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- NOTA -

RESUMO

A técnica da biobalistica foi utilizada com o
objetivo de adaptar um protocolo para transformagdo de
plantas de cupuacu. Segmentos foliares de cupuagu foram
bombardeados com um plasmidio contendo o gene
reportador da antocianina, utilizando-se as pressdes de hélio
de 650, 1000 e 1100psi. Ap6és o bombardeamento, os
explantes foram transferidos para meio MS por 24 horas e,
apos este periodo de incubagéo, pontos vermelhos foram
detectados utilizando-se um estereomicroscépio Semi SV1l
Zeiss (Germany). A expressdo do gene da antocianina foi
observada nas pressdes de 650 e 1000psi, entretanto necroses
foram encontradas na pressdo 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
0 monitoramento dos eventos de transformagéo em cupuagu.

Palavras-chave: microparticulas, Theobroma grandiflorum,
transformacéo.

ABSTRACT

The biolistic technique was used with the objective
of adapting a transformation protocol to cupuassu plants. Foliar
paths of cupuassu were bombed with a plasmid, containing the
antocianine reporter gene with helium pressures of 650, 1000
and 1100 psi. The bombarded explants were transferred to half
MS medium for 24 hours for incubation and red points were
detected using a stereomicroscope Semi SV11 Zeiss (Germany).
The expression of the antocianine gene (red points) was observed
with pressures of 650 and 1000 psi and necroses were found
when 1100 psi were used. Genes C1 and R * of the antocianina
synthesis, under the control of the promoter 35S can be used as
reporters to monitor transformation events in cupuassu.

Key words: microparticles, Theobroma grandiflorum,
transformation.

A técnica da biobalistica (balistica
biologica), também conhecida por biolistica,
aceleracao de particulas ou bombardeamento de
particulasfoi descritainicialmente por SANFORD et
al. (1987). O método consiste na aceleragdo de
microparticulas que atravessam a parede celular ea
membrana plasmética, deformando letal, carreando
substancias adsorvidas, como DNA, RNA ou
proteinas, paraointerior dacélula(KLEIN etal., 1987;
SANFORD, 1988). S&o utilizados microprojéteisde
ouro ou tungsténio, com didmetro em torno de 1 um,
nos quais sdo precipitadas as moléculas de DNA. O
tipo de aparelho usado para acelerar as
microparticulas envolvidas pelo DNA pode ter
propulsdo a ar, pdlvora, gés hélio ou eletricidade
(KLEIN & FITZPATRICK-MCcELLIGOTT, 1993).

Os sistemas que utilizam géas hélio sao,
aual mente, osmaisutilizados (SANFORD et d., 1991;
KIKKERT, 1993). A onda de choque € gerada pela
répida liberacdo de uma descarga de alta presséo de
gés hélio (1000-1200 psi). A onda de choque gerada
impulsiona o macrocarregador, no qual as
microparticul as cobertas com DNA (microprojéteis)
foram previamente depositadas. Ao atingir atela de
retencdo, a membrana é retida e as microparticulas
contendo o DNA continuam em diregdo as células-
alvo, penetrando na parede celular e membrana
plasmética(LACORTE et ., 1999).

Diversos parametros fisicos e biol6gicos
devem ser levados em consideracdo para se
estabelecer um protocolo de transformacéo
utilizando-se esse método, tais como a espécie
vegetal e seu estado fisioldgico, o tipo de explante,
tipo e tamanho da particula, método de precipitacéo,
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velocidade das particulas, tipo de equipamento
(SANFORD et dl., 1993).

A biobaligtica tem se mostrado um método
promissor para a introducdo de novas e desgjdveis
caracteristicas em diversas espécies de plantas, com
vériosprotocol osde regeneragdo etransformacao sendo
publicados. Assim, esta técnica poderd ser de grande
valia na producdo de cupuagu transgénico. Plantas de
cupuagu transformadas podem ser incorporadas a
programas de melhoramento tradicional, diminuindo o
tempo e o custo na producdo de novos gendtipos
resistentes a doengas, como a vassoura de bruxa. O
objetivo deste trabalho foi adaptar um protocolo para
transformagdo de cupuagu mediada por biobalistica.

Folhas jovens foram empregadas como
explantes para os estudos iniciais de bombardeamento
de cupuagu, pelo fato de apresentarem as melhores
respostas no processo deembriogénese somética. Sendo
assm, segmentos foliares foram bombardeados com
microprojéteis de tungsténio usando esquema de
acderacdo por particulade hélio. Uma solucgdo estoque
demicroprojétil foi preparadapelalavagem de 60 mg de
tungsténio M 10 (Sylvania, GTE chemicas'Towanda
USA) com 1ml etanol a70% durante 15 minutos, seguida
por 3lavagensem aguadestiladaestéril. Apésalavagem,
microprojéteisforam ressuspendidosem 1 ml de solugéo
deglicerol estéril a50%. Paraprecipitar o DNA sobreas
microparticulas, 8ul deDNA plasmidia (estoque 1ug/l)
(Figura 1) foram adicionados a50ul de solucéo estoque
daparticuladetungsténio (60mg/ml) sob baixaagitacao
(Vortex -1). Emseguida, 50ul CaCl, (estoque2,5M) e 20ul
de espermidina (estoque 0,1 M) foram adicionados e
homogeneizados. A mistura foi mantida sob baixa
agitacéo durante 3 minutosemais3 minutos sem agitacao.
Apbs esse estadio, particul as cobertas com DNA foram
centrifugadas por cinco segundos, enxaguadas
cuidadosamente 3 vezescom etanol 100% e ressuspensas
em 60l de etanol 100%. Aliquotas de seis pl foram
depositadasno centro deum disco (24mm) K apton estéril
(Du Pont) que foram usadas para bombardear os
explantes.

Foram avaliadas 3 pressdes de aceleragéo
do hélio (650, 1000 e 1100psi), sendo mantida a
disténcia do avo (6cm), usando-se como reporter 0s
genes C1 e R' da sintese da antocianina. Apds o
bombardeamento, os explantesforam transferidospara
meio de culturaconstituido apenasde saisMS por 24
horas. Utilizando-se um estereomicroscopio Stemi
SV11 Zeiss (Germany) pontos vermelhos foram
detectados apés este periodo de incubacdo. A
expressdo do gene da antocianina foi observada as
pressdes de 650 e 1000psi, entretanto necroses foram
encontradas na presséo de 1100psi (Figura 1). 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 presséo.

Durante a elaboracéo de um protocolo para
biobalistica, aconcentragdo de DNA usado pararecobrir

Figura 1 - Segmentos foliares de cupuagu expressando o gene
antocianina. A) Pressdo de 650 psi. B) Presséo de
1000 psi. As setas indicam os locais nos quais ocorreu
expressdo do gene. Partes mais escuras onde ocorreu
pressdo de 1100psi.

asparticulasmetdicas, aceleragdo do gashdio, disténcia
percorrida pelo microcarreador, nimero de tiros por
placa, tratamento osmético dos explantes estéo entre
os fatores que devem ser otimizados. Demonstrou-se
gueosgenesCleR’ dasintese de antocianina, sob o
controle do promotor 35S, podem ser utilizados como
reporteres para o0 monitoramento dos eventos de
transformacao.
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