimento do método de transformacéo
de imersdo floral em Arabidopsis (BECHTOLD, 1993) e a posterior otimizacéo
(CLOUGH; BENT, 1998) contribuiram significativamente para essa narrativa.
Contudo, o desenvolvimento de sistema MTCT (minimal tissue culture
transformation), ou transformacdo minima de cultura de tecidos eficientes tem obtido
sucesso recentemente (ZHONG et al., 2025). Esses métodos apresentam muitas
vantagens como rapidez, praticidade, economia, diminuicdo no risco de variacdes
somaclonais e maior qualidade do evento e eficiéncia de transformacao. Além disso,
a maioria desses sistemas utilizam a técnica de transformacdo in planta,
caracterizada pela obtencdo de um evento transgénico estavel a partir do uso de
uma parte de uma planta inteira como alvo da transformacao (ZHONG et al., 2024).

Recentemente, Zhong e colaboradores (2024) desenvolveram o sistema de
transformacéao rapida independente de gendtipo (GiFT) de alto rendimento em soja,
utilizando explantes de sementes embebidas infectados com Agrobacterium,
regeneracdo in planta de brotos transgénicos de meristemas axilares (apos pré-
selecdo, os explantes sdo transplantados diretamente para o solo) e selecdo com
um sistema de pulverizagdo automatizado de herbicida, com objetivo de extinguir
guimeras, obtendo eventos transgénicos com o minimo de empenho e recursos.

Um grande avango na transformacéo de plantas inteiras foi pontuado através

das plantas inteiras injetadas com Agrobacterium (transportando vetores contendo
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reguladores de desenvolvimento (DRs) e maquinario de edicdo CRISPR-Cas9)
cultivadas no solo, que induziram um novo meristema editado e a posterior formacgéo
de brotos em tabaco, tomate, uva e batata, dispensando o uso da cultura de tecidos
(MAHER et al., 2020).

Nos ultimos anos, um método de transferéncia génica mediado por A.
rhizogenes em uma Unica etapa foi desenvolvido, na qual as estacas de brotos de
batata-doce foram inoculadas com a bactéria e plantadas no solo para desenvolver
tubérculos e brotos transgénicos (ZHANG et al., 2023). Assim como Cao e
colaboradores (2023) desenvolveram um sistema simples de entrega de corte-
imerséo-brotamento (CDB) mediada por A. rhizogenes, que funcionou em seis
espécies vegetais diferentes, sem a necessidade de cultura de tecidos. Um exemplo
disso, sdo as plantas transgénicas de dente-de-ledo russo obtidas a partir de raizes
inoculadas com A. rhizogenes e posterior brotamento.

Zhou e colaboradores (2023) apresentaram um meétodo de transformacéo
eficiente em amedoim mediado por A. tumefaciens, através de injecdo no tubo
polinico. Recentemente, Mei e colaboradores (2024) descreveram um protocolo de
transformacao mediado por A. tumefaciens com diferenciais, chamado de entrega de
injecdo in planta dependente de atividade regenerativa (RAPID) em batata, batata-
doce e lupulos. Este método utiliza a capacidade natural de regeneracéo in planta de
estacas de brotos extraidos, acrescidos da injecao de cepa A. tumefaciens contendo
reguladores de crescimento para induzir tecidos transgénicos estaveis,

diferenciando-o da técnica de regeneracao in planta.

3.1.2. Plantas Modelos na transgenia

Plantas modelo sdo amplamente utilizadas em estudos de biologia e genética
devido a alta eficiéncia dos protocolos de transformacao, a variedade de ferramentas
genbmicas disponiveis, ao ciclo de vida curto e ao genoma pequeno (BRASILEIRO;
CARNEIRO, 2015). Nesse sentido, de acordo com Chang, Bowman e Meyerowitz
(2016), um sistema modelo é classificado em trés categorias: a) motivos funcionais
(beneficio econbmico ou caracteristicas essenciais para uso em laboratério, como
dimensdes reduzidas, facilidade de cultivo, ciclo de vida curto, genoma compacto,

Poentre outros); b) propriedades derivadas (técnicas padronizadas para a obtengéo
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de DNA e RNA, transformacao, purificacdo de proteinas e outros métodos utilizados
em ambientes de experimentagao); c) aspectos da comunidade (disponibilidade de
linhagens genéticas, construcdes de genes repdrteres, genomas completamente
anotados, e afins). Entre as plantas modelo com genoma totalmente sequenciado
incluem: Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum (tomate), Oryza sativa (arroz) e
Zea mays (milho).

A Arabidopsis thaliana é uma planta de pequeno porte da familia
Brassicaceae, que se destacou como o principal organismo modelo para estudos em
biologia (MEINKE et al., 1998). Seu genoma foi sequenciado nos anos 2000 (THE
ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE, 2000), se destacando em estudos posteriores
como principal organismo modelo para pesquisas em plantas nos ultimos trinta anos,
possibilitando grandes avancos para a biologia celular, sinalizacdo hormonal vegetal,
defesa de patdgenos, resposta ao estresse abiotico, epigenética, dentre outros
(PROVART et al.,, 2016). Diferente dos modelos vegetais anteriores, A. thaliana
possui um genoma pequeno, um ciclo de vida curto e protocolos de transformacao
genética estabelecidos (KOORNNEEF; MEINKE, 2010). Varios estudos tém sido
realizados com esta planta-modelo. Safdar e colaboradores (2025), avaliaram a
fitotoxicidade da estrutura metal-organica (MOF) PCN-224 em A. thaliana devido a
sua disponibilidade comercial e uso generalizado. Niu e colaboradores (2025)
realizaram a expressdo heter6loga do gene Tiller Angle Control 2 (TAC2) em
Arabidopsis, a fim de investigar as funcdes bioldgicas e efeito desse gene.

Outra planta modelo de grande notoriedade € o milho (Zea mays) (STRABLE;
SCANLON, 2009). Esta planta apresenta-se como alvo de pesquisas genéticas
desde que Gregor Mendel o adotou para validar algumas de suas descobertas e
confirmar certos achados anteriores na ervilha-de-jardim (COE, 2001). Desde entéo,
o milho vem sendo utilizado como um organismo modelo para uma gama de
estudos, incluindo epigenética (CANDELA; HAKE, 2008). E uma das plantas modelo
mais investigadas em razdo da sua capacidade de cruzamento e significativa
diversidade genética natural (STRABLE; SCANLON, 2009; RAJI et al., 2018),
apresenta um extenso conjunto de acervos mutantes e alinhamento génico dentro
de gramineas correlacionadas (STRABLE; SCANLON, 2009). Possui um genoma
vasto, além de ser uma espécie vegetal de tamanho consideravel e desenvolvimento
tardio (CHANG; BOWMAN; MEYEROWITZ, 2016). A pluralidade genética do milho

vem sendo aplicada para compreender a fundamentacdo molecular da diversificacao
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fenotipica e aperfeicoar tanto o desempenho quanto a sustentabilidade agricola
(MCMULLEN et al., 2009).

Na transformagdo genética, o milho é a monocotiledbnea mais
frequentemente empregada no método de biobalistica. Em meados dos anos 90,
diversos genotipos foram utilizados para o desenvolvimento de transgénicos
(YADAVA et al., 2017). Nessa Optica, o milho bt, cultivado globalmente, se destacou
significativamente na transgenia em 2014, expressando genes de Bt (Bacillus
thuringiensis) para resisténcia a insetos (RAJI et al.,, 2018). Recentemente, essa
acessibilidade de uso é percebida nos estudos de Qi et al. (2024) com clonagem,
caracterizacdo e transformacdo de um gene no milho, no intuito de verificar sua
fungéo biologica e epigenética. Embora tenha havido um progresso consideravel, a
eficiéncia da transformacdo genética do milho continua sendo inadequada,
necessitando de otimizagdes e sistemas de transformacdo mais flexiveis (YADAVA
et al., 2017).

O arroz (Oryza sativa) é uma planta modelo de grande importancia
econdmica, genoma administravel e pequeno porte (CHANG; BOWMAN;
MEYEROWITZ, 2016). Seu uso em estudos genéticos e moleculares, ocorreu apos
0 sequenciamento completo do seu genoma (no ano de 2002), com alta homologia
com proteinas de outros cereais (milho, trigo e cevada), tornando-se uma excelente
modelo para melhoria dos cereais (MULLER; GROSSNIKLAUS, 2010).

O tomate (Solanum lycopersicum) é uma planta modelo bem estabelecida
para o amadurecimento dos frutos, caracteristica Unica que a Arabidopsis e 0 arroz
nao tem (SHIKATA; EZURA, 2016). Teve seu genoma sequenciado em 2012
(TOMATO GENOME CONSORTIUM, 2012). Também é utilizada para o estudo do
crescimento da planta, desenvolvimento de folhas compostas e resisténcia a
doencas (CHANG; BOWMAN; MEYEROWITZ, 2016). Dentre as diversas variedades
de tomate, o Micro-Tom teve destaque como cultivar modelo, em virtude da sua
capacidade de crescer em condi¢Bes controladas, seu pequeno porte e ciclo de vida
curto (SHIKATA; EZURA, 2016).

A Nicotiana benthamiana (Tabaco) é reconhecida como uma planta modelo
indispensavel, especialmente para experimentos de transgenia (MUSHTAQ et al.,
2020). Esta espécie é nativa da Australia e pertence a familia Solanaceae, como a
pimenta, tomate, batata. A partir desse modelo vegetal, foram estudados a

expresséo transiente de genes por agroinfiltracao foliar e o potencial para funcionar
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como uma biofabrica vegetal (a gama de alvos para terapias produzidas por
Nicotiana, N. benthamiana e N. tabacum, é gigantesco), entre outros (BALLY et al.,
2018). Assim, aprimorar o procedimento de transferéncia genética nesta planta pode
incentivar os pesquisadores a implantar protocolos eficientes em outras espécies
vegetais recalcitrantes almejadas.

Apesar dos avangos proporcionados pelos organismos-modelos citados
anteriormente, nem todas as indagacbes podem ser respondidas através deles,
tornando necesséario o desenvolvimento de novos modelos. Levengood, Zhou e
Zhang (2024) destacam trés espécies modelos emergentes: gloria-da-manha
(Convolvulaceae) com diversidade relativa de fenoétipos, tempos de geracao rapidos
e facilidade de adaptacédo a ambientes de estufa/campo), Plantago (Plantaginaceae)
com tecido vascular puro, genoma pequeno e ciclo de vida curto) e cana-de-acucar

(Poaceae), poliploide, com métodos de transformacéo e edicdo estabelecidos).

3.2 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

A cultura de tecidos vegetais refere-se ao cultivo de células, tecidos, 6rgdos e
seus componentes seguindo parametros fisico-quimicos determinados in vitro. A
base tedrica e experimental dessa técnica, assim como 0 conceito de totipoténcia
foram definidos por Gottlieb Haberlandt a partir de 1902, posteriormente reconhecido
como o pai da cultura de tecidos vegetais (THORPE, 2007). A totipoténcia se refere
a habilidade de regeneracdo e especializacdo, formando uma planta inteira
(VERDEIL et al., 2007). Ja4 a regeneracao vegetal refere-se a resposta fisiologica
gue possibilita o reparo de tecidos danificados ou a formacdo de novos 6rgaos e
individuos (IKEUCHI et al., 2016).

Os primeiros tecidos e 06rgdos vegetais cultivados in vitro com sucesso,
apresentando multiplicacdo e diferenciacdo, incluem raizes de tomate (WHITE,
1934), pontas caulinares, apice do broto e meristemas de Tropaeolum e Lupinus
(BALL, 1946). A padronizacao da cultura de tecidos avangou significativamente com
o desenvolvimento de um novo meio de cultivo por Murashige e Skoog (1962). Esse
meio MS (Murashige and Skoog), composto por macro e micronutrientes, uma fonte
de carbono, nitrogénio reduzido, vitaminas do complexo B e reguladores de
crescimento, tornou-se amplamente utilizado para o cultivo de diversas espécies

vegetais. Sua principal distincdo em relacdo a outros meios € o alto teor de nitrato,
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potassio e amonia (GAMBORG et al.,, 1976), consolidando-se como o meio de
cultura mais empregado em biotecnologia vegetal (THORPE, 2007).

Nesse contexto, diversos meios de cultura sintéticos desempenham um papel
fundamental na regeneracao vegetal, incluindo Murashige e Skoog (MS), N6, Woody
Plant Medium (WPM) e B5, amplamente utilizados na indugdo de calos e na
diferenciacdo de brotos. Portanto, a escolha do meio de cultura ideal depende da
espécie vegetal e do tipo de tecido utilizado, sendo frequentemente necesséria sua
otimizacdo para melhores resultados (LONG et al., 2022).

3.2.1 Micropopagacao

A micropropagacao € definida como a multiplicagcdo em larga escala de
plantas, a partir do crescimento ou indugcédo de brotos em meios de culturas in vitro.
As plantas geradas por essa técnica, preservam as caracteristicas genéticas do
individuo original, sem pragas e livres de microrganismos contaminantes, sendo os
atributos mais desejados da micropropagacao comercial (SINGH, 2015; CARDOSO;
SHENG GERALD; TEIXEIRA DA SILVA, 2018).

Segundo Ziv e Altman (2003), a proliferacéo in vitro de genotipos superiores
ocorre em quatro etapas: (a) escolha e preparo do explante , (b) regeneracédo e
multiplicacdo, (c) aclimatacdo e enraizamento e (d) transferéncia para casa de
vegetacdo ou campo. Com relacdo aos explantes mais utilizados, destacam-se as
pontas de brotos e as gemas axilares. Além disso, gemas adventicias podem ser
obtidas a partir de outros tipos de explantes, como folhas e raizes, por meio dos
processos de desdiferenciacdo e rediferenciacdo, tornando essa abordagem mais
complexa e exigindo maior controle técnico (ZIV; ALTMAN, 2003).

De acordo com Thorpe (2007), a micropropagacdo pode ser executada por
trés métodos principais: (i) intensificacdo da quebra de gemas axilares, (ii) producéo
de gemas adventicias, de forma direta ou indireta via calo, e (iii) embriogénese
somatica, que também pode ocorrer de maneira direta ou indireta a partir de
explantes.

A micropropagacdo vegetal foi usada em espécies economicamente
relevantes como Jatropha curcas, Eucalyptus, banana e bambu (SINGH, 2015). Nos

dias atuais, a micropropagacdo de Cannabis sativa tem sido aprimorada por Shi,
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Collado e Hernadndez (2024), assim como, para viés de conservacao de espécies
ameacadas protocolos de micropropagacdo foram estabelecidos por Farkas e
colaboradores (2025). Com relagcéo aos obstaculos da micropropagacao, envolvem a
diminuicdo de despesas, maior eficiéncia, inovacdes e a combinacdo dessa técnica
com outros sistemas de multiplicagdo, como microestacas, hidroponia e aeroponia
(CARDOSO; SHENG GERALD; TEIXEIRA DA SILVA, 2018).

3.2.2 Organogénese

Um dos métodos mais utilizados na regeneracdo vegetal é a organogénese
de novo, caracterizada pela formacdo de meristemas apicais localizados em
posicbes anormais obtidas de estacas ou explantes de plantas, resultando no
subsequente desenvolvimento de brotos e raizes (IKEUCHI et al.,, 2016). Os
meristemas sdo tecidos vegetais especializados, responsaveis pela formacdo de
células, tecidos e orgaos, devido a sua capacidade de divisdo celular continua
(IKEUCHI et al., 2016).

De forma objetiva, Lardon e Geelen (2020) se referem a organogénese de
Nnovo como um sistema regenerativo que ndo utiliza um embrido somatico, mas sim
células-tronco pluripotentes que possuem a habilidade de formar novos meristemas
com o intuito de reconstruir 6érgaos, indicando a pluripoténcia das células vegetais.
Essa via é caracterizada por formar apenas um O0rgao aéreo ou raiz, e desses uma
nova planta completa é originada (HASNAIN et al., 2022). Além disso, apresenta
vias de regeneracao direta (meristemas pré-existentes de brotos e/ou raizes) ou
indireta (6rgdos danificados) (LONG et al.,, 2022). Na organogénese indireta de
novo, as células passam por desdiferenciacdo e os controladores de crescimento
das plantas impulsionam a divisédo celular, originando calos pluripotentes (LONG et
al., 2022).

Ademais, os meristemas apicais e brotos axilares ddo origem a todos os
orgaos vegetais. Todavia, a raiz lateral advém das células diferenciadas do periciclo
do xilema (ATTA et al.,, 2009), demonstrando como a pluripoténcia pode ser
adquirida a partir de células especializadas (YU et al., 2007). Além disso, tanto a
iniciacdo do primordio da raiz lateral (LRP) quanto a indug&o de calos originados das

células do periciclo sdo controladas em circunstancias de alta auxina, promovendo a
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desdiferenciacéo de tecidos. Apenas quando tratados com meio rico em citocinina
ocorre a regeneracao do broto em ambos os casos (PULIANMACKAL et al., 2014),
pois, esse tratamento induz a expressdo do gene meristematico de
brotos WUSCHEL (WUS) (CHATFIELD et al.,, 2013). Resumindo, a organogénese
de novo pode ser obtida diretamente de explantes de raiz ou por meio de um estagio
de calo. Mas para que a regeneracdo ocorra, € necessaria a presenca de células de
periciclo para desencadear o LRP (PULIANMACKAL et al., 2014).

Portanto, a principal diferenca entre a organogénese de novo e a
embriogénese somatica é que o primeiro ndo forma embrides somaéticos. E,
assemelham-se ao fato de ambos os fendmenos possuirem métodos diretos e
indiretos de regeneragdo (LONG et al.,, 2022). O calo é formado nos métodos
indiretos de ambos 0s casos, mas cada um possui suas especificidades (LONG et
al.,, 2022). Outro diferencial, € que a organogénese de novo induz calo nao
embriogénico a pluripoténcia (FEHER, 2019), enquanto a embriogénese somatica
induz calo embriogénico a totipoténcia e posterior formacdo de embrido somatico
(IKEUCHI et al., 2016; FEHER, 2019). S&o0 analogos na questdo de que ambos
podem causar instabilidade genética e variancia somaclonal, como demonstrado nos
estudos de Vitamvas e colabordores (2019), em que a morfogénese indireta,
responsavel pela inducdo da variagdo somaclonal, foi alcancada por essas vias de

regeneracao na mandioquinha-salsa.

3.2.3 Embriogénese somatica

A embriogénese somatica € o processo no qual células ndo reprodutivas
(soméaticas) sédo reprogramadas em células-troncos embrionarias (VERDEIL et al.,
2007; LONG et al.,, 2022) para desenvolver estruturas que se parecem com
embrides fertilizados (zigoéticos), chamados de embrides somaticos, capazes de
originarem corpos vegetais inteiros (IKEUCHI et al., 2016). Uma grande vantagem
desse fenbmeno € que apenas um unico embrido da semente original pode gerar
varios embribes somaticos e posteriormente diversas plantas regeneradas
(EGERTSDOTTER; AHMAD; CLAPHAM, 2019).

Os embrides somaticos podem ser induzidos direta ou indiretamente. Os

embribes somaticos podem ser induzidos diretamente ou indiretamente
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(HORSTMAN; BEMER; BOUTILIER, 2017). A embriogénese somética direta ocorre
a partir de uma célula somatica individual e ndo possui a fase de calo. Todavia, sob
condicBes apropriadas, € possivel se desenvolver em uma planta inteira (LONG et
al., 2022).

A embriogénese somatica indireta (mais comumente utilizada) ocorre a partir
de um tecido desdiferenciado chamado de “calo embriondrio”, caracterizado pela
formacdo de uma massa celular desorganizada, originando embrides somaticos
capazes de gerar brotos e raizes, em meios de cultura apropriados (LONG et al.,
2022; CRUZ et al., 2024). Por exemplo, em milho, o calo embriogénico pode ser
gerado de explantes (desde embrides imaturos a meristemas de brotos), cultivados
em meio de cultura contendo altos niveis do horménio auxina (RAKSHIT et al.,
2010). Devido a passagem por estagio de calos, a embriogénese somatica indireta
apresenta uma via de regeneracdo mais longa, porém, sdo obtidos maior numero de
plantas regeneradas em comparacdo a embriogénese somatica direta (LONG et al.,
2022). Esta (embriogenese somatica direta), por sua vez, ocorre a partir de uma
célula somatica individual, sem passar pela fase de calo, onde, sob cultivo em meio
apropriado pode gerar uma planta inteira (LONG et al., 2022).

Os calos frescos/jovens possuem uma grande capacidade de diferenciacao,
garantindo uma maior taxa de plantulas regeneradas. Tal caracteristica é
fundamental no sucesso da transformacdo genética vegetal. Por outro lado, a
formacdo de calos pode promover maior indice de "escape génico", devido a alta
regeneracao de plantulas ndo transformadas, mesmo com a acédo do agente seletivo
(DALLA COSTA; MALNOY; GRIBAUDO, 2017).

3.2.4 Variacdo somaclonal e selecéo in vitro

A cultura de tecidos é uma ferramenta eficaz para produzir clones em larga
escala, porém, as plantas regeneradas ocasionalmente exibem variacfes
somaclonais (variabilidade genética), podendo ser uma variagdo genética ou
epigenética (MEHBUB et al.,, 2022). No melhoramento de plantas, essa variacédo
pode ser desejavel, devido a capacidade de gerar variantes de uma cultivar
comercial sem a necessidade de cruzamento com outros genétipos (DALLA COSTA,;
MALNOY; GRIBAUDO, 2017).
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Os fatores que estimulam essas mutac¢des in vitro incluem a composicéo de
nutrientes, as condi¢coes de iluminacéo, concentracdo de auxinas (KRISHNA et al.,
2016), etapas de regeneracédo e duracao de subcultivos (RANGHOO-SANMUKHIYA,
2021). Vale salientar que um alto percentual de variantes pode ser adquirido na
embriogénese soméatica indireta a partir do cultivo de calos (cultura de longa
duracdo) ou através da embriogénese secundaria (DALLA COSTA; MALNOY;
GRIBAUDO, 2017).

Embora na micropropagacdo e na transformagdo genética variantes
somaticos ndo sejam desejaveis, uma vez que o objetivo é garantir a obtencédo de
plantas geneticamente homogéneas (BAIRU; AREMU; VAN STADEN, 2011), a
selecdo de gendtipos/variantes somaclonais resistentes /tolerantes a determinados
componentes no meio de cultura (ex. sal, patégenos, herbicidas, entre outros tipos
de stresses bidticos e abiodticos) sdo especificamente Uteis em programas de
melhoramento genético vegetal (WENZEL; FOROUGUI-WEHR, 1993). Neste
contexto, a biologia molecular tem fornecido novas aplicabilidades no processo
seletivo. Um exemplo é a selecao de plantas transformadas mediante a utilizacao de
genes marcadores de selecdo, como € 0 caso, de genes que confere resisténcia a
herbicida (VIDIGAL et al., 2014). Portanto, na transgenia, a selecdo de eventos de
transformacdo € uma etapa fundamental, principalmente visando atenuar o

aparecimento de quimeras (ZHONG et al., 2024).

3.2.5 Perspectivas

O uso da embriogénese somatica (SE - Somatic embryogenesis) na producao
de plantas em larga escala tem sido uma tarefa demorada e trabalhosa, embora
algumas dessas etapas tendem a ser automatizadas (EGERTSDOTTER; AHMAD;
CLAPHAM, 2019). Na etapa de multiplicacdo, apesar das taxas de multiplicacdo das
massas pro-embriogénicas (PEMs) serem mais altas em culturas de suspenséao
liquida, grande parte das culturas de SE (como exemplo em coniferas) precisam
passar pela maturacdo em meio soélido, visando maior eficiéncia (MAMUN; AIDUN;
EGERTSDOTTER, 2018). Neste contexto, os biorreatores de imersdo temporaria
destacam-se como uma estratégia mais atrativa na multiplicacdo e maturacdo de

ES, uma vez que combina as vantagens da multiplicagdo de PEMs em meio liquido,
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incluindo a capacidade de automog¢do, com a maturacdo em meio sélido (MAMUN,
AIDUN e EGERTSDOTTER, 2018). Tendo em vista a grande aplicabilidade desse
sistema, uma série de patentes estdo contribuindo na automacdo em diferentes
etapas envolvendo métodos para separacdo de embrides maduros de embribes
somaticos (EGERTSDOTTER, AHMAD E CLAPHAM, 2019).

Ademais, os estudos de YU e colaboradores (2024) demonstram como a
superexpressao de genes associados a regeneracao vegetal podem influenciar
positivamente na eficiéncia da regeneracdo in vitro e transformacdo genética.
Portanto, as perspectivas futuras da cultura de tecidos tém circulado em volta da
automacdo e o0 uso de imagens hiperespectrais na visualizacdo de embribes
maduros (EGERTSDOTTER; AHMAD; CLAPHAM, 2019), acrescido da otimizacao
nas técnicas de regeneracao de plantas in vitro (YU et al., 2024).

3.3 GENES MARCADORES: GENES DE SELECAO E GENES REPORTERES

A selecéo e deteccao de plantas transgénicas € ralizada através do uso de
agentes seletivos, baseados em genes de resisténcia introduzidos nas plantas
transgénicas. A canamicina, geneticina, higromicina, espectinomicina e gentamicina
sao exemplos de agentes de selecdo mais utilizados na transgenia. Alguns
herbicidas, como 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase (epsps), o0 glifosato N-
acetiltransferase (GAT) também sdo usados para triagem de transformantes (WANG
et al., 2025).

Os genes reporteres originam-se de microorganismo, tais como bactérias,
plantas ou insetos. Sao genes, que quando presentes, codificam uma proteina facil
deteccdo e quantificacdo (WOOD, 1995). Em termos gerais, 0S genes reporteres
estdo frequentemente associados a promotores e terminadores, como o gene 35S
do virus do mosaico do couve-flor (CaMV) e as opinas de Agrobacterium
(ROSELLINI, 2012). Embora esses elementos ndo se originam de plantas, tém sido
amplamente aplicadas na transformacdo de plantas devido a sua eficacia como
sequéncias regulatérias (MERCANTE; RUMJANEK; FRANCO, 2000). Esses sédo
utilizados para caracterizar a atividade de expressdo génica, permitindo determinar
se genes exogenos foram transferidos com sucesso para células, tecidos ou 6rgaos

vegetais (WANG et al., 2025), sem eliminar as células nao transformadas.
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. Diversos genes reporteres tém sido utilizados para monitorar a expressao de
transgenes, localizacdo subcelular e respostas ao estresse. Os genes reporteres
como nos, cos, lacZ, cat e neo foram pioneiros em sua aplicagdo, mas seu alto
custo, a dificuldade de quantificacdo e, no caso de alguns, a necessidade de
exposicao a radiacdo, resultaram em um uso cada vez mais reduzido (BRASILEIRO;
DUSI, 1999). Esses desafios levaram ao desenvolvimento de alternativas mais
acessiveis e eficientes para a caracterizacdo da expressao génica.

Os genes luc, gus (uidA) e gfp sdo amplamente empregados em pesquisas
de transformacédo genética de plantas. Recentemente, um outro sistema de deteccdo
visual baseados em pigmentos naturais (RUBY) foram desenvolvidos por HE e
colaboradores (2020). Diferentemente de outros genes repoérteres supractados, o
sistema RUBY néo exige substratos caros ou equipamentos especializados para a
deteccdo de sinais visiveis, permitindo ainda um monitoramento ndo invasivo e
continuo (PRAMANIK; LEE; WANG, 2024). A seguir, sera discutido sobre os genes

gus e RUBY, abordando suas caracteristicas e aplicacdes:

3.3.1 Gene GUS (B-glucuronidase)

O gene gus (uidA) de Escherichia coli codifica a enzima B -glucuronidase
(JEFFERSON, 1989; MCELROY, 1995). Com a descoberta desta enzima, ensaios
histoquimicos, utilizando o substrato 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-glucuronide (X-
Glu), séo realizados para detectar a sua atividade enzimatica, onde sob a presenca
da enzima forma um preciptado azul (NALEWAY, 1992; STOMP, 1992). Um outro
método para quantificacdo do gene gus envolve o uso do substrato 4-metilumbeliferil
glucuronideo (MUG). Embora o MUG nao apresente fluorescéncia intrinseca, o
mesmo pode ser clivado pela enzima B-glucuronidase, resultando na producéo de 4-
MUG, o qual emite fluorescéncia em condi¢cdes de pH elevado (JEFFERSON;
KAVANAGH; BEVAN, 1987).

O gene reporter gus/uidA € usualmente empregado nas pesquisas genéticas
vegetais, principalmente na andlise da expressdo génica de plantas geneticamente
modificadas. Sua aplicabilidade inclui a andlise de excisdo de elementos
transponiveis, modulagdo do desenvolvimento, andlise de promotores, sinais de

direcionamento de proteinas para diferentes organelas, estabilidade do mRNA, e
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expressdo especifica a determinados tecidos (GALLAGHER, 1992; HULL; DEVIC,
1995; LANA; NEGRI; SOUSA, 2017).

As maiores vantagens do ensaio gus sao sua simplicidade e sem a
necessidade de equipamentos caros. Por outro lado, trata-se de um sistema
destrutivo (LACORTE, BARROS, 2015), porém de baixo custo em comparag¢ao aos
outros para analise in vitro. Estudos anteriores como os de Ohta e colaboradores
(1990) utilizaram o repérter GUS modificado para monitorar a transferéncia e
expressdo mediada por Agrobacterium em tabaco. Daniell, Krishnan e Mcfadden
(1991) verificaram a expressado transitéria de GUS em diferentes compartimentos
celulares ap6s bombardeamento de particulas em trigo. Zhong e colaboradores
(1993) constataram a atividade dessa enzima em plantas transgénicas de grama.
Souza e colaboradores (2017), mostraram que o gene uidA/gusA foi utilizado para
comparar a eficiéncia da transformacéao genética por A. tumefaciens em milho. Ja os
autores Feng e colaboradores (2019) em pesquisas com morango, empregaram 0
reporter gus para revelar a distribuicdo de auxina na semente, no fruto e na raiz,
aléem de verificar a expressdo de mais dois genes. Os experimentos de Liu e
colaboradores (2020) que manipularam a B-glucuronidase (GUS) para analisar a
eficiéncia da transformacédo transitéria em Pinus tabuliformis, o qual também

contribui para outras espécies de coniferas.

3.3.2 Gene RUBY (sistema de biossintese da betalaina)

O gene RUBY converte tirosina em betalaina (um pigmento natural produzido
em plantas), cujo acumulo resulta em uma cor vermelha brilhante (HE et al., 2020).
As betalainas sdo pigmentos vegetais hidrofilicos vermelhos-violeta e amarelo
contendo nitrogénio, derivados da tirosina, 0s quais ocorrem apenas um Unico grupo
de angiospermas, a ordem Caryophyllales. Ha duas excecbes, as familias
Caryophyllaceae e Molluginaceae, onde a coloracdo se deve as antocininas, outra
familia de pigmentos, betalainas e antocininas nunca sdo encontradas juntas na
mesma planta (GANDIA-HERRERO; GARCIA-CARMONA, 2013).

As betalainas sdo divididas em dois tipos, betaxantinas que conferem
coloracédo amarela, e betacianinas, que proporcionam a coloracao violeta. Exemplos
de espécies que contém tais pigmentos incluem: Beta vulgaris (beterraba) (GANDIA-
HERRERO; GARCIA-CARMONA; ESCRIBANO, 2004), Portulaca oleracea
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(STEINER et al.,, 1999) e Suaeda salsa (WANG et al.,, 2007). A partir dessas
espécies vegetais e do fungo Amanita muscaria (MUELLER; HINZ; ZRYD, 1996) a
tirosinase, enzima responsavel pela hidroxilacdo da L-tirosina em L-DOPA, que
corresponde ao inicio da biossintese da betalaina, foi caracterizada (GANDIA-
HERRERO; GARCIA-CARMONA, 2013). Além disso, foi observado que a convers&o
da A 1-3,4-di-hidroxifenilalanina (L-DOPA) em &cido betalamico pela enzima DOPA
4,5-dioxigenase (DOD), resulta na formacdo espontania de betaxantinas ou
betacininas (POLTURAK et al., 2016), sendo a descricdo do processo de producao
das betalainas.

As producdes in vivo de betaxantinas e betacininas, iniciaram-se em
microorganismos, através da alimentagdo com L-DOPA como substrato
(HATLESTAD et al., 2012;-POLTURAK; AHARONI, 2018). Com o grande avanco na
engenharia genética, Polturak e colaboradores (2016) demonstraram pela primeira
vez um sistema de biossintese da betalaina (CYP76AD1 combinado
com BvDODAL e cDOPASGT) que descarta a necessidade de alimentacdo por
suprimento externo de L-DOPA, o qual contribuiu para a possibilidade de producao
heterdloga da betalaina em outras espécies.

Desde entdo, o potencial desse sistema de servir como gene reporter para
rastrear a expressao genética ou para visualizar eventos transgénicos tem sido
bastante estudado e realizado, tendo em vista que precisa de apenas trés reacdes
enzimaticas para se obter a betalaina (HE et al., 2020). Este método € visivel a ‘olho
desarmado’, dispensa o processamento de amostras e possibilita a investigacéo
continua de eventos durante todo o ciclo de vida de um organismo, se trata de uma
ferramenta ndo invasiva (HE et al., 2020). Exemplos de sua aplicacdo incluem a
observacéo da sintese de betalaina em tabaco, Arabidopsis, arroz (HE et al., 2020),
tomate (GRUTZNER et al., 2021), milho (LEE et al., 2023) e rabanete (YI et al.,
2024).

Recentemente, Pramanik, Lee e Wang, 2024, desenvolveram um método
simples e confiavel para extrair e quantificar betalaina. Os autores utilizaram tecidos
frescos de plantas de tabaco e de milho, sendo transformadas transitoriamente e
estavel, respectivamente (PRAMANIK; LEE; WANG, 2024). De acordo com o0s
autores, os niveis quantitativos de betalaina foram consistente com os niveis de

pigmentacdo visual observados em sementes, folhas e raizes das plantas,
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destacando o grande potencial do sistema RUBY para avancar na engenharia
genética de plantas (PRAMANIK; LEE; WANG, 2024).

3.4 FATORES QUE INFLUENCIAM NA TAXA DE TRANSFORMACAO GENETICA

Os métodos de transferéncias de genes requerem otimizacdes de diversas
variaveis, principalmente, devido aos diferentes tipos de organismos e sistemas
celulares em que sdo submetidos (CARNEIRO; CARNEIRO; PAIVA, 2004; MEKALA
et al., 2016). Entre os que influenciam na eficiéncia da transformacdo no método
direto via biobalistica estdo: a) construcdo génica (escolha dos genes que serao
utilizados); b) parametros fisicos relacionados ao equipamento (quantidade de
disparos, nivel do vacuo, tamanho e tipo do explantes utilizados, posi¢cdo da placa
contendo o tecido-alvo abaixo da tela de retencéo); c) parametros fisicos
relacionados as microparticulas (tipo, tamanho e quantidade); d) e parametros
biologicos relacionados a cultura de tecidos (escolha e estado fisiolégico do tecido,
propor¢cdes e qualidade dos reagentes nos meios de cultura) (CARNEIRO,
CARNEIRO e PAIVA, 2004).

Taparia, Gallo e Altpeter (2012) revelaram que microprojéteis de 0,3 uym de
diametro produziam 5 vezes mais linhas transgénicas quando comparadas aos de 1
gm. Do mesmo modo, Jagga-Chugh e colaboradores (2012) apontaram que o
bombardeio duplo com particulas de ouro de 1,0 ym e o tratamento osmaético de
calos com sorbitol (0,4 M) aumentaram a eficiéncia da transformacao, sendo
possivel o estabelecimento de um protocolo com 45,3% de eficiéncia em Eleusine
coracana. Angulo-Bejarano, Sharma e Paredes-Lopez (2019) estabeleceram
condicBes ideias para o bombardeamento de particulas em explantes de nopal
testando a pressdo do disco de ruptura de hélio, distancia de deslocamento do
microprojétil, tempo de exposicao, concentracdo de DNA e tipo de particula, obtendo
uma eficiéncia de transformacdo de 23%. Laishram e colaboradores (2020)
verificaram maior eficiéncia transitéria e estavel em calos embriogénicos de capim
buffel, bombardeados em trés distancias diferentes.

Em contrapartida, os parametros via Agrobacterium englobam: tipos de
cepa de Agrobacterium, tipos de vetores, procedimento de selecdo (meio e
condicdes de co-cultivo), tipo e idade do explantes para inoculagdo, periodo de

infeccdo e acetoseringona (MARKA; NANNA, 2018). Além disso, o éxito na
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transferéncia de T-DNA ¢é influenciado por diversos fatores, incluindo a viruléncia da
bactéria, a resisténcia da planta a transformacdo e a reducdo da capacidade de
regeneracao apos a infeccao (TRIPATHI et al., 2024).

Em relacdo ao método Agrobacterium, foram observadas otimizacdes sobre
os parametros citados. Marka e Nanna (2018) utilizaram trés explantes diferentes de
amendoim e diferentes concentracdes do indculo de A. tumefaciens com o intuito de
verificar as situagdes em que teriam uma maior eficiéncia na eficiéncia de
transformacéao. Li e colaboradores (2021) observaram o aumento ou diminuicdo na
eficiéncia de transformacé&o no repolho chinés comparando diferentes concentracdes
de acetosiringona. Foi visto que esse parametro elevou a eficiéncia de
transformacgéo para 22,33% e 8,57% com 100 pumol.L™1. Entretanto, fatores como:
concentracdo de antibidtico, tempo de pré cultura, triagem de cepas de
Agrobacterium e concentracdo de Hyg também foram analisados para realizacao de
uma otimizagdo completa. Sadhu e colaboradores (2022) realizaram estudos com
diferentes cultivares de grdo de bico visando a obtencdo de elevada eficiéncia de
transformacéo, usando o método de sonicacéo e infiltracdo. Segundo os autores, a
cultivar JAKI9218 obteve a eficiéncia de 8,6%. Sundararajan e colaboradores (2020)
relataram como os fatores fisico-quimicos presentes nos meios de cultura usados na
transformacéao via Agrobacterium interferem na regeneracao in vitro e transformacéo
de cultivares recalcitrantes do arroz. Os referidos autores relataram a melhor fonte
de carbono, a formulacdo de horménios, os agentes gelificantes, as condicbes de
incubacdo e como a dessecacao parcial influenciou positivamente na eficiéncia da
regeneracao in vitro de arroz.

He e colaboradores (2022) usaram genes reguladores do desenvolvimento na
transformacdo genética de milho visando melhorar a inducdo do meristema e a
capacidade de regeneracdo. Além disso, estudos de Chakraborty e colaboradores
(2020) destacam a importancia da escolha do explante, considerando fatores como
idade, tamanho, posicdo de extracdo, orientacdo (polar/apolar e abaxial/adaxial),
gendtipo, pré-tratamento (osmoético) e preparacdo (esterilizacdo de superficie).
Portanto, todos esses estudos citados sdo importantes para otimiza¢cdes do método,

servindo como exemplo para aplicacdo em diferentes espécies.

4 MATERIAL E METODOS
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4.1 DESENHO DE PRIMERS E CONSTRUCAO DE VETORES

O desenho de primers e construcdo de vetores foi realizado através do
software SnapGene (disponivel em: https://www.snapgene.com/) (Figura 1). Os
vetores de transformacdo empregados neste estudo foram fornecidos pela Embrapa

Milho e Sorgo, localizada em Sete Lagoas, MG.

Figura 1. Principais etapas para simulagdo do desenho de primers e vetores usando o SnapGene.

Baixar o vetor e Testar a CDS do Desenhar primers Inserindo o Colorir os mapas

importar no gene alvo para as para inserciio de
SnapGene enzimas de adaptadores

//\ * restricéio digeriveis
K\i’l) -0

ﬁg«, Snarpéene@ S m

‘Software for modscular slagy

inserto no vetor de vetores

sC

®cy

Fonte: A autora (2023)

4.2 POLINIZACAO MANUAL, DESINFESTACAO E ISOLAMENTO DE EMBRIAO
DE MILHO

Todas as etapas foram conduzidas em laboratorio e casa de vegetacdo da
Embrapa Milho e Sorgo, durante o més de maio/2023. A fase inicial consistiu na
selecdo das espigas de milho (linhagem B104), que foram submetidas a polinizacéo
manual (Figura 2). Apos um periodo de 10 a 12 dias (podendo se estender até 15
dias em condi¢cbes de temperatura reduzida), as espigas que continham embrides
entre 1,5 a 2,0 mm foram coletadas e armazenadas em camara fria (4°C) para

posterior procedimentos de transformacéao.

Figura 2. Procedimento de polinizagdo manual nas espigas de milho. (A) Protecdo do 6rgéo
reprodutivo da planta, para realizagdo da polinizagdo manual; (B) Particdo dos estigmas (para melhor
eficiéncia da fertilizacéo); (C) Transferéncia do pdlen para no estigma do milho; D) Retirada de um
embrido para medicagdo; (E) Verificagdo do tamanho do embrido em papel milimetrado (1,8mm
tamanho ideal, sendo importante ndo ultrapassar 2mm).
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Fonte: A autora (2023)

A segunda fase consistiu na desinfestacdo de seis espigas (Figura 3A) de
milho (previamente armazenadas em camara fria) por imersdo em alcool absoluto
(99,3%). Em seguida, as espigas foram transferidas para um béquer contendo
hipoclorito de sodio a 50% e quatro gotas de detergente comercial onde
permaneceram imersas durante 30 min, sob agitacdo (Figura 3B). As espigas foram
entdo lavadas 3x com agua destilada autoclavada em camara de fluxo laminar
(Figura 3C). Por fim, os embrides imaturos de milho foram isolados com auxilio de
uma espatula de ponta fina (Figura 3D) e transferidos para placa com meio osmatico
(3,98 g/l N6 sais, 1 ml N6 vitaminas (estoque 1000X), 3,4 g/l MS sais, 1 ml MS
vitaminas (estoque 1000X), 2 mi2,4-D (estoque 1 mg/mL), 100 mg/l myo-Inositol,
2,76 g/l prolina, 100 mg/l caseina hidrolisada 30 g/l sacarose, 36,4 g/l sorbitol, 36,4
g/l manitol, 3,0 g/l phytagel, 5.8 pH), onde permaneceram armazenados até a etapa

de transformacéo (Figura 3E).
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Figura 3. Procedimentos de desinfestacdo das espigas de milho. (A) Espigas despalhadas; (B)
Espigas imersas na solucdo de hipoclorito de sédio e detergente; (C) Preparacdo dos utensilios
(placas de petri, pingas, bisturis e 4gua destilada autoclavada) em camara de fluxo laminar para lavar
as espigas; (D) Isolamento de embrides imaturos do milho com espatula de ponta fina; (E) Embries
isolados e em processo de transferéncia para placa com meio osmatico.

Agua destilada
autoclavada
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Fonte: A autora (2023)

4.3 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DO DNA PLASMIDIAL

Dois cassetes génicos foram utilizados na transformacdo de milho: (a) o
primeiro contendo o gene repérter uidA (GUS) sob o controle do promotor da
ubiquitina de milho (PromUbiquitinazm::BAR::uidA::term); e (b) o segundo referente
ao sistema RUBY, composto pelos genes CYP76AD1, BvDODA1l e cDOPASGT
(PromUbiquitinaZzm::CYP76AD1::2A::BvDODA1::2A::.cDOPA5GT:: TermNOS).

As aliquotas de bactérias Escherichia coli, previamente transformadas com o
vetor de interesse pelo grupo de pesquisa da Embrapa Milho e Sorgo, estavam
armazenadas a -80°C. A partir disso, foi realizada uma estria em placa de petri para
crescimento de colbnias transformadas com a contrucdo RUBY. A placa contendo as
colénias foi utilizada para o isolamento do DNA plasmidial, por meio do kit de
purificacdo Wizard® Plus SV Minipreps (Promega), seguindo as especificacdes do
fabricante. As amostras foram quantificadas em Nanodrop. Em seguida, as foram
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submetidas a eletroforese horizontal em gel de agarose a 1% para verificar a
integridade e a qualidade do DNA plasmidial. Para o vetor que continha o gene GUS
ndo foi necesséario realizar esses procedimentos, pois a miniprep ja tinha sido

realizada e disponibilizada.

4.4 TRANSFORMACAO GENETICA DO MILHO VIA BIOBALISTICA

Apbs os procedimentos de desinfestacdo e retirada dos embrides das
espigas, os embrides imaturos foram transferidos para uma placa de Petri contendo
meio osmatico (Figura 4A), com auxilio de uma pinca de ponta fina e bisturi, onde
permaneceram overnight. Os eixos embrionarios foram posicionados para baixo, a
fim de evitar o crescimento da radicula e estimular a formacéo de calos embrionarios
(Figura 4B).

Figura 4. Preparo de embrides do milho para transformacao via biobalistica. (A) EmbriGes em meio

osmatico posicionados com o eixo embriondrio voltado para baixo; B) Visualizagdo e posicionamento
preciso dos embrifes utilizando o esteriomicroscépio com aumento de 10x

Fonte: A autora (2023)

Foram preparadas as microparticulas de tungsténio (M10) e recobertas com o
vetor plasmidial. Esse procedimento foi realizado individualmente para cada vetor
analisado, seguindo a metodologia descrita por Carneiro, Carneiro e Paiva (2004).

Em seguida, foi realizado o processo de transformacéo via biobalistica. Dois
experimentos foram estabelecidos e conduzidos, nos quais, para cada vetor,

analisou-se a expressao dos genes reporteres com o0 objetivo de otimizar os
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parametros fisicos relacionados ao bombardeamento. O delineamento experimental

esta descrito a sequir:

e Experimento 1 (vetor que carrega a sequéncia do gene RUBY): Foi analisado
a distancia entre a membrana carreadora e o explante (Figura 5B) e a quantidade
de membranas de ruptura (Figura 5A) presentes na cadmara de contencdo de gas
hélio. O experimento foi dividido em 5 tratamentos (nomeados de A a E), sendo 3
placas por tratamento e cada placa contendo aproximadamente 25 embrides,
totalizando 450 embrides (Tabela 1). Os tratamentos foram devidamente

separados por letras (Figura 5B).

Figura 5. Parametros fisicos relacionados ao equipamento gene gun. (A) Suporte das membranas de
ruptura; (B) Diferentes distancias de posicionamento da estante contendo os embrides a serem
bombardeados; (C) Posicionamento dos embrifes imaturos; (D) Embribes prontos para serem
bombardeados.

! 1 Diferentes distancias para
P H posicionamento da estante com
.—I placa de petri (embrides)
3

Fonte: A autora (2023)
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Tabela 1. Analise parametros fisicos (distancia entre a membrana carreadora e o explante,
guantidade de membranas de ruptura e pressao do gas hélio) na transformacao genética de milho via
biobalistica usando o gene repérter RUBY.

PARAMETROS FiSICOS

Tratamento Distancia N° de membranas de Pressdo do gas Condicéao
(cm) ruptura hélio (psi) analisada
A 5,1* 3 ~1050 D
B 8,3* 3* ~1050* D/QM
C 11,5* 3 ~1050 D
D 8,3 1* ~350* QM
E 8,3 2* ~750* QM

*Parametro que esta sendo analisado por tratamento; D: Distancia; QM: Quantidade de membranas;

ApOs os eventos de transformagéo, os embrides foram transferidos do meio
osmotico para 0 meio de repouso, que pPOSSUi 0S MEesSMOs componentes e
concentracfes do meio anterior, exceto pela auséncia de sorbitol e manitol. Com o
auxilio de um estereomicroscopio, foi realizada a analise individual da formagéo de

calos embriogénicos e expressao génica (coloracao vermelha).

e Experimento 2 (vetor contendo a sequéncia do gene GUS): Neste
experimento, foi avaliada a influéncia de dois disparos (gene gun) em uma unica
placa (Figura 5D). Decorridas 18 horas apos o bombardeamento, os embrides
foram transferidos do meio osmético para o meio de repouso e distribuidos em
sete placas, contendo aproximadamente 25 embrifes cada, totalizando 175
embribes. Cinco dias apés o bombardeamento, foi realizado um ensaio
histoquimico em alguns embribes de todas as placas, o qual consistiu na
incubacdo dos embribes com o substrato X-GLUC (5-bromo-4-cloro-3-
indolglucuronidio) por 24 horas, conforme protocolo descrito por Carneiro,
Carneiro e Paiva (2004).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ISOLAMENTO DOS EMBRIOES DE MILHO
A excisdo dos embrides das espigas de milho foi uma etapa crucial, tendo em

vista que 0 manuseio cauteloso e correto evita a danos aos embribes. Tal

procedimento é essencial para garantir a eficicia da inser¢cdo do gene de interesse
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através do método biobalistico. Os embrides imaturos ndo devem ultrapassar 2 mm
de comprimento (o tamanho ideal varia de 1,5 a 1,8 mm) (RAJI et al., 2018).
Segundo Carneiro, Carneiro e Paiva (2004), a escolha do tecido-alvo apropriado e o
estado fisiolégico do material vegetal, antes e apdés o bombardeamento, séo criticos
para a regeneracao de transformantes estaveis.

Apébs o evento de bombardeamento (entre 3-5 dias), foi observado em todas
as placas de peltri que os embrides imaturos estavam na fase inicial de formacgéo de
calos do tipo | (Figura 6). Em todas as amostras, ocorreu a regeneracao de calos
amarelos e esbranquicados, um padrdo esperado para essa cultivar B104. De
acordo com a literatura, os calos embriogénicos do tipo | apresentam aspecto
esbranquicados ou amarelos, rigidos, densos e geralmente capazes de regenerar
plantas (ARMSTRONG; GREEN, 1985; TOMES; SMITH, 1985; CARNEIRO et al.
2009b; AVILA-VICTOR et al., 2023). Vale salientar que calos contaminados foram
descartados, a fim de evitar contaminagcao dos outros calos na placa (procedimento
realizado durante todo o periodo de analise).

Figura 6. Embrides imaturos em fase de iniciacdo de calos embriogénicos em todas as placas, apos
3-5 dias de bombardeamento. Para o gene RUBY, cinco tratamentos nomeados de A a E. Para o
gene GUS, sete placas contendo embrides bombardeados 2x.

m— - —
Retirada dos calos E
— , para visualizacio [

Placas:
Gene

RUBY

Fonte: A autora (2023)

5.2 CONFIRMACAO DO PLASMIDEO

Foram obtidas placas com colbnias putativamente transformadas, sendo
posteriormente utilizadas para multiplicacdo e extracdo do DNA plasmidial apenas
da construcdo RUBY. Apds os procedimentos de extragdo plasmidial, aliquotas
foram avaliadas em eletroforese em gel de agarose (1%) para observacdo da
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integridade das bandas, utilizando o proprio vetor como referéncia, que apresenta
15550 pb, resultando em bandas integras (Figura 7).

Figura 7. Eletroforese em gel de duas amostras (A e B) provenientes de extracdes de DNA Plasmidial
contendo a construcdo de interesse Ubiquitina: RUBY.

NE —

Bandas de DNA
[ il

Fonte: A autora (2023).

Ademais, voltado a posterior verificagdo de plasmideo em bactérias
transformadas armazenadas em gicerol a -80°C, a experiéncia obtida no treinamento
de desenho de primers foi utilizada para obtencéo de primers dos genes GUS e BAR

(marcador de selecéo), de um unico vetor (Tabela 2).

Tabela 2. Primers obtidos a partir das sequéncias dos genes BAR (BAR_L/Foward; BAR_R/Reverse)
e GUS (GUS_L/Foward; GUS_R/Reverse). Tm: Temperatura de melting; G/C (%): percentual de
nucleotideos Guanina (G) e Citosina (C); Length: comprimento do primer.

Gene Sequéncia (5’-3) Length Tm (°C) G/C(%)
BAR (F) GCACGCAACGCCTACGACTGG 21-mer 64 67
(R) CAGATTTCGGTGACGGGGAGCA 22-mer 62 59
GUS (F) CCTCCACCGAAATGCTTAGACCTG 24-mer 60 54
(R) GCCAGTCAACGCTGGCATGGTTG 23-mer 64 61

5.3 TRANSFORMACAO COM GENE REPORTER RUBY

Todos os embrides imaturos em formacdo de calos foram observados
individualmente com auxilio de uma estereomicroscopio, para visualizacdo da
expressdo do gene RUBY, caracterizado pela coloracdo vermelha do tecido vegetal.
A coloracdo é proveniente da biossintese de betalainas, que sdo pigmentos
vermelho-violeta e amarelo oriundos da tirosina (TATSIS; O’'CONNOR, 2016).

Em plantas modelos, como arroz e A. thaliana, o gene RUBY revelou ser um

marcador eficaz selecionando de forma nao invasiva, e que pode ser usado sem


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/betalain
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/photosynthetic-pigment
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/photosynthetic-pigment
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quaisquer tratamentos quimicos ou equipamentos especiais na visualizacdo da
expressao génica (HE et al., 2020). Assim, os resultados revelam que a expresséo
do RUBY foi observada em embrides dos tratamentos B e C (Figura 8). Os calos
provenientes do tratamento “C” (11,5 cm de distancia entre a membrana carreadora
e o0 explante e 3 membranas de ruptura/ ~1050 psi - padréo) foi considerado o mais
eficaz, devido as trés réplicas técnicas apresentarem trés transformantes
expressando o referido gene, um em cada réplica (placa), representado na Figura 8.
Todavia, Levengood, Zhou e Zhang (2024) divergem nesse aspecto, ao relatarem
gue o aumento das distancias reduz a eficiéncia da transformacdo devido a
diminuicdo da presséo, resultando em menor quantidade de material genémico na
célula. Para o tratamento “C” uma taxa de transformacdo de 4% foi observada,
enquanto para o tratamento “B” (8,3 cm de distancia — padrdo e 3 membranas de
ruptura/ ~1050 psi — padréo) uma taxa de 1,33% foi obtida. O experimento 1, no
geral, apresentou uma taxa de 1,06%. Razi e Rahnama (2012) verificaram na
linhagem B73 de milho, um aumento significativo (1,8%) na taxa de transformacéo
guando as placas foram bombardeadas duas vezesa9 cmou a9 e 6 cma 1100 psi.

Figura 8. Calos embriogénicos de milho expressando o gene repérter RUBY (coloracéo vermelha) ao
tecido transgénico, sob o controle do promotor constitutivo da Ubiquitina. Tratamentos B e C.

Expressao do gene
RUBY

Fonte: A autora (2023)
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Chee, Lycett e Chin (2018) em estudos com pimenta, observaram uma maior
intensidade da expressao transitoria do gene reporter GFP na distancia do meio (6
cm) entre a membrana carregadora e o explante. Diferindo do tratamento “B” (trés
membranas de ruptura e distancia de 8,3 cm), que apesar de também ser a distancia
do meio, resultou em apenas uma placa com um embrido expressando o gene em
baixa intensidade.

Ademais, o tratamento “A” (5,1 cm de distancia e 3 membranas de ruptura)
pode n&o ter apresentado resultado devido a distribuicdo desigual das
microparticulas em uma menor distdncia, como apontado por Davlekamova e
colaboradores (2023) em seus estudos com Nicotiana tabacum. Assim como, O
tratamento “D” (8,3 cm de distancia — padrdo e 1 membrana de ruptura) devido a
menor pressdo de gas hélio (~350 psi) em que foi submetida, intimamente
relacionada com a quantidade de membranas de rupturas. Pois, de acordo com a
Bio-Rad, desenvolvedora da pistola biolistica PDS-1000/He, uma presséao ideal de
1100 psi foi estipulada para seu equipamento, ja que pressdes mais altas podem
causar danos intensos ao tecido, enquanto pressdes mais baixas diminuem a
eficiéncia da transformacdo (LEVENGOOD; ZHOU; ZHANG, 2024). Porém, essa
pressdao pode ndo ser sempre ideal para todas as espécies e explantes
(LEVENGOOD; ZHOU; ZHANG, 2024), demandando otimiza¢cdes (DAVLEKAMOVA
et al., 2023).

Além disso, resultados interessantes foram encontrados nos estudos de Tan
e colaboradores (2024) com a espécie Areca catechu L., onde verificaram a
eficiéncia de transformacéo transitéria contando os pontos azuis, expressadas pelo
gene GUS e os pontos vermelhos, expressados pelo gene RUBY. Divergindo do
atual estudo, que constatou mesma eficiéncia através da quantidade de
transformantes e intensidade da expressédo dos genes reporteres. Outrossim, Mei e
colaboradores (2024) estabeleceram um método eficaz de transformacédo via A.
Tumefaciens em diversos genétipos de batata-doce, batata e Ipomoea pes-caprae,
com o auxilio de dois genes reporteres (GUS e RUBY). Paralelamente, o0 mesmo
ocorreu no presente estudo, diferindo no método (biobalistica) e espécie (milho).

Diante este panorama, nossos resultados indicam que o gene RUBY é um
excelente candidato para a andlise de células transformadas em cultura de tecidos in

vitro, e que tanto a distancia quanto a pressao de ruptura, dentre os parametros
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fisicos da biobalistica, sdo fatores cruciais para o0 sucesso na eficiéncia dos

explantes transformados.

5.4 TRANSFORMACAO COM GENE REPORTER GUS

Com relacdo a expressdo do gene GUS (uidA), os embrides imaturos
coletados de todas as placas, apés ensaio histoquimico no substrato X-GLUC (5-
bromo-4-cloro-3-indolglucuronidio), apresentaram, em alguns pontos, coloracédo azul
(Figura 9) no tecido vegetal avaliado, sendo caracteristico da expressédo do gene
GUS. Segundo He e colaboradores (2020), a coloracdo GUS é invasiva e
frequentemente requer o sacrificio das plantas, diferenciando-se do RUBY, que é
considerado um marcador eficaz e nao invasivo. Do mesmo modo, o GUS pode néao
ser ideal para condicGes estéreis, como cultura de tecidos, pois a adicdo de

substratos aumenta a chance de contaminacao.

Figura 9. Embrides de milho expressando o gene repoérter GUS (coloragdo azul) ao tecido
transgénico, sob o controle do promotor constitutivo da Ubiquitina.
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Fonte: A autora (2025)

Observou-se que todos os embribes submetidos ao ensaio, coletados alguns
de todas as placas bombardeadas com o gene GUS, exibiram uma expressao

transiente intensa, tornando sua deteccdo mais facil. Essa maior expressao do gene
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GUS observada na linhagem B104 pode estar relacionada, ndo apenas a coloracao
mais visivel e intensa (devido a sensibilidade do método de deteccdo), mas a
guantidade de eventos (dois disparos) na metodologia biolistica.

Resultados variados foram observados na literatura. Reggiardo e
colaboradores (1991) revelaram que dois bombardeamentos (“tiros”) por placa
resultou em uma diminuicdo consideravel de células transformadas de milho. Wang
e colaboradores (1998) ap6s bombardearem de uma a trés vezes células de arroz e
trigo, descobriram que o numero de ceélulas transformadas aumentou quase
proporcionalmente com o nimero de bombardeios. Petrillo e colaboradores (2008),
em seus estudos com milho, obtiveram um aumento da expresséo transiente do
gene GUS diretamente proporcional ao aumento no numero de bombardeios por
placa, estabelecendo as melhores condi¢cdes (pressdo de gas hélio 1.100 psi, dois
disparos por placa e uma distancia 6,6 cm entre o disparo e placa). Mahdavi,
Mahmood e Noor (2014) observaram uma expressao transitoria O0tima da proteina
verde fluorescente (GFP) quando os tecidos cultivados de banana foram
bombardeados duas vezes a 1100 psi de pressao de hélio.

Além disso, a coloracdo GUS pode ter sofrido influéncia do tempo em que 0s
embribes permaneceram em meio osmaotico apos o bombardeio. Pois, com base em
estudos, quando embrides prematuros permanecem em meio osSmOtico pos-
bombardeio por um periodo de 16 h ou mais, um aumento estatistico na expressao
transitoria e uma revitalizacdo mais elevada de eventos estaveis € observada (VAIN;
MCMULLEN; FINER, 1993; WANG; FRAME; MARCELL, 2003; PETRILLO et al.,
2008), sendo necessario posterior comprovacdo por meio de novas
experimentacodes.

Com base no exposto, nosso estudo mostrou uma expressao transiente do
gene GUS, porém, ndo é possivel afirmar que resultara em uma transformacéo de
expressdo estavel. Segundo Mohammad e colaboradores (2024), a expresséo
transitoria oferece, entre outros beneficios, menor dependéncia da posicdo do gene
no genoma e reduz os efeitos de silenciamento genético.

Vale ressaltar que o protocolo estabelecido neste estudo teve como alicerce
os protocolos de bombardeamento de particulas para a linhagem B104 descrito por
Raji e colaboradores (2018), Carneiro, Carneiro e Paiva (2004), Cipriano (2008) e
Petrillo e colaboradores (2008). Portanto, os resultados obtidos até o momento

servirdo como base para melhorias nos protocolos de transformac¢éo milho no LGBV,
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utilizando cultivares de milho com alta taxa de regeneracdo, visando melhor

eficiéncia de transformacéao.

6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos a partir de uma avaliacdo qualitativa e
guantitativa, para o gene RUBY, os parametros fisicos que tiveram melhor eficiéncia
na transformacdo por biobalistica de milho foi a utilizagdo de trés membranas de
ruptura, com uma distancia de 11,5 cm da membrana carreadora até o explante
(tratamento C), com expresséo observada em trés embrides imaturos em processo
de iniciagdo de calos, apresentando uma taxa de transformacdo de 4%. O
experimento 1, no geral, apresentou uma taxa de 1,06%. Para o gene GUS, a partir
de uma avaliacdo qualitativa, dois eventos (disparos) por placa resultou em uma
intensa expressao transiente nos embrides de milho.

O processo de regeneracao dos calos nao foi concluido, pois o treinamento
ocorreu fora de Pernambuco e ndo houve tempo suficiente para realizar essa
analise. No entanto, a experiéncia e a expertise adquiridas serdo aplicadas em
nosso laboratdrio, com o objetivo de implementar essa metodologia em um futuro
préximo.

Os dados obtidos neste estudo demonstram a relevancia dos parametros
avaliados na taxa de regeneracdo de embrides de milho, além de evidenciar a
eficacia dos genes reporteres GUS e RUBY para a triagem de explantes
transformados. Considerando que esses genes apresentam expressao transiente, a
experiéncia adquirida podera ser aplicada na utilizacdo de outros genes repérteres,
com o intuito de selecionar o mais eficaz para garantir a expressao estavel.

Essa abordagem potencializa as chances de sucesso na integracdo do gene
e na obtencao de plantas transgénicas de milho via biobalistica. Dessa forma, pode-
se concluir que o gene reporter RUBY mostrou-se eficaz para o monitoramento néo

invasivo da transformacéo genética.
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