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Introducio

utilizacio do eucalipto

na producio de celulose

e papel, a partir dos anos

40, transformou essa ar-

vore na principal maté-

ria-prima das industrias do setor. O

eucalipto representa 69 % da 4drea

reflorestada do Brasil, cerca de 1,5

milhio de hectares. Atualmente, o Bra-

sil situa-se entre os trés maiores forne-

cedores mundiais de papel para im-

pressio. E o segundo maior exporta-

dor de celulose de fibra curta e o

primeiro no caso de fibras produzidas

a partir do eucalipto, detendo 45 % das
vendas desse produto.

Grande parte do sucesso desse

setor florestal resulta dos investimen-

tos realizados pela industria nacional

Transformagdo genética do

EUCALIPTO

Inoculagiio de cotilédones e folhas com Agrobacterium tumefaciens

em busca de ganhos de produtividade
e qualidade, o que possibilita a entrada
do produto brasileiro no mercado ex-
terno. O mercado internacional € bas-
tante competitivo, principalmente com
relacao aos paises asidticos, que tam-
bém produzem fibra curta. A principal
vantagem competitiva do Brasil € a sua
tecnologia florestal, baseada em pro-
gramas de melhoramento genético e
de multiplicac¢io clonal do eucalipto,
desenvolvidos ao longo dos tltimos 30
anos. Todo esse ganho de conheci-
mento cientifico e tecnologico gerou
um ganho na produtividade; de 20 m%/
ha/ano (8 arvores/m?), no inicio da
década de 70, para 50 m*/ha/ano (3,1
arvores/m?®), em 1999. Apesar desse
aumento fantastico em produtividade,
essa vantagem competitiva pode ser
superada por outros paises competi-
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Figura 1 - Avaliacdo da eficiéncia do sistema de regeneracao de diferentes
explantes de E. grandis (azul), E. grandis x E. urophylla (verde) e E.

urophylla(amarelo)
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Tabela 1 . Meios de cultivo utilizados nos experimentos de regeneracio de
Eucalyptus. MM: meio de multiplicacao; MA meio de alongamento; ME: meio
de enraizamento. O meio M1 foi utilizado para a formagio de cali e o meio
M2 como indutor de gemas. O meio bisico utilizado (MB) contém a metade
da concentracao dos macronutrientes do meio MS (Murashige & Skoog,

1962), micronutrientes de MS, 3 % (p/v) de sacarose e 0,6 % de dgar, pH 5,8
e vitaminas MS-B (Barrueto Cid et al., 1994). 6-benziladenina (BA), dcido
indol butirico (IBA), dcido a-naftaleno acético (ANA), 1-fenil-3-(1,2,3-tidiazol-

5-yD) uréia (TDZ)

Meios de cultura

BA
MM 0,006
MA 0,44
ME -
M1 -
M2 -

dores com ganhos em economia de
escala, equipamentos atualizados e
acesso a capitais de longo prazo. Daia
necessidade de investimentos em no-
vas tecnologias que permitam a manu-
tencdo dessa vantagem competitiva,
com o oferecimento de produtos de
melhor qualidade, com baixo custo de
producio.

Aaplica¢io dos métodos convenci-
onais de melhoramento na drea flores-

Reguladores de crescimento (UM)

IBA ANA TDZ
- 0,88 -
1 - -
4,9 - -
- 2,5 1
- 25 2

tal, embora eficiente, € relativamente
lenta, principalmente devido ao tem-
po necessario para se completar cada
geracao de cruzamentos e a obtencio
de progénies segregantes; na maioria
dos casos, alguns anos. A introducao de
genes de interesse em progénies e
clones comerciais de eucalipto, por
meio da transformacio genética, ofe-
rece uma excelente oportunidade para
acelerar-se o processo de obten¢io de
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Figura 2 - Taxa de explantes vivos (%) de E. grandis apds 30 dias de expo-
sicdo aos agentes seletivos CAN (Canamicina) e G-418 (Geneticina)

gendtipos superiores. Entretanto, a
transformacao de espécies arboreas
ainda é bastante dificil, principalmente
para o género Eucalyptus. Até pouco
tempo, a literatura registrava a trans-
formacao genética de apenas duas
espécies, E. globulus e E. camaldulen-
sis (Mullins etal., 1997; Ho etal., 1998;
Moralejo et al., 1998; Harcourt et al.,
2000), mas, recentemente, Gonzalez
et al. (2002) descreveram a transfor-
macaodeE. grandis x E. urophylla, que
€ o principal hibrido comercial utiliza-
dono Brasil.

A dificuldade em se obter plantas
transgénicas de eucalipto estd associa-
daabaixa capacidade de regeneragio
de algumas espécies e ao sistema de
selecao dos transformantes. Nos traba-
lhos acima citados, com excecao de
Harcourtetal. (2000), que utilizaram o
gene de resisténcia ao herbicida fosfi-
notricina (PPT) para a selecio dos
transformantes, os demais emprega-
ram o gene nptll, que confere resistén-
cia aos antibidticos aminoglicosidicos,
como, por exemplo, a canamicina e a
geneticina G-418. A selecio com anti-
bidticos apresenta sérias dificuldades
para o eucalipto, em razao da existén-
cia de variabilidade genética para tole-
rancia a esses compostos quimicos,
como discutido mais adiante.

De maneira geral, a obtencdo de
plantas transgénicas depende de trés
condicdes:

D Regeneracio de plantas a partir
de células ou tecidos transformados;

ID Selecao que permita diferenciar
as células transformadas;

1D Transferéncia do gene de inte-
resse e sua integracdo no genoma do
eucalipto; expressao e heranca do DNA
exogeno.

Regeneracio de Eucalyptus
por organogénese indireta

A obtencio de plantas transgénicas
de eucalipto requer uma metodologia
eficiente de regeneracio, seja por or-
ganogénese indireta de certos tecidos,
ou por meio da embriogénese somati-
ca. A embriogénese somatica ji foi
descrita para algumas espécies comer-
ciais importantes de eucalipto, onde,
namaioria dos casos, as plantas foram
regeneradas a partir de plantulas (Mu-
ralidharan e Mascarenhas, 1989; Watt
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Figura 3 - Taxa de formacao de cali (%) de E. grandis apos 45 dias de expo-

sicdo aos agentes seletivos

et al., 1991). Os melhores resultados
com organogénese indireta foram ob-
tidos com tecidos jovens, como cotilé-
dones e hipocétilos (Tibok etal., 1995;
Barrueto Cid et al. 1999). A regenera-
¢ido de plantas a partir de 6rgaos madu-
ros também ja foi relatada para algu-
mas espécies, como por exemplo, a
partir de folhas de E. citriodora(Mura-
lidharan e Mascarenhas, 1987), E. tere-

ticornis(Subbaiah e Minocha, 1990) e
de E. grandis (Laine e David, 1994).
De maneira geral, esses trabalhos
relatam o uso de tidiazuron (TDZ) para
ainducio de organogénese indireta de
diferentes tecidos vegetais. Com o
objetivo de ajustar e de conhecer os
efeitos dessa citocinina as nossas con-
dicoes, realizamos uma avaliacio mais
detalhada da regeneracido de E. gran-

AR

B

Figura 4. Expressio do gene da B-glucuronidase em folhas de clones (A) e
cotilédones de plantulas (B)
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dis, E. urophylla e do hibrido E. gran-
dis x E. urophylla. Sementes desses
genotipos foram germinadas por 20
dias em meio MS (Murashige e Skoog,
1962), até a formacio de plantulas,
que foram entdo excisadas. Os trés
tipos de explantes utilizados: cotilédo-
nes, primeiro par de folhas, hipocotilo
e raiz foram individualizados e transfe-
ridos para meio de cultura M1 (Tabela
1), por 60 dias, renovando-se esse
meio a cada 15 dias. Apos esse perio-
do, foram mantidos em meio de mul-
tiplicacao (MM, Tabela 1) por 30 diase,
finalmente, os cali, contendo as brota-
¢oes, foram transferidos para meio de
alongamento (MA, Tabela 1). O deli-
neamento estatistico foi inteiramente
casualizado, com seis repeticoes por
tratamento, contendo 23 explantes por
parcela. O experimento fatorial foi
organizado considerando-se como fa-
tor 1 as espécies de eucalipto e como
fator 2 o tipo de explante. Os trata-
mentos resultaram das combinacoes
entre os genotipos de eucalipto e o
tipo de explante. Quatro tipos de ex-
plantes foram considerados: raizes,
cotilédones, folhas e hipocétilos, tota-
lizando doze tratamentos. Os valores
estdo expressos em porcentagem de
cali que emitiram brotagdes ap6s 120
dias (Figura 1).

A eficiéncia de regeneraciao de-
pende do tipo de explante e da espé-
cie, como podemos observar na figura
1. As taxas de regeneracio, a partir de
cotilédones, do hibrido E. grandisx E.
urophylia, e de E. grandis apresenta-
ram os melhores resultados, ao redor
de 22% a 25%, respectivamente; em-
bora as folhas e hipocétilos também
tenham produzido boas taxas de rege-
neragio. As raizes mostraram uma bai-
xa eficiéncia de regeneracio. No caso
particular de E. urophbylia, os valores
de regeneracio observados para todos
os tipos de explantes foram os mais
baixos, inclusive nio se conseguindo
regenerar plantas a partir das raizes. O
mesmo foi observado nos trabalhos de
Bennet e McComb (1982) e Laine e
David (1994), para o caso de E. mar-
ginatae E. grandis, respectivamente.

Nesse protocolo, o TDZ foi incor-
porado aos meios de formacio de cali
e de desenvolvimento de gemas, con-
seguindo-se, dessa forma, uma alta
freqiiéncia de indugiao de gemas, além
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Figura 5. Seqiiéncia do protocolo de transformac¢iao genética do eucalipto: (A)
Inoculagciao com Agrobacterium tumefaciens contendo o gene de interesse, (B)
Cotilédone (esquerda) ou folha (direita), (C) calo induzido a partir de cotilédone ou
folhas na presenca de TDZ, (D) formacio de brotacoes, (E) plantulas em fase de alon-
gamento e enrizamento, (F) plantas regeneradas e cultivadas em cimara de cresci-

mento, (G) Southern blot dos transformantes primarios

de uma maior capacidade de formacio
de brotos e de plantas regeneradas. Os
derivados da uréia, como o TDZ, pos-
suem efeito similar as citocininas, sen-
do capazes de estimular diferentes
respostas morfogenéticas, inclusive a
formacgao de brotos em diferentes es-
pécies vegetais (Huetteman & Pre-
cee, 1993). O efeito indutor da forma-
cao de brotacoes destes compostos €
mais pronunciado do que o observado
com BAP, para a maioria das espécies
vegetais testadas e, particularmente,
em espécies arboreas (Lu, 1993). Em-
bora o modo de acio desses compos-
tos nAo seja totalmente conhecido (Hare
& Van Staden, 1994), parece estar
envolvido com a ativacio e a diferen-
ciacao de células especificas durante o
processo de regeneracao de hipocoti-
los de E. globulus (Azmi et al., 1997).

Efeito dos antibiéticos na
selecio de transformantes

Um fator importante na obten¢ao

de plantas transgénicas é a existéncia
de um bom sistema de selecio de
transformantes. Os antibioticos sio am-
plamente utilizados para essa finalida-
de, entretanto, apresentam desvanta-
gens, como, por exemplo, a existéncia
de variabilidade genética no eucalipto
paratolerancia a determinados antibi-
oticos, possibilitando a ocorréncia de
escapes, ou seja, falsos transformantes
positivos. Tanto a canamicina, como a
geneticina G-418 sao antibidticos que
inibem a sintese de proteinas nas célu-
las pela associagio a subunidade me-
nor dos ribossomos.

A resposta as diferentes concentra-
coes desses dois antibidticos, foi avali-
ada em cotilédones cortados de plan-
tulas com 20 dias. O experimento
baseou-se no sistema de regeneracio
descrito anteriormente. Cotilédones de
Egrandisforam cortados e submetidos
aos seguintes tratamentos: controle
positivo, com o explante em meio de
cultivo, na auséncia de agente seleti-
vO; canamicina nas concentragoes de

50 e 100 mg/L e geneticina,
nas concentracoesde 2,5,5 e
10 mg/L. Dois parametros fo-
ram utilizados nas avaliacoes
€ estio expressos em por-
centagens: numero de ex-
plantes vivos ap6s 30 dias de
exposicao aos agentes seleti-
vos, e nimero de cali forma-
dos ap6s 45 dias (Figuras 2 e
3, respectivamente).

Pela andlise comparativa
entre os agentes seletivos uti-
lizados, pode-se observar que
a geneticina foi mais eficien-
te, se considerarmos a por-
centagem de morte dos ex-
plantes. Entretanto, os explan-
tes que nado morreram, apre-
sentaram formacgao de cali, o
que dificulta o uso desse anti-
bidtico como agente seletivo.
Um dos possiveis problemas
do uso da geneticina € sua
baixa difusao nos tecidos,
permitindo o aparecimento
de escapes. Ja, a canamicina
inibiu drasticamente a rege-
neracao de cali (Figura 3). No
entanto, os explantes nao
apresentaram alta taxa de
mortalidade (Figura 2).

Esses resultados confir-
mam a baixa eficiéncia dos antibioticos
aminoglicosidicos para a selecao de
transformantes em Eucalyptus que
apresentam tolerdncia natural a esses
compostos quimicos, embora tenham
inibido a regenerac¢io de cali transgéni-
cos. A geneticina G418 induziu necro-
ses severas dos explantes, ocasionan-
do a morte rapida dos mesmos, mas,
em baixas concentracdes, levou ao
aparecimento de escapes.

Transformacio genética de
Eucalyptus por meio de
Agrobacterium

A metodologia utiliza a transforma-
¢ado genética por meio de
Agrobacterium,e pode ser emprega-
da para cotilédones ou folhas de clones
micropropagados de Eucalyptusgran-
dis, Eucalyptus uropbyllae do hibrido
E. grandisx E. urophylla. No caso de
cotilédones, as sementes sao esterili-
zadas e semeadas em placas de Petri
contendo meio de cultivo MS (Mu-
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rashige e Skoog, 1962), e mantidas,
por dois dias, em cimara de cresci-
mento, sob condi¢des controladas de
fotoperiodo (16h de luz e 8h de escu-
ro) e temperatura de 26°C. Apds esse
periodo, as sementes que germina-
ram, ou se for o caso, as folhas de
clones micropropagados, sao inocula-
das em meio liquido MS contendo
Agrobacterium tumefaciens (na den-
sidade de 107-10° células/mL) e man-
tidas em co-cultivo por 24h, na presen-
¢a de acetoseringona (20 mg/L), sob
agitacao constante (100 rpm). Em se-
guida, as sementes ou as folhas sao
transferidas para placas de Petri con-
tendo meio MS solido para o co-cultivo
em meio s6lido por mais 48h. O mate-
rial é posteriormente lavado em dgua
estéril contendo 200 mg/L de cefotaxi-
ma, submetido a secagem em papel
de filtro estéril, antes de ser transferido
para meio MS sélido contendo 100
mg/L de cefotaxima. A figura 4A mos-
tra a expressdo transitéria do gene
uidAque codifica a enzima B-glucuro-
nidase (GUS), sob o controle do pro-
motor 35S do virus do mosaico da
couve-flor (CaMV), em folhas cotiledo-
nares, ap6s 15 dias do co-cultivo. Pode-
se observar que a transformacao dos
cotilédones ocorre preferencialmente
nas regides periféricas (Figura 4B). A
figura 5 mostra a sequéncia completa
do processo de transformacgio de E.
grandisx E. urophyllade cotilédones
ou folhas de clones micropropagados.
Ap6s a inoculagdo dos tecidos com a
Agrobacterium, o material € transferi-
do para o meio de formagao de caloM1
(Tabela 1) contendo 5 mg/L de gene-
ticina G-418 (Figura 5C). Posterior-
mente, os cali sao transferidos para o
meio de inducio de brotacdes M2
(Tabela 1) na presenca do agente
seletivo (Figura 5D), até a formacao de
brotacdes, que sao, entio, mantidas
emmeio de alongamento (MA, Tabela
1 por 30 dias, sendo, em seguida,
transferidas para meio de enraizamen-
to (ME, Tabela 1) (Figura 5E). Uma vez
formadas as raizes, as plantulas sio
transferidas para vaso e mantidas em
camara de crescimento sob condi¢coes
controladas (Figura 5F). A analise mo-
lecular para a confirmacao da integra-
¢ao do gene de interesse no genoma
da planta ¢é feita com o auxilio da
técnica de Southern blot, como ilustra-

do na figura 5G, para quatro plantas
transgénicas de E. grandis x E. uro-
pbyllaque expressam o gene Lbhcb1*2
de ervilha (Gonziles et al., 2002).
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