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Resumo - Com o advento da Engenharia Genética e os avangos da Biologia Molecular,
ja é possivel, hoje, introduzir novas caracteristicas genéticas em um determinado
organismo pela manipulacao direta dos genes. A transformacgdo genética permite
a troca de genes entre organismos filogeneticamente distantes e que ndo cruzam
entre si, ampliando de forma espantosa a variabilidade genética disponivel para
os programas de melhoramento. Os métodos mais utilizados no momento, para a
obtencdo de plantas transgénicas, sdo a transformacao via Agrobacterium, que faz uso
de uma bactéria de solo capaz de promover naturalmente a transferéncia de genes
exégenos para o genoma de plantas, a transformagédo via biobalistica, que se baseia
na transferéncia de genes para as células vegetais por intermédio de microprojéteis
disparados diretamente para o interior da célula, e a transformacao via eletroporacao,
que gera poros na membrana de protoplastos por pulsos elétricos, permitindo que o
gene exogeno penetre no interior da célula e integre-se ao genoma. Existem, ainda,
outros métodos de transformacao de plantas, utilizados em menor escala. De maneira
geral, ndo ha um método de transformacao melhor que o outro, visto que a eficiéncia
esta relacionada principalmente com o objetivo, o custo, a operacionalidade técnica e
a espécie trabalhada.

Palavras-chave: Transformagdao de plantas. Construcao génica. Agrobacterium.
Biobalistica. Eletroporagao.

classico, em que caracteristicas fenotipi- de melhoramento esbarram em uma série

Hé muitos anos, plantas cultivadas

cas de interesse, determinadas por genes, de problemas, como redugdo da variabi-

vém sendo manipuladas geneticamente  sdo transferidas a progénie por meio de lidade genética, ligagdo génica, selegdo

pelo homem, por meio de melhoramento  cruzamentos. No entanto, esses métodos  de caracteristicas poligénicas, mutagdes

"Eng? Agre, D.Sc., Pesq. U.R. EPAMIG SM-FECD, Caixa Postal 33, CEP 37780-000 Caldas-MG. Correio eletrénico: cancado@epamig.br

2Eng® Florestal, Ph.D., Pesq. Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, CEP 70770-900 Brasilia-DF. Correio eletrénico:
anacmb@cenargen.embrapa.br

SBiotecnologista, Bolsista FAPEMIG/U.R. EPAMIG SM-FECD, CEP 37780-000 Caldas-MG. Correio eletrénico: anapaula@epamigcaldas.gov.br
4Biotecnologista, Bolsista FAPEMIG/U.R. EPAMIG SM-FECD, CEP 37780-000 Caldas-MG. Correio eletrénico: moniquecarolinamg@yahoo.com.br
SBidlogo, Mestrando em Genética e Melhoramento, UFV, CEP 36570-000 Vi¢cosa-MG. Correio eletrénico: gesant@yahoo.com.br

8Eng? Agre, D.Sc., Pesq. U.R. EPAMIG SM-FECD, CEP 37780-000 Caldas-MG. Correio eletronico: barbarafontes@epamig.br

"Eng® Agre, D.Sc., Bolsista FAPEMIG/U.R. EPAMIG SM-FECD, CEP 37780-000 Caldas-MG. Correio eletronico: hsrocha2009@gmail.com

8Eng? Agre, Doutorando em Fitotecnia, UFLA, CEP 37200-000 Lavras-MG. Correio eletrénico: freitasgfl@yahoo.com.br

Informe Agropecudrio, Belo Horizonte, v.30, n.253, p.14-23, nov./dez. 2009




Biotecnologia

15

espontaneas e incompatibilidade sexual,
além do longo tempo necessario para
transferir caracteristicas desejaveis para
genoétipos ja melhorados. Atualmente, o
melhoramento de plantas pode recorrer as
modernas técnicas de Engenharia Genéti-
ca para auxiliar na resolucdo de algumas
dessas limita¢des. A combinagdo de técni-
cas de Biologia Molecular, de cultura de
tecidos e de transferéncia de genes resultou
no desenvolvimento da transformagao
genética de plantas. Pratica que consiste
na introducdo controlada de um gene no
genoma de uma planta e sua posterior
expressdo, conferindo a esta planta uma
nova caracteristica. Como esse gene pode
ser oriundo de diferentes organismos (ve-
getais, animais, bactérias, virus, fungos
etc.), dai a denominagao transgene ou gene
exogeno.

A introducgao do transgene no genoma
vegetal receptor ¢ feita de forma controlada
e de modo independente da fecundagao.
Uma vez incorporado no genoma e ex-
presso de maneira estavel, o transgene
passa a fazer parte do patrimdnio genético
da planta, no alterando sua constitui¢ao
genética global. Assim, as plantas transgé-
nicas constituem, hoje, fonte adicional de
variabilidade genética para ser incorporada
aos programas de melhoramento.

Atualmente, as plantas transgénicas
tém grande importancia na agricultura
mundial, sendo grande parte da area culti-
vada com espécies de interesse agronomico
ocupada por variedades transgénicas. Em
2008, cerca de 125 milhdes de hectares
foram cultivados com culturas transgénicas
em 25 paises, segundo relatdrio do Interna-
tional Service for the Acquisition of Agri-
Biotech Applications (ISAAA) (Quadro 1).
A area ¢ maior que o dobro do territorio da
Franga ou cerca de quatro vezes e meia a
do estado de Sdo Paulo. A transgenia ¢ uma
ferramenta biotecnoldgica que tem gerado
grandes beneficios para a humanidade,
mas sao necessarias avaliagdes minuciosas
dos impactos da liberacdo do cultivo de
plantas transgénicas sobre a satide humana
e animal, sobre o meio ambiente e sobre
a sociedade.

COMO SAO OBTIDAS AS
PLANTAS TRANSGENICAS

Para obter uma planta transgénica, sdo
necessarias trés etapas basicas. A primeira,
geralmente a mais limitante, ¢ a identi-
ficagdo do gene que ira conferir a nova
caracteristica de interesse para a planta em
estudo. A variabilidade genética existente
nanatureza torna-se potencialmente a fonte
desses genes. Entretanto, para ser manipu-
lado, o gene responsavel pela caracteristica
de interesse deve ser localizado e isolado
dos demais genes no genoma do organis-
mo doador. De posse do gene, este sera
caracterizado, introduzido em vetores para

transformagdo e, s6 entdo, transferido para
o genoma da planta em estudo (ARAGAO;
RECH, 1998).

A segunda etapa consiste no desenvol-
vimento de uma metodologia eficiente de
transformagdo da espécie vegetal de inte-
resse. Atualmente, diferentes estratégias
para a transferéncia de genes em plantas
estdo disponiveis, sendo as mais utilizadas
as de transformagdes via Agrobacterium,
biobalistica e eletroporagao. A tltima etapa
para a transforma¢do de uma planta é o
estabelecimento de um sistema eficiente,
simples e, principalmente, reproduzivel
de regeneracao in vitro da espécie vegetal.

QUADRO 1 - Area cultivada com transgénicos no mundo, em 2008

Posigao Pais . I_Xrea
(milhoes de ha)
1° EUA 62,5
20 Argentina 21,0
3o Brasil 15,8
4o India 7,6
50 Canada 7,6
6° China 3,8
7° Paraguai 2,7
8o Africa do Sul 1,8
9° Uruguai 0,7
102 Bolivia 0,6
112 Filipinas 0,4
120 Australia 0,2
132 México 0,1
140 Espanha 0,1
15° Chile <0,1
16° Colémbia <0,1
17¢ Honduras <0,1
18¢ Burquina Fasso <0,1
192 Republica Checa <0,1
20° Roménia <0,1
21¢° Portugal <0,1
22¢ Alemanha <0,1
23¢ Polénia <0,1
24° Eslovaquia <0,1
25¢ Egito <0,1

FONTE: Clive James (2008 apud INTERNATIONAL SERVICE FOR THE ACQUISITION OF
AGRI-BIOTECH APPLICATIONS, 2008).
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Durante o processo de regeneragao, a célu-
la inicialmente transformada multiplica-se
e da origem a uma planta inteira, na qual
todas as células vao conter a nova infor-
magcdo introduzida. A regeneragdo dessa
planta baseia-se no principio da totipotén-
cia, isto €, a potencialidade que as células
vegetais tém de diferenciar-se, originando
um novo individuo.

Cada espécie vegetal ou diferentes
genoétipos dentro de uma mesma espécie
tém exigéncias nutricionais ¢ hormonais
diferenciadas para a sua regeneracao.
Alguns apontam a dificuldade em cultivar
determinadas espécies vegetais in vitro
como o principal limitante a transformacao
de plantas no momento. No entanto, os
grandes avangos obtidos na pesquisa com
reguladores de crescimento de vegetais
e cultura de tecidos fazem com que um
numero crescente de plantas possa ser re-
generado via cultivo in vitro, permitindo a
obten¢do de um maior niimero de espécies
vegetais capazes de ser geneticamente
transformadas.

IDENTIFICACAO E
ISOLAMENTO DE GENES DE
INTERESSE

O genoma de uma bactéria contém,
aproximadamente, 5 mil genes; o de
plantas tem em torno de 40 mil a 60 mil,
enquanto que o dos seres humanos, em-
bora este dado ainda ndo seja conhecido
com exatidao pelos cientistas, ¢ estimado
em 30 mil a 50 mil genes. Os genes de
organismos vivos, independentemente de
sua complexidade, sdo constituidos por
segmentos de um mesmo tipo de molécula:
o acido desoxirribonucleico (DNA), exceto
para alguns tipos de virus, cujo material
genético ¢ o acido ribonucleico (RNA).
Esta caracteristica é que permite que genes
de um organismo sejam potencialmente
funcionais em outro.

Uma forma de identificar e isolar ge-
nes de interesse ¢ por meio da construgao
de uma biblioteca gendmica. Para isso, o
DNA do organismo que contenha o gene,
que potencialmente for utilizado, sera iso-
lado e, em seguida, cortado em pequenos

fragmentos com o auxilio de enzimas de
restricdo, que agem como tesouras mo-
leculares. Esses fragmentos sdo, entdo,
ligados em fragmentos circulares de DNA
(plasmideos), inseridos em bactérias e mul-
tiplicados pelo seu crescimento exponen-
cial. A partir dai, é s6 selecionar a col6nia
de bactérias que contém o fragmento de
DNA correspondente ao gene de interesse
(CORDOVAL, 2002). Uma forma de fazer
isso € pelo sequenciamento de cada um
dos fragmentos de DNA que constituem a
biblioteca gendmica. Dessa maneira, uma
quantidade imensa de genes de virus, bac-
térias, fungos, plantas, animais ¢ humanos
ja foi isolada, identificada, caracterizada,
e suas sequéncias de nucleotideos dispo-
nibilizadas para a comunidade cientifica
em bancos de dados gigantescos como o
GenBank (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION,
2009).

O isolamento, a identificagdo e a carac-
terizagdo de genes assistem avangos conti-
nuos e rapidos nas tltimas duas décadas e,
como exemplo de novas tecnologias, po-
dem-se citar a bioinformatica ¢ a gendmica
funcional. Métodos que estudam padrao
de expressdo de genes e de biossintese de
proteinas em larga escala, tais como trans-
criptomas (microarranjos de DNA), prote-
omas e metabolomas, aceleram e facilitam
aidentificagdo de genes-alvo entre dezenas
ou mesmo centenas de milhares de outros
genes, além de possibilitar ao pesquisador,
uma visao mais ampla dos processos me-
tabolicos em nivel molecular.

Diversos genes de interesse agronomi-
co ja foram isolados, tais como genes que
codificam proteinas capazes de modificar
herbicidas, inativando-os. Desse modo,
culturas que contém esse gene poderiam
tornar-se resistentes ao herbicida, facili-
tando o controle de plantas daninhas. Ha
também, genes bacterianos que codificam
proteinas com propriedades toxicas para
insetos. Os insetos ao se alimentarem de
plantas que expressam esse gene morre-
riam ou se desenvolveriam com menor
eficiéncia, reduzindo ou mesmo evitando
seu controle por meio da aplicac@o de inse-
ticidas quimicos, que podem ser danosos a

satde e ao ambiente (LACERDA, 2006).

As caracteristicas dos exemplos citados
sdo monogénicas, ou seja, o fendtipo €
determinado pela expressdo de um Unico
gene. Mas ¢ necessario salientar que muitas
caracteristicas importantes para a agricul-
tura sdo poligénicas ou multigénicas, ou
seja, o fenotipo é determinado pela expres-
sdo e/ou repressao temporal e espacial de
varios genes, simultaneamente ou em uma
cascata coordenada de eventos. Resistén-
cia a seca, altura de planta e potencial de
producdo sdo exemplos de fendtipos con-
trolados por varios genes. Diante da grande
complexidade, a identificag@o de todos os
componentes genéticos para caracteristicas
multigénicas ainda ¢ um desafio para a
ciéncia (LACERDA, 2006).

VETORES PARA
TRANSFORMACAO DE
PLANTAS

Os vetores utilizados para a transfoma-
cdo genética de plantas sdo, geralmente,
plasmideos bacterianos, nos quais o gene
de interesse foi clonado. E o que vem a ser
um plasmideo? As bactérias sdo conheci-
das por possuirem uma molécula de DNA
dupla hélice, de maior tamanho, definida
como DNA cromossdmico e moléculas de
DNA circular, de menor tamanho (2 mil a
15 mil pares de base), denominadas plas-
mideos (ARAGAO; RECH, 1998). Esses
sdo independentes do DNA cromossomico,
com replicagdo autdnoma no interior da
célula. Varios plasmideos de bactérias
foram manipulados pelo homem para
ser utilizados como vetores para trans-
formacdo de plantas (Fig. 1). Uma vez
identificado o gene de interesse no genoma
do organismo doador, sua sequéncia codifi-
cadora (posteriormente traduzida em uma
proteina) devera ser isolada e transferida
para um cassete, onde sera flanqueada
por um promotor, que permite que o gene
seja reconhecido por enzimas especificas
e expresso corretamente em plantas, e um
sinal de terminag@o, que promove o final
da leitura do gene. Esse cassete, contendo
o0 gene quimérico ¢ entdo transferido para
um plasmideo que sera utilizado como
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Figura 1 - DNA plasmidial contendo o cassete de transformacéo (plasmideo Ti)

NOTA: O cassete de transformacéo é composto pelo gene de interesse e suas sequéncias regulatérias (promotor e regido de termina-
¢Go), associados aos genes marcadores e suas sequéncias regulatérias. As setas indicam os sitios de reconhecimento pelas en-
zimas de restricdo (onde ocorre a clivagem do écido desoxirribonucléico (DNA)) e que flanqueiam o cassete de transformagéo,
em que, BD = borda direita e BE - borda esquerda.

vetor de transformagdo de plantas (Fig. 1).
De forma geral, um vetor de transformagao
contém basicamente o gene de interesse,
um gene de selegdo e um gene reparter,
necessarios para a identificacdo das plantas
que foram efetivamente transformadas.
A esse conjunto de genes ¢ dado o nome
de DNA de transferéncia (T-DNA), que
sera transferido para o genoma da planta
(DELU FILHO; CASCARDO; FONTES,
1999).

GENES MARCADORES DE
SELECAO E REPORTERES

Genes marcadores de selegdo sdo
aqueles que codificam para uma proteina
com uma atividade enzimatica ou para
um produto, que ird conferir as células
transformadas da planta resisténcia a um
determinado substrato. A finalidade do uso
de um gene marcador de selec¢ao é permi-
tir que apenas as células transformadas

cresgam em detrimento as células ndo-
transformadas. Assim, as plantas trans-
formadas deverdo possuir, além do gene
de interesse, um gene marcador de sele¢ao
que ira conferir resisténcia a uma determi-
nada substancia toxica ao desenvolvimento
das plantas, geralmente um antibidtico ou
um herbicida. Uma eficiente sele¢do é de
grande importancia para a obtengdo de
plantas transformadas, pois, na presenca do
agente seletivo, somente aquelas que foram
efetivamente transformadas conseguem
desenvolver-se, por causa da resisténcia
conferida pelo gene de selecdo. Por outro
lado, genes repdrteres sdo aqueles que
codificam para uma proteina, geralmente
com atividade enzimadtica, cujo produto ¢
facilmente detectavel.

Esses genes possibilitam a identifi-
cacdo ou marcacao das células transfor-
madas sem contudo eliminar as células
nao-transformadas. Assim, o gene reporter
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funciona de maneira complementar ao
gene de sele¢do. Sua principal fun¢do na
planta ¢ indicar, por meio da expressdo
de um gene, a presencga de células ou te-
cidos transformados, de maneira simples
e rapida. O produto da expressdo do gene
repoérter, assim como do gene de selecdo,
nao pode estar presente nas células de plan-
tas nao-transformadas. Entretanto, muitas
vezes, estas plantas podem-se desenvolver
na presenga do agente seletivo por motivos
que vao desde concentragdes insuficientes
ou degradacdo dos agentes de selecdo, até
o surgimento de variagdes somaclonais
(mutagdes) resistentes a estes. Esses even-
tos sdo conhecidos como escapes. Apos o
evento da transformagao, as células trans-
formadas e nao-transformadas do explante
sdo cultivadas em meios que contém o
agente seletivo. Como pode haver escapes
nessa fase, faz-se necessaria a presenga do
outro gene repoérter para confirmagdo do
estado transgénico do material.
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O gene reporter seria entdo uma se-
gunda confirmacdo indireta da transfor-
magcao, pois, a priori, apenas as plantas
que apresentam o cassete de transformagao
inserido em seu genoma seriam capazes de
expressar o gene reporter. O gene reporter
mais utilizado no momento ¢ o gene gus
que codifica para a enzima 3-glucuronidase
(GUS). Na presenca da enzima GUS, um
substrato cromogénico, o X-Glu, forma
um precipitado de cor azul-intenso no
tecido transformado (JEFFERSON, 1987).
Assim, com apenas um pequeno pedaco
de tecido metabolicamente ativo pode-se
confirmar a transformagao de forma rapida
e simples.

No entanto, quando a transformagao ¢é
via Agrobacterium, podem ocorrer falsos
positivos para o teste do GUS, por causa
da contamina¢do enddgena das plantas
com a propria bactéria utilizada para a
transformagao. Mesmo estando o gene gus
sob o controle de sequéncias regulatorias de
plantas, pode haver expressdo de GUS em
Agrobacterium. Como a eliminagdo com-
pleta da bactéria nos explantes transforma-
dos pode ser dificil e demorada, ¢ comum o
aparecimento de falsos-positivos. Este pro-
blema foi resolvido pelo desenvolvimento
de vetores contendo um gene gus alterado,
cuja expressdo ¢ nula ou ndo-detectavel em
Agrobacterium. Uma outra limitagdo do
gene gus como reporter reside no fato de
algumas plantas possuirem uma atividade
endogena similar a de GUS, o que também
pode gerar falsos-positivos. Esse problema
pode ser contornado utilizando-se outras
classes de genes repdrteres, tais como o
gene gfp (proteina verde fluorescente), que
¢ traduzido em uma proteina fluorescente
no comprimento de luz azul e que nao
existe naturalmente em plantas (CHALFIE
et al., 1994).

A maior vantagem da utilizagdo do
gene gfp sobre outros genes reporteres €
que a GFP nao necessita de cofatores para
fluorescer, podendo assim ser visualizada
em células vivas. E por que ndo se poderia
utilizar o produto do gene de interesse
introduzido (proteina) ou o fenotipo da
planta, para selecionar as plantas transfor-
madas? Isso sem duvida ¢ feito, s6 que em

uma etapa final do trabalho. Nos estadios
iniciais de transformagdo, o nimero de
explantes produzidos é bastante elevado.
O uso de genes de selegdo e genes repor-
teres permite o descarte precoce de todas
as plantas que nao foram efetivamente
transformadas, evitando-se gastos desne-
cessarios de espaco, tempo e recurso. Além
do mais, na maioria dos casos, o produto do
gene de interesse pode ser uma proteina ou
enzima de dificil deteccdo ou que s6 pode
ser detectada em estadios avancgados do
desenvolvimento das plantas.

METODOS DE
TRANSFORMACAO DE
PLANTAS

Varios métodos de obtencdo de plantas
transgénicas vém sendo desenvolvidos.
Alguns deles ja estdo bem estabelecidos,
sendo utilizados de forma rotineira em
laboratorios de transformacao de plantas.
Apesar de existirem inimeros métodos
de transformag@o, serdo descritos aqueles
via Agrobacterium, eletroporagao de pro-
toplastos e biobalistica, por serem os mais
usuais. Outros métodos de transformacéo
apresentados pela literatura, tais como
macroinje¢do, microinjecdo, lipossoma e
polietilenoglicol (PEG) sdo utilizados para
propostas mais especificas, por sua maior
complexidade (BRASILEIRO; DUSI,
1999). Deve-se ter em mente que ndo
existe um método de transformagdo 6timo
ou ideal para todo o tipo de planta. Em
fungdo da espécie vegetal e do propdsito
do trabalho, pode-se optar por um método
ou outro, segundo as vantagens que possa
apresentar.

Transformacéao por
Agrobacterium

As agrobactérias sdo microrganismos
tipicamente do solo e possuem forma de
bacilo, movendo-se por meio de um a seis
flagelos. O género Agrobacterium (do gre-
g0 agros = campo ¢ bakterion = bastonete)
pertence & mesma familia das bactérias
fixadoras de nitrogénio e estd subdividido
em cinco espécies que diferem entre si
pela sintomatologia em diferentes plantas

(KERSTERS; LEY, 1984). Agrobacterium
tumefaciens ¢ o agente etiologico da galha-
da-coroa (crown gall), A. rhizogenes causa
a raiz-em-cabeleira (hairy root), A. rubi
induz tumores especificamente em Rubus
spp. (cane gall), A. vitis induz tumores
especificamente em videiras (Vitis spp.)
e A. radiobacter ¢ saprofita, isto €, ndo
patogénica (BRASILEIRO, 1998).

Mais de 600 espécies vegetais sdo co-
nhecidamente suscetiveis a infecg@o por
A. tumefaciens e A. rhizogenes, pertencendo
amaioria delas a classe das Angiospermas
dicotiledoneas e Gymnospermas e, mais
raramente, das Angiospermas monocoti-
ledoneas (BRASILEIRO, 1998). Apesar
de as doengas causadas por agrobactérias,
principalmente a galha-da-coroa, serem
muito sérias para algumas culturas, estas
raramente tém causado danos econdmicos
para a agricultura no Brasil. A infec¢ao de
uma planta por Agrobacterium inicia-se
pela penetracdo da bactéria no tecido ve-
getal por meio de uma lesdo sofrida pela
planta por tratos culturais, geadas, insetos
ou outro agente. A lesdo na planta exsuda
moléculas, como compostos fendlicos,
acucares ou aminoacidos, que atraem as
agrobactérias. Essas moléculas exsudadas
sdo responsaveis por ativar genes presentes
na agrobactéria e também pela transferén-
cia de parte do plasmideo de viruléncia
dessas bactérias, conhecido como plasmi-
deo Ti, para o genoma da planta.

Os genes presentes no fragmento
do plasmideo Ti da agrobactéria, que
¢ transferido para a planta, conhecido
como T-DNA, serdo expressos nas cé-
lulas vegetais, produzindo enzimas que
estdo envolvidas com a sintese de hormo-
nios vegetais e com a sintese de opinas
(compostos sintetizados para a nutrigdo
da bactéria). Dessa forma, as células ve-
getais que recebem o T-DNA proliferam
desordenadamente, em consequéncia da
sintese de hormonios, levando a formagao
de um tumor (BRASILEIRO; LACORTE,
1998). Este tumor ¢ o principal sintoma
da doenga galha-da-coroa, causada por 4.
tumefaciens. Em A. rhizogenes a expressao
dos genes do T-DNA induz a produgdo de
raizes no local do ferimento, provocando
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a doenca denominada raiz-em-cabeleira.
Por achar que se tratava de uma forma
vegetal de cancer, as agrobactérias foram
intensamente estudadas nos anos 80 na
esperanga de o modelo da doencga vegetal
ser semelhante ao cancer, que ocorre em
células animais, auxiliando dessa forma na
descoberta da cura.

Apesar de os pesquisadores terem-se
frustrado em seu objetivo inicial, pois ndo
havia nenhuma rela¢do entre os tumores
em vegetais e a doenga em animais, logo se
percebeu que o sistema de transferéncia de
genes das agrobactérias para as plantas po-
deria ser um método extremamente eficaz
para a transferéncia de genes de interesse
para plantas. Assim, os plasmideos Ti das
agrobactérias foram intensamente estu-
dados e manipulados, permitindo a troca
de genes do T-DNA, ndo-essenciais para
a transformagdo, por genes de interesse,
ou seja, transformaram o plasmideo Ti
de agrobactérias em um vetor natural de
transformacdo de plantas. As linhagens
de Agrobacterium que perderam todo ou
parte do seu T-DNA sdo denominadas li-
nhagens desarmadas, pois sdo incapazes de
produzir tumores nas plantas hospedeiras
(ZAMBRYSKI et al., 1983).

Para transformar plantas, utilizando
linhagens desarmadas de Agrobacterium,
utilizam-se explantes com potencial re-
generativo, como segmentos de folhas
jovens (discos foliares), embrides zigoti-
cos, entrenos, cotilédones etc. O explante
¢ colocado na presenca de meio liquido
contendo as bactérias desarmadas com o
vetor de transformagdo que contém o gene
de interesse, em um processo denominado
cocultura (Fig. 2). Durante este contato, as
bactérias infectam o tecido vegetal e ini-
ciam o processo de transferéncia do cassete
de transformacgdo para o genoma da planta.
Ap0s a cocultura, o tecido ¢ cultivado em
um meio de regeneracao na presenga de an-
tibiotico, para eliminagdo da Agrobacterium
e de um agente seletivo, para a selegdo das
células transformadas.

Numa etapa final, as plantas transfor-
madas sdo regeneradas in vitro e transferi-
das para ambientes de aclimatagdo da mes-
ma forma que se faz para outros trabalhos
com cultura de tecidos (Fig. 2). Atualmente,
para algumas espécies de plantas, tais como

\// / -
/// ,//J -:

Cocultivo em
meio solido sem

Cocultivo com a
bactéria desarmada

Fonte de explante Explantes

em meio liquido antibioticos
GV
i
&
° Py 3, 5".,"{%‘[;
- ¢ - )' e M= 1‘\1‘
g ® P\

Meio de indugéo de brotos
com antibiético e agente
de selecéo

Meio de enraizamento

Planta transgénica com ou sem seleggo

aclimatada em casa
de vegetagéo

Figura 2 - Transformagéo de plantas por Agrobacterium
FONTE: Brasileiro e Dusi (1999).

NOTA: Segmentos foliares séo retirados da folha da planta, a qual se quer transformar,
e s@o submersos em solugcéo na presenca da bactéria que contém o vetor de
transformacgéo (plasmideo Ti contendo o cassete de transformacéo). Algumas
horas apés, os segmentos foliares sdo transferidos para meio nutritivo sélido
na presenca de um antibiético para a eliminacdo da bactéria e de um agente
seletivo (antibiético ou herbicida) para a selecdo das células transformadas. Apés
regeneragdo das plantulas, estas séo transferidas para novo meio, quando se
faz a selecdo das pléntulas positivas, com auxilio do agente seletivo. As plantas
que crescerem no meio com agente seletivo, séo submetidas a novos testes para
confirmagdo (festes histoquimicos para expresséo do gene repérter, polymerase
chain reaction (PCR), Southern, northern e western blots), e as plantas transfor-
madas positivamente sdo enraizadas in vitro e transferidas para vasos com solo

em casa de vegetagdo.

Arabidopsis thaliana, a transformagao pode
ser feita pelo contato direto de botdes florais
com a solugdo, contendo Agrobacterium. A
taxa de sementes positivamente transfor-
madas por este método pode alcancar até
5%. Dessa forma, as agrobactérias t€ém sido
utilizadas como um eficiente vetor natural
para a transformacdo genética de plantas,
principalmente, de Angiospermas dicotile-
doneas. A alta eficiéncia de transformagao
e o baixo custo operacional, assim como
a simplicidade dos protocolos de transfor-
macao e de selegdo, sao as maiores razoes
para a universalidade do uso do sistema
Agrobacterium.
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Transformacéao por
eletroporacdo de
protoplastos

Protoplastos sdo células vegetais in-
dividualizadas e desprovidas de paredes
celulares que foram eliminadas com o
auxilio de enzimas pectoceluloliticas. Em
condigdes adequadas de cultura de teci-
dos, os protoplastos podem reconstituir
suas paredes celulares, regenerando um
novo tecido que pode dar origem a uma
nova planta (BOURGIN; CHUPEAU;
MISSONIER, 1979). A eletroporacao de
protoplastos consiste na indugdo de poros
na membrana celular de protoplastos por
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meio de pulsos elétricos de alta voltagem.
Esses poros permitem a entrada do vetor
de transformacao contendo o gene de in-
teresse para o interior da célula e, como os
poros sao reversiveis, ou seja, fecham-se
novamente ap6s terminada a aplicagdo do
pulso elétrico, os protoplastos contendo o
vetor de transformagao podem-se regenerar
em novas plantas (FROMM; TAYLOR;
WALBOT, 1985) (Fig. 3).

Os protoplastos, logo ap6s terem sido
isolados, sdo imediatamente colocados em
um eletroporador na presenca do vetor de
transformacao, contendo o gene de interes-
se. O pulso elétrico ¢ muito rapido e, logo
apos, os protoplastos sdo transferidos para
um meio de cultura, onde serdo selecio-
nados aqueles que forem transformados.
A grande vantagem desse método em
relagdo aos outros ¢ que a transformacao
¢ feita em células individuais. Assim,

todo o tecido regenerado sera originado a
partir de uma tnica célula, evitando dessa
forma o surgimento de quimeras (tecido
constituido de células transformadas e
ndo-transformadas), problema observado
com certa frequéncia, quando se realiza
transformacdo em tecidos ou orgdos. A
grande desvantagem desse método reside
justamente na dificuldade de obtengado de
uma nova planta a partir de um protoplasto.
O processo ¢ lento, exige mudancgas cons-
tantes de meios de cultura e condi¢des de
cultivo e possui, geralmente, uma baixa
eficiéncia. Para algumas espécies vegetais,
o processo de regeneragdo do protoplasto
pode ser um forte limitante ao uso desta
técnica.

Por outro lado, a eletroporagdo tem sido
extremamente Util em estudos de expres-
sdo transiente, que ¢ a expressdo do gene
exogeno sem que ele tenha sido necessa-

Folha de planta a ser
transformada

2
@
/4

Regeneragao da planta
transformada

Folha cortada e colocada
na presenga de enzimas que
digerem as paredes celulares

o T &3

Selegao dos protoplastos
transformados

Obtengéao dos protoplastos
isolados

_ﬁ

S

¢

Plasmideo contendo o

cassete de transformacéo
+

Protoplastos isolados

¢

Eletroporador

Figura 3 - Transformagéo de plantas por eletroporagéo
FONTE: Dados bdsicos: Brasileiro e Dusi (1999).

NOTA: Segmentos foliares da planta, a qual se quer transformar, sédo digeridos com
enzimas que degradam as paredes celulares, para a liberacdo dos protoplastos.
Os protoplastos s@o purificados e transferidos para a cuba de eletroporagéo com
o dcido desoxirribonucléico (DNA) plasmidial, contendo o cassete de transfor-
macdo, onde serdo submetidos a pulsos elétricos para a formacdo dos poros na
membrana celular. Apés a eletroporagéo, os protoplastos s@o transferidos para
meio de selecdo, onde apenas os protoplastos transformados com a construgéo

génica serdo multiplicados.

riamente incorporado ao genoma. Neste
caso, 0 gene expressa-se transitoriamente
na célula transformada, mas, a medida que
as células dividem-se e multiplicam-se, a
expressao do gene vai diminuindo até desa-
parecer por completo. A analise da expres-
sdo transiente apos eletroporagdo permite
testar rapidamente a funcionalidade de uma
construg@o génica, sem a necessidade de
obter uma planta transgénica.

Transformacéo por
biobalistica

A biobalistica, como o proprio nome
indica, funciona de forma analoga a
uma arma de fogo, onde microparticulas
revestidas com o vetor de transformacao
sdo aceleradas em alta velocidade contra
o tecido no qual se quer transferir o gene.
Esse método de transformagdo também ¢é
conhecido como bombardeamento ou gene
gun (arma de genes) e foi inicialmente
proposto por Sanford et al. (1987). As
microparticulas utilizadas pela biobalistica
sdo particulas microscopicas (de 0,2 a4 pm
de diametro) de ouro ou tungsténio, que
possuem adsorvido a sua superficie o vetor
de transformagdo, contendo o cassete com
o gene de interesse. As microparticulas
atravessam de forma ndo-letal a parede
celular e a membrana plasmatica, alojan-
do-se de forma aleatdria no interior das
células. Uma vez na presenga do liquido
celular, o DNA adsorvido a superficie da
microparticula encontra condi¢des para se
tornar livre, podendo entdo ser incorpora-
do ao genoma nuclear da célula vegetal
(RECH; ARAGAO, 1998; LACORTE et
al., 1999). As microparticulas sdo acelera-
das em diregdo ao tecido-alvo por meio de
uma onda de choque que pode ser gerada
de diversas formas, sendo que a mais uti-
lizada atualmente é a de uma descarga de
gas hélio a alta pressdo.

O aparelho responsavel por gerar a
onda de choque ¢ denominado acelerador
de microparticulas ou bombardeador e
esta esquematizado na Figura 4. A onda de
choque gerada pela liberagdo rapida do gas
hélio langa a membrana carreadora (onde
as microparticulas estdo depositadas) a
uma altissima velocidade contra uma tela
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de retengdo que detém esta membrana e
permite a passagem apenas das micropar-
ticulas. Estas, por sua vez, continuardo sua
trajetoria pela inércia e irdo atingir direta-
mente o tecido que esta posicionado logo
abaixo da tela de retengdo. Todo o processo
ocorre no interior de uma camara sob vacuo
(Fig. 4), para evitar a desaceleracdo das
particulas causada pelo atrito com o ar.

Essa técnica ¢ bastante versatil, pois
permite potencialmente a transformacgao
de qualquer espécie vegetal ou genoti-
po, assim como qualquer tipo celular ou
mesmo organelas, como mitocdndrias
e cloroplastos. Além disso, a técnica de
transformag@o por biobalistica pode ser
considerada relativamente simples, rapida
¢ que ndo envolve maiores investimentos
em infraestrutura e equipamentos. O pro-
prio acelerador de particulas ¢ um aparelho
simples e de baixo custo. Uma outra van-
tagem da biobalistica ¢ a maior eficiéncia
de transformacdo em Gymnospermas e
Angiospermas monocotiledoneas, o que
ndo ¢ observado com a transformacgao
por Agrobacterium (RECH; ARAGAO,
1998). A biobalistica também ¢ bastante
utilizada, a semelhanca da eletroporagdo de
protoplastos para estudar a funcionalidade
de construgdes génicas.

ANALISE DAS PLANTAS
TRANSFORMADAS POR
TECNICAS MOLECULARES

A expressdo de um gene reporter
ou a sobrevivéncia de um explante em
meio seletivo é considerada apenas como
evidéncia da transformacdo, ndo sendo
suficiente como prova definitiva da inte-
gragdo e expressdo do cassete no genoma
da planta. Como foi frisado anteriormente,
mesmo com o uso dos genes marcadores de
selecdo e repdrter, pode ocorrer a presenga
de falsos-positivos. A reacdo em cadeia da
polimerase — polymerase chain reaction
(PCR) (MULLIS; FALOONA, 1987) e o
Southern blot (SOUTHERN, 1975) sao
duas técnicas moleculares indispensaveis
para a confirmagdo da presenca e da inte-
gracao do cassete de transformagao no ge-
noma das plantas transformadas. No caso
do PCR (Fig. 5), o gene de interesse e/ou

um dos genes marcadores sao amplificados
bilhdes de vezes in vitro por enzimas que
sintetizam novas fitas de DNA e com o
auxilio de um termociclador, maquina que
simula os ciclos de replicagdo do DNA.
Estes bilhdes de copias do gene podem

entdo ser facilmente visualizados na forma
de uma banda em um gel de agarose. No
caso do Southern blot (Fig. 6), o gene pode
ser visualizado pela utilizagdo de sondas
marcadas radiotivamente (is6topo 3?P),
que se ligam (hibridizam) especificamente

V.
Camara
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= ||
< S ]
, | =it
® ®

|

Disco de
ruptura com o Valvulade  Cilindro de
plasmideo gas hélio gas hélio

contendo o gene

—.

= =
\" { f _l
Regulador N 4

de pressao

Placa alvo O
contendo o
tecido vegetal _—

Valvula de vacuo

-

Valvula solendide
(gatilho)

Figura 4 - Esquema de um acelerador de particulas a gés hélio, utilizado para transfor-

macdo de plantas por biobalistica

DNA gendémico Maquina que
contendo o gene sintetiza in vitro
exogeno o DNA

(termociclador)

Marcadores de peso
molecular

Gene exdgeno
amplificado bilhdes
de vezes

Gene exdégeno

visualizado como
uma banda no gel

Figura 5 - Detecgdo do gene exdégeno por meio da amplificacdo do DNA via PCR

NOTA: Nesta técnica, bilhdes de copias do gene exdgeno sdo sintetizadas in vitro. O
termociclador é a méquina que simula as condi¢des necessérias para a sintese
do é4cido desoxirribonucléico (DNA) in vitro. Apés a amplificagéo, o produto do
polymerase chain reaction (PCR) é aplicado em gel de agarose, para visualiza-
¢@o da banda correspondente ao DNA do gene exdégeno.
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Figura 6 - Deteccdo do gene exdgeno por meio da técnica de Southern blot

NOTA: Nesta técnica, o dcido desoxirribonucleico (DNA) gendémico é clivado por enzimas
de restricdo e os fragmentos gerados sdo eluidos em gel de agarose e transfe-
ridos para membrana de ndilon ou nitrocelulose, conservando sua posicéo de
corrida no gel. O fragmento que contém o gene exdgeno hibrida-se com uma
sonda marcada, de sequéncia homéloga & sequéncia do gene exégeno. A molé-
cula hibrida de DNA formada pela sonda e pelo fragmento de DNA, contendo o
gene exdégeno, emite radiagéo que impressiona filme de raios X ou Image Plate,
gerando banda, que confirma a presenga do gene.

ao gene de interesse ou a um dos genes
marcadores.

O DNA total da planta é inicialmente
extraido e clivado por enzimas de restrigao
em sitios especificos da molécula de DNA
que flanqueiam o cassete de transformagao.
Dessa forma, o cassete € liberado do resto
do genoma e transferido para uma mem-
brana que, posteriormente, ¢ colocada na
presenca da sonda radioativamente mar-
cada, para que possa ocorrer a formagao
da molécula hibrida entre o gene exdgeno
presente no cassete de transformacdo e a
sonda. Ou seja, uma fita simples de DNA
do gene exdgeno com uma fita simples de
DNA da sonda unem-se, em consequéncia
da formacdo de pontes de hidrogénio,
formando novamente uma fita dupla de
DNA. Quando exposto na presenca de
filme de raios X ou Image Plate, as sondas
marcadas o impressionam, por causa da
emissdo de radiagdo, dando origem a uma
banda que corresponde ao gene de inte-
resse. Dependendo do tipo de clivagem
realizado no DNA total da planta, o
Southern blot pode permitir a estimativa
do numero de cdpias do cassete no genoma
receptor (ROMANO, 1998).

Muitas vezes, a integragdo do T-DNA
no genoma da planta nao significa neces-
sariamente que o gene sera expresso, ou
seja, que va produzir a proteina ou enzima
de interesse. Isso ¢ um problema muito
comum observado em transformacao de
plantas e os motivos que levam a isso pos-
suem intimeras causas, sendo que muitas
delas ainda ndo foram completamente
desvendadas. A forma mais simples para
checar se um gene esta sendo expresso ou
ndo ¢é pela observacdo de seu fendtipo em
uma planta completamente regenerada ou
em sua progénie (descendentes), desde
que o produto do gene em questdo cause
alteragdes que possam ser detectaveis
visualmente ou por técnicas moleculares
e bioquimicas.

Como foi dito anteriormente, a expres-
sdo de determinados genes pode ocorrer em
niveis tdo baixos, que mudangas no fenoti-
po da planta podem néo ser perceptiveis ou,
ainda, o produto do gene pode nao causar
nenhuma alterag@o expressiva no fendtipo
final da planta. A purificacdo bioquimica
da proteina ou da enzima produzida pelo
gene exogeno pode ser dificil de ser rea-

lizada, exigindo pessoal e infraestrutura
adequados, 0o que muitas vezes pode ser
bastante complexo e caro. Existem técni-
cas moleculares que permitem observar a
expressao dos genes de forma facil e ra-
pida. As mais utilizadas sdo o northern
blot (ALWINE; KEMP; STARK, 1977)
e o western blot (BURNETTE, 1981; TO-
WBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979)
e, mais recentemente, uma nova técnica
com base na detec¢do em tempo real da
expressao diferencial de genes denominada
por quantitative reverse transcriptase —
polymerase chain reaction (QRT-PCR) ou
transcri¢do reversa quantitativa — reagao
em cadeia da polimerase.

O northern blot permite detectar a
quantidade e o tamanho do RNA mensagei-
ro (mRNA) produzido pelo gene exdgeno
por meio de hibridizagdo com sondas
especificas marcadas radioativamente. Ja
na qRT-PCR, acompanha-se a evolugdo
da replicagdo do DNA complementar
(cDNA) do gene de interesse a cada ciclo
da PCR pela emissao de fluorescéncia. No
western blot, detecta-se a proteina ou enzi-
ma produzida por este mRNA, por meio da
ligagdo com anticorpos especificos. Essas
técnicas possuem sensibilidade suficiente
para detectar pequenas quantidades de
mRNA ou de proteinas produzidas pelo
gene exdgeno.

O interessante em utilizar o northern
blot, western blot e a qRT-PCR ¢ que estes
permitem nao s6 a detec¢do da expressao
do gene, como também quantificar a in-
tensidade dessa expressao pela intensidade
das bandas e curvas de amplificacdo que
sdo geradas. Isto ¢ de grande importancia
para os pesquisadores, pois, além da in-
tegracdo do gene no genoma da planta, é
muito importante saber se este se expressa
em niveis adequados, para que ocorra a
mudanga fenotipica esperada.

CONSIDERACOES FINAIS

O que era visto como uma possibilidade
para o futuro, hoje ja pode ser encarado
como realidade. Sdo inumeras as espécies
vegetais, assim como as caracteristicas
genéticas estudadas no campo da trans-
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formagdo genética de plantas, com obje-
tivos que vao desde a obtencdo de plantas
resistentes ou tolerantes a condigdes de
estresses bioticos e abidticos, a plantas com
melhor qualidade nutricional, capazes de
produzir firmacos e biomoléculas de inte-
resse industrial (biorreatores) e até mesmo
na recuperagdo de ambientes degradados
e contaminados (biorremediadores e bio-
degradadores). A tecnologia de introdugao
de genes exdgenos via transformacao
genética de plantas tem disponibilizado,
para os melhoristas, genes antes impos-
siveis de ser manipulados pelos métodos
convencionais de melhoramento. Com a
eliminag¢do das barreiras que impediam
o cruzamento interespecifico, ¢ esperado
um novo salto tecnologico para o setor
agricola, principalmente no que diz res-
peito ao langamento de cultivares. O uso
de organismos transgénicos como modelos
de estudo também tem colaborado signifi-
cativamente para elucidac@o de processos
e fendmenos importantes nas areas de
Genética, Fisiologia, Biologia Celular e
Biologia Molecular. No entanto, ainda ha
inumeros desafios a serem vencidos, tais
como a adequagdo do processo de cultivo
e regeneracao in vitro para varias espécies
recalcitrantes, compreensao da funcdo da
grande maioria dos genes e a manipulacao
genética de caracteristicas complexas, que
sdo governadas pela a¢do de varios genes
e que frequentemente estdo associadas a
produtividade.
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