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RESUMO

Brachiaria € uma graminea de grande importancia econémica. Amplamente
utiizada no Brasil como forrageira sendo cultivada em uma area de
aproximadamente 70 milhdées de hectares. A grande demanda no uso de
Brachiaria como pastagem é devida a facil adaptagéao a solos acidos e pobres,
resisténcia a seca e a pragas, e a grande qualidade nutricional adequada para
alimentagdo bovina. Uma das limitagdes ao melhoramento de Brachiaria é a
presenga da apomixia, modo de reproducdo onde ha clonagem através de
sementes. A transformacao genética de plantas amplia a possibilidade de
introducdo de caracteristicas de interesse como também o estudo da
expressdo dos genes que controlam a apomixia. Neste trabalho foram
utilizadas duas abordagens de interesse para o estudo da apomixia em
Brachiaria. A primeira objetiva a caracterizagdo de sequéncias de cDNA de
expressao especifica em ovario e a segunda objetiva otimizar o sistema de
transformacdo. Foi demonstrada a o6rgao-especificidade de seqiéncias de
cDNA isoladas de ovarios de plantas apomiticas e sexuais de B. brizantha,
clones 09 e 21. Paralelamente, o uso de segmentos basais de plantas in vitro e
aspectos do processo de indugao de embriogénese somatica e regeneracao de
diferentes explantes foram analisados visando melhor eficiéncia do sistema de
transformacao genética de Brachiaria. Na analise dos segmentos basais por
microscopia, foi observado que apesar da grande proliferagcdo de gemas
nesses segmentos basais em meio de micropropagacédo, suas regides
meristematicas ndo sdo expostas, ndo sendo acessiveis as particulas durante
0 bombardeamento. Dentro do sistema de embriogénese somatica embrides
isolados de sementes maduras, calos embriogénicos e células em suspensao
foram analisados. De acordo com os resultados, as células em suspensao
mostraram os melhores resultados quanto a homogeneidade de estruturas, a
formagao de embrides e alta taxa de regeneragao, indicando que poderéo ser
usadas como explantes na transformagdo genética por biobalistica em

Brachiaria.

Palavras chaves: Brachiaria brizantha, apomixia, northern reverso, embriogénese somatica,

biobalistica
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ABSTRACT

Brachiaria is a forage grass of great economic importance. Widely used as
forage for cattle in Brazil, it is cultivated in about 70 million hectares. Its
economic value is due to its adaptability to poor and acid soil, spittlebug and dry
resistance and high nutritional quality. One limiting factor in Brachiaria breeding
is apomixis, an assexual reproduction through seeds. Plant transformation
increases the possibilities to introduce interesting characteristics and also could
be a tool for gene expression studies that control apomixis. In this present work
two relevant approaches for the apomixis studies of Brachiaria were used. The
first one aims to identify sequences of cDNA with specific expressions in ovary
and the second one aims to optimize the system of transformation. Therefore,
was demonstrated the organ-specificity of ovary cDNA sequences isolated from
apomitic and sexual B. brizantha, clones 09 and 21. Also, the use of basal
segments of in vitro plants, aspects of somatic embriogenic induction,
regeneration of different explants was analyzed aiming a better Brachiaria
transformation efficiency. The evaluation of basal segments for transformation,
microscopy analysis showed that, even with high bud proliferation of these
segments, their meristematic regions were not exposed and for that not
accessible to biolistic DNA coated particles. The explants analyzed in somatic
embryogenesis were embryos isolated from mature seeds, embriogenic calli
and culture cells. According to the experiments, culture cells showed better
results concerning the homogeneity of the structures, embryo formation and
regeneration rates and for that they will be used as explants in Brachiaria

biolistic transformation.

Key words: Brachiaria brizantha, apomixis, reverse northern, somatic embryogenesis, biolistic.
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1. INTRODUCAO

1.1. Brachiaria brizantha
1.1.1. Taxonomia

Divisao: Antophyta
Subdivis&o: Angiospermae
Classe: Monocotyledonae
Ordem: Pales (Glumiflorales)
Familia: Poaceae (Gramineae)
Subfamilia: Panicoideae
Tribo: Panicea

Género: Brachiaria

Espécie: Brachiaria brizantha

1.1.2. Aspectos gerais

Brachiaria € um género de gramineas de origem africana, introduzida na América
do Sul no século XVIIl. Esse género apresenta cerca de 100 espécies
encontradas em regides tropicais e subtropicais (Renvoize et al., 1996). A
Brachiaria decumbens foi introduzida no Brasil em 1952, e por volta de 1965
houve a introducado da B. brizantha e B. ruziziensis (Lapointe & Miles, 1992).

A Brachiaria brizantha cv. Marandu é originaria de uma regi&o vulcanica da Africa,
e procedente da Estacdo Experimental de Forrageiras de Marandellas, no
Zimbabwe. Foi cultivada por varios anos em Ibirarema — SP, de onde foi
distribuida para varias regides do Estado de Sao Paulo. Em 1976, foi cedida ao
International Research Institute (IRI) em Sao Paulo, que a incorporou a sua
colecado sob o numero IRI-822. Em 1977 essa graminea foi fornecida a Embrapa
Gado de Corte (CNPGC) — Campo Grande, MS, onde foi incluida no processo de
avaliacdo de forrageiras da Unidade. Este germoplasma foi registrado na
Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia sob o cédigo de acesso BRA
000591, (Nunes, 1984).

Hoje, a Brachiaria é largamente utilizada no Brasil como forrageira tropical por sua
ampla adaptacao a diferentes condigdes edafo-climaticas, sendo cultivada em

uma area com extensao entre 30 e 70 milhdes de hectares, sendo que 85% desse



total sdo compostos de B. decumbens cv. Basilisk e B. brizantha cv. Marandu
(Miles et al.,, 1996). A B. brizantha cv. Marandu, também conhecida como
Braquiardo ou Brizantdo, tornou-se a partir da década de 80, a forrageira mais
plantada no Brasil e também uma cultivar muito utilizada em outros paises do
mundo, principalmente na América Latina. A cultivar Marandu vem dominando o
mercado interno de sementes e de exportacdo, e se tornou um importante
sustentaculo econdmico do setor de sementes de forrageiras no Brasil
(http://www.abrasem.com.br/materia_tecnica/ 2004/0008_parceria_
embrapa_unipastos.htm).

A grande demanda no uso de Brachiaria como pastagens é devida a facil
adaptacdo a solos acidos e pobres, resisténcia a seca e a pragas, e a sua
qualidade nutricional adequada para a alimentacdo bovina (Lapointe & Miles,
1992; Keller-Grein et al., 1996). O Brasil tem o maior rebanho bovino comercial do
mundo, com aproximadamente 180 milhdes de cabegas de gado
(http://www.abrasem.com.br/materia_tecnica/2004/0008_parceria_embrapa_unipa
stos.htm). Estima-se que a cadeia pecuaria (insumos, produ¢do animal, industria
e comércio de carnes e couros) emprega diariamente 7,2 milhdes de pessoas.
Anualmente, sdo abatidas 32 a 34 milhdes de cabegas, movimentando em torno
de R$ 12 bilhdes, se somadas as receitas com cortes de carne, couro, miidos e
outros subprodutos (Polaquini et al., 2006). No Brasil, o agronegdcio da pecuaria
de corte depende significativamente da criagdo do rebanho em pasto (Valle et al.,
2004).

1.2. Modos de reproducéo

A maioria das angiospermas se reproduz pela via sexual, exclusivamente, ou em
combinagdo com a reprodugdo assexual. O tipo de reprodugdo assexual
considerado mais importante € conhecido como agamospermia, producdo de
sementes de forma ndo sexuada, ou apomixia, producéo de clones de plantas por
sementes (Asker & Jerling, 1992). Entre as angiospermas, varias gramineas
apresentam espécies com modo de reproducdo sexual e apomitico, como
Paspalum (Quarin et al., 2001), Pennisetum (Dujardin & Hanna, 1984), Panicum
(Savidan, 1982) e Brachiaria (Valle & Savidan, 1996).



1.2.1. Reproducéao sexual em angiospermas

Em plantas, a reproducao sexual € caracterizada pela dupla fertilizagdo do saco
embrionario, em que uma célula espermatica (gameta masculino) se funde com a
oosfera (gameta feminino), formando o zigoto (2n), enquanto uma segunda célula
espermatica se funde como os nucleos polares da célula central para dar origem
ao endosperma (3n) (Raven et al., 1996).

A formagcdo do saco embrionario (gametdéfito feminino) se inicia com a
diferenciagdo da célula-mae do megasporo no tecido nucelar, que se divide por
meiose formando quatro megasporos reduzidos. Trés deles se degeneram e o
sobrevivente, apds divisdbes mitodticas e diferenciagao, forma um saco embrionario
do tipo Polygonum. Esse tipo de saco embrionario é formado por oito nucleos de
sete células (a oosfera, duas sinérgides, trés antipodas e a célula central) (Asker
& Jerling, 1992) (Figura 1).

1.2.2. Apomixia

A apomixia é observada em mais de 35 familias de plantas incluindo mais de 300
espécies de angiospermas (Hanna & Bashaw, 1987). Esse modo de reproducgéao
€ caracterizado pela formagdo do embrido sem a fertilizacdo de oosfera nao

reduzida (Figura 1).

1.2.2.1. Tipos de apomixia

A apomixia pode ser classificada de acordo com a origem do embrido apomitico
em embrionia adventicia de natureza esporofitica ou apomixia gametofitica
(Nogler, 1984).

Na embrionia adventicia os embrides sado formados diretamente de células
somaticas individuais do nucelo ou do tegumento interno do évulo. A formagéao e
maturagdo do saco embrionario meidtico ocorre da mesma forma que nas plantas
sexuais (Asker & Jerling, 1992; Carneiro & Dusi, 2004).

A apomixia gametodfitica € caracterizada pela apomeiose, ou seja, pela formagao
de um saco embrionario ndo reduzido (Nogler, 1984). De acordo com a origem do
saco embrionario nado reduzido, pode ser classificada em diplosporia quando o
saco embrionario € desenvolvido da célula-m&e do megasporo em decorréncia de

disturbio na meiose. O saco embrionario resultante apresenta oito nucleos nao



reduzidos e é morfologicamente parecido com os encontrados em plantas

sexuais. Na aposporia, células do nucelo denominadas iniciais apospdéricas,

entram em mitose diretamente e formam sacos embrionarios ndo reduzidos. Os

sacos embrionarios do tipo aposporico podem ser do tipo Hieracium, que

apresentam oito nucleos em uma disposi¢gao bipolarizada, ou do tipo Panicum

que contém quatro nucleos (a oosfera, um nucleo polar e duas sinérgides)

dispostos em um mesmo poélo (Nogler, 1984; Carneiro & Dusi, 2004) (Figura 1).

Com relagdo ao desenvolvimento do endosperma, em plantas apomiticas ha

duas possibilidades: o desenvolvimento autbnomo, sem a fertilizacdo do nucleo

polar; ou a pseudogamia, onde € necessaria a fertilizacdo do nucleo polar pelo

nucleo espermatico (Nogler, 1984).
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Figura 1 - Esquema da reprodugdo sexual e apomitica (apospérica) que ocorre no

género Brachiaria. CMM: célula-mae do megasporo, CMP: célula-mae do grao de pdlen.
(Reproduzido de Carneiro & Dusi, 2002).



1.2.2.2. Controle genético da apomixia

A heranga genética da apomixia gametofitica tem sido reportada como
associada a transferéncia de um unico locus ou de um pequeno numero de loci
na maioria dos sistemas estudados (Bicknell & Koltunow, 2004). Em Panicum
maximum a apomixia €& uma caracteristica qualitativa aparentemente
controlada por um alelo dominante em um unico locus (Savidan, 2000).
Trabalhos com Hieracium mostram que o numero de loci que controla a
apomixia € de pelo menos trés fatores dominantes ndo ligados (Bicknell &
Koltunow, 2004). Estudos recentes em Poa pratensis mostram um novo
modelo da heranga da apomixia, onde cinco importantes genes seriam
necessarios para a formacdo assexual da semente. As diferencas na
expressao e interacdo desses genes seriam responsaveis pela variagdo do
modo de reproducdo (Matzk et al., 2005).

Em Brachiaria, analises de segregacdo mostram que a apomixia esta sob o
controle de um unico e dominante locus (Valle & Miles, 1994). Analises com
marcadores moleculares em hibridos interespecificos de Brachiaria, com
sondas identificadas de milho forneceram evidéncias da existéncia deste locus,
responsavel pela aposporia em Brachiaria (Pessino et al., 1997). Assim
existiria a possibilidade dela ser manipulada por técnicas de engenharia
genética.

A constru¢do de um mapa da regido da aposporia em Brachiaria mostra que
marcadores moleculares de cromossomos de arroz e milho formam um grupo
de ligacdo que segrega com a caracteristica da aposporia (Pessino et al.,
1998).

1.2.2.3. Interesse no estudo da apomixia

O estudo da apomixia é de grande interesse, pois uma vez entendido os
mecanismos deste tipo de reprodugdo, tecnologias de impacto para a
agricultura poderéao se geradas. Se por um lado a reprodugdo apomitica tem a
desvantagem de nao gerar uma variabilidade genética em plantas
naturalmente apomiticas, por outro lado, o uso controlado da apomixia na
agricultura permitira fixar gendtipos elite e hibridos de qualidade, sendo
possivel propaga-los por sementes (Carneiro & Dusi, 2002). Essas sementes

poderao ser produzidas por muitas geragbes sem perder o vigor ou ter



alteracao de gendtipo (Koltunow et al., 1995). Isso seria importante para a
reducao dos custos de produgdo, uma vez que boa parte dos gastos iniciais de
cultura refere-se a aquisi¢cao de sementes.

Por outro lado, plantas que se propagam vegetativamente, como a batata,
podem apresentar contaminagdes por virus, virdides e micoplasmas. A
introducdo da apomixia nessas plantas pode trazer beneficios por poder
propiciar propagacgéo atraveés de sementes, gerando material livre de doengas,
podendo ser mais facilmente estocados e transportados, e trazendo beneficios
como o baixo custo e a alta produgao (Spillane et al., 2004). Pela mesma
razao, a clonagem por sementes também pode ser de grande interesse no

ramo de floricultura (Carneiro et al., 20006).

1.2.2.4. Reproducado em Brachiaria

Em Brachiaria, a reprodugdo apomitica ocorre por aposporia (Figura 1), com
plantas apresentando saco embrionario do tipo Panicum, que sdo muito
comuns em membros da familia Poaceae. O endosperma se desenvolve por
pseudogamia (Valle, 1991). Em Brachiaria a apomixia €& predominante,
principalmente nas variedades comerciais (Dusi & Willemse, 1999).

Estudos comparativos do desenvolvimento morfolégico do gametofito feminino,
do acesso sexual e apomitico de B. brizantha (Araujo et al., 2000) e B.
decumbens (Dusi & Willemse, 1999), foram realizados para estabelecimento
das diferengas estruturais e cronoldgicas de marcadores cito-embriolégicos do
desenvolvimento. A morfologia dos pistilos foi analisada e utilizada para a
separagao dos ovarios em estagios especificos de desenvolvimento em ambas
espécies. O momento da diferenciacdo das iniciais aposporicas foi observado
em B. brizantha (Araujo et al., 2000) e B. decumbens (Dusi & Willemse, 1999).
Alves e colaboradores (2001) mostraram a importancia da polinizagéo para o
desenvolvimento do endosperma em plantas apomiticas de B. brizantha,
descrevendo os eventos da fertilizagdo e detalhes morfolégicos dos primeiros
passos da formacao da cariopse.

Em plantas sexuais o saco embrionario do tipo Polygonum, no lugar das trés
antipodas encontradas normalmente, podem apresentar um numero variavel de
antipodas, de trés a nove (Araujo et al., 2000). Os acessos sexuais de

Brachiaria sdo considerados pouco férteis (Valle & Savidan, 1996). Araujo e



colaboradores (2007) observaram que no acesso sexual de B. brizantha
embora ocorra o desenvolvimento floral € o comportamento reprodutivo normal,
a producdo de sementes € limitada pelo grande numero de sementes
abortadas. O aborto dessas sementes pode ser causado pela gradual rejeigéao
das cariopses durante os estagios de desenvolvimento, tipico de pressao

endogamica.

1.3. Ploidia em Brachiaria

No género Brachiaria a poliploidia € associada a apomixia, como ocorre
geralmente em outros géneros (Carman, 1997). O numero de cromossomos
basico do género é X=9, com predominancia de tetrapléides apomiticos
(2n=4X=36) e os dipléides naturais encontrados em B. brizantha, B.
decumbens e B. ruziziensis sdo sexuais. As plantas comerciais de maior
importancia forrageira sado tetrapldides (B. brizantha, B. decumbens e B.

mutica) ou hexaploides (B. humidicula) e apomiticas (Valle et al., 2004a).

1.4. Melhoramento genético em Brachiaria

Uma das limitagdes nos programas de melhoramento de Brachiaria é a
diferenca de ploidia entre os acessos sexuais e apomiticos (Araujo et al.,
2005). Duplicagao cromossémica em plantas sexuais dipléides de B. brizantha
foi obtida apods tratamento com colchicina, produzindo plantas tetrapldides
(Pinheiro et al., 2000) de modo de reprodugao sexual (Araujo et al., 2005), que
vém sendo utilizadas para geracao de hibridos intraespecificos.

A base genética do melhoramento de Brachiaria é relativamente estreita. As
cultivares de Brachiaria que sdo usadas comercialmente apresentam algumas
deficiéncias. B. decumbens cv. Basilik € susceptivel a cigarrinha-das-
pastagens; B.brizantha cv. Marandu é resistente a esse inseto, mas
susceptivel a Rhizoctonia e menos tolerante a solos acidos e pobres; B.
humidicola € bem adaptada a solos mal drenados, mas apresenta menor valor
nutritivo e apenas tolerancia a cigarrinha-das-pastagens. Devido a essas
caracteristicas, o programa de melhoramento visa obter hibridos, por
cruzamentos interespecificos, que reunam caracteristicas desejaveis como
adaptacao a solos acidos, alta produtividade, bom valor nutritivo e resisténcia a

cigarrinha-das-pastagens (Valle et al., 2004).



1.5. Identificacdo de sequéncias de cDNA especificas de ovario
Promotores de expressao especifica em ovarios de Brachiaria sdo de grande
importancia em estudos de expressdo dos genes envolvidos na apomixia.
Podem permitir analises de super-expressdo desses genes em tecidos
especificos como também o seu silenciamento para estudo de funcdo. A
identificacao de sequéncias de cDNA especificas de ovario pode ser o primeiro
passo para a busca de suas regides promotoras em bibliotecas genémicas.

Em milho (Zea mays) o gene ZmEAL é exclusivamente expresso em ceélulas do
aparato da oosfera antes da fertilizagdo. Sequéncias homodlogas estéo
presentes em cevada, milheto, arroz e Tripsacum dactyloides. Nenhum
homologo foi identificado em Arabidopsis thaliana ou em outra espécie de
dicotiledbénea, indicando ser um possivel gene especifico de graminea. O
promotor de ZmEA1 foi isolado, fusionado com o gene gus e o0 gene gfp e
usado para analises da expressdo em plantas transgénicas, onde foram
detectados transcritos apenas no aparato da oosfera (Marton et al., 2005).

Em B. brizantha Rodrigues e colaboradores (2003) isolaram fragmentos de
cDNA que foram diferencialmente expressos em ovarios de B. brizantha
apomitica e sexual, nos estagios de megasporogénese e megagametogénese.
Onze clones mostraram perfil de expressao de interesse, sendo nove em
acesso apomitico e dois no acesso sexual. A 6rgao especificidade destas
sequéncias nao foi ainda determinada. No presente trabalho, quatro das
sequéncias isoladas por Differential Display-RT PCR — DDPCR, de B. brizantha
apomitica que nao apresentaram padrao diferencial de expressdo em ovarios
sexual e apomitico, em experimento anteriores de northern reverso, clones 04,

09, 21 e 45 foram selecionadas para determinacgao da érgao-especificidade.

1.6. Cultura de Tecidos

Para o sucesso na obtencdo de plantas geneticamente transformadas um
método eficiente de cultura de tecidos que permita a regeneragao de plantas €
necessario.

Esta regeneracdo pode se dar por dois mecanismos, por organogénese ou
embriogénese, sendo que em ambos ha necessidade do estabelecimento de

células competentes no explante inicial que possam receber os transgenes e



meios de cultura adequados para o desenvolvimento dos explantes e a
obtencao de uma planta transgénica adulta.

Os meios nutritivos para cultura de plantas fornecem as substancias essenciais
para o crescimento dos tecidos e controlam, em grande parte, o padrdo de
desenvolvimento in vitro. Os meios se baseiam nas exigéncias das plantas
quanto aos nutrientes minerais, vitaminas e reguladores de crescimento
(Caldas et al., 1998) e possuem em sua composigdo macronutrientes e
micronutrientes, carboidratos, vitaminas e os reguladores de crescimento ou
horménios.

As auxinas e citocininas sao as classes de reguladores de crescimento mais
utilizadas em cultura de tecidos. A formacao de raiz, parte aérea e calo em
cultura é regulada pela disponibilidade e interacdo de auxinas e citocininas. Em
cultura de calos de tabaco (Nicotiana tabacum), meios de cultura contendo um
balanco auxina/citocinina favoravel a auxina promoveram a formacao de raizes,
balangos hormonais favoraveis a citocinina induziram a formagdo de gemas
caulinares e balangos intermediarios nao levaram a uma diferenciacao celular e
sim a multiplicagdo das células e crescimento dos calos (Skoog & Miller, 1957;
Fosket, 1994). Isso sugere que auxinas e citocininas exercem grande influéncia
no tipo de desenvolvimento exibido pela planta.

Na organogénese a regeneracgao de raizes ou gemas depende da formagao de
tecido meristematico que pode ter origem numa célula ou em um grupo de
células do calo, ou ainda diretamente do explante. Na embriogénese somatica
ocorre a formacdo do embrido a partir de células somaticas sem o
envolvimento de gametas e fecundagcdo. Para Brachiaria métodos de
regeneragao por organogénese (Pinheiro et al., 2000) e por embriogénese
somatica (Tohme et al., 1996) foram desenvolvidos. Alteragdes nos meios de
cultura e concentragcado dos reguladores de crescimento foram realizadas para
maior eficiéncia no processo de embriogénese em B. brizantha. Silveira e
colaboradores (2003) testaram a combinagdo de dois meios de indugdo de
embriogénese somatica M1 (2mg/L de 2,4D) e M1.2 (4mg/L de 2,4 D), em
combinagao com dois meios de regeneracdao (MS1 e MS2) com diferengas
quanto a concentragao de ANA e cinetina; tendo sido observada a melhoria do
processo de embriogénese somatica com o uso do meio M1.2 em combinagao
com o meio MS2. Santana (2006) e Cabral e colaboradores (2006)



implementaram o uso de novos meios de cultura de indugédo de embriogénese
somatica, MSCLind (3mg/L de 2,4D) e de regeneragcao MSCLreg (BAP, ANA e
cinetina) otimizando assim o processo de indu¢do e regeneragdo de calos
embriogénicos e células em suspensao.

A embriogénese somatica pode ser natural, quando células dos tecidos
embrionarios sdo direcionadas para essa rota de desenvolvimento
morfogenético, ou in vitro ou induzida quando células hapldides ou diploides
(somaticas) em diferentes estagios de diferenciacdo podem, se
adequadamente induzidas por estimulos ambientais ou quimicos, ser
reprogramadas e adquirir novas competéncias morfogenéticas (Guerra et al.,
1999). Dois padrbes basicos de expressdo da embriogénese somatica sao
observados in vitro. O primeiro corresponde ao modelo direto no qual os
embrides somaticos se originam dos tecidos matrizes sem a formacédo de
estagios intermediarios de calos, e o segundo padrao corresponde ao modelo
indireto no qual os embrides somaticos se formam a partir de um tecido
intermediario chamado de calo, que apresenta células em diferentes estagios
de diferenciacdo (Sharp, 1980). A grande maioria dos sistemas de
embriogénese somatica ocorre pela via indireta, onde calos embriogénicos séo
induzidos e mantidos ao longo da multiplicagéo.

Na maioria dos sistemas de embriogénese somatica induzida in vitro, as
auxinas sao consideradas as substancias responsaveis pelo desencadeamento
dos processos de dediferenciagdo, alterando a determinagcdo e conferindo
novas competéncias as células responsivas presentes no explante (Guerra et
al., 1999).

O passo principal da embriogénese de plantas é a transigdo da simetria radial
para a simetria bilateral. As duas principais estruturas do embrido, o eixo
embrionario e os cotilédones, se diferenciam durante esta mudanca de
simetria (Fischer et al., 1997). Para investigar o papel das auxinas no
estabelecimento da polaridade no embrido de trigo, Fischer e colaboradores
(1997) adicionaram inibidores do transporte de auxina aos meios de cultura de
embrides, e foi observado que a presenga desses inibidores induzia fenétipos
anormais durante o desenvolvimento do embrido zigotico e somatico, como a
formagdo de varios escutelos fusionados ou ainda em um unico escutelo

ocorrendo a multiplicacdo do meristema apical, levando a formacao de
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poliembrides. Esses resultados indicaram que o transporte polar da auxina tem
um papel importante no estabelecimento da simetria do embrido nesta
Poaceae. Para analise da distribuicdo da auxina nos embrides zigoticos de
trigo, um analogo de auxina foi utilizado e foi mostrado que a distribuicdo de
auxina é heterogénea e que muda durante o desenvolvimento do embrido. A
mudancga de simetria no embrido é relacionada com a redistribuicdo da auxina
nos mesmos (Fischer et al., 2001).

Diferentes tipos de auxina podem levar a diferentes respostas dos explantes
como observado por Rodriguez e colaboradores (2001) na indugdo de
embriogénese somatica em cultura de explantes de bananeira. Foram testadas
as auxinas dicamba, picloran, 2,4D e ANA e a resposta embriogenética foi
observada somente nos tratamentos com picloran e dicamba. Em Brachiaria a
auxina mais efetiva na inducéo de calos foi 0 2,4D (Tohme et al., 1996; Silveira
et al., 2003; Santana, 2006; Cabral et al., 2006).

A micropropagacgao ou propagacao vegetativa de plantas in vitro € um modo de
manter explantes sadios e livres de contaminagdes para aplicagédo em técnicas
de regeneragdo por cultura de tecidos e transformagdo genética, além da
manutencdo de cole¢des de plantas in vitro. Para estabelecimento de um
protocolo de micropropagagao varios fatores devem ser considerados e podem
ser especificos para cada espécie, como a selecdo de explantes adequados,
as condigdes de desinfestacdo, a concentragdo de nutrientes e reguladores de
crescimento nos meios de cultura, e o enraizamento das partes aéreas
(Grattapaglia, 1998; Pati et al., 2006). Nos sistemas de micropropagacao a
quebra da dominancia apical é feita com a aplicagdo de citocininas exogenas.
As gemas axilares sao estimuladas a crescer, dando origem a novos brotos,
tufos de brotos sdo formados, os quais sao subdivididos e cada broto é isolado
dos demais para a formacgao de novos explantes (Grattapaglia, 1998).

Em Brachiaria o sistema de indugdo, micropropagacdo e conservagdo de
plantas in vitro foi otimizado por Cabral e colaboradores (2003b), tendo as
condicbes de desinfestacdo, isolamento do explante e concentragcdo de
citocininas avaliados.

Neste trabalho o sistema de micropropagacédo foi utilizado para
estabelecimento de uma colegdo de plantas in vitro de B. brizantha cv.

Marandu apomitica e do acesso sexual, para servir como fonte de explantes
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em condigdes assépticas. Segmentos basais das plantas in vitro foram
analisados por microscopia de luz e eletrbnica de varredura para avaliar a
viabilidade de utilizacdo desses explantes para posterior transformagao

genética por biobalistica.

1.7. Determinagdo da estrutura do explante

Analises por microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura podem
ser realizadas para determinar a estrutura do explante e sua adequacao ao
processo de transformacao.

A morfologia do explante utilizado no bombardeamento de particulas exerce
grande influéncia na obtencdo de plantas transgénicas. Para otimizagdo da
transformacao por biobalistica em feijdo (Phaseolus vulgaris L.), Aragdo e Rech
(1997) investigaram as caracteristicas morfoldgicas dos eixos embrionarios e a
exposicao dos meristemas apicais, por microscopia eletrénica de varredura. A
avaliacao foi feita em diferentes cultivares da variedade Carioca, e revelou que
dos 15 cultivares analisados, sete apresentavam o meristema apical dos eixos
embrionarios expostos. Entre essas, duas cultivares regeneraram multiplos
brotos da regidao de meristema, na presenga de BAP, mostrando maior aptidao
a transformacao.

Para analises por microscopia o primeiro passo € a fixacdo do explante com o
fixador adequado para cada técnica, com as seguintes finalidades: evitar a
autdlise, que é a destruicdo da célula por suas proprias enzimas; impedir a
atividade e proliferagdo de bactérias; endurecer as células para que elas
resistam as etapas seguintes, aumentar a afinidade das estruturas celulares
pelos corantes e aumentar o contraste (Junqueira & Carneiro, 1997).

Na analise por microscopia de luz os tecidos devem ser incluidos em parafina
ou resinas plasticas especiais, cortadas em microtomo e coradas com corantes
para visualizagao das estruturas celulares.

O microscopio eletrénico de varredura permite a visualizagdo da superficie de
estruturas nédo seccionadas fornecendo imagens tridimensionais do material
intacto. A amostra é fixada, dessecada e revestida com uma camada fina de
metal pesado, um feixe de elétrons intenso no interior do microscépio percorre
rapidamente a superficie da amostra, resultando na imagem tridimensional

(Lodish et al., 2002). As técnicas de microscopia sdo amplamente utilizadas em
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trabalhos de cultura de tecidos para visualizacdo e analise do desenvolvimento
de estruturas como na regeneragao de calos em Bermudagrass Cynodon
(Ashok & Rongda, 2000) e distribuicdo e efeito de reguladores de crescimento
durante o desenvolvimento como visto em trigo (Fischer et al., 2001) e Musa

spp. (Rodriguez et al., 2001).

1.8. Transformacéao genética

A transformacdo genética em plantas amplia a possibilidade de obtengcao de
plantas com caracteristicas agronOmicas desejaveis, por permitir a
transferéncia de genes, para o genoma de uma planta, independente de haver
compatibilidade sexual. Esses genes podem ser provenientes de qualquer
outra planta, ou mesmo de animais ou microrganismos (Carneiro et al., 2004).
Para possibilitar a introdugéo e a expressao de genes de um modo eficiente em
plantas por técnicas de engenharia genética, varios fatores devem ser
considerados, como: métodos de transformacéo, identificacdo de promotores e
de explantes adequados assim como a eficiéncia da regeneragcdo desses

explantes e um sistema de selecédo eficiente das células transformadas.

1.8.1. Métodos de transformacéao

Uma metodologia amplamente utilizada na transformacgéo genética é o sistema
utilizando a Agrobacterium tumefaciens, um patdégeno natural de plantas que
causa a doenga galha-da-coroa, que caracteriza-se pela formagao de tumores
na espécie infectada. A introdugdo dos genes exdgenos na célula vegetal se
baseia no processo de infeccdo pela Agrobacterium tumefaciens, onde as
linhagens virulentas possuem um plasmideo Ti que € responsavel pela
transferéncia do DNA da bactéria. Esse plasmideo apresenta uma regiao
conhecida como T-DNA que é transferida para o genoma da célula infectada e
codifica os oncogenes que s&o responsaveis pela indugdo de tumores.
Utilizando-se o sistema natural de infeccéo, e técnicas de DNA recombinante,
0s genes de interesse sao inseridos na regido do T-DNA do plasmideo Ti
(Grasser & Fraley, 1989). Na natureza as dicotiledéneas sdo mais amplamente
infectadas por Agrobacterium. Apesar do sistema de transformagao via
Agrobacterium ter sido aplicado com mais eficiéncia em dicotiledéneas nas

décadas de 80 e 90, varias espécies de monocotiledoneas vém sendo mais
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recentemente transformadas com sucesso por esse sistema, como cevada
(Tingay et al., 1997; Xue et al., 2003), milho (Gould et al., 1991; Frame et al.,
2002), trigo (Hu et al., 2003) arroz (Hiei et al., 1994; Kumar et al., 2005) e sorgo
(Zuo-Yu et al., 2000). Em Brachiaria foi realizado teste de susceptibilidade a
diferentes cepas de Agrobacterium spp. com resultados negativos para
formagdo de tumores ou raizes, indicando a nao susceptibilidade as cepas
testadas. A viabilidade do sistema de transformagdo via Agrobacterium,
utilizando trés cepas e cinco plasmideos, incluindo o vetor pTOK demonstrou
que o promotor 35SCaMV nao é eficiente para promover a expressao do gene
gus em células de Brachiaria de diferentes explantes testados (Cabral et al.,
2005). O plasmideo pTOK vem sendo usado com alta eficiéncia em
monocotiledéneas, e caracteriza-se por possuir um inserto como os genes VirB,
virC e virG (Hiei et al., 1994).

No meétodo de transformacao direta por eletroporacdo de protoplastos, os
protoplastos sdo colocados em solugao juntamente com o DNA de interesse e
sao submetidos a um pulso elétrico que vai produzir poros ha membrana do
protoplasto por onde o DNA é introdizido na célula (Thomas & Hall, 1985;
Barros & Carneiro, 1998). A principal desvantagem deste método € que a
regeneragao de plantas a partir dos protoplastos € altamente laboriosa, dificil e
pode ser limitante principalmente em monocotiledéneas (Rakoczy-
Trojanowska, 2002). A eletroporagdo de protoplastos tem sido ultimamente
mais utilizada na transformagao de plastidios (Maliga, 2004). A transformacao
de protoplastos obtidos de cultura celular € empregada na transformacao de
espécies lenhosas como macieiras (Ratnasiri et al., 2002), onde esse método
combinado com citometria de fluxo oferece rapida selecdo das células
transformadas.

O método de transformacao direta mais amplamente usado é o de biobalistica
que emprega microprojéteis em alta velocidade para entregar o DNA nas
células ou tecidos, descrito primeiramente por Sanford e colaboradores em
1987 (Rech & Aragado, 1998). Esses microprojéteis, feitos geralmente de
tungsténio ou ouro devem ser pequenos o suficiente para entrar nas células
sem causar danos e de carregar o DNA para o interior dessas células (Sanford,
1990). A eficiéncia da transformacéao por biobalistica é variavel, dependendo da

espécie, tecido e estado fisioldgico do explante (Sanford, 1990), mas tem sido
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utilizado com eficiéncia tanto para dicotileddbneas como para monocotiledéneas.
Cana-de-agucar (Bower & Birch, 1992), cevada (Ritala et al., 1994), arroz
(Christou et al., 1991), trigo (Vasil et al., 1993), sorgo (Casas et al., 1993) e
milho (Gordon-Kamm et al., 1990) s&o exemplos de monocotiledbneas
transformadas pelo sistema biobalistico. A otimizacdo dessa técnica depende
de varios fatores fisicos, como pressao do gas hélio, pressao de vacuo, tipo de
particula a ser utilizada e a distédncia entre a membrana carreadora e as
caracteristicas do explante (Sanford et al., 1993).

Para plantas de Brachiaria ruziziensis uma metodologia de transformacéao
genética via biobalistica, utilizando embrides maduros isolados, foi
desenvolvida por Lenis (1998) sendo o primeiro relato de transformagéo. Neste
trabalho foram usadas trés espécies: B. decumbens, B. ruziziensis e B.
brizantha e estabelecidos parametros fisicos do bombardeamento com o gene
repérter gus; como a determinagcao da melhor distancia entre a membrana
carreadora e a placa alvo (6 cm), pressao do gas hélio (1200 psi) e posi¢ao dos
embrides em placa de Petri para o bombardeamento; assim como o sistema de
selecdo e a eficiéncia de selegcdao entre os antibidticos canamicina e
higromicina. O uso de canamicina na concentragdo de 100mg/L nao afetou o
crescimento dos calos, indicando que a canamicina ndo € um agente de
selecdo indicado para plantas de Brachiaria. A higromicina mostrou ser um
bom agente de selegcdo uma vez que embrides maduros n&o sobrevivem em
concentragdes pequenas desse agente, 10mg/L, mostrando alta sensibilidade
de Brachiaria spp. a esse antibidtico. Plantas de B. ruziziensis, sexual diploide
resistentes ao agente seletivo higromicina foram recuperadas e por ensaio de
Sourthen blot mostraram ser transgénicas.

Questdes de biosseguranga nos levam a procurar alternativas de selecéo
diferentemente de genes que conferem resisténcia a antibiéticos, como o gene
da manose, que codifica para a enzima PMI (fosfomanose isomerase), que é
capaz de converter manose-6-fosfato em frutose-6-fosfato, conferindo a planta
a capacidade de usar a manose como fonte alternativa de carbono (Negrotto
et al., 2000). Silveira e colaboradores (2003) observaram uma reducao de 50%
na formacao de calos quando a manose estava presente na concentragao de 5
g/L combinada com 15 g/L de sacarose. Os calos obtidos ndo foram capazes

de formar embrides somaticos, indicando que a manose nado pode ser
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catabolizada por B. brizantha e que houve um efeito inibitério na embriogénese
somatica, podendo ser utilizada como agente de selegdo como alternativa ao

uso de antibidticos ou herbicidas.

1.8.2. Escolha de promotores para a transformacéo

Promotores que induzem a alta expressdo do gene de interesse sao
fundamentais para a eficiéncia na transformacao de plantas.

Avaliacdo de diferentes promotores para uso na transformacao de Brachiaria
brizantha foi realizada por Silveira e colaboradores (2003), onde foi testada a
eficiéncia dos promotores Act1 de Oryza sativa (McElroy et al., 1990), Act2 de
Arabidopsis thaliana (Yong-Qiang et al., 1996), Ubi1 de Zea mays (Christensen
et al., 1992), Ubi3 de A. thaliana (Burke et al., 1988), CaMV35S do virus do
mosaico da couve-flor (Guilley et al., 1982) e CVMVp do virus do mosaico da
nervura da mandioca (Verdaguer et al., 1996) baseada na detecgdo da
expressdo do gene gus. Os melhores resultados foram obtidos com os
promotores Act1 e Ubi1, assim como ficou evidenciado a n&o eficiéncia do
CaMV35S para Brachiaria. A partir desses resultados foi construido pelo nosso
grupo o vetor pAHUG que contém o promotor do gene de actina | de arroz
dirigindo a expressao do gene de selecao hptll e o promotor Ubi1 de ubiquitina

de milho dirigindo a expressao do gene reporter gus (Cabral et al., 2003a).

1.8.3. Genes marcadores

Em metodologias de transformacao de plantas, os genes de selegao e genes
reporteres sao utilizados para identificacdo de possiveis transformantes. O
gene gus (Jefferson et al., 1987) que codifica a enzima B-glucuronidase é um
gene reporter amplamente utilizado na detecgédo de plantas transgénicas e em
analises de expressao transiente, que € a expressao de um gene exdgeno sem
necessaria integracdo no genoma da planta hospedeira (Brasileiro & Carneiro,
1998). A expressao de gus € considerada apenas como uma evidéncia de
transformacao, ndo sendo suficiente como prova definitiva da integracdo do

gene gus no genoma da planta (Potrykus, 1990).
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1.8.4. Técnicas moleculares de deteccdo de genes

A técnica de PCR é amplamente utilizada em analises de plantas transgénicas,
pois permite a deteccdo rapida da presenca de genes em DNA gendmico,
assim como a analise de um grande numero de amostras (Gama, 1998). A
técnica de Southern blot onde é feita a hibridizagdo do DNA gendmico com
sequéncias dos genes introduzidas mostra a integracdo do gene exogeno no
genoma da planta e o numero de cépias desse gene no genoma (Romano,
1998). A prova definitiva da transformacgéo estavel da planta é fornecida pela

analise da segregacgao do gene na progénie.

1.8.5. Transformacédo genética em espécies apomiticas

Em plantas apomiticas, a transformagédo genética € um modo de aumentar a
variabilidade genética por meio da introdugdo de caracteristicas de interesse
agrondmico. Essa tecnologia viabiliza o aporte de qualidades especificas,
impossiveis de serem obtidas com as técnicas convencionais de hibridagao, e
pode ser utilizada para estudos de expressdao e regulagdo de genes
responsaveis pela apomixia (Carneiro et al., 2004).

Trabalhos de transformagéo genética tém sido feitos em espécies apomiticas.
Em Dichanthium annulatum, uma importante graminea tropical da india, que se
reproduz quase que exclusivamente por apomixia facultativa do tipo
gametofitica, foi observada a expressdo de genes marcadores na progénie das
plantas transformadas, indicando que essas plantas sao capazes de transmitir
o transgene quando se reproduzem por apomixia (Dalton et al., 2003). Em
Paspalum notatum, importante forrageira com reprodugé&o apomitica do tipo
aposporica, plantas resistentes ao herbicida glufosinato com fendtipo e
crescimento normal e férteis, foram obtidas apés bombardeamento de calos
embriogénicos (Smith et al., 2002). Em plantas de Hieracium piloselloides,
dicotiledbneas com 90% de apomixia do tipo apospdédrica, trabalhos de
transformacdo mostram que plantas transformadas com o oncogene rolB
desenvolveram meristemas ectopicos, sofrendo alteracbes no desenvolvimento
do 6vulo o que leva a um aumento na iniciagdo da apomixia (Koltunow et al.,
2001). A determinagdo das relacdes moleculares entre as vias sexual e
apomitica em Hieracium, foi realizada com marcadores de desenvolvimento

com padrao de expressdo conhecido em plantas sexuais. Esses marcadores
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foram fusionados ao gene reporter gus e as plantas de H. piloselloides e H.

aurantiacum transformadas via Agrobacterium (Tucker et al., 2003).

2. OBJETIVOS

Determinar a o¢rgdo-especificidade de cDNA de expressdo detectada

previamente em ovarios.

Avaliar diferentes parametros da estrutura e cultura de explantes de Brachiaria

brizantha para otimizagéo da transformagéo genética por biobalistica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Plantas de B. brizantha cv. Marandu apomitica BRA 000591 — B30 e do acesso
sexual BRA 002747 — B105 foram cultivadas no campo na Embrapa -
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia — DF e in vitro, em sala de cultura
com temperatura de 27°C + 2°, sob luz fluorescente (10-15 ymE? s™) em
fotoperiodo de 12 horas.

Ovarios, folhas e anteras foram coletados das plantas apomiticas para extracao
de RNA. Os segmentos nodais, das plantas sexuais e apomiticas do campo
foram utilizados para micopropagacao in vitro. Segmentos basais foram
coletados das plantas in vitro, apomiticas e sexuais, para analise estrutural.

As cariopses de B. brizantha cv. Marandu BRA 000591 foram cedidas pela Dra.
Cacilda do Valle (Embrapa Gado de Corte, Campo grande — MS). Foi usado

para os trabalhos de transformacgao a semente madura ja descascada.

3.2. Caracterizacdo da 6rgéo-especificidade de clones de DD-PCR

3.2.1. Extracdo de ovarios e anteras

Os ovarios e anteras foram extraidos no estagio de desenvolvimento relativo a
megagametogénese, estagio IV, como descrito por Araujo e colaboradores
(2000) e excisados dos pistilos sob microscopio estereoscopio Zeiss-Stemi
SV11, armazenados em tubos de microcentrifuga em nitrogénio liquido e

mantidos em freezer a -80°C. Cada tubo continha 250 ovarios ou 250 anteras.

3.2.2. Extracdo de RNA de ovarios e anteras

Em tubo de microcentrifuga contendo 250 ovarios ou anteras foram
adicionados 250 pL do reagente Trizol® (Invitrogen), e os ovarios macerados
por 30 segundos com pistilo de polietileno com o auxilio de broca AD1-18 s
Bionic Drill set. Foram adicionados ao macerado 25 pL de uma solugao
contendo cloroformio 100% e alcool isoamilico 100% (24:1; v/v). O material foi
agitado em agitador de tubos tipo Vortex por 30 segundos e incubado no gelo
por 5 minutos. Em seguida o extrato foi centrifugado a 12.000 rpm, em
centrifuga Eppendorf 5415C por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi

transferido para tubo novo, onde foi adicionado o mesmo volume de
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isopropanol para precipitacdo do RNA. O material foi incubado a 4°C por 30
minutos e centrifugado a 13.000 rpm, em centrifuga Eppendorf 5417R, por 30
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500
ML de etanol 70%. Seguiu-se nova centrifugagao de 12.000 rpm, em centrifuga
Eppendorf 5415C por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
RNA ressuspendido em um volume de 20 pyL de agua tratada com DEPC
(DEPC 0,1%) e autoclavada.

A qualidade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio 0,5 yg/mL em tampao TBE 0,5X ( 5,4 g de Tris,
2,75 g de acido borico, e 2 mL de EDTA 500 mM pH 8,0).

3.2.3. Extracao de RNA de folhas

RNA foi extraido de folhas jovens de B.brizantha coletadas e congeladas em N,
liquido, pelo método de extragdo por fenol (Berger, 1987). Cerca de 2 g de
tecido foram macerados em cadinho, livre de RNAse, com nitrogénio liquido até
a obtencado de um pd bem fino. Ao macerado foram adicionados 6 mL de fenol
acido: cloroférmio: alcool isoamilico, 25:24:1 (v/iviv) e 9 mL de tampao NTES
(NaCl 0,1 M, Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, SDS 1%) em tubo de
centrifuga. O tubo contendo o macerado foi agitado vigorosamente por 15
minutos a temperatura ambiente e centrifugado a 12.000 rpm, em centrifuga
Sorvall® RC-5B DuPont rotor SS34 por 10 minutos. A partir desse ponto, os
tubos foram mantidos sempre no gelo. A fase aquosa foi transferida para tubo
novo onde foram adicionados 10% do volume de acetato de sédio 3 M pH 4,5 e
2 volumes de etanol absoluto a -20°C. O material foi incubado a -20°C por 2
horas e em seguida centrifugado a 12.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante
foi descartado e os tubos mantidos no gelo. O sedimento foi dissolvido em 2.5
mL de agua tratada com DEPC gelada, onde foram adicionados 2,5 mL de
cloreto de litio 4 M, e incubado a 4°C durante a noite. Em seguida o material foi
centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante descartado. O
sedimento foi ressuspendido em 1,8 mL de agua tratada com DEPC. O RNA foi
precipitado em 200 yL de acetato de sodio 3 M e 4 mL de etanol absoluto a -
20°C por 1 hora, centrifugado a 12.000 rpm por 20 minutos, e lavado com 5 mL

de etanol 70% apds descarte do sobrenadante. O RNA foi entdo centrifugado a
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12000 rpm por 3 minutos, o etanol descartado, e ressuspendido em 200 uL de
agua tratada com DEPC 0,1% gelada.

A qualidade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio 0,5 pg/mL em tampé&o TBE 0,5X (5,4 g de Tris,
2,75 g de acido borico, e 2 mL de EDTA 500 mM pH 8,0).

3.2.4. Selecao dos clones

Sequéncias de cDNA, clones 4, 9, 21 e 45, oriundas de DDPCR (Rodrigues et
al 2003) e clonadas no vetor pGEM-T Easy (Promega) estavam armazenadas a
-80°C em células de Escherichia coli, linhagem XL1Blue em glicerol 15%. Para
reativacdo das bactérias 150 uL desse estoque foram adicionados a 150 uL de
meio LB (Triptona 1%, Extrato de Levedura 0,5%, NaCl 1%) e incubados em
banho a 37°C por 30 minutos. Apds essa incubacdo o meio foi colocado sob
agitacado (190 rpm) a 37°C por 4 horas. Esse pré-indculo serviu como inéculo
da mini-prep para extragdo do DNA plasmidial. O perfil de digestdo do DNA
plasmidial foi verificado com a enzima de restricdo EcoRI (Gibco BRL), que
libera o fragmento do vetor, por eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio 0,5 yg/mL em tampao TBE 0,5X (5,4 g de Tris, 2,75 g de
acido boérico, e 2 mL de EDTA 500 mM pH 8,0).

3.2.5. Preparo das membranas

Foram preparadas 2 membranas de nailon Hybond™-N (Amersham Life
Science) com o auxilio de aparelho Bio-Dot® Microfiltration Apparatus (BIO-
RAD) contendo o DNA, no vetor pGEM-T Easy (Promega), dos clones
diferenciais, 03, 04, 09, 11, 13, 14, 19, 21, 32, 41A, 44, 45, 49, 51, 52, 53,58 e
65A, uma com 100 ng e outra com 250 ng de DNA.

Outras membranas foram preparadas com sequéncias de cDNA, dos clones
09, 19, 21, 41A, 44 e 58, amplificadas em reacdo de PCR com os iniciadores
T7 e SP6 a temperatura de anelamento de 47°C. A reacao foi feita em um
volume final de 50 uL. Destes, 15 uL foram aplicados em trés géis de agarose
1%, um para cada sonda, feitas a partir de RNA de anteras, folhas e ovarios.

dTM

Os géis foram transferidos para membranas de nailon Hybond ™-N por

capilaridade.
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As membranas foram incubadas em solu¢ao de desnaturagdo (0,5 M NaOH,
1,5 M NaCl) e neutralizagao (0,5 M Tris pH 7,0, 1,5 M NaCl), tendo o DNA sido
fixado por ultravioleta em UV-crosslinker. A pré-hibridizagdo foi feita na
temperatura de 45°C, em formamida 50%, SSPE 5x, solu¢do de Denhardt 5X,
SDS 0,5%, com 55 ug/mL de DNA de esperma de salmao desnaturado.

3.2.6. Marcacao radioativa de sondas

Para confeccdo das trés sondas, RNA total de ovario, folha e antera foram
utilizados para sintese de cDNA marcado com [0*?P] dCTP.

Para a reacédo de sintese e marcacao do cDNA foram usados 5 ug de RNA
total, tampao da RT 1X, dATP 0,5M, dGTP 0,5 mM, dTTP 0,5 mM, dCTP 3,0
uM, Oligo dT 1,0 uM e agua tratada com DEPC para volume final de 12,5 puL.

A reacdo foi agitada gentilmente e aquecida a 65°C por 5 minutos para
desnaturacdo do RNA e resfriada a temperatura ambiente por 15 minutos.
Foram adicionados DTT 0,1 M, 5,0 puL de [0*?P] dCTP e enzima SuperScript™
I RNase H" RT 250 U (Invitrogen). Apds incubagdo por uma hora em banho-
maria a 37°C, a reagdo foi passada por coluna Probe Quant ™ 50 Micro
Collumns (Amersham Biosciences). A enzima foi inativada por desnaturacéo a
95°C por 5 minutos e a reagao colocada no gelo imediatamente. A sonda foi
adicionada a solugao de pré-hibridizagao e a hibridizagao foi feita por 24 horas.
As membranas foram lavadas com SSPE 2X (NaCl 300 mM, NaH,PO4.H,0 20
mM, Na.EDTA.2H,O 2 mM) SDS 0,1% por 30 minutos em temperatura
ambiente, SSPE 1X, SDS 0,1% 30 minutos a 55°C e SSPE 0,1%, SDS 0,1% a
55°C por 15 minutos, consecutivamente. As membranas foram expostas a

filmes de raios-X por 20 dias a -80°C.

3.3. Amplificacdo dos terminais dos cDNAs por 5 RACE (Rapid
Amplification of cDNA ends) do clone 21

3.3.1. Purificacdo de mRNA de ovarios de B. brizantha

RNA total de ovarios do estagio IV foi usado para purificagdo de mRNA,
utilizando o Kit Dynabeads® Oligo (dT) 2s, seguindo instrucdes do fabricante
Dynal®.
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RNA (100 ug em um volume final de 100 pL) foi aquecido a 65°C por 2 minutos
e foram adicionados 200 pL de suspensdo de Dynabeads® previamente lavada
com tampéo de ligacdo 2X e mantido por 5 minutos a temperatura ambiente
invertendo o tubo vagarosamente. A solugao contendo o RNA foi colocada no
MPC (concentrador magnético de particulas - Dynal®) por 30 segundos, até a
solucéo ficar clara. O sobrenadante foi retirado e os beads foram lavados com
220 yL de tampéo de lavagem B. O tubo foi colocado novamente no MPC e o
sobrenadante retirado. Esse passo foi repetido mais uma vez. Apds as
lavagens, o RNA foi eluido em 6 uL de Tris-HCI pH 7.5 livre de RNAse e
aquecido a 80°C por 2 minutos e o tubo foi colocado imediatamente no MPC
por 30 segundos para coletar o sobrenadante, que contém o mRNA que foi

armazenado a -80°C.

3.3.2. Sintese da primeira fita de cDNA

cDNA foi sintetizado utilizando o Marathon ™ cDNA Amplification Kit. Em um
tubo foram adicionados 3 pL (~ 2 ug) de mRNA, 1 pL de iniciador para sintese
de cDNA (CDS - 10 uM) e agua estéril para completar o volume de 6 uL, que
foi centrifugado rapidamente e incubado a 70°C por 2 minutos, e em seguida
colocado no gelo por 2 minutos. Apds a incubagao no gelo foram adicionados:
2 pL de tampéao para a primeira fita 5X, 1 yL de dNTPmix (10 mM), e 1 pL (20
U) da enzima AMV transcriptase reversa e o volume completado para 10 uL
com agua. A reacgao foi misturada usando pipeta, centrifugada rapidamente e

incubada a 42°C por 1 hora e colocada no gelo para parar a reacao.

3.3.3. Sintese da segunda fita de cDNA

Foram usados 10 pyL da reacdo da primeira fita de cDNA aos quais foram
adicionados 16 uL de tampao para a segunda fita 5X, 1,6 yL de dNTPmix (10
mM), 4 yL do coquetel da enzima para a sintese da segunda fita 20X e agua
estéril para completar o volume de 50 pL. Essa reacdo foi misturada com
pipeta, centrifugada rapidamente (spin) em centrifuga Eppendorf 5415C, e
incubada a 16°C por 1 hora e meia. Apds a incubagao foram adicionados 2 uL
(10U) da enzima T4 DNA polimerase seguido de uma nova incubagdo a 16°C
por 45 minutos. Foram adicionados 4 uL de uma solugdo de EDTA/ glicogénio

para parar a reagao.
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Para limpeza do cDNA foram adicionados 100 uL de agua e 200 pL de solugao
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1, v/vlv), o tubo foi agitado
vigorosamente em agitador de tubos tipo Vortex e centrifugado a 14.000 rpm
(centrifuga Eppendorf 5415C) por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida
para tudo novo onde foram adicionados 200 pL de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1, v/v), agitado e centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos, € a
fase aquosa transferida para tubo novo. Para precipitagdo do cDNA foram
adicionados 75 pL (0,5 v) de acetato de aménio 4 M e 375 pL (2,5 v) de etanol
diluido a 95%. O tubo foi agitado vigorosamente e centrifugado a 14.000 rpm
por 20 minutos, o sobrenadante foi removido e o DNA lavado com 300 pL de
etanol 80% e centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos. O DNA foi
ressuspendido em 10 uL de agua bidestilada estéril.

A analise da qualidade e tamanho do cDNA foi feita por eletroforese em gel de
agarose 1,2%, corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) em tampéo TBE 0,5X
(5,4 g de Tris, 2,75 g de acido borico, e 2 mL de EDTA 500 mM pH 8,0).

3.3.4. Ligacao dos adaptadores ao cDNA

Foram usados 5 uL da reagao de sintese da segunda fita de cDNA aos quais
foram adicionados 2 uL do adaptador Marathon cDNA (10 uM), 2 pyL do tampao
de ligacdo 5X e 1 pL (400U) da enzima T4 DNA ligase. A reagéo foi incubada a
16°C durante a noite. Apds incubacdo a enzima foi inativada a 70°C por 5
minutos. O cDNA ligado ao adaptador foi diluido para 0,4 ng/ yL em tampéao
tricina-EDTA (fornecido pelo Marathon ™ cDNA Amplification Kit) estocados a -
20°C.

3.3.5. Desenho dos iniciadores

Para amplificacdo do terminal 5" da sequéncia do clone 21 por 5’RACE foram
desenhados iniciadores como apresentado na Figura 2. Os iniciadores foram
desenhados no sentido anti-senso utilizando o programa PRIMER, seguindo as

informacg6es fornecidas pelo Marathon ™ cDNA Amplification Kit - Invitrogen.
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CL21(56) 5-ATGGTCGTTGGGTCGAGGGGTCTT-3'
CL 21 (114) 5'-CATCTTTCGGCGCTGCCTCTTCAG-3'
AP1 5'- CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3’

Figura 2 - Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificagao por 5’RACE do clone
21. AP1: iniciador do adaptador do Kit de 5’RACE.

3.3.6. Reacédo de 5’ RACE — Rapid Amplification of cDNA Ends

O cDNA com os adaptadores foi diluido para a concentragdo de 0,1 ng/uL em
tampéo tricina/EDTA, desnaturado por 2 minutos a 95°C e colocado
imediatamente no gelo por 2 minutos.

Foi feita uma solugdo com 5 uL do tampé&o Advantage 2 10X, 1 uL de dNTPmix
(10 mM) e 1 pyL da enzima Advantage 2 Polimerase 50X , 5 yL (0,5 ng) de
cDNA de ovario de B. brizantha estagio IV, 1 yL do iniciador AP1 e 1 pL do
iniciador gene especifico (CL21 114) e agua para completar o volume para 50
ML.

O programa utilizado para o 5RACE foi: 1 minuto a 94°C; 4 ciclos de 30
segundos a 94°C e 4 minutos a 72°C; 4 ciclos de 30 segundos a 94°C e 4
minutos a 70°C; 34 ciclos de 20 segundos a 94°C e 4 minutos a 68°C, em
termociclador PTC-100™ (MJ Research, Inc.)

O produto da reacdo foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) em tampéo TBE 0,5X ( 5,4 g de Tris,
2,75 g de acido borico, e 2 mL de EDTA 500 mM pH 8,0).

Para analise dos produtos de amplificagao foi feita PCR com um iniciador mais
interno — CL21 56 - com temperaturas de anelamento de 55°, 60° e 64°C.

As bandas amplificadas foram excisadas e eluidas do gel utilizando o Kit
QIAEX Il Agarose Gel Extraction Protocol — QIAGEN, e clonadas no vetor
pCR® 2.1 (Invitrogen) conforme orientacdo do fabricante. O produto da
transformacao em células XL1 Blue de E. coli foi plaqueado em 20 mL de meio
solido LB com ampicilina. As colénias brancas foram selecionadas e crescidas
em 3 mL de meio LB liquido com ampicilina 100 mg/L para mini-preparagao de
DNA plasmidial.
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3.3.7. Preparo de células competentes para transformacdo por
eletroporacgéo

Uma cultura de E. coli XL 1 Blue (Clontech®) foi plaqueada em LB sélido e
incubada em estufa a 37°C por 16 horas. A partir de uma colbnia isolada,
crescida em placa de Petri, foi feito um pré inoculo em tubo cbénico de 15 mL
tipo Falcon™, contendo 5 mL de meio LB. A cultura foi incubada por cerca de
16 horas sob agitagéo vigorosa, a 37°C.

Um volume correspondente a 1/100 do pré inoculo foi inoculado em 1L de meio
L (bactotriptona 1%, Extrato de Levedura 0,5%, NaCl 0,5%) e incubado sob
agitacao vigorosa, a 37°C até atingir Asoo de 0,6. Apds atingir a Asoo desejada, a
cultura foi mantida no gelo por 30 minutos e centrifugada a 4.000 rpm, em
centrifuga Sorvall® RC-5B DuPont® rotor GSA, por 15 minutos, a 4°C. As
bactérias foram ressuspendidas em 500 mL de agua bidestilada estéril e
centrifugadas a 4.000 rpm por 15 minutos, a 4°C. Apds a centrifugagao, o
sobrenadante foi cuidadosamente descartado e as células foram
ressuspendidas em 20 mL de solugao de glicerol 10% (v/v). Apos centrifugacéo
a 4.000 rpm por 15 minutos a 4°C, as células foram ressuspendidas em 2 mL
de glicerol 10% estéril. O material foi dividido em aliquotas de 40 pL e estocado
a -80°C.

3.3.8. Transformacdo por eletroporacdo, das ligacbes das bandas
resultantes do 5'RACE do clone 21 clonadas no vetor pCR® 2.1
(Invitrogen)

Foram adicionados 2 pL da reagao de ligagcado ao estoque de 40 uL de células
competentes de E. coli XL 1 Blue (Clontech®). A mistura foi colocada em cuveta
de eletroporacao BioRad de 0,2 cm de distancia entre os eletrodos.

As células foram eletroporadas em eletroporador BioRad sob as seguintes
condic¢oes: 200 Q de resisténcia, 25 yF de capacitancia e voltagem de 25 kV.
Apds a eletroporacgao, foi adicionado 1 mL de meio LB ao transformado e essa
cultura foi incubada a 37°C por uma hora sob agitagao vigorosa (180 rpm).

O volume total de cultura, cerca de 100 pL foi plaqueado em meio LB sélido,
contendo 100 mg/L de ampicilina, 20 pyg/mL de X-gal e 0,16 mM de IPTG.

As colbnias brancas foram selecionadas e crescidas em 3 mL de meio LB

liquido com ampicilina 100 mg/L para mini-preparagao de DNA plasmidial.
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3.3.9. Mini-preparacao de DNA plasmidial

As culturas de bactérias transformadas com os clones (3 mL) em estudo foram
centrifugadas a 12.000 rpm, em centrifuga Eppendorf 5415C, por 1 minuto. O
sedimento foi ressuspendido em 100 uL de solugéo | (Glicose 50 mM, Tris 25
mM, EDTA 10 mM) com 2 uL de RNAse A (10 mg/mL) e 200 pL da solugéo Il
(NaOH 0,2 M, SDS 1%) foram adicionadas. As amostras foram misturadas por
inversdo e colocadas no gelo. Em seguida foram adicionados 150 pL da
solucgdo Il (acetato de potassio 5 M, acido acético glacial), agitada lentamente
e incubada no gelo por 5 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12.000
rom por 5 minutos e a fase aquosa transferida para tubo novo onde foram
precipitadas com 2 volumes de etanol 100%, mantidas por 2 minutos a
temperatura ambiente e centrifugadas a 12.000 rpm por 2 minutos. O
sedimento foi lavado com etanol 70% e centrifugado por 2 minutos. O DNA
plasmidial foi ressuspendido em 30 uL de agua bidestilada estéril.

O DNA plasmidial foi digerido com a enzima EcoRl (Gibco BRL) para
verificagcdo do tamanho dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) em tampéo TBE 0,5X ( 5,4 g de Tris,
2,75 g de acido borico, e 2 mL de EDTA 500 mM pH 8,0).

3.3.10. Sequenciamento de DNA

Os clones foram quantificados e enviados para sequenciamento na Plataforma
Genbmica da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia ou na
Universidade Catdlica de Brasilia na concentragdao de 100 ng/uL. Na reacao de
sequenciamento foram utilizados os iniciadores M13 foward e M13 reverso na
concentragéo de 3,2 pmoles cada e 2 uL de mix do Big Dye 3.1Kit (Applied
Biosystems). A leitura das amostras foi feita em sequenciador ABI 3700

(Applied Biosystems).

3.3.11. Analise das seqiéncias

A andlise das sequéncias geradas no sequenciador ABI3700 foi feita no
endereco eletrénico http://adenina.biomol.unb.br/phph, utilizando o programa
Electropherogram quality analysis (Togawa & Brigido, 2003). O programa
PHRED (Ewing et al., 1998) foi utilizado para analisar a qualidade dos

cromatogramas gerados no sequenciador. O programa CROSSMATCH foi

27



usado para remover a seqiiéncia do vetor pCR® 2.1 e dos adaptadores do Kit
de 5 RACE. Para o agrupamento de sequéncias semelhantes (clusterizagao),
foi utilizado o programa CAP3. Esse programa estabelece um contig, que é
uma sequéncia consenso, derivada da juncdo de duas ou mais sequéncias
relacionadas, por multiplos alinhamentos.

Para analise de similaridade foi utilizado o programa BLASTN contra o banco
nr (ndo redundante) de nucleotideos do NCBI (www.ncbi.nlm.gov/ BLAST)
(Altschul et al., 1997).

3.4. Parametros de biobalistica usados para transformacdo genética de
diferentes explantes

3.4.1. Precipitacdo do DNA sobre as microparticulas de Tungsténio

Para a precipitagdo do DNA sobre as microparticulas de Tungsténio a umidade
relativa do ar deve estar em no maximo 50%.

Particulas de Tungsténio M10 foram sonicadas por 5 minutos e mantidas sob
agitagdo em agitador tipo Vortex por 10 minutos. Em cada tubo de
microcentrifuga do tipo Eppendorf foram adicionados nesta ordem: 50 yL (60
mg/mL) de particulas, 8 ou 10 ug (1 pg/uL) de DNA plasmidial, 50 uL de CaCl,
2,5 M e 20 uL de espermidina 0,1 M, sempre sob agitagdo. Os tubos foram
submetidos a agitacdo por dez minutos e centrifugados a 12.000 rpm, em
centrifuga Eppendorf 5415C, por dez segundos, retirou-se o sobrenadante e
adicionou-se 150 uL de etanol absoluto para suspender as particulas. Esta
etapa de lavagem foi repetida duas vezes. Por fim, as particulas foram
ressuspendidas em 24 puL de etanol absoluto, colocadas em sonicador
Branson B1210E-MTH, para desaglomeragéo por 1 a 2 segundos, e em cada
membrana carreadora foram aplicados 3,2 uL, espalhados uniformemente na
area central das membranas. As membranas carreadoras foram deixadas no
dessecador com silica gel por pelo menos dez minutos antes do

bombardeamento, para total evaporacao do etanol.

3.4.2. Vetores

Em diferentes experimentos de transformacao genética por biobalistica foram
utilizados os vetores pAct1-D (McElroy et al., 1990), pAHC27 (Christensen &
Quail, 1996) e pAHUG (Cabral et al., 2003a), conforme descrito na figura 3.
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Esses vetores possuem promotores de monocotiledéneas dirigindo a
expressao do gene reporter gus (Jefferson et al., 1987) ou do gene de selegao
hptll.

A- pAct1—DA »
pAc gus %_|tnos pUC19
B- pAHC27
pUbi1 gus tnos pUC19
LRiiiiiiiiiiity 2
C- pAHUG
pAct1 hpt tnos pUbi1 gus tnos ppg

Figura 3 - Representagdo esquematica dos plasmideos utilizados para transformagéao
genética de B. brizantha. A - pAct1-D - promotor Act1 de actina de arroz dirigindo a
expressao do gene gus e terminador nos (McElroy et al., 1990), B - pAHC27 promotor
Ubi1 da ubiquitina de milho dirigindo a expressdo do gene gus e terminador nos
(Christensen & Quail, 1996), C - pAHUG - promotor Act1 de actina de arroz dirigindo a
expressao do gene de selegao hptll e terminador nos e promotor Ubi1 da ubiquitina

de milho dirigindo a expressao do gene gus e terminador nos (Cabral et al., 2003a).

3.4.3. Condi¢cbes de bombardeamento
Os experimentos de biobalistica foram realizados com: 8 ou 10 ung de DNA
plasmidial, pressao do gas hélio de 900 psi, distdncia entre o explante e a

membrana carreadora de 6 cm e 25 Ibs de vacuo.
3.4.4. Andlise histoquimica do gene gus
Para verificagdo do nivel de expressao do gene gus em diferentes tecidos, 24

ou 48 horas apos o bombardeamento, embrides isolados, calos e suspensao
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de células foram incubados em uma solugdo de X-Gluc (NaH;PO4.H,O 100
mM, K4Fe(CN)s.3H20 0,5 mM, Na;EDTA.2H,0 10 mM, Triton® X-100 0,1%, X-
Gluc 50 mg/mL 1 mM) por 16 horas a 37°C (Jefferson et al., 1987). O resultado
foi observado observando-se os tecidos em microscépio estereoscopio Zeiss-
Stemi SV11.

3.5. Andlise do potencial de diferentes explantes de B. brizantha para

transformacédo genética

3.5.1. Explantes analisados

Para identificagdo do explante mais adequado para transformacéo genética via
biobalistica foram avaliados quatro tipos de explantes: 1. segmentos basais -
base estolonifera de plantas cultivadas in vitro; 2. embrides isolados de

sementes maduras; 3. calos embriogénicos; 4. células em suspensao.

3.5.1.1. Introducédo, manutenc¢éo e micropropagacao in vitro

Visando o estabelecimento de uma cole¢cao de plantas in vitro, segmentos
nodais de plantas, apomitica e sexual, cultivadas no campo da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia foram coletados e levados ao laboratério
onde foram excisados do colmo de modo que as gemas ficassem expostas. Os
segmentos nodais foram posteriormente cortados no sentido longitudinal para
expor os vasos e facilitar a desinfestacdo dos explantes, tendo sido
submetidos primeiramente a alcool 70% por 3 minutos, para quebrar a tenséo
superficial, e depois, ao hipoclorito de sddio 5% por 20 minutos, sendo
lavados, em seguida, trés vezes em agua destilada esterilizada.

Apoés a desinfestagédo superficial, 12 segmentos nodais foram inoculados por
placa em meio LS (Tabela 1) suplementado com cinetina 3 mg/L ou 6 mg/L
para induzir a multibrotacdo. Quando os brotos alcancaram cerca de 1 cm,
foram individualizados e transferidos para tubos de ensaio contendo meio B
sem regulador de crescimento (Tabela 1) ou MMP - meio de manutencao de
plantas (Tabela 1), até o desenvolvimento de pléantulas.

A base estolonifera das monocotileddneas — regido logo acima das raizes - é a
regido meristematica das plantas cultivadas in vitro, aqui denominada de

segmento basal. Esses segmentos basais foram inoculados em meio LS
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(Tabela 1) para manutengao da colecédo, micropropagacgao e analise estrutural

por microscopia de luz e eletrdénica de varredura.

3.5.1.2. Meios de Cultura utilizados
Os meios de cultura apresentados na Tabela 1 foram utilizados em diferentes
etapas de um ciclo de cultivo, ou foram comparados entre si para

determinacdo de um meio de cultivo mais adequado para B. brizantha.
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Tabela 1: Meios de cultura utilizados nos trabalhos de cultura de tecidos

Reagentes M1 M1.2 MS1 MS2 MSCL MSCL MMP LS B DDI
Ind reg Mod.
Macronutrientes MS MS MS MS MS MS MS 1/2 MS MS MS 1/2
Micronutrientes MS MS MS MS MS MS MS 1/2 MS MS MS
Vitaminas MS MS MS MS MS MS MS MS MS MS
Caseina 100 mg/L 100 | - | - 300 300 100 100 | - | -
hidrolisada mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
BAP 0,2 mg/L 02 | —— | - 0,2 TmglL | -——-- 3mg/ll | -
mg/L mg/L
24D 2 mg/L 4mg/lL | - | - 3 mg/L 1,1
mg/L
ANA | - | - 0,1 | - | - 0,5 0,2 1Tmglk | - | -
mg/L mg/L mg/L
Cinetina | -——- | - 0,4 dmg/L | - 2,5 0,5 3mg/lL | - | -
mg/L mg/L mg/L
Tiamina | - 100 | - | -——--
mg/L
Zeatina | - 0,2
mg/L
Acido ascorbico | --—---- 10
mg/L
GA; | 0,2
mg/L
Inositol | - | - 100 |[100mg | ----—-- 100 100 100 | - | -
mg/L /L mg/L mg/L mg/L
Sacarose 3% 3% 3% 3% 3% 3% 2% 3% 3% 3%
Agar 0,7 % 07% | 0,7% | 0,7% 0,7 % 0,7 % 0,7 % 0,7 % 0,7% | -

MS (Murashige&Skoog, 1962); MSCLind e MSCLreg (Garg et al., 2002); LS (Linsmaier&Skoog,
1965); B (Bourgin et al., 1979); DDI (Matsumoto, 2006).

mod: modificado
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3.5.1.3. Andlise estrutural de segmentos basais de plantas cultivadas in
vitro

Plantas de Brachiaria brizantha cv. Marandu apomitica e acesso sexual, com
tamanho de 5-7 cm, cultivadas in vitro foram selecionadas para analise.

O segmento basal foi cortado transversalmente num segmento de 1 cm, tendo
sido subdividido em 3 partes: corte basal, mediano e apical (Figura 4). Os cortes
foram cultivados em meio LS — micropropagacao - sendo 5 cortes em cada pote
de vidro tipo baby food, numa amostragem de 15 explantes para cada tipo de
corte. As amostras foram mantidas em sala de cultura com temperatura de 27°C

+2°, sob luz fluorescente (10-15 umE? s™") em fotoperiodo de 12 horas.

3
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Figura 4 - A - Planta de Brachiaria brizantha cultivada in vitro (Pinheiro et al,
2000). As setas indicam o segmento basal. B - Esquema dos cortes apical,

mediano e basal feitos nos segmentos basais da plantas cultivadas in vitro.
Quatro explantes de cada tratamento foram fixados, dois em cada tipo de fixador

para preparo e visualizagdo por microscopia de luz ou microscopia eletrénica de

varredura em diferentes dias de cultivo 0, 7 e 14 dias, como descrito a seguir.
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3.5.1.3.1. Microscopiade Luz

Os explantes foram fixados em solugédo de FAA contendo formol 40%, acido
acético e alcool 70%, 1:1:18 v/v, e submetidos ao vacuo por 1 hora. Apos esta
etapa ficaram no fixador por 48 horas a 4°C. O material foi desidratado em uma
série crescente de etanol 70% e 90% por 30 minutos cada, e de 100% por duas
vezes de 30 minutos. Em seguida foi adicionado xilol puro, com trés trocas de 30
minutos cada. Na ultima passagem pelo xilol, pastilhas de Paraplast® foram aos
poucos sendo adicionadas a solugcdo em temperatura ambiente. Quando as
pastilhas ndo estavam mais derretendo no xilol. Posteriormente os tubos foram
incubados a 65°C. A partir desse ponto foi usada parafina liquida para as demais
trocas. Trés vezes ao dia, metade do volume da solugdo xilol/paraplast foi
retirada e o volume completado com parafina liquida. No segundo dia o tubo ficou
aberto para que o resto de xilol evaporasse ficando s6 a parafina. Com parafina
pura, foram feitas mais duas trocas. As amostras foram preparadas em formas de
aluminio com auxilio de placa aquecedora a 55°C, e colocadas para polimerizar
em superficie fria por 24 horas. Para desemblocar o material, as formas foram
colocadas a -20°C por 5 minutos. O material foi montado em blocos de madeira e

deixados por 24 horas para fixar a parafina nos blocos.

3.5.1.3.2. Preparo das laminas

As laminas de vidro para microscopia foram recobertas com solugéo de 2% de
TESPA (3-trietaxilano — aminopropil) em etanol. O material emblocado foi cortado
em micrétomo rotativo manual Leits 1512 na espessura de 8 um. O banho-maria
foi ajustado em 42°C para que os cortes incluidos em parafina ficassem esticados
nas laminas sobre uma fina camada de agua. As laminas depois de secas foram
guardadas a 4°C até serem deparafinadas.

As laminas com os cortes foram deparafinadas com xilol em trés trocas por 35
minutos e depois foram colocadas em solugao de xilol: etanol (1:1) por 15
minutos, seguido de uma série decrescente de etanol, 100%, 90% e 70% por dez
minutos cada, e 50% e 30% por 5 minutos. Apds hidratacdo, os cortes foram
molhados rapidamente em agua destilada. A coloragéao foi feita com safranina 1%
(aquosa) por 40 minutos, seguida de lavagem rapida com agua para tirar o

excesso de corante. Foi feita a desidratacdo com passagens rapidas em séries
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crescentes de etanol 30%, 50%, 70%, 95%, para a coloragao com fast green 1%
(alcdolico 95%) por 1 minuto. O material foi passado rapidamente por etanol 95%
e 100%, depois em solugéo de xilol:etanol (1:1) e apenas xilol. Depois de secas
em fluxo de capela de exaust&o, as laminas foram montadas com Permount®

A visualizacao dos cortes foi feita em Microscopio Zeiss — Axiophot.

Para analise da suspenséo celular foram colocadas duas gotas da suspenséao na
ldmina, para coloragdo foi adicionada uma gota de carmim acético 0,4% (em

acido acético 45%), as amostras foram analisadas imediatamente e fotografadas.

3.5.1.3.3. Microscopia Eletrénica de Varredura

Os explantes dos segmentos basais foram fixados em paraformaldeido 4%,
glutaraldeido 2% e cacodilato de sodio 0,05M e colocados sob vacuo por uma
hora. Apds a fixagao, o material foi lavado com tampao cacodilato pH 7.2 0,05 M -
dez minutos, duas vezes - seguido de uma pos fixagdo em tetroxido de 6smio 2%
por duas horas no escuro, e lavagem com agua bidestilada por dez minutos, por
duas vezes. O material foi desidratado em série crescente de etanol, por 20
minutos cada: 10%, 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, sendo por duas vezes em
etanol 90% e 100%.

Apos a desidratagao foi feita a secagem ao ponto critico e montagem nos discos
metalicos - porta espécime — com o uso de fita de carbono, seguido da
metalizacdo em ouro e da observacdo no microscopio eletrénico de varredura
Zeiss DSM 962.

3.5.1.4. Embrides isolados de sementes maduras:

3.5.1.4.1. Desinfestacdo das sementes

Sementes maduras foram desinfestadas em etanol 70% por 3 minutos, hipoclorito
de sodio 5% contendo Tween 20 2,5% por 25 minutos e lavadas trés vezes em
agua destilada esterilizada.

Nos experimentos onde embrides isolados foram utilizados; apds a desinfestacao
das sementes os embrides foram excisados sob microscopio estereoscopio
Zeiss-Stemi SV11 em capela de fluxo laminar e posicionados em placa de Petri
contendo meio de indugdo de embriogénese somatica M1 ou M1.2, diferentes

quanto a concentragao de 2,4D (2 ou 4 mg/L).
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3.5.1.4.2. Efeito do periodo de indugcdo de embriogénese somética anterior
ao bombardeamento

Para avaliacdo do efeito do periodo de indugdo de embriogénese somatica
anterior ao bombardeamento, os embrides foram excisados e submetidos a
periodos de cultura de um, trés, cinco ou sete dias em meio de indugao de
embriogénese somatica M1.2 (Tabela 1). Apds os respectivos dias de cultura os
embrides foram bombardeados com o plasmideo pAct1-D (McElroy et al., 1990).
Foram analisados, por teste histoquimico, 75 embrides por tratamento, 24 horas

apos serem bombardeados.

3.5.1.4.3. Estabilidade do gene gus em embrides bombardeados

Para analise da estabilidade do gene gus em embrides bombardeados, foram
avaliados 650 embrides. Os embrides foram bombardeados apds um ou trés dias
em meio de indugcdo de embriogénese somatica M1 ou M1.2 (Tabela 1), sendo
duas repeticdes para cada experimento. Os embrides foram bombardeados com
o plasmideo pAct1-D e apds 24 horas, 40 embrides (20 de cada meio) foram
submetidos a ensaio histoquimico para o gene gus.

Os demais explantes foram mantidos no escuro em meio de inducdo de
embriogénese somatica e apds 10 e 20 dias foram retirados dez embrides de
cada meio e submetidos ao teste histoquimico. Apds 30 dias em meio de inducéo
M1 ou M1.2 os explantes restantes foram transferidos para meio de regeneragao
MS1 ou MS2 (Tabela 1), respectivamente, e foram cultivados por 30 dias em sala
de cultura com temperatura de 27°C + 2°, sob luz fluorescente (10-15 pymE? s™),

em um fotoperiodo de 12 horas.

3.5.1.5. Obtencé&o de calos embriogénicos para transformacéo genética

Sementes maduras foram plaqueadas apods desinfestagdo em meio de inducgéo
de embriogénese somatica, MSCLind (Tabela 1) pH 5.8, e mantidas no escuro
por 30 dias em sala de cultura com temperatura de 27+2°C. Os calos obtidos

foram utilizados para experimentos de biobalistica.
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3.5.1.5.1. Comparagdo entre bombardeamento de embrides e calos
embriogénicos

Embrides (276) com cinco dias em meio de MSCLind (Tabela 1) e calos
embriogénicos (183) cultivados por quatro dias em meio MSCLind com Phytagel®
0,7% (meio de bombardeamento) foram bombardeados com 8 ug de plasmideo
pAct1-D, pAHC 27 ou pAHUG. Dois dias apés o bombardeamento alguns
explantes foram separados para teste histoquimico do gene gus. Os embrides
bombardeados com pAct1-D ou pAHC 27 foram transferidos para meio MSCLind,
enquanto os calos foram para meio de regeneragcdo MSCLreg. Os embrides e
calos bombardeados com pAHUG foram transferidos para 5mg/L de higromicina

em MSCLind e MSCLreg, respectivamente.

3.5.1.5.1.1. Extracdo de DNA de folha para PCR (Polymerase Chain Reaction)
A detecgdo do gene gus foi feita por PCR com oito plantas, oriundas do
bombardeamento com o plasmideo pAct1-D, de onde foi retirada amostra de pelo
menos duas areas.

Uma amostra de 2 cm de folha da planta, dos brotos regenerados, foi retirado e
macerado com bastdo de vidro em 400 pyL de tampao de extragao (Tris-HCI pH
8.0 0,1 M; NaCl 0,25 M; EDTA 0,025 M e SDS 0,5%). O material foi misturado em
agitador tipo Vortex e foi adicionado 1 volume de fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico - 25:24:1, viviv e apds centrifugacédo a 12.000 rpm, em centrifuga
Eppendorf 5415C, por 5 minutos a fase aquosa foi transferida para tubo novo
onde foi adicionado 1 volume de cloroformio: alcool isoamilico - 24:1, v/iv. O
material foi centrifugado a 12000 rpm por 5 minutos e a fase aquosa transferida
para tubo novo onde foi adicionado 0 mesmo volume de isopropanol, seguida de
incubacao por 2 horas. Apoés este periodo o material foi centrifugado a 12000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e apds secar, o DNA foi
ressuspendido em 20 uL de agua.

Para a PCR foram usados 120 ng DNA, tampao da Taq 1X, dNTPs 0,13 mM,
iniciadores para o gene gus, GUS F - CTA CAC CAC GCC GAA CAC CT e GUS
R - CAG GCA CAG CAC ATC AAA GA 0,2 uM, 0,2 U de Taq e agua bidestilada

para volume final de 25 uL. O programa utilizado foi: 5 minutos a 95° C; 35 ciclos
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de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 55°C, 1 minuto a 73°C, seguido de 7 minutos a
73°C;, em termociclador PTC-100™ (MJ Research, Inc.)

O produto da reagao foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etidio (0,5 pg/mL) em tamp&o TBE 0,5X ( 5,4 g de Tris, 2,75 g
de acido bérico, e 2 mL de EDTA 500 mM pH 8,0).

3.5.1.5.2. Efeito do periodo de inducdo de calos embriogénicos para
bombardeamento

Para transformacéo utilizando calos embriogénicos varias condigdes foram
testadas em quatro experimentos: |. Calos com 20, 25 ou 30 dias em meio
MSCLind (Tabela 1); Il. 2, 3 ou 4 dias em meio bombardeamento anterior a
transformacao, Ill. transferéncia para meio MSCLreg (Tabela 1) e analise
histoquimica 48 horas apés o bombardeamento, IV. concentracdes iniciais de

higromicina para seleg¢ao de 5mg/L e 10mg/L. O plasmideo usado foi o pAHUG.

3.5.1.5.3. Efeito do tratamento osmético no bombardeamento e da selecéo
dos transformantes em altas doses de higromicina

Calos de 15 dias em meio MSCLind (Tabela 1), com aproximadamente 5 mm de
diametro, foram mantidos em meio de bombardeamento com sacarose 12% por
16 horas antes do bombardeamento com o plasmideo pAHUG. Vinte e quatro
horas apds o bombardeamento, um calo de cada placa foi transferido para teste
histoquimico do gene gus, enquanto os demais explantes foram transferidos para
meio MSCLind (Tabela 1) com 15 mg/L ou 30 mg/L de higromicina por 15 dias.
Apos esse periodo, os explantes foram transferidos para meio MSCLReg (Tabela
1) nas mesmas concentragdes de higromicina e os brotos regenerados foram

transferidos para meio MMP - de manutencéao de plantas -(Tabela 1).

3.5.1.6. Obtencao de suspenséo celular
Aproximadamente um grama de calos obtidos de sementes maduras em meio

MSCLind pH 5.8 ou pH 4.0 foram inoculados no mesmo meio liquido em pH 5.8
ou pH 4.0. Apds 15 dias os calos foram peneirados e as suspensdes de células
foram mantidas por mais 15 dias, havendo troca de meio a cada sete dias. As
suspensdes celulares foram cultivadas no escuro em plataforma com agitagcéo

orbital de 100 rpom com temperatura de 26°C.
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3.5.1.6.1. Parametros testados para transformacéao de suspensao celular
Varios parametros foram avaliados na busca de um sistema eficiente de
transformacao de células em suspensao.

Uso de calos para inicio da cultura com 25 a 40 dias em meio MSCLind;
inoculacédo de calos friaveis e massa branca compacta separadamente em meio
MSCLind liquido; uso de pH 5.8 ou pH 4.0 nos meio MSCLind e MSCLreg;
células plaqueadas em meio de bombardeamento 24 ou 48 horas antes do
bombardeamento; transferéncia para meio MSCLind liquido 24 ou 48 horas apds
0 bombardeamento; bombardeamento de suspensao celular mais fina (isoladas)
ou que ja estavam aglomeradas; uso de meio DDI por seis dias antes da
transferéncia para meio MSCLreg e selegcdo das células bombardeadas em

concentracgdes iniciais de 5 ou 10 mg/L de higromicina.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacao da expressédo O6rgao-especifica de seqiéncias de cDNA
isoladas por DD-PCR de ovarios de B. brizantha

4.1.1. Selecao de cDNA de expressdo em ovario

4.1.1.1. Northern reverso em dot blot de DNA plasmidial

Foram testadas duas concentragées de DNA plasmidial, 100 e 250 ng, transferido

para membrana Hybond™

-N a vacuo, no northern reverso. Foi constatado que a
hibridizagdo com DNA plasmidial na concentragao de 250 ng apresentou pontos
mais fortes e evidentes no filme de raio X. Quando foi utilizado como sonda cDNA
sintetizado a partir de RNA de antera, os clones 04, 09 e 21 apresentaram
marcacgao fraca, e o clone 45 apresentou marcacgao forte. Ja na membrana com a
sonda sintetizada de RNA de folha, apenas o clone 45 mostrou marcacgao forte.
Em membrana hibridizada com sonda preparada a partir de RNA de ovario, os

clones 04, 09, 21 e 45 mostraram marcacgao forte (Figura 5).
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em ovarios de plantas de B.brizantha apomiticas cv. Marandu e sexuais (BRA 002747)
em técnica de dot-blot. O DNA plasmidial foi aplicado na membrana em réplica em duas
concentracdes (A, B e C :100ng de DNA e D, E e F: 250ng de DNA) e hibridizado contra
cDNA de anteras (A e D), folhas (B e E) e ovarios (C e F), marcado radioativamente. Em

detalhe, mapa da membranas indicando a posi¢ao dos clones 04, 09, 21 e 45.

4.1.1.2. Northern reverso em produto de amplificagéo por PCR

cDNA de seis clones (clones 09, 19, 21, 41A, 44 e 58) foram amplificados por
PCR utilizando os iniciadores T7 e SP6 e as bandas amplificadas foram
transferidas para membrana por capilaridade (Figura 6). Os clones 09 e 21
apresentaram marcagao com as sondas preparadas com cDNA sintetizado a
partir de RNA de antera e de ovario, nao apresentando marcacido com a sonda
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preparada com RNA de folha (Figura 6). Assim os clones 09 e 21 foram

escolhidos para as caracterizagdes de sequéncia.

09 21
Anteras
B
Folhas
C
09 21
Ovarios
-
D

Figura 6 - Andlise por northern reverso de sequéncias de cDNA de expressao diferencial
em ovarios de plantas de B.brizantha apomiticas cv. Marandu e sexuais (BRA 002747)
amplificadas por PCR. A - Eletroforese em gel de agarose 1% da amplificacdo por PCR
das sequéncias dos clones isolados de DD-PCR de B. brizantha apomiticas cv. Marandu
(clone 30) e clones nao diferenciais (clones 09, 19, 21, 41A, 44 e 58). Como marcador de
massa molecular foi usado 1Kb DNA ladder. O DNA resultante de amplificagcdes por PCR
das sequéncias diferenciais foi aplicado em réplicas nos géis, transferido para
membranas e hibridizado contra cDNA de anteras (B), folhas (C) e ovarios (D) marcados

radioativamente.

42



4.2. Caracterizagéo dos clones 09 e 21

4.2.1. Analise das seqliéncias dos clones 09 e 21

As sequéncias dos clones 09 e 21 que hibridizaram com sondas de cDNA de
antera e ovarios foram comparadas em banco de dados. Analises em Blastn
mostraram similaridade das sequéncias do clone 09 e 21 com sequéncias
depositadas de bibliotecas de cDNA e genbmicas. Os maiores indices de
similaridade encontrados foram com sequéncias de Oryza sativa e Zea mays.

A sequéncia do clone 09 mostrou similaridade com sequéncias de proteina
ribossomal S8 de Zea mays e Oryza sativa (88% e 86%, respectivamente). A
sequéncia do clone 21 mostrou similaridade com proteina ribossomal L41 de
Hordeum vulgare e Nicotiana tabacum (92% e 93%, respectivamente) (Tabela 2).
Quando as sequéncias dos clones 09 e 21 foram comparadas com sequéncias
das bibliotecas de cDNA de B. brizantha apomitica (B30) e sexual (B105), o clone
09 mostrou similaridade com o contig 39 (500 nucleotideos) composto por hits das
bibliotecas de B30 estagio | e Il e B105 estagio IV. Analises por Blast mostraram
que esse contig possui similaridade com a proteina ribossomal S8 de milho (e-
value 5e-28), arroz (e-value 9e-28) e de A. thaliana (2e -25). Ja o clone 21 mostra
similaridade com os contigs 34 (328 nucleotideos) e 67 (277 nucleotideos), ambos
vindos de biblioteca de B30 | e Il, esses contigs em analise de Blast ndo mostram

similaridade com nenhuma sequéncia do banco de dados do BLAST.
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Tabela 2: Andlise das sequéncias dos clone 09 e 21 utilizando o programa BLASTN
contra o banco nr (ndo redundante) de nucleotideos do NCBI (www.ncbi.nim.gov/
BLAST) (Altschul et al., 1997).

Clone Sequéncia e-value Similaridade Referéncia
09 DQ244259.1 Zea mays 3e-61 87% (Jia et al., 2006)
U64436.1 Zea mays - proteina 1e-60 88% Betawar e Baysdorfer
ribossomal S8 (NP)
D38010.1 Oryza sativa -proteina 9e-46 86% (Nakamura et al., 1995)
ribossomal S8
DQ428095.1  Sorghum  bicolor 3e-27 92% (Hamblin et al, 2006)
sequéncia genbmica
AY086963.1 A. thaliana clone 4e-20 88% (Haas et al., 2002)
29997 mRNA
21 AK105083.1 Oryza sativa - cDNA 2e-34 98% (Kikuchi et al., 2003)
clone
AY109380.1 Zea mays CL2281_1 9e-30 96% (Gardiner et al., 2004)
mRNA sequence
AP008214 .1 Oryza sativa) - 1e-25 98% International Rice
cromossomo 8 Genome Sequencing
project, 2005
AJ001160.1 H. wvulgare L41 1e-19 92% Rasmussen, S.K.(NP)
ribosomal protein
U26255.1 Nicotiana tabacum 5e-22 93% Zhou, X.-R (NP)

ribosomal protein L41

NP: ndo publicado
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4.2.2. Amplificacdo do cDNA do clone 21 por 5’RACE (Rapid Amplification of
cDNA ends)

4.2.2.1. Verificagcéo da qualidade do RNA e cDNA

A qualidade do RNA extraido de ovarios de B. brizantha e o cDNA sintetizado

foram verificados por eletroforese em gel de agarose 1,2% (Figura 7A e B).

Figura 7 - Analise de RNA total, cDNA de ovarios de B.brizantha cv. Marandu e
amplificacdo por 5° RACE do clone 21. A - Visualizagdo de RNA total de ovario estagio
IV; B - coluna 1: Visualizagéo de 2uL de cDNA sintetizado a partir de RNA poli-A*, coluna
2: marcador de massa molecular 1Kb DNA ladder (Invitrogen). Eletroforese em gel de

agarose 1,2% corado com brometo de etidio 0,5 yg/mL em tampao TBE.

4.2.2.2. Amplificacdo por 5 RACE do clone 21 e andlise das sequéncias
obtidas

Reacdo de 5 RACE feita com o iniciador CL21 114 gerou um smir quando
analisado por eletroforese em gel de agarose. A regido do gel compreendida entre
500 pb e 1000 pb foi cortada e eluida (Figura 8A). Quando o produto eluido foi
reamplificado por PCR com temperatura de anelamento em 55°C com o iniciador
mais interno, CL21 56, obteve-se uma banda de 750 pb e outra de 400 pb (Figura
8B). Novas PCRs foram feitas com temperaturas de anelamento de 60° e 64°C

confirmando e intensificando as duas bandas visualizadas anteriormente, mas
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apresentando uma nova banda intermediaria de 550 pb, mas sem sucesso na

clonagem.

<+— 750 pb

500pb —> B & <«— 400 pb

Figura 8 - Amplificacdo do clone 21 por 5 RACE. A - coluna 1: marcador de massa
molecular 1Kb DNA ladder (Invitrogen), coluna 2: Smir resultante da reacéo de 5’RACE
com o iniciador CL21 (114); B — coluna 1: marcador de massa molecular 1Kb DNA ladder
(Invitrogen), 2- Bandas obtidas na amplificacado por 5 RACE do clone 21 com o iniciador
CL21 (56). Eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etidio 0,5 ug/mL

em tampao TBE.

Apds sequenciamento do DNA das amostras de 400 pb e 750 pb verificou-se que
a banda de 400 pb e de 750 pb correspondem a uma mesma sequéncia. A
sequéncia referente a banda de 400 pb estando compreendida na de 750 pb. Por
analise das sequéncias foi encontrado o iniciador do adaptador do Kit de 5'RACE,

no entanto, a sequéncia do iniciador especifico do clone 21 nao foi localizada.

4.3. Introducdo, manutencéo e micropropagacao in vitro

Inicialmente os segmentos nodais das plantas vindas do campo eram
desinfestados e inoculados diretamente em meio LS, mas a contaminacéo por
fungos e bactérias atingiu 100% dos explantes. A utilizacado do fungicida Benlate
no meio de cultura diminuiu a contaminagao por fungos, mas a contaminagao por
bactérias foi acentuada. Retirando-se parte do tecido vascular dos segmentos

nodais, deixando apenas a regido que continha as gemas, a contaminagéo por
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fungos diminuiu, ndo sendo mais necessaria a utilizacdo do fungicida. Quando se
testou o isolamento e desinfestagdo das gemas, essas nao resistram a
desinfestacédo e nédo se desenvolveram. A desinfestacdo com hipoclorito de sodio
5% por 20 minutos, apds retirada do tecido vascular do segmento nodal, propiciou
a introducao in vitro dos explantes.

Para induzir a micropropagacao o melhor resultado foi inocular a regido contendo
as gemas em meio LS suplementado com 6 mg/L de cinetina (Figura 9A) em
relacdo ao meio com 3 mg/L de cinetina. Deste modo observou-se que apds duas
semanas de cultivo, ja havia a formagao de multiplos brotos a partir de uma gema
(Figura 9B). Apds sucessivos subcultivos em meio B, sem reguladores de
crescimento, as plantas foram ficando amareladas e ndo formavam raizes (Figura
9D) . Com o uso do meio MMP, na presenca de ANA 0,2 mg/L, cinetina 0,5 mg/L
e GA3 0,2 mg/L as plantas se mantiveram vigorosas por mais tempo (Figura 9C) e
foi observada maior formacdo de raizes, indicando que esse meio foi mais
adequado para a manutencdo das plantas in vitro a longo prazo se comparado

com o meio B.
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Figura 9 - A — Segmento nodal isolado de planta de Brachiaria brizantha cv. Marandu
cultivada no campo, evidenciando a exposicdo de gema axilar. barra ~ 0,2 cm. B -
Multibrotacdo originada de gema axilar em meio de micropropagacdo LS modificado.
barra ~ 0,3 cm. C - Plantas de B. brizantha cv. Marandu em meio de cultura de
manutencao de plantas (MMP). D - Plantas de B. brizantha sexual BRA 002747 em meio

de cultura sem reguladores de crescimento (meio B modificado).

4.4. Analise do potencial de diferentes explantes de B. brizantha para
transformacéo genética

4.4.1. Estrutura dos segmentos basais de plantas cultivadas in vitro

Em secgbes dos cortes apicais dos segmentos basais das plantas in vitro
analisadas em microscopio Zeiss — Axiophot, foi observada apenas a estrutura do
colmo com predominancia de feixes vasculares, mais externamente xilema e
floema e internamente células do parénquima (Figura 10). Como apresentado na
tabela 3, nao foi observada a presenga de gema ou primérdio no dia zero ou com
14 dias em meio de micropropagacdo nos cortes apicais. Os cortes basais e

medianos antes da cultura (dia zero) apresentaram gema e primérdio, indicando a
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existéncia de meristemas adventicios pré-formados (Figura 11A e B). Nos cortes
basais e medianos em citocininas por sete e 14 dias foram observadas mais
gemas do que primordios, indicando a quebra da dominancia apical resultando no
crescimento de gemas adventicias (Tabela 3, Figura 11C e D). Em microscopia
de luz e microscopia eletrénica de varredura foi visualizado que os meristemas da
base estolonifera das plantas cultivadas in vitro ndo sdo expostos, sendo bastante
protegidos por folhas (Figuras 11 e 12).

100wm 1 10KV 1Smm
30Al1T10 EMBRAPA—-RGEB

Figura 10 - Corte apical dos segmentos basais de B. brizantha cv. Marandu (B 30) e
sexual (BRA 002747 — B 105) de plantas cultivadas in vitro e inoculados em meio de
micropropagacao. A - Seccado transversal do corte apical de B 105 apdés 14 dias de
cultura. barra ~ 300 um. B — Micrografia eletrénica de varredura de corte apical de B 30
com vista transversal apés 11 dias de cultura. Barra = 100 um. F: floema, P: parénquima,

X: xilema.
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Figura 11 - Corte basal dos segmentos basais de B. brizantha cv. Marandu (B 30) de
plantas cultivadas in vitro e inoculados em meio de micropropagacéao. Visualizagcdo em
microscopia de luz. A - Secgao transversal mais interna do corte basal de B 30 no dia
zero de cultura evidenciando a presenca de primérdio e gema. barra ~ 600 uym. B -
Seccao transversal mais externa do corte basal de B 30, mostrado na figura A, no dia
zero de cultura evidenciando a presenga de gema adventicia pré-formada, com varios
primérdios foliares protegendo o meristema. barra ~ 600 ym. C - Secgéo longitudinal do
corte basal de B 30 com sete dias de cultura mostrando o crescimento de gema
adventicia. barra ~ 520 ym. D - Secc¢ao longitudinal do corte basal de B 30 apds 14 dias
de cultura mostrando um primérdio de gema e uma gema em brotagdo com meristema
bem evidente. barra ~ 520 ym. pr: primérdio de gema, g: gema, m: meristema, pf:

primérdio foliar.
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Figura 12 — Corte basal dos segmentos basais de plantas cultivadas in vitro de B.
brizantha cv. Marandu inoculados em meio de micropropagacdo mostrando gemas
protegidas por folhas. A - Seccao longitudinal do corte basal de B 30 com um dia de
cultura, mostrando a presenga de gemas por microscopia de luz. barra ~ 260 pm. B -
micrografia eletronica de varredura de corte basal de B 30 com dez dias de cultura,

mostrando duas gemas em brotag&o. barra = 1 mm. g: gema, f: folhas, m: meristema.

Pode-se observar na tabela 3 que a planta apomitica responde mais rapidamente
a citocinina do que a planta sexual, pois em sete dias de cultivo ocorreu maior
numero de gemas e primérdios enquanto na planta sexual apenas com 14 dias foi

observado o maior numero de gemas e primordios.
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Tabela 3: Descrigdo das secgbes dos cortes apical, mediano e basal de segmentos
basais de plantas cultivadas in vitro de B. brizantha mostrando o nimero de primérdios
de gemas e gemas encontrados. A visualizagao dos cortes foi feita em microscépio Zeiss

— Axiophot. APO: plantas apomiticas, SEX: acesso sexual

EXPLANTES PRIMORDIO GEMA

APO 1dia basal 1 transversal 1 1

APO 1dia basal 2 longitudinal 1

APO 1dia mediano1 transversal 1 -

APO 1dia mediano 2 longitudinal -

APO 1dia apical 2 transversal Presenca de feixes vasculares, sem primérdios ou gemas
Total 2 2

APO 7dias basais 1 longitudinal 1 4

APO 7dias basais 2 transversal - 3

APO 7dias mediano 1 longitudinal - 3

APO 7dias mediano 2 transversal — —
APO 7dias apical 1 transversal — —
APO 7dias apical 2 longitudinal — —

Total 1 10

APO 14dias basal 1 longitudinal 1 1

APO 14dias mediano 1 transversal -——- 1

APO 14dias mediano 2 transversal 1 1

APO 14dias apical 1 longitudinal -—--
Total 2 3

SEX 1dia basal 1 transversal - 1

SEX 1dia basal 2 transversal 1
SEX 1dia mediano 2 transversal Presenca de folhas, sem primérdios ou gemas
SEX 1dia apical 1 transversal Presenca de folhas, sem primérdios ou gemas
SEX 1dia apical 2 longitudinal — ——
Total 1 1

SEX 7dias basais 1 transversal 1 2

SEX 7dias basal 2 longitudinal 1 1

SEX 7dias mediano 1 transversal 1 1

SEX 7dias mediano1 transversal -—— —_—
SEX 7dias apical 1 transversal — —
SEX 7dias apical 2 longitudinal -— —

Total 3 4
SEX 14dias basal 1 transversal -——- 2
SEX 14dias basal 2 longitudinal - 3
SEX 14dias mediano1 longitudinal 1 2
SEX 14dias apical 1 transversal Presenca de feixes vasculares, sem primérdios ou gemas
Total 1 7

4.4.2. EmbriGes isolados de sementes maduras

4.4.2.1. Efeito do periodo de inducdo de embriogénese somatica anterior ao
bombardeamento

Entre o terceiro e o quinto dia de cultura dos embrides em meio de indugao M1.2
foi constatada a presencga de areas com intensa proliferagao celular no escutelo,

resultando na formacao de calos friaveis e intumescimento do embrido devido ao
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efeito da auxina 2,4D no meio (Figura 13). Em alguns embrides foi observado o
crescimento do coledptilo. A partir do quinto dia em cultura, a manipulagdo dos
embrides ficou mais dificil devido a expansdo e aumento da fragilidade dos
explantes, principalmente nos embrides com sete dias, onde o coledptilo ja estava
bem intumescido e se soltando com muita facilidade do explante original, podendo
haver perda de material.

Nos embrides bombardeados apds um, trés, cinco ou sete dias de cultura foi
observado que a expresséo do gene gus foi aumentando naqueles cultivados até
cinco dias (Figura 13), decaindo em embrides bombardeados apos sete dias em
cultura (Tabela 4). Quanto ao padrao de expressao do gene gus observou-se que
as células do coleoptilo, ou os tecidos mais estruturados frequentemente eram os
que apresentavam expressao, sendo rara a observagao de células GUS positivas

em calos friaveis (Figura 13).
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Figura 13 - Expressdo do gene gus em embrides isolados de sementes maduras de B.
brizantha cv. Marandu, inoculados em meio M1.2, 24 horas apds a transformacéo por
biobalistica, utilizando o vetor pAct1-D. A — embrido apds um dia de cultura. barra ~ 470
pm. B - embrides apos trés dias mostrando intumescimento do coledptilo (seta). barra ~
1,8 mm. C - embrides apos cinco dias de cultura, mostrando coledptilo em crescimento
(seta) e calos em desenvolvimento (*) barra ~ 1,5 mm. Regido azul evidencia a expressao

do gene gus.
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Os resultados da tabela 4 indicam que cinco dias de cultivo de embrides isolados,
anterior ao bombardeamento com o gene repodrter gus, foi mais favoravel para

transformacao, uma vez que 39% dos embrides eram GUS positivo.

Tabela 4: Expressdo do gene gus em embrides isolados de semente madura de
B.brizantha cv. Marandu, cultivados em diferentes periodos em meio de indugao M1.2,
24 horas ap6s serem bombardeados com o plasmideo pAct1-D. Foram analisados, por

teste histoquimico, 75 embrides por tratamento.

Periodo de cultivo anterior ao N° de embrides GUS positivo
bombardeamento
1 dia 9 (12%)
3 dias 13 (17%)
5 dias 29 (39%)
7 dias 20 (27%)

4.4.2.2. Estabilidade do gene gus em embriées bombardeados

De acordo com a tabela 5 pode-se observar que os embrides bombardeados apds
trés dias de cultivo apresentaram maior numero e area de expressao do gene
gus, independentemente do meio de indugdo usado (M1 ou M1.2), quando
comparado com os embrides cultivados por um dia antes do bombardeamento.

A figura 14 apresenta sinais de diminuicdo da expressao de gus apos 20 dias em

embrides bombardeados apds trés dias de indugéo.
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Figura 14 — Embrides isolados de sementes maduras de B. brizantha cv. Marandu, em
diferentes meios de cultura de indugcdo de embriogénese, apdés bombardeamento com o
vetor pAct1-D. A - Embridbes com trés dias de cultura em meio M1 anterior ao
bombardeamento e analise da expressédo do gene gus com um dia apds
bombardeamento. barra ~ 2,4 mm. B - Analise da expressdo do gene gus em embrides
com trés dias de cultura em meio M1.2, dez dias apds bombardeamento. barra ~ 2,4 mm.
C - Embrido com trés dias de cultura em meio M1.2 anterior ao bombardeamento e com

analise da expressao do gene gus 20 dias apdés o bombardeamento. barra ~ 2,4 mm.

56



Tabela 5: Expressao do gene gus em embrides isolados de semente madura de
B.brizantha cv. Marandu em diferentes dias (1, 10 e 20 dias) apds o bombardeamento e

indugdo em diferentes meios de cultura (M1 e M1.2).

Tempo Meios de N° de explantes com pontos azuis apds o bombardeamento
em meio Cultura 1 dia 10 dias 20 dias
inducao (40 embrides) (20 embrides) (20 embrides)
total | % | intensid | total | % | intensid | total | % | intensid
1 dia M1 25 + 3+ 2+
27 |67 | 13++ | 4 |20 | 2++ 2 10 1++
3 +++
M1.2 23 |57 | 18+ 4 |20 3+ 2 10 2+
8 ++ 1++ 1++
3 dias M1 28 + 12+ 6+
35 |87 | 19++ | 17 |85 10++ | 10 | 50 5++
5 +++
M1.2 26 + 13 + 2+
36 [90 | 13++ | 16 (80 | 11++ | 6 |30 4 ++
B+++ 2 +++

+ pontos pequenos, ++ pontos fortes, +++ pontos muito fortes (areas)

Nos embrides cultivados por um dia antes do bombardeamento, foi observada
maior reducao da expressao do gene gus, de 67% para 20%, no intervalo de um a
dez dias de cultivo apdés o bombardeamento; enquanto nos embrides
bombardeados apo6s trés dias de cultivo a reducdo da expressdo foi muito
pequena, de 87% para 85%, no mesmo periodo. Nos dois tratamentos, um e trés
dias, a redugao da expressao de gus foi de 85% e 43%, respectivamente, quando
comparada a expressao de um e de 20 dias apdés o bombardeamento, quando
observado o tratamento em meio M1.

Apds 30 dias em meio de indugao, os explantes foram transferidos para o meio de
regeneragao MS1 ou MS2, e apds 30 dias nesse meio foi observada uma ampla
diversidade de estruturas desenvolvidas, como calos friaveis, calos fridveis com

brotos e raizes, massa branca compacta com a formacao de brotos, raizes e

57



embrides. Os testes histoquimicos para expressdao do gene gus, com as

estruturas desenvolvidas, foram negativos.

4.4.3. Calos embriogénicos

Sementes maduras de plantas apomiticas (Figura 15A) foram inoculadas em meio
MSCLind e apés oito a dez dias no meio de indugao foi observada a formacao de
calos friaveis no escutelo do embrido. Apds uma semana era possivel observar a
formagdo de massa branca compacta, tecido organizado que é o escutelo do
embrido somatico em diferenciagao, originado dos calos friaveis (Figura 15B).
Apods esse periodo ocorreu uma proliferacdo das células dos calos friaveis e
massa branca e com 30 dias de cultura os calos ja estavam bem desenvolvidos
(Figura 15C).

58



Figura 15 — Desenvolvimento de calos embriogénicos em B. brizantha cv Marandu, a
partir de semente madura. A — Semente madura. barra ~ 0,8 cm. B - Formacgao de calos
friaveis no escutelo do embrido da semente madura e inicio da formacdo de massa
branca compacta. barra ~ 35 mm. C — Calo desenvolvido mostrando a heterogeneidade
estrutural e a diversidade de estagios de diferenciagdo. barra ~ 12 mm. CF: calo friavel,
ES: embrido somatico, MBC: massa branca compacta, em: embrido da semente

apomitica, ec: escutelo, en: endosperma.

443.1. Comparagdo do bombardeamento de embrides e calos
embriogénicos

A andlise histoquimica de embrides e calos embriogénicos dois dias apos serem
bombardeados demonstrou expressao em ambos os explantes quando usados os
plasmideos pAct1-D ou pAHC27, no entanto com o plasmideo pAHUG n&o houve

expressao de gus (Tabela 6).
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Tabela 6: Expressdao do gene gus (pontos azuis) em embrides isolados de
semente madura de B.brizantha cv. Marandu e calos embriogénicos

bombardeados com os plasmideos pAct1-D e pAHC27.

Explante N° de explantes com pontos azuis apds

0 bombardeamento

pAct1-D pAHC27

total | Exp. | Intens | total Exp | Intens

9+ 1+

Embrides 22 10 | 2++ | 18 5 3++

1+++

5+
7+

Calos 14 7 12 6 2++
2 ++

+ pontos pequenos, ++ pontos fortes, +++ pontos muito fortes (areas)

= Bombardeamento com o plasmideo pAct1-D e pAHC 27
Os embrides transferidos para meio MSCLind apresentaram contaminagao por
fungos ou bactérias endogenas.
A maioria dos calos transferidos para meio MSCLreg ap6s o bombardeamento
apresentou contaminagado ou morreu. Alguns calos regeneraram brotos que foram
transferidos para meio MMP e depois para meio B. Oito plantas oriundas do
bombardeamento com pAct1-D, foram analisadas por PCR e a figura 16 mostra

que todas as amostras foram negativas para a presenga do gene gus.
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864 pb

Figura 16 — Andlise por eletroforese em gel de agarose 1% da PCR de plantas
regeneradas de embrides de B. brizantha cv. Marandu bombardeados com o plasmideo
pAct1-D. Na coluna 9 o marcador de peso molecular 1Kb DNA ladder e na coluna 16
30ng do plasmideo pAct1-D (controle positivo, fragmento de 864 pb relativo a
amplificacdo do gene gus). Reacdes de PCR realizadas com os iniciadores para o gene

gus.

» Bombardeamento com o plasmideo pAHUG

Os embrides bombardeados que foram transferidos para meio MSCLind com 5
mg/L de higromicina ndo sobreviveram a selecéo.

Dos 28 calos transferidos para meio MSCLreg com 5 mg/L de higromicina apds
dez dias de cultivo apenas trés sobreviveram tendo sido transferidos para meio
MSCLreg com 10 mg/L de higromicina. Apos 20 dias foi observada uma
multibrotacdo em um dos calos, da qual foram individualizados nove brotos que
foram transferidos para meio MMP com 20 mg/L de higromicina. Apdés duas

semanas sob essa pressao de selecao as plantas morreram.

4.4.3.2. Bombardeamento de calos embriogénicos

Apenas os calos com 25 dias em meio MSCLind bombardeados com pAHUG,
foram transferidos para meio MSCLreg com 5 mg/L de higromicina dois dias apds
o0 bombardeamento. Apds 15 dias o explante sobrevivente foi transferido para
MSCLreg com 10 mg/L de higromicina e 20 dias depois, a multibrotacdo
sobrevivente foi individualizada em trés plantulas que foram transferidas para
meio MMP com 20 mg/L de higromicina. As plantas ndo sobreviveram a dose de

selecao.
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Os calos embriogénicos mostraram heterogeneidade estrutural, tendo sido
observados calos fridaveis, massa branca compacta (escutelo), embrides e
algumas vezes, raizes e primordios foliares. A expressao do gene gus nos calos
embriogénicos bombardeados foi mais observada em regides mais diferenciadas,
como por exemplo, em massa branca compacta (escutelo) (Figura 17). Seccdes
de embrides somaticos regenerados a partir dos calos embriogénicos
bombardeados mostraram a expressdo do gene gus apenas no coledptilo e
primordio foliar que envolvem o meristema apical do embrido, além da regido logo

abaixo do meristema apical, no eixo embrionario (Figura 18).

F

Figura 17 - Expressdo do gene gus em calos embriogénicos de B. brizantha cv.
Marandu, 48 horas apds o bombardeamento de particulas, utilizando o vetor pAHUG.

barra ~ 24,4 mm.

Figura 18 - Seccao longitudinal de embrido somatico de B. brizantha cv. Marandu
expressando gene gus em microscopia de luz. barra ~ 520 um. C: coledptilo, eb: eixo

embrionario, ma: meristema apical, pf: primérdio foliar.
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4.4.3.3. Efeitos do tratamento osmético no bombardeamento e na selecéo
dos transformantes em calos embriogénicos

O tratamento osmotico em sacarose 12% resultou numa grande plasmolizagao
das células tendo os calos ficado com o volume bastante reduzido. Quando os
calos foram transferidos para meio MSCLind 48 horas apds o bombardeamento
foi observada a re-hidratacdo dos mesmos.

Os calos submetidos ao teste histoquimico demonstraram que a expressao do
gene gus ocorreu nas areas mais diferenciadas dos calos, massa branca
compacta que é o escutelo do embrido somatico (Figura 19A), sendo coincidente
com as regides competentes para transformagao genética e regeneracdo, no
entanto, ja encontram-se em estado de diferenciagdo avangado.

Em relagao a selegao observou-se que higromicina 30mg/L € uma dosagem muito
elevada, pois todos os explantes morreram em duas semanas (Figura 19B), e em
15mg/L de higromicina dois calos embriogénicos regeneraram multibrotacdes
sobreviveram e foram separados originando nove brotos (Figura 19C e D) sendo
transferidos para o meio MMP com 20mg/L de higromicina, ndo sobrevivendo
apos dez dias de tratamento (Figura 19E).

Para o controle de regeneracao 14 calos foram introduzidos em meio, passando
por todas as etapas dos calos bombardeados menos pelo bombardeamento.
Quando em meio de regeneracédo 67 brotos regeneraram desses calos (Figura
19F).
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Figura 19 - Regeneracdo de calos embriogénicos de B. brizantha cv. Marandu
submetidos a biobalistica. A - Expressao do gene gus em calos embriogénicos, 24 horas
ap6s o bombardeamento de particulas, utilizando o vetor pAHUG. barra ~ 5,2 mm. B -
Calos que nao sobreviveram a selegdo em higromicina 30mg/L no meio MSCLind. barra ~
17,3 mm. C e D - Brotos alongando em higromicina 15mg/L no meio MSCLreg. barra ~
34,6 mm. E - Brotos mortos em higromicina 15mg/L no meio MMP. F - Controle de
regeneracdo da transformagao genética, plantulas em meio de manutengao de plantas -
MMP.
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4.4.4. Células em suspensao

Em experimentos em que os calos friaveis foram inoculados em meio liquido
separadamente da massa branca compacta foi observado que células oriundas
de calos friaveis mostraram menor oxidacdo do que as células oriundas de massa

branca compacta, que apresentaram alta oxidagao.

4.4.4.1. Efeito do pH na obtencao de suspenséo celular

Células em suspensado obtidas de calos e cultivadas em meio de inducio
MSCLind com pH 4.0 apresentaram menor oxidagado (Figura 20), maior
regeneragao de calos embriogénicos (Figura 21), quando comparadas com as
obtidas em pH 5.8.

Figura 20 - Cultivo de suspensao celular de B.brizantha cv. Marandu em meio MSCLind.
A-pH4.0.B-pH5.8.

Figura 21 - Comparagcdo da eficiéncia de regeneracdo de suspensdo celular de B.

brizantha cv. Marandu em meio MSCLreg com pH 4.0 e pH 5.8.
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4.4.4.2. Efeito dareducéo da auxina 2,4D na regeneracao da suspenséao
celular

Células em suspensdo mantidas em meio de cultura MSCLind com 3 mg/L de
2,4D durante 30 dias foram transferidas para meio de regeneragéao, tendo ocorrido
a proliferagéao de raizes (Figura 22A). Para favorecer a regeneragao de brotos, as
suspensoes celulares foram transferidas para meio DD1 com menor concentragédo
de 2,4D antes da transferéncia para o meio MSCLreg. Foi observado que a
reducdo da concentracdo de 2,4D foi determinante para que a proliferacdo de
raizes fosse reduzida e a resposta a formagao de embrides e brotos aumentada

quando em meio de regeneragao (Figura 22B).

Figura 22 - Calos de B. brizantha cv. Marandu em regeneracdo. A - Calos em meio
MSCLreg pH 5.8 sem passagem pelo meio DD1 mostrando a proliferagdo de raizes.
barra ~ 28,8 mm. B - Calos em meio MSCLreg pH 5.8 apds seis dias em meio DD1
evidenciando a formagao de embridao somatico. barra ~ 28,8 mm. ES: embrido somatico,

r: raizes, ec: escutelo.

4.4.4.3. Parametros usados para transformacdo genética de suspensao
celular

Na figura 23A pode ser observado por coloragdao com carmim acético e na figura
23B em MEV o formato e a estrutura das células vindas de suspensao celular.
Essas células fortemente coradas sdo pequenas, arredondadas e densas, e
apresentam potencial embriogénico, sendo viaveis para regeneragcdo e
transformacao. Outras células altamente vacuolizadas, em forma de bastdo séo

inviaveis e ndo sao coradas com carmim acético. Na figura 23C observa-se um
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embrido somatico corado com carmim acético e varias células vacuolizadas nao

coradas em cultura liquida.

200pm | 12mm

——————— 0
2926 EMBRAPA—RGB

Figura 23 - Suspenséo celular de B. brizantha cv. Marandu em meio MSCLind liquido. A
- Grupo de células coradas com carmim acético e visualizadas em microscopia de luz.
Barra =10,68 pm. B — micrografia eletrbnica de varredura de suspensao celular
evidenciando grupos de células viaveis para regeneracdo. barra = 200 pm. C - Embrido
em cultura de suspensao celular corado com carmim acético e visualizado em

microscopia de luz. Barra =13,35 pym.
Na regeneracgao das células em suspensao em meio MSCLreg sdlido observou-se

a formacao homogénea de calos e diferenciagdo de embrido somatico algumas
vezes sem formacao do escutelo e de forma mais sincronizada (Figura 24A e B),
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aproximadamente 200 mg de células regeneraram 60 brotos (Figura 24C a F)

gquando em meio de regeneragao.

Figura 24 — Regeneragao de suspensao celular em meio MSCLreg. A e B — Multiplos
embrides somaticos no estagio globular sem a formagao de escutelo. barra ~ 4,4 mm e
2,6 mm (respectivamente); C a F — Germinagao de embrides somaticos. barra ~ 4,4 mm,
6,6 mm, 4,4 mm e 6,6 mm (respectivamente). ES: embrido somatico, ESg: embrides

somaticos germinando.
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Quando células em suspensao foram bombardeadas com pAHUG, as células
pequenas, densas e arredondadas que sao as viaveis para regeneragao,
apresentaram expressdo do gene gus, enquanto as células vacuolizadas, néo

apresentaram expressao de gus (Figura 25).

Figura 25 — Expressao do gene gus em grupo de células em suspensao de B. brizantha
cv. Marandu, 48 horas ap6s o bombardeamento de particulas, utilizando o vetor pAHUG.
Barra 13,35 = uym.

69



5. DISCUSSAO

Das sequéncias de cDNA isoladas de ovarios de B. brizantha por Differential
Display-RT PCR - DDPCR, os clones, 04, 09, 21 e 45 apresentavam expressao
tanto em ovarios de plantas apomiticas (cv. Marandu) quanto de plantas sexuais
(BRA 002747), na megasporogénese € megagametogénese. Entre estes, a
expressao generalizada do clone 21 em ovarios de plantas sexuais e apomiticas
foi confirmada por northern reverso (Rodrigues et al., 2003).

Dado o interesse de se isolar sequéncias de cDNA de expressao restrita a ovarios
visando posterior identificacdo de promotores, buscou-se caracterizar a tecido
especificidade destes clones; Assim, foram realizadas analises por northern
reverso com cDNA de anteras, ovarios e folhas usando duas técnicas: dot-blot
dos clones em plasmideos em membranas e aplicacdo de produto de PCR das
sequéncias em gel com posterior transferéncia para a membrana. Comparando as
duas técnicas de northern reverso usadas, o sinal se apresentou mais forte em
membranas feitas a partir de gel de PCR, o que pode ser devido a amplificagcdo
dos fragmentos a serem hibridizados em relagcdo ao dot-blot, onde estes
encontram-se inseridos em plasmideos. Expressdo dos clones 04, 09 e 21 foi
revelada por dot-blot em ovarios e anteras e do clone 45 em todos os tecidos. Em
ambas as técnicas o resultado da hibridizagéo foi idéntico para os clones 09 e 21.
Pela intensidade de hibridizacdo destes clones nos tecidos reprodutivos de B.
brizantha apomitica e sexual, estes foram escolhidos para caracterizagdo por
sequenciamento e busca de funcdo em bancos de dados.

A sequéncia de aminoacido deduzida do clone 09 apresentou similaridade com o
contig 39 da biblioteca de B. brizantha apomitica e sexual e ambas sequéncias,
do clone 09 e contig 39, mostraram similaridade com a proteina ribossomal S8,
que parece estar ligada a regulacdo da sintese de proteinas em células
eucariotas (Nakamura et al., 1995). Em E.coli a S8 € uma proteina ribossomal
regulatoria da traducdo de proteinas ribossomais codificadas no operon spc
(Merianos et al., 2004).

A sequéncia de aminoacido deduzida do clone 21 apresentou similaridade com os
contigs 34 e 67 da biblioteca de B. brizantha apomitica. Apesar do clone 21 ter

apresentado similaridade com a proteina ribossomal L41, os contigs 34 e 67 néo
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mostraram essa similaridade. A proteina ribossomal L41 quando esta envolvida
na sintese e processamento de proteinas em Hordeum vulgare (Abebe et al.,
2004), e em Gossypium hirsutum pode ter papel estrutural nos ribossomos (Turley
et al.,, 1994). As proteinas com as quais foi apontada similaridade em banco de
dados, sao proteinas envolvidas com sintese, processamento e regulagdo da
traducado de proteinas ribossomais. A presenga delas em ovarios e anteras de
Brachiaria tanto em acesso sexual como em apomitico, pode indicar um provavel
envolvimento na reproducao.

Foram realizadas tentativas de amplificacdo do clone 21 por 5RACE sem
sucesso. As seqliéncias de duas bandas repetidamente amplificadas em alta
estringéncia foram analisadas e foi observado que os produtos eram inespecificos
ao gene estudado, mostrando que nado houve sucesso na amplificacdo de
sequéncias especificas nas condigdes experimentais utilizadas. Problema na
amplificacdo das bandas especificas pode ser devido aos iniciadores escolhidos,
o desenho de novos iniciadores pode vir a otimizar a reagdo. Novos experimentos
de 5’RACE deverao ser realizados para amplificagdo dessas sequéncias aqui
caracterizadas como especificas do sistema reprodutivo.

No presente trabalho, varios aspectos do processo de indugcdo de embriogénese
somatica e regeneracao de diferentes explantes usados no bombardeamento de
particulas foram analisados visando melhor eficiéncia do sistema de
transformacgao genética de Brachiaria.

Foi estabelecida uma colecéo de plantas in vitro para servir como fonte de novos
explantes, evitando problemas de contaminagbes enddgenas de tecidos de
Brachiaria sp. reportados em plantas de campo
(http://www.cnpma.embrapa.br/projetos/endofiticos/resultados1/result_brachiaria.h
tml; Dias-Filho, 1996).

Para o estabelecimento da colecdo de B. brizantha in vitro os resultados
indicaram que o melhor meio para induzir a micropropagag¢do, comparando o
meio contendo 3 ou 6 mg/L de cinetina, foi o meio contendo a mais alta
concentracdo de cinetina testada, por induzir o maior numero de brotos por
segmento nodal. Altas concentra¢des de citocininas podem ser necessarias para
induzir a resposta do explante na fase inicial e estabelecimento das culturas. As

citocininas foram apontadas como indispensaveis para a quebra da dominancia
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apical e inducdo de proliferacdo de gemas axilares em diferentes culturas
(Grattapaglia, 1998). Para a manutencao das plantas in vitro, verificou-se que o
meio com baixas concentragdes de auxinas, citocininas e giberelinas manteve as
plantas vistosas por mais tempo em relagdo ao meio sem reguladores, indicando
a necessidade de suplementacdo do meio com reguladores de crescimento para
a manutencao in vitro das plantas a longo prazo. A adigdo de caseina e a menor
concentragdo de sais e sacarose do meio MMP também podem influenciar
positivamente na manutenc¢ao das plantas a longo prazo.

O sistema para transformagdo genética em B. brizantha é baseado em
embriogénese somatica que usa sementes maduras como explante original
(Lenis, 1998; Lentini et al., 1999), o que limita os trabalhos com os acessos de
baixa producdo de sementes como o acesso sexual de B. brizantha (BRA
002747). Transformacgao genética com o acesso sexual € importante em trabalhos
de expressao e regulagao dos genes envolvidos com o tipo de reprodugao, por
isto, foi analisada a viabilidade de utilizagdo dos segmentos basais das plantas in
vitro para posterior transformagéo genética por biobalistica. Estes explantes s&o
interessantes por serem disponiveis ao longo do ano, e por permitir a pesquisa
com acessos de baixa producdo de sementes. Segmentos basais de B. brizantha
foram anteriormente usados com sucesso em experimentos de micropropagagao
(Cabral et al., 2003b) e para duplicagdo cromossdémica na presenga de colchicina
em B. brizantha dipldide sexual (BRA 002747 e BRA 003417) (Pinheiro et al.,
2000). No entanto, para aplicacdo em processo de transformacgao por biobalistica,
analises da estrutura desses explantes indicaram restricdes fisicas pelo acesso
reduzido ao meristema das gemas, que seria o alvo da transformacéo. Apesar da
grande proliferacdo de gemas nesses segmentos basais em meio de
micropropagacao suas regides meristematicas ndo estdo expostas, ndo sendo
acessiveis as particulas durante o bombardeamento, por estarem envolvidos por
muitas folhas. A exposicdo dos meristemas em explantes da base estolonifera
das plantas é, portanto, um fator limitante para o processo de transformacéao
genética. Uma outra alternativa para trabalhos de transformacdo genética e
regeneragdo com o0 acesso sexual seria um sistema de transformagdo e
regeneragao baseado em cultura de tecidos de folhas jovens que vem sendo

usado em milho com resultados positivos (Mohammad et al., 2006) onde

72



pequenos pedacos de folhas sdo usados na cultura de calos e esses usados para
transformacao por biobalistica. Esse sistema sera testado em nosso laboratério.
Dentro do sistema de embriogénese somatica foram feitas analises de trés
diferentes explantes e suas condi¢cbes de cultura para estudo da viabilidade de
sua utilizagao na transformagao genética por biobalistica.

Os trabalhos foram iniciados com embrides isolados de sementes maduras em
diferentes periodos de indugdo de embriogénese somatica anterior ao
bombardeamento, onde foi observado que embrides com cinco dias de cultura
apresentavam maior expressao de gus. Esse resultado pode ser devido ao
aumento da proliferagao celular na regido escutelar dos embrides entre trés e
cinco dias de indugdo em cultura, aumentando assim o numero de células a
serem transformadas, devido ao efeito da auxina 2,4-D. No entanto, entre cinco e
sete dias de indugao foi observada uma diminuicao da expressao do gene gus, 0
que pode ser devido ao fato que em embrides de B. brizantha, entre cinco e sete
dias de cultura ocorre um aumento do volume das células devido a vacuolizacao,
como observado por Lenis (1998). Esta vacuolizagdo pode dificultar o acesso das
particulas ao nucleo celular, reduzindo o numero de células transformadas,
acarretando na diminuicdo do numero de embrides GUS positivo. A expressao do
gene gus foi observada principalmente nas células do coleoptilo, ndo sendo
observada em calos friaveis. As células mais apicais do coledptilo ndo sio
competentes para a regeneragao de embrides somaticos, que se da a partir dos
calos friaveis, no entanto, sdo essas células que apresentaram maior sinal de
expressao de gus.

Quando avaliada a estabilidade do gene gus, embrides com trés dias
apresentaram maior expressao de gus e manutenc¢ao desta do que embrides com
um dia, corroborando o experimento anterior onde foi visto que o periodo de
cultivo do embrido anterior ao bombardeamento é importante para maior
eficiéncia do processo de transformacdo. A manutencdo da expressao no periodo
de um a dez dias em embrides com trés dias de cultivo pode ter ocorrido devido a
uma maior proliferagdo celular nesses embrides antes do bombardeamento,
consequentemente uma maior quantidade de células estaria disponivel para
transformacao. No caso de embrides com um dia, esse periodo nao foi suficiente

para que ocorresse a proliferacdo celular anterior ao bombardeamento o que
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acarretou em uma menor expressao no dia um, e uma maior redugdo da
expressao dez dias apés o bombardeamento. A diminui¢do da expressao aos 20
dias pode ser devida a expressao transiente do gene gus, como também a
proliferacdo das células nao transformadas, que sdo as células dos calos, que
nao apresentam expressdo do gene gus. Ficou evidenciado que as células que
foram transformadas de uma forma estavel foram as da regidao do coledptilo do
embrido apomitico onde n&o ocorre regeneragao e proliferagao celular, e sim um
alongamento das células dessa regido resultando no aspecto da expressdo em
formato de linhas.

Estes resultados apontaram a necessidade de estabelecimento de um sistema
eficiente de transformagcdo em células competentes para regeneragido, assim
como um sistema eficiente de selecdo para favorecer a proliferacao das células
transformadas.

Calos embriogénicos foram analisados na busca de um explante mais adequado
ao processo de transformagéo e regeneragcédo dos tecidos bombardeados. Com
esses explantes houve reducdo da contaminagao e a possibilidade de producéo
em massa do explante a ser transformado. A regeneragdo a partir de calos
embriogénicos estava estabelecida no laboratério e neste trabalho foram
comparados o bombardeamento de embrides com o bombardeamento de calos
embriogénicos (Santana, 2006; Cabral et al., 2006).

Durante o processo de indugao e regeneragao os calos embriogénicos mostraram
uma grande heterogeneidade de tecidos produzidos o que dificulta a selegao dos
explantes.

Multibrotagdes sobreviveram a selegdo em dose elevada de higromicina 15 e 20
mg/L, mas, apos serem individualizadas, os brotos nao resistiram a esta dose de
selecdo apos dez dias. Santana (2006) obteve trés plantulas resistentes a 20mg/L
de higromicina que foram transferidas para vermiculita, e dessas, apenas uma
plantula foi PCR positiva para higromicina, indicando que 20mg/L de higromicina
nao € uma dose letal para brotos isolados. Da multibrotacéo inicial, apenas um
broto era transformado, enquanto que os outros eram escapes. Apesar do gene
hptll e do gene gus estarem no mesmo cassete (pPAHUG), o gene gus nao foi
detectado por PCR na planta transformada. Os escapes, plantas que passaram

pela selecdo e sobreviveram apesar de nédo conterem o gene de resisténcia,
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podem ter se desenvolvido devido a heterogeneidade de estagios de
diferenciagao dos tecidos e consequente resposta diferenciada ao agente seletivo
ou ainda a uma “protecado” a exposicdo ao agente seletivo gerada pelos tecidos
adjacentes ou quimeras, onde a regeneragado da planta se da a partir de células
transformadas e de células nao transformadas. No nosso caso, foi visto que a
expressao de gus em embrides somaticos oriundos de calos embriogénicos
bombardeados ocorreu no coledptilo e no primérdio foliar que envolvem o
meristema apical do embrido, além da regido logo abaixo do meristema apical, no
eixo embrionario; sendo o mesmo uma quimera, onde ao longo do
desenvolvimento a GUS nao foi detectada. Esta diversidade de estagios de
diferenciagdo nos calos embriogénicos pode dificultar o processo de
transformacao e regeneragéo de plantas transformadas.

Em células embriogénicas de milho, tratamento osmdético, antes e apds o
bombardeamento, aumentou em mais de duas vezes a expressao transiente do
gene gus (Philippe Vain, 1993). Tratamento osmoético anterior ou apds o
bombardeamento também vem sendo usado em Paspalum notatum Flugge
(Smith et al., 2002) e Pennisetum glaucum (L.) R. Br. (Goldman et al., 2003) e
Dichantium annulatum (Dalton et al., 2003) sendo importante para o sucesso da
transformacdo dessas monocotileddneas. Assim, os calos embriogénicos de
Brachiaria foram submetidos a tratamento osmético. Com o tratamento osmaotico
em calos de Brachiaria em sacarose 12% anterior ao bombardeamento as células
ficaram plasmolizadas, o que pode ocasionar maior exposi¢gdo do nucleo e
favorecimento de maior eficiéncia na transformag¢do. No entanto, foram obtidas
plantas a partir destes calos que embora sobreviventes a selegdo em higromicina,
quando individualizadas nao sobreviveram. Calos embriogénicos bombardeados
com pAct1-D e pAHC27 apresentaram expressao do gene gus 24 horas apos o
bombardeamento, no entanto, plantulas obtidas em meio MMP sem higromicina
foram negativas tanto no ensaio histoquimico como na PCR para o gene gus,
evidenciando a necessidade de seleg¢ao para plantas de Brachiaria.

Esses resultados sugerem que a obtencdo de explantes mais homogéneos ira
favorecer o processo de transformagéo genética e a selecdo em higromicina. Em
trabalhos de embriogénese somatica repetitiva com calos de B. brizantha cv.

Marandu foram obtidos calos embriogénicos homogéneos e de desenvolvimento
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sincronizado, mas quando estes foram regenerados obteve-se embrides com
anormalidades e retardo na elongagao e germinacgao; os embrides somaticos que
mantiveram a capacidade de regeneragdo produziram 100% de brotos albinos,
indicando a inviabilidade desse sistema (Santana, 2006; Cabral et al., 2006).

Para obtencdo de um sistema mais homogéneo e viavel para transformagao
genética de B. brizantha via biobalistica, células em suspensao foram obtidas a
partir de calos embriogénicos. A suspensdo celular foi estabelecida
separadamente de calos friaveis e de massa branca compacta (escutelo do
embrido somatico), as células vindas de massa branca compacta apresentaram
alta oxidagao da cultura, o que pode ser devido a diferenciacdo da massa branca
(escutelos) que quando colocada em meio na presenga da auxina 2,4D, nado
apresentou capacidade de dediferenciacdo ou multiplicacdo de células
meristematicas. A liberacdo de compostos fendlicos pode causar a oxidagcado da
cultura (Grattapaglia, 1998).

O efeito do pH na obtengéo das culturas também foi avaliado e o melhor resultado
foi com células cultivadas em meio de cultura mais acido (pH 4.0). O pH dos
meios de cultura é importante para obtencao de bons resultados em trabalhos de
cultura de tecidos. O pH intracelular em plantas é alcalino e altamente regulado
entre 7.4-7.5 (Gout et al., 1992). A regulagao do pH intracelular € importante para
a eficiéncia de reagdes enzimaticas e condutividade dos canais ibnicos. Segundo
Madshus (1988), dentro de uma faixa fisioldgica o aumento do pH leva a um
aumento das atividades metabodlicas como aumento da sintese de DNA e RNA e
0 aumento do pH intracelular pode ter um papel significante na indugao da diviséo
celular. Além disso, quando ha queda no pH extracelular ocorre uma resposta do
canal antiporte Na*/H" ocasionando uma grande entrada de Na* na célula. Com a
abertura desse canal e o grande fluxo de entrada de Na' pode ocorrer um
favorecimento do transporte de outros compostos para dentro da célula, como
nutrientes e reguladores de crescimento o que poderia explicar a multiplicagao
das células, assim como a maior taxa de diferenciagao da suspensao celular.
Outro fator de extrema importancia € a concentracdo dos reguladores de
crescimento nos meios de cultura. A redugédo da concentragdo da auxina 2,4D foi
avaliada na regeneracao da suspenséo celular, com diminuigao da proliferagcéo de

raizes e aumento da taxa de regeneragdo. Com o uso de 2,4D por um longo
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periodo na fase de indugado, quando os explantes sao transferidos para o meio de
regeneragao com citocininas, o 2,4D remanescente nos explantes pode causar
um desbalango hormonal, dificultando o processo de regeneragao e ocorrendo a
proliferacédo de raizes. O uso de 2,4D é importante para a proliferagao de calos na
fase de indugao dos explantes, mas durante a fase de regeneragado o acumulo de
altas concentragbes de 2,4D nas células pode inibir o desenvolvimento e a
maturagdo do embrido somatico apds sua iniciagédo (Guerra et al., 1999).

Em coloragcdo com carmim acético e em MEV foi observada a estrutura das
células, onde pdde ser observado células com potencial embriogenético e a
formagdo de embrides nessas culturas liquidas, e foi observada alta taxa de
regeneragao dessas células quando em meio de regeneragado, indicando a
viabilidade deste sistema para experimentos de transformagdo genética por
biobalistica. A expressdo do gene reporter utilizado no bombardeamento destas
células demonstrou que as células competentes para regeneragcdo também o séo
para transformagao genética.

Neste trabalho, varios aspectos do processo de indugdo de embriogénese
somatica e regeneragao dos diferentes explantes usados no bombardeamento de
particulas foram analisados visando melhor eficiéncia do sistema de
transformagdo genética de Brachiaria brizantha. De acordo com todos os
resultados, as células em suspensao quando cultivadas em pH 4.0 e em meio
com baixas concentragdes de auxina anterior ao meio de regeneragdo, mostraram
os melhores resultados quanto a homogeneidade de estruturas, e a formagéao de
embrides assim como a germinagao desses. Esses resultados indicam maior
viabilidade deste sistema para obtencdo de uma metodologia eficiente de
transformacdo genética para Brachiaria brizantha. Células em suspensao
poderao, futuramente, ser usadas na transformacao genética por biobalistica em
trabalhos de expressédo e regulagdo de genes envolvidos com a reprodugcdo em

Brachiaria brizantha.
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6. CONCLUSOES

Os cDNA dos clones 09 e 21 apresentam expressdo especifica em ovarios e
anteras e similaridade de sequéncias com proteinas ribossomais de cevada,
algodéo, arroz, milho e tabaco. Ambos os clones estao presentes em bibliotecas
de EST de ovario de B. brizantha.

A suspenséo celular de Brachiaria brizantha cv. Marandu esta bem estabelecida e
foi determinada como o melhor explante para transformagdo genética por
biobalistica por apresentar melhor acesso as microparticulas de
bombardeamento, homogeneidade de estruturas, e a indugdo e germinagéo de
embrides sincronizados. As células transformadas apresentam competéncia para

regeneragao.
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