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RESUMO - A tecnologia de transferéncia de genes tem criado novas alternativas para a producéo de plantas mais adapta-
das ao ambiente de cultivo e com maior capacidade de produggo. Os métodos utilizados na produgéo de plantas geneti-
camente modificadas podem ser classificados como diretos e indiretos. Os métodos diretos sdo aqueles que provocam
modificacBes nas paredes e membranas celulares para introducdo de DNA exdgeno, através de processos fisicos ou qui-
micos. Entre eles, os mais eficientes sdo a eletroporacdo de protoplastos, a transformacdo mediada por PEG e o bombar-
deamento de particulas. O método indireto requer a utilizacdo de um vetor bioldgico para a introducdo do DNA na
planta. Os vetores mais utilizados sdo a Agrobacterium tumefaciens e rhizogenes, patdgenos vegetais com a capacidade de
transferir parte de seu DNA para 0 genoma da planta. A transferéncia de genes mediada por agrobacterium tem sido bas-
tante empregada, em raz&o de sua conveniéncia e da alta probabilidade de integracdo de uma ou poucas copias do gene
introduzido. Plantas transgénicas tém sido produzidas nas principais espécies cultivadas e levadas ao mercado consumi-
dor, expressando aumento da qualidade nutricional ou resisténcia a herbicidas, insetos ou fungos.

Palavras-chave: AGROBACTERIUM — BIOBALISTICA — ELETROPORAGAO — PLANTAS TRANSGENICAS — TRANSFORMAGAO GENE-
TICA.

ABSTRACT - The available gene transfer systems have been able to generate new plant varieties, better adapted to the
environment and exhibiting improved crop productivity. The production of transgenic plants relies on the use of physi-
cal/chemical or biological means to introduce the transgene into the plant cells. Physical/chemical methods cause modifi-
cations to cell walls and plasma membranes, and foreign DNA is then delivered into the cell. Electroporation, PEG-
mediated transformation and particle bombardment are the more efficient and relevant direct techniques of transferring
DNA into plant. Biological method requires the use of plant pathogens for the DNA introduction. Agrobacterium tume-
faciens and a. Rhizogenes are the main pathogens used, which are able to infect and introduce part of their DNA into a
receptive host. Agrobacterium-mediated gene transfer has been the method of choice due to convenience and high prob-
ability of single or low copy number integration. Transgenic plants have been obtained for the major crop species and
introduced to the marked, expressing improved nutricional value, resistance to herbicides, insect or fungal pathogens.

Keywords: AGROBACTERIUM — ELECTROPORATION — GENETIC TRANSFORMATION — PARTICLE BOMBARDMENT — TRANSGENIC
PLANTS.
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INTRODUCAO

or muitos anos, o Unico método disponivel
P para a introducdo de caracteristicas de inte-

resse em plantas foi 0 melhoramento classico,
envolvendo cruzamentos, seguidos pela selecdo de
plantas com fendtipo desejavel. Porém, esse processo
é lento, necessitando varios anos para produzir e libe-
rar comercialmente uma nova variedade (Christou,
1992). A engenharia genética de plantas ndo so ace-
lera o processo de melhoramento, como permite
transpor as barreiras de incompatibilidade sexual
através da hibridizagdo somética ou da introdugéo de
genes especificos em células vegetais, utilizando os
métodos de transformagdo (Moraes & Fernandes,
1987). A transformacdo genética é 0 processo de
introducdo controlada de &cidos nucléicos exdgenos
€m um genoma receptor, sem comprometer a viabili-
dade das células. Com os avancos da tecnologia de
DNA recombinante, é possivel transferir para plantas
genes isolados de outras plantas, ou mesmo de ani-
mais e microrganismos (Perani et al., 1986), permi-
tindo a criagdo de novas variedades que podem ser
usadas em programas de melhoramento convencio-
nal. Até o presente, diversos genes foram introduzi-
dos estavelmente em plantas, conferindo resisténcia a
herbicidas, fungos, bactérias, virus e insetos e resistén-
Cia a estresses ambientais.

Para que o processo de transformagdo seja
efetivo, 0 DNA deve ser introduzido em células ou
tecidos vegetais aptos a regenerar plantas completas.
Um dos fatores limitantes na transformacdo gené-
tica tem sido a baixa eficiéncia das técnicas de cul-
tura de tecidos vegetais in vitro. Aliado a isso, em
muitas situactes, a esterilidade total ou parcial das
plantas transgénicas obtidas pode consistir em uma
barreira para a finalizacdo desse processo. Portanto,
para iniciar os trabalhos de transformagao, os aspec-
tos relacionados a regeneracdo de plantas, através
da cultura de tecidos, devem ser completamente
elucidados.

DESENVOLVIMENTO
A transferéncia de genes para espécies vegetais

tem sido possivel gragas @ manipulagdo genética de
células, utilizando métodos diretos ou indiretos de
transformacdo. O método indireto é aquele no qual
se utiliza um vetor, como Agrobacterium tumefaciens
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(Chilton et al., 1977) ou Agrobacterium rhizogenes
(Chilton et al., 1982), de forma a intermediar a trans-
feréncia de genes. Esse método tem sido bastante
usado na obtencdo de plantas transgénicas. Entre-
tanto, algumas dicotiledbneas e a maioria das mono-
cotileddneas e gimnospermas ndo sao suscetiveis, ou
apresentam pouca suscetibilidade, a infeccdo pela
Agrobacterium (Potrikus, 1990). Em alguns casos, a
eficiéncia do processo de transformacdo pode ser
aumentada com o uso de cepas supervirulentas de
bactéria (Hansen et al., 1994) ou com a adi¢do de
compostos fendlicos ao meio de cultivo, como indu-
tor da transferéncia do DNA bacteriano (Stachel et
al., 1985). Os métodos diretos, também extensiva-
mente adotados, ndo requerem a utilizacdo de veto-
res biologicos, mas em muitos casos utilizam
protoplastos, o que dificulta a regeneracéo de plantas.
A eficiéncia do método de transformac&o vai depen-
der da espécie em estudo e do tecido usado como
alvo da transformacéo e, de maneira geral, os para-
metros devem ser otimizados para cada técnica.

METODOS DIRETOS
Os métodos de transferéncia direta de genes

utilizam processos fisicos ou quimicos que causam
maodificagdes nas paredes e membranas celulares,
facilitando a introducdo de DNA exdgeno. Diversos
métodos diretos tém sido propostos, variando em
sua eficiéncia e praticidade. Entre eles, os métodos
gue resultaram em maior nimero de espécies trans-
formadas foram a eletroporacdo de protoplastos, a
transformacdo por polietilenoglicol e a aceleracio
de particulas (Fisk & Dandekar, 1993). As demais
técnicas, como micro e macroinjegdo, utilizagdo de
raios laser, microfibras de carboneto de silicio e
ultra-som, foram testadas para producdo de plantas
transgénicas. Porém, apresentaram baixa eficiéncia
ou ndo foram reproduziveis (Southgate et al.,
1998).

Eletroporacéo de Protoplastos
Protoplastos sdo definidos como células des-

providas de paredes celulares (Evans, 1991). Para a
introdugdo de DNA usando a eletroporagéo, os pro-
toplastos sd0 expostos a pulsos curtos de corrente
continua e alta voltagem, em presenca do DNA exd-
geno (Fromm et al., 1985). Esse tratamento induz
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uma alteracdo reversivel da permeabilidade da mem-
brana plasmatica e poros temporarios sdo formados,
permitindo a entrada do DNA nas células. A exten-
sao da formagao de poros é determinada pela intensi-
dade e duracéo do pulso elétrico e pela concentracdo
ibnica do tampéo de eletroporagdo. Os poros aumen-
tam em tamanho e nimero com o aumento da dura-
¢do e intensidade dos pulsos (Joersbo & Brunstedt,
1991; Finer et al., 1996). Parametros como tipo e
duracdo dos pulsos elétricos, intensidade do campo
elétrico, concentragdo e forma do DNA, presenca ou
auséncia de DNA carreador, composicdo do tampao
de eletroporagdo e temperatura de incubacdo dos
protoplastos devem ser determinados.

A transformagao genética de plantas por ele-
troporacdo de protoplastos oferece a vantagem de
ndo necessitar de um vetor bioldgico e de ndo haver
barreira fisica para a introduco de DNA. E uma
técnica rapida, simples e realizada sem agentes toxi-
cos as células, embora os pulsos elétricos possam ter
efeito deletério na sobrevivéncia dos protoplastos e
subsequente regeneragéo de plantas. Algumas plan-
tas transgénicas foram obtidas utilizando essa téc-
nica (Shimamoto et al., 1989; Dale et al., 1993). O
maior obstculo do método est4 na dificuldade de
regeneracdo de plantas a partir de protoplastos
transformados. Mesmo quando a regeneracdo &
obtida, as plantas podem apresentar problemas de
reducdo de fertilidade (Rhodes et al., 1989), além
de vérias espécies ainda serem consideradas recalci-
trantes para essa tecnologia (Birch, 1997).

Uma alternativa para aumentar a eficiéncia da
eletroporacdo tem sido a reducdo do tratamento
enzimético para a retirada da parede celular.
D’Halluin et al. (1992) obtiveram plantas transgéni-
cas mediante a eletroporagdo de calos embriogéni-
cos de Zea mays, com ferimento mecénico do
tecido alvo. Mais recentemente, foi sugerido que a
inducdo de plasmolise parcial das células, imediata-
mente antes da eletroporacdo, substituiria o trata-
mento enzimatico (Sabri et al., 1996). A associagao
de plasmalise e eletroporacdo permite a difusdo do
DNA em espagos intercelulares ou a penetragio
lenta do DNA pelos poros das paredes celulares,
sendo o choque elétrico necessario apenas para per-
meabilizar a membrana plasmatica (Dekeyser et al.,
1990). Esse método poderia evitar os problemas
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relacionados com o uso de protoplastos (Sabri et al.,
1996).

Absorcao de DNA Mediada por PEG

Polietilenoglicol (PEG), usado em combina-
¢do com Ca+2, Mg+2 e pH alcalino, promove a
ligacdo do DNA exdgeno a superficie dos proto-
plastos. O DNA é absorvido pela célula por endoci-
tose. O PEG pode atuar, também, na protecdo do
DNA contra a atividade das nucleases (Finer et al.,
1996).

A frequiéncia de transformacgo, usando PEG,
¢ de aproximadamente 1% e restrita a algumas
espécies (Raybould & Gray, 1993). O tratamento
com PEG pode danificar grande niimero de células,
reduzindo a capacidade de regeneracdo. O peso
molecular e a concentracdo do PEG sdo parametros
gue devem ser estabelecidos. Geralmente, é usado
PEG 6000 em concentracfes variando entre 15% e
25% (Finer et al., 1996). Outras varidveis devem,
ainda, ser otimizadas, como pH, forma do DNA e
concentracdo de Ca+2 ou Mg+2. O pré-trata-
mento dos protoplastos por 5 min a 45°C pode
aumentar a freqUéncia de transformac&o por inibir a
atividade das nucleases (Finer et al., 1996).

A desvantagem dessa técnica é a dependéncia
de um sistema eficiente de regeneracdo de plantas
completas a partir de protoplastos, atualmente res-
trito a poucas espécies. Apesar das limitacSes da téc-
nica, algumas espécies, como fumo, arroz e Citrus,
foram transformadas (Fisk & Dandekar, 1993).

Bombardeamento de Particulas

Esse método consiste na aceleracdo de micro-
particulas de metal, que atravessam a parede celular
e a membrana plasmaética, carreando DNA para o
interior da célula (Sanford, 1988). O termo bom-
bardeamento de particulas pode ser substituido por
aceleracio de microprojéteis ou método biolistico
(Sanford, 1988). O método baseia-se no uso de um
equipamento que produz uma forca propulsora,
usando polvora, gas ou eletricidade, para acelerar
microparticulas inertes, cobertas com DNA, em
direcdo as células alvo. Apds o bombardeamento,
uma proporgao de células atingidas permanece via-
vel; o DNA é integrado no genoma vegetal e incor-
porado aos processos celulares de transcricdo e
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traducdo, resultando na expressdo estavel do gene
introduzido (Finer et al., 1996).

A maioria dos modelos biolisticos atuais
emprega macroprojéteis, usados como veiculo para
aceleracdo dos microprojéteis colocados na sua
superficie. Tipicamente, 0s macroprojéteis ttm a
forma de um cilindro plastico ou disco de metal
(Finer et al., 1996).

Um microprojétil é definido como qualquer
particula capaz de ser acelerada, de maneira que
penetre nas células (Sanford, 1990). Deve ser
pequeno o suficiente para entrar na célula sem ser
letal, deve ser capaz de carregar DNA na sua superfi-
cie e ser denso a fim de atingir a energia cinética
requerida para penetracdo das paredes celulares
(Uchimiya et al., 1989). Os microprojéteis sdo fabri-
cados usando metais de alta densidade, como tungs-
ténio e ouro; s30 mais ou menos esféricos e medem
cerca de 0,4 a 2,0 cm de didmetro (Sanford, 1990).
Os metais utilizados na produgdo de particulas
devem ser quimicamente inertes para evitar reagdes
adversas com o DNA exdgeno ou componentes
celulares. As particulas de tungsténio sdo mais bara-
tas, porém, mais heterogéneas em tamanho e forma,
guando comparadas com as de ouro (Hunold et al.,
1994).

A desvantagem do tungsténio esta na possibi-
lidade de as particulas sofrerem degradacéo catali-
tica com o passar do tempo, sendo tdxicas para
alguns tipos de células (Russell et al., 1992). Sao
também sujeitas a oxidagao, o que afeta a adesdo do
DNA ou degrada o DNA aderido (Russell et al.,
1992). As particulas de ouro sdo mais uniformes e
inertes biologicamente, ndo causando danos as célu-
las. No entanto, elas tendem a se aglomerar irrever-
sivelmente em solugBes aquosas, reduzindo a
eficiéncia do processo de introdugdo de DNA
(Kikkert, 1993). As particulas de ouro, em razéo da
sua mais alta densidade, penetram no tecido até as
camadas celulares mais profundas, ao passo que a
maioria das particulas de tungsténio ndo penetra
além das camadas superficiais (Hunold et al., 1994).
Sendo assim, a relagdo entre o tipo de microprojé-
teis usado para 0 bombardeamento e a expressao
temporaria ou estavel do gene introduzido deve ser
avaliada para cada espécie e tecido estudados.
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Existem varios modelos de aceleradores de
particulas. O modelo mais utilizado, o PDS 1000/
He (Sanford et al., 1991), usa uma descarga de gas
hélio em alta pressao (1.000-1.200 psi) para acele-
rar microprojéteis. Modificacdes nesse sistema per-
mitiram a idealizacdo de um aparelho de aceleragéo
de particulas mais simplificado, utilizando pressdes
muito mais baixas do que a anteriormente descrita,
chegando a 60 psi. Esse modelo, Influxo de Particu-
las (Finer et al., 1992) apresenta a vantagem de
reduzir o dano causado aos tecidos. Modelos que
ndo utilizam gas como forga propulsora incluem o
modelo Accell © (McCabe & Christou, 1993) e o
bombardeador a ar (Oard, 1993). O primeiro
emprega a energia gerada pela vaporizagdo de uma
gota d'agua através de uma descarga elétrica e o
segundo usa ar comprimido para acelerar os micro-
projéteis.

O uso do processo biolistico é bastante amplo
e, quando comparado com a maioria dos métodos
diretos de introducéo de DNA em plantas, o bom-
bardeamento de particulas apresenta varias vanta-
gens. E uma técnica altamente versatil e de facil
adaptacdo, podendo ser aplicada a grande variedade
de células e tecidos, incluindo suspensdes (Klein et
al., 1989; Fromm et al., 1990), calos (Vasil et al.,
1985), tecidos meristematicos (McCabe & Marti-
nelli, 1993), embries imaturos (Southgate et al.,
1998) e embribes somaticos (Finer & McMullen,
1991; Santarém & Ferreira, 1997). Essa técnica tem
permitido a regeneracdo de plantas transgénicas de
maneira reproduzivel e com menos variabilidade
entre experimentos (Luthra et al., 1997). As meto-
dologias empregadas sdo simples, eficientes e essen-
cialmente idénticas, independentemente do tecido
vegetal e do DNA exdgeno empregado.

Em adicdo ao seu uso para obtencdo de orga-
nismos geneticamente transformados, o processo de
bombardeamento de microprojéteis tem contribu-
ido para os estudos dos mecanismos de expressao e
regulagdo génica (Birch, 1997).

Algumas adaptagBes da biobalistica ttm sido
propostas associando 0 bombardeamento ao método
da Agrobacterium. Os microferimentos produzidos
pela penetragdo das particulas nos tecidos bombarde-
ados ampliam a &rea de infeccdo pela bactéria,
aumentando a eficiéncia de transformagéo (Bidney et
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al., 1992; Droste, 1998). Outro sistema que combina
as vantagens da transformagdo por Agrobacterium
com a alta eficiéncia do sistema biolistico foi descrito
por Hansen & Chilton (1996). Essa técnica, denomi-
nada “agrolistica”, permite a transferéncia do gene de
interesse para o genoma da planta, sem que haja a
integracdo das sequiéncias dos vetores. 1sso ocorre em
virtude da co-transformacdo de dois dos genes de
viruléncia, juntamente com um marcador de selegio
flanqueado pelas sequiéncias de bordas do T-DNA.

METODO INDIRETO

Agrobacterium

Agrobacterium é uma bactéria de solo, Gram
negativa, aerdbica, pertencente a Familia Rhizobia-
ceae (Zambrisky, 1988). Sua importancia para 0s
estudos de transformacdo de plantas reside na capa-
cidade natural que esses patdgenos possuem de
introduzir DNA em plantas hospedeiras. Esse DNA
¢ integrado e passa a ser expresso como parte do
genoma da planta (Hohn, 1992). Como consequién-
cia dessa expressdo, o padrdo normal de desenvolvi-
mento ¢é alterado: A. tumefaciens causa a formacéo
de tumores, ao passo que a infeccdo por A. rhizoge-
nes resulta na proliferacdo de raizes (Lipp-Nissinen,
1993).

As bactérias possuem plasmideos que recebem
denominacBes de acordo com a alteragdo de desen-
volvimento vegetal que provocam: Ti, indutor de
tumores, e Ri, indutor de raizes. Atualmente, a A.
tumefaciens € a mais usada para estudos de transfor-
magao. Durante a infeccio por A. tumefaciens, uma
parte do plasmideo Ti, denominada T-DNA ou
DNA de transferéncia, é transferida para a célula
vegetal e integrada no genoma (Hohn, 1992). Essa
regido contendo o T-DNA é definida por duas
sequéncias imperfeitas, conservadas e repetidas de
25 pares de bases, denominadas bordas direita e
esquerda. Os genes do T-DNA sdo expressos
somente nas células vegetais e sdo responsaveis pela
produgdo excessiva de hormdnios (auxinas e citoci-
ninas) ou pelo aumento da sensibilidade das células
vegetais a esses compostos, levando a formagao de
tumores.

Esses genes também sdo responsaveis pela
producdo de opinas, compostos usados como fonte
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de carbono e nitrogénio pela bactéria (Willmitzer et
al., 1980). Em muitos casos, a presenca desses genes
em células ou tecidos transformados é indesejavel,
pois impede a regeneragdo de plantas com fen6tipo
normal. Esse problema pode ser contornado por
meio da técnica de “desarmamento” da Agrobacte-
rium, na qual os genes podem ser inativados ou
removidos. Na auséncia de genes que regulem as
rotas biossintéticas dos hormdnios, as células trans-
formadas podem ser identificadas pela inclusdo de
genes marcadores no T-DNA (uidA- B-glucuroni-
dase) ou genes de resisténcia a antibidticos, como,
por exemplo, hpt 11 (higromicina) ou npt 11 (canami-
cina).

A infeccdo por Agrobacterium requer um feri-
mento no tecido vegetal (Sangwan et al., 1992). Pri-
meiramente, acreditava-se que o ferimento teria a
funcdo de remover a barreira fisica imposta pela
parede celular. Atualmente, sabe-se que as células
feridas, mas metabolicamente ativas, excretam com-
postos fendlicos de baixo peso molecular, especifica-
mente reconhecidos pela bactéria no momento da
infeccdo. Essas moléculas foram identificadas como
acetosiringona (AS) ou a-hidroxi-acetosiringona
(OH-AS) (Stachel et al., 1985), chalconas e deriva-
dos do &cido cindmico (Stachel et al., 1986) e sdo
responsaveis pela iniciacdo da transferéncia do T-
DNA (Zambryski et al., 1989).

Acredita-se que a transferéncia do T-DNA
para as células vegetais ocorra de maneira seme-
Ihante & conjugacdo bacteriana (Zupan & Zam-
brisky, 1995) e o0s genes responsaveis pela
transferéncia estejam localizados na regido de viru-
[éncia (vir) do plasmideo Ti (Zambryski, 1988;
Zambryski et al., 1989). A regido vir é composta de
seis grupos de genes, essenciais para transformacéo
(virA, virB, virD e virG) ou que aumentam a eficién-
cia desse processo (virC e virE). Alguns dos genes de
viruléncia, chvA, chvB, cel, att e pscA, localizam-se
no cromossoma bacteriano, expressam-se constitu-
tivamente e sdo responsaveis pelo reconhecimento e
contato das células vegetais com a bactéria durante
0 processo de infeccdo (Zambryski et al., 1989;
Hohn, 1992). Os genes chvA, chvB e pscA sdo res-
ponsaveis pela sintese de 3-1,2-glucano (Douglas et
al., 1985), o cel, pela sintese de fibrilas de celulose e
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0 att regula a sintese das proteinas de membrana
(Matthysse, 1987).

A interagdo bactéria/parede celular vegetal foi
estudada em Arabidopsis thaliana por Sangwan et al.
(1992). Os autores sugerem que, durante o periodo
de cultivo, as células estejam em divisdo e diferencia-
¢do, e novas paredes celulares sejam sintetizadas.
Nesse mesmo periodo, a bactéria produz grandes
guantidades de material celul6sico e os resultados
sugerem uma interagdo entre os polissacarideos da
parede celular vegetal e as fibrilas de celulose produzi-
das pela bactéria.

A ativagao dos genes da regido vir é seguida por
drésticas mudancas no T-DNA, resultando na sua
completa transferéncia para o nuicleo da célula vege-
tal. A incorporagdo do T-DNA no genoma da planta
n&o esta completamente elucidada, mas sugere-se que
ocorra de maneira aleatoria. A integracdo pode ser
explicada como um evento de recombinacgo ilegi-
tima ou ndo homodloga (Mayerhofer et al., 1990).
Gharthi-Chhetri et al. (1990) sugeriram que a inte-
gragdo do DNA exdgeno ocorre entre as duas pri-
meiras divisdes celulares, durante a fase de replicacdo
do DNA. Freqglientemente, uma a trés cOpias do T-
DNA estdo presentes, algumas vezes em arranjos tan-
dem (Zambryski et al., 1989).

A A. rhizogenes é outra espécie do género
Agrobacterium, que causa a proliferacdo de raizes a
partir de tecidos feridos e infectados pela bactéria.
Essas raizes podem ser cultivadas in vitro em ausén-
cia de reguladores de crescimento (Lipp-Nissinen,
1993). Assim como a A. tumefaciens, a A. rhizogenes
possui um plasmideo de alto peso molecular, o Ri,
do qual o T-DNA é transferido para a célula vegetal
(Brasileiro & Dusi, 1999). Culturas de raizes trans-
formadas por A. rhizogenes podem ser utilizadas
para a producdo de metabdlitos secundarios de inte-
resse farmacéutico, como produtos naturais biologi-
camente ativos.

A técnica de transformacdo por Agrobacte-
rium tem sido aprimorada desde 1988, quando
Zambryski e colaboradores relataram o uso de
Agrobacterium tumefaciens modificada genetica-
mente para introducéo de genes exdgenos em plan-
tas. Na transformacdo utilizando esse vetor, varios
parametros devem ser considerados, entre eles, pre-
senca de substancias fendlicas para inducéo da trans-
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feréncia do T-DNA, pH, temperatura, agucares,
periodo de co-cultivo e antibiéticos para controle
do crescimento da bactéria (Stachel et al., 1986;
Holford et al., 1992).

Vérias espécies de importancia comercial ttm
sido alvo dessa técnica com resultados positivos
(Fisk & Dandekar, 1993; Brasileiro & Dusi, 1999).
Recentemente, foi proposto o uso de pulsos curtos
de ultra-som para ferir e modificar o tecido alvo da
transformacdo, visando o aumento da infeccdo por
Agrobacterium. Essa técnica foi denominada SAAT
(Sonication Assisted Agrobacterium-mediated Trans-
formation; Trick & Finer, 1997) e permitiu uma
maior eficiéncia no processo de transformacdo de
varias espécies, antes recalcitrantes para Agrobacte-
rium. A aplicacdo da SAAT em tecidos cotiledonares
de soja resultou no aumento da freqiiéncia de
expressdo do gene reporter utilizado (Santarém et
al., 1998) e plantas transgénicas dessa espécie foram
obtidas aplicando-se SAAT em suspensdes embrio-
@énicas (Trick & Finer, 1998).

EXPRESSAO DOS
TRANSGENES

Apesar da otimizagao das técnicas de transfor-
magdo genética, os sitios de integracdo do DNA
exdgeno e 0 ndmero de cOpias integradas no
genoma da planta sdo, ainda, imprevisiveis (Vauche-
ret et al., 1998). A principio, as moléculas de DNA
integram-se ao acaso no genoma, embora haja indi-
cacOes de que se integrem em regifes com alta ativi-
dade transcricional (Brasileiro & Dusi, 1999).

O ndmero de cdpias dos transgenes inseridos
no genoma varia de acordo com a metodologia
empregada na transferéncia de genes. Com 0s
métodos diretos, foram detectadas multiplas copias,
como também a fragmentacdo e recombinacdo do
transgene (Hadi et al., 1996; Siemens & Schieder,
1996). Por sua vez, a transformagao por Agrobacte-
rium é considerada um processo mais preciso, com
integracdo de uma ou poucas copias no genoma da
planta (De Block, 1993).

H4& uma variagdo consideravel na expressao
dos transgenes em plantas transformadas, que ndo
decorre necessariamente da diferenca no nimero de
cOpias. Assim, a atividade do gene nao ¢ exclusiva-
mente determinada pelos niveis de transcricdo.
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Fatores epigenéticos podem influenciar os niveis de
expressdo, podendo levar a inativacdo do gene por
inibicdo da transcricdo ou do acimulo do RNAm.
Esse fendmeno, denominado silenciamento de
genes, pode ser influenciado pelo local de insercdo
do transgene e esta associado a metilacdo do DNA
receptor (Vaucheret et al., 1998).

CONCLUSAO
As técnicas de transformacdo genética de

plantas tém permitido acelerar o melhoramento
vegetal, gerando variedades com desempenho supe-
rior e adaptadas ao ambiente de cultivo. Os méto-
dos de transferéncia de genes podem variar em
eficiéncia e aplicabilidade, dependendo da espécie e/
ou do tecido alvos da transformagdo. Entre os

métodos diretos mais usados, 0 bombardeamento
de particulas tem resultado no maior nimero de
espécies transformadas, principalmente nos cereais,
em que a transformagao por Agrobacterium é pouco
eficiente. O uso de Agrobacterium como vetor para
a transferéncia de genes apresenta vantagens sobre
0s métodos diretos por ser uma metodologia mais
precisa, resultando na integracdo de um menor
ndmero de cépias do transgene. A transformagao
genética ndo encerra com a obtencdo de plantas
transgénicas que expressam o fendtipo desejado.
S80 necessarias exaustivas pesquisas para garantir
gue essas plantas ndo apresentem riscos a satide e ao
ambiente, permitindo que sejam inseridas no sis-
tema produtivo.
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