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Metodologias para Transformacao Genética
de Plantas-Modelo

Termos para Indexacao: transformacéao de plantas, planta transgénica, alface, fumo, banana.
Index Terms: Plant transformation, transgenic plants, lettuce, tobacco, banana.

A transformacao genética de plantas tem sido empregada com os mais diversos objetivos.
Por exemplo, plantas geneticamente modificadas (PGM) tém sido geradas na tentativa de
identificar funcao de genes e gerar linhagens com caracteristicas agrondmicas Uteis para os
programas de melhoramento. Embora a transformacao de plantas seja rotina para muitas
espécies vegetais ainda apresenta uma eficiéncia baixa para algumas espécies importantes,
como feijao, café e algodao (Aragao 2002). Assim, estudos relacionados a determinacao da
funcao de genes ainda estao limitados para estas espécies e devem, quando possivel, ser
conduzidos em plantas modelo. Neste sentido a escolha da planta modelo é fundamental.

Plantas de fumo sao largamente utilizadas por serem facialmente transformadas, terem ciclo
curto e produzirem grande quantidade de sementes (centenas de sementes por capsula)
(Brasileiro 1998).

Plantas de alface podem ser utilizadas como modelo para expressao de antigenos (vacinas)
em folhas, uma vez que é uma planta consumida in natura. Além disso, alface é uma planta
de crescimento rapido, florescimento em condicdes de dia longo e produz muitas sementes
por espigueta. Sua aclimatacao é relativamente facil e em poucos meses pode-se obter
sementes R1 de eventos de transformacao. Além disso, pode ser usada para avaliacdo testes
de toxicidade ambiental (Curtis et al. 1994; Bowers et al. 1997; Lovato et al. 1998).

Plantas de banana tém ciclo longo e podem ser utilizadas para estudo de genes em longo
prazo e envolvidos com a formacao de frutos. Apesar do longo tempo para obtencao do
material inicial, a suspensao obtida é facilmente transformada e um grande ndimero de
eventos de transformacao pode ser obtido. A bananeira apresenta outra vantagem na
producdo de grande quantidade de folhas (Matsumoto et al. 2002).

A seguir descrevemos um protocolo para obtencao de plantas-modelo geneticamente
modificadas de alface, banana e fumo.

Metodologia para transformacao genética da alface
(Lactuca sativa): co-cultura de Agrpbacterium e
cotilédones

| - Germinacdo das sementes para obtencdo dos cotilédones.

1. Esterilizar sementes de alface com hipoclorito 1% e Tween-20 por 15 minutos.

2. Enxaguar 6 vezes em agua estéril e colocar as sementes para germinar em placa de Petri
ou frascos Magenta contendo filtros de papel estéril umedecidos em meio MS liquido
autoclavado. Deixar 2 dias sob luz constante para a germinacao das sementes sob
fotoperiodo de 16 horas.

Il - Crescimento das bactérias para a co-cultura

1. Iniciar a um pré-indculo oriundo de colbnia isolada de Agrobacterium para crescer em 3
mL de meio LB a 27° C e 150 rpm durante o dia.

2. Ao final do dia adicionar 10 uL de pré-inéculo em 10 mL de meio LB contendo os
antibidticos apropriados para crescer a 27° C e 150 rpm num Erlenmeyer de 50 mL
por uma noite.
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3. Medir a absorbancia (A,
que deve estar entre 0,5 - 0,6.

) em um espectrofotdmetro

4. Neste ponto, transferir 3 mL da suspensao bacteriana
para uma placa de Petri estéril.

5.Em seguida, retirar os cotilédones com o auxilio de uma
pinca e bisturi estéreis. Transferir os cotilédones de
2 dias para co-cultura liquida por 15 minutos.

6.Transferir os cotilédones com o auxilio de uma pinca
estéril para uma placa de Petri contendo meio MS
suplementado com BAP (0,1 mg/L) e AIB
(0,1 mg/L).

7 .Deixar em co-cultura sélida por 2 dias sob fotoperiodo
de 16 horas.

lll - Selecdo de transformantes

1.Depois de dois dias, transferir os cotilédones para MS
s6lido suplementado com 0,1 mg/L de BAP e O, 1
mg/L de AIB em placa de Petri contendo cefotaxima
(200 mg/L) e higromicina * (10 mg/L) (* canamicina
também podera ser utilizada na concentracao de 150
mg/L como agente seletivo).(Fig. 1).

2.Subcultivar os explantes a cada 15 dias no meio
descrito no item IlI-1. Entre 30 e 40 dias, os
primeiros calos transgénicos estarao visiveis.
}Separar os mesmos com um bisturi e pinca estéreis
e subcultivar em meio MS descrito acima até o
surgimento das primeiras brotacdes sob fotoperiodo
de 16 horas.

Fig. 1. Transformacdo genética de alface. A) Regeneracdo de

brotos transgénicos em cotilédones (setas). B) Planta

transgénica aclimatada.

IV - Elongacédo das brotacdes
1.Transferir os calos com brotacdes para frascos Magenta
contendo meio MS suplementado com BAP
(0,1 mg/L), cefotaxima (200 mg/L) e o agente
seletivo para induzir a elongacao a cada 15 - 30 dias
sob fotoperiodo de 16 horas.
OBS: Neste momento € interessante usar frascos Magenta
com tampa com poro para troca de gases a fim de evitar o
acumulo de etileno. Pode-se também usar 7 g/L de agar
para evitar vitrificacdo muito comum nesta fase.

V - Enraizamento das brotacdes in vitro

1.Transferir as brotacdes alongadas nao vitrificadas entre
4 e 6 cm de comprimento para frascos Magenta
contendo MS 72 sob fotoperiodo de 16 horas.

OBS: Pode-se usar frascos Magenta de tampa com

respirador para evitar o acumulo de etileno melhora o vigor

das plantas e agar a 7 g/L. Estes procedimentos facilitam o

enraizamento e consequentemente aclimatacao.

VI - Aclimatacao

A aclimatacao da alface deve acontecer quando as plantas
tiverem emitido 2 pares de folhas novas e apresentar um
sistema radicular com pelo menos 4 raizes vigorosas.
Transferir para um pote plastico e substrato agricola.
Umedecer o substrato e transferir a plantula. Colocar um
saco plastico cobrindo o copo e manter umedecida durante
1 ou duas semanas até que a planta se estabeleca (Fig.1).

Metodologia para obtencao de
plantas transgénica de Banana
(Musa spp.) a partir de células
embriogénicas em suspensao

I. Preparacao da Suspensao celular

1. Cultivar o meristema apical da bananeira em meio
contendo MS suplementado com picloram
(414 uM); 2ip (492 uM); L-arginina (300uM); MES
(15,3 mM); carvao ativado (0,2%) no escuro a
26 + 2° C por 6 meses seguidos sem trocar de placa
até formar um calo amarelado fridvel.

2. O calo formado deve ser subcultivado semanalmente em
meio MS liquido no escuro, suplementado com 5uM
de 2,4-D, 1uM de zeatina e 10mg/L de acido
ascoérbico sob agitacao de 120 rpm.

3. Utilizar células embriogénicas em suspensao de banana
cv. Maca (AAB) com 3 ou 4 dias ap6s subcultura.

4. Ajustar a concentracao das células para 6 x 10*clusters
de células/mL utilizando um hematocitdmetro.

5. Coletar 400ml da suspensao celular com uma
micropipeta e colocadas em papel filtro sob meio MS
so6lido com 8 g/L Phytagel sem reguladores de
crescimento antes do bombardeamento.

Il- Preparacao das particulas para

bombardeamento (Aragao et al. 1996).

1. Suspender microparticulas de tungsténio M10
(60 mg/mL) misturando vigoramente em “Vértex”
por 15 minutos.

2. Pipetar uma aliquota de 50 uL de microparticulas em um
tubo de microcentrifuga novo.

3. Adicionar 5-8 pL de vetor * (1 ug/uL) de
bombardeamento as microparticulas. (* em geral sdo



usados plasmidios circulares ou linearizados de até
15 kb).

4.Adicionar 50 uL de CaCl, 2,5M e homogeneizar
rapidamente.

5.Adicionar 25 uL de espermidina (Sigma S-0266) 0,1 M
e homogeneizar rapidamente.

6.Incubar sob agitacao lenta em “Vértex” durante 10
minutos.

7.Centrifugar por 10 segundos e descartar o sobrenadante
cuidadosamente.

8.Adicionar 150 uL de etanol absoluto, resuspender e
centrifugar 10 segundos. Descartar o sobrenadante e
repetir o processo mais uma vez.

9.Suspender as particulas em 25 uL de etanol absoluto e
aplicar uma aliquota de 3,8 uL dessa suspensao
sobre a membrana carreadora e deixar secar por 30
minutos antes de bombardear.

Ill- Bombardeamento e selecdo das células

transformadas

1. Posicionar as placas contendo as células preparadas no
item |, introduzir no aparelho de alta pressao de gas
hélio e submete-las ao bombardeamento de
microparticulas recobertas com o vetor (1200 psi;
9 cm da membrana de retencao; vacuo).

2. Depois de bombardeadas as células devem ser
transferidas para outra placa contendo meio com
mesma composicao do anterior, onde devem ser
cultivadas por 10 dias (28 = 2°C, com fotoperiodo
de 16 horas).

3. Apos este periodo, transferir para frascos Erlenmeyer
contendo meio MS liquido suplementado com 5uM
de 2,4-D, 1uM de zeatina e 10mg/L de acido
ascorbico, utilizando o herbicida imazapyr na
concentracao de 2uM para selecionar as células
transformadas (28 = 2°C, com fotoperiodo de
16 horas).

4. Subcultivar semanalmente com o agente seletivo sob
agitacdo a 120 rpm em sala de crescimento
(28 + 2°C, com fotoperiodo de 16 horas), durante
4 semanas. Apds este periodo surgem os
pré-embrides (Fig. 2).

IV- Regeneracao dos pré-embrides

1. Transferir os pré-embrides para meio MS sélido com
2 g/L de Phytagel suplementado com 2uM de BAP e
2uM de IAA para desenvolvimento da parte aérea
(Fig. 2). Aproximadamente 2 meses apds o periodo
de selecdo ocorre o desenvolvimento de embrides
em multibrotacdes.

2. Os embrides devem ser individualizados em frascos
Magenta para formarem plantulas (Fig. 2).

3. Ap6s o periodo de dois meses, os embrides germinam e
atingem o tamanho suficiente para retirada de folhas
para serem analisadas por PCR.

Metodologias para Transformacdo Genética de Plantas-Modelo

Fig. 2. Transformacdo genética de bananeira. A) Microcalos

transgénicos oriundos de suspensdo celular expressando o gene
gus. B) Embrides de banana (cv. Maca) que passaram pelo
processo de selecdo dando origem a brotos em meio de
regeneracdo. C) Plantulas de banana regeneradas. D) Plantas

aclimatadas.

IV — Aclimatacdo das plantas
transgénicas

A aclimatacao da bananeira deve acontecer quando as
plantas apresentarem folhas e raizes vigorosas (Figura 2).
Nesse ponto os embrides ocorrem em multibrotacao e

devem ser individualizados. Em seguida, transferir para um

pote plastico e substrato agricola. Umedecer o substrato e
transferir a plantula. Colocar um saco plastico cobrindo o
copo e manter umedecida até que a planta se estabeleca.

Metodologia para transformacao
genética de Tabaco (Nicotiana
tabacum)

| — Preparacao da cultura de

Agrobacterium

1.Cem microlitros (100 pL) de cada linhagem de
Agrobacterium EHA105 contendo os vetores
binarios contendo os genes para selecao (gene bar
gue confere resisténcia ao herbicida fosfinotricina ou
glifosinato de amonio; gene hpt que confere
resisténcia ao antibiético higromicina; gene npt// que
confere resisténcia ao antibiético canamicina; Aragao
& Brasileiro 2002), sao inoculada em 10 mL de
meio LB contendo os antibiéticos 100 mg/L

3



Metodologias para Transformacdo Genética de Plantas-Modelo

rifampicina e 50 mg/L estreptomicina (ou outro
antibiético adequado para a cepa de Agrobacterium
utilizada)

2. A cultura deve ser feita por 16 h a 28°C sob agitacao a
100 rpm até a fase exponencial de crescimento
(A600nm = 1,5).

3. As culturas sao entao diluidas para uma A =0,1.

600nm

ll- Preparacao das plantulas de fumo e

co-cultura.

1. Esterilizar sementes de tabaco (cv. Wisconsin ou
Xanthi *) com hipoclorito 1% e Tween-20 por 15
minutos. Enxaguar 6 vezes em agua estéril.

(* Outros cultivares podem também ser utilizadas
com sucesso).

2. As sementes sao colocadas para germinar em meio MS.
3. Cortar explantes foliares de folhas jovens em quadrados
de 1 cm x 1 cm com o auxilio de uma lamina de

bisturi estéril, sobre uma placa de Petri umedecida
com agua deionizada estéril para manter os explantes
hidratados.

4. Adicionar 1 mL da cultura diluida de Agrobacterium a
10 mL de LB liquido.

5. Adicionar os explantes foliares. Manter a co-culturas a
temperatura ambiente por 5 minutos sob leve
agitacdo. Transferir os explantes para placas de Petri
com papel de filtro estéril para retirar o excesso de
bactérias.

6. Transferir os explantes para placas contendo meio MS
s6lido suplementado com 1 mg/L de BAP por 48
horas a 28°C, no escuro, mantendo a face adaxial
do explantes em contato com o meio.

lll- Regeneracédo de plantas

transformadas

1. Apds a co-cultura, transferir os explantes para meio de
regeneracao (MS suplementado com 2 mg/L de BAP
e 300 mg/L de cefotaxima). Manter as placas em
camara de crescimento sob fotoperiodo de 16 h a
temperatura de 27 + 2°C. As placas com meio de
regeneracao devem conter agentes seletivos
adequados (2,0 mg/L de fosfinotricina (PPT),
quando se usa o gene bar; 50 mg/L de
higromicina-B, quando se usa o gene hpt; 50 mg/L
de canamicina, quando se usa o gene nptll).

2. Cultivar os explantes por duas semanas. Separara os
calos formados e transferir para novo meio de
regeneracao contendo agente seletivo.

3. Transferir os brotos regenerados, com aproximadamente
2 cm, para frascos contendo meio de enraizamento
(meio MS suplementado com 0,1 mg/L de ANA
contendo o agente seletivo adequado. Manter os
brotos neste meio até que ocorra o enraizamento).

4. Ap6s trés semanas, transferir as plantas enraizadas
(com 8-10 cm de comprimento) para sacos de terra

adubada e estéril (5 L).

5.Cobrir as plantas com sacos de plastico transparente,
com furos, para permitir a aclimatacdao em casa de
vegetacao com condicdes de temperatura (27-30°C)
e umidade controladas (70-80%).

6.Apo6s 4 dias remover os sacos plasticos. Manter a terra
sempre Umida. As plantas devem ser mantidas sob
estas condicbes até a floracao.

Anexos

Meio de cultura para plantas MS
(Murashige & Skoog, 1962).

Nitrato de aménio (NH,NO,) 1.650
Nitrato de potassio (KNO,) 1.900
CaCl,.2H,0 (cloreto de calcio) 440
MgSO0,.7H,0 (sulfato de magnésio) 370
KH,PO, (Fosfato de potéssio) 170
ZnS0O, (Sulfato de zinco) 8,60
H,BO, (&cido bérico) 6,20
MnSO,.4H,0 (Sulfato de manganés) 22,30
CuS0,.5H,0 (Sulfato de cobre) 0,025
Kl (lodeto de potassio) 0,83
Na,MoO0,.2H,0 (Molibdato de sédio) 0,25
CoCl,.6H,0 (Cloreto de cobalto) 0,025
FeSO,.7H,0 (Sulfato de ferro) 27,80
Na,EDTA.2H,0 (EDTA dissédico) 37,30
Inositol 100
Acido nicotinico 0,50
Piridoxina-HCI 0,50
Tiamina-HCI 0,10
Glicina 2
Sacarose 30.000
Agar 6.000

Ajustar o pH para 5,8.

Meio de cultivo de bactéria LB
(Miller, 1972)

Extrato de levedura 5 g/L; Triptona 10 g/L; NaCl 10 g/L;
pH 7,2. Autoclavar por 20 minutos a 120°C. Para meio
solido, acrescentar 1,7% (p/v) de agar bacteridgico.



Dissolucao de antibiéticos e reguladores de crescimento

Nome Solvente
Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) NaOH 1N
Acido indol butirico (AIB) NaOH 1N
Acido naftaleno acético (ANA) NaOH 1N
2 isopentenil adenina (2ip) NaOH 1N
6- benzilaminopurina (BAP) NaOH 1N
Zeatina NaOH 1N
Cinetina (KIN) NaOH 1N
Picloram NaOH 1N
Canamicina (Sigma) H,0
Higromicina-B (Sigma) H,0
Fosfinotricina (PPT) H,O
Estreptomicina H,O
Cefatoxima (Claforan?) H,0
Rifampicina DMSO
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Esterilizacao Estocagem
Autoclavagem Oab°C
Autoclavagem > 0°C
Autoclavagem O0ab°C
Autoclavagem > 0°C
Autoclavagem O0ab°C
Filtroesterilizacao O0ab°C
Autoclavagem O0ab°C
Autoclavagem O0ab°C
Filtroesterilizacao >0°C
Filtroesterilizacao OabeC
Filtroesterilizacao Oab°C
Filtroesterilizacao >0°C
Filtroesterilizacao >0°C
Filtroesterilizacao Oab°C

OBS: para dissolver colocar uma gota de NaOH sobre o p6 e em seguida completar o volume para a concentracdo desejada.
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