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1. INTRODUGAO

As lentilhas d’agua sao macrofitas aquaticas podendo ser flutuantes ou submersas que
crescem naturalmente em lagoas e lagos, servindo de alimento para animais como peixes e aves
(Landolt, 1986; Sree et al., 2016; Appenroth et al., 2018). A subfamilia Lemnoideae possui cinco
géneros: Lemna, Spirodela, Wolffia, Landoltia e Wolffiella (Less et al. 2002).

Estas plantas possuem a vantagem de serem cultivadas em ambientes controlados com
baixo custo e que exigem poucos recursos naturais, tornando-as ideais para populagcdes em que
estes sdo limitados. Do ponto de vista nutricional, as lentilhas d'agua apresentam alto valor
proteico, com teores que variam de 20% a 35% por peso seco, além de serem ricas em acidos
graxos essenciais, como o 6mega-3 (EPA e DHA), e micronutrientes como ferro e zinco
(Appenroth et al., 2016).

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo a padronizagdo de protocolo para a
transformacao estavel da Lemna japonica, possibilitando a expressao heteréloga do gene GUS

(marcador).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtengao das macréfitas
A L. japonica (genétipo 145) foi doada pela Professora Dra. Helaine Carrer do Laboratério
de Genbdmica e Biologia Molecular de Plantas, ESALQ-USP, Piracicaba-SP. A macrdfita ja estava
sendo cultivada e preservada em meio Murashige e Skoog (MS) e apenas foi adaptada ao novo

ambiente, o laboratério de Biotecnologia BraPhyto em Limeira-SP.



2.2 Indugao de calos
A inducao de calos foi realizada utilizando o meio Callus Induction Medium Lemna (CIML).

O meio CIML consiste no meio MS suplementado com sacarose, contendo analogos de

reguladores vegetais, como o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e thidiazuron (TDZ) e agar.
Esse meio foi distribuido em placas de Petri, as quais continham as frondes da L. japonica e foram

incubadas sob o fotoperiodo de 16/8h e temperatura de 24°C durante 15 dias.

2.3 Multiplicagao de calos
Em seguida, os clusters foram transferidos para o meio Callus Maturation Medium Lemna
(CMML), contendo os reguladores vegetais 2,4-D e 6-benzilaminopurina (BAP), ficando em
completo escuro (24h) e temperatura de 24°C, até estarem prontos para o primeiro teste de
regeneracao de calos para garantir que o protocolo de regeneragdo e nossas condi¢gdes séo
efetivas para quando forem utilizados nas amostras submetidas a transformacgao. Esse processo
durou cerca de quatro meses e meio.
2.4 Transformagao vegetal e co-cultivo de calos
Para a realizacdo da transformacdo vegetal, foi necessario primeiramente cultivar a
bactéria Agrobacterium tumefaciens (cepa EHA105) transformada com o plasmideo pCAMex
(contendo o gene GUS) em meio Luria-Bertani (LB) contendo Kanamicina. Apos 48 horas de
incubacao, as bactérias foram coletadas e transferidas para um tubo conico de 50 mL com o meio
Acetosyringone-Containing Medium (ACM). Em seguida, foi realizada a medida de absorbancia
em espectrofotdmetro de microplaca até atingir o valor de 1,2 no comprimento de onda de 600
nm. Além disso, adicionou-se 100 mg/L aceto seringona e 0,001 % de Silwet L-77 uma hora antes
da transformacdo, para otimizar a eficiéncia da transformacdo das células vegetais.
Posteriomente, os tubos contendo os calos foram colocados em dessecadores a vacuo a -600
mmHg. A seguir, os calos foram distribuidos em placas de Petri contendo papel de filtro
esterilizado em meio de co-cultivo CMML liquido, durante trés dias em completo escuro (24h).
2.5 Selegao de calos transformados
Apos 72h, os calos foram transferidos para placas de Petri com o meio de cultura de
selecdo Selection Callus Culture Medium (SCCM), o qual possui os reguladores vegetais 2,4-D e
BAP e os antibiéticos Higromicina e Cefotaxima. Em seguida, as placas foram incubadas sob o
fotoperiodo de 16/8h e temperatura de 24°C por quatro semanas.
2.6 Regeneracao de calos
ApoOs as quatro semanas, os calos foram transferidos para o meio de regeneragao
Regeneration 8 Timentina Hygromycin (R8TH), o qual foi supmentado com os reguladores
cinetina e acido indol-3-acético (AlA) e com os antibidticos higromicina e timentina. Essas placas
também ficaram sob o fotoperiodo de 16/8h e temperatura de 24°C com troca de meio a cada
quatro semanas. Apos formacdo de frondes, elas foram trocadas para o meio MS sélido para

crescerem e entao serem transferidas novamente para o meio MS liquido.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As etapas, previamente descritas, até a selegédo de calos ja foram concluidas, enquanto a
etapa de regeneragao ainda esta ocorrendo devido ao tempo necessario para que realmente os
calos se tornem frondes completas e por isso ainda nao foi realizada a Reagao em Cadeia da
Polimerase (PCR) para confirmagao da transformacao, o qual estda em processo de padronizagao

no laboratorio. As etapas estdo exemplificadas na figura abaixo (Figura 1).

Figura 1: Etapas do processo de transformagéo genética de L. japonica: a: L.
Japonica cultivada em meio MS liquido. b: L. japonica no meio de multiplicagao
de calos logo apés a indugédo. c: L. japonica em processo de regeneragdo apos
transformagédo genética com o gene GUS. d: teste de regeneragdo bem-
sucedido em L. japonica nao transformada (para fins de validagdo do
protocolo).

Para a realizagao do estudo, foi utilizada a lentilha d’agua Lemna japonica que apresentou
6timo cultivo em meio MS. Essa espécie foi previamente descrita como Lemna minor, mas em
2021, com um estudo mais detalhado sobre a genotipagem das lentilhas d’agua, passou a ser
reconhecida como um clone hibrido interespecifico 9252 (Braglia et al., 2021). Ela possui um
amplo espectro de condi¢des de cultivo como ampla faixa de pH e tolerancia abidtica, resisténcia
e adaptabilidade (Chakrabarti et al., 2018; Catelani et al., 2021).

Os processos de inducdo e multiplicagdo de calos sao cruciais para uma transformacao
bem sucedida uma vez que a transformagdo direta de tecidos complexos (como folhas) é

ineficiente em monocotileddneas como a L. japonica. Além da quantidade, também é importante a



qualidade como caracteristicas de calos friaveis, de coloragdo clara e textura granular. A
multiplicagdo de calos aumenta a populacdo de células potencialmente transformaveis, deste
modo a obtencdo de eventos de integragcdo estavel do gene é ampliada (Canté-Pastor et al,,
2014; Firsov et al., 2015; Liu et al., 2019). No presente estudo, a indugao de calos foi viavel com o
uso de reguladores vegetais como o 2,4-D, BAP e TDZ. A combinagéo destes reguladores ja foi
utilizada para indugéo de calos em Lemna minor (Yamamoto et al., 2001; Canté-Pastor et al.,
2014).

A transformagao a partir da Agrobacterium juntamente com o uso da aceto seringona é
eficiente, pois induz os genes de viruléncia (vir) responsaveis pela transferéncia do T-DNA para a
célula vegetal (Liu et al., 2019).

Para a selecdo, ha a aplicacdo de um agente seletivo diretamente sobre os calos, como
os antibidticos que permitem a identificacdo precoce dos eventos de transformacdo bem
sucedidos, reduzindo o numero de regenerantes falsos-positivos e aumentando a eficiéncia do
processo. Além disso, o processo de selecdo € importante, causando redugdo no tempo e
recursos gastos com regeneragao de tecidos nao uteis, garantindo homogeneidade nos eventos
que seguirdo (Canté-Pastor et al., 2014; Firsov et al., 2015; Heenatigala et al., 2018; Liu et al.,
2019). Ao ser positiva a selegao, ocorre o processo de regeneragao com a utilizagdo de meio de
cultivo suplementado com reguladores de crescimento vegetal, como citocininas e auxinas, que

sao responsaveis pela formagao de brotos e replicagcao celular (Canté-Pastor et al., 2014).

4. CONCLUSAO

A transformacao genética de Lemna japonica representa uma ferramenta promissora para
0 avanco de estudos em fisiologia vegetal, producdo de biomassa e biotecnologia. A adocgao de
protocolos eficientes tem possibilitado o desenvolvimento de linhagens geneticamente estaveis e
funcionalmente expressivas. Considerando as caracteristicas de L. japonica, como rapido
crescimento, facilidade de cultivo in vitro e alta adaptabilidade, a transformagdo genética dessa
espécie amplia significativamente seu potencial para producdo de proteinas recombinantes,

fitorremediagdo e melhoramento genético.
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