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Resumo

Desde a introducao do bicudo-do-algodoeiro no Brasil, estudos vém sendo
realizados visando gerar tecnologias que sejam econdmica e ecologicamente viaveis para
serem utilizadas no seu controle. A maioria dos esforcos realizados foi concentrada no
aspecto agrondmico, incluindo, manejo integrado de pragas, melhoramento classico
visando o desenvolvimento de cultivares de ciclo curto e maturacdao rapida,
desenvolvimento de armadilhas, apresentacao de novos inseticidas, etc. Estes esforcos
tém sido de grande valia, mas o bicudo-do-algodoeiro ainda se mantém como a praga que
mais causa prejuizo a cultura do algoddao no Brasil. Do ponto de vista biotecnolégico,
atualmente, nenhum evento comercial de algodao comercial geneticamente modificado
(GM) é capaz de controlar o bicudo-do-algodoeiro. Um dos aspectos importantes na
geracao de algodao GM é o sistema de transformacao genética da planta. A transformacéo
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de algodao é limitada a algumas variedades e a eficiéncia é muito baixa e de pouca
repetibilidade. A tecnologia de transformacado do algodao via tubo polinico se apresenta
como uma alternativa e sua utilizacdo chega em momento adequado para a cotonicultura
brasileira. Atualmente, a cotonicultura se encontra em franco crescimento e os estudos
apontam para a necessidade de cultivares de algoddao GM totalmente brasileiro para
resisténcia a insetos-praga, com foco principal para o bicudo-do-aldodoeiro. A tecnologia
de transformacado de algodao via tubo polinico foi divulgada pela primeira vez por Zhou e
colaboradores em 1983, e consiste na injecdao de DNA na parte superior de maca jovem,
logo apds a polinizagcdo. O DNA exdgeno pode alcancar o ovario através da passagem
deixada pelo tubo polinico e integrar-se as células zigdticas fertilizadas, nas quais nao
houve ocorréncia de citocinese. Os estudos aqui apresentados mostram as condicOes
O6timas para a utilizacdo eficiente da técnica de transformacdo via tubo polinico em
cultivares brasileiros de algodao.



Abstract

Since the introduction of the cotton boll weevil in Brazil, studies have been carried
out aiming to generate economic and environmentally viable technologies to be used in its
control. The majority of the efforts were concentrated on the agronomic aspects,
including: integrated handling of pests, classical breeding targeting the development of
cultivars of short time cycle and fast maturation, development of traps, and the production
of new insecticides etc. These attempts are of great value, but the cotton boll weevil still
remains as the insect pest which causes the most severe damage to the cotton culture in
Brazil. Presently, on the biotechnological point of view, no commercial event using
genetically modified cotton (GM) available in the market is capable of controlling the cotton
boll weevil. One of the important aspects in the generation of GM cotton is the plant
genetic transformation system. The cotton transformation is limited to some varieties and
the efficiency is very low and of little repeatability. The cotton transformation technology
using polinic tube technique is an alternative and its use arrives in a very adequate moment
for the Brazilian cotton culture. Currently, the cotton culture is in frank development and
the studies point to the necessity to obtain Brazilian GM cotton cultivars totally resistant to
the insect-pests, with main focus for the cotton boll weevil. The cotton transformation
technology utilizing the polinic tube technique was demonstrated for the first time by Zhou
and collaborators in 1983, and consists of DNA injection in the superior young bud part,
after the polinization process. The hexogen DNA can reach the ovary through the space
left for the polinic tube and integrates in the fertilized zygotic cells, in which did not occur
citocinese. The studies presented here show the excellent conditions for the use of the
transformation technique by polinic tube in Brazilian cotton cultivars.



Introducéo

A transformacao via tubo polinico (TVTP) de plantas, também chamada de PTP (Pollen-
Tube Pathway), € um método que permite a insercdo de um ou mais genes heterélogos
diretamente nas células germinativas das plantas. A técnica TVTP combina técnicas de
engenharia genética com o melhoramento tradicional, com o objetivo de gerar plantas
geneticamente modificadas (GM) com caracteristicas agronémicas importantes. Nos
ultimos anos um grande progresso tem sido alcancado na China, no qual diferentes
eventos de algoddao GM foram gerados por meio da transformacao via tubo polinico; e
muitos destes estdo atualmente comercializados. A técnica vem sendo aplicada no Brasil
desde 2005, onde inicialmente foram realizados experimentos de otimizacao para adequéa-la

as condicdes brasileiras, especialmente de Brasilia, no Distrito Federal.

1.1 Estrutura reprodutiva do algodoeiro

O algodoeiro possui flores completas, as quais sao periantadas, hermafroditas, simétricas e
atraentes. Cada ramo frutifero produz, em média, seis a oito botoes florais que depois se
transformarao em flores.

Na Figura 1 pode ser observado o corte de uma flor do algodoeiro herbaceo destacando-se,
além dos verticilos de protecao, o androceu, que possui cerca de dez fileiras de estames,
sendo o 6rgao masculino da flor, com colunas estaminais envolvendo o estilete até a altura
do estigma. Cada filete possui uma antera de coloracdo creme e se encontra alinhado em
cinco fileiras duplas longitudinais. As anteras apresentam um l6culo com deiscéncia
longitudinal e sao mesofixas. O ovario é sldpero, com trés a cinco carpelos e trés a cinco
I6culos, com évulos de placentacao marginal-central e cada l6culo apresenta de oito a dez
6vulos. Os graos de pélen contem o nicleo vegetativo e o nlcleo reprodutivo, os quais
tém diametro de 199 u, enquanto os 6vulos sdo um pouco maiores e estao no interior do
ovario, variando de 24 a 50 évulos por flor.

As flores do algodoeiro apresentam padrao de surgimento caracteristico. Inicialmente surge
a flor do primeiro ramo frutifero, posteriormente, a primeira flor do segundo ramo frutifero,
e em seguida a primeira flor do terceiro ramo frutifero. A segunda flor do primeiro ramo
frutifero, surge durante o intervalo de floracao vertical entre os ramos frutiferos e o
intervalo de floracao horizontal de cada ramo frutifero. Em geral, o tempo decorrido entre o
surgimento de uma flor para outra no mesmo ponto de frutificacao entre dois ramos é, em

média, de trés dias e de seis dias entre duas flores no mesmo ramo.
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Figura 1. Seccao longitudinal da flor do algodoeiro apés a
antese

Apds o processo de fecundacao, o ovério se transforma em fruto, ocorrendo um grande
aumento daquela parte da flor. Quando jovem e em crescimento, o fruto é conhecido como
maca e apds a abertura é chamada de capulho. A semente, que é o 6vulo apds o processo
de fecundacao, é coberta de linter e muito rica em éleo.

A estrutura de um 6vulo contém um integumento interno, integumento externo, nucelo e
saco embrionario (Li, 1979). As células epidérmicas do integumento externo sao alongadas
e desenvolvem as fibras do algodao. O integumento interno e externo é descontinuo na
micrépila, onde o canal é formado pelo acesso do tubo polinico. Durante a fase de
reproducao sexual, algumas células do nucelo adjacentes a micrépila sdo gradualmente
degeneradas para formar o canal micropilar, que é o caminho para o tubo polinico
germinado passar e entrar no saco embrionério. Esse processo é referido como via do tubo
polinico. Segundo observacoes de Gong (Gong et al., 1988), este canal é muito maior que
aquele do tubo polinico em didmetro. Sendo, também, um caminho para a passagem de

outras substancias, como DNA exdgeno, até o saco embrionario (Figura 2).
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Figura 2. Desenho esquematico do ovario indicando o grdo de pélen com o tubo polinico
desenvolvido.

1.2 Desenvolvimento do botdo floral e do embrido em funcdao do tempo e a
TVTP

Para facilitar o entendimento da TVTP e fenologia do algodao (Figura 3), a TVTP foi
inserida aos estagios de desenvolvimento do botao floral e do embrido seguindo a
interpretacao histolégica de Quintanilha e colaboradores (Quintanilha et al., 1962).
Assim, o inicio do desenvolvimento do botao floral ocorre entre 30-35 dias apds a
germinacao e é conhecido como o momento a partir do qual este se diferencia
morfologicamente do gomo vegetativo. Nos gomos vegetativos o vértice é, e permanece,
convexo. Nos botdes florais, o vértice vegetativo, primitivamente convexo, sofre em
determinado momento uma depressdo no seu topo e se torna concavo. E a partir do
momento em que esta depressao se torna aparente que se inicia o desenvolvimento do
botao floral.

Do inicio do desenvolvimento do botao floral até a antese tém-se 26 dias (Dia -26). A
antese é um momento rigorosamente fixo da vida da flor. Sendo assim, considerando como
ponto de referéncia o dia da antese, o qual pode ser chamado de dia 0, tem-se:

Dia 0: Os sacos embrionérios estdo prontos a ser fecundados, mas a fecundacao s6 se da
na noite do dia 0 para o dia + 7, ou no dia + 7. Os dois ndcleos polares estao juntos no
centro do saco embrionario, mas ainda nao estao conjugados. Aqui se tem o comeco do
desenvolvimento da fibra.
Dia + 1: A entrada do tubo polinico no 6vulo da-se durante a noite de 0 para + 7. As 9
horas da manha geralmente esta terminada a dupla fecundacao, encontrando-se ja
realizada a fusdo do primeiro nicleo masculino com a oosfera e a do segundo nucleo

masculino com os dois ndcleos polares. Estes se mantém juntos, mas independentes, até



ao momento da entrada do nucleo masculino. Imediatamente depois da fusao dos trés
nlcleos dé-se a primeira divisdo da célula mae do albumen. A tarde, por volta das 18
horas, ja se vém 6vulos com dois nucleos do albimen e outros com quatros nucleos. Neste
estagio, o ovo fecundado ainda se encontra indiviso. A fibra continua a crescer.

Dia +2: O ovo fecundado permanece indiviso e sem deposicdo de parede celular. O
albumen continua a desenvolver-se, por meio de divisdes rapidas dos seus nucleos, e vai
digerindo, pouco a pouco, o tecido do nucelo. Os tegumentos comecam a espessar-se.
Mesmo em 6vulos nao fecundados a fibra cresce e se desenvolve normalmente. Em flores
castradas a fibra se desenvolve até o sétimo ou oitavo dia, quando o évulo morre.

Dia +3: O ovo fecundado permanece indiviso até a noite deste dia. A divisdo deve se dar
da noite de +3 para +4, pois na manha do dia +4 j& se vém embridoes com duas células.
Nesta etapa a TVTP ja foi feita.

Dia +4: Embriao com duas células.

Dia +5: Embrido com quatro células.

A presenca da parede celular que consiste na maior resisténcia a obtencao de plantas
transgénicas, no algodoeiro os seus depdsitos se iniciam entre os dias + 70 e + 72. Assim,
a parede celular ndo constitui um problema na TVTP. Segundo Quintanilha e colaboradores
(Quintanilha et al., 1962), as mudancas no desenvolvimento do embrido do algodoeiro
continuam até o dia +26. Do dia +26 em diante ndo ocorrem mais modificacdes até a
completa maturacdo das macas. Nas cultivares moderna a primeira capsula abre entre os
Dias + 40 e +45 ap6s a antese.

dias em relacdo a antese

! I I |
-26 0 +26 +45

0 Dias Apos a Germinacao + 150

Figura 3. Estagios fenolégicos do algodoeiro. Na parte superior da figura a antese em
relacdo o desenvolvimento inicial do botéo floral (dia -26) e a colheita dos



1.3 Processo de floracao e fecundacao do algodoeiro

Apés cerca de 40 dias da iniciacdo do botdo floral, a flor madura esta pronta para a
abertura (antese). Na tarde anterior do dia da antese as pétalas se alongam. As flores
geralmente abrem das 7 as 9 da manha do dia seguinte. Temperaturas elevadas irdo
resultar na antecipacao da abertura floral e baixas temperaturas irdo atrasar o horério de
abertura. Em um periodo que vai de pouco antes da antese até pouco apds a antese, 0s
graos de pdlen deixam as anteras, caem na superficie do estigma e a polinizacao ocorre.
Neste periodo também ocorre a polinizacdo cruzada. Os graos de pdélen que saem das
anteras podem manter a viabilidade por 24 h, com alta atividade dentro de 5 — 6 horas. O
estigma tem uma viabilidade maior que o grdao de pdlen que é mantido por 2 dias. As
pétalas que eram de cor creme modificardo de cor a tarde, e ficardo roxas no dia seguinte

(Figura 4). Finalmente, as pétalas, estames, estilete e estigma caem no terceiro dia.

P

Figura 4. Diferentes estadios apresentados pela flor do algodoeiro. (A) Flor antes da
antese. (B) Flor um dia ap0s a antese. (C) Flor dois dias ap0s a antese.

A autopolinizacado no algodoeiro é mais freqiiente, entretanto, a polinizagédo cruzada
também é observada a uma taxa que varia de 5 a 20 %. Na presenca de polinizadores a
polinizacdo cruzada pode ser significante e alcancar taxas mais elevada.

Durante a polinizacéo, o grdo de pdlen é depositado no estigma e geralmente germina,
langando o tubo polinico, dentro de 01 h. O tubo polinico penetra no estigma e cresce ao
longo do estilete até o ovario (Figura 5). Durante o processo de alongamento, a
extremidade do tubo polinico formada por um citoplasma denso, contem um nutcleo
vegetativo e dois nlcleos espermaticos que percorrem o estilete: enquanto na parte
superior do tubo polinico ocorre a producao de calose que separa o tubo polinico em duas
partes. Logo ap6s a divisdo do tubo polinico pela presenca da calose, o citoplasma da parte

superior é gradualmente degenerado.
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Figura 5. Desenho esquematico de um grao de pélen sobre o estigma iniciando o
desenvolvimento do tubo polinico.

Em geral, quanto mais pélen é depositado no estigma, mais graos de pdlen sao
germinados, e a atividade do pistilo € muito maior. O tubo polinico chega ao ovario em
cerca de 8h. Cada parte do estigma tem correspondéncia com uma parte especifica do
estilete e do l6culo do ovério, formando um caminho continuo a um Unico carpelo. Ou seja,
cada carpelo tem a sua porg¢ao correspondente no estigma.

Depois de entrar na placenta central, o tubo polinico continua a crescer até mudar a
direcao de crescimento em direcdo ao 6vulo e entrar em contato com o mesmo.
Paralelamente, uma degeneracao induzida das células do tecido da nucela ocorre para
formar um canal que é originalmente fechado.

O tubo polinico carregando os gametas masculinos penetra no saco embrionario e libera os
dois nucleos espermaticos (Figura 6). Um nicleo espermatico se combina com o évulo para
formar o zigoto e desenvolver o embrido. O outro nicleo se combina com dois nicleos
polares para formar o endosperma nuclear e desenvolver o endosperma. Este processo é
chamado de dupla fecundacao. Todo o processo da polinizagcado até a fertilizacao ocorre em
aproximadamente 24 — 28 horas, com algumas variagcdes para diferentes cultivares e

condicdes ambientais.
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Figura 6. Desenho esquemético do processo de fertiliza¢do da flor do algodoeiro.



1.4 Mecanismo de TVTP

Apds o término da dupla fecundacao, uma grande quantidade de substancias e energia é
necessaria para a primeira divisdo do zigoto. Neste estagio, as células sdo desprovidas de
parede celular intacta e membrana nuclear, onde a troca de substancias entre as células e
seus arredores ocorre livremente. Entdo, € possivel para fragmentos de um DNA exdégeno
entrar no saco embrionario e finalmente, integrar-se no genoma da planta, por um
mecanismo ainda desconhecido.

Com base nas observacdes das variagdes fenotipicas resultantes da hibridizacao natural,
Zhou e colaboradores (1983) levantaram a hipétese da hibridizacao de fragmentos de DNA.
Combinando o conhecimento da anatomia do processo de fertilizacdo, os pesquisadores
sugeriram que o DNA de genes heterélogos pode entrar no saco embrionério fertilizado, por
meio do caminho do tubo polinico e propds a transformacdo mediada pela via do tubo
polinico (Zhou et al., 1983). Sendo assim, deu-se inicio a uma nova forma de
transformacao genética em plantas. Depois de muitos anos de experimentos e
modificagOes, a tecnologia foi gradualmente aperfeicoada e atualmente, tem um importante
papel no melhoramento genético dos cultivares da China.

Nos estudos iniciais, usou-se o DNA total de Gossipium barbadense para transformar
Gossipium hirsutum por TVTP. Deng e colabradores (Deng et al., 1999) comprovaram a
possibilidade de transferir genes exdgenos via TVTP, analisando as plantas por meio da
técnica de microscopia confocal de varredura a laser. Um DNA exdégeno marcado com uma
sonda fluorescente de alta afinidade (TOTO-3), foi introduzido em ovério polinizado, sendo
observado que enquanto o tubo polinico penetra na placenta central junto com o estilete,
este desenvolve e cresce em direcdao ao 6vulo, girando, entdo, para alcancar a micrépila
(Figura 2). O DNA exdgeno segue entao pelo caminho do tubo polinico, e finalmente entra
no saco embriondrio, sendo, entao, inserido diretamente nas células reprodutivas sem

parede celular.

1.5 Transformacéao do algodao via tubo polinico

Desde 1993, Ni e colaboradores no Institute of Cash Crops (ICC), Jiangsu Academy of
Agriculture Science (JAAS), utilizando a tecnologia TVTP, vem introduzindo diferentes
genes em cultivares de algodao da China, incluindo genes para proteinas Cry, CpTlI (inibidor
de proteinase), quitinase, B-glucanase, glicose oxidase e proteinas anti-fingicas (AFP),
entre outros. Como resultado, uma série de eventos de algoddao GM foi gerada com
resisténcia para lagartas do algodoeiro (Ni et al., 1996; Guo et al., 1999; Jia et al., 2004),
e fungos. Anélises moleculares, biolégicas e genéticas dos transformantes confirmam a
integracao e a expressao dos genes alvo, indicando a transformacéao via tubo polinico

como um sistema eficiente.



1.6 Fatores que afetam a eficiéncia da tecnologia TVTP

1 - As etapas do processo de fertilizacdo da espécie recipiente e a determinacao do
momento apropriado para a microinjecao do DNA exdgeno sdao pontos chave para o
sucesso da técnica de TVTP. Em média o canal da nucela no algodao é formado de 12 a
28 horas ap6s a polinizacao.

2 — A pureza do DNA a ser microinjetado é outro fator que afeta a eficiéncia da
transformacao. E recomendado evitar contaminacdes por DNA bacteriano.

3 - Durante a microinjecao é importante reduzir o dano mecanico ou dano no ovario para

evitar o abortamento da maca.

1.6.1 Vantagens da utilizacdo da TVTP

1 - Nao ha necessidade do emprego de cultura de tecido e de regeneracao de plantas.

2 - Possibilidade de expansao das espécies receptoras para transformacao de plantas, uma
vez que a hibridizagado de plantas via tubo polinico existe naturalmente nas plantas e,
teoricamente, pode ser utilizada para qualquer planta que produz flores.

3 - O processo total tem duracado de cerca de 4 meses, desde as etapas iniciais de injecao
de DNA a obtencéao de planta transformada. A freqliéncia de transformacao pelo TVTP é
geralmente de 0,5 — 1 %, baseado nos célculos de plantulas positivas do total de
sementes germinadas (Gong et a/l., 1988).

4 — A técnica é simples e facil de manuseio; sendo adequada para a transformacado em
larga escala e para se alcancar um grande nimero de transformantes (Ni, 1998). As

andlises moleculares e agronémicas das plantas GM podem ser feitas paralelamente.

1.6.2 Desvantagens da utilizacdo da TVTP

1 - O tempo de floracdo da espécie receptora é um fator limitante para o uso da TVTP. O
conhecimento da biologia floral, do processo de floracao e fertilizacao para cada espécie é
de extrema importéncia.

2 - As etapas de microinjecdo e manipulacdo das plantas sdo influenciadas por condicdes
ambientais e pela experiéncia e habilidade do manipulador.

3 - Espécies de plantas com flores pequenas constituem também uma limitacédo para a

microinjecao.

1.7 Procedimentos para aplicacao das microinjecées

Os procedimentos gerais que devem ser observados para a aplicacdo das microinjecoes de

DNA nas macas sao descritas abaixo.



1 - No algodoeiro, a autopolinizacao acontece antes da antese, preferencialmente,
podendo ocorrer também a fecundacao cruzada parcial.

2 — Apds de 20 - 24 horas da antese, os ovdrios jovens que estao localizados nos ramos
reprodutivos sao selecionados. Deve-se sempre selecionar a primeira ou a segunda flor no
mesmo ramo.

3 - Para a aplicagcdo das microinjecdes deve-se utilizar uma microseringa de 50 ou 100 pL.
As microseringas devem ser limpas com detergente comum diluido e, entdo, lavadas com
agua destilada antes e apds o uso.

4 - As pétalas devem ser removidas, ficando exposto apenas o ovério jovem (maca jovem)
(Figura 7). A excisdo das pétalas leva, conseqlientemente, a remocao dos estames e
estilete. Este procedimento deve ser feito com cuidado para evitar dano na epiderme do

ovério jovem quando as pétalas forem removidas.

Figura 7. Preparacdo de uma maca para a microinje¢do. Pétalas com estigma e
estames sdo retiradas para a exposi¢ao da jovem maca.

5 — A agulha da seringa deve ser inserida no estilete até alcancar 2/3 do comprimento de
todo o ovério, retornando para 1/3, para a injecdo do DNA no ovério (Figura 8). A
concentracdo do DNA plasmidial deve ser de 0,1 a 0,2 ug/ yL, ou seja, 1 a 2 ug de DNA

por ovario.

Figura 8. Microinjecdo de DNA em maca jovem. Durante a manipulagéo, a



6 — Cada botdo microinjetado deve ser etiquetado com a identificacdo da construcao
génica utilizada, a data da aplicacao da microinjecao e se necessario o nome do
manipulador. Procurar deixar apenas uma maca microinjetada por ramo e podar o dpice do
ramo. Isto fard com que mais nutrientes sejam mobilizados para flor.

7 — As céapsulas e sementes da maca que foram submetidas a microinjecao devem ser
colhidas separadamente para futura selecao. Procurar fazer a selecdo com as sementes

bem secas.

1.8 Caracterizacdao do gene alvo nos transformantes

O cultivar original deve ser utilizado como controle na caracterizacdo da progenia do
algodao GM. A deteccdo da expressdo de um gene marcador seletivo ou um gene repérter
gque seja de rapida e facil deteccao e de baixo custo pode ser utilizado para identificar os
transformantes. A expressao do gene alvo e a expressdao do gene marcador e/ou gene
reporter nem sempre estdao associados. Os marcadores utilizados em algodao GM tém sido
o GUS (Kim et al., 2002; Ul-Haq, 2004; Yuceer e Koc, 2006) e o AHAS (Rajasekaran et
al., 1996).

O fenétipo que o gene alvo confere pode ser, as vezes, utilizado para identificacao de
plantas GM como uma forma de caracterizacao biolégica. Por exemplo, a mortalidade de
larva recém eclodida que se alimenta de folhas de algodao GM séao utilizadas para o desafio
das plantas quanto a resisténcia a pragas-alvo.

A integracao e a expressao do gene alvo em plantas GM podem ser analisadas por

métodos moleculares incluindo PCR, Southern blot, northern blot, western blot, ELISA, etc.

2.0 Otimizacdo da técnica de TVTP em plantas de algodoeiro cv. Cedro as

condicles brasileiras

No Brasil, a técnica de TVTP foi introduzida na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia a partir de 2005, no Laboratério de Interacao Molecular Planta Praga.
Entretanto, apds experimentos preliminares foi verificada a necessidade de estudos para
otimizacao da técnica as condicdes ambientais de Brasilia. Os estudos de otimizagcdo foram
necessarios devido a elevada taxa de abortamento observada, a qual ultrapassava a 90 %,
das macas microinjetadas.

O foco da pesquisa foi avaliar o efeito de diferentes varidveis na aplicacao das
microinjecdes e o seu efeito no abortamento de macas de G. hirsutum cultivar Cedro. Os
estudos realizados contribuiram para o estabelecimento de um protocolo confidvel e
repetitivo de transformacao de plantas de algodao via microinjecdao, com capacidade de
gerar um grande nimero de plantas transformadas com caracteristicas agrondmicas de
importancia importantes como a resisténcia as pragas primarias da cotonicultura, incluindo

o bicudo do algodoeiro, lagartas do cartucho, lagartas do botao e lagartas foliares.



Atualmente o Laboratério de Interacdo Molecular Planta-Praga da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia conta com varios genes codificadores de proteinas
entomotdxicas (8-endotoxinas de Bacillus thuringiensis e inibidores de enzimas digestivas),
gue sao candidatos potenciais a serem usados na transformacao do algodao através da
transformacéo via tubo polinico (Oliveira Neto et a/, 2003; Franco et al., 2004; Oliveira
Neto et al/, 2004a, 2004b; Silva et al 2004; Grossi-de-Sa et al., 2007).

Assim, com este trabalho se espera que seja introduzida com eficiéncia a tecnologia de
transformacéo do algodao via tubo polinico no Pais com o objetivo de obter plantas GMs

resistentes as principais pragas da cotonicultura.

Material e Métodos

2.1.1 Material vegetal

O experimento foi realizado com plantas de algodao (G. hirsurtum) da cultivar BRS Cedro
provenientes da Embrapa Algodado, Campina Grande, PB. As plantas foram mantidas
durante todo o experimento em casa-de-vegetacado, com ventilagcao e luz natural. Nao foi
feito controle da temperatura e da umidade relativa. As sementes foram semeadas em
sacos plasticos de 10 kg contendo solo autoclavado. As plantas foram regadas trés vezes
por semana e, conforme a necessidade, adubada. Foram aplicados alguns métodos

fitossanitarios para o controle de pragas. Cada planta foi identificada individualmente.

2.1.2 Desenho experimental

O experimento foi realizado com 240 plantas, sendo 40 plantas para cada tratamento e
com 10 microinjecdes por planta. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado.
Os tratamentos utilizados no experimento incluiram:

1 — Controle (CONT): plantas cujas macas nao foram submetidas a microinjecao, mas
tiveram 10 de suas macas etiquetadas e acompanhadas até a producao de sementes;

2 — Agulha (SER): grupo de plantas que tiveram 10 macas submetidas a perfuracdo com a
agulha da microseringa no periodo de 20 as 23:00 h do dia, entretanto, nenhum material
foi microinjetado na maca;

3 — DNA Noturno (DNAN): grupo de plantas que tiveram 10 macas microinjetadas com a
construcao génica no periodo de 20 as 23:00 h;

4 — Agua (AGUA): grupo de plantas que tiveram 10 macas microinjetadas com &gua no
periodo de 20 as 23:00 h;

5 — DNA Vaselina (DNAV): grupo de plantas que tiveram 10 macgéds microinjetadas com a
construcdo génica no periodo de 20 as 23:00 h, e apds a microinjecdo tinha o orificio
deixado pela agulha selado com vaselina;

6 - DNA Matutino (DNAM): plantas que tiveram 10 macas microinjetadas com a

construcdo génica no periodo de 08 as 11:00 h.



2.1.3 Construcéo génica utilizada

Foram selecionados dois genes a serem introduzidos no algodao, cultivar BRS Cedro: o
gene codificador do inibidor btc/ (inibidor de tripsina e quimotripsina Bowman-Birk) e da
Tarina (tar1), devido as suas atividades contra o bicudo-do-algodoeiro e lepidépteros,
respectivamente. Porém, visando a transformacao de algodao através da tecnologia TVTP
faz-se necessario a introducao destes genes em vetores de expressao de plantas. Ambos
os genes foram inseridos sob controle do promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor
duplicado (CaMV35Sd), com o enhancer do virus do mosaico da alfafa (AMV), de
expressao constitutiva, num vetor de subclonagem. O cassete contendo os genes tarl e
btci foi entdo inserido no vetor da série pCAMBIA (pC2300) (Figura 9), o qual foi utilizado

nos experimentos de transformacao de plantas de algodao via microinjecao.

353d + AMV 355d + AMV
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Figura 9. Construcdo com 0s genes btci e tar, codificadores de proteinas inseticidas sob
dominio do promotor 35Sd.

2.1.4 Aplicacdo das microinjecées

Para a aplicacao das microinjecoes, as plantas eram selecionadas previamente. A selecao
consistiu em etiquetar as flores de cor roxa (flores fecundadas) nas plantas floridas. O
algodoeiro é bem peculiar quanto as caracteristicas da flor, passando pela etapa de botao
floral e, apés a antese, pelas etapas de flor de pétalas brancas/creme e flor de pétala roxa.

Para os procedimentos da técnica de TVTP é necessario que ja tenha ocorrido polinizacao,



com conseqliente desenvolvimento do tubo polinico e fecundacao. Apés 20 - 24 horas da
antese, os ovarios jovens que estdo localizados nos ramos reprodutivos devem ser
selecionados para a microinjecdo. Geralmente, a primeira ou a segunda flor no mesmo
ramo foi escolhida.

Para a aplicacdao das microinjecdes foi utilizada uma micro-seringa de 50 pL. As
microseringas foram lavadas com detergente diluido e entdo rinsadas com agua destilada
antes e apds o uso. Em seguida, as pétalas foram removidas, deixado apenas o ovario
jovem (maca jovem) exposto. A excisao das pétalas leva também, consequentemente, a
remocao dos estames e estilete. Este procedimento foi feito com cuidado para evitar dano
na epiderme do ovario jovem.

Para a aplicacdao da microinjecao propriamente dita, a agulha foi inserida verticalmente no
estilete, sendo pressionada a frente até alcancar 2/3 do comprimento de todo o ovario,
retornando posteriormente para 1/3, deixando, assim, espaco para a injecao do DNA.

Em seguida, o émbolo foi movido o suficiente para que 10 pyL da solucdo do DNA fosse
liberado no ovério. A concentracao do DNA plasmidial utilizada foi de 0,1 a 0,2 pg/ yL, ou
seja, 1 a 2 uyg de DNA por ovério. Cada botao microinjetado foi etiquetado identificando a
construcdo utilizada, a data, o horario e quando necesséario o nome do manipulador.

O épice do ramo foi podado para mobilizar mais nutriente e melhorar a taxa de maturacao
das capsulas transformadas. Foi deixada apenas uma maca microinjetada por ramo.As
capsulas foram colhidas e as sementes das macas microinjetadas foram separadas para

futura selecao.

Resultados e Discusséo

Uma das limitacdes do uso da engenharia genética para o melhoramento de plantas
se refere ao nimero limitado de genes isolados que regulam caracteres agronémicos
relevantes. No entanto, o desenvolvimento tecnolégico recente vem aumentando a
velocidade de identificacdo e isolamento de genes de plantas, criando novas oportunidades
cientificas e técnicas para o auxilio do melhoramento de plantas por meio da engenharia
genética.

Um outro problema enfrentado é a certeza quanto ao uso de um método eficiente para a
introducao de acidos nucléicos nas células vegetais. Neste caso especifico se ressalta o
impedimento da parede celular na transformacao das plantas e como consequéncia a
diminuicdo do uso da engenharia genética para o melhoramento de plantas, entre elas a do
algodao.

Nossos estudos, na tentativa de desenvolver uma estratégia molecular de controle das
pragas do algodoeiro, culminaram também com problemas de adocdo de uma técnica
eficiente de transformacdo. A tecnologia da transformacao do algodoeiro via tubo polinico
vem sendo feita no Laboratério de Interacdao Molecular Planta Praga da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia desde agosto de 2005 e se trata de uma ferramenta com grande

potencial para a geracdo de plantas transgénicas de algodoeiro. A TVTP dispensa os



protocolos de cultura de tecido, o que mostra a principio ser uma grande vantagem, uma
vez que, a cultura de tecido demanda muito tempo nos protocolos de transformacdes de
plantas, eleva o custo por planta transformada, necessita de mais infra-estrutura e o tempo
para transformacao também é maior.

A utilizacdo da TVTP exigiu antes de tudo um estudo sobre a otimizagcédo da técnica para as
condicdes ambientais de Brasilia. Este estudo se deveu sobretudo devido a baixa umidade
relativa do ar e elevadas temperaturas em Brasilia durante o periodo das aplicacdes das
microinjecoes e o conhecimento de que a técnica potencializa o abortamento de macas no
algodoeiro, que naturalmente é elevada. Sendo assim, alguns ajustes foram necessarios
para a aplicacdo da técnica de transformacao via tubo polinico em nosso laboratério.

A TVTP consiste na aplicacdao de uma microinjecdo de uma construcdao génica na parte
superior de uma maca jovem, ou seja, de uma flor j& fecundada de plantas de algodoeiro.
No momento de utilizacdo da TVTP a polinizacdo j& tem ocorrido com a germinacdo do
grao de podlen no estigma originando o tubo polinico, o qual se desenvolve até atingir o
saco embriondrio e como conseqiéncia desses eventos, a fecundacdo. Neste estadio de
desenvolvimento, apesar da fecundacao ter ocorrido o que se tem sao células zigéticas nao
divididas e sem a presenca de parede celular o que facilita a integracdao do DNA exdgeno
no genoma da planta hospedeira. Esta parte do procedimento técnico é a mais delicada
uma vez que lesdes deixadas na maga podem levar ao abortamento das mesmas.

A andlise final do experimento foi feita quando todos os capulhos ja tinham sido colhidos,
as sementes deslintadas e contadas. Nesta avaliacdo ja tinha sido aplicadas 2.390
microinjecbes das 2.400 microinjecdes previstas o que correspondia a 99,583 % das
microinjecoes programadas (Tabela 01). Houve a perda de uma planta, de tal modo que
dez microinjecoes deixaram de ser feitas, assim sendo, o experimento foi concluido com

2.390 microinjecoes.

Tabela 01: Efeito da microinjecdo no abortamento de maca de algoddao. CONT, Controle,
plantas que ndo tinha suas flores microinjetadas; SER, Agulha, magcds submetidas
apenas a perfuracdo com a agulha da microseringa; DNAN, DNA Noturno, macds
microinjetadas com a construcdo génica no periodo de 20 as 23:00 h; AGUA,
macas microinjetadas com agua no periodo de 20 as 23:00 h; DNAV, DNA
Vaselina, macds que ap6s a microinjecao tinha o orificio deixado pela agulha

selado com vaselina; DNAM, DNA Matutino, macéas microinjetadas com a

N° de Taxa de
Tratamento ... Macas Fixas N° de Abortos Abortamento
Microinj. %
CONT 400 215 185 46,25
SER 400 217 183 45,75
DNAN 400 172 228 57,00
AGUA 390 171 219 56,13
DNAV 400 186 214 53,50
DNAM 400 135 265 66,25
Total 2390 1096 1294 54,12




A menor taxa de abortamento observada foi no tratamento CONT com 46,25 % (Tabela
01). Neste tratamento as macas eram apenas etiquetadas e ndao foram submetidas a
aplicacdo de microinjecdes. O objetivo do tratamento controle foi verificar a taxa de
abortamento natural no algodoeiro, nas nossas condi¢coes, durante o experimento e servir
de referéncia para as comparacdes com os tratamentos utilizados no experimento e,
consequentemente, avaliar o efeito das microinjecdes no abortamento. Este tratamento foi

feito no periodo de 19 as 21 horas.

Tabela 02: P-Valor, por meio do teste de Qui-Quadrado, entre os tratamentos utilizados, para a
variavel taxa de abortamento.

Tratamento CONT SER DNAV DNAN DNAA

DNAM < < 0,0002 0,0071 0,0088
0,0001 0,0001

CONT 0,8872 0,0403 0,0024 0,0054

SER 0,0284 0,0015 0,0035

DNAV 0,3195 0,4537

DNAN 0,8104

Os resultados encontrados para o tratamento Controle estdo de acordo com aqueles
encontrados na literatura. A quantidade de flores que geralmente surge no algodoeiro é
maior do que o nimero de capulhos produzidos. O abortamento de botdes florais e macas
jovens é uma ocorréncia natural no algodoeiro podendo chegar a 60 % (Oosterhuis e
Jernstedt, 1999). Quanto mais novos sao os botdes florais maior é o abortamento. O
abortamento é influenciado pelas condicGes ambientais adversas, como excesso de
temperatura, estresse hidrico, problemas na fecundacdo, a competicdo por fotoassimilados,
condicdes edafoclimaticas, manipulacdo, ataques de pragas e doencas. Os capulhos
efetivamente responsaveis pela producao sédo os resultantes dos primeiros dias de floracao.
Cerca de 80 % das macas retidas resultam dos primeiros dias da floracdo, que podem
ocorrer entre 21 e 42 dias apds a semeadura (Grimes e El-Zik, 1990).

Os resultados mostram também que a influéncia do dano fisico tem pouco ou nenhuma
influencia no abortamento (Tabela 01 e Figura 10), ou seja, o fato de introduzir a agulha da
seringa na macga, nao é a causa do seu abortamento. Os resultados sdo corroborados
guando se verifica que nao existe diferenca significativa entre o tratamento Controle e o
tratamento SER (Tabela 02). Porém, os resultados nao descartam que o procedimento da
microinjecao deve ser feito com cuidado para evitar danos na epiderme do ovario, quando
as pétalas juntamente com estigma e estames sao removidas. Esses danos sim, podem

levar a uma taxa de abortamento superior aqueles do orificio deixado pela microinjecao.
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Figura 10: Taxa de abortamento de macéas de algoddo. CONT, Controle, plantas que néo tinha
suas flores microinjetadas; SER, Agulha, macas submetidas apenas a perfuragdo com
a agulha da microseringa; DNAN, DNA Noturno, mag¢ds microinjetadas com a
construcéo génica no periodo de 20 as 23:00 h; AGUA, magcés microinjetadas com
agua no periodo de 20 as 23:00 h; DNAV, DNA Vaselina, mag¢ds que apos a
microinjecdo tinha o orificio deixado pela agulha selado com vaselina; DNAM, DNA
Matutino, macas microinjetadas com a constru¢do génica no periodo de 08 as 11:00
hnrac

Os tratamentos que foram feitos no horéario de 19 as 21 horas e em que se microinjetou
DNA (DNAN), 4gua (AGUA) e DNA seguido de vaselina selando o orificio da microinjecéo
(DNAV) nao apresentaram diferencas significativas. O efeito da vaselina foi pouco
evidenciado, ou seja, a aplicacao da vaselina como meio de vedar o orificio deixado pela
agulha e evitar o abortamento da maca devido o dessecamento excessivo nao foi
observado. Apesar desses tratamentos ndao apresentarem diferencas significativas entre si,
é possivel afirmar com base nos resultados que quando comparados com o tratamento
Controle todos os trés tratamentos aumentaram a taxa de abortamento, sendo possivel
afirmar que a microinjecao potencializa o abortamento.

Um das causas do abortamento devido o ataque do bicudo-do-algodoeiro é o
dessecamento causado pela invasao do inseto a maca. Entretanto, o orificio deixado pela
seringa nao seria suficiente para causar um dessecamento na maca que levasse a sua
queda. E possivel também que o efeito da vaselina pode ser eficiente no controle do
abortamento para aplicacdes de microinjecoes em periodos diurnos, entretanto, tal
tratamento nao foi testado nos nossos experimentos. No periodo diurno foram encontrados
os menores valores de UR durante a realizacao do experimento.

No tratamento AGUA, em que apenas &gua era microinjetada nas macas, o abortamento
foi 56,13 %, permanecendo na mesma taxa do tratamento em que foi aplicado DNAN
(57,00 %) (Tabela 01), quando macas foram microinjetadas com DNA. Ambos os
tratamentos foram feitos no periodo entre 18 e 21 horas do dia. A nao existéncia de
diferencas significativas entre os tratamentos AGUA, em que apenas agua era
microinjetada nas macas, e DNAN, no qual DNA era microinjetado nas macas, mostram

que a construcao génica em si ndao é o fator principal para o abortamento da maca. Esses



resultados apontam que o abortamento independe do que estava sendo microinjetado nas
macas (Tabela 02).

A maior taxa de abortamento observada no experimento foi no tratamento DNAM, no qual
as macas eram microinjetadas no periodo das 08 as 11 horas da manha, com uma taxa de
66,25 % (Tabela 01). Este foi o Unico tratamento que foi feito no periodo matutino, em
todos os outros as macgas foram submetidas as microinjecées no periodo noturno (19 as
21:00 h). Esses resultados foram 20,00 % acima do abortamento natural do algodoeiro,
como pode ser visto no tratamento Controle (46,25 %). Analisando as médias dos dados
de umidade relativa e de temperatura no periodo correspondente ao experimento (dados
ndo mostrados), pode ser visto que os menores valores de umidade relativa (45,00 %) e os
maiores de temperatura (30° C) foram encontrados no periodo em que era aplicado o
tratamento DNAM. Estes dados sugerem uma relacao entre baixa umidade relativa, altas
temperatura e abortamento em macas microinjetadas.

Segundo os dados acima poderia ser sugerido que experimentos visando a transformacao
de algodoeiro utilizando a TVTP fossem feitos no horario noturno onde as temperaturas sao
mais amenas e os valores de umidade relativa mais elevados, o que contribuiria para
menores taxas de abortamento.

Durante a execucao do experimento foi feita além da andlise final, uma analise inicial do
experimento que foi feita um més apds a aplicacdo da primeira microinjecao e uma
intermedidria feita dois meses apds a aplicacao da primeira microinjecao.

Na primeira andlise ja tinha sido aplicadas 1.558 microinjecoes das 2.400 previstas o que
correspondia a 64,90 % das microinjecdes. A esta altura tinham sido feitas 6,49
microinjecoes por planta de um total de 10 por planta que estavam previstas. Quando da
andlise intermedidria, 2.260 microinjecdes tinha sido aplicada das 2.400 previstas o que
correspondia a 98,20 % das programadas, com 9,41 microinjegGes por planta.

O que foi visto entre a primeira e a segunda andlise é o aumento da taxa de abortamento a
medida que o nimero de microinjecoes por planta vai aumentando. De acordo com os
valores apresentados seria possivel sugerir que a medida que o nimero de microinjecoes
por planta aumenta também se tem um aumento nos valores de abortamento. Nestas
andlises, com 6,49 microinjecdes por planta o abortamento era de 28,99 % enquanto que
com 9,41 microinjecdes por planta a taxa de abortamento era de 50,42 %. Entretanto, as
conclusoes gerais da primeira e da segunda andlise sdao exatamente as mesmas
encontradas no resultado final, sugerindo nao haveria necessidade da realizacao de um
experimento tao logo.

Ao final do experimento as plantas do tratamento Controle apresentaram em média 5,3
macas por plantas, enquanto, as do tratamento DNAN e do tratamento DNAM, 4,2 e 3,3
macas por planta, respectivamente. Esses resultados sugerem também que existe um
numero ideal de microinjecdes por planta, o qual ndo deveria ser ultrapassado sob pena do
trabalho estar sendo inGtil. No nosso experimento o nimero ideal apontado é de 4,2
microinjecoes por planta, entretanto, em caso de abortamento nessas macas, nova

microinjecao deverd ser feita para substituir a maca abortada.



No final do experimento ficou evidente a diferenca significativa entre as taxas de
abortamento entre os tratamentos em que as macas eram microinjetadas com DNA no
periodo da manha (DNAM) e com DNA no periodo noturno (DNAN). As diferencas entre
esses tratamentos foram de 9,25 %.

Uma outra observacao feita foi que o abortamento em macas microinjetadas levava em
média 10 dias para ocorrer. Entretanto, era possivel fazer a previsdao do abortamento tendo
em vista que nessas macas o ovario nao desenvolvia e a maca permanecia do mesmo
tamanho do dia da microinjecao. No dia seguinte apds a aplicacdo da microinjecao, as
macas submetidas a microinjecao e que nao abortavam, ja se apresentava em franco
crescimento. Assim, em trabalhos futuros de transformacao de algodao via tubo polinico é
possivel sugerir a poda de maca que foram submetidas a aplicacao da microinjecao e nao
se desenvolveram no periodo de 10 dias. A poda tornaria o processo mais eficiente.

O estabelecimento das condicGes 6timas para a tecnologia de microinjecoes em algodao foi
de fundamental importancia para os experimentos futuros que visam a transformacao em
massa através da TVTP, uma que o nosso intuito é produzir uma planta de algoddao GM
expressando proteinas entomotéxicas, visando resisténcia contra o bicudo-do-algodoeiro e

outras pragas do algodoeiro.

2.3 Conclusodes

1. A técnica de microinjecdo que é utilizada para a transformacao de algodoeiro via
tubo polinico induz um aumento na taxa de abortamento natural de macas do algodoeiro;

2. O abortamento nas magas microinjetadas nao é devido ao dano fisico deixado pela
agulha da seringa utilizada na microinjecao;

3. Nao foi detectado diferencas entre as microinjecdes feitas com agua, que é o
diluente da construcao génica, de microinjecées em que aplica DNA na maca do
algodoeiro;

4, Para as condicdes ambientais de Brasilia as microinjecdes devem ser feitas em
horarios noturnos, onde sao encontrados valores mais elevados de umidade relativa do ar e
temperaturas amenas, evitando assim niveis maiores de abortamento.

5. Sugere manter quatro macas microinjetadas por planta, nimero considerado ideal

para evitar o abortamento.
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