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Apresentacdo

O melhoramento genético das culturas agricolas
no Brasil € um dos resultados mais contundentes das
pesquisas desenvolvidas pelas instituicdes de pesquisas
brasileiras, inclusive a Embrapa. Os impactos obtidos por
meio da genética levaram a um novo desenho da agricul-
tura do Pais.

Assim, o desenvolvimento cientifico e tecnolégico
permite, hoje, sinalizar uma nova época, associando a
producao agropecuadria as novas exigéncias da sociedade
por padrdes nutricionais, ambientais e de salde. Entre os
desenvolvimentos cientificos e tecnolégicos esta a bio-
tecnologia, que, na Embrapa, teve seu inicio na década
de 1980.

A biotecnologia possui uma série de ferramentas
que podem ser utilizadas nas estratégias de melhora-
mento genético. A engenharia genética (transformacao
genética de plantas pela transferéncia de genes), por
exemplo, evoluiu rapidamente na ultima década e esta
presente, efetivamente, no cenario da producdo de se-
mentes de vérios cultivos no Pais.

As oportunidades de utilizacdo de organismos
geneticamente modificados (OGMs) séo infinitas e po-
dem estar associadas as mais diversas areas da producao
agropecudria. Talvez, a mais importante delas seja no de-
senho e na implementacdo de novos processos visando
a sustentabilidade da producdo, por meio do aumento
de produtividade, com qualidade, a um custo menor e

sem necessidade de aumentar a area de cultivo, e com
reducao do uso de insumos agricolas.

Na Embrapa, essa area de pesquisa busca, prin-
cipalmente, reduzir a necessidade de irrigacdao e de
insumos agricolas e abrir as fronteiras do conhecimen-
to com uma equipe de pesquisadores que, em 1998,
lancou o Manual de transformagdo genética de plantas.
Esse manual teve como principal objetivo descrever as
principais estratégias utilizadas para a transformacédo de
plantas, beneficiando estudantes, profissionais e demais
interessados em técnicas de biologia celular e molecular
utilizadas para a transformacao genética de plantas.

Em 2014, completam-se duas décadas do desen-
volvimento do primeiro produto alimentar genetica-
mente modificado no mundo - um tomate com maior
durabilidade criado na Califérnia, Estados Unidos. Vinte
anos depois, 0 mercado de transgénicos na agricultura é
cada vez mais expressivo. A cada 100 ha plantados com
soja hoje no planeta, 80 ha sao de sementes com genes
alterados. No caso do milho, sdo 30 ha para cada 100 ha.

Nessas duas décadas, a drea com culturas trans-
génicas subiu 100 vezes, de 1,7 milhdo de hectares para
175,2 milhées. Os Estados Unidos lideram o plantio, se-
guidos pelo Brasil e Argentina. Entre os OGMs vegetais
estao a soja, o milho, o algodao e a canola.

Para comemorar as duas décadas de OGMs no
mercado mundial, a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia lanca, em 2015, a segunda edicdo do
Manual de transformagdo genética de plantas, que, além



de revista e ampliada, apresenta novas técnicas desen-
volvidas e adotadas neste periodo, com a colaboracao de
novos pesquisadores.

E com satisfacdo que oferecemos a comunidade
técnico-cientifica e as instituicdes publicas e privadas
0os conhecimentos necessarios para a transformacao
genética de plantas. Esperamos que as aplica¢bes dessas

tecnologias contribuam para o desenvolvimento susten-
tavel do agronegdcio brasileiro e para a alimentacgao, a

nutricao e a saude de nosso povo.

Mauro Carneiro

Chefe-geral da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



Prefdcio

Quando publicamos, em 1998, a primeira edicdo
do Manual de transformagdo genética de plantas, o Brasil
e 0 mundo ainda viviam um intenso debate sobre os be-
neficios e os riscos potenciais associados a tecnologia dos
transgénicos. Nosso principal propdésito, ao lancarmos a
primeira edicdo naquela ocasido, era que o Manual se
tornasse “um bom companheiro de bancada” para todos
aqueles que desejam se iniciar ou se aperfeicoar na pes-
quisa em biotecnologia. Acreditamos que conseguimos
alcancar nosso objetivo, pois a primeira edicao do Manual
estd esgotada ha mais de 10 anos e a encontramos fa-
cilmente espalhada pelas bancadas de laboratérios de
Norte a Sul do Pais. Temos inimeros depoimentos de es-
tudantes de iniciacao cientifica, mestrado e doutorado, e
de profissionais de todos os niveis que realmente tiveram,
e ainda tém, o Manual de transformacéo genética de plan-
tas como um companheiro inseparavel. Hoje, quase 20
anos depois do lancamento da primeira edicdo, a adocao
dos transgénicos é uma realidade, com 175 milhdes de
hectares plantados com cultivos geneticamente modifi-
cados em 27 paises. Sentimos, entdo, a necessidade de
atualiza-lo, aportando novas técnicas, excluindo aquelas
obsoletas e revisando as publicadas na primeira edicao.

A segunda edicao vem, entdo, preencher a la-
cuna deixada pela primeira e oferecer a comunidade
cientifica um material didatico de qualidade em lingua
portuguesa. Nele, séo apresentadas: as principais técni-

cas para clonagem de genes de interesse em vetores de

expressao para transformacdo de plantas (Capitulos 1
a 3); as principais metodologias atualmente utilizadas
para a transformacdo genética de plantas envolvendo
estratégias de transformacéo direta (Capitulos 4 e 5) e
do sistema Agrobacterium (Capitulos 6 e 7); e a analise
da atividade de genes repdrteres no monitoramento
da eficiéncia de transformacdo (Capitulo 8). Uma vez
obtida uma planta geneticamente modificada, analises
moleculares sdo necessarias para avaliar a introducao e
integracdo do transgene (Capitulos 9 a 13), a sua correta
transcricdo (Capitulos 14 a 16), e a traducao e o endere-
camento das proteinas codificadas (Capitulos 17 a 21).
No final desta obra, ha seis anexos contendo a descricao
de meios para crescimento de bactérias e de cultura de
plantas, preparo de solu¢des e tampodes utilizados nos
capitulos, assim como informacdes técnicas gerais que
ajudardo o leitor a realizar seus experimentos.

Em cada capitulo, o leitor encontrard um breve em-
basamento tedrico e a descricdo metodoldgica detalhada
da técnica abordada, com dicas e observacdes praticas
para facilitar a compreenséo das diferentes etapas do pro-
tocolo. A equipe de pesquisadores da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia utiliza essas técnicas rotinei-
ramente em seus laboratérios e procurou descrevé-las
com o maior detalhamento possivel, permitindo ao leitor
adaptar o protocolo apresentado a outros laboratérios ou
materiais vegetais.

Entregamos, assim, a toda a comunidade cientifica
brasileira, a sequnda edicdo do Manual de transformacgéao



genética de plantas, revista e ampliada, esperando que
este continue espalhado pelas bancadas dos laboratérios,
como um “bom companheiro” de alunos e profissionais
em suas rotinas de trabalho.

As Editoras



Prefacio a 1° edicdo

Em 1995, organizamos pela primeira vez o curso
Métodos de transferéncia e expressGo de genes em plan-
tas, que a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
oferece regularmente a estudantes de pés-graduacao
e pesquisadores que atuam na darea. Naquela ocasiao,
sentimos a enorme caréncia de material didatico em
lingua portuguesa. Para supri-la, tivemos a iniciativa de
redigir este Manual. Nele, sao apresentadas diferentes
técnicas utilizadas na transformacdo genética de plan-
tas: transferéncia de genes através da eletroporacdo de
protoplastos e biobalistica ou por vetores baseados no
sistema Agrobacterium. Experimentos para a detec¢do da
expressao de genes repodrteres e analises moleculares da
integracdo e da expressao de genes exdgenos em plantas
encontram-se também descritos. No final do Manual,
foram adicionados oito apéndices contendo a descricdo
de meios de cultura e solucdes utilizadas nos capitulos,
uma relagdo das principais plantas transgénicas ja obti-
das, normas para constituicao das Comissdes Internas

de Biosseguranca (CIBio) e um exemplo de plano de
radioprotecdo.

Em cada capitulo, os autores forneceram o em-
basamento tedrico da técnica abordada, que pode ser
adaptada para outras espécies ou materiais vegetais.
As técnicas apresentadas sdo utilizadas por pesquisado-
res da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e da
Embrapa Hortalicas em sua rotina de laboratério, con-
tribuindo, assim, com dicas e observag¢des que facilitam
a compreensao e a repeticao dos protocolos. Qualquer
sugestao sobre os protocolos descritos neste Manual
serd bem-vinda no seguinte endereco eletronico:
manual@cenargen.embrapa.br.

Nosso proposito é que este Manual acompanhe,
como um bom companheiro de bancada, todos aqueles
que desejam se iniciar ou se aperfeicoar na pesquisa em
biotecnologia.

As Editoras
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Aincorporacao da biotecnologia aos programas de
melhoramento genético de plantas, tao debatida nas dé-
cadas passadas, é hoje uma realidade e permitiu acelerar
0 processo de obtencao de variedades com caracteristi-
cas superiores, de uma maneira mais acurada e eficiente.
A partir de 1996, a adocdo da tecnologia dos transgénicos
impds uma reestruturacdo da cadeia produtiva em todo
o mundo, com uma area de 181 milhdes de hectares em
2014 plantada com cultivos geneticamente modificados
em 28 paises.

O Brasil, apds os Estados Unidos, € hoje o segundo
maior produtor de transgénicos no mundo, com cerca
de 40 milhdes de hectares plantados com plantas ge-
neticamente modificadas (PGMs) de soja (Glycine max),
algodao (Gossypium hirsutum) e milho (Zea mays). Na safra
2014/2015, estima-se que, pela primeira vez no Brasil, a
area plantada com cultivares transgénicas serd maior do
que com cultivares convencionais. A maioria dos paises
que cultiva PGM criou uma legislagao prépria de bios-
seguranca, e, no Brasil, todas as etapas de producao de
uma PGM devem atender as exigéncias de biosseguranca
e a aprovacao pela Comissao Técnica de Biosseguranca
(CTNBio), descritas nas leis n° 8.974/1995 e 11.105/2005.

O desenvolvimento de uma PGM envolve vérias
areas de conhecimento, em particular a biologia celular e
molecular, e utiliza processos que vao desde a prospeccao
e oisolamento de genes de interesse até a fenotipagem a
campo dos eventos transgénicos mais promissores. A tec-
nologia dos transgénicos permite que genes oriundos de

qualquer organismo possam ser introduzidos e expressos
de forma controlada no genoma vegetal receptor, de
modo independente da fecundacdo, tornando ilimitado
0 pool génico a ser explorado por essa tecnologia. Assim,
a prospeccdo e a caracterizacdo de genes e moléculas
que possam conferir novas caracteristicas as plantas, e
sua disponibilizacao para programas de melhoramento
genético, tém sido prioridade para diferentes equipes.
Em particular, nos ultimos anos, o sequenciamento e
a anadlise em larga escala do genoma e do transcritoma
de varias espécies vegetais e de outros organismos tém
possibilitado a identificacdo de novos genes de interes-
se. Entretanto, até o momento, ainda é relativamente
pequena a lista de genes que sejam comprovadamente
efetivos e que ja tenham sido introgredidos com sucesso
em variedades comerciais. A grande maioria das culturas
comerciais de transgénicos do mundo contém duas
caracteristicas: resisténcia a insetos ou tolerancia a herbi-
cidas, ou a combinacéo delas.

Apds a prospeccao e identificacdo de um gene de
interesse, ele deve ser clonado em um vetor de expressao,
e sua funcdo deve ser validada in planta para obtencédo da
prova de conceito. O gene-candidato pode ser superex-
presso ou silenciado em plantas-modelo, como Arabidopsis
thaliana, fumo (Nicotiana tabacum) ou arroz (Oryza sativa)
ou diretamente na planta-alvo. Para tal, é necessario o uso
de protocolos eficientes de transformacao, a incorporacao
adequada do transgene no genoma da planta e sua correta
expressao nos tecidos-alvo. Uma posterior avaliacdo feno-
tipica acurada dos eventos transgénicos que se mostrarem



