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Resumo — O sorgo (Sorghum bicolor) é o quinto cereal mais cultivado
globalmente, com aplicagcbes em racdo animal, forragem e bioetanol.
Sua resisténcia a condicbes adversas o torna uma opgdo promissora
para enfrentar os impactos das mudangas climaticas. No entanto, a
transformagdo genética do sorgo apresenta desafios devido a sua
natureza recalcitrante e a necessidade de protocolos otimizados. Entre os
métodos mais comuns estdo o bombardeio de particulas e a transformacao
mediada por Agrobacterium tumefaciens, sendo este ultimo mais eficaz,
mas necessitando de melhorias para diferentes linhagens. Neste estudo,
foi utilizado o sistema repérter RUBY, baseado na via metabdlica das
betalainas, para monitorar a infecgdo de embrides imaturos de sete
linhagens de sorgo. O sistema RUBY proporciona uma visualizagéo rapida
e econdmica da expressao génica, sem a necessidade de equipamentos
especializados. A infeccdo de embrides mediada por A. tumefaciens
EHA101 foi eficaz em varias linhagens, com destaque para a linhagem
publica P898012 e para as linhagens da Embrapa ATF10B, ATF14B,
que apresentaram 86%, 67% e 63% de sucesso, respectivamente.
Os resultados mostraram que o sistema RUBY facilitou a selegéo de
genotipos com maior potencial para transformacgéao, destacando-se como
uma ferramenta promissora para o melhoramento genético do sorgo.

Termos para indexagao: Agrobacterium, gene repérter; Sistema Ruby;
transformagéo genética, Sorghum bicolor.
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Genetic transformation of Sorghum
bicolor mediated by Agrobacterium
tumefaciens: innovation with the RUBY
reporter system

Abstract — Sorghum (Sorghum bicolor) is the
fifth most widely cultivated cereal globally, with
applications in animal feed, forage, and bioethanol
production. lIts resistance to adverse conditions
makes it a promising option to address the
impacts of climate change. However, the genetic
transformation of sorghum presents challenges due
to its recalcitrant nature and the need for optimized
protocols. Among the most common methods
are particle bombardment and Agrobacterium
tumefaciens-mediated transformation, with the latter
being more effective but requiring improvements
for different lines. In this study, the RUBY reporter
system, based on the betalain metabolic pathway,
was used to monitor the infection of immature
embryos from seven sorghum lines. The RUBY
system provides a fast and cost-effective way to
visualize gene expression without the need for
specialized equipment. A. tumefaciens EHA101-
mediated infection was effective in several lines, with
the public line P898012 and Embrapa lines ATF10B
and ATF14B showing 86%, 67%, and 63% success,
respectively. The results demonstrated that the
RUBY system facilitated the selection of genotypes
with higher transformation potential, emerging as a
promising tool for genetic improvement of sorghum.

Index terms: Agrobacterium, gene reporter, Ruby
System, genetic transformation, Sorghum bicolor.

Introducao

O sorgo (Sorghum bicolor) é o quinto cereal mais
cultivado mundialmente e possui uma ampla gama
de aplicagdes, incluindo racdo animal, forragem e
producéao de bioetanol (Huang, 2018; Khalifa; Eltahir,
2023). Sua notavel tolerancia a condi¢des adversas,
como seca, alagamentos e salinidade, torna-o uma
alternativa promissora para enfrentar os desafios
impostos pelas mudangas climaticas (Hadebe
et al., 2017). O sorgo é uma planta diploide, com
um genoma relativamente pequeno (~730 Mbp),
o que facilita os estudos genéticos e gendmicos
em comparagao com culturas poliploides, como a
cana-de-agucar. Além disso, apresenta uma ampla
variabilidade genética, tanto em espécies cultivadas
quanto selvagens, sendo um valioso recurso para
estudos de engenharia genética visando aprimorar
caracteristicas, como produtividade e resisténcia a
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estresses bidticos e abidticos, entre outras (Paterson
et al., 2009).

As técnicas modernas de melhoramento
tém evoluido para incorporar 0s avangos
biotecnolégicos, aumentando a eficiéncia e
a precisdo dos programas de melhoramento.
Apesar das vantagens genéticas do sorgo, a
transformagdo dessa planta enfrenta desafios
significativos. Os métodos mais comuns para
a transformacdo do sorgo sdo o bombardeio
de particulas e a transformacdo mediada por
Agrobacterium tumefaciens. O bombardeio de
particulas, também conhecido como biobalistica,
consiste na insergéo fisica de DNA em células ou
tecidos por meio da aceleragao de particulas, como
ouro ou tungsténio, revestidas com DNA (Sanford
et al.,, 1987). Um problema recorrente desse
método € a integracdo aleatéria de multiplas
copias do transgene no genoma, o que pode
levar a rearranjos e silenciamento do transgene
(revisado por Kohli et al., 2003). Em contraste, a
transformacao mediada por A. tumefaciens tende
a gerar eventos com inser¢ao uUnica ou de baixo
numero de copias de transgenes, apresentando
a vantagem adicional de resultar em menor
rearranjo do DNA integrado (Gelvin, 2003). No
entanto, como o sorgo ndo é um hospedeiro
natural para essa bactéria, a otimizagdo dos
protocolos para diferentes linhagens é essencial.
O primeiro relato de transformacdo estavel de
sorgo utilizando A. tumefaciens foi descrito por
Zhao et al. (2000), com melhorias subsequentes
nos protocolos sendo documentadas em estudos
posteriores (Gurel et al., 2009; Wu et al., 2014; Do
et al., 2016).

A otimizacao dos protocolos de regeneracéo e
de transformacao é crucial para a compreensao da
funcdo genética e a melhoria das caracteristicas
agronémicas do sorgo. Nesse contexto, os
genes repoérter desempenham um  papel
fundamental na avaliagdo e no aprimoramento
dos métodos de transformacado. Entre os genes
reporter mais utilizados, destacam-se a proteina
fluorescente verde (GFP) (Chalfie et al., 1994) e
a B-glucuronidase (GUS) (Jefferson et al., 1987).
Embora a GFP seja eficaz para o monitoramento
da expressdo génica, sua visualizacdo requer
equipamentos capazes de detectar diferentes
comprimentos de ondadaluz. O generepérter GUS
também é utilizado, com sucesso, para monitorar
padroes de expressdao génica. No entanto, a
coloragdo GUS ¢é invasiva e frequentemente
requer a eliminagado das plantas, além de exigir a
adicdo de substratos caros, como o X-Gluc. Além
disso, o uso do GUS néo ¢é ideal para condigdes
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estéreis, como culturas de tecido, pois a adigéo de
substratos aumenta o risco de contaminagao por
microrganismos.

Recentemente, uma nova abordagem surgiu
com o desenvolvimento do sistema reporter
baseado na via metabdlica das betalainas,
descrito por He et al. (2020). O sistema RUBY,
desenvolvido por esses pesquisadores, emprega
trés genes da via metabdlica das betalainas
(CYP76AD1, DODA e Glucosyltransferase), que
sao responsaveis pela conversdo do aminoacido
tirosina em betalaina. Esses genes, conectados
pelo peptideo 2A e controlados por um unico
promotor, codificam as enzimas necessarias para
a biossintese de betalaina, resultando em uma
cor vermelha brilhante visivel a olho nu. Esse
sistema representa uma inovacao significativa,
pois permite a visualizagdo continua da expressao
génica ao longo do ciclo de vida da planta sem
a necessidade de substratos ou equipamentos
caros.

Neste estudo, detalhamos a transformacéao
genética de embrides imaturos de sorgo
mediada por A. tumefaciens e usamos o sistema
reporter RUBY para demonstrar a viabilidade da
sua utilizagcdo para monitorar a transformacgao
de diferentes linhagens de sorgo, pertencentes
ao banco de germoplasma da Embrapa Milho
e Sorgo e da linhagem publica P898012.
Aabordagem proposta visa ndo apenas melhorar
a eficiéncia dos protocolos de transformacao,
mas também fornecer uma ferramenta pratica e
econdmica para o monitoramento da expressao
génica no sorgo.

Material e métodos

Cultivo de plantas de sorgo

Plantas de sorgo das linhagens SC566,
ATF10B, ATF14B, SC283, BTX623, SC566-NIL
(BRO12_SbMATE_SC566), pertencentes ao banco
de germoplasma da Embrapa Milho e Sorgo e da
linhagem publica P898012, foram cultivadas em
casa de vegetagdo na Embrapa Milho e Sorgo,
em Sete Lagoas, MG, Brasil, e sob condi¢cdes
controladas com temperaturas diurnas e noturnas
de 30 °C e 24 °C, resoectuvanebte, e fotoperiodo
de 14 horas de luz e 10 horas escuro. As plantas
foram irrigadas e fertilizadas conforme necessario.
Sementes imaturas foram coletadas de paniculas
de sorgo entre 11 dias e 14 dias apds a polinizagao,
quando o embrido imaturo de sorgo estava com
aproximadamente 1,5 a 2 mm de comprimento.

Construgao génica

Para a transformacao das linhagens de sorgo,
foi utilizada a estirpe EHA101 de Agrobacterium
tumefaciens contendo o plasmideo UBQ:RUBY
(Figura 1). Esse plasmideo foi gentilmente fornecido
por Yunde Zhao (Addgene plasmideo #160909).
Ele contém os trés genes biossintéticos da via
metabdlica das betalainas (CYP76AD1, DODA e
Glucosiltransferase) fundidos em uma Unica regido
codante. Entre os genes, foram inseridas sequéncias
que codificam peptideos 2A. O sistema reporter
RUBY esta sob o controle do promotor de ubiquitina
de milho (ZmUBI) e do terminador transcricional
HSP18.2 de Arabidopsis (He et al., 2020).

. EEEE o | | e
CICLO:-DOPA 4

A TIROSINA BETANIDINA
AcIDO BE'EI'ALAM ico

Figura 1. Sistema repdrter RUBY e biossintese de betalaina. (A) Sistema repérter RUBY: para expressar toda a via
biossintética da betalaina em um Unico cassete, os trés genes da biossintese de betalaina foram fundidos em um Unico
open reading frame, que pode ser expresso usando um unico promotor (ZmUBI) e terminador (HPS18.2). Entre os genes,
foram inseridas sequéncias que codificam peptideos 2A. (B) Biossintese da betalaina: a tirosina é oxidada pela CYP76AD1
(1) em L-DOPA, que pode ser convertida em CICLODOPA (2) pela CYP76AD1. Na presenga da L-DOPA 4,5-dioxygenase
(DODA) (3), a DOPA é oxidada e circularizada em acido betalamico. A CICLODOPA se condensa com o acido betalamico,
numa reagao nao enzimatica, para produzir betanidina. A glucosilagdo da betanidina (4) gera a betalaina de cor vermelha.

llustracdo: Andréa A. Carneiro.
Fonte: Adaptado de He et al. (2016).
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Preparo do inéculo de Agrobacterium
tumefaciens para transformacdo de embrides
imaturos de sorgo

O estoque de Agrobacterium tumefaciens foi
retirado do freezer a -80 °C. Sob condicdes estéreis,
a capela de fluxo laminar, a bactéria foi estriada
em uma placa de Petri contendo meio YEP sdélido,
suplementado com 50 ug mL"' de canamicina e 30 ug
mL" de rifampicina. Em seguida, a placa foi vedada
com parafilm e incubada a 28 °C por 2 a 3 dias para
permitir o crescimento das colbénias bacterianas.
Apo6s a formagéo de colbnias isoladas, a placa foi
armazenada na geladeira a 4 °C, sendo considerada
uma “placa mensal’, que pode ser utilizada em
procedimentos de transformacgéo por até 30 dias.

No dia anterior & transformagéo genética, foi
preparada uma placa de trabalho a partir da placa
mensal. Em condicbes estéreis, uma colbnia
bacteriana isolada foi selecionada utilizando uma
alca de platina e estriada em uma nova placa de
Petri contendo meio YEP sélido suplementado com
os antibidticos apropriados. Em seguida, a placa foi
vedada com parafilm e incubada a 27 °C durante
a noite (~20 horas), permitindo o crescimento das
colbnias bacterianas.

Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 267

Procedimento de transformacdo genética de
embrides imaturos de sorgo

O processo de transformagdo genética de
sorgo foi baseado nos experimentos de Do
et al. (2016). A constituicdo dos meios de cultivo
utilizados para a transformacgéo e a regeneragao
de plantas transformadas de sorgo esta descrita
na Tabela 1.

Para a transformacéao genética, inicialmente,
foi preparada uma solugdo de infecgcdo em um
Erlenmeyer estéril de 125 mL, adicionando-se 50
mLde meio de infecgdo e 50 pL de acetoseringona
(estoque AS 100 mM). A concentragao final de
acetoseringona foi ajustada para 100 uM. Essa
solugao foi utilizada tanto para o preparo do
inéculo de A. tumefaciens quanto na etapa de
extracdo dos embrides.

Para o indculo de A. tumefaciens, foram
aliquotados 10 mLda solugao de infecgdo em um
tubo Falconde 50 mL. Com o auxiliode umaalgade
platina estéril, loops de células de A. tumefaciens
da placa de trabalho foram inoculados na solugéao
contida no tubo Falcon até atingir uma densidade
optica (0.D.550) entre 0,3 e 0,4. Em seguida, o
tubo foi incubado horizontalmente sob agitacéo
de 100 rpm a 22 °C por 2 horas.

Tabela 1. Reagentes e meios de cultivo utilizados para a transformagéo genética de sorgo.

. = . Repouso Selecdo Regeneragio Enraizamento

Reagentes  Unidade/l Infecgdo (INFS) Cocultivo(CCS) (RS) (SS) (SMS) (GS)
MS sais g 4,3 4,3 4,3 4,3 43 4,3
MES g 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Prolina g (-) 0,7 1 1 (-) (-)
2,4-D mg 15 15 15 1,5 (=) (-)
Sacarose g 68,5 20 30 30 30 30
Glicose g 36 10 (-) (=) ) (-)
Vitamina B5 ou
Gamborg ml 1 1 1 1 1 1
(1000X)
Acido ascérbico mg ) 10 =) ) &) =)
BAP mg =) ) (=) =) 1 (=)
AIA mg =) =) =) =) 1 =)
IBA mg =) =) =) 1
Agar g (=) 8 8 8 8
PVPP g (-) 10 10 10 10 10
AS (Estoque 100
Mm) mi 1 1 ) ) ) )
CuSO4 mg (-) (-) 0,16 0,16 0,16 0,16
Asparagina g =) ) 1 1 =) )
KH,PO4 g -) =) 1 1 =) )
Tioxin ou
Cefotaxime mg (-) (-) 200 200 200 (-)

. Conforme Conforme
Agente seletivo mg © © © necessario  necessario ©
pH 52 58 5.8 58 58 5.8
Tempo 10 min. 3dias 10dias 10-15dias 4-6semanas 2-3 semanas
Filtrar Autoclavar Autoclavar Autoclavar  Autoclavar Autoclavar

(-): Informacéo nao aplicavel.
(INFS): Meio de infecgéo de sorgo.
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Parte do meio de infecgdo contendo
acetoseringonafoialiquotado (1,0 mL)em microtubos
de 2,0 mL, os quais foram acondicionados em
geladeira até o momento da coleta dos embrides
imaturos. O restante do meio de infeccdo foi
armazenado em geladeira para ser utilizado na
lavagem dos embrides durante o processo de
extragao.

Preparo dos embrides de
transformacao genética

sorgo para

O preparo adequado dos embrides de sorgo é
essencial para garantir a eficacia da transformagéao
genética. O processo envolve a desinfestacao das
sementes e a extragcdo dos embrides imaturos da
semente, e deve ser realizado com cuidado para
evitar contaminagdes e assegurar o sucesso dos
experimentos subsequentes.

Para a desinfestacdo das sementes de sorgo,
uma solugédo desinfetante de hipoclorito de sdédio
comercial a 50%, acrescida de duas gotas de
detergente comercial por litro de solugéo, foi
transferida para um béquer de 250 mL, garantindo
volume suficiente para cobrir as sementes. O béquer
foi colocado no agitador magnético, e a solugéo foi
agitada com as sementes por 30 minutos, garantindo
uma interagado uniforme entre o agente esterilizante
e as sementes.

Apés agitagdo, as sementes foram lavadas
quatro vezes com agua destilada autoclavada, de
forma a remover quaisquer residuos de hipoclorito
e detergente. Por fim, as sementes lavadas foram
armazenadas em um ambiente controlado dentro da
camara de fluxo laminar até 0 momento da extragéao
dos embrides imaturos.

Transformagao genética dos embriées imaturos
de sorgo

Os procedimentos de extragdo de embrides
imaturos de sorgo e de transformagéo genética foram
iniciados apds um periodo de 2 horas de ativagéo da
Agrobacterium tumefaciens. Na camara de fluxo laminar,
os embrides imaturos foram excisados do interior das
sementes, utilizando-se uma espatula e uma pinga
estéreis. Os explantes foram colocados em microtubos
contendo 1,0 mLde meio de infeccdo previamente
preparado e armazenado em geladeira, sendo coletados
50 embrides para cada microtubo. Em seguida, 0 meio
de infeccao foi descartado e 1,0 mL de novo meio de
infeccao foi adicionado a cada microtubo.

Um tratamento térmico dos embrides de sorgo
foi realizado apds a remocéo do meio de infecgao.
Para esse tratamento, o microtubo com os embrides
foi colocado em banho-maria a 43 °C por 3 minutos,
seguido de um banho-maria a 25 °C por 2 minutos.
Apds o tratamento térmico, foi adicionado 1,0 mLda
solucdo de infecgdo contendo Agrobacterium.
O microtubo foi invertido suavemente 20 vezes para
garantir a mistura homogénea da solugéo bacteriana
com os embrides, e entdo foi acondicionado em
posicdo horizontal e em ambiente escuro por 10
minutos. Em seguida, o conteudo do microtubo
foi transferido para uma placa de Petri contendo
meio de cocultivo, e o excesso de Agrobacterium
foi retirado com o auxilio de uma pipeta P1000.
Os embrides foram posicionados com o0 eixo
embrionario voltado para o meio. As placas foram
entdo incubadas em uma estufa a 22 °C por 7 dias,
periodo durante o qual a Agrobacterium transferiu o
material genético para as células dos embrides de
sorgo, caracterizando a etapa de cocultivo.

Selecédo de células transformadas e regeneragéao
das plantas de sorgo

Apos o periodo de cocultivo, os embrides
infectados foram transferidos para o meio de repouso
de sorgo (RS), sendo colocados 20 embriées em
cada placa contendo o meio. Esse meio continha
antibidtico paraeliminara Agrobacteriumtumefaciens
e promover o desenvolvimento inicial dos embrides.
As placas foram incubadas em ambiente escuro a
27 °C dentro da sala de crescimento por 5 dias. Apés
esse periodo, os embrides foram transferidos para
um novo meio RS, onde permaneceram por mais
5 dias. Durante esse tempo, os embrides imaturos
comegaram a formar calos embriogénicos.

Para a selegdo das células transformadas, foi
utilizado o sistema repérter RUBY, que permite a
detecgéo das células transformadas pela produgao
de betalaina, um composto de cor vermelha.
As células que apresentavam essa coloragao
indicavam sucesso na transformacgao genética.

Os calos transformados foram entéo transferidos
para meio de regeneragdao (meio SMS) para
induzir a regeneracao das plantas. Os calos foram
quebrados em fragmentos menores, com cerca de
5 mm, e as regides escuras foram descartadas.
Esses fragmentos foram incubados em ambiente
iluminado, a 27 °C, para estimular a formagao de
brotacoes.

Quando as brotacbes comecaram a se
desenvolver, as plantulas foram transferidas para
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frascos contendo meio de germinacao (meio GS).
Apods o periodo de germinagao, as plantulas foram
aclimatadas em casa de vegetagao, um estagio final
que prepara as plantas para a transicéo ao ambiente
externo, garantindo sobrevivéncia e crescimento
adequados.

Resultados e discussao

A integracdo de biotecnologia com métodos
tradicionais de melhoramento genético pode auxiliar
no aprimoramento das caracteristicas agronémicas
do sorgo. No entanto, como evidenciado em estudos
anteriores (Casas et al.,, 1993; Zhao et al., 2000;
Grootboom et al., 2010), o sorgo é considerado uma
cultura recalcitrante para a transformagao genética,
0 que apresenta desafios significativos para a
engenharia genética dessa planta.

Conhecer a suscetibilidade dos gendtipos
e explantes a transformagdo mediada por
Agrobacterium é crucial para o desenvolvimento de

Foto: Andréa A. Carneiro
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estratégias eficazes para culturas recalcitrantes.
Um requisito essencial para a criagdo de um
protocolo de transformagao genética para qualquer
espécie € a capacidade de distinguir de forma
confiavel os tecidos transformados dos n&o
transformados, e um marcador visivel pode ser
extremamente util. Também de grande importancia
é verificar de maneira eficiente e rapida se a
estirpe de A. tumefaciens utilizada é capaz de
infectar o gendtipo de sorgo de interesse, uma vez
que a interagdo Agrobacterium/planta € genotipo
dependente.

Neste estudo, investigamos o potencial de
transformagdo de sete gendtipos de sorgo por
Agrobacterium tumefaciens. Foram utilizadas
as linhagens SC566, ATF10B, ATF14B, SC283,
BTX623, SC566-NIL (BR012_SbMATE_SC566),
pertencentes ao banco de germoplasma da
Embrapa Milho e Sorgo, e a linhagem publica
P898012. Os embrides zigdticos imaturos desses
genodtipos foram infectados com A. tumefaciens
EHA101 portadora do vetor binario contendo o
sistema RUBY como gene reporter.

Figura 2. Expresséo transiente e estavel do sistema repérter RUBY em sorgo. Expressao transiente em embrides ima-
turos de sorgo 3 dias apds a infecgdo com A. tumefaciens contendo o sistema reporter RUBY controlado pelo promotor
ZmUBI (A). Calo ap6s 4 semanas em meio de cultivo. Regides vermelhas expressando a betalaina de maneira estavel (B).
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A expresséo transiente da construgdo génica
ZmUBI::RUBY, 5 dias ap6s a infeccdo dos
embrides imaturos por A. tumefaciens, levou a
producdo de betalaina nos embrides de sorgo.
Embrides infectados pela A. tumefaciens sao
facilmente identificados pela cor vermelha da
betalaina (Figura 2). A linhagem que apresentou
0 maior numero de embrides infectados foi a
P898012, com 86%, seguida das linhagens
ATF10B (67%), ATF14B (63%), SC283 (43%),
SC566 (14%) e BTX623 (3%). A linhagem SC566-
NIL n&o foi infectada pela A. tumefaciens EHA101
(Tabela 2).

7

A transformagdo do sorgo pode levar de 10
semanas a 15 semanas, desde a infeccao até
a regeneragdo das plantas transgénicas. Para
avaliar a eficiéncia da infeccao por Agrobacterium,
seria necessario aguardar a formagéo das plantas
e realizar analises moleculares para confirmar
a transgenia. Com o sistema reporter RUBY, no
entanto, é possivel obter resultados em apenas
5 dias e identificar as melhores combinacdes de
linhagens de sorgo e Agrobacterium. Este estudo
mostrou que a cepa Agrobacterium tumefaciens
EHA101 foi eficaz na infeccdo das linhagens
P898012, ATF10B e ATF14B, sugerindo ser

Tabela 2. Transformagéo genética de embrides imaturos de sorgo com o sistema reporter RUBY.

Nudmero de Médias
Cultivar embrides transformadas Desvio padrao
utilizados (%) (%)
P898012 150 86 4,58
ATF10B 150 66,67 5,03
ATF14B 150 63,33 9,09
SC283 150 43,33 5,03
SC566 150 14 4
BTX623 150 3,33 3,05
SC566_NIL 150 0 0

uma das melhores opgbes para gerar plantas
transgénicas de sorgo.

Quatro semanas apdés a infecgdo, foi
observado que a maioria da expressao inicial da
betalaina (transiente) desapareceu e apenas calos
transformados de modo estavel se desenvolveram.
A expressdo do sistema reporter RUBY tornou
os calos transformados visivelmente vermelhos
(Figuras 3A, 3B e 3C), facilitando a distincao
entre transformados e ndo transformados. Calos
com diferentes tonalidades de vermelhos se
desenvolveram, provavelmente por diferengas do
local de integracéo do T-DNA, que gerou diferentes
eventos de transformacao.

Plantas de sorgo expressando betalaina foram
regeneradas ap6s 10 semanas em cultura de
tecidos. As plantas de sorgo contendo a construgao
ZmUBI::RUBY  produziram uma quantidade

suficiente de betalaina para se tornarem visualmente
evidentes, o que esta em consonancia com relatos
anteriores de que o promotor da ubiquitina de milho
é constitutivamente ativo, resultando em coloragao
vermelha em todos os tecidos ao longo do ciclo de
vida da planta (Figura 3D).

A tilizacgo do RUBY oferece vantagens
significativas sobre os reporteres existentes, uma
vez que nao requer equipamentos especializados
ou substratos caros para sua deteccdo. O sistema
RUBY, portanto, representa uma alternativa
econOmica e conveniente para o monitoramento da
expressdo génica e da transformacgéo de plantas.
Neste trabalho, o sistema reporter RUBY foi utilizado
com sucesso para selecionar alguns dos melhores
genotipos de sorgo, pertencentes a Embrapa Milho
e Sorgo, que podem ser utilizados na transformagéo
mediada por A. tumefaciens EHA101.



Foto: Andréa A. Carneiro

Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 267

Figura 3. Expressao do sistema reporter RUBY. Calos apds 4 semanas em cultura de tecidos (A, B e C). Planta de sorgo
regenerada expressando o sistema reporter RUBY controlado pelo promotor da ubiquitina de milho (ZmUBI) (D).

Conclusoes

A utilizagédo do sistema repérter RUBY facilitou
a identificacdo e a selecdo de gendtipos de
sorgo com maior potencial para transformacgao.
O sistema RUBY proporcionou uma ferramenta
pratica e econdmica para monitorar a expressao
génica, permitindo resultados rapidos em apenas
5 dias, ao invés de esperar semanas ou meses
para confirmagdes moleculares. Esse avanco
€ particularmente valioso para acelerar os
programas de melhoramento e garantir o sucesso
da engenharia genética em linhagens especificas
de sorgo. Os resultados indicam que as linhagens
P898012, ATF10B e ATF14B sao promissoras
para futuras transformacdes, destacando-se como
opgdes viaveis para programas de melhoramento
genético. Assim, o sistema RUBY nao so facilita
o0 processo de transformagdo, mas também abre

novas possibilidades para o aprimoramento
de caracteristicas agrondmicas essenciais,
contribuindo para a sustentabilidade e a adaptacao
do sorgo as condigdes climaticas adversas.
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