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18.1 INTRODUCAO
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As plantas transgénicas sao organismos geneticamente modificados, ou
seja, passam por um processo de transferéncia de um ou mais genes de um
organismo para o vegetal sem que ocorra fecundacio. Esse processo é deno-
minado transformag¢do genética de plantas. Os vegetais transformados gene-
ticamente sao chamados de transgénicos. Essa tecnologia advém de uma area

especifica chamada biotecnologia vegetal.

O termo biotecnologia foi utilizado pela primeira vez, em 1919, pelo hin-
garo Karl Ereky, que o definiu como sendo a aplicacdo de técnicas biologicas
em organismos vivos, para obten¢io de um produto, processo ou servigo
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para fins prdaticos ou industriais!. Esta tecnologia pode englobar aborda-
gens variadas, desde a utilizacio de micro-organismos fermentadores para
a producdo de alimentos e bebidas (paes, cerveja, vinho e outros) como
¢ realizado ha milhares de anos, até abordagens mais contemporaneas de
manipulacdo genética que resultem, por exemplo, na producdo de plantas
transgénicas para producao de proteinas recombinantes de interesse farma-
colégico. Desta maneira, a Biotecnologia Vegetal é uma area que engloba
procedimentos que permitem a manipulacdo de plantas para obten¢do de
novas caracteristicas de interesse agricola ou a sua utilizagdo para obteng¢ao
de produtos ou a realizagdo de determinadas funcdes.

Com a elucidagido da estrutura do DNA por Watson e Crick em 19532, a
biotecnologia passou a atuar no campo da genética molecular. Em 1969, a
descoberta das endonucleases de restri¢ao®, que sdo enzimas capazes de reco-
nhecer uma pequena sequéncia de pares de bases no DNA e entdo clivar neste
sitio de reconhecimento, tornou possivel a manipulacio do material genético.
Em 1973, Stanley Cohen e Herbert Boyer, considerados os inventores da tecno-
logia do DNA recombinante, realizaram, pela primeira vez, a recombinacdo de
moléculas de DNA de diferentes espécies in vitro*. Surgia entdo a engenharia
genética, sendo que o primeiro produto derivado de um organismo transgeé-
nico chegaria ao mercado em 1982. Tratava-se da insulina, produzida por uma
linhagem de Escherichia coli geneticamente modificada com um gene humano®.

A tecnologia do DNA recombinante permitiu aos cientistas identificar
e inserir, no genoma de um determinado organismo, um ou mais genes res-
ponsaveis por caracteristicas particulares ao invés de promover o cruza-
mento entre organismos relacionados, como ocorre no melhoramento clas-
sico, onde o melhorista é obrigado a trabalhar com genomas inteiros. O
melhoramento genético classico é baseado em cruzamentos entre espécies
sexualmente compativeis, de modo a selecionar as caracteristicas desejadas
quando observadas na progénie, estando, entretanto, limitado as caracteris-
ticas ja existentes. Antes do advento da engenharia genética, s6 era possivel
selecionar recombinacdes que ocorriam ao acaso entre os blocos génicos
dos cromossomos dos genitores. Este processo pode levar muito tempo até
atingir os resultados esperados e, frequentemente, as caracteristicas de inte-
resse podem ndo estar presentes na proxima geragio. A biotecnologia vege-
tal proporcionou uma redugdo no tempo para obtencdo de novas variedades
de plantas, além de permitir a transferéncia de caracteristicas entre espécies
que normalmente sio sexualmente incompativeis.

As primeiras plantas transgénicas foram obtidas em 1983 por quatro
grupos de investigacdo distintos: o grupo do cientista M. D. Chilton da
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Universidade de Washington que transformou células de uma variedade de
tabaco, Nicotiana plumbaginifolia, utilizando um gene quimérico para con-
ferir resisténcia ao antibiotico canamicina; o grupo de J. Schell da Univer-
sidade de Gent na Bélgica, que regenerou plantas de tabaco resistentes ao
metrotexato e a canamicina; o grupo da Universidade de Wisconsin, lidera-
dos por J. Kemo e T.Hall que transformaram plantas de girassoéis; e o grupo
da empresa Monsanto que obtiveram plantas de petunias transformadas
com um gene quimérico que conferia resisténcia a canamicina®.

Do ponto de vista agrondémico, estas plantas possuiam um potencial limi-
tado, porém o estudo demonstrou ser possivel a transferéncia de genes de
outros organismos para as plantas, transpondo as barreiras genéticas, e que
estes genes eram funcionalmente estaveis quando integrados no genoma das
células vegetais. Somente 11 anos mais tarde, em 1994, a primeira variedade
de planta geneticamente modificada (PGM) seria liberada para cultivo e
comercializacdo pela Food and Drug Administration (FDA), a autoridade de
seguran¢a alimentar dos Estados Unidos: o tomate Flavr savr®. Este apre-
sentava no seu genoma a inser¢ao do gene codificador da poligalacturonase
(do proprio tomate) no sentido antissenso. Esta enzima estd envolvida na
degradacdo de elementos pécticos da parede celular e consequentemente no
processo de amadurecimento do fruto. A producio de um RNA anti-senso
na planta transgénica resultou na redugdo da expressio desta enzima e o
consequente atraso no processo de maturacio’.

Atualmente, ja existe uma grande variedade de plantas geneticamente
modificadas e estas plantas tém como principais caracteristicas uma maior
tolerdncia a herbicidas e pesticidas, maior resisténcia a um determinado tipo
de fator, seja ele bidtico (insetos-praga, ervas daninhas, agentes patogénicos)
ou abiético (acumulo de poluentes no solo, stress hidrico e salino), com o
objetivo de reduzir o dano nas culturas e consequentemente aumentar o
rendimento dos agricultores. Todavia, o potencial de transformacio gené-
tica das plantas vai além do melhoramento das caracteristicas de importan-
cia agronomica, permitindo também sua utilizacio como biofabricas para
a produ¢do de compostos com aplicacdes na industria farmacéutica ou até
mesmos géneros alimenticios com maior valor nutritivo ou que possuam
periodo prolongado de comercializagao®.

O nuamero de plantas transgénicas autorizadas para cultivos em larga
escala, seja pela sua importancia agricola ou industrial é muito reduzido
quando comparado aos estudos com PGMs obtidas em condi¢des laborato-
riais. Isso se deve a inumeros fatores, que incluem dificuldades técnicas em
se obter as PGMs; elevados investimentos e altos riscos; a normaliza¢ao sob
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as severas leis de biosseguran¢a em relagao aos produtos transgénicos (que
acabam por limitar a disponibilizagao das PGMs e de seus produtos deriva-
dos tanto no campo quanto para fins comerciais)®.

Apesar destas limitagdes, verificou-se um aumento consistente dos cultiva-
res de plantas transgénicas pelo mundo desde que as primeiras PGMs foram
autorizadas. Segundo os ultimos dados fornecidos pela ISAAA, International
Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications, relativos a 2012,
as principais plantas transgénicas cultivadas sao a soja, o milho, o algodao
e a canola, cujas principais caracteristicas relacionam-se a sua tolerancia a
herbicidas e/ou resisténcia a insetos-praga®.

Em 2012, cerca de 170 milhdes de hectares de PGMs foram cultivados
mundialmente. O Brasil ocupa o segundo lugar em hectares de PGMs cul-
tivados, com 36,6 milhoes de hectares, o que equivale a 21% de toda area
cultivada, estando atrds apenas dos EUA, com 61,2 milhdes (36%)%. Nosso
pais ja aprovou a primeira soja resistente a insetos-praga e tolerante a her-
bicidas para comercializagao em 2013 e notadamente a Embrapa, Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria, obteve a aprovagdo perante a Comissio
Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) para comercializar um feijao
geneticamente modificado resistente ao virus da doenca conhecida como
mosaico dourado’. A expectativa da Embrapa é que o feijao transgénico
chegue as maos dos agricultores em 2014.

A transformagio genética € a introducdo controlada de acidos nucleicos
em um genoma receptor por um processo assexual'®. O sucesso da produgio
de PGMs depende da introdu¢do do DNA no genoma vegetal e da regene-
racdo de plantas que expressam o gene inserido!!. Virios métodos para a
transferéncia de genes em plantas tém sido propostos e atualmente protoco-
los podem ser encontrados na literatura cientifica para a transformacio das
plantas de maior importancia agrondmica no mundo!'>'3. O estabelecimento
de uma estratégia eficiente para a transferéncia de genes é fundamental para
o sucesso de todo o processo'.

18.2 METODOS DE TRANSFORMACAO GENETICA DE PLANTAS

18.2.1 Método de transferéncia indireta via Agrobacterium

A transferéncia indireta de genes necessita de um vetor para intermediar
o processo de transformacao. O biélogo molecular Luis Herrera-Estrela e o
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geneticista Robert B. Horsh foram os pioneiros a transformar com sucesso
plantas de tabaco com Agrobacterium, demonstrando que esta bactéria
poderia servir como um vetor natural para a transformacdo de vegetais,
possibilitando a transferéncia de genes de interesse biotecnolégico para as
plantas transformadas'2.

Este processo foi desenvolvido com base na Agrobacterium tumefaciens,
uma bactéria tipicamente de solo, gram-negativa, pertencente a familia
Rhizobiaceae, que infecta naturalmente células vegetais lesionadas (lesdes
causadas por praticas agricolas, geadas ou atividade de organismos como
insetos, mamiferos e nematoides). A bactéria transfere um fragmento de
DNA que se integra no genoma das células hospedeiras'®. Esse DNA é cha-
mado de T-DNA, e contém genes envolvidos na producio de reguladores de
crescimento vegetal e opinas. O DNA transferido é integrado no genoma
das células vegetais hospedeiras e passa a ser expresso alterando o padrao
normal de expressdo, sendo responsavel pela manifestacio de uma doenca
denominada “crowngall” ou galha-da-coroa'®. Esta doenga caracteriza-se
pela proliferacio anémala de células na zona de contato entre o caule e a
raiz, originando uma espécie de tumor vegetal (galha). Foi demonstrado
que a formacgao das galhas induzidas por Agrobacterium tumefaciens estava
diretamente associada a presenca de um plasmideo de alto peso molecular
(120 kb a 250 kb), denominado plasmideo Ti (do inglés Tumor inducing)
(Figura 18.1).

Analises moleculares permitiram identificar duas regides do plasmidio
Ti que estdo diretamente envolvidas no processo de inducdo tumoral: a
regido-T, que corresponde ao segmento de DNA transferido para a célula
vegetal durante o processo infeccioso, e a regido de viruléncia (regido vir),
que contém operons co-regulados responsaveis pelo controle dos processos
de separagdo da regido-T do plasmideo Ti, seu transporte e integra¢do no
genoma das células vegetais!’.

A regido-T encontra-se situada entre duas extremidades (esquerda e
direita), que sdo curtas sequéncias repetitivas de 25 pares de bases, que
quando integrada no genoma da célula vegetal, passa a ser chamada de
T-DNA (do inglés “transferred DNA”). O T-DNA possui genes responsaveis
pela sintese de opinas e de hormonios reguladores de crescimento (auxinas
e citocininas). As opinas sao compostos formados pela condensacio de ami-
noacidos ou agucares modificados que servem como fonte de nutrientes que
sao exclusivamente catabolizadas por sua linhagem indutora, conferindo
assim uma vantagem seletiva a esta estirpe. A expressdo destes genes inter-
fere no padrdao de expressdo das células transformadas, resultando na sua
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Figura 18.1 Esquema geral das etapas de transformacdo de plantas por co-cultura com uma linhagem de Agrobacterium fumefaciens.

multiplicacdo descontrolada, culminando na formag¢do da galha, ou tumor,
nos locais infectados do vegetal'®',

O primeiro passo no processo de infec¢dao das plantas pela Agrobacterium
tumefaciens é a liberacdo pelas células vegetais lesionadas de moléculas
(essencialmente compostos fendlicos, aminoacidos e monossacarideos) que
atraem quimiotaticamente as bactérias para o local da lesdao!®. A ligacdo
entre bactérias e tecido danificado é estabilizada pela formacao de filamen-
tos de celulose pelas bactérias propiciando uma melhor fixagao das células
hospedeiras. Esta ligacdo é fundamental para o inicio do processo de infec-
¢do, visto que, sem este contato a transferéncia do T-DNA seria invidvel.

Estando a ligacao inicial estabilizada, as moléculas-sinal exsudadas em
resposta ao ferimento no vegetal também irdo ativar a expressio dos genes
de viruléncia que estao localizados na regido vir do plasmideo Ti. Esta regiao
possui um conjunto de operons co-regulados pelas mesmas proteinas onde
as unidades transcricionais denominadas vir A, vir B, vir C, vir D, vir E e
vir G estdo localizadas adjacente a extremidade esquerda do T-DNA?°, Estes
genes codificam enzimas que sdo responsaveis pelo processamento, excisio,
transferéncia e prote¢io do T-DNA contra nucleases da célula vegetal. Pri-
meiramente uma molécula de T-DNA cadeia tnica é excisada do plasmideo
Ti para ser incorporada nas células vegetais. Esta molécula de T-DNA ¢é
envolvida por proteinas sintetizadas pelo complexo policistronico vir, cuja
fungio é proteger o T-DNA contra a acdo de nucleases durante o processo
de transporte até o nucleo da célula vegetal. Até sua inser¢cio no DNA das
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células das plantas, o T-DNA atravessa uma série de barreiras fisicas (mem-
branas interna e externa da bactéria a parede celular, membrana celular e
nuclear das células vegetais). Varias proteinas sintetizadas pela regido vir
estao associadas a forma¢do de um canal de transferéncia associado a um
sistema de conjugacdo (formacdo de um pillus de conjugacio) que possibi-
lita que o transporte do T-DNA ocorra?!. Muitas destas proteinas sintetiza-
das pela regido vir possuem fung¢io estrutural enquanto outras parecem ser
importantes nos processos de interacdo e reconhecimento de receptores nas
células vegetais®. O processo de integragao do T-DNA no genoma das células
vegetais é controlado por uma diversidade de fatores. Alguns aspectos do
processo de infec¢do ja foram compreendidos, porém ainda existem diversas
lacunas a se preencher para a sua completa elucidacao.

A preparagio de uma linhagem de Agrobacterium tumefaciens para ser
utilizada como vetor de transformag¢do de plantas exige primeiramente que
ela esteja “desarmada”, isto €, sem a presenca dos oncogenes presentes no
T-DNA original. A delecio dos oncogenes se di por meio de um processo
de dupla recombinacio em que um vetor contendo regides de homologia
como T-DNA ¢ introduzido na agrobactéria. Este vetor se integra ao plas-
mideo Ti, causando uma dele¢do. Os plasmideos desarmados recombinantes
sdo selecionados por apresentarem uma marca de resisténcia enquanto a
regido deletada, contendo os oncogenes, nio se mantém na bactéria por
nao apresentar uma origem de replicacao??’. Numa segunda etapa, no local
dos genes retirados serdo inseridos os genes de interesse e/ou marcadores
de selecdo, que serdo integrados no genoma da planta tida como hospe-
deira?*?*?5, Devido ao seu tamanho (120 kb a 250 kb), o plasmideo Ti nao
pode ser manipulado diretamente, exigindo a utilizacdo de vetores meno-
res, mais faceis de se manipular. Estes vetores possuem as extremidades do
T-DNA entre as quais os genes de interesse serdo clonados e podem ser de
dois tipos: bindrios ou co-integrados. Vetores bindrios sio aqueles capazes
de se replicarem tanto em Escherichia coli quanto em Agrobacterium, e se
mantém de forma independente do plasmideo Ti**?7. Os vetores co-integra-
dos sdo originados a partir de vetores intermedidrios, que apresentam uma
origem de replicagdo do tipo ColE1, que se replicam em E. coli mas ndo em
Agrobacterium. Ocorre uma recombina¢ao homoéloga entre o vetor inter-
medidrio e o T-DNA da linhagem desarmada por apresentarem regides de
homologia, gerando um vetor cointegrado?’. Em uma dltima etapa, o vetor,
binario ou co-integrado, deve ser transferido para a linhagem desarmanda
de Agrobacterium o que pode ser feito por métodos de transformagdo via
conjugacao triparental, eletroporagdo ou choque térmico.
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Protocolo de transformacdo genética via Agrobacterium

Um dos protocolos mais utilizados na transformagido genética de plantas
envolve a co-cultura de explantes com potencial regenerativo com cepas
de Agrobacterium possuidoras do vetor de transformacao, o qual possui
o gene de interesse e/ou marcadores de selecao (Figura 18.2). Neste pro-
tocolo é necessario que a cultura de agrobactérias que possui o vetor em
questdo fique em contato com explantes com potencial regenerativo (como
segmentos de folhas jovens, embrides zig6ticos, entrends, etc) em um meio
de cultura sem qualquer agente seletivo para que as bactérias possam se
manter e iniciar o processo de transferéncia e integracao do T-DNA no
genoma vegetal?®.

Figura 18.2 Etapas de transformacto de cana-de-agGcar via biolistica. (A) Extremidades de plantas de cana-de-acicar que dardo origem
aos explantes. (B) Discos de folhas jovens de cana-de-agicar. (C) Calos embriogénicos de cana-de-agicar produzidos por meio de sub-
-cultivos dos discos foliares em meio contendo reguladores de crescimento. (D) Bombardeamento de particulas contendo DNA adsorvido
utilizando o equipamento — Biolistic® PDS-100,/He Bio Rad. (E) Regeneragdo de calos embriogénicos transformados.

A transformag¢do mediada por Agrobacterium tumefaciens tem sido fre-
quentemente aplicada por ndo requerer uso de calos embriogénicos ou de
um sistema complexo de regeneracdo a partir de protoplastos?’. Todavia,
verificou-se que o uso de calos embriogénicos obtidos a partir de explantes
com potencial regenerativo, tém se mostrado muito mais eficientes para a
transformagio de espécies que dificilmente seriam suscetiveis a esta técnica
como cana-de-acgucar, soja, cassavas, entre outras.
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A seguir o tecido ou calos sao cultivados em meio de regeneragao con-
tendo antibidtico para eliminag¢do das agrobactérias e um agente seletivo
para plantas, geralmente genes que conferem resisténcia a antibiéticos ou
herbicidas. Finalmente é necessario que as células transformadas sejam indu-
zidas a formarem plantas. Dessa maneira, o meio de cultura deve conter
combinacdes hormonais adequadas para a regeneracdo e indugdo de orga-
nogénese ou de embriogénese somadtica. As plantas transformadas sdo rege-
neradas in vitro e logo em seguida aclimatadas em casa de vegetagao?®.

Apesar desta técnica ser muito eficiente para transformar plantas dico-
tiledoneas como tomate, batata, tabaco, cenoura, Arabidospis thaliana, ela
¢ limitada para monocotiledoneas. As plantas monocotiledoneas nio sao
consideradas hospedeiras naturais para a infec¢do com Agrobacterium
tumefaciens®®. No entanto, nos ultimos anos foram desenvolvidos protoco-
los eficazes de transformacdo de monocotiledoneas utilizando agrobactérias.
Embrides zigoticos imaturos de arroz®' e milho®?3 foram transformados
eficientemente, tecidos transgénicos de trigo foram produzidos a partir do
cocultivo de embrides com Agrobacterium tumefaciens®* e, calos embriogé-
nicos de cana-de-actucar também foram obtidos a partir da técnica de cocul-
tivo*’, dentre outros.

18.2.2 Método de transferéncia via biolistica

O método de transformagdo genética via biolistica (balistica bioldgica -
biobalistica) foi descrito por Sanford em 1987. E conhecido por método de
microprojéteis, aceleracao de particulas ou biolistica e consiste na acelera-
¢ao de particulas carregadas com DNA, RNA ou proteinas a uma velocidade
que permita a passagem das mesmas através da parede celular e membranas,
de modo nao letal®®. As particulas alojam-se aleatoriamente no interior da
célula e, entio, o DNA ¢ dissociado e integrado ao genoma do receptor®’.

A biolistica é um método de transformacao simples e rapido, que permite
a transferéncia de genes para numerosas células e tecidos, sendo necessario
apenas um unico aparelho para todos os bombardeamentos?®. Além de células
vegetais, a biolistica também pode ser utilizada para a introdu¢do de genes
em fungos, bactérias, protozoarios, algas, insetos e em tecidos de animais?’.

Nos primeiros experimentos realizados, foram testados diferentes dis-
positivos de aceleragdo: descarga de gds, impulso mecanico, macroprojéctil
e placa parada, sistema de acelerag¢do centripeta e também campos eléctri-
cos. Todos estes mecanismos de aceleracao foram eficazes para a aceleragdo
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de microprojéteis a velocidades suficientes para permitir a penetragao das
particulas nas células®*. Porém, o método foi melhorado e, atualmente o
procedimento utiliza a pressdo do gas hélio para acelerar as microparticulas
revestidas com DNA a diferentes velocidades para transformar de modo
eficiente diferentes tipos de células. O bombardeador consiste basicamente
em uma camara de bombardeamento, uma tubulacio conectora a fonte de
vacuo, regulador de hélio, valvula solenoide e tubos conectivos. A pressao
do gas é liberada pela ruptura de um disco (disco de ruptura), e, entdo, um
macrocarreador, contendo um disco com as particulas e DNA precipitados,
¢ impulsionado a uma curta distdncia até uma tela de parada, de onde as
microparticulas passam e atingem as células. Durante a operacdo, é formado
vacuo, para reduzir o atrito das particulas com o ar, evitando desvios e redu-
cao de velocidade*.

Os parametros de pressiao do gas hélio, vacuo, distancia do disco de rup-
tura e o macrocarreador, distancia do disco microcarreador até a tela de blo-
queio e também a distancia entre a tela de bloqueio e as células alvo podem
ser ajustados, para transformar eficientemente diferentes tipos de células*.

As microparticulas utilizadas sdo geralmente de ouro ou tungsténio. As
particulas de ouro sio consideradas biologicamente inertes, mas seu custo
é elevado, enquanto particulas de tungsténio sio toxicas para alguns tipos
de células, embora o custo seja reduzido*!. O diametro das microparticulas
varia de acordo com a célula alvo, estando entre 0,2 a 4 pm?’.

Protocolo de transformacdo genética de plantas por biolistica

Com o objetivo de servir como guia geral, esta se¢do descreve breve-
mente um protocolo para a transformacao genética de calos embriogénicos
de cana-de acucar via biolistica, visando obter plantas transgénicas*!.

Os passos para a obtenc¢do de uma planta transgénica sao: (1) isolamento
e clonagem de um gene de interesse; (2) transferéncia do gene de interesse
para a célula vegetal; (3) regeneragdo das plantas transformadas; (4) analise
e expressao do gene introduzido nas plantas regeneradas.

e Passo 1: Isolamento e clonagem de um gene de interesse. A fase aberta
de leitura que codifica uma proteina de interesse é obtida por meio de
amplificacdo por PCR utilizando oligonucleotideos especificos para o
gene. O produto de amplificacdo é entdo clonado em um vetor para
expressdo em plantas.
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e Passo 2: Transferéncia do gene de interesse para a célula vegetal. O
plasmideo para expressdo em plantas contendo o gene de interesse serad
introduzido nas células vegetais. As células vegetais que serdo utilizadas
no bombardeamento sdo geralmente oriundas de plantulas crescidas em
casa de vegetacdo. Posteriormente, sdo realizados cortes transversais
de 3 mm no cartucho de folhas jovens (palmito) situado 10 ¢cm acima
do meristema apical e estes cultivados em meio de cultura CI-3 (meio
Murashige e Skoog suplementado com 5% de dgua de coco, 6-Benzila-
geninopurina (BAP), 35ml/L de antibiético gentamicina e 8g/L de agar
para solidificac¢do), acrescido de horménio indutor de calogénese e anti-
bidtico para evitar eventuais contaminagdes. Estes explantes sdo man-
tidos em placas de Petri em sala de crescimento, no escuro, a 25 °C = 2
°C por trinta dias, quando a primeira repicagem é realizada. Os calos
sdo repicados a cada trés semanas. Entre os calos que se desenvolvem,
serdo selecionados os que apresentam potencial embriogénico para o
bombardeamento das microparticulas com o DNA recombinante. Para
o bombardeamento, as microparticulas de tungsténio sdo preparadas
com a precipitacao do vetor contendo o gene de interesse utilizando
CaCl, e espermidina associados com as particulas.

Para o bombardeamento, utilizou-se particulas de tungsténio (1,2
pm de diametro) envolvidas com o DNA transformante de acordo
com o método descrito por*®. Cerca de Spg do DNA plasmidial (1pg/
pL) sdo co-precipitados junto a particulas de tungsténio acrescidas
de espermidina (0,1M) e cloreto de calcio (2,5M)**. Essa mistura é
centrifugada e o pellet lavado duas vezes com etanol 95% e ressus-
pendido em etanol 100%. Dois microlitros da suspensido obtida serdo
utilizados no bombardeamento de uma placa de Petri contendo os
calos embriogénicos posicionados no centro da mesma. Utilizou-se
a pressdo recomendada pelo fabricante do equipamento, neste caso,
784.5 kPa, para um equipamento PDS-1000/He, da BioRad).

e Passo 3: Regeneracdo das plantas transformadas. Apds o bombar-
deamento das células vegetais, os calos embriogénicos transformados
devem ser transferidos para uma placa de Petri contendo meio de cul-
tura MS e mantidos em sala de crescimento. Apds 10 dias os calos serdo
transferidos para um novo meio de cultura CI-3 contendo o antibiético
para selecao das células transformadas com o plasmideo. Estes calos
serdo mantidos em sala de crescimento a 25 °C, com fotoperiodo de 12
horas para a regeneracdo dos transformantes durante um periodo de
trés meses até serem obtidas as primeiras plantas com raizes.
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® Passo 4: Andlise da integrag¢do e expressio do gene de interesse.
Pequenos fragmentos de folhas deverio ser coletados para extracao de
DNA, RNA e proteinas, a fim de se realizar a analise de integragido e
expressdo do gene de interesse no genoma das plantas. Estas analises
podem ser realizadas via PCR, Southern blotting e Western blotting.

18.2.3 Método de transferéncia via
eletroporacao de protoplastos

O método de transformagado genética de protoplastos vegetais via eletro-
poracdo foi desenvolvido por Fromm e colaboradores em 1995. Ele se baseia
na transferéncia de genes para as células por meio de um pulso elétrico curto
de alta voltagem € aplicado a uma solu¢dao que contém DNA e protoplastos
(células cuja parede celular foi removida). Devido ao pulso elétrico de alta
voltagem, ha inducdo da formacdo de poros na membrana da célula, o que
permite a passagem do DNA para o seu interior*. O pulso elétrico ndo deve
ser muito intenso, pois a formag¢do de poros acaba sendo irreversivel, o que
impede a regeneragao das células*.

No trabalho desenvolvido por Fromm, foram utilizados protoplastos de
cenoura, pois sao facilmente isolados e obtidos em grande quantidade. O
gene utilizado codifica a enzima cloranfenicolacetiltransferase (CAT). A efi-
ciéncia de transferéncia do gene foi diretamente influenciada pela concen-
tracio de DNA, amplitude e duracdo do pulso eléctrico e composi¢dao do
tampao de eletroporagdo. A técnica foi eficiente para transformar tabaco
e milho, mostrando que pode ser utilizada tanto para mono quanto para
dicotiledoneas®.

18.3 GENES MARCADORES

A transformacio genética vegetal implica ndo apenas na transferéncia de um
gene especifico para a planta, mas também na transferéncia de outros elemen-
tos que estdo relacionados desde a eficacia do processo de expressao recombi-
nante deste gene a identificacdo e/ou sele¢ao das plantas transformadas. Sao
denominados genes marcadores aqueles responsdveis pela sintese de fatores
que permitam a identificagdo ou sele¢ao das células transformadas. Os genes
marcadores podem ser de dois tipos: genes reporteres ou genes de selecao®!°.
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Genes reporteres codificam proteinas cuja presen¢a ou atividade enzima-
tica sao facilmente detectdveis e mensurdveis denotando a condicio trans-
génica das células, tecidos ou organismos transformados. Existem diversos
tipos de genes reporteres. Nas plantas os mais utilizados sdo o gene uidA ou
GUS, isolado de Escherichia coli e que codifica a enzima B-glucuronidase,
o gene da proteina GFP (do inglés Green Fluorescent Protein) e com uma
frequéncia menor, genes envolvidos na sintese de antocianinas, genes envol-
vidos na sintese de opinas e genes das luciferases, que catalisam reagdes que
liberam luz (genes lux e luc).

A grande aceitagao do geneuidA ou GUS como gene marcador em plan-
tas decorre da simplicidade e versatilidade do método para deteccido de sua
atividade enzimatica e do fato das plantas ndo apresentarem atividade end6-
gena significante®. O produto da enzima B-glucuronidase pode ser detectado
por meio de ensaios histoquimicos e fluorimétricos*. O ensaio histoquimico
¢ um método qualitativo, onde primeiramente os explantes transformados
sao imersos no substrato chamado X-Gluc (acido 5-bromo-4-cloro-3-indol-
-B-D-glucoronideo), onde na presencga da enzima B-glucuronidase forma um
precipitado de coloragao azulada, permitindo a localizag¢dao visual do local
da expressiao do gene*”.Uma das limitacdes da técnica reside no fato dos
ensaios histoquimicos e fluorimétricos serem destrutivos, ndo possibilitando
a recuperacao do material in vivo*®.

A GFP é uma proteina constituida de 238 aminoacidos produzida pelos
cnidarios Aequorea victoria e Renilla reniformis que, quando submetida a
radiagao ultra-violeta emite uma fluorescéncia no campo visual correspondente
a coloragao verde*. Recentemente, a utilizagio do gene da GFP como gene
repérter tornou-se o método mais eficiente para avaliar a expressio de genes
em ensaios de transformagao génica. Nos ensaios de deteccdo, a fluorescén-
cia pode ser mensurada sem que seja necessario adicionar qualquer substrato,
sendo necessario apenas um comprimento de onda adequado e oxigénio. A
GFP pode ser ligada a proteinas de interesse, formando proteinas de fusao*
sem que seja alterada suas propriedades fluorescentes ou a fun¢do bioldgica da
proteina em questao®’. Como sua atividade pode ser monitorada in vivo, estas
proteinas fluorescentes sio comumente utilizadas para determinar a localiza-
¢do e dinamica de proteinas, assim como para avaliar a capacidade de expres-
sao de diferentes promotores. Devido a sua aplicabilidade esta proteina tem
sido alvo de muitos estudos que visam a obten¢ao de GFPs modificadas no que
diz respeito aos seus picos de excitacdo, luminosidade e niveis de expressdao®!.

A utiliza¢do de genes de sele¢do associados ao gene de interesse a ser
incorporado nas células vegetais tornou-se imprescindivel ja que eles
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possibilitam a selecio das células que de fato incorporaram o gene prete-
rido. O principio do uso dos genes de selecao é baseado na capacidade destes
conferirem uma caracteristica adequada a um processo de sele¢do artificial.
Estes marcadores na maioria das vezes sio genes que conferem resisténcia
a antibioticos ou herbicidas, permitindo a sobrevivéncia somente das célu-
las vegetais que possuem esta marca de resisténcia e eliminando as células
sensiveis. O processo de selecio dos transformantes pode ser realizado por
meio da inclusdo de antibiéticos ou herbicidas no meio de cultura ou via
pulverizagdo das plantas que foram transformadas.

Entre os genes que conferem resisténcia a antibidticos mais usados em
vetores de transformacao de células vegetais destacam-se o da neomicina
fosfotransferase II (nptIl) e o gene da higromicina fosfotransferase (hpt). O
gene nptll confere resisténcia a neomicina e seus andlogos estruturais, como
a canamicina, gentamicina (418) e paramomicina!?. O gene hpt confere resis-
téncia ao antibidtico higromicina B. Este antibiético é mais toxico do que a
canamicina podendo ser utilizado em concentracdes menores*2.

Dentre os genes que conferem resisténcia a herbicidas destacam-se o gene
da fosfinotricina-acetiltransferase (ppt, pat ou bar) e o gene da 5-enol-pi-
ruvil-shiquimato-3-fosfato-sintase (aroAou epsps). O gene ppt, bar ou pat,
isolados de Streptomyces hygroscopicus, codifica a enzima fosfinotricina-a-
cetiltransferase (PAT) que acetila o grupo amino livre do herbicida fosfino-
tricina (PPT) impedindo sua ligacdo com a enzima glutamina-sintase. O her-
bicida PPT ao inibir a enzima glutamina-sintase, ocasiona um acumulo de
amonia nos tecidos vegetais que é extremamente toxicos para estas células’®s.
O gene aroA ou epsps, inicialmente isolado de Petuniahybrida e Arabidopsis
thaliana, codifica uma forma da enzima 5-enol-piruvil-shiquimato-3-fosfa-
to-sintase (EPSPS) nido inibida por glifosato, base dos herbicidas como o
Round-Up, produzido pela Monsanto. A inibicio da EPSPS resulta no acu-
mulo de shiquimato, que interrompe a sintese de aminodcidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina e triptofano) e metabolitos secundérios, ocasionando
a morte das células vegetais™.

18.4 PESQUISAS RELACIONADAS A ePLICA(j()ES
TERAPEUTICAS DE PLANTAS TRANSGENICAS

As proteinas recombinantes de interesse biotecnoldgico sio produzidas
geralmente em micro-organismos e em células de mamiferos. Cada um destes
sistemas oferece vantagens e desvantagens. Micro-organismos podem nio
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ser muito eficientes para produzir proteinas eucaridticas, ao passo que célu-
las de mamiferos possuem capacidade limitada e também um alto custo.
A produg¢do de proteinas em plantas oferece a vantagem da producdo em
larga escala e também permite que medicamentos, por exemplo, sejam pro-
duzidos no préprio local onde a demanda é requerida. Por isso, a producio
dos mais diversos compostos e proteinas de interesse medicinal em plantas
transgénicas tem se tornado uma solucio atrativa. Embora o custo de desen-
volvimento e crescimento de plantas transgénicas ndo seja tao reduzido em
relagdo aos micro-organismos, as plantas sdo capazes de enovelar e mon-
tar proteinas complexas e realizar modificagdes pds-traducionais de modo
semelhante aos mamiferos. Além disso, ndo apresentam endotoxinas encon-
tradas em bactérias e ndo sio hospedeiras de patégenos humanos, como
ocorre em células de mamiferos’’. Baseado nestas premissas, o desenvolvi-
mento de plantas transgénicas visando a produgao de proteinas de interesse
médico vem sendo alvo de muitas pesquisas.

A primeira proteina terapéutica humana a ser produzida em plantas foi o
hormonio de crescimento humano em calos celulares de girassol e tabaco’®.
Posteriormente, a albumina, tradicionalmente isolada a partir de sangue, foi
produzida em tabaco e batata transgénicos®’. Desde entdo, uma série de pro-
teinas de interesse medicinal tem sido produzida em plantas, sendo que em
2004, o primeiro produto recombinante produzido em plantas foi comercia-
lizado pela ProdiGene — EUA. A empresa isolou uma sequéncia do gene da
tripsina bovina e a inseriu em plantas de milho passando, entio, a produzir
a tripsina em larga escala, sendo comercialmente chamada de TrypZean®.
A tripsina é utilizada na digestdo e processando proteinas, na separagdo de
células em cultura e também como parte de formulagoes de detergentes e
meios de cultura para bactérias. A auséncia de patégenos humanos consiste
na principal vantagem em se utilizar a tripsina proveniente de vegetais’®.
Na proxima secio, descreveremos alguns exemplos de pesquisas realiza-
das em rela¢do a produgido de proteinas e compostos de interesse medicinal
e industrial.

18.4.1 Producao recombinante de
antigenos para vacinas em plantas

Dentre as principais aplicagdes de plantas transgénicas para a area da
saude, pode-se citar a produgdo de vacinas. Inumeras pesquisas vém sendo
desenvolvidas, tanto no enfoque da produc¢do e purificacdo de antigenos
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produzidos a partir de plantas quanto da administracdo direta de alimentos
transgénicos, sem a necessidade de purificacdo e processamento.

Uma vacina é baseada em um antigeno que induz o organismo receptor a
aumentara produzir anticorpos especificos contra uma determinada doenga.
Ao se produzir uma vacina em plantas, exclui-se o risco, por exemplo, de
vacinas formuladas a partir da atividade patogénica atenuada ou inativada
de virus, pois para a produ¢do recombinante do antigeno, utiliza-se somente
uma porg¢ao do organismo que se acredita ser capaz de induzir a produgao
de anticorpos. Além disso, em relagdo aos métodos tradicionais de produ-
¢ao de antigenos em bactérias, leveduras e células de mamiferos, as plantas
apresentam a vantagem da produ¢do em larga escala, reduzido custo de
producio e possibilidade de administra¢ao oral de alimentos contendo a
concentrag¢ao suficiente de antigenos®’.

Zheng-jun Guan e colaboradores (2010) apresentaram uma revisdo de
pesquisas relacionadas a produ¢do de um antigeno em plantas transgénicas
para o posterior desenvolvimento de vacinas contra a Hepatite B. Trata-se
da producido de um antigeno de superficie (HBsAg) do virus HBV, causador
da hepatite B. HBsAg desempenha papel crucial na montagem e liberagao
do virus completo, de forma que é utilizado na detec¢do da infec¢dao e é o
principal componente de vacinas preventivas. A vacina recombinante contra
HBV existente é principalmente expressa em leveduras, porém o custo final é
elevado e ndo pode ser utilizada para vacina¢ao em larga escala. O gene que
codifica o antigeno de superficie foi eficientemente integrado e expresso em
tabaco, batata, tomate, banana, soja, cenoura, alface, maca, dentre outras
plantas, porém, a quantidade do antigeno HBsAg produzida é insuficiente
para que ocorra imunizagao®.

Um grande numero de trabalhos publicados relata a produ¢do recombi-
nante em plantas da subunidade B da toxina da célera. Esta toxina é produ-
zida pela bactéria Vibrio cholerae, causadora da colera, que se caracteriza
por sintomas de diarreia aguda. A subunidade B da toxina ndo € toxica e tem
como funcdo ligar a toxina a receptores da mucosa, sendo uma das primei-
ras moléculas selecionadas para a produc¢ao de vacinas contra esta doenga.
Foi possivel verificar a expressio do gene recombinante em plantas trans-
formadas de tabaco (Nicotianatabacum), tomate (Solanumlycopersicum) e
arroz (Oryza sativa). De forma semelhante, ha relato de producdo recom-
binante da subunidade B de uma enterotoxina termolabel (LT) da bacté-
ria Escherichia coli (ETEC), que também provoca diarreia aguda. A LT-B
desempenha papel crucial na ligacdo da toxina aos gangliosideos das célu-
las epiteliais. Os estudos foram realizadas inserindo o gene codificador da
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LTB fusionado com outras proteinas no genoma de tabaco, batata, milho,
tomate, Arabidopsisthaliana, soja e cenoura®'. Ambas as linhas de pesquisas
apresentaram resultados preliminares satisfatorios em testes de imunizagao
em camundongos, demonstrando que, futuramente, com maior esfor¢o em
pesquisas, vacinas comerciais contra a diarreia podem ser desenvolvidas.

Segundo Tiwari e colaboradores (2009), para que a produgao de um anti-
geno seja eficiente, deve-se observar uma série de caracteristicas em relagdo
a planta e ao tecido onde a expressao do gene heterélogo serd induzida:
i) o método de transformacido deve ser adaptado e deve ser eficiente para
a planta que se deseja trabalhar; ii) caso o antigeno seja termosensivel, a
planta/6rgdo deve ser consumida sem passar por cozimento; iii) a regido da
planta a ser utilizada deve ser rica em proteinas, pois a relacdo de concentra-
¢do da proteina de interesse em relacdo a quantidade de proteina total sera
baixa, e ndo deve produzir moléculas toxicas; v) a planta deve ser capaz de
realizar todas as modificagdes pds-traducionais e o correto enovelamento
das proteinas®’.

18.4.2 Producao recombinante de antioxidantes em plantas

Adam Matkowski (2008) relatou a produg¢dao de antioxidantes de
valor medicinal em plantas transgénicas transformadas com a bactéria
Agrobacterium rhizogenes. A bactéria induz a proliferacdo de raizes secun-
darias, chamadas de raizes em cabeleira, o que aumenta a producio de meta-
bolitos secundarios. Muitas espécies da familia Lamiaceae foram transforma-
das para uma maior produgido de antioxidantes polifendlicos, como o dcido
rosmarinico. Além disso, raizes transformadas de Saussurea involucrata
superexpressando um gene heter6logo de uma chalconaisomerase, de uma
espécie proxima, apresentaram aumento da producdo da flavona apigenina.
Raizes transformadas de Fagopyrum esculentum e de Beta vulgaris apre-
sentaram uma maior concentragdo de rutina e betalaina, respectivamente®.

18.4.3 Enriquecimento de alimentos

Outra abordagem em relacdo a produ¢do recombinante de produtos de
valor medicinal em plantas baseia-se no enriquecimento de alimentos, ou
seja, a inser¢ao de genes que acentuam a produc¢do de compostos benéficos
a saude humana.
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Os seres humanos sdo capazes de sintetizar vitamina A a partir do B-caroteno
ingerido e, por isso, uma quantidade suficiente de B-caroteno na alimentacdo
ajuda a prevenir as doengas causadas por deficiéncia de vitamina A, princi-
palmente a cegueira, que neste caso é chamada de cegueira noturna. Porém,
em muitos paises onde a popula¢do nao possui acesso a uma alimentagao em
quantidade suficiente e rica em nutrientes, a incidéncia de cegueira causada
pela falta de vitamina A é alta, principalmente em criangas (Xudong Ye, 2000).
Para tentar resolver o problema, pesquisadores introduziram, em arroz, genes
que codificam enzimas envolvidas na biossintese de B - caroteno: fitoenosin-
tase (gene psy) e licopeno B-ciclase (gene Icy) de Narcissus pseudonarcissuse,
fitoenodessaturase (gene crtl) proveniente da bactéria Erwinia uredovora e o
gene aphlV que confere resisténcia a higromicina. A expressao foi direcionada
para o endosperma, ou seja, a expressao ocorre nas sementes. Este arroz foi
chamado de arroz dourado, devido a presenca de carotenoides que conferem
coloragao amarelo-laranja®**. Alguns anos depois, surgiu a segunda geracao
do arroz dourado, no qual o gene psy de Narcissus pseudonarcissuse foi subs-
tituido pelo gene correspondente de milho. Desta forma, o arroz dourado de
segunda geracdo passou a apresentar 23 vezes mais carotenoides do que o
arroz anterior. Em rela¢do a quantidade de B-caroteno que deveria ser ingerida
por uma criang¢a 1 a 3 anos, 1,72 g do arroz dourado de segunda geragao,
contendo 25 microgramas de carotenoides por grama de arroz seco, seria sufi-
ciente para suprir o equivalente a 50% da necessidade didria®*.

Pesquisas que utilizam estratégias de transgenia para aumentar o nivel de
B-caroteno em milho também estdo sendo desenvolvidas. Cientistas introdu-
ziram os genes bacterianos CRTB (codifica a fitoenosintase) e CRTI (catalisa
quatro passos da via de dessaturacdo de carotenoides), utilizando um promotor
especifico para expressao no endosperma. Como resultado, o teor de carotenoi-
des totais aumentou para 33,6 mg/g de peso seco. Além disso, uma abordagem
de transformacio genética combinada foi utilizada nao somente para aumentar
o nivel de B-caroteno, mas também no sentido de produzir outros carotenoides
importantes como luteina, zeaxantina, astaxantina e licopeno, que também s3o
conhecidos por apresentarem beneficios nutricionais e medicinais®.

A ferritina é uma proteina que pode armazenar até 4.500 atomos de Fe’*
em sua cavidade interior. Esta proteina serve como armazenador primario
do ferro em animais, mas pode desempenhar papel na preven¢dao de danos
oxidativos causados por excesso de ferro em plantas. A superexpressdo do
gene codificador da ferritina de soja ou feijio em sementes de arroz resultou
em um aumento de duas a trés vezes na concentraciao de ferro em relacio
as plantas ndo transformadas. Também em arroz, aumento de seis vezes
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na concentracido de ferro foi obtida com a superexpressdo nao sé do gene
codificador da ferritina no endosperma, mas também do gene codificador
da nicotianamina sintase de forma constitutiva. Esta enzima desempenha
fun¢do importante no transporte de ferro até os graos através do floema®.

O nivel de folato também foi acentuado por meio de engenharia genética
em plantas transgénicas de tomate, arroz e milho, sendo que nesta ultima,
a concentracao de folato mais do que duplicou em relacao as plantas nao
transformadas. O folato possui extrema importancia durante o desenvolvi-
mento neural de fetos humanos, sendo que sua deficiéncia acentua a incidén-
cia de defeitos no tubo neural®’.

O aumento da concentracao de vitaminas também tem sido alvo de diver-
sos estudos. A expressdo constitutiva da enzima dehidroascorbato redutase
em plantas transgénicas de milho duplicou o nivel de vitamina C e, quando
o promotor utilizado dirigiu a expressdo somente para o endosperma, o
aumento foi de seis vezes em relagdo as plantas selvagens. Além disso, cien-
tistas produziram um milho transgénico superexpressando simultaneamente
genes envolvidos na via biossintética de trés vitaminas: dcido félico, vita-
mina C e B — caroteno (pro-vitamina A), sendo que o contetido destas vita-
minas aumentou 2, 6 e 169 vezes, respectivamente, nas sementes de milho
transgénico em comparac¢do as sementes nao transformadas®.

18.4.4 Producdo recombinante de enzimas de aplicacdo
terapéutica/diagnéstico em plantas transgénicas

Dentre os exemplos de enzimas humanas produzidas de forma recombinante
em plantas pode-se citar a transglutaminase tecidual humana, que pode ser uti-
lizada no diagnoéstico da doenca celiaca e a enzima lisossomal a-iduronidase,
que possui aplicagio como enzima de reposi¢ao no tratamento de mucopolis-
sacaridose I (MPS I), ambas expressas em células de cultura BY-2 de tabaco.
A enzima glucocerebrosidase foi produzida de modo recombinante em cultura
de células de cenoura e é utilizada para tratamento da doenga de Gaucher®®.

18.4.5 Producao recombinante de enzimas/
proteinas industriais em plantas

Além de aplicagdes medicinais, as plantas transgéncias estao sendo cada
vez mais utilizadas para a produ¢do de enzimas e outras proteinas de alto
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valor industrial. Como exemplo pode-se citar a produ¢dao de lacases de
fungos, que sdo utilizadas para aumentar a eficiéncia do processamento
de lignina como branqueador e anti-microbiano e também na clarifica-
¢ao de bebidas e tratamento de residuos. Essas enzimas foram expressas
de forma recombinante em uma variedade de micro-organismos, incluindo
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Trichoderma reesei e Aspergillus
oryzae, porém em baixas concentragdes. A expressao em larga escala de
lacases recombinantes em plantas de milho transgénico elevou os niveis de
produgao, além de poder ser extraida por meio de um procedimento simples,
sem a necessidade de purifica¢do, o que reduz o custo de producdo. Além da
producido de lacase, outras enzimas de interesse industrial foram produzidas
em milho, como celulase, B-glucuronidase, avidina e a-amilase — produzida
também em tabaco®.

Biopolimeros de aplica¢do industrial também foram produzidos de forma
recombinante em plantas. Como exemplo, pode-se citar as proteinas fibro-
sas de seda de aranha que forma expressas em tabaco, batata e Arabidopsis
thaliana. Este material possui grande flexibilidade, elasticidade, tenacidade,
sendo cinco vezes mais forte do que o aco. Estas caracteristicas possibilitam
diversas aplicagdes na industria®’.

18.5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Para uma maior eficiéncia de transformagdo e expressio de proteinas
heterélogas em plantas, deve-se levar em consideragdo a planta na qual sera
produzida a proteina recombinante, a fim de se trabalhar com a que apre-
sentar as caracteristicas mais favordvies ao objetivo final. Escolher cuida-
dosamente o tipo de tecido onde a expressdo da proteina serd induzida para
que haja a maior concentragao da proteina em relagdo a biomassa do tecido
e o promotor adequado para que a expressao seja maximizada podem fazer
muita diferenca no resultado final do processo. Além disso, caso a produgdo
recombinante for de um antigeno para vacinas, a adi¢do de adjuvantes pode
aumentar a eficacia da vacina®'.

Observa-se uma grande quantidade de pesquisas relacionadas a aplicagdes
tanto industriais quanto terapéuticas de proteinas produzidas em plantas
transgénicas, porém poucas sao as pesquisas que realmente geram produtos
para o mercado consumidor. Dessa forma, s3o necessdrias mais pesquisas e
testes para que possamos incorporar cada vez mais produtos recombinantes
benéficos ao nosso cotidiano, com a certeza do beneficio e seguranca.
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