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Transferéncia de genes em segmentos
foliares de cupuacu (7Theobroma
grandiflorum Schumm.) usando
biobalistica

Maria das Gracas Rodrigues Ferreira

Resumo

A técnica da biobalistica foi utilizada com o objetivo de adaptar um protocolo para
transformacao de plantas de cupuagu. Segmentos foliares de cupuacu foram bombardeados
com um plasmidio contendo o gene reportador da antocianina, utilizando-se as pressoes de
hélio de 650, 1000 e 1100psi. Apdés o bombardeamento, os explantes foram transferidos para
meio MS por 24 horas e, apds este periodo de incubacado, pontos vermelhos foram detectados
utilizando-se um estereomicroscépio Stemi SV11 Zeiss (Alemanha). A expressao do gene da
antocianina foi observada nas pressoes de 650 e 1000psi, entretanto necroses foram
encontradas na pressdao de 1100psi. Demonstrou-se que os genes C1 e R’ da sintese de
antocianina, sob o controle do promotor 35S, podem ser utilizados como repérteres para o
monitoramento dos eventos de transformacao em cupuacu.

Termos para indexacdo: Theobroma grandiflorum, biobalistica, transformacao genética.

' Eng. Agrén., D.Sc., Embrapa Rondénia, Caixa Postal 406, CEP 78900-970, Porto Velho, RO. E-mail: mgraca@cpafro.embrapa.br.



Genes transfer in foliar segments of
cupuassu using biolistic

Abstract

The biolistic technique was used with the objective of adapting a transformation protocol to
cupuassu plants. Leaf segments of cupuassu were bombed with a plasmid, containing the
antocianine reporter gene with helium pressures of 650, 1000 and 11700 psi. The bombarded
explants were transferred to MS medium for 24 hours for incubation and red points were
detected using a stereomicroscope Stemi SV11 Zeiss (Germany). The expression of the
antocianine gene (red points) was observed with pressures of 650 and 71000 psi and necroses
were found when 17100 psi were used. Genes C1 and R * of the antocianine synthesis, under
the control of the promoter 35S, can be used as reporters to monitor transformation events in

cupuassu.

Index terms: Theobroma grandiflorum, genetic transformation, biobalistic.
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Introducao

A técnica da biobalistica (balistica biolégica), também conhecida por biolistica, aceleracado de
particulas ou bombardeamento de particulas foi descrita inicialmente por Sanford et al.
(1987). O método consiste na aceleracdo de microparticulas que atravessam a parede celular
e membrana plasmatica, de forma nao letal, carreando substancias adsorvidas, como DNA,
RNA ou proteinas, para o interior da célula (KLEIN et al., 1987; SANFORD, 1988). Sao
utilizados microprojéteis de ouro ou tungsténio, com didmetro em torno de um cm, nos quais
sdo precipitadas as moléculas de DNA. O tipo de aparelho usado para acelerar as
microparticulas envolvidas pelo DNA pode ter propulsao a ar, pélvora, gas hélio ou eletricidade
(KLEIN; FITZPATRICK-MCcELLIGOTT, 1993).

Os sistemas que utilizam gdas hélio sdao, atualmente, os mais utilizados (SANFORD et al.,
1991; KIKKERT, 1993). A onda de choque é gerada pela réapida liberacdao de uma descarga de
alta pressdao de gas hélio (1000-1200 psi). A onda de choque gerada impulsiona o
macrocarregador, onde as microparticulas cobertas com DNA (microprojéteis) foram
previamente depositadas. Ao atingir a tela de retencdo, a membrana é retida e as
microparticulas contendo o DNA continuam em direcdo as células-alvo, penetrando na parede
celular e membrana plasmaética.

Embora a biobalistica tenha sido desenvolvida inicialmente para a introducdo de material
genético no genoma nuclear de plantas superiores (SANFORD et al., 1987; KLEIN et al.,
1987), também tem se demonstrado efetiva para a introducdao e expressao de genes em
bactérias, protozoarios, fungos, algas, células e tecidos animais (insetos, peixes, aves e
mamiferos), e em organelas como cloroplastos e mitocondrias (BUTOW; FOX, 1990;
SANFORD et al., 1993; KLEIN; FITZPATRICK-McELLIGOTT, 1993).

Vérios tipos de explantes e células podem ser utilizados para a transformacao por biobalistica,
tais como folhas, calos e caule. De modo geral, a transformacdo de meristemas apicais e
células embriogénicas tem demonstrado maior eficiéncia para obtencdo de plantas
transgénicas. A transformacao de tecidos meristematicos por meio da biobalistica apresenta a
vantagem de evitar variantes somaclonais, decorrentes da cultura de calo (CHRISTOU, 1993;
De BLOCK, 1993; WALDEN; WINGENDER, 1995; ARAGAO et al., 1996; BIRCH, 1997).

Diversos parametros fisicos e biolégicos devem ser levados em consideracdo para se
estabelecer um protocolo de transformagao utilizando-se esse método, tais como a espécie
vegetal e seu estado fisiolégico, o tipo de explante, tipo e tamanho da particula, método de
precipitacado, velocidade das particulas, tipo de equipamento, etc (SANFORD et al., 1993).

A biobalistica também pode ser utilizada junto com a inoculacdo com Agrobacterium, em
tecidos bombardeados cujos microferimentos ampliam a &rea de infeccao, aumentando a
eficiéncia de transformacéao (BIDNEY et al., 1992; BRASILEIRO et al., 1996).

A utilizacdo de métodos de transformacdo genética envolvendo Agrobacterium tumefaciens
tem vaérias vantagens, uma vez que permite a introducao de segmentos relativamente grandes
de DNA com baixa freqliéncia de rearranjamentos. Ademais, o método permite integracao de
baixo nimero de cépias do gene de interesse nos cromossomos da planta a ser transformada.
Uma das desvantagens em se usar biobalistica € que normalmente varias cépias do inserto
génico sao transferidas para a planta, mas este problema ja estd sendo contornado por varios
laboratérios ao redor do mundo, utilizando ndo apenas técnicas de genética basica mas
também de biologia molecular (De BLOCK et al., 1997; FU et al., 2000). A grande
desvantagem desse método é que ele precisa de uma aparelhagem e de material relativamente
onerosos.
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Numerosos trabalhos de pesquisa tém sido publicados reportando transformacdes positivas
obtidas com plantas monocotiledéneas e dicotiledoneas usando a biobalistica.

Dois grupos obtiveram plantas férteis de milho transformadas e demonstraram a possibilidade
de se transferir os genes introduzidos para a progénie (GORDON-KAMM et al., 1990; FROMM
et al., 1990). A estratégia descrita por Gordon-Kamm et al. (1990) envolveu trés
componentes principais: a) culturas de calos embriogénicos em suspensao, b) introducao de
DNA via bombardeamento com particulas metédlicas cobertas com DNA, e c) um sistema de
selecdo baseado em marcadores dominantes. A cultura de células em suspenséao foi iniciada
de calos embriogénicos fridveis do Tipo Il e o bombardeamento com microprojéteis foi
calibrado de maneira a introduzir particulas com dano minimo em um grande numero de
células.

Casas et al. (1993) publicaram um protocolo de regeneracao e transformacao de sorgo bicolor
usando biobalistica. Entretanto, apenas 0,3% dos embrides usados produziram calos
embriogénicos. Embrides de aveia, bombardeados com particulas de ouro revestidas com o
gene repérter GUS sobre o controle do promotor Adh1 de milho, germinaram normalmente e
produziram quatro plantas transgénicas a partir de 90 plantas analisadas (RITALA et al.,
1994).

Para espécies recalcitrantes como milho, sorgo, trigo, arroz e outras, varios métodos de
transformacao direta com DNA livre, como a microinjecdo, eletroporacdo e biobalistica
(transformacao via gene-gun) foram desenvolvidos (BATTY; EVANS, 1992; OFFRINGA et al.,
1992; SAUTERR et al., 1995; WANG et al., 1995; CHRISTOU, 1995). Atualmente centenas
de espécies de plantas podem ser manipuladas geneticamente por técnicas moleculares. A
lista inclui praticamente todas as dicotileddbneas mais importantes e o nuUmero de
monocotiledoneas também estd aumentando rapidamente (CHRISTOU, 1995; TAYLOR;
FAUQUET, 2002).

O cupuacuzeiro (Theobroma grandiflorum Schum.) é uma das fruteiras mais atrativas da
Regidao Amazoénica, devido as caracteristicas de sabor e aroma de sua polpa, que é empregada
na fabricacdo de sucos, sorvetes, licores, compotas, geléias, cremes, doces, etc. Nas ultimas
trés décadas, com o aumento da demanda, o cupuacuzeiro passou por um processo de
transicao do extrativismo para a forma cultivada, emergindo nos dltimos anos, com o aumento
da éarea plantada e com a ampliacdo do cultivo para outras regides brasileiras (EMBRAPA,
1999), como uma das fruteiras amazoénicas mais promissoras.

As mudas produzidas sao, na sua maioria, provenientes de sementes, sem uma prévia selecao
da planta matriz, ocasionando a formacao de plantios com elevada variabilidade quanto a
producdo e formato dos frutos, arquitetura de copa, formato das folhas, entre outros (ALVES
et al., 1998). InstituicOes de pesquisas na Regido Norte tém implementado programas de
melhoramento com énfase a selecdao de materiais com caracteristicas de alta producao de
frutos, rendimento de polpa e resisténcia a vassoura-de-bruxa (Crinipellis perniciosa), principal
enfermidade da cultura. Clones de cupuacuzeiro foram introduzidos no Banco Ativo de
Germoplasma de Cupuacuzeiro da Embrapa Amazoénia Oriental, em Belém, oriundos de coletas
de borbulhas e ponteiras realizadas nos Estados do Amapa, Amazonas e Parad nos anos 80.
Apo6s as avaliacbes de campo, selecionaram-se quatro clones com boa produtividade e
tolerancia a vassoura de bruxa: Coari, Codajas, Manacapuru e Belém (CRUZ; ALVES, 2002).

A biobalistica tem se mostrado um método promissor para a introducao de novas e desejaveis
caracteristicas em diversas espécies de plantas, com vérios protocolos de regeneracado e
transformacao sendo publicados. Assim, esta técnica podera ser de grande valia na producao
de cupuagu transgénico. O objetivo deste trabalho foi adaptar um protocolo para
transformacao de cupuacu mediada por biobalistica.
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Material e métodos

Folhas jovens de cupuacu foram bombardeadas com microprojéteis de tungsténio usando
esquema de aceleracao por particula de hélio. Uma solucdo estoque de microprojétil foi
preparada pela lavagem de 60 mg de tungsténio M10 (Sylvania, GTE chemicals/Towanda-
USA) com 1 ml etanol a 70% durante 15 minutos, seguida por 3 lavagens em &agua destilada
estéril. Apés a lavagem, microprojéteis foram ressuspendidos em 1 ml de solucao de glicerol
estéril & 50%. Para precipitar o DNA sobre as microparticulas, 8 pl de DNA plasmidial
(estoque 1 ug/ul) (Fig. 1) foram adicionados a 50 pul de solucdo estoque da particula de
tungsténio (60 mg/ml) sob baixa agitacdo (Vortex -1). Em seguida, 50 ul CaCl: (estoque 2,5
M) e 20 pul de espermidina (estoque 0,1 M) foram adicionados e homogeneizados. A mistura
foi mantida sob baixa agitacdo durante 3 minutos e mais 3 minutos sem agitacdo. Apds esse
estagio, particulas cobertas com DNA foram centrifugadas por cinco segundos, enxaguadas
cuidadosamente 3 vezes com etanol 100% e ressuspensas em 60 ul de etanol 100%.
Aliquotas de seis pl foram depositadas no centro de um disco (24 mm) Kapton estéril (Du
Pont) e usadas para bombardear os explantes.

Foram avaliadas diversas pressdes de aceleracdao do hélio (650, 1000 e 1100 psi), sendo
mantida a distancia do alvo (6 cm), usando-se como repdrter os genes C1 e R’ da sintese da
antocianina (Fig. 1). Apés o bombardeamento, os explantes foram transferidos para meio de
cultura constituido apenas de sais MS por 24 horas.

Resultados e discussao

Utilizando-se um estereomicroscépio Stemi SV11 Zeiss (Alemanha) pontos vermelhos foram
detectados apds este periodo de incubacdao. A expressdo do gene da antocianina foi
observada as pressoes de 650 e 1000 psi, entretanto necroses foram encontradas na pressao
de 1100 psi (Fig. 2A,B). A necrose de tecidos pode ocorrer em funcdo da ma distribuicdo das
particulas metalicas cobertas com DNA plasmidial ou em decorréncia de um choque acustico
gerado pela liberacdo do gas hélio mantido sob alta presséao.

. . MIBIQJ.I < PyuIl
Fig. 1. Mapa do plasmidio utilizado.
Plasmidio - pMDP 9.056kb. CaMV35S - Jink < MbaI & HineII
cauliflower mosaic virus promoter; C1 e . N XenI < Ecodv

R’ - fatores de transcricdo da via das 2\, Fetd < salt < Hinelr
antocianinas (gene reporter).

Pvull

EcoRl
Nail

BaxHI < NcoI < Hpal / HincII

Sacl
SacI < Necol

Nsil
NotI < Xbal < HincII

Xenl < Xbal < HincIX
Asal < SacII < SacI '
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Pyull < Pstl
Pvull < BamHI < Ncol

pMDP (9 .056 kb)
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Fig. 2. Segmentos foliares de cupuacu expressando o gene antocianina. A) Pressdo de 650 psi. B)
Pressdo de 1000 psi. As setas indicam os locais nos quais ocorreu expressdo do gene. Partes mais
escuras onde ocorreu pressao de 1100 psi.

Conclusoes

Durante a elaboracdo de um protocolo para biobalistica a concentracdo de DNA usado para
recobrir as particulas metalicas, aceleracdo do gés hélio, distdncia percorrida pelo
microcarreador, nUmero de tiros por placa, tratamento osmédtico dos explantes estdo entre os
fatores que devem ser otimizados. Demonstrou-se que os genes C1 e R’ da sintese de
antocianina, sob o controle do promotor 35S, podem ser utilizados como repédrteres para o
monitoramento dos eventos de transformacdo. Plantas de cupuacu transformadas podem ser
incorporadas a programas de melhoramento tradicional, diminuindo o tempo e o custo na
producao de novos gendtipos resistentes a pragas, como a vassoura de bruxa.
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