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Abstract

Based on previous research performed with genes encoding cereal seeds storage
proteins (prolamins) an expression cassette for the production of heterologous proteins in
cereal seeds was developed. This cassette contains a promoter region isolated from
sorghum prolamin gene and a sequence enconding a signal peptide isolated from Coix
lacryma jobi prolamin. The main purpose of this work was to produce human growth
hormone (hGH) and human pro-insulin in transgenic maize using this expression cassette.
The coding regions for these human hormones were introduced in this cassette and the
constructions were used to transform maize embryos through Agrobactenum mediated
and biolistic methods. Transgenic plants were selected using a phosphinothricin resistance
marker. Southern blot analyses of the transgenic plants showed that some copies of the
genes coding for either hGH .or pro-insulin were incorporated in the maize genome.
Northem blot analyses showed that the transcription of these genes is more intense in the
period from 20 to 35 days after pollination. The production of proteins was monitored
through western blot analyses. The recombinant proteins accumulated at a rate of
approximately 2% of the total soluble seed protein and were targeted to the inclusion
bodies, which are the organelles specialized in protein storage. The recombinant proteins
were purified from maize seeds using ethanol differential extraction, followed by reversed
phase liquid chromatography and gel filtration. Mass spectrometry of purified recombinant
pro-insulin revealed that this protein was correctly processed in maize seed. We conclude
that this cassette is efficient to produce heterologous proteins at relatively high levels in
maize seeds representing a promising system for other proteins with pharmmaceutical

interest.



Resumo

Trabalhos anteriores realizados no Laboratério de Plantas do CBMEG/UNICAMP resultaram no
desenvolvimento de um cassete de expressao de proteinas heterélogas especifico para sementes de
cereais. Na construgdo desse cassete foi utilizado um promotor de proteinas de reserva isolado de
sorgo € um peptidio sinal de Coix. Este trabalho teve o objetivo de estabelecer biorreatores dos
horménios humano de crescimento (hGH) e insulina em sementes de milho transgénico.

As regides codantes do hGH e da pro-insulina humana foram introduzidas no cassete de
expressdo, e as construgdes foram empregadas para transformar embrides de milho via
bombardeamento de microparticulas e agrobactéria, empregando a fosfinotricina (PPT) como agente
seletivo. Analises de Southem blot demonstraram a incorporagdo de algumas cépias dos transgenes
hGH e pré-insulina no genoma de plantas transgénicas de miiho. Northern blots mostraram que a
expressio dos transgenes obedeceram ao modelo de expresséo temporal das prolaminas.

A produgao dos horménios foi monitorada por meio de analises de westem blot, que indicaram
um nivel de producdo em relagéo a proteina total solGvel de 2% de pro-insulina e de 1% de hGH. A
expressdo dos transgenes ocorreu somente no endosperma das sementes, e os horménios foram
enderecados para armazenamento em corpusculos protéicos. As proteinas recombinantes foram
extraidas em diferentes tampdes alcodlicos e purificadas em colunas de cromatografia de fase reversa
e de filtragdo em gel. Adicionalmente, analises de espectrometria de massa da pré-insulina
recombinante corroboraram com o peso molecular de 9,377 kDa da proteina nativa, mostrando que a
proteina foi corretamente processada nas células do endosperma de milho transgénico.

Até onde foram estudados, os hormdnios produzidos possuem caracteristicas iguais a dos
horménios nativos do homem. Concluimos, portanto, que o cassete pode ser eficiente também para
modular a produgdo em altos niveis de outras proteinas heterblogas com interesse farmacéutico e

industrial em sementes de milho.



1. INTRODUGAO

1.1. Cultura de tecidos e transformacgio de plantas

A morfogénese de plantas in vitro tem como base o principio de que as células
vegetais podem ser cultivadas axenicamente e sdo totipotentes, ocomrendo a partir de
organogénese ou de embriogénese somatica (ES). No primeiro modelo, a regeneragéo de
plantas inteiras ocorre através da neoformagio de gemas apicais (estrutura monopolar) e
posterior indugdo de raizes. Esta reorganizagdo ocorre através de grupos celulares
meristematicos presentes no tecido original (Handro e Floh, 1990). O processo de ES
consiste na formagdo adventicia de multiplos embribes com eixo vascular proprio
(estrutura bipolar), através de um processo similar a embriogénese zigética (Sharp et al,,
1980). Esses dois modelos diferem também pela forma geral de indugéo: a ES responde
ao estimulo de auxinas fortes, enquanto que a organogénese € modulada por citocininas
(Guerra et al., 1999).

Sistemas proliferativos de organogénese e ES estabelecem culturas ciclicas que
permitem a obtengdo continua de tecidos para ensaios de transformagédo genética
originarios de uma mesma fonte. Estes dois modelos diferem quanto a origem dos novos
tecidos: sempre multicelular e sub-epidérmica na organogénese, unicelular ou de poucas
células, e superficial na ES. Para a transformacdo genética, a ES é um sistema mais
atrativo por diminuir a ocorréncia de plantas quiméricas (organismos multicelulares de
origem néo clonal) (Liu et al., 1992; Sato et al., 1993) e por ser mais facil introduzir DNA
em camadas celulares superficiais (Kemper et al., 1996).

A descoberta da totipoténcia celular, o desenvolvimento de técnicas de cultura de
tecidos vegetais, e por ultimo, o advento da engenharia genética, permitiram a obtencao
das primeiras plantas transgénicas no inicio da década de 80 (Fraley, et al., 1983). Esse
complexo processo ocorre a partir da introdugéo, integragdo e expressao de DNA em
célula(s) potencialmente precursora(s) de um 6rgdo ou de um embrido.
Convencionalmente esta introdugcéo tem sido feita por dois métodos: 1) por infecgdo com
agrobactéria e 2) por bombardeamento de microparticulas. A transformagdo mediada por
agrobactéria é fundamentada na capacidade desta bactéria de solo de transferir parte do
DNA do seu plasmideo Ti (Tumor Inducing) para o genoma de células de plantas
hospedeiras (Hoekema et al, 1983; Rogers et al., 1986). Entretanto, uma grande

variedade de plantas, especialmente as monocotileddneas, apresenta recalcitréncia a



agroinfecgdo, provavelmente por ndo serem hospedeiras naturais de agrobactérias (Klein
etal., 1987).

A transformagédo via bombardeamento de particulas foi proposta como um método
de transfeccdo sem vetores bioldgicos intermediarios, consistindo no disparo de particulas
de ouro efou tungsténio contendo DNA adsorvido ou outras substancias contra tecidos
vegetais alvos da transformagio (Sanford, 1990). Esse método, também referido como
biolistico, foi inicialmente idealizado por Klein et al. (1987) ao acelerar DNA e RNA contra
a epiderme de cebola e verificar posterior expressdo de genes reporteres. Tal
metodologia geralmente resulta na integragdo de multiplas copias do(s) gene(s) de
interesse, podendo determinar o silenciamento do transgene ou ainda uma expressao
andmala (Finnegan e McElroy, 1994, Flavell, 1994).

Quando comparada com o método biolistico, a transformagéo via agrobactéria
normalmente produz plantas com maior estabilidade e herdabilidade da expressao da
caracteristica incorporada, provaveimente por mimetizar um processo de transfecgéo de
ocorréncia natural, onde acreditasse ocorrer a transferéncia de poucas cdpias do T-DNA
em sitios especificos na crorhatina (Potrykus, 1991; Zupan e Zambryski, 1995). No
entanto, o bombardeamento é gendtipo-independente, n&o necessitando técnicas
sofisticadas de cultura de tecidos. Para as espécies recalcitrantes a agroinfecgdo e para
estudos genéticos e bioquimicos por meio de expresséo transiente, esta técnica continua

sendo a mais eficiente.

As primeiras plantas transgénicas de milho foram obtidas a partir do
bombardeamento de culturas proliferativas em suspenséo (Fromm et al., 1990; Gondom-
Kamm et al., 1990; D’'Halluin et al., 1992) e de embrides zigoticos imaturos (Koziel et al.,
1993). Atualmente o tecido mais empregado na transformagdo de milho sdo culturas
somaticas de calos embriogénicos geradas de embrides zigoticos imaturos. No entanto, a
partir das transformagdes obtidas em arroz via agrobactéria com o emprego de cepas de
bactérias mais virulentas com os plasmideos super-binarios (Hiei ef al., 1994; Aldemita et

al., 1996), esta estratégia voltou a ser estudada em cereais.

Em 1996, Ishida et al. descreveram o primeiro trabalho de transformagéo de milho
via agrobactéria convincente, utilizando o gene reporter uidA que codifica a enzima B-
glucoronidase (GUS). Genes repérteres sdo empregados principalmente para analisar a
atividade de promotores e monitorar a eficiéncia de ensaios de transformagéo. O gene

uidA (Jeferson et al., 1986) é repérter mais empregado por sua simplicidade e



versatilidade de monitoramento. Estes autores relataram frequiéncias de até 30% de
transformagdo em tecidos epidémmicos do escutelo de embrides imaturos de mitho. As
células deste tecido em miltho apresentam alta taxa de formagao de calos embriogénicos
in vitro. No entanto, poucos laboratérios tém descrito trabalhos com agrotransformacéo de
cereais, e a metodologia mais empregada na transformagdo em milho ainda é o
bombardeamento.

1.2. O uso de plantas transgénicas como biorreatores

O desenvolvimento de plantas transgénicas com novas caracteristicas representa
uma das principais praticas da tecnologia do DNA recombinante. Existem basicamente
trés classes dessas plantas. A primeira resume as plantas transformadas com um gene
que confere uma propriedade agrondémica melhorada, como resisténcia a um herbicida ou
a insetos. A segunda classe € a mais complexa, resultado da integragido de dois ou mais
genes que promovem a methoria da qualidade do produto por alteragbes em vias
metabélicas, como descreveram Ye et al (2000) com o “arroz dourado”, que possui uma
alteracdo na biossintese da pré-vitamina A. Por uUltimo sdo desenvolvidas plantas
transgénicas para produgdo de proteinas heterélogas de aplicagdo industrial ou
farmacéutica, onde se enquadra este trabalho de tese. Neste caso ocorre a integragéo de
um gene seletivo, de um gene repérter e de um cassete de expressdo especialmente
desenvolvido para modular a expressdo de um produto de interesse empregando a

maquinaria de producao protéica da planta.

Dentre estas aplicagbes das plantas transgénicas, a produgdo de proteinas
heterdlogas é a que apresenta maior espectro de emprego. Atualmente sdo
desenvolvidos processos de produgdo de enzimas e outras proteinas com aplicagao
industrial, e de interesse farmacéutico como, por exemplo, vacinas, anticorpos, e
hormoénios protéicos (Goddijn e Penn, 1995; Hood e Jilka, 1999; Parizotto et al., 2001,
Peeters et al, 2001; Larrick e Thomas, 2001). As plantas transgénicas também estao
sendo utilizadas para o desenvolvimento de alimentos enriquecidos com o4leos
insaturados (Ye et al, 2000). Alteragdes em vias metabdlicas dos vegetais também
podem ser utilizadas na produgédo de compostos organicos de baixo peso molecular ou de
polimeros (Nawrath et al., 1994).



Véarias formas de producdo de proteinas heterélogas ja foram descritas,
empregando diversos modelos em varios tipos de organismos. Alguns trabalhos até séo
curiosos, como Meade e Ziomek (1998), que sugerem a produgdo do hGH em urina de
camundongos. Staub et al. (2000) descrevem um rendimento de até 7% das proteinas
soluveis na produgcdo de hGH em cloroplastos de tabaco. Entretanto, o horménio
produzido continha um residuo de prolina numa posicdo em que deveria ser uma
fenilalanina. Em mamiferos uma interessante estratégia vem sendo estudada a partir da
producdo e secregido de anticorpos no leite, principalmente de bovinos, caprinos e ovinos
(Poliock, et al., 1999). O rendimento desse modelo foi, em caprinos, de 5 g da proteina
recombinante por 800 L de leite (produgdo anual de um animal elite). Porém para ser
economicamente viavel, esse sistema necessita de varios fatores adicionais quando
comparado a produgdo, extragdo e purificacdo de proteinas a partir de sementes de
plantas. No entanto, para a produgdo de vacinas orais esse modelo apresenta
interessantes propriedades.

1.3. Vantagens da utilizagido de plantas na produgao de proteinas heter6logas

A agricultura é o sistema mais econdmico para a produgao de biomassa em larga
escala. Essa vantagem é devida a capacidade das plantas de aproveitarem diretamente a
energia solar. Assim sendo, a agricultura € o método mais barato para a produgéo de
proteinas em larga escala. Esta vantagem é aplicada também para a produgdo de

proteinas heterdlogas (também descritas como proteinas recombinantes).

A produgdo de proteinas heterdlogas em plantas apresenta ainda outras
vantagens em relagdo aos sistemas procariotos, fermentagdo microbiana, cultura de

células animais e animais transgénicos. Dentre estas vantagens, podemos citar:

a) As plantas, ao contrario dos organismos procariotos, realizam modificagbes pos-
traducionais de proteinas eucariéticas que, na grande maioria dos casos, sao essenciais

para a atividade bioquimica destas proteinas (Hood e Jilka, 1999).

b) A producéo de proteinas de interesse fafmacéutico em plantas apresenta riscos muito
baixos ou desconhecidos de contaminagao por agentes fitopatogénicos aos humanos.

c) Os produtos de origem vegetal podem ter maior simpatia do consumidor em reiagéo a
produtos oriundos de microorganismos, culturas de células transformadas ou de animais



transgénicos. A aceitagio das plantas transgénicas como biorreatores de farmacos ainda
nao foi testada e nosso trabalho podera servir também para esse novo estudo.

d) O mais importante: as plantas apresentam o6rgdos especializados destinados ao
armazenamento, como tubérculos, raizes especializadas e sementes. Esses o6rgéos
podem ser utilizados para acumular altos niveis de proteinas recombinantes (Leite et al.,
2000). As sementes em especial sdo adaptadas para estocar grandes quantidades de
proteina por longos periodos de tempo com niveis reduzidos de degradagdo a
temperatura ambiente, 0 que torna a producdo de proteinas heterblogas um sistema
operacional menos complexo e mais econdémico, com custos reduzidos de
armazenamento (Jilka et al., 1999).

Apesar dessas vantagens, poucos sistemas de producéo de proteinas heterdlogas
foram desenvolvidos. A clonagem de promotores de proteinas de reserva ndo era uma
tarefa facil assim como a obtengdo de um peptideo de enderegamento das proteinas para
corpusculos de armazenamento. No entanto, com o volume crescente de informagdes
gendmicas principalmente dos cereais, é de se prever que o trabalho apresentado nesta
tese possua uma pequena \}antagem de tempo em relagdo a trabalhos similares

desenvolvidos em diversos laboratorios de engenharia genética do mundo.

Como desvantagem, o milho em especial por ser uma planta alégama, necessita
de extensivos cuidados no cuiltivo para ndo ocorrer a disseminagao de poélen transgénico.
Nao existe nenhum estudo que indique exatamente a magnitude dessa disseminagdo. Um
rigoroso controle individual da produgéo de pélen e da fertilizagdo de cada planta dentro
de casas de vegetagcdo fechadas, tipo de manejo conduzido no CBMEG, elimina este
problema. Porém o cultivo de plantas transgénicas em grandes areas abertas teria que
ser realizado dentro de um cinturdo de alguns quildometros livre de plantacdes de milho

selvagem.

Os primeiros trés produtos comerciais obtidos de semente de milho transgénico
foram a avidina, que é uma proteina encontrada na clara de ovo, a hidrolase -
glucoronidase (GUS) (Hood et al., 1999) e a aprotina (Zhong et al, 1999), que & um
inibidor de protease. Todas essa proteinas heterdlogas sdo comercializadas pela Sigma®
Chemical Co, sendo empregadas em diagnosticos laboratoriais e na industria
fammacéutica. Essas proteinas divergem quanto a suas caracteristicas fisicas e quimicas
basicas e tipo de organismo de origem: GUS € uma proteina de bactéria, a avidina € uma

glicoproteina de aves e a aprotina € um inibidor de proteases de bovinos. Esses trabalhos



mostram um pouco da dindmica e da versatibilidade das sementes de milho na produgéo
de proteinas heterélogas. Sobretudo porque em todos esses trabalhos foi empregado um
promotor constitutivo isolado do proprio milho (ubiquitina), que concentrou a produgao das

proteinas aproximadamente em 90% na regido do embrido das sementes.

1.4. Estratégias para produgio de proteinas heterélogas em plantas

Existem basicamente duas estratégias para produgao de proteinas heterdlogas em
plantas. Uma envolve integracdo do gene de interesse no genoma da planta enquanto a
outra é transitéria, ndo havendo integragdo permanente do transgene ao DNA da planta.
A estratégia de expressao transitéria envolve 0 uso de um fitovirus de RNA fita-simples, a
partir da insercdo do transgene no genoma do virus, normalmente fusionado a uma
proteina da capa viral. Apés a infeccdo da planta hospedeira ocorre a replicagdo do
genoma viral e a expressdo de suas proteinas em conjunto com a proteina heteréloga,
que é recuperada a partir de extratos de folhas da planta infectada. As particulas virais
podem ainda funcionar como veiculo de antigenos expressos na capa viral na produgéo
de vacinas orais e nasais (Beachy et al., 1996).

A outra estratégia consiste na introdugéo do gene de interesse no genoma da
planta por meio de técnicas de transformagao. Essa estratégia produz, portanto plantas
transgénicas que sdo capazes de expressar permanentemente e transferir o gene inserido
em seu genoma a sua progénie. A estratégia de expressao transiente mediada por virus
em geral determina a expressaoc em folhas enquanto a transformagdo pemmanente
apresenta maior versatilidade, pemmitindo um direcionamento da expressado heterdloga
para um determinado 6rgao ou tecido da planta, ou até mesmo que a expressdo ocorra
apenas por um periodo determinado. Essas altemativas estdo relacionadas com a

escolha da seqiéncia promotora que acompanhara o gene de interesse.

Enquanto a tecido-especificidade é determinada por promotores especificos, o
direcionamento para compartimentos intracelulares pode ser feito através da incluséo de
peptideos-sinais na proteina recombinante. Esses peptideos-sinais sdo encontrados em
geral precedendo a sequéncia de aminoacidos de proteinas que sao naturalmente
processadas e secretadas pelo reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi de células
eucarioticas. Esses sistemas de enderecamento celular podem ser explorados em



sistemas de produgédo capazes de simplificar o armazenamento do material vegetal e a

posterior extragao e purificagdo da proteina recombinante.

Na maioria dos casos, o gene de interesse é incluido em um cassete de expresséao
onde se encontra precedido por um promotor que pode ser constitutivo ou tecido-
especifico seguido por um peptideo-sinal e um sitio de poliadenilagdo. O promotor é
responsavel pela ativagdo ou inibigdo da expressao, sendo capaz de responder a diversos
estimulos, controlando o nivel de expressdo do gene em fungdo da natureza do tecido e
seu estagio de desenvolvimento. Uma boa escolha de promotor €, portanto, determinante

para o sucesso da utilizagdo de plantas na produgéo de proteinas heterdlogas.

1.5. A escolha do endosperma de milho para produgéo de proteinas heterélogas

Os cereais s&o as plantas cultivadas mais importantes em relagéo a area plantada,
producdo e contribuicdo para alimentagdo animal e humana. Em 2002, cerca de 663
milhées de hectares foram cultivados com cereais, levando a produgdo mundial de pouco
mais de dois bilhdes de toneladas de graos. Trés culturas contribuiram com 86% desse
total: milho (602 milhdes de toneladas), arroz (579 milhdes de toneladas) e trigo (568
milhdes de toneladas) (FAO, 2002). O grande sucesso no cultivo de cereais é devido
principalmente a sua alta produtividade, facilidade de colheita e a capacidade de

adaptacao dos cultivares a diferentes condigdes ambientais (Lazzeri e Shewry, 1993).

Sem duvida, apesar de caules e folhas serem utilizados para silagem, o principal
produto obtido do cultivo de cereais € o grdo, que é uma cariopse, tipo de fruto em que a
parede da semente (testa) encontra-se fundida com a parede do fruto (pericarpo) (Lazzeri
e Shewry, 1993). A semente é composta de dois orgdos: o endosperma e o embrido
(Figura 1.1). Esses 6rgaos séo produzidos por meio de um processo de duas fertilizagdes,
mecanismo exclusivo de plantas superiores (Russell, 1992). A fusdo de um nucleo
espermatico com a célula-ovo origina o zigoto que resulta no embrido. Ao mesmo tempo,
uma segunda célula espermatica funde-se com uma célula binucleada central que resulta
na origem do endosperma de natureza tripldide. Subseqiientemente, esse nucleo sofre
multiplas divisdes, resultando na formagdo de um sincicio contendo centenas de nucleos
(Randolf, 1936, Vijayaraghavan e Prabhakar, 1984).
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Figura 1.1: Representagdo esquematica dos principais 6rgéos que compdem a semente
madura de milho.

As paredes celulares comegam a formar-se no terceiro dia apos polinizagao
(DAP), completando-se no quinto DAP, quando o tecido torna-se completamente
celularizado e uninucleado. O periodo de crescimento mais intenso do endosperma ocorre
de 8 a 13 DAP, com a ocorréncia simultanea de divisdes celulares e aumento de volume
das células. Com aproximadamente 12 DAP, o endosperma preenche a regido central da
semente, e neste estagio a camada externa de celulas, a aleurona, encontra-se
completamente diferenciada. As divisdes celulares cessam na regido central do
endosperma, e os nicleos iniciam um processo de endoreduplicagdo (duplicagéo
cromossémica sem mitose), que eleva substancialmente o conteido de DNA (Randolf,
1936). No milho, entre 10 a 20 DAP o conteudo de DNA aumenta de trés vezes o
contetido do genoma hapldide para até 600 vezes (Lopes e Larkins, 1993; Muller et al,
1995). Como o cruzamento conduzido de plantas de milho facilita muito a obtengéo de
inimeros tipos de hibridos, existem materiais que apresentam um modelo de
desenvolvimento que difere temporal e espacialmente do padréo apresentado, possuindo

também diferente padrao de expressao protéica e composicéo de semente.
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O papel da endoreduplicagio ainda ndo foi completamente esclarecido. Uma
hipétese é que o excesso de DNA serviria como depésito de nucleotidios ou nitrogénio
para o embrido. Na realidade existem poucas evidéncias demonstrando reciciagem de
nucleotidios neste tecido, e também utilizagdo de nucleotidios como forma de
armazenamento é considerado energeticamente desfavoravel. Como o fenémeno da
endoreduplicagdo ocorre comumente em tecidos de alta atividade metabdlica, tanto em
animais quanto em plantas, ele tem sido apontado como uma possivel forma de

rapidamente aumentar os niveis de expressao génica (Larkins et al., 2001).

O endosperma apresenta fungdes diferenciadas em plantas monocotiledéneas €
dicotiledéneas. No primeiro grupo, o endosperma possui fungdo de armazenamento de
nutrientes a serem utilizados durante a germinagéo da semente e no inicio do crescimento
da nova planta. Na maioria das dicotiledéneas, o endosperma assiste a embriogénese
nutrindo o embrido apenas nos estagios iniciais, sendo completamente assimilado durante
o processo. Os cotilédones, folhas formadas durante a embriogénese, assumem a fungao
de tecido de reserva de nutrientes a serem utilizados durante o processo de germinagao
(Lopes e Larkins, 1993).

No milho, o endosperma constitui a principal fonte de nutrientes para a gemminagéo
do embrido. A maioria do carbono utilizado nos estagios iniciais do desenvolvimento
deriva-se de amido e de proteinas de reserva. O conjunto destes produtos de reserva
compde aproximadamente 90% do peso seco do endosperma maduro. Na semente
madura, o endosperma é diferenciado em dois tecidos: o endosperma amilaceo e a
camada de aleurona. As células da regido central do endosperma acumulam amido de
forma abundante, e as regides periféricas sdo mais ricas em proteinas de reserva. No
final da maturagdo da semente, endosperma amilaceo transforma-se num tecido mole e
quebradico, enquanto que a regido protéica toma-se dura e translucida (Shewry e Casey,
1999).

A camada celular mais externa do endospemma, a aleurona, € conservada durante
os processos de maturacdo e dissecagdo da semente. E um tecido formado por células
morfolégica e funcionalmente distintas das outras células do endosperma. Quando as
sementes comegam a germinar, essas células sdo estimuladas por acido giberélico
produzido pelo embrido, e iniciam a produgdo de enzimas hidroliticas. Essas enzimas
catalisam a degradagdo das macromoléculas de reserva: amido, proteinas e DNA

acumulados durante o desenvolvimento do endosperma.
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O completo desenvolvimento da semente de milho parece depender de interagdes
que ocorrem entre o endosperma e o embrido (Lopes e Larkins, 1993, Bommert e Werr,
2001). Assim como na grande maioria dos vegetais, o sucesso do desenvolvimento e da
diferenciacdo do endosperma requer a regulagdo coordenada de varios conjuntos de
genes envolvidos no controle da divisdo celular, do metabolismo de aminoacidos e da

sintese de amido, proteinas e lipidios.

As proteinas totais da semente seca de milho representam aproximadamente 10%
do peso do grédo, correspondendo a 20% da massa do embrido e a 8% do endosperma
(Glover e Mertz, 1987). As prolaminas sdo as proteinas de reserva dos cereais soluveis
em alcool, representando cerca de 60% das proteinas do endosperma. Essas proteinas,
denominadas em milho (Zea mays) de zeinas, estdo distribuidas em quatro diferentes
classes de acordo com o nivel de solubilidade em alcool, sendo também transcritas por
um namero bem variado de genes. As alfa-zeinas s&o codificadas por familias
multigénicas (entre 70 e 100 genes), enquanto que as beta-, gama- e delta-zeinas séo

codificadas por poucos genes, geralmente um ou dois (Coleman e Larkins, 1999).

A produgdo e o acumuio de zeinas e de amido inicia-se de 10 a 14 DAP nas
células da camada sub-aleurdnica. O acumulo de proteinas e amido ocorre segundo um
gradiente crescente da regido extema para o interior, coincidindo com diversos eventos
de diferenciagdo celular, provavelmente disparado por um rapido decréscimo na razéo
entre os reguladores hormonais citocinina e auxina (Lur e Setter, 1993). Esses autores
observaram que o aumento abrupto na concentragdo de acido indol-acético (IAA) entre 9
a 11 DAP pode ser responsavel pela elevagdo dos niveis de DNA devido a
endoreduplicagdo e pela expressdo de alguns genes de zeinas durante o
desenvolvimento do endosperma de milho. A expressdo dos varios genes de zeina é
altamente regulada. A integragio dos diferentes niveis de controle requer o envolvimento
de varios elementos cis e trans que devem atuar de forma ordenada e coordenada para
garantir a especificidade espacial e temporal da expresséo dos genes de zeinas (Shewry
e Casey, 1999).
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1.6. Construgdo de um cassete de expressido especifico de endosperma de cereais

Ja foram identificados e caracterizados varios promotores especificos de genes de
proteinas de reserva de sementes. Em particular, os promotores das prolaminas de milho,
sorgo e Coix, assim como os diversos mecanismos de regulagdo da expressdo génica
nas sementes desses cereais foram objeto de extensivos estudos no Laboratério de
Plantas do CBMEG desde 1990. Esses trabalhos precederam os estudos agora
apresentados sobre a habilidade de alguns promotores modularem a produgido de
proteinas heterélogas especificamente no endospemma de sementes em altos niveis.
Como anteriormente mencionado, a expressio especifica nas sementes pode trazer
vantagens em termos de armazenamento do produto, custos de producdo e purificagdo

da proteina recombinante.

Sequéncias originarias de genes de proteinas de reserva de cereais foram
empregadas visando estabelecer um cassete de expressdo génica para produgdo de
proteinas heterélogas em endospermma de sementes de milho (Leite et al,, 1998). Foi
isolado e caracterizado o promotor do gene que codifica proteinas de reservas de sorgo
denominadas y-kafirina (Freitaé et al., 1994), e a sequéncia nuclectidica codificadora do
peptidio-sinal de uma a-coixina (Ottoboni et al., 1993) de Coix. Inicialmente esse cassete
foi testado na expressdo dos horménios humanos do crescimento (hGH) (Leite et al.,

2000) e da pré-insulina (Parizzoto, 2001) em tabaco transgénico.

Os resultados obtidos com o hGH demonstraram que o promotor utilizado foi
capaz de dirigir a expressao especificamente em sementes. A andlise da seqiiéncia
amino-terminal do hormoénio recombinante purificado demonstrou que o peptidio-sinal foi
capaz de enderegar corretamente a proteina para o reticulo endoplasmatico, onde
ocorreu sua clivagem, resultando em uma proteina com o inicio da sequéncia primana
idéntica ao do horménio natural, ao contrario do horménio produzido em bactérias que
possui uma metionina como primeiro aminoacido. Adicionalmente, estudos do
comportamento eletroforético e das propriedades de ligagdo com receptores especificos
indicaram que o hGH produzido em sementes de tabaco apresentava estrutura e fungao

similares ao hormdnio comercialmente disponivel (Leite ef al., 2000).

O sistema de expressdo descrito resultou no acumulo de até 0,16% de hGH da
fragdo da proteina solavel total presente na semente madura. Esse rendimento constitui
aproximadamente 25% do obtido por Fiedler e Conrad (1995) na expressdo de

imunoglobulina também em sementes de tabaco. Nesse caso, o promotor e o peptidio-
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sinal empregados s&o originarios de leguminina, uma proteina de reserva de
dicotiledéneas, como é o tabaco. No nosso caso, o promotor € o peptideo sinal s&o
originarios de monocotiledéneas. Essa discrepancia pode explicar os niveis mais

reduzidos de expressao de nosso cassete em sementes de tabaco.

A principal razéo para a escolha do promotor de y-kafirina na construgéo do
cassete de expressao deve-se ao fato de um baixo nimero de copias ser responsavel por
aproximadamente 5% das proteinas de reserva em sorgo, indicando portanto, tratar-se de
um promotor de alta atividade em cereais (Watterson et al. 1993). Tais consideragdes nos
permitiram antecipar maior rendimento na produgédo e acumulo de proteinas heterélogas
em sementes de cereais. E esperado que os niveis de rendimento do cassete de
expressao seja muito maior em milho (uma monocotiledénea), sobretudo porque é uma
planta muito aparentada com o sorgo e o Coix, pertencendo a uma mesma tribo
(Claynton, 1973). Por ultimo nesse sentido, as gramineas apresentam um alto grau de
homologia entre si, mantendo uma base gendmica bastante parecida principalmente entre
os cereais (Gale e Devos, 1998; Devos e Gale, 2000).

Visando maximizar a producdo do cassete empregado em nosso laboratorio,
adicionalmente os transgenes sfo transferidos por cruzamento classico para genétipos
que apresentam um nivel de expressdo maior. Varias mutagdes naturais afetam o
actimulo de zeinas no endosperma do milho. O mutante opaco 2 (02) é o mais conhecido,
tendo sido descrito por Emerson et al., em 1935. Esse nome deriva do aspecto opaco
(ndo vitreo) do endosperma da semente. Nesse material as a-zeinas praticamente ndo
sdo transcritas, promovendo um acréscimo de duas a trés vezes das y-zeinas (Wallace et
al., 1990). Conforme descrito, o promotor empregado na construgéo de nosso cassete de

expressao é derivado de uma y-kafirina.

A proteina 02 & um fator de transcrigéo do tipo bZIP(basic domain leucine zipper) e
sua auséncia gera uma redugdo parcial ou total de RNAs especificos das a-zeinas
(Pedersen et al., 1980). A linhagem QPM (quality protein maize) &€ um material derivado
02 que foi convertido por melhoramento classico ao modelo selvagem, mantendo a
caracteristica do mutante 02 de produzir altos niveis de y-zeinas, o que promove um
acumulo dos aminoacidos essenciais lisina e triptofano (Geevers e Lake ef a/, 1992). Esta
bem estabelecida a correlagdo entre a caracteristica 02 e o acumulo desses aminoacidos
no endosperma, porém nao sdo bem conhecido os mecanismos genéticos envolvidos
(Ortega e Bates, 1983).
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Na linhagem QPM, o fenétipo normal do endosperma foi recuperado, mesmo
mantendo o mesmo nivel de a-zeinas do mutante 02. Estudos indicam que o alto nivel de
expressao de y-zeinas no QPM deriva da alta estabilidade de seu mRNA (Geetha et al.,
1991). Conforme ja descrito, 0 nosso cassete de expressao foi construido com uma
seqliéncia promotora de uma y-kafirina (especificagédo de uma y-prolamina de sorgo) e por
isso trabalhamos com este tipo de material, objetivando obter por meio de cruzamentos
linhagens QPM transgénicas que apresentem um nivel de produgdo mais elevado que o

material empregado na transformagao.
1.7. Os hormonios protéicos insulina e do crescimento humanos

1.7.1. A insulina humana

Nos mamiferos, a insulina € o horménio responsavel pelo controle da absorgéo
pelas células de aglcar presente na corrente sanguinea, sendo produzida nas células
B do pancreas. Assim como outros horménios € sintetizada como um precursor, a pro-
insulina. Esse pré-hormdnio € composto por 86 aminoacidos, que formam trés pontes
dissulfeto (Figura 1.2). Por meio de clivagens proteoliticas internas, esse precursor gera a
insulina madura nas vesiculas secretérias formadas na rede do complexo de Golgi
(Steiner et al, 1996). Nessas vesiculas, a insulina madura fica amazenada até a
liberagdo modulada por estimulos extemnos.

As endoproteases PC1 e PC2 sdo as proteinas responsaveis por esse
processamento (Steiner et al, 1996), pertencendo a familia da furina (Mackin, 1998).
Essas enzimas clivam as ligagdes peptidicas internas, retirando o peptidio C formando
dois pares de aminoacidos basicos. Posteriormente, esses aminoacidos s&o removidos

pela agdo de carboxipeptidases, gerando a insulina madura (Figura 1.2).

A

Peptidio C
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Figura 1.2: Representacbes esquematicas: A) Pré-insulina humana, com os sitios alvos das
convertases PC1 e PC2. As regides das cadeias A e B do peptideo estdo indicadas em diferentes
cores. Os residuos de cisteina que participam da formacéo de pontes dissulfeto estdo destacados.

B) Insulina madura mostrando as cadeias A e B e as pontes dissulfeto.

Alguns trabalhos descreveram que essas enzimas apresentam especificidade
endoproteoliticas para os sitios de clivagem. As convertases PC1 e PC2 clivam as
terminagdes carboxila dos aminoacidos Arg 32 e Arg 65, respectivamente. Vollenweider et
al. (1995) mostraram que somente a PC1 promove isoladamente as clivagens. Entretanto,
trabalhos mais recentes demonstraram que tanto a PC1 quanto a PC2 sdo capazes per
se de converter a pré-insulina em insulina (Kaufmann et al.,1997).

Desde o inicio da década de 1920, o diabetes mellitus vem sendo tratado com
insulina produzida em pancreas de suinos ou bovinos. Porém, esses produtos vem sendo
gradativamente substituidos por insulina recombinante, obtida de sistemas procariotos de
E. coli estabelecidos em 1981 (Johnson, 1983). Mais recentemente, leveduras
recombinantes comegaram a ser empregadas como biorreratores de insulina humana
(Kjeldsen et al., 1999).

Esses sistemas empregam metodologias complexas e caras para purificacdo. Os
sistemas procariotos apresentam um alto nivel de produgao, entretanto as bactérias nao
possuem mecanismos de enderecamento intracelular e de empacotamento. Essa alta
producdo em E. coli acaba resultando na formacéo de corpusculos de inclusdo, que séo
agregados constituidos de proteinas parcialmente desnaturadas. A solubilizagdo desses
agregados e a recuperagdo da estrutura nativa da insulina sao etapas adicionais que
oneram O processo.

Cowley e Mackin (1997) descreveram um sistema de expressdo a partir da
producdo de uma proteina de fus&o, constituido de uma cauda N-terminal de poli-histidina

conectada a proé-insulina através de um residuo de metionina. As proteinas de fusao
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produzidas localizam-se em corpUsculos de inclusdo, onde se encontram parcialmente
enoveladas. Apds sucessivas centrifugagdes e tratamentos quimicos, a pro-insulina €
isolada, a cauda de poli-histidina é clivada e entdo ocomre um processo de oxidagao de
pontes dissulfeto anémalas, seguido do re-enovelamento por meio da redugdo da
concentracdo do agente redutor empregado e purificagdo em cromatografia. Por ultimo, a
insulina madura é obtida por meio da clivagem enzimatica da pré-insulina enovelada e
subsequente purificagcdo (Nilsson et al., 1996).

O segundo sistema de obten¢do de insulina recombinante desenvolvido emprega
a levedura Saccharomyces cerevisiae em sistemas de expresséo secretéria. Essa via em
levedura assemelha-se com a dos mamiferos, em fungdo de sua capacidade de
enovelamento, processamento, glicosilagdo e secre¢do de proteinas, porém menos
especializada. Esses sistemas sdo tdo econdmicos quanto os bacterianos, mas as
proteinas sdo freqiientemente hiper-glicosiladas, instaveis e insoluveis. Por ultimo, Lee et
al,, (2000) descrevem um virus que expressa um analogo da cadeia Unica da insulina
humana, o qual nd3o requer conversdo enzimatica para atuar como insulina
biologicamente ativa. Esse analogo foi construido através da retirada dos 35 aminoacidos
do peptideo C e da inclusdo de um hepta-peptideo. Esse material normalizou os niveis de
glicose nos animais diabéticos por oito meses, sem aparentes efeitos colaterais.

A insulina empregada na terapia de diabéticos seja ela obtida de outros mamiferos
ou recombinante, ainda ndo apresenta o mesmo padrdo fisioldgico da insulina humana
nativa. A absorcéo dessas insulinas injetadas é extremamente variavel, podendo resultar
em hipo-glicemia ou hiper-glicemia noturna. Muitos analogos da insulina humana nativa
estdo sendo estudados por meio da engenharia genética, buscando uma insulina que
simule exatamente os efeitos da proteina nativa. Os mecanismos pos-traducionais dos
vegetais superiores so tdo sofisticados quanto os dos mamiferos e mais complexos que
os das leveduras e dos procariotos (Kusnadi et al., 1997), portanto as plantas a prion
apresentam condicdes de produzir uma molécula que promova exatamente as fungbes
bioquimicas da insulina humana. A diabetes € uma doenga de enorme impacto social,
atingindo 3% da populagdo mundial. Como n&o possui cura na grande maioria dos casos,
a producgéo de uma insulina em biorreatores vegetais, que mimetize exatamente a insulina
humana, podera melhorar a qualidade de vida dos diabéticos e ser um produto de grande
interesse comercial. Casos cronicos de diabetes em pacientes que ndo respondem a
nenhum tipo de insulina podem resultar em infarto, derrame, insuficiéncia renal, cegueira,

paralisia, amputagéo dos pés ou pemas e impoténcia sexual.
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Este trabalho apresenta trés estratégias para obtengdo de insulina. A primeira
aposta na capacidade das sementes per se de executar o processamento da pré-insulina
em insulina. Foi encontrada na casca da semente em feijdo-de-porco (Canavaiia
ensiformis) uma proteina com sequéncia primaria idéntica a da insulina bovina (Oliveira et
al, 1998). Em milho foi demonstrado que a insulina animal estimula a sintese de
proteinas ribossomais durante a germinagéo in vitro de eixos embrionarios (Sanches et
al., 1999). Também foi purificado de milho uma proteina que apresentou sinais de
regulacdo na traducio parecidos com alguns associados a insulina de mamiferos, que foi
reconhecida por um anticorpo monoclonal contra a insulina bovina (Flores et al., 2001).
Porém nenhum gene vegetal de insulina foi clonado, o que ndo parece obvio, visto que se
existe a seqiiéncia protéica por que néo se faz o isolamento do gene por PCR? A partir
desses resultados podemos apostar na eventual possibilidade do milho ser capaz de
processar a pro-insulina, produzindo a insulina madura utilizando mecanismos proprios de

modificagdo pds-traducionais.

A segunda estratégia esta sendo estudada em outra tese de doutorado. A partir de
bancos de cDNA de cérebro de rato foram isolados duas seqiéncias nucleotidicas
analogas que codificam a convertase PC1. Essas sequéncias foram clonadas no mesmo
cassete empregado com a pré-insulina e com o hGH, ja tendo sido obtidas plantas de
milho transgénicas isoladamente com essas construgdes, que foram cruzadas com outras
plantas transgénicas expressando a pré-insulina. Com isto € esperado a co-produgéo das
duas proteinas heterdlogas e a conversdo da pré-insulina em insulina nas sementes
transgénicas obtidas desse cruzamento pela convertase PC1 recombinante. Por ultimo,
caso nenhuma das duas primeiras estratégias funcionem, a pré-insulina e a convertase
PC1 seria extraida, purificada e o processamento da pré-insulina em insulina seria

promovido in vitro.

1.7.2. O hormodnio do crescimento humano

O hormménio de crescimento humano (hGH) possui 191 aminoacidos, sendo
sintetizado e secretado por células somatrohs na regido anterior da glandula pituitaria.
Classicamente o hGH é conhecido porque pessoas que possuem deficiéncia na produgao
apresentam a doenga chamada do nanismo, assim como sua produgéo em altos niveis na
adolescéncia pode levar & doenga do gigantismo. A nivel celular o hGH é um dos

reguladores chave do ciclo celular. Outro efeito primario desse hormoénio € atuar em
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receptores celulares da membrana onde ele promove a conversao de triglicerideos,
reduzindo o acumulo de lipideos e da gordura no sangue.

Esta proteina possui um valor comercial muito alto. Assim como muitos outros
horménios endécrinos como os estrégenos, a testosterona, a progesterona e a
melatonina, sua produgdo decai aproximadamente a partir dos 20 anos de idade. Essa
redugdo contribui para o envelhecimento do corpo humano. Nos estagios de sono mais
profundo ocorre um incremento na produgdo do hGH, que decai com a perda natural da
capacidade de alcance desses estagios observada no avango da senilidade. Por iSS0, O
estudo da produgido e dos efeitos da suplementagdo do hGH possui um enorme valor.
Entre os maleficios da baixa concentragdo de hGH encontramos as doencas
cardiovasculares, a obesidade, a perda da massa muscular, o decréscimo da capacidade
imune, a osteoporose, a calvicie, o envelhecimento da epiderme facial, o decréscimo de
energia, a redugdo das fungdes sexuais, a insbnia, os problemas na execucdo de
atividades fisicas e perturbagdes psiquiatricas. Essas anomalias também s&o observadas

em jovens com baixos niveis de produgdo de hGH (http.//www.hgh-human-growth-

hormone-quide.com/human-growth-hormone-info.htm).

Atualmente muitas pesquisas médicas vém sendo conduzidas com a
suplementagdo de hGH em pacientes adultos que tiveram niveis normais de produgéo na
adolescéncia. Os resultados apresentados indicam que essa terapia pode reverter
algumas das enfermidades descritas, como a redugéo da gordura e o incremento na
massa muscular, a melhora no sistema imune e da atividade sexual, a regulagdo da
pressdo sanguinea, a redugéo dos niveis de colesterol, o incremento do tecido 6sseo e da

disposi¢ao para atividades fisicas (http:/mww.hgh-human-growth-hormone-

quide.com/human-growth-hormone-info.htm). Com o advento de pesquisas na area

geriatrica, o produto hGH podera ser alvo de grande procura pelas empresas
farmacéuticas. No entanto, outras pesquisas pedem cautela sobre o entendimento das
reais vantagens da suplementagao do hGH em adultos (Cook 2002; Frobman 2002; Isley
2002).

Atualmente, esse hormdnio é obtido comerciaimente de biorreatores procariotos.
Com a proibicdo da retirada do hGH de cadaveres humanos, a tecnologia do DNA
recombinante supriu a necessidade de hGH do mercado. O Brasil consome um milhdo de
doses de hGH por ano, o que representa uma importagdo de 15 milhes de délares. A
partir de 2003, dois laboratérios de S&oc Paulo em conjunto irdo produzir hGH
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comercialmente, também em E. coli, tornando-se o quinto lugar no mundo a atuar nesse
campo da industria farmacéutica (http://revistapesquisa.fapesp.br:2222/transform.php).
Assim como descrito para a pro-insulina, o sistema procarioto apresenta varios
empecilhos na produgdo do hGH. Diversos procedimentos laboratoriais precisam ser
realizados com o pré-horménio produzido. Mesmo com varias etapas de purificacao e
renovelamento, parte das moléculas de hGH ndo recompde sua estrutura espacial
biologicamente ativa (Figura 1.3). O hGH comercial pode ter até dez partes de proteina de
E. coli por milhdo de proteina de origem e ainda ser considerado ultra-puro pela FAQ. E
de se supor que os potenciais riscos dessas proteinas de bactéria para a saude humana
néo sejam despreziveis, principalmente por ser um produto ministrado através de injecoes
subcutaneas. No Brasil atualmente existem 10 mil criangas que convalescem do hGH e
precisam de terapia para reposicdo hormonal. Um tratamento de reposicdo hormonal de
uma crianga representa um custo mensal aproximado de 4 mil reais (Revista Fapesp,
Dezembro/02, nimero 82). O valor da produgdo de hGH em milho n&o esta ainda
estabelecido, mas a expectativa &€ que seja um valor dezenas de vezes inferior devido a

simplicidade do cultivo, extragao e purificagao.

cys( 53). S

Figura 1.3: Estrutura tridimensional do hGH. Representacdes em vermelhos indicam as duas

pontes de dissulfeto existentes na conformacao ativa.
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2. OBJETIVOS

1- Produzir os horménios insulina e do crescimento humanos em sementes de
milho transgénico e,

2- Desenvolver métodos de extragdo e purificagdo, caracterizar o processamento,
as propriedades bioquimicas e o empacotamento dos hormdnios recombinantes

produzidos nas sementes.

Estratégia:

Os cassetes de expressdo previamente construidos em nosso laboratério,
contendo o gene hGH (Leite et al., 2000,) e o gene da pro-insulina (Parizotto, 2001),
foram transferidos para vetores apropriados empregados nos sistemas de transformacao
de milho pelos métodos biolistico e via agrobactéria. Nesses plasmideos, os cDNAs
codificadores dos hormdnios foram regulados por dois diferentes promotores: o promotor
de y-kafirina, endosperma-especifico, e o promotor constitutivo de ubiquitina de milho
(Christensen et al., 1992). No laboratério de plantas do CBMEG/UNICAMP foi
estabelecido um sistema de transformagio genética de milho, que pemitiu a realizagéo
de estudos sobre o nivel de produgdo dos hormdnios, maxi-extragdo, purificagéo, tecido-

especificidade da expressdo , empacotamento celular e o rendimento obtido.
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3. MATERIAL E METODOS

As técnicas rotineiras de um laboratério de biologia molecular e engenharia
genética de plantas, tais como transformagéo de Escherichea coli, mini e maxi preparagao
de DNA plasmideal, digestdio de DNA com enzimas de restricdo e SDS-PAGE,
empregadas neste trabalho estio descritas nos manuais Sambrook et al. (1989); Gelvin et
al. (1993); Coligan et al. (1997), Ausubel et al. (1997).

3.1. Material Vegetal

Plantas de milho da linhagem A188 do cruzamento Hy Il-A x Hy II-B (Armstrong et
al., 1991) foram cultivadas em casa de vegetagdo do CBMEG/UNICAMP com fotoperiodo
controlado de 14 horas de luz. As linhagens foram mantidas por autofecundagéo e por
cruzamentos entre plantas parentais.

As plantas transgénicas foram autopolinizadas ou cruzadas com outras plantas
pertencentes ao mesmo evento de transformagdo e com plantas da linhagem BR 451
QPM. Os cultivos foram conduzidos durante todo o ano, evitando-se o plantio nos meses

de maio e junho.

3.2. Plasmidios empregados

3.2.1. Bombardeamento

1) pPBARGUS: Esse plasmideo foi construido por Fromm et al. (1990), apresentando o
gene bar sob o controle do promotor 35S do virus do mosaico-da-couve-flor (CAMV 35S),
seguido do intron 1 do gene da alcool desidrogenase 1 (Adh 1) de milho. O plasmideo
possui ainda o gene uidA sob controle do promotor e do intron 1 do gene adh 1. Ambos os
cassetes tém a seqiiéncia terminadora de poliadenilagdo da nopalina sintetase (3° NOS)
do plasmideo pTiC58 de Agrobacterium tumefasciens (Fraley et al., 1983). O gene bar
codifica a enzima fosfinotricina acetil transferase (PAT) (Thompson et al, 1987), que
inativa a fosfinotricina (droga também descrita como glufosinato de aménio ou PPT) por
acetilagdo.

2) pPyKaf hGH: Plasmideo formado pelo promotor do gene que codifica uma y-kafirina de
27 kDA (Freitas et al,, 1994), a seqiiéncia nucleotidica do peptidio-sinal de uma a-coixina
de 22 kDA (Ottoboni et al, 1993), a regido codificadora do gene do horménio de
crescimento humano (clonado a partir de cDNA de cérebro de cadaver humano pelo Dr.
Hamza El-Dorry, USP) e o terminador 35S no vetor pRT 103 (Topfer et a/, 1987).
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3) pPyKaf proins: Esse plasmideo difere do anterior por possuir como regiao codificadora
a pro-insulina humana, isolada do plasmideo pchi1-19 nos sitios Nco I/BamH |. O
plasmideo pchi 1-19, obtido a partir de bibliotecas de cDNA, foi gentilmente cedido pelo
Dr. Graeme |. Bell, Universidade de Chicago - USA.

A partir de 2001 o plasmideo pCAMBIA3301 (Center for the Application of
Molecular Biology to International Agriculture - Canberra, Australia) tomou-se o unico
vetor das transformagdes via bombardeamento. Esse plasmideo possui o gene uidA e o
gene bar controlados pelo promotor 35S do CaMV e o gene de resisténcia ao antibiotico
canamicina para clonagem em bactéria. Os cassetes PyKaf hGH, PUBI hGH e PyKaf

proins anteriormente descritos, foram clonados no sitio de Hind Il no pCAMBIA (Figura

3.1).
'
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Figura 3.1: Plasmideo pCAMBIA 3301 com os principais sitios de restricdo. Os cassetes contendo
cada seqiiéncia codificadora dos horménios foram incorporados no sitio Hind Ill, indicado pela

seta.



24

3.2.2. Transformagao via agrobactéria

1) pSB11-BAR: esse plasmideo foi utilizado como base para as construgdes utilizadas
nos ensaios de transformagio de milho via agrobactéria de 1999 e de 2000. A partir do
sistema superbinario pSB11/pSB1 (Hiei et al., 1994; Ishida et al, 1996) foi obtido este
plasmideo, transferindo o gene bar do plasmideo pBARGUS (Fromm et al., 1990) para o
vetor pSB11 no sitio da enzima Hind IIl.

2) pSB11-BAR-PyKaf hGH: esse plasmideo foi obtido a partir da transferéncia do cassete
formado pelo promotor de y-kafirina, o peptideo sinal de a-coixina, a regido codificadora
do hGH e o terminador 35S originarios do plasmideo pRT-PyKaf hGH (Leite et al., 1999)
para o vetor pSB11BAR, a partir de uma digestao parcial com a enzima Hind Il1.

3) pSB11-HYG-PyKaf hGH: esse plasmideo difere do anterior pela substituicido do
cassete do agente seletivo bar (fosfinotricina acetil transferase) pelo gene hpt /I
(higromicina fosfotransferase) que confere resisténcia ao antibiético higromicina. Para a
construgéo deste plasmideo inicialmente foi construido o plasmideo intermediario pSB11-
HYG por meio da transferéncia do fragmento formado pelos sitios Eco Rl e Bam Hl,
contendo o gene hpt Il controlado pelo promotor 35S do CaMV, do plasmideo pHYG para
o vetor pSB11. O plasmideo pSB11-HYG-PyKaf hGH foi entdo obtido a partir da
transferéncia do fragmento Hind 11l de pRT-yKa f hGH.

4) pSB11-BAR-PyKaf proins: nesse plasmideo a expressao da pré-insulina humana é
controlada pelo promotor de y-kafirina, tendo sido obtido a partir da transferéncia do
fragmento Hind lll, contendo o promotor, a regido codificadora da pré-insulina humana e o
terminador 3’358, para o vetor pSB11BAR.

5) pSB11-35S GUS: para o estudo da expressao transiente foi construido esse plasmideo
com o gene repdrter uidA. A construgdo foi obtida a partir da transferéncia do intron 1 de
adh do pBARGUS (Fromm et al., 1990) nos sitios Xba | e BamH | do plasmideo pBl221
(Clonthec Inc.). Em seguida o cassete de expresséo formado foi transferido ao pSB11 nos
sitios Hind lll e Eco R1.

3.3. Transformagao via Agrobactéria
3.3.1. Obtengio dos vetores de transformacao

Foram empregados os vetores superbinarios obtidos por meio da co-integragdo
das construgbes dos cassetes de cada hormoénio em pSB11 com o plasmideo pSB1

presente na cepa de agrobactéria LBA4404 (pSB1). Esses vetores superbinarios incluem
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os genes virB, virC e virG da linhagem A281, que apresenta alta eficiéncia de
transformagéo de plantas (Komari, 1990).

A introducgdo dos plasmideos na agrobactéria visando a cointegragao foi realizada
por meio de conjugagao triparental das bactérias: 1) E. coli LE392 contendo os cassetes
PyKaf hGH, PUBI hGH ou PyKaf proins em pSB11; 2) E. coli MM294 contendo ©
plasmideo de mobilizagdo pRK2013; e 3) A. tumefaciens LBA4404 contendo o plasmideo
pSB1. Nesse tipo de conjugagdo, o plasmideo pRK2013 € mobilizado para a bactéria
contendo a construgdo em pSB11. Nesta bactéria, este plasmideo fornece os fatores de
transferéncia RK2 e a proteina Mob de ColE1 que agem no sitio bom da construgao em
pSB11 promovendo a transferéncia para a agrobactéria. Algumas poucas cbpias do
plasmideo transferido integram no plasmideo residente pSB1 através de recombinagao
homdloga (Rogers et al., 1986).

Para a realizagdo da conjugagdo triparental foram preparados os seguintes
inoculos: (1) A. Tumefaciens LBA4404 (pSB1) em meio contendo 12,5 mg/L de
tetraciclina; (2) E. coli LE392 com as respectivas construgbes em pSB11 em meio
contendo 50 mg/L de espectinomicina e (3) E. coli MM294 (pRK2013) em meio com 50
mg/L de kanamicina. Foi preparada uma mistura equivalente das culturas de cada indculo,
que foi sedimentada, lavada e incubada em meio LB sem antibiético por 16 horas, a 30
°C. Em seguida a conjugagao foi submetida a selegdo em meio contendo os antibiéticos
espectinomicina (50 mg/L) e tetraciclina (12,5 mg/L). A recombinagéo foi confirmada por
meio de experimentos de Southem blot de DNA plasmidial segundo Hooykaas (1988).

3.3.2. Material vegetal e transformagdo

Embrides zigdticos de 12 a 14 DAP da linhagem A188, entre 1,0 a 1,2 mm de
tamanho foram inoculados em meio de indugdo solido (Ml) seguindo os procedimentos de
Gordon-Kamm (1990). Em seguida, os embrides foram transferidos para culturas de
Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404 (~1,0x10° células/mL em meio M), agitados
com vortex por 30 seg € mantidos incubados por mais 5 min. O material foi transferido
para meio sélido Ml suplementado com 100 uM de acetoceringona (Ishida et al., 1996),
onde permaneceu por trés dias em co-cultivo, na auséncia de luz a 25 °C. Por ultimo, o
material foi submetido a trés lavagens em meio liquido Ml contendo 200 mg/L de

carbenicilina ou de cefotaxima.
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3.3.3. Sonicagao de embrides zigoéticos

Foram estudados os efeitos da sonicagdo (SAAT- sonication assisted
Agrobactenum-mediated transformation) na transformagéo de embrides de milho mediada
por agrobactéria. O método consiste em submeter tecidos vegetais imersos em
suspensdo de agrobactéria a intervalos de sonicagdo, para promover a formagéo de
microferimentos.

Também foi estudado o efeito da sonicagdo na taxa de formacdo de calos.
Embrides zigéticos foram submetidos a periodos de 3, 10, 30, 60, 120 e 300 seg de
sonicagdo e avaliados quanto a taxa de formagdo de calos. Os embrides foram imersos
em 1,0 mL de meio MI (sem agrobactéria) em microtubos de 1,5 mL, sonicados no
Microson Ultrasonic Cell Disruptor (Bransonic Inc.) e transferidos para meio Ml sélido.
Esse material foi mantido no escuro a 25 °C por 30 dias. Por ultimo foram realizados
ensaios de transformagéo com o gene repérter uidA, empregando os mesmos periodos
de sonicagdo descritos no ensaio de avaliagdo de calogénese. Os embribes foram
incubados em meio de infecgdo com a agrobactéria contendo o plasmideo pSB11-35S
GUS (~1,0x10° células/mL) e submetidos a sonicagdo. Em seguida o material foi
transferido para Ml onde permaneceu em co-cultivo por trés dias e depois foi submetido

ao ensaio histoquimico de GUS.

3.4. Transformagao via bombardeamento

3.4.1. Estabelecimento das culturas embriogénicas

Embrides zigbticos imaturos com aproximadamente 12 DAP de 2 a 3 mm foram
retirados de espigas com o emprego de bisturi e estilete de ponta arredondada e
inoculados em meio MI (Tabela 1). Apdés 20 dias de cultura foram isolados calos
embriogénicos dos explantes que responderam a morfogénese in vitro por meio do
estimulo com o horménio 2,4-D. Esse material foi repicado em intervalos quinzenais no
mesmo meic MI, com a sele¢éo visual dos setores mais vigorosos para ampliagdo do
tamanho da cultura. Para evitar possiveis variagbes somaclonais e outros adventos
comuns em culturas de células in vitro, o material selvagem era descartado apoés o quinto
ciclo de cultivo. Na preparagéo das placas de bombardeamento, os calos embriogénicos
que visualmente aparentaram encontrar-se no estado de embridides dentro do ciclo de
crescimento e divisdo celular foram dispostos verticalmente em um circulo central de 4 cm

de didmetro em meio MB (Figura 3.2).
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Tabela 1: Composicao dos meios de culturas empregados:

Componente mg/l MI MB MS MR1 MR2
) N6 4000 4000 4000 - -
Sais
MS = = - 4300 4300
Inositol 1000 100,0 1000 100,0 100,0
Nicotinamida 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Vitaminas Piridoxina 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Tiamina-HCI 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Glicina 2,00 2,00 2,00 2,00 -
2,4D 2,00 2,00 2,00 - -
Reguladores
ANA - B - 0,25 -
Prolina 2.900 - - - -
Suplemento
i Sacarose 30.000 120.000 30.000 60.000 30.000
organico e
; Caseina 100,0 - - - -
geleificante
Gelrite 2.500 2.500 2.500 2.500 2.500
Outros sais AgNO, 1,70 0,85 0,85 - -
pH . 58 58 5.8 58 58

Sais MS: Murashige e Skoog, 1962.
Sais N6: Chu et al, 1975.

Figura 3.2: Esquerda) Calos em estagio de embridides. Aumento de 10 vezes. Direita) Modelo de
placa com calos embriogénicos que foi submetida ao bombardeamento.
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3.4.2. Bombardeamento

Nos trés primeiros anos de ensaios (entre 1998 e 2000) foi empregado um canhao
construido no CBMEG pelo Dr. Marcio da Silva (Kemper et al., 1996). No quarto ano
(2001) foi empregado o canhdo de hélio construido em série pelo EMBRAPA - Recurso
Genéticos de Brasilia (CENARGEM) (Aragéo et al., 1995) e no ultimo ano (2002) foi
empregado o canhdo Biolistic® PDS-1000/He Particle Delivery System” (BioRad),
adquirido por nosso laboratério em junho de 2002.

Em todos os ensaios foram empregados uma pressao de 1.200 psi de gas hélio e
vacuo de 28 mm de Hg, seguindo as orientagdes basicas do fabricante de cada tipo de
canhdo. Os embrides foram transferidos para o meio de bombardeamento (MB) 6 horas
antes dos disparos, tendo sido posicionados dentro da camara de vacuo do canh&o numa
distancia de 6 cm do disco de ruptura. Foram efetuados dois tiros por placa, com a
inversdo da posicdo do material em 180° dentro da camara de bombardeamento entre

cada disparo.

3.4.3. Preparagao das particulas
Ensaios entre 1998 e 2000

Foram preparadas a partir da mistura de 50 uL de microparticulas de ouro de 1,6
um de & (200 pg/uL de glicerol) e 5 pg de DNA plasmideal (1,0 uL/ug) numa relagao 2:1
em ndmero de copias dos plasmideos pRT- PyKaf hGH (Leite et al., 1999) e pBARGUS
(Fromm et al., 1990). A preparagdo das microparticulas foi depositada sob a superficie de
telas de ago (Figura 3.3A).

Ensaios em 2001 e 2002:

As particulas foram preparadas a partir da mistura de 5,0 pL do plasmideo
pCAMBIA 3301 (1,0 ul/ug) contendo o cassete com o gene do hGH ou do gene da pré-
insulina em 50 pL de microparticulas de tungsténio de 1 mm de @ (60 pg/plL de glicerol).
A preparagdo foi depositada em discos de ‘kapton” montados sob o aparato de

bombardeamento (Figura 3.3B).
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Figura 3.3. A) Tela de ago com a deposi¢cdo das microparticulas de ouro com DNA adsorvido. B)
Aparato de bombardeamento com a deposicdo das microparticulas de tungsténio sob o disco de
“kapton” (seta).

Em todos os anos as microparticulas utilizadas no bombardeamento (10 mg de
ouro ou 3 mg de tungsténio) foram preparadas a partir de uma lavagem em agua, uma
vez em etanol 70% e por ultimo, uma lavagem em etanol anidro. O material foi
centrifugado por 30 seg a 5.000 Pm e ressuspendido em 60 uL de glicerol 50%. Na
preparacdo, o DNA e as microparticulas foram homogeneizadas em vortex por 5 min e
nesse material foram adicionados simultaneamente 20 uL de espermidina 0,1 M e 50 plL
de CaCl, 2,5 M. A mistura continuou sendo homogeneizada por 3 min e depois
permaneceu em repouso por mais 3 min. Em seguida o material foi centrifugado por 5 seg
a 5.000 rpm, o sobrenadante descartado e o sedimento lavado uma vez com 200 ulL de
etanol 70% a 4 °C e duas vezes com 200 uL de etanol anidro a 4 °C (Kemper et al., 1996).
As microparticulas foram entdo ressuspendidas em 60 puL de etanol anidro e 7 ulL dessa
preparagao foram depositados em cada tela de ago ou disco de “kapton”, que
permaneceram secando em repouso sob fluxo laminar por duas horas.

A partir de 2001, além do novo plasmideo vetor dos cassetes de expressao dos
horménios e do canhdo, foram empregadas outras condigcdes estabelecidas no Nucleo de
Biologia Aplicada (NBA) da EMBRAPA Milho e Sorgo, que sdo descritas na Tabela 2 e 3.
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Tabela 2: Condicdes empregadas no bombardeamento nos diferentes periodos de

experimentagao:

1998 a 2000 (CBMEG) 2001 (EMBRAPA) e 2002 (CBMEG)
Meio de cultura (MB)
Sais MS N6
Sacarose 30g/L 120 g/L
Vitaminas MS N6
AgNO, 10,0 mg/L 1,70 mg/L
Prolina 700 mg/L 2.900 mg/L
Manitol 140,0 g/L —
3.5. Selegao

Durante os anos de ensaios de bombardeamento foram empregados diferentes

metodologias na selecdo, descritas na tabela 3. As culturas foram mantidas na auséncia

de luz a 25 °C, em sub-cultivos de selegdo de 20 dias.

Tabela 3: Condigdes empregadas na selegéo:

1998 a 2000 no CBMEG

2001 (EMBRAPA) e 2002 (CBMEG)

Meio de selegdo
(MS):

MB com a redugéo de manitol de
140 para 70 g/L e retirada da

prolina e da caseina

MB com a redugéo de 12 para 3% de
sacarose e retirada da prolina e

caseina

Agente seletivo

Bialaphos, tripetideo analogo ao
PPT, do
Streptomyces hygroscopicus

isolado fungo

Herbicida sintético Finale (Agrevo®)
que contém 20% de PPT

Numero de ciclos

de selecao

Seis sub-cultivos, respectivamente
em 1,0; 5,0; 15,0; 15,0; 15,0; 15,0
mg/L de PPT

Trés sub-cuiltivos em 3,0; 6,0 e 9,0
mg/L em 2001 e 2 sub-cultivos 4,5
(MS1) e 9,0 mg/L (MS2) de PPT em
2002

Inicio da selegédo

8 horas apés o bombardeamento

15 dias apés o bombardeamento.

Nesse periodo os calos ficaram em

meio Mi sem selecdo J
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Para os embrides zigéticos submetidos a agroinfeccdo, a selegéo foi realizada
também na auséncia de luz a 25 °C por trés sub-cultivos quinzenais em concentragoes
crescentes do herbicida Bialaphos (1,0; 5,0 e 15,0 mg/L) ou do antibidtico higromicina.
(5,0; 10,0; e 30,0 mg/L). Os calos resistentes a selegdo no escuro foram regenerados a
partir da transferéncia para meio MR1 suplementado com 5,0 mg/L de Bialaphos ou 30,0
mg/L de higromicina.

3.6 Germinagio de embrides somaticos

O material transgénico resistente a selegdo no escuro foi transferido para MR1
suplementado com 6,0 mg/L de PPT. Apés 20 dias de indugéo da rediferenciagdo celular,
os embrides maturados foram individualizados e transferidos para luz em meio MR2
suplementado com 3,0 mg/L de PPT. Aproximadamente apés duas semanas sob
iluminacdo a 25 °C, as plantulas que atingiram aproximadamente 10 cm de tamanho
foram transferidas para vasos plasticos de 500 mL contendo o substrato agricola
Multiplant® saturado com uma solugio de 1/1000 de adubo liquido Ouro Verde 06-06-
08®. Esses vasos foram acondicionados em caixas plasticas de 100 x 60 x 40 cm, que
foram completamente fechadas com filme de PVC. As plantas foram aclimatizadas as
condigdes de umidade da sala de crescimento através da abertura gradual do filme de
PVC a partir do terceiro dia da transferéncia. Ap6s 10 dias de cultivo nos vasos, 0 material
foi transferido para casa de vegetagdo, onde permaneceu por mais 10 dias antes de ser

finalmente transferido para solo.

3.6.1. Nomenclatura de identificagéo dos eventos de plantas transgénicas

Foi criada a seguinte forma de catalogar os eventos: Em itélico, s&o descritas as
iniciais dos horménios hGH ou proins, 0 numero do evento, e por ultimo o numero da
geragéo. Por exemplo: Ev proins 3 R2 corresponde a um evento de pro-insulina, namero
3, da terceira geragdo (RO é a primeira, R1 a segunda e R2 é a terceira geragdo). Todos
os eventos de pré-insulina foram obtidos em 2001.

Para hGH adicionalmente é mencionado o ano da obtengédo do evento. Exemplos:
O Ev00 hGH 42 RO: corresponde a um evento obtido em 2000, com o gene do hGH,
ndmero 42 da primeira geragéo e o Ev02 hGH 6 R1 corresponde a um evento obtido em
2002, com o gene do hGH, nimero 6 da segunda geragéo.

Um evento é definido nesse trabalho como o material vegetal oriundo de uma

mesma colénia de células resistente aos ciclos de selegdo com crescimento vigoroso (Fig.
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4.13 dos resultados). Teoricamente essas células apresentam o mesmo padrdo de
integracéo dos transgenes. Em cada ciclo de selegdo e de germinagdo essas células sao
sempre agrupadas e igualmente identificadas, assim como acontece no cultivo e
produc¢ao de sementes transgénicas.

Os eventos que foram férteis (produziram plantas com sementes) foram ainda
cruzados com plantas selvagens QPM. Esse material é identificado como cruzamento
QPM ¢ X Ev02 hGH 1 RO & E1 por exemplo, tendo sido cultivado gerando o QPM ¢ X
Ev02 hGH 1 RO & F2 ou retrocruzado com QPM selvagens, gerando o material QPM ¢ X
Ev02 hGH 1 RO & RC1.

3.7. Analise histoquimica de GUS:

A atividade da proteina p-glucoronidase foi analisada histoquimicamente de acordo
com Jefferson (1987). Trés dias apds a infecgdo com agrobactéria ou 24 horas ap6s 0s
ensaios de bombardeamento os embrides foram incubados em uma solugéo contendo 10
mg de X-Gluc dissolvido em 40 mL de tampao de revelagao (50 mM fosfato de sodio pH
7,0; 10 mM Na,EDTA, 0,1% sarcosyl; 0,1% de Triton X-100; 5 mM ferrocianato potassio, 5
mM ferricianato potassio e 10 mM de B-mercaptoetanol) por 36 horas a 30 °C no escuro.
Eventualmente, nas agrotransformagdes esse tampao foi suplementado com 1,0 g/L do
antibiético carbenicilina ou com 25% de metanol. Os tecidos foram entdo observados em

lupa Zeiss e fotografados com filme Kodak ISO100.

3.8. Analise das plantas transformadas
Plantas produzidas entre 1999 e 2000:

Aproximadamente apés duas semanas em casa de vegetagdo as plantas
resistentes geradas de calos resistentes in vitro ao agente seletivo Bialaphos foram
pulverizadas com o herbicida Basta® a 2%. A confirmagio da integragdo dos transgenes
nas plantas oriundas dos ensaios com agrobactéria onde empregou-se o antibidtico
higromicina como agente seletivo, foi realizada por meio de analise de PCR.

Plantas produzidas entre 2001 e 2002:

Foi isolado DNA gendmico de folhas jovens aproximadamente apds 30 dias de
cultivo das plantas oriundas de calos resistentes in vitro ao PPT, e a confirmagéo da
integragdo dos transgenes em tais plantas foi realizada por meio de analise de PCR e
Southem biot.
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3.8.1. Analise molecular por PCR

Foi extraido DNA gendmico de cada evento de transformagédo a partir de 5,0 g de
tecido foliar. O material foi macerado em nitrogénio liquido e transferido para tubos faicon
de 50 mL com 15 mL de tampé&o de extragdo (2% de CTAB; 100 mM Tris-HCI pH 8,0; 20
mM EDTA; 1,4 M NaCl; 0,4% de B-mercaptoetanol). A extragédo foi incubada em banho a
60 °C por 60 min com branda homogeneizagdo a cada 15 min. Em seguida, a extragio
ficou em repouso a temperatura por 15 min e entao foi adicionada 15 mL de uma solugéo
de cloroférmio-alcool isoamilico 24:1, que foi suavemente homogeneizada por 5 min e
centrifugada por 10 min a 3.000 mpm. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e o
DNA foi precipitado pela adigdo de dois volumes de etanol absoluto gelado. O sedimento
foi enovelado em uma pipeta Pasteur com a ponta em forma de anzol, lavado em 5,0 mL
de etanol 70% a 4 °C e transferido para microtubos de 1,5 mL com 500 uL de 10 mM de
Tris-HCI, 0,1 mM de EDTA e 0,1 mg/mL de RNase.

A reacdo de PCR foi realizada com 100 ng de DNA e 25 pmol de cada primer
(Tabela 3). A reagdo ocorreu a partir de 5 min de desnaturagio inicial a 96 °C, seguida de
30 ciclos de 30 seg a 96 °C de desnaturagio, 30 seg de anelamento a 55 °C e 60 seg de
extensdo a 72 °C.

Tabela 3: Sequéncias de nucleotideos dos primers empregados na amplificagdo dos

transgenes por PCR:

Primer Seqiiéncia regido de anneling no | Tamanho do
cassete 5’p-yKaf-35S 3’ | fragmento
PIN-DIR 5 TGAACCAACACCTGTCGC G ¥ 1655
' PIN-REV 5 GTT GCAGTAGTT CTC CAG3' 3 1401 254pb
| hGH-INV 5'AGA GCG GCACTG CAC GATG 3’ 1827
hGH-DIR 5" CTC AGG AGT GTC TTC GCC 3’ 1552 275pb

3.8.2. Southern blot

A integragéo do transgene no DNA gendmico das plantas foi confirmada através
de experimentos de hibridacdo de DNA (Hoykaas, 1988). Aproximadamente 20 pg de
DNA gendmico foi digerido com a enzima Hind Ill ou com Sac | por 16 horas a 37 °C,
submetido a eletroforese em gel de 1,0% de agarose a 30 V por 12 horas e transferido
para membrana Hybond N seguindo as orientagdes do fabricante (Amersham Pharmacia
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Biotech). A digestao com Hind 1l libera o cassete de expressdo dos hommdnios do
plasmideo vetor e ja a enzima Sac | possui um sitio no polilinker e nenhum no cassete de
expressdo. Dessa forma cada fragmento que Sac | produz indica uma cdpia do transgene
incorporada no genoma da planta.

A sonda foi preparada a partir de 30 ng do produto de PCR purificado com o Kit
Sephaglas BandPrep (Amersham Phamacia Biotech), que foi marcado com o isétopo [o
2P] dCTP com o Kit Megaprime DNA labelling systems (Amersham Pharmacia Biotech).
Os nucleotideos ndo incorporados na marcagdo foram removidos por meio de uma
purificagido em Kit Concert gel extraction systems (Life Technologies). A incorporagéo da
radioatividade foi analisada em Cintildmetro DisplayUnit 1217 RackBeta com aliquotas

retiradas antes e depois da filtragao.

As membranas foram pré-hibridadas por 4 horas em solugéo contendo 5X SSC;
5X Denhardt’s; 200 mM Tris-HCI pH 7,5; 1% SDS; 50% de formamida e 1,0 ug/mL de
DNA de esperma de salméo, previamente desnaturado por 5 min a 96 °C. Em seguida foi
adicionada a sonda, previamente desnaturada por 5 min a 96 °C, e a hibridagdo foi
realizada por 12 horas a 42 °C. As membranas foram lavadas a 50 °C em solugéo de
0,1% de SDS e 1,0% de SSC por 30 min e em 0,1% de SDS e 0,1% de SSC por mais 30
min e expostas a radiografia empregando o “Hyperfilm” (Amersham Phammacia Biotech) a

-70 °C. Os filmes foram revelados automaticamente no Macrotec MX-2.

3.8.3. Northern biot

Foram coletadas sementes de milho de uma mesma planta do Ev proins 3 R1 com
5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 DAP, das quais foi extraido o RNA total pelo método de
cloreto de litio. Dois gramas de sementes foram macerados em nitrogénio e o tecido foi
homogenizado em 3 mL de tampao de extragdo (200 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,1 M LiCI;10
mM EDTA; 1% SDS; 1% PVP; 2% de B-Mercaptoetanol). Esse material foi submetido a
uma extracdo com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico [proporgao 1:1 (24:1)] e o RNA foi
precipitado pela adigéo de 1 volume de LiCl 6 M (~500uL). A extragdo foi mantida em gelo
por 60 min e centrifugada a 10.000 rpm por 30 min a 4 °C.

O precipitado total de RNA foi lavado com 1 mL de LiCl 3 M e o sedimento foi
suspendido em 300 pL de agua tratada com DEPC. Em seguida a esse material foi
adicionado 0,1 vol de NaAc 3 M pH 5,2 e 2 volumes de etanol absoluto. As amostras

foram incubadas por 60 min a =20 °C e em seguida centrifugadas a 10.000 rpm por 30
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min a 4 °C. O sedimento foi lavado e solubilizado em 50 pl de agua tratada com DEPC. A
quantificagdo da concentragdo do RNA foi realizada por espectrofotometria (GeneQuant
da Phammacia Biotech).

A analise de northern blot foi realizada a partir de uma eletroforese com 20 ug de
RNA total em gel de 1% agarose por 6 horas a 50 volts em tampao MOPS desnaturante
(5% de formaldeido). O RNA foi entao transferido para membranas de Nylon Hybond™-N*
(Amersham Pharmacia Biotech) durante 8 horas em tampao de transferéncia SSC 10X. A
sonda foi obtida a partir da amplificagdo de um fragmento de 254 pb do gene de proé-
insulina com os primers PIN-DIR e PIN-REV. As membranas foram pré-hibridadas por 4
horas em solugio 5X SSPE, 10X Denhardt’s, 1X SDS e 50% de formamida. Em seguida
foi adicionada a sonda, previamente desnaturada por 5 min a 96°C. Todos os demais

procedimentos repetem aqueles descritos para Southem blot.

3.8.4. Imunohistoquimica

Sementes de 17 DAP do Ev proins 3 R1 e de plantas selvagens A188 foram
coletadas e congeladas em -nitrogénio liquido. Esse material foi embebido no crio
composto e seccionadas a 9 um no Micron criostato (Microm Laborgerate Waldorf). Os
cortes foram coletados em laminas silanizadas, pés-fixados por 15 min em acetona e
secados rapidamente.

A reacio foi feita com o emprego dos kits Vectastain ABC e DAB Substrate kit for
Peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame, CA). As laminas foram lavadas em 3
banhos de 3 min em PBS 50 mM pH 7,3 (150 mM NaCl; 25 mM KH,PO4 25 mM
Na,HPO,.2H,0) e incubado por 5 min em H,O, 0,1% em PBS. Em seguida o material foi
lavado em dois banhos de 3 min em PBS e bloqueado com soro de carneiro anti IgG de
camundongo (75 uL em 5 mL de PBS-BSA 0,3% e 0,3% de Tween) por 20 min a 4 °C em
camara umida. As laminas foram incubadas por 12 horas a 4°C em camara Umida com o
anticorpo primario monoclonal anti pro-insulina humana (Research Diagonotics Inc clone
3A1), em uma diluicdo 1:100 em PBS-BSA 0,3%.

Em seguida os cortes foram secos, lavados em PBS e incubados com o anticorpo
secundario (75 pL solugéo bloqueadora, 5 mL PBS-BSA e 37,5 uL anticorpo biotinizado
anti-lgG de camundongo) por 35 min a temperatura ambiente. Depois os cortes foram
lavados em 3 banhos de PBS por 3 min e incubados em solugdo ABC por 40 min a
temperatura ambiente. Por Ultimo, as 1aminas foram lavadas trés vezes por 3 min em PBS
e incubadas na solugdo de DAB (5 mL de H,O, 4 gotas de DAB, 2 gotas de H,O, e 2
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gotas de tampao). A reacao foi interrompida por meio da incubag&o das laminas em agua
destilada por 5 min. A contra-coloracgéo foi feita com azul de toluidina 0,1 M pH 4,7 por 5
min e paralisada com agua. As laminas foram montadas com Pemount®, e os cortes
foram analisados em microscépio Olympus PM-30 e fotografados com filme Prolmage
100.

3.8.5. Western blot

Em 1999 e 2000 a farinha de milho de cada amostra foi obtida a partir de seis
sementes inteiras que foram ftrituradas juntas em moinhos de bolas (Tecnal/Marconi,
modelo 350) por 2 min. A partir de 2001, parte do endosperma de cada semente foi
retirado por meio do emprego de uma furadeira fixa, do lado contrario do embrido,

preservando a fertilidade da semente (Figura 3.4).

Figura 3.4: A) Aparato empregado para isolar parte do endosperma das sementes transgénicas. B)
Semente da qual foi retirada100 mg de farinha. C) Semente reparada com esmalte comercial para

unhas.

Os extratos de proteina foram obtidos a partir de 100 mg de farinha em 1,0 mL de
tampéo de extracéo (0,2% Triton X-100; 50 mM Tris-HCI pH 8,5; 2,0 mM EDTA, 5,0 mM
benzamidina; 5,0 mM DDT). Nos ensaios com calos e folhas foram utilizados 200 mg de
material vegetal para 1,0 mL do tampao de extragdo. O material foi macerado no préprio
tampao e em seguida, homogeneizado por duas horas a temperatura ambiente em

agitador orbital. Por ultimo, foram obtidas aliquotas com a mistura de 20 pL da extragéo e
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de 10 pL de tampao de amostra (50 mM Tris-HCl pH 8,0; 1% SDS; 20% glicerol; 0,025%
de azul de bromofenol; 5% de B-mercaptoetanol).

O material foi fervido por 5 min e submetido a eletroforese em géis SDS-PAGE de
15%. As proteinas foram transferidas para membranas de nylon Hybond-N (Ausubel et al.,
1997) e bloqueadas em solugéo contendo 5% de leite em p6 desnatado, 1X TBS e 0,05%
de Tween por 3 horas a temperatura ambiente. Em seguida as membranas foram
incubadas por 3 horas em 1X TBS e 5% de leite em p6 desnatado Molico com o anticorpo
policlonal primario anti-hGH produzido em coelho, em uma diluigdo 1:3.000 ou com
anticorpo monoclonal anti-pré-insulina clone RDI-TPK2P9-3A1 produzido em camudongos
(Research Diagnostics Inc) em uma dilui¢do 1:5.000.

Apos a incubagio com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas duas
vezes por 10 min em solugdo de lavagem (1X TBS e 0,1% de Tween) e novamente
incubadas com o anticorpo secundario IgG de coelho conjugado com a fosfatase alcalina
da Sigma por 3 horas em uma diluigdo 1:5.000 nos estudos com hGH ou com anticorpo
secundario anti-lgC conjugado com a fosfatase alcalina (Santa Cruz Biotechonology) no
estudos de pro-insulina. Por fim, as membranas foram novamente lavadas e incubadas
em uma diluicdo 1:5.000 com o substrato quimioluminescente CSPD (Tropix Inc.) por 8
min em tampdo de equilibrio (100 mM Tris-HCI pH 9,5; 100 mM NaCl), expostas a
radiografia empregando o "Hyperfilm" (Amersham Phamacia Biotech) por 5 min ou o T-
Mat (Kodak) por 20 min e reveladas automaticamente no Macrotec MX-2.

3.9. Transferéncia do transgene para outros genétipos

Plantas da linhagem QPM BR451 (Quality protein maize) foram cultivadas em casa
de vegetagdo juntamente com plantas dos Ev proins 3 R1, Ev proins 5 R1, Ev02 hGH 1
RO e Ev02 hGh 2 RO. Na época reprodutiva, foi retirado o pendao das plantas QPM, que
entdo foram polinizadas por trés dias consecutivos com poélen coletado de plantas
transgénicas. As sementes geradas desse cruzamento foram analisadas por western blot.
Esse material F1 foi autopolinizado e retrocruzado com plantas QPM selvagens.

3.10. Purificagdo da pré-insulina

3.10.1. Maxi-extragdo de proteinas do endosperma de milho

A regido do embrido das sementes foi retirada manualmente com o emprego de
uma espatula e o restante da semente foi triturado por 2 min em moinho de bolas

Tecnal/Marconi modelo 350. A farinha obtida foi desengordurada através da extragao com
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um volume de n-hexano por 30 min sob agitagdo. A suspensdo foi centrifugada a 3.000
rpm por 5 min & temperatura ambiente e o sobrenadante descartado. A farinha foi
espalhada em uma bandeja de pirex, onde ficou em repouso por 30 min na capela para a
evaporagdo do n-hexano. Em seguida o material foi homogeneizada no Omimixer
(SuperOhn) por 2 min em 5 volumes de tampao de extragdo (m/v) (50 mM glicina pH 3,0;
70% etanol e 5 mM DTT) e homogeneizado por 3 horas a 10 °C , centrifugado a 10.000

rPm por 15 min a 4 °C e o sobrenadante recuperado.

3.10.2. Precipitagdo da pré-insulina

Foram realizados testes de precipitacdo da pré-insulina no tampéo de extragdo por
meio da redugdo da concentragdo do etanol de 70% para 50, 30, 10 e 5%. Um grama de
farinha previamente seca e desengordurada foi homogeneizada em 5 mL de tampé&o de
extracao por 3 horas a 10 °C. Depois esse material foi dividido em 5 microtubos de 1,5 mL
e a cada um, adicionado um volume de tampao 50 mM de glicina pH 3,0 suficiente para
reduzir as concentragdes finais-de etanol de 70% para 50, 30, 10 e 5% (v/v). As aliquotas
foram homogeneizadas em um misturador orbital (Marconi modelo AP22) por 60 min a 10
°C em geladeira. Apés centrifugacdo a 13.000 rpm por 30 min a 4 °C, os sobrenadantes
foram isolados e os sedimentos solubilizados em 40 uL de tampao de amostra (100 mM
Tris-HCI pH 6,8; 2% SDS; 45% glicerol; 2% de B-mercaptoetanol). Aliquotas de 200 pul. do
sobrenadante foram submetidas & precipitagdo por meio da adigdo de 10% de TCA e os

sedimentos obtidos foram solubilizados em 40 puL de tampé&o de amostra.

Para confirmar os resultados dos primeiros ensaios da precipitagéo da pré-insulina
com a redugao de etanol, o processo foi repetido desta forma: o primeiro sedimento obtido
com a redugéo de etanol de 70% para 50% foi ressuspendido em 1,0 mL do tampao
empregado na extragdo que possui 70% de etanol e novamente precipitado por meio da
reducdo do etanol para 50%. Esses processos de precipitagdo em 50% e solubilizagio
em 70% de etanol da pré-insulina foram repetidos cinco vezes, com a retirada de
aliquotas dos sedimentos e do sobrenadante de cada etapa para analise de SDS/PAGE

de 15% e western blot.
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3.10.3. Solubilizagdo da pré-insulina

Tentativas de solubilizar a pré-insulina recombinante solidificada por meio da
reducdo da concentragéo de etanol de 70% para 50% demonstraram a necessidade da
utilizacdo de detergentes ou de agentes caotrépicos. Entretanto para os processos de
cromatografia os detergentes normalmente empregados representam um empecilho na
purificagdo. Por isso, foram testadas quatro diferentes concentragdes de uréia (1,0; 2,0;
4,0 e 7,0 M) em 50 mM Tris-HCI pH 8,5 e 5,0 mM de DTT para solubilizar a pré-insulina
obtida a partir de um grama de farinha de endosperma. O intuito foi determinar a
concentragdo em que o rendimento era maior, tentando minimizar o uso desse agente
caotrépico para evitar a solubilizagio de contaminantes e/ou a desnaturagéo irreversivel

do hormadnio.

3.10.4. Cromatografia

A partir de 21 g de farinha de endospemma de milho sem lipidios foi realizada a
primeira maxi-purificagdo em" colunas de HRLC. Esse material foi submetido a
homogeneizagéo em 80 mL de tampao de extragdo (50 mM glicina pH 3,0; 70% etanol e 5
mM DTT) e agitado por 3 horas a 10 °C, e em seguida foi centrifugada por 30 min a
12.000 rpom a 4 °C.

A concentragio de etanol foi reduzida de 70% para 50% através do gotejamento
de 24 mL de tampao 50 mM glicina pH 3,0 com 5 mM de DDT a 10 °C aos 60 mL de
extrato protéico obtidos. O material permaneceu em homogeneizagdo por 30 min e depois
foi centrifugado a 13.000 rpm por 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi submetido & solubilizagdo por homogeneizagdo em Potter (Super Rohn Inc.)
em 25 mL de tampao de solubilizagédo (50 mM Tris-HCI pH 8,5; 4 M uréia e 5 mM DTT).
Esse material foi centrifugado a 11.500 rpm por 20 min a temperatura ambiente, e o
sobrenadante filtrado a vacuo em filtro 45 pm. Foram obtidos 22 mL da mistura protéica

pré-purificada, que foi submetida a uma cromatografia de fase reversa.

Foi utilizada uma coluna modelo Waters - AP1 (Millipore) contendo 5,7 mL de
Resina Fase Reversa 50RR, conectada a um cromatégrafo liquido de alta pressédo HRLC
(BioRad). Esse equipamento possui um sistema de distribuigcdo de solvente modelo 2700,
detector UV/Vis modelo 1790 e um coletor de fragdes modelo 2128 (BioRad).
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A resina foi equilibrada com 30% de Tampao A (0,065% acido trifluoroacético, 2%
acetonitrila em agua) e 70% de Tamp&o B (0,05% de é&cido trifluoroacético em 100% de
acetonitrila) por 10 min, a um fluxo de 0,2 mL/min. Esse fluxo foi aumentado para 2

mi/min por mais 15 min, quando se mudou a concentragéo de Tampé&o A para 100%.

A amostra foi entdo toda injetada e a coluna lavada com 5 volumes (30 mL) de
solugdo 100% Tampéo A. O gradiente para a eluigdo da amostra comegou com 15 min de
100% Tampéo A, fluxo de 2 mL/min. A concentragéo de Tamp&o A variou de 100% a 30%
e, conseqiientemente, a de Tamp&o B de 0% a 70% num intervalo de 20 min, a um fluxo
de 2 mL/min. Finalmente manteve-se o fluxo de 30% de Tampao A e 70% Tamp&o B por
10 min, procedendo-se posteriormente a lavagem padrdo da coluna visando sua
reutilizagao. '

Foram coletadas amostras somente dos picos do gradiente em fracdes de 1 mL.
Uma aliquota de 50 uL de cada frago foi liofilizada (Concentrator Eppendorf 5301), e o
sedimento protéico foi ressuspendido em 40 pL de tampé&o de amostra (300 mM Tris-HCI
pH 6,8; 0,67% SDS; 15% glicerol; 1,6% de B-Mercaptoetanol) para realizagio de analise
de SDS-PAGE 15% e westem blot.

3.11. Analise da tecido-especificidade da expressio dos horménios nas sementes

Foram obtidos extratos protéicos a partir de 200 mg de: a) farinha de endosperma
livre de embrido, b) embrides e c) farinha obtida a partir da semente inteira (endospema +
embrido) de plantas geneticamente transformadas e controles selvagens, em 1,0 mL de
tampao de extragdo (50 mM Tris-HCI pH 8,5; 2,0 mM EDTA; 5,0 mM benzamidina; 5,0
mM de DDT e 0,2% Triton X-100®). Os tubos foram vigorosamente agitados por 10 min,
centrifugados por 2 min a 10.000 rpm e o sobrenadante transferido para microtubos de
1,5 mL. Os extratos foram analisados por SDS/PAGE 15% e western blot.

3.12. Isolamento de corpusculos protéicos em gradiente de sacarose

O endosperma de sementes de 30 DAP foi isolado e macerado em nitrogénio
liquido e ao pé obtido foi adicionados cinco volumes do tamp&o de extragdo de
corpusculos (200 mM Tris-HCI pH 8,5; 60 mM KCI; 50 mM MgCl,; 200 mM sacarose). Em
seguida, a extragio foi homogeneizada por 5 min sob agitagdo moderada e o material

centrifugado a 3.000 rpm por 5 min a 15 °C.
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Um gradiente descontinuo com aliquotas de 3 mL de 0,5; 1,5 e 2,0 M de sacarose
dissolvida em tampéo de centrifugagdo (40 mM Tris-HCI pH 8,5; 20 mM KCl e 10 mM
MgCl,) foi montado em tubos de ultracentrifuga Beckman 331372, onde foi depositado 2
mL da extracédo. Esse material foi centrifugado por 2 horas a 25.000 rpm em rotor SW-41
a 15 °C. Os corpusculos localizados entre 1,5 e 2,0 M foram recolhidos, lavados em
tampao de extragdo sem sacarose e suspendidos em 100 mM de Tris-HCI pH 8,5 e 10
mM de EDTA. Aliquotas do material, previamente tratadas em 55% de isopropanol e 2%
de B-mercaptoetanol para rompimento das membranas dos corpusculos, foram analisadas
por SDS-PAGE de 15% e westemn blot.

3.13. Selegdo de calos bombardeados por borrifamento

Foram estabelecidos no ultimo trimestre de 2002 estudos sobre a viabilidade de
um sistema de seleg@o de calos submetidos ao bombardeamento pela aplicagéo direta do
agente seletivo por borrifagdo. O objetivo &€ diminuir o numero de sub-cultivos de selegao.
Previamente foram realizados ensaios com culturas transgénicas resistentes do Ev proins
3 e Ev proins 7 e com culturas selvagens nao resistentes. Esse material foi submetido a
uma aplicagéo de 2 ou 5 mL de uma solugéo do herbicida Finale® com 1,0; 5,0 ou 10,0
mg/L de PPT, por meio do emprego de um bomifador de 500 ml (cada borrifada
corresponde aproximadamente a 1 mL).

Apos 12 dias dos ensaios de transformagdo, calos bombardeados com o
pCAMBIA 3301 hGH foram transferidos para o meio MS suplementado com 4,5 mg/L de
PPT. Apds 10 dias nessa cultura de selegdo, esse material foi submetido ao borrifamento

de 4 mL de uma solugéo do herbicida finale com 5,0 mg/L de PPT.

3.14. Estudo da influéncia de aminoacidos sobre a totipoténcia celular

As fontes reduzidas de nitrogénio prolina e caseina, empregadas na indugéo e
multiplicagéo de calos embriogénicos somaticos, sdo retiradas do meio de selegdo por
interferirem negativamente nesse processo porque esses aminoacidos competem com o
PPT por sitios de reconhecimento na membrana plasmatica das células vegetais
(Dekeysen et al, 1989). A qualidade da cultura sem esses nutrientes decai
consideraveimente, reduzindo a capacidade regenerativa apds os ciclos de selegdo. Para
confirmar tal interferéncia foram realizados cultivos de calos selvagens em meio com 9,0
mg/L de PPT, suplementado ou ndo com a metade da concentragéo original de prolina e

caseina do MI.



42

Adicionalmente, nos ensaios de bombardeamento com o gene do hGH realizados
em 2002 foi implementado um tratamento intermediario entre a selegéo e a regeneragao
em meio MS suplementado com 9,0 mg/L; 1,45 g/L de prolina e 50 mg/L de caseina. A
intengdo foi de melhorar a qualidade da cultura e por consequéncia aumentar a
totipoténcia (taxa de regenerac@o de plantas férteis) dos calos embriogénicos resistentes

aos dois ciclos de selegdo sem prolina e caseina.
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4. RESULTADOS
4.1 Cultura de tecido e regeneracao de plantas

Foi observada a formacéo de calos embriogénicos em aproximadamente 50% dos
embrides zigoticos inoculados em meio de indugao (MI). Esse material foi multiplicado em
sub-cultivos de 15 a 20 dias no meio MI, tendo sido descartado a partir do sexto ciclo de
crescimento. Os calos embriogénicos, apos permaneceram em media de 6 a 10 meses
em cultura in vitro no escuro, quando foram submetidos a germinacdo apresentaram
sintese de clorofila apdés o quinto dia sob luz (Figura 4.1C). Posteriormente os embrides
foram isolados e transferidos para novos meios de germinagao, onde ocorreu a formacéo
das primeiras folhas e raizes (Figura 4.2). Essa rediferenciagdo celular € modulada em
milho pela retirada do regulador 2,4D e aumento da concentragdo de sacarose de 3%
para 6% do meio de cultura, e posterior transferéncia de calos em estagio de embridides

para luz.

Figura 4.1: Sistema morfofisiologico de calos de milho: A) Embrido zigético em cultura de indugao
de calogénese no escuro. B) Multiplicacdo das culturas. C) Calos ap6s o quinto dia de cultura na
luz. D e E) Calos com 15 dias sob indugéo de germinacdo. F) Embridides em destaque com 10
dias de luz.
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Figura 4.2: Germinacdo de embrides somaticos submetidos a transformacao, incubados 30 dias
sob luz. No centro e a esquerda: Controles negativos. Direita: Plantulas em meio MR2
suplementado com 3,0 mg/L de PPT.

4.2. Transformagao via agrobactéria
4.2.1. Ensaios realizados em 1998 e 1999

Apos a insercao dos cassetes de expressdo no pSB11 e desse plasmideo vetor na
agrobactéria por meio de conjugagdo triparental foram obtidos os vetores de
transformacgéo. A Figura 4.3 mostra um dos resultados de experimentos de Southern blot
realizados com DNA plasmidial extraido de agrobactérias empregadas nos ensaios de

transformacao.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 4.3: Southern blot de DNA plasmidial de agrobactéria digerido com Hind 1ll que libera um
segmento correspondente ao cassete de expressdo, do vetor de transformacgdo contendo a
construgdo pSB11-BAR-PyKaf hGH ou a construcéo pSB11-HYG-PyKaf hGH. 1) C+: 10 pg do
plasmideo pRT-pyKaf hGH . 2 e 3) Controle negativo: DNA de agrobactéria ndo recombinante. 4 a
9) Eventos obtidos da recombinac@o com a construgdo com o gene bar. 10 a 16) Eventos obtidos
da recombinacdo com a construcdo com o gene npt (resisténcia a higromicina). Foi empregada
uma sonda construida a partir do produto de PCR com os primers hGH INV e hGH DIR, tendo sido

empregados os dois primeiros clones de cada evento para os ensaios de transformacéo.
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Para cada uma das construcdes pSB11-BAR-PyKaf hGH, pSB11-HYG-PyKaf hGH
e pSB11-BAR-PyKaf proins, trezentos embrides zigoticos foram submetidos a
transformacéo via agrobactéria. Os calos embriogénicos resistentes aos seis ciclos de
selecio no escuro com PPT foram submetidos & germinagdo, e produziram
aproximadamente 4.000 plantas, das quais 2.500 com construgdo de hGH e 1.500 com a
construcdo de pré-insulina. Nenhuma dessas plantas apresentou resisténcia a
pulverizagdo com uma solugéo de 0,2% do herbicida Basta. Entre as 200 plantas que
apresentaram resisténcia a higromicina nenhuma apresentou amplificagdo por PCR do

segmento correspondente ao gene hGH.

4.2.2. Ensaios realizados em 2000

Nesse ano foi trabalhado somente com ensaios de expressdo transiente
empregando o gene reporter uidA. Foram realizados cinco ensaios com a construgdo
pSB11-35S GUS, empregando-se 50 embribes zigoticos em cada um deles. Em alguns
casos isolados alguns embribes foram transformados em quase toda sua extensao
(Figura 4.4), porém ndo houve uma repeticdo nos resultados, tendo ocorrido moderada

expressao da proteina GUS somente em dois dos cinco ensaios.

Figura 4 4: Ensaio histoquimico com embriGes zigéticos submetidos a transformacéao com o
vetor derivado do plasmideo pSB11-35SGUS. Superior) Embrigo transformado. Inferior) Controle
negativo: Embrio submetido a transformagao com uma agrobactéria nao recombinada. Aumento

de 10 vezes.
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Os ensaios de sonicacao de embrides zigoticos submetidos a transformacao com
agrobactéria mostraram que ha um incremento na taxa de expressdo de GUS com o0s
microferimentos. A expressdo de GUS apresentou um aumento até 60 segundos de
sonicagdo, sendo que depois desse tempo o incremento na expressdo pareceu decair
(Figura 4.5). A taxa de calogénese também parece estar relacionada com a sonicagéo.
Conforme mostra a Figura 4.6, ocorreu uma sensivel redugdo na formagéo de calos jé a
partir de 10 segundos de sonicagao.

Figura 4.5: Embrises submetidos a transformacdo com o vetor pSB11-35SGUS, analisados
histoquimicamente. A) Embrido ndo transformado. B) Embrides transformados sem sonicac&o. C)
Embriées submetidos a 10 seg de sonicacéo. D) 20 seg de sonicacgdo. E) 30 seg F) 60 seg. G) 120
seg e H) 300 seg.

Figura 4.6: Embrides submetidos a sonicacao apés 30 dias de indugéo de calogénese em meio MI.

1) Embriées ndo sonicados, 2) 10 seg de sonicacdo. 3) 30 seg. 4) 60 seg 5) 120 seg. 6) 300 seg.
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4.3. Transformacgao via bombardeamento
4.3.1. Ensaios realizados em 1999

Foram realizados no primeiro ano de ftransformagdo trés ensaios de
bombardeamento, com a preparagéo de 40 placas para cada experimento. Esse material
foi bombardeado com uma mistura 1/1 dos plasmideos pRT-PyKaf hGH e p35SBAR GUS.
Andlises histoquimicas da proteina GUS demonstraram a expressao transiente em alguns

dos calos bombardeados conforme mostra a Figura 4.7.

Figura 4.7: Calo bombardeado demonstrando a expressdo transiente do gene uidA.

Foram realizados seis ciclos de selegdo no escuro, ndo tendo sido adicionado
agente seletivo na fase de germinagdo no claro. Esse material produziu 4.000 plantas,
que foram submetidas a pulverizagdo de uma solucdo de 0,2% do herbicida Basta.

Nenhuma dessas plantas resistiu a sele¢ao (Figura 4.8).

Figura 4 8: Fenétipo de plantas produzidas em 1999, 30 dias ap6s a aplicacao do herbicida Basta.

4.3.2. Ensaios realizados em 2000
Nesse ano foram realizados trés ensaios de bombardeamento com a preparagao

de 40 placas para cada experimento. Esse material foi bombardeado com uma mistura
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1/1 dos plasmideos pRT-PyKaf hGH e p35SBAR GUS. Foi adotado um critério de selegao
visual mais rigoroso nos seis ciclos de selegdo no escuro e foi adicionado agente seletivo
também na fase de germinagdo. Foram obtidas aproximadamente 450 plantas, das quais
90 apresentaram resisténcia a aplicagéo do herbicida (Figura 4.9), e dessas, 42 plantas
produziram sementes. Essas sementes foram analisadas por westem blot, que mostrou a
produgdo do horménio recombinante em uma das 42 plantas — Ev00 hGH 42 RO (Figuras
4.10e 4.11).

Figura 4.9: Esquerda) Fenétipo das plantas submetidas a transformagao 15 dias apos a aplicacéo

do herbicida. Direita) Plantas controle negativo.

2215 kDa ——p

Figura 4.10: Westem blot de sementes empregando um anticorpo policlonal anti-hGH. Controle
positivo (C+): 100 ng de hGH comercial. 1 a 8) Ev-00 hGH 35a 42 RO e Controle negativo (C-):
extrato de planta nédo transformada. Foram aplicados 20 ulL do extrato protéico obtido de 100 mg
de farinha em 1,0 mL de tamp&o de extrac&o.



2215kDa  =—

Figura 4.11: Westemn blot demonstrando a concentragéo de hGH produzido nas sementes do Ev00
hGH 42 R0. 1 a 4) C+: 10, 25, 50 e 100 ng de hGH comercial. 5a7) 0,1;05 e 1,0 pL de extrato
total.

A formagao das pontes de dissulfeto do hGH produzido nas sementes foi
investigada a partir da incubagdo com os agentes redutores p-mercaptoetanol e DTT.
Conforme mostra a Figura 4.12, tanto o hGH de milho quanto o hGH comercial
apresentaram um retardamento na mobilidade eletroforética quando tratados com os

agentes redutores.

Controle hGH de milho
= + 2 A

Figura 4.12: Western blot demonstrando a formagéo das pontes de dissulfeto no hGH produzido
pelo EBO0 hGH 42 RO. Foram carregados 100 ng de hGH produzido em milho (aproximadamente 5

uL) e 50 ng do hormdnio comercial como controle. Sinal (+): material tratado. Sinal (-): material néo
tratado.

Anélise da segunda geragao do Ev00 hGH 42

Das 52 sementes produzidas pelo unico clone que expressou hGH, somente 12
germinaram e 11 foram férteis. Essas 11 plantas da geragao R1 foram analisadas por
PCR, Southern blot e westem blot e foi constatado que nenhuma apresentava o
transgene hGH ou a proteina hGH. No entanto, a pulverizacdo do herbicida mostrou que

as plantas eram resistentes ao PPT.
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4.3.3. Ensaios realizados em 2001:

Nesse ano foram realizados trés ensaios de bombardeamento com as construcées
pCAMBIA3301-PyKaf hGH, pCAMBIA3301-PUBI hGH e pCAMBIA3301-PyKaf proins no
Laboratério de Biologia Celular do Ndcleo de Biologia Aplicada/NBA da Embrapa Milho e
Sorgo, em Sete Lagoas - MG. Em todos os ensaios foram obtidos calos resistentes a

selecdo (Figura 4.13 e Tabela 4.1), que foram submetidos a germinagdo e produziram
plantas transgénicas férteis.

Figura 4.13: Sistema de selegéo in vitro de calos bombardeados. A, B, D e E) Colonias indicadas
pelas setas com 30 dias em meio de selegdo com 9 mg/L de glufosinato de aménio (PPT). C)
Material nao transformado em meio MI sem herbicida. F) Controle negativo: material néo
bombardeado em meio MS suplementado com 9,0 mg/L de PPT.

Tabela 4.1: Namero de placas bombardeadas e de colonias resistentes obtidas,
sendo que cada colénia corresponde a um evento de transformacgao.
Construgdes: Py-Kaf hGH |[PUBIhGH | Py-Kaf proins.

Numero de placas
48 24 22
bombardeadas
Numero de colbnias
) 88 40 32
resistentes
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Andlise das plantas transgénicas produzidas em 2001
4.4. Horménio do crescimento humano com promotor de sementes

Das 88 colbnias resistentes aos trés ciclos de selegdo no escuro, 35 produziram
plantas, das quais 16 foram férteis. A analise da presenc¢a do transgene hGH em 15 dos
16 eventos que produziram sementes demonstrou a integragdo em todos os eventos
analisados conforme mostra a Figura 4.14.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 i0 11 12 13 14 15 16 17 18 18
|
|
|

Figura 4.14: Southem blot de DNA gendmico digerido com a enzima Hind Il de plantas produzidas
em 2001 com a construgdo pCAMBIA3301-PyKaf hGH. 1) C+: 10 pg do plasmideo pRT-PyKaf
hGH. 2 e 4) Controle negativo: plantas selvagens. 3) Controle negativo: Evento Ev proins 6 e 5 a
19) Eventos Ev01 hGH 1 a 15. Foi empregada uma sonda obtida a partir do produto de PCR com
os primers hGH DIR e hGH INV.

A analise de western para avaliar a presenca do hGH nos eventos positivos para
Southern ndo mostrou o horménio em nenhum evento. A regido do cassete com o cDNA
hGH do plasmideo pCAMBIA 3301-hGH foi seqlienciada e constatou-se a presenca de
uma delecao, que resultou na formagao de um stop codon ja no peptideo sinal (Figura
4.15). O sequenciamento foi repetido e o problema no cassete foi confirmado.

o0Ow>

Figura 4.15: Alinhamento das sequéncias dos plasmideos utilizados no bombardeamento hGH em
2001 e em 2002. A e B) Novas construcées empregadas em 2002: pCAMBIA3301 hGH A e
pCAMBIA3301 hGH B. C) pRT-yKaf hGH preparado a partir do estoque de glicerol original e D)
Construcdo empregada em 2001. As setas indicam a delec&o e o stop codon formado.
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4.5. Hormoénio do crescimento humano com promotor de Ubiquitina

Foram obtidas plantas férteis de oito dos 40 calos resistentes aos trés ciclos de
selec@o no escuro. Esses calos foram analisados por western para verificar a habilidade
do promotor de ubiquitina de expressar o hGH nesse material somatico. Conforme mostra
a Figura 4.16, dos oito eventos férteis, dois expressaram em quantidades detectaveis por
western blot uma banda com o mesmo peso molecular do hGH em calos. As analises de
westemn blot realizadas com folhas e sementes dessas plantas nao revelaram a presenca
do hGH.

2215KDa —p §

Figura 4.16: Westem blot de extratos protéicos obtidos a partir de 200 mg de calos de eventos
Ev0o1 UBI hGH em 1,0 mL de tampdo de extragdo. Foram carregados 20 plL da extragéo por

canaleta. 1 -4) Eventos 1 a4 e 5-8) Eventos 5a 8.

4.8. Pro-Insulina
4.6.1. Andlise da geragao RO:
- Southern blot

Foram analisados 15 dos 18 eventos de pré-insulina que produziram sementes,
que mostraram a integragao do transgene em dez eventos (Figura 4.17). Este resultado
foi coerente com a andlise da presencga do transgene por PCR realizada com as mesmas
amostras (Figura 4.18).

1 2 3 45 6 78 9 10 1112 13 14 1516 17 18 19
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Figura 4.17: Southern blot de DNA gendmico de plantas de pré-insulina. 1 e 2) C+: 100 e 10 pg do

plasmideo pRTpy-Kaf proins digerido com Hind lli. 3) Controle negativo: planta selvagem. 4) Planta
do evento Ev01 hGH 4 RO e 5 a 19) Eventos Ev proins 1 a 15 RO. Foi empregada uma sonda
construida a partir do produto de PCR com os primers PIN-DIR e PIN-REV.
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Figura 4.18: PCR de DNA gendmico de plantas transgénicas de pré-insulina empregando 0S
primers PIN-DIR e PIN-VER, que produzem um fragmento de 254 pb. 1) C+: plasmideo pCAMBIA
3301y-Kaf proins, 2) Controle negativo: planta ndo transformada, 3) Controle negativo: reacdo sem
DNA. 4 a 18) Eventos Ev proins 1 a 15 R0 . 19) Ladder 100 pb Gibco.

- Northern blot

A expressao do transgene foi analisada a partir do quinto DAP e apresentou um
padrio semelhante a uma parabola, com um pico no vigésimo dia. Aparentemente a
expressdo do material Ev proins 3 R1 ocorreu em niveis significativos até o trigésimo
quinto DAP (Figura 4.19). As tentativas de extragdo de RNA total de material com 42 e 50
dias apds polinizagdo demonstraram que ndo ocorre mais a expressao génica, o RNA é
degradado nesse periodo ou, mais provavelmente, a metodologia de extragdo nao foi

adequada para esse tipo de material.
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SDAP 10DAP 15DAP 20DAP 25DAP 30DAP 35DAP

Figura 4.19: A e B) Northern blot de sementes de milho do Ev proins 3 R1 com diferentes DAP. 1)
5 DAP, 2) 10 DAP, 3) 15 DAP, 4) 20 DAP, 5) 25 DAP, 6) 30 DAP, 7) 35 DAP, C-) RNA extraido de
piantas selvagens. C+) 5 e 50 pg do pRT-pyKaf proins digerido com Bam Hi e Nco | que libera um
fragmento de 507 pb comrespondente ao peptideo sinal e o cDNA da pré-insulina. A: Hibridizagéo
contra a sonda 26S-ribossomal. B: hibridizac&o contra uma a sonda construida a partir do prodiito
de PCR com os primers PIN-DIR e PIN-VER. C) Curva do acimulo de transcritos a partir da
auantificacdo da intensidade das bandas do northern blot obtida por meio do programa Kodak 1D-
versao 2.03- Scientific Images System. A hibridizagdo contra 0 RNA 26S foi empregada para
corregdo da quantidade de RNA total camegado em cada amostra. Cada barra esta abaixo da
canaleta correspondente das amostras de RNA.

- Western blot

O horménio pré-insulina recombinante foi encontrado em 12 dos 16 eventos que
produziram sementes outrora resistentes a selegcéo in vitro (Fig. 4.20). As sementes
positivas que tiveram parte do endosperma retirado para andlise de western foram
reparadas com esmalite comercial para unhas (Figura 3.4 do matérias e métodos),
germinadas em solo estéril e cultivadas em casa de vegetagao para a geragéo de plantas
R1. Foram analisadas aproximadamente 100 mg de farinha de endosperma obtida de
quatro a cinco sementes de cada evento. A pré-insulina empregada como controle
positivo tem 10,6 kDa porque tem uma calda de poli-histidina e a proteina nativa humana
possui 9,4 kDa.
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Figura 4.20: Western blot dos eventos de pro-insulina. Foram aplicados 20 pL do extrato protéico
de 100 mg de farinha de milho obtida de seis sementes de cada evento em 1,0 mL de tampao de
extragdo. 1) Controle negativo: extrato de sementes selvagens. 2 a 5) Eventos 1 a 4. C+: 500 ng de

(Yol o V. Vo

pro-insulina. 6) Evento 17. 7 a 10) Eventos 5 a 7. A eletroforese foi realizada em gel SDS-PAGE de
15%.

4.6.2. Analise da geragdao R1 de pré-insulina:

A partir do nivel de expresséo observado e do numero de sementes produzidas na
geragdo RO foram cultivadas somente sementes que produziram a pré-insulina para
obtencdo do material em larga escaia dos eventos Ev proins 3 RO e Ev proins 7 RO. A
segunda geragdo desses clones demonstrou a heranga da caracteristica incorporada,
produzindo a pro-insulina na maioria das sementes. Assim como foi observado nos
eventos na geracdo RO, algumas sementes da geragdo R1 nado produziram o hormonio
recombinante (Fig. 4.21).

9,4kDa —p
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Figura 4.21: Westem blot da segunda geragdo transgénica de pré-insulina. A: Dez
sementes do Ev proins 3 R1 espiga 1 e B: Dez sementes do Ev proins 7 R1 espiga 1.

4.6.3. Anéalise da geragdo R2 de pré-insulina:

Foram cultivadas 100 sementes de uma unica espiga do Ev proins 3 R1 espiga 1
(Figura 4.22), das quais 95 foram férteis e produtivas. Primeiramente foram analisadas 20
espigas da geragdo R2 (terceira geragdo), das quais somente quatro apresentaram a
expressao do horménio. A Figura 4.23 apresenta o nivel de express&o do material positivo
dessa geragdo. A Figura 4.24 mostra uma andlise de Southern blot quantitativo do
nimero de copias do transgene nas trés geragbes obtidas com o clone Ev proins 3.
Aparentemente foram incorporados duas cépias do transgene que parecem estar
segregando conjuntamente.

As espigas R2 apresentaram uma grande variedade de fendtipos, que
demonstraram uma relagio direta com a expressdo do horménio. O material que
expressou o hormdnio apresentou falhas na granagao das espigas e consequente formato
arredondado das sementes, com padréo de diferentes cores (Figuras 4.25 e 4.26). Outras
dez espigas com essas caracteristicas foram analisadas e todas apresentaram a
produgdo do hormdnio em altos niveis. Mais dez espigas bem granadas e com diferentes
fenétipos foram analisadas e foi certificado que esse material realmente néo produziu a
pré-insulina. Das 95 espigas produzidas, 45 apresentaram o fenotipo produtivo. Foram
cultivadas 100 plantas desse material para obtengdo da quarta geragio de sementes, que

atualmente estao sendo analisadas.

Figura 4.22: Espiga do clone Ev proins 3 R1 escolhida para obtencéo da terceira geragéo (R2).
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106kDa —p
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Figura 4.23: Westem blot quantitativo do material da terceira geragéo do Ev proins 3. Esquerda)
C+: 200, 100 e 50 ng da pré-insulina comercial. Direita) 30, 20, 10, 5,0 e 2,5 pL da extragéo obtida
de 100 mg da farinha em 1,0 mL de tampé&o.

Figura 4.24: Southem biot de DNA gendmico digerido com a enzima Sac | que possui somente um
sitio no plasmideo bombardeado, obtido de plantas das geragdes RO, R1 e R2 do Ev proins 3
(respectivamente nas canaletas 1, 2 e 3. 4) Controle negativo: DNA de planta nédo transformada. 5)
C+: 100 pg do plasmideo pRT-pyKaf proins digerido com Hind . Foi empregada uma sonda
construida a partir do produto de PCR com os primers PIN-DIR e PIN-VER, que anela dentro do
cDNA da pré-insulina. As setas indicam a posi¢éo das bandas obtidas.
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Figura 4.25: Amostra das 95 espigas do Ev proins 3 R2. A primeira espiga de cada linha
corresponde ao gendtipo A188 (superior) e a linhagem BR CTV (desenvolvida para Cultura de
Tecidos Vegetais) (inferior). Excepcionalmente, os calos que deram origem ao evento Ev proins 3
foram obtidos da F1 do cruzamento A188 § X BR CTV ¢.

Figura 4.26: Espigas do Ev proins 3 R2 que apresentaram falha na granagéo e produziram a pro-

insulina.

4.6.4. Imunohistoquimica

Esses ensaios demonstraram que a pro-insulina é encontrada somente na regiao
do endosperma da semente (Figura 4.27). A diferenga entre o material transgénico com
as amostras negativas é observada pela coloragdo marom. Essa coloragéo é devida a
reagdo do substrato DAB com o anticorpo empregado, portanto, ocorrendo somente

naqueles casos onde ocorreu a imunodetec¢do da pré-insulina.
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Pericampo Endosperma
Figura 4 .27 Imunohistoquimica de cortes de sementes de milho. A) Controle negativo. B) Semente

de milho transgénico do evento Ev proins 3 R1. O material foi fotografado no microscépio Olympus
PM-30, filme Prolmage 100 com o emprego de um filtro azul e aumento de 20 vezes

4.6.5. Analise da tecido-especificidade da produgao de pré-insulina

A Figura 4.28A demonstra que a produgdo da pro-insulina humana ocorreu
somente no endosperma de sementes das plantas transgénicas. Esse resultado ratifica os
primeiros estudos realizados com o promotor y-Kafirina, por meio de ensaios de
expressao transiente iniciados em 1990 (Freitas et al, 1994). A Figura 4.28B mostra ainda

que a complexidade da mistura protéica no embrido € bem maior que no endosperma.
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Figura 4.28 — Andlise da tecido-especificidade da expressdo da pré-insulina humana em sementes.
Sinal (+): sementes transgénicas do Ev proins 3 R1. Sinal (-): sementes n&o transformadas. Foram
carregados 5 pL de um extrato protéico obtido de 100 mg de farinha de semente inteira ou de
endospermma e de 50 mg de embrides, em 1 mL de tampdo de extragéo. A: SDS-PAGE 14% corado
com comassie blue. B: Westem blot. C+) Pré-insulina comercial (Biobras): 500 ng no gel corado e
200 ng no western blot.

4.6.6. Isolamento de corpusculos protéicos de endosperma de mitho

A Figura 4.29 mostra o resultado obtido quando foi submetido um extrato protéico
de endosperma de sementes Ev proins 3 R1 a um gradiente descontinuo de sacarose por
ultracentrifugacéo. A fragdo rica em lipidios ficou localizada na superficie do gradiente, a
fragdo soluvel ficou difusa na regido entre 0,2 e 0,5 M e um material mais denso,
provavelmente correspondente aos corpusculos protéicos, ficou localizado na interface

basal entre 1,5 e 2,0 M de sacarose.
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Figura 4.29: Gradiente de sacarose para isolamento de corplisculos proteicos.

A andlise da complexidade protéica das fragdes obtidas do gradiente em
SDS/PAGE indica que a fragdo que ficou localizada na interface entre 1,5 e 2,0 M de
sacarose demonstra um perfil de corpusculos protéicos. A Figura 4.30 mostra que esse
material possui uma baixa complexidade protéica, com uma grande quantidade de
proteina (canaletas 6, 7 e 8). Ja a fragdo soluvel mostra uma grande complexidade

protéica, com alto peso molecular e baixa quantidade de proteina (canaletas 3, 4 e 5).

Figura 4.30: Gel SDS/PAGE das diferentes fragdes obtidas no gradiente. 1) Marcador de peso
molecular em kDa. 2) C+: 1,0 jg da pré-insulina comercial. 3 a 5) 5; 10 e 20 pL da frag&o soltvel. 6

a 8) 5, 10 e 20 L da fragio mais densa, provaveimente comesponde aos corpusculos proteicos.

Os horménios foram localizados na fragdo obtida na interface de 1,5 a 2,0 M de
sacarose. Conforme mostra a Figura 4.31, somente as aliquotas correspondentes a
fragdo onde provavelmente encontravam-se os corpusculos protéicos apresentou a pré-

insulina. Esse material teve que ser tratado com uma solugéo de 55% de isopropanol e
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2% de B-mercaptoetanol para que fosse identificado o horménio na analise de westem
blot. Esse tratamento teve como obijetivo solubilizar as zeinas dos corpusculos proteicos,

liberando assim o horménio armazenado, fato que reafirma o empacotamento da proteina

heteréloga em estruturas organizadas.
1 2 3 4 5 6 7

Figura 4.31; Western blot das fragdes obtidas do gradiente de sacarose: 1) Controle positivo: 200
ng da pré-insulina comercial 2 a 4) 5, 10 e 20 L da fragéo soluvele 5 a 7) 5, 10 e 20 yL da fragé@o
mais densa.

4.6.7. Purificagao da pro-insulina
4.6.7.1. Extragdo |

Para a maxi-extragdo da pré-insulina foi testado um tamp&o contendo 70% de
etanol em 100 mM de glicina pH 3,0 e 5 mM de DTT. A Figura 4.32 mostra a diferenga do
rendimento e da complexidade protéica entre o tampao contendo detergente empregado

nas andlises de westem e o tampao alcodlico.
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E R
Figura 4.32: A) SDS/PAGE gel corado. B)

empregado na anélise das sementes transgénicas. 4 a 6) tampdo alcodlico, empregado na maxi-

Western blot. 1 a 3) tampdo a base de detergente

extrag&o de pré-insulina. Foram carregados respectivamente 20, 10 e 5 uL das extragdes. C+): 500
ng no SDS/PAGE e 200 ng western blot.

4.6.7.2 Precipitagao

A pro-insulina extraida de sementes de milho apresentou um pefrfil descontinuo de
solubilidade em etanol. Depois de ter sido extraida em 70% de etanol, os ensaios de
reducdo da concentragéo alcodlica mostraram que em 50% de etanol a pré-insulina torna-
se insoluvel. Em outras concentragdes o hormdnio se divide entre a fragéo soluvel e o
sedimento, conforme mostra a Figura 4.33. Esse resultado foi confirmado por um ensaio
que precipitou a pro-insulina por meio da redugdo do etanol de 70% para 50%, e
ressuspendeu a pro-insulina em 70% continuadamente por cinco vezes, com a retirada e
a analise de aliquotas em cada etapa (Figura 4.34). Conforme mostra essa figura, a cada
precipitacdo em 50% de etanol, o material ficou mais puro com o descarte do
sobrenadante. A partir da quarta precipitagdo percebe-se uma grande redugdo na
concentragio protéica desse descarte (canaleta 5 do Gel A da figura 4.34).

70% 50% 30% 10% 5% C+A C+B
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4.33: Western blot do ensaio de precipitagio da pro-insulina de milho por meio da redugao da
concentragdo de etanol a partir da concentragdo de 70% empregada na extragéo. A: Fragéo
solivel da reducdo (sobrenadante). B: Fracdo insollivel da redugdo (sedimento). C+A: extratc
obtido pelo tamp&o de extragio a base de detergente empregando a mesma relagéo de volume de
tampéo pela massa de farinha de milho da extracdo alcodlica. C+B: S0 ng de pré-insulina
recombinante produzida pela Biobras. A amostra 70% do gel A (gel dos sedimentos) foi obtida de
uma extragdo com o tampéo a base de detergente da farinha ja submetida a extragdo com tampao

alcodlico.
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
B
—_— : —
9.4 kDa 10,6 kDa

O

Figura 4.34: Ensaio de precipitacéo da pré-insulina por meio da reducéo da concentracéo de etanol
de 70% para 50%. Figuras A e C: Sobrenadante da amostra em 50% de alcool. B e D: sedimento
da amostra em 50% de etanol. Os nimeros das canaletas correspondem ao numero de vezes que
a precipitacéo pela redugéo para 50% e solubilizacéo do sedimento em 70% foi realizada. C+: 1,0
ug nos géis corados (A e B) e 100 ng nos westems (C e D) de pré-insulina comercial. Foram
carregados 20 pl do exirato de cada etapa do ensaio, obtido de 100 mg de farinha de sementes
em 1,0 mL de tampéo de extragao.
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4.6.7.3. Solubilizagdo

O emprego de 4 M de uréia demonstrou ser o mais indicado para solubilizar a pro-
insulina precipitada pela redugéo do etanol de 70% para 50% (Figura 4.35). O uso de 7 M
de uréia parece ndo ter aumentado a quantidade de pré-insulina solubilizada, porém

aumentou a complexidade protéica do extrato.

<+— 10,6 kDa

Figura 4.35: Ensaio de solubilizacdo da pré-insulina em diferentes concentraces de ureia. Gel A:
westemn blot. Gel B: SDS/PAGE de 15% corado. 1) controle sem uréia. 2) 1,0 M 3)2,0M. 4)40M
5) 7,0 M de uréia. C+) Pré-insulina comercial: 200 ng no western biot, e 1,0 ug no SDS/PAGE.
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4.6.7.4. Cromatografia de troca idnica

A Figura 4.36 mostra o perfil de eluigdo obtido da cromatografia de troca ibnica
realizada com um extrato de sementes R1 do Ev proins 3 R1. As fragdes coletadas foram
analisadas por meio de eletroforese em SDS-PAGE e westem blot (Figura 4.37). As
fragdes 40 a 47 indicadas no westem comrespondem as amostras coletadas no intervalo
de 20 a 25 min. As fragbes imunorreativas apresentaram o mesmo tempo de reten¢do
demonstrado pela pro-insulina padrao da BioBras.
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Figura 4.36: Perfil de eluigao da cromatografia de troca idnica do evento Ev proins 3 R1. As linhas
pontilhada e cheia representam os perfis de eluicdo de uma amostra de 2,0 ug de pré-insulina
(Biobras) e do extrato de endosperma de planta transgénica, respectivamente. A linha tracejada

representa o percentual de solugéo B utilizado durante o processo cromatografico.
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9,4 kDa

4— 94kDa

Figura 4.37: Analise da cromatografia de troca idnica do Ev proins 3 R1: A) Western blot B) Gel
corado SDS/PAGE. Foram carregadas aliquotas de 20 uL das fragdes comrespondentes aos picos

do cromatograma da figura 4.44. C+: 200 ng de pré-insulina no western e 3,0 ug no gel corado.

4.7. Ensaios de bombardeamento realizados em 2002 com o hGH:

Nesse ultimo ano foi realizado um ensaio de transformagdo somente com a
construgdo do hGH regulado pelo promotor especifico de endosperma de semente,
empregando calos do cruzamento Hy II-A x Hy i-B. Repetindo os mesmos sitios de
clonagem no pCAMBIA 3301 foram obtidas duas novas construgbes a partir do estoque
de glicerol, que diferem em relagéo & orientagédo 5’ - 3’ do cassete do hGH em relagéo aos
outros trés cassetes do plasmideo (gene repérter uidA, resisténcia ao PPT e resisténcia a
kanamicina).

Para cada nova construgdo foram preparadas 20 placas de bombardeamento que
foram selecionadas em apenas dois ciclos. Entre a selegdo e a germinagéo foi realizado
um novo ciclo de cultivo de 20 dias em meio MS dos calos resistentes aos dois ciclos de
selegcdo no escuro, suplementado com 9,0 mg/l de PPT e a metade da concentragéo de
prolina e caseina do meio MI, com o objetivo de aumentar a taxa de regeneragéo e a
qualidade das plantulas. Previamente foi testada a influéncia dessas fontes de nitrogénio
reduzido na selegio e foi certificada a interferéncia negativa delas nesse processo (Figura
4.38).
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Figura 4.38: Andlise da influéncia da prolina e da caseina na selecdo com fosfinotricina apos 30
dias. Esquerda) Cultura selvagem em selegéo com 9,0 mg/L de PPT em meio suplementado com
1,45 mg/L de prolina e 50 mg/ de caseina. Direita) Cultura selvagem em meio com 9,0 mg/L de
PPT sem prolina e caseina.

- Southemn blot

Foram obtidos 18 eventos com a construgdo do hGH A e 12 eventos com a
construcdo hGH B. Desses 30 eventos, 25 regeneraram plantas, das quais 21 foram
férteis. Até a data da confecgédo dessa tese foram analisados a integragcéo do transgene
hGH em 10 eventos. Conforme mostra a Figura 4.39 provavelmente desses dez eventos,
cinco apresentaram o gene do hGH (canaletas 1, 2,6, 7 e 9).

Figura 4.39: Southem blot de DNA gendmico de plantas produzidas em 2002 com as construcbes
pCAMBIA py-Kaf hGH A e B, digerido com a enzima Hind lll que libera o cassete de expressao
com o cDNA do hGH,. 1-10) Eventos Ev02 hGH 1 a 10. C-: DNA de planta selvagem. C+:10 e 100
pg do plasmideo pRT-pyKaf hGH digerido. Foi empregada uma sonda obtida a partir do produto de
PCR com os primers hGH DIR e hGH INV.

- Andlise da primeira geragdo por Western blot
A produgdo do hGH foi analisada em trés eventos negativos para o Southern blot e
em nenhum deles foi encontrada a proteina. Todos os cinco eventos que apresentaram a

integracdo do transgene produziram o hGH. Primeiramente foram realizados ensaios com
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sementes de 20 DAP dos eventos Ev02 hGH 1 R0 e Ev02 hGH 2 RO (Figura 4.40). Uma
segunda banda reativa ao anticorpo policlonal empregado com tamanho menor &ao
esperado foi observada. Os eventos Ev02 hGH 6, 7 e 9 também produziram hGH
(analisados com sementes maduras) e demonstraram essa segunda banda reativa ao
horménio empregado com um intensidade parecida a observada com o material analisado
com 20 DAP, néo existentes nos controles negativos.

222kDa —p

222kDa —p

Figura 4.40: Westemn blot dos eventos Ev02 hGH 1 (A) e Ev02 hGH 2 (B). C-. extrato de plantas
selvagens. C+: 100 ng do hGH comercial. 1 a 8) Quatro sementes de 20 DAP, carregados 10 e 20
uL alternadamente de uma amostra obtida de 100 mg de endosperma em 1,0 mL de tampé&o de

extracao.

- Anélise da segunda geragao por Western blot
Foi analisado a heranga do transgene e da expressdo em uma espiga do evento
Ev02 hGH 1 com 20 DAP. A Figura 4.41 mostra que houve a producédo de hGH e altos

niveis nesse matenal.
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Figura 4.41: Western blot do evento Ev02 hGH 1 R. C+: 100 ng do hGH comercial C-: extrato de

plantas selvagens. 1 a 6) seis sementes de 20 DAP da segunda geracdo de uma mesma espiga.

Foram carregados 20 pL da amostra obtida de 100 mg de endosperma em 1,0 mL de tampéo de

extracéo.

4.8. Andlise do cruzamento QPM X eventos transgénicos
4.8.1. QPM X Pré-insulina

As sementes obtidas do cruzamento do Ev proins 3 R1 e do Ev proins 7 R1 com
plantas selvagens da linhagem QPM BR 451 expressaram a pré-insulina ja na F1 (Figura
4.42). As plantas F2 foram analisadas por PCR e apresentaram a amplificacio de um
fragmento com tamanho esperado (Figura 4.43).

Somente o material cruzado com Ev proins 3 R1 foi retrocruzado com plantas
selvagens QPM ou autofecundado. A Figura 4.44 mostra o nivel de expressédo da
segunda geragdo do material obtido do cruzamento autofecundado (geracao F2). Nesse
material também foi observado o mesmo tipo de relagdo entre o fendtipo da espiga e a
expressao da pro-insulina na segunda geragdo do material QPM. As espigas com falhas
na granagao de sementes e de forma arredondada produziram altos niveis a pré-insulina,
ja a espigas com fenétipo do material QPM selvagem néo produziram o horménio (Figura
4.45).
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94 kDa —p

Figura 4.42: Western blot do cruzamento QPM ¢ X linhagem transgénica 3 F1. Foram analisadas
10 sementes de cada cruzamento. A: QPM @ X Ev proins 3 3. B: QPM Q X Ev proins 7 £. Foram
carregados 20 uL do extrato total de sementes obtido de 100 mg de farinha de sementes maduras

em 1,0 mL de tampéao de extracdo em SDS-PAGE com 15% de acrilamida.

Figura 4.43: PCR de DNA gendmico do material hibrido da geragéo F2. 1) Ladder 1 Kb Gibco , 2 e
5) Controle negativo, DNA de plantas nao transformadas, 3) QPM X Ev proins 3 R1 . 4) QPM X Ev
proins 7 R1. 6) C+: plasmideo pCAMBIA3301 y-Kaf proins. Foram empregados os primers PIN-DIR
que produzem um fragmento de 254 pb.

94 kDa ——p
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Figura 4.44: Western blot da F2 do cruzamento QPM @ X Ev proins 3 R1 3. Foram analisadas 10
sementes com as mesmas condicdes do western blot 4.25. A: QPM ¢ X Ev proins 3 R1 & espiga
A.B: QPM ¢ X Ev proins 3 R1 & espiga B da figura 4.34.

Figura 4 .45: Espigas da F2 do material QPM ¢ X Ev proins 3 R1: Superior) QPM ¢ X EBO1 proins
3 R1 3 espiga C, que ndo produziu a pré-insulina. Inferior) QPM ¢ X EBO1 proins 3 R1 & espiga
B. As sementes retiradas foram analisadas individualmente por westemn biot, como mostra a Figura
4.33. Existem aproximadamente 30 sementes por linha na espiga superior e 20 sementes por linha
na espiga inferior.

4.8.2. QPM X Hormdnio de crescimento humano

Foram realizados cruzamentos com a linhagem QPM de todos os cinco eventos
gue produziram o hGH obtidos em 2002 (Ev02 hGH 1, 2, 6, 7 e 9 R0O). Desse material por
enquanto foi analisado a produgédo do hGH dos hibridos obtido com os eventos Ev02 hGH
1 RO e Ev02 hGH 2 RO. A Figura 4.46 mostra a produgdo do hGH em sementes com 50
DAP do QPM ¢ X Ev02 hGH 1 RO & e a Figura 4.47 mostra a expressao estimada por
western quantitativo no QPM 2 X Ev02 hGH2 RO &.
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Figura 4.46: Western blot do QPM © X Ev02 hGH 1 RO & F1. Extrato obtido de 100 mg de farinha
de sementes maduras em 1,0 mL de tamp&o de extragdo. C+: 100 ng do hGH comercial. C-:
extraio de plantas néo transformadas. 1 a 7) respectivamente sete sementes da F1.

1 2 3 4 5 C+ Gt Gt Gt

2225 kba —»

Figura 4 .47: Western blot quantitativo do evento QPM ¢ X Ev02 hGH 2 RO £ F1. Extrato obtido de
uma semente madura da mesma forma realizada no ensaio anterior. A esquerda foram
carregados 30; 25; 20; 15 e 10,0 pL da amostra. A direita foram carregados 12,5; 25; 50 e 100 ng
do hGH comercial.
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5. DISCUSSAOQ
5.1. Material vegetal

Em todos os ensaios de obtengdo de material somatico foi observada a
morfogénese de dois grupos de calos, denominados Tipo | e ll. Os calos Tipo | possuem
estrutura compacta, baixa taxa de crescimento e alto grau de diferenciag&o, enquanto que
os calos Tipo |l apresentam estruturas altamente fridveis, pouco diferenciadas e com alta
taxa de crescimento (Claparols, 1993; Armstrong, 1994). Devido principalmente ac grau
de totipoténcia e transfectibilidade de suas células, esse segundo tipo de calo € o mais
empregado na transformacdo genética de plantas de milho, tendo sido, portanto,
empregado neste trabalho.

Foram produzidas aproximadamente 20.000 plantas durante os 5 anos de
trabalho, o que demonstra a alta totipoténcia das células dos calos embriogénicos
empregados. Esse material (denominado geragdo RO0), na sua maioria, foi fértil e
produtivo, porém foi normalmente observado um desenvolvimento prematuro da panicula.
Foram produzidas entre 20 a 30 plantas de cada evento durante algumas semanas para
contornar esse problema.

Algumas poucas plantas geradas de culturas in vitro (geragdo RO) apresentaram
um fenétipo atipico, como inflorescéncia feminina apical, plantas anas e/ou multiplas
espigas oriundas do local de uma mesma gema lateral. No entanto, normaimente o
fenétipo selvagem era reconstituido naturalmente na geragéo seguinte desse material. As
sementes que tiveram parte do endosperma retirada para analise de western blot ndo

apresentaram problemas de gemminagéo e também foram férteis.

5.2. Transformagédo via agrobactéria

A transformacao envolvendo cereais por agrobactéria foi muito especulada quando
foram publicados os primeiros trabalhos convincentes com transformacgio em arroz (Hiei
et al, 1994) e principalimente com milho (Ishida et al, 1996). Nessa tese foram
empregados 0s mesmos vetores super-binarios de transformacdo, o mesmo material
vegetal e exatamente a mesma metodologia descrita por esses autores € nenhum
transgénico foi obtido. Sequer um calo realmente resistente & selecéo in vitro foi
estabelecido.

Os pesquisadores da EMBRAPA - Milho e Sorgo trabalharam exaustivamente com
esse modelo de transformacéo por alguns anos e também n&o obtiveram nem ao menos
calos resistentes (Carvalho, CHS - comunicagdo pessoal). Atualmente esse estudo em



75

milho foi abandonado e somente o modelo direto de transformacg&o esta sendo conduzido
naquele que é o centro de transformagdo de milho mais desenvolvido no Brasil.

Desde que foram publicados os primeiros trabalhos com transformacgéo indireta de
cereais, alguns poucos autores repetiram esse modelo, sem repetir a mesma eficiéncia
descrita por Ishida ef al. em 1996. Provavelmente o mais eficiente tenha sido Frame et al.,
(2002) que descreveram uma taxa de 5,5% de transformacdo de embrides zigéticos
imaturos empregando apenas um vetor binario. Esses vetores diferem pelo grau de
viruléncia dos genes das cepas de agrobactéria empregados. Talvez alguns detalhes nao
tenham sido meticulosamente descritos pelo grupo japonés ou o acaso esteve envolvido
em todos os ensaios de agrotransformagéo permanente realizados em nosso laboratorio e
na EMBRAPA - Milho e Sorgo.

Os ensaios de express@o transiente com agrobactéria realizados em 2001 que
tiveram o intuito de resolver algumas questbes trouxeram ainda mais duvidas. Alguns
poucos casos de expressdo de GUS foram observados. Os ensaios eram repetidos sem
nenhuma variagdo, mas nenhuma repeticdo dos resultados foi observada. Pode ser que
esse problema seja decorrente dos explantes empregados. E muito comum em ensaios
de cultura de tecidos de plantas a ocorréncia de variagdo significativa dentro de um
mesmo tratamento quando sdo empregados explantes vegetais cultivados em diferentes
épocas (Altman e Goren, 1974). O milho € uma planta sazonal, apresentando uma grande
variagédo fenotipica entre plantas cultivadas no verdao e no inverno, mesmo em casa de
vegetacao.

O emprego da sonicagdo em embrides zigéticos de milho na expressao transiente
mediada por agrobactéria mostrou incrementar a produgdo da proteina GUS, indicando
melhora na eficiéncia de transformagao, corroborando com os resultados descritos com
soja e outras dicotiledéneas (Trick e Finer, 1998). Essa técnica mimetiza as condigdes
naturais de agrotransformagdo, com a produgdo de microferimentos. Dessa forma as
células epidérmicas tornam-se mais susceptiveis a transformagao, devido provaveimente
ao aumento da porosidade da parede celular e/ou indugdo da sintese de fatores
envolvidos na viruléncia da agrobacténa resultante do estimulo produzido por compostos
fendlicos exudados do ferimento vegetal. Porém, em soja o modelo morfogenético de
multiplicagdo in vitro mais empregado € a organogénese. Em milho, que néo apresenta
resposta convincente & organogénese, a sonicagdo diminui significativamente a taxa de
embriogénese conforme demonstrado.
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Para desestimulo final, adicionalmente em alguns ensaios com agrobactéria
ocorreram problemas com a expressao de GUS em controles negativos, que foram
parcialmente contomados pela adigdo de metanol e/ou carbenicilina no tampdo de
revelagdo com o substrato de GUS. No inicio de 2001 essa tese tinha apenas mais dois
anos para ser definida e até entdo nenhum objetivo tinha sido concretamente alcangado.
Diante de tal fato, da escassez de trabalhos na literatura de agrotransformacido em
cereais e dos problemas decorrentes da transformacgio via agrobactéria observados em
nosso laboratério e em Sete Lagoas na Embrapa, apenas o modelo direto continuou a ser
conduzido no Laboratério de Plantas do CBMEG para transformagao de miiho.

5.3. Bombardeamento
5.3.1. Ensaios realizados em 1999 e 2000

No primeiro ano de bombardeamento ndo foi produzida nenhuma planta
transgénica. A estratégia adotada de selecdo ndo incluia agente seletivo na fase de
germinagdo e, como a selegcdo nao foi efetiva na fase escura, foram produzidas 4.000
plantas. No ano seguinte foi estendido o periodo de sele¢do até o segundo ciclo de
germinag@o. O agente seletivo fosfinotricina € mais efetivo na inibicdo do crescimento de
tecidos verdes porque a isoforma da enzima glutamato-sintase produzida em cloroplastos
apresenta maior sensibilidade a esse agente seletivo, por isso a sele¢do na luz € mais
efetiva (Dennehey et al., 1994).

No segundo ano de transformacgao foi adotado um critério mais rigido na escolha
visual dos setores embriogénicos bombardeados a cada sub-cuiltura de selegdo. Desta
forma foram também descartados setores que aparentemente apresentaram estresse
médio ao agente seletivo, aumentando assim a qualidade da cultura e diminuindo o
numero de escapes.

Nesses primeiros trés anos de trabalho (entre 1998 e 2000) foi utilizado somente o
plasmideo com o cDNA do hGH nas transformagdes. O fato de apenas uma das 42
plantas transgénicas obtidas nesse periodo ter produzido o hGH possivelmente foi devida
a estratégia de co-transformagéo. Nesse tipo de transformacgéo, o sucesso depende da
ocorréncia de dois eventos de integragdo simultaneos na mesma célula. Nao foi
determinada a origem dos calos que geraram essas 42 plantas, pois naquela época os
calos ndo eram individualizados a cada ciclo de selegcao devido ao grande numero de sub-
cultivos feitos (seis) e do volume do material trabalhado. Dessa forma pode ser que todas
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as outras 41 plantas produzidas ou parte delas fossem oriundas de um s6 evento,
podendo ter ocorrido na verdade entre 2 e 42 eventos de transformagio genetica.

5.3.2. Ensaios realizados em 2001

Tomando conhecimento da eficiéncia de transformacdo de milho obtida pelos
pesquisadores da EMBRAPA — Milho e Sorgo, em Sete Lagoas - MG, foi estabelecida
uma colaboragdo com esse centro de pesquisa. Nos trés primeiros anos de transformagéo
foi empregado um acelerador de particulas construido no proprio CBMEG. Em Sete
Lagoas € empregado um acelerador de particulas produzido em série pelos
pesquisadores da EMBRAPA — Recursos Genéticos, Brasilia -DF.

Por muito tempo o acelerador de particulas do CBMEG foi extremamente util na
analise de promotores e no estudo da regulagdo da expressdo génica, onde ocorria
apenas expressdo transiente de genes repérteres. Entretanto, efetivamente para a
transformacéo estavel de calos de milho e produgdo de plantas transgénicas, em mais de
dez anos de trabalho, s6 houve o ensaio ocorrido em 2000 com hGH.

Provavelmente a velocidade aplicada nas microparticulas pelo antigo aparelho
provocava danos irreparaveis aos calos, que eram frequentemente langados para fora da
placa de bombardeamento com o disparo. As microparticulas néo dispersavam quando a
forga era reduzida, ocasionando aglomeragdo dos projéteis em poucos pontos da placa.
Nos ensaios com o bombardeador da EMBRAPA foi observada uma dispersdo das
microparticulas muito maior com o emprego da mesma forga de disparo, sem mover 0s
calos da placa de bombardeamento. O emprego de microparticulas de tungsténio devido
a sua cor cinza, permite uma rapida observagdo visual da dispersdo do material.
Adicionalmente, o uso das membranas “kapton” ao invés das telas de agco como base da
preparagdo de microparticulas provavelmente colaborou para o aumento da dispersao.

Em 2001 foram gerados a partir de 86 placas de bombardeamento 160 calos
resistentes a selecdo (Tabela 4.1 dos resultados), contra um evento gerado com o hGH
em 2000 e nenhum em 1999. As demais diferengas das metodologias empregadas na
transformacéo de milho em nosso laboratério e no Laboratério de Biologia Celular do
Nucleo de Biologia Aplicada - NBA de Sete Lagoas provavelmente colaboraram para a
grande eficiéncia na obtengio de eventos resistentes a selecéo obtida a partir de 2001.
Aiém do novo acelerador de particulas, a troca do agente seletivo melhorou a eficiéncia
da selecdo. O sal Bialaphos (Sigma) ndo demonstrava um efeito severo aos calos

selvagens como foi observado pelo produto agropecuario Finale. A selegdo era executada
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por 120 dias, em seis sub-cultivos com doses de até 25 mg/L de Bialaphos. Com o Finale
em 2002 foram conduzidos apenas dois sub-cultivos de 20 dias em 4,5 e 9,0 mg/L de
fosfinotricina. Essa diferenga pode ser oriunda de um problema especifico da amostra do
sal Bialaphos de nosso laboratério ou que reaimente a molécula sintética glufosinato de
amdnio (PPT) seja mais eficiente que o produto obtido de fungos na selegéo de calos de
milho.

A partir de 2001 o sistema de co-integragdo foi substituido pelo sistema de
integracdo simples, no qual todos os cassetes estio reunidos em um s6 plasmideo. Desta
forma, a transformacgédo depende de um sé evento de integragdo, porém com 0 emprego
de um plasmideo maior. A estratégia de co-transformagéo permite a obtengdo de plantas
somente com o gene de interesse por meio da segregacdo diferencial dos diferentes
cassetes entre as geragbes. No entanto, essa vantagem néo se aplica ao nosso tipo de
pesquisa. O decorrer desse trabalho demonstra que a estratégia de integrag&o simples
parece ser muito mais efetiva.

Somente os ensaios de bombardeamento foram executados em Sete Lagoas. O
cultivo de plantas selvagens, a produgédo de calos (na grande maioria dos ensaios), a
selecdo, a germinagdo dos embrides somaticos e o cultivo e a analise das plantas
transgénicas foram realizados no Laboratério de Plantas do CBMEG. O material foi
cuidadosamente transportado de carro, ndo tendo sido observado nenhum problema na
qualidade das culturas oriundo desse tipo de transporte.

5.3.3. Ensaios realizados em 2002

A partir de julho de 2002 o bombardeamento voltou a ser executado no CBMEG
com o emprego do canhdo da BioRad. Nesse aparelho, o disparo ocorre com o estouro
dos trés discos de “kapton” pela press@o do hélio. No aparelho da EMBRAPA existe uma
agulha que perfura os discos liberando o gas. Esse mecanismo de agulha proporciona um
disparo mais preciso. Nos ensaios realizados em 2002 ndo foi observada a mesma
dispersdo das microparticulas outrora obtida em Sete Lagoas. E importante salientar que
muitas variaveis podem influenciar a qualidade de um disparo, desde a pureza do DNA
até a umidade do ambiente de trabalho.

Foram preparadas 40 placas de bombardeamento, que geraram 28 eventos
resistentes & selecéo in vitro, dos quais 23 foram férteis. A relagdo do numero de calos
resistentes obtidos pelo nimero de placas bombardeadas em Sete Lagoas em 2001 foi

mais do dobro que o obtido com o novo canhdo em 2002 no CBMEG. Baseado nesses
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resultados e na taxa de transformagdo comumente obtida pelos pesquisadores de Sete
Lagoas (Carvalho, CHS — comunicagdo pessoal), o aparelho produzido pela Embrapa
parece ser mais eficiente que o da BioRad.

Em 2002 foi implementado um sub-cultivo de 20 dias em meio de selegdo com 9,0
mg/L do agente seletivo com a metade da concentragao original de caseina e prolina,
antes da transferéncia do material para a germinagdo. Essas fontes de nitrogénio
reduzido interferem negativamente na selegdo conforme mostrado nos resultados e
descrito por Dekeysen et al., (1989) e Wilmink e Dons (1993). No entanto foi observada
uma sensivel melhora na taxa de rediferenciagéo dos calos, na fertilidade e na producéo
de sementes das plantas na primeira geragao.

5.4. Horménio do crescimento humano:
5.4.1. Ensaios realizados em 2000

A analise da intensidade das bandas obtida pelo westem blot quantitativo do unico
clone produtivo (EvO0 hGH 42 RO) entre as 42 plantas transgénicas obtidas pemitiu
estimar o rendimento de produgdo do horménio em 1% da proteina soluvel total presente
na farinha de milho. Como para cada 1,0 ulL temos aproximadamente 1.000 ng de
proteina total sol(ivel e a banda de 1,0 uL do extrato apresenta aproximadamente 10 ng
de hGH (a partir da comparagao visual da intensidade das bandas controles positivos com
as do extrato), estimamos uma produgdo de 1% da proteina total soluvel. Esse valor
corresponde a 10 pg do hormdnio no volume de 1,0 mL empregado para 100 mg de
farinha, logo temos uma producio de 1,0 mg de hGH por 10 g de semente. Esse
raciocinio para estimar o nivel de produgéo a partir de western blot é repetido no decorrer
da discussao dos outros anos de transformacio.

A concentragao do extrato protéico obtido com um tamp&o contendo detergente
provavelmente impediu a migragdo do hGH do milho da mesma forma que ocorreu com 0
hGH comercial. Dessa forma, somente por meio de diluicdes do extrato, o hormoénio
apresentou o mesmo peso molecular por SDS/PAGE. Essa similaridade na mobilidade
eletroforética do hormoénio comercial com a do produzido em milho sugere que houve o
correto processamento do peptidio sinal na semente, que totaliza 2,107 kDa, que é um
tamanho diferengavel por SDS/PAGE. Adicionalmente, tanto o hormdnio comercial quanto
o de milho apresentaram o mesmo padrdo de retardamento na mobilidade eletroforética
quando tratados com agentes redutores, indicando que o hommonio produzido

apresentava ponte(s) de dissulfeto(s).
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A geragao R1 desse material ndo apresentou o transgene, porém foi resistente a
aplicagdo do herbicida. Pode ser que algum advento na segregacdo sucumbiu a heranca
do cassete com o hGH. Com apenas uma planta, pouco se pode especular sobre o
porqué da selegdo tenha sido herdada e o transgene hGH n&o. Foi obtida a geragdo R2,

onde também nao foi encontrado o horménio.

5.4.2. Ensaios realizados em 2001

Pelo terceiro ano consecutivo foram obtidas plantas transgénicas com hGH com o
promotor de sementes, mas ndo foi estabelecida uma linhagem produtiva fértil. Houve
muita surpresa com o resultado do sequenciamento do plasmideo bombardeado. A
delecédo, que resultou em um stop codon, foi constatada dentro de um cassete que ja
havia sido sequenciado e empregado com sucesso em tabaco e em milho. Trata-se
provavelmente de um advento oriundo da transferéncia e clonagem do cassete do gene
hGH no plasmideo pCAMBIA3301, embora nessa clonagem tenham sido utilizados
somente sitios de restricdo existentes nas bordas da construgdo. Por fim, esse material
serviu apenas como um extensivo treinamento de geragao, cultivo e analise de plantas
transgénicas de milho, pois foram cultivadas 1.500 plantas até o fim do ciclo natural do
milho.

Com o material transformado com o promotor de ubiquitina também nao foi
estabelecida uma linhagem produtora de hGH, apesar do resultado de western biot de
calos ter apresentado uma proteina com o mesmo peso molecular do controle positivo.
Como a presenga de tal banda nado foi constatada no material controle negativo,
provavelmente a producdo do hGH nos calos ocorreu em baixos niveis. Nao é possivel
saber, entretanto, o porqué desse material ndo ter expressado o hGH em folhas e nas

sementes.

5.4.3. Ensaios realizados em 2002

O canhéo da BioRad chegou no CBMEG no inicio de julho. Primeiramente foram
feitos alguns ensaios de expressdo transiente com o gene gus e, em seguida, ensaios
com as construgdes pCAMBIA3301 hGH A e B, que diferem na orientagdo do cassete de
expressdo em relagdo a posigdo 5’ e 3’ dos outros cassetes do plasmideo bombardeado.
Cada metade do material foi bombardeada com uma das novas construgbes em
pCambia3301. E prematuro afirmar que n&o existiu relagéo no nivel de produgéo de hGH
com a orientagdo do cassete do transgene no pCAMBIA3301, no entanto os cinco
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eventos positivos ja analisados, oriundos quase igualmente das duas construgoes,
apresentaram um nivel de produgdo bem parecido. De acordo com Finnegan e McElroy
(1994) e Xie et al., (2001), existe uma forte relagdo entre a orientagéo dos promotores e 0
nivel de expressao de cassetes incorporados proximos em genomas de plantas.

Quatro meses depois dos primeiros ensaios de bombardeamento, as primeiras
sementes transgénicas com 20 DAP de dois eventos positivos para Southern blot
comecgaram a ser analisadas por westemn. A selegdo em dois ciclos diminuiu o tempo de
obtengdo de plantas, mas aumentou o numero de escapes (aproximadamente a metade
dos eventos foram escapes). Porém até o momento nenhum trabalho de transformacéo
de milho foi descrito com a obtengdo e andlise de sementes de plantas adultas em
apenas quatro meses, tdo pouco com a andlise da segunda geragdo em 7 meses. Ishida
et al., (1996) considera seu modelo de obten¢do de plantas transgénicas de milho rapido,
descrevendo a analise das sementes da primeira geragdo em oito meses.

N&o foi determinada a origem da segunda banda observada nos ensaios de
western. N&o parece ser fruto de uma degradagdo ou de uma clivagem especifica do
peptideo. Uma hipotese para tal evento seria uma interrupgdo da tradugédo do mRNA do
transgene hGH por baixa abundancia de um tRNA especifico. Existe uma pequena
diferenga dos codon usage entre mamiferos e plantas no geral, porém para aiguns
aminoacidos especificos a preferéncia do codon usage e a abundancia de algum tRNA é
mais significativa e poderia propiciar tal fato. Essa segunda banda foi estimada em 14
kDA, 7 kDA menor que o hGH. Se fosse um problema ap6s a tradugao, diante ao fato de
usamos um anticorpo policlonal que reconhece o hGH em varios segmentos, teriamos
que obter duas bandas, uma de 14 kDa e outra de 7 kDa. Como é observada apenas a
banda de 14 kDa, essa hipotese da preferéncia do cdédon usage faz sentido. Sementes
maduras obtidas do cruzamento com o gendtipo QPM apresentaram uma intensidade
menor dessa banda, principalmente no cruzamento QPM ¢ X Ev02 hGH 2 RO ¢ (Figura
4.47 do resultados). Portanto, pode ser que haja uma relagdo da concentragcdo da
segunda banda com o tipo de material, ainda que, sabidamente a abundancia de tRNAs é
gendtipo especifico.

Foram analisados dez dos 21 eventos que produziram sementes. Por enquanto a
producio foi estimada somente do cruzamento QPM ¢ X Ev02 hGH 2 RO 7 da primeira
geracao (F1). A partir da intensidade das bandas observadas no western quantitativo,
podemos estimar que 10 uL do extrato protéico possuem aproximadamente 100 ng.

Aparentemente esse material apresenta 0 mesmo nivel de produgéo do evento obtido em
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2000, ou seja, 1% da proteina soluvel total e a partir de 1 kg de semente poderiamos
obter 100 mg de hGH. Atualmente estdo sendo cultivadas dos cinco eventos positivos 500
plantas para a obtencdo da segunda geracdo do material transformado, e mais 500
plantas do hibrido transgénico QPM.

O novo cultivo implementado dos calos em meio suplementado com prolina e
caseina entre a selecdo e a geminagdo dos calos transgénicos aumentou
consideravelmente a totipoténcia celular das culturas. A relagdo do numero de calos
resistentes aos ciclos de selecdo sem caseina e prolina no escuro, pelo numero de
eventos com plantas férteis foi mais que o dobro que a do sistema convencional. Dos 160
calos resistentes em 2001, 40 produziram plantas férteis. Em 2002, com o sub-cultivo
intermediario, dos 30 eventos obtidos, 21 foram férteis. Adicionalmente a qualidade e a
produtividade das plantas também foram bem superiores as observadas nos outros anos.

O trabalho de analise da producdo do hGH nesse novo material transgénico esta
apenas comegando. Outros 11 eventos produtivos estdo sendo analisados por Southern,
northern e western blots. Adicionalmente, experimentos de imunohistoquimica, maxi-
extracdo e purificacdo também ja estdo sendo estabelecidos .

Um dos pesquisadores responsaveis pela construcdo do cassete empregado
nesse trabalho, Dr. Hamza El-Dorry da USP / Sao Paulo, pertence ao grupo proprietario
dos laboratérios que estdo comegando a produg¢do comercial de hGH no Brasil em E. coli
(discutido na Introdugdo), sendo um dos proprietarios da patente do cassete empregado
nessa tese. A partir disso, posso especular que o hGH produzido em milho, depois de
extraido e purificado no Laboratério de Plantas do CBMEG, terd menos empecilhos para

ter sua atividade biolégica estudada na cidade de Sao Paulo.

5.5 Pré-insulina

A expressdo da insulina humana recombinante foi inicialmente investigada em
nosso laboratério a partir de 1997 em plantas de tabaco. Foi descrita a expressdo de uma
proteina de 20 kDa expressa em niveis de até 10 ng por grama de semente (Parizotto,
2001). Essa proteina foi reconhecida nas analises de western blot pelo mesmo anticorpo
monoclonal empregado em milho. Esse nivel de produgdo foi obtido por meio de
radioimunoensaios.

As analises de western blot em milho demonstraram um rendimento de produgao

de até 2% da proteina sollivel, pois na Figura 4.23 a banda do controle positivo
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equivalente a 200 ng assemelha-se com a banda observada quando aplicados 10 pL do
extrato. Esse valor representa uma produ¢cdo muitas vezes maior do que a descrita em
tabaco (Parizotto, 2001). Assim como detalhado para hGH, esse valor significaria uma
producdo de 200 mg do horménio por 1 kg de farinha de milho. Mesmo que o valor da
producéo de pré-insulina tenha sido superestimado em miltho ou subestimado em tabaco
por problemas experimentais, o cassete com seqiéncias originarias de cereais foi muito
mais ativo em milho do que em tabaco. E importante ressaltar que tabaco néo apresenta
grande acumulo de proteinas de reserva, sobretudo por ter sido selecionado peio homem
para produzir folhas e ndo sementes.

Quando comparado com o sistema desenvolvido em bactérias, a produgdo de
proteinas em plantas segundo Kusnaldi et al., (1997) é de 10 a 50 vezes mais econdmica.
As trés proteinas recombinantes produzidas comerciaimente em sementes de milho,
todas produzidas pela Prodigene Inc, apresentaram o rendimento em relagdo a proteina
soluvel total em tampéao a base de detergente de 0,1% de aprotina, 0,5% B-Glucoronidade
e 3% de avidina. Estamos descrevendo uma produgio de 2% de pré-insulina e de 1% do
hGH somente no endosperma de sementes de milho, que corresponde a 85% da massa
da semente. E importante salientar que empregamos o dobro do volume do tamp&o de
extracdo em relacdo a massa de farinha empregada na Prodigene Inc (Hoods et ai.,
1999). Como foi padronizado estimar o nivel de produgdo pela porcentagem da proteina
heterdloga em relacao a proteina total soluvel, podemos crer que a nossa produc¢do seria
maior se empregassemos a metodologia de Hoods et al., (1999).

Em 2001 foram obtidos 31 calos resistentes a selegdo in vitro, dos quais 18
regeneraram plantas. Desse material, 15 clones foram férteis, 10 apresentaram a
integragcado do transgene e 8 a produgao da pré-insulina. Houve uma grande varnacgéo no
nivel da producdo entre os clones. Foi escolhido o clone niumero 3, que apresentou a
integragdo de duas copias do cassete para a continuidade do trabalho. A andlise das 95
sementes produzidas por esse clone na geragdo RO, mostrou que 65 produziram a pro-
insulina. Para as demais geracdes, foram escolhidas aquelas sementes analisadas
positivamente por western blot.

Né&o foi observada variagdo na produgdo do horménio entre as quatro geragoes ja
obtidas. Essas plantas foram sempre autofecundadas ou polinizadas por plantas dentro
do mesmo evento. Nao foi possivel esclarecer porque algumas sementes transgénicas de
espigas produtivas da quarta geragdo do Ev proins 3 R3 continuam n&o produzindo o

horménio. Pode ser um advento de segregacao do transgene, ou que essas sementes
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simplesmente silenciem a expressdo, deixando de realizar alguma etapa da transcrigéo,
da tradugdo, do processamento ou do empacotamento, ou ainda, que alguma protease
tenha degradado o horménio.

A relagdo do fenotipo das espigas com a presenga de pré-insulina no Ev proins 3
R2 pode ser oriunda do aborto do endosperma de sementes que entraram em
homozigose da caracteristica incorporada. Foi observada a pré-foomagdo do embrido
nessas sementes sem o desenvolvimento do endosperma. Esse aborto poderia ser fruto
do local de integragéo do transgene. A forma arredondada derivaria do espaco deixado
por essas sementes abortadas. Essa também poderia ser a razdo pela qual algumas
sementes da quarta geragdo do Ev proins 3 nao tenham produzido o horménio, conforme
discutido no paragrafo anterior. O cultivo de sementes da primeira geragao de cinco novos
eventos (que ja esta sendo conduzido) podera esclarecer essas duvidas.

A pré-insulina padrao empregada como controle positivo nos ensaios de westemn
blot, produzida pela Biobras, € um produto intermediario do processo de produgdo de
insulina humana madura conforme descrito na introdugio. Esta proteina foi produzida em
E. coli com uma cauda N-terminal de poli-histidina (M-A-H-H-H-H-H-H-M-G-R) conectada
a pré-insulina humana, possuindo 10,6 kDa. A pré-insulina humana possui 9,4 kDa. Isto
explica a pequena diferenga de tamanho observada nos western blots entre o controie
positivo (1,2 kDa maior) e as amostras obtidas de plantas. A alta especificidade do
anticorpo monoclonal empregado nos western blots sugere que as outras bandas
detectadas (principalmente no controle positivo) sdo peptideos dimerizados ou produtos
intermediarios da pro-insulina, que compartilham sitio(s) de reconhecimento com a pro-
insulina de 9,4 kDa.

O objetivo central dessa linha de pesquisa € produzir a insulina madura convertida
diretamente no endosperma das sementes. Os ensaios de detec¢do desse hormédnio
processado nas sementes dos Ev proins 3 R1 e Ev proins 6§ R1 ndoc mostraram a
conversdo. Apesar de existirem mais oito eventos de pro-insulina ainda ndo analisados
em relagdo a esse processamento, a principio a primeira estratégia de obtengéo de
insulina descrita na introducdo ndo foi efetiva. No decorrer desse trabalho ja foram
realizados experimentos de co-transformagédo da pro-insulina e da convertase PC1
responsaveis pelo processamento da pré-insulina (colaboragdo com o doutorando Mario
Paniago). Separadamente também ja foram obtidas plantas hibridas F1 do cruzamento Ev
proins 3 7 X 7 plantas transgénicas RO com a convertase. Atualmente esse material esta

sendo cultivado para a obtencdo da segunda geragao, que sera analisada para verificar a
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presenga da insulina madura ou ainda da convertase PC1. Caso nao ocorra a produgéo
de insulina madura nas sementes, uma terceira estratégia em estudo seria conduzida a

partir da purificagdo da convertase e da pré-insulina e posterior clivagem in vitro.

5.5.1. Tecido-especificidade, dindmica da expressio e do empacotamento da pré-
insulina:

Foi comprovada por western blot a habilidade do promotor y-kafirina em direcionar
a produgédo do hGH e da pré-insulina somente para o endosperma das sementes. Os
ensaios de imunohistoquimica realizados com o material transgénico de pro-insulina
confirmaram a tecido-especificidade da producdo e a existéncia de um gradiente
crescente da expressdo em direcdo a regido periférica do endosperma. Como discutido
na introdugdo, nessa regido predomina o acumulo de proteinas de reserva enquanto que
na regido central do endosperma ha um acumulo maior de amido.

A produgdo de proteinas heterdlogas somente no endosperma apresenta as
seguintes vantagens em relagdo a produ¢do no embrido ou na semente inteira de milho:

1) O endosperma € um tecido especializado no armazenamento de proteinas e de
amido, correspondendo na semente madura a aproximadamente 85% de sua massa,
possuindo 75% da proteina total da semente (Glover e Mertz, 1987).

2) O acumulo de proteinas heterdlogas somente no endosperma reduz a
possibilidade de ocorrer efeitos adversos na germinagdo e no desenvolvimento do
embriao.

3) O endosperma apresenta baixo conteudo de dleo, o que facilita os processos
cromatograficos de purificagio (Leite et al., 2000). Por outro lado, o embrido possui 85%

do 6leo da semente (Glover e Mertz, 1987).

A expresséo do transgene de pré-insulina do Ev proins 3 R1 obedeceu ao modelo
temporal das y-zeinas conforme mostram os ensaios de northern blot realizados. Foi
definida uma curva crescente até o vigésimo dia apds a polinizagéo (DAP), que decresce
até o trigésimo quinto dia, configurando uma parabola. O pico de expressdo da y-zeinas
ocorre entre 15 e 25 DAP de acordo com Woo et al, (2001) e com os resultados de
sequenciamento de bibliotecas de cDNA obtidas a partir de sementes de milho em
desenvolvimento realizados no CBMEG (Projeto MAIZEST).
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Adicionalmente, obtiveram-se fortes evidéncias de que os hormonios foram
estocados apenas nos corpusculos protéicos. As analises de western blot das aliquotas
obtidas por meio do gradiente de sacarose mostraram a presenca da pré-insulina
somente na fragdo correspondente aos corpsculos protéicos. De acordo com Targon et
al., (1992), é nessa regido do gradiente que os corpusculos protéicos obtidos de Coix se
localizam. Apos dois anos armazenado a temperatura ambiente, o material foi analisado
por western e apresentou 0 mesmo nivel de acumulo de pré-insulina nas sementes
observado ap6s a colheita. Provavelmente, o empacotamento do horménio em corpusculo
protéicos deve ser a razdo para tal estabilidade. Kusnadi ef al., (1998) e Hoods et al.,
(1999) descrevem que as sementes de milho podem ficar até duas semanas a
temperatura ambiente sem uma degradagao significativa das proteinas heterdlogas. Esse
grupo da Prodigene Inc. emprega um peptideo sinal da a-amilase, que endereca a

proteina para o espagco intercelular.

5.5.2. Purificagdo da pré-insulina

Nas analises da producdo dos horménios pelas plantas transgénicas foi
empregado um tampao contendo detergente que solubiliza uma grande quantidade de
proteinas das sementes. Para a purificagéo, além de o detergente ser um empecilho para
as colunas cromatograficas, a complexidade protéica obtida dificulta os processos de
purificacdo. Davoren et al. (1962) trabalharam com a extragéo de pré-insulina de tecido de
origem animal, empregando um tampao com 70% de etanol. Com base nesse trabalho,
foram iniciados experimentos de extragdo da pro-insulina de farinha de endosperma de
semente madura empregando um tampao alcodlico.

Postulando que a pré-insulina poderia ser solivel na concentragio de etanol
utilizada no processo de extragdo, porém insolivel em concentragdes menores, foi
estudada uma maneira de precipitar o horménio pela redugdo dessa concentragao
alcodlica. As analises desenvolvidas mostraram que das concentrages estudadas,
somente em 50% de etanol a pro-insulina é completamente insolUvel. N&o é conhecida a
razio desse comportamento bioquimico, tendo em vista que em 70, 30, 15, e 5% de
etanol a pré-insulina de milho demonstrou ser soluvel. No entanto, esse mesmo padrao de
solubilidade em etanol foi constatado com o horménio empregado como controle positivo
(BioBras).

Com a metodologia de extragdo e precipitagdo definidas, foi estudada a methor

forma de solubilizar a pré-insulina em um tamp&o que nao comprometesse 0s passos de
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cromatografia. Até entdo, para suspender o material obtido dos ensaios de extracéo e de
precipitacdo alcodlica ainda era empregado o tampdo a base de detergente. A uréia, um
conhecido agente solubilizador caotropico, foi testada, e a concentragédo de 4 M pareceu
ser aquela que menos solubilizou as prolaminas e a que mais solubilizou a pré-insulina.

As cromatografias foram iniciaimente realizadas com pré-insulina recombinante da
Biobras para avaliagdo do tempo de retengdo desta proteina na coluna. As fragoes
correspondentes aos picos dos cromatogramas da amostra obtida de planta foram
analisadas por westemn blot e as bandas obtidas corresponderam aos picos observados
nos cromatogramas da amostra controle, confirmando a produgéo de pro-insulina humana
recombinante em sementes de milho transgénico reativa com o anticorpo monoclonal
produzido em camundongo.

A purificagdo da pro-insulina humana produzida em endosperma de sementes de
milho transgénico ndo esta totalmente concluida, porém esta bem encaminhada. De
acordo com as andlises, tendo como enfoque a relagéo pureza/rendimento, o melhor
tampao é composto por 70% de etanol. Uma importante etapa de purificacéo antes da
cromatografia pode ser realizada reduzindo-se a concentragdo de etanol para 50%,
precipitando a pré-insulina e reduzindo a quantidade de zeinas no meio.

Uma segunda cromatografia das fragdes onde foi encontrada a pro-insulina foi
realizada, desta vez empregando uma coluna de filtracdo em gel. O material obtido dessa
segunda coluna foi submetido a novos ensaios de westem blot, que mostraram uma
proteina praticamente pura. Essa proteina foi submetida a ensaios de espectrometria de
massa que indicaram o correto peso molecular de 9,377 kDa do horménio recombinante.
Esses dados ainda n&o fazem parte do material e métodos e dos resultados dessa tese,

uma vez que tais ensaios estao em andamento.

5.6. Material transgénico QPM

As sementes obtidas do cruzamento da linhagem QPM ¢ X Ev proins 3 ¢
produziram a proteina em niveis elevados ja na F1. Essa alta produgdo ndo é oriunda da
caracteristica opaco 2 do QPM pois trata-se de um alelo mutante recessivo.
Provavelmente esse rendimento é devido ao grande vigor observado das plantas obtidas
do cruzamento ou/e porque QPM acumula mais proteina. As linhagens empregadas para
transformacdo foram escolhidas por sua transfectibilidade e totipoténcia de suas células

somaticas e ndo pelo grau de acumulo de proteinas de reserva. A natureza das células
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que formam o endosperma dos cereais ¢ triploide, sendo dois conjuntos cromossdmicos
maternos e um paterno. Desta forma como era esperado, as sementes da geragdo F2 do
QPM ¢ X Ev proins 3 & produziram a proteina heteréloga em niveis mais elevados que a
primeira geragdo. Em termos de produgdo por massa do gréo, estimamos produzir até 2
kg do hGH ou 4 Kg de pro-insulina por hectare cultivando o material obtido de culturas in
vitro. Com a linhagem QPM transgénica esta produgdo deve ser muitiplicada em algumas
vezes.

Parte das sementes produzidas esta sendo destinada a um grupo da faculdade da
engenharia quimica da UNICAMP que possui um projeto de dissertacdo de mestrado e
uma tese de doutorado envolvendo a maxi-extragdo e a purificagdo da pro-insulina
produzida em milho. Atuaimente estdo sendo cultivadas 100 plantas para a obtengdo da
geragdo F3 e sendo conduzido o segundo ciclo de retrocruzamento com plantas QPM
selvagem.

Os cruzamentos transgénicos com o gene hGH também deram bons resulitados.
Além do alto nivel de expressao ja na F1, as sementes obtidas desse cruzamento
apresentam uma intensidade da segunda banda reativa ao anticorpo menos intensa que a
observada no material transformado. Conforme j& discutido é prematuro fazer essa
associagdo, mas o westem quantitativo realizado com material QPM ¢ X Ev02 hGH 2 RO
7 F1 (Figura 4.47 dos resultados) mostra claramente uma baixa intensidade dessa banda.
Foram cruzados com o material QPM dez eventos de hGH positivos para western obtidos
em 2002. Atualmente esse material estd sendo cultivado para o estabelecimento do

primeiro retrocruzamento.
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6. CONCLUSOES:

1) O cassete de express&do construido com seqiéncias originarias de cereais foi
eficiente para modular a produgdo dos horménios recombinantes de crescimento e
insulina humanos em plantas transgénicas de milho:

- A regido promotora direcionou a expressdo dos hormdnios somente na regido do
endosperma,

- O peptideo sinal foi capaz de enderegar as proteinas nas células para dentro de
corpusculos protéicos e,

- Os valores do nivel de expressdo dos hormdnios mostrados indicam que o cassete €
muito eficiente para produgao de proteinas heterélogas em sementes de milho.

2) O bombardeamento ainda é o mais eficiente método para transformagéo de
milho. A partir da experiéncia obtida nos ensaios apresentados e de outras referéncias foi
escolhido apenas esse método para a continuidade dos trabalhos com o sistema de
producéo de proteinas heterélogas em nosso laboratério.

3) O aparelho gene gun da EMBRAPA / CENARGEN foi mais eficiente que o
desenvolvido no CBMEG e o do produzido em série pela BioRad.

4) O sistema de borrifamento de herbicida diretamente nos calos submetidos ao
bombardeamento no sistema de selegdo indica que a metodologia de obtengéo de milho
transgénico pode diminuir em até 60 dias.

5) O incremento de um sub-cultivo intermediario entre a selegdo e a germinagéo
com fontes de carbono reduzido incrementou a totipoténcia celular dos embrides
somaticos, a fertilidade e a produtividade das planta da primeira geragéo.

6) Os trabalhos de purificagdo mostraram que a baixa complexidade protéica do
endosperma realmente facilita o estabelecimento de um processo de purificagdo dos

hormonios recombinantes produzidos.
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