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act1
adh1
ARS1
bar
BSA
DHDPS
DMSO
dNTP
DTT
EDTA

g

GE

GS
GUS
gusA(uidA)
He

hs

kDa

Ki

Abreviagoes

Diametro

Sequéncia codificadora de peptidio sinal para plastidios
Gene da actina 1 de arroz

Gene da alcool desidrogenase 1 de milho

Seqliéncia SAR de levedura

Gene codificador da PAT de Streptomyces hygroscopicus
Albumina sérica bovina

Dihid rodipicolinato‘ sintetase

Dimetilsulfoxido

Desoxirribonucleotideos

Ditiotreitol

Acido etilenodiaminotetracético

Forca centrifuga em relagédo a aceleragdo gravitacional
“Gas entrainment”

Glutamina sintetase

B-glucoronidase

Gene codificador da GUS de Escherichia coli

Gas Hélio

Numero de horas

Kilodaltons

Constante de inibicao



Km Constante de Michaelis

M Molaridade

MHB Acido 4-metilfosfinico-2-hidroxi-butanéico

MPP Acido 3-metilfosfinico-propanéico

PAT Fosfinotricina acetil transferase

pat Gene codificador da PAT de Streptomyces viridochromogemes
PCR “Polymerase chain reaction”

PMSF Fluoreto de fenilmetilsulfonil

PPO Acido 4-metil-fosfinico-2-oxi-butanoico

PPT Fosfinotricina

psi “Pounds per square inch”

rpm rotagdes por minuto

S-N-K Teste de distribuigdo multipla de Student-Newman-Keuls
SAR “Scaffold attachment region”

SDS Dodecil sulfato de sédio

tris tris-(hidroximetil)-aminometano

ubit Gene da ubiquitina 1 de milho

viv Relagao volume/volume

X-gluc Acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénico
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1. RESUMO

Alguns parametros fisicos e biolégicos relacionados a transformagéo de
milho através de bombardeamento com microparticulas foram estudados. A
qualidade da cultura de tecidos é o primeiro fator a ser considerado no
estabelecimento de metodologia reproduzivel de transgénese. Varios fatores,
como a inibicdo da produgdo de etileno e a adigdo de nitrogénio reduzido na
forma de aminoacidos, influenciaram significativamente a qualidade da cultura.
Foi demonstrado que a embriogénese somatica tem origem em aglomerados de
células localizadas nas camadas sub-epidérmicas e, que em condigbes de
bombardeamento ideais para a transformacgao eficiente destas células, danos
severos foram causados ao tecido alvo. Estes danos puderam ser evitados
através da adicdo de manitol ao meio de cultura. A prote¢do pelo manitol péde
ser claramente observada tratando-se o tecido com safranina e “fast green”. Os
testes de obtencao de transformantes estaveis demonstraram a ineficiéncia da
selecdo em meio contendo fosfinotricina (PPT), determinada provavelmente pela
interferéncia na absorcéo de PPT pelos aminoacidos do meio de cultura. Apesar
da ineficiéncia, calos transgénicos foram obtidos os quais, entretanto, nao
originaram plantas transgénicas. Isto pode ter sido devido ao fato do PPT ser
um inibidor mais eficiente para a glutamina sintetase do cloroplasto e/ou inibi¢éo
da fotossintese. Plantas regeneradas apos a retirada do PPT do meio seletivo
nao apresentaram expressao de GUS, PAT nem presenga do DNA transferido.
Os resultados obtidos indicaram que o bombardeamento com microparticulas
pode ser utilizado eficientemente na obtengdo de calos transformados de milho.
Também sdo discutidas alternativas para aumentar a eficiéncia de selegéo,
como o uso de bialaphos ao invés de PPT, e a retirada do agente seletivo do

meio de cultura durante a fase de regeneragao.
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2. ABSTRACT

Several physical and biological parameters related to maize
transformation through particle bombardment were studied. An important factor
to be considered is the tissue culture quality. The use of reduced nitrogen, in
amino acid form, and the inhibition of ethylene production improved the culture
quality. Microscopy of embryos revealed that somatic embryogenesis arose from
sub epidermal cell layers and, that under conditions for high transformation rates,
these cells are severe damaged. The bombardment damage was dramatically
reduced by addition of mannitol to the culture medium. This was clearly
demonstrated by safranin/fast green staining. Experiments carried out to obtain
stable transformation demonstred that the PPT based selection is inefficient due
to the interference of amino acids with the herbicide activity. Some transgenic
callus was obtained, but plants could not be regenerated from them, mainly due
to the PPT inhibition of chloroplast glutamine synthetase and photosynthesis.
Plants regenerated in the absence of PPT did not expressed the expected genes
as determined by functional analysis of GUS and PAT and molecular analysis.
The overall data indicated that particle bombardment could be efficiently used to
obtain transgenic maize callus. Some alternatives to increase the selection
efficiency is discussed, as to change PPT to bialaphos and to omit selective

agents from regenerative steps.
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3. INTRODUGCAO

3.1. O milho

O milho & uma graminea de origem centro e sul-americana, pertencente a
tribo Andropogoneae, que engloba também o sorgo, o frypsacum e o coix
(Claynton, 1973; 1983). No mundo, o milho responde sozinho por 25% do
consumo direto e indireto de alimentos pelo homem (FAO, 1988), e no Brasil, a
producao deste cereal corresponde a mais de 30% da produgéo total de graos
(Pinazza, 1993). O milho também tem importancia destacada como planta
modelo para pesquisa basica em genética e bioquimica, devido a gama de
mutantes conhecidos e a facilidade de efetuar-se cruzamentos controlados
(Chasan, 1994).

A transformacédo genética deste cereal € uma ferramenta poderosa para
ajudar a responder importantes questdes biolégicas basicas e uma importante

técnica auxiliar para a melhoria das caracteristicas agronémicas da cultura.

3.2. Transformagédo Genética

Transformacéo é a introdugao, integragdo e expresséo estavel de genes
exégenos ou modificados, que podem alterar caracteristicas morfolégicas e/ou
bioquimicas da planta recipiente. A era da transformagao de plantas comegou
em 1983 com o sistema Agrobacterium (Fraley et al., 1983). Este método de
transformacao, inicialmente limitado as solanaceas, vem sendo utilizado
atualmente para a transformagao de diferentes espécies, incluindo alguns

cereais (Lindsey, 1992).

Entretanto, a transformagéo mediada por Agrobacterium apresenta ainda
sérias limitagdes para a transformagao de monocotiledéneas. A Agrobacterium é

aparentemente inabil para transformar monocotiledéneas. Varios estudos foram
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conduzidos para transformar monocotiledoneas pelo sistema Agrobacterium,
como teste de linhagens de bactéria mais virulentas e novas linhagens de
plantas recipientes, manipulagdo da fisiologia do explante, modificacao das
condigbes de co-cultivo e uso de sistemas seletivos adequados (Godwin et al.,
1992). As tentativas de utilizar este sistema para a transformacéo de cereais
foram insatisfatérias ou as publicagbes ndo provaram a integragéo estavel e a
segregacdo mendeliana dos transgenes (Hess et al., 1990; Gould et al., 1991;
Chan et al., 1993). Apenas uma publicagéo relata a transformagéo de arroz pelo
sistema Agrobacterium com resultados convincentes de transgénese (Hiei et al.,
1994). Ja no caso do milho, o metabdlito secundario dimboa parece inibir o

crescimento de Agrobacterium (Sahi et al., 1990).

Uma das razdes pela qual os cereais nao sao transformados facilmente
pela Agrobacterium deve-se ao fato destas plantas ndo serem hospedeiras
naturais de Agrobacterium ssp, nao exibindo, deste modo, todo o conjunto de
fatores necessarios a infecgdo pela bactéria (Potrykus, 1991; Zupan &
Zambryski, 1995). Este fato indica que o uso desta bactéria para transformagao
de cereais esta longe de ser uma metodologia rotineira e reproduzivel (Songstad
et al., 1995)

Varios métodos de transformagédo direta foram e/ou estdo sendo
desenvolvidos para contornar este problema (Potrykus, 1991), porém apenas a
transformacdo de protoplastos, a eletroporagdo de tecidos intactos e o
bombardeamento com microparticulas produziram plantas transgénicas férteis
de milho (Fromm et al., 1990; Gordom-Kamm et al., 1990; D'Halluin et al., 1992;
Omirulleh et al., 1993). A transformagéo de protoplastos foi o primeiro metodo
direto de transferéncia de genes utilizado em plantas (Paszkowski et al., 1984).
A vantagem deste método € o grande numero de células que podem ser
manipuladas e o processo de transformagédo que é relativamente simples. A
maior desvantagem é que em milho e outras espécies, a regeneragao de

plantas férteis a partir de protoplastos é dificil e altamente gendtipo dependente
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(Mérocz, et al., 1990; Lazzeri & Shewry, 1993). A eletroporagdo de tecidos
intactos ndo necessita técnicas refinadas de cultura de tecidos, porém é de
pouco reprodutivel, sendo uma metodologia dominada por poucos laboratérios
(D'Halluin et al., 1992; Vasil, 1994).

A metodologia mais utilizada até o momento para a transformagao de
cereais, incluindo o milho, € o bombardeamento com microparticulas. Apos o
trabalho pioneiro de Sanford et al., (1987) e Klein et al., (1987), o método
passou a ser utilizado em varios laboratérios (Christou, 1992). Plantas férteis de
milho foram obtidas a partir do bombardeamento de células em suspensao
(Fromm et al., 1990; Gordom-Kamm et al., 1990) e embrides zigéticos imaturos
(Koziel et al., 1993).

Um método de transformagido somente pode ser considerado eficiente
apés ser utilizado na transformagdo de varias espécies. Com base nesta
premissa, somente o bombardeamento com microparticulas pode ser
considerado um método eficiente de transformagao de cereais, tendo em vista a
obtencéo de plantas transgénicas de milho (Fromm et al., 1990, Gordon-Kamm
et al., 1990; Aves et al., 1992; Walters et al., 1992; Spencer et al., 1992; Murry
et al., 1993; Koziel et al., 1993; Register lll et al., 1994; Wang et al., 1994; Wan
et al., 1995), trigo (Vasil et al., 1992, 1993; Weeks et al., 1993; Becker et al
1994: Nehra et al., 1994), arroz (Christou et al., 1991; Cao et al., 1992; Li et al.,
1993), cevada (Ritala et al., 1994; Wan & Lemaux, 1994), aveia (Somers et al.,
1992), centeio (Castillo et al., 1994) e sorgo (Cassas et al., 1993).

3.3. Bombardeamento com microparticulas

O bombardeamento com microparticulas permite a introdugdo de
substancias em células ou tecidos intactos através do uso de microparticulas
aceleradas a alta velocidade (Sanford, 1990). Klein et al., (1987) observaram

que microparticulas de tungsténio podem ser utilizadas para introduzir DNA ou
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RNA em células da epiderme de cebola, com subseqliente expresséao transitoria
dos genes introduzidos. Esta tecnologia foi empregada por Christou et al.,
(1988) para produzir transformantes estaveis de soja e por Fromm et al., (1990)
e Gordom-Kamm et al., (1990) para produzir as primeiras plantas transgénicas

férteis de milho.

O bombardeamento com microparticulas é genétipo-independente, ao
contrario do sistema Agrobacterium e de protoplastos, e ndo necessita de
técnicas sofisticadas de cultura de tecidos. Assim, existem vantagens inerentes
desse método, como a transformacao de tecidos organizados, rapida obtengéo
de transformantes, sistema universal de transformagdo, capacidade de
transformacdo de espécies recalcitrantes e estudos genéticos e bioquimicos
através da transformacao transiente de tecidos organizados (Christou, 1992). A
transformacgéao transiente ocorre em mais de 90% dos casos quando a
microparticula penetra o nucleo da célula (Yamashita et al., 1991). A fase do
ciclo celular também é um importante fator a ser considerado para a
transformacdo em alta eficiéncia. Em células embriogénicas de tabaco a
eficiéncia de transformacéo transiente € 4 a 6 vezes maior nas fases M e G2 do
que nas fases G1 e S (lida el at. 1991). O bombardeamento pode ser efetuado
como material genético em diferentes formas, como a utilizagdo de RNA ou DNA
(Klein et al., 1987), DNA em forma circular ou linear, simples ou dupla-fita
(Blowers et al., 1989).

A primeira geragdo de equipamentos utilizados para bombardeamento
com microparticulas, utilizava pélvora como agente propulsivo (Klein et al.,
1987). Embora este sistema seja efetivo, existem problemas seérios de
reprodutibilidade devido as variagbes da carga de polvora e de disperséo das
microparticulas. A segunda geragao inclui uma série de sistemas com propulsao
eletrostatica, pneumatica e a gas comprimido (Lazzeri & Shewry, 1993). Destes
sistemas, o mais utilizado é o equipamento PDS 1000-He, comercializado pela

Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA. Em nosso laboratério foi construido um
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equipamento com propulsdo de gas Hélio comprimido, similar ao PDS 1000-He

(Marcio J. da Silva, dados nao publicados).

Duas estratégias podem ser utilizadas para a obtengéo de transformantes
pelo bombardeamento com microparticulas. O bombardeamento de meristemas
apicais com a posterior regeneragao via organogénese, apos tratamento com
citocininas (McCabe et al., 1988; Christou et al., 1989) e o bombardeamento de
culturas celulares e posterior sele¢do de transformantes (Klein et al., 1988, Finer
& McMullen, 1990). A primeira estratégia tem sido utilizada com sucesso para a
transformacao de leguminosas (McCabe et al., 1988; Christou et al., 1989) e a

segunda para a obtengao de cereais transgénicos (Morrish & Fromm, 1992).

O estabelecimento de uma metodologia eficiente e reproduzivel para a
transformacdo de milho requer estudos preliminares para a otimizagdo de
culturas celulares regeneraveis, definigdo das condigées fisicas e biolégicas do
bombardeamento, utilizagdo de vetores que permitam expressdo adequada dos
genes introduzidos, obtengéo de sistema marcador e seletivo rapido e eficiente,

e padronizagdo de técnicas moleculares para analise de transgenes.

3.3.1. Otimizagédo das condigées fisicas e biolégicas para o bombardeamento

Os parametros fisicos e biolégicos do bombardeamento devem ser
otimizados para que permitam a transformagdo com o minimo de danos ao
tecido alvo. A otimizagdo desses parametros pode ser monitorada através da
expressao transiente de um gene reporter (Morrisch ef al.,, 1992; Russel et al.,
1992). O tamanho da microparticula, a distancia entre o tecido-alvo e a fonte de
aceleragao, o nimero de bombardeamentos, o vacuo aplicado, a pressdo de
gas hélio utilizada para a aceleragdo das microparticulas, e o uso de
estabilizadores osméticos influenciam na transformagéao transiente e devem ser
estudados para cada espécie e tecido a ser transformado (Morrisch et al., 1992;
Russel et al., 1992b; Vain et al., 1993).
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Tamanho e composigdo da microparticula: A microparticula deve ser
quimicamente inerte e ter massa suficiente para, quando acelerada, possuir um
momento para penetrar apropriadamente no tecido-alvo sem causar destruigéo
excessiva (Christou, 1992). Estas condigcbes sao satisfeitas com o uso de
microparticulas de ouro de 0.6 a 3.0 um de diametro (Morrisch et al., 1993). As
microparticulas de tungsténio, embora sejam utilizadas por alguns autores, séo

téxicas e de dificil dispersao no bombardeamento (Russel et al., 1992a).

Disténcia entre o tecido alvo e a ponta do canh&o, vacuo e presséo de
gas hélio: Estes parametros influenciam a velocidade de impacto das
microparticulas no tecido alvo, a qual depende diretamente da resisténcia do ar
residual na cdmara de disparo (Morrisch et al., 1993). A velocidade por sua vez,
esta diretamente correlacionada com a profundidade de penetragéo no tecido, o
que é decisivo para a obtengao de transgenes em tecidos onde a embriogénese

somatica origina-se de camadas relativamente profundas (Christou et al., 1992).

Numero de disparos: O numero de células transformadas esta
diretamente correlacionado com o numero de disparos efetuados. Entretanto
existe um limite, que € dado pelo nimero de células do explante bombardeado e

pelos danos provocados no tecido alvo (Birch & Franks, 1991).

Uso de estabilizadores osmoéticos: O uso de substancias osmoticamente
ativas, antes e depois do bombardeamento, aumentam a transformagéo
transiente e estavel. Este fenébmeno é devido a plasmélise do tecido antes do
bombardeamento, a qual evita a extrusdo do citoplasma no momento da

penetragdo da microparticula na célula (Russel et al., 1992b; Vain et al., 1993).

A otimizacdo desses parametros é fundamental e deve ser anterior a
analise funcional da expressdo génica ou selegdo para a obtengdo de
transformantes, em cada espécie e tecido a ser transformado (Morrish et al.,

1993).
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3.3.2. Cultura de Tecidos

A cultura de tecidos vegetal tem como base o principio de que as células
vegetais podem ser cultivadas axenicamente e s&o totipotentes (Lazzeri &
Shewry, 1993). O milho, assim como outras gramineas, foi considerado
recalcitrante para a obtengéo de culturas celulares in vitro. A baixa competéncia
celular para a desdiferenciagdo e embriogénese somatica nas gramineas &
correlacionada com a resposta a ferimentos, onde areas danificadas sé&o
isoladas e nao sdo reparadas por divisdo celular de novo, como em
dicotiledéneas (Kahl, 1982).

Esta determinacdo celular foi contornada pela utilizagdo de tecidos
imaturos, que sdo permissivos a indugdo de embriogénese somatica (Vasil,
1985). Deste modo, o explante é o fator determinante para o sucesso da
embriogénese somatica em milho. O tecido escutelar de embriées imaturos tem
sido o principal explante utilizado para iniciar culturas embriogénicas (Duncan et
al., 1985; Close & Ludeman, 1987; Armstrong & Green, 1985).

O gendtipo tem importante papel no sucesso da obtengdo de
embriogénese somatica. Diferengas significativas tem sido encontradas em
termos quantitativos e qualitativos entre diferentes linhagens de milho (Duncan
et al., 1985; Prioli, 1987; Armstrong & Green, 1985).

Outro fator determinante na obtengido de embriogénese soméatica de
milho é o uso de 2,4-D ou picloran no meio de cultura (Lu ef al., 1982; Vasil et
al., 1985). O meio de cultura mais utilizado para a obtengéo de alta frequéncia
de embriogénese somatica € o meio N6 (Chu et al., 1975; Duncan et al., 1985).
Varios fatores coadjuvantes podem ser otimizados para potencializar a
embriogénese somatica. Fontes de nitrogénio reduzido na forma de
aminoacidos, notadamente prolina, foram demonstradas ser importantes para a
obtencdo de culturas friaveis (Duncan et al., 1985; Claparols et al., 1993;

Dennehey et al., 1994). A adigao de nitrato de prata no meio de cultura inibe a
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producdo enddgena de etileno que prejudica quantitativamente e
qualitativamente a obtengdo de culturas embriogénicas friaveis (Vain et al.,
1989a, 1989b). Por sua vez, a fonte de carbono utilizada influencia na qualidade
da cultura obtida. Por exemplo, a utilizagdo de sorbitol e glicose em conjunto ou
niao com a sacarose aumenta a freqliéncia de culturas celulares friaveis com
maior capacidade de regeneragdo (Duncan ef al, 1985, Swedlund & Locy,
1993). A manipulagédo desse conjunto de fatores nutritivos tem possibilitado a
obtengéo de culturas embriogénicas e de alta capacidade de regeneragéao em
um numero elevado de linhagens de milho (Duncan et al., 1985; Armstrong,
1994).

A embriogénese somatica em milho pode ser classificada em tipos | e Il.
Esses dois tipos de cultura podem ser distinguidos pela friabilidade, taxa de
crescimento e grau de diferenciagdo. Os calos embriogénicos tipo | nao sao
friaveis, apresentam baixa taxa de crescimento e contém estruturas altamente
diferenciadas, com embribes somaticos desenvolvidos até o estagio escutelar e
coleoptilar. O calos tipo Il sdo altamente friaveis, apresentam elevada taxa de
crescimento e, contém estruturas pouco diferenciadas, com os embriGes
somaticos desenvolvidos até o estagio globular. Esta classificacdo pode ser
flexivel e, as culturas obtidas podem ter caracteristicas de ambos os tipos

(Armstrong, 1994, Claparols et al., 1993).

Para a transformagéo através de bombardeamento com microparticulas é
de fundamental importancia a origem uni ou multicelular e a profundidade das
células que dao origem aos embribes somaticos. Existe controvérsia na
bibliografia quanto a natureza das células que dao origem aos embriGes
somaticos de cereais (Vasil et al., 1985; Fransz & Schel, 1987, 1990a, 1990b).
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3.3.3. Genes Seletivos

Devido a baixa frequéncia (1 x 10° a 1 x 10?®) de células transformadas
estavelmente quando bombardeadas com microparticulas (Armstrong et al.,
1991; Klein et al., 1989), varias estratégias de selegdo metabdlica e/ou visual
tem sido utilizadas para a obtengéo de transformantes (Morrish et al., 1993). Um
sistema seletivo ideal deve discriminar as células transgénicas das néo
transgénicas, gerar poucos escapes e ndo possuir efeito adverso na
regeneracao e fertilidade das plantas transgénicas (Morrish et al., 1993; Lazzery
& Shewry, 1993). O antibiético kanamicina é utilizado como agente seletivo
principalmente para plantas dicotiledoneas. Ja em milho, embora tenham sido
obtidos transformantes com o uso deste antibidtico (D’'Halluin et al., 1992),
muitos escapes sdo obtidos, o que limita a utilizacdo deste agente seletivo
(Register Il et al., 1994).

Gordon-Kamm et al., (1990) demonstraram que o herbicida bialaphos®
pode ser empregado como agente seletivo efetivo na obtencdo de plantas
transgénicas de milho. Dekeiser et al. (1989) também demonstraram que a
fosfinotricina, um analogo do bialaphos®, & o agente seletivo mais adequado
para a selegdo de plantas transgénicas de arroz. O bialaphos® & um antibiético
tripeptideo produzido pelo fungo Streptomyces hygroscopicus. Consiste de uma
molécula de fosfitotricina (PPT), um analogo do acido L-glutamico e dois
residuos de L-alanina. Apdés a remocdo destes residuos por peptidases
endogenas o PPT torna-se um potente inibidor irreversivel da glutamina
sintetase (GS) do citoplama e do cloroplasto (De Block et al., 1987, D’Halluin et
al., 1992; Coruzzi, 1991; Zoliner, 1993). A glutamina sintetase possui um papel
central na assimilagdo de amonia e na regulagdo do metabolismo do nitrogénio
nas plantas (Miflin & Lea, 1976; Skokut et al., 1978). A GS ¢ a principal enzima
vegetal que utiliza a aménia produzida pela redugéo de nitrito, degradagao de
aminoacidos e fotorrespiragao (Coruzzi, 1991). Apés a aplicagcdo do herbicida,

ocorre rapida acumulagdo de amonia, deficiéncia de glutamina e inibigao da

26



fotossintese, levando a planta a morte (Bayer et al., 1972;Tachibana et al.,
1986a, 1986b; Sauer et al., 1987).

O mesmo organismo que produz o PPT, produz também uma enzima, a
fosfinotricina-N-acetiltransferase (PAT) que inativa o PPT por acetilagao,
utilizando acetil-coenzima A como cofator (Thompson et al., 1987). Os genes
bar, isolado de Streptomyces hygroscopicus (Thompson et al., 1987) e pat,
isolado de S. viridochromogenes (Wohlleben et al., 1988), codificam a enzima
PAT e podem ser utilizados para a selegdo de células resistentes aos herbicidas

bialaphos® e fosfinotricina.

Apesar dos genes bar e pat serem utilizados como genes seletivos na
transformacgédo de cereais, &€ necessario um estudo das condigdes de selegao,
como a concentragdo do herbicida, o nivel de expressdo do gene marcador
seletivo e a composigao do meio seletivo, as quais sdo especificas para cada

espécie, variedade ou linhagem (D’Halluin et al., 1992).

3.3.4. Genes Marcadores

Um gene marcador (também denominado de gene repérter) € utilizado no
processo de transformagdo para se analisar as atividades de diferentes
promotores, monitorar a eficiéncia do bombardeamento, da de selegéo e para
estudar a heranca em geragbes subseqlientes das plantas transformadas
(McElroy et al., 1995). O gene marcador, deve apresentar baixa atividade
inespecifica em plantas, nao possuir nenhum efeito deletério no metabolismo
vegetal e ter um sistema de monitorizagdo de sua atividade quantitativo, rapido,
sensivel, versatil, simples, barato e nao destrutivel (Jefferson et al., 1987,
Jefferson, 1993).

O locus uidA de Escherichia coli (também descrito como gusA), que
codifica a enzima B-glucoronidase (GUS), é o gene repérter mais utilizado na

transformacéo de plantas (Jefferson et al., 1987; Jefferson & Wilson, 1991) A
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enzima B-glucoronidase, catalisa a hidrélise de uma série de B-glucoronideos,
os quais podem ser facilmente ensaiados em reagbées fluorométricas e
histoquimicas (Jefferson, 1987; 1993). Em milho, os genes que regulam a
biossintese de antocianinas podem ser utilizados também como genes
marcadores, com a vantagem de nao serem destrutivos, e servirem para a

selecao visual de calos transgénicos (Klein et al., 1989; Roth ef al., 1991).

3.3.5. Vetores utilizados para a Transformag&o

Um plasmideo utilizado para a transformagdo direta de milho é
constituido por um ou mais conjuntos de genes, incluindo um gene seletivo, um
gene marcador e/ou um gene de interesse. Cada conjunto possui, pelo menos,
um promotor, o0 gene a ser expresso € uma seqliéncia sinal de poliadenilagao. O
conjunto pode conter ainda outros elementos reguladores além do promotor,
como introns, seqiéncias de ligagdo a ribossomos e sinais para transito
intercelular da proteina imatura. Estes elementos adicionais podem aumentar
significativamente a expressdo de um determinado gene (Lazzery & Shewry,
1993).

Para que a selecdo seja eficiente € necessario que a expressao dos
genes seletivo e marcador ocorra em niveis elevados. Isso pode ser conseguido
através do uso de um promotor constitutivo adequado (Wilmink & Dons, 1993).
Entretanto, a expressao destes genes ndo depende apenas da forga do
promotor, mas também do numero de copias inseridas e da posi¢ao de insergéo
no genoma. O uso de seqiiéncias de DNA chamadas SAR, caracterizadas por
ligarem-se a matriz protéica do nucleo, reduz o efeito de posi¢éo e do numero
de copias na expressao dos transgénes (Grosveld et al., 1987). Como exemplo,
o uso da sequéncia SAR ARS-1 de levedura aumentou em mais de 20 vezes a
expressao estavel de GUS em plantas transgénicas de tabaco (Allen et al,
1993).
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O promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (Guilley et al., 1982),
embora bastante utilizado em dicotiledéneas para a produgdo de plantas
transgénicas, é relativamente fraco em monocotiledéneas (Hauptmann et al.,
1988). Algumas seqiiéncias tem demonstrado alta eficiéncia para a expresséao
de genes em monocotiledoneas e obtencdo de transformantes. As principais
seqliéncias promotoras utilizadas séo: (i) Os promotores do gene da alcool
desidrogenase 1(adh?) de milho, do gene da actina 1 (act?) de arroz, do gene
da ubiquitina (ubif) de milho, junto com os respectivos introns Adh1, Act1 e
Ubi1, (ii) o promotor recombinado pEmu, e (iii) a duplicagdo do promotor 35S
(Vasil, 1994).

A caracterizacao e analise funcional de promotores tecido-especifico &
importante para a construgdo de cassetes que promovam a expresséao tecido-
especifica dos genes introduzidos. Estes promotores sdo importantes para a
expressdo de proteinas em sitios especificos, como o endosperma para a
expressio de proteinas de reserva (Morrish et al., 1993). O uso de introns tem
demonstrado aumentos de 2 a 1000 no nivel de mRNA e proteina em tecidos
transformados. O fenébmeno nédo é bem conhecido, porém especula-se que os

introns aumentem a estabilidade dos pré-mRNAs (Luehersen, 1994).

3.3.6. Identificagdo do Transgene

Existem varios métodos para se comprovar a integragdo do gene
transferido no genoma da planta. Os dados devem ser moleculares, genéticos e
fenotipicos e nenhuma analise isolada pode ser aceita como prova definitiva da

transgénese (Potrykus, 1991).

Os métodos moleculares incluem a analise por PCR (Chee et al., 1991), o
“Southern blotting” (Potrykus, 1991) e o “Dot blotting” (Morrisch et al., 1993). O

PCR e “Dot Blotting” permitem a andlise rapida de muitas plantas, mas nao
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demonstram a integracédo do gene de interesse no genoma, o que sé é possivel
com “Southern blotting” (Morrisch et al., 1993).

As analises fenotipicas incluem todos os testes que podem ser realizados
com os genes seletivo, marcador e de interesse (Chee et al., 1991). Para o gene
uidA por exemplo, ensaios fluorométricos e histoquimicos podem ser realizados
com amostras das plantas regeneradas (Jefferson, 1987). Os genes bar e pat
por sua vez, permitem verificar a atividade direta do gene pulverizando-se a
planta regenerada com os herbicidas Herbiace® ou Basta® (Gordon-Kamm et al.,
1990). As atividades de bar e pat podem ser demonstradas ainda atraves de
ensaios de acetilagio do PPT in vitro, utilizando-se extratos protéicos
preparados a partir de pequenas porgoes das plantas regeneradas (Spencer et
al., 1990). Alternativamente a atividade de PAT pode ser demonstrada
cultivando-se amostras de folha em meio de cultura contendo o indicador de pH

vermelho de clorofenol (Kramer ef al., 1993; Wright et al 1994).

Finalmente, a segregacdo das caracteristicas conferidas pelo transgene,
em cruzamentos de plantas transgénicas com nao transformadas, devera
resultar em padrdes mendelianos de heranga, o que confirma em definitivo a

integragéo e funcionalidade dos genes introduzidos (Morrish et al., 1993).
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4. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo identificar os pontos criticos para a
obtengdo de plantas transgénicas de milho, linhagem CAT-100-6, através do
bombardeamento com microparticulas de embrides zigéticos imaturos ou calos

embriogénicos tipo I.

Abordagem:

Para atingir o objetivo proposto foram estudados os seguintes

parametros:

- Condi¢des de cultura de tecidos para obtengdo de calos com alta

qualidade para produgédo de embriogénese somatica e regeneragao.

- Localizacdo das células responsaveis pela origem dos embrides

somaticos no escutelo de embrides imaturos.

- Condigdes de bombardeamento, como: Tamanho da microparticula,
pressdo de disparo, distdncia do alvo e efeito destes fatores nos danos

causados pelo bombardeamento.

- Efeito de agentes osméticos adicionados ao meio de cultura nos danos

causados pelo bombardeamento.

- Efeito do nimero de ciclos seletivos e da pressao de selegdo na

obtencao de calos transgénicos.
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5. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.1. Material vegetal

Plantas das linhagens homozigéticas CAT-100-6, CAT-100-1 (Prioli,
1987), Hill-A, Hill-B (Armstrong et al., 1991) e dos cruzamentos Hill-A x Hill-B e
(Hill-A x Hill-B) x CAT-100-6 foram obtidas em condigbes de campo, na area
experimental do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética -
UNICAMP. As linhagens foram mantidas por autofecundagdo ou cruzamentos

entre plantas da mesma linhagem.

5.2. Cultura de tecidos

Espigas foram coletadas entre 11 e 15 dias ap6s a polinizagao,
desinfestadas superficiaimente durante 15 minutos com alcool comercial 70%,
30 minutos em solugdo comercial de hipoclorito de sédio 0.75% contendo
algumas gotas de Tween 20® e enxaguadas duas vezes com agua destilada

estéril.

Sob condigbes assépticas, embrides imaturos, medindo entre 0.75 a 1.5
mm de comprimento, foram retirados das sementes com auxilio de bisturi e
estilete de ponta arredondada. Os embrides foram inoculados em placas de petri
contendo 20 a 25 ml de meio de indugédo de calos, com o eixo embrionario em
contato com o meio de cultura. O meio de cultura variou de acordo com o
experimento e o material genético. Nos experimentos preliminares com as
linhagens Cat-100-6 e CAT-100-1, utilizou-se o meio de indugado e manutengao
de calos CM1 (Prioli, 1987; Tabela 1). Para aumentar a frequéncia de
embriogénese somatica da linhagem CAT-100-6, foi formulado o meio de
indugao e manutengdo ML1 (Tabela 1). Para os cruzamentos Hi-ll A x Hi-ll B e
(Hi-Il A x Hi-ll B) x CAT-100-6 foi utilizado o meio N6 1-100-25-Ag (Songstad et

al., 1992; Tabela 1). As culturas foram mantidas no escuro a temperatura de
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Tabela 1 - Composigéo dos meios de cultura utilizados:

Meio de cultura

Componente cMm1? ML1° N6 1-100-25-Ag° RM2* RM?
Sais* N6 N6 N6 MS MS
Glicina 2 mg/l 2 mg/l 2 mg/l - -

Mio inositol 100 mg/l 100 mg/l - 100 mg/i  100mg/|
Tiamina 5 mg/l 0.1 mg/l 1 mg/l 5 mg/l 5 mg/i
Nicotinamida 1 mg/l 0.2 mg/l 0.5 mg/l 1 mg/i 1 mg/l
Piridixina 1.5 mg/l 0.2 mg/l 0.5 mg/l 1.5 mg/l 1.5 mg/l
Colina - 0.1 mg/l 0.1 mg/l - -
Riboflavina - 50 ug/l 50 pg/t - -
Biotina - 0.1 mg/l 0.1 mg/l - -
Acido félico - 50 pg/l 50 pg/l - -
Pantotenato - 0.1 mg/l 0.1 mg/l - -
Cianocobalamina - 0.15 pg/l 0.15ugh - -
Acido aminobenzéico - 50 pg/l 50 pg/l - -
L-Prolina - 690 mg/l 294l - -
Caseina hidrolisada - 100 mg/l 100 mg/l - -
Nitrato de prata - 10 mg/! 1.7mg/l® - -
Cloreto de Magnésio - 650 mg/| - - -
2,4-D 2.2 mg/l 2.2 mg/l 1.0 mg/l 0.25mg/l -

BAP - - - 5 mgl/l -
Sacarose 30 g/l 20 g/l 20 g/l 30 g/l 30 g/l
Gelrite® 3g/ 3g/ 3g/l 249/ 2.4 g/l
pH' 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8

*Meio formulado por Prioli (1987). "Meio formulado neste trabalho a partir de Trigiano et al. (1992)

e Vain et al. (1989a), contendo as vitaminas de Horn et al. (1983).°Meio formulado por Songstad

et al. (1991). YFormulagio basica de sais: N6 - Chu et al. (1975); MS - Murashigue & Skoog,

(1962). °Filtroesterelizado e adicionado ao meio de cultura apés autoclavagem a 121°C por 20

minutos. 'pH ajustado com KOH 2 M. ®Adicionado ap6s o ajuste do pH.
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25+1°C. Subculturas foram realizadas entre 10 e 20 dias, dependendo do

crescimento dos calos.

5.2.1. Embriogénese somatica em calos derivados das linhagens CAT-100-6 e
CAT-100-1

Para verificar a ocorréncia de possiveis diferengcas qualitativas na
resposta & indugdo de embriogénese somatica, foram inoculados
aproximadamente 800 embrides imaturos das linhagens CAT-100-1 e CAT-100-
6 em meio CM1. A resposta foi avaliada visualmente entre 5 e 30 dias ap6s o
in6culo para a produgdo de calo embriogénico tipo I, caldides e calo

mucilaginoso (Prioli,1987).

5.2.2. Efeito dos meios CM1 e ML1 na qualidade das culturas derivadas da
linhagem CAT-100-6

Cerca de 60 embrides imaturos foram inoculados em cada meio de
cultura. A qualidade dos calos foi avaliada entre 5 e 30 dias apds o inéculo.
Como medida da qualidade da cultura os calos foram classificados em “nao
desenvolvido” quando nao ocorreu embriogénese e/ou houve a formagao de
caléides ou de culturas mucilaginosas, “desenvolvido” quando o numero de
embrides somaticos foi normal e “excelente” quando ocorreu desenvolvimento
de nimero superior de embrides somaticos por escutelo em relagdo a classe

“desenvolvido”.

5.2.3. Efeito dos meios N6 1-100-25-Ag e ML1 na qualidade das culturas
derivadas das linhagens CAT-100-6 e os hibridos Hill-A x Hill-B e (Hill-A x Hill-
B) x CAT-100-6

34



Foram inoculados aproximadamente 350 embrides Hill-A x Hill-B em
meio N6 1-100-25-Ag, 100 embrides (Hill-A x Hill-B) x CAT-100-6 nos meios N6
1-100-25-Ag e ML1 e 50 embrides CAT-100-6 nos meios N6 1-100-25-Ag e
ML1. A qualidade das culturas foi avaliada visualmente entre 5 e 30 dias apés o

in6culo em termos de produgao de calos tipo | e calos tipo Il.

5.3. Origem da embriogénese somatica em tecido escutelar de embribes

imaturos da linhagem CAT-100-6

Apesar da existéncia de controvérsia a respeito da origem celular da
embriogénese somatica em cereais, alguns autores indicam que, em milho,
estas células localizam-se em camadas sub-epidérmicas do escutelo (Vasil et
al., 1985; Fransz & Schel, 1987, 1990a, 1990b). Um estudo foi conduzido para
responder esta questdo na linhagem CAT-100-6. Para este estudo, coletou-se
amostras de embrides inoculados em meio CM1 de 1 a 14 dias apds o inéculo.
Os embrides foram fixados, >seccionados e corados com safranina e Fast Green,

e analisados sob microscépio optico.

5.4. Microscopia

A coloragdo dos embrides em cultura foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Schneider (1981). Os tecidos foram fixados em solugéao
aquosa de etanol 50% (v/v) contendo 5% (v/v) de acido acético e 3.7% (v/v) de
formaldeido por 3 a 4 hs. Em seguida o material foi desidratado pela passagem
em uma série de solugbes de etanol (60, 70, 85, 95 e 2 x 100%). Os tecidos
foram incubados por 30 minutos em cada solugdo. As amostras foram entao
clareadas pela passagem em uma série de solugdes de etanol/xileno (75/25,
50/50, 25/75 e 0/100). Novamente, os tecidos foram incubados por 30 minutos
em cada solugdo. Em seguida o tecido foi infitrado com Paraplast®+. As

amostras foram montadas em blocos de madeira e seccionadas em micrétomo,
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efetuando-se cortes de 10 um de espessura. As fitas de Paraplast®+ contendo
os cortes foram fragmentadas em pedacgos de aproximadamente 1.5 cm. Estes
fragmentos foram mergulhados em banho a 42°C e coletados em laminas
tratadas com poli-L-lisina. As laminas foram desparafinadas pela passagem em
uma série de solugdes de etanol/xileno (0/100, 15/85, 30/70, 50/50, 70/30,
85/15, 5/95 e 0/10), a temperatura ambiente, por 10 minutos em cada solugao.
Em seguida, as laminas foram hidratadas em série de solugdes de etanol/agua
destilada (100/0, 95/5, 85/15, 70/30, 50/50, 30/70, 15/85, 0/100 e 0/100), por 10

minutos para cada solugao.

A coloragéo foi realizada incubando-se as laminas em solugéo aquosa de
acido tanico a 1% por 30 segundos, seguida de 3 lavagens em agua destilada,
por 2 minutos cada uma. As laminas foram transferidas para solugdo de cloreto
férrico a 3%, seguida de 3 lavagens em agua destilada por 2 minutos cada. As
laminas foram transferidas, em série alcodlica (0/100, 15/85, 30/70 e 50/50) até
a concentracdo de 50% de etanol. Cada lamina foi mergulhada lenta e
repetidamente por 30 vezes em cada solugéo de etanol. Em seguida, as laminas
foram coloridas por 30 minutos em safranina a 1% em etanol 50%. Apés a
coloragédo, o material foi lavado rapidamente em etanol 70% acidulado (1 gota
de HCI 50% em 100 ml de etanol 70) e, transferido em série alcodlica de etanol
(70/30, 95/5, 100/0) até a concentragdo de 100%. Novamente, cada ldmina foi
mergulhada lenta e repetidamente por 30 vezes em cada solugdo de etanol. Em
seguida, foi realizada a coloragdo com “Fast Green FCF". Este corante foi
preparado dissolvendo-se 0.2 g de “Fast Green FCF” em 100 ml de dleo de
cravo e diluindo-se em 100 ml de solugdo 4/6 de etanol e xileno. As ladminas
foram coloridas em 200 ml de etanol/xileno 50/50 com 10 ml do corante
concentrado. Para esta coloragdo cada lamina foi mergulhada lenta e
repetidamente por 20 a 25 vezes. Apds a coloragdo com “Fast Green”, as
laminas foram transferidas para xileno 100% e montadas em Permount® com o

auxilio de laminula. As laminas foram observadas em microscépio invertido ICM
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405 (Karl Zeiss) e espécimes representativos fotomicrografados, com filme
Kodak Gold Plus 100 e Kodak Ektrchrome 160T para fotos e diapositivos,

respectivamente, de acordo com as instrugdes do fabricante.

5.5. Ensaio histoquimico de GUS

A atividade de GUS foi analisada histoquimicamente de acordo com a
metodologia descrita por Jefferson (1987). Amostras de tecidos foram incubadas
com uma solugao contendo 10 mg de X-gluc dissolvido em 100 pl de DMSO e
diluido em 40 ml de tampao fosfato de sédio 50 mM pH 7.0, contendo 10 mM de
B-mercaptoetanol, 10 mM de Na,EDTA pH 8.0, 0.1% de sarcosyl, 0.1% de Triton

X-100, 5 mM de ferrocianato de potassio e 5 mM de ferricianato de potassio. Em
alguns experimentos foi adicionado de 20 a 25% de metanol a solugdo de
revelagdo da atividade de GUS, para inibir a degradagao endégena de X-gluc

nos tecidos analisados (Kosugi et al., 1990; Li et al., 1993).

5.6. Ensaio da atividade de PAT

Sementes da linhagem CAT-100-6 foram desinfestadas com
alcool/hipoclorito de sédio e germinadas assepticamente em papel de
germinacao. Dois dias apdés a germinagao, os coledptilos foram utilizados para
experimentos de expressao transitéria através do bombardeamento com
microparticulas. Foram utilizados no bombardeamento os plasmideos
pBARGUS, pACTBARGUS e ACT1-F (Fig. 1). Foi realizado um experimento
com 9 repeticdes por plasmideo, sendo que cada repeticdo constou de 9
coleoptilos inoculados em placa de petri contendo meio CM1. Os coleédptilos
foram bombardeados com microparticulas de ouro de 1-3 um de @, a uma
pressdo de 1200 psi e a 9 cm entre o alvo e o disco de ruptura. Quarenta e oito
horas apés o bombardeamento, 100 mg de tecido foi macerado em 100 pl de
tampao de extragao, constituido de 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 2 mM EDTA, 0.15
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mg/l leupeptidina, 0.15 mg/l PMSF, 0.3 mg/l BSA, 0.3 mg/l DTT. O extrato foi
centrifugado por 7 minutos a 10.000g, e o sobrenadante transferido para um
novo tubo eppendorf®. O ensaio para a atividade de PAT foi realizado em uma
mistura contendo 20 pl do sobrenadante, 2 ul de Basta™ 10% em tampao de
extracio e 3 pul de [1-14C]-Acetil-Coenzima A a 2 mM (58.1 mCi/mmol). Todos os
procedimentos foram conduzidos no gelo. A reagéao foi incubada por 30 minutos
a 37°C. Apos o término da reagéo, 5 pl foram plotados em placa de silica gel e a
mistura resolvida em cromatografia liquida ascendente por 4 a 7 horas, em 150

mi de uma solugdo contendo 1-propanol : NH,OH (25% NH3) 3:2 (viv). A

concentracdo de proteina do sobrenadante foi determinada através do método
de Bradford (1976), empregando-se o kit Bio-Rad Protein Assay. Ap6s a corrida,
a placa foi secada e autoradiografada em filme Hyperfim™-MP. A intensidade
relativa das bandas correspondentes ao PPT acetilado foi resolvida em um
densitometro a laser. A intensidade relativa das bandas e a concentragao de
proteina foram utilizadas para determinar a atividade especifica de PAT em

pmoles de PPT acetilado/ug proteina/hora.

5.7. Plasmideos utilizados

pACT1-F - Plasmideo que possui o gene uidA, que codifica a enzima p-
glucoronidase (Jefferson, 1987), sob o controle do promotor constitutivo do gene
da actina 1 (Act 1) de arroz (McElroy et al., 1990) e da seqiéncia de
poliadenilagdo da nopalina sintetase (3' NOS) do plasmideo pTiC58 de
Agrobacterium tumefasciens (Fraley et al., 1983). O gene Act1 codifica um
transcrito encontrado com relativa abundancia em todos os tecidos e estagios
de desenvolvimento de arroz, e pode ser empregado como promotor constitutivo
forte para expressao do gene marcador uidA (McElroy et al., 1990). O plasmideo

pACT1-F (Figura 1-A) foi utilizado em experimentos de otimizagdo dos
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parametros de bombardeamento em embrides imaturos e culturas

embriogénicas de milho.

pBARGUS - Plasmideo construido por Fromm et al., (1990), possui o
gene bar sob o controle do promotor do gene 35S do virus do mosaico da
couve-flor, seguido do intron 1 do gene da alcool desidrogenase 1 (Adh7) de
milho. O plasmideo possui ainda o gene uidA sob o controle do promotor e do
intron 1 do gene Adh1. Ambos os cassetes possuem a seqiéncia terminadoura
3’ NOS de Agrobacterium tumefasciens (Fraley et al., 1983). O gene bar codifica
a enzima fosfinotricina acetil transferase (PAT) (Thompson et al., 1987) que
inativa o PPT por acetilagdo. Este plasmideo (Figura 1-B), foi utilizado para
testar a funcionalidade e comparar as atividades dos genes bar e uidA do
plasmideo pACTBARGUS.

pACTBARGUS - Plasmideo construido em nosso laboratério pelo
estudante Luciano Arturo Glavina (dados nao publicados), a partir dos
plasmideos pBI221, pUNI1 e pACT1-F (McElroy et al., 1990). Possui os genes
bar e uidA sob o controle do promotor do gene Act? de arroz e da seqiéncia
terminadoura 3' NOS de Agrobacterium tumefasciens (Fraley et al., 1983). Este
plasmideo (Figura 1-C) foi utilizado como fonte dos genes seletivo (bar) e

marcador (uidA) nos experimentos de transformacao estavel.

pyYKAF - Possui o gene integral da y—kaﬂrina, que codifica a y—prolamina
de 28 kDa de sorgo (Freitas et al., 1994). Devido ao produto do gene da y-
kafirina, ser diferencavel em gel de SDS-PAGE das y-zeinas de 16 e 27 kDa
(Freitas, 1993), este plasmideo (Figura 1-D) foi utilizado para estudar possiveis

eventos de co-transformagao e produgao da proteina em um sistema homaélogo.

pPKDHDPS - Possui o gene dapA de Escherichia coli que codifica a
enzima dihidrodipicolinato sintase (DHDPS)(Richaud et al., 1986). Este
plasmideo foi utilizado para estudar o envolvimento da DHDPS na

sintese/degradacdo de lisina em sementes de milho. O gene dapA foi
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Figura 1 - Representagdo esquematica das construgbes utilizadas neste

trabalho.

(A) pACT1-F - Contém o gene uidA (GUS) mais o sinal poli(A) 3' NOS sob o controle do promotor
da Actina 1 e intron 1 da Actina 1 de arroz (McEiroy et al. 1990).

(B) pBARGUS - Contém o gene uidA (GUS) mais o sinal poli(A) 3' NOS sob o controle do
promotor da Adh 1 e intron 1 da Adh 1 de milho e o gene bar mais o sinal poli(A) 3' NOS sob o
controle do promotor 35S e intron 1 da Adh 1 de milho (Fromm et al. 1990).

(C) pACTBARGUS - Contém o gene uidA (GUS) mais o sinal poli(A) 3' NOS sob o controle do
promotor da Actina 1 e intron 1 da Actina 1 de arroz e o gene bar mais o sinal poli(A) 3' NOS sob
o controle do promotor da Actina 1 e intron 1 da Actina 1 de arroz (Luciano A. Glavina, dados nao
publicados).

(D) pYKAF - Contém o gene estrutural da y-kafirina de sorgo (Fernando A. Freitas, dados nao
publicados).

(E) pPKDHDPS - Contém a sequéncia Q de atracamento de ribossomos, o gene codificador para
a enzima DHDPS mais o sian! poli(A) 3' OCS sob o controle do promotor da y-kafirina de sorgo

(Germano Cord Neto, dados nao publicados).
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posicionado sob o controle do promotor do gene da y-kafirina (Freitas et al.,
1994) e sobre a seqliéncia terminadoura 3' NOS de Agrobacterium tumefasciens
(Fraley et al., 1983). O plasmideo possui ainda a seqliéncia Q correspondente a
um peptidio sinal direcional para proteina para cloroplastos (Gallie et al., 1989).
Esse plasmideo (Figura 1-E) foi construido em nosso laboratério por Germano
Cord Neto (dados nao publicados) a partir do plasmideo pGA492 (Shaul e Galili,
1992) e pyKAF (Freitas et al., 1994).

Os plasmideos foram amplificados em E. coli DH5a, isolados por lise
alcalina e purificados em gradiente de centrifugagdo de cloreto de césio e
brometo de etideo (Sambrook et al., 1989). O DNA purificado foi ressuspendido
na concentragdo de 1 mg/ml em tampao TE (1 mM Tris HCI pH 8.0; 0,1 mM
Na,EDTA) e armazenado a -20°C.

5.8. Bombardeamento

5.8.1. Preparo das microparticulas

Sessenta mg de microparticulas de ouro de 1.0, 1.6 ou 1-3 um de
diametro foram colocadas em tubo de microcentrifuga, lavadas vigorosamente
com 1 ml de etanol 70% e deixadas em repouso por 15 minutos. As
microparticulas foram centrifugadas por 10 segundos em microcentrifuga de
mesa e, o sobrenadante descartado sob condigoes assépticas. O pellet foi
lavado 3 vezes com 1 ml de agua milli-Q estérii e as microparticulas

ressuspendidas em 1 ml de glicerol 50% estéril.

5.8.2. Co-precipitagdo de DNA com microparticulas

Todas as solugdes foram filtro-esterilizadas e as manipulacdes realizadas

em condicdes assépticas. O DNA plasmideal foi co-precipitado com as
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microparticulas adicionando-se sequencialmente a um tubo de microcentrifuga
estéril, 5 pl de DNA (1 ug/ul), 50 pl de microparticulas recém-preparadas, 50 pl
de CaCl, (2.5 M, estéril) e 20 ul de espermidina (0.1 M). O tubo foi agitado por

10 minutos, centrifugado por 10 segundos a 10.000 g e o sobrenadante
eliminado. As microparticulas foram lavadas com 140 pl de etanol 70% seguida
de 140 pi de etanol absoluto e ressuspendidas em 50 ul de etanol absoluto. Em
seguida, efetuou-se 3 sonicagens de 3 segundos alternadas com agitagao
vigorosa. Aliquotas de 5 pl da suspensdo de microparticulas/DNA, foram
distribuidas por tela de ago inoxidavel (1.6 cm de @, 20 fios por cm e 0.1 mm de
@ de fio) ou membrana Kapton® (DuPont), conforme o experimento. As telas (ou
membranas) foram secas sob vacuo e armazenadas em dessecador contendo

silica gel até o bombardeamento.

5.8.3. Disparo

O bombardeamento foi efetuado com um acelerador de microparticulas
construido em nosso laboratério por Marcio José da Silva (dados néo
publicados), de acordo com Sanford et al., (1991). Antes dos disparos a camara
e os componentes do acelerador foram desinfestados com alcool 70%. As telas
de ago inoxidavel foram esterilizadas a 121°C por 15 minutos e as membranas
Kapton® desinfestadas em isopropanol. Para efetuar o bombardeamento um ou
mais discos de ruptura (membrana Kapton®), de acordo com a pressao
desejada, foram fixados na ponta da camara de Hélio com porca de fixagao
(Figura 2-A). O dispositivo de disparo foi montado de duas formas. No método
tradicional (Kikkert, 1993), uma tela de ago inoxidavel foi disposta no dispositivo
de disparo sob a membrana Kapton® contendo as microparticulas dispersas em
sua face inferior (Figura 2-B). No método GE (‘Gas entrainment’), as
microparticulas foram dispensadas diretamente na tela de ago inoxidavel (Figura

2-C). Apbés a montagem completa, o dispositivo de disparo foi posicionado na
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camara de disparo. Uma placa de petri, com o tecido-alvo disposto na regiao
central, foi posicionado na cadmara de disparo a uma distancia da ponta da

camara de Hélio selecionada de acordo com o experimento (Figura 2-A).

Para efetuar-se o disparo foi aplicado vacuo de 25 pol.Hg na camara de
disparo e a uma pressdo selecionada de acordo com o experimento. A
membrana de ruptura estoura quando a pressao de Hélio atinge presséo critica
de resisténcia da mesma, liberando uma onda de gas. No método tradicional, a
onda de gas impulsiona a membrana Kapton® com as microparticulas para
baixo, até que esta seja retida pela tela de ago inoxidavel, permitindo que
somente as microparticulas continuem em alta velocidade para penetrar nos
tecidos alvo posicionados logo abaixo (Figuras 2-A e 2-B). No método GE as
microparticulas, precipitadas diretamente na tela de aco inoxidavel, sao

aceleradas a alta velocidade diretamente pela onda de gas (Figuras 2-A e 2-C).
5.9. Otimizagédo dos pardmetros de bombardeamento

5.9.1. Comparagéao entre os métodos GE e Kapton®

O acelerador de microparticulas tipo PDS/1000-He permite o
bombardeamento através da aceleragdo indireta das microparticulas
precipitadas em uma membrana Kapton®, ou a aceleragao direta, quando as
microparticulas sd@o colocadas em uma tela de ago inoxidavel (Figuras 2-B e 2-
C). Estas duas formas de aceleragdo foram testadas quanto a eficiéncia de
transformacéo transiente, danos causados no bombardeamento e penetragcao
no tecido escutelar. Para isso foram realizadas 5 repeti¢cées para cada tipo de
bombardeamento. Cada repetigdo constou de 1 placa de petri contendo 10
embrides imaturos dois dias ap6s a inoculagdo em meio CM1. As placas foram
bombardeadas 1 vez com microparticulas co-precipitadas com DNA do

plasmideo pACT1-F. O bombardeamento foi efetuado com microparticulas de
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1.6 um de J, 1200 psi de pressédo de gas Hélio e 9 cm de distancia entre o

disco de ruptura e o alvo.

A eficiéncia de transformacgao transiente foi monitorada através da analise
histoquimica da atividade de GUS, 24 hs apés o bombardeamento. Os danos
causados pelo bombardeamento e a profundidade de penetragao das
microparticulas foram avaliadas através de cortes histolégicos do tecido
escutelar. A profundidade de penetragdo das microparticulas foi convertida em
indice de penetragao que corresponde a soma dos produtos entre o percentual
de células expressando GUS por camada celular por um numero que duplica a
cada camada celular e que € igual a 0.5 para a primeira camada celular. Este
indice tem como objetivo, diferenciar os tratamentos com métodos estatisticos e
identificar facilmente os tratamentos mais eficientes quanto a profundidade de

penetragao.

5.9.2. Estudo das condigbes adequadas de bombardeamento

Para cada espécie de planta e tecido a ser transformado & necessario
alterar a velocidade das microparticulas para se obter taxas otimas de
transformacao, as quais dependem da resisténcia da parede celular e do
nimero de camadas celulares a penetrar (Birch & Franks, 1991). Embora ocorra
variagdes consideraveis entre disparos consecutivos, a velocidade de impacto
das microparticulas no tecido-alvo pode ser controlada alterando-se a forca de
aceleracdo, o vacuo na camara de disparo, a distancia percorrida pelas
microparticulas e o tamanho e composicao das microparticulas (Birch & Franks,
1991).

As taxas 6timas de transformacdo foram estudadas através de um
experimento muiltifatorial utilizando-se dois niveis de pressao de gas Hélio (1200
e 1800 psi de Hélio), microparticulas de ouro de 1.0; 1.6 e de 1-3 um de D e

distancia entre o disco de ruptura e o alvo de 6 e 9 cm. Foram realizadas 2
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repeticbes para cada tratamento, sendo que cada repeti¢gdo constou de 1 placa
de petri com 10 embrides imaturos, dois dias apés o inéculo em meio CM1,
bombardeadas 1 vez com DNA do plasmideo pACT1-F. A eficiéncia de
transformacao transiente foi avaliada através da andlise histoquimica da
atividade de GUS, 24 hs apés o bombardeamento. Os danos causados pelo
bombardeamento e o indice de penetragdo do tecido escutelar foram avaliados

através de cortes histologicos.

5.10. Estabilizagdo osmética dos tecidos

O uso de agentes que aumentam a osmolaridade do meio de cultura
permite o aumento da eficiéncia de transformagéao transiente e estavel. Um meio
com alta osmolaridade causa plasmolise nas células, prevenindo a extrusdo do
seu contetido intracelular durante a penetragao da microparticula. Desta forma
ela permite maior sobrevivéncia das células devido a redugdo dos danos
causados pelo bombardeamento. Estes beneficios levam a um aumento no
nimero de transformantes transientes e estaveis (Russell et al., 1992; Vain et
al., 1993).

O efeito de agentes osmoticos foi estudado através da adigdo de
concentracdes crescentes de manitol (0; 0.05; 0.1; 0.2; 0.4 e 0.8 M) no meio de
cultura. Adicionalmente, estudou-se o efeito do agente osmotico em
bombardeamentos realizados com microparticulas de 1.6 e de 1-3 um de @.
Cada tratamento constou de 3 repetigdes para as microparticulas de 1.6 pm de
@, e de 6 repeticdes para as microparticulas de 1-3 um de @. Cada repeticao
constou de 1 placa de petri com 10 embrides imaturos dois dias apés o inéculo
em meio CM1, bombardeadas 1 vez com DNA do plasmideo pACT1-F. O
experimento foi avaliado quanto a eficiéncia de transformagéo transiente,

através de analise histoquimica da atividade de GUS, 36 hs apdés o
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bombardeamento. Os danos causados pelo bombardeamento e o indice de

penetragao no tecido escutelar foram avaliados através de cortes histolégicos.

5.11. Inibigdo do Crescimento de calos pela Fosfinotricina

Um dos passos criticos na obtencdo de plantas transgénicas € o método
seletivo utilizado, sendo a concentragdo do agente inibidor empregado, um dos
aspectos mais importantes. No caso da fosfinotricina, a concentragcao
geralmente utilizada gira em torno de 5,0 mg/l (Fromm et al., 1990). Porém
neste trabalho, foi necessario realizar um experimento para demonstrar o nivel
de inibicao do herbicida no desenvolvimento de calos embriogénicos da
linhagem CAT-100-6, devido a possibilidade de diferengas no nivel de

resisténcia entre diferentes linhagens de milho.

Para isso foi realizado um experimento com 4 repeti¢cdes por tratamento,
onde adicionou-se 6 concentragdes, 0, 0.5, 1, 2, 4, e 8 mg/l de fosfinotricina.
Cada repeticao constou de 15 embrides imaturos inoculados por placa de petri
em meio CM1. O experimento foi avaliado visualmente, e através de peso seco
apos 16 dias de cultura. O peso seco foi obtido deixando-se os tecidos em
estufa a 80°C por 4 dias. A curva de inibigdo foi realizada através da taxa de

crescimento relativa, obtida através da seguinte formula:
TCR=(LnP,-LnPy)/(t,-t;) ; onde:

P, = Peso inicial; P, = Peso final; t, = Tempo inicial e t, = Tempo final.

5.12. Inibigdo do crescimento pelo Manitol

A alta osmolaridade do meio de cultura inibe o crescimento de células em
cultura (Sanford et al., 1993). Deste modo o uso de agentes osméticos, como
por exemplo o manitol, em concentragdes reduzidas pode reduzir o crescimento

de todas as células em cultura, transformadas ou ndo. Porém Sanford et al.
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(1993) observaram que células transformadas crescem mais rapidamente

nestas condigbes, favorecendo o processo de selegéo.

Com o objetivo de identificar o nivel de inibicdo ideal, sem prejudicar a
qualidade da cultura, foi realizado um experimento adicionando-se 0; 0.1; 0.2;
0.4 e 0.8 M de manitol no meio de cultura. Foram realizados 4 repetigdes por
tratamento, sendo que cada repetigdo constou de 10 embrides com 10 dias de
cultura em meio ML1. A cada 14 dias os calos foram pesados e repicados em
meio novo, até 52 dias apés o indculo. A avaliagdo foi realizada através da
estimativa do peso fresco e da andlise visual da qualidade da cultura obtida. a

curva de inibicao foi realizada com dados de TCR.

5.13. Transformagé&o estavel

Com as condigdes de cultura de tecidos, bombardeamento, estabilizagao
osmoética e selegido otimizadas, realizou-se experimentos visando a obtengéo de

transformacgao estavel de células e plantas.

Embrides da linhagem CAT-100-6 foram inoculados em meio ML1 e
bombardeados entre 2 e 10 dias apés o indculo. Por¢gdes dos calos medindo
aproximadamente 3 mm de didmetro, foram repicadas na parte central de placas
de petri contendo meio ML1, suplementado com 0.5 M de manitol, 5 a 6 horas
antes do bombardeamento. As culturas bombardeadas foram repicadas 18 a 24
horas ap6s o bombardeamento e posteriormente em intervalos de 10 a 14 dias
para meio novo contendo concentragdes crescentes do agente seletivo ou
mantido na mesma concentragdo. A cada repique somente os tecidos que
demonstraram algum crescimento foram repicados com auxilio de pinga de
ponta fina. O tecido restante e amostras do tecido repicado foram revelados

para a atividade de GUS.
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5.14. Regeneragéo

Apés varios ciclos de selegao foi iniciado o processo de regeneragéo. O
primeiro ciclo regenerativo foi desenvolvido em meio RM2 (Tabela 1) com e sem
3 mg/l de PPT, em fotoperiodo de 16 horas de luz e temperatura de 27 £1°C. Os
demais ciclos regenerativos foram desenvolvidos em meio RM1 (Tabela 1) sem
PPT. Os calos com crescimento e regeneragio mais vigorosos foram repicados
para frascos de 7 cm de altura e 5 cm de @, contendo 25 ml de meio RM1 sem
PPT. As plantas regeneradas foram repicadas individualmente, quando possivel,
em frascos de 12 cm de altura e 6.5 cm de @, contendo 50 ml de meio RM1.
Neste passo, foram retiradas amostras de folha e raiz de cada planta para
analise da expressdao de GUS. Quando as plantas atingiram o topo do frasco,
foram transferidas para copos plasticos de 500 ml, contendo vermiculita
esterilizada. As plantas foram acondicionadas em caixa de plastico medindo 60
x 40 x 24 cm e, a caixa coberta com fime de PVC. As plantas foram
gradualmente aclimatadas as condigbes de umidade da sala de crescimento
através da abertura gradual do filme de PVC sobre a caixa de plastico. Apos
este passo as plantas foram aclimatadas a condigao de sol pleno através do uso
de sombrite 50%. Novamente este processo foi gradual e demorou em torno de
5 - 7 dias. Apos este periodo de aclimatagdo, as plantas foram transferidas,
individualmente ou em grupo de no maximo 3 plantas, para local definitivo. As
plantas férteis resultantes foram autofecundadas ou cruzadas entre si ou com
plantas CAT-100-6 para permitir a obtengdo de sementes para analises

posteriores.

5.15. Resisténcia ao herbicida Basta™

Este ensaio foi realizado para identificar rapidamente possiveis plantulas
transgénicas oriundas das sementes obtidas das plantas regeneradas. A

concentracao do herbicida necessaria para matar plantulas controle da linhagem
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CAT-100-6, foi determinada através da aplicagédo de 0; 0.2; 0.5; 1.0 e 2.0% de
Basta™ em agua com algumas gotas de Tween 20®. Foram realizadas 4
repeticdes por tratamento. Cada repeticdo constou de 5 sementes semeadas
em copo plastico de 500 ml, mantidos sob sombrite. As pléantulas foram
pulverizadas no estagio de 3 a 4 folhas abertas. O experimento foi avaliado para

a resisténcia entre 7 e 14 dias apés a aplicagao do herbicida.

5.16. PCR

O DNA utilizado para as reagdes de PCR foi extraido segundo a
metodologia de Edwards et al, (1991), com algumas modificagées. Na
regeneragdo, durante a transferéncia das plantas para frascos isolados,
amostras de folha foram coletadas em tubos Eppendorf® e mantidas em gelo. O
tecido foi macerado a temperatura ambiente, sem tamp&o, por 10 a 15
segundos. A seguir foi adicionado 400 pl de tampéo de extragdo, constituido de
200 mM Tris-HCI pH 7.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS, e o tubo
agitado vigorosamente. Em seguida o tubo foi incubado a temperatura ambiente
por pelo menos uma hora e centrifugado a 10.000 g por 3 minutos. Trezentos pl
do sobrenadante foram transferidos a um tubo Eppendorf® novo e adicionou-se
300 ul de isopropanol. O tubo foi agitado vigorosamente e centrifugado a 10.000
g a temperatura ambiente por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento lavado duas vezes com etanol 70%. O sedimento foi seco ao ar e

dissolvido em 100 pl de TE. Este DNA foi entéo utilizado nas reagdes de PCR.

A reagao de PCR foi otimizada para os varios componentes. A otimizagao
foi realizada com uma mistura de DNA de 15 plantas tomadas ao acaso. Para a
otimizagdo e andlise das plantas regeneradas foi utilizada a enzima Taq
polimerase e todos os tampdes fornecidos pela Gibco BRL. As reagoes foram
realizadas em aparelho Perkin Elmer Cetus 9600. A desnaturag&o inicial foi de 5

minutos a 94°C. Em seguida foram realizados 30 ciclos, sendo que cada ciclo foi
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composto de 90 segundos a 94°C, 60 segundos a 60°C e 120 segundos a 72°C.
A extensao final foi de 10 minutos a 72°C. As reagdes foram otimizadas para
volume de reacgéo de 25 ul, 20 mM Tris-HCI pH 8.4 a 25°C, 50 mM KCI, 1.5 mM
MgCl,, 250 uM dNTPs, 1.2 pl de cada oligonucleotideo (120 pmol), 1 pl de DNA

e 1 U Taq polimerase. Para a amplificagdo do gene codificador da y-zeina de 27
kDa, foram utilizados os oligonucleotideos KAF1234 (TGCTCGTTGC
CCTCGCTC), e KAF 1532 (GCACTGGCCCAGGATCGG). Ja para a
amplificagdo do gene bar, utilizou-se os oligonucleotideos BARP
(GCCGACATCCGCCTGCCACCG), e BARN (ATACTCCACATCACCAC
GCTTG).

5.17. Anélise estatistica

O delineamento experimental adotado foi totalmente ao acaso, com
delineamento fatorial conforme o experimento. Apenas para a analise da
atividade do gene bar em coledptios bombardeados com os plasmideos
pBARGUS e pACTBARGUS utilizou-se o delineamento de blocos ao acaso. O
teste F e a separagdo multipla de médias através do teste S-N-K foi realizada

segundo a metodologia descrita por Steel & Torrie (1980).
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6. RESULTADOS

6.1. Cultura de Tecidos

Os embrides da linhagem CAT-100-6 produziram maior nimero de calos
embriogénicos tipo | em relagéo a linhagem CAT-100-1, conforme analise visual
realizada entre os dias 5 e 30 apds o inéculo. Os embrides inoculados da
linhagem CAT-100-1 produziram em sua maioria apenas caldides (Prioli, 1987).
Devido a esta resposta diferencial das linhagens quanto a produgédo de calo
embriogénico, utilizou-se apenas embrides da linhagem CAT-100-6 nos
experimentos subseqlentes.

A qualidade das culturas, obtidas a partir de embrides imaturos, diferiu
significativamente entre os meios CM1 e ML1 (Tabela 2). O meio ML1 promoveu
a formagao de embridides de excelente qualidade, na superficie escutelar em
22% dos embrides imaturas, contra nenhuma resposta similar no meio CM1.
Houve também uma reducdo de 40 para 19% de embrides que nao
desenvolveram nenhum crescimento ou que desenvolveram culturas
mucilaginosas e caldides do meio CM1 para o meio ML1 (Tabela 2). O meio
ML1 difere do meio CM1 por apresentar em sua composi¢do prolina, caseina
hidrolisada, nitrato de prata, cloreto de magnésio e vitaminas de Horn et al.,
(1983). O meio ML1 foi formulado a partir dos trabalhos de Trigiano et al., (1992)
e Vain et al, (1989b). Tendo em vista os resultados deste experimento foi
utilizado somente o meio ML1 para os experimentos subseqlentes. E
importante observar que, como os trabalhos descritos nesta tese ndo foram
desenvolvidos na ordem em que estdo apresentados. Deste modo,
experimentos com referéncia ao meio CM1, foram desenvolvidos antes deste

experimento.
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Tabela 2 - Efeito do meio de cultura na qualidade da embriogénese somatica
obtida a partir da superficie escutelar de embrides imaturos da linhagem Cat-
100-6.

Qualidade Meio CM1° (%) Meio ML1° (%)
Excepcional® 0 22
Desenvolvido 60 59
Nao desenvolvido 40 19

“Ver a definicao das classes em Materiais e Métodos, item 5.2.2, pagina 34.

®Ver a formulagéo dos meios de cultura na se¢ao Material e Métodos, tabela 1, pagina 33.

A formacgéo de calo tipo | é relativamente facil na maioria dos genotipos
milho, em contraste com a iniciagdo de calo tipo Il, que é altamente genétipo
dependente (Armstrong, 1994; Wan et al., 1995). O calo tipo | é caracterizado
por estruturas embriogénicas compactas, altamente diferenciadas e com baixa
taxa de crescimento. Por sua vez, o calo tipo Il apresenta estruturas altamente
friaveis, pouco diferenciadas e com elevada taxa de crescimento (Armstrong,
1994; Claporols et al., 1993). As linhagens Hill-A e Hill-B foram desenvolvidas
por Armstrong et al., (1991) a partir do cruzamento entre as linhagens A188 e
B73. Embrides F2 deste cruzamento foram inoculados em meio N6 1-100-25-
Ag, resultando em 9% de resposta a formagado de calos tipo Il. Plantas
regeneradas de duas linhagens desses calos produziram préximo de 100% de
resposta a formagao de calos tipo Il e foram mantidas por autopolinizagéo,

originando as linhagens Hill-A e Hill-B (Armstrong et al., 1991).

Apesar de haver certa flexibilidade quanto a classificagédo de calos como
tipo 1 ou tipo |l, todos os embrides imaturos da linhagem CAT-100-6 inoculados
em meio ML1 desenvolveram apenas calos com caracteristicas do tipo I. Em
contraste embrides imaturos de plantas F2 do cruzamento Hill-A x Hill-B
inoculados em meio N6 1-100-25-Ag desenvolveram apenas calos com

caracteristicas de tipo Il. JA os embrides imaturos provenientes do cruzamento
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caracteristicas de tipo Il. J&4 os embrides imaturos provenientes do cruzamento
entre a linhagem CAT-100-6 e o F1 (Hill-A x Hill-B) responderam de maneira
diferenciada aos meios ML1 e N6 1-100-25-Ag. Os embrides inoculados em
meio ML1 produziram somente calos tipo |, ao passo que os embribes
inoculados em meio N6 1-100-25-Ag produziram somente calos tipo |l. Embrides
da linhagem CAT-100-6 inoculados em meio N6 1-100-25-Ag, desenvolveram
apenas calos tipo |. E importante ressaltar que estes experimentos com o
material Hi-li, foram desenvolvidos no periodo final da tese, e nado foram

incluidos em experimentos de transformacgéao estavel.

6.2. Origem da embriogénese somética em embrides imaturos da linhagem
CAT-100-6

O estudo da origem da embriogénese somatica &€ de importancia
fundamental para a transformagdo de monocotiledoneas através do
bombardeamento com microparticulas (Birch & Franks, 1991a, 1991b). Em
milho, a iniciacdo da embriogénese somatica ocorre a partir das células sub-
epidérmicas do escutelo de embrides imaturos (Fransz e Schel, 1987). Para
estudar a origem da embriogénese somatica na linhagem CAT-100-6 foram
realizados cortes histologicos de embrides cultivados em meio CM1 entre 1 e 14
dias apés o indculo (Figura 3-A). A andlise histologica revelou que as células
embriogénicas originam-se a partir da terceira camada de células em relagéo a
superficie escutelar dos embrides (Figura 3-B). Como pode ser visto, as células
que darao origem aos embrides somaticos (indicadas pelas setas na Figura 3-B)
formam agrupamentos com predominancia da cor vermelha determinada pela
safranina. Estes agrupamentos de células também espalham-se por todo o
escutelo, porém a concentragdo dos mesmos diminui sensivelmente da
superficie para o interior do escutelo. Estes aglomerados celulares originam
estruturas ovais e amareladas, que se desenvolvem até originar os embriées

somaticos.
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Figura 3 - Origem da embriogénese somatica em tecido escutelar na linhagem
Cat-100-6 de milho.

(A) Corte longitudinal de embrido imaturo no momento do inéculo em meio CM1.
(B) Corte transversal do tecido escutelar de embrido imaturo 12 dias ap6s o inéculo em meio
CM1. As setas indicam aglomerados de células localizadas nas camadas sub-epidermais, que

darao origem aos embries somaticos.

6.3. Expressédo dos genes uidA e bar em coledptilo

Para estudar a funcionalidade do plasmideo pACTBARGUS e compara-la
com aquela do plasmideo pBARGUS, amplamente empregado na
transformacédo de cereais, foi realizado um experimento onde utilizou-se DNA
dos dois plasmideos para transformar transientemente coleéptilos de milho. O
plasmideo pACTBARGUS contém os genes uidA e bar sob o controle do
promotor do gene Act1 de arroz e sobre a sequéncia 3' NOS de Agrobacterium
tumefasciens. O plasmideo pBARGUS (Fromm et al.,, 1990) possui o gene uidA
sob o controle do promotor e do intron 1 do gene adh? e o gene bar sob o
controle do promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor e do intron 1 do
gene adh1. Para complementar a analise da expressdo do gene uidA, foi
também utilizado o plasmideo pACT1-F, que possui o gene uidA sob o controle
do promotor do gene act! de arroz. Nao houve diferenga significativa na

expressdao do gene widA (GUS) dirigida pelos plasmideos pACT1-F e
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pACTBARGUS, enquanto que a expresséo dirigida pelo plasmideo pPBARGUS
foi significativamente menor que aquela dos outros dois plasmideos (Figura 4-
A). Ja a expressdao do gene bar foi estatisticamente semelhante para os
plasmideos pPBARGUS e pACTBARGUS (Figura 4-B).
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Figura 4 - Analise funcional dos plasmideos pBARGUS, pACTBARGUS e
pACT1-F através de ensaio.s de expressao transiente da atividade dos genes
uidA e bar em coleoptilos de milho.

(A) Expresséo transiente do gene uidA, medida pela atividade de GUS. A atividade foi mensurada

através do numero de pontos azuis.

(B) Express&o transiente do gene bar, medida pela atividade de PAT. (uM de PPT acetilado / pg

de proteina total / hora)
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6.4. Otimizagéo dos pardmetros de bombardeamento

6.4.1. Comparagéo entre GE e Kapton®

O equipamento utilizado neste trabalho permite o bombardeamento
através da aceleragdo das microparticulas indiretamente, pela aceleragéo de
uma membrana Kapton®, ou a aceleragdo pode ser conduzida diretamente,
quando a onda de gas Hélio passa por uma tela de ago inoxidavel, onde as
microparticulas estao depositadas (GE). A comparagédo entre os métodos de
aceleracao foi realizada através da analise histoquimica da expresséo transiente
de GUS e analise histoldgica da profundidade atingida pelas microparticulas e
danos causados no tecido escutelar. O nimero de pontos azuis decorrentes da
atividade de GUS em um dado tecido esta positivamente correlacionado com o
nimero de células transformadas (Morrish et al., 1992). Deste modo, a
contagem do nimero de pontos mostrou claramente, que o método GE foi cerca
de 3.75 vezes mais eficiente que o método tradicional de bombardeamento que
utiliza a membrana Kapton® (Figura 5-A). E interessante notar que no método
GE, o coeficiente de variagcao é cerca de 3 vezes menor que no método Kapton®

(Figura 5-A).

Tendo em vista que as células que dao origem a embriogénese somatica
na linhagem CAT-100-6 ocorrem a partir da terceira camada de células, a partir
da epiderme do escutelo (Figura 3-B), as células transformadas na primeira e
segunda camadas de células certamente nao sao Uteis para a transformagao
estavel. O indice de penetragéo informa a maior ou menor penetragéo do tecido
em um dado tratamento. Os resultados observados neste experimento
indicaram que os métodos de aceleragdo nao diferem significativamente quanto
ao indice de penetragao (Figura 5-B). A associagdo do numero de pontos azuis

e a penetragdo indica que o método GE é superior ao método Kapton®, para a
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transformacao estavel e, para experimentos de transformagéo transiente, devido
principalmente a redugao significativa da variagdo entre bombardeamentos. A
grande maioria das células transformadas no experimento acima descrito,
estavam localizadas na primeira a segunda camadas celulares. Assim, para
verificar condigdes que permitissem a penetragdo das microparticulas em
camadas celulares mais profundas, foi realizado um experimento variando-se

alguns parametros do equipamento utilizado neste trabalho.
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Figura 5 - Comparagao entre os métodos GE e Kapton para a transformagao
transiente e penetragdo das microparticulas no tecido escutelar de embrides

imaturos da linhagem Cat-100-6 em cultura .
(A) Numero de células transformadas expressando GUS na superficie escutelar ap6és o

bombardeio pelos métodos GE ou Kapton.

(B) Indice de penetragdo das microparticulas no tecido escutelar de embrides imaturos

bombardeados através dos métodos GE e Kapton.
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6.4.2. Variagdo das condigbes fisicas de bombardeamento

Para cada espécie de planta e tecido a ser transformado é necessario
alterar a velocidade das microparticulas para se alcangar taxas 6timas de
transformagdo, as quais dependem da resisténcia da parede celular e do
namero de camadas celulares a serem penetradas (Birch & Franks, 1991). No
caso do tecido escutelar de milho utilizado neste estudo, as microparticulas
devem penetrar pelo menos trés camadas celulares para atingir as células que
dao origem aos embrides somaticos. Para se estabelecer as condigées de
transformacdo dessas células eficientemente, foi realizado um experimento
variando-se o tamanho das microparticulas, a pressao de gas Hélio, e a
distancia entre o alvo e o disco de ruptura, tendo em vista que estes fatores sao

determinantes na profundidade atingida pelas microparticulas.

A analise da atividade transiente de GUS mostrou que microparticulas de
1,0 um de @ sdo mais eficientes quanto ao nimero de células transformadas
que as microparticulas de 1,6 e de 1 - 3 um de @ (Figura 6-A). Das duas
distancias entre o alvo e o disco de ruptura testadas neste trabalho, a distancia
de 9 cm foi significativamente superior a distédncia de 6 cm quanto ao numero de
células transformadas (Figura 6-B). As diferentes pressdes utilizadas, 1200 e
1800 psi, nao diferiram significativamente quanto ao numero de células
transformadas (Figura 6-C). O conjunto dos resultados deste experimento
fatorial, indicam que para estudos de transformagao transiente das células
localizadas na superficie escutelar, podem ser utilizadas as seguintes
condigbes: Microparticulas de 1,0 um de @, 9 cm de disténcia entre o alvo e o

disco de ruptura e pressao de 1200 psi.

Por sua vez, quando objetiva-se a transformacao estavel, as condi¢cbes
de bombardeamento sao diferenciadas. Isto é devido ao fato que provavelmente
a condicao de alta taxa de transformacéo estavel coincide com a condi¢do de
transformacao eficiente das células que dao origem a embriogénese somatica.

Os resultados obtidos neste trabalho comprovam esta teoria. A microparticula
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Figura 6 - Efeito do tamanho das microparticulas, distancias entre o tecido alvo
e o disco de ruptura e pressdes de disparo na eficiéncia da transformacgéo

transiente e na penetragao do escutelo pelas microparticulas.

(A) Efeito das microparticulas de 1,0, 16 e de 1 - 3 mm de & no nimero de células
transformadas.

(B) Efeito das distancias de 9 e 6 cm entre o alvo e o disco de ruptura no nimero de células
transformadas.

(C) Efeito das pressdes de 1200 e 1800 psi no numero de células transformadas.

(D) Efeito das microparticulas de 1,0; 1,6 e de 1 - 3 mm de & no indice de penetracéo.

(E) Efeito das distancias de 9 e 6 cm entre o alvo e o disco de ruptura no indice de penetragao.
(F) Efeito das pressdes de 1200 e 1800 psi no indice de penetragao.

Letras minusculas diferentes indicam diferenga estatistica a nivel de 1% entre os tratamentos.
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de 1,6 um de @ foi significativamente superior, em termos de penetragao, que as
microparticulas de 1,0 e de 1 - 3 um de @ (Figura 6-D). Como deveria ser
esperado, quanto menor a distancia entre o alvo e o disco de ruptura, maior o
numero de células transformadas em camadas mais profundas do tecido. Deste
modo quando o tecido alvo estava localizado a 6 cm de distancia do disco de
ruptura, observou-se maior taxa de transformagdo de células localizadas em
camadas mais profundas, do que quando ele estava localizado a 9 cm (Figura 6-
E). Ao contrario da expressao transiente, a profundidade é influenciada pela
pressdo utilizada. Quanto maior a pressdo, maior a penetragdo. Assim com a
utilizagdo de 1800 psi de pressdo obteve-se maior penetragéo do tecido pelas
microparticulas do que com a utilizagdo de 1200 psi de presséao (Figura 6-F). O
conjunto dos resultados deste experimento fatorial indica que, para a obtencao
de maior penetragéo do tecido escutelar, devem ser utilizadas microparticulas
de 1,6 um de @, o tecido deve estar localizado a 6 cm do disco de ruptura e a

pressao deve ser de 1800 psi.

A distribuicdo percentual de células expressando GUS por camada
celular em 3 tratamentos distintos pode ser observada na Figura 7. No
tratamento de menor indice de penetragdo, apenas 3.8% das células
transformadas estdo localizadas a partir da terceira camada celular. Ja no
tratamento de maior indice de penetragao este percentual sobe para 62.0%. No
tratamento de indice de penetragdo intermediario foram observados 17.2% de
células expressando GUS a partir da terceira camada celular. A analise
histolégica de amostras de embrides bombardeados nas diferentes condigdes
fisicas demonstra que a expressdo de GUS no tratamento de menor
penetragao, esta concentrada nas primeiras camadas de células, sem atingir os
aglomerados celulares embriogénicos (Figuras 8-A e B). Ja no tratamento de
maior penetragdo (Figuras 8-C e D) as células expressando GUS estao

localizadas em camadas mais profundas do tecido escutelar.
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Figura 07 - Distribuicao percentual de células transformadas por camada celular
nos tratamentos de maior (®; microparticulas de 1,6 um de &, 1800 psi e 6 cm
entre o alvo o disco de ruptura), mediano ( ;microparticulas de 1,0 um de &,

1800 psi e 6 cm entre o alvo o disco de ruptura) e pior (O; microparticulas de 1,0

um de &, 1200 psi e 9 cm entre o alvo o disco de ruptura) indice de penetragao.

A analise histologica ilustrada na Figura 8 mostra que os tecidos
bombardeados (notar coloragéo avermelhada da parede celular) foram bastante
danificados. Tem sido observado que o processo de bombardeamento causa
danos severos ao tecido (Vain et al., 1993; Russel et al., 1992b), porém n&ao ha

informacdes conclusivas na bibliografia sobre a proporgao destes danos e nem
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Figura 8 - Cortes histologicos mostrando a transformagao e os danos causados

ao tecido escutelar pelos tratamentos de menor e maior indice de penetragao.

(A) e (B) Corte histolégico mostrando a penetragéo, transformagdo e os danos causados pelo
bombardeamento nas condigées do tratamento com menor indice de penetragio (microparticulas
de 1,0 um de &, 1200 psi e 9 cm entre o alvo e o disco de ruptura). A seta em (B) indica uma
célula expressando GUS na primeira camada celular.

(C) e (D) Corte histoldgico mostrando a penetragéo, transformagio e os danos causados pelo
bombardeamento nas condigdes do tratamento com maior indice de penetragdo (microparticulas
de 1,6 pm de &, 1800 psi e 6 cm entre o alvo e o disco de ruptura). A seta em (D) indica uma

célula expressando GUS na quinta camada de células a partir da superficie do escutelo.

a correlacao destes com as condi¢des fisicas empregadas no bombardeamento.
A coloragdo proporcionada pelos corantes safranina/fast green, permitiu a
identificacdo dos tecidos danificados no processo de bombardeamento. A
composicdo normal da parede celular de tecidos embriogénicos, como o
embrido imaturo mostrado na Figura 3-A, é de origem celuldsica. Este tipo de

parede celular adquire tom verde-claro, quando colorida com safranina e fast
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green. Ja paredes celulares lignificadas e cutinizadas colorem-se de vermelho
em tecidos como o xilema, quando tratados com esses corantes (Schneider,
1981). Ja tecidos de parede celulésica, como no caso do embrido imaturo ou
culturas celulares derivadas deste, quando danificados, tendem a acumular
lignina e cutina em niveis significativos no ferimento, adquirindo matiz vermelha
quando colorido com safranina. Através desta metodologia pode-se identificar a
localizagdo e extensdo dos danos provocados pelo bombardeamento no

escutelo de embrides imaturos bombardeados sob diferentes condigbes.

Como pode ser visto na Figura 8 existe uma correlagédo positiva entre o
indice de penetragao e o dano causado pelo bombardeamento. No tratamento
de menor indice de penetragdo do tecido, houve pouca degradagao do tecido,
localizada principalmente nas camadas superficiais de células do escutelo
(Figuras 8-A e B). Ja no tratamento de maior indice de penetragdo, a
degradagao foi pronunciada em todo o tecido escutelar (Figuras 8-C e D). Neste
caso foi observada também a formagao de crateras na superficie do escutelo
(ver seta na Figura 8-C), provavelmente devido ao impacto de aglomerados de

microparticulas.

6.5. Efeito do manitol nos tecidos bombardeados

O aumento da osmolaridade do meio de cultura influencia
significativamente a eficiéncia de transformagdo transiente e estavel, devido
principalmente a nao extrusao do citoplasma das células quando da entrada da
microparticula, permitindo maior sobrevivéncia e viabilidade dos tecidos
bombardeados (Russel et al., 1992b; Vain et al., 1993). Neste trabalho, o
manitol foi estudado como agente osmético para incrementar a viabilidade dos
tecidos bombardeados. Adicionalmente, foram empregadas as microparticulas
de 1,6 e de 1-3 um de @, com o objetivo de verificar possiveis interagées entre

as microparticulas e a concentragdao de manitol.
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O aumento da concentracdo de manitol provocou aumento significativo
no numero de células transformadas transientemente (Figura 9-A). O aumento
no numero de células transformadas foi 2 a 3 vezes superior quando utilizou-se
microparticula de 1,6 e de 1-3 um de @, respectivamente. E interessante notar
que ha interagao entre o tamanho da microparticula utilizada e o nimero de
células transformadas, e que concentragdes muito elevadas do agente osmético
causam redugé@o no numero de células transformadas, principalmente quando
utilizou-se microparticula de 1-3 um de @. Pela primeira vez demonstrou-se a
correlagédo positiva entre a penetragdo e a concentragdo do agente osmético,
mostrando que a osmolaridade do meio de bombardeamento favorece
diretamente a penetragdo. Apesar da variabilidade, o aumento da penetragao
observado foi significativo a nivel de 5% para os embrides bombardeados em
meio contendo 0.4 e 0.8 M de manitol em relagdo aos demais tratamentos
(Figura 9-B). A contagem do nimero de microparticulas e do numero de ceélulas
transformadas, em cortes histolégicos de embribes bombardeados com
microparticulas de 1,6 um de @, revelou que o numero de microparticulas
necessarias para originar uma célula transformada diminui com o aumento da

concentragao de manitol (Figura 9-C).

Os danos causados pelo bombardeamento foram significativamente
reduzidos com o aumento da concentracdo de manitol do meio de cultura
(Figura 10). Na auséncia de manitol, houve degradagdo extensiva tanto das
células localizadas na superficie como nas células das camadas mais profundas
do escutelo (Figura 10-A). Ja na presenga de 0.4 M de manitol pode ser
verificada degradagdao em uma camada sub-superficial e, apesar de nao ocorrer
degradacéo fisica nas células das camadas superficiais, seus nucleos possuem
coloragdo avermelhada, completamente diferente daquela verificada para as
células localizadas no interior do escutelo (Figura 10-B). Nenhum sinal de
degradagao em qualquer nivel e regido do tecido escutelar foi observado no

tratamento com 0.8 M de manitol (Figura 10-C).
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Figura 9 - Influéncia da concentragdo de manitol na transformagéo transiente,

na penetragao e na eficiéncia da transformacao da superficie escutelar.

(A) Influéncia de concentragbes crescentes de manitol no numero de células transformadas

utilizando microparticulas de 1,6 e de 1 - 3 ym de &.

(B) Influéncia de concentragbes crescentes de manitol na profundidade de penetragdo de

microparticulas no tecido escutelar, medido através do indice de penetragéo.

(C) Efeito do aumento da concentrag&o de manitol na eficiéncia de transformagéo (numero de

microparticulas necessarias para transformar uma ceélula).
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Figura 10 - Efeito da concentragdo de manitol nos danos causados ao tecido

escutelar pelo bombardeamento.

(A) Embrido bombardeado em meio sem manitol.

(B) Embrido bombardeado apos pré-tratamento de 4 horas em meio com 0.4 M de manitol. As
setas indicam nucleos de células da camada epidérmica.

(C) Embrido bombardeado apos pré-tratamento de 4 horas em meio com 0.8 M de manitol. As

setas indicam microparticulas presentes no tecido.
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6.6. Variaveis biolégicas envolvidas no bombardeamento

Forarn estudados alguns fatores bioldgicos, quanto a eficiéncia de
transformacao transiente. Um desses fatores & o acumulo de etileno verificado
apos o bombardeamento, devido aos danos causados ao tecido. O acumulo de
etileno inibe a expressdo de GUS (Morrish et al., 1992). Para reduzir este
acumulo foram testados quatro tipos de vedagao: placas nao vedadas, vedadas
com esparadrapo antialérgico poroso (Micropore), vedadas com parafime e
vedadas com filme de PVC. Como pode ser visto na Figura 11-A, os tratamentos
néo diferiram significativamente quanto ao nimero de células transformadas. Foi
observada uma tendéncia de correlagdo negativa entre o numero de células

transformadas e a aeragéo da placa (Figura 11-A).

Uma das maneiras para se incrementar o numero de células
transformadas € aumentar o nimero de disparos no mesmo tecido. Entretanto
deve-se esperar que quanto maior o numero de disparos efetuados em um
mesmo tecido, maiores serdo os danos causados no mesmo. A Figura 11-B
mostra o resultado de um ensaio onde pode ser observado o efeito do niumero
de disparos em um mesmo tecido. O numero de células transformadas aumenta
com o numero de disparos, até um certo limite, caindo em seguida com um

numero maior de disparos.

O numero de dias apds o in6culo ou apés um repique tem influéncia no
nimero de células transformadas (Sanford ef al., 1993). A variagdao no tempo
entre o indculo dos embrides imaturos e o bombardeamento, em dias, influencia
no numero de células transformadas (Figura 11-C). Este, cai em tecidos
bombardeados 1 dia apds o inéculo até o terceiro dia. Em seguida observa-se

estabilizagdo do nimero de células transformadas até 8 dias apds o indculo.
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Figura 11 - Influéncia do tipo de vedagao, numero de disparos e dias em cultura

na transformagao transiente de embriées imaturos de milho.

(A) Efeito do tipo de vedagao apés o bombardeio na transformacao transiente.

(B) Efeito do nimero de disparos consecutivos no mesmo tecido na transformagao transiente. A

curva de regressao quadratica dos dados obtidos também é mostrada.

(C) Influéncia do intervalo, em dias, entre o inéculo e o bombardeio na transformagéo transiente.

6.7. Otimizagdo das condigbes de selegéo

6.7.1. Efeito da concentragdo de PPT no crescimento de calos tipo | derivado da

linhagem Cat-100-6

A concentragdo de um agente seletivo para a selegao de células

transformadas deve ser bem determinada, pois em baixas concentragdes pode

favorecer o surgimento de um grande numero de escapes e em altas
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concentragbes mata todas as células, inclusive as transformadas. A
concentragao do agente seletivo deve ser em nivel que permita, através de
crescimento diferencial, a identificagdo de setores transformados entre a

populacao total das células.

Os trabalhos de transformacgao de milho reportados na literatura sugerem
que a concentragao de Bialaphos para a sele¢do de células transformadas deve
ser em torno de 1 a 3 mg/l (Gordom-Kamm et al., 1990) e de PPT de 5 mg/
(Fromm et al., 1990). Neste trabalho foi estudado o efeito inibitério de
concentragées crescentes de PPT sobre o crescimento de calos derivados da
linhagem CAT-100-6. Como pode ser visto na Figura 12-A, houve uma redugéo
acentuada do crescimento dos calos em fungdao do aumento da concentragéo de
PPT. Estes resultados sugeriram que a sele¢do de células transformadas de
calos derivados da linhagem Cat-100-6 deve ser realizada entre 1 e 3 mg/l de
PPT. A analise visual dos calos mostrou que em concentragdes de 4 e 8 mg/l de
PPT houve escurecimento gradativo dos calos em contato com o meio de
cultura, indicando um efeito inibitério mais drastico do PPT quando em

concentragbes mais elevadas.

6.7.2. Efeito da concentragdo do manitol no crescimento dos calos

Um dos efeitos benéficos da adigao de manitol no meio de cultura é a
redugdo do crescimento de células ndo transformadas (Russell et al., 1992b;
Sanford et al., 1993). A alta osmolaridade (0.8 M) do meio inibe o crescimento
de todas as células, porém quando a concentragdo de manitol € mantida entre
0.1 e 0.2 M apdés o bombardeamento, existe a tendéncia das células
transformadas crescerem mais rapidamente (em relagdo a um meio sem
manitol), acentuando o crescimento diferencial destas células em relagao

aquelas nao transformadas (Russell et al., 1992b; Sanford et al., 1993).
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O manitol inibiu o crescimento dos calos de milho, de modo exponencial
em relagéo a concentragao adicionada ao meio (Figura 12-B). A andlise visual
dos calos mantidos em 0,1 M de manitol mostrou que estes, possuem melhores
caracteristicas embriogénicas que os calos mantidos nos demais tratamentos.
Em 0,2 M de manitol alguns calos apresentaram aspecto de caldides, porém
este fator foi muito mais pronunciado nos tratamentos de 0,4 e 0,8 M de manitol.
Nos tratamentos subsequientes utilizou-se manitol a 0.1 M no meio de cultura

durante o processo de selegao.
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Figura 12 - Inibicdo do crescimento de calo da linhagem Cat-100-6 pelo PPT e

manitol.

(A) Inibicao do crescimento de calo pela adigao de concentragdes crescentes de PPT ao meio de
cultura. A TCR (Taxa de crescimento relativo) foi estimada conforme especificado em Materiais e
Métodos, pg 47.

{B) Inibicdo do crescimento de calo pela adi¢g&o de concentragdes crescentes de manitol ao meio
de cultura. A TCR (Taxa de crescimento relativo) foi estimada conforme especificado em
Materiais e Métodos, pg 47.
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6.8. Transformagéo estavel

Com o estabelecimento de condi¢des otimizadas de cultura de tecidos,
bombardeamento, estabilizagdo osmética e selecdo, foram realizados
experimentos visando a obtengdo de células e/ou plantas transformadas
estavelmente. Embrides imaturos ou calos tipo | recém induzidos de embrides

imaturos da linhagem CAT-100-6 foram utilizados nestes experimentos.

Foram bombardeadas 17 placas contendo 25 embribes imaturos
inoculados em meio ML1. Seis horas antes do bombardeamento os embrides
foram transferidos para meio ML1 contendo 0,5 M de manitol. Nove placas
foram bombardeadas com uma mistura 1:2 dos plasmideos pACTBARGUS e
pyKAF e 8 com uma mistura 1:2 dos plasmideos pACTBARGUS e pPKDHDPS.
Todas as placas foram bombardeadas uma Unica vez com microparticulas de
1,6 um de @, 2000 psi de pressao e 6 cm de distancia entre o alvo e o disco de
ruptura. Dois dias apés o bombardeamento, os embrides foram transferidos para
meio seletivo contendo 3 mg/l de PPT e 0,1 M de manitol. Uma amostra de 3
embrides foi retirada de cada placa para monitorar a eficiéncia de transformacao
transiente através da analise histoquimica do nimero de células com atividade
de GUS. Em média, foram observadas 110162 células transformadas por

embrido.

Os embrides, transferidos para meio novo a cada 7 dias, originaram calos
tipo |, sendo que em alguns calos surgiram massas celulares mucilaginosas. Em
geral notou-se o escurecimento da superficie dos calos em contato com o meio
de cultura. Somente os calos embriogénicos que apresentaram crescimento
vigoroso e sem escurecimento foram repicados a cada sub-cultura e fracionados
com auxilio de uma pinga de ponta fina. Os calos descartados foram revelados
para a atividade de GUS. Nos dois primeiros ciclos seletivos observou-se um
elevado nimero de células transformadas nesse material. No terceiro e quarto

ciclos foram observados alguns setores azuis claro, inclusive no controle
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negativo, indicando nao a transgénese, mas a degradagéo inespecifica de X-

gluc.

Apds 4 ciclos seletivos, os calos foram transferidos para meio de
regeneragdo com e sem PPT na concentragido de 1 mg/l. Nos sub-cultivos
posteriores o PPT nao foi adicionado ao meio de cultura. Foram obtidos um total
de 537 plantas regeneradas. A andlise da atividade de GUS de amostras de
folnas e pontas de raizes revelou que nenhuma das plantas regeneradas
estavam transformadas. Mesmo assim as plantas foram crescidas até a
maturidade e autofecundadas. Foram obtidas sementes de 342 plantas. Sempre
que possivel, cinco plantulas de cada progénie foram testadas para a
resisténcia ao herbicida Basta™. Nenhuma plantula mostrou resisténcia ao

herbicida.

Em um segundo experimento foram bombardeadas 22 placas contendo
36 embrides imaturos por placa 10 dias apés o inéculo em meio ML1. Doze
placas foram bombardeadas com uma mistura 1:2 dos plasmideos
pACTBARGUS e pyKAF e 10 placas com uma mistura 1:2 dos plasmideos
pACTBARGUS e pPKDHDPS. Antes do bombardeamento os embrides foram
tratados por 6 horas em meio ML1 contendo 0,5 M de manitol. As placas foram
bombardeadas 1 vez com microparticulas de 1,6 um de @ e 1800 psi de
pressdo a uma distancia de 6 cm entre o alvo e o disco de ruptura. Vinte e
quatro horas apés o bombardeamento os embriées foram transferidos para meio
seletivo contendo 3 mg/l de PPT e 0,1 M de manitol. Trés 3 embrides foram
amostrados de cada placa para monitorar a eficiéncia de transformacao
transiente através da analise histoquimica da atividade de GUS. A eficiéncia de

transformacao foi em média acima de 100 células transformadas por embriao.

Os calos tipo |, formados a partir dos embrides imaturos, foram repicados
a cada 18 dias, para meio contendo concentragdes crescentes de PPT. Foram
efetuados um total de 11 repiques, sendo que a concentragéo de PPT do ultimo

repique foi de 18 mg/l. Como observado no experimento anterior, massas de
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células mucilaginosas surgiram em alguns calos. O escurecimento da superficie
em contato com o meio de cultura nos calos embriogénicos foi pronunciado.
Apenas as porgdes dos calos embriogénicos, sem escurecimento, foram
repicadas a cada ciclo seletivo. Os calos mucilaginosos e o0s calos
embriogénicos escuros descartados a cada repique, foram monitorados para a
atividade de GUS. Algumas amostras também foram retiradas dos calos que
apresentavam crescimento pronunciado em cultura. Foram observados células
com atividade de GUS no material descartado até o sexto e sétimo ciclo
seletivo. Foi interessante notar que a atividade de GUS estava negativamente
correlacionada com o crescimento do tecido embriogénico (Figura 13). Alguns
setores de alguns calos apresentaram coloragao azul quando incubados em
meio de reagao para a atividade de GUS por apenas 1 a 2 horas (Figura 14). A
relagcdo entre o setor azul e o ndo azul aumentou com o numero de ciclos

seletivos (Figura 14-A para D).

Figura 13 - Coloragao histoquimica para a atividade de GUS em amostras de

calo retiradas ap6s o segundo ciclo seletivo.
Observar que a ocorréncia de células expressando GUS, correlaciona-se negativamente

com as regides de crescimento ativo.
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Figura 14 - Coloragédo histoquimica para a atividade de GUS em calo apés

diferentes ciclos de selegao.

O numero de ciclos seletivos aumenta de (A) para (D). Notar o aumento da relagdo entre

tecido transformado/néo transformado com o nimero de ciclos seletivos.

Apds 11 ciclos seletivos, os calos foram transferidos para meio de
regeneragao contendo 3 mg/l de PPT. Essa concentragcao do herbicida inibiu
bastante a regeneragdo dos calos. Trinta dias apds o inicio da fase de
regeneracao o PPT foi retirado do meio de regeneragao, resultando no aumento
de plantas regeneradas. Os calos que permaneceram em meio contendo PPT
apresentaram setores verdes e emitiram um elevado numero de raizes finas,

mas nao regeneraram parte aérea.



Apenas um setor apresentou crescimento de raizes em taxas maiores
que o normal. Amostras de raizes deste setor mostraram reagéo intensa para a
atividade de GUS em apenas 1 hora de incubagao (Figura 15). Algumas raizes
advindas deste setor, entretanto, nao apresentaram atividade de GUS,
indicando que o calo em questido deveria ser quimérico. As raizes
transformadas apresentaram a atividade tipica do promotor do gene Act? de
arroz em raizes de milho (McElroy et al., 1990), e com expresséo pronunciada
em regides de alta atividade meristematica, como na ponta das raizes (Figura
15-A). A Figura 15-B mostra uma raiz secundaria jovem. Como notado na Figura
15-A, a ponta da raiz demonstra forte atividade de GUS, sendo que logo abaixo,
pode ser identificada atividade de GUS no cilindro vascular e nenhuma atividade
de GUS nas células parenquematicas do cortex, exoderma e epiderme como
observado por Esau (1974). Logo abaixo desta regido, pode ser notado um
aumento da expressao de GUS, localizado no cilindro vascular. A Figura 15-C
demonstra que a expressdo de GUS é acentuada nos primérdios de novas
raizes. Infelizmente o setor que deu origem as raizes transformadas nao

regenerou parte aérea.

Neste experimento foram regeneradas 160 plantas, porém nenhuma
apresentou reagao positiva para a atividade de GUS, em amostras de folhas e
pontas de raizes. Foi realizada analise por PCR utilizando-se DNA extraido das
plantas regeneradas. O DNA foi extraido conforme a metodologia de Edwards et
al., (1991). Para a reagao de PCR foram adicionados ao meio de reac¢do 3 pl do
DNA, 1.5 mM de cloreto de magnésio, 1.2 ul de cada oligonucleotideo, 0.25 mM
de dNTPs e 1 unidade de Tag DNA polimerase. Ap6s a etapa de otimizacao
com os oligonucleotideos KAF1234 e KAF1539, os DNAs de todas as plantas
foram testados para a presenga do gene bar através dos oligonucleotideos
BARP e BARN, utilizando-se os oligonucleotideos KAF1234 e KAF1539 como
controle positivo em reagbes separadas. Nao foi observada a amplificacdo de

nenhum fragmento correspondendo ao tamanho de 400 pares de base, como
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Figura 15 - Coloragdo histoquimica para a atividade de GUS em raizes
transgénicas.

(A) Aspecto geral da atividade de GUS em raizes secundarias e tercearias em diferentes fases
do desenvolvimento.

(B) Raiz secundaria mostrando alta atividade de GUS na ponta da raiz.

(C) Detalhe de raizes secundarias originando raizes tercearias com alta atividade de GUS.
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seria esperado para uma planta transgénica (Figura 16). Este resultado indicou

gue nenhuma das plantas regeneradas era transgénica.

Figura 16 - Resultados obtidos através de PCR para os genes bar a da y-zeina

de 27 kDa.

(A) Amplificagdo do DNA de 11 plantas regeneradas e do DNA do plasmideo
pACTBARGUS com os oligonucleotideos BARP e BARN. Nenhum fragmento foi amplificado
correspondente ao gene bar com o DNA das plantas regeneradas, indicando que n&o houve
ocorréncia de transformantes. No canalete C pode-se observar o fragmento amplificado do gene
bar a partir do plasmideo pACTBARGUS. O canalete L é o controle de peso e a seta equivale a
banda de 500 pb.

(B) Amplificagdo do DNA de 13 plantas regeneradas a do DNA do plasmideo pyKAF
correspondente ao gene codificador da y-zeina de 27 kDa com os oligonucleotideos KAF1234 e
KAF1539. Todas as reagbes apresentaram o fragmento esperado de 330 pb correspondente ao
gene codificador da y-zeina de 27 kDa. No canalete C pode-se observar o fragmento amplificado
do gene codificador da y-kafirina de 28 kDa a partir do plasmideo pyKAF. O canalete L € o

controle de peso e a seta equivale a banda de 500 pb.

Apenas 93 plantas regeneradas produziram sementes. Pelo menos 5

sementes, quando possivel, de cada progénie, foram semeadas em bandejas
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contendo uma mistura de vermiculita e terra peneirada 1:1. As plantulas obtidas
foram testadas para a resisténcia ao herbicida Basta'™. Nenhuma plantula
sobreviveu ao teste com o herbicida, indicando que nenhuma planta era

transgénica (Figura 17).
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Figura 17 - Progénies das plantas regeneradas, 10 dias ap6s a aplicagao de

Basta™.
Observar que nenhuma planta resistiu ao teste indicando que nao houve ocorréncia de

transformantes nas progénies.
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7. DISCUSSAO

Em cereais, a estratégia geralmente utilizada para a obtengéo de plantas
transgénicas envolve o bombardeamento de calos ou suspensdes celulares, e
posterior selegdo bioquimica e/ou visual de setores transgénicos. Deste modo, a
manipulagdo correta dos tecidos em cultura é fundamental para o sucesso da
transformacgdo. Neste trabalho foram estudados alguns dos aspectos mais
importantes relacionados diretamente com a eficiéncia de transformagéo,
selecéo e regeneragdo de plantas de milho a partir de calos recém induzidos de

embribes imaturos.

As linhagens CAT-100-6 e CAT-100-1, utilizadas inicialmente por Prioli,
(1987) sdo bastante embriogénicas e produzem calos fridveis e nao friaveis.
Estas linhagens diferiram bastante quanto a indugéo de calos embriogénicos.
Nas condigbes utilizadas neste trabalho, a linhagem CAT-100-6 apresentou
melhor resposta para a formagdo de calos embriogénico tipo | do que a
linhagem CAT-100-1, contrariamente ao observado por Prioli (1987). E dificil
encontrar uma explicagédo plausivel para este fato, mas & possivel que possam
estar envolvidas a penetrancia e expressividade dos genes envolvidos na
resposta a obtengdo de calo embriogénico. Apesar da maior freqiéncia e
qualidade dos calos obtidos com embrides imaturos da linhagem CAT-100-6 em
relacdo a linhagem CAT-100-1, estes apresentavam alta taxa de formagéo de
caldides. Este aspecto foi contornado com a suplementacido de L-prolina,
caseina hidrolisada, nitrato de prata, cloreto de magnésio e vitaminas de Horn et
al., (1983). A adigdo de nitrogénio reduzido na forma de aminoacidos e a
inibicdo da produgao de etileno pelo nitrato de prata, promovem o aumento da
obtencéo e crescimento de calos embriogénico em milho (Duncan et al., 1985;
Armstrong & Green, 1985; Vain et al.,, 1989a, 1989b). O meio ML1, formulado

para verificar o efeito conjunto desses fatores na obtengcdo de culturas
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embriogénicas, demonstrou aumento significativo da resposta a embriogénese
somatica em termos qualitativos e quantitativos (Tabela 2). Esta superioridade
de resposta levou a substituicdo do meio CM1 pelo meio ML1, nos experimentos

de transformacéo.

A adi¢do de 0.1 M de manitol no meio, com o objetivo inicial de facilitar o
processo seletivo (Sanford et al., 1993), resultou em incremento significativo da
qualidade na cultura obtida no meio ML1. A fonte de carbono € importante, tanto
para o metabolismo como pela osmolaridade dada ao meio de cultura (Ozias-
Akins & Vasil, 1985). Embora a sacarose seja a fonte de carbono onde tem sido
observadas as mais altas taxas de crescimento dos calos, outras fontes de
carbono, como o sorbitol e a glicose, originam culturas de melhor qualidade
(Swedlund & Locy, 1993, Duncan et al.,, 1985). O manitol pode aumentar a
qualidade da cultura devido ao aumento da osmolaridade do meio (Litz, 1986;
Nomura & Komamine, 1985) e/ou através de produtos do seu metabolismo que
promovem o crescimento apenas de calos embriogénicos, como verificado para

o enantiomero sorbitol (Thompson et al., 1986; Swedlund & Locy, 1993).

Os resultados obtidos com embrides imaturos do material Hi-ll F1 e do
cruzamento de Hi-ll F1 com a linhagem CAT-100-6 em meio ML1 e meio N6 1-
100-25-Ag sdo interessantes porque indicam claramente que o gendtipo é
importante na obtengao de calos tipo | ou tipo Il e, que o meio de cultura afeta
de maneira importante o processo. Estes resultados indicam a importancia da
utilizagdo de meios de cultura adequados a cada gendtipo para a obtengéao de
culturas de melhor qualidade, com o objetivo de facilitar o processo de
transformagao e selecdo. Os calos tipo Il sdo preferidos para a obtengéao de
suspensdes celulares, protoplastos, e sdo os mais utilizados na transformagao
de milho e de outros cereais (Tabela 3). A maior friabilidade desses calos
favorece o processo de sele¢do, porém sua produgéo € gendtipo dependente e
restrito a poucas linhagens. Os calos tipo |, produzidos com certa facilidade em

muitos genoétipos, podem ser utilizados na transformacgéo de linhagens elite,
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porém muitas dificuldades sdo encontradas principalmente no processo seletivo
(Wan et al., 1995) (Tabela 3).

A localizagao dos agrupamentos de células no embrido zigético imaturo
que dao origem aos embrides somaticos € de importancia fundamental, para a
posterior otimizagdo das condigées fisicas para a transformagédo destes
agrupamentos celulares. As informagdes existentes sobre a localizagdo destes
agrupamentos em embrides zigdticos imaturos sdo contraditérias. Em arroz, por
exemplo, foi demonstrado que a embriogénese somatica origina-se a partir das
células da epiderme do escutelo (Jones & Rost, 1989). Em milho, por sua vez,
alguns autores apontam a origem de embrides somaticos a partir de células da
epiderme e subepiderme (Franz & Schel, 1987), enquanto outros demonstram
que a embriogénese inicia-se a partir de camadas de células sub-epidérmicas
do escutelo (Vasil et al., 1985; Franz & Schel, 1990a, 1990b). O estudo da
origem das células embriogénicas nédo é rotineiramente realizada em trabalhos
de transformagao que utilizam calos tipo | ou escutelo no bombardeamento.
D’Halluin et al., (1992) obtiveram sucesso na transformagdo de milho por
eletroporagéo de tecido intacto somente apo6s a digestdo enzimatica dos calos
tipo | ou embrides imaturos. Os autores sugeriram que a digestao induziu a

competéncia as células e/ou deixou as células competentes acessiveis ao DNA.

Os estudos histolégices realizados neste trabalho levam a concluséo de
que a embriogénese somatica em embrides imaturos da linhagem CAT-100-6
origina-se de células localizadas em camadas sub-epidérmicas do escutelo
(Figura 3). Entretanto nao foi possivel concluir se a embriogénese somatica é de

origem uni ou pluricelular.

O bombardeamento com microparticulas pode ser efetuado através do
método GE ou do método Kapton® (Figura 2; Ye et al., 1990). Os resultados
obtidos neste trabalho mostram claramente que o método GE é claramente

superior ao Kapton®, tanto no aumento do nimero de células transformadas
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quanto na variagao sensivelmente menor entre disparos consecutivos (Figura 5).
Este fator € importante, principalmente em experimentos de transformagéao
transiente, pois permite verificar maiores diferengas entre os tratamentos
aplicados. A maior variabilidade observada no método Kapton®, deve estar
correlacionada com a distribuicdo irregular das microparticulas/DNA na
membrana e aos possiveis desvios da trajetdria durante o disparo sofrido pela

membrana Kapton® (Figura 2-B).

Ye et al., (1990) e Sanford et al., (1991) ja haviam testado um aparelho
com desenho similar ao GE e obtiveram resultados semelhantes, porém
utilizaram tela de nylon para depositar as microparticulas. Apesar dos resultados
destes trabalhos, este método nao foi utilizado em trabalhos rotineiros de
transformacéo. Além da vantagem da maior eficiéncia de transformagéo e
menor variagdo entre disparos consecutivos, o método GE permite maior
velocidade de trabalho, aumentando o nimero de disparos que uma pessoa

pode efetuar em um dia.

O estudo das condigdes fisicas de bombardeamento é de importéancia
fundamental para o sucesso da transformagdo das células competentes a
embriogénese somatica e, com o minimo de danos causados ao tecido alvo. Os
estudos das condicoes fisicas para a transformagdo de camadas celulares
relativamente profundas demonstrou que quase todos os fatores fisicos
estudados influenciam significativamente na expressdo transiente e na

penetragao da microparticula.

A eficiéencia de transformagdao transiente foi  influenciada
significativamente pelo tamanho das microparticulas e distancias entre o alvo e
o disco de ruptura a nivel de 1%, porém nao foi influenciada pelas diferentes
pressdes utilizadas (Figura 6). A maior eficiéncia de transformagéo transiente
observada com a microparticula de 1,0 um de & pode ser explicada pelo maior
nimero de microparticulas no mesmo volume em comparagéo com as demais

microparticulas. Esta hipotese foi testada, correlacionando-se o numero de
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células com atividade de GUS com o nimero de microparticulas contadas em
hemocitdmetro. O coeficiente de correlagdo obtido (considerando-se
microparticulas de 1-3 um de & como 1.5 um de Q) foi de 88.8 %, indicando
que, dentro dos limites estudados, a variagdo do numero de células

transformadas é devido a variagdo do numero de microparticulas.

O maior nivel de expressao transiente de GUS quando o alvo encontra-se
a 9 cm do disco de ruptura em relagdo a distdncia de 6 cm pode ser devido a
maior destruicdo do tecido escutelar verificada em menores distancias entre o
alvo e o disco de ruptura (Figura 8). Devido a significAncia das interagbes entre
distdncia e microparticula e entre distancia, microparticula e presséo, o
bombardeamento deve ser otimizado para cada espécie e tecido através de um

experimento multifatorial.

Todos os fatores estudados influenciam significativamente a penetragao
das microparticulas no tecido escutelar a nivel de 1 % (Figura 6). A primeira
questdao levantada foi confirmar que a variagdo observada no indice de
penetracao era influenciada pela sua massa. A correlagdo entre a massa das
microparticulas e o indice de penetragdo foi de 76.1 %, indicando que pelo
menos em parte, e dentro dos limites estudados, a variagao da penetragao nos

tecidos pelo fator microparticula, é devido a sua massa.

Como podia-se esperar, a distdncia entre o alvo e o disco de ruptura
influenciou significativamente na penetragao das microparticulas, indicando que
quanto menor a distancia maior € a penetragado. Isto pode ser explicado devido
a perda de energia cinética da microparticula com o ar residual da camara de
disparo. Dentro dos limites estudados, quanto maior a pressdao maior € a
penetragdo, indicando que a energia aplicada no bombardeamento esta
diretamente correlacionada com a velocidade de impacto das microparticulas no

tecido-alvo e deste modo com a profundidade de penetragao.
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As interagbes da distancia (entre o alvo e o disco de ruptura) e pressao e
a distancia e microparticula foram significativas, reforcando a hipétese de que os
estudos de otimizagdo devem ser realizados em experimentos multifatoriais,
como o conduzido neste trabalho. Aspecto interessante, € que aparentemente o
fator distancia foi o que mais influenciou na penetragao das microparticulas.
Esta observagao € baseada no fato de que as interagdes onde o fator distancia
estava presente foram significativas sendo o fator que produziu quadrado médio
duas vezes superior ao quadrado médio dos fatores microparticula e pressao.
Indiretamente, esta observagao indica que o ar residual na camara de disparo é
o fator mais importante a ser considerado para a penetracdo de determinada

superficie de interesse.

As andlises acima descritas permitem concluir que o indice de
penetragdo, criado para agrupar em um unico valor a disperséo percentual das
células transgénicas por camada celular (Figura 7), foi coerente e acertado, pois
permitiu a realizagdo de andlises estatisticas de modo rapido e simples. A
associagao entre o indice de penetragao e o niumero de células transformadas
transientemente, permite por sua vez a conclusdo de que no tratamento com
microparticulas de 1,6 um de &, 6 cm de distancia entre o alvo e o disco de
ruptura e pressdo de 1800 psi, a eficiéncia de transformacgédo de ‘células
localizadas a partir da terceira camada celular do escutelo é de cerca de 65 %,
maior que em qualquer outrb tratamento (Figuras 7 e 8). Ja no tratamento onde
ocorreu o menor indice de penetragao (microparticulas de 1,0 um de &, 9 cm de
distancia entre o alvo e o disco de ruptura e pressao de 1200 psi), menos de 5
% das células expressando GUS estéo localizadas a partir da terceira camada

de células (Figuras 7 e 8).

Um dos problemas sérios encontrados decorrentes da utilizagdo das
condigbes Otimas para atingir as camadas de células mais profundas do
escutelo foi o dano excessivo causado pelo bombardeamento a alta presséo e

pequena distancia entre o alvo e o disco de ruptura (Figura 8). Os resultados
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foram surpreendentes. No inicio deste experimento nio era esperado que a
coloragdo com safranina e fast green pudesse dar resultados tao indicativos dos
danos causados pelo bombardeamento. Normalmente os tecidos
meristematicos, como o embrido imaturo, ficam com a parede celular
esverdeada, o nucleo vermelho e o citoplasma variando da coloragao
esverdeado a rosa, quando coloridos com safranina e fast green (Schneider,
1981). A coloragdao vermelha da parede celular verificada apenas nas células
superficiais e/ou por todo o escutelo dos embrides bombardeados, funcionou
como eficiente marcador in situ para os danos causados pelo bombardeamento
(Figura 8). A coloragdo vermelha, originada pela safranina, € observada
normalmente, inclusive no controle ndo bombardeado, apenas nos nucleos e na
parede de tecidos de condugdo (ver porgdo mediana direita do embrido

bombardeado na Figura 8-A).

A questdao era como contornar a necessidade de atingir camadas
celulares profundas, nao verificado em bombardeamentos “leves”, sem provocar
danos generalizados através do bombardeamento em condigées “pesadas”
(Figura 8). Este problema foi contornado aumentando-se a osmolaridade do
meio de cultura com o manitol, aglcar pouco metabolizado em células de
plantas (Thompson ef al., 1986; Richter & Kirst, 1987). A utilizagao desse aglcar
foi baseada no fato de que a adigdo de agentes osméticos no meio de
bombardeamento aumentam a eficiéncia de transformacéao transiente e estavel

em bactérias e plantas (Sanford et al., 1993, Vain et al., 1993).

Concentragdes crescentes de manitol proporcionaram um aumento
significativo na eficiéncia de transformacéao transiente e no indice de penetragao
e, reduziu quase que totalmente os danos causados ao tecido bombardeado. O
aumento da eficiéncia de transformagdo transiente foi significativamente
diferente para os dois tipos de microparticulas testadas (Figura 9-A). O aumento
do numero de células transformadas pode ser explicado pelo aumento da

eficiéncia de transformagao. A eficiéncia de transformagao foi demonstrada pela
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queda do numero de microparticulas necessarias para gerar uma célula
transformada (Figura 9-C). Este aumento de eficiéncia pode ser devido a dois
fatores: O primeiro em fungao da prote¢cédo contra o estouro das células durante
a penetragdao das microparticulas. Isto ocorre devido a redugao da turgecéncia
das células. O segundo é em fungdo da maior penetragdo em tratamentos com
o agente osmético, que aumenta o numero de células passiveis a
transformacado. As Figuras 9-C e 10 comprovam que ambas as hipéteses séo
plausiveis. Quanto maior a concentracdo de manitol maior € a protecao contra
os danos causados pelo bombardeamento (Figura 10) e maior € a penetragao
das microparticulas (Figura 9-B). Dos dois fatores propostos para explicar a
correlagao, entre nimero de células transformadas e concentragédo de manitol, o
da protegéo contra o estouro das células deve ser creditado como principal. Isto
pode ser concluido em fungdo da expressiva protegdo do manitol em
concentragao elevada contra as injurias causadas pelo bombardeamento, e
também, devido a curva de aumento da penetragdo do tecido pelas
microparticulas ser muito variavel em fungdo do aumento da concentragéo de

manitol.

Combinando-se os resultados do experimento de otimizagdo das
condigbes fisicas com aqueles do experimento do efeito do manitol, pode-se
concluir que é possivel atingir as células localizadas a partir da terceira camada

celular com alta eficiéncia, sem causar danos significativos ao tecido alvo.

E interessante notar que no tratamento com 0.8 M de manitol os
embrides que mostraram poucos danos causados pelo bombardeamento,
apresentaram eficiéncia de aproximadamente 150 microparticulas para a
obtengao de uma célula transformada e taxa de transformagéo de 0.83%. Cada
célula, transformada ou nao, apresentou em média 1.25 microparticula, até a
quinta camada celular. As observagbées supracitadas corroboram com a
conclusdo de Yamashita et al., (1991). Estes autores afirmam que a

microparticula deve penetrar o nicleo para que ocorra a transformagdo. A
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argumentacdo de que nem todas as microparticulas contenham DNA, foi
descartada por Armaleo et al, (1990), que determinaram através da
transformagéo de leveduras duplomutantes, que cada microparticula possui
entre 10 e 30 moléculas de DNA ativas. Klein et al., (1987), encontraram
eficiéncia de até 40 % de transformagéo de células de epiderme de cebola com
o uso de mRNA. O conjunto das informagbes supracitadas indicam que a
eficiéncia de transformacdo poderia ser incrementada se o DNA fosse
translocado do citoplasma para o nucleo. Assim, a incorporagdo no
bombardeamento de proteinas, ou mRNAs que dirijam a sintese de proteinas,
que transloquem efou insiram o DNA no nucleo, poderdo aumentar
significativamente a eficiéncia da transformagéo através do bombardeamento

com microparticulas.

Varios outros fatores influenciam a transformacgéao de células competentes
através de bombardeamento com microparticulas. Um destes fatores, por
exemplo, € a produgdo de etileno por tecidos danificados. As células
bombardeadas aumentam rapidamente a produgdo de etileno, o qual esta
inversamente correlacionado com a eficiéncia de transformagao (Morrish et al.,
1992). Porém este efeito nao foi notado neste trabalho. Pelo contrario observou-
se apenas uma tendéncia de maior eficiéncia de transformagéo com o aumento
da vedacdo das placas contendo os tecidos bombardeados (Figura 11-A). Este
resultado sugere que os embrides recém-bombardeados devem sofrer mais
injarias com a perda de agua apds o bombardeamento que com a produgéao de

gases inibidores como o etileno.

Embrides bombardeados 1 dia apds o inoculo apresentam geralmente
maior eficiéncia de transformacéo, que embrides bombardeados entre 2 e 8 dias
apos o inéculo (Figura 11-C). Isto pode ser devido a maior taxa de divis&o
celular efou o estado fisiolégico do embrido ser mais adequado para a
transformagéo. Tem sido observado que a integragdo do DNA ocorre em células

com replicagao ativa de DNA (Morrish et al., 1993), apesar de que Lida et al.,
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(1991) observaram taxas 4 a 6 vezes maiores de transformagdo em culturas
celulares bombardeadas nas fases M e G2 do ciclo celular. A despeito da fase
do ciclo celular, alguns autores demonstraram que o bombardeamento de
culturas celulares em crescimento ativo resulta em maior taxa de transformacgéao
(Sanford et al., 1993).

Para a selegdo das células transgénicas com o gene bar € necessaria a
expressao da enzima PAT em niveis elevados, devido a constante de inibicao
da enzima glutamina sintetase (GS) pelo PPT ser 4 uM para a isoforma GSI e
1.5 uM para a isoforma GSIl e o Km da enzima pelo glutamato ser de 3 mM
(Stewart et al., 1980; Kollner, 1993). Para a obtengao de expressdo de PAT em
niveis adequados é necessario que o gene bar esteja sob o controle de um
promotor constitutivo forte. Neste trabalho demonstrou-se que o plasmideo
pACTBARGUS dirige a expressdo da enzima PAT em niveis comparaveis ao
observado para o plasmideo pPBARGUS (Figura 4-B). Estes resultados indicam
que o promotor do gene act? e intron 1 de arroz e, o promotor 35S e intron 1 do
gene adh1 de milho, sao semelhantes quanto a sua atividade. Tendo em vista
gue o promotor do gene 35S do virus do mosaico da couve-flor sozinho é
ineficiente em cereais (Lazzeri & Shewry, 1993; Vasil, 1994), pode-se afirmar
gue os introns realmente proporcionam aumento significativo da expressao e
devem ser utilizados para atingir expressao constitutiva adequada do gene de
interesse, no caso o gene seletivo bar. A expressdao do gene uidA pelos dois
plasmideos foi cerca de trés vezes maior com o promotor do gene Act? e intron
1 de arroz e o promotor do gene Adh7 e intron 1 do gene Adh1 de milho,
indicando maior eficiéncia do promotor do gene Act? em relagdo ao promotor
do gene Adh1 (Figura 4-A).

Como discutido nas paginas anteriores, a taxa de transformacgao pelo
bombardeamento com microparticulas é baixa, mesmo com um protocolo de
bombardeamento bem estabelecido. Para contornar este problema, as células

transformadas devem ser selecionadas com marcadores bioquimicos e/ou
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visuais. Neste trabalho foi utilizado o gene bar que confere resisténcia aos
herbicidas PPT e bialaphos®. O nivel de inibigdo do PPT no crescimento dos
calos da linhagem Cat-100-6 indicou que a selegao deveria ser realizada em
concentragdes entre 1 e 3 mg/l de PPT (Figura 12). Esta concentragédo é
equivalente a proposta por Fromm et al., (1990), e foi utilizada nos experimentos
iniciais de transformagao. O manitol, além de melhorar a qualidade dos calos e
proteger os tecidos contra os danos gerados pelo bombardeamento, favorece
de algum modo a selegao dos tecidos transgénicos (Sanford et al., 1993; Vain et
al., 1993). O teste realizado mostrou que concentragdes crescentes de manitol
inibbem o crescimento dos calos (Figura 12) e que em baixas concentragdes

favorece a qualidade da cultura obtida.

Todas as condigbes estudadas neste trabalho foram utilizadas na
tentativa de se obter plantas transgénicas. Nos experimentos de obtengao de
transformantes estaveis, muitos dos tecidos descartados apresentaram
inimeros pontos azuis e, muitos setores que apresentaram crescimento
vigoroso ficaram oxidados em repiques subsequentes. Este resultado foi
interpretado como protegdo cruzada (Wilmink & Dons, 1993), ou seja, a
protegcdo de tecidos ndo transformados por células transgénicas. A hipétese
estd claramente demonstrada na Figura 13, onde pode ser notado a forte
correlagao negativa entre os foci expressando GUS e o crescimento de calos

nao transgénicos.

Os setores azuis claro obtidos, inclusive no controle sem bombardeio,
sdo devido a degradagao inespecifica do substrato da enzima p-glucoronidase.
Esta degradagao pode ser causada por bactérias endéfitas associadas ao tecido
vegetal (Wilson et al., 1992), ou pela atividade intrinseca de GUS dos tecidos
vegetais (Kosugi et al., 1990). A degradagéao de glucoronideos foi eficientemente
contornada através da adicdo de metanol. A enzima p-glucoronidase

demonstrou ser resistente a este solvente orgénico e inibiu a atividade de
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enzimas que degradam o X-gluc inespecificamente como glicosidases (Jefferson
et al., 1987; Kosugi ef al., 1990).

O fato da superficie do tecido em contato com o meio de cultura ficar
oxidada mais rapidamente, indica que o PPT possui baixa translocagdo no
tecido. O acido glutdmico, analogo do PPT, possui baixa translocagdo nos
tecidos, devido a baixa afinidade relativa a outros aminoacidos de entrada em

células vegetais (Tabela 4).

No primeiro experimento, durante o processo de sele¢do foram mantidos
os aminoacidos do meio de cultura. Este procedimento foi contrario ao proposto
por Dekeyser et al., (1989), que indicam a interferéncia dos aminoacidos no
processo de selecdo. Neste experimento algumas placas em selegdo tinham
aparéncia embriogénica e crescimento similar aos controles nao bombardeados
mantido em meio com e sem PPT. Este resultado é contrario a determinagao da
curva de sensibilidade ao PPT e se deve ao fato da curva de inibigao ter sido
realizada em meio CM1, sem aminoacidos no meio de cultura, e este
experimento ter sido conduzido em meio ML1, com aminoacidos. O crescimento
observado pode ser devido a degradagédo do PPT nos tecidos nao transgénicos
e/ou a interferéncia dos aminoacidos do meio de cultura na absorg¢éo do PPT. A
Figura 18 mostra o metabolismo do L-PPT em plantas transgénicas e nao
transformadas. A degradagdo de PPT em plantas ndo transformadas leva a
formagdo de MHB e MPP, que sdo acumulados nos tecidos da planta. Esta
hipétese, de degradagdo do PPT em tecidos ndo transformados, possui
reduzida relevancia, devido a trés fatores. O primeiro € que a degradacgdo do
PPT nao ser elevada (Droge-Laser et al., 1994) e de que, com o numero de
ciclos seletivos é plausivel que ocorra um equilibrio entre a formagdo de MHB e
MPP e a degradagdo de PPT. & importante ressaltar que no meio CM1, sem
amino &cidos, o efeito do PPT foi claro, ao contrario do observado no meio ML1,
que possui aminoacidos em sua formulagdo. Deste modo a interferéncia de

amino-acidos do meio de cultura ML1 na absor¢ao de PPT ganha importancia. A
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Figura 18 - Esquema das reagbes metabdlicas do herbicida L-PPT em plantas.
Em plantas transgénicas expressando o gene bar/pat, o L-PPT é acetilado para N-acetil-
PPT. A taxa de acetilagdo depende da atividade da PAT com a degradag&o que ocorre
normalmente em tecidos ndo transformados. Duas vias de degradagé&o ocorrem a partir da
deaminagdo do L-PPT. Na primeira ocorre redugio do PPO (Acido 4-metil-fosfinico-2-oxi-
butandico) para a formagao do MHB (Acido 4-metilfosfinico-2-hidroxi-butanéico) e na segunda a
decarboxilagio do PPO para a formag&o do MPP (Acido 3-metilfosfinico-propanéico). Modificado

a partir de Droge-Laser et al. (1994).
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Tabela 4 - Afinidade relativa pelo sitio I* de entrada de amino-acidos em células vegetais®:

Amino-acido Afinidade relativa Classe
Alanina 75 Neutro
Metionina 75 Neutro
Fenil alanina 64 Neutro
Tirosina 64 Neutro
Leucina 63 Neutro
Cisteina 58 Neutro
Serina 57 Neutro
Glicina 56 Neutro
Triptofano 54 Neutro
Glutamina 51 Neutro
Treonina 49 Neutro
Valina - 44 Neutro
Isoleucina 44 Neutro
Acido glutamico 44 Acido

Prolina 43 Neutro
Histidina 33 Basico
Lisina 32 Basico
Asparagina 22 Neutro
Arginina 22 Basico
Acido aspartico 18 Acido

*Kinraide (1981), demonstra que existem apenas dois sitios de entrada de amino-acidos em
células vegetais. O sitio Il tem alta afinidade por amino-acidos basicos e desprezivel peraos

demais amino-acidos.?Obtido a partir de Kinraide (1981).
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Tabela 3 mostra um resumo de trabalhos de transformagéao de gramineas com o
gene bar. Para a selegdo de transformantes com esse gene podem ser
utilizados os herbicidas PPT e bialaphos®. Como pode ser visto, geralmente os
autores que utilizaram PPT nédo utilizaram fonte de nitrogénio na forma de
aminoacidos no meio seletivo. JA& um numero significativo dos autores que
utilizaram bialaphos®, mantiveram aminoacidos no meio seletivo. Qutro ponto
importante a ressaltar € que os trabalhos com selecdao de PPT aplicam, em
média, maior concentragdo no meio seletivo que os trabalhos que utilizam

bialaphos®.

Esta diferenciacdo é devido a maior translocagdo do bialaphos® em
relagdo ao PPT. A alanina, presente no tripeptideo bialaphos®, é o aminoacido
de maior afinidade relativa pelo sitio principal de entrada de aminoacidos em
células vegetais (Tabela 4). JA o acido glutdmico, analogo do PPT, possui
afinidade relativamente baixa por este sitio e, pratcamente a mesma do
aminoacido prolina que é geralmente utilizado em concentragbes muito
superiores ao do PPT no meio de cultura. Estas consideragbes fazem da
interferéncia na absorgao de PPT por aminoacidos, e da sua baixa translocagao,
as razées possiveis da ineficiéncia verificada durante o processo seletivo e do
fato de que nenhuma planta regenerada, ter demonstrado atividade das
enzimas GUS ou PAT.

Devido a indisponibilidade de bialaphos®, em nosso laboratério, os
experimentos continuaram a ser conduzidos utilizando-se PPT como agente
seletivo. Experimentos foram conduzidos na auséncia de aminoacidos no meio
seletivo e em condigbes mais severas de selecdo em PPT, através do aumento
gradativo da concentragdo do herbicida no meio seletivo e maior numero de
ciclos seletivos. Apesar da baixa freqtiéncia, foram observados setores com alta
expressdo de GUS, evidenciando algum sucesso no processo de selegéo
aplicado (Figura 14). Com a retirada dos aminoacidos do meio de cultura, nao

foi verificada queda acentuada da qualidade da cultura em termos
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embriogénicos Isto indica que os aminoacidos, apesar de favorecerem a taxa de
crescimento da cultura, possuem importancia mor na indugéo da embriogénese
somatica, como descrito por Armstrong & Green (1985), Songstad et al., (1992)
e Dennehey et al., (1994).

O problema mais sério verificado foi a inibicao da regeneragéo pelo PPT.
Este problema ja havia sido identificado em outros experimentos, porém como
houve problemas de regeneragao devido a baixa luminosidade, acreditou-se na
época, que este Ultimo era o fator principal para a falta de regeneragdo de
plantas. Nos experimentos subseqilientes, enquanto havia PPT no meio de
cultura, os calos apenas ficavam verdes e emitiram poucas e finas raizes.
Apenas um setor do terceiro experimento apresentou o crescimento de raizes
vigorosas em meio com PPT, porém sem a regeneracéo de planta inteira. Estas
raizes apresentaram reagdo positiva para a atividade de GUS (Figura 15),
denotando a transgénese do setor. Este setor entretanto era provavelmente
quimérico, reforcando a hipétese de que o sistema seletivo foi ineficiente. Estes
resultados indicam que em experimentos futuros deve-se retirar o PPT do meio
de regeneragdo. A inibicdo da regeneragdo pelo PPT, mesmo em uma
populagio de calos onde uma fragéo é transgénica, pode ser devido a inibigéo
da fotossintese pelo PPT (Sauer et al., 1987) ou devido a maior sensibilidade ao
PPT da GS do cloroplasto em relagédo a GS do citoplasma. A primeira isoforma é
inibida pelo PPT em niveis mais baixos (Ki 1.5 uM) que a segunda (Ki 4.0 uM) é
inibida somente em concentragdo mais elevada (Zoliner, 1993). A GS do
cloroplasto é expressa somente em tecidos verdes, como o calo em processo de
regeneragdo, ao passo que a GS do citoplasma é expressa em tecidos néo
fotossintéticos, como em calo em selecdo (Edwards et al, 1990). GS do
citoplasma (Ki 1.5 uM), que é expressa em tecidos nao fotossintéticos, como
calos em cultura (Edwards et al., 1990) ou devido a inibicdo da fotossintese pelo
PPT (Sauer et al., 1987).
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Apesar deste experimento ter gerado calo transgénico, a freqiiéncia na
populagéo foi baixa, entre 0.5 e 1 %, indicando que mesmo apés varios ciclos
seletivos em concentragdes altas de PPT, o crescimento de muitos calos deve
ter sido devido a protecado cruzada. Esta hipétese é salientada pela observagao
de que, mesmo apods varios ciclos seletivos, podem ser observados células
expressando GUS. Outro fato a considerar é que os calos possam crescer em
meio com PPT devido a baixa translocabilidade e relativa resisténcia a aménia
devido a algum tipo de resisténcia epigenética. O fato de nenhuma planta
transgénica ter sido identificada através da andlise das atividades das enzimas
GUS e PAT e analise molecular por PCR, reflete a ineficiéncia do sistema

seletivo e/ou a inibigdo da regeneragéo pelo PPT.

O bialaphos® tem sido demonstrado ser mais eficiente que o PPT durante
a selecéo dos calos em cultura, devido a sua maior translocagéo. Register Il et
al., (1994) relatam a ineficiéncia de transformagdo de milho com o pBARGUS
utilizando o PPT como agente seletivo, mesmo em altas concentragdes. Estes
autores afirmam que o bialaphos, analogo do PPT, é eficiente para a selegao
mesmo em concentragbes relativamente pequenas. Wang et al, (1992)
demonstrou que a selegdo com PPT é ineficiente devido a interferéncia de

glutamina e asparagina na atividade do herbicida.

Neste trabalho, a localizagédo histoquimica da atividade de GUS dirigida
pelo promotor do gene act! de arroz, em raizes de milho, revelou alta
similaridade com a expresséao verificada em raizes de arroz (Zhang et al., 1991).
Estes resultados de expressdo de GUS em raizes transgénicas ndo sao
importantes per se, mas servem para demonstrar como a técnica de
transformacéo pode ser uma ferramenta poderosa para diversos estudos de

biologia basica e aplicada.
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8. CONCLUSOES

Este trabalho identificou varios aspectos necessarios para a obtengao de
plantas transgénicas de milho, através do bombardeamento com

microparticulas. Os pontos estudados, de maior relevancia foram:

- Obtengédo de culturas de calo tipo | de excelente qualidade em termos
de embriogénese, a partir de embrides imaturos da linhagem CAT-100-6

inoculados em meio ML1.

- Estabelecimento das linhagens Hi-ll, que poderédo ser utilizadas para
experimentos de transformagao, devido a maior facilidade de selecdo em calos

tipo Il.

- Identificagdo da origem da embriogénese somatica na linhagem CAT-
100-6.

- Estabelecimento do método GE para a utilizagdo em experimentos de
transformacgio transiente e estavel, em detrimento ao método Kapton de

aceleragao das microparticulas.

- Estudo de varios fatores fisicos e biolégicos para a transformagao

transiente e estavel.

- Todos os fatores fisicos estudados influenciam na transformacgao

transiente, penetragédo e/ou danos ao tecido alvo.

- As células que dao origem a embriogénese somatica sao eficientemente
transformadas com o uso de microparticulas de 1.6 um de &, 6 cm entre o alvo

e o disco de ruptura e 1800 psi de gas Hélio.

- Os danos causados pelo bombardeamento ao tecido alvo, séao
facilmente contornados pela adigao de 0.8 M de manitol por 5 horas antes do

bombardeamento e 16 horas ap6s o bombardeamento.
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- O aumento da concentragdo de manitol no meio de cultura aumenta a

expressao transiente, e influencia diretamente na penetragao.

- A coloragédo de safranina/fast green foi eficiente na identificagdo dos

danos causados pelo bombardeamento.

- O indice de penetragao foi acertado e seu uso identificou eficientemente

os tratamentos de maior penetragéo.

- O plasmideo pACTBARGUS expressa GUS e PAT em niveis

adequados para identificagdo e selegao eficiente dos calos bombardeados.

- O PPT demonstrou-se ser ineficiente na sele¢ao de calli transformados.
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