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RESUMOQO

A transformacdo genética via Agrobacterium
fumefaciens é um método que permite a inser¢do de uma ou
poucas copias do transgene no DNA da planta hospedeira. Esta
pode ser uma ferramenta importante para os melhoristas, pois,
além de aumentar a variabilidade genética existente. torna possivel
criar variabilidade ndo disponivel via métodos de melhoramento
convencional. No entanto, ainda existem algumas dificuldades a
serem superadas para que os genes de interesse agronomico sejam
incorporados no genoma dos cereais, como a identificacdo de
estirpes de bactérias que infectem monocotiledoneas e a adequa-
¢do da técnica. O objetivo deste trabalho é de revisar as potencia-
lidades e problemas do uso da A. tumefaciens para transformacdc
de cereais no presente momento e abordar suas perspectivas
Suturas. Trabalhos recentes com arroz e trigo indicam que estas
culturas podem ser transformadas com A. tumefaciens, sendo que
em arroz plantas transgénicas foram obtidas com este método. Esta
tecnologia vem sendo aprimorada e a curto prazo possibilitara a
transferéncia de genes para diversas especies monocotiledoneas.

Palavras-chave: monocotiledéneas, incorporagdo de genes,
melhoramento de plantas.
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SUMMARY

The genetic transformation via Agrobacterium
tumefaciens allows the insertion of one or Jew copies of a
iransgene into the host DNA. This can be an important tool to plant
breeders because it expands the genetic variability in breeding
programs, developing variability not readily available Jrom
traditional methods. However, there are some difficulties that have
fo be overcome before this technology may be used in cereals, as
the identification of highly ineffective bacteria strains and the
adjustments of the technique to various crops. The objective of this
paper is lo revise the potentialities and limitations of using A
tumefaciens to transform cereals and to indicate the Juture
perspectives of this technology. Recent studies have indicated that
it 1s possible to transform rice and wheat with A, tumefaciens, so
that rice transgenic plants have been obtained with this method
This technology is being improved and in a short term will allow
the transformation of many monocotyledonous species.

Key words: monocotyledonous. gene incorporation, plant
breeding.
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INTRODUCAO

O melhoramento genético de plantas
envolve a criacdo de variabilidade, a sele¢cdo de
genoOtipos com caracteristicas desejavels, e os testes
para avaliagdo de genotipos superiores.

No desenvolvimento de variabilidade, a
transformacgdo genética possibilita a transfteréncia de
genes isolados de qualquer organismo para espécies
vegetais, o que pode gerar variabilidade genética ndo
disponivel via métodos de melhoramento
convencionails (JONES & CASSELLS, 1995) .

Centenas de plantas ja foram transformadas
com sucesso por diversas técnicas, € para mnuameras
caracteristicas (DALE, 1995; DALE & IRWIN, 1995),
contudo estas técnicas t€m apresentado problemas e
limitacdes. Alguns problemas basicos sdo os efeitos
pleiotrépicos relacionados a expressdo do transgene,
pela falta de controle da posi¢do de sua insercdo
(JONES & CASSELLS, 1995), além das interag¢des
com o0 metabolismo do genoma transtormado
(BUIATTI & BOGANI, 1995).

Varios métodos para transformacao genéti-
ca de plantas tém sido utilizados nas diferentes espé-
cies vegetais. Em cereats, os mais estudados e utiliza-
dos tém sido a eletroporagdo ¢ a biolistica. O maior
problema da eletroporag¢do € a utilizagdo de protoplas-
tos, pois a regeneracdo dos mesmos € dificil, e ndo
atinge niveis adequados para utilizagdo destas plantas
em programas de melhoramento ou em outros estudos.
A biolistica pode ser aplicada em qualquer tipo de
tecido vegetal, porém requer equipamento apropriado
tendo custo elevado, e pode inserir um grande nimero
de copias do gene de interesse nas células vegetais,
provocando problemas na inser¢do ¢ regulacdo dos
mesmos. A técnica via Agrobacterium tumefaciens
tem sido muito utilizada em dicotileddneas, mas nao
em monocotileddneas, pela dificuldade de identificar
estirpes da bactéria que infectem estas plantas. Mes-
mo assim o uso desta bactéria é de grande interesse
VISto que uma ou poucas copias do transgene € inseri-
da no DNA da planta, diferente do que ocorre na
biolistica, ¢ podendo ser um método mais eficiente e
de menor custo para as espécies compativeis com a
bactéria (WEBB & MORRIS, 1992).

Nas universidades e centros de pesquisa,
onde existem equipes formadas em biologia e genética
molecular, cultura de tecidos € melhoramento vegetal,
o método de transferéncia de genes via A.
tumefaciens, parece ser a escolha adequada para a
transformacgdo de plantas, minimizando custos, espaco

¢ tempo, através de trabalho conjunto de equipes
multidisciplinares.

O objetivo deste artigo € o de revisar as
potencialidades e problemas do uso de Agrobacterium
tumefaciens para transformagao de cereais no presente
momento ¢ abordar suas perspectivas futuras.

O Hospedeiro: Monocotiledoneas

Dentre as diversas familias que compGe este
grupo destaca-se a familia Poaceae, ou mais conhecida
como familia das gramineas, que abrange os cereais
mais utilizados pelo homem. Os cereais mais
conhecidos sdo o arroz, o trigo € 0 milho, que juntos
sdo responsavels por cerca da metade da produgio
mundial de alimentos. Quando considera-se outras
especies como avela, centelo, cevada, sorgo € cana-de-
agucar, a importancia econdmica das gramineas cresce
ainda mais, ¢ pela relativa facilidade de manipulagido
genética destas plantas elas tém sido alvo de grande
estor¢cos da pesquisa basica ¢ aplicada (BENNETZEN
& FREELING, 1993). Considerando a importancia de
varias plantas monocotiledoneas, fica evidente o
quanto o melhoramento vegetal destas espécies ¢
importante, sendo a transformag¢do genética uma
ferramenta que pode auxiliar este trabalho.

Ateé pouco tempo acreditava-se que espécies
monocotiledoneas ndo formavam galhas quando
submetidas a A. tumefaciens, sendo portanto
consideradas como hospedeiros ndo naturais.
Entretanto 1sto ndo descartava a possibilidade da A.
tumefaciens transferir T-DNA para estas espécies
(SMITH & HOOD, 1995).

O primeiro relato sobre a formacdo de
tumores em espécies monocotiledoneas foi de De
CLEENE & De LEY (1976) e trabalhos recentes
detectaram a produg¢do de opinas e hormonios
envolvidos no crescimento de tumores, bem como a
presenca de T-DNA nestas plantas (SMITH & HOOD,
1995).

Dentre os cereais, os primeiros resultados
foram obtidos com milho (GRIMSLEY ef al., 1987;
GOULD et al., 1991), o que indicou que o sistema de
vetor Agrobacterium pode ser utilizado para
engenharia genética destas plantas (POTRYKUS,
1991). Além destes trabalhos ja& foram obtidos
resultados positivos com outras espécies (Tabela 1).

Embora os cereais ndo sejam hospedeiros
naturals de A. tumefaciens, sio considerados
hospedeiros potenciais, como verificado em diversos
trabalhos (Tabela 1), tornando viavel a adoc¢ido da
técnica de ftransformag¢do de plantas via
Agrobacterium. Os problemas a serem solucionados

estdo na identificacdo de estirpes mais virulentas e
adequacdo da técnica em si.
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Tabela 1 - Espécies monocotiledoneas utilizadas em estudos de
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transformacao via A. tumefaciens.

Espécie

Agave salmiana

Allium cepa

Aloe ferox

Aloe densiflorus
Anthurium andraeanum
Arthropodium cirratum
Asparagus officinalis
Asparagus sprengeri
Asparagus tetragonus
Avena sativa

Calla sp.
Chlorophyticum capense

Chlorophytum comosum
Commelina communis
Convallaria majalis
Cordyline terminalis
Cordyline rubra
Dioscorea buulbifera
Gladiolus sp
Hemerocallis citrina
Hippeastrum rutilum
Hordeum vulgare
Lilium

Lycorum radiata
Mostera deliciosa
Narcissus canaliculatus
Nerine bowdenii

Oryza sativa

Philodendron sp.
Polyganatum x hybridum
Triticum aestivum

Tulipa sp.
Zantedeschia aethiopica
Zea maiz

Referéncia

Smith & Hood, 1995
Langeveld erf al., 1995
Smith & Hood, 1995
Smith & Hood, 1995
Smith & Hood, 1995
Conner & Dommisse, 1992
Langeveld et al., 1995
Smith & Hood, 1995
Smith & Hood, 1995
Smith & Hood, 1995
Smith & Hood, 1995
Langeveld et al., 1995,

Smith & Hood, 1995
Smith & Hood, 1995
Smith & Hood, 1995
Conner & Hood, 1992
Smith & Hood, 1995
Smith & Hood, 1995
Conner & Dommisse, 1992
Smith & Hood, 1995
Smith & Hood, 1995
Smith & Hood, 1995
Smith & Hood, 1995
Langeveld et al., 1995
Smith & Hood, 1995
Conner & Dommisse, 1992
Smith & Hood, 1995
Conneretal., 1992
Godwin et al., 1992;

Smith & Hood, 1995
Smith & Hood, 1995
Conner & Dommisse
Smith & hood 1995;

Mahalakshmi & Khurana,

1995
Conner & Dommisse
Conner & Dommisse
Smith & Hood, 1995

O vetor Agrobacterium

O género Agrobacterium pertence a familia
Rhizobiaceae, e possul diversas espécies, como: A.
tumefaciens, que ¢ 0 agente causal da doenga conheci-
da como a galha da coroa (“crown gall”); A. rhizoge-
nes, agente da sindrome da raiz em cabeleira (“hairy
root”); A. rubi, que induz tumores nas partes a€reas da
planta; A. vitis, que iInduz tumores somente em videl-

ras ¢ A. radiobacter que nao € patogenica (BRASI-
LEIRO, 1995).

Dentre estas a A. tumefaciens, bactéria de

solo, aerobica, gran-negativa, induz a formacgao de
tumores devido a expressdao de genes localizados no T-
DNA, que € transferido para a célula vegetal. A
virulércia desta bactéria € causada pela presenga, nas
cepas patogénicas, de um plasmideo de alto peso
molecular (150-250 kb), chamado de Ti1 ("Tumor-
inducing ) (BRASILEIRO, 1995). O T-DNA também
possul genes que codificam enzimas responsaveis pela
sintese de opinas, que sao moléculas simples resultan-
tes da condensac¢do de um aminoacido com um carboi-
drato. As opinas produzidas pelas c€lulas transforma-
das servem como fonte de energia (carbono e nitrogé-
nio) para a agroinfecgdo parasita. O tipo de opina
produzido e excretado pelas células do tumor pode ser
determinado pela bactéria indutora do tumor (WIN-
NANS. 1992). Assim as cepas de Agrobacterium sao
classificadas de acordo com o tipo de opinas presente
no tumor, como por exemplo, cepas do tipo octopina.
nopalina, agropina ou succinanopina (BRASILEIRO.
1995 ; WEBB & MORRIS, 1992).
E possivel excluir o T-DNA de Agrobacte-
rium para desarma-la, retirando os genes de sintese de
fitohormonios, sem que isso afete o seu processo de
transferéncia. Assim, o desenvolvimento de vetores
baseados no sistema Agrobacterium requer que as
bordas direita € esquerda sejam conservadas € que 0s
genes de sintese de titohormodnios sejam removidos do
T-DNA. Dessa maneira, qualquer seqiiéncia de DNA
inserid. entre as bordas do T-DNA pode ser transferi-
da e integrada no genoma vegetal, sem afetar a regene-
racao ce plantas (BRASILEIRO,1995).

A transtormagdo genética se da pela transte-
réencia de uma copia da fita simples do T-DNA da
bactériia do plasmideo Ti-desarmado para o nucleo da
planta (TINLAND er al., 1994; YUSIBOV et al..
1994; CITOVSKY & ZAMBRYSKI, 1995; GURAL-
NICK er al. 1996). A eficiéncia do processo de
transformac¢do via A. tumefaciens implica em poder
selecionar e regenerar plantas a partir de uma unica
célula transtormada, o mais rapido possivel, para
diminuir a manipulag¢do in vitro, € evitar o apareci-
mento de plantas quiméricas (BRASILEIRO, 1995).

A faixa de hospedeiros de Agrobacterium
¢ bastante ampla, incluindo mais de 643 espécies
vegetals. Existe uma grande diferenga de susceptibili-
dade a 4grobacterium mesmo em variedades perten-
centes a uma mesma especie (BINNS, 1990). A
determinag¢do da melhor combinagdo patogeno-hospe-
deiro para um dado genotipo € uma etapa inicial
importante para o desenvolvimento de metodologias
que visem a obteng¢do de plantas transgénicas atraves
do sistema Agrobacterium (LACORTE & MANSUR.
1993).
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Transformacio via Agrobacterium tumefaciens

A obtencdo de plantas transgénicas via A.
tumefaciens iniciou em 1983, quando seu sucesso era
restrito a plantas de fumo. Essa situagdo mudou muito
durante a década seguinte, € hoje existem inumeras
culturas transformadas por esta bactéria (GOODMAN
et al. 1987; GODWIN et al. 1992; LAL & LAL, 1993;
JAHNE et al. 1995). A transformagdo de plantas
dicotiledoneas via A. tumefaciens ja € um processo
usual em diversos paises, onde existem varias espécies
transgénicas (Tabela 2).

A transferéncia e a integra¢do do T-DNA
sdo determinadas por varios genes localizados no
cromossoma bacteriano; pelo conjunto de genes de
viruléncia (os genes vir) localizados no plasmideo Ti
ou Ri e pelas bordas que delimitam o T-DNA (HOOY -
KAAS & BEIJERSBERGEN, 1994). O sistema de
infeccdo das agrobactérias representa um elemento
genético contendo informagdes complexas que permi-
te a transferéncia de genes de um organismo procario-
to para um eucarioto superior (BRASILEIRO, 1995).

Varios métodos ja foram descritos para
transformacdo via Agrobacterium, sendo que a maio-
ria deles ¢ uma modificacdo do método de co-cultura
de discos foliares de fumo, descrito em 1985 por
Horsch e colaboradores (BRASILEIRO, 1995) e por
Pasqualli (1996 - informe verbal).

Tabela 2 - Espécies dicotiledonias transgénicas obtidas por
transformacdo via A. tumefaciens.

Espécie Referéncia
Apium graveolens Horsch et al., 1988
Arabidopsis thaliana Horsch et al., 1988
Brassica napus Horsch et al., 1988
Citrus paradisi Mogilner et al., 1993
Glycine max Horsch et al., 1988
Gossypium sp. Horsch et al., 1988
Helianthus annuus Ursicetal., 1983 ¢

. Horsch et al., 1988

Lactuca sativa Horsch et al., 1988
Lycopersicon esculentum Horsch et al., 1988
Medicago varia Horsch et al., 1988
Nicotiana plumbaginifolia Horsch et al., 1988
Nicotiana tabacum Horsch et al., 1988
Persea sp. Mogilner et al., 1993
Petunia Horsch et al., 1988
Poncirus trifoliata x Citrus

cinensis Mogilner et al., 1993
Solanum tuberosum

Horsch et al., 1988 .

Pesquisas recentes revelam que a polaridade
do nucleo do complexo T-DNA da Agrobacterium
pode ser importante para a subseqiiente integragdo da
fita de T-DNA no genoma da planta. Estudos genéti-
cos evidenciaram que esta integragao € um processo
polar (CITOVSKY & ZAMBRYSKI, 1995; TIN-
LAND & HOHN,1995; GURALNICK et al., 1996). E
possivel que estes dados contribuam para elucidar o
comportamento diferenciado da relagdo patogeno-
hospedeiro entre plantas mono e dicotiledoneas.

Outro fator envolvido na capacidade de
infeccdo € a quantidade de compostos fenolicos
liberados pela planta hospedeira para interagdo com a
bactéria. Células de fumo quando rompidas, liberam
compostos fendlicos como acetosiringona e alfa-
hidroxiacetoseringona que ativam 0S genes Vir,
responsaveis pela transferéncia do T-DNA da A.
tumefaciens para as células feridas do hospedeiro
(STACHEL et al., 1985). Provavelmente os tecidos
das monocotiledoneas ndo produzem estes compostos,
ou o fazem em niveis insuficientes (SMITH & HOOD,
1995).

Muitos pesquisadores acreditam que a
inoculacdo de A. tumefaciens em monocotiledoneas
tratadas com compostos fenolicos trazem aumento
significativo da transformacdao (SCHAFER er al.
1987: GOULD et al., 1991; CHAN et al., 1993;
SMITH & HOOD 199)5).

Ao avaliar a indu¢do da expressao do gene
vir em trigo ¢ aveia, USAMI et al. (1988) concluiram
que estes cereais apresentavam uma substancia que
induzia o gene, diferindo do composto fendlico usual,
a acetoseringona, com milhares de vezes o seu peso
molecular e sua propriedade hidrofilica. Os autores

ndo concluiram se este indutor € uma, ou mais subs-
tancias.

Situacéo atual da transformacao via A. tumafeciens
em cereais

Em monocotiledoneas a maioria dos estudos
estdo na fase da agroinfec¢do, e o maior esfor¢o tem
sido voltado para a identificag@o de estirpes de bacte-
rias que infectem diferentes genotipos e espécies de
plantas, bem como plasmideos que sejam mais efica-
zes na incorporagdo de genes de interesse agronomico
no genoma do hospedeiro.

MAHALAKSHMI & KHURANA (1995),
demonstraram que a estirpe GV2260 de A.
tumefuciens, plasmideos A281 e A348, consegue
infectar alguns genotipos de trigo. O sucesso da
transformacdo de monocotiledoneas via A.
tumefaciens depende do uso da estirpe adequada, pois
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existe interagdo significativa entre o genétipo vegetal
¢ a estirpe da bactéria, tanto para mono como para
dicotiledoneas (SMITH & HOOD, 1995). Até pouco
tempo acreditava-se ndo ser possivel o uso de A.
tumefaciens para obter cereais transgénicos (JAHNE
et al. 1995). Entretanto HIEI et al. (1994) obtiveram
plantas transgénicas de arroz, utilizando a bactéria
LBA4404 com o plasmideo pTok233.

Alguns estudos t€m indicado a associa¢do
de técnicas de transformagido para incrementar a
tfreqii€ncia de plantas transformadas. BIDNEY et al.
(1992) obtiveram este incremento associando biolisti-
ca com A. tumefaciens, seja bombardeando as células
com particulas recobertas por bactérias desidratadas,
ou apenas ferindo as células via biolistica e posterior-
mente co-cultivando-as com a bactéria.

Passos para obtencdo de linhagens de cereais
transformadas via Agrobacterium tumefaciens

- Identificar claramente os objetivos para
trabalhar com manipulag@o genética, se para estudos
fisiologicos ou bioquimicos ou para gerar variabilida-
de ndo obtida por métodos convencionais em progra-
mas de melhoramento:

- Avaliar as possiveis conseqiiéncias que
estas plantas modificadas podem trazer ao ambiente
antes de proceder a transformagio genética (HANDEL
et al. 1996);

- Identificar qual o tipo de explante vegetal
mais adequado para a infec¢do e a regeneracio de
plantas da espécie vegetal em questio;

- Avaliar a resisténcia ou suceptibilidade do
tecido vegetal aos agentes seletivos:

- Avaliar o efeito dos antibidticos que
eliminam a bactéria apos a infecgdo dos explantes
utilizados na transformacio;

- 1dentificar as estirpes de A. tumefaciens
adequadas para infectar os tecidos dos cereais:

- Estabelecer o tempo de subcultivo neces-
sario em meio com antibidticos para eliminar total-
mente a bactéria;

- Estabelecer controles positivos e negativos

que possibilitem a identificagdo correta dos explantes
transformados;

- Obter plantas regeneradas de explantes
resistentes aos agentes seletivos; e,

- Testar as progénies de plantas potencial-
mente transformadas com agentes seletivos, e realizar
testes com marcadores moleculares para confirmar a
transformacio estavel.

Consideracdes Finais

A transformacdo de cereais via A.
tumefaciens ¢ uma tecnologia que vém sendo
aprimorada e a curto prazo deve possibilitar a
Incorporagdo de genes diferenciados nas culturas de
interesse agrondmico. Dentre as caracteristicas a serem
Incorporadas estdo algumas caracteristicas especificas
de qualidade de grios como altos teores de
aminoacidos essenciais e produgio de um unico tipo
de amido, a resisténcia a insetos praga, a moléstias de
dificil controle e a tolerancia a estresses ambientais.

Para o sucesso da técnica, os principais
pontos a serem aprimorados sdo o desenvolvimento de
novas estirpes “‘super virulentas” da bactéria, que serdo
capazes de infectar prontamente as células das
espécies cereais, € os testes de regeneracdo in vitro de
cclulas transformadas (HIEI ef al. 1994; ZANETTINI,
1996 - informe verbal). A regeneracdo in vitro de
diversas cultivares nacionais de cereais estd bem
estabelecida (MILACH ef al. 1991; BERED et al.
1996; LANGE er al. 1995; HANDEL ef al. 1995),
sendo fundamental para a implementagéo do processo
de transformag¢do. A regeneracdio de células
transformadas via A. tumefaciens deve ser
aprimorada. Outros pontos da metodologia, como a
temperatura € presenga ou auséncia de luz durante a
transforma¢do com Agrobacterium devem ser
cuidadosamente observados. Por exemplo, quando os
explantes vegetais expostos a bactéria sdo
subcultivados sob luz continua dificilmente ocorre
contaminagdo pela Agrobacterium deste meio de
cultura com antibidtico. Contudo, quando este
subcultivo € realizado no escuro a bactéria pode
apresentar desenvolvimento acentuado, sendo
necessario alterar a dose ou a combinacio dos
antibioticos utilizados (dados ndo publicados).

A confirmacdo da ocorréncia de transforma-
¢do do tecido vegetal via A. tumefaciens deve ser feita
com uma combinagdo de testes, como o teste GUS
(beta-glucuronidase), testes com marcadores molecu-
lares para detectar a presenga do gene de interesse, e
testes de expressdo do transgene, para assegurar a
selecdo correta de linhagens transgénicas. Estes testes
de expressdo do transgene também devem ser aplica-
dos na progénie destas plantas transformadas, para que

seja confirmada a transformago estavel do gene de
Interesse.

A transformagdo de cereais via 4. tumefa-
ciens, permitird o desenvolvimento das primeiras
linhagens transgénicas em um futuro préximo. Assim
que esta metodologia estiver totalmente estabelecida,
podera auxiliar concretamente programas de melhora-
mento de cereais, aumentando a variabilidade genética
para caracteres de alto valor agregado. '
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