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Apresentacao

A transformacao de plantas é uma ferramenta com alto potencial para aplicacao
no melhoramento vegetal e em outras dreas, como na medicina e na nutracéutica.
Os métodos de transformacao permitem a obtencao de cultivares com novas
caracteristicas, nem sempre possiveis de serem alcancadas por métodos

convencionais.

Alguns exemplos de cultivares com essas caracteristicas sdo o milho e o algodao
Bt, resistentes aos insetos; a soja RR, tolerante ao herbicida glifosato; o arroz
dourado, com maior contetdo de 3-caroteno, visando diminuir a deficiéncia de
vitamina A. Todos esses materiais ja estdo disponiveis aos produtores.
Entretanto, as pesquisas continuam e novos transgénicos estao sendo
desenvolvidos contendo outras caracteristicas como melhoria da qualidade
nutricional e producao de biofarmacos.

A polémica a respeito das plantas transgénicas ocorre, principalmente, devido ao
desconhecimento da populacédo sobre o assunto. A publicacdo de documentos
relativos a transgénicos evidenciando os métodos e suas aplicacdes é
fundamental para informar a populacao e diminuir essa polémica. A Embrapa,
com a publicacéo dos livros Cultura de Tecidos e Transformacdo Genética de
Plantas, tem ajudado nesse sentido. No entanto, ainda existe a necessidade de
publicacdes de carater mais bdsico, visando atingir o publico leigo, mas curioso
sobre o assunto.



Esta publicacdo teve como objetivo apresentar os conceitos basicos da
transformacao de plantas, explicando cada um deles de forma clara e concisa,
além de descrever cada etapa do processo, sua aplicacao e a utilizacao de

transgénicos no mundo.

Roberto Teixeira Alves
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Transformacao de Plantas

Solange Rocha Monteiro de Andrade

Introducéao

Durante séculos o homem, por meio de cruzamentos intra-especificos, vem
manipulando geneticamente plantas para obter cultivares com caracteristicas
superiores aos genitores. No entanto, os métodos convencionais de
melhoramento apresentam limitacdes como a ligacdo génica, a incompatibilidade
sexual, além de longos periodos de selecao para a obtencao da expressao da
caracteristica desejada. O desenvolvimento de métodos de transformacao gerou
possibilidades de grandes avancos no melhoramento vegetal, pois, oferece a
oportunidade de introduzir genes de origem vegetal, animal ou microrganismo
em cultivares elites, quebrando barreiras interespecificas impossiveis no método
convencional, diminuindo o efeito das ligacGes génicas e o tempo de obtencao
de novas cultivares.

A transformacao genética é a transferéncia controlada de genes para o genoma
de um organismo vivo por via ndo sexual (TORRES et al., 2000). Pode-se
definir plantas transgénicas como aquelas que apresentam genes diferentes do
genoma original obtidos por técnicas de engenharia genética (GANDER:
MARCELLINO, 1997: TORRES et al., 2000). A obtencéo de plantas
transgénicas abre novo caminho a ser explorado no melhoramento vegetal e

também permite estudos de desenvolvimento e crescimento vegetal,
metabolismo, bioquimica, regulacao e expressado de genes. As plantas
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transgénicas podem ser utilizadas para extracdo de produtos medicinais, vacinas
transgénicas e producao de anticorpos e metabdlitos de interesse especifico
(BRASILEIRO; DUSI, 1999).

As etapas de transformacao consistem na identificacdo do gene de interesse, seu
isolamento e clonagem, introducao em células ou tecidos vegetais, selecao in
vitro de células transformadas, regeneracao de plantas transgénicas, analises
moleculares, avaliacao em casa de vegetacdo e campo (Eigura 1). Embora a
manipulacdo do DNA abra diversas frentes para o melhoramento, vérios fatores
podem afetar o sucesso da obtencao das plantas transformadas, como: a
integracdo do DNA no genoma hospedeiro, a expressao, a heranca e a
estabilidade desse DNA exdgeno; problemas de regeneracédo do explante;
disponibilidade de genes de interesse e aspectos relacionados a biosseguranca
(BRASILEIRO; DUSI, 1

Existem diversos métodos de transformacao, porém, a escolha depende da
espécie a ser transformada, do tipo de explante utilizado (célula, tecido,
protoplastos), da capacidade de regeneracédo do explante, da disponibilidade de
materiais. Entre os principais métodos estao:

1) transformagcao mediada por Agrobacterium;
2) biolistica;

3) eletroporacao.
Etapas da Transformacao

Identificacdo, clonagem e isolamento do gene

A identificacado e a localizacao de genes de interesse na agricultura sdo um dos
entraves para a obtencao de transgénicos. Programas de seqlienciamento de
genomas de diversas espécies vegetais, animais e microrganismos tém sido
realizados em todo o mundo com o intuito de identifica-los. No entanto, ainda é
pequeno o conhecimento dos genes relacionados ao aumento de produtividade,
resisténcia a estresses bidticos e abidticos, qualidade nutricional e outras

caracteristicas de interesse.
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Figura 1. Etapas da transformacao: Identificacdo dos genes, isolamento, clonagem,

transformacdo genética e avaliacdo da transformacéo.
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Nesta primeira etapa (Figura 2) que precede a clonagem (amplificacdo em
bactérias vetores), é necessdaria uma série de modificacoes do gene antes que
seja utilizado por um método de transformacao. Nesse processo, empregam-se
técnicas de engenharia genética nas quais enzimas de restricoes e DNA ligases
sdo amplamente empregadas como ferramentas para manipular o DNA. Essas
enzimas sdo capazes de cortar o DNA de diferentes origens e, por meio da uniao
dos fragmentos resultantes gerar moléculas novas, denominadas de DNA
recombinante. Existe uma especificidade das enzimas de restricdo, pois o DNA
sempre é cortado em locais precisos (em determinada seqliéncia de bases), e
reconhece o sitio de corte do DNA em qualquer espécie, tanto virus, quanto
plantas ou animais (GANDER: MARCELLINO, 1997: DELU FILHO et al., 1999).

Enzimas de Insercao do
restricao gene

C
O

Plasmidio
recombinante

Transformacao da
bactéria

Multiplicacdo do @
plasmidio ©©@

Multiplicacédo da
bactéria

Figura 2. Isolamento e

clonagem do gene.
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Geralmente, o gene assim obtido contém uma seqiiéncia promotora — o gene de
interesse — uma seqUiéncia terminadora e um gene marcador de selecao (Figura
3). A seqliéncia promotora é necessaria para a correta expressao do gene, pois
as enzimas responséveis pela transcricdo do gene reconhecem essa regiao e se
acoplam a ela para que ocorra o processo. A seqiiéncia terminadora é importante
para finalizar o processo de transcricao do gene. E, para selecdo das células
transformadas, é preciso um marcador de selecdo, em geral, um gene de
resisténcia a antibiéticos ou a herbicidas.

Gene marcador Promotor Gene de interesse Terminador

Figura 3. Esquema da construcdo de um gene para transformacdo genética.

Métodos de Transformacao

Transformacao indireta
A transformacaéo indireta consiste no uso de um vetor, como a Agrobacterium,
para intermediar a transferéncia de DNA.

Transformacédo via Agrobacterium

As bactérias do género Agrobacterium sao fitopatégenos com a capacidade
natural de transferir DNA para algumas espécies de dicotiledoneas, induzindo a
formacao de um tumor conhecido como galha-da-coroa (crown gall) ou a
sindrome da raiz em cabeleira (hairy root). Para haver a infeccao é necessério
algum tipo de ferimento, por meio do qual a agrobactéria vai reconhecer a planta
e iniciar a transferéncia do DNA. Fitopatologistas descobriram que, mesmo
depois da desinfeccdo das plantas, os sintomas permaneciam, sugerindo a
presenca de um fator determinante nas plantas infectadas. Mais tarde, esse fator
foi identificado como um fragmento do DNA oriundo da agrobactéria,
denominado T-DNA ou DNA de transferéncia. Esse fragmento era integrado ao
genoma vegetal e se expressava de maneira estavel. Assim, foi descoberto e, por
meio de manipulacédo genética, desenvolvido o primeiro método de
transformacéo (Eigura 4) (CHILTON et al., 1977, 1982; HERRERA-ESTRELLA
et al., 1993; WHITE, 1993; BRASILEIRO, 1993; VAN SLUYS, 1999).

13


michelle
Figura 4)

michelle
CHILTON et al., 1977,

michelle
1982;

michelle
HERRERA-ESTRELLA
et al., 1993;

michelle
WHITE, 1993;

michelle
BRASILEIRO, 1993;

michelle
VAN SLUYS, 1999).


14

Transformacéo de Plantas

(% ©C o o
RO w com = N’
% Explantes o 00
Co-cultivo com a

Fonte de explante bactéria desarmada
em meio liquido

Co-cultivo em
meio sélido

-}
Q
Q
QQ

S

- e o
e Y

c J Meio de inducéo de brotos

) com agentes de selecao

Planta transgénica Meio de enraizamento
em casa de vegetacéo

Figura 4. Transformacao por Agrobacterium.
Adaptado de Aragdo et al. (1998).

Plasmidios bacterianos sao seqliéncias de DNA de fita dupla, com formato
circular, que apresentam duplicacdao auténoma e carregam alguns genes.

O T-DNA faz parte do DNA plasmidial da agrobactéria e, por meio da engenharia
genética, foi possivel sua manipulacdo para a integracao de genes de interesse.
Essa manipulacao consiste, basicamente, na delecao dos genes oncogénicos
(que causam o tumor) do T-DNA e a manutencao dos genes relacionados a
transferéncia e a replicacdo do plasmidio, isto é, a regido vir e as extremidades
do T-DNA. Com isso, produzem-se linhagens desarmadas, ou seja, ainda
virulentas, mas nao mais patogénicas. Assim, genes de interesse podem ser
introduzidos dentro da planta através de ligacao com a regido desarmada do

T-DNA em substituicdo a regido T-DNA original (CHILTON et al., 1977, 1982;
WALDEN l., 1 : HOOYKAAS: BEIJERBERGEN, 1994: ZUPAN:
ZAMBRYSKI, 1

As bactérias da espécie Agrobacterium tumefaciens apresentam o plasmidio tipo
T, (tumor-inducing) e as da espécie Agrobacterium rhizogenes, o plasmidio R,
(root-inducing). Tanto o plasmidio T, (pT) quanto o R, (pR) podem ser
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integrados ao genoma da planta, sendo o sistema pT, o mais conhecido e
efetivo, pois abrange maior niimero de espécies hospedeiras (BRASILEIRO
1993: GANDER; MARCELLINO, 1997; VAN SLUYS, 1999).

Embora aparentemente simples, essa técnica possui algumas limitacoes. A
principal refere-se ao tipo de hospedeiro. A Agrobacterium pode colonizar amplo
espectro de espécies de dicotiledéneas, porém, coloniza poucas espécies de
monocotileddneas. Mesmo entre as dicotiledoneas, a susceptibilidade difere
muito entre as espécies e dentro delas, variando em funcao da interacao com o
hospedeiro. A razao dessa limitacdo nao é bem conhecida, mas pode ser devida
a auséncia de sitios de reconhecimento para a bactéria na superficie da planta ou
inibicdo da inducao dos genes de transferéncia (genes vir), ou ao efeito inibitério
do balanco hormonal de auxinas e citocininas das monocotiledéneas (GRANT
et al., 1993). Portanto, uma etapa inicial importante para obtencao de
transformantes por meio de Agrobacterium é a determinacao da melhor
combinacao patégeno-hospedeiro para determinada espécie (DRAPER

et al., 1988;: LACORTE: MANSUR, 1993).

Estudos mais recentes relatam a susceptibilidade de espécies consideradas
recalcitrantes a Agrobacterium, como: o milho, o arroz e o feijoeiro
(BRASILEIRO; LACORTE, 1 . Segundo Trick e Finer (1997), tanto a bactéria
quanto o tecido-alvo podem ser manipulados para obter a transformacao dessas
plantas. Modificacdes no vetor binario da Agrobacterium capacitaram a
transformacao eficiente do arroz e do milho. A adicao de antioxidantes no meio
de co-cultivo aumentou as taxas de transformacao pela reducao da resposta
hipersensivel, assim como, diferentes métodos de ferimento do tecido-alvo
também tém sido empregados para aumentar a infeccao por Agrobacterium

(GODWIN et al., 1992;: SONGSTAD et al.. 1995).

Havendo interesse em ajustar a interacdo entre Agrobacterium e um hospedeiro
no qual ndo existem descricdes prévias de transferéncia do T-DNA, deve-se levar
em consideracdo os seguintes fatores: a) cepa da bactéria; b) genétipo do
hospedeiro e fisiologia do explante; c) condicdes de co-cultivo; d) marcadores de
selecdo utilizados. Parametros-chave para a transferéncia por Agrobacterium
incluem o gendtipo da bactéria e da planta; tratamento com indutores dos genes
vir (acetoceringona, extrato de células feridas, células alimentadoras, acucares),
pH, temperatura, concentracao das células, condicdes de luminosidade, duracao
do tempo de co-cultivo, tipo de explante, qualidade da pré-cultura, tratamento
com fito-hormoénios (GODWIN et al., 1992; GRANT et al., 1993; BIRCH
1997).
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Outro ponto limitante da técnica é a capacidade de regeneracao do tecido
transformado. A eficiéncia da transferéncia via Agrobacterium varia drasticamente
para diferentes espécies vegetais, cultivares ou tecidos. E freqliente obter
culturas de células in vitro com alta capacidade de transformacéao, porém, elas
nao sao competentes, isto é, ndo sdo capazes de regenerar novas plantas. Como
exemplo, podem-se citar células derivadas de protoplastos ou suspensdes bem
estabelecidas de cultura celular de tecido. Essa ampla variagdo na eficiéncia pode
ser devida ao regime de cultura de tecido, as condicdes nas quais as plantas
estdo crescendo ou mesmo a cepa de Agrobacterium utilizada (DRAPER et al.,
1988; HOOYKAAS, 1995).

Por fim, o tamanho e a complexidade do plasmidio T, também interferem nessa
capacidade de transformacao. Genes destinados a transferéncia sao,
primeiramente, manipulados in vitro e, em seguida, incorporados em um simples
plasmidio transportador (sistema co-integrativo) ou, num plasmidio mais
complexo e sofisticado e com maior limite de hospedeiros (sistema binario)
(DRAPER et al., 1988).

No entanto, as vantagens relacionadas a habilidade natural da Agrobacterium em
transferir seqliéncias definidas de DNA podem ser exploradas com o intuito de
desenvolver novas variedades de plantas transformadas. Além do mais, depois
da transformacao e obtencao de plantas adultas, os novos genes integrados ao
genoma hospedeiro sado transmitidos as progénies seguindo uma heranca
mendeliana.

Transformacao direta

Com o intuito de obter métodos de transformacao independentes do genétipo,
vérias técnicas de transferéncia direta de DNA foram desenvolvidas. A
transformacao direta consiste no uso de métodos quimicos ou fisicos e,
atualmente, as duas principais séo a biolistica e a eletroporacao.

Biolistica

A biolistica é também conhecida como gene gun (arma de genes), aceleracao de
particulas ou bombardeamento com microparticulas (CHRISTOU, 1992: DE
BLOCK, 1993: BIRCH, 1997). O método descrito pelo grupo do Dr. Sanford da
Universidade de Cornell (KLEIN et al., 1987; SANFORD et al., 1987), consiste
em bombardear células ou tecidos com microparticulas de tungsténio ou ouro
carregando o DNA exdgeno, lancadas a partir de um acelerador e por meio de
uma camara especial em condicdo de vacuo (Eigura 5). O mecanismo visa
penetrar na parede celular e na membrana plasmatica as duas principais barreiras
a transferéncia direta de DNA (SANFORD, 1990).
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B: Protocolo de transformacdo por bombardeamento de microparticulas.

Adaptado de Aragdo et al. (1998).
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As microparticulas (0,2 a 4 mm de didmetro) cobertas com seqiiéncias de acidos
nucléicos a velocidades superiores a 1.500 km.h™' penetram na parede e na
membrana celular de maneira ndo letal, localizando-se aleatoriamente nas
organelas celulares. Uma vez dentro da célula, o DNA precipitado sobre as
particulas é dissociado delas através da acdo do liquido celular e integrado ao
genoma do organismo a ser modificado (POTRYKUS, 1990; SANFORD, 1990:
RECH; ARAGAO, 1998).

O processo consiste numa fonte que produz uma onda de choque para acelerar
as particulas. Essa onda pode ser gerada por explosdo quimica (pdlvora seca),
descarga de hélio a alta pressao ou pela vaporizacao de uma gota de dgua
(SANFORD et al., 1987; SANFORD et al., 1991; CHRISTOU, 1995).
Diferentes sistemas foram desenvolvidos com intuito de acelerar as particulas; no
entanto, os sistemas que utilizam gdas hélio sob alta pressado e descarga elétrica
tém demonstrado maior eficiéncia na obtencao dos transformantes (RECH:
ARAGAQ, 1998; LACORTE L. 1

Nesse processo efetivo e simples, podem-se bombardear embrides, hipocétilos,
cotilédones, discos foliares, calos ou suspensdes celulares. Virtualmente,
qualquer tipo de célula ou tecido pode ser utilizado para transformacao. E,
também, um método Util na introducéo e expressao de genes em animais in vivo,
e na inducao da resposta imune utilizando DNA, por meio do processo deno-
minado imunizacdo genética (RECH; ARAGAQ, 1998; LACORTE et al., 1999).

A grande vantagem da biolistica é que ela permite a transformacéao de células,
tecidos e espécies de forma direta, simples e rapida, sendo aplicavel para
transferéncia de genes a espécies em que os outros métodos sao falhos. A
eficiéncia na obtencéao de transformantes estaveis é cerca de 1 a 5% dos
transformantes transientes (SANFORD, 1990: POTRYKUS, 1990).

O explante bombardeado tem de ser criteriosamente selecionado. Para isso
utiliza-se um gene-repérter que possa ser facilmente detectado. Esse cuidado
deve ser tomado, pois, as vezes, sao obtidas quimeras dos genes introduzidos
devido ao bombardeamento randémico de um pequeno numero de células num
sistema multiplo (SANFORD, 1990). Outra desvantagem refere-se ao nimero de
copias, pois é freqliente a integracao de cépias multiplas, em geral, fortemente
ligadas. Essas copias podem estar fragmentadas com os genes e vetores em
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diferentes posicoes no genoma, o que pode alterar ou silenciar a expressao dos
genes exégenos (SANFORD, 1990: DE BLOCK, 1993).

Eletroporacéao

A eletroporacao é um método desenvolvido como alternativa a transformacao via
Agrobacterium, foi inicialmente proposto para transformacao de cereais e,
posteriormente, a metodologia foi extendida a outras espécies vegetais. Esse
método consiste no emprego de pulsos elétricos curtos de alta voltagem que
modificam, temporariamente, a estrutura da membrana plasmaética, induzindo a
formacao de poros ao longo de sua superficie. Dessa maneira, é possivel
aumentar a permeabilidade da membrana, possibilitando a entrada do gene
exégeno (Figura 6) (LINDSEY: JONES, 1990; POTRYKUS, 1990:
SONGSTADT et al., 1995: JONES, 1995).

A carga imposta sobre a membrana plasmatica resulta em forcas eletrostaticas
que levam a compressao e a formacéo de poros nessa membrana. Aumentando a
forca do campo, observa-se sua formacao primeiramente no equador do
protoplasma. O nimero e o tamanho dos poros podem aumentar até as
membranas estarem irreversivelmente danificadas. No entanto, as condi¢cbes de
eletroporacao precisam ser escolhidas de modo que a formacao de poros seja
reversivel e haja recuperacao dos protoplastos depois do tratamento (JONES
1995).

Protoplasto +

u N
DNA exégeno - u 7 dias
- u
2000 V/em.

Cultivo por

Figura 6. Transformacdo por eletroporacéo.
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Os parametros 6timos de qualquer tipo particular de protoplasto sao
determinados empiricamente e dependem do didametro; qualidade (sobrevivéncia
a altas voltagens, fase do ciclo da célula); fonte (por exemplo, células do
mesofilo ou de uma suspenséao celular); meio de eletroporacéao (pH,
condutividade elétrica, poder do tampao); estado fisiolégico e composicao da
membrana; forma do DNA introduzido (superenrolado, lineares ou relaxados); e
do plasmidio utilizado. Em geral, o nimero de pulsos elétricos consecutivos a
ser administrado, bem como sua intensidade e duracdo devem inviabilizar 50%
das células (DL50), pois, assim considera-se que dessa maneira a formacéo dos
poros e a absorcdo de material exédgeno seriam maximizadas (JONES, 1995).

Na eletroporacéao é possivel introduzir moléculas de varios tamanhos em
protoplastos ou células intactas, como por exemplo, DNA e RNA. Além disso,
esse método, pode ser utilizado para a extracao de metabdlitos secundarios de
uma suspensao celular (POTRYKUS, 1990).

As limitacdes referentes a esse método sao: obtencao de protoplastos,
regeneracao do material transformado, tampao de transferéncia que pode afetar a
eficiéncia da transferéncia do gene, bem como a sobrevivéncia do protoplasto
(POTRYKUS, 1990). No entanto, os métodos estdo sendo aprimorados para
transformacao de células intactas ou digeridas parcialmente. A parede celular,
embora ndo impeca a permeabilidade da membrana é uma barreira para as
moléculas maiores que 5 kb (LINDSEY:; JONES, 1990).

Outras metodologias

Microinjecéo

A microinjecao é um processo preciso e especifico para a introducdo de
macromoléculas dentro de uma célula ou compartimentos especificos dela, de
maneira nao letal. As células podem estar intactas ou desprovidas parcial ou
totalmente de suas paredes celulares. Para introducao do material exégeno,
utilizam-se microscoépio, micromanipuladores (micropipetas de vidro e
microseringas), camara asséptica que nao sofra vibracdes, com temperatura e
umidade relativa controlada (NEUHAUS: SPANGENBERG, 1990;: POTRYKUS
1990: NEUHAUS, 1995).

As principais vantagens do método sdo: a introducdo de macromoléculas dentro
da célula ou de um compartimento celular de maneira precisa; a possibilidade de
controlar o volume introduzido na célula e a alta freqiiéncia de transformacao
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(15% a 26%). A desvantagem do método é ser trabalhosa, requerer
instrumentos caros e grande habilidade de manuseio. E um método que consome
muito tempo, nao sendo indicado quando se deseja um grande nimero de
transformantes. Por essa razao, a microinjecdo é pouco utilizada para
transformacao vegetal (NEUHAUS: SPANGENBERG, 1990; POTRYKUS, 1990:
NEUHAUS, 1995: BRASILEIRO; DUSI, 1999).

Transformacdo de Pdlen

Por esse método, o pélen maduro é embebido em solugdo com DNA e efetua-se
a polinizacao das flores femininas da planta. Detectam-se os transformantes logo
na fase inicial da plantula mediante o emprego de um gene marcador. Porém, é
um método de baixa eficiéncia, dificil de reproduzir e necessita mais estudos para

aumentar a eficiéncia (POTRYKUS, 1990; BRASILEIRO; DUSI, 1999).

Lipossomos

Esse método baseia-se na utilizacdo de vesiculas lipidicas artificiais como
veiculos para introducao de particulas ou material exégeno dentro de
protoplastos. A vesicula visa proteger o DNA que se encarrega do ataque de
endonucleases. O método requer a digestdo da parede celular e incubacao desses
protoplastos com lipossomos na presenca de agentes fusogénicos como o PEG
ou o PVA com lavagem subseqtiente em elevado pH saturado em ions de célcio
(CABOCHE, 1990; BRASILEIRO; DUSI, 1999).

Embora pareca haver maior dificuldade de incorporacdo de moléculas maiores, o
método pode ser empregado para encapsular e introduzir plasmidios e DNAs
recombinantes e RNA viral em protoplastos. No entanto, apresenta baixa eficién-
cia de transformacéo estavel (CABOCHE, 1990: BRASILEIRO; DUSI, 1999).

Histérico da Comercializacdo de
Transgénicos no Mundo

Em 1986, nos EUA e na Franca, foi liberado o primeiro teste em campo de um
vegetal transgénico. Era uma variedade de tabaco contendo um gene de
resisténcia a herbicida (JAMES: KRATTIGER, 1996). A partir desse evento,
varios paises iniciaram seus testes, em campo, com vegetais transgénicos e, no
periodo de 1986 a 1995, foram conduzidos 3500 testes, em 34 paises, com
56 culturas. A maioria dos estudos foi conduzida nos EUA, Canada, Franca,
Inglaterra, Holanda, Bélgica, Argentina, Italia, China, Alemanha, Austrélia, Chile e
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México. As principais culturas estudadas foram: milho, tomate, soja, canola,
batata e algodao, e as caracteristicas introduzidas foram tolerancia a herbicida,
resisténcia a insetos, qualidade de produtos e resisténcia a virus (JAMES:
KRATTIGER, 1

O primeiro pais a comercializar transgénicos foi a China quando liberou, no inicio
dos anos 90, o plantio e a comercializacdo do tabaco resistente a virus seguido
pelo tomate resistente a virus (JAMES, 1997). O tomate longa vida (Flavr
Savr™) da Calgene foi, em 1994, o primeiro transgénico aprovado
comercialmente nos EUA. Esse processo evoluiu rapidamente e, em 1996,
aproximadamente 2,8 milhdes de hectares de sete culturas (tabaco, algodao,
soja, milho, canola, tomate, batata) estavam sendo plantados em seis paises
(USA, China, Canada, Argentina, Austrdlia, México) (JAMES, 1997).

Em 2003, a area plantada com transgénicos foi de 67,7 milhées de hectares,
incluindo os trés milhdes de hectares de soja plantados no Brasil; isso equivale
ao crescimento mundial de 40 vezes de 1996 a 2003 (Figura 7). O plantio
ocorre principalmente nos paises desenvolvidos, entretanto, estd havendo
aumento substancial de plantio em paises em desenvolvimento (Figura 7). Dos
quatro principais paises produtores de OGMs (Figura 8) dois sdo industrializados
(EUA e Canada) e dois sao paises em desenvolvimento (Argentina e China),
sendo que os paises em desenvolvimento foram responsaveis pela ampliacdo de
cerca de 30% da area plantada em 2003 (JAMES, 2003).

801

70- - Total
- Paises industrializados

60+ -+ Paises em desenvolvimento
50+
401

30+

Hectares (milhdes)
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Figura 7. Crescimento do plantio de transgénicos no mundo de 1996 a 2003.
Fonte: Adaptado de James (2003).
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Figura 8. Crescimento do plantio de transgénicos nos principais paises produtores.

Fonte: Adaptado de James (2003).

Aspectos Futuros

Os métodos de transformacao abrem novas fronteiras para o melhoramento de
plantas, uma vez que, permitem a reducdo no tempo de obtencéo de variedades
com novas caracteristicas, bem como a transferéncia de caracteristicas de
interesse entre espécies que, em geral, sdo sexualmente incompativeis. Em
outras palavras, as barreiras naturais entre as espécies podem ser derrubadas, o
que oferece a possibilidade de obter novas variedades na forma de plantas
transgénicas. Além disso, é possivel, com os métodos da biologia molecular
moderna, isolar e manipular genes especificos, o que nao acontece no
melhoramento classico, em que o melhorista é obrigado a trabalhar com genomas
inteiros.
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Plant Transformation

Abstract — During centuries mankind manipulate plants to obtain cultivars with
superior characteristics. However, conventional methods of plant breeding
present limitations. The development of transformation methods created
possibilities of great progresses in plant breeding because it offers the
opportunity to introduce exogenous genes into superior cultivars to obtain new
varieties. Genetic transformation is the controlled transfer of genes to the target
organism using non sexual methods. Transgenic plants can be defined as those
that present genes different from the original genoma obtained by techniques of
genetic engineering. The transformation stages consist of the identification
isolation, cloning and introduction of the gene into the cells. There are several
transformation methods, and the choice depends on the species to be
transformed, the type of the explant (cell, tissue, protoplasts) and the capacity of
explant regeneration. Among the principal methods are: 1) transformation
mediated by Agrobacterium, 2) biolistic; 3) eletroporation.

Index terms: Agrobacterium, plant transformation, transgenic, biolistic,
eletroporation.
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