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Consideracoes Gerais

Nos ultimos anos, varios métodos de
transferéncia de genes para células de
plantas foram publicados, dentre esses: a
utilizacao de Agrobacterium tumefaciens,
aceleracao de particulas (biolistica), polie-
tilenoglicol, eletroporacio, sonica¢io, mi-
croparticulas de carboneto de silica, mi-
crolaser, micro e macroinje¢o e a aplica-
cao direta de DNA. Os dois primeiros
citados sao os mais empregados.

Uma das limitacoes desses métodos é
a falta do controle da integracao do DNA
no genoma, que ocorre ao acaso. Outra,
seria o processo de silenciamento de ge-
nes e a interacao entre diferentes transge-
nes, resultando em padroes nao esperados
de expressiao dos genes introduzidos. Va-
rias transformag¢oes independentes, com
uma construgio especifica, seriam neces-
sdrias para a obtencio de uma planta
transgénica com um padrao de expressio
desejivel (Siemens & Schieder, 1996).

Em 1994, o tomate FLAVR SAVR, da
Calgene, foi o primeiro produto oriundo
da engenharia genética de plantas a ser
comercializado nos EUA. Desde entio,
houve uma expansio nessa drea e, atual-
mente, varios materiais transgénicos se
encontram nos mercados da América do
Norte, China e do Reino Unido (Tabela 1).

Na América Latina, nos Gltimos 5 anos,
ocorreu um aumento consideravel do na-
mero de laboratérios com pesquisa em
plantas transgénicas, conforme os traba-
lhos apresentados na reunio da REDBIO
de 1998, em Cuba (REDBIO, 1998). Foram
publicados resumos desses trabalhos: da
Argentina (batata, girassol, Lupinus e tri-
g0), do Brasil (alface, amendoim, batata,
cana-de-acgucar, eucalipto e fumo), do Chile
(batata e pimentao), da Colémbia (arroz e
mandioca), da Costa Rica (arroz e milho),
de Cuba (arroz, banana, batata, batata-
doce, café, cana-de-actcar, fumo e ma-
mao), do México (milho), do Peru (batata),
de Trindade (cacau e Anturium), da Vene-

Figura 1: Plantas de batata desenvolvendo em condi¢oes de casa de vegetacdo. A
esquerda, planta nao transgénica inoculada com o virus PVY. A direita planta
transgénica desafiada com o virus PVY
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zuela (batata) e do Uruguai (batata).
Virios paises da América do Sul tém
em comum pesquisa com transformacio
de plantas de batata, visando resisténcia 4
virus, fungos e bactérias. No Brasil, plantas
de batata Achat com resisténcia a PVY
foram desenvolvidas como resultado de
um trabalho de parceria entre a Embrapa
Hortalicas, a Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, a Universidade Federal
de Pelotas e o Instituto de Ingenieria
Genética y Biotecnologia (INGEBI-Argen-
tina), comapoio do CNPq, programa RHAE/
Biotecnologia, do Centro Brasileiro Ar-
gentino de Biotecnologia, e da FAP/DF.

Importancia da transformacio
genética da cultivar Achat

Atualmente, essa cultivar é uma das
mais importantes no Brasil, com cerca de
45.000 hectares plantados (aproximada-
mente, 25% da drea total cultivada com
batata no pais), sendo muito produtiva,
com tubérculos de excelente aspecto co-
mercial (formato alongado, pele lisa,
“olhos” superficiais). Esse genotipo € um
dos mais facilmente encontrados comerci-
almente. Entretanto, essa cultivar é susce-
tivel a algumas doencas, entre elas o
mosaico, causado pelo virus denominado
de PVY. O efeito direto desse virus se
traduz na reducao da produtividade da
lavoura e, o indireto, se reflete no aumento
dos custos de producio pela necessidade
dos produtores de comprarem, a cada
plantio, tubérculos-sementes de batata para
instalar suas lavouras. Isso eleva o preco
final da batata entregue ao consumidor,
além de prejudicar o produtor na compe-
ticio com a batata-semente importada.
Caso existisse, a disposicao dos agriculto-
res brasileiros, uma cultivar resistente ao



mosaico, os produtores poderiam ad-
quirir os tubérculos-sementes em um
ano e so6 voltarem a compra-los dois a
trés anos depois, diluindo o alto custo
em vdrias safras. Nesse intervalo, para
instalar suas lavouras, os produtores
poderiam utilizar, como material de
multiplicacao, uma parte das batatas
colhidas em seu préprio campo.

Para contornar esse problema, foi
conduzido um projeto de pesquisa com
o objetivo de transformar plantas de
batata da cultivar Achat com o gene da
capa proteica do proprio virus. As plan-
tas portadoras desse gene mostram re-
sisténcia ao virus, com eliminacio da
doenca e, conseqiientemente, de todos
0S seus prejuizos.

Protecio mediada pela
capa proteica

A estratégia mais utilizada na obten-
¢ao de plantas transgénicas resistentes a
virus € a expressio do gene da capa
proteica, ji tendo sido demonstrada
para mais de 20 virus diferentes (Braun
et al., 1991).

No caso do virus Y da batata, tem
sido sugerido que o transcrito, e no a
proteina das plantas transgénicas, seja
responsavel pela resisténcia.

Plantas transgénicas expressando o
gene da CP sem codon de iniciacao de
traduciao e, portanto, sem potencial
para producio de proteina, resultaram
em diferentes graus de resisténcia que
variaram desde atrasos de sintomas até
a imunidade total. E interessante obser-
var que, nesses casos, nao houve corre-
lacao entre a quantidade de mRNA da
CP e aresisténcia (van der Vlugt et al., 1992;
Farinelli et al.,;1992). Esses resultados siao
comuns para os virus do grupo dos potivi-
rus (Lindbo et al, 1993). Trés mecanismos
foram propostos para explicar esses feno-
menos: o transcrito do transgene (fita posi-
tiva) pode hibridizar com a fita de RNA
complementar negativa, que ¢ produzida
pelo virus durante a replicacao, bloquean-
do, assim, a replicacdo viral; alternativa-
mente, os transcritos podem competir com
o RNA gendmico do virus, sequestrando
fatores do hospedeiro necessarios ao pro-
cesso de replicagao viral (van der Vlugt et
al., 1992). O terceiro modelo pressupoe
que um nivel anormalmente alto do trans-
crito do transgene dispare um processo de
defesa na planta, que levaria a degradacao
do RNA derivado do transgene e do RNA
viral que, por ser homoélogo, seria também
alvo do mecanismo de defesa disparado,
conferindo assim resisténcia ao virus desa-
fiante (Dougherty et al., 1994).

Tabela 1. Desregulamentagdio de produtos fransgénicos . (Adaptado de Redenbaugh, 1997).

1994

Estados Unidos

Calgene, tomate FLAVR SAVR
China

Fumo, resisténcia a virus
Tomate, resisténcia a virus

1995

Estados Unidos

Asgrow, abobora com resisténcia a virus
Calgene, algoddo BXN

Calgene, canola com maior teor de dcido laurico

DNAP, tomate com gene que codifica para a ACC sintase

Canada

AgrEvo, canola tolerante ao herbicida glufosinato
Meéxico

Calgene, tomate FLAVR SAVR

1996

Estados Unidos

Ciba-Geigy & Micogen, milho Bt

Monsanto, milho B, batata Bt,

Monsanto, soja tolerante ao herbicida glyphosate
Pioner, milho, Egg white avidin gene

Canada

Calgene, tomate FLAVR SAVR

Monsanto, batata Bt

Inglaterra

Zeneca, pasta tomate baixo PG

Europa

AVEBE, batata com modificagdio no teor de amido
Monsanto, soja tolerante ao herbicida glyphosate
Argentina

Monsanto, soja tolerante ao herbicida glyphosate

O processo de
transformacao genética

As plantas de batata Achat foram trans-
formadas via Agrobacterium tumefaciens,
usando a estirpe LBA4404, contendo o
vetor bindrio pBI-PVY, com os genes que
codificam para a proteina da capa proteica
do virus PVY da batata e o gene npt Il que
codifica para neomicina fosfotransferase
11, que confere resisténcia a canamicina. As
culturas foram crescidas, por 16 a 20 horas,
em meio liquido LB (5 g de extrato de
levedura, 10 gl de triptona, 10 gl de
Clorglto de sodio), SLlplementaqlc) com 50
mg.l de canamicina e 100 mg.l de spec-
tinomicina, a 26-28°C, até atingirem uma
densidade 6tica (ODg() de 0.7. Aliquotas
de 15 ml da cultura foram centrifugadas a
5.000 rpm (Beckman J2-21, rotor 20), a
4°C, por 10 minutos, e o sedimento ressus-
pendido em meio LB.

Cocultivo e selegdo: segmentos nodais

1997

Argentina

Monsanto, milho e algodio com gene Bt
Monsanto, algoddo folerante ao ghyphosate
Monsanto, algoddo com tolerdncia ao bromoximil

1998
Brasil*
Monsanto, soja folerante ao herbicida glyphosate

1998-1999 possiveis

Estados Unidos

AgrEvo, milho tolerante ao herbicida glufosinate
Canada

Monsanto, canola folerante ao herbicida
glyphosate

Europa

AgrEvo, milho tolerante ao herbicida glufosinate
Ciba-gleigy, milho B

Mogen, rapeseed baixo fitato

Monsanto, canola folerante ao herbicida
glyphosate.

PGS, canola tolerante ao herbicida glufosinato
Japdo

Ciba-Gleigy, milho com gene Bt

Monsanto, soja folerante ao herbicida glyphosate
Australia

Florigene, plantas de violeta e cravo com maior
periodo pds-colheita

*Brasil- Até 12 de dezembro de 1998, foram
solicitadas a CTNBio 299 liberacdes planejadas de
oGM

foram colocados em placa de Petri de 4,0
cm de didmetro e imersos na suspensio
bacteriana, por 10 minutos. Em seguida, o
excesso de indculo foi retirado, colocando
os explantes sobre papel de filtro estéril.
Entao, os explantes foram tansferidos para
meio de cocultivo, por 48 horas. Apos, os
segmentos nodais foram imersos, por 30
minutos, em meio com sais minerais e
vitaminas MS, 3% de sacarose e, em
mg.l": i-nisitol, 100; cefotaxima, 100 e
carbemicilina, 500. Em seguida, foram cul-
tivados em meio seletivo com sais minerais
e vitaminas MS, 3% de  sacarose,
100 mg 1" de i-inisitol, 3 mg.l" de zeatina,
100 mgl' de cefotaxima, 500 mgl' de
carbemicilina, 50 mg.l de canamicina e
2 g.lrl de gelrite. As brotacdes formadas
foram enraizadas e as plantas desenvolvi-
das foram levadas para casa de vegetacio
onde foram desafiadas pelo virus causador
do mosaico, mediante inoculacdes meci-
nica.
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das apdés o processo de transforma

genética, duas plantas distintas apresenta-
ram-se resistentes ao virus Y. A analise do
DNA desses dois clones mostrou a presen-
¢a no genoma da batata ‘Achat’, dos genes
introduzidos (PVY-cpe npt ID). Os tubércu-
los dessas duas plantas foram colhidos,

Figura 3: Planta nio trans
mecanicamente com o Vit

Figura 2: Planta transgénica de batata Achat
inoculada mecanicamente com o virus PVY

plantados e testados em quatro épocas,
por inoculacdes mecinica com o virus. Em
todos os testes, as plantas mantiveram o
padrao de resisténcia (Figuras 1, 2 e 3).
Para que o resultado desse trabalho
chegue ao mercado, muitos estudos ainda
necessitam ser realizados. O primeiro € a
firmacao, em condi¢coes de campo, do

énica de batata Achat (controle) inoculada

a obtida em ¢

) 0 essas plant:
sentem, em campo, a re
que vem sendo observada em casa de

o de resisténcia

veget: ), mantendo 240 mesmo tempo as

caracteristicas agronOmicas inerentes 2
cultivar Achat, a Embrapa e seus parceiros
terdo desenvolvido uma tecnologia que
podera ter impactos socioecondmicos sig-
nificativos para os bataticultores. Estudos
recentes do impacto de batatas transgénicas
com resisténcia aos virus PVX, PVY e
PLRV, no México, mostram que essa
tecnologia reduz em 13% os custos de
producio, em grandes plantios e, em 32%
pequenos produtores, nas condicoes
mexicanas (Qaim, 1998). No Br: ¢
ra-se que esse genotipo com r
virus Y venha garantir ao produtor brasi-
leiro a alta produtividade de suas lavou-
ras, porém com um custo de produgao
menor. Isso significa aumento de renda no
setor agricola e da qualidade de vida dos
produtores de batata. Para o consumidor,
a tecnologia poderi representar queda
no preco da batata. Para o pais, a utilizacao
de uma cultivar com e

pela reducio nas importacdes de batata-

semente, uma grande possibilidade de
melhoria na qualidade da dieta do brasilei-

1o, ja que, com a reducio do preco, uma




maior parte da populagao passard a con-
sumir a batata, um alimento de grande
valor nutricional.

Biosseguranca

Recentemente, a Embrapa submeteu
a CINBIO pedido de permissio para
realizacio dos ensaios de campo com os
dois clones de batata Achat que apresen-
taram resisténcia ao PVY, em casa de
vegetacao. Existe hoje, uma certa preocu-
pagao com os riscos inerentes a introdu-
cao de plantas transgénicas no ambiente
e no seu consumo pelo homem. Os riscos
de liberacao de planta transgénica no
campo tém sido amplamente discutido
no mundo. Ha consenso nos paises que
ja permitem a comercializacao desses
produtos de que os riscos tém de ser
considerados caso a caso. O uso de varios
genes ja foram inclusive desregulamenta-
dos nos Estados Unidos, como € o caso
daqueles que codificam para a proteina
do capsideo e replicase de virus que afeta
a batata.

Os principais riscos detectados espe-
cificamente em rela¢ao aos produtos ge-
rados utilizando-se a tecnologia de resis-
téncia derivada do patégeno via enge-
nharia genética sio os seguintes: a) ocor-
réncia de cruzamento entre a planta trans-
génica com parentes silvestres da sua
espécie, possibilitando assim o fluxo gé-
nico (Hannemann, 1994). Entretanto,
devido ao fato de a batata se propagar
vegetativamente, a fertilidade do pdlen é
geralmente muito baixa. No caso especi-
fico desta liberacio no campo, a batata
‘Achat’ é totalmente estéril e parentes
silvestres da batata (Solanum tuberosum)
nao sao encontrados na area do Distrito
Federal, onde devera ocorrer a liberacio
(Melo & Fontes, no prelo), ja aprovada
pela CTNBio; b) criagio de novos tipos
de virus, mediante recombinacao de
genomas virais ou por um fenémeno de
heteroencapsulamento (Tepfter, 1993). A
possibilidade de ocorréncia de um even-
to de recombinac¢io entre um transgene e
um virus foi estudada por Ghislain e
Golmirzale (1998) tendo verificado que a
probabilidade de um evento de recombi-
nacao dessa natureza é muito menor que
a recombinacao natural que ocorre entre
dois virus infectando a mesma planta; ¢)
preocupacgoes com aspectos de seguran-
ca alimentar. Esse aspecto deve ser con-
siderado sempre para todos os tipos de
alimentos consumidos pelo homem e
pelos animais. Os clones de batata Achat
que serao liberados no campo, contém o
gene da proteina da capa do virus Y e o

gene npt II. Esse ultimo gene € encontra-
do hoje na grande maioria dos produtos
transgénicos presentes no mercado e 0s
potenciais riscos para a saide humana e
animal ja foram bastante estudados. Fla-
vell et al. (1992) fizeram extensa revisao
da documentacio de estudos realizados
sobre o potencial de risco do gene npt 11,
dos quais se conclui que a liberacio
desse para o consumo alimenticio e para
o meio ambiente é segura. Com relacao
ao gene da proteina da capa do virus,
também foram feitas extensas avaliacoes
do potencial de risco de batatas transgé-
nicas portando genes do capsideo bem
como da replicase de virus de batata,
sendo que nenhum risco a sadde foi
identificado. Os transgenes sao isolados
de virus que sempre infectam o tubércu-
lo da batata. Assim, muitas vezes o ho-
mem, naturalmente, ingere genes e pro-
teinas virais durante o consumo de plan-
tas nao transgénicas. Nos Estados Uni-
dos, o FDA (Food and Drug Administra-
tion), 6rgao encarregado de deliberar
sobre aspectos sanitdrios dos alimentos
ja desregulamentou a liberaciao desses
genes.

A sociedade brasileira estd comecan-
do a tomar conhecimento dos avangos e
mudangas geradas nos varios setores
produtivos com o progresso da
biotecnologia. Essa ¢ uma das primeiras
plantas transgénicas a ser testada em
condicoes de campo pela Embrapa. O
que vai determinar se ela chegard ao
consumidor final é a confirmacao do seu
beneficio para o setor produtivo e para o
consumidor, assegurando-se o equili-
brio do meio ambiente.
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