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OTIM'IZACAO DE PAR;\'METROS PARA
BIOLISTICA EM CANA-DE-ACUCAR UTILIZANDO

O GENE GUS. Maria Cristina Falco, Augusto
Tulmann Neto e Eugénio César Ulian. Depto de

Genética - ESALQ -USP,
Copersucar, Piracicaba - SP.

e Centro de Tecnologia

A utilizagdo da biolistica como forma de introdugdo
de genes de interesse em plantas requer um estudo
preliminar de otimizagdo de alguns parametros
envolvidos no processo, como por exemplo a distdncia
da suspensdo de particulas ao tecido alvo, a pressdo
utilizada no disparo e a quantidade de DNA
precipitado nas particulas. Utilizando-se calos
embriogénicos de cana-de-agucar como tecido alvo e o
gene da PB-glucuronidase (GUS) como gene reporter,
foram testados os parametros citados. A avaliagdo se
deu por analise histoquimica da expressio GUS.
Quantificou-se também a diminuigdo da expressdo do
gene ao longo do tempo. Os experimentos foram
realizados em equipamento desenvolvido no Centro de
Tecnologia Copersucar. Nido houve diferengas
significativas entre os valores de distiancia do alvo
(testou-se 5,0, 8,0, 11,0, 14,0 e 17,0 cm) e
de.quantidade de DNA (0,1, 0,5, 1,0, 2,5 e 5,0
pg/disparo). Para pressio de disparo, 8 Kgf/cm?
apresentou maior expressio GUS (entre 7, 8, 9, 10 e
11 Kgf/ cm’ testados). Optou-se entdo, por utilizar
nos experimentos futuros a distdncia de 14,0 cm do
alvo, a pressio de disparo de 8 Kgf/cm® e 1,0 pg de
DNA/disparo.
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EXPERIMENTOS PRELIMINARES VISANDO A OBTENCAO DE
PLANTAS TRANSGENICAS DE ARROZ (Oryza sativa L.) RESISTENTES

A HERBICIDAE A ESTRESSES OSMOTICOS
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A engenharia genética oferece, atualmente, a possibilidade da
transferéncia de genes uteis as cultivares comerciais, permitindo
incorporar caracteristicas herdaveis sem a destruigio de genétipos
valiosos que se tem obtido como resultado de muitos anos de
cruzamentos e selegdo, possibilitando assim a obtengdo de resultados por
metodologia menos sujeita a variagdo genética ndo controlavel. A
transferéncia de DNA através do método biolistico, permitira a
introdugdo de genes de interesse sem alterar a base genética dos
cultivares preferidos pelo agricultor. Em nossos experimentos estamos
otimizando a eficiéncia de transformagdo genética, principalmente para as
variedades locais do tipo indica, via método biolistico analisando a
expressdo transiente utilizando o gene reporter uidA (GUS). Como
explantes de transformagdo estamos utilizando embrides imaturos, calos
primérios de embrides maduros e outros explantes alternativos como
paniculas imaturas e gemas axilares. Como objetivo final destes
experimentos visamos a transformagdo de arroz com o gene bar
(fosfi notncma acetiltransferase) que confere resisténcia ao herbicida
FINALE® (Hoechst AG, glufosinato de aménia) e do gene mtD
(manitol-1-fosfato dehidrogenase) que provoca acimulo de manitol,
aumentando assim a capacidade de ajustamento osmotico, permitindo
que as plantas possuam uma maior tolerancia, por exemplo, & salinidade
e ao deficit hidrico.
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PREDIGAO DE ESTRUTURA E MODELAGEM MOLECULAR DE BiP
(Binding Protein) DA SOJA [Glycine max L. (Merrill)] USANDO
BIOLOGIA COMPUTACIONAL. Wanderson Duarte da Rocha'; Luiz
Pacheco Motta; José Domingos Fabris’; José Edson Fontes
Figueiredo®. "Universidade Federal de Vigosa. ‘Nicleo de Biologia
Aplicada, CNPMS/Embrapa, Sete Lagoas, Minas Gerais.

Proteinas de estresse catalizam hidrolise de ATP ligado através de
mudanga conformacional de dois dominios com topologia BBRofoPo
circundando o nucleotideo. BiP (Binding Protein) pertence a familia de
proteinas de estresse. Um cDNA de BiP da soja foi seqiienciado
(Figueiredo e Fontes, dados ndo publicados) e a proteina deduzida foi
comparada com a estrutura cristalografica do sitio de ligagdo de ATP de
HSC70 citoplasmatica de leveduras usando os programas Rasmol e
Prowin. A estrutura conservada de BiP da soja no dominio de ligagao de
ATP consiste de 234 residuos formando diade quase simétrica. BiP da
soja possui os dominios | e Il com subdominios IA e IIA e subdominios
IB e 1IB conservados com relagdo a estrutura de HSC70 e residuos
localizados na mesma posigdo, ou diferente, mas com fundes
semelhantes aos residuos Asp10; Asp199 e Asp199 a Glu175 de
Ligagdo de Mg2+ e Ca2+; Asp11; GIn137; Asp154 acidicos no sitio ativo
e Glu175; Asp199, Lys71; Asp199 e Asp206 que coordenam a ligagao
de agua em HSC70. Modificagdes na seqiiéncia de aminoacidos em BiP
ndo alteram o modelo da estrutura terciaria da proteina.
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Production of transgenic peanut (4rachis hypogaea L.)

plants throu §h electroporation of immature leaves
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Electroporation-mediated DNA delivery to plant protoplasts is a well
established procedure. More recently, it has been shown that also intact
cells, both in suspension cultures and as part of organized tissues, can take
up DNA through electroporation. In the present study we established a
transformation protocol for peanut based on the electroporation of immature
leaves. Plant regeneration (22 shoots/explant, after 45 days culture period)
was obtained upon continued culture of explants on MS medium containing
22uM 6-benzilaminopurine (BAP) plus 5uM AgNO; and incubated at
35+2°C. Some parameters related to the efficiency of DNA delivery to
peanut immature leaves, such as electric pulse, electrolyte concentration and
co-incubation conditions were previously studied, using transient GUS
expression assays. The plasmids used were pTDE4 and pGUSINT,
containing the GUS gene coding region driven by the CaMV promoter and
the npt-II gene under the control of the nopaline sintase (NOS) promoter.
Leaves from 2-day-old seedlings were excised and electroporated with field
strength of 625V/ecm discharged from a 900uF capacitor. After
electroporation, explants were transferred to regeneration medium
containing 100mg/L kanamicin. Resistant regenerants were obtained at a
frequency of 5%. The presence of foreign DNA into putative transgenic
plantlets was demonstrated using PCR primers designed to amplify a 20bp
sequence of the npr-II gene. Three out of eight plants were PCR positive and
the PCR products hybridized with a npr-II probe. In order to confirm DNA
integration into genomic DNA, Southern blot analysis is currently being
performed.
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