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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL E OBJETIVOS



Introdugdo geral e Objetivos

A cevada cultivada (Hordeum vulgare ssp. vulgare) é uma espécie
de planta anual, dipldide (2n=14), de autofecundacdo, pertencente a

tribo Triticeae, da familia Poaceae (Gramineae).

Os cereais, incluindo a cevada, estdo entre as primeiras plantas
domesticadas pelo homem, quando a agricultura gradualmente substituiu
a caca e a coleta no periodo Neolitico (Vasil, 1994). De acordo com
achados arqueoldgicos, a cevada foi domesticada ha aproximadamente
10.000 anos, a partir da espécie H. spontaneum Koch, encontrada
somente na Asia (Hancock, 1992; El Rabey e Salamini, 2000). A regido
do “Crescente Fértil” no Oriente Médio, que atualmente abrange os paises
Israel, Jordéania, Siria, Turquia, Ird e Iraque, é considerada como o centro
de origem da cevada cultivada (Harlan, 1979). Na moderna taxonomia,
H. vulgare L. e H. spontaneum Koch s3ao consideradas subespécies de H.
vulgare, sendo agrupadas no “pool” génico primario de cevada (Bothmer,
1995).

A cevada é atualmente cultivada em todas as regides temperadas
do mundo, principalmente na Europa. Em ordem de importancia e em
termos mundiais, a cevada é utilizada na alimentagdao animal, como
forragem, pastagem, feno e silagem, na producao de malte e na
alimentacdo humana, sendo consumida na forma integral, malte ou
farinha (Minella, 1999). A cevada é considerada a quinta maior cultura
mundial e a quarta maior cultura entre os cereais, sendo precedida por
trigo, milho e arroz (Hancock, 1992; Minella, 1999). A producao média
mundial de cevada foi de 143,9 milhdes de toneladas nos anos de 1995 a
1999, segundo dados da FAO, com previsdo de acréscimo de 20% nestes

valores nos anos seguintes (Friedt e cols., 2000).

No Brasil, o plantio de cevada é realizado nas regides de planalto

dos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parand, adequadas
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as caracteristicas de cultivo da espécie em regides de clima temperado
(Minella, 1999). Além destas regides, desde 1999, a cevada vem sendo
cultivada de forma irrigada no cerrado (Minella, 2000). A area cultivada
nos ultimos anos cresceu de 57.018 hectares em 1992 para 137.664
hectares em 2000 e o rendimento médio da lavoura no periodo aumentou
cerca de 40%, passando de 1.700 para 2.400 kg/ha, da primeira para a
segunda metade da década de 90 (Minella, 2001). A producdo da cevada
no Brasil é destinada quase que exclusivamente a obtencdo de malte
para a fabricacdo de cerveja (Minella, 1999). Em 1999, aproximadamente

90% da producgao foi absorvida pela industria cervejeira (Minella, 2000).

Duas grandes empresas brasileiras, a Cia. de Bebidas das
Américas (AMBEV), fusdao dos grupos Cia. Cervejaria Brahma e Cia.
Antarctica Paulista, e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), trabalham intensivamente no melhoramento genético da
cevada, utilizando métodos de cruzamentos convencionais. Entretanto,
apesar de todos os avangos alcancados até o momento, existem
limitacbes relacionadas aos métodos tradicionais de melhoramento
genético. Tal como outras plantas cultivadas, a cevada apresenta
variabilidade restrita do germoplasma, sendo a maior parte das cultivares
geneticamente semelhantes por parentesco (Peeters, 1988; Luizzi e
Castro, 1991; Maris, 1992). Adicionalmente, embora nao existam
barreiras de isolamento reprodutivo entre H. v. vulgare e H. v.
spontaneum, a transferéncia de genes da subespécie nativa - com grande
variabilidade genética - para a cultivada, exigiria enorme numero de
retrocruzamentos e selecdo, a fim de recuperar as combinagoes genéticas
obtidas ao longo de séculos de selegao artificial. A utilizacdo de espécies
selvagens de Hordeum em cruzamentos, além de apresentar os mesmos
problemas, é impedida pela existéncia de barreiras reprodutivas
interespecificas (Bothmer e cols., 1995). Desta forma, devido as
limitacbes técnicas e genéticas do melhoramento convencional, a

utilizacdo da transformacdo genética justifica-se como um método
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importante para o aumento de produtividade e qualidade da cultura de

cevada no Pais.

Os principais objetivos no melhoramento genético das cultivares
brasileiras de cevada concentram-se em adquirir alto rendimento,
qualidade adequada e estabilidade do desempenho
(produtividade/qualidade - Minella, 1999). Em vista das condicdes de
clima, solo e sistemas de producao das regides, as seguintes
caracteristicas tém sido utilizadas como critério de selecdo no
melhoramento genético da cultura de cevada no Brasil: ciclo curto, boa
capacidade de afilhamento, baixa estatura, alta densidade de espigas,
graos curtos, arredondados e de casca fina, teor de proteina inferior a
12%, alta atividade enzimatica (poder diastasico), tolerdncia a acidez
e/ou ao aluminio téxico no solo, resisténcia ao acamamento, resisténcia a
doencas causadas por virus, bactérias e fungos, e resisténcia a pragas
como pulgles, lagartas, formigas e passaros (Minella, 1999; Minella,
2000).

As doencas causadas por microrganismos sao consideradas um
dos mais sérios problemas que afetam as culturas de cevada,
principalmente aquelas de origem fungica. As cultivares de cevada sao
especialmente suscetiveis a uma série de moléstias fungicas, tais como a
mancha-em-rede, ferrugem-da-folha, oidio e giberela, causadas,
respectivamente, pelos fungos Pyrenophora teres, Puccinia hordei,
Blumeria graminis tritici e Fusarium sp. (Forcelini e Reis, 1997; Minella,
1999). Além destas, uma das doengas mais prevalecentes de cevada é a
causada pelo fungo Bipolaris sorokiniana, caracterizada pela mancha-
marrom-das-folhas, ponta-preta-dos-grdaos e podriddo radicular,
(Forcelini e Reis, 1997; Minella, 1999; Wordell e cols., 2000).

O fungo B. sorokiniana (Sacc.) Shoemaker pertence a familia
Dematiaceae e é também denominado de Helminthosporium sativum, H.
sorokiniana e Drechslera sorokiniana, e, na forma teleomorfica, recebe
ainda a denominacao de Cochliobolus sativus. Este fungo é caracterizado

por ter as gramineas como hospedeiros preferenciais e por ocorrer em
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areas quentes (25°C a 30°C) e umidas (Matsumura, 1991; Forcelini e
Reis, 1997). Como no trigo, esta moléstia em cevada apresenta duas
fases distintas, caracterizadas pelo atagque aos 6rgdos aéreos (mancha
marrom) e ao sistema radicular (podriddo comum da raiz - Forcelini e
Reis, 1997). Em condicGes quentes e uUmidas, B. sorokiniana ataca
especialmente as folhas e os graos, enquanto que, em condigOes secas,
as raizes sdao mais propensas a doenga (Harrabi, 1996). B. sorokiniana
caracteriza-se também por poder sobreviver no solo e nas sementes
infectadas. Segundo Harrabi (1996), a mancha-marrom apresenta uma
ampla distribuicdo, ocorrendo em plantacdes de cevada da Europa,
Estados Unidos, norte da Africa e Australia. Nos Estados Unidos, este
fungo é considerado o principal patégeno da cevada. No Brasil, B.
sorokiniana é considerado um dos fungos mais danosos a cultura,

especialmente no Estado do Rio Grande do Sul (Minella, 2000).

A patogenicidade do fungo B. sorokiniana é controlada por
resisténcia genética associda a rotacdo de culturas e ao uso de
tratamento quimico das sementes e da parte aérea (Forcelini e Reis,
1997; Wordell e cols., 2000). Todavia, os fungicidas, embora eficientes,
contribuem para aumentar o custo de produgao da cultura (Wordell e
cols., 2000), além de causarem danos ambientais e a saude humana.
Quanto a resisténcia genética, nenhum dos 59 gendtipos de cevada
testados por Wordell e cols. (2000) apresentou alta resisténcia a B.
sorokiniana. Por este motivo, é de grande interesse identificar,
caracterizar e isolar genes que, potencialmente, possam conferir

resisténcia genética a esse fungo para introducdo no genoma de cevada.

De acordo com o que foi exposto, esta Tese de Doutorado,
desenvolvida dentro da linha de pesquisa implantada no Departamento
de Genética, Instituto de Biociéncias, da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) e intitulada “Genética, Cultura de Tecidos e
Transferéncia de DNA em Plantas: Género Hordeum”, apresenta o0s

seguintes objetivos:
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1. Definir um método eficiente de transformacdo genética, por
bombardeamento de particulas, para a obtencao de plantas transgénicas

de cultivares brasileiras de cevada;

2. Identificar gene(s) codificante(s) de quitinase(s) potencialmente
capaz(es) de conferir resisténcia ao fungo patogénico de cevada B.

sorokiniana.
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Transformagdo genética vegetal

A transformacgdo genética vegetal é caracterizada pela introducgdo
de fragmentos de DNA ou plasmideos em células de plantas, utilizando-se
os métodos de engenharia genética. Este procedimento de manipulacdo
genética visa a expressdo de genes heterdlogos ou também a
superexpressao ou supressdao de genes endogenos em plantas. As
plantas que tém seus genomas modificados por transformagdao genética

sao denominadas de transgénicas ou geneticamente modificadas.

A transformacdo genética vegetal constitui uma forte opcdo para
complementar os métodos tradicionais de melhoramento genético,
notadamente por permitir o acesso e a transferéncia de genes entre
quaisquer espécies de interesse, independentemente de suas relacdes
taxon6micas e evolutivas (Vasil, 1994). Nos métodos tradicionais de
melhoramento genético, os genes disponiveis sdo restritos pela
incompatibilidade sexual de muitos cruzamentos interespecificos e
intergenéricos (Christou, 1995). De acordo com Fraken e cols. (1997),
juntamente com o desenvolvimento das técnicas de engenharia genética
e analise genética vegetal, a producdo de plantas transgénicas tem

adquirido importancias cientifica e econ6mica elevadas.

Os principais objetivos na geracao de plantas geneticamente
transformadas consistem em aumentar a resisténcia vegetal a herbicidas
e patdgenos, aumentar a tolerancia a estresses abidticos, melhorar a
qualidade nutricional do produto vegetal e produzir proteinas e
biopolimeros de interesse técnico e farmacéutico (Yuan e Knauf, 1997;
Herbers e Sonnewald, 1999; Grover e cols., 1999). Entre inUmeras
publicacdoes, exemplos sdao os trabalhos de De Block e cols. (1997),
Bohorova e cols. (1999), Torres e cols. (1999), Carneiro e cols. (2000) e

Sivamani e cols. (2000).



Revisdo bibliogrdfica 8

As plantas oferecem numerosos sistemas de expressao de
proteinas recombinantes, controlados espacial e temporalmente, que
apresentam diferentes aplicagdes in situ e ex situ. No melhoramento
genético, a expressao de proteinas recombinantes confere as plantas
protecdo a herbicidas, insetos e microrganismos, e a producdao de
enzimas e anticorpos sdao exemplos da utilizacdo de plantas e culturas de
células e tecidos vegetais como “fabricas moleculares” (Fraken e cols.,
1997). Adicionalmente, a transformacdo genética é uma importante
forma de estudo da funcao e regulacdao de genes e da fisiologia e do

desenvolvimento vegetal (Hansen e Wright, 1999).

Segundo Herbers e Sonnenwald (1999) a producdao de proteinas
exdégenas em plantas tem se tornado uma alternativa interessante em
comparacdo aos sistemas de producdao de proteinas em fungos e
bactérias. Estes autores citam como proteinas de interesse farmacéutico
produzidas em plantas fatores de crescimento e interferon, entre outras,
enfatizando que a producdo em plantas de antigenos derivados de
diversos virus patogénicos a humanos e animais tem permitido o uso
medicinal destes como vacinas utilizadas inclusive para a imunizagao
oral. Herbers e Sonnenwald (1999) destacam que o uso de plantas como
biorreatores é de especial interesse por permitir a producao de proteinas
recombinantes estdveis, em grandes quantidades e a custos
relativamente baixos. Além disto, vacinas e anticorpos produzidos em
plantas sao especialmente atrativos pelo fato dos vegetais nao serem
vetores ou hospedeiros de patdgenos causadores de doencas humanas,

reduzindo os custos de eliminagao de toxinas virais e bacterianas.

Todos os avancos da utilizacdo da transgénese vegetal tém sido
relatados em um grande numero de espécies de plantas utilizando-se
diferentes métodos de transformacao genética. Estes métodos incluem a
transformacdo genética mediada por polietilenoglicol (PEG) e lipossomos
(métodos quimicos), a microinjecdo, a eletroporacdo e o
bombardeamento de particulas (métodos fisicos), o uso de vetores virais

e/ou bacterianos, como a agroinfeccao e o sistema Agrobacterium,
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respectivamente (métodos bioldgicos). Gelvin (1998) classificou os
métodos quimicos e fisicos como métodos de transformacdo in vitro ou

ndo naturais e os bioldgicos como in vivo ou naturais.

Os métodos de transformacdao genética mediados por PEG,
lipossomos, microinjecao e eletroporacao estao associados, na maioria
dos casos, a utilizacdo de protoplastos como células-alvo para introducao
de DNA. Os protoplastos sdao células vegetais desprovidas da parede
celular, por remocdo mecanica ou enzimatica, ndo apresentando,
portanto, a principal barreira para a entrada de fragmentos de DNA.
Entretanto, enquanto a transformagdo genética de protoplastos per se
apresenta poucos problemas, a grande dificuldade reside na regeneragao
de plantas transgénicas a partir destas. Apesar disto, a eletroporacdo e a
transformacdo genética mediada por PEG tém permitido a obtencdo de
plantas geneticamente transformadas de muitas espécies. Estes métodos
de transformacdo envolvem a permeabilizagao da membrana celular por
pulsos elétricos de alta voltagem e pelo tratamento com o composto
quimico PEG em alta concentracdo, que possibilita a entrada de DNA nas
células por um choque osmotico (Fisk e Dandekar, 1993; Walden e
Wingender, 1995). Os lipossomos e a microinjecao sao pouco utilizados
na transformagdo genética vegetal, sendo que o Uultimo método ¢é
considerado dificil, oneroso e bastante complexo de ser executado (Fisk e
Dandekar, 1993).

O método Agrobacterium de transformacdo genética baseia-se na
habilidade natural deste patdgeno de transferir DNA para células
vegetais, sendo a espécie A. tumefaciens a mais comumente utilizada. Na
natureza, o segmento de DNA transferido pela A. tumefaciens contém
genes controlados por seqliéncias regulatdérias de plantas, os quais
codificam proteinas envolvidas na biossintese de fatores de crescimento
vegetais (oncogenes) e nutrientes bacterianos (opinas - Tinland, 1996).
O DNA de transferéncia (T-DNA) esta localizado em um grande plasmideo
denominado de plasmideo indutor de tumor (pTi), delimitado por

seqléncias de 25 pb repetidas diretamente. Parte dos genes
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responsaveis pelo processo de transferéncia, os genes de viruléncia (vir),
estdo localizados em outra regido do plasmideo Ti e parte estdo
localizados no cromossomo bacteriano (Tinland, 1996). No processo de
transformacdo genética de plantas mediado por agrobactérias, os genes
de interesse sdo primeiro integrados no T-DNA do plasmideo Ti, em
substituicdo aos genes codificadores de opinas e oncogenes e,
posteriormente, as células vegetais sdo infectadas com a bactéria
recombinante (Tinland, 1996; Hansen e Wright, 1999). Diversas
linhagens de agrobactérias contendo versdes '"desarmadas" de
plasmideos Ti, isto é, desprovidos do T-DNA, estdao hoje disponiveis
comercialmente. Em associacdo a estes, um segundo plasmideo
(plasmideo binario ou cointegrativo) contém o T-DNA contendo diferentes
genes marcadores e inumeros sitios endonucleoliticos para a insercao de
seqliéncias de DNA de interesse (Walden e Wingender, 1995). O T-DNA
do plasmideo binario é normalmente transferido as células vegetais
gracas a capacidade das proteinas codificadas pelas regides vir operarem
em trans (Tinland, 1996).

A transformacdo genética mediada por Agrobacterium permite
altas freqléncias de transformacdao para muitas espécies vegetais,
principalmente dicotiledéneas. Freqlentemente, um numero reduzido de
transgenes é integrado no genoma vegetal de forma intacta e nao
rearranjados. Os transgenes inseridos por este método de transformacao
parecem estar menos sujeitos a metilacdes e, conseqguentemente, ao
silenciamento génico (Vasil, 1994; Gelvin, 1998). Komari e cols. (1998)
destacam, também, a alta qualidade e fertilidade das plantas
transgénicas resultantes. A primeira planta transgénica de que se tem
noticia, tabaco, foi obtida em 1984 por meio da transformacdo genética

por Agrobacterium.

A associacao de Agrobacterium com o uso de vetores virais e o
bombardeamento de particulas resultou nos métodos conhecidos como
agroinfeccdo e agrolistica, respectivamente. A agroinfeccao ¢é

caracterizada pela transferéncia de um vetor viral presente no T-DNA de
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Agrobacterium e a agrolistica combina caracteristicas da transformacdo
por Agrobacterium com as do bombardeamento de particulas, onde
ferimentos nos tecidos causados pelo bombardeamento favorecem a
infeccdo bacteriana e a introducdo do T-DNA nas células vegetais
(Walden e Wingender, 1995). Este ultimo método foi descrito para a
transformacdo genética de espécies como tabaco e girassol (Bidney e
cols., 1992), feijao (Brasileiro e cols., 1996) e soja (Droste e cols.,
2000). No uso de vetores virais, ressalta-se que 0s mesmos sao
facilmente manipulaveis, podendo ser transferidos com uma simples
inoculacdo das agrobactérias carreadoras e permitindo altos niveis de
expressdo do gene introduzido nas células infectadas, embora ndao sejam
muito utilizados por carregarem pequenos e instaveis insertos de DNA

exogeno (Walden e Wingender, 1995).

O uso de agrobactérias era considerado pouco eficiente na
transformacdo genética de cereais, uma vez que depende da
suscetibilidade da espécie vegetal a Agrobacterium. A cevada é uma
espécie bastante resistente a infeccdo por Agrobacterium, mesmo
utilizando acetoseringona, especialmente quando comparada com
dicotiledoneas (Assmann, 1993). Entretanto, atualmente, gracas a
geracdo de plasmideos '"superbinarios" e do uso de cepas
supervirulentas, praticamente todos o0s vegetais podem ser
transformados por este método (Hiei e cols., 1994; Hansen e Wright,
1999). Apesar disso, a resisténcia natural de monocotiledoneas as
agrobactérias, juntamente com as dificuldades de regeneracdo de plantas
a partir de protoplastos, caracterizam o bombardeamento de particulas
de tecidos intactos como o método mais utilizado e que fornece melhores

resultados na transformacgdo genética de cereais.

Bombardeamento de particulas
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O bombardeamento de (micro)particulas ou (micro)projéteis,
também denominado de aceleracao de particulas ou projéteis, biolistica
ou biobalistica (balistica bioldgica), foi desenvolvido por Klein e cols. em
1987. Este método de transformacao genética é caracterizado pela
introducao de moléculas de DNA em células e tecidos intactos por meio
de microprojéteis com alta velocidade, capazes de atravessarem a parede
e as membranas celular e nuclear, liberando no nucleo os fragmentos de
DNA. Nesta organela, por processos de recombinacdo ilegitima ou
homdloga, e dependentes exclusivamente de componentes celulares, o
DNA exdgeno eventualmente integra-se ao DNA cromossdomico (Sanford,
1990). Embora o bombardeamento de particulas seja especialmente
usado na transformacdo genética de genomas nucleares de plantas, este
método também tem sido descrito na introducdo de DNA nos genomas de
microrganismos e animais e de mitocondrias e cloroplastos (ver Sanford
e cols., 1993 e Hagio, 1998).

O bombardeamento de particulas permite a introducdo de DNA
nas células vegetais usualmente utilizando-se plasmideos. Estes sdo
aderidos as particulas de metais, como ouro ou tungsténio, referidas
como microcarreadoras. Outros metais também podem ser utilizados
como, por exemplo, paladio, platina e iridio. Entretanto, particulas
constituidas destes metais fornecem resultados inferiores, talvez devido
aos seus didametros ou por nao serem capazes de aderir DNA tdo
eficientemente quanto ouro e tungsténio. Os metais devem ser
guimicamente inertes, para evitar reagdbes com o DNA ou com
componentes celulares. Propriedades adicionais importantes incluem
forma, tamanho e densidade, bem como as propriedades de aglomeracao
e dispersdao. No processo de revestimento das particulas metalicas com
DNA, certos aditivos, como espermidina e cloreto de calcio, sado
utilizados. Em virtude das cargas positivas destes aditivos, possivelmente
ocorra uma imantacao das particulas metadlicas que, entdo, adsorvem nas
suas superficies as moléculas negativas de DNA (revisado em Sanford e
cols., 1993 e Christou, 1995).
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Na biobalistica, o complexo DNA-particulas é acelerado em
direcao as células utilizando-se varios aparatos e propelentes baseados
em varios mecanismos de aceleracdo. Entre os aparatos de biobalistica
utilizados estdao o equipamento original desenvolvido por Sanford e cols.
(1987) e denominado "Gunpowder Device", cuja forca propulsora é
baseada na ignicdo por podlvora, o aparelho de descarga elétrica, o
aparato denominado de "Microtargeting”, instrumentos pneumaticos e
aceleradores de particulas baseados na aceleracdao por gases hélio,
nitrogénio e dioxido de carbono (Christou, 1995; Hagio, 1998).
Atualmente, o aparelho de bombardeamento de particulas mais utilizado
é o Biolistic® da Bio-Rad, embora o equipamento Accell® da Agracetus
seja também utilizado na transformacdo genética de algumas espécies de
plantas. O primeiro utiliza gas hélio sob alta pressdo para promover a
aceleracao das microparticulas, enquanto o segundo depende do vapor
d'agua sob pressdo para exercer a mesma fungao (Christou, 1995). Finer
e cols. (1992) desenvolveram um acelerador de particulas denominado
“Particle Inflow Gun” (PIG). Este aparelho tem sido utilizado com sucesso
pelo fato de empregar baixas pressdes de gas hélio, resultando em danos
menores aos tecidos bombardeados. Entre as publicacbes que relataram
o uso do acelerador de particulas PIG estdo as de Koprek e cols. (1996) e

Droste e cols. (no prelo).

As principais vantagens do bombardeamento de microparticulas
sdo marcadas pelos fatos deste método de transformacdo genética ndo
apresentar limitacdo de hospedeiro como o método Agrobacterium e, por
sua aplicacdo ndo estar restrita a células e tecidos especificos como
protoplastos, ndao estar associado a problemas de regeneragao de plantas
(Hunold e cols., 1994; Hagio, 1998). Entretanto, o bombardeamento de
particulas estd sujeito a fatores limitantes como determinados aspectos
técnicos, incluindo o tipo de aparelho e particula, o aparato experimental
e o fato de que alguns tecidos podem ser resistentes a penetracao das
particulas devido a cuticulas espessas e compactas, paredes celulares

lignificadas e superficies pilosas (Hunold e cols., 1994).
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Quanto ao tipo de particula, as de tungsténio e ouro sdo as mais
comumente utilizadas, como ja referido, sendo que ambas apresentam
vantagens e desvantagens, que devem ser consideradas na utilizacao
deste método de transformacdo genética. As particulas de tungsténio
apresentam forma irregular, tamanho heterogéneo, sdo potencialmente
toxicas para alguns tipos de células e sujeitas a oxidacdo apds um certo
periodo. As vantagens destas particulas é que sdo mais baratas e
facilmente envolvidas por DNA. Por outro lado, as particulas de ouro sao
mais arredondadas e uniformes, nao apresentam toxicidade para
qualquer tipo de célula (aprovadas pelo Food and Drug Administration
(FDA) dos EUA como agente terapéutico humano) e ndao atacam
cataliticamente o DNA aderido, embora sejam relativamente caras e
preferencialmente devam ser preparadas imediatamente antes do uso,

por se aglomerarem irreversivelmente (Sanford e cols., 1993).

Segundo os autores Sanford e cols. (1993), as caracteristicas
basicas que devem ser consideradas na utilizacdo do método de
biobalistica s3ao os parametros do acelerador de particulas, dos
microprojéteis e os parametros bioldgicos e o delineamento experimental.
Estes pesquisadores ressaltam que existe uma série de parametros
bioldgicos importantes para o sucesso da transformacao por biobalistica.
Primeiro, deve-se ter uma construcdo génica apropriada, apresentando
promotor suficientemente forte e capaz de direcionar a expressao para o
tecido desejado. Segundo, as células-alvo devem estar em estado
receptivo para a transformacao, e finalmente, devem ser altas as taxas
de penetracdo das particulas nas células, a sobrevivéncia e o crescimento

celular apés o bombardeamento.

Hunold e cols. (1994) destacam que mesmo nos melhores
sistemas experimentais somente uma pequena fracdo das células do
tecido-alvo ird ser penetrada pelas particulas, e entre estas, nem todas
irdo expressar o gene introduzido. Possiveis explicacbes podem incluir a
baixa eficiéncia de integracdo do DNA introduzido ou a baixa

sobrevivéncia das células impactadas. A morte celular pode ser
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provocada pela toxicidade da particula de metal utilizada e também
devido ao dano mecanico causado pela penetracao das particulas na

parede celular, plasmalema e estruturas internas.

Dessa forma, é importante salientar que existe uma série de
condicOes, inerentes ao equipamento e ao material bioldgico, essencial
para a eficiéncia da utilizacdo do bombardeamento de particulas. Entre
estas condicOes estdo a concentracdo de particulas e plasmideos,
transgenes e regides reguladoras como promotores e terminadores,
poliaminas como espermidina e sais como cloreto de calcio, pressdes dos
gases que determinam a velocidade das particulas, distancia de
bombardeamento, numero de disparos e tratamento osmotico dos
tecidos-alvo. Segundo diversos autores, como Sanford e cols. (1993),
Christou (1995), Hagio (1998), estes parametros devem ser otimizados
para cada espécie a ser transformada e para cada tipo de tecido-alvo

utilizado.
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Genes reporteres, seletores e de interesse

Para a definicdo das melhores condicdes de transformacao
genética vegetal, primeiramente sdo utilizados genes denominados de
marcadores de selecdo e genes repoérteres. Os genes marcadores de
selecdo sao aqueles capazes de conferir resisténcia ou tolerancia a
antibioticos e a herbicidas, permitindo a selecdo do material transgénico.
Os genes repérteres, por sua vez, codificam proteinas cuja presencga ou
atividade enzimatica sdo facilmente percebidas e mensuraveis,
denotando a condicdo transgénica de células, tecidos e organismos
(Walden e Wingender, 1995; Brasileiro e Carneiro, 1998; Brasileiro e
Dusi, 1999).

O gene reporter mais utilizado na avaliagdo da condigao
transgénica de células e tecidos é o uidA ou gusA, isolado da bactéria
Escherichia coli e que codifica a enzima B-glicuronidase (GUS). As células
transformadas com este gene podem ser visualizadas por meio da
coloracdo azul decorrente da conversdo do substrato acido 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-glicurbnico em um precipitado indolico azul na
presenca de oxigénio. Varios outros substratos estdo comercialmente
disponiveis para ensaios da atividade da enzima GUS (X-Gluc - Jefferson
e cols., 1987).

Outros genes repérteres utilizados sdo o gene /uc ou lux e o gene
gfp. O gene repérter lux ou luc, isolado de bactérias marinhas e Photinus
pyralis (vaga-lume), codifica a enzima Iluciferase que cataliza a
descarboxilacdao oxidativa da luciferina em oxyluciferina, sendo utilizada
como um indicador bioluminescente em ensaios metabdlicos (Koncz e
cols., 1990). O gene gfp foi isolado de medusas (Aequorea victoria e
Renilla reniformis) e caracteriza-se por codificar a proteina de
fluorescéncia verde (GFP), que apresenta também a propriedade de

luminescer quando excitada por luz azul ou ultravioleta (Niedz e cols.,
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1995). A utilizagcao destes genes como indicadores de transformacao
genética vegetal apresenta a vantagem dos tecidos serem ensaiados in
vivo, embora altos niveis de GFP podem interferir na regeneracdao de
plantas (Metz e Nap, 1997).

Entre os genes capazes de conferir resisténcia a antibidticos, e
freqientemente utilizados em plantas estdo o gene da neomicina-
fosfotransferase (nptll) ou aminoglicosieo-fosfotransferase 3'II (atp3') e
0 gene da higromicina-fosfotransferase (hpt). O gene nptll foi
originalmente isolado do transposon Tn5 de E. coli e é capaz de conferir
resisténcia a neomicina e aos seus analogos estruturais como
canamicina, gentamicina (G418) e paromomicina (Herrera-Estrella e
cols., 1988). O gene hpt, isolado de E. coli, codifica a enzima
higromicina-fosfotransferase (HPT) que inativa, por fosforilacdo de um
grupo hidroxila, e confere resisténcia ao antibidtico higromicina (van den
Elzen e cols., 1985).

Os principais genes de resisténcia a herbicidas incluem o gene da
5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato-sintase (aroA ou epsps) e o gene da
fosfinotricina-acetiltransferase (ppt, pat ou bar). O gene aroA ou epsps,
inicialmente isolado de Petunia hybrida e Arabidopsis thaliana, codifica
uma forma da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS)
ndo inibida por glifosinato de sdédio, base de herbicidas como o Round-
Up®, produzido pela Monsanto. A inibicdo da enzima EPSPS resulta no
acumulo de chiquimato, que interrompe a sintese de aminoacidos
aromaticos e metabolitos secundarios, levando a morte celular (Comai e
cols., 1985). O gene bar ou pat, isolado de Streptomyces hygroscopicus e
S. viridochromogenes, tem sido utilizado com sucesso em cereais, sendo
capaz de conferir a resisténcia a herbicidas derivados da fosfinotricina
(PPT) ou glifosinato de aménio, um inibidor da glutamina-sintase (De
Block e cols., 1987). Este gene codifica a enzima fosfinotricina-
acetiltransferase (PAT), que acetila o grupo amino livre do herbicida PPT,
impedindo sua ligacao com a enzima glutamina-sintase. A inibicao desta

enzima, por exposicdo da planta ao PPT, resulta no acimulo de amoénia e,
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conseqliientemente, na morte das células. Diferentes agentes de selecao
baseados em PPT podem ser usados na selegdao de tecidos transformados
com o gene bar, como os herbicidas de amplo espectro Basta® e Finale®
(Hoechst), formulagdes comerciais de glifosinato de amoénio e o herbicida
Herbiace® (Meiji Seika Kaisha Ltd., Jap&do), com o ingrediente ativo
"bialafos", um tripeptideo consistindo de PPT e dois residuos de alanina
removidos das células vegetais por peptidases (revisado em De Block e
cols., 1987; Walden e Wingender, 1995; Hansch e cols., 1998).

Recentemente, o gene manA, que codifica a enzima manose-6-
fosfato-isomerase (MPI), vem sendo utilizado como gene marcador de
selecdo de tecidos transgénicos. A enzima MPI converte o carboidrato
manose-6P em frutose-6-P, permitindo o crescimento de tecidos
transformados em meios de cultura contendo manose, que ndo é
usualmente utilizada como fonte de carbono em plantas. O gene manA
mostrou-se efetivo para a selecao de tecidos transformados de milho e
trigo (ver Hansen e Wright, 1999).

Métodos de selecdo eficientes sdo importantes parametros para
se isolar células estavelmente transformadas, especialmente quando sdo
utilizados tecidos multicelulares como embrides imaturos ou suspensdes
celulares. A pressao de selecao aplicada (concentragao do agente seletivo
e tempo de exposicao) deve ser determinada, a fim de evitar o
desenvolvimento de "escapes", ou seja, tecidos nao transformados
geneticamente mas capazes de sobreviver na presenca dos agentes
seletivos, ou a interferéncia nos processos de cultura de tecidos e

regeneracao das plantas (Hansch e cols., 1998).

Posteriormente ao estabelecimento e otimizagao das condicdes de
transformagdo com genes reporteres e/ou seletores para a espécie
vegetal que se estd trabalhando, passa-se, entdo, para a transferéncia de
genes de interesse, ressaltando-se que os genes de selecao a herbicidas
também conferem caracteristicas de interesse as plantas transgénicas
produzidas. A aquisicdo de resisténcia a herbicidas, insetos e

microrganismos é considerada um dos principais e mais experimentado



Revisdo bibliogréfica 19

propdsito no melhoramento genético de plantas. No caso de aquisicao de
resisténcia a insetos, plantas inseticidas tém sido produzidas pela
expressao de genes como os codificadores de §-endotoxinas de Bacillus
thuringiensis, inibidores de proteinases, a-amilases, lectinas, polifenol-

oxidases e quitinases (ver Estruch e cols., 1997).

Nas patogenicidades devidas a microrganismos, as plantas
naturalmente respondem as infeccdes causadas pelos mesmos induzindo
um conjunto de mecanismos de defesa potencialmente capazes de limitar
a invasao a outros tecidos do vegetal (Baker e cols., 1997). Estes
mecanismos de defesa incluem a indugdo da morte das células no local
da infeccdo, referida como resposta hipersensivel (HR), o reforco da
parede celular, a producdao de proteinas, metabdlitos secundarios e

proteinas relacionadas a patogénese (PRs).

As estratégias que tém sido desenvolvidas para aumentar a
resisténcia a patdgenos, incluindo fungos fitopatogénicos, estdo
relacionadas com a obtencao de plantas que constitutivamente produzam
altos niveis de proteinas ou compostos capazes de limitar o
desenvolvimento dos microrganismos (Bushnell e cols., 1998). Entre
estes compostos e proteinas estdo as proteinas que inativam ribossomos
(enzimas RIPs), capazes de clivar a ligacdo N-glicosidica em purinas
especificas do rRNA 28S de fontes heterdlogas, inibindo a sintese protéica
(Leah e cols., 1991; Lodge e cols., 1993; Jach e cols., 1995); peptideos
liticos vegetais, tais como defensinas (Terras e cols., 1995) e tioninas
(Epple e cols., 1997); proteinas relacionadas com a patogénese (PRs),
como taumatinas (Datta e cols., 1999), glicanases (Leah e cols., 1991;
Jach e cols., 1995) e quitinases (Leah e cols., 1991; Jach e cols., 1995;
Grisson e cols., 1996; Bliffeld e cols., 1999); enzimas envolvidas na
sintese de fitoalexinas, compostos estruturalmente diversos como
fenilpropandides e flavondides produzidos em respostas a patdgenos
(Hain e cols., 1993; Stark-Lorezen e cols., 1997; Leckband e Lorz,

1998); e proteinas raca-especificas (Rommens e cols., 1995).
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Entre as proteinas antifingicas mais exploradas para a geracdo
de plantas transgénicas resistentes estdo as enzimas hidroliticas
quitinases e p-1,3-glicanases, capazes de degradar o0s maiores
componentes da parede celular de fungos, as quitinas e glicanos,

respectivamente (Fritig e cols., 1998; Salmeron e Vernooij, 1998).

Estratégias de aquisigdo de resisténcia a fungos:

enzimas quitinoliticas e microrganismos antagonistas

As quitinases sdao enzimas hidroliticas que catalisam a clivagem
do polissacarideo B-(1,4)-N-acetilglicosamina (GIcNAc), a quitina. A
reacao de clivagem ocorre entre os carbonos 1 e 4 de duas consecutivas
N-acetilglicosaminas de quitina (Flach e cols., 1992). A quitina é um
polimero fibroso, insolivel em agua, constitui-se no maior componente
estrutural das paredes celulares de fungos, insetos, algas e invertebrados
marinhos e, conseqlientemente, representa um dos mais abundantes
polimeros ocorrentes na natureza juntamente com a celulose e as
ligninas (Collinge e cols., 1993; Brameld e Goddard, 1998; Cohen-Kupiec
e Chet, 1998). Todos os organismos que possuem quitina nas suas
paredes celulares necessariamente produzem as enzimas quitina-sintase
e quitinases como parte dos seus processos de crescimento e
desenvolvimento. Além destes, as quitinases sao também sintetizadas
por organismos que ndo sdo constituidos de quitina como plantas,

vertebrados e procariotos (Cohen-Kupiec e Chet, 1998).

De acordo com suas sequéncias de aminoacidos, as quitinases
sao agrupadas em duas familias de glicosil-hidrolases, denominadas de
18 e 19, diferindo entre si em estrutura e mecanismo de acao (Herissat e
Bairoch, 1993; Bramel e Goddard, 1998). A familia 19 é caracterizada
por quitinases vacuolares e as secretadas pelas plantas, enquanto que a

familia 18 inclui as quitinases extracelulares de plantas superiores,



Revisdo bibliogréfica 21

bactérias, leveduras e fungos (Holm e Sander, 1994). Brameld e Goddard
(1998) citam que Ohno e cols. (1996) isolaram, a partir de Streptomyces

griseus, a primeira quitinase procariotica classificada na familia 19.

As quitinases sao também classificadas em endo e exoquitinases,
de acordo com a forma como clivam a quitina. As endoquitinases clivam
aleatoriamente as ligagdes internas B-1,4, gerando oligossacarideos de
quitina soliveis em 4dagua e de baixa massa molecular como a
quitotetraose, a quitotriose e dimeros de di-acetilquitobiose. As
exoquitinases sao subdivididas em 2 categorias, as quitobiosidases, as
guais catalisam a liberagcao progressiva de di-acetilquitobiose a partir da
extremidade nao reduzida da quitina, e 1-4-pB-N-acetilglicosaminidases,
capazes de clivar produtos oligoméricos de endoquitinases e
quitobiosidases, gerando mondmeros de quitina (Cohen-Kupiec e Chet,
1998).

As quitinases apresentam diferentes fungoes bioldgicas de acordo
com o organismo que a produz. As bactérias produzem quitinases para
necessidades nutricionais e parasitismo, para assimilar a quitina de
outros organismos como fonte de carbono e/ou nitrogénio, enquanto que
nos fungos, protozoarios e invertebrados, as quitinases estdo também
envolvidas na morfogénese (McCreath e cols., 1995; Cohen-Kupiec e
Chet, 1998; Patil e cols., 2000). Patil e cols. (2000) citam que
baculovirus também sintetizam quitinases que lhes permite invadir e lisar
células de insetos, sendo utilizados em controle bioldgico de insetos
gracas a estas propriedades, e que a atividade quitinolitica em soro
humano foi recentemente descrita, possivelmente relacionada a defesa

contra patégenos fungicos.

As plantas e vertebrados produzem quitinases como parte do seu
repertério de proteinas de defesa contra organismos que possuem
quitina. No caso das plantas, as quitinases estao classificadas entre as
proteinas PR (McCreath e cols., 1995; Cohen-Kupiec e Chet, 1998; Patil e
cols., 2000). Algumas vezes, as quitinases e outras enzimas sao

produzidas pelas plantas com a fungdao de gerar associagdes com fungos
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simbiontes (micorrizas), salientando-se que parece ser necessaria a
inativacao de “elicitores” derivados da quitina de fungos para permitir
esta interacdo compativel (Dassi e cols., 1996; Cohen-Kupiec e Chet,
1998). Além disto, em plantas superiores, aparentemente, estas
hidrolases ndo sdao simplesmente proteinas PRs antifungicas induzidas de
forma ndo-especifica sob condigdes de estresse. Algumas quitinases sao
expressas em raizes, folhas e dérgaos florais saudaveis e em culturas in
vitro, provavelmente estando relacionadas com fungdes enddgenas do

processo de desenvolvimento normal das plantas (Kragh e cols., 1993).

A expressao dos genes codificadores das quitinases vegetais é
dirigida por promotores tecido-especificos, regulados por estimulos
ambientais como o ataque de patdgenos, ferimentos, reguladores de
crescimento, pressdao osmotica e metais pesados, ou por estagios do
desenvolvimento como o amadurecimento dos frutos, processo induzido
pelo etileno (Cohen-Kupiec e Chet, 1998; Patil e cols., 2000). A
expressdo de quitinases é freqlientemente associada com a indugdo de
outras PRs como as p-1,3-glicanases (Collinge e cols., 1993). A maioria
das quitinases vegetais é expressa em Orgaos vegetativos, embora
algumas estejam também presentes em sementes (Patil e cols., 2000).
Estas enzimas clivam preferencialmente substratos acetilados, com nivel
de atividade relacionado ao grau de acetilacdo. O aumento do nivel de
desacetilacdo na superficie das hifas parece ser util na resisténcia de
fungos as quitinases vegetais, sendo que a presenca de atividade da
enzima quitina-desacetilase durante a formagdo de estruturas de infeccao

sustenta esta hipdtese (Patil e cols., 2000).

As quitinases vegetais sao divididas em 6 classes (I-VI), sendo
estas classes agrupadas nas familias 18 e 19 de glicosil-hidrolases, como
descrito anteriormente. As caracteristicas que determinam estas classes
incluem a seqliéncia N-terminal, a localizacdo da enzima, o pH
isoelétrico, a presenca de peptideo-sinal e indutores (Patil e cols., 2000).
As quitinases de classe I, II e IV sdao de origem vegetal, pertencem a

familia 19 e apresentam dominio catalitico e peptideo-sinal homodlogos.
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As quitinases de classe I apresentam um peptideo-sinal que as direciona
para os vacuolos e sao subdivididas em 1a (basicas) e 1b (acidas). As
quitinases de classe II sao secretadas no apoplasto e as de classe IV sao
enzimas extracelulares, bastante semelhantes as quitinases de classe I,
embora sejam bem menores em tamanho. As quitinases de classe III e V
estao agrupadas na familia 18, sendo as de classe III de origem vegetal e
fungica. As quitinase de classe V e VI incluem exemplos Unicos, sendo
que as da classe V sao endoquitinases de origem bacteriana (Cohen-
Kupiec e Chet, 1998; Patil e cols., 2000). Collinge e cols. (1993) fazem
referéncia a uma associacdo entre a localizacao e o papel das quitinases
na reacao de defesa em vegetais. Foi proposto por esses autores que as
quitinases extracelulares agem no inicio do processo, direta e
indiretamente, por meio do bloqueio de fungos invasores do espaco
intercelular e liberando "elicitores" que induzem a expressao de
quitinases adicionais e outras reagdes de defesa do hospedeiro. As
quitinases presentes nos vacluolos agem mais tarde no processo
infeccioso, quando as células colapsam e liberam o contelddo vacuolar no

meio extracelular.

As quitinases fungicas pertencem a familia 18 e podem ser
divididas em duas subclasses com base nas suas estruturas primarias. As
quitinases do tipo fungico ou vegetal apresentam alta homologia de
aminoacidos com a classe III de quitinases vegetais, e as quitinases do
tipo bacteriano apresentam similaridade de seqliéncia com quitinases
bacterianas (Takaya e cols., 1997). Em fungos, a producdo de quitinases
é destinada para multiplas fungdes como nutricdo e processos de
germinacao dos esporos, crescimento, ramificacdo e autdlise das hifas
(Takaya e cols., 1997; Cohen-Kupiec e Chet, 1998). Adicionalmente, as
quitinases apresentam funcdo importante nas atividades de fungos

antagonistas micoparasitas (Cohen-Kupiec e Chet, 1998).

Microrganismos antagonistas sao caracterizados por
apresentarem potencial para interferir no crescimento e/ou sobrevivéncia

de outros organismos, em especial fitopatdgenos. Desta forma, estes
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organismos tém sido estudados para o desenvolvimento de alternativas
biolégicas ou complementares a pesticidas quimicos, contribuindo,
portanto, para o controle bioldgico de patdégenos fungicos. Para tal
propdsito, os antagonistas devem proliferar e se estabelecer em um
nicho ecoldgico apropriado para se tornarem ativos contra os fungos
patogénicos (Inbar e Chet, 1997). As interacdes de antagonismo entre os
microrganismos na natureza incluem o parasitismo ou lise, quando o
fungo antagonista ataca o fungo patogénico diretamente em seu sistema
bioldgico, a antibiose, caracterizada pela inibicdo ou destruicdo de um
organismo pela producdo metabdlica de outro, e a competicdo por
nutrientes, principalmente carbono, nitrogénio e ferro, resultando na
deplecdo de nutrientes ao fitopatdgeno. Os micoparasitas rompem o
micélio de patégenos fungicos degradando enzimaticamente as suas
paredes celulares pela acdao de enzimas hidroliticas como as quitinases,
B-1,3-glicanase, celulases e proteases (Inbar e Chet, 1997; Herrera-
Estrela e Chet, 1998).

O mais conhecido e utilizado mecanismo de biocontrole
antifingico envolve espécies fungicas do género Trichoderma.
Trichoderma é um género de fungos filamentosos deuteromicetos,
caracterizado por espécies que vivem geralmente em solos, ocorrendo
raramente em plantas vivas e nunca relatados como endofitas das
mesmas. A maioria dos isolados de Trichoderma nao é encontrada em
associacdo com estagios sexuados, sendo estritamente considerados
como fungos mitéticos, clonais. Formas teleomorfas sao reconhecidas
pertencendo a Hypocrea ou géneros relacionados (revisado em Samuels
e cols., 1996).

T. harzianum e T. virens (Gliocladium virens) sao as espécies
mais comumente utilizadas no controle biolégico de moléstias vegetais
causadas por fungos, incluindo o controle de Rhizoctonia, Sclerotinia e
Fusarium (Samuels, 1996). O parasistismo de Trichoderma sp. é
necrotroéfico, resultando na morte do fungo hospedeiro (Cortes e cols.,

1998; Omero e cols., 1999). Certas espécies de Trichoderma atacam as
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hifas dos hospedeiros, enrolando-as, emitindo estruturas semelhantes a
ganchos e apresério, e penetrando através da parede celular dos
hospedeiros por secrecao de enzimas hidroliticas. A interacdo entre os
fungos é especifica e ndo meramente uma resposta ao contato, sendo
gue sinais do fungo hospedeiro, especialmente lectinas, sao reconhecidos
pelo Trichoderma, induzindo uma cascata de reagdes que resulta no
micoparasitismo (Inbar e Chet, 1997; Herrera-Estrela e Chet, 1998;
Cortes e cols., 1998; Omero e cols., 1999).

As quitinases, devido as suas varias fungdes, apresentam uma
série de aplicacbes industriais e na agricultura. Estas enzimas podem ser
utilizadas no controle bioldgico de patdgenos flngicos e insetos e na
producdo de oligossacarideos de quitina com atividade antitumoral e anti-
inflamatéria (ver Patil e cols., 2000). A producdo de plantas
geneticamente modificadas exibindo resisténcia a patégenos fungicos é
considerada de grande interesse para a agricultura. Com este propdsito,
entre as estratégias para a aquisicdo da resisténcia a patdégenos em
plantas transgénicas estdo a superexpressdo, a alteracdo da localizacao
tissular de quitinases enddgenas e também a introducdo e expressao de
quitinases heterdlogas, especialmente quitinases do fungo Trichoderma.
Lorito e cols. (1998) salientam que, em termos de atividade antifingica,
as quitinases do fungo Trichoderma fornecem melhores resultados que as
quitinases vegetais, uma vez que parecem nao existir patdgenos que

apresentem quitinas resistentes as quitinases deste género de fungos.

Integragdo, expressdo e heranga de transgenes

No processo de transformacao genética vegetal,
independentemente do gene introduzido, diferentes aspectos,
relacionados aos processos de integracao e expressao dos transgenes e

da forma de suas herancas, sao importantes para estabelecer a eficiéncia
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do método de transformacao, a estabilidade das plantas transgénicas e a

biosseguranga de seus empregos na agricultura e na alimentacao.

O processo de incorporagao dos transgenes no genoma de células
vegetais envolve, para a maioria das construcdes génicas, as suas
integracbes em posicdo aleatdria do genoma e em numero indefinido de
copias, freqientemente na forma de repeticdes (Kumar e Fladung, 2001).
As repeticdes em tandem ocorrem especialmente nos processos diretos
de transformacdo genética (biobalistica, eletroporacdo, microinjecdo).
Estas caracteristicas, associadas a integridade estrutural dos genes
introduzidos, apresentam grande influéncia na expressdo dos mesmos
(Fu e cols., 2000; Kumar e Fladung, 2001).

A expressao de transgenes em plantas pode ser inibida por
mecanismos transcricionais e pods-transcricionais de silenciamento (Grant,
1999; Meyer, 1999). No silenciamento génico transcricional, a transcricao
dos transgenes é inibida devido a estrutura da cromatina associada e a
metilacdes de citosinas nas regidoes promotoras das seqliéncias de DNA
introduzidas. Estes processos estao envolvidos na regulacao da
expressao de genes em geral (Grant, 1999; Meyer, 1999; Kumar e
Flandung, 2001). No silenciamento génico pods-transcricional, as regidoes
codificadoras estdo sujeitas a metilagdes e este processo esta associado a
degradagao de RNAs produzidos de forma aberrante (revisado em Grant,
1999).

No silenciamento génico, freqlientemente, seqliiéncias homdlogas
aos transgenes estdo envolvidas, caracterizando o mecanismo
denominado de co-supressdo. Essas seqliéncias homodlogas podem
corresponder a genes enddgenos e, especialmente, a multiplas copias de
genes introduzidos. Os métodos de transformagdao genética, como
descrito anteriormente, tendem a gerar plantas transformadas contendo
um alto nimero de coépias de transgenes, freqlientemente rearranjados
ou concatenados, que podem justamente levar ao silenciamento dos
transgenes por supressao homodloga dependente (Gelvin, 1998). Além

disto, a orientacdo das diferentes cdpias integradas também influenciam
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a expressdo dos transgenes, uma vez que a introducdo de seqléncias de
DNA inversamente repetidas resulta em silenciamento por orientacao
complementar de cadeias ou silenciamento “antisense” (revisado em
Senior, 1998). Tem sido descrita na literatura a existéncia de forte
associacdo entre o numero de cdpias e o silenciamento de transgenes e
pequena correlacdo entre o nimero de cépias e o nivel de expressdo de
transgenes. Adicionalmente, a associacao entre o local de insercao e a

expressao de transgenes é chamada efeito de posicdo (Gelvin, 1998).

O silenciamento de genes representa um mecanismo de defesa
para deteccao e inativacao de DNAs invasivos como transgenes,
transposons e virus, com evidéncias de que este mecanismo corresponde
a um processo geneticamente controlado (Mattzke e Mattzke, 1998; Fu e
cols., 2000). Fu e cols. (2000) afirmam que o silenciamento pode ocorrer
de novo em qualquer geracao, mesmo numa linhagem de plantas
expressando ativamente o transgene, e que efeitos de silenciamentos
alternativos podem ocorrer independentemente em transgenes

heterdlogos adjacentes.

Diferentes alternativas tém sido relatadas para aumentar ou
garantir a estabilidade de expressao de transgenes. A reativagao de
transgenes silenciados tem sido obtida pelo uso de 5-azacitidina (Komari
e cols., 1998). Por outro lado, transgenes flanqueados por regides de
ligacdo a matriz (MARs), ou seja, seqléncias de alta homologia a regides
transcricionalmente ativas do genoma, apresentam maior probabilidade
de serem incluidos em turnos independentes da cromatina e/ou de serem
inseridos em regides eucromaticas, resultando no aumento, com reducdo
na variacdo, dos niveis de expressdo e estabilidade (Holmes-Davis e
Comai, 1998).

Quanto a heranca de transgenes, Pawlowski e Somers (1996)
definem "lécus transgénico" como a unidade herdavel detectada pelo
fenotipo transgénico, e "padrdo de integracdo de transgenes" como a
descricdo molecular do l6cus transgénico. Estes autores recomendam que

a primeira geracdo de plantas transgénicas deve ser referida como Tp € a
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subseqliente autopolinizacdo de plantas Tg dara origem as geragoes Tn-1,
sendo que freqlientemente, a geracdo To é hemizigota para o lécus
transgénico e a segregacao dos fenotipos transgénico e ndo transgénico é
observado na geracao Ti. A maioria dos trabalhos, como os de
Brettschneider e cols. (1997, milho), Gless e cols. (1998, aveia), Tang e
cols. (1999, arroz) e Trifonova e cols. (2001, cevada), relata que os

transgenes sao herdados de forma mendeliana.



CAPITULO 3

ARTIGO DE REVISAO

TRANSFORMACAO GENETICA EM CEVADA (Hordeumn

wlgare ssp. vulgare)

(Trabalho a ser submetido para publicacdo no periédico Ciéncia Rural)



Tr 28

TRANSFORMACAO GENETICA EM CEVADA

(Hordeum vulgare ssp. vulgare)

GENETIC TRANSFORMATION OF BARLEY

(Hordeum vulgare ssp. vulgare)

Juliana Schmitt de Nonohay?, Giancarlo Pasquali®* e Helga Winge?

'Programa de Pds-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular
’Departamento de Biologia Molecular e Biotecnologia
3Departamento de Genética

Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
CEP 91501-970, Porto Alegre, RS.

3Autor para correspondéncia (e-mail: winge@ufrgs.br)



Transformagdo genética em cevada 29



Transformagdo genética em cevada 30

RESUMO

O presente trabalho compreende uma revisao bibliografica sobre
a transformacdo genética em cevada (Hordeum vulgare ssp. vulgare).
Este artigo aborda os primeiros estudos sobre a transformacdao genética
transiente e estavel, as primeiras plantas transgénicas produzidas, além
dos métodos, tecidos e transgenes utilizados nos diversos trabalhos

sobre transformacgdo genética em cevada.

PALAVRAS-CHAVE: transformacao genética vegetal, plantas

transgénicas, cevada, Hordeum vulgare ssp.

vulgare.

SUMMARY

The present work is a bibliographic review on genetic
transformation of barley (Hordeum vulgare ssp. vulgare). This article
describes the first transient and stable studies, the first transgenic plants
produced, besides the methods, explant source and transgenes used in

published works on genetic transformation of barley.

KEY-WORDS: plant genetic transformation, transgenic plants, barley,

Hordeum vulgare ssp. vulgare.
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INTRODUCAO

A cevada (Hordeum vulgare ssp. vulgare) é uma das mais
importantes culturas agricolas, classificando-se como a quinta mundial e
a quarta entre os cereais, cultivada em todas as regides temperadas do
mundo, especialmente no hemisfério Norte. Em ordem de importancia,
em termos mundiais, este cereal é utilizado na alimentacdo animal, na
producdo de malte, na alimentacdo humana e na producao de alcool
(Minella, 1999). No Brasil, a cevada é cultivada na regido Sul e, desde
1999, de forma irrigada no cerrado, sendo predominantemente utilizada

na producao de malte para a fabricacao de cerveja (Minella, 2000).

A cevada, bem como a maioria das espécies vegetais cultivadas,
apresenta variabilidade genética restrita, uma vez que suas cultivares
sao geneticamente relacionadas (Peeters, 1988; Luizzi e Castro 1991;
Maris, 1992). Esta caracteristica reduz muito a possibilidade de obtencao
de novas combinagbes genéticas favoraveis nos trabalhos de
melhoramento genético pelos métodos convencionais de cruzamentos. O
uso da subespécie selvagem H. v. spontaneum, com grande variabilidade
genética, como fonte de genes para a cultivada, exigiria um grande
nimero de retrocruzamentos a fim de recuperar as combinacgdes
genéticas obtidas ao longo de séculos de selecdo artificial. A utilizacdo de
espécies selvagens de Hordeum em cruzamentos, além de apresentar os
mesmos problemas, €& impedida pela existéncia de isolamento

reprodutivo interespecifico (Bothmer et al., 1995).

Devido as limitacdes na introducdo de novas caracteristicas de
importancia agricola e industrial por métodos tradicionais, a moderna
tecnologia de transformacdo genética vegetal, ou transgénese, vem cada
vez mais se destacando no melhoramento genético de plantas por
superar as dificuldades técnicas e genéticas dos cruzamentos intra e
interespecificos. Esta tecnologia é caracterizada pela introducao de genes
isolados e caracterizados diretamente no genoma celular por

procedimentos de engenharia genética, regenerando-se vegetais
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transgénicos completos a partir das células transformadas. O aspecto
mais importante a se ressaltar € que a transformagao genética supera as
barreiras reprodutivas entre espécies, disponibilizando genes de plantas
ndo relacionadas e mesmo de organismos como bactérias, fungos e
animais, sem prejudicar as combinacdes genéticas favoraveis da cultivar

utilizada como receptora do transgene.

A transformacdo genética vegetal pode ser efetuada por
diferentes métodos tal como a microinjecdo, a eletroporacdo, o
bombardeamento de microparticulas, o choque osmoético mediado por
polietilenoglicol (PEG), lipossomos e por meio do uso de vetores virais e
bacterianos, como Agrobacterium. A maioria das plantas transgénicas
tem sido obtida utilizando-se o sistema natural Agrobacterium, os
métodos mediados por eletroporacao e polietilenoglicol (PEG) e o
bombardeamento de particulas. Este Ultimo método, também
denominado aceleracao de projéteis, biolistica ou biobalistica, tem sido o

mais utilizado na transformacdo genética de cereais (L6rz et al., 2000).

TRANSFORMACAO GENETICA EM CEVADA: PRIMEIROS
TRABALHOS

Os primeiros trabalhos de transformacdao genética de cevada
foram publicados em 1989 por Mendel et al., Kartha et al., Teeri et al. e
Ahokas. Mendel et al. (1989) relataram a transformacgao de protoplastos
derivados de suspensodes celulares de cevada utilizando dois plasmideos
(co-transformacao), um contendo o gene reporter codificador da B-
glicuronidase (gusA ou uidA) e o outro contendo o gene neomicina-
fosfotransferase (nptll), que confere resisténcia ao antibidtico canamicina
e seus analogos. Kartha et al. (1989) realizaram a transformacao de
embrides imaturos em cultura e suspensdes celulares com um plasmideo
contendo o gene repédrter da cloranfenicol-acetiltranferase (cat). Ambos
os trabalhos utilizaram o bombardeamento de particulas como método de

transformacao. Outras abordagens foram realizadas por Teeri et al.
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(1989), que eletroporaram protoplastos derivados de folhas na intengao
de expressar o gene gusA em cloroplastos, e por Ahokas (1989), que
introduziu o gene gusA eletroforeticamente em sementes de cevada. Lee
et al. (1989, 1991), por sua vez, obtiveram a expressdao dos genes gusA
e cat em células de endosperma e protoplastos derivados destas por

bombardeamento de particulas e pela transformacao mediada por PEG.

Todos esses trabalhos pioneiros descreveram a obtencao de
tecidos transformados de cevada com expressao transiente dos genes
introduzidos. A expressao transiente ou transitéria é caracterizada pela
introducao do transgene no tecido vegetal, com expressao temporaria do
mesmo, sem, necessariamente, envolver a integracdao no genoma das
células. Nesse mesmo periodo, Creissen et al. (1990) introduziram, por
biobalistica, plasmideos contendo seqliéncias do virus do mosaico do
trigo (WMV) em embrides de cevada derivados de micrdsporos,
detectando a replicagdao viral nas culturas bombardeadas e Knudsen e
Muller, em 1991, realizaram uma analise histoldogica de células do

endosperma de grdos transformados por bombardeamento de particulas.

Os primeiros experimentos de transformacao genética estavel, ou
seja, com a integracdo comprovada do transgene no genoma de células e
tecidos, foram realizados por Lazzeri et al. (1991) e Ritala et al. (1993).
Estes grupos introduziram os genes gusA e nptll, respectivamente, em
culturas de protoplastos e de suspensoes celulares, embora ndao tenham

sido regeneradas plantas transgénicas a partir das células bombardeadas.

Somente em 1994, Ritala et al., Jahne et al. e Wan e Lemaux
relataram a obtencdo das primeiras plantas transgénicas de cevada,
todas transformadas por biobalistica. Ritala et al. (1994) obtiveram a
expressao do gene nptll em uma de 227 plantas regeneradas. Desta
Unica planta transgénica foram originadas 25 outras, sendo que em 15
plantas comprovou-se a integracao do transgene e em 14 delas a
expressao de nptIl foi demonstrada. Estes autores observaram que
houve integracdo de varias cdpias do transgene e que as plantas

apresentavam uma heranca monogénica para o mesmo. Jahne et al.
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(1994) desenvolveram um sistema para transformar micrésporos de
cevada, introduzindo o gene gusA e o gene codificador da fosfinotricina-
acetiltransferase (bar) nestas células. Estes autores observaram a
expressao dos transgenes em 4 de 12 plantas regeneradas, com a

integracdo de 1 a 5 cépias dos mesmos.

Entre todos os artigos publicados até 1994, o trabalho de Wan e
Lemaux (1994) é considerado um marco na transformagdo genética
estavel de cevada devido ao grande numero de plantas transgénicas
férteis obtidas. Estes autores descreveram a integracdo dos genes gusA,
bar e o gene da proteina da capa do virus do mosaico amarelo da cevada
(BYDVcp) por bombardeamento de microparticulas em embrides
imaturos, calos jovens e embrides derivados de microsporos. Wan e
Lemaux (1994) obtiveram a regeneracdo de mais de 500 plantas
transgénicas verdes e férteis, a partir de 36 linhagens de calos
transformados, em meios de cultura contendo o herbicida Bialaphos™.
Subseqlientemente ao trabalho de Wan e Lemaux uma série de trabalhos
de transformacdao genética de cevada foi realizada, utilizando-se

diferentes métodos, tecidos-alvo e transgenes introduzidos.

TECIDOS-ALVO E METODOS DE TRANSFORMACAO GENETICA EM
CEVADA

Na transformacao genética vegetal existe uma estreita associacao
entre os métodos e os tecidos vegetais utilizados como alvo. Escutelos de
embrides imaturos, suspensdes celulares, micrésporos e calos derivados
destes tecidos sdao os mais freqlientemente utilizados no
bombardeamento de particulas. Protoplastos sao geralmente utilizados na
transformacdo mediada por PEG e eletroporacdo. Estes métodos e
tecidos-alvo sao os rotineiramente utilizados na transformacdo genética

de cereais. Em cevada, a transformacdo genética foi obtida pelos



Transformagdo genética em cevada 35

métodos de bombardeamento de particulas, eletroporacdo, PEG e, mais

recentemente, por Agrobacterium.

O bombardeamento de particulas em tecidos intactos de cevada
foi avaliado como método de transformacdo por muitos trabalhos a partir
de 1994. A introducdo de genes por biobalistica foi realizada em embrides
imaturos (King e Kasha, 1994; Hagio et al., 1995; Ritala et al., 1995;
Koprek et al., 1996; Cho et al., 1998; Jlensen et al., 1998; Brinch-
Pedersen et al., 1999), suspensodes celulares (Aspegren et al., 1995; Stiff
et al., 1995) e microsporos (Yao et al., 1997; Yao e Kasha, 1997;
Leckband e L6rz, 1998; Carlson et al., 2001). Entre estes trabalhos, King
e Kasha (1994), Aspegren et al. (1995) e Stiff et al. (1995) nao
obtiveram a regeneracdo de plantas transgénicas e Ritala et al. (1995)
relataram a regeneracao de apenas uma planta transformada quimérica.
Em quase todos trabalhos foi utilizado o aparelho de bombardeamento
PDS-1000/He Biolistic, em que altas pressdoes de gas hélio sao
empregadas na aceleracdo das particulas. Excecdo é o o trabalho de
Koprek et al. (1996) que utilizou o bombardeador de baixa pressao de
gas hélio “Particle Inflow Gun” (PIG - Finer et al., 1992), obtendo a
transformacdo genética de cultivares recalcitrantes a introducdo de genes
pelo aparelho PDS-1000/He, devido aos menores danos causados nos
tecidos com o uso de baixas pressoes de hélio. Por outro lado, Harwood
et al. (2000) testaram trés diferentes bombardeadores, PDS-1000/He
(Biorad), de descarga elétrica Accell™ e Helios™ (Biorad), observando o
aparelho PDS-1000/He como o mais efetivo na obtencao de plantas
transformadas de cevada. Além destes trabalhos, Ahlandsberg et al.
(1999) e Jarl (1999) também relataram a transformacdo genética de

cevada utilizando a biobalistica.

O emprego de protoplastos na transformagao genética mediada
por PEG e eletroporacdo apresenta uma grande limitacdo aos métodos
devido a dificuldade de regeneracdo de plantas a partir destas células.
Mesmo assim, em cevada, Funatsuki et al. (1995) e Salmenkallio-Martilla

et al. (1995) foram os primeiros autores que descreveram a geracdao de
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plantas transgénicas pela transformacao de protoplastos mediada por
PEG e eletroporacao, respectivamente, embora ja tivessem sido obtidas
plantas férteis de cevada regeneradas a partir de cultura de protoplastos
e linhagens celulares derivadas de protoplastos estavelmente
transformadas por PEG (ver Funatsuki et al., 1995). Jensen et al. (1996),
Kihara et al. (1998), Nobre et al. (2000) e Tiwari et al. (2001) também
transformaram geneticamente culturas de protoplastos de cevada
utilizando estes métodos, sendo que, com excecao do ultimo, os demais

relataram a regeneracao de plantas.

O uso de Agrobacterium para a transformacao genética de cevada
foi descrito somente em 1997, por Tingay et al. Estes autores
observaram uma eficiéncia de transformacdo de 4,2%, considerando o
nimero inicial de explantes e o numero final de plantas transgénicas
obtidas. A integracdo do transgene variou de 1 a 10 cdpias, com
segregacao Mendeliana na maioria dos casos e a regeneracdao de 18
plantas transgénicas, sendo 17 férteis. Em 1998, McCormac et al., Guo et
al. e Wu et al. publicaram suas pesquisas com a transformacdo genética
de cevada por Agrobacterium, embora em nenhum destes trabalhos
plantas transgénicas tenham sido regeneradas. ]Ja, em 2000, Patel et al.
e Horvath et al., e, em 2001, Wang et al. e Trifonova et al. descreveram
a obtencdo de plantas transgénicas transformadas por Agrobacterium
expressando genes de interesse para a cultura de cevada. Os avangos na
transformacdo genética de cevada por Agrobacterium foram obtidos
principalmente devido a utilizacdo de cepas supervirulentas (McCormac et
al., 1998; Guo et al., 1998; Wu et al., 1998), plasmideos superbinarios
(Wu et al., 1998) e do método de biobalistica anteriormente ao co-cultivo
com as agrobactérias (Tingay et al., 1997, Patel et al., 2000; Horvath et
al., 2000).

Outras abordagens de transformacao genética foram também
relatadas para cevada tal como os trabalhos de Zhang et al. (1999), que
bombardearam culturas de meristemas apicais derivadas de plantulas

germinadas; Holm et al. (2000), com microinjecao e protoplastos; e
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Gurel e Gozukirmizi (2000), que utilizaram eletroporacao e embrides
maduros. Todos estes autores obtiveram a regeneragcao de plantas

transgénicas, embora em pequeno numero.

O uso de transposons para a introducdo de genes em cevada foi
realizado por McElroy et al. (1997) e Koprek et al. (2001). McElroy et al.
(1997) utilizaram o transposon ativador (Ac) de milho visando estudar a
transposicao por meio de ensaios de expressao transiente e Koprek et al.
(2001) utilizaram os elementos de transposicao Ac e Dc (dissociador) de
milho em uma cultivar de cevada para desenvolver um método para

introduzir uma Unica cépia de transgenes via biobalistica.

TRANSGENES INTRODUZIDOS

Quase a totalidade dos trabalhos citados relatou o uso do gene
reporter gusA e dos genes de selecdo nptll e bar para a definicdo das
melhores condicdes de transformacdo genética de cevada.
Adicionalmente, outros genes repérteres e seletores foram utilizados na
transformacdo genética de cevada tal como os genes ativadores de genes
enddgenos envolvidos na sintese de antocianinas (King e Kasha, 1994;
Nelson e Bushnell, 1997; McCormac et al., 1998), o gene repbrter
codificador da proteina de fluorescéncia verde (gfp - McCormac et al.,
1998; Alandsberg et al., 1999; Carlson et al., 2001; Roussy et al., 2001;
Wang et al., 2001), o gene codificador da enzima aspartato-quinase (/ysC
- Brinch-Pedersen et al., 1999) e o gene da higromicina-fosfotransferase,
que confere resisténcia ao antibidtico higromicina (hpt - Hagio et al.,
1995; Tiwari et al., 2001; Wang et al., 2001).

O primeiro relato da introducdo de genes de interesse em células
de cevada foi realizado por Aspegren et al. (1995) que obtiveram a
secrecdo da proteina B-glicanase termo-estavel, codificada por um gene
isolado de Trichoderma reesei, em suspensdes celulares de cevada.
Jensen et al. (1996; 1998) obtiveram plantas transgénicas de cevada
expressando a proteina recombinante (1,3-1,4)-B-glicanase derivada de

Bacillus. Wettstein et al. (2000) descreveram o uso, com sucesso, do
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malte destas plantas transgénicas na alimentacdo de galinhas. Outros
trabalhos relacionados com a introducao de transgenes capazes de
conferir maior eficiéncia no processo de malteacdo da cevada foram
realizados por Patel et al. (2000) que relataram a expressdao do gene
codificador de xilanase fungica no endosperma de plantas de cevada, e
Horvath et al. (2001), com a producao de (1,3-1,4)-B-glicanase
bacteriana termo-estavel em grdos de plantas transgénicas de cevada.

Na obtencdo de plantas transgénicas de cevada com resisténcia a
doencas, o trabalho de Wan e Lemaux (1994), ja citado, e o de Bregitzer
et al. (1998) relataram a introducao de um gene de proteina de capsideo
de BYDV visando a resisténcia ao virus. Wang et al. (2001) obtiveram
plantas transgénicas de cevada contendo os transgenes derivados do
BYDV e do virus do mosaico amarelo de cereais (CYDV), que
apresentaram sintomas de infeccao e taxa de replicagbes virais
reduzidas. Leckband e Lorz (1998) transformaram microsporos por
bombardeamento de particulas, induzindo a expressao de uma fitoalexina
de Vitis vinifera, o resveratrol. Estes autores observaram um aumento da
resisténcia das plantas transgénicas regeneradas ao fungo Botrytis
cinerea, utilizado como modelo experimental. Além destas publicacoes,
um estudo visando a detecgao do papel de genes de resposta a doengas
em hospedeiros, por meio de um ensaio transiente de expressao de
genes de sintese de antocianinas, foi realizado por Nelson e Bushnell
(1997).

TRANSFORMACAO GENETICA DE CULTIVARES BRASILEIRAS

No Brasil, a transformacdo genética de cultivares brasileiras de
cevada por biobalistica foi realizada somente por Nonohay et al. (2001).
A obtencao da transformacdo genética de cultivares brasileiras de cevada
representa um importante avanco no auxilio do melhoramento genético

desta cultura no Brasil, uma vez que, genes de interesse ndao disponiveis
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no melhoramento tradicional poderao ser transferidos para as cultivares

brasileiras por meio da Biotecnologia (Minella, 1999).

Na obtengdo de plantas transgénicas destaca-se a importancia e a
necessidade do uso de cultivares selecionadas e, portanto, eficientes,
para a regiao de cultivo. As dificuldades na utilizacdo de uma cultivar
transgénica de outra regido geografica devem-se ao fato de que
numerosos retrocruzamentos sdo necessarios para se transferir apenas o
transgene de interesse aos gendtipos da cultivar adequada aquela regido.
Desta forma, o desenvolvimento deste importante método para cultivares
brasileiras certamente contribuird muito com o melhoramento genético
da cevada, aumentando a qualidade e a produtividade desta cultura no

Brasil.
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ABSTRACT

The transient genetic transformation of immature embryos from
Brazilian barley cultivars MN-599 and MN-698 is here reported for the
first time. Different bombardment conditions to transiently transform
barley embryos and express the gusA reporter gene were analyzed,
including two promoter regions regulating the reporter gene, different
particle bombardment devices, helium pressures, distances between
target tissues and the initial position of particles, the number of shots
and the use of osmotic pre- and post-treatment of tissues. It was
determined that the highest frequencies of gusA gene transient
expression after bombardments were obtained with the employment of
the Adh promoter and its first intron, PIG device, 14.8 cm of distance, 2
shots per plate and the osmotic treatment of tissues with 0.2 M mannitol
and 0.2 M sorbitol 4-5 hours prior to and 17-19 hours after
bombardments. These optimized conditions could be used to obtain

stable transformed plants of Brazilian barley cultivars.

KEY WORDS: plant genetic transformation, particle bombardment,
biolistic, barley, Hordeum vulgare ssp. vulgare, gusA reporter gene,

particle inflow gun.
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INTRODUCTION

Genetic transformation of plants aims at the introduction of
isolated and characterized genes into plant genomes either by indirect
methods as Agrobacterium, or direct methods as particle bombardment
or biolistic. This new biotechnology has become an important tool for the
genetic improvement of plants due to the possible use of genes that are
not available for conventional methods of breeding. Genetic
transformation allows the transfer of genes, independently of sexual
compatibility, between species, genera, families and even kingdoms.
Hence, genes from bacteria or fungi, able to confer plant resistance to
microbial diseases or insect pests, can now be transferred to crop plants

in order to minimize serious agricultural losses.

Genetic transformation is considered a promising useful method
to improve the Brazilian barley culture (Hordeum vulgare ssp. vulgare)
mainly due to the limitations of the conventional breeding methods. The
germplasm variability of barley is restricted since cultivars are genetically
very similar (Peeters, 1988; Luizzi and Castro, 1991; Maris, 1992);
besides there are interspecific reproductive isolation between the
cultivated barley and the native South American species of Hordeum
(Bothmer et al., 1995). On the other hand, the only restrictions imposed
to transgeny, as compared to intra and interspecific crossbreeding, are

the alleged safety aspects of the transgenic methods.

Barley genetic transformation has been reported using different
explant sources and methods. Salmenkallio-Marttila et al. (1995) and
Nobre et al. (2000) are examples of works using electroporation and
polyethylene glycol (PEG) methods to transform barley protoplasts. The
production of transgenic barley plants by Agrobacterium infection was
reported by Tingay et al. (1997) and Wang et al. (2001). However,
particle bombardment of scutellar tissues, cell suspensions, microspores
and calli derived from these cells and tissues was the mostly used

method to transform barley due to the best results obtained for cereals
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related to barley (King and Kasha, 1994; Wan and Lemaux, 1994; Stiff et
al., 1995; Koprek et al., 1996).

No studies concerning genetic transformation of Brazilian barley
cultivars have been reported. In the present study we performed a series
of experiments aiming at the determination of the best conditions for
particle bombardment to genetic transform Brazilian barley cultivars. The
analyzed conditions included the effect of promoter sequences of the
reporter gene, two particle bombardment devices, different distances
between particles and target tissues, number of shots and osmotic
treatment of target tissues. Results were expressed and analyzed as the
transient expression of the reporter gusA gene as an indication of the

best conditions for future stable genetic transformation of barley.
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MATERIAL AND METHODS

Plant Material

Two Brazilian barley cultivars, MN-599 and MN-698, were used in
this work. Both cultivars were obtained from the brewery company
AmBev (American Beverage Company). MN-599 used to be one of the
most important cultivars planted in Brazil. MN-698 is a new, high quality
cultivar, used as a control in regional and national field tests for new
cultivars, the best of which are recommended for planting. Plants were
germinated and cultivated in a screened house, at the Departamento de
Genética, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil. Immature seeds were

collected and the scutella from the embryos excised and cultured in vitro.

In Vitro Culture

Immature seeds were immersed in 70% ethanol for 1 minute
followed by 6% sodium hypochlorite for 30 minutes and rinsed 5 times in
sterile distilled water. Immature embryos (1.0-2.5 mm in length) were
then excised aseptically and the embryonic axis removed. The scutella
(explants) were plated on induction medium to promote the development
of calli. The induction medium used was based on the formulation of King
and Kasha (1994) and consisted of B5 long basal medium (Carolina
Biological Supply Co., Burlington, NC, USA) supplemented with 5 mg/L
2,4-D, 60 g/L maltose and 2.5 g/L phytagel (pH 6.4 before autoclaving).
To the induction medium, 0.2 M mannitol and/or 0.2 M sorbitol was
included (or not) 4-5 hours before and 17-19 hr after particle
bombardments in order to evaluate the effect of osmotic treatment on

target tissues. The explants were cultured at 22°C in dark.
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Genetic Transformation

Bombardments of immature scutellum-derived calli were done 2-
6 days after the initiation of cultures using tungsten particles (M17 or
M10, Sylvania). A low pressure helium-based device named "Particle
Inflow Gun" (PIG) and a high pressure helium-based particle accelerator
(Biolistic) were employed in the experiments with protocols respectively
described by Finer et al. (1992) and Rech and Aragao (1998). Pressures
employed in the bombardments were 60 psi (PIG) and 800, 1,000, 1,200
and 1,500 psi (Biolistic). Evaluated distances between target tissues and
the initial position of particles were 11.4, 14.8, 18.2 and 21.4 cm in PIG
(60 psi) and 6, 9, 12 and 15 cm in Biolistic (1,200 psi). Plasmids used to
test different promoter sequences included pGusKan (Vom Endt and
Pasquali, 1996), containing the cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S
promoter driving the expression of B-glucuronidase (gusA) and neomycin
phosphotransferase (nptll) genes, and pNGI (Dave A. Somers, University
of Minnesota, USA), containing the gusA gene under the control of maize
alcohol dehydrogenase (Adh) promoter and its first intron and the nptIl
gene under the control of CaMV 35S promoter. The distances of 11.4 and
14.8 cm between particles and samples, shot numbers of 1, 2 and 3
shots and the osmotic treatment of tissues (without and with 0.2 M
mannitol and/or 0.2 M sorbitol) were tested in experiments using PIG and
the pNGI plasmid. Three Petri dishes per treatment containing 10
explants each were bombarded in all experiments and one non-

bombarded dish was kept as control.

Histochemical GUS assay

Transient expression of gusA reporter gene was assayed 2 days
after bombardments, soaking the calli in a solution containing the 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-glucuronide substrate (X-Gluc - Jefferson,
1987). Calli were submersed in X-Gluc solution for 24 hours in dark at
379C, in a shaker and then transferred to 70% ethanol. For the
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evaluation of plasmid promoter sequences and gun devices, blue spots
were counted using a stereomicroscope. For the evaluation of distances,
shot numbers and osmotic treatment effects using PIG and the pNGI
plasmid, blue foci scores and calli area estimations were done using a
stereomicroscope and the Kontrom Elektronic Imaging System KS-100

v.2.0 Computer Program.

Statistical Analysis

Results of distance, shot numbers and osmotic experiments were
statistically analyzed by Analysis of Variance (ANOVA) and Student-
Newman-Keuls (SNK) Multiple-Comparison Test using the Number
Cruncher Statistical Systems program (NCSS 6.0.21 - Jerry Hintze,
1996). Five of ten calli bombarded per plate were analyzed, in a total of
15 calli analyzed per treatment. The statistically analyzed response was
the number of blue spots per callus area (square millimeter). Square root
transformation was performed to adjust the data to a normal distribution.
The values were submitted to Kolmogorov-Smirnov Normality Test and
Modified-Levene Equal-Variance Test (NCSS 6.0.21).
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RESULTS AND DISCUSSION

The present study determined the best conditions to genetically
transform calli cultures from immature scutella of Brazilian barley
cultivars by particle bombardment. The analyses were based on the
transient expression of gusA reporter gene two days after the
bombardment. Results were obtained when evaluating the following
conditions of bombardment: promoter sequences controlling gusA gene
expression, biolistic devices that employ different helium pressures,
distances between target tissues and the initial position of particles,

number of shots and osmotic treatments of target tissues.

Promoter regions of reporter genes

The first variable analyzed in this work was the type of promoter
sequence controlling the reporter gene expression. The pGusKan plasmid
contains the CaMV 35S promoter driving the expression of both gusA and
nptll genes. Two days-old scutellum-derived calli of cv. MN-599 were
bombarded with pGusKan using both particle devices, PIG (60 psi) and
Biolistic (1,200 psi), with 1, 2 and 3 shots delivered per plate. A low
number of blue spots per callus was observed, independently of the
helium pressure and number of shots employed. The best result obtained
with this plasmid was 7 blue spots in a callus bombarded twice with the
PIG device. This number of blue foci representing GUS transient
expression is considered an inefficient result when stable integration and

expression of transgenes is desired.

The employment of plasmid pNGI, containing the gusA gene
under the control of maize Adh promoter and first intron with the same
conditions of bombardment, improved considerably the transient GUS
expression. A much higher number of blue spots were obtained per callus

as presented in Figures 1b-e and in Tables 1 and 2.
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Many works showed that the CaMV 35S promoter provides lower
expression of introduced genes into monocotyledonous plants when
compared to maize Adh promoter and its first intron, or the maize
ubiquitin promoter (Ubi). Ortiz et al. (1997), for instance, tested different
plasmid vectors and showed that the employment of the Ubi promoter
from maize produced the highest levels of transient GUS expression,
followed by maize Adh promoter and its first intron, and sunflower Ubi
promoter. According to that work, CaMV 35S was the least effective
promoter in scutellar tissues of wheat immature embryos. Vain et al.
(1998), Kohli et al. (1998) and Bassie et al. (2000) also reported that
maize Ubi promoter confers higher levels of expression when compared
to CaMV 35S promoter in rice. In barley genetic transformation, Brinch-
Pedersen et al. (1999) only obtained transgenic regenerants when the
Ubi promoter directed the expression of the introduced transgenes. All
these works, including the present study, do not corroborate the
experiments of Stiff et al. (1995) who observed higher levels of bar gene
expression when this gene was under the control of CaMV 35S promoter
with the Adh first intron, in barley calli bombarded with the PDS-1000/He
Biolistic device. In conclusion, pNGI plasmid containing gusA gene under
the control of maize Adh promoter and first intron is the best vector to

transform the Brazilian barley cultivars tested.

Particle bombardment devices and helium pressures

Particle bombardment devices and helium pressures were tested in
a second set of experiments. Helium pressure of 60 psi was assayed with
the PIG device and pressures of 800, 1,000, 1,200 and 1,500 psi were
employed in a Biolistic apparatus. With the bombardment of scutellum-
derived calli from cv. MN-599, we observed that the employment of lower
pressures (60 and 800 psi) resulted in higher levels of GUS transient
expression than pressures of 1,000, 1,200 and 1,500 psi. As shown in

Table 1 and in Figures 1b-c, the best results were obtained with the PIG
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apparatus under 60 psi of pressure (59+35.5 blue spots) or with the
Biolistic gun under 800 psi of pressure (60+38.2 blue spots).

The PIG device was developed by Finer et al. (1992) and it has
proved to be an efficient bombardment apparatus to genetically
transform maize (Vain et al., 1993) and soybean tissues (Droste et al.).
For barley tissues, PIG bombardment was used by Koprek et al. (1996)
who obtained stable genetic transformation of cultivars that exhibited low
tissue culture responses when high helium pressures were applied. These
authors also performed a scanning electron microscopy analysis of
bombarded barley scutella showing that PIG causes less injuries in
tissues than the PDS-Biolistic apparatus. Previously, Stiff et al. (1995)
reported that the use of less severe bombardment conditions, as lower
helium pressure, could help to increase transformation frequencies in
plant tissues. Besides higher tissue damages, the Biolistic device is more
complex to operate and therefore a time consuming apparatus. Due to
similar results and easier operation, we decided to continue using only

with the PIG apparatus for barley genetic transformation.

Distances between the initial position of particles and explants

Evaluation of the distances between the initial position of the
particles and the target tissues showed that short distance resulted in
calli with higher GUS activity. As can be observed in Table 1, the use of
shorter distance in PIG (11.4 cm, 60 psi) and Biolistic (6 cm, 1,200 psi)
resulted in calli expressing higher numbers of blue foci. However, in a
second experiment when distances of 11.4 and 14.8 cm were assayed
using the PIG device, the pNGI plasmid and cv. MN-698, GUS activity
was higher in bombarded calli positioned at 14.8 cm than those
positioned at 11.4 cm (Table 2). The performance estimated by the
statistical analysis, based on the number of blue spots obtained per area
of callus, using different distances, shot numbers and osmotic

treatments, showed no significant differences in means obtained using
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11.4 and 14.8 cm of distance (F=0.73, P=0.40, Table 3). According to
this, it is preferable to use 14.8 cm of distance between particles and
samples with the PIG device since longer distances may reduce the

damages of the tissues.

Number of shots

The influence of the number of shots per plate was analyzed in an
experiment in which the cv. MN-698, pNGI plasmid, PIG device and 11.4
cm of target distance were employed. One, two or three shots per plate
were evaluated in this experiment. We observed that 2 and 3 shots
resulted in a higher number of blue foci than 1, as shown in Table 2. The
total number of blue foci in 15 calli bombarded 1, 2 and 3 times were
respectively 676, 2,286 and 2,049. The statistical analysis showed that
the employment of 2 and 3 shots gives better results than 1 shot per
plate (F=9.87, P=0.00, Table 3). Again, in order to reduce tissue damage
as well as costs and manipulation, we chose 2 shots per Petri dish (Figure

1d) as the best condition to transform barley explants.

King and Kasha (1994) obtained similar results with immature
embryos of barley. They reported that double and triple bombardments
resulted in higher numbers of anthocyanin-expressing cells than a single
bombardment, since multiple bombardments allowed better coverage of
the target area. These authors observed that double and triple
bombardments improved the results, respectively, by 86% and 72%,
when compared to a single shot. Parveez et al. (1997), on the other
hand, reported that there was no significant differences between 1 or 2

shots when bombarding oil palm embryogenic calli cultures.

Osmotic treatment of tissues

The effect of osmotic treatment on transient gusA expression was

evaluated by pre- and post-culture of cv. MN-698 explants in a medium
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containing (or not) 0.2 M mannitol and/or 0.2 M sorbitol. In this
experiment, calli were bombarded with the pNGI vector with the PIG
device (60 psi) using 11.4 cm of target distance. Results are shown in
Table 2. We observed that the osmotic treatment of tissues improved
considerably the number of GUS blue foci on calli surface. Higher
numbers of blue spots were obtained when mannitol, sorbitol or both
were employed in comparison with calli cultivated in medium without the
osmotic agents (Tables 2 and 3). The number of blue spots in the 15 calli
under these different treatments was 676 (without osmotic agents),
1,369 (with mannitol), 1,706 (with sorbitol) and 2,727 (with both
mannitol and sorbitol). The statistical analyses indicated that the
application of osmotic treatment to the tissues was indeed beneficial to
obtain higher transient GUS activity (F=9.52, P=0.00). The best results
were obtained using 0.2 M mannitol and 0.2 M sorbitol prior and after to

tissue bombardment (Table 3 and Figure le)

King and Kasha (1994) and Biswas et al. (1994) also obtained
significantly higher transient transgene expression when maltose was
added to media for barley and rice tissue cultures, respectively, due to its
osmotic effect. Vain et al. (1993) observed that the culture of cells on a
medium containing 0.2 M sorbitol and 0.2 M mannitol 4 hours prior and
16 hours after bombardment resulted in a statistically significant 2.7 fold
increase in transient gusA expression. Bec et al. (1998), Sudhakar et al.
(1998) and Tang et al. (1999) also used similar osmotic conditions to
genetically transform rice. Brettschneider et al. (1997) reported that the
number of transient signals increased from 63 to 294 signals per maize
embryo with the increase of osmotic values of sucrose from 250 to 500
mOsm/kg. The best results obtained with the application of a 0.4 M
mannitol and sorbitol instead of 0.2 M mannitol or 0.2 M sorbitol was
probably due to the higher osmotic concentration. Vain et al. (1993)
observed that the employment of a 0.4 M mannitol/sorbitol mixture was

equivalent to the use of 0.4 M mannitol or 0.4 M sorbitol in the media.
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In conclusion, transient genetic transformation of immature
scutellum-derived calli from Brazilian barley cultivars MN-599 and MN-
698 was obtained in the present work. This study disclosed that (i) the
Adh promoter and its first intron is a better combination to promote
transgene expression in barley tissues than the CaMV 35S promoter, (ii)
the PIG device employing a very low helium pressure (60 psi) with (iii)
14.8 cm of distance between the initial position of particles and target
tissues, (iv) 2 shots per plate and (v) the use of 0.2 M mannitol and 0.2
M sorbitol in the tissue culture medium provide the highest frequencies of
gusA gene transient expression for Brazilian barley cultivars. The
optimized conditions determined in the present study will be used in
stable genetic transformation experiments attempting to produce

transgenic plants of Brazilian cultivars of barley.
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Table 1. Results of 4-5 days-old scutellum-derived calli from
cv. MN-599 bombarded with pNGI plasmid using different gun
devices, helium pressures and distances between particles
and explants. The results are expressed in number of blue
spots per callus. A total of 10 calli of each of the three
bombarded plates were analyzed. SD, standard deviation;

Min-Max, minimum and maximum values.

Blue spots per callus

Gun Pressure Distance Min-max
device (psi) (cm) Mean SD values
60 11.4 59 35.5 12-109
60 14.8 20 17.7 4-59
PIG
60 18.2 17 8.8 0-31
60 21.4 11 6.3 4-20
800 12 60 38.2 18-146
1000 12 17 13.1 0-39
1200 6 29 4.9 6-60
Biolistic 1200 9 24 16.6 9-61
1200 12 21 17.6 3-48
1200 15 10 6.3 1-21

1500 12 7 5.9 1-17
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Table 2. Particle bombardment of 6 days-old scutellum-derived
calli from cv. MN-698 using PIG device and pNGI plasmid.
Different distances, shot numbers and the use or not of osmotic
treatment were tested. The results are expressed in number of
blue spots per callus and number of blue spots per callus area
(mm?). A total number of 15 calli were analyzed (5 calli out of 3
bombarded plates). Dist, distance; Shots, number of shots/plate;
Osm treat, osmotic treatment; M, mannitol; S, sorbitol; mm?,
square millimeter; SD, standard deviation; Min-max, minimum

and maximum values.

Blue spots per callus/Blue spots

per callus area (mm?)

Dist Osm

(cm) Shots treat Mean SD Min-max values
14.8 1x - 75/13.3 43.5/12.0 24-151/2.8-48.0
114  1x - 45/10.0 25.5/8.4 15-99/2.1-34.2
11.4 2x - 152/25.3 74.2/13.3 36-276/9.6-48.5
11.4 3x - 137/25.3 53.4/16.0 68-278/9.3-56.5
11.4  1x M 91/24.4 63.0/21.8 5-166/1.1-77.8
11.4 1x S 114/25.9 74.6/16.4 43-255/7.3-60.0

11.4 1x M+S 182/39.2 76.4/14.2 84-373/17.1-66.5
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Table 3. Results of distance, shot number and osmotic
treatment  variables employed in the  different
bombardment experiments to transiently transform
Brazilian barley cultivar MN-698. The means are expressed
in number of blue spots per callus area (mm?). N, number

of analyzed calli; M, mannitol; S, sorbitol.

Distance Number of Osmotic
(cm) shots treatment N Mean*
11.4 1 No 15 10.00 a
14.8 1 No 15 13.32 a
11.4 1 No 15 10.00 b
11.4 2 No 15 25.34 a
11.4 3 No 15 25.26 a
11.4 1 No 15 10.00 c
11.4 1 M 15 24.42 b
11.4 1 S 15 25.92 b
11.4 1 M+S 15 39.23 a

*Means followed by the same letter in each division of
the table are not significantly different according to SNK

Test of square-root transformation values.

61



immature scutella of Brazilian barley cultivars: (a) calli not bombarded

(control plate, bar=1.17 mm); (b) callus bombarded with pNGI, Biolistic,
800 psi, 1 shot and 12 cm of distance (bar=0.92 mm); (c) callus
bombarded with pNGI, PIG, 60 psi, 1 shot and 11.4 cm of distance
(bar=0.95 mm); (d) calli bombarded with pNGI, PIG, 60 psi, 2 shots and
11.4 cm of distance (bar=1.75 mm); (e) calli bombarded with pNGI, PIG,
60 psi, 1 shot, 11.4 cm of distance and osmotic treatment of tissues with

mannitol and sorbitol (bar=1.75 mm).
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ABSTRACT

In the present work, physical and biological conditions for gene
introduction through a low helium pressure particle bombardment device
in calli cultures derived from immature scutella of the Brazilian barley
cultivar MN-698 were successfully determined. Considering the transient
expression of gusA reporter gene, distance between target tissue and
initial position of particles, number of shots and use of osmotic treatment
of target tissues were defined. Somatic embryogenesis responses of
cultivar MN-698 submitted to PIG was also evaluated in relation to these
parameters. Best conditions to achieve maximum gusA expression and
high frequencies of somatic embryogenesis responses included the use of
14.8 cm of target tissue distance, 2 shots per plate and culture of tissues
in @ medium containing 0.2 M mannitol and 0.2 M sorbitol 4-5 hours prior
to and 17-19 hours after the bombardments. Several barley plants were
regenerated after PIG bombardment and analyzed. Leaves from only 3
out of 43 regenerated plants showed positive GUS activity in

histochemical assays.

KEY WORDS: plant genetic transformation, particle bombardment,

biolistic, Particle Inflow Gun, immature embryos, somatic

embryogenesis, barley, Hordeum vulgare ssp. vulgare
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INTRODUCTION

In Brazil, barley (Hordeum vulgare ssp. vulgare) is cultivated
mainly for malt production for breweries. Up to now, genetic
improvement of Brazilian barley cultivars uses only traditional methods of
crossbreeding and selection (Minella, 1999). However, there are
important limitations to the improvement of barley by conventional
methods; one of them being the restriction of germplasm variability due
to the high genetic relationship among Brazilian cultivars (Maris, 1992).
On the other hand, the strong reproductive isolation between Hordeum
vulgare and the native South American species of Hordeum, prevents
gene transfer by crosses (Bothmer et al., 1995). Therefore the
adjustment of genetic transformation techniques to these cultivars is
highly desirable to help the improvement of this important culture in our

country.

Genetic transformation of barley has been reported by different
researchers with the employment of different methods like biolistic (King
and Kasha, 1994; Ritala et al., 1994; Koprek et al., 1996; Yao et al.,
1997), Agrobacterium (Tingay et al., 1997; Trifonova et al., 2001),
electroporation (Salmenkallio-Marttila et al., 1995) and
polyethyleneglycol (PEG - Funatsuki et al., 1995; Tiwari et al., 2001).
Particle bombardment has been referred as the most widely used
procedure for direct gene transfer to cereals due to the advantage of
introducing DNA directly into intact regenerable plant cells (Lérz et al.,
2000).

Important aspects inherent to the physical and biological material
used in transformation mediated by particle bombardment (and by other
methods) should be considered and optimized in order to obtain efficient
results. These conditions include helium gas pressure, size and amount of
particles, concentrations of DNA, plasmids, calcium chloride and

spermidine, intensity of vacuum in the sample chamber, target distance,
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number of shots, osmotic treatment of tissues and regulatory regions of
introduced genes (Sanford et al., 1993; Christou, 1995; Hagio, 1998).

In a previous study we determined the best conditions to
transiently transform Brazilian barley cultivars. We have also shown how
to recover barley plants from in vitro cultured of immature scutella with
high regeneration frequencies (Nonohay, 1996). In this work, we aimed
the regeneration of stably transformed barley plants after particle
bombardment, determining the effects of distance between samples and
initial position of particles, number of shots and use of osmotic treatment
of target tissues on plant regeneration. Bombarded tissues were not
submitted to antibiotic selection after bombardment being directly
transferred to regeneration media. Bombarded explants and regenerated
plants were analyzed for gusA reporter gene expression and tissue
culture response. A Particle Inflow Gun (PIG) device (Finer et al., 1992)
and calli derived from immature scutella of the Brazilian barley cultivar
MN-698 were used in the assays. The use of PIG to genetically transform
barley was reported by few works like Koprek et al. (1996), and this is
the first report of plant regeneration from tissues of South American

barley cultivars submitted to microprojectile bombardment.
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MATERIAL AND METHODS

Somatic Embryogenesis Tissue Culture

Immature seeds from the Brazilian barley cultivar MN-698,
obtained from the brewery company (AmBev, American Beverage
Company), were immersed in 70% ethanol for 1 minute, followed by
immersion in 6% sodium hypochlorite solution for 30 minutes and rinsed
five times with sterile distilled water. Scutella of immature embryos (1.0-
2.5 mm in length) were then aseptically excised under a
stereomicroscope and 10 scutella plated, upside down, per Petri dish.
Calli growth was allowed at 22°C in dark. The first induction medium
used was based on King and Kasha (1994), and consisted of B5 long
basal medium (Carolina Biological Supply Co., Burlington, NC, USA)
supplemented with 5 mg/L 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 60
g/L maltose, 2.5 g/L Phytagel. Osmotic treatments included (or not) 0.2
M mannitol and 0.2 M sorbitol in medium for 4-5 hours before and 17-19
hours after bombardments. The explants were maintained on this
medium for 21 days and due a low tissue culture response observed, a
second growth period of 21 days on a new induction medium was
allowed, totalizing 42 days of culture. This second induction medium was
that of Lirhs and Lorz (1987) and consisted of the MS basal medium
(Murashige and Skoog, 1962) containing 100 mg/L thiamin, 250 mg/L
myo-inositol, 1 g/L casein hydrolysate, 2.0 mg/L 2,4-D, 30 g/L sucrose
and 2.5 g/L Phytagel. After 42 days of culture, the explants were
submitted to particle bombardments and then transferred to the
regeneration I medium, ie, MS basal medium containing 1 mg/L
indoleacetic acid (IAA), 0.05 mg/L zeatin, 30 g/L sucrose and 2.5 g/L
Phytagel. Regenerating tissues were maintained at 22°C with a 16 hours
light photopheriod, with two subcultures performed monthly.
Regenerated plants were transferred to glass tubes containing the

regeneration II medium that consisted of 2 MS basal medium, 10 g/L
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sucrose and 2.5 g/L Phytagel. Growing plants were also maintained at
220C with a 16 hours light photoperiod. Plantlets with good development
were transferred to pots containing vermiculite and a gramineous
nutritional solution. The pots were covered with a PVC film for two weeks
to keep the humidity. Holes were made in the film at different times and
plants maintained in a culture chamber, at 25°C, with a 16 hours light
photoperiod. After the acclimatization period, plants were transplanted to

soil and grown to maturity in a screened nursery.

PIG BOMBARDMENT

Seven days-old scutellum-derived calli were bombarded with the
pNGI plasmid (Dave Somers, University of Minnesota, USA) adhered to
tungsten particles (M10, Sylvania) with a PIG device and methodology
described by Finer et al. (1992). The pNGI plasmid contains the promoter
and first intron of maize alcohol dehydrogenase (Adh) gene, controlling
the expression of the B-glucuronidase gene (gusA) and 35S promoter of
the cauliflower mosaic virus (CaMV) driving the expression of the
neomycin phosphotransferase gene (nptll). Tested bombardment
conditions included different distances between target tissues and the
initial position of particles (11.4 or 14.8 cm), different humber of shots
per plate (1 or 2) and osmotic pre- and post-treatment of tissues
(without and with 0.2 M mannitol plus 0.2 M sorbitol in the induction
medium). Control dishes included explants that were not bombarded (2
dishes) or bombarded with DNA-free tungsten particles (1 dish). Dishes
bombarded with pNGI included 3 replicates of each treatment (see Table
1). Ten calli per Petri dish were bombarded and the callus situated in the
central position of the plate was removed for transient histochemical GUS
assay two days after the bombardment. The remaining nine calli,
positioned around the “death zone” (Brettschneider et al., 1997) were

maintained in culture to produce embryogenic structures and to
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regenerate plants, except one that was GUS assayed, 21 days after the

bombardments.

Transgene Analysis

The activity of GUS enzyme, encoded by gusA transgene, was
analyzed histochemically incubating calli, collected 2 and 21 days after
bombardments, and leaves of regenerated plants in a solution containing
the substrate 5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-glucuronide (X-Gluc -
Jefferson, 1987). Samples submersed in X-Gluc solution were maintained
in dark at 37°C, in a shaker for 24 hours and then stored in 70% ethanol.
Estimations of blue spot number and calli area, in square millimeter
(mm?), were performed using a Kontrom Elektronic System KS-100

Computer Program.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the Number Cruncher
Statistical Systems program (NCSS 6.0.21 - Jerry Hintze, 1996). Analysis
of Variance (ANOVA) three-way was performed to determine the effects
of target tissue distance, number of shots and osmotic treatment of
tissues and the possible interactions among these conditions. Means were
differentiated using Student-Newman-Keuls (SNK) Multiple-Comparison
Test and the normal distribution of data and equality of variance were
tested using Kolmogorov-Smirnov  Normality and Bartlett-Box
Homogeneity Tests. Transient GUS expression response consisted of the
number of blue spots per callus area (mm?) of the centrally positioned
callus. Somatic embryogenesis responses included the percentage of

explants developing embryogenic structures and plants per plate.
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RESULTS AND DISCUSSION

In the present work we report the genetic transformation of a
Brazilian cultivar of barley, MN-698, through a low helium pressure
particle bombardment method. Present experiments involved the
transient expression and stable integration of gusA reporter gene. Tissue
culture responses of barley explants after particle bombardment were
also analyzed, including the determination of percentage of embryogenic
structures , formation of embryogenic calli and somatic embryos, as well
as the percentage of regenerated plants. Three-way ANOVA and SNK
Test were carried out in order to estimate the effect of each of the
different conditions analyzed, ie, target-tissue distance, number of shots
and osmotic treatment of explants, and the possible interactions among
them for the transient expression of gusA transgene (number of blue foci
per callus area) and for the induction of embryogenic structures and plant

regeneration.

Although the pNGI plasmid employed in present transformation
experiments contained the 35S-nptll-3'nos cassette, antibiotic selection
of transformed tissues was not conducted due to two reasons: (i) direct
regeneration of transformed barley plants without antibiotic selection
would point out to an easier way of obtaining marker-free transgenic
plants in future, an alleged public stricture for the future acceptance of
transgenic crops (Sugita et al., 2000; Hohn et al., 2001); (ii) the 35S
regulatory sequence promotes very low level of transgene expression in
bombarded barley tissues (unpublished data) and, therefore, the
expression of nptll gene in tissues transformed with pNGI would be

compromised.

The conditions analyzed in this work were also studied in previous
optimization experiments that evaluated the transient expression of the
gusA reporter gene two days after bombardment. In the present work,
we aimed to confirm those parameters also in relation to the stable

integration of the gusA reporter gene, to somatic embryogenesis and
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regeneration of cultivar MN-698. Former experiments showed that maize
Adh promoter and first intron is significantly more efficient than the CaMV
35S promoter to control the transgene expression in calli cultures of
Brazilian barley cultivars. Another important aspect observed in this
study was that the PIG device, which applies low helium pressures to
accelerate particles, presented similar or better effectiveness when
compared to the high pressure Biolistic device; for that reason the first
was chosen, due to its lower cell impact (less cell injuries) than the high
helium pressure device. The employment of a helium pressure of 60 psi,
a distance of 14.8 cm between the initial position of particles and target
tissues, 2 shots per dish and the use of 0.2 M mannitol and 0.2 M sorbitol
in tissue culture medium provided the highest frequencies of gusA gene

transient expression for the two tested Brazilian barley cultivars.

The histochemical GUS assays of barley calli 2 days after the
bombardments performed in present work resulted in high transient gusA
expression, as shown in Table 1. The means of blue foci per callus,
obtained in the different treatments, ranged between 100 to 234 (Table
1), which may be considered a very high score for transient transgenic
assays. These values are close to those obtained previously under the

same conditions.

King and Kasha (1994), Ritala et al. (1994), Koprek et al. (1996)
were examples of works that reported the regeneration of transgenic
barley plants and the initial nhumber of spots obtained per immature
embryos after bombardment. Ritala et al. (1994) obtained an average of
30 blue spots per embryo using also a plasmid that contained the maize
Adh promoter and first intron driving the expression of gusA (pAT13),
although the PDS-1000/He Biolistic was the gun device used. The best
results were obtained by Koprek et al. (1996) who reported the
attainment of about 31 blue spots per scutellum of the barley cultivar
Salome bombarded with the PIG device (90 psi and 6 cm), and about 36
blue foci per scutellum of the cultivar Golden Promise with the PDS
1000/He device (1,200 psi and 8.5 cm). King and Kasha (1994), using
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optimized bombardment parameters for the PDS-1000/He apparatus,
reported transient expression level averaging 200 anthocyanin spots per
immature embryo (range 0 to 1,000). Working with other cereals, Ortiz
et al. (1997) observed an average of 344.3 + 60 blue spots per 25 wheat
embryos (14 spots/embryo) bombarded with a high helium pressure
(1,700 psi) and the plasmid pCGU containing gusA under the sunflower
polyubiquitin promoter. Brettschneider et al. (1997) obtained more than
280 gusA expression signals per maize immature embryo bombarded by
PDS 1000/He with optimized conditions. Hence, the number of blue spots
of transient GUS assays in barley scutellum-derived calli obtained in the

present work is very promising for the regeneration of transgenic plants.

We observed that the most efficient conditions to obtain the
highest transient genetic transformation of cultivar MN-698 included the
use of 11.4 cm of distance, 2 shots per plate and the osmotic treatment
of tissues (Figure 1la, Tables 1 and 2). These conditions were also the
best ones obtained in our former experiments (unpublished data). The
statistical analysis of blue foci number per callus area showed the effects
of shot number (F=11.06, P=0.004), osmotic treatment of tissues
(F=13.49, P=0.002) and the interaction between these factors (F=5.12,
P=0.038). According to the SNK Test (Table 3), the best conditions
included 2 shots per plate and osmotic treatment of tissues. Although
11.4 cm showed higher values of blue foci than 14.8 cm, the difference
between the means is not statistically significant. Koprek et al. (1996)
also obtained highest transient gusA expression using shorter distances

using either PIG or Biolistic devices.

The results of the present work showed that the expression of
gusA gene in bombarded calli decreased considerably after 21 days of
culture (Figure 1c). Under the different tested conditions, the means of
blue spots per callus in different treatments ranged from 1 to 23 (Table
1). Although the high decrease of GUS activity in calli with culture time,
the observation of gusA expression in calli after 21 days is an indicative

of the stable transformation of tissues.
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During the induction stage, we observed the formation of
embryogenic calli and somatic embryos (Figure 2a) with a frequency of
58.3% in pNGI-bombarded calli, 44.4% in DNA-free particle bombarded
calli and 52.6% in calli that were not bombarded and not treated with
osmotic agents (Table 1). The differences between calli in the induction of
somatic embryogenesis were also due to their ability for embryogenic
responses. The ANOVA clearly showed that target tissue distance
(F=5.23, P=0.04), osmotic treatment (F=8.40, P=0.01]) and the
interaction between these conditions (F=6.72, P=0.02) influence the
induction of embryogenic structures. Hence, the worst condition of
particle bombardment to somatic embryos induction showed be the use

of 11.4 cm without osmotic treatment of tissues (Table 3).

The statistical analysis also showed that the single effect of
distance between target tissues and the initial position of particles
influenced only the somatic embryogenesis induction responses. No
significant difference was observed in transient GUS activity when
employing distances either of 11.4 or 14.8 cm (F=1.20, P=0.29).
Therefore, the use of 14.8 cm of distance should be preferred since wider
distances may reduce cell injuries and, possibly, allow a higher number of
cells to commit with somatic embryogenesis. Besides this possible
explanation, the use of the distance of 14.8 cm did not present any

difference in transient gene expression in relation to shorter distances.

On the other hand, the delivery of 2 shots per dish, instead of a
single one, showed to be more efficient when considering the transient
expression of gusA (Table 3). The employment of 2 shots is probably
better due the higher number of cells that receive and express the
transgene. An important aspect to consider is that although a higher
damage of cells would be expected with the increased number of shots,
no differences were observed in somatic embryogenesis responses of
tissues bombarded either once or twice (Table 3). King and Kasha (1994)
have also reported that the use of 2 and 3 shots yielded better results

with barley embryos than 1 shot in transient expression of an
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anthocyanin-biosynthesis regulatory gene. Other biolistic works that used
more than 1 shot per plate include those published by Hagio (1998) and
Valdez et al. (1998).

The culture of calli in medium containing osmotic agents before
and after the bombardments determined significantly higher responses in
transient gusA expression and somatic embryogenesis induction (Tables
1, 2 and 3). The osmotic treatment of target tissues results in partial
plasmolysis of cells, reducing the turgor pressure that minimizes injuries
caused by particle bombardments. Therefore, less damage in tissues is
expected to result in an increased number of cells expressing the gusA
gene and following embryogenic development. The beneficial effect of
osmotic treatment was also demonstrated by Vain et al. (1993),
Brettschneider et al. (1997), Ortiz et al. (1997) and Gless et al. (1998)
for maize, wheat, oat and rice transgenic cultures and by King and Kasha
(1994) and Yao et al. (1997) in barley genetic transformation. An
important aspect observed in the present work was that the osmotic
treatment of tissues did not negatively affect the induction of somatic
embryogenesis as well as the regeneration of plants. On the contrary,
more plants from calli submitted to osmotic treatment were obtained

than from those tissues not submitted to osmotic treatment (Table 1).

During the regeneration stage, a total number of 60 plants were
produced (Figure 2b-d, Table 1). A total of 17 plants were obtained from
the control dishes, 9 plants being produced from unbombarded calli and 8
from calli bombarded with DNA-free particles. The somatic embryos
induced from pNGI-bombarded calli resulted in 43 plants. The highest
number of regenerated plants was obtained from calli bombarded with
14.8 cm of target distance, 2 shots per plate and the employment of
osmotic treatment. Statistical analyses of regeneration responses showed
that none of the conditions assayed was significantly better, probably due

to the low number of plants produced under some conditions.

Leaves from only 3 plants out of the 43 regenerated, presented GUS

activity (Figure 1d). All 3 GUS-positive plants regenerated from the same
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callus bombarded once using 14.8 cm of distance and not submitted to
osmotic treatment. Molecular analysis should be carried out to determine
which plants are stably transformed and to test if they were derived from
independently transformed cells.

In conclusion, in the present work we determined the best low
helium pressure biolistic conditions to transform scutellum-derived calli of
the Brazilian barley cultivar MN-698, evaluating target tissue distances,
shot numbers and osmotic treatment of bombarded tissues. The
achievements of good transient gusA expression and high frequencies of
somatic embryogenesis responses was obtained when using 14.8 cm of
target distance, 2 shots delivered per target dish and culture of tissues in
medium containing 0.2 M mannitol and 0.2 M sorbitol 4-5 hours before
and 17-19 hours after the bombardments (Figure 1b). In this work,
several barley plants were regenerated after PIG bombardments,

although only 3 out of 43 plants presented GUS activity.
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Table 1. Results of particle bombardments of barley scutellum-derived

calli using different target distances, number of shots and osmotic

treatment. Dist, distance between samples and the initial position of

particles; Osm Treat, osmotic treatment of target tissues; M, mannitol;
S, sorbitol; N, number of analyzed calli; 2d, 2 days; 21d, 21 days; Embr,

embryogenic structures formed; Npl, number of regenerated plants.

Dist Osm Blue spots* Blue spots* Embr
DNA (cm) Shots Treat N 2d 21d N (%) Npl
No No No No 2 - - 19 52.6 0
M+S 2 - - 19 21.1 9
No 11.4 1x No 1 - - 9 33.3 3
M+S 1 - - 9 11.1 0
2X No 1 - - 9 33.3 0
M+S 1 - - 9 11.1 0
14.8 1x No 1 - - 9 44.4 0
M+S 1 - - 9 444 5
2X No 1 - - 9 22.2 0
M+S 1 - - 9 11.1 0

PNGI 11.4 1x No 3 111 (+69.7) 11 (+10.3) 24 20.8 3
M+S 3 100 (+74.3) 4(+ 7.5) 24 583 3

2x  No 3 169 (+86.8) 11 (+14.0) 24 42 0

M+S 3 234 (+38.0) 2(+ 1.2) 24 417 6

14.8 1x No 3 133(+17.9) 1(+ 1.0) 24 333 7
M+S 3 102 (£52.9) 13 (+19.2) 24 50.0 9

2x  No 3 159 (+71.6) 11 (+16.5) 24 58.3 2
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M+S 3 189 (+34.4) 23 (£25.3) 24 45.8 13

* Mean per callus (+ standard deviation).



Table 2. Mean number of blue spots of GUS activity
per callus area (square-millimeter) obtained after
barley calli bombardment using different target
distances, number of shots and osmotic conditions.
Dist, distance between sample and particles; Osm
Treat, osmotic treatment of tissues; M, mannitol; S,

sorbitol; N, number of calli analyzed; SD, standard

Genetic transformation of Brazilian barley

deviation.

Dist Osm
(cm) Shots  Treat N Mean SD
11.4 1x No 3 27.1 22.0
M+S 3 42.4 33.1
2X No 3 41.1 20.8
M+S 3 89.9 11.3
14.8 1x No 3 28.9 5.4
M+S 3 35.0 19.3
2X No 3 31.0 6.5
M+S 3 72.4 13.7

82



Genetic transformation of Brazilian barley 83

Table 3. Results of three-way ANOVA and SNK Test using
different PIG bombardment conditions on barley scutellum-
derived calli. Dist., distances between samples and the initial
position of particle (cm); Osm., osmotic treatment of target
tissues; M, mannitol; S, sorbitol; N, number of analyzed calli;

mm?, square millimeter; embr., embryogenic structures (%).

Mean* of blue

spots per callus  Mean* of

Parameters Conditions N area (mm?) embr.
Dist. 11.4 12 50.14 a 0.31b
14.8 12 41.83 a 0.47 a

Shots 1x 12 33.36 b 0.41 a
2Xx 12 58.61 a 0.38 a

Osm. No 12 32.04 b 0.29 b
M+S 12 59.93 a 0.49 a

Dist., Shots 11.4, 1x 6 34.75 a 0.40 a
11.4, 2x 6 65.53 a 0.23 a

14.8, 1x 6 31.97 a 0.42 a

14.8, 2x 6 51.69 a 0.52 a

Dist., Osm. 11.4, No 6 34.10 a 0.13b
11.4, M+S 6 66.18 a 0.50 a

14.8, No 6 29.97 a 0.46 a

14.8, M+S 6 53.69 a 0.48 a

Shots, Osm. 1x, No 6 28.00 b 0.27 a
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1x, M+S 6 38.72 b 0.54 a
2x, No 6 36.07 b 0.31a
2x, M+S 6 81.15 a 0.44 a

*Means followed by the same letter in each table division are

not significantly different according to SNK Tests (a=0.05).
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Figur‘e 1. Histochemical GUS assay of: (a) callus (2,52 mm?) 2 days after

bombardments (11.4 cm of distance, 2 shots with osmotic treatment), (b)
callus (1,91 mm?) 2 days after bombardments (14.8 cm of distance, 2 shots
with osmotic treatment), (c) callus 21 days after bombardments (14.8 cm
of distance, 2 shots and with osmotic treatment, bar=1 mm), and (d)
plantlet regenerated from bombarded callus (14.8 cm of distance, 1 shot

and not submitted to osmotic treatment, bar=1.16 mm).
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Figur‘e 2. Somatic embryogenesis responses: (a) embryogenic callus with

somatic embryos at induction stage (bar=1.4 mm); (b) callus with
developed plantlets at regeneration I stage (bar=1.75 mm); (c)
regenerated plantlets at regeneration II stage; (d) regenerated plants at

acclimatization stage.
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CAPITULO 6

IDENTIFICACAO DE GENES DE QUITINASES
POTENCIALMENTE CAPAZES DE CONFERIR
RESISTENCIA VEGETAL AO FUNGO BIPOLARIS
SOROKINIANA

(Trabalho a ser complementado para ser submetido a publicagdo)
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INTRODUCAO

As enzimas quitinases foram classificadas entre as proteinas
relacionadas a patogénese (PRs) por estarem envolvidas nos mecanismos
de defesa vegetal (Collinge e cols., 1993; Patil e cols., 2000). As
quitinases catalizam a hidrdlise da quitina, principal componente da
parede celular de fungos, inibindo a germinacdo dos esporos e
crescimento de micélios nestes organismos. Além disto, os fragmentos
glicosidicos, resultantes da degradacdo da quitina, atuam como
desencadeadores ou estimuladores ("elicitors") dos mecanismos de
defesa vegetal. A obtencdo de plantas transgénicas com maior resisténcia
a patégenos por meio da introducdao nestas de genes exdgenos
codificadores de quitinases (genes chit) e de outras PRs, ou pela indugao
da expressao constitutiva de genes enddgenos, consiste em um dos

propdsitos da transformacdo genética vegetal.

A introducdo de genes codificadores de quitinases em plantas pela
transformacdo genética foi descrita em trabalhos como os de Linthorst e
cols. (1990), Jach e cols. (1995), Grison e cols. (1996), Bliffeld e cols.
(1999), Takatsu e cols. (1999) e Datta e cols. (2001). Os trabalhos de
Grison e cols. (1996) e Datta e cols. (2001) objetivaram a expressao
constitutiva de genes enddgenos de quitinases. Por outro lado, Jach e
cols. (1995) introduziram genes codificadores de quitinases, glicanases e
proteinas inativadoras de ribossomos (RIP) origindrios de cevada em
tabaco. Bliffeld e cols. (1999) introduziram genes de quitinases de
cevada em trigo e Takatsu e cols. (1999) obtiveram a expressao de um
gene de quitinase de arroz em crisdntemo. Esses trabalhos relataram um
aumento da resisténcia vegetal a fungos patogénicos como Rhizoctonia

solani, Erysiphe graminis e Botrytis cinerea.

Uma outra estratégia para conferir a resisténcia a moléstias
fingicas em plantas, pela transgénese, consiste na introducdo de genes

codificadores de quitinases do fungo Trichoderma, largamente utilizado
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no controle bioldgico de fitopatégenos. Lorito e cols. (1998) afirmam que,
em termos de atividade antifungica, os genes de quitinases de
Trichoderma sao considerados mais eficientes do que os genes de
quitinases de plantas. Segundo estes autores, testes extensivos in vitro
mostraram ndo existir, virtualmente, patdgenos fungicos resistentes as

enzimas quitinases do fungo Trichoderma.

O presente estudo tem por objetivo a identificacdo de genes
codificadores de quitinases em cultivares brasileiras de cevada (Hordeum
vulgare ssp. vulgare) e em isolados do fungo micopatogénico
Trichoderma sp. A identificacao, isolamento e posterior caracterizacao
destes genes sdao de grande interesse para a obtencdao de plantas
geneticamente modificadas de cultivares de cevada, capazes de exibir
resisténcia ao fungo Bipolaris sorokiniana (Sacc. in Sorok.) Shoem.,
agente causador da mancha-marrom-das-folhas, podriddo-das-raizes e
ponta-preta-dos-graos. Esta moléstia é considerada uma das mais sérias
doencas em culturas de cevada, sendo controlada por aplicacao de
fungicidas sistémicos e pela realizacdo de rotacdes de culturas (Wordell e
cols., 2000). Salienta-se que praticamente nao existem cultivares de
cevada resistentes a B. sorokiniana, caracterizando o uso da engenharia
genética como potencial método de aquisicdo desta caracteristica para a

cultura da cevada.
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MATERIAL E METODOS

Plantas de cevada e isolados de Trichoderma sp.

No presente trabalho, foram utilizadas as cultivares brasileiras de
cevada MN-599 e MN-698, desenvolvidas pela Cia. de Bebidas das
Américas (AmBev), e isolados do fungo micopatogénico Trichoderma sp.,
antagonista do fungo fitopatogénico B. sorokiniana. Os isolados de
Trichoderma sp. e B. sorokiniana (Figuras 1 e 2) foram obtidos e

caracterizados por Turqueti e cols. (2000).

Extragdo e quantificagdo de DNA de cevada e de Trichoderma

sp.

Para a extracao de DNA de plantas de cevada, sementes maduras
das cultivares MN-599 e MN-698 foram lavadas com agua destilada e
desinfectadas superficialmente pela imersao em etanol 70% por 1 minuto
e, logo apds, pela imersao, em uma solucao de hipoclorito de sodio 4%
contendo uma gota de Tween 20, por 30 minutos, em capela de fluxo
laminar horizontal. Posteriormente, as sementes foram lavadas 5 vezes
com agua destilada estéril. As sementes desinfectadas foram colocadas
para germinar em placas de Petri, previamente autoclavadas, contendo
meio MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 30 g/L sacarose
e 3 g/L de Phytagel® (pH 6,2, ajustado antes da autoclavagem). Apds 10
dias de cultura a 25°C e fotoperiodo de 16 horas/luz, as folhas das
plantas germinadas foram coletadas e submetidas a extracdo de DNA,
segundo o método CTAB descrito por Doyle e Doyle (1987). O protocolo
descrito foi modificado pelo acréscimo de proteinase K (0,1 mg/mL) e
RNase (10 ug/mL) respectivamente no tampao de extragao CTAB e no
tampdo TE (Tris-HCI, EDTA) e adaptado para a extracdao de DNA a partir

de 100 mg de tecido pulverizado em tubos de microcentrifuga de 2 mL
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(Gauer, 1999). As amostras de DNA foram quantificadas em
espectrofotbmetro a 260 nm de absorbancia, conforme descrito por
Ausubel e cols. (1994).

Para a extracao de DNA de isolados do fungo Trichoderma sp.,
esporos dos isolados A4b e A4c (Turqueti e cols., 2000) foram inoculados
em meio liquido BD (batata, dextrose), sob agitacdo, a 25°C. O isolado
Ad4c foi escolhido aleatoriamente entre os 12 isolados obtidos por
Turqueti e cols. (2000) e posteriormente o isolado A4b foi escolhido por
ter se mostrado o mais eficiente, em média, nos testes de antagonismo
in vitro contra os 21 isolados de B. sorokiniana, de acordo com os
resultados de Turqueti e cols. (2001). O DNA desses isolados foi extraido
segundo o método de Reader e Broda (1985). As amostras de DNA foram
quantificadas comparando-se a intensidade das bandas com diferentes
concentragcbes de DNA do fago lambda, por eletroforese em gel de
agarose (0,8-1%) contendo 0,1 mg/L de brometo de etideo e tampéo
TBE 1X (Tris.HCl, acido bérico, EDTA), sob corrente elétrica continua de
40 mA (Ausubel e cols., 1994).

REACOES DA DNA POLIMERASE EM CADEIA (PCR)

Na determinacao dos primers para a amplificacao de fragmentos
de genes de quitinases, foram realizados alinhamentos de sequéncias
codificadoras de quitinases de cevada e de Trichoderma sp. disponiveis
no EMBL/GenBank. Estes procedimentos foram realizados em programas
(StringSearch, Fetch, PileUp) do Genetics Computer Group Software
(GCG, 1995). As seqliéncias dos primers utilizados no presente trabalho
estdao representadas no Quadro 1. Para as PCRs, foram utilizados
reagentes nas seguintes quantidades: 50-100 ng de DNA-molde, 1
unidade de Taq DNA Polimerase (Gibco), 200 uM de solugao de
desoxirribonucleosideos trifosfatados (dNTPs, Amersham Biosciences),
300 ng de primers, 10 mM de Tris.HCl, 50 mM de KCl, 1,5 mM de MgCl; e
agua ultrapura (Milli-Q) para 50 uL de reacao.



Identificagdo de genes de quitinases 71

As condicdes de termociclagem das PCRs para DNA-molde de
cevada foram de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 53°C, 2 minutos a 72°C
(35 ciclos), 10 minutos a 72°C (1 ciclo). As condicdes de PCR para DNA-
molde do isolado A4c de Trichoderma sp. foram de 1 minuto a 95°C, 1

minuto a

470C, 2 minutos a 72°C (35 ciclos), 10 minutos a 72°C (1 ciclo).
Tentativas de amplificagdao de fragmentos de genes chit dos isolados A4b
e A4c de Trichoderma sp. foram realizadas com pares de primers
representando seqliéncias conservadas do gene chitl do fungo
Metarhizium anisopliae (Quadro 1), sob condicdes definidas por Bogo e
cols. (1998). Os produtos de PCR foram visualizados, apds eletroforese,
em gel de agarose (1%) corado com brometo de etideo a 0,1 mg/L,

sobre transiluminador com luz ultravioleta.

Quadro 1. Primers utilizados na amplificacdo de fragmentos de

genes chit de Trichoderma e de cevada. Tm, temperatura

média de desnaturacao.

Tm

Primers Sequliéncia (°C)
CHIT5'HOR 5’-TGG GGC TACTGC TTC A-3’ 50
CHIT3'HOR 5’-TGT AGC AGT CGA GGT TG-3’ 52
CHIT5TRICH 5’-CTT GGA ATG ATG TCG GCA-3’ 54
CHIT3'TRICH 5'-GGA GTT GGG GTA GCT CAG C-3' 62
MACHITREV 5'-GGA GGG TGG ACG TGG TCA AC-3' 53
MACHITFOR 5’-GCT GCC CCC TAATCC CTT G-3’ 50
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Purificagdo de fragmentos de DNA amplificados

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR do genoma das
cultivares de cevada MN-599 e MN-698 e do isolado A4c de Trichoderma
sp. foram purificados dos géis de agarose, utilizando-se o kit para
purificacoes de DNA e produtos de PCR GFX™ (Amersham Biosciences),
segundo orientagdes do fabricante. Alguns produtos de amplificagao
foram novamente submetidos a PCR. A purificacdo dos fragmentos
amplificados do genoma do isolado A4b foi realizada pela remocao de
bandas correspondentes a estes produtos nos géis de agarose e
incubacao por 12 horas (O/N) a 4°C em tampao TE (Tris.HClI 10 mM/
EDTA 1 mM). Os fragmentos de gel foram previamente esmagados com
ponteira de micropipeta. Apds este periodo de incubacdo, as amostras
foram centrifugadas rapidamente e uma aliquota de 20 puL do
sobrenadante foi utilizada nas reamplificagdes sob as mesmas condicdes

de PCR anteriormente descritas.

Segqlienciamento de fragmentos de DNA

Os fragmentos de DNA purificados de géis de agarose foram
seqlienciados de forma manual ou automatica. No seqilienciamento
manual, as amostras de DNA-molde foram marcadas com o emprego do
T7 Sequenase PCR Product Sequencing Kit™ ou o Thermo Sequenase
Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing Kit™ (Amersham Biosciences)
e didesoxirrinucleotideos marcados radioativamente. O seqlienciamento
de forma automatica foi realizado em ciclos usando, como terminadores
de cadeia, didesoxirribonucleotideos marcados com fluorescéncia pelo
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit™ e DNA Polymerase AmpliTaq
FS™ (Perkin Elmer). O excesso de terminadores marcados foi eliminado
por precipitacdo com etanol, conforme instrucdes do fabricante. Os
produtos da extensao foram analisados por eletroforese capilar em um
seqlienciador automatico ABI Prism 310 Genetic Analyser™ (Perkin

Elmer) e as seqliéncias analisadas pelo software ABI Sequencing
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Analysis™  (Perkin Elmer). Previamente aos procedimentos de
sequenciamento, 5 uL das PCRs foram tratados com 1 uL de exonuclease,
por 15 minutos a 37°C, seguido de 15 minutos a 80°C para a degradagao
de primers e seqlUiéncias de DNA fita simples. Finalmente, 1 uL de
fosfatase alcalina foi adicionado a reacdo para desfosforilacdo dos dNTPs
remanescentes. A identidade dos fragmentos seqUenciados foi
determinada por alinhamentos utilizando o programa BLAST (Altschul e
cols., 1997) disponivel na homepage do National Center for

Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Buscando-se definir primers para a direta amplificacao de
seqliéncias de genes codificadores de quitinases de cevada e Trichoderma
sp. por PCR, foram selecionadas as seguintes seqiéncias ortélogas de
cevada disponiveis no EMBL/GenBank: L34210 (gene, 3.169 pb), L34211
(gene, 1.779 pb), M62904 (mRNA, 998 pb), U02287 (gene, 1.684 pb),
X15349 (mRNA, 556 pb), X78671 (mRNA, 1.028 pb) e X78672 (mRNA,
1.013 pb). De forma semelhante, foram selecionadas as seguintes
seqléncias de Trichoderma sp.: AF050098 (gene, 1.935 pb), L14614
(mRNA, 1.554 pb), U49455 (mRNA, 1.473 pb), U88560 (gene, 4.024 pb)
e 271415 (gene, 1.485 pb). Entre as seqiiéncias selecionadas, realizou-
se o alinhamento das seqiiéncias de cevada X78671, X78672, M62904,
U02287 e L34211 e de Trichoderma sp. L14614, U49455, AF050098 e
Z7141. A partir destes alinhamentos, regides de alta homologia entre as
seqliéncias foram identificadas e os primers definidos estdo

representados no Quadro 1.

O uso dos primers CHIT5'HOR e CHIT3'HOR em PCRs resultou na
amplificacdao de dois fragmentos de aproximadamente 700 e 500 pb a
partir de DNA total das cultivares MN-599 e MN-698 de cevada (Figura
3). Um Unico fragmento, com aproximadamente 500 pb, foi amplificado a
partir do DNA total do isolado A4c de Trichoderma sp. utilizando-se os
primers CHITS'TRICH e CHIT3'TRICH (Figura 4). Os tamanhos esperados
dos produtos das PCRs eram de 468 pb para cevada, e de 980 pb para
Trichoderma sp. Portanto, um fragmento de tamanho esperado foi

amplificado somente a partir do genoma de cevada (Figura 3).

Os dois fragmentos de DNA amplificados do genoma da cultivar
MN-599 de cevada foram purificados dos géis de agarose e diretamente
seqlienciados de forma manual e automatica. No seqiienciamento
manual, foi possivel a leitura de 38 pb para ambos os fragmentos e no

sequenciamento automatizado foram obtidos 181 e 246 pb dos
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fragmentos de aproximadamente 500 e 700 pb, respectivamente (Figura
5a-b). Do fragmento de 500 pb, amplificado do genoma do isolado A4c
de Trichoderma sp., foram sequenciados 207 pb de forma manual (Figura
5c). A identidade molecular das seqliéncias relativas aos fragmentos
amplificados foi obtida a partir da busca de seqliéncias homdlogas por
meio do programa BLAST do NCBI.

Os fragmentos de 700 pb e 500 pb amplificados do genoma da
cultivar MN-599 foram identificados como genes de quitinases de cevada,
conforme demonstram os resultados ilustrados pelas Figuras 6 e 7.
Portanto, embora o fragmento de 700 pb ndao tenha exibido o tamanho
esperado apds a PCR, o fato de representar seqliéncias de quitinases
atesta a especificidade dos primers CHIT5'HOR e CHIT3'HOR.

O fragmento de 500 pb de cevada apresentou um alinhamento
significativo, incluindo 174 de 181 nucleotideos submetidos (96%), com o
gene e mRNA da quitinase CHI26 de cevada (Figura 6). Estas seqliéncias,
expressas especificamente em graos de aleurona das sementes, foram
identificadas e caracterizadas biogquimica e molecularmente por Leah e
cols. (1991 e 1994), que indicaram que as quitinases de cevada sao
codificadas por uma familia génica contendo de 6 a 8 genes. Bliffeld e
cols. (1999) introduziram a seqiéncia CHI26 em trigo e observaram um
aumento de resisténcia das plantas transgénicas obtidas ao fungo

Erysiphe graminis.

O fragmento de 700 pb de cevada apresentou alinhamento
significativo com mRNAs das quitinases II, 2a e 2b de cevada (Figura 7).
A seqiéncia do mMRNA de quitinases II (cht2) foi identificada e
caracterizada por Green (1991, Thesis: University of Cambridge) e Green
e Bevan (EMBL/GenBank, resultados nao publicados) em plantas de
cevada infectadas com Erysiphe graminis. As seqliéncias 2a e 2b foram
também isoladas de plantas infectadas com Erysiphe graminis por

Bryngelsson e cols. (EMBL/GenBank, resultados nao publicados).
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Todas essas sequéncias, CHI26, chit2, 2a e 2b, sdo classificadas
como quitinases do tipo II, pertencentes a familia 18, com
representantes presentes também em fungos e bactérias (Capitulo 2), e
produzidas em plantas apds a infeccdo por patdégenos (Rothe e cols.,
1998). Outros estudos com quitinases e PRs de cevada foram relatados
por Hejgaard e cols. (1992), Swegle e cols. (1992), Grenier e cols.
(1992), Kragh e cols. (1993), Muradov e cols. (1993), Ignatius e cols.
(1994), Mouradov e cols. (1994), Hollis e cols. (1997).

Diferentemente, o fragmento de 500 pb do isolado A4c de
Trichoderma sp. ndo apresentou homologia com seqliéncias conhecidas
de quitinases depositadas no EMBL/GenBank e, portanto, as definicoes de
primers para a amplificacdo de genes chit de Trichoderma deverao ser
revistas, pelo menos para a amplificagdo de genes sob as condigOes
testadas. Dos 207 nucleotideos seqlenciados e submetidos ao
alinhamento BLAST (Figura 5), os resultados mais significativos incluiram
o alinhamento de 42 nucleotideos com uma sequéncia de cDNA de
Botrytis cinerea e 23 nucleotideos com uma seqliéncia do clone RP11-
504H3 de DNA humano. Ambas as seqiéncias ndo foram ainda

identificadas quanto as suas fungoes.

Novas tentativas de amplificacdo de fragmentos de genes de
quitinases de Trichoderma foram entao realizadas. Para tanto, novos
pares de primers, representando seqiéncias conservadas de quitinases
do fungo M. anisopliae, foram utilizados (Quadro 1), resultando na
amplificacdo de 3 fragmentos a partir do DNA total do isolado A4b de
Trichoderma sp. (Figura 8). Estes fragmentos estao sendo purificados e

reamplificados para futura realizagao de seqlienciamento.

Do sistema quitinolitico de Trichoderma sp. foram isoladas oito
enzimas: uma exoquitinase, cinco endoquitinases (CHIT52, CHIT42,
CHIT33, CHIT31) e duas N-acetil-quitinases (CHIT102, CHIT73), sendo
que entre essas, foram clonados os respectivos genes das seqliéncias
CHIT33, CHIT42 (ECH42) e CHIT73 (NAG1, Zellinger e cols., 1999).
Outros estudos sobre quitinases de Trichoderma sp. incluem os de
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Schirmbdck e cols. (1994), Margolles-Clark e cols. (1996), Grondona e
cols. (1997) e Cortes e
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cols. (1998). Além dessas publicacdes, um importante trabalho é o de
Lorito e cols. (1998) que introduziram o gene CHIT42 de Trichoderma
harzianum em tabaco e batata, observando um aumento de resisténcia
das plantas transgénicas regeneradas aos fitopatdgenos fungicos
Alternaria alternata, A. solani, Botrytis cinerea e Rhizoctonia solani. Estes
autores salientam que obtiveram espectro e nivel de resisténcia muito
superior pela expressdo transgénica de um uUnico gene de quitinase de

Trichoderma do que de genes de quitinases de plantas e bactérias.
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Figura 1. Fungo micopatogénico Trichoderma sp.
isolado de folhas de cevada ndo infectadas com B.
sorokiniana e caracterizado por Turqueti e cols.

(2000). Placa de Petri de 10 cm de diametro.

Figura 2. Fungo fitopatogénico B. sorokiniana

isolado de folhas de cevada e caracterizado por
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Turqueti e cols. (2000). Placa de Petri de 10 cm

de diametro.
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Figur'a 3. Amplificagdo de fragmentos relativos a genes chit de
cevada. A imagem representa um gel de agarose 1% submetido a
eletroforese apds a aplicacdo dos produtos de PCR. DNA total de
cevada MN-599 e MN-698 e os primers CHIT5'HOR e CHIT3'HOR
foram utilizados nas reagdes. Fragmentos de aproximadamente 700
pb e 500 pb amplificados do genoma de cevada sdo visiveis no gel.
C(-) = controle negativo (reacdo sem DNA-molde), M = marcador
MM de tamanhos de fragmentos de DNA. Os tamanhos dos

fragmentos estao representados a esquerda da imagem.
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Figur‘a 4. Amplificacdo de fragmento relativa a genes chit de
Trichoderma sp. A imagem representa um gel de agarose 1%
submetido a eletroforese apds a aplicacdo dos produtos de PCR.
DNA total (50 ng e 100 ng/50 uL PCR) do isolado A4c e os primers
CHIT5'TRICH e CHIT3'TRICH foram utilizados nas reacgoes.
Fragmento de aproximadamente 500 pb amplificado do genoma
do isolado A4c de Trichoderma sp. é visivel no gel. C(-) = controle
negativo (reagao sem DNA-molde), 100 Ladder = marcador de
tamanhos de fragmentos DNA 100 Base-Pair Ladder (Amersham

Biosciences).
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(a)

1 ctcgatccca ccnttgatga tgttggtgat cacaccaaac ccgggcaccc
50

51 gccctgcggce ccggtcagcc cctgacgggce tccactggcc ggcgatcaca
100
101 gcatggctcg acggcttggg cggctgcgcc gtcatccaga accanatggc
150
151 cgtcttaaac gccacagtgg cgtccgtggce c¢
(b)

1 gtgtagtagc cgtgcgatcg acgttggcgt cgttctggcc catgccgcac
50

51 tcgagcccgce cgttgatgat attggtgatt acaccgtatc cnggaacccg
100
101 acctgcagct gtntcggcag gccgtcggcg tccagcggcc tagggcgacg
150
151 ttgtggctcg acggcttgtt gccttgcgcce gtcatccaga accanatggc
200
201 ccgttctgaa ggacaccacc gcgtcngtgg acaccaggtc cgggtt
(c)

1 ccgcggctce ggggggaagc tggtacatcg gcggtcagga aaggaagggg
50

51 agagcggctg cgtctcggaa gggtccgtac agacagccag agaacttggc
100
101 agagtacgac atgagcaggg tcttgtgagc aattccctcc tcgatcaact
150
151 tgagcttgat agcacggata cggccatcat tcatgtcaga aggcgcaacg
200
201 cagtgtg

Figura 5. Resultado dos seqlienciamentos de nucleotideos dos fragmentos de

aproximadamente 500 pb (a) e 700 pb (b) amplificados por PCR do genoma da

cultivar MN-599 de cevada e do fragmento de aproximadamente 500 pb (c)
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Color Key for Alignment Scores
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Figur'a 6. Resultado da busca de seqiiéncias ortélogas ao fragmento de 500
pb amplificado por PCR do genoma da cultivar MN-599 de cevada e
alinhamento de seqliéncias do banco de dados do EMBL/GenBank utilizando
o programa BLAST. O resultado confirma a identidade do fragmento como
pertencente a gene de quitinase de cevada. Os valores representam o
namero de nucleotideos comparados e a similaridade (>90%) das 2

seqliéncias que produziram os alinhamentos mais significativos.
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Color Key for Alignment. Scores
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Figura 7. Resultado da busca de sequéncias ortélogas ao fragmento de 700 pb
amplificado por PCR do genoma da cultivar MN-599 de cevada e alinhamento de
seqléncias do banco de dados do EMBL/GenBank utilizando o programa BLAST. O
resultado confirma a identidade do fragmento como pertencente a gene de
quitinase de cevada. Os valores representam o numero de nucleotideos
comparados e a similaridade (>90%) das 3 sequéncias que produziram os

alinhamentos mais significativos.
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FOR FOR 100
REV 3'Tri C(-) Ladder

Figur'a 8. Amplificagdo de fragmentos relativos a genes chit
de Trichoderma sp. A imagem representa um gel de agarose
1% submetido a eletroforese apds a aplicagdo dos produtos
de PCR. DNA total do isolado A4b e o0s primers
MACHITREV/MACHITFOR e MACHITREV/CHIT3'TRICH foram
utilizados nas reacdes. Fragmentos de aproximadamente 900
pb, 500 pb e 300 pb amplificados do genoma do isolado A4b
de Trichoderma sp. sdo visiveis no gel. C(-) = controle
negativo (reagcao sem DNA-molde), 100 Ladder=marcador de
tamanhos de fragmentos DNA 100 Base-Pair Ladder

(Amersham Biosciences).
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A transformacdo genética de cevada tem sido relatada em
inUmeros trabalhos, inclusive com a producdo de plantas transgénicas e
introducdo de transgenes de interesse (ver Capitulo 3). No entanto,
estudos visando a transformacdo genética de cultivares sul-americanas
de cevada ndo foram descritos até o momento. Desta forma, o presente
trabalho visou realizar a transformacdo genética de cultivares brasileiras
de cevada, utilizando o bombardeamento de particulas em culturas de
calos derivados de escutelos imaturos das cultivares MN-599 e MN-698
(Cia. de Bebidas das Américas, AMBEV), além de identificar genes que
potencialmente possam conferir resisténcia ao fungo patogénico da
cevada Bipolaris sorokiniana. Autores como Wan e Lemaux (1994),
Komari e cols. (1997) e Lorz e cols. (2000) descreveram que 0 uso da
biobalistica e de embrides imaturos como método e fonte de explantes
constituem a combinacdao mais eficiente em experimentos de

transformacdo genética de cereais, incluindo a cevada.

No desenvolvimento de protocolos de transformacdo genética,
Birch (1997) cita como requerimentos essenciais para a obtencdao de
plantas transgénicas a viabilidade do tecido-alvo, incluindo células
competentes para a transformacdo e regeneracao de plantas, um método
para introduzir DNA nestas células e um protocolo para selecionar e
regenerar plantas transformadas em uma freqiéncia satisfatéria. Hunold
(1994) destaca que a baixa eficiéncia de transformacdo genética requer
um grande numero de experimentos ou um protocolo de selegcao e
regeneracdo extremamente eficiente. Nesse sentido, os métodos de
transformacdo genética geralmente envolvem o uso de procedimentos
eficientes de cultura de tecidos, descritos na maioria dos trabalhos
correntes, embora Birch (1997) e Hansen e Wright (1999), destaquem,
também, que a cultura de tecidos ndo é um pré-requisito tedrico para a

transformacdo genética de plantas. Exemplos sdo os estudos de Chang e



Discussdo geral 43

cols. (1994) e Rohini e Sankara-Rao (2000) que relataram,
respectivamente, a transformacao genética das espécies Arabidopsis
thaliana e Arachis hypogaea utilizando o método denominado
transformacdo genética in planta. Este método é caracterizado pelo uso
de agrobactérias infectando plantas antes do florescimento e a selecdo de
transformantes nas sementes resultantes, sem a necessidade de

realizacao de cultura de tecidos.

O presente trabalho utilizou o protocolo de embriogénese
somatica para a regeneracdao de plantas dos tecidos bombardeados
ajustado as cultivares brasileiras de cevada, também desenvolvido pelo
nosso grupo de pesquisa (Nonohay, 1996). Este protocolo apresentou
bons resultados de inducdo de calos embriogénicos, embrides somaticos
e regeneracao de plantas a partir de escutelos imaturos de cultivares
brasileiras de cevada. A freqliéncia de calos com embrides somaticos e
regeneracdao de plantas foi respectivamente de 71,9% e 60,9% para a
cultivar BR-2 (EMBRAPA-CNPT) e 94,7% e 71,7% para a cultivar MN-599
(C.C. Brahma-Filial Maltaria Navegantes) nos melhores meios de cultura

para cada cultivar (Nonohay e Winge, 1998).

Seguindo essa linha de pesquisa, as condicoes de transformacao
genética avaliadas nesta Tese de Doutorado incluiram a regido promotora
controlando a expressdo do gene repérter gusA, dois aparelhos de
bombardeamento empregando diferentes pressdbes de gas hélio,
distancias de migracdo das particulas, nimero de tiros disparados e
realizacdo de tratamento osmoético dos tecidos-alvo. As demais
condicbes, como o tipo de particula (tungsténio), as concentracbes de
espermidina, cloreto de calcio e DNA e os valores de vacuo empregados
(27-28 cm de mercurio), foram utilizadas de forma constante, seguindo
os protocolos de Finer e cols. (1992) e Rech e Aragdao (1998),
respectivamente, para os aceleradores de particulas “Particle Inflow Gun”
(PIG) e “Biolistic”.

Os experimentos de transformacdo genética foram primeiramente

conduzidos na forma de anadlise da expressao transitoria do gene reporter
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gusA, por meio de ensaios histoquimicos de atividade da enzima GUS,
realizados dois dias apds os bombardeamentos. E importante lembrar
que uma alta atividade transiente de transgenes nao resulta,
necessariamente, em integracao dos mesmos no genoma vegetal. Além
disto, Hunold e cols. (1994) observaram, por intermédio de analises
histoldgicas, que as células injuriadas podem expressar transitoriamente
0 gene introduzido, embora ndao sejam mais capazes de crescer e dividir.
Apesar destes fatores, a andlise da expressao transitoria é geralmente
utilizada em trabalhos de transformacao genética onde, inicialmente, sdao
determinadas as condicdoes mais eficientes de introducao e expressao
transiente de transgenes para, depois, aplica-las em estudos de
transformacdo genética estavel, especialmente por fornecer respostas de

forma rapida e menos onerosa.

Os primeiros experimentos realizados apontaram como melhores
condicdes para a transformacao dos calos embriogénicos de cevada o uso
do plasmideo pNGI (Dave Somers, Universidade de Minnesota, EUA) e do
acelerador de particulas PIG (Finer e cols., 1992), que emprega baixas
pressdes de gas hélio (60 psi, Capitulo 4). O plasmideo pNGI, que
apresenta o promotor e o primeiro intron da alcool desidrogenase (Adh)
de milho controlando a expressao do gene repodrter gusA, promoveu
niveis de atividade de GUS muito bons, diferentemente dos apresentados
pelo plasmideo pGusKan (Vom Endt e Pasquali, 1996), que apresenta o
promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV) direcionando a

expressao de gusA.

O vetor utilizado para a introducdo da sequéncia de DNA nas
células vegetais € um dos primeiros aspectos a ser considerado em
trabalhos de transformacgdao genética, independentemente do método
empregado. As plantas sdo usualmente transformadas com construgdes
relativamente simples que incluem um promotor, uma seqliéncia
codificadora e um sinal de terminacdo. Estudos indicam que os
promotores clonados geralmente retém o nivel de expressao dos genes

nativos em tecidos transgénicos, embora a atividade dos mesmos possa
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ser diferente de planta para planta, tornando a escolha das seqliéncias
controladoras da expressao de transgenes de grande importancia nos

experimentos de transformacdo genética (Komari e cols., 1997).

O promotor CaMV 35S é um dos mais utilizados na transformacgao
genética vegetal por direcionar altos niveis de expressdo na maioria dos
tecidos vegetais, especialmente de plantas dicotiledoneas. No nosso
grupo de pesquisa, este promotor foi utilizado com bons resultados em
soja (Droste, 2000) e arroz (Irala, 2002). Em cevada, o mesmo foi
utilizado com sucesso ao ser associado ao primeiro intron do gene Adh de
milho, por Stiff e cols. (1995). Em concordancia com o presente trabalho,
diversos autores como Ortiz e cols. (1997), Brinch-Pedersen e cols.
(1999) e Bassie e cols. (2000) relataram os promotores Adh e da
ubiquitina (Ubi) de milho como mais eficientes do que o promotor CaMV
35S para expressao de transgenes em cereais. O promotor Ubi, associado
ao primeiro intron de Adh (plasmideo pAHC25 - Christensen e Quail,
1996), também promoveu niveis elevados de expressdo transiente de
gusA em calos da cultivar MN-698 quando estes foram submetidos a dois
bombardeamentos no aparelho PIG, a 14,8 cm de distancia e submetidos

a tratamento osmadtico com manitol e sorbitol (dados ndo apresentados).

No uso dos aceleradores de projéteis PIG e Biolistic, valores
semelhantes foram observados para os melhores resultados obtidos com
ambos os bombardeadores (Tabela 1, Capitulo 4). Sendo assim, o
aparelho de baixa pressdo de gas hélio, PIG, foi o escolhido pelo fato
deste equipamento causar danos menores aos tecidos bombardeados
(Koprek e cols., 1996) e apresentar protocolo de execugao mais
simplificado. Em cevada, o uso de PIG foi somente relatado no presente
trabalho e por Koprek e cols. (1996). Esses autores referidos utilizaram o
aparelho PIG para transformar cultivares de cevada mais recalcitrantes a
cultura de tecidos, sendo que para as cultivares responsivas, tal como o
nosso estudo, foram observados valores semelhantes em PIG e
PDS/1000-He Biolistic. Harwood e cols. (2000) avaliaram o efeito de

diferentes aceleradores de particulas em estudos de transformacdo
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genética em cevada. Os resultados desse trabalho indicaram o
bombardeador de particulas PDS/1000-He (BioRad) como o mais
adequado para transformar geneticamente embrides imaturos de cevada
do que aparelhos de descarga elétrica do tipo Accell™ e um prototipo do
aparelho Helios™ (BioRad). O bombardeador PDS/1000-He é o aparelho
utilizado na maioria dos trabalhos de transformacao genética de cevada,
empregando-se geralmente 1.100 psi de pressao de gas hélio (Capitulo
3).

As condicOes de distancia de migracdo das particulas, niumero de
tiros disparados e tratamento osmodtico dos tecidos-alvo foram, entdo,
avaliadas utilizando-se culturas de calos derivados de escutelos imaturos
da cultivar MN-698 bombardeadas com o plasmideo pNGI no aparelho
PIG. Essas condicOes foram analisadas quanto a expressao transiente de
gusA e quanto aos seus efeitos na embriogénese somatica. Os resultados
obtidos no presente trabalho indicaram ndo existir diferencas
estatisticamente significativas na expressao transitdria de gusA quanto as
distancias empregadas. Entretanto, essas andlises mostraram efeito
significativo do numero de tiros disparados, onde 2 e 3 tiros resultaram
em uma maior atividade transiente de GUS, sendo 2 tiros preferivel a 3
tiros por causar menores danos aos tecidos e ser experimentalmente
menos trabalhoso. Diferentemente, na indugdao de estruturas
embriogénicas, foi observado efeito significativo da distancia de migracdo
das particulas e resultados estatisticamente semelhantes utilizando-se 1
ou 2 tiros. Estas observacgodes indicaram que a condicao aparentemente
menos danosa aos tecidos, isto é, o uso de uma distancia de 14,8 cm em
PIG, nao resulta em diferencas significativas na expressao transiente de
gusA, e que a condicao aparentemente mais danosa aos tecidos, isto &, o
uso de 2 disparos, ndo influencia significativamente na embriogénese

somatica.

Um ponto critico no uso da biobalistica € o dano causado nos
tecidos pelos bombardeamentos. Este efeito tem sido minimizado com a

realizacdo de plasmdlise das células por tratamento osmético. Segundo
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Hunold e cols. (1994), o tratamento dos tecidos-alvo em meios de cultura
com valores osmoticos altos pode aumentar a sobrevivéncia celular por
reduzir a pressao de turgor, evitando o rompimento das células e
liberagcao do citoplasma. Neste trabalho, essa condicao foi analisada
adicionando-se aos meios de cultura, ou nao, 0,2 M de manitol e/ou 0,2
M de sorbitol. Os explantes foram mantidos nestes meios de cultura
durante 4-5 horas antes e 17-19 horas depois dos bombardeamentos.
Em concordédncia com varios trabalhos de transformacdo genética, tanto
de monocotiledoneas como de dicotiledoneas, as observacdes deste
trabalho indicaram que a realizacdo de tratamento osmotico dos tecidos-
alvo fornece melhores resultados nos experimentos de transformacgao
genética, tanto em relacdo a expressdo transiente quanto a cultura de
tecidos (Capitulos 4 e 5). Em concordancia com Vain e cols. (1993), o
uso de 0,4 M de manitol e sorbitol determinou resultados
significativamente melhores do que a utilizacdo de 0,2 M de manitol ou
sorbitol, provavelmente devido a maior concentracdo de agentes

osmoticos nos meios de cultura.

Destaca-se que a analise estatistica dos resultados do Capitulo 5
detectou interagao significativa entre tratamento osmoético e nimero de
tiros na expressdo transiente de gusA e entre tratamento osmotico e
distancia de migracao das particulas na inducdo de calos embriogénicos e
embrides somaticos. Na atividade transitéria de GUS os melhores
resultados foram obtidos pela associacao do disparo de dois tiros em
tecidos submetidos a tratamento osmético. Por outro lado, a inducdo de
estruturas embriogénicas foi significativamente menor em explantes ndo
submetidos a tratamento osmotico e bombardeados a 11,4 cm de

distancia.

Um aspecto muito importante na anadlise dos resultados obtidos
nos experimentos de avaliacdo das condicdes de transformacao foi a
utilizacdo do programa de anadlise de imagens Kontrom Elektronic
Imaging System KS-100 v.2.0. Este programa permitiu a contagem de

pontos azuis de atividade de GUS apds ensaios histoquimicos nos
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explantes de forma mais precisa, além de proporcionar a avaliacdo do
nimero de pontos azuis por area dos calos (mm?). Esta andlise forneceu
resultados mais precisos, também, por corrigir a influéncia do tamanho

dos calos nas respostas dos diferentes tratamentos.

Quanto ao uso de um protocolo para selecionar e regenerar
plantas transformadas em uma freqiéncia satisfatéria como descreveu
Birch (1997), este trabalho obteve 51 plantas a partir de 264 calos
bombardeados, resultando em uma eficiéncia de regeneracao de plantas
de 19,3% (Tabela 1, Capitulo 5). Destas plantas, 8 foram produzidas a
partir de 72 calos bombardeados sem a utilizacdo do plasmideo pNGI,
eficiéncia de 11,1%, e 43 plantas foram obtidas a partir de 192 calos
bombardeados com pNGI, com eficiéncia de 22,4%. A partir de calos ndo
bombardeados, foram obtidas 9 plantas, o que determina uma eficiéncia
de regeneracdao de 23,7%, somente um pouco superior ao indice de

regeneracao dos calos bombardeados com pNGI.

A distancia de migracdo das particulas, o niumero de tiros e a
utilizacdo de tratamento dos explantes com agentes osmoticos ndo
apresentaram efeito significativo na regeneracdo de plantas,
provavelmente devido aos pequenos valores observados em alguns
tratamentos. Entretanto, em concordancia com os resultados de atividade
transiente de GUS e inducdo de estruturas embriogénicas, as condicoes
de 14,8 cm de distancia, dois disparos e a realizacdo de tratamento
osmotico resultaram no tratamento com maior nimero de plantas

regeneradas (Tabela 1, Capitulo 5).

A selecao dos tecidos transformados, pela combinacao de genes
marcadores e agentes antibidticos, ndo foi realizada no presente
trabalho. Diversos autores, como Fu e cols. (2000), Kuvshinov e cols.
(2000), Sugita e cols. (2000), Hohn e cols. (2001) e Hileman (2002),
tém discutido as vantagens da geracao de plantas transgénicas livres de
genes marcadores. Segundo estes autores, a aceitacdo publica das
plantas transgénicas sera maior quando estas apresentarem

exclusivamente o gene de interesse como transgene integrado. Entre as
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metodologias de geracdo de plantas transgénicas livres de genes
marcadores esta a direta regeneracdo de plantas apds a transformacao,

limitando-se aqueles tecidos que exibem altos indices de regeneracdo.

Quanto a obtencao de transformantes estaveis de cevada,
observamos um numero bastante reduzido de setores azuis em amostras
de calos submetidos a ensaios histoquimicos de GUS apds 21 dias dos
bombardeamentos (Tabela 1, Capitulo 5). Na analise das 43 plantas
regeneradas a partir de calos bombardeados, somente 3 apresentaram
atividade de GUS, determinando, a principio, uma eficiéncia de 7%. Estas
trés plantas foram produzidas a partir do mesmo calo, bombardeado uma
Unica vez, a 14,8 cm de distancia sob uma pressdo de gas de 60 psi
(PIG). Diferentes aspectos como o silenciamento de transgenes (ver
Capitulo 2) e reacbOes de falso positivo tornam as andlises moleculares
necessarias para a determinacdo precisa de quais plantas apresentam
transgenes integrados em seus genomas, e se as plantas obtidas tratam-

se de transformantes independentes ou derivadas de uma mesma célula.

As atividades desenvolvidas em relacdo ao outro objetivo deste
trabalho, isto é, a identificacdo de genes de quitinases visando a
resisténcia ao fungo B. sorokiniana, apresentaram resultados ainda
preliminares. Com o uso da reagao em cadeia da DNA-polimerase (PCR) e
conjuntos de primers especificamente definidos para este grupo de
genes, identificamos fragmentos de genes de quitinases a partir de DNA
total de plantas de cevada da cultivar MN-599 e estamos buscando a
identificacao destes genes no genoma de isolados do fungo Trichoderma
sp. No primeiro caso, visamos a aquisicdo de resisténcia por
superexpressdo de genes enddgenos de cevada e, no segundo caso, pela
introducdo, em plantas de cevada, de genes do fungo micopatogénico

Trichoderma sp., antagonista de B. sorokiniana.

O isolamento, caracterizacdo e realizagdo de testes de
antagonismo entre os fungos fitopatogénico B. sorokiniana e
micopatogénico Trichoderma sp. foram realizados pela aluna Adriana

Turqueti Neves, em seu trabalho de Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas,
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Enfase em Biologia Molecular, Celular e Funcional (UFRGS), sob a
orientacao das professoras Dra. Helga Winge e Dra. Aida Matsumura.
Este trabalho foi desenvolvido juntamente ao presente estudo, sendo por
este motivo que o primeiro isolado de Trichoderma sp. estudado, A4c, foi
escolhido aleatoriamente entre os 12 isolados obtidos e posteriormente o
isolado A4b foi escolhido por ter se mostrado o mais eficiente, em média,
nos testes de antagonismo in vitro contra os 21 isolados de B.
sorokiniana, de acordo com o0s resultados de Turqueti-Neves (2002).
Adicionalmente, estudos de microscopia dptica e eletronica estdo sendo
realizados pela aluna Adriana Turqueti Neves visando a identificacdo da

espécie de Trichoderma dos isolados obtidos.
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Conclusoes e Perspectivas

Apesar dos grandes avancgos obtidos no melhoramento genético
da cevada, as cultivares brasileiras sao ainda deficientes em
determinadas caracteristicas almejadas no tipo ideal para as regides de
cultivo no Pais (Minella, 1999; Minella, 2001). Entre essas, uma
caracteristica especialmente desejada é a resisténcia aos fungos B.
sorokiniana e Blumeria graminis tritici, causadores, respectivamente, das
moléstias mancha-marrom e oidio em cevada. A aquisicao de resisténcia
a estes patdégenos tem se mostrado de dificil alcance uma vez que nédo
existem fontes de genes disponiveis para o melhoramento genético
convencional. Neste sentido, o desenvolvimento da transformagao
genética de cultivares brasileiras de cevada apresenta-se como um
importante método de melhoramento genético, por superar a
incompatibilidade sexual entre as espécies e poder dispor e introduzir
genes de organismos nao relacionados. Além disso, a transferéncia direta
de um ou poucos genes, especialmente quando se trata de um alelo mais
eficiente do que os encontrados na espécie, dificilmente causariam

desequilibrio ou perturbacdo no gendtipo dessa espécie.

Os avancgos obtidos pelo nosso grupo de pesquisa incluem a
determinagao de protocolos eficientes de regeneracao de plantas por
embriogénese somatica e de transformacdo genética  por
bombardeamento de particulas. Adicionalmente, o isolamento e a
caracterizacdo do fungo fitopatogénico B. sorokiniana e micopatogénico
Trichoderma sp. foram obtidos visando o isolamento de gene(s) de

resisténcia ao primeiro.

A combinacdo dos resultados descritos na presente Tese de
Doutorado determina as condicdes de 14,8 cm de distdncia de migracao
das particulas, 2 disparos por placa e a realizacdo de tratamento
osmoético dos explantes com 0,2 M de manitol e 0,2 M de sorbitol 4-5

horas antes e 17-19 horas apds os bombardeamentos, como as melhores
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na transformacdo genética de culturas de calos de escutelos imaturos de

cultivar brasileira de cevada por PIG.

As perspectivas desta linha de pesquisa residem na obtencao de
plantas transgénicas de cevada a partir de tecidos transformados, na
identificacao, caracterizacao e isolamento de gene(s) de quitinase(s) que
potencialmente possa(m) conferir resisténcia a mancha-marrom da
cevada, além do estudo do padrdo de integracdo, expressdo e
segregacao dos transgenes introduzidos. A partir de entdo, sera possivel
a realizacao de experimentos na tentativa de introduzir o mais
interessante desses genes de resisténcia a B. sorokiniana em cultivares
brasileiras de cevada e contribuir, desta forma, para o melhoramento

genético desta importante cultura.
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RESUMO

A presente Tese de Doutorado objetivou: (1) definir um método
eficiente de transformacao genética, por bombardeamento de particulas,
para a obtencdo de plantas transgénicas de cultivares brasileiras de
cevada e (2) identificar gene(s) codificante(s) de quitinase(s)
potencialmente capaz(es) de conferir resisténcia ao fungo patogénico de
cevada Bipolaris sorokiniana. Culturas de calos obtidos a partir de
escutelos imaturos das cultivares Brasileiras de cevada MN-599 e MN-698
(Cia. de Bebidas das Américas, AMBEV) foram bombardeadas com
particulas de tungsténio e avaliadas quanto a expressao do gene reporter
gusA através de ensaios histoquimicos de GUS e quanto ao efeito dos
bombardeamentos na inducdo estruturas embriogénicas e regeneracao
de plantas. As condicdes de biobalistica analisadas incluiram a regido
promotora regulando a expressao de gusA, tipo e pressdo de gas hélio de
dois aparelhos de bombardeamento, distancia de migracdo das
particulas, numero de tiros e a realizacdo de pré e pds-tratamento
osmotico dos tecidos-alvo. No presente trabalho foram obtidos um
nimero bastante alto de pontos azuis por calo, a inducdo de calos
embriogénicos e embrides somaticos em uma freqiéncia de até 58,3% e
a regeneracao de 60 plantas, sendo 43 de calos bombardeados. As
melhores condicdes observadas foram o promotor e primeiro intron do
gene Adh de milho (plasmideo pNGI), o aparelho de bombardeamento *
Particle Inflow Gun” (PIG) utilizando-se a distdncia de migracao de
particulas de 14,8 cm, dois tiros disparados por placa e a realizacao de
tratamento osmotico dos explantes com 0,2 M de manitol e 0,2 M de
sorbitol 4-5 horas antes e 17-19 horas depois dos bombardeamentos.
Das 43 plantas obtidas de calos bombardeadas, 3 apresentaram atividade
de GUS na base das suas folhas. A utilizacdo de primers sintéticos

definidos a partir de genes de quitinases descritos na literatura em PCRs
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resultou na amplificacao de dois fragmentos de aproximadamente 700 e
500 pb a partir de DNA total das cvs. MN-599 e MN-698 de cevada e um
fragmento, com aproximadamente 500 pb, a partir do DNA total do
isolado A4c de Trichoderma sp. Estes fragmentos foram purificados dos
géis de agarose e diretamente seqlienciados de forma manual e
automatica. Os fragmentos de 700 e 500 pb amplificados do genoma da
cultivar MN-599 foram identificados como genes de quitinases de cevada
e o fragmento de 500 pb do isolado A4c de Trichoderma sp. nao
apresentou homologia com seqliéncias conhecidas de quitinases
depositadas no EMBL/GenBank. A utilizacao de novos pares de primers,
representando seqliéncias conservadas de quitinases do fungo
Metarhizium anisopliae, resultou na amplificacao de 3 fragmentos a partir
do DNA total do isolado A4b de Trichoderma sp., que estdo sendo

purificados para realizacao de seqlienciamento.



ABSTRACT

The present Tesis aimed: (1) to determine an efficient method of
genetic transformation by particle bombardment to obtain transgenic
plants of Brazilian barley cultivars and (2) to identify a gene coding for
chitinase that could confer resistance to barley against the pathogen
Bipolaris sorokiniana. Calli cultures derived from immature scutella of
Brazilian barley cultivars MN-599 e MN-698 (American Beverage
Company, AMBEV) were bombarded with tungsten particles and analyzed
for gusA reporter gene expression by GUS histochemical assay,
embryogenic structures induction and plant regeneration. Physical and
biological biolistic conditions analyzed included two promoter regions
regulating the gusA gene, two particle bombardment devices, different
helium pressures, distances between target tissues and the initial position
of particles, number of shots and use of osmotic pre- and post-treatment
of tissues. In the present work there were observed high numbers of blue
spots per callus, embryogenic calli and somatic embryos induction with a
frequency until 58.3% and the regeneration of 60 plants, being 43 from
bombarded calli. The best conditions were obtained with the employment
of the Adh promoter and its first intron (pNGI plasmid), Particle Inflow
Gun (PIG) device, 14.8 cm of distance, 2 shots per plate and osmotic
treatment of tissues with 0.2 M mannitol and 0.2 M sorbitol during 4-5
hours prior to and 17-19 hours after bombardments. Leaves from 3 out
of 43 regenerated plants showed positive GUS activity in histochemical
assays. The use of primers defined from chitinase genes described in
literature resulted in the amplification of two fragments with
approximately 700 and 500 bp from genomic DNA of MN-599 e MN-698
barley cultivars and one fragment, with approximately 500 bp, from
Trichoderma sp. strain A4c genomic DNA. These fragments were purified

from agarose gel and manual and automatically sequenced. Fragments of
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700 and 500 bp from cv. MN-599 were identified as chitinase genes of
barley and fragment of 500 bp Trichoderma sp. A4c presented no
homology with chitinase sequences deposited in the EMBL/GenBank. The
use of new primers representing conserved chitinase sequences of
Metarhizium anisopliae resulted in the amplification of three fragments
from genomic DNA of Trichoderma sp. strain A4b. These fragments

should be purified and sequenced.
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