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As mudancas climaticas tém imposto desafios significativos a agricultura global,
afetando diretamente a produtividade e a estabilidade das culturas alimentares.
Entre elas, o arroz (Oryza sativa L.) se destaca por ser a base alimentar de
mais da metade da populagdo mundial, além de espécie modelo em pesquisas
de biotecnologia pelo genoma conhecido, diversidade genética e ciclo curto.
Nesse contexto, a transformacgdo genética de plantas surge como estratégia
para o desenvolvimento de cultivares mais eficientes e resilientes, contribuindo
para a seguranca alimentar. Os métodos convencionais in vitro, embora
amplamente utilizados, apresentam limitagdes, como maior tempo para
obtencdo das plantas e ocorréncia de variagdes somaclonais. Diante disso,
este trabalho teve como objetivo adaptar um protocolo in planta para
transformacao genética em arroz, visando maior eficiéncia e reprodutibilidade,
além de evitar tais limitagdes. A transformagao genética de arroz foi conduzida
a partir do Protocolo descrito por Haque et al. (2025), com adaptagbes
especificas. Utilizou-se o vetor pHGWFS7, onde o promotor da actina 2 foi
fusionado aos genes reporteres EGFP e GUS. O gene reporter EGFP, permite
a visualizagao da fluorescéncia verde em células transformadas, e o GUS,
confere coloragao azul apds reagao com o substrato X-Gluc, além do gene hptll



como marcador de resisténcia a higromicina. Sementes da cultivar Nipponbare
foram desinfetadas com NaOCI, pré-germinadas por 48 h e submetidas a
infeccdo com Agrobacterium tumefaciens cultivada em meio YEB
suplementado com antibiético. As modificagdes introduzidas no protocolo foram
avaliadas em duas etapas. Primeiramente, comparou-se a presenga ou
auséncia de 2,4-D, associada a injuria mecanica das sementes, sem
ressuspensao bacteriana em meio CCM. Posteriormente, avaliou-se a inclusao
da ressuspensao bacteriana em CCM, variando o numero de vacuos aplicados
(um ou dois) e os tempos de co-cultivo, sem testar o efeito do 2,4-D nesta fase.
No segundo conjunto de testes, a suspensao foi centrifugada (4.800 rpm, 10
min, 20 °C), ressuspendida em meio CCM, ajustada para ODg = 0,2 €
suplementada com acetoseringona (1 h) para indu¢do dos genes de viruléncia.
Como modificagdo ao protocolo original, adicionou-se Silwet L-77 visando
aumentar a penetracdo bacteriana. As sementes foram incubadas por 20 min
(120 rpm, 28 °C) e submetidas a vacuo (550 mm Hg, 10 min). Em seguida, uma
parte foi distribuida em placas contendo papel filtro e meio CCM, enquanto
outro grupo foi mantido sob agitagdo até OD¢oo = 0,6, submetido a novo vacuo
e, entao, distribuido em placas, onde permaneceram por 72 horas, a 28° no
escuro. Apos esse periodo, as sementes foram lavadas quatro vezes com meio
contendo sais minerais e vitaminas, para remover células residuais de
Agrobacterium, seguidas de uma ultima lavagem com Timentin a 200mg/L e
transferidas para meio de sele¢cado contendo higromicina a 20mg/L, por 14 dias.
Os testes realizados permitiram observar diferencas marcantes entre os
tratamentos. No tratamento com 2,4-D, houve auséncia de fluorescéncia e ndo
ocorreu desenvolvimento de plantulas, enquanto no tratamento sem 2,4-D
verificou-se fluorescéncia fraca acompanhada da formacao de folhas verdes.
Nos ensaios com ressuspensdo em meio CCM, um unico vacuo (ODggo ~0,2)
resultou em fluorescéncia restrita as raizes, enquanto dois vacuos (ODggo ~0,6)
possibilitaram fluorescéncia também na parte aérea, sugerindo maior eficiéncia
do processo. Esses resultados indicam que o método apresenta potencial, mas
ainda necessita de otimizagcdes quanto ao uso de 2,4-D, tempos de co-cultivo,
doses de higromicina e diferentes estirpes bacterianas, etapas que serao
exploradas para consolidar um protocolo mais eficiente e reprodutivel de
transformacao genética in planta em arroz.
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