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Diversos métodos para introdugdo de acidos nucléicos no interior da célula tém sido descritos.
Dentre estes, o0 processo chamado de biobalistica, bombardeamento de particulas ou
aceleracdo de particulas, foi inicialmente descrito por Sanford et al. (1987) e Kein et al.
(1992). O processo consiste na aceleracdo de microparticulas que atravessam a parede celular
e a membrana plasmatica, de forma nao letal, carreando substancias adsorvidas, como DNA,
para o interior da célula. Esse processo possibilitou a transformacéo de espécies que até entdo
ndo eram passiveis de serem transformadas por outros métodos. Dados de literatura mostram
com sucesso transformacdo de varias espécies de importancia econdmica usando essa
metodologia, principalmente cereais, incluindo-se arroz (Christou et al. 1991; Cao et al.
1992), sorgo (Casas et al. 1993), trigo (Vasil et al. 1992; Altpeter et al. 1996) e aveia (Somers
et al. 1992). No presente trabalho, sdo descritos os procedimentos para produzir plantas
transgénicas de milho, cujo objetivo foi ajustar a metodologia de transformacdo para milho
tropical usando bombardeamento de particulas. Os plasmideos usados neste experimento
foram o pBI 121 (13.0 kb) e o0 pBI 221 (5.7 kb). Os genes de ambos os plasmideos estavam
sob controle do promotor constitutivo CaMV35S. O plasmideo pBl 221 contém o gene
reporter uidA, que codifica para a enzima B-glucuronidase (GUS), e o gene para resisténcia a
canamicina. O plasmideo pBI121 contém apenas o0 gene repdrter GUS. Os resultados da
expressdo transiente do gene GUS nos permitem avaliar a eficiéncia do processo de
transformac&o, porém, ndo nos permitem concluir a respeito da integragdo do DNA exdgeno
ao genoma da planta. Na Figura 1, podem-se observar resultados de expressédo transiente do
gene da B-glucuronidase (GUS), 24 horas ap6s o bombardeamento. Pontos (“spots”) azuis
bem definidos sdo caracteristicos desta técnica de transformacéo. Os embrifes bombardeados
com o plasmideo pBI121, que contém o gene que confere resisténcia ao antibidtico
canamicina (NPT 1I), foram transferidos para meio de cultura, conforme descrito por
Carvalho et al. (1997), adicionado do antibiotico, em concentracfes crescentes, para sele¢do
de possiveis transformantes. O uso de 0,4% de Phytagel como agente solidificante do meio de
bombardeamento conduziu aos melhores resultados, ndo permitindo que os embrifes se
desprendessem do meio de cultura no momento do disparo. A menor concentragdo testada
(0,2%) pemitiu que o meio de cultura borbulhasse ao se fazer vacuo na céamara de
bombardeamento, alterando o posicionamento dos embrides. A concentracdo de 0,8% tornou
0 meio excessivamente rigido, fazendo com que os embrides fossem lancados para fora da
placa, sob o impacto das microparticulas de tungsténio. O efeito da pressdo do gas hélio sobre
0s resultados de expresséo transiente de GUS nos embrides deve ser analisado de acordo com
a distancia percorrida pelo microcarreador de DNA, no caso, particulas de tungsténio. Os
melhores niveis de expressdo de GUS foram obtidos quando se ajustou a pressdo do gas hélio
para 60 Kgf cm?, e a distancia foi fixada em 12,5 cm, independentemente do genétipo
utilizado. Pressdes mais elevadas de gas hélio (70; 85 Kgf cm™?) podem ser utilizadas, desde
que os embrides sejam colocados a uma distancia maior da tela de retencdo. A velocidade



atingida pelos microcarreadores de DNA é um fator importante a ser considerado, uma vez
que, microcarreadores disparados em alta velocidade podem causar grandes danos as células
da planta. N&o se observou efeito do gen6tipo sobre o niveis de expressdo do gene GUS, sob
as mesmas condic¢des de bombardeamento, bem como efeito marcante da idade dos embrides
sobre a expressdo do gene GUS nos embrides.

FIGURA 1 - Expressédo transiente do gene GUS em embribes imaturos de milho, linhagem
048, transformados por bombardeamento do plasmideo pBI 221.
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