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INTRODUCAO

O crescimento populacional, principalmente em paises em desenvolvimento, vem
aumentando continuamente o consumo de produtos agricolas. Para enfrentar tal situacéo,
0 incremento da produtividade, por incorporacdo de novas tecnologias ao processo de
producdo, € estratégia chave para se alcancar a auto-suficiéncia e independéncia
tecnoldgica.

Dos meios modernos disponiveis e utilizaveis para a geracao de novas tecnologias de
producéo de alimentos e controle de pragas, nenhum individualmente ofereceu maior
potencial de ganho do que o melhoramento de plantas. No entanto, o que se percebe
atualmente, é que a aplicacdo dos métodos tradicionais da genética tem levado o
rendimento das culturas a patamares cada vez mais estacionarios e a custos cada vez mais
elevados. A integracao da bioquimica e da fisiologia vegetal permitiu o desenvolvimento
de técnicas basicas, para cultura de tecido e células, que tém o potencial para melhorar
nosso conhecimento sobre a biologia da planta (Kresovich et al., 1987).

Sorgo, o sexto cereal mais cultivado do mundo, é uma cultura economicamente
importante (Emani et al., 2002). O desenvolvimento de cultivares mais produtivos, pela
introducdo de genes de resisténcia a varios estresses bidticos e abiodticos € altamente
desejavel. Entretanto, este cereal, tem-se mostrado extremamente recalcitrante quando
cultivado in vitro, onde o sucesso da aplicacdo das modernas técnicas de transformacéao
genética de plantas requer a utilizacdo de gendtipos com alta capacidade de regeneragdo
em cultura de tecidos. A producao e liberacdo de pigmentos fenolicos pelos explantes de
sorgo cultivados sdo caracteristicas que dificultam a regeneracdo de plantas em cultura de
tecido e a transformacdo genética dessa espécie (Zhu et al., 1998; Kresovich et al., 1987;
Cai & Butler, 1987).



Artigos recentes (Zhao et al. 2000; Able et al. 2001) tém estudado o problema da
transformacao de sorgo por meio de estratégias como a otimizacao das condicdes de
bombardeamento, minimizagdo da producdo de pigmentos, e por ajuste da composicéo do
meio de cultura para melhoria da regeneragé@o do sorgo in vitro. Entretanto, otimizagoes
adicionais de protocolos de transformacao principalmente com relacdo aos diferentes
genotipos de sorgo utilizados sdo necessarios. Estes protocolos sdo mais eficientemente
desenvolvidos quando se utilizam genes repdrteres de facil deteccdo, tal como o gene
reporter que codifica para um pigmento vermelho ou roxo conhecido como antocianina.
A formacéo deste pigmento é controlada por genes estruturais, que codificam enzimas
envolvidas na biossintese da antocianina (Mol et al., 1998) e por genes regulatorios, 0s
quais ativam a expressdo dos genes estruturais em nivel transcricional (Ludwig e Wessler,
1990).

O gene repdrter antocianina € atrativo para ser utilizado em estudos de expressao
transiente, por varias razdes, tais como: (i) visualizacdo da expressao da antocianina nao é
destrutiva, ndo requer fixacdo ou substrato histoquimico; (ii) antocianina acumula-se em
células isoladas; e, (iii) quando condi¢des drasticas de bombardeamento sdo empregadas e
o tecido vegetal é seriamente ferido, este ndo consegue expressar a antocianina (Bowen,
1992). Tais caracteristicas sdo especialmente vantajosas quando se utiliza a biobalistica
como o sistema de transformacéo, porque as células expressando este gene,
transientemente, podem ser facilmente contadas com o auxilio de um estereoscopio.
Neste artigo, com o0 objetivo de otimizar os parametros para a transferéncia génica, calos
embriogénicos de sorgo foram bombardeados, utilizando parametros diversos, com o
gene reporter antocianina sob o controle do promotor da ubiquitina e, a expressao
transiente da antocianina foi analisada.

MATERIAL E METODOS

No processo de obtencédo de calos embriogénicos de sorgo, inflorescéncias imaturas, da
linhagem CMSXS 102B, de 3 a 5¢cm de comprimento foram desinfestadas em etanol 70%
e agua estéril, cortadas (~5mm) e cultivadas em placas de Petri contendo o meio CI (N6
sais e vitaminas, 30 g.L1 sacarose, 100 mg.L-1 myo-inositol, 2,9 g.L? prolina, 100 mg.L?
caseina enzimatica e 2 mg.L1 2,4-D) suplementado ou ndo com 500 mg.L-1 asparagina
(CIA), a 25°C, na auséncia de luz, durante quatro semanas com subcultivos a cada duas
semanas.

Nos experimentos de bombardeamento foram utilizados, simultaneamente dois
plasmideos contendo as construcdes génicas: (i) Promotor da Ubiquitina direcionando a
expressao do gene repdrter antocianina e terminador NOS
(Ubiquitina+antocianina+NOS), (ii) Promotor CaMV35S direcionando a expressao do
gene da fosfinotricina acetiltransferase (bar) e o terminador CaMV35S
(CaMV35S+bar+CaMV35S). DNAs plasmidiais usados no bombardeamento foram
purificados por gradiente de cloreto de césio como descrito por Sambrook et al. (1989).
Alguns pardmetros importantes para o transporte do DNA para dentro da célula de sorgo
foram analisados, incluindo pressdo do gas hélio, distancia percorrida pelo microcarreador
ao explante, nimero de tiros por placa, tipo de particulas (ouro e tungsténio) e
permanéncia dos explantes em meio osmético.



Durante 0 bombardeamento foram utilizadas microparticulas de tungsténio ou ouro
aceleradas através de um aparelho movido a hélio. DNA de cada um dos dois plasmideos
na concentracao de 5 pug/uL das construgdes Ubiquitina+antocianina+NOS e
CaMV35S+bar+ CaMV35S foram juntamente precipitados sobre as microparticulas
metalicas. Em seguida estas foram cuidadosamente lavadas e ressuspendidas em 60 pL de
etanol 100%. Seis microlitros foram depositados no centro dos macrocarreadores, discos
(24 mm) de membranas Kapton (Du Pont). Estas membranas foram usadas no
bombardeamento dos tecidos de interesse utilizando 1100 ou 1200 psi de pressao de gas
hélio e os explantes foram posicionadas a 3, 6 ou 9 cm da plataforma de lancamento das
microparticulas. Foram mantidos constante a distancia entre a cdmara de gés de alta
pressao e a membrana carreadora contendo as microparticulas cobertas com DNA (8
mm), distancia entre a membrana carreadora e a tela de retencdo (12 mm) e a presséo de
vécuo (27 mm Hg).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aproximadamente 600 calos embriogénicos foram produzidos e utilizados para iniciar os
estudos de otimizacdo do protocolo de transformacéo de sorgo via biobalistica.

Um passo delicado na transformacgéo por biobalistica é o dano sofrido pelo explante
durante a penetracdao da microparticula na célula. Usualmente, para minimizar esse tipo de
problema e aumentar a capacidade de embriogénese somatica e da regeneracdo de planta,
as células alvo sdo plasmolisadas por um pré-tratamento osmatico (Armaleo et al., 1990;
Vain et al., 1993; Brettschneider et al.,1997; Bohorova et al., 1999). A elevacédo da
pressao osmotica é geralmente obtida pela adicdo de manitol, sorbitol, maltose ou
sacarose no meio de cultura. Neste estudo, os calos embriogénicos de sorgo foram
subcultivados durante 4 horas, antes do bombardeamento, em meio contendo 12% de
sacarose. Um numero elevado de pontos vermelhos (expresséo transiente da antocianina)
foi observado quando os calos embriogénicos foram subcultivados em meio osmético
quando comparado com calos embriogénicos bombardeados sem pré-tratamento
osmético (Figura 1A). Em todos os bombardeamentos seguintes, os explantes foram
incubados por 4 horas em meio contendo 12% de sacarose.

A presséao de aceleracdo é outro parametro que influencia na habilidade do transporte de
DNA para dentro dos explantes. Uma gama de pressoes tem sido utilizada em
experimentos de biobalistica, sendo que os melhores resultados obtidos para
transformacao de cereais utilizam pressdes entre 650 psi (Frame et al., 2000) a 1.000 psi
(Brettschneider et al., 1997; Bohorova et al., 1999). Nesse trabalho, expresséo transiente
de antocianina foi maior quanto os calos embriogénicos foram bombardeados com 1000
psi (Figura 1B).

Para aumentar a possibilidade de atingir um maior nimero de células capazes de sofrer
embriogénese somatica, foi testada a influéncia de mais de um tiro por placa na expressao
transiente de antocianina. Nao foi detectada nenhuma diferenca na expresséo transiente de
antocianina utilizando um ou dois tiros por placa. Por conseguinte, foi determinado que
um tiro por placa seria a condicdo 6tima, uma vez que o explante sofre menor dano e
regenera mais facilmente (Figura 1B).



A distancia percorrida pela microparticula ao alvo biolégico pode afetar a velocidade da
microparticula e, consequientemente, das taxas de transformacédo. Klein et al. (1988),
procurando otimizar os parametros para bombardeamento de culturas de células de milho,
observou que a menor distancia percorrida pelas particulas apresentou maior expressao
transiente do gene GUS. Porém, de acordo com Sanford et al. (1993) a distancia menor
percorrida pelas microparticulas pode ter um efeito indesejavel na disperséo das particulas
e pode danificar os explantes devido o forte choque do gas. Neste trabalho nao foi
encontrada diferenca entre 3 cm e 6 cm, assim 0s explantes passaram a ser posicionados a
6 cm da plataforma de lancamento dos microprojéteis (Figura 1C).

Microparticulas de ouro e tungsténio foram testadas para verificar o desempenho das
mesmas no transporte do DNA para células de calos embriogénicos. Ndo houve nenhuma
diferenca entre os dois tipos de particulas testadas, assim as microparticulas de tungsténio
foram escolhidas por terem menor custo (Figura 1D).

Calos embriogénicos bombardeados estdo agora no processo de selecdo. Assim que
plantas de sorgo forem regeneradas nos diversos tratamentos citados acima, e a
transgenia confirmada, os melhores parametros biobalisticas para transformacéo
permamente de calos embriogénicos de sorgo poderdo ser identificadas.
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