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Introducéao

As técnicas de biotecnologia, aliadas ao melhoramento convencional,
podem contribuir significativamente para um aumento do desenvolvimento
vegetativo e da biomassa das plantas. A introducdo de genes, via
transformac&o genética, representa um importante instrumento para atingir
esses objetivos. Através da transformacao genética, pode-se incorporar
genes desejaveis, com caracteristicas de interesse econdémico, levando ao
desenvolvimento de cultivares cada vez mais produtivas, adaptadas as mais
diversas condi¢8es de cultivo e resistentes a diferentes pragas e doencas,
com minima alteragdo no genoma.

A partir do final da década de 70, vem sendo realizada, com sucesso,
transformacao genética de plantas dicotiledéneas com genes de outras
espécies ndo intercruzaveis. Muitas dessas espécies sdo hospedeiras
naturais de Agrobacterium tumefaciens, um patégeno que se tornou
extremamente Util em engenharia genética de plantas, devido a sua
capacidade de infectar e transferir material genético para o genoma
vegetal (revisado por Zupan e Zambryski, 1997). Outras técnicas de
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transformacéo utilizando DNA livre, tais como microinjecao, eletroporacao
e biobalistica (revisado por Potrykus, 1990), foram desenvolvidas para
outras espécies, que, até recentemente, eram consideradas ndo-suscetiveis

a infeccdo por A. tumefaciens, tais como as gramineas.

Com o crescimento dos setores da avicultura, da suinocultura e da
bovinocultura, a demanda de gréos, no Brasil, cresce sistematicamente
(Coelho et al., 2002). Apesar do aumento nas safras brasileiras de milho,
ainda ha dificuldades para o atendimento a essa demanda em expansao.
Sorgo, o sexto cereal mais cultivado do mundo, é uma cultura
economicamente importante. Devido ao seu valor agrondmico e nutritivo, é
uma planta que pode ser comparada ao milho (Rodrigues et al., 2002).
Assim sendo, 0 sorgo aparece como uma alternativa interessante, uma vez
que seu cultivo pode atender com maior economia uma parte da demanda
brasileira de graos (Coelho et al., 2002). Entretanto, verifica-se que sua
produtividade é baixa (1.500 a 2.500 kg/ha) e extremamente variavel ao
longo dos anos, tipica de uma cultura semeada em condigBes marginais de
clima e, principalmente, sem uso de tecnologias. Os principais fatores que
afetam os sistemas de producéo da cultura de sorgo sao os de aspectos
econdmico, ambiental, tecnolédgico e qualidade do produto (Coelho et al.,
2002). Deste modo, fica claro que o desenvolvimento de cultivares
superiores mais produtivas, através da introducédo de genes de resisténcia a
varios estresses bioticos e abiéticos é altamente desejavel.

Nesta publicagdo, é descrito o método de producéo de plantas
transgénicas de sorgo, via biobalistica, desenvolvido pela Embrapa Milho e
Sorgo. Sdo abordadas todas as etapas do processo, que vao desde a
preparacdo dos explantes utilizados para o bombardeamento de particulas
até a identificacdo das plantas transgénicas.
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Bombardeamento de Particulas ou Biobalistica
Transformacéao por Biobalistica

A técnica de biobalistica consiste na insercdo de microparticulas de ouro ou
tungsténio, revestidas com DNA de interesse, no nucleo de plantas. Uma
vez dentro da célula, a construcéo génica pode-se integrar no genoma da
planta. As microparticulas podem ser aceleradas por gas comprimido
(hélio), com velocidade suficiente (1.500 km/h) para penetrarem as células
de um tecido alvo. Esse processo ocorre no interior de uma camara sob
vacuo, para evitar que o ar provoque a desaceleracdo das microparticulas.
O aparelho responsavel por gerar a onda de choque é denominado
acelerador de microparticulas, também conhecido como “gene gun”
(Figuras 1 e 2). Esse aparelho contém um reservatério (Figuras 1 A e B)
onde a pressao do gas hélio é mantida através de “membrana de ruptura”
(Figura 1C), que sdo membranas fabricadas para se romperem a pressées
pré-determinadas. O canh&o génico utiliza uma membrana
macrocarreadora, de grande resisténcia e baixo peso, a qual suporta ou
carrega as microparticulas cobertas com DNA (Figura 1 D). A liberagdo do
hélio produz uma onda de choque em direcdo a membrana macrocarreadora
(Figuras 1 E, F e G). O complexo membrana macrocarreadora e as
microparticulas (Figura 1 H) é acelerado em direcdo ao tecido alvo (Figura 1
1). A membrana macrocarreadora é retida por uma tela, para evitar que
essa colida com o alvo; entretanto, as microparticulas continuam

aceleradas em direcdo aos explantes vegetais (Figura 2).

A técnica é bastante versatil, pois, além da transformacao nuclear,
também pode ser utilizada para transformar organelas como a mitocdndria
ou o cloroplasto. Essa técnica é relativamente simples, rapida e ndo envolve
muito investimento de infra-estrutura e equipamentos. O processo da
biobalistica tem-se mostrado efetivo desde a transformacéo de
microrganismos até plantas e animais (Sanford et al., 1993). Uma das
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Figura 1. Gene gun utilizado para a transferéncia direta de genes. A: Vista
geral do aparelho de bombardeamento de particulas - (1) Controles do
vacuo, (2) Camara para contencgdo de gas hélio e controles para sua
liberagdo, (3) Camara de vacuo; B: Vista geral da cAmara de contencéo do
gés hélio e da cAmara de vacuo; C: Detalhamento da cAmara de contencéo
do gés hélio - (4) Membranas de ruptura, (5) Suporte das membranas de
ruptura, (6) Encaixe do suporte das membranas de ruptura dentro da
camara de géas hélio; D: Detalhe do suporte das microparticulas - (7)
Membrana macrocarreadora, (8) Suporte para a membrana
macrocarreadora, (9) Tela de retencdo da membrana macrocarreadora,
(10) Suporte da tela de retengéo, (11) Dispositivo que mantém todo o
conjunto unido dentro da cdmara de vacuo; E, F, G e H: Montagem das
pecas mostradas em D, dentro da camara de vacuo; |: Colocagéo dos
explantes dentro da camara de vacuo para o bombardeamento de
particulas - (15) Explantes dentro de uma placa de Petri, (16) Diferentes
distancias que os explantes podem ser posicionados relativos a posi¢céo das
microparticulas cobertas com DNA.



Transformacgdo Genética de Sorgo Utilizando o Bombardeamento de Particulas 11

Cimara de comtongio de gas

Micraparticul

a5 cobarias
com DA

Camara da
racung

PropUlsibo de
4z hilia

O& Merbranas de ruptura

- Nacrocarrcad or

Micropariculas
de ngsténlo

o Tela cle
teteisa der
MAC oA ador

Tala da
Sa) Arange

/

Whlvula e
Panguelra de I . - e

Figura 2. Esquema do processo de transferéncia direta de genes através da

biobalistica.

principais vantagens é a eficiéncia na transformacéo de Gymnospermas e

Angiospermas monocotileddneas, o que nédo é observado na transformacéo

por meio de Agrobacterium (Brasileiro e Cancado, 2000). O

bombardeamento de construcdes génicas usando biobalistica tem sido

amplamente usado em cereais (Becker et al., 1994). Outra vantagem em

se usar a técnica da biobalistica é que varios tecidos podem ser

bombardeados como, por exemplo, inflorescéncias, micrésporos ou

embrides imaturos, e ndo existe o problema da necessidade de se usar uma
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Agrobacterium especifica para a linhagem com que se estéa trabalhando
(Becker et al., 1994; Barcelo et al., 1994). Uma das desvantagens em se
usar biobalistica é que normalmente vérias copias da construcdo génica sdo
transferidas para a planta, mas esse problema pode ser manipulado usando
técnicas de genética basica. A biobalistica tem-se mostrado um método
bastante eficiente para a introducao de novas caracteristicas em cereais.
Vérios protocolos de regeneracgdo e transformacéo de cereais usando a
técnica da biobalistica estdo sendo publicados (Casas et al., 1993;
Brettschneider et al., 1997; Devi and Sticklen, 2002; Tadesse et al.,
2003).

Fatores Importantes Na Transformacdo Genética Via
Biobalistica

Parametros fisicos relacionados ao acelerador de microparticulas e aos
microprojéteis, requerimentos biolégicos da cultura de tecidos do sorgo,
bem como a construcdo génica contendo o gene de interesse sdo fatores
importantes e devem ser estudados durante a otimizagdo de um protocolo
de transformacéo genética.

Construcdo Génica

O material genético que sera utilizado no bombardeamento necessita ser
clonado em um vetor, amplificado e purificado de maneira cuidadosa, para
render DNA concentrado de alta qualidade. Geralmente, sdo utilizados
plasmideos bacterianos como vetores na clonagem do gene de interesse.
Os plasmideos bacterianos sao independentes do DNA cromossémico
(Figura 3), capazes de autorreplicagdo; por isso, sdo facilmente
manipulados no processo de transformacéo genética.

Na construcdo génica, é necessario ter um gene “de interesse” que pode
estar relacionado com a resisténcia ou maior tolerancia a algum tipo de
estresse biético ou abiético, com a melhoria da qualidade nutricional, etc.,
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RegideT
‘_

Plasmdio Ti

Figura 3. Agrobacterium tumefaciens e seu plasmideo Ti.

acoplado a um promotor que controle sua expressao temporal e espacial.
Ha também a necessidade de um gene marcador de selecdo, quando a
caracteristica de interesse ndo é auto-selecionavel, e um gene-repoérter
durante o periodo de otimizacdo do protocolo de transformacao genética
(Figura 4).

Os genes marcadores séo utilizados na selegcdo e sdo responsaveis por
codificar uma proteina com atividade enzimatica ou um produto que ira
conferir as células transformadas da planta resisténcia a um determinado
substrato (herbicida, antibidticos, etc.) (Tabela 2). Esses genes marcadores
permitem que apenas as células transformadas crescam, em detrimento
das células ndo-transformadas. Depois da transformacao, as células
transgénicas estdo em nimero muito reduzido, quando comparadas com as
nado-transgénicas, sendo necessaria uma metodologia de selecao para
proporcionar o crescimento preferencial das células transformadas.

Os genes-reporteres séo aqueles que codificam para uma proteina néo
toxica, cujo produto é facilmente detectavel e ndo é produzido
normalmente pelas plantas (Figura 5 -Tabela 1). Possibilitam a identificacdo
ou marcacao das células transformadas, sem eliminar as células néo-
transformadas. Funcionam como gene complementar ao gene de selegéo.

Geralmente, sua expressao transiente € utilizada na fase de otimizagédo dos

13
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Figura 4. Vetor pCAMBIA 3301. Exemplo de DNA plasmidial utilizado para
transformacao vegetal por biobalistica. O Gene de “Interesse” é
representado aqui pelo Vip3A, capaz de controlar a Spodoptera frugiperda
em plantas transgénicas. Note a presenca do promotor CaMV35S
direcionando a sintese do gene e o terminador NOS. O gene de selecéo
utilizado foi a fosfinotricina acetiltransferase (bar), o qual confere
resisténcia ao herbicida fosfinotricina (ingrediente ativo do herbicida
FINALE - Agrevo). O gene repdrter presente neste cassete génico é o GUS
(b-glucuronidase), este gene é utilizado na otimizacao dos protocolos de
transformacéo genética de plantas; na foto podem ser vistos calos com
coloracao azul, expressando o gene reporter GUS. (A) calos bombardeados
e subcultivados em meio de cultura contendo o herbicida FINALE. Observe
a presenca de dois calos se desenvolvendo, enquanto que os demais estéo
mortos. (B) calos bombardeados expressando a enzima b-glucuronidase, a
qual confere coloracdo azul ao tecido transgénico. EcoRI, BamHI, HindllI:
enzimas de restricdo.
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Figura 5. Expressao Transiente de Genes Reporteres. (A) Calo embriogénico
de sorgo expressando o gene repérter da antocianina (coloragdo vermelhas)
sob o controle do promotor constitutivo da Ubiquitina; (B) Embrido imaturo
de milho expressando o gene repérter GUS (coloragdo azul) sob o controle
do promotor constitutivo da Ubiquitina.

Tabela 1. Genes repoérteres utilizados em transformacéo genética de plantas.

Grhes Froteina Camentirios

Repdrteres

CAT chloramphenicol = um dos primeiros gene repdrar

acetl transferase »  andlise dificil @ anvolve

radivatividade

GUS f-glucuronidase s gvaliacio rapida e facil por métodos
higloguimivos e [uoromelricos

LUC luciferase ¢ um dos métodos mais sensiveis para
medir a atividade de um gensa

«  uso limitadn por causa do preco do

efquipamento utilizada para medir
guantitativamenta

R gene antacianina » nao requer substratos externos

GFP Proteina verde = petmita A avaliacio fmvowiva do

flunrescente

Transgena
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Tabela 2. Genes de selecao utilizados na transformacéo genética de

plantas.
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processos de transformacéo genética. Sdo também muito utilizados em
estudos de regulagéo e funcdo génica.

Paradmetros Fisicos Relacionados ao Aparelho a Ser
Utilizado

Variacdes da pressao do géas hélio, o nivel do vacuo gerado, o tamanho e o
tipo das particulas utilizadas e a posi¢éo do tecido-alvo dentro da cAmara
de bombardeamento séo parametros fisicos importantes no transporte do
conjunto microparticula/DNA para dentro do tecido-alvo. Esses processos
devem favorecer a penetracdo do DNA dentro das células e, a0 mesmo
tempo, minimizar as injdrias ou estresses que o tecido vegetal possa sofrer.
Os parametros fisicos estudados durante a otimizacdo de um protocolo de
bombardeamento de particulas séo:

1. Presséo do gas hélio, distancia percorrida pelo macrocarreador e
distancia percorrida pelos microprojéteis até o alvo hiolégico sdo fatores
que afetam a velocidade de propulsdo das microparticulas cobertas com
DNA. Como esses fatores interagem entre si, experimentos devem ser
conduzidos para testar as melhores combinacdes entre eles, para que
6timos indices de transformacao sejam alcancados.

2. Vacuo — Como o ar residual presente na cAmara de bombardeamento
desacelera os microprojéteis rapidamente, a sua quantidade na camara de
bombardeamento precisa ser reduzida. O nivel de vacuo deve ser otimizado
para cada sistema, de modo que ndo ocorram danos as células que serao
bombardeadas.

3. Membranas de metal — Essas membranas, quando colocadas sobre as
placas contendo o material vegetal a ser bombardeado, ajudam a minimizar
0 choque causado pela movimentacao do gas hélio, dentro da cAmara de

bombardeamento, durante a aceleracédo das particulas.
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Parametros Relacionados aos Microprojéteis

O tipo e o tamanho da microparticula sdo caracteristicas importantes, uma
vez que determinardo a sua profundidade de penetragéo e aceleracdo. As
microparticulas mais utilizadas em bombardeamento séo de tungsténio ou
de ouro. Ambas possuem vantagens e desvantagens de utilizacéo.

As microparticulas de tungsténio podem ser obtidas de varios tamanhos
(0,5 a 2,0 M) e séo extremamente irregulares. O tungsténio é um
material barato e mais facil de ser coberto com DNA. Entretanto, pode ser
toxico para algumas células e sua superficie é sujeita a reacdes de
oxidacao, o que pode degradar o DNA, com o tempo.

As particulas de ouro sdo mais redondas e uniformes do que as de
tungsténio. Uma grande vantagem dessas particulas é que elas séo
biologicamente inertes, ndo sdo toxicas para nenhuma célula, ndo
destruindo o DNA, com o tempo. O alto preco das microparticulas de ouro
e a maior dificuldade de precipitacdo do DNA sobre elas sdo suas
desvantagens.

Parametros Biolégicos

1. Tecido vegetal - A escolha do tecido vegetal que sera utilizado para a
geracgdo de plantas transgénicas pode ter um efeito significante na
frequiéncia e no sucesso dos eventos de transformacéo e, especialmente,
no nimero de plantas recuperadas. Explantes utilizados para o
bombardeamento de particulas e recuperagéo de plantas transgénicas
devem ser capazes de receber e integrar o DNA, passar por um processo
de selecdo para recuperacao de células transgénicas e regenerar plantas
férteis e fenotipicamente normais. Por causa da baixa freqiiéncia de células
transformadas apds o bombardeamento de particulas (— 0,01%), a
eficiéncia do processo de regeneracdo do tecido-alvo precisa ser alta para a

obtencao de plantas transgénicas. Uma grande variedade de tecidos de
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vegetais tem sido utilizada como alvo para o0 bombardeamento de
particulas. Tecidos embriogénicos e meristematicos sdo os mais
empregados na producéo e recuperacao de plantas transgénicas. Tais
culturas consistem de tecidos que estédo rapidamente proliferando onde
uma grande quantidade de células totipotentes estdo disponiveis para
serem bombardeadas. As condi¢cdes exatas requeridas na cultura de tecidos
para gerar tecidos embriogénicos e meristematicos de alta qualidade,
variam entre espécies e até mesmo entre genétipos dentro de uma mesma
espécie e precisam ser empiricamente determinadas. Enquanto algumas
cultivares dentro de uma espécie respondem muito bem as técnicas de
cultura de tecidos e produzem tecidos de alta qualidade para a integragéo
do transgene, a maioria permanece dificil de manipular. A escolha do
tecido-alvo apropriado e o estado fisiolégico do material vegetal, antes e
ap6s o bombardeamento, sao criticos para a regeneracéo de
transformantes estéveis. Portanto, o desenvolvimento de protocolos para a
obtencao de tecidos totipotentes, através de cultura de tecidos, é um dos
componentes centrais dos programas de transformacéo genética de
plantas.

2. Concentragdo osmotica — A adicao de um agente que aumente a
osmolaridade do meio de cultivo durante o bombardeamento pode aumentar
as taxas de transformacdo. O aumento da concentracao osmaética atua
causando plasmolise das células, o que diminui a perda de protoplasma em
células que séo penetradas pelas particulas. Tem-se utilizado manitol,
sorbitol, rafinose e sacarose (—0,4 M) para o aumento da concentracéo
osmotica do meio. Alguns autores utilizam a secagem parcial dos tecidos
vegetais em capela de fluxo laminar antes do bombardeamento.

Transformacéo Genética de Sorgo via Biobalistica

A seguir, sera descrito o protocolo de transformagdo genética, via
biobalistica, de sorgo da linhagem CMSXS 112B, desenvolvido no
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laboratério de Biologia Celular e Cultura de Tecidos da Embrapa Milho e
Sorgo. Iniciamos com a producao de calos embriogénicos de sorgo, que
serédo utilizados como explantes para o bombardeamento de particulas,
seguimos com a precipitacdo do DNA sobre as microparticulas de
tungsténio, selecdo das células transformadas, regeneracéo de plantas de
sorgo, e finalizamos com a identificacdo das plantas transgénicas.

Cultura de Tecido de Sorgo — Producéo de calos
embriogénicos da linhagem de sorgo CMSXS 112B e
regeneracéo de plantas

As condic¢Bes da planta doadora de tecido vegetal (explantes) para a
transformacao genética sdo extremante importantes. Plantas mais
vigorosas produzem explantes com melhor resposta in vitro. Na Embrapa
Milho e Sorgo, utilizam-se como explantes inflorescéncias jovens, as quais
sdo coletadas entre 3,0 e 6,0 cm de comprimento, o que normalmente
ocorre entre 30 e 40 dias ap6és plantio, podendo chegar a 50 dias no
periodo mais frio. No campo, quando as plantas atingirem aproximadamente
40 cm (Figura 6 A), é necessario fazer um desbaste, deixando uma
disténcia de aproximadamente 10 cm entre as mesmas (Figura 6 B e C),
para que cresgam mais vigorosas (Figura 6 D) e ndo tenham um
amadurecimento precoce (Figura 7 B). E importante que a inflorescéncia
utilizada para a formacgéo de calos embriogénicos ndo tenha a arista visivel
a olho nu (Figura 7 C).

Para a desinfestacdo, dentro de uma camara de fluxo laminar, inicialmente
enxaguam-se as plantas com etanol 70% e agua destilada autoclavada
(Figuras 8 A e B). Em seguida, as folhas séo retiradas com o auxilio de um
bisturi, deixando somente a panicula (Figuras 8 C e D). As paniculas sdo
cortadas em secdes de aproximadamente 5mm (Figura 8 E) e cultivadas em
placas de Petri contendo o meio CIM + CB (Figura 8 F - Tabela 3).

Obs: E importante que todo o material utilizado durante o processo
descrito acima esteja estéril e frio, para minimizar o estresse e a
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Figura 6. Cultivo em canteiro da linhagem CMSXS 112B de sorgo para
coleta de inflorescéncia imatura. (A) Tamanho médio da planta para
desbaste; (B) Desbaste de algumas plantas; (C) Distancia média entre as
plantas para um melhor desenvolvimento das mesmas; (D) Plantas da
linhagem CMSXS 112B desenvolvidas.

consequente liberacdo de compostos fendlicos, prejudiciais ao
desenvolvimento da planta em cultura de tecido.

As placas sdo seladas com Parafilm ou filme de PVC, incubadas em camara
de crescimento, no escuro, a 26-28°C, por 20 a 30 dias. Ap6s esse
periodo, os calos podem ser utilizados para o bombardeamento de
particulas (Figura 9 A e B).

Para a regeneragéo de plantas de sorgo, os calos embriogénicos sao
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Aristas

Figura 7. Inflorescéncias imaturas da linhagem CMSXS 112B de sorgo. (A)
Inflorescéncia imatura apropriada para formacéo de calos embriogénicos;
(B) Inflorescéncia imatura com desenvolvimento precoce, ou seja, mais
madura e com aristas mais visiveis do que as da figura A; (C) Aristas
ampliadas. Barra: 2mm.

cultivados em meio RM (Tabela 3) e incubados a 25°C, no escuro. O
objetivo do meio RM é forcar o amadurecimento dos embries somaticos,
através da reducéo da temperatura de cultivo (de 28 para 25°C) e do
aumento do potencial osmético do meio (60 g/l de sacarose e 0,3% de
Gelrite). Ap6s duas ou trés semanas em meio RM, os embriGes somaticos
maduros, de coloracéo branca opaca (Figura 9 C), sédo transferidos para o
meio MS (Tabela 3) e colocados em presenca de luz, a 28°C, para
germinacado. Quando as raizes estiverem bem desenvolvidas e as estruturas
foliares medirem cerca de 5 cm de comprimento (Figura 9 D), as plantulas
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Tabela 3. Composicao dos Meios de Cultivo Usados para a Cultura de
Tecido de Sorgo.

Composicén Constituinte Maig CIM Meio SIM Meic EM - Maio M3
fmgs ) gl [rng 1) Tl (g 1y
Sals "M 4 400 4 400 4 4004 4 A
Ragulador e “24 D 2.5 2.5 L [
Crescimento AMA o] Ly 0,25 o
Vitaminas Mya Inositol 1420 100 100 100
Acida Miggtinice O [al 0.6 1,0
Piridax=ina HCI 4] il {5 10,0
Tiamina HCI 1 1 0.1 1
Suplamentos Ghicina 7.0 7.0 7 o
DL- Asparaqina 130 4] 0O 4
Zincting 0,2 .2 L i
Sacarcse 3¢ LoQ 40 00g 30 000 1% 000
Gensticing . 2.5 i (]
Phytagel 2 6500 2 600 2 600 2 504

T Mlislura basal de sais com macru 2 micronuuienies de acorde com Murashigs
and Skoog, (1962}, Sigma MBh24,

2 Arido 2,4 diclorefanoxissdtico. Sigma DEAOT2.

* Aride nattalencacético. Sigma MOGEA0,

= Apante galailicanle. Siama

sdo transplantadas para vasos contendo uma mistura de solo e matéria
organica. Na Embrapa Milho e Sorgo, utiliza-se uma mistura de 2/3 de solo
e 1/3 de matéria organica (TDP 30/15), produzida pela Terra do Paraiso,
(Holambra, Sao Paulo). Cada vaso deve ser coberto com uma sacola de
plastica transparente e, em seguida, transferido para casa-de-vegetacéo
(Figura 9 E). Os vasos devem ser irrigados abundantemente antes do
transplante. Nos dias seguintes, para reduzir a umidade e aclimatar a
plantula de sorgo, deve-se abrir gradativamente a sacola para que, ao final
de uma semana, essa possa ser retirada. A irrigacdo deve ser feita
individualmente, de acordo com a necessidade de cada vaso, tomando-se o

cuidado de s6 voltar a irrigar quando realmente houver necessidade, de
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Figura 8. Inducéo de Calos Embriogénicos a Partir de Panicula Jovem de
Sorgo em Meio de Cultivo. (A) Desinfestagcdo da planta com etanol 70%;
(B) Enxagiie da planta com agua estéril; (C) Retirada da parte foliar com o
auxilio de um bisturi; (D) Liberacéo da panicula; (E) Corte da panicula
(—5mm) com auxilio do bisturi; (F) Fragmentos da panicula em meio de
cultura.

modo a favorecer o crescimento das raizes e evitar a proliferacao de
fungos.

Transformacédo de Calos Embriogénicos de Sorgo Utilizando
a Biobalistica

DNA purificado é precipitado sobre as microparticulas pela adicdo de etanol
e CaCl,. Por ser um processo que ocorre muito rapidamente, a precipitagéo
do DNA sobre as microparticulas € uma das etapas mais criticas do

bombardeamento, portanto, uma fonte de grande variagcdo da eficiéncia de
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Figura 9. Calos Embriogénicos e Regeneragéo de Plantas de Sorgo em
Cultura de Tecido. (A e B) Calos embriogénicos de sorgo apds 3 semanas
em meio de cultura CIM; (C) Calos embriogénicos maduros, regides branco
opacas; (D) Germinacgdo de embrides; (E) Planta sendo aclimatada; (F)

Planta em casa de vegetacao.

25
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transformacdo. O padrdo de precipitacdo do DNA sobre as particulas é
diferente a cada experimento, devido & dificuldade de manter o tungsténio
em suspensao. Pequenas variacbes podem ocorrer entre os diferentes
protocolos para precipitacdo do DNA nas microparticulas de tungsténio. O
protocolo de preparagdo das microparticulas utilizado pela Embrapa Milho e
Sorgo é descrito a seguir e foi desenvolvido para ser utilizado com o
aparelho mostrado na Figura 1.

Precipitacdo do DNA sob as Microparticulas

1. Pesar, dentro de um microtubo, 60 mg de microparticulas de
tungsténio M10 e acrescentar 1,0 mL de etanol 70%. Misturar
vigorosamente e manter em agitador vortex durante 15 minutos.

2. Centrifugar a 14.000 rpm durante cinco minutos.

3. Remover e descartar o sobrenadante com o auxilio de uma micropipeta
de 1000 M., tendo o cuidado de evitar o distirbio do sedimento de
microparticulas.

4. Adicionar 1,0 mL de agua Milli-Q estéril, misturar vigorosamente em
agitador e centrifugar a 14.000 rpm, durante cinco minutos. Descartar o
sobrenadante e repetir a operacdo de lavagem mais duas vezes.

5. Apés a ultima lavagem, descartar o sobrenadante e ressuspender as
microparticulas em 1,0 mL de glicerol estéril 50% (v/v).

6. Aliquotar, sob agitacdo constante, 50 ML das particulas em microtubos

Eppendorf. Armazenar a - 20°C e utilizar dentro de trés a quatro semanas.

7. Aproximadamente 24 horas antes do bombardeamento, colocar os
explantes a serem bombardeados no centro (circunferéncia de 30 mm de
didmetro) de placas de 60 x 15 mm, contendo meio de cultura com alto
potencial osmético (12% sacarose).

- Antes de comecar a precipitacdo, é recomendavel colocar os suportes de
metal das membranas para secar sobre papel toalha autoclavado.

- Cada microtubo de precipitacdo é suficiente para seis tiros.
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- Recomenda-se ligar o ar condicionado da sala de bombardeamento pelo
menos duas horas antes do inicio da precipitacéo, para que a umidade
relativa do ar seja reduzida.

8. Transferir uma aliquota de 50 N da suspensao de microparticulas para
um tubo de microcentrifuga. Antes de retirar a aliquota, homogeneizar
bem o microtubo contendo as microparticulas. A partir desse ponto,
durante todo o processo de precipitacdo do DNA sobre as microparticulas,
usar sempre o vortex (agitacdo lenta). Todo o processo precisa ser
conduzido sob condi¢des assépticas.

9. Adicionar 7 ML de DNA plasmidial purificado (estoque 1Ny / NML). Para
purificar o DNA plasmidial, utiliza-se uma precipitacdo em gradiente de
CsClI (Sambrook et al., 1998) ou pode-se utilizar algum kit de purificagao,
como, por exemplo, Kit Maxi Prep Qiagen (tip 500).

10. Acrescentar simultaneamente 50 M de CaCl, 2,5 M e 20 ML de
espermidina 0,1 M (Descartar sobras nos tubos de espermidina apés o0 uso).

11. Lavar o pellet com 150 ML de ethanol 70%, tendo o cuidado de nao
ressuspendé-lo. Repetir a lavagem com etanol absoluto duas vezes.

12. Incubar a temperatura ambiente, sob constante agitacdo, durante trés
minutos.

13. Incubar a temperatura ambiente, sem agitacéo, por mais trés minutos.
14. Centrifugar durante 5 segundos a 5.000 rpm. Evitar uma
centrifugacdo mais drastica, para ndo aglomerar excessivamente as
microparticulas; isto prejudica a ressuspensao do pellet no final da
precipitacdo. Remover o sobrenadante cuidadosamente.

15. Acrescentar 60 NL de etanol absoluto. Homogeneizar vigorosamente
até ressuspender o precipitado. Esta etapa ndo deve passar de 30 a 60
segundos, se a precipitacdo do DNA foi bem sucedida.

16. Distribuir aliquotas de 7 NL na regido central de cada membrana.
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17. Bombardear os explantes de interesse dentro de duas horas, de acordo
com as instru¢des do aparelho de biobalistica disponivel no seu laboratério.

Selecéo de Plantas Transgénicas de Sorgo Apos o
Bombardeamento

1. Apds o bombardeamento, os explantes séo transferidos do meio CIM
osmético para o meio CIM+CB, por sete dias, em cAmara escura, a
27°C(Tabela 3).

2. Na segunda semana, os explantes sdo transferidos para meio de selecdo
SIM, suplementado com 6 mg/L de glufosinato de aménia (Herbicida Finale).
O glufosinato de amdnia é utilizado em nossas construgdes génicas como o
gene marcador de selecdo. Os explantes sdo, entdo, mantidos nesse meio
durante uma semana, em camara escura, a 27°C.

3. Na terceira semana os explantes sao transferidos para SIM
suplementado com 9 mg/L de glufosinato de aménia e mantidos por uma
semana em camara escura a 27°C, na semana seguinte os explantes que
sobreviverem séo transferido para o0 mesmo meio e mantido nas mesma
condicdes por mais 7 dias.

4. Entre a quinta e a sexta semana, os calos que sobreviveram ao processo
de selecdo séo transferidos para o meio de maturacdo RM, suplementado
com 6 mg/L de glufosinato de aménia e incubados por duas a trés semanas

em camara escura, a 25°C.

5. Durante esse periodo, embrides somaticos, que normalmente
apresentam aspecto brilhante e translicido, passam a apresentar aspecto
opaco e coloragdo branca-leitosa (Figura 9 B e C). O aparecimento dessas
estruturas opacas é um indicativo de que os embrides estao prontos para
germinacdo. Os calos maduros séo, entéo, transferidos para Magentas
(Sigma) contendo meio MS suplementado com 3 mg/L de glufosinato de

amdnia e mantidos sob luz (16 horas), a 27°C, para germinacgéo.
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6. Plantas medindo entre 3 e 5 cm de altura, com raiz bem desenvolvida,
sédo transferidas para solo em casa de vegetacdo. Durante os trés
primeiros dias de aclimatacéo, as plantas sdo mantidas sob uma cobertura
plastica para manutencédo da umidade. Nos dias seguintes, o plastico é
,gradativamente retirado.

M 1 2 3 4 5 C© C© c*

Figura 10. Southern Blot do DNA Gendmico de Plantas de Sorgo
Transgénicas. C: Plantas de sorgo regeneradas em cultura de tecido, mas
néo transformadas (Controle Negativo); C*: Plasmideo utilizado na
transformacao das plantas (Controle positivo); Canaletas sem DNA,;
Canaletas 1, 2 e 5: Plantas de sorgo regeneradas ap6s o bombardeamento,
mas que ndo foram transformadas (escapes); Canaletas 3 e 4: Plantas
transgénicas de sorgo. Utilizou-se como sonda o promotor CaMV35S.
Observe a auséncia da sonda nas plantas controles e a presenca de banda
nas plantas transgénicas e no plasmideo.



30

Transformacgdo Genética de Sorgo Utilizando o Bombardeamento de Particulas

7. Para confirmar a transformacao das plantas, analises de PCR e Southern
blot séo realizadas (Figura 10).

Identificacdo de Plantas Transgénicas

A confirmacao da transgenia é feita através de analises de insercdo do
gene heterélogo no genoma e, também, pelo estudo da expressao da
proteina heterdloga na planta gerada. A metodologia mais aceita
atualmente para a confirmacgéo da insercdo do gene é a analise de Southern
blot. J& a expressdo do gene pode ser feita por Northern blot e a presenca
da proteina pode ser detectada pelo Western blot.

A técnica de Southern blot permite detectar fragmentos de DNA
especificos em amostras de composi¢cées complexas, como DNAs
gendmicos. Em experimentos de transformacéo de plantas, essa técnica
possibilita provar, de forma conclusiva, a integragdo de genes exdgenos no
genoma da mesma. A técnica de PCR pode ser utilizada para tal fim; no
entanto, falsos positivos podem aparecer, devido a amplificacdes de
guantidades minimas de DNAs contaminantes contendo o gene analisado.
Outra vantagem da técnica de Southern Blot é que, dependendo da enzima
utilizada, pode-se identificar diferentes eventos de transformacéo, além de
permitir a estimativa do nimero de cépias do transgene inserido no genoma
da planta produzida. Esses tipos de informac8es ndo podem ser fornecidos
pela andlise da reacédo de PCR, devido a utilizacdo de inciadores (Primers)
que amplificam somente as partes dos genes analisados (Romano, 1998).

A técnica de Southern Blot se baseia nas seguintes etapas:

a) Extracdo do DNA total da planta a ser analisada. Essa extracdo pode ser
feita de qualquer tecido ou 6rgdo da plantas. Recomenda-se que, durante o
processo de extracdo do DNA, componentes que possam interferir na sua
posterior clivagem com enzimas de restri¢do, tais como compostos
fendlicos e carboidratos, sejam eliminados. Um dos processos mais usados
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para a extracdo do DNA de plantas é o do CTAB, desenvolvido por Saghai-
Maroof et al. (1984).

b) Apos a extracdo do DNA total das plantas, o préximo passo é sua
clivagem com enzimas de restrigcdo. As enzimas de restricdo sdo utilizadas
para os estudos da integracdo do DNA heterdlogo, bem como para uma
andlise do nimero de cépias do gene que estdo presentes nas plantas
transgénicas. As enzimas a serem utilizadas séo, preferencialmente,
aquelas de baixo custo e com reconhecimento de seis pares de bases. As
mais comuns sao a EcoRlI, BamHI, Hindlll. Os sitios de restricdo ou os locais
de reconhecimento e acdo das enzimas podem estar dentro ou fora da
construgéo génica.

c) Os produtos da digestdo sdo separados por tamanho, por eletroforese,
em gel de agarose, utilizando uma voltagem baixa, 25-50 volts, para
permitir uma melhor separacéo dos fragmentos. Dependendo do tamanho
do gel e da voltagem utilizada, recomenda-se que a eletroforese seja feita
durante toda a noite. No gel, deve ser incluida, como controle negativo,
uma ou mais amostras de DNA, da mesma espécie da planta em estudo,
nado-transgénica. Essa amostra servira para confirmar que a sonda utilizada
reconhece somente o DNA heterélogo e nenhum DNA da planta néo-
transgénica. Apos a separagdo dos fragmentos do DNA no gel de agarose,
esse é corado com brometo de etidio, para verificar sua qualidade. O
brometo de etidio € uma molécula que intercala nas hélices do DNA,
tornando-o visivel na presenca de luz ultra-violeta. Por sua agao
mutagénica, o brometo de etidio deve ser utilizado com bastante cautela.
d) O DNA fita dupla ainda no gel é desnaturado e transferido para uma
membrana de nylon ou nitrocelulose, utilizando a técnica de Southern blot.
Geralmente, essa transferéncia é realizada durante aproximadamente 20
horas.

e) O DNA é fixado a membrana e, ent&o, hibridado com uma sonda
especifica, para a deteccdo do DNA transgénico. A sonda utilizada deve ser
marcada a quente (com isétopos radioativos) ou a frio (como é o caso de
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digoxigenina, alcafos, etc.), para possibilitar sua deteccéo ao final do
processo.
Em seguida, descrevemos os protocolos para a extracéo de DNA e

Southern blot utilizados em nossos laboratérios.
Isolamento de DNA Gendmico

Baseado no método de Saghai-Maroof et al. (1984), pags 81:8014-8018,
com modificagbes.

1. Pesar 700 mg tecido liofilizado, ou 5 g de tecido verde. Moer com N,
liquido.

2. Adicionar 10 mL tampédo CTAB

3. Incubar a 65°C, por 90 minutos; a cada 15 minutos, homogeneizar.

4. Resfriar a temperatura ambiente, por cinco minutos, adicionar 5 mL de

cloroférmio/octanol (24:1), misturar gentilmente por dez minutos.
5. Centrifugar a 3000 rpm, por 10 min.

6. Remover sobrenadante e adicionar novamente 5 mL de cloroférmio/
octanol (24:1), misturar gentilmente por dez minutos.

7. Repetir o item 5.
8. Retirar a parte superior, para tubo de vidro.
9. Precipitar o DNA, adicionando 6 mL de isopropanol (-20° C).

10. Remover o precipitado com anzol de vidro, transferir para tubo de
ensaio com 2mL de etanol 70%, por dois minutos.

11. Depois de secar o DNA ressupender 400 ML TE pH 8.0 + 2 NL de
RNase 10 mg/mL.

12. Incubar a 37° C, por uma hora.
13. Correr em gel de agarose 0,8%, para quantificacao.

14. Pode-se, ainda, utilizar o espectrofotdmetro (Abs 260 e 280 nm).
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Solucdes

s Tampéo CTAB 2%:

Estooucs 100mL
H:0 46 mlL
TRIE HCI 1M pH 7.5 20 mL
Mall B 28 mL
FOTA 0.5M pH 8.0 4 ml
CTAE 2q
B-Mearcaptostanol 2 mL

Obs.: Colocar o P-Mercaptoetanol usando uma capela de exaustio.

s TE (10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA):
10 mL de Tris-HCI 1M , pH 8.0

2 mL de EDTA 0,5 M, pH 8.0

g.s.p. 1000 mL

Southern Blot

(Transferéncia DNA do gel para membrana)

1. Depois de corar o gel com brometo de etidio e verificar sua qualidade,
montar o “SOUTHERN BLOT” de acordo com a figura abaixo.

Deixar transferindo por 24 horas.

Visualizar a transferéncia do DNA, na membrana com lampada UV.
Lavar a membrana em SSC 2X por cinco minutos.

Imobilizar o DNA na membrana.

Hibridar ou armazenar a 4°C entre folhas de papel de filtro e dentro de
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Pré-Hibridacao

1. Ligar o forno de hibridagdo e programar para 65°C.

2. Aquecer a garrafa de hibridagéo no forno a 65°C.

3. Descongelar o tampao de hibridacdo a 65°C.

4. Descongelar o DNA de esperma de salmao (st DNA — 10 Ny/M.) a
65°C.

5. Desnaturar o st DNA a 100°C por dez minutos (banho-maria).

6. Vortexar o st DNA.

7. Pipetar 10 ML de st DNA por mL de solucéo de pré-hibridacédo (usar
150 ML de st DNA em um tubo Falcon com 15 mL de solugéo de pré-
hibridagéo, a 65° C).

8. Fazer um rolo com a membrana e coloca-la dentro da garrafa com o
DNA voltado para dentro.

9. Adicionar 15 mL da solucéo de pré-hibridacdo e fechar a garrafa
(tampa azul para cima).

10. Rodar a garrafa para homogeneizar e cobrir a membrana com a
solucéo.

11. Colocar a garrafa no forno de hibridacdo, a 65°C, e deixar por 5 horas.
Marcacdo da Sonda: Conforme as especificagdes do Kit Ready-To-Go DNA
Labeling Beads (-dCTP) da Amersham Biosciences

Hibridacao

Utilizar a mesma solucéo de pré-hibridacao.

1. Desnaturar a sonda a 100°C, por dez minutos, em banho-maria (vedar
o Eppendorf).

2. Pipetar a sonda na solugéo de pré-hibridacéo dentro da garrafa.
(Colocar a garrafa no suporte plastico dentro da capela e pipetar a
sonda de modo que ela ndo caia sobre a membrana).

3. Homogeneizar suavemente.

4. Colocar a garrafa no forno de hibridacdo, a 65°C, e deixar durante a
noite. Verificar se a garrafa esta rodando.



Transformacgdo Genética de Sorgo Utilizando o Bombardeamento de Particulas

5. Descartar a solugéo de hibridagdo no descarte liquido (usar um pequeno
pedaco de papel para limpar a boca da garrafa. Esse papel deve ser
descartado no descarte sélido).

Lavagem da membrana

(todas as lavagens séo feitas com um volume de 100 mL dentro do forno

de hibridacao)

" Aquecer as solucdes a 65°C antes de utilizar.

12 lavagem - SSC 1 X e SDS 0,1% (65°C) por 30 min.

22 lavagem - SSC 1 X e SDS 0,1% (65°C) por 20 min.

32 lavagem - SSC 0,5 X e SDS 0,1% (65°C) por 20 min.

Descartar as solugfes de lavagem no descarte liquido, limpando a boca
da garrafa com um

pequeno pedaco de papel

(N&o deixar a membrana secar durante os procedimentos de lavagem).
ApGs a ultima lavagem, escorrer o excesso de liquido das membranas.
Checar as membranas com o contador Geiger

Colocé-la entre filmes de plastico e colocadas em um cassete com tela
intensificadora. A tela deve ficar entre a membrana e o filme. O filme
deve ser aberto na sala escura e exposto a membrana por trés dias (pode
variar) a —80°C.

(Nao deixar a membrana secar em qualquer passo, porque o 32P se liga
permanentemente a ela)

Revelacéo do filme

Solugéo reveladora — 2 min

Lavar o filme com agua — 30 seg

Solucéo fixadora — 2 min

Lavar novamente com agua e secar o filme.

Estoque a membrana a —20°C. Deve-se tirar a radiagcdo das membranas
0 mais rapido possivel, para evitar a permanente ligacdo do 32P

35



36 Transformag&@o Genética de Sorgo Utilizando o Bombardeamento de Particulas

Solucéo para a Transferéncia do DNA para a Membrana

Tampéao de Transferéncia (0,4M de NaOH):

Estoques 1000 mL
Hidroxido de sadio 16,00 g

Solugdes para Lavagem da Membrana

Fstogues 100 mi

B5C 1 X Lml S50 20 ¥
505 0,1% BOG pl 505 20%
SSC OB X 2.5 mlL S5C 20 X

Solucéo de Hibridacéao

Estogues 250mL
Mal 10,80 g
Acido cftrico (trisédio dihidratadol 3,19 g
505 204% 7.5 mL
MazPCa* (pH 7.5) 12,5 mL
Denhard’s** 50 x 25 mL
EDTA 020 M pH 8.0 2,5 mL
Dextran Sulfato 50% 25 mL

*1,0 M NaPO, = 1M Na,PO, = 1M NaH,PO, na razdo de —5:4

** Denhard’s solugéo (50 x)
Dissolver 1g de Ficoll, 1g de polyvinyl pirrolidona e 1g de BSA (pentax
Fracdo V, Fisher) em 100 mL H,O. Esterilizar por filtragéo (0,25 Nim) em
frascos autoclavados. Trocar o filtro a cada 100 mL. Aliquotar e estocar a —
20°C.
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