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INTRODUCAO

A transformacdo genética constitui um método de reconhecida importancia no
melhoramento de plantas, onde genes de diferentes organismos que apresentam interesse
agrondmico podem ser introduzidos em outras espécies. Entretanto, todos os plasmideos
recombinantes utilizados na transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens ou
transferéncia direta de DNA, possuem além do gene de interesse outras seqiiéncias
estruturais do vetor que se integram no genoma juntamente com o transgene
(Ramanathan e Veluthambi, 1996; Cluster et al., 1994; Kononov et al., 1997; Tingay et
al., 1997, Kohli et al., 1999). A integragédo de sequiéncias estruturais do vetor no genoma
de plantas transgénicas € indesejavel pois além de ocasionar efeitos negativos em cis
(Artelt et al., 1991) podem causar um aumento na tendéncia de rearranjamentos dos
transgenes (Muller et al., 1999). Os rearranjos podem ser ocasionados pela presenca de
seqliéncias de DNA identificadas como "hotspots" que estimulam recombinacdo ilegitima
pela formacdo de estruturas secundarias. Algumas sequéncias como as origens de
replicacdo plasmidial podem estar envolvidas em rearranjamentos porque séo alvos de
nucleases e topoisomerases (Linden et al., 1996); regides estruturais dos vetores sdo ricas
em AT, seqliéncias reconhecidamente recombinogénicas (Muller et al., 1999).
Adicionalmente os rearranjos de transgenes podem causar silenciamento génico e
instabilidade da construcdo no genoma da planta transgénica (Fu et al., 2000).



Embora seja comum em transformagéo animal a remocéo das seqliéncias estruturais dos
vetores, em plantas utiliza-se todo o plasmideo. Ainda que rotineiramente todo o vetor
seja utilizado em transferéncias direta de DNA, como a biobalistica, as seqliéncias
estruturais do vetor ndo tem nenhuma utilidade para a planta. Recentemente Fu et al.
(2000) utilizando construcdes lineares ou cassetes génicos minimos (“Clean" DNA)
compostos da regido promotora CaMV35S, da codante dos genes uidA (B-glucuronidase
GUS) ou hpt (resisténcia ao antibidtico higromicina) ou bar (resisténcia ao herbicida
fosfinotricin) e da terminadora, transformaram arroz, através do bombardeamento de
particulas. As plantas transgénicas produzidas mostraram um padrdo de integracdo do
transgene simples, com um baixo nimero de copias e baixa freqliéncia de rearranjos. Com
resultados semelhantes, Loc et al. (2002) bombardearam arroz com construcgdes lineares
minimas contendo o promotor da Ubiquitina, as regides codantes do gene GNA
(Galanthus nivalis agglutinina), crylAc (toxina do Bacillus thuringiensis) e o terminador
NOS, juntamente com a construcdo linear formada pelo promotor CaMV35S, pela regido
codante hpt e o terminador NOS. Analises moleculares constataram que as plantas
produzidas possuiam tanto os genes nao selecionaveis (crylAc e GNA) quanto o gene de
selecdo hpt. Altos niveis de acumulo de proteina inseticida, crylAc e de GNA, foram
observadas em plantas transgénicas produzidas utilizando o cassete minimo. Segundo
Zhao et al. (2003), os sistemas de transformacéo direta de DNA utilizando apenas
cassetes minimos (promotor, regido codante do gene e terminador) geram plantas
transgénicas mais seguras e, podem ser utilizados para introduzir diferentes genes de
importancia agronémica, simultaneamente, em plantas.

Apesar da potencialidade da técnica de transformacédo de plantas utilizando cassetes
minimos para a seguranga dos OGMs, existem raros trabalhos feitos com este tema. Neste
artigo serdo descritos os estudos preliminares, realizados na Embrapa Milho e Sorgo,
propondo verificar a utilidade desta técnica para transformacédo de milho tropical via
biobalistica.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados com cassetes minimos contendo (i) o promotor
CaMV 35S, a regido codante do gene uidA (GUS) e o terminador NOS
(CaMV35S+uidA+NOS) e, (ii) o promotor CaMV35S, a regido codante do gene bar e 0
terminador CaMV35S (CaMV35S+bar+CaMV35S). Estes fragmentos foram
amplificados por PCR a partir do vetor binario pPCAMBIA 3301 (CAMBIA Institute
Australia). Os primers AAC3 (TGA GCA AAG TCT GCC GCC TTAC) e AAC4 (CAT
ACG AGC CGG AAG CAT AAA G) foram utilizados para amplificar uma regido de
1909 pb do vetor pPCAMBIA 3301 contendo a construgdo linear
CaMV35S+bar+CaMV35S, acrescidas de 193 pb e 159 pb provenientes do vetor
flanqueando as extremidades 5' e 3, respectivamente. Os primers AAC5 (CCA ACT TAA
TCG CCT TGC AG) e AAC6 (TGT GGT TGG CAT GCA CAT AC), foram utilizados
para amplificar uma regido de 3150 pb, contendo a construcdo linear CaMV 35S+
uidA+NOS e, mais 161 pb e 120 pb provenientes do vetor flanqueando as extremidades 5'
e 3', respectivamente (Figura 1). Cada 25 pl de reacao continha tampao de PCR 1X, 2
mM de MgCly, 100 uM de cada ANTP, 0,2 uM de cada um dos primers, 25 ng de DNA ¢
1 unidade de Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen). As reagdes foram feitas
utilizando um termociclador modelo 9600 (Perkin-Elmer, Norwalk, CT) programado para
uma desnaturacéo inicial de 15 segundos a 94°C, seguido de 30 ciclos de amplificacdo
(15"/ 95°C, 15"/ 60°C, 5"/ 72°C), e uma extensao final a 72°C por 7 min. Os fragmentos



amplificados foram purificados utilizando o kit DNA and Gel Band Purification
(Amershan Biosciences — Piscataway NJ) e utilizados para o bombardeamento de
particulas.

Na producdo de milho tropical transgénico via biobalistica, utilizando os cassetes
minimos, embrides imaturos, de 1,0 a 1,5 mm foram isolados em condi¢des estéreis e
cultivados durante 30 dias em meio basico N6 (Chu et al., 1975) suplementado com
Dicamba. Durante o bombardeamento foram utilizadas microparticulas de tungsténio
aceleradas através de um aparelho movido a hélio. Um estoque de microparticulas de
tungsténio foi preparado ressuspendendo 60 mg tungsténio M10 (Sylvania, GTE
Chemicals/ Towanda — USA) em 1 ml de uma solucdo 50% glicerol estéril. DNA das
duas construcdes lineares na concentracdo de 500 ng do cassete CaMV35S+uidA+NOS e
150 ng do cassete CaMV35S+bar+CaMV35S foram juntamente precipitados sobre 50 ul
da solugdo estoque de tungsténio. As particulas de tungsténio cobertas com DNA foram
cuidadosamente lavadas e ressuspendidas em 60 ul de etanol 100%. Sete microlitros,
desta solucdo, foram depositados no centro dos macrocarreadores, discos (24 mm) de
membranas Kapton (Du Pont). Tais membranas foram usadas no bombardeamento dos
tecidos de interesse utilizando 900 psi de pressao de gas hélio e os explantes foram
posicionadas a 6 cm da plataforma de lancamento das microparticulas. Foram mantidas
constante a distancia entre a cdmara de gas de alta pressdo e a membrana carreadora
contendo as microparticulas cobertas com DNA (8 mm), distancia entre a membrana
carreadora e a tela de retencdo (12 mm) e a pressao de vacuo (27 mm Hg).

A selecédo de plantas transgénicas foi iniciada sete dias apds bombardeamento quando 0s
calos de milho foram transferidos para meio béasico N6 suplementados com glufosinato de
amdnia, o composto ativo do herbicida Finale. Calos foram subcultivados a cada 10 dias
em dosagens crescentes de glufosinato de amdnia (3 a 9 mg/L). Para a regeneracao, calos
embriogénicos foram transferidos para meio MS suplementado com glufosinato de
amonia e cultivados a 26°C em luz (16 horas). Plantas com aproximadamente 5 cm de
altura foram transferidas para solo em casa de vegetacao.

Para avaliar a expressao da enzima B-glucuronidase (gene repérter GUS), controlada pelo
promotor CaMV 35S, foi realizado o teste histoquimicos de acordo com a metodologia
descrita por Jefferson et al. (1987).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos seis calos crescendo em meio de cultivo suplementado com 9 mg/L de
glufosinato de aménio, portanto no caso do cassete CaMV35S+bar+CaMV35S houve
uma selegé@o contra rearranjos destrutivos que implicassem na ndo expressao desta
construcdo linear (Figura 2B). Parte destes calos foram utilizados em andlises
histoquimicas para detec¢cdo de GUS e, o restante foi colocado em meio para regeneracao
de plantas. Dentre os seis calos que estavam se desenvolvendo em meio de cultura
contendo o agente seletivo, a mais de 0ito semanas, dois expressaram a enzima f3-
glucuronidase (Figura 2A).



Embora o tamanho da amostragem utilizada nestes experimentos fosse pequena, 0s
resultados mostraram que a co-integracdo nao foi afetada pelo uso de construgdes génicas
minimas. Co-integracdo dos cassetes génicos CaMV35S+bar+CaMV 35S e
CaMV35S+uidA+ NOS ocorreu em 33,33% dos calos transgénicos produzidas. Fu et al.
(2000) encontrou uma taxa de 100% de co-transformacéo com cassetes minimos para 0s
genes hpt e gusA, e 88% de co-expressdo dos dois genes (em 12% ndo houve a expressao
de gus A). Loc et al. (2002) trabalhando com crylAc, gna e hpt, produziram 71,43% de
plantas contendo as trés construgdes minimas, concluindo que a transformacao com
cassetes minimos produz resultados que sdo tdo eficientes quanto com o plasmideo
inteiro.

Na tentativa de minimizar a quantidade de DNA heterdlogo, em plantas transgénicas, e
assim criar plantas geneticamente modificadas mais estaveis em relacdo ao transgene e
mais seguras para 0s consumidores e para 0 meio ambiente, futuros experimentos estéo
direcionados para a otimizacdo do processo de transformacgéo de milho com construgdes
génicas minimas contendo promotor, regido codante do gene e terminador.
Adicionalmente, estudos comparando os padrdes de integracao e 0s niveis de expressao
dos transgenes em plantas produzidas tanto com os fragmentos lineares como com o
plasmideo total estdo planejados.
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Figura 1: Vetor Complete para Transformacio Genética de Plantas. AACI 4, 5 ¢
6. localzache dos primers para amphficaghe daz construgles lhneares. Circulos
vermelhos: cassete: minimof que foram utihzados nas I:'zn:form.t;&u de mulko

Canamicina (B} gene pama B coli necessinoe durante o5 processos de clonagem do gene
de interesse, pBR322 orn ongem de replicagdo bactenana, pV'S lrep: responsivel pelo
asments do ndmers de cdpiag do vetor em Agrobactertums, pVE1sta: responsivel pela
estabilidade do vetor em Agrobacterium

Figura 1: Expressio dos Cassetes Minimes. (A) CabdVISEtundA+NOE, (B)
CabWV3554bar+CalV355
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