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INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € cultivada extensivamente em paises
tropicais, onde se estima que aimenta mais de 600 milhdes de pessoas (FAO, 2003). A
engenharia genética pode ser utilizada como ferramenta em programas de melhoramento em
diversas &reas, incluindo resisténcia a pragas e doencas, melhoria na qualidade nutriciona e
aumento de vida poés-colheita das raizes (Konan et a., 1997). A eficacia da transformacéo
depende de sistemas eficientes de regeneracdo da planta. Dentre os sistemas de regeneracéo, a
embriogénese somatica se destaca por permitir uma rapida e elevada multiplicacdo de plantas
elite in vitro e vem sendo utilizada para producéo de plantas transgénicas em outras espécies
(Guerra et d., 1998). Este trabalho teve por objetivo desenvolver protocolos de embriogénese
somética e transformacdo genética via biobalistica, de genétipos de mandioca cultivados no
nordeste brasileiro.

MATERIAL E METODOS
Embriogénese somética

Primaria (Fig. 1, ad): é&pices caulinares de plantas cultivadas in Vvitro,
cvs. Agua Morna e Rosinha, foram transferidos para placas de Petri contendo 25 mL do meio
de inducdo de embriogénese somética (MIES - sais e vitaminas MS, sacarose 2%, CuSO,
0,5 mg/L, picloram 1, 3, 6, 9, 12 ou 15 mg/L, agar 0,7%, pH 5,8). As placas foram incubadas
a 28+ 2°C no escuro e avaliadas ap6s 3 semanas.

Secundaria (Fig. 1, e-g): embriBes sométicos primarios da cv. Rosinha foram sub-
cultivados em meio MIES 8 (suplementado com 8 mg/L de picloram), para um ou mais ciclos
de multiplicacdo e depois transferidos para meio de maturagéo (MM - sais e vitaminas MS,
sacarose 2%, CuSO, 0,5 mg/L, BAP 0,1 mg/L, agar 0,7%, pH 5,8). Cotilédones verdes de
embrides sométicos foram seccionados em pedacos de aproximadamente 05 cm? e
transferidos para meio de inducéo de embriogénese (MIES 8), variando a superficie de
contato do explante com o meio (AB - superficie abaxial em contato com o meio, AD -
superficie adaxial em contato com 0 meio). Apds trés semanas de incubacdo no escuro a
25 + 2°C, afreqiiéncia de embriogénese somética secundaria em cada um dos tratamentos foi
avaliada



Transformacdo genética

O estudo dos parametros de bombardeamento, presséo de tiro (900 e 1200 psi) e
tamanho das particulas (0,5 e 1,0 nm), foi realizado utilizando-se o plasmideo pBl426,
contendo o gene reporter UidA, e um acelerador de particulas a base de gés hélio a dta
pressdo. Foram utilizados 5 nl. do DNA plasmidial (1 ng/nL), 50 nL de particulas de
tungsténio (60 mg/mL), 50 niL. de CaCl; (2,5 M) e 20 L de espermidina (0,1 M), e incubados
a temperatura ambiente sob agitacdo lenta, por 10 minutos. Apds remocéo do sobrenadante, o
precipitado foi lavado e ressuspendido em 24 nL de etanol absoluto. Pedagos de
aproximadamente 5 mm? de cotilédones verdes, de embries sométicos maduros da cv.
Rosinha foram distribuidos em placas contendo meio constituido de %2 sais e vitaminas MS,
sacarose 3%, solidificado com phytagel 0,8%, pH 5,8, e em seguida foram bombardeados
com 3,2 nl. da suspensdo preparada. A analise histoquimica de GUS mostrou a freqiiéncia de
transformacao transiente.

Fig. 1. Embriogénese Somatica da Mandioca, cv. Rosinha. Embriogénese somatica primaria: a) apice
caulinar; b) embrides somaticos em estagio globular, apds 10 dias de cultivo; ¢) embrides somaticos em estagio
torpedo, apds 14 dias de cultivo; d) embrides sométicos em inicio do estégio cotiledonar entre 14 e 21 dias de
cultivo. Embriogénese somética secundaria: €) embriGes somaticos maduros apos 25 dias, em meio de
maturacao; f) cotilédones; g) embribes sométicos em estagio globular. Barra de 1,0 mm.

RESULTADOSE DISCUSSAO
Embriogénese somatica

Priméria: ainducdo de embriogénese somatica foi influenciada pelo gendtipo e pela
concentracdo de picloram utilizada. A cv. Rosinha mostrou-se mais embriogénica que Agua
Morna, em todas as concentragoes testadas (Tabela 1).

A maior média de embrides por explante isolado, foi obtida no tratamento com
9 mg/L de picloram com a cv. Rosinha (36,5%). Depois de 10 dias de cultivo, embrides
sométicos na forma globular foram visiveis e entre 14 e 21 dias, ja era possivel observar o
aparecimento de embrifes sométicos no estadio cotiledonar (Fig. 1- &, b, ¢, d).



Tabela 1. Efeito da concentracéo de picloram na indugdo de embriogénese somética primaria (ES19)
em cultivares de mandioca

Picloram —— Agua marna — —— Rosnha
(mg/L) Freqiénciade ES1® N°de embribes Frequéncia de N° de embribes
(%) por explante ES1®* (%) por explante

1 14,4+3,8" 27,7+10,1% 7,0+1,8° 8,5+4,5°
3 36,6+15,2°" 14,7+8,4% 48,8+9,6® 25,6+6,5%
6 44,4+10, 7" 16,2+4,7% 72,1+7,6%° 34,3+3 7°
9 37,2¢12,0°" 18,1+2,6® 61,1+10,1"® 36,5+6,1°
12 55,5+18,9% 18,9+3,2% 80,0+5,7%* 24,4+7 6%
15 54,4+33,3% 25,0+1,2° 76,6+8,7°° 27,755

Secundéria: ainducéo de embriogénese secundaria foi influenciada tanto pela posicéo
do explante. Todos os explantes do tratamento AB mostraram-se mais embriogénicos,
apresentando uma maior quantidade de embrides por explante isolado (Tabela 2). Foi observado
que apenas o tecido adaxial dos cotilédones eram morfogeneticamente competentes (Fig. 1g). O
contato desse tecido com 0 meio de cultura promoveu uma super producdo de calo, razéo pela
qual o nimero de embrides por explante isolado foi menor nos tratamentos AD.

Tabela 2. Efeito da superficie de contato do explante sobre a indugdo de embriogénese
somética secundaria (ES2% de mandioca, cv. Rosinha.

—— a 5 —
Superficie de contato Frequen(g/loe;de ES2 N deeirglbar r']?? por %
ABaxia 100 1-20 0

21-40 6,7

41-80 23,3
Mais 80 70
ADaxial 96,7% 1-20 31

21-40 20,7

41-80 20,7

Mais 80 27,6

Transformacdo genética

Os estudos realizados se basearam na andlise histoquimica do gene uidA. (Fig. 2). O
maior nimero de manchas azuis foi observado quando particulas de 0,5 nm de didmetro e
presséo de tiro de 900 psi foram utilizados (Tabela 3). Possivelmente isso se deve ao menor
dano causado as membranas celulares, possibilitando uma subseqiiente recuperacdo das
células apds o choque causado pela penetracdo das particul as.



Fig. 2. Andlise histoquimica em cotilédones de embrides somaticos de mandioca cv. Rosinha .

Tabela 3. Efeito dos diferentes parametros de bombardeamento (pressdo de tiro e tamanho das
particulas) em cotilédones sométicos de mandioca cv. Rosinha utilizando o gene reporter uidA.

Tratamentos N°maximo de spots % explantescom N° médio de spots
Pressdo/particula por explante spots por explante
900 psi/0,5 M 122 98,5 23,5
900 psi/1,0 Mm 24 70,6 4,9
1.200 psi/0,5 nm 11 47,3 2,3
1.200 psi/1,0 nm 74 81,3 12,2

CONCLUSAO

Apices caulinares s30 explantes adequados para induzir embriogénese somética em
meio suplementado com picloram de 1 a 15 mg/L, porém a embriogénese somética secundaria
mostrou ser 0 caminho mais rapido para a obtencdo de grandes quantidades de embriGes em
um curto espaco de tempo. Os resultados mostraram que h&d uma tendéncia a uma maior
eficiéncia de transformacdo quando pressdo de tiro de 900 ps e particula com 0,5 um de
didmetro sdo utilizados. Os protocolos descritos estédo sendo utilizados para a transformagéo
genética da cultivar Rosinha, com o gene que codifica para 0 peptideo anti-microbiano
sarcotoxinalA.
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