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Ha wvirios fatores gue influenciam ma virolineia de copas de dgrobacterivar
tumefacigns, ncluindo-se o gendtipo bacteriano, o pH do meio, & a presenca de substéncias
fendlices na meio de cultura, o que, por sua vez, ird inflvenciar 13 taxa de ranstbrmagio
efttuada poia bactéria. A scetosiringona (AR, 33 -dimetoxy-4 '-hidroxy-acetophane) tem gido
implicade comp um dos mais impottantes compostes fendlicos para s indugsio da viruléneis,
interagindo com o3 getes wird, Wr & vi#@ do plasmideo pTi. Outros compostos inglem AS
simfetica, acetovanilone, siringaldeido, & betr-glicotideos da deide sitingico. O pH do melo
também afeta o viruléneia da bactéria, Embora o crescimento possa se dar 3 pH variando
desde 4,5 até 11,0, com um &timo de 7,25, cxiste uma correlagio negativa entre o pH & 2
efieigneia de transformegio de plantas por agrobactéris, para faixas de pH entre 3,2 & 5,%. Lim
outes fator comumente citedo na litoratura diz respeito a2 diferengas na fectividade e
Virléngia de distintas sopas da bactéria,

Para testar alguns desses efeitos, quatta experimentos foram conduzidos ma
Laboratirio de Bistecnologia da Unlversidade de Loulsians (Baton Rouge), em 1997, nos
quais virias comcentrapdes ds AR forsm utilizadas em diversss copas de dgrobacterinm
iumefaciens, tenstando-se & indusio da viruléneiy nas cultivares Bpagri 106 ¢ Epapri 108, O
meic de enltura CC foi utitizade, A indugio de calos foi promovida pels adigio de 2 mg L
de 2,4-D, enquanto que para a regeneragio de plantas utilizou-s¢ 4 combinagao de 0,05 mg L7
de zeatin ribosideo e 1 mg L do doide indoleacttivo (TAA). As somentes apds desesscadas
. foram desinfetadas por um processo ¢m duas etapes; ba primeira, as mesmag foram imersas
e dicool 0% par dois minutes, & apés lavades abundanbermente com dgua eaterilizads; ma
segundy, as sementes fatam imersas por 40 minutos em ume solugde de hipoclorite de sédio a
2,65%, com agitagdo, sendo apés [avades. As semontes, apés colocadas no devido mejo do
cultura, foram mantidas no eseurc por duas semanes, a 2§ °C,

As seguintes copas de Agrobacteriim fumefaoiens foram utilizadas, todss cottendo o
geme para resisténcia ap antibidtion higromicing (Amf) e o gene gus LBA4OAPTORZI3),
EFEATOS(pCAMBIAIZ]) e EHAIOS(pCAMBIAIZL). As solugbes estoque de AR foram
proparadas pele dissoluede de quentidade apropriade em etanol a 05%. As golupdes foram
estetiiizadas por filtragem antes do uso, e adisionadas 4s suspensdies bacterianes nes geguintes
concentracties: 100 uM , 250 pM ¢ 400 M. Estogques em glicero] foram mantidos em pm
frevzer a ~70 *C ¢, por ocasiio do use, as células bagterianas foram colacadas em meio de
culturs s5lids Luria Bertani contonde os entibisticss apraprisdos para cada cepa, ¢ 8pos tods
diss transferidas para meio AB. Apds trds diex nessc meio, as célujas foram coletadaz,
sugpenses em meio AAM a uma densidade de 3-5 x 10° céllas por mil contendo a
concentragio apropriada de A5, ¢ utilizadas parg 2 transformagiie dos calos de armrz,

05 oalas utilizados para transformac3o foram transforidos para mels de cultura quatre
dias antes do evento ¢ qucbrados em pedagos com cerea de 5 mm de difmetrs, O mesmps
foram imergidos na suspensiic do bactériss, transforidos para melo OC & incubados a 28 °C
por trés diss, apda ¢ que os mesmos foram favados com Ages esterilizads eontendo 250 g
i cefotaximz, pers clminagio das bactérias. O msterial foi incubado em meio CC
contendo 40 mg 1 higromicing pars a seleglio de células transformadas, além de 250 me
thL cefotaxima. Para verificar a condigtic de transformaciio dos calos cerca de 2] dias apés g
transformagdo, o teste histoquitico pers expressio de Chus fol realizadp, A expressfo em
talos foi anslisada pela presengs / auséncia de setores szulados,
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Embore of quetro oxperimentos tenham otilizado o mesme protocolo  basico,
algumas diferencas exigtivam, sende Lstadas p seguir:

Experimenio 1

Cw. ¢ % do amagtras: Bpagri 109, 252 amasteas
Tdade dos aates: 1 & 2 meses, dependendn do lota
Preparagio dos ¢alos: repicados para tiove meto 4
dias antes

Capais): LEAJA04[pTOKIE Y QD 1,85
Conesntr. AS: 100 uh, 250 g, 400 pid

Wo. da dias oo cultive: 28

Cortrale positivo: nantum

Conirele negativo: calos ndo transformados =
eélulag da A, temefasions

Experimenio 3

Cv. & n', de amostras: Epaprl 109, 336 amostras
Tdade dos calos; 14 ding

Preparagha dos calos: sem prepass espeaifico
Cepalzy LEAMMETORE33Y), O 1,82
Consentr, AS: 100 ub, 250 pbl, 400 oM

Mo, do dias em cultive: &

Contrale  posidvo:  eales  transgénieas  do
experimenta 1 o cdlules do Escherlofig cofi

Experimento 2

Gy, ¢ n'. de ameasteas; Epagri 109, 312 atmostras

ldade doz calos: 28 diss

Proparagho dos calos; repicades pata nove meio 4

dims antes

Cepatsh LBA4404(pTOK23A); 0D 1,82
EHAIOS(pCAMBIAI 01y, Ol 1,54
EHAIGS(nCAMBIAL 3013, ODgy= 1,74

Coneentr. AS: 100 udd, 250 aM, 400 pbd

Mo, de disgs em pultiva: 4

Cantrale positivo: calos transgénicos do

experiments 1

Cantyele nagative: calos ndo transformados o

eflulag de A, fumefacions

Experimchtn 4

Cv. e 0" de amostraz; Epagri 106, 360 armastrss

1dede dos calos: 14 dias

Preparagio dos calos: sam prepeen sapecifios

Cepafs): LEA4404[pTOK233); ODeg= 1,82
EHAT0S{pCAMBIAT201); DDy 1,88
EHALLS[pCAMBLAIINT ) Olp= 1,74

Concentr, AS: 100 pbd

Ma. du dias em eultive: 2

exprasaands o gene gus Controle  positiver  caloy  tramsgénicos  do
Ceontrole negabive: elos n3¢ tmmsfoemados ¢ expeciments 1 e célelas de Escherichla celf
célulag de 4. serafaotans expreszando o gene g

Canteole negativo: calos ofo tansformados ¢
células de A fumgliciens

O calog foram eolstedos do meio de crescimente virios diss apds oz eventns de
trangfhrmasiio, de acordo com os tratamentos acima, ¢ avalisdos para a exprassio da proteina
Gus, Porefies equivalentes a 4 saly foram depositades em placas de ELISA cotm 96 pogos,
cobettos som 2 soligdo ¢ ingubados por 12 horas a 37 °C, sendo apds cate petiodo snalizada »
axpressia, Os dados foram anzalisados pelo tegte de %,

s conrroles poaltivos utilizados nos experimentos 2, 3 ¢ 4 expresseram a proteina a
niveis elevados, como era de se esperar; nos calos tostades, a expressde foi peralments
localizada em pequencs sctores, indicands que apenas pousss células em cada <alo foram
transformadas. Os comroles negeiivos mio expressaram a proteina, Um dos problemes
apresertados quands a cepa EHAILDS fol utilizada foi o crescimento excessive da mesing,
inclusive apds a utillzagde de carbeniciling; em muitos gesos & concentragilo do antibiotios
teve que ser slevada pars 400 mg L1, Come o gene utilizade neasas constnkdes contém um
intron, o qual nio pertnite a 2ua expressiio om oflulas eucaridticas, este cresnimento excessive
tide influiy nas felricas de sxpressfio da gene em células de arroz ransformadas, Ne entanto,
e alguna casas houve o descarte de alguns tratamentos devide ae cressimento deserdenado
de células de A, fumisfaciens,

O teate de 3 (Tabelp 1) mostron diferencas significativas emre as consentragies de
AS no experimento 2 quando a cepa LEAMOA{pTORE3) fol utilizads, no qual as taxas de
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transfornagdo obtidas com 400 pM de AR foramn cerca da metade das baxas obiides com
goneentragdes mals baixas Pam of demis casos, & concemtrasdo de AZ nfe influenciou
sighificativamente a taxa de tansformagic.

O efeito positive de AR na indugio da virulncia dv dgrobdcterivm Hamefociens &
bastante comum, € ens alguns casos concentragdes tio baixas quatto 20 pM foram suficientes
para produzir cfeitos marcantes. ¥ também comum observerem-se efeltos devide 4 cepa
bacteriana utilizads, Em geral, cepas do tipe octapina, como LBA4404, parcoem str menos
senelveis aos sinais induzides por AS ou por outros compostos no meis de cultars. No
presents caso, Essa cepa nAo MOSNOU aumento na vimléneis quando a concentracio de AS
passou de 100 pdd parp 250 b, no entanto houwve uma reduglio na vildneia quande a
coneentraglo mais alta (400 pbd} fof aplicada, indicando slgum cfeito téxico desse composte
nos ealos de arroz ou mas sélulas de Agrobacterinm fmefacians,

Mo total, foram snakisados 1758 setores, sendo 8 taxa média de iransformegiio da
ordem de 13,9%. Os valores minimos observadeos foram de 1,4%, ¢ om goral a copa LBAS404
transformada com o plasmideo pTOR233 conduziu a resultados superiores, apresentando uma
média de transformagie de 22.6% quande todes az concentraghes de AR em trdz experimentos
foram ponsideradas,

Em geral.os roaultsdos indicam que coneentragies da ardem de 100 uM, ou até 250
pl de sectosiringons podem ser bendficas para e iransformagio de calos de arroz, sendo gue
b evidéncias de efeitos tSxicns quando concentragdes mais altas ($00 phI) sio utilizadas.
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Tabela 1- Expressio da proteina Oue oin ealos de areoz de virioe cxperimentos testando o efeite de
concaniraghes de acetosiringona (uM) na viruléncia de cepes de Adgrobmmeriue

tumaniems
Congeturarde Expresedo de Gus
ML Positiva Mepative Valordz o Probabilidade
Cepa' ~N* PFecont, N° Paroent, Tetal
Experiments L
1a0 4TOE A 194 BT B, 6 08
250 JTOE 17 23E 55 Tesd T
400 JTOR 13 158 19 8.0 71 8,76 P=0,683%
Total 5t 202 201 0.8 252
Experitents 2
a0 ATOE 44 438 & 56,2 112
250 4TOR 50 446 62 35,4 112
400 ATOK. 28 31 B 76,8 112 14,1 P=0001
Tewl L35 372 211 635 136
100 s 2 LU 54 970 6
250 My 0 &0 100 100 5
400 Sy oz 1 ) 974 96 1] P=0,343
: Total 4 14 284 95,4 288
100 s 7 T3 8 g2 1
250 qk | LU 83 -1l BE
400 Sl 3 30 % o L) 5.3 P=0,4T1
Taota) 11 18 2T 96,2 Jae
Experitnetito 3
1aa 4TOK 1107 100 £9.3 12
25 4TOK ¢ &0 1A 92,0 12
Bl ATOK 1z 107 1iK} b 112 061 P=1, 718
Tatal 33 98 303 s0,2 335
Experimento 4
100 ATOE W0 04 84 198 &6
L& 503y 7093 R w7 L)
Ly 30133 | &9 3,7 ) 0.5t P 654
Tl 4 33 I 91,7 282
Tatal Oernl 248 138 1540 344 17EE

O COGIgos Para 35 GRS 95 AETOREIEAAM Danafaciens sBo o stgaintes: 410F = LA fTORI35, 5615
=EHALDS pCAMBIA1201; 3{13} = BHAIQS pCAMBLA1301
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