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INTRODUCAO

Atualmente, com desenvolvimento da biologia molecular, houve um grande avango na
compreensao dos mecanismos genéticos e bioquimicos basicos o que permitiu o
desenvolvimento de novas estratégias de melhoramento via transformacéo genética. O milho
é um cereal muito importante economicamente, sendo também uma das culturas preferidas
para estudos moleculares em muitos temas basicos e aplicados. O endosperma, 80% do grdo
de milho, tem sido de especial interesse devido a sua importancia como fonte de energia e
proteinas. Embora, 0 endosperma do grao de milho apresente em média 9% de proteina na
matéria seca, esta proteina é de baixa qualidade quando utilizada na alimentagdo humana ou
de outros animais monogastricos, uma vez que possui baixos teores de aminoacidos
essénciais como metionina, triptofano e lisina. O principal objetivo deste trabalho é a
obtencdo de plantas transgénicas de milho com uma melhor qualidade nutricional do grao
através da super-expressdo no endosperma de uma proteina rica em metionina, a delta zeina.
Apesar dos cereais serem um dos grupos mais dificies de se transformar (Barcelo & Lazzeri,
1995), transformacdes genética deste grupo de plantas tém sido conseguidas utilizando
estratégias tais como eletroporacdo, biobalistica e Agrobacterium tumefaciens (Hiei et al.,
1994; Ishida et al., 1996; Cheng et al., 1997). Bombardeamento de particulas cobertas com
DNA de interesse tem sido 0 método de maior sucesso para producdo de miho transgénico
uma vez que as gramineas nao sao facilmente transformadas via A. tumefaciens. A
biobalistica também oferece vantagens sobre a transformacdo mediada por Agrobacterium
tumefaciens tais como independéncia de genotipos especificos, simplicidade dos protocolos
de transformacéo, uso de construgdes mais simplificadas e eliminacao de falso positivos
devido a persisténcia de Agrobacterium no tecido infectado. Portanto, neste trabalho
pardmetros biobalisticos tais como pressdo de hélio, a distancia percorrida pelo
microcarreador, o tipo de particula usada, e a concentracdo ideal de DNA foram otimizados
para a transformacdo do milho utilizando a construcdo genética Gam.Del-pCAMBIA que
contem o promotor endosperma especifico da gama zeina direcionando a expressdo da delta
zeina. Plantas transgénicas de milho, confirmadas por Southern blot, se encontram em casa
de vegetacdo no periodo de enchimento dos graos.

MATERIAL E METODOS



Preparacéo de embrides imaturos e calos embriogénicos para bombardeamento:
Embribes imaturos de milho, 1,5-2,0 mm, foram isolados em condicGes estéreis e
cultivados em meio basico N6 (Chu et al., 1975) (Linhagem A188) suplementado
com 2 mg/L 2,4-D e N6 suplementado com 3,3 mg/L Dicamba (Linhagem 1345). Os
explantes foram bombardeados depois de 2-6 dias de isolamento. Foi feito um
pré-tratamento osmatico, no qual os embriGes foram colocados em meio N6 com
12% de sacarose. O tratamento osmatico foi iniciados 4 horas antes do
bombardeamento e continuado por 0-24 horas apds o bombardeamento.
Transformacdo via biobalistica: Diferentes concentracdes de DNA plasmidial foram
precipitadas em 3 mg de particulas de tungsténio M10 de acordo com o protocolo descrito
por Rech & Aragéo (1998). Para os estudos de transformacdo genética de embrides
imaturos e/ou calos embriogénicos de milho via biobalisticas foram analisados os seguintes
parametros: pressdo de gas hélio (650, 1000 e 1100 psi), tipo de microcarreador (tungsténio
ou ouro), concentracdo de DNA (0,8 ou 1,6 ug/tiro); distancia percorrida pelo
microcarreador para atingir os explantes (6,0; 9,5; 12,5 cm); e nimero de tiros por placa (1,
2, 3 e 6 tiros).
Selecdo de plantas transgénicas: Calos embriogénicos de A188 cultivados em meio N6 +
2,4-D ou embrides imaturos de L1345 cultivados em meio N6 + Dicamba antes do
bombardeamento foram subcultivados por duas semanas nos mesmos meios a 26.C, no
escuro depois do bombardeamento. Selecdo foi iniciada 14 dias depois do bombardeamento
quando os calos de A188 e L1345 foram transferidos para 0s mesmos meios sem
casaminoéacidos e suplementados com 3 a 9 mg/L de glufosinato de amdnia, 0 composto
ativo do herbicida Finale. Calos foram subcultivados a cada 2 semanas em dosagens
crescentes de glufosinato de aménia. Para regeneracdo os calos foram colocados em meio de
cultura contendo 12% de sacarose e 6 mg/L glufosinato de aménia por duas semanas.
Calos embriogénicos foram entéo transferidos para meio MS suplementado com 3 mg/L
glufosinato de amdnia e cultivados a 260C em luz (16 horas). Plantas com aproximadamente
5 cm de altura foram transferidas para solo em casa de vegetagéo.
Anélise histoquimica de GUS: Expressao transiente ou estavel de GUS foi feita de acordo
com o protocolo descrito por Jefferson et al. (1998).
Construcdes génicas: O promotor da gama-zeina de 27 Kda foi isolado de um clone
gendmico por PCR. O produto da reacéo de PCR (1,2 Kb) foi purificado (kit Quiagen, CA),
ligado nos sitios EcoRl — BamHI do vetor pPCAMBIA (Roberts et al., 1997) criando a
construgdo Gam-pCAMBIA. Esta construcao foi transformada em E. coli DH5-a. usando
selecdo de canamicina/X-gal/IPTG. A regido codante da delta zeina foi também isolada de
DNA gen6mico por PCR. O produto da reacao de PCR (0.9 Kb) foi ligado a construcao
Gam-pCAMBIA digerido com BamHI e Hindlll e subsequentemente transformado em E. coli
com selecdo de canamicina. O plasmideo recombinante, Gam.Del-pCAMBIA, foi
amplificado e purificado usando um kit da Quiagen.
Anélise de plantas transgénicas: DNA genémico foi isolado das plantas transformantes
usando o protocolo de Dellaporta et al. (1983). 30 ug de DNA enzimaticamente digerido
com EcoRl foi transferido para um membrana de nylon pela técnica de "Southern blot".
DNA transgénico foi detectado usando o método quimioluminescente de digoxigenin. As
membranes foram hibridadas com uma sonda 35S marcada por PCR.

RESULTADO E DISCUSSAO



Calos embriogénicos da linhagem A188 ou tecido escutelar da linhagem L1345 foram
bombardeados sobre diferente condicGes, e a expressao transiente de GUS foi
detectado 48 horas apds bombardeamento.

Na otimizacao dos experimentos de biobalistica uma presséo de hélio de 650 psi produziu
melhor expressdo transiente quando calos embriogénicos de A188 foram bombardeados,
entretanto ndo houve diferenca entre 650, 1000 e 1100 psi quando embrides imaturos de
L1345 foram usados; também ndo foi notada diferenca de expresséo transiente quando ouro
ou tungsténio foram utilizados; porém, o uso de uma concentracdo osmdtica elevada rendeu
melhores niveis de expressdo. A distancia de 6 cm percorrida pelo microcarrier para atingir
os explantes, 1,6 ug/tiro de DNA plasmidial e dois a trés tiros em cada placa geraram 0s
melhores niveis de expressao transiente para ambos, calos embriogénicos e tecido escutelar
de embriGes imaturos. Plantas transgénicas foram geradas em quase todos os tratamentos
mas para linhagem A188 os melhores parametros foram; pressao de hélio de 650 psi;
distancia percorrida pelo microcarreado entre 6 e 8 cm; dois ou trés tiros em cada placa e 1,6
ug/tiro de DNA plasmidial. Os resultados para producdo de plantas transgénicas de L1345
foram muito parecidos sendo que um aumento na pressao do gas hélio (1100 psi) gerou
maiores taxas de transformacdo. Atualmente 120 plantas, em periodo de enchimento de
gréos, representando 40 diferentes eventos transgénicos estdo em casa de vegetacdo. Todos
os eventos foram confirmados por analise de "Southern blot".

CONCLUSAO

Cereais, particularmente plantas de milho, sdo uns dos grupos mais recalcitrantes para
producéo de plantas transgénicas. A maioria dos estudos de transformagéo de milho tém sido
focados em linhagens adaptadas ao clima temperado, muito pouca atencao tém sido dada as
linhagens tropicais. Portanto, € necessario, para 0s gendtipos tropicais, o desenvolvimento de
técnicas de transformacao eficientes. Neste projeto alguns dos pardmetros importantes para
transformacdo de Zea mays via biobalistica foram determinados. Os resultados obtidos
servirdo como base para a producéo de linhagens de milho tropical transgénicos que poderéo
ser incorporadas a programas de melhoramento tradicional, diminuindo o tempo e o custo na
producdo de novos genotipos adaptados as condicdes deestresses abidticos/bioticos dos
tropicos e de melhor qualidade nutricional.
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