Revista Ceres 43(247):326-335. 1996.

EXPRESSAO TRANSITORIA DO GENE GUS EM
MARACUJAZEIRO (Passiflora giberti NNE. BROWN)
MEDIADA PELO BOMBARDEAMENTO DE
PARTICULAS!

Wagner Campos Otoni’
Vicente Wagner Dias Casali’
John Brian Power®

Michael Raymond Davey*

1. INTRODUCAO

A transformac¢@o genética tem sido obtida para muitas espécies de
plantas, utilizando-se 0 mecanismo natural de transferéncia de genes com
base no vetor Agrobacterium (8, 9, 10, 16, 28). A desvantagem deste
sistema, no entanto, deve-se ao fato da especificidade em relagdo as
dicotiledéneas (31). A eletroporacdo, por sua vez, tem sido
extensivamente utilizada na mediacdo da transferéncia de genes (30, 37),
independentemente de a espécie ser mono ou dicotiledénea; no entanto,
esse método requer eficiente sistema de regeneracdo de plantas a partir de
protoplastos, fator considerado critico em se tratando de espécies
lenhosas. Na tentativa de suplantar tais dificuldades, 0 método de
aceleragdo de particulas ou biobalistica foi desenvolvido (33), sendo
considerado rdpido na introdugao direta de DNA em células vegetais, quer
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para estudos que envolvam a expressdo transitéria (I, 3, 19, 25), quer para
transformagcio estdvel (5, 6, 7, 11, 13, 24,36, 39). A expressdo transitoria €
utilizada na otimizagdo dos pardmetros envolvidos no processo de
bombardeamento, para acessar a expressdo de determinado produto génico
e para a avaliagdo de promotores pela anélise da expressdo de genes in situ
(1, 2).1t6ria €

Considerando a inexisténcia de trabalhos envolvendo a utilizagdo da
biobalistica na transformacdo do maracujazeiro, o objetivo deste trabalho
foi verificar a influéncia dos plasmidios pEA18 e pJMD67 na atividade do
gene da [ -glucuronidase (gus) em agregados globulares embriogénicos de

Passiflora giberti N.E. Brown, bem como a influéncia das particulas de
ouro e tungsténio na expressdo do gene gus em tecidos bombardeados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal

Agregados globulares embriogénicos de Passiflora giberti, com
tamanho varidvel de 1,5 a 3,5 mm, provenientes de culturas liquidas
mantidas em meio AA2 (26), contendo 2,0 mg I’ de 2,4-D, no escuro e
sob agitacdo orbital de 40 rpm, foram utilizados como explantes no
bombardeamento de particulas. As culturas foram subcultivadas
semanalmente, os explantes transferidos para o centro de placas de Petri
de 5,5 cm, contendo 12 ml de meio MS (27). O meio foi constituido de
sacarose, a 3% (p/v), e solidificado pela adi¢cdo de 4gar, a 0,7% (p/v), na
auséncia de reguladores de crescimento. Em cada tratamento foram
utilizados cinco calos embriogénicos por repeti¢ao.

2.2. Equipamento de Aceleragdo, Plasmidios, Revestimento das Particulas
com DNA e Preparo dos Suportes Carreadores dos Microprojéteis

O equipamento utilizado no bombardeamento de partfculas foi
desenvolvido por RECH et alii (32).et alii (32).

A distincia do topo da cdmara de descarga & malha de retenqﬁo foi
de, aproximadamente, 4,5 mm. Os tecidos-alvo distavam 12 mm da malha
de retencao e a distincia entre os eletrodos, na cidmara de descarga, 1,7 a
1,8 mm.

Foram utilizados os plasmidios pEA18 e pJMD67, ambos contendo
o gene repérter de P -glucuronidase (gus). Os plasmidios foram isolados e

purificados conforme a metodologia descrita por GOLDS et alii (15). Para

o revestimento das particulas de ouro (Aldrich, USA) e de tungsténio
(Sylvania Chem., GTE Products Corp., USA) foi empregado o método
baseado na utilizacdo de célcio e espermidina (Sigma Chem. Co., USA),
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segundo RECH et alii (32) e ARAGAO et alii (2). Em um frasco
Eppendorf foram misturados, sob agitacio emVortex, 25 Uul de uma

suspensdo de particulas (20 mg ml"), 5 pl de DNA a concentragio de 1,0

ug 1™ e 25ul de solugio 0,1M de espermidina. Ap6s 10 minutos, a

mistura foi centrifugada por duas vezes sucessivas (9.000 rpm; 2s cada),
com eliminag@o do sobrenadante apenas apds a primeira centrifugacao, e

ressuspensdo do precipitado em 70 e 34 Ul de etanol absoluto,

respectivamente. Sobre a superficie de cada suporte carreador de
particulas, constituido de um filme plastico Mylar (DuPont, USA) de 12 x

12 mm, foram dispensados 7,5 pl da suspensdo de particulas revestidas
com DNA.

2.3. Detecgao Histoquimica da Atividade da f-Glucuronidase
(GUS)

Essa etapa fo1 realizada mediante a andlise in situ da atividade de
B-glucuronidase (I7). Apés o bombardeamento, os calos foram
transfertdos para 200ul da mistura de reagdo histoquimica e incubados i
temperatura de 38°C, na auséncia de luz, durante 24 a 48 horas. A mistura
de reacdo foi constituida de 100 mM de tampao-fosfato (pH 7,0); 10 mM
de K3 Fe(CN)s; 10 mM de K Fe(CN)s.H,0O; 10 mM de Na,. EDTA; 0,1%
(viv) de Triton X-100; e 0,5 mg do substrato X-GLUC por mililitro de
solugdo preparada. A atividade da B-glucuronidase foi determinada pela
contagem de cada unidade de expressdo, conforme o critério estabelecido
por KLEIN et alii (20).

Foram estabelecidos dois experimentos com o objetivo de verificar
a influéncia dos plasmidios pEA18 e pJMD67 na atividade do gene gus
em calos embriogénicos de P. giberti, bem com a influéncia das particulas

de ouro e tungsténio na expressdo transitéria do gene gus em tecidos
bombardeados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos Quadros 1 e 2 pode ser observado o efeito do tipo de
plasmidio e da particula metélica sobre a expressdo transitéria do gene
reporter da B-glucuronidase a partir do bombardeamento de agregados
globulares embriogénicos de P. giberti. Ap6s o perfodo de incubagdo de
48 horas, em substrato para GUS histoquimico, ndo foi verificada
diferenga significativa em termos de unidades de express3o obtidas ao se
utilizarem diferentes plasmidios; no entanto, o tipo de particula metélica
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utilizada apresentou efeito significativo, com superioridade das particulas
de ouro.

QUADRO 1 - Valores médios do nimero de unidades de expressao
do gene da B-glucuronidase (GUS) em agregados
embriogénicos de P. giberti bombardeados com
particulas de ouro revestidas com DNA dos plasmidios

pJMD67 e pEA18

Plasmidio Unmidades de exgressﬁol\
pIMD67 | 3585a |

pEA18 | 32,70 a
' As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem, estatisticamente,

entre si, a 1% de probabilidde, pelo teste F.
‘pelo teste F. '

QUADRO 2 - Valores médios do niimero de unidades de expressdo
do gene da B-gucuronidase (GUS) em agregados
embriogénicos de P. giberti, em fungao das particulas
metalicas revestidas com o plasmidio pJMD67

R —
Particula _ Unidades de exEressﬁol\
Ouro - 4425a

Tungsténio | 2942b
' As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem, estatisticamente,
entre si, a 1% de probabilidade, pelo teste F.

Ambos os plasmidios utilizados no presente experimento possuiam
0 gene reporter gus, estando sob controle do promotor 35S do sitio ligante
das clorofilas a/b (Cabbs), no caso do pJMD67 (32), e do promotor 35S do
virus do mosaico da couve-flor (CaMV), no caso do pEA18. Pela anilise
histoquimica nos tecidos (Figura 1), os plasmidios tiveram desempenho
semelhante na obtengdo de expressio para o gene gus. Ambas as
constru¢gdes ndao continham genes de resisténcia a antibibticos, como o
gene nptll. Em fun¢io da refertda auséncia de marcas de resisténcia, os
plasmidios ndo poderiam ser utilizados na obtenc¢do de transformacio
estavel, o que dificultaria o processo de selecdo de transformantes. Os
resultados obtidos no presente experimento poderiam ser explicados pelas
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diferencas nas propriedades fisicas e quimicas das particulas de ouro e
tungsténio, bem como pela técnica utilizada de precipitagio e de
revestimento das particulas com o DNA plasmidial. Ainda, o equipamento
de aceleracio ndo permitiu a uniformizagio das condigdes de
bombardeamento entre os diferentes disparos, com conseqiiéncias sobre a
velocidade, uniformidade de dispersdo e de penetragdo das particulas nos
tecidos. ARAGAO et alii (2), utilizando o mesmo equipamento de
aceleracio desenvolvido por RECH et alii (32), avaliaram a influéncia de
certos fatores na expressao transitéria do gene gus, presente no plasmidio

pJMD67, em folhas, cotilédones e eixos embriondrios de Phaseolus
vulgaris. Foi observado que o método de precipitagdo das particulas, a
concentra¢gio do DNA, a intensidade de vicuo aplicado e o tipo de tecido
utlizado tiveram influéncia marcante no nimero de unidades de expressao

do gene. |
No entanto, as modérnas concepgdes dos equipamentos de

aceleracdo de particulas (12, 18, 23, 34, 38) tém proporcionado controle
preciso dos fatores fisicos inerentes aos sistermas de aceleragao, o que leva
3 maior consisténcia nos resultados provenientes de diferentes
experimentos, bem como amplia as chances de transformacdo para
espécies recalcitrantes, em que os demais métodos de transformagao foram
considerados falhos.

As vantagens das particulas de tungsténio sdo o baixo custo, a
disponibilidade em vérias classes de didmetros € a relativa facilidade de
serem recobertas com DNA. Todavia, tem sido observado que o tungsténio
é potencialmente téxico a certos tipos celulares, além do fato de as
particulas estarem sujeitas a oxidagdes superficiais que podem alterar as
ligacdes com as moléculas de DNA, bem como causar, com 0 tempo, a
degradagdo catalitica do DNA adsorvido as mesmas. As particulas de
ouro, ao contrdrio, sdo de custo elevado ¢ apresentam forma e tamanho
uniformes. Ao contrdrio das particulas de tungsténio, as de ouro sao
biologicamente inertes, ndo sendo téxicas a nenhum tipo de tecido
avaliado, nem tdo pouco causam o ataque catalitico aoc DNA (6, 14, 25,
33, 35).

CHAREST et alii (4), na avaliagio do efeito de microprojéteis
constituidos de particulas de ouro e de tungsténio na transformagao de
Picea glauca, ndo obtiveram diferengas significativas de unidades de
expressio pela determinagdo da atividade do gene gus pelo método
histoquimico. Todavia, para trés das quatro espécies bombardeadas com
particulas de ouro foram obtidos, por fluorimetria, valores de atividade
superiores para GUS. LI et alii (21), utilizando o sistema propelido por
hélio, Biolistic'™, avaliaram alguns fatores na otimizagdo da expressdo
transiente em pélen e tecidos embriogénicos derivados de suspensao
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celular embriogénica de Picea glauca. Ao contrario do observado por
CHAREST et alii (4), os autores obtiveram o maior nivel de expressao
para GUS ao utilizar particulas de ouro de 1,6 jtm de didmetro.

No presente trabalho, a utilizagdo de agregados globulares foi
importante, uma vez que, sob condi¢des adequadas de meio ¢ de ambiente,
tais tecidos mostraram-se bastante ativos fisiologicamente e originaram
plantas via embriogénese somética (29). O exame histolégico dos tecidos
revelou que os agregados celulares desenvolvidos em meio liquido
possuiam pequenos nédulos meristeméticos (proembrides), compactos ¢
localizados na periferia do tecido parenquimético e compostos por células
~com caracteristicas tipicamente meristematicas, isodiamétricas, com
nicleos proeminentes, divisdo mitética intensa, com citoplasmas densos e
pouco vacuolizados (9). CHRISTOU (6) ¢ McCABE ¢ CHRISTOU (23)
destacaram a adequada escolha de tecidos cujas células estejam em
atividade intensa e potencialmente regenerativas como atributo importante
para o sucesso da técnica de aceleracdo de particulas. YE et alii (39)
relataram que o estado fisiolégico dos tecidos bombardeados foi
considerado fator critico na obtencdo de plantas transgénicas de Prunus.
Foi obtida elevada expressdo transitério para GUS em calos derivados de
embrides. Todavia, 0s autores ndo obtiveram regenerantes de linhagens de
calos iniciados de folhas, comprovadamente transformadas, as quais
apresentaram 0 potencial morfogénico comprometido, em virtude do
prolongado tempo de cultivo in vitro. | '

Os unicos relatos envolvendo a transformagdo genética do
maracujazeiro referem-se aos trabalhos de MANDERS er alii (22) e
OTONI (29). MANDERS et alii (22) descreveram a transformacio do
maracujd-amarelo mediada pelo vetor A. tumefaciens, ao passo que

OTONI (29) descreveu a transformacdo da mesma espécie mediada por A.
rhizogenes. Ambos os trabalhos ndo envolveram o gene gus, apenas o
gene nptll, 0 qual confere resisténcia ao antibi6tico canamicina. |

Considerando a importancia crescente da familia Passifloraceae,
estudos adicionais deveriam ser realizados no sentido de estabelecer
pardmetros ¢ condi¢Oes ideais para obteng@o de regenerantes a partir de
tecidos bombardeados, uma vez que, a exemplo de outras espécies, a
aceleragdo de particulas poderd  apresentar-se como metodologia
alternativa a ser empregada nos estudos da expressdo transitéria de genes
e, idealmente, na obtengdo de expressdo estdvel, de modo especial em
relagcdo a genes que confiram caracteristicas agrondmicas desejaveis para

o género Passiflora.
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FIGURA 1 - Detecgdo histoquimica da expressio do gene gus em
agregados embriogénicos derivados de suspensao
celular de P. giberti e bombardeados com particulas de
ouro revestidas com DNA do plasmidio pJMD67.

| 4. RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a transformagdo
transitéria pela expressao do gene da B-glucuronidase (gus), presente em
ambos os plasmidios utilizados, a saber: pEA18 e pJMD67. Agregados
globulares embriogénicos de Passiflora giberti N.E. Brown, provenientes
do cultivo em meio liquido rico em aminoicidos (AA2), contendo
2,0mg I-' de 2,4 D, foram utilizados como fontes de explantes no bom-
bardeamento. Os tecidos foram bombardeados com particulas de ouro e de
tungsténio, recobertas com DNA plasmidial. A avaliacdo da atividade para
GUS foi baseada na reagdo histoquimica in situ, sendo quantificado o
nimero de unidades de expressdo. Foi observado que a elevada atividade
fisiolégica das células embriogénicas foi importante na obtencdo da
expressao do gene da B-glucuronidase. Foram observados niveis de
expressdao superiores a 45% em relagdo ao total de explantes submetidos
ao bombardeamento. A expressio do gene gus foi superior em calos
bombardeados por microprojéteis constituidos de particulas de ouro,
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comparativamente as particulas de tungsténio; todavia, foram obtidos
niveis de expressio semelhantes em calos bombardeados com os
plasmidios pEA18 e pJMD67.

5. SUMMARY

(PARTICLE BOMBARDMENT-MEDIATED TRANSIENT
EXPRESSION OF GUS IN PASSIONFRUIT (Passiflora giberti N.E.

BROWN))

The aim of this work was to evaluate some critical parameters for
the transient gus gene expression system in Passiflora giberti using a
home-made electrical-discharge gun device. Cell suspension-derived
globular embryogenic aggregates, cultured on a liquid aminoacid rich
medium AA2, containing 2.0 mg I’ 2,4-D, were used as explant sources
for particle bombardment. Tissues were bombarded with tungsten M10
and gold particles coated with plasmid DNA. Both plasmids used for these

experiments contained the B-glucuronidase (gus) structural sequence,
under control of the 35S CaMV promoter, for pEA18, and the chlorophyll
binding site (CabbS) 35S promoter, for pJMD67. Tissues were analysed
for in situ localization of GUS activity and the transformation efficiency
was expressed as the number of blue spots per embryogenic callus
(expression units). GUS activity was detected 6 to 12 hr after
bombardment. Over 45% of the explants bombarded expressed transient
GUS activity. For the microprojectile type, DNA-coated gold particles
with the plasmid pJMD67 showed higher levels of GUS expression as
compared to tungsten particles. Using DNA-coated gold particles, there
was no significant effect of the plasmids, pEA18 and pJMD67, on the
level of the reporter gene expression. This represents the first report on
the literature on transformation of the genus using particle acceleration.
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