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RESUMO

O milho é uma cultura de grande importancia econdmica mundial. O amido
contido em seus graos é altamente utilizado na nutricdo humana, animal e na
industria. O amido €& composto de dois tipos de polimeros de glicose
estruturalmente diferentes, a amilose constituida por cadeia linear, conectadas por
ligacdes glicosilicas a-1,4 e a amilopectina com cadeia ramificada conectadas por
ligacdes glicosilicas a-1,4 e por pontos de ramificacdo a-1,6. A enzima de
ramificacdo do amido (Starch-Braching Enzyme - SBE) catalisa a formacao de
ligagbes glicosilicas a-1,6, formando a estrutura da amilopectina. Em milho foram
identificadas trés isoformas da enzima de ramificacdo, a SBE |, SBE lla e SBE Ilb.
O objetivo principal deste trabalho foi estudar o efeito do silenciamento do gene
sbe1 que codifica para a enzima de ramificagdo do amido | (SBE |) em milho e
monitorar as possiveis alteragdes na auséncia da expressdo do gene no amido da
semente. Para o silenciamento do gene sbe foi construido um vetor de RNA
interferente, que contém o gene bar como marcador de selegcdo. O plasmideo foi
utilizado na transformagdo genética de calos embriogénicos de milho via
biobalistica. Trinta plantas de milho geneticamente modificadas (Rg) foram
geradas e caracterizadas. A auséncia do gene sbe1 alterou o fendtipo dos graos
de milho produzidos pelas plantas transgénicas deixando-os enrugados. A analise
protéica demonstrou que houve o silenciamento parcial do gene sbe? no
endosperma transgénico. As sementes de milho geneticamente modificadas

demonstraram aumento da quantidade de glicose.
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ABSTRACT

Maize is a very important world-wide economic crop. The starch contained in its
grains is highly used in human nutrition, animal feeding and fuel industry. Starch is
composed of two types of structurally different glucose polymers: amylose,
constituted by linear chain, hardwired for glucosidic linkage a-1,4; and amylopectin
with glucosidic linkage a-1,4 and branchpoints a-1,6 ramified chains. The starch
branching enzyme (SBE) catalyzes the formation of glucosidic linkage a-1,6,
confering the amylopectin final structure. Three isoforms of the starch branching
enzyme have been identified in maize: SBE |, SBE lla and SBE Ilb. The main
objective of this work was to study the effect of starch branching enzyme | gene
(sbet) silencing and to monitor the possible alterations in the absence of the
expression of the gene in the seeds. For inactivation of sbe? gene a RNA
interfering vector containing the selection marker bar gene was constructed. The
vector was used to transform embryonic calli of maize via biobalistic method. Thirty
maize transgenic lines (R0) were generated and characterized. The sbe1 silencing
contributed to modify grains phenotype, resulting in wrinkled seeds in transgenic
plants. The analysis of protein accumulation levels in different transgenic tissues
demonstrated that SBE | was found in lower levels in transgenic endosperm when
compared to the same tissue in non-transgenic plants, suggesting that target gene
inactivation was carried out partial and efficiently in endosperm cells. In an
analogous way seed glucose content was increased in most of transgenic maize

lines.
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Introducéo

1. INTRODUGAO

1.1. A cultura do milho

O milho (Zea mays L.) € uma planta herbacea e de acordo com a
classificagdo botanica e pertencente a ordem Gramineae, familia Poaceae,
sub-familia panicoideae, tribo maydeae, género Zea e espécie mays.
Agronomicamente o milho é caracterizado como cereal. Devido a sua
caracteristica de alta adaptabilidade a diversos ambientes, o milho € o cereal
mais cultivado em termos de numero de paises, cerca de setenta, o que
totaliza mais de 100 milhdes de hectares de area plantada em todo o mundo.

O centro de origem do milho cultivado ainda é bastante discutido por
pesquisadores e historiadores. Alguns pesquisadores acreditam que o milho
originou-se na América Central, possivelmente no México, uma vez que 0s
registros mais antigos de amostras de milho foram encontrados na Cidade do
México (Laborda, 2003). E uma das culturas mais antigas do mundo, havendo
provas, através de escavagdes arqueoldgicas e geoldgicas, e através de
medigdes por desintegragdo radioativa, de que € cultivado ha pelo menos
5.000 anos. Logo depois do descobrimento da América, o milho foi levado
para a Europa, onde era cultivado em jardins, até que seu valor alimenticio
tornou-se conhecido. Passou entdo, a ser plantado em escala comercial e

espalhou-se desde a Unido Soviética até a Argentina (Godoy, 2002).
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Recentemente, analises de granulos de amido tém sido utilizadas pela
arqueobotaénica como um meio significativo para distinguir sementes de
teosinte e de milho. Essa metodologia podera contribuir para a definigdo da
area geografica de origem. O critério utilizado é a diferengca de tamanho e
morfologia, servindo assim para investigar o estagio de desenvolvimento e a
dispersao dos fosseis encontrados na América Central e na América do Sul.
(Holst et al., 2007).

A duragéao do ciclo fenolégico do milho para a produgéo de graos varia
de 120 a 180 dias (CNPMS, 2006). E uma planta monocotiledénea, com raiz
do tipo fasciculada e caule do tipo colmo. O fruto € do tipo cariopse, onde a
parede da semente (testa) encontra-se fundida com a parede do fruto, o
pericarpo. A semente € composta por dois érgaos: o endosperma e o embrido
(Lazzerri & Shewry, 1993). Esses 6rgaos sado produzidos por meio de um
processo de dupla fertilizagdo, mecanismo exclusivo de plantas superiores
(Russell, 1992). A fusao 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 tripléide. Em seguida, esse nucleo sofre
multiplas divisdes, resultando na formacao de um sincicio contendo centenas
de nucleos (Olsen, 2004).

O inicio do surgimento das paredes celulares do endosperma da-se no
terceiro dia apds a polinizagcéo (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
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ocorréncia simultdnea de divisdes celulares e aumento do volume das células.
Com aproximadamente 12 DAP, o endosperma preenche a regido central da
semente, e neste estagio a camada externa das células, a aleurona, encontra-
se completamente diferenciada. As divisdes celulares cessam na regiao
central do endosperma, e o0s nucleos iniciam um processo de duplicagcao
cromossOmica sem mitose, que eleva substancialmente o conteudo de DNA,
processo conhecido como endorreduplicagao (De Lucca, 2003).

O endosperma de milho constitui a principal fonte de nutrientes para a
germinagao do embrido. A maioria do carbono utilizado nos estagios iniciais
do desenvolvimento deriva-se do 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
regiao central do endosperma acumulam amido de forma abundante, e as
regides periféricas sdo mais ricas em proteinas de reserva. No final da
maturacdao da semente, o endosperma amilaceo transforma-se num tecido
mole e quebradigo, enquanto que a regiao protéica torna-se dura e translucida
(Shewry & Casey, 1999).

O cruzamento controlado em plantas de milho facilita a obtencao de
inumeros tipos de hibridos. Tendo isso em vista, existem materiais genéticos
que apresentam modelo de desenvolvimento que difere temporal e

espacialmente do padrao apresentado acima.
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1.2. Importancia econémica

Por ser uma das culturas cereais de maior importancia econémica no
mundo, o milho € uma das espécies vegetais mais estudadas. Programas de
melhoramento estdo constantemente buscando novos procedimentos para a
obtencao de variedades mais produtivas e economicamente rentaveis e, para
tanto, muito esforgco é feito para o entendimento mais amplo sobre a sua
origem e evolugdo. Informagdes provindas de diversas areas, como a
arqueologia, a citologia, a histéria e a biossistematica corroboraram e ainda
corroboram para o esclarecimento da longa trajetoria evolutiva que levou a
constituicido do fendtipo da planta de milho como atualmente a conhecemos.
Algumas controvérsias que acompanharam o inicio dos estudos sobre o milho
persistem ainda hoje, o que se percebe facilmente se nos reportarmos a
questao do parentesco entre milho (Zea mays spp. mays), teosinte (Zea mays
spp. mexicana ou Zea mays ssp. parviglumis) e Tripsacum (Laborda, 2003).

O seu uso € muito variavel e passa (1) pela dieta humana com o consumo
direto do grao, ou por meio de varios alimentos industrializados a partir do
processamento somente do grdo ou de toda a espiga, (2) pela alimentacéo de
animais com os graos (suinos e aves) e com o caule e as folhas (ruminantes),
(3) pela produgéao de bebidas por meio da fermentacdo e da destilagcao; (4)
pela obtencao de produtos secundarios, como adocgantes, 6leos de cozinha e
farinha e (5) producdo de etanol (combustivel). Além da vantagem de
utilizacdo de varias partes da planta, seu valor é altamente nutritivo, ja que

além das fibras, o grdo de milho é constituido de carboidratos, proteinas,
4
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vitaminas (complexo B), sais minerais (ferro, fésforo, potassio e calcio), éleo e
grandes quantidades de agucares, gorduras, celulose e, portanto, calorias.

De acordo com dados da Embrapa Milho e Sorgo (2006), o Brasil € o
terceiro maior produtor mundial, ficando atras apenas dos Estados Unidos e
da China. A produtividade brasileira tem crescido sistematicamente, passando
de 1.874 kg/ha, em 1990, para 3.500 kg/ha no ano de 2006 (IBGE, 2007).

A producdo de milho no Brasil, juntamente com a soja, contribui com
cerca de 80% da produgcéo de graos no Brasil. A diferengca entre as duas
culturas estd no fato de que a soja tem liquidez imediata, dada a sua
caracteristica de "commodity" no mercado internacional, enquanto que o milho
tem sua producdo voltada principalmente para o abastecimento interno.
Apesar disto, o milho tem evoluido como cultura comercial e a estimativa para
a produgao nacional de milho em grao em 2007 era de 34.502.677 toneladas,
contra 31.465.468 toneladas produzidas no ano de 2006. No entanto, foi
observada uma producéo de 51.529.365 toneladas, onde houve uma variacéo
de aproximadamente 20,9% de crescimento em relacéo a 2006 (IBGE, 2008).
Um dos fatores relevantes para o aumento da produgao e também nos precos
do milho no Brasil € o aumento da exportacdo do cereal para a obtencao de
etanol nos Estados Unidos (Tsunechiro & Perez, 2007).

A importadncia do milho é verificada ndo apenas na produgdo de uma
cultura anual, mas em todo o relacionamento que essa cultura tem na
producdo agropecuaria brasileira, tanto no que diz respeito a fatores
econdmicos quanto a fatores sociais. De acordo com a sua versatilidade de

uso, pela utilizacdo na producdo animal, pelo aspecto social e sua
5
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adaptabilidade de cultivo em diversos ambientes o milho € um dos mais

importantes produtos do setor agropecuario no Brasil.

1.3. Metabolismo do amido

O amido é um dos polissacarideos de armazenamento mais
importantes na natureza. A maioria das células vegetais tem a habilidade de
sintetizar o amido, porém ele é especialmente abundante em tubérculos,
como na batata (Solanum tuberosum) e nas sementes, como o milho. A
biossintese de amido em plantas envolve quatro grupos de enzimas, ADPG-
pirofosforilase, amido sintase, enzimas de ramificagdo do amido e enzima de
desramificacdo do amido (Preiss & Sivak, 1996, Smith et al. 1997).

O amido é composto de dois tipos de polimeros da glicose
estruturalmente diferentes, a amilose e a amilopectina. A amilose ¢é
essencialmente um polimero linear de cadeias longas e conectadas por
ligacdes glicosilicas a-1,4, enquanto a amilopectina € um polimero que possui
ligagdes glicosilicas a-1,4 , mas possui pontos de ramificagdo que ocorrem a
cada 24 e 30 residuos, através de ligacdes a-1,6 (Gao et al., 1996).

As enzimas de ramificacdo do amido [Starch Branching Enzymes (SBE)]
s&0 essenciais para sua sintese em células de reserva em sementes (Repellin
et al., 1997). Estas enzimas catalisam a formagéo de ligagbes a-1,6, 0 que
afeta a estrutura da amilopectina e dos granulos do amido (Seo et al, 2002).

Algumas espécies de monocotiledéneas e dicotiledbneas possuem duas
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classes de enzimas de ramificacdo do amido, a SBE | e a SBE I, que diferem
entre si de acordo com a especificidade de seus substratos, modo de acao,
distribuicao temporal e papel fisiolégico (Takeda et al., 1993; Guan & Preiss,
1993; Burton et al., 1995; Nair et al., 1997; Morell et al., 1997).

No milho esta presente a SBE | e sdo observadas duas isoformas da SBE
I, a SBE lla e a SBE Illb, que sdo similares em muitas propriedades
bioquimicas, mas néao idénticas e diferem da SBE | cromatograficamente, pela
reatividade imunolégica e por propriedades cinéticas da enzima (Preiss,
1991). Os genes dessas enzimas também diferem consideravelmente em
seus padrdes temporais de expressao (Gao et al., 1996). A SBE lla e a SBE
IIb tém similaridade em suas propriedades in vitro e alta homologia de suas
sequéncias de cDNA (Guan & Preiss, 1993; Takeda et al., 1993; Gao et
al.,1996).

Para espécies com multiplos genes sbe, a maxima expressao de genes
que codificam para a isoforma SBE | ocorre mais tarde no desenvolvimento do
armazenamento e dos tecidos do embrido do que os que codificam para a
SBE II. Os genes que codificam para a isoforma SBE | sdo constitutivamente
expressos em baixos niveis em tecidos vegetativos e fortemente expressos
durante o desenvolvimento de tecidos de armazenamento e embrides (Gao et
al.,1996; Kim & Guiltinam, 1999). A SBE | de folha e a SBE | do endosperma
sao relacionadas, porém néo séo idénticas (Dang & Boyer, 1988). A enzima
de ramificagdo do amido encontrada em maiores niveis em folhas é a SBE lla.
Nao foi detectada a expressdao da SBE IIb em folhas, sugere-se que é

especifica de endosperma (Gao et al.,1996).
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A biossintese do amido ocorre no interior dos cloroplastos e amiloplastos,
onde estdo localizadas as enzimas que catalisam a sintese de polimeros,
utilizando como material basico a glicose produzida durante o processo de
fotossintese. O esquema representativo simplificado da biossintese do
granulo de amido de milho, com destaque para as enzimas de ramificagdo do

amido (SBE |, SBE lla e SBE lIb), pode ser visualizado na figura 1.

Biossintese do amido

SBEI

SBElla
/ SBEIlIb

o-1.6

Figura 1- Esquema representativo da biossintese de amido de milho. A enzima invertase
catalisa a reagdo que converte a sacarose em glicose. A glicose é convertida a adenosina
difosfato glicose (ADPG) numa reagdo catalisada pela adenosina difosfato glicose
pirofosforilase (ADPGppase). Reacgbes enzimaticas convertem ADPG em polimeros de
glicose (amilose e amilopectina). A amilopectina possui pontos de ramificagao (ligagdes a 1,6)
catalisados pelas enzimas SBE |, SBE lla e SBE llb. Os polimeros de glicose s&o cristalizados
e formam os granulos de amido.

Regina et al (2006) geraram em trigo um amido com cerca de 70% de

amilose, utilizando o método de RNA interferente para silenciar as duas

8
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isoformas da SBE |l (SBElla e SBEIIb). Eles avaliaram esse novo amido na
alimentacdo de ratos e observaram uma melhoria na fungdo do intestino
grosso destes animais. Os resultados indicaram que esse novo trigo contendo
amido com maior quantidade de amilose pode ajudar na saude humana,
principalmente no que se refere a diminuicao da incidéncia do cancer do colo-
retal, proporcionado pelo maior consumo de fibras. Com a reducdo da
amilopectina e aumento de amilose na estrutura do amido faz com que haja
redugao da digestao no intestino delgado. A reducéo da digestdo do amido no
intestino delgado tem uma potencial diminuicdo da entrada de glicose na
circulagao sanguinea e isso reduz a demanda de insulina.

O monge Gregor Mendel, em 1865, realizou cruzamentos entre ervilhas
de fendtipo liso com ervilhas de fendtipo rugoso. Nesse estudo chamado de
heranga monogénica, Mendel descobriu que ervilhas de fendtipo liso eram
dominantes em relacédo a ervilhas de fendtipo rugoso, que eram recessivas,
numa proporgdo de trés ervilhas lisas para cada ervilha rugosa. Essa
proporgao ficou conhecida como segregacao Mendeliana 3:1. Ja em 1990,
mais de um século depois dos estudos de Mendel, foi descoberto que a
rugosidade das ervilhas recessivas aconteciam devido a uma mutagao génica
que inibiu a expressao da SBEI (Bhattacharyya et al., 1990). Essas sementes
além de possuir fendtipo rugoso, tiveram uma alteragao na estrutura do amido
que consiste em mais amilose e maior teor de glicose.

Um mutante da SBE lla em milho, o sbe2a::Mu tem visivel fenétipo de
aceleracao da senescéncia foliar quando comparado a uma planta de milho

controle. Caracterizagao do amido foliar demonstra a redugao da ramificagcao
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(Blauth et al., 2001). Esse trabalho € importante porque afirma que a SBElla
nao exerce relevante papel na determinacido da estrutura do amido do
endosperma. Portanto, a SBE lla foi encontrada em niveis significativos em
folha, ao contrario da SBE |, que foi indetectavel. Em 2002, Blauth et al
estudaram um mutante da SBEI em milho, o sbe1::Mu, e perceberam que o
nivel de SBEI foi indetectavel no endosperma do mutante. Porém eles nao
visualizaram diferencas entre o amido de um milho controle e o amido do
mutante. Eles atribuem esse fato ao método utilizado, a cromatografia da
exclusao segundo o tamanho (SEC) e sugerem novos estudos com o mutante
em questao.

Em batata (Solanum tuberosum) foi observado que a inibicdo simultanea
da SBEI e da SBEII, por meio de modificagao genética, produz um amido com
elevada quantidade de amilose e baixo nivel de amilopectina. Esse amido
tornou-se também mais estavel quando submetido ao congelamento e
descongelamento o que garante maior qualidade do amido (Schwall et al.,
2000).

No Brasil, Carvalho et al (2004) descobriram um tipo diferente de
mandioca da Amazdnia com um novo amido e acgucarada. Analises na
composi¢cao do monossacarideo revelaram a existéncia de um acucar soluvel
em agua nao presente em cultivares comerciais. Essa mandioca possui um
rompimento na via de sintese de amido por enzimas ativas. As analises da
estrutura do amido indicaram a falta de transcrigdo do gene que codifica para

as enzimas de ramificacao do amido (SBEs).
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1.4. Transformagao genética de plantas

A transformacao genética de plantas pode ser compreendida como a
introdugdo controlada de genes oriundos de diferentes espécies animais,
vegetais ou microorganismos, em um genoma Vvegetal receptor,
independentemente da fecundacgéao (Brasileiro, 1998).

Pode-se afirmar que a obtencédo de plantas transgénicas apdia-se em
trés conjuntos amplos de técnicas celulares e moleculares: a tecnologia do
DNA recombinante, comumente conhecida como engenharia genética; a
morfogénese in vitro associada a técnicas de cultura de tecidos vegetais e,
por fim, técnicas de introducéo de genes.

Segundo Alberts e colaboradores (1994), a tecnologia do DNA
recombinante desenvolveu-se pela reunido progressiva de informagdes
decisivas para o entendimento da estrutura e funcdo de acidos nucléicos e
que permitiram a sua manipulacdo. Essas etapas podem ser enumeradas a
partir de 1869, quando Miescher realizou com sucesso o primeiro isolamento
de acidos nucléicos, que ele chamou de nucleina (depois chamado de DNA).

A acado combinada do descobrimento da DNA polimerase por Kornberg
em 1957, da renaturacao das duas fitas do DNA por Marmur e Doty em 1961,
da primeira evidéncia da existéncia das endonucleases de restricio do DNA
(e sua posterior purificagdo) proposta por Arder em 1962, da caracterizagao
de sequéncias de DNA por Nathans e Smith também em 1962, e, finalmente,
do descobrimento da DNA ligase em 1967 por Gellert, permitiu a obtencao

dos conceitos e fundamentos que levariam ao desenvolvimento de técnicas de
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clonagem de DNA propostas por Berg em 1973, resultando na manipulagao
controlada da molécula. A deteccdo de sequéncias especificas de DNA
através da hibridizagao de acidos nucléicos apés transferéncia de gel, técnica
desenvolvida por Southern em 1975 e a hibridizacdo de RNA proposta por
Alwine em 1977, foram realizagdes importantes na evolugao das técnicas de
caracterizagao de sequéncias até entdo desconhecidas, permitindo inclusive
estudos sobre a expressao génica. Como resultados de todos esses esforgos
e atrelados a elucidagao do cédigo genético em 1966 por Nirenberg, Ochoa e
Khorana e pelos métodos rapidos de sequenciamento de DNA desenvolvidos
por Sanger, Barrell, Maxan e Gilbert em 1975-1977, foram atingidos trés
marcos das conquistas da engenharia genética: a produ¢do de camundongos
transgénicos por Palmiter e Brinster em 1981, de moscas-da-fruta
transgénicas em 1982 por Spradling e Rubin e o desenvolvimento da técnica
de amplificagdo de fragmentos de DNA pela reagcao em cadeia da polimerase,
em 1984, por Mullins e colaboradores (Alberts et al., 1994).

Em 1983 criou-se a primeira planta geneticamente modificada, quando
um gene codificante para a resisténcia contra o antibiético canamicina foi
introduzido em plantas de tabaco (Hammond et al., 1999). Desde entao,
muitas proteinas recombinantes tém sido expressas em espécies
agronomicamente importantes como milho (Fromm et al., 1990; D’Halluin et
al., 1992), tomate (Hamilton et al., 1990), batata (Lawson et al., 1990), canola
(Mariani et al., 1992), feijao (Aragao et al., 1996), soja (Aragao et al., 2000)

entre outros.
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A segunda base de sustentacido da transformacao genética de plantas
é constituida pelo conjunto de técnicas de cultura de tecidos e regeneragao de
plantas in vitro. A morfogénese in vitro baseia-se na totipoténcia das células
vegetais e na capacidade de cultivo dessas células em laboratério, mediante a
utilizagdo de meios de cultura nutritivos e reguladores de crescimento
apropriados para modular a regeneracdo das plantas. Dois modelos de
morfogénese in vitro e suas variagdes sao utilizados para a regeneragao de
plantas visando sua transformagdo genética: a organogénese e a
embriogénese somatica.

A organogénese estimula a formacdo de gemas apicais e posterior
indugdo de enraizamento em estruturas ja estabelecidas, sendo que os
orgaos regenerados tém origem multicelular e sub-epidérmica. Nesse modelo
a regeneragao ocorre a partir de grupos celulares meristematicos do tecido
original respondendo positivamente ao estimulo gerado por citocininas
(Guerra et al., 1999). O cultivo de embrides com sua regidao meristematica
apical preservada ou simplesmente dos proprios meristemas apicais ou
axilares, na presenca de citocininas em meio de cultura, foi descrita por Malik
& Saxena (1992) como um eficiente indutor de organogénese direta de parte
aérea, capaz de regenerar plantas transgénicas sem a necessidade de
passagem do tecido por fases intermediarias de desdiferenciagdo, como por
exemplo o estadio de calo.

Ja a embriogénese somatica rege a formagdo multiembrionaria
adventicia de explantes, sendo que os embrides originados possuem eixos

vasculares proprios (Sharp et al., 1980), origem histolégica unicelular ou de
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poucas células e localizagao superficial, além da indugao de regeneragao ser
eficiente quando da utilizagdo de auxinas (Guerra et al., 1999).

Ambas as formas de regeneragao de plantas in vitro permitem, a partir
dos explantes iniciais, a obtencado continua de tecidos e material experimental
através de culturas ciclicas e, associadas as demais técnicas de cultura de
tecidos, possuem aplicagdes e importancia fundamentais em diversas areas
cientificas como no melhoramento genético de plantas (Ferreira, 1998), na
fitopatologia e na propria transformacao genética de plantas.

A terceira premissa para a transformacédo genética de plantas € a
transferéncia de genes de interesse oriundos de outros organismos para
células vegetais potencialmente precursoras de um 6érgéao ou um embrido.

Convencionalmente para a produgao de plantas transgénicas essa
introducao tem sido feita de trés formas: através da infecgcado dos tecidos-alvo
por Agrobacterium tumefasciens; pelo bombardeamento dos explantes com
microparticulas recobertas com DNA contendo sequéncias de genes de
interesse e por eletroporacao de protoplastos.

A transformacgao genética por agrobactéria baseia-se na capacidade
que a espécie Agrobacterium tumefasciens (familia Rhizobiaceae) possui em
transferir parte de seu DNA do plasmidio Ti (Tumor inducing) para o genoma
de células de plantas hospedeiras (Hoekema et al., 1983; Rogers et al., 1986).

O processo de biobalistica (Sanford et al., 1987) preconiza a
aceleracédo de microprojéteis (de 0,2 a 4um de didmetro) recobertos com
sequéncias de acidos nucléicos, a uma velocidade final de 1500km/h, sobre

os explantes. Os microprojéteis, de ouro ou tungsténio, penetram de maneira
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nao-letal a parede celular e a membrana citoplasmatica, alojando-se
aleatoriamente nas organelas celulares, quando entdo o DNA é dissociado
dos microprojéteis pela agdo do liquido celular e segue-se a integragao da
sequéncia contendo os genes de interesse ao genoma vegetal (Aragéo &
Rech,1998).

Ja a eletroporagdo de protoplastos € um método de transformacao
genética que consiste no emprego de pulsos elétricos que modificam
temporariamente a estrutura da membrana plasmatica, induzindo a formacéao
de aberturas semelhantes a poros ao longo de sua superficie aumentando a
sua permeabilidade. O uso de campos elétricos pode influenciar sistemas
biolégicos, aumentando o tamanho de protoplastos o que permite elevar a
absorcdo de ions pelos mesmos e macromoléculas do meio, sendo esse o
efeito de mudancas termodindmicas na membrana.

Tanto a biobalistica quanto a eletroporacdo, sdao métodos fisicos que
permitem a extensdo de sua aplicagdo a qualquer tipo de célula, tais como
fungo, bactéria, planta ou animal.

Dessa maneira, como resultado da acao integrada entre os trés conjuntos
de técnicas principais que constituem o processo de transformagao genética
de plantas, €& possivel construir vetores plasmidiais contendo genes de
interesse, realizar a introducédo desses genes em uma célula vegetal, verificar
a integracado das sequéncias exdégenas ao genoma da espécie vegetal em
questao e expressa-las de maneira estavel. Entretanto, para o sucesso do

sistema de transformacdo, € necessario eficiéncia ndao s6 na introdugao do
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gene de interesse, mas também na selecdo e regeneracdo das células

transformadas.

1.5. Transformacgao genética de milho

As primeiras plantas transgénicas de milho foram obtidas a partir do
bombardeamento de células em cultura e por eletroporacdo de protoplastos
(Fromm et al., 1990; D’Halluin et al., 1992) e de embrides zigbticos imaturos
(Koziel et al., 1993). Atualmente, os tecidos mais utilizados na transformacéao
de milho sdo as culturas de calos embriogénicos geradas de embrides
zigoticos imaturos. No entanto, a partir das transformacgdes obtidas em arroz
via agrobactéria com o emprego de cepas de bactérias mais virulentas com os
plasmideos super-binarios, essa estratégia voltou a ser estudada em cereais
(Aldemita et al., 1994).

Os primeiros trés produtos comerciais obtidos de semente de milho
transgénico foram a avidina, a B-glucoronidase (GUS) (Hood & Jilka, 1999) e a
aprotina, que € um inibidor de protease (Zhong et al., 1999). Essas proteinas
divergem quanto as suas caracteristicas fisicas e quimicas e tipo de
organismo de origem: GUS & uma proteina de bactéria, a avidina é uma
glicoproteina de aves (proteina encontrada na clara de ovo) e a aprotina € um
inibidor de proteases em bovinos. Desde a utilizagdo da engenharia genética,
a transferéncia de genes cuja exploragcéo através de métodos tradicionais de
melhoramento s&o inviaveis, tém sido introduzidos via transformagdo e

mostrado capacidade de conferir resisténcia a importantes pragas e doengas,
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bem como tolerdncia a herbicidas (Koziel et al., 1993; Murry et al., 1993;
Armstrong et al., 1995). Esses trabalhos demonstram a versatilidade das
sementes de milho na producéo de proteinas heterdlogas.

As sementes de milho também possuem um importante papel como
biorreatores na producdo de biofarmacos, além de ser um método de
producado economicamente viavel, produz a proteina heterdloga de interesse
em altos niveis. De Lucca (2003) conseguiu expressar o horménio de
crescimento humano (hGH) e a pré-insulina em plantas transgénicas de milho
e concluiu que os horménios produzidos possuem caracteristicas iguais a dos
hormonios nativos do homem.

Na transformagcédo de plantas comumente tém-se utilizado genes
marcadores de selec¢do. A finalidade do uso do gene marcador de selegao é
permitir que apenas as células transformadas crescam. Um marcador de
selecdo muito utilizado é gene bar que codifica para a enzima fosfinotricina
acetiltransferase (PAT), que por sua vez, inativa o herbicida fosfinotricina
(PPT) ou o andlogo glifosinato de aménia (GA) por meio da acetilagao do
grupo amino livre do herbicida (Thompson et al., 1987). As chances de uma
planta regenerada em meio seletivo ser transgénica aumentam bastante uma
vez que o gene bar confere resisténcia ao herbicida e auxilia na selegao de
possiveis eventos transgénicos.

Entretanto, a produgado de plantas geneticamente transformadas depende
da integracdo do gene exdégeno na célula alvo e da eficiéncia de regeneragao

a partir destas células.
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1.6. Regeneracgao de calos de milho

Nos ultimos anos tem crescido o interesse na utilizacido de culturas
embriogénicas de milho visando a producdo de plantas geneticamente
transformadas. Até o presente, o0s sistemas mais utilizados para
transformagao em milho tém sido a cultura de calos embriogénicos, ou mesmo
o cultivo direto de embrides imaturos ou pré-cultivados (Armstrong, 1999).

O primeiro trabalho relatando a regeneragao de plantas de milho foi
realizado por Green & Phillips em 1975, desde entdo a cultura de tecidos de
milho tem tido avancgos significativos. Varias linhagens e hibridos adaptados a
regides de clima temperado tém sido utilizados para indugédo de culturas de
calos, porém, a regeneracado de plantas a partir de calos embriogénicos tém
sido obtida eficientemente a partir de poucos gendtipos, destacando-se a
linhagem A188, que apresenta pouco valor agrondmico, mas € muito superior
a outras linhagens de milho em sua capacidade para regenerar plantas a
partir de calos embriogénicos (Armstrong & Phillips, 1988; Armstrong et al.,
1992). Um outro gendtipo de milho bastante utilizado para a regeneragao de
calos ¢é o hibrido Hi-ll, resultante do cruzamento entre A188 e B73 (Rudenko &
Walbot, 2001). Esse gendtipo também foi desenvolvido para condi¢gbes de

clima temperado
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1.7. Silenciamento de genes mediado por RNA interferente (RNAI)

Em plantas, o mecanismo de silenciamento poés-transcricional de genes
[Post-Transcriptional Gene Silencing (PTGS)], evoluiu provavelmente para
regular a expressdao anormal de genes (Morel et al., 2000) e proteger as
células contra virus de RNA. O RNA interferente € uma antiga estratégia
antiviral naturalmente usada por plantas, larvas e outras espécies inferiores. O
silenciamento de genes esta associado ao silenciamento mediado por um
RNA de dupla fita (dsRNA) e metilagdo da regido codificadora do RNA. O
pequeno RNA interferente, ou siRNA, direciona a degradacdo do RNA
mensageiro, que € o material genético que interpreta as instrucées do DNA
para criar proteinas.

O mecanismo do RNA interferente consiste basicamente em se obter, a
partir da transcricdo do DNA dupla fita da planta, um dsRNA. Este RNA de
dupla fita sera reconhecido por um complexo protéico dependente de RNA
dupla fita denominado DICER que, entdo cliva o RNA dupla fita em pequenos
fragmentos (de 21 a 23 nucleotideos). Estes pequenos fragmentos chamados
de pequenos RNA de interferéncia, em inglés small interference RNA (SiRNA,
se associam entdo a outro complexo enzimatico chamado RISC (RNA-induced
silencing complex) e os direcionam para outras moléculas de RNA
complementares, que podem ser fitas simples ou duplas, e quando houver
homologia total, clivara também esta fita complementar (em geral um mRNA).
Cada novo RNA clivado torna-se, entdo, um novo pequeno RNA interferente

em potencial. Esse mecanismo permite que a interferéncia de RNA continue
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mesmo apoés todo o RNA dupla fita inicial ter sido degradado. Isso permite que
as células da progénie continuem realizando a interferéncia de RNA que foi
iniciada nas células parentais (Figura 2). E pode também ser espalhada de
célula para célula pela transferéncia de fragmentos de RNA de célula para
célula, o que permite a uma planta inteira tornar-se resistente a um virus de
RNA, ou silenciar determinado gene enddégeno, mesmo quando algumas de
suas células foram transfectadas (Alberts et al., 2004).

Em Arabdopsis thaliana, essa técnica foi utilizada para promover a
perda de fungdo dos genes AGAMOUS, CLAVATA 3, APETALA 1 e
PERIANTHIA, o que demonstrou a eficacia do processo de silenciar genes
especificos (Chuang & Meyerowitz, 2000).

Os pequenos RNA de interferéncia sdo considerados por cientistas
como técnica de ouro para estudar a fungdo dos genes. Existe muita
expectativa para o desenvolvimento de novos medicamentos alvo-especifico e
mais poderosos para a saude humana. A combinacao de silenciamento do
gene e imunoestimulagdo em uma molécula de RNA poderao trazer a cura
para algumas viroses e até mesmo para o cancer (Schlee et al., 2006).

Cientistas japoneses selecionaram sequéncias especificas do RNA
mensageiro com instru¢des para a produgao de uma enzima, a CaMXMT1 e a
utilizaram para construir o gene de um RNA interferente com o objetivo de
gerar uma planta de café (Coffea canephora) com reducao da cafeina por
meio do silenciamento da enzima teobromina sintase. Esse gene foi

transferido para a bactéria Agrobacterium tumefaciens. As plantas
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transgénicas foram analisadas e tinham um teor de cafeina de 50 a 70%
menor que o da planta convencional (Ogita et al., 2003).

Recentemente no Laboratério de Transferéncia de Genes da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, foram obtidas plantas de feijao
resistentes ao virus do mosaico dourado do feijoeiro BGMV (Bean golden
mosaic virus) por meio do silenciamento via RNAi do gene viral AC1. O virus é
transmitido pela mosca-branca Bemisia tabaci. A virose causa diversos danos
a cultura do feijoeiro na América Latina, sendo as perdas da ordem de 40 a
100%. Das 18 plantas obtidas, cada uma delas foi submetida a 300 moscas
viruliferas durante o ciclo de vida e 93% dessas ficaram livres de sintomas da
doenca (Bonfim et al., 2007).

No mesmo laboratério, foram obtidas plantas de soja com
silenciamento total ou parcial do gene mipsGm (mio-inositol-1-fosfato sintase
de soja) por RNAi com a finalidade de redugao do fitato que é um fator
antinutricional, porém mostrou-se que a expressdao do gene mipsGM é

fundamental para o desenvolvimento da semente (Nunes et al., 2006).
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Figura 2. Mecanismo de silenciamento génico mediado por RNA interferente (RNAi). Dupla
fita de RNA (dsRNA) clivada em pequenos fragmentos (siRNAs) pelo complexo DICER. O
siRNAs se associam ao complexo RISC, quando ha homologia este também clivara a fita
complementar. Cada novo RNA clivado torna-se um novo pequeno RNA interferente em
potencial.

1.8. Direcionamento da expressao do gene para o endosperma

O promotor é responsavel pela regulagao, pela ativagao ou inibicao, da
expressao, sendo capaz de responder a diversos estimulos, controlando o
nivel de expressao do gene em fungao da natureza do tecido e seu estagio de
desenvolvimento. Comumente o gene de interesse € incluido em um cassete
de expressao precedido por um promotor (regido 5°) que pode ser constitutivo

ou tecido-especifico por uma regido 3'UTR contendo um sitio de
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poliadenilacdo. Uma boa escolha do promotor é fundamental para o sucesso
da expressao heterdloga de genes.

As folhas nao constituem 6rgados adequados para o armazenamento de
proteinas recombinantes, pois seus tecidos apresentam grande quantidade de
agua e alta atividade hidrolitica, resultando em baixa estabilidade da proteina
produzida. Ja as sementes possuem tecidos especializados, capazes de
armazenar proteinas de maneira eficiente por longos periodos (Leite, 2001).

Os genes que codificam proteinas de reserva de sementes representam
excelente fonte de promotores especificos de sementes. O promotor do gene
da y—Kafirina (PGK) de sorgo promove expressao especifica em endosperma

de sementes (Freitas et al., 1994).
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar a expressao e o efeito do silenciamento do gene sbe? que
codifica para a enzima de ramificagdo do amido SBE | (starch-branching
enzyme [) em milho, por meio da analise morfolégica e molecular das
sementes geneticamente modificadas com silenciamento especifico do gene

sbe1.

Objetivos Especificos

1. Isolar e clonar uma regido da sequéncia codificante do gene sbe1, que

codifica para a enzima SBE | do milho.

2. Construir um vetor para silenciamento do gene sbe?’ em milho

utilizando a estratégia do RNA interferente (RNAI).

3. Caracterizar a expressao do gene sbe? durante o desenvolvimento da

planta de milho transgénica.

24



Objetivos

. Obter linhagens de milho transgénico silenciando o gene sbe? que

codifica para a enzima SBE |.

. Realizar analises moleculares e bioquimicas dos eventos de

transformacao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Esterilizagao de sementes e preparo do material vegetal

Espigas de milho hibrido Hi-ll, com 12 DAP foram despalhadas,
lavadas superficialmente com etanol 70% e colocadas dentro de um
béquer em imersao com hipoclorito de sédio comercial (agua sanitaria 2%)
durante 30 minutos. Em seguida foram lavadas trés vezes em agua
destilada estéril, e deixadas em agua até o momento da retirada dos
embrides. As espigas podem ficar submersas em agua destilada por até 4
horas.

O plaqueamento de embrides foi realizado utilizando-se apenas
utensilios estéreis. Uma pinga foi inserida na base da espiga para facilitar o
manuseio. A espiga foi apoiada sobre uma placa de Petri e com o auxilio
de uma lamina de Bisturi foi cortada uma camada de 1 a 2 mm das pontas
de algumas fileiras de graos para exposi¢gdo do endosperma e também
facilitar a retirada dos embrides. Os embrides encontram-se alojados na
base dos gréaos, em diregcao a ponta da espiga. Os embrides sao retirados
com o auxilio de uma espatula de ponta fina € no momento da retirada
foram plaqueados em meio de iniciacdo de calos (IC) em placas de Petri

100 x 15 mm, com o eixo embrionario em contato com o meio de cultura.

26



Materiais e Métodos

3.2. Estabelecimento das culturas embriogénicas

As placas contendo embrides zigéticos em meio IC foram incubadas
em camara de crescimento no escuro. Apos 15 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. Este
material foi repicado em intervalos quinzenais e em até no maximo cinco
vezes. O material foi mantido na auséncia de luz e com temperatura entre
26 e 28°C. Na preparacao das placas para o bombardeamento, os calos
embriogénicos que visualmente apresentaram estagio de embridides,
foram dispostos verticalmente em meio osmaético para o bombardeamento
(OSM). Cerca de 50 embribes sao colocados por placa de
bombardeamento.

Inicialmente foram realizados dois experimentos de
bombardeamento, um com 500 e outro com 2000 calos, totalizando 2500
calos friaveis bombardeados. Apds oito horas do bombardeamento, as
culturas foram transferidas para meio de selecdo (SE) com adigdo de 6,0
mg/L de glufosinato de amoénia (GA), onde permaneceram em condi¢cdes
de escuro por 15 dias. Calos resistentes a selecao inicial foram transferidos
para meio de selegéo (SE), este com adigdo de 9,0 mg/L de GA. Durante a
selecao os calos possivelmente selecionados cresceram e apresentaram
aspecto brilhante e translucido, diferenciando-se dos n&o-selecionados que

escureceram até morrer.
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O material resistente a selegao no escuro foi transferido para o meio
de maturagdo (RM), onde permanecem por cerca de 20 dias. Apds o
amadurecimento os embrides foram transferidos para o meio de
germinacao de calos. No meio de germinagao (GE), as plantas ficam na
presenca de luz a 25 °C com fotoperiodo de 16h por cerca de um més. Os
diferentes meios de cultura utilizados durante a transformacg&o genética, via
biobalistica do milho Hi-Il, podem ser verificados na tabela 1.

As plantas obtidas foram transferidas para solo em copos
descartaveis e com cobertura plastica para casa de vegetagdo quando
atingiram entre 5 e 8 cm de altura. No mesmo dia da aclimatagéo de
possiveis linhagens transgénicas, foram plantadas sementes de milho nao-
transgénicos para que houvesse a produgao de poélen para a fecundagéo
de plantas transgénicas. Ap6s uma semana de crescimento, as plantas
foram transferidas para vasos de 5 litros de capacidade. As plantas que
atingiram o estagio V3 de crescimento (Ritchie et al, 1996), isso é, com
aproximadamente seis folhas cada, foram transferidas para vasos maiores,
desta vez, com 20 litros de capacidade, onde permaneceram até serem

submetidas a diferentes analises.
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Tabela 1. Composicdo dos meios de cultivo utilizados para transformacao genética do

milho Hi-1l via biobalistica.

Iniciagao de Meio Meio de Meio de Meio de
Reagentes Calos osmoético Selecao Maturagao Germinagao
IiC OSM SE RM GE
1L 1L 1L 1L 1L
N6 sais 3,989 3,989 3,989 0 0
(Chu et al.,
1975)
N6 10 mL 10 mL 10 mL 0 0
vitaminas
MS sais 0 0 0 43¢ 43¢
(Murashige &
Skoog, 1962)
MS 0 0 0 1mL 1mL
vitaminas
24D 2mL 2mL 2mL 0 0
Myo-Inositol 100 mg 100 mg 100 mg 100 mg 100 mg
Prolina 2,769 0,699 0 0 0
Caseina 100 mg 100 mg 0 0 0
hidrolisada
Sacarose 30g 60 g 30g 60 g 30g
Ph 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8
Phytagel 259 2,5 2,5 2,5 2,5
Autoclavar Autoclavar Autoclavar Autoclavar Autoclavar
Esterilizagao 121°C/24min/ 121°C/24min/ 121°C/24min/ 121°C/24min/ 121°C/24min/
1 atm 1 atm 1 atm 1 atm 1 atm
Acrescentar apos autoclavar*
Nitrato de 25 uM 25 uM 5 uM 0 0
prata
Glufosinato 0 0 6 ou 9 mg 6mg 3mg
de amodnia

* Nos meios de cultura acima descritos, foram utilizados o nitrato de prata e

o glufosinato de aménia filtrados em filtro de 0,45 pym. Os reagentes foram

adicionados aos meios de cultura logo apos a autoclavagem.
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3.3. Precipitagao de DNA sobre as microparticulas

A etapa de bombardeamento dos calos foi realizada no Laboratério
de Transformacgao Genética de Milho na Embrapa Milho e Sorgo (CNPMS),
em Sete Lagoas, MG.

Os calos embriogénicos foram colocados no centro de placas de 60
x 15 mm, em meio OSM, aproximadamente 4 horas antes do
bombardeamento. Cada precipitagao € suficiente para 6 tiros. Para cada
precipitacdo, uma aliquota de 50 ul de suspensao de microparticulas de
tungsténio de 1mm de @ (60ug/uL de glicerol) foi transferida para tubo de
microcentrifuga em agitacdo constante em vortex. Em seguida adicionou-
se 1 ul de DNA plasmidial (estoque 5 pg/ul). Logo apds adicionou-se 50 pl
de CaCl, 2,5 M e 20 nul de espermidina 0,1 M. O tubo ficou em temperatura
ambiente sob constante agitacdo por 3 minutos e em seguida sem agitacéo
por mais 3 minutos. Centrifugou-se o material por 5 segundos a 5.000 rpm.
O DNA foi lavado com 150 pul de etanol 70% por duas vezes. Adicionou-se
60 ul de etanol absoluto para ressuspender o precipitado. Foram utilizados

7 ul de DNA precipitado para cada bombardeamento.

3.4. Bombardeamento

O bombardeamento de calos embriogénicos com o vetor pPKZmBE

foi conduzido como previamente descrito por Aragao et al. (1996) e por
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Rech et al. (2008). Inicialmente empregou-se um acelerador de
microparticulas, que utiliza gas hélio sob alta pressdo. Para tanto, é
necessario adotar alguns parametros fisicos: umidade relativa do ar no
laboratério em até 50%, distédncia de 8 mm entre a cAmara de gas de alta
pressao (gerador de onda de choque) e a membrana carreadora contendo
as microparticulas cobertas com DNA, 13 mm de distancia entre a
membrana carreadora e a tela de retencdo, 80 mm de distancia entre a
tela e o material a ser bombardeado, 27 polegadas de Hg de pressao de
vacuo , 900 psi de pressao de gas hélio.

O bombardeamento utilizando as microparticulas de DNA foi realizado

da seguinte forma:

e Abriu-se a valvula de saida do gas hélio e ajustou-se a pressao do
regulador para 900 psi;

e Imergiram-se quatro membranas de ruptura em isopropanol e
estas foram imersas na camara de alta pressdo de gas hélio.
Apertou-se o parafuso de vedacao. Inverteu-se a camara de alta
pressao, encaixando-a na camara de vacuo;

e Posicionou-se a placa com o material a ser bombardeado;

e A tela de retengdo e o suporte da membrana carreadora, ja
contendo o DNA, foram posicionados no cilindro de suporte.
Cuidadosamente fechou-se a camara de vacuo;

e Abriu-se a valvula de entrada de vacuo e depois a valvula de

entrada de gas hélio para a camara de alta pressao;
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¢ Quando a pressao de vacuo atingiu 27 polegadas de Hg, fechou-se
a valvula de entrada de vacuo. Aguardou-se de 2 a 3 segundos e
liberou-se a onda de choque através do disparador que ativa a
valvula solendide;

e Abriu-se a valvula de saida do vacuo e depois a valvula de saida do
residuo do gas hélio da camara de alta pressao;

e Abriu-se a cAmara de vacuo e retirou-se o material bombardeado;

e Descartaram-se as membranas carreadoras e retirou-se a tela de
retencao utilizada;

e Repetiu-se o processo com a mesma placa e em seguida repetiu-se
0 processo com as demais amostras;

e Para terminar, fechou-se a valvula de saida do cilindro de gas hélio
e retirou-se 0 gas remanescente da mangueira. Desligou-se a
bomba de vacuo e o disparador.

Apods esse procedimento os calos embriogénicos foram transferidos

para meio de inducao de calos (IC).

3.5. Construgao do vetor para silenciamento

O RNA total de sementes imaturas de milho, em diferentes estagios de
desenvolvimento, foi isolado para a amplificacdo e clonagem de um fragmento
do gene sbet, seguindo o protocolo do kit de extracdo Micro-to-Midi Total

RNA Purification System (Invitrogen, USA) a partir de 250 mg de semente
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(Huang et al., 2000). O mRNA total foi utilizado para constru¢do do cDNA
utilizando a enzima Superscript lll (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) de
acordo com as recomendacdes do fabricante.

A reacao de RT-PCR foi realizada em um termociclador PTC-100 (MJ
Researcher) em 25 pyL de solugdo contendo 40 ng do cDNA sintetizado a
partir de mRNA de semente de milho, 60 mM Tris-SO4 (pH 8.9), 18 mM
(NH4)2S04, 2 mM MgSOy4, 250 nM de cada dNTP; 200 nM de cada primer e 5
U da enzima taq DNA polymerase Platinum High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). A mistura foi desnaturada a 94 °C (2 min) e submetida a 34 ciclos
de amplificagao (94°C por 30 s, 55 °C por 1 min, 68 °C por 3 min) com um
ciclo final de 10 min a 68 °C.

Os primers BEBAMZ (5CGGATCCTGTACACTGGCATGTCAGACTTG-
3’) [no qual foi adicionado um sitio de Bam HI (sublinhado)] e BEHINDZm
(5"CAAGCTTATCCACGTCGTGGCCAAC-3’) [) [no qual foi adicionado um
sitio de Hind 1l (sublinhado)] foram utilizados para amplificar uma regidao de
524 pb da sequéncia codificante do gene sbe1 (chamada de BEf - foward). Os
primers BEXHONCOZm (5°GCTCGAGCCATGGTGTAAACTGGCATGTCAGA
CTTG-3’) [no qual foi adicionado um sitio de Xho | (sublinhado) e um sitio de
Ncol (em negrito)] e BEKPNZm (5GCTCGAGCCATGGTGTAAACTGGCATG
TCAGACTTG-3’) [no qual foi adicionado um sitio de Kpn (sublinhado)] foram
utilizados para amplificar uma sequéncia de 530 pb da regido codificante do
gene sbe1 (chamada BEr - reverse).

Apods a reacado de RT-PCR, duas amostras foram aplicadas no gel de

agarose 1% (Anexo |) e submetidas a eletroforese por 1 hora a 100V. Apds a
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eletroforese os fragmentos correspondentes a 530 pb (amostra 1) e 524 pb
(amostra 2) foram extraidos do gel utilizando o kit QIAquick Gel Extraction
(QIAGEN).

Em seguida, realizou-se a clonagem, separadamente, dos dois
fragmentos correspondentes as regides codificantes do gene sbe? no vetor de
clonagem pGEM T-Easy (Promega), seguindo as instrucbes do fabricante.
Esses vetores iniciais foram amplificados e purificados utilizando-se o kit Flexi
prep (Pharmacia Biotech), e seqlienciados utilizando-se os primers universais
M13 e T7 em sequenciador automatico (ABI Prism1 3700, Foster City, CA,
USA). As sequéncias obtidas foram comparadas com aquelas depositadas no
GenBank (The National Center for Biotechnology Information;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e Tigr (Institute for Genomic Research;
http://www.tigr.org). Para a checagem do fragmento do gene sbe7 do milho foi
utilizada a sequéncia do gene que codifica para a enzima SBEI do milho
encontrada no GenBank (numero de acesso AY176762).

Os dois fragmentos que correspondem a duas regides codificantes do
gene sbe1 foram retirados do vetor pGEM T-Easy a partir da restricdo com as
respectivas enzimas (Bam HI / Hind lll e Xho | / Kpn 1). Os dois fragmentos
foram clonados no vetor pKannibal (GenBanK AJ311873), separados pelo
intron do gene da piruvato ortofosfato diquinase (pdk) de Flaveria trinervia,
gerando o cassete de silenciamento do gene sbe? chamado de pKANBE.
Logo apds, o cassete de interferéncia foi retirado do vetor pKannibal com as
enzimas de restricdo Bam HI e Nco | e em seguida foi clonado no vetor

pPK103 (Leite et al, 2000), gerando um vetor RNA interferente (pPKZmBE).
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Esse vetor contém o promotor do gene da proteina de reserva de sorgo pGK
(y-Kafirina), as duas regides codificantes do gene sbe1 (BEr e BEf), o intron
pdk e terminador 35St (Anexo IlI) . O ultimo passo foi ligar ao vetor de
silenciamento do gene sbe?, um cassete para expressdo do gene bar, que
consiste no promotor 35SCaMV, na regido codificante do bar e do terminador
35St (Murakami et al., 1986). O gene bar foi retirado do vetor PUCbar nos
sitios de Eco Rl e posteriormente foi realizada a ligacdo ao vetor RNAi

também no sitio Eco RI (Figura 3).

Xel  paEvN sy BECOR

Neo Har |

Cortar 2aa HI £ Hied' 111
Cortar Xko |iieo |

Ligar pkannibal
Ligarno pkannib al Samtl 82IR

Heed (1

Cortar tieo |F Bam HI
Ligarno pPK

Bawr HI

Figura 3. Estratégia para a construgédo do vetor pPKZmBE.
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3.6. Teste da proteina PAT

Um disco foliar de cada planta de milho transformada foi macerado
com bastdo de vidro em tubo de microcentrifuga. Adicionou-se ao extrato
vegetal 200 ul de tampéao PBS 1X. Em seguida uma tira do Kit de Testes
para Milho Trait LL (Strategic Diagnostics Inc., USA) foi inserida no tubo de
microcentrifuga, com a seta indicativa voltada para baixo. A tira ficou em
contato com o extrato até o aparecimento dos resultados (cerca de 5

minutos).

3.7. Reagao em cadeia da Polimerase (PCR)

Para analise de PCR dos eventos potencialmente positivos para PAT, o
DNA das plantas selecionadas foi isolado de discos foliares de acordo com
metodologia de Doyle & Doyle (1987), utilizando-se CTAB 2X (CTAB 2%plv,
100 mM Tris pH 8,0; 20 mM, EDTA 0,2 M pH 8,0; 1,4M NaCl, 1%PVP-40).
Cada reacao de PCR foi realizada em volume de 25 uL, contendo 10mM Tris-
HCI (pH 8,4), 50mM KCI, 2mM MgCl,, 160uM de cada dNTP, 200nM de cada
primer, 2U de Taq polimerase (GIBCO BRL) e cerca de 20ng de DNA
gendmico. A mistura foi coberta com 6leo mineral e desnaturada por 5 minutos
a 95°C em um termociclador (MJ thermal cycler, EUA), e amplificada por 35
ciclos (95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) com um

ciclo final de 7 minutos a 72°C. A reacéo foi aplicada em gel de agarose 1% e
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visualizada em luz UV por coloragao por brometo de etidio. Foram utilizados 4
oligonucleotideos (primers) para verificar a amplificagdo do gene sbe? nas

plantas obtidas (Tabela 2).

Tabela 2: Seqiiéncia de oligonucleotideos utilizados como primers para analise de PCR.

Primer Sequéncia 5 — 3’ Orientagéao
BEBAMZm CGGATCCTGTACACTGGCATGTCAGACTTG |Antisenso
BEHINDZm CAAGCTTATCCACGTCGTGGCCAAC Senso
BEXHONCOZm | GCTCGAGCCATGGTGTAAACTGGCATGTCA |Antisenso
BEKPNZm GCTCGAGCCATGGTGTAAACTGGCATGTCA |Senso

3.8. Analise por Western blot

Os extratos protéicos totais de folhas, embrides e endosperma de
plantas com 20DAP foram isolados e quantificados de acordo com o protocolo
descrito no Manual de Transformagdo Genética de Plantas (Marcellino &
Grossi de Sa, 1998). Foram aplicados 10 ug de extrato protéico de cada
amostra por pogo no gel. Os extratos foram separados por eletroforese em
dois géis de poliacrilamida (SDS-PAGE, gel concentrador 5% e gel separador
15%), isso €, um gel para cada anticorpo. As proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose (Hybond). Em seguida as membranas foram
incubadas a 4°C em solugao de bloqueio [leite em p6 (5%), TBS (1X) e tween
20 (0,1%)] durante a noite. No dia seguinte as membranas foram incubadas
com solucao de bloqueio contendo o anticorpo primario. Uma membrana foi
incubada com o anticorpo anti-SBEI e a outra com o anticorpo anti-SBEII,

ambos em diluicdo de 1:1000. Apds lavagem com PBS 1X (NaHPO4 10 mM,
37



Materiais e Métodos

KH,PO4 i1,7mM, NaCl 140mM e KCI 2,7mM) os blots foram incubados em
solugcdo anti-soro e foram revelados utilizando-se 10mL do tampao de
revelagao (200uL de NaCl 5M; 1mL Tris 3M pH 9.5 e 50uL MgCl, 1M)
acrescidos dos substratos cromogénicos para fosfatase alcalina NBT
50mg/mL (Nitro blue tetrazolium em dimetil formamida 70%) e BCIP 25mg/mL

(5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato).

3.9. Extracao de agucar livre (Glicose)

Sementes de quatro linhagens positivas e de uma linhagem controle
negativo foram maceradas em N3 liquido até obter-se um po6 fino. Uma porgao
de aproximadamente 200mg de cada semente foi diluida em 600uL de etanol
85% em H,O milli-Q. Foram realizadas trés lavagens (12.000 rpm, 4 °C, 40
min). O sobrenadante das trés lavagens foram misturados em um mesmo tubo
e em seguida foram evaporados em N, gasoso até ficar um volume de cerca
de 100 yL. Todas as amostras foram ressupendidas em 1 mL de agua milli-Q.
Essas amostras foram em seguida submetidas a quantificagdo da glicose.

O precipitado que resta no eppendorf foi centrifugado (12.000 rpm, 4
°C, 40 min) com 400 mL de H20 milli-Q, por duas vezes. O polimero soluvel
em agua, o glicogénio foi liberado e ficou no sobrenadante. O sobrenadante
de cada amostra foi em seguida liofilizado e posteriormente foi ressuspendido
em 1 mL de agua milli-Q. Essas amostras foram digeridas com o reagente de

digestdo do amido (Kit Starch Assay /Sigma) para a liberagcdo da glicose de
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acordo com as instrugdes do fabricante. A glicose dessas amostras também
foi submetida a quantificacdo da glicose.

Apods a centrifugagdo com agua, resta um precipitado, que € o amido
nao soluvel em agua. Esse precipitado foi seco em liofilizador e em seguida foi
solubilizado em agua numa proporgao de 50 mg de amido/10 mL de H,O milli-
Q. A solubilizagdo ocorreu por uma hora em agua fervente. Em seguida foi
separada uma aliquota de 1 mL que foi digerida com o reagente de digestao
do amido (Kit Starch Assay /Sigma) para a liberagéo da glicose. Prosseguiu-se

a quantificacado da glicose.

3.10. Quantificagao da Glicose

A quantidade de glicose foi estimada por meio da reagédo enzimatica da
glicose oxidase peroxidase adaptado de Fox & Robyt (1991), com pequenas
modificagdes. A curva padrao foi preparada com glicose (Kit de Glicose Katal
Biotecnologia) numa concentragdo de 1-50 mg/L para linearidade. Para cada

amostra foram realizadas trés repeticdes

3.11. Analise de progénie

A progénie das plantas geneticamente modificadas (R;) foram
analisadas para a presenca do transgene através da andlise de suas folhas
por PCR e pela presenca da PAT seguindo protocolo descrito anteriormente.

As andlises de segregacao foram realizadas através do teste do qui-quadrado
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(x?) para determinacdo de padrdes de segregacdo Mendelianos. Quando
necessario foi feita a corregao de Yates (Steel & Torrie, 1980) para determinar

se a proporcao da segregacdo observada foi coerente com a razéo

mendeliana.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Construgcao do vetor para transformacgao e silenciamento do gene

sbe1

Foram obtidas duas sequéncias complementares, senso e anti-senso,
referentes ao gene sbe1 do milho a partir da utilizacdo dos primers
previamente desenhados. A primeira sequéncia possui 524 pb e foi obtida a
partir da utilizacdo dos primers BEBAMZm e BEHINDZm criados com os sitios
de Bam HI e de Hind lll, respectivamente. A outra sequéncia do gene sbe1l
possui 530 pb e nesse caso foram utilizados os primers BEXHONCOZm e
BEKPNZm que possuem os sitios de Xho | e Kpn |I. O sequénciamento
mostrou que essas sequéncias possuem 100% de similaridade com a
sequéncia do gene sbel (figura 4) depositada no GenBank (acesso
AY176762). A partir dessas sequéncias foi realizada a clonagem dos dois
fragmentos do gene sbe? (BEf e BEr), separadamente, no vetor pPGEM T-Easy

O cassete para silenciamento do gene ZmSBEI (BEf-intronpdk-BEr) foi
gerado no vetor pKANNIBAL e transferido para o vetor pPK103 nos sitios de
Nco | e Bam HI. O sitio de Nco | foi incluido no primer para amplificacédo do
fragmento BEf. O cassete contendo o gene bar (35S-bar-T35S) foi removido

do vetor pUCBar com Eco RI e ligado no sitio de Eco Rl do pPK103. O vetor
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RNA interferente para silenciamento do gene sbe? que codifica para a enzima
de ramificacdo do amido SBE | foi identificado como pPKZmBE e possui 7340

pb (figura 5).

ATGCTGTGCCTCGTGTCGCCCTCTTCCTCGCCGACTCCGCTTCCGCCGCCGCGGCGCTCTCGC
TCGCATGCTGATCGGGCGGCACCGCCGGGGATCGCGGGTGGCGGCAATGTGCGCCTGAGTGTG
TTGTCTGTCCAGTGCAAGGCTCGCCGGTCAGGGGTGCGGAAGGTCAAGAGCAAATTCGCCACT
GCAGCTACTGTGCAAGAAGATAAAACTATGGCAACTGCCAAAGGCGATGTCGACCATCTCCCC
ATATACGACCTGGACCCCAAGCTGGAGATATTCAAGGACCATTTCAGGTACCGGATGAAAAGA
TTCCTAGAGCAGAAAGGATCAATTGAAGAAAATGAGGGAAGTCTTGAATCTTTTTCTAAAGGC
TATTTGAAATTTGGGATTAATACAAATGAGGATGGAACTGTATATCGTGAATGGGCACCTGCT
GCGCAGGAGGCAGAGCTTATTGGTGACTTCAATGACTGGAATGGTGCAAACCATAAGATGGAG
AAGGATAAATTTGGTGTTTGGTCGATCAAAATTGACCATGTCAAAGGGAAACCTGCCATCCCT
CACAATTCCAAGGTTAAATTTCGCTTTCTACATGGTGGAGTATGGGTTGATCGTATTCCAGCA
TTGATTCGTTATGCGACTGTTGATGCCTCTAAATTTGGAGCTCCCTATGATGGTGTTCATTGG
GATCCTCCTGCTTCTGAAAGGTACACATTTAAGCATCCTCGGCCTTCAAAGCCTGCTGCTCCA
CGTATCTATGAAGCCCATGTAGGTATGAGTGGTGAAAAGCCAGCAGTAAGCACATATAGGGAA
TTTGCAGACAATGTGTTGCCACGCATACGAGCAAATAACTACAACACAGTTCAGTTGATGGCA
GTTATGGAGCATTCGTACTATGCTTCTTTCGGGTACCATGTGACAAATTTCTTTGCGGTTAGC
AGCAGATCAGGCACACCAGAGGACCTCAAATATCTTGTTGATAAGGCACACAGTTTGGGTTTG
CGAGTTCTGATGGATGTTGTCCATAGCCATGCAAGTAATAATGTCACAGATGGTTTAAATGGC
TATGATGTTGGACAAAGCACCCAAGAGTCCTATTTTCATGCGGGAGATAGAGGTTATCATAAA
CTTTGGGATAGTCGGCTGTTCAACTATGCTAACTGGGAGGTATTAAGGTTTCTTCTTTCTAAC
CTGAGATATTGGTTGGATGAATTCATGTTTGATGGCTTCCGATTTGATGGAGTTACATCAATG
CTGTATCATCACCATGGTATCAATGTGGGGTTTACTGGAAACTACCAGGAATATTTCAGTTTG
GACACAGCTGTGGATGCAGTTGTTTACATGATGCTTGCAAACCATTTAATGCACAAACTCTTG
CCAGAAGCAACTGTTGTTGCTGAAGATGTTTCAGGCATGCCGGTCCTTTGCCGGCCAGTTGAT
GAAGGTGGGGTTGGGTTTGACTATCGCCTGGCAATGGCTATCCCTGATAGATGGATTGACTAC
CTGAAGAATAAAGATGACTCTGAGTGGTCGATGGGTGAAATAGCGCATACTTTGACTAACAGG
AGATATACTGAAAAATGCATCGCATATGCTGAGAGCCATGATCAGTCTATTGTTGGCGACAAA
ACTATTGCATTTCTCCTGATGGACAAGGAAATGTACACTGGCATGTCAGACTTGCAGCCTGCT
TCACCTACAATTGATCGAGGGATTGCACTCCAAAAGATGATTCACTTCATCACAATGGCCCTT
GGAGGTGATGGCTACTTGAATTTTATGGGAAATGAGTTTGGTCACCCAGAATGGATTGACTTT
CCAAGAGAAGGGAACAACTGGAGCTATGATAAATGCAGACGACAGTGGAGCCTTGTGGACACT
GATCACTTGCGGTACAAGTACATGAATGCGTTTGACCAAGCGATGAATGCGCTCGATGAGAGA
TTTTCCTTCCTTTCGTCGTCAAAGCAGATCGTCAGCGACATGAACGATGAGGAAAAGGTTATT
GTCTTTGAACGTGAAGATTTAGTTTTTGTTTTCAATTTCCATCCCAAGAAAACTTACGAGGGC
TACAAAGTGGGATGCGATTTGCCTGGGAAATACAGAGTAGCCCTGGACTCTGATGCTCTGGTC
TTCGGTGGACATGGAAGAGTTGGCCACGACGTGGATCACTTCACGTCGCCTGAAGGGGTGCCA
GGGGTGCCCGAAACGAACTTCAACAACCGGCCGAACTCGTTCAAAGTCCTTTCTCCGCCCCGC
ACCTGTGTGGCTTATTACCGTGTAGACGAAGCAGGGGCTGGACGACGTCTTCACGCGAAAGCA
GAGACAGGAAAGACGTCTCCAGCAGAGAGCATCGACGTCAAAGCTTCCAGAGCTAGTAGCAAA
GAAGACAAGGAGGCAACGGCTGGTGGCAAGAAGGGATGGAAGTTTGCGCGGCAGCCATCCGAT
CAAGATACCAAATGA

Figura 4. Regido codificante do gene sbe1 que codifica para a enzima de ramificagdo do
amido | depositada no GenBank (acesso n° AY176762). A seqiéncia utilizada para gerar o
cassete de interferéncia esta marcada em amarelo.
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4.2. Obtencgao de plantas de milho geneticamente modificadas

Na Embrapa Milho e Sorgo (CNPMS), localizada em Sete Lagoas
(MG), foram realizados dois experimentos de bombardeamento de calos, um
com 500 e outro com 2000 calos, totalizando 2500 -calos fridveis
bombardeados. Os calos friaveis, em meio de iniciacdo de calos, sao
facilmente diferenciados dos outros, pois sdo macios e de crescimento rapido,
além de apresentarem estruturas ramificadas, que indicam que o calo esta
embriogénico. Os calos bombardeados foram submetidos a uma severa
selecéo in vitro, com a presenca do agente seletivo glufosinato de amdnia
(GA) como fonte de fosfinotricina. Durante essa selec¢ao, apenas as plantas
que possuem integradas ao seu genoma O gene bar, sobrevivem com a
presenca de GA, portanto sao resistentes ao herbicida e provavelmente
possuem o gene de interesse (Figura 6). Alguns calos resistem a selecao
branda com 6 mg/L de GA, porém ao serem submetidos a selecdo mais
severa, isso €, com 9 mg/L GA vao escurecendo até a morte total dos tecidos,

sendo esses considerados nao-transgénicos.

Figura 6. Calos de milho em meio de selegdo. a) nenhum calo transgénico; b) sele¢do de
possiveis calos transgénicos resistentes ao herbicida; c) repicagem de possiveis
transgénicos.
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Todos os calos resistentes a selecao, cerca de 30% do total, foram
transferidos para o meio de cultivo de regeneragdo de plantas, o meio de
maturagao (RM). Esse é o meio no qual surgem estruturas com aspecto opaco
e coloragao branco leitosa, caracterizando o inicio da maturagdo, que pode
ocorrer no periodo de uma a quatro semanas. Isso € um indicativo de que os
calos estado prontos para serem submetidos ao meio de germinagao. Os calos
maturados foram transferidos para o meio de germinacgao (GE) sob iluminagao
a 25 °C, onde finalmente desenvolveram as primeiras partes vegetativas. O
desenvolvimento e a diferenciagdo de calos em diferentes estagios até a
formagéao de plantas podem ser observados na figura 7.

No primeiro experimento, realizado em dezembro de 2006, foram
obtidas 8 plantas de milho transformadas a partir dos 500 calos
bombardeados, que posteriormente foram aclimatizadas em casa de
vegetacdo. Durante a aclimatagdo, uma planta morreu. As outras sete plantas
foram transferidas para vasos. Todas foram analisadas e destas 7 possuem
integradas ao seu genoma o gene bar. A identificacdo da integragdo do gene
bar deu-se pela analise com o Kit de teste para Milho Trait LL, que a partir de
anticorpos especificos, detectam a presenga da proteina fosfinotricina
acetiltransferase (PAT) no extrato vegetal (figura 8). A presencga da proteina
PAT é confirmada com o aparecimento da linha inferior na tira. Esse ensaio
utiliza um anticorpo em formato de sanduiche. Quando a planta n&o apresenta
a expressao da proteina, apenas a linha superior (controle) é visualizada.
Quando a tira € colocada numa pequena quantidade de extrato da planta que

contém a proteina PAT, um sanduiche de anticorpo é formado com algum,
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porém nao todo anticorpo incorporado que esta acoplado ao reagente
colorido. Esse sanduiche flui através da membrana porosa da tira. As zonas
de captura exibem uma coloracdo avermelhada na linha inferior quando
detectam a presenca de uma amostra positiva. Dessas sete plantas positivas,
uma morreu e uma desenvolveu-se lentamente ndo apresentando a parte
feminina (espiga). As outras cinco plantas foram polinizadas e todas
produziram sementes.

No segundo experimento, realizado em 2007, foram obtidas 28 plantas
a partir do bombardeamento de 2000 calos. Dentre essas, 23 confirmaram a
presenca da proteina PAT no teste das tiras. As outras cinco plantas
resistiram ao processo de selegao, porém nao apresentaram a integragao do
transgene ao genoma analisado, isso €, foram negativas para o ensaio com
as tiras e por PCR, sendo consideradas plantas escape.

Os sistemas adotados de transformagao genética de plantas de milho e
de regeneragao dos calos foram muito eficientes. No total, foram obtidas 30
plantas de milho geneticamente modificadas. A eficiéncia de obtengao de
plantas transgénicas, via biobalistica, na Embrapa Milho e Sorgo € da ordem
de 0,5 a 1,0% do total de calos bombardeados (Andréa Carneiro, CNPMS,
comunicagdo pessoal). O bombardeamento de calos de milho com o
plasmideo pPKZmBE ultrapassou os resultados esperados, visto que a

frequéncia de transformacgao final foi de 1,2%.
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Figura 7. Diferenciacdo de calos de milho in vifro até a formagdo da planta. A) Calo
embriogénico friavel ideal para ser bombardeado; B) Calo bombardeado em meio MS com 6
mg/L de GA, apresentando sinais de resisténcia a sele¢céo; C) Calo apresentando uma regido
embriogénica selecionada em meio MS com 9 mg/L de GA; D) Calo resistente iniciando a
maturagdo em meio RM; E) Germinacao de plantula em meio GE. F) Milho transgénico.
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Figura 8. Teste realizado com extrato de folhas de milho para detecgédo da proteina
PAT. 1) Teste com uma planta transgénica, o aparecimento da linha inferior
demonstra a presencga da proteina PAT. 2) Controle negativo realizado com folha de
milho Hi-lIl ndo-transformada, apenas a linha controle negativo foi observada.

4.3. Avaliacao de fenétipo de linhagens geneticamente modificadas

As plantas identificadas como 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29 e 31 apresentaram deficiéncias e alteracbes no
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo. A altura maxima dessas plantas foi
de 18 cm. Algumas desenvolveram os 6rgaos reprodutivos precocemente
(figura 9). Os orgéos reprodutivos dessas plantas apresentaram morfologia
diferenciada da morfologia comum do milho. Algumas espigas desenvolveram-
se fundidas ao penddo do milho e sem a presenca da palha protetora. As

folhas e caules apresentaram deficiéncia no crescimento. Quatorze dessas
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plantas n&o apresentaram sementes e apenas quatro apresentaram o
desenvolvimento de poucas sementes que morreram ainda na planta.

Das 18 plantas acima relacionadas, 16 foram provenientes de um
mesmo calo embriogénico transformado por bombardamento. O calo foi
repicado durante a selecéo e foi identificado como calo embriogénico numero
2. Nos primeiros 20 dias apdés a aclimatacdo as plantas apresentaram
caracteristicas normais. A partir desse periodo iniciaram as alteracbes no
crescimento.

Essas alteragdbes podem ter ocorrido devido a uma variagéo
somaclonal, pois em plantas regeneradas por meio de cultura de tecidos,
freqientemente podem surgir individuos que diferem em um ou mais
caracteres, sendo essas alteracbes estaveis e transmissiveis aos
descendentes (Illg,1990). As causas provaveis para esse fendbmeno séo varias
e de naturezas bastante distintas como: variacdo pré-existente, mutacao
nuclear ou citoplasmatica (Brettell et al.,1986; Evans & Sharp, 1984),
poliploidia ou outras aberragdes cromossémicas (Orton, 1983). Outro fator
relevante € a composicao do meio de cultura, por exemplo, a utilizacdo de
reguladores de crescimento como o 2,4-D pode provocar um crescimento
desordenado das estruturas celulares, com consequente surgimento de
células com anomalias. As condi¢des fisicas do meio de cultura (sélida ou
liquida), podem afetar o comportamento dos organismos desenvolvidos

nessas condi¢des (Caldas et al., 1990)
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Figura 9. Plantas transgénicas de milho apresentando crescimento anormal de suas partes
vegetativas e reprodutivas.

4.4. Analise fenotipica das sementes

Em todas as espigas das plantas transformadas com o vetor pPKZmBE
foi observado o enrugamento dos grdos de milho das espigas maduras. A
planta identificada como numero 3 apresentou a espiga com a maior
quantidade de graos.

Os graos das espigas das cinco linhagens transgénicas séao
visivelmente enrugados e quando comparadas a uma espiga de milho hibrido
Hi-Il ndo-transgénica é notavel a alteragcao fenotipica dos graos (Figura 10).
Este fendtipo apresenta um afundamento no endosperma, fendtipo

semelhante ao de mutantes de milho que ndo expressam o gene sbe1l. Isso
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também confirma o acontecido com o mutante de Mendel, onde houve o
enrugamento dos graos de ervilha com auséncia da expressao do gene sbe1.
Com esse resultado é possivel afirmar que estd ocorrendo alteragédo da

expressao do gene sbe1l.

Figura 10. Comparagéao fenotipica entre sementes transgénicas e ndo-transgénicas. a) espiga
esquerda proveniente da planta transgénica 3 e a direita espiga de uma planta néo-
transgénica (ndo-transformada); b) Detalhe de grdos de milho Hi-ll de uma espiga nao-
transgénica. c) detalhe de graos de milho da espiga proveniente de uma planta transgénica
com silenciamento do gene sbe1 apresentando rugosidade e afundamento do endosperma.

Os graos produzidos foram armazenados no laboratério de
transformagdo genética de plantas e serdo submetidos a analises com o

objetivo de monitorar as alteragdes na estrutura da amilopectina do gréo de
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amido. Os graos também serdo utilizados para analise de segregacado da

progénie.

4.5. Reagao de polimerase em cadeia - PCR

Foram realizadas reacbées de PCR com todas as plantas de milho
obtidas. O resultado da analise por PCR confirmou o resultado do teste com
as tiras LL.

A primeira reagao foi com o par de primers BEBAMZm e BEHINDZm
que amplifica um fragmento de 524 pb (Figura 11). A segunda reacéao foi
realizada com BEXHONCOZm e BEKPNZm, amplificando um fragmento de
530 pb.

Das 35 plantas de milho obtidas, 30 apresentaram amplificacao de suas
sequéncias com o par de primers BEBAMZm e BEHINDZm. Ja o outro par de

primers teve uma baixa amplificacdo das sequéncias.

12 3 45 6 7 8 910 11121314151617 18 19

Figura 11. PCR de plantas de milho utilizando os primers BEBAMZm e BEHINDZm. As
amostras 1,5, 6, 7, 9, 10, 12, 13, 14 e 15 sao plantas positivas que demonstraram a
amplificagdo de um fragmento de 524 pb. As amostras 2, 3, 4, 8 e 11 sao plantas negativas
do segundo experimento. O nimero 16 é o controle negativo (planta nao-transformada). A
amostra 17 é o controle branco (amostra sem DNA) e a 18 é o controle positivo (plasmideo
pPKZmBE). 19: marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder (Invitrogen).
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4.6. Analise por Western blot

A espiga da linhagem positiva numero 10 foi colhida com 20DAP e
algumas sementes foram analisadas pelo teste da PAT. Os embrides e
endospermas positivos foram macerados separadamente e utilizados para o
Western blot. Para o experimento também foram usadas folhas transgénicas.
Como controle, foram utilizadas folhas, embrides e endospermas de uma
planta Hi-ll ndo-transformada.

Foram realizados dois experimentos utilizando uma aliquota do mesmo
extrato protéico para cada anticorpo. Testaram-se os anticorpos anti-SBEI e o
anti-SBEII produzidos em coelho (Fig. 12). O peso molecular da proteina SBEI
é de 90 KD (Blauth et al., 2002) e o da SBE Il é de 85 KD (Blauth et al., 2001)

Em folhas n&do houve deteccao da proteina SBEI e nem da SBE Il. Ja
nos embrides e endospermas tanto positivos quanto ndo-transformados houve
o0 aparecimento de bandas. A intensidade das bandas n&o variou entre
embrides positivos e embrides controle. Essas bandas foram dos tamanhos
esperados.

No endosperma transgénico aparece uma banda de menor intensidade
que a banda do endosperma nao-transgénico. Essa variagao indica que esta
ocorrendo alteragdo em nivel transcricional e, portanto, o gene sbe1 esta
sendo silenciado parcialmente. A diferenciacdo das bandas exclusivamente no
endosperma € explicado pelo direcionamento da expressdo do gene para o

endosperma pelo promotor pGK.
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Figura 12. Western blot realizado com extratos protéicos de folhas, endospermas e embrides
transgénicos (t) e nao-transgénicos (nt) com 20DAP. Os anticorpos especificos nao
reconheceram as proteinas SBE | e SBE Il em folhas. Ja nos embrides ha a expressao das
proteinas em niveis similares entre transgénicas e n&o-transgénicas. No endosperma
transgénico houve redugdo da expressdo da SBE | e da SBE Il. Isso demonstra o
silenciamento parcial da SBE | e da SBE Il em endosperma transgénico.

4.7. Quantificagao da Glicose

A quantificagdo de glicose em sementes de quatro linhagens
transgénicas e n&o-transgénicas demonstrou variagdo na quantidade de
acucar livre entre as diferentes linhagens.

As linhagens L5 e L3 possuem maior quantidade de glicose do que as
linhagens L6 e L7. Quando comparadas a sementes de uma planta n&o-
transgénica (controle negativo Hi-1l), a maioria das linhagens transgénicas
demonstra significativo aumento da quantidade de glicose.

Portanto, o silenciamento do gene sbe1 aumentou a quantidade de

glicose na maioria das linhagens estudadas.
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Figura 13. Quantificacdo de glicose em sementes de milho de linhagens transgénicas (TL3,
TL5, TL6 e TL7) e ndo-transgénicas (NT). As linhagens transgénicas identificadas como 3 e 5
tiveram aumento significativo da quantidade de glicose em relagcdo a linhagem nao-
transgénica. A linhagem 6 teve um pequeno aumento. Ja na linhagem 7 a quantidade de
glicose foi menor que a da linhagem nao-transgénica.

4.8. Linhagem 3 X Nao-transgénica
> Quantificagao da Glicose
A quantidade de glicose foi estimada em um novo experimento entre
trés sementes da linhagem 3 e trés sementes do controle negativo. O
resultado demonstra diferengas de quantidade de amido entre cada semente

transgénica e entre cada semente nao-transgénica.

2,50 -
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S LT
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Figura 14. Quantificagdo de glicose entre sementes da linhagem 3 (L3S1, L3S2, L3S3) e da
linhagem n&o-transgénica (Lnt1, Lnt2, Lnt3). A semente L3S3 demonstrou aumento
significativo da quantidade de glicose em relagao as outras sementes.
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» Quantificagdo do Amido

No experimento com o amido ndo soluvel em agua, houve aumento de
amido apenas na semente 3 da linhagem 3. Nao houve diferengas
significativas entre as outras sementes transgénicas e nao-transgénicas

(Figura 15).
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1 2 3 4 5 6

Sementes

Figura 15. Quantificacdo de amido entre sementes da linhagem 3 (1, 2, 3) e da linhagem néao-
transgénica (1, 2, 3). A semente L3S3 demonstrou aumento significativo da quantidade de
glicose em relacao as outras sementes.

> Quantificagao do Glicogénio

A quantidade do polimero ndo soluvel em agua, o glicogénio, foi inferior
em sementes transgénicas quando comparadas as sementes nao-
transgénicas. Portanto, houve redugado de glicogénio em todas as sementes

transgénicas analisadas.
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Figura 16. Quantificacdo de glicogénio entre sementes da linhagem 3 (1, 2, 3) e da linhagem
ndo-transgénica (1, 2, 3). A sementes n&o-transgénicas demonstraram aumento da
quantidade de glicogénio em relacdo as sementes transgénicas.

4.9. Anadlise de segregagao do transgene na progénie

Até o presente momento apenas as plantas 3, 4, 5, 6, 7 e 10
produziram sementes.

Para avaliacdo da geracdo R1 foram plantadas cinco sementes
provenientes de espigas das plantas 3, 4, 5, 6, 7. Algumas sementes nao
germinaram. As plantas R1 foram analisadas por PCR e pelas tiras. A espiga
da planta 10 foi colhida com 20 DAP e algumas sementes foram analisadas
pelo teste da PAT.

De acordo com os resultados dos testes € possivel afirmar que as
progénies das plantas de milho transgénicas estdo segregando numa
propor¢do de 3:1. O resultado do testes de segregagdo da progénie das

linhagens transgénicas de milho pode ser visualizado na tabela 3.
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Tabela 3. Andlise da segregacao da progénie (geragao R1) de 6 linhagens transgénicas de
milho pelo teste do qui-quadrado (Xz) e corregao pelo teste de Yates

Linhagem Presenca de PAT X 2 P*(%)
Positivas Negativas
P3 4 1 0,46 0,79*
P4 1 - ND ND
P6 5 1 0,66 0,63*
P10 9 3 0,11 1,00*

*Teste para uma proporgao de 3:1 com corregao de Yates.

ND: Nao determinado devido ao baixo numero de sementes obtidas.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O objetivo do presente trabalho era o estudo da expresséao e o efeito do

silenciamento do gene sbe? em plantas de milho. Com os resultados obtidos

foi possivel estabelecer as seguintes conclusdes:

1.

Foi construido o vetor de RNAi (pPKZmBE) para a transformacéao
genética de milho.

Foi possivel obter plantas transgénicas com o vetor de transformacao
para silenciamento do gene sbe1 que codifica para a enzima de
ramificagdo do amido.

As sementes das plantas transgénicas apresentaram fendtipos
enrugados, semelhantes aos mutantes de milho e ervilha com auséncia
do gene sbe1 relatados na literatura.

A reducdo da expressao da proteina SBE | e da SBE Il somente no
endosperma das sementes transgénicas indica que houve
silenciamento parcial gene sbe1 e do gene sbe2 simultaneamente.
Houve aumento da quantidade de glicose nas sementes de milho
transgénicas.

Serao realizados testes nos Estados Unidos de espectrometria de

massa do amido isolado de sementes com o silenciamento parcial do gene

sbe1 para avaliagao da estrutura do grao de amido. Também serdo estudadas
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possiveis alteracbes morfologicas nas células de armazenamento de amido,
bem como seus efeitos para o desenvolvimento vegetal.

O estudo por Southern blot sera realizado para correlacionar o numero
de copias do transgene aos niveis de expressao da proteina.

Outro estudo que sera realizado é o Real Time PCR para avaliagao da
especificidade dos primers com o0 gene sbel1 e avaliar sua expressao em
cDNA de endospermas, embrides e folhas transgénicas e nao-transgénicas.

A perspectiva para publicacdo do presente trabalho € de submeter um
artigo mostrando um estudo do efeito do silenciamento do gene sbe1 sobre a

sintese e estrutura do amido em plantas de milho geneticamente modificadas.
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Anexo |

Solucdes e Reagentes

TE pH 8,0

Componente Quantidade Concentracao final
Tris-HCI 1 M, pH 8,0 1 mL 10 mM

EDTA 500 mM, pH 8,0 200 pL 1mM

H>0 g.s.p. 100 mL

TBE 10X

Dissolver 108 g de Tris base, 55 g de acido bdérico e 40 mL de EDTA 500 mM,

pH 8,0, em agua destilada. Completar o volume até 1litro.

SDS 20%
Dissolver 200 g de SDS em 700 mL de agua destilada, em banho-maria a 50

°C, no minimo. Completar o volume até 1 L com agua destilada.

Gel de agarose 1%

Para preparar 100 mL de gel. Pesar 1 g de agarose e dissolver por

aquecimento em tampao TBE 0,5 X.

74



Anexos

Tampao SSPE 20X

Componente Quantidade Concentragao final
NaCl 175,3 g 3M

NaH,PO4.H,O 2769 0,2 M
Na,.EDTA.2H0 749 20 mM

H,O g.sp. 1L

Ajustar o pH para 7,4 com 10 N NaOH.

Tampao SSC 20X

Componente Quantidade Concentracao final
NaCl 175,3 g 3M

Citrato de sddio 88,2¢g 0,3M

H,O g.s.p.1L

EDTA 500 mM, pH 8,0

Adicionar 186,1 g de Na,.EDTA.2H,O a 800 mL de agua destilada e
homogeneizar com agitador magnético. Ajustar o pH para 8,0 com NaOH.

O EDTA nao ira solubilizar totalmente até que a solugédo atinja o pH 8,0.

Completar o volume até 1 litro. Esterilizar em autoclave.

Glicerol 10%

Misturar 10 mL de glicerol puro a 90 mL de agua destilada e autoclavar.
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Tampao Tris HCL 1

Dissolver 121,1 g de Tris base em 800 mL de agua destilada. Ajustar o pH

adicionando HCI concentrado, nas seguintes quantidades:

pH HCl

7.4 70 mL
7,6 60 mL
8,0 42 mL

Solugao de pré-hibridizagao

Componente

SSC 20X

Solucao de Denhardt 100X
SDS 10%

DNA de esperma de salméo

Agua

Solugao de Lavagem |
Componente

SSC 20X

SDS 10%

Agua

Quantidade Concentracao Final
12,5 mL 5X
2,5 mL 5X
2,5mL 0,5%
100 pL 20 pg/mL
g.s.p. 50 mL
Quantidade Concentracgao Final
50 mL 2X
5mL 0,1%
g.s.p. 500 mL
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Solugao de Lavagem i
Componente

SSC 20X

SDS 10%

Agua

Solugao de Lavagem il
Componente

SSC 20X

SDS 10%

Agua

Tampao PBS 10X
Componente
NazHPO,4

KH,PO4

NaCl

KCI

H-O

Quantidade Concentracgao Final
25 mL 1X
5mL 0,1%

g.s.p. 500 mL

Quantidade Concentracgao Final
2,5mL 0,1X
5mL 0,1%

g.s.p. 500 mL

Quantidade
2,889

0,48 g

16 g

049

g.s.p. 200 mL

77



Anexos

Anexo Il

Detalhamento do cassete de interferéncia do gene pPKZmBE

BamHI-BEE-HindIII-IntronPDK-KpnI-BEX-NEoE

GCTTATCGATTTCGAACCCAATTTCCCAACTGTAATCAATCCAAATGTAAGAT
CAATGATAACACAATGACATGATCTATCATGTTACCTTGTTTATTCATGTTCGACTA
ATTCATTTAATTAATAGTCAATCCATTTAGAAGTTAATAAAACTACAAGTATTATTT
AGAAATTAATAAGAATGTTGATTGAAAATAATACTATATAAAATGATAGATCTTGCG
CTTTGTTATATTAGCATTAGATTATGTTTTGTTACATTAGATTACTGTTTCTATTAG
TTTGATATTATTTGTTACTTTAGCTTGTTATTTAATATTTTGTTTATTGATAAATTA
CAAGCAGATTGGAATTTCTAACAAAATATTTATTAACTTTTAAACTAAAATATTTAG
TAATGGTATAGATATTTAATTATATAATAAACTATTAATCATAAAAAAATATTATTT
TAATTTATTTATTCTTATTTTTACTATAGTATTTTATCATTGATATTTAATTCATCA
AACCAGCTAGAATTACTATTATGATTAAAACAAATATTAATGCTAGTATATCATCTT
ACATGTTCGATCAAATTCATTAAAAATAATATACTTACTCTCAACTTTTATCTTCTT
CGTCTTACACATCACTTGTCATATTTTTTTACATTACTATGTTGTTTATGTAAACAA
TATATTTATAAATTATTTTTTCACAATTATAACAACTATATTATTATAATCATACTA
ATTAACATCACTTAACTATTTTATACTAAAAGGAAAAAAGAAAATAATTATTTCCTT
ACCAATTG
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Anexo lll

Trabalho Apresentado em Congresso
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Silenciamento mediado por RNA interferente do gene bel que codifica para a
Enzima de Ramificacdo do Amido | (SBE I) em Milho (Zea mays L.).

Cipriano, Thais de Moura®; Carvalho , Luiz Joaquim Castelo Branco 2 Carneiro, Newton
Portilho®; Carneiro, Andréa Almeida®; Arag&o, Francisco José Lima?

'Mestranda do Programa de Pés-graduacdo em Botanica da Universidade de Brasilia (UnB),
Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Caixa Postal 04457, CEP 70910-970, Brasilia,
Distrito Federal, fone (61) 307-2828, e-mail thais@cenargen.embrapa.br; 2 Pesquisadores da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Embrapa-Cenargen), Parque Estacdo Biologica
(PgEB), Av. W5 Norte, Caixa Postal 02372, CEP 70770-900, Brasilia, Distrito Federal, fone: (61)
3448-4700, e-mail: aragao@cenargen.embrapa.br; * Pesquisadores da Embrapa Milho e Sorgo
(CNPMS), Rod. MG 424 KM 45, Caixa Postal 151, CEP 35701-970, Sete Lagoas, Minas Gerais,
fone (31) 3779 1000, e-mail : newtonc@cnpms.embrapa.br.

O milho é uma cultura de grande importadncia econémica e o amido contido em seus
graos é altamente utilizado na nutricdo humana, animal e também na inddstria. O amido é
composto de dois tipos de polimeros da glicose estruturalmente diferentes, a amilose
constituida por cadeia linear, e a amilopectina com cadeia ramificada. A enzima de
ramificacdo do amido (Starch-Braching Enzyme - SBE) catalisa a formacéao de ligactes
glicosilicas «-1,6, que podem afetar diretamente a estrutura da amilopectina. Esta
diferenciacdo esta associada a especificidade de substrato, que por sua vez é
dependente das isoformas desta enzima. Em milho foram identificadas trés isoformas da
enzima de ramificacdo, a SBE |, SBE lla e SBE llb. As isoformas da enzima possuem
propriedades diferentes entre si. O presente trabalho visa estudar o efeito do
silenciamento do gene bel que codifica para a enzima de ramificagdo do amido | (SBE )
em milho e monitorar as alteragdes na estrutura da amilopectina do grdo de amido. Para o
silenciamento do gene bel foi construido um vetor de RNA interferente (pPKZmBE), que
contém o gene bar como marcador de selecdo. O plasmidio foi utilizado na transformacéo
genética de calos embriogénicos de milho via biobalistica. Foram obtidas 6 plantas de
milho transgénico com o silenciamento do gene bel. As plantas transgénicas estdo em
fase de desenvolvimento em casa de vegetacdo. Apos a fecundacdo, a progénie sera
avaliada por meio da analise molecular, morfolégica e anatdmica das sementes
geneticamente modificadas.

PALAVRAS-CHAVE

Enzima de ramificagdo do amido | (SBE I) ; RNA interferente (RNAI); Zea mays;
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