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TRANSFORMA(;AO GENETICA EM ESPECIESFLORESTAIS
GENETIC TRANSFORMATION OF FOREST SPECIES
Claudia Studart-Guimardes' Cristiano Lacorte®  Ana Cristina Miranda Brasileiro?

RESUMO

A transformag&o genética, que compreende a introducdo de genes exdgenos de forma controlada no
genoma de uma célula vegetal e posterior regeneracdo da planta transgénica, tem contribuido com os
programas de melhoramento genético de plantas pela obtencdo de gendtipos com novas caracteristicas de
interesse. O melhoramento de espécies florestais € limitado por caracteristicas intrinsecas a tais espécies,
como a atura dos individuos e o ciclo longo de vida. A transformagdo genética constitui, portanto, uma
aternativa para a obtencéo de espécies florestais com caracteristicas desejaveis em um menor espaco de
tempo. Plantas transgénicas com resisténcia a determinadas pragas, com melhor qualidade de madeira, maior
producéo de biomassa, tolerancia a herbicidas, entre outras caracteristicas de interesse, ja foram obtidas para
diferentes espécies florestais de importancia econdbmica como damo, eucalipto e pinheiros em geral. Este
trabalho mostra a importancia da transformagdo genética, associada a outras técnicas biotecnoldgicas no
melhoramento de espécies florestais, as técnicas de transformacdo mais utilizadas e as caracteristicas que ja
foram introduzi das nessas espéci es pela transformagéo.

Palavras-chave: biotecnologia, melhoramento.

ABSTRACT

Breeding of forest speciesis limited by intrinsic characteristics such as individual’ s height and long
life cycle. Plant genetic transformation, the integration of known foreign genes into the plant genome,
represents a less time consuming alternative for the recovery of forest species with desirable traits. This
technology has contributed to plant breeding programs by facilitating the recovery of genotypes containing
novel exciting traits of agricultural importance. Many of them including resistance to insect pests,
improvement of wood quality and biomass production, and tolerance to herbicides have been introduced in
forest species such as poplar, eucalyptus and pine trees using this technology. This review highlights current
transformation methods, and illustrates the importance of finally defining the most important traits that have
aready been introduced into these valuable species.

Key words: biotechnology, plant improvement.

INTRODUCAO

As espécies florestais sdo de grande importancia para a economia, porque oferecem uma ampla
gama de produtos, como madeira para construgdo, biomassa para a producéo de polpa de celulose e de papel
e para fonte de energia industrial, assm como uma série de subprodutos para a industria de cosméticos,
farmacéutica, aimenticia etc. No Brasil, as plantagdes florestais sdo compostas sobretudo por espécies,
hibridos e clones de eucalipto (Eucalyptus spp.) e de pinheiro (Pinus spp.) cuja area plantada é de 4,8
milhdes de hectares, em especial nos estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Bahia, Rio Grande do Sul, Parana
e Santa Catarina (Mora e Garcia, 2000). Dessas plantagOes, cerca de 2/3 correspondem a plantagdes de
eucalipto e o restante de pinheiro. O setor florestal realiza atualmente plantios na ordem de 105 mil ha/ano,
contribuindo no @&mbito social oferecendo empregos diretos (500 mil) e indiretos (2 milhdes); no ambito
ambiental, preservando as matas nativas e realizando programas de reflorestamento, e no &mbito econdémico,
gerando receitas da ordem de US$ 13 hilhdes, contribuindo, em 1998, com US$ 1,5 bilh& em impostos, e
participando com 4 % no PBI nacional (Mora e Garcia, 2000).

Por tais razdes, espécies florestais vém sendo selecionadas ao longo do tempo pelos programas de
melhoramento, para a obtencdo de gendtipos mais produtivos, com melhores caracteristicas florestais,
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melhor adaptadas a diferentes condi¢tes edafoclimaticas e com resisténcia a estresses bidticos e abioticos.
Entretanto, os programas de melhoramento genético de espécies florestais sdo dificultados pela atura dos
individuos que implica na dificuldade de manter controle sobre processos de polinizagdo e fecundagdo, pela
complexidade da andlise dos descendentes ap0s 0s cruzamentos e retrocruzamentos, e pela necessidade de
uma grande area de plantio experimental (Tzfira et al., 1998). O longo ciclo de vida necessério para atingir a
maturidade reprodutiva e fenotipica € apontado como o principal fator limitante no melhoramento. Também
sd80 considerados obstéculos para a aplicagdo de programas de melhoramento, em espécies florestais, o
restrito conhecimento dos mapas genéticos da maioria dessas espécies, e a dificuldade de identificar
parentai s adequados para os cruzamentos (Dandekar et al., 1993).

Tendo em vista os problemas inerentes a0 melhoramento genético de espécies florestais, a
transformacdo genética é uma ferramenta de grande potencial para essas espécies. A transformacdo baseia-se
na transferéncia de material genético (DNA) para uma célula vegetal-alvo, de tal forma que este é
incorporado e expresso de forma estavel no seu genoma (Brasileiro e Dusi, 1999). A posterior regeneracao
in vitro dessa célula iniciamente transformada ira gerar uma planta transgénica contendo essa nova
informacdo genética. Assim, a transformacdo € uma técnica que pode auxiliar em programas de
melhoramento genético pela introducdo de uma nova caracteristica ou a alteracdo de uma preexistente, em
cultivares ou genétipos ja melhorados, sem modificar a estrutura genética global da planta. Plantas
transgénicas sdo também importantes ferramentas para estudos moleculares de funcéo e expressdo de genes,
de processos fisiol 6gicos e de desenvolvimento vegetal (Hansen e Wright, 1999).

Atuamente, existem aproximadamente 252 testes em campo com plantas lenhosas transgénicas,
envolvendo, pelo menos, 24 espécies vegetais em 17 paises (Rautner, 2001). Esse levantamento, realizado
de 1988 a 2001, inclui tanto espécies frutiferas como florestais, sendo que 76% das espécies pertencem a
essa Ultima categoria. Os principais paises onde tais testes estdo sendo conduzidos sdo: Estados Unidos,
Franca, Indonésia, Itdlia, Reino Unido, Chile, Africa do Sul, Nova Zelandia e China (Owusu, 1999). A
maioria dos testes estd sendo realizado com espécies e hibridos de damo (Populus spp. — 143 testes), de
pinheiro (Pinus spp.) e de nogueira (Junglans spp. — 15 testes cada) e de eucalipto (Eucalypyus spp. — 12
testes). Apesar do grande nimero desses testes, até o momento, nenhuma espécie florestal transgénica foi
liberada no mundo para plantio comercial. No Brasil, testes em campo com plantas transgénicas de eucalipto
contendo gene de toleréncia a herbicida estdo sendo conduzidos nos estados de Minas Gerais e S&o Paulo.

M étodos de transfor macéo genética

Os métodos de transformagdo genética de plantas est@o associados a técnicas in vitro de cultura de
tecidos, isto €, a regeneracdo de plantas inteiras com base em células transformadas. Em muitas espécies
vegetais, essa etapa € limitante na obtencdo de plantas transgénicas em razéo das dificuldades intrinsecas ao
processo de regeneracéo.

As técnicas de transformacdo genética sdo divididas em duas categorias: 0 método indireto, usando
como vetor intermedi&rio a bactéria Agrobacterium, e os métodos diretos, 0s quais dispensam vetores
intermediarios.

Método indireto de transformacao de plantas via Agrobacterium

O sistema de transferéncia de DNA Agrobacterium-planta € largamente utilizado para a obtencéo de
plantas transgénicas, ja que se trata de um sistema simples, eficiente e relativamente barato (Stafford, 2000).
A utilizacdo de Agrobacterium baseia-se na sua capacidade de transferir, para 0 genoma da célula-alvo
vegetal, uma regido especifica denominada T-DNA (transferred DNA), contida no plasmidio Ti (tumor
inducing) (Brasileiro e Lacorte, 2000; Tzafira e Citovsky, 2000; Zupan et al., 2000). O T-DNA é delimitado
por sequéncias repetidas de 25 pb (extremidades esquerda e direita), as quais sdo reconhecidas por
endonucleases especificas codificadas partindo de genes presentes em outra regido do plasmidio Ti,
denominada regido de viruléncia (ou regido vir). A expressdo dos genes da regido vir é induzida por
compostos fendlicos e monossacarideos liberados pelas células da planta em resposta a um ferimento. Em
experimentos de transformacdo genética, as linhagens de Agrobacterium utilizadas apresentam um T-DNA
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“desarmado”, onde os genes originais sdo deletados e substituidos por gene(s) que se desgja introduzir na
planta.

O pré-requisito para a utilizacdo desse método € a susceptibilidade da espécie vegetal ainfeccéo por
Agrobacterium, a qual envolve varias etapas. Iniciamente, as bactérias no solo sdo atraidas por
quimiotactismo em resposta a algum ferimento na planta. Uma vez em contato, as bactérias se fixam acélula
vegetal. A seguir, ocorre o processo de transferéncia do T-DNA e, finalmente, a integracdo do T-DNA no
genoma da célula vegeta (Gelvin, 2000). Para a obtencdo de uma planta transgénica, todas essas etapas sao
conduzidas em condicdes in vitro, sendo que o material vegetal a ser transformado, denominado explantes
(pedagos de folhas, entrends, estamindides, raizes, entre outros) € mantido em contato com a suspensdo de
uma linhagem desarmada de Agrobacterium, contendo em um vetor os genes de interesse a serem
introduzidos (Brasileiro, 1998). Ap0s vérias etapas de cultura in vitro, as plantas transgénicas obtidas sdo
transferidas para casa de vegetacdo onde varios ensaios molecul ares e bioquimicos deveréo ser realizados.

A primeira espécie florestal transformada via Agrobacterium foi o hibrido de damo Populus alba x
Populus grandidentata por Fillatti et al. (1987) e, desde entdo, numerosos protocolos vém sendo
estabel ecidos e otimizados para espécies e hibridos do género Populus (De Block, 1990; Confalonieri et al.,
1995; 1997; 2000; Tzfira et al., 1996; 1997; Han et al., 2000; Rishi et al., 2001). Outras florestais de
importancia também ja foram transformadas por esse método, como Larix decidua (Huang et al., 1991),
Juglans regia (McGranahan et al., 1988), Azadirachta indica (Naina et al., 1989) e Allocasuarina
verticillata (Phelep et al., 1991). Mais recentemente, protocol os de transformagéo via Agrobacterium foram
também estabel ecidos para coniferas como Picea abies, Pinus taeda, Pinus strobus e Pinus nigra (Levee et
al., 1999; Wenck et al., 1999; Lépez et al., 2000). A transformagdo de um dos géneros de florestais mais
importantes, Eucalyptus, foi conseguido via Agrobacterium para Eucalyptus camaldulensis e Eucalyptus
globulus (Ho et al., 1998; Moralgjo et al., 1998; Harcourt et al., 2000), e para o hibrido Eucalyptus grandis
x Eucalyptus urophylla (Gonzales et al., 2002).

Métodos diretos de transformacao de plantas

Os métodos diretos de transformacao baseiam-se na transferéncia de DNA para as células-alvo por
meios fisicos ou quimicos (Newell, 2000). O mais utilizado atualmente é o do bombardeamento de
particulas, que consiste na aceleracdo do DNA aderido a particulas de ouro ou tungsténio para dentro da
célula (Klein et al., 1987; Sanford et al., 1987). Uma onda de choque causada pela liberacdo de uma alta
pressdo do gés hélio, faz com que as particulas penetrem a parede e a membrana celular, de forma ndo-letal a
célula. A seguir, o DNA ¢é dissociado das particulas e integrado aleatoriamente no genoma nuclear. Esse
método de transformagéo tem a vantagem de ser utilizavel de forma independente da espécie vegetal a ser
transformada, ao contrario do que acontece com a transformagdo mediada por Agrobacterium, ja que ndo ha
a necessidade da susceptibilidade da espécie vegetal. Outra vantagem é que a técnica de bombardeamento
permite a obtencdo de plantas transgénicas com base em qualquer tecido vegetal, dependendo somente de
sua capacidade de regeneracdo in vitro (Rech e Aragéo, 1998).

Essas vantagens foram bem exploradas em espécies florestais. Em 1993, foi descrita a primeira
metodologia para obter coniferas transgénicas da espécie Picea glauca por bombardeamento (Ellis et al.,
1993). Em 1998, foi publicado o primeiro trabalho de transformacdo para o género Pinus, pelo
bombardeamento de culturas embriogénicas de Pinus radiata (Walter et al., 1998). Essa mesma técnica foi
também utilizada para obtencdo de plantas transgénicas de Picea mariana (Charest et al., 1996; Tian et al.,
2000), Larix laricina (Klimaszewska et al., 1997), Picea abies (Walter et al., 1999; Clapham et al., 2000),
entre outras.

Caracteristicas de interesse introduzidas em espécies florestais via transfor macéo genética

Algumas caracteristicas de interesse para espécies florestais ja foram introduzidas pelas técnicas de
transformagdo genética mencionadas e estdo sendo avaliadas em testes no campo, como modificagdo da
composi¢do/teor de lignina, resisténcia a pragas, tolerancia a herbicidas, a alta producéo de biomassa e
esterilidade (Manders et al., 1992; Jouanin et al., 1993; Haines, 1994; TZfira et al., 1998; Rishi et al., 2001.
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Modificacdo da composicao/teor delignina

A lignina é um complexo biopolimero fendlico resultante da polimerizacdo dos alcobis
hidroxicinamilico p-coumarilico, coniferilico e sinapilico também chamados de monoligndis, os quais
formam respectivamente as subunidades hidroxifenil (H), guaiacil (G) e sinapil (S) que compdem a lignina
(Boudet et al., 1995; Whetten et al., 1998). A ocorréncia de lignina tem sido observada em a gas, musgos e,
especialmente em gimnospermas e angiospermas onde foi mais estudada em razdo da importancia
econdmica de numerosas &rvores (Lewis e Yamamoto, 1990). A lignina é detectada em maior quantidade na
parede secundéria de células, sobretudo das fibras, vasos e traqueideos do xilema, dotando-os de rigidez,
suporte mecanico e impermeabilidade, permitindo o transporte de &gua e solutos. Ocorre também, em menor
quantidade, no periderma associado & suberina onde age como uma barreira contra patdgenos. A composi ¢ao
da lignina varia significativamente entre espécies, dentro da espécie e também na mesma planta, pois ha
variagOes de célula para célula de acordo com a localizagdo da parede celular, conforme o estagio de
desenvolvimento da célula e do tecido, e ainda com a influéncia de estresses ambientais (Campbell e
Sederoff, 1996).

Apesar de se tratar de um composto de suma importancia para a planta, a lignina é pouco desejada
pelas industrias de polpa e celulose. Para a obtencdo desses produtos, a lignina deve ser primeiramente
extraida da madeira. Esse procedimento consiste das seguintes etapas. a madeira € iniciamente
transformada em cavacos nos picadores; posteriormente, os cavacos sao submetidos a acdo quimica (soda
caustica e sulfeto de sodio) e de vapor de agua dentro de digestores, a fim de dissociar a lignina existente
entre a fibra e a madeira. Ap0s as etapas de lavagens, a celulose livre de impurezas é submetida a um
processo de branqueamento, sendo esta tratada com perdxido de hidrogénio, diéxido de cloro, oxigénio e
soda céustica em estagios diferentes. A utilizacdo desses quimicos agressivos e tdxicos encarecem a
producdo de polpa e derivados e trazem riscos potenciais a0 meio ambiente (Boudet e Grima-Pettenati,
1996).

A baixa variabilidade genética em algumas espécies florestais, para um reduzido teor de lignina,
inviabiliza a obtencdo de gendtipos com teores de lignina abaixo de, aproximadamente, 23%, valor
considerado ainda alto (Boudet, 1998). Por esses motivos, existe um grande interesse em se obter &rvores
transgénicas com menor teor de lignina, mas sem comprometer o seu desenvolvimento normal ou, de
preferéncia, com um contelido de subunidades que favorega a sua extrago. Foi observado que, na natureza,
madeiras cuja lignina é rica em subunidades sinapil sdo mais facilmente degradadas durante a producdo de
polpa (Chiang e Funaoka, 1990).

As enzimas, que participam das etapas iniciais e intermedidrias da via de biossintese da lignina, sdo
comuns a via dos fenilpropandides, e os produtos finais dessa via comum sdo precursores de compostos
fendlicos tais como flavondides, taninos, ligninas, ésteres e fenolamidas. Portanto, a manipulacéo de genes
gue codificam para essas enzimas pela transformacdo genética poderia interferir na sintese de vérios
compostos, aém dalignina, comprometendo o desenvolvimento da planta.

Esse problema foi observado quando o gene da primeira enzima, que participa da via comum dos
fenilpropandides, a fenilalanina ambniaiase (PAL), foi manipulada em plantas transgénicas de fumo
(Nicotiana tabacum), de tal forma que sua atividade foi reduzida (Elkind et al., 1990). Essas plantas
mostraram reducdo no conteldo de lignina, mas também efeitos anormais no fendtipo como lesdes
localizadas, forma e textura das folhas ateradas, pouco crescimento e morfologia e pigmentacdo da flor
alteradas.

As enzimas consideradas especificas da sintese de ligninas sdo a cinamoil-CoA reductase (CCR) e
cinamil dcool desidrogenase (CAD), sendo o gene cad, que codifica a CAD, apontado como alvo para
mani pulacdo genética. 1sso porque mutantes naturais de milho e sorgo, chamados de bmr (brown midrib) por
apresentarem uma coloracdo vermelha-marrom tipica no xilema, tém fendtipo normal, mas composi¢cdo de
ligninas alterado. Esse fendtipo € atribuido a uma diminuicéo da atividade do gene cad. Halpin et al. (1994)
ateraram, pela primeira vez, a composicdo de lignina em plantas transgénicas de fumo pela expressdo
antisenso do gene cad. Nesse experimento, obtiveram-se plantas com desenvolvimento norma e com
variacdo na composicdo e estrutura da lignina, mais susceptivel a sua extracdo, como o fendtipo bmr de

CiénciaFlorestal, v. 13, n. 1, 2003

PDF created with FinePrint pdfFactory Pro trial version http://www.fineprint.com


http://www.fineprint.com

Transformacdes genética em espécies florestais 171

milho. Essa estratégia também foi testada com sucesso no hibrido de damo (Populus tremula x Populus
alba), no qual a atividade do gene cad foi suprimida tanto por antisenso quanto por co-supressdo (Baucher et
al., 1996). Nesse caso, as plantas transgénicas mostraram desenvolvimento normal (fenétipo bmr) e em
experimentos de extragdo de pol pa dessas plantas com 3 meses de idade, mostraram uma maior facilidade de
extracdo em relacdo aos controles ndo-transformados. Essas mesmas plantas transgénicas foram avaliadas
apos 2 anos de crescimento Nno campo para as caracteristicas de estrutura da lignina e da facilidade de
extragdo da polpa (Lapierre et al., 1999). Em termos gerais, avaliou-se a estabilidade da expresséo do gene
cad em antisenso, j& que essa estratégia devera ser aplicada especialmente a plantas de ciclo longo. No clone
transgénico de Populus tremula x Populus alba com a atividade do gene cad inibida, observou-se um ato
teor de unidades fendlicas livres que facilitam a solubilizacgo e a fragmentacdo dalignina.

Esses experimentos reforcam, portanto, a aplicacdo da engenharia genética na modificagdo da
qualidade da madeira para favorecer a industria de polpa e celulose diminuindo seus impactos potenciais no
meio ambiente. O grande nimero de trabalhos com plantas transgénicas também vem contribuindo para um
melhor entendimento molecular e bioquimico da via de biossintese da lignina. No futuro, alteraco de mais
de um gene simultaneamente, ou utilizacdo de promotores especificos de xilema, serdo usados para
aprimorar a extracao de lignina em espécies de importancia econdmica (Grima-Pettenati e Goffner, 1999).

Resisténcia a pragas

Inimeras plantas, incluindo as florestais, sdo alvo de ataques por insetos que causam injurias aos
tecidos vegetais, ou agem como vetores de transmissdo de doencgas, prejudicando o desenvolvimento da
planta e, consequentemente, diminuindo sua produtividade. O besouro da folha, o coledptero Chrysomela
scripta F. € considerado uma das mais sérias pragas nos Estados Unidos e ataca espécies do género Populus
(Fang e Hart, 2000). Outro coledptero, o besouro japonés (Popillia japonica) é tido como o inseto mais
destrutivo de plantas lenhosas dos Estados Unidos pela sua ampla gama de hospedeiros (Miller et al., 2001).
Existem casos de grandes extensdes de plantagBes de espécies florestais sendo afetadas por atagues de
insetos. No Brasil, besouros da familia Scolytidae (Coleoptera) tém passado por uma rdpida adaptacéo a
eucaliptos e pinheiros, sendo que os danos econdmicos causados por estes sdo cada vez mais freqlentes
(Flechtmann et al., 2001).

O controle de insetos por pesticidas em qualquer espécie tem a grande desvantagem desses quimicos
serem atamente toxicos para 0 homem e para 0 meio ambiente. Outra desvantagem do seu uso,
especificamente em &rvores, consiste na dificuldade de aplicacdo em razdo da altura dos individuos e a
grande aea de cultivo, 0 que aumenta significativamente a quantidade de pesticida aplicado e,
consequentemente, a poluicdo do meio ambiente e o custo da produgéo.

A primeira estratégia para evitar as perdas por ataques de insetos € procurando espécies ou
cultivares de interesse com resisténcia natural ao inseto, como foi reportado recentemente o estudo para
avaliar 80 clones de Populus deltoides, florestal de importancia na india, em relagio a susceptibilidade ou
resisténcia ao lepiddptero Clostera cupreata, considerado praga nesse pais (Singh, 2000). Esse método,
porém, é laborioso e demanda muito tempo. A transformagéo genética, por outro lado, embora também segja
uma técnica laboriosa, permite a obtencdo de plantas resistentes a insetos independentemente da existéncia
de clones resistentes. Naturalmente, pode e deve ser aplicada em paralelo a estratégia de procura de clones
resistentes.

O pesticida biologico atualmente mais utilizado tem como principio ativo um inseticida natural
isolado de Bacillus thuringiensis. Essa bactéria Gram-positiva forma inclusdes citoplasmaticas, durante sua
fase de esporulacdo, que contém um ou mais cristais (Schnepf et al., 1998). A acdo inseticida de Bacillus
thuringiensis € atribuida as proteinas formadoras dos cristais as quais, ap0s a sua ingestédo por insetos
susceptiveis (espécies sobretudo das ordens L epidoptera, Diptera e Coleoptera), agem perfurando o intestino
do inseto, levando a sua morte (Grochulski et al., 1995). Bacillus thuringiensis € atualmente uma alternativa,
ou um suplemento, aos pesticidas quimicos usados na agricultura comercial, no manejo de florestas e no
controle de mosguitos em cidades, aém de ser uma fonte de genes para expressdo em plantas transgénicas.
Os genes que codificam as proteinas formadoras de cristais, denominados cry, estédo sendo amplamente
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introduzidos em plantas transgénicas anuais de interesse econdmico e, mais recentemente, também em
lenhosas. Wang et al. (1996) obtiveram plantas transgénicas de damo (Populus nigra) expressando o gene
inseticida de Bacillus thuringiensis mostrando resisténcia a Apochemia cineraius e Lymantria dispar.
Plantas de Eucalyptus camaldulensis foram também transformadas via Agrobacterium contendo o gene
cry3A, mostrando resisténcia a Chrysophtharta bimaculata, uma importante praga em suas plantagcdes
(Harcourt et al., 2000).

Inibidores de proteases sdo também utilizados como fonte de resisténcia a uma ampla gama de
insetos (De Leo et al., 2001). O estudo e isolamento de genes que codificam inibidores de proteases tém
permitido a sua introducdo e expressdo em plantas transgénicas. Plantas transgénicas de damo (Populus
nigra) resistentes a Lymantria dispar e Clostera anastomosis foram obtidas pela expressdo do gene que
codifica um inibidor de proteases do tipo tripsina Kunitz, isolado de soja (Glycine max) (Confalonieri et al.,
1998). Mais recentemente, plantas transgénicas de damo (Populus alba) expressando o gene Atcys, que
codifica o inibidor de proteases do tipo cisteina Atcys, isolado de Arabidopsis thaliana, mostraram
eficiénciaao matar larvas de Chrysomela populi, importante praga do &amo (Delledonne et al., 2001).

Em espécies de ciclo longo, como as florestais, a estabilidade da expressdo do transgene de Bacillus
thuringiensis e de inibidores de proteases é um fator importante para garantir a resisténcia ao longo de todo
0 seu ciclo de vida (Raffa, 1989). Outro fator importante relacionado com o ciclo longo das florestais é o
fato que a pressdo seletiva sobre os insetos € continua durante vérios anos. Para evitar, portanto, a selecdo de
insetos com resisténcia aos transgenes, inicialmente toxicos para estes, Venette et al. (2000) mostram com
modelos de campo e estatisticos como detectar e monitorar a resisténcia de insetos, no caso Ostrinia
nubilalis (praga do milho), a proteina Cry1Ab de Bacillus thuringiensis expressa em milho transgénico.

Casos em que uma mesma espécie sofra ataques de insetos de ordens distintas, a aternativa seria a
introducdo de mais de um gene cry na planta, aumentando assim a gama de resisténcia. Um exemplo desse
tipo de caso foi reportado para arroz (Oryza sativa), o qual foi transformado com os genes crylAc, que é
ativo contra lepidopteros, cry2A gue afeta lepiddpteros e dipteros, e gna que codifica uma lectina aglutinina
de Galanthus nivalis, téxica para homépteros (Magbool et al., 2001). Esse estudo mostra a estabilidade de
expressdo multipla de transgenes, a eficiéncia de resisténcia das plantas transgénicas as trés pragas mais
importantes do arroz e atentativa de evitar a quebra de resisténcia pelo inseto.

Além daresisténcia na planta, é importante lembrar que o combate a qualquer praga de plantas deve
obrigatoriamente passar por um controle integrado que inclui tratos culturais, aplicacéo de quimicos, uso de
armadilhas, controle biol égico etc.

Tolerancia a herbicidas

Herbicidas sdo ferramentas essenciais da agricultura moderna, ja que permitem um aumento na
produtividade pela diminuicdo do surgimento de ervas que competem por nutrientes do solo, agua e luz com
as espécies agricolas. A aplicacdo fregliente de herbicidas em grande escala pode trazer riscos a0 meio
ambiente e a0 homem, por serem téxicos, aumentando também os gastos do produtor. O isolamento e
caracterizacéo de genes que conferem toleréncia a herbicidas usados ho campo, e sua posterior introducdo e
expressdo em plantas transgénicas, tém permitido a obtencdo de espécies de importancia econdmica
tolerantes a herbicidas. Genes como o aroA mutado, quando expressos, agem detoxificando os herbicidas
aplicados permitindo o desenvolvimento normal da planta transgénica e a eliminacdo de ervas daninhas.
Dessa forma, é possivel escolher herbicidas de amplo espectro, com alta eficiéncia e propriedades
toxicol 6gicas mais favoraveis, aumentando a produtividade de espécies transgénicas de interesse (Mazur e
Falco, 1989). Fillatti et al. (1987) obtiveram a primeira espécie florestal transformada com um gene de
importancia agrondmica, o gene aroA mutado, conferindo as plantas transgénicas do hibrido Populus alba x
Populus gradidentata tolerancia ao herbicida glifosato. O hibrido Populus tremula x Populus alba foi
posteriormente transformado com o gene crsl-1, isolado de um mutante de Arabidopsis thaliana que
codifica a enzima Acetatolactato Sintase, conferindo tolerancia ao herbicida clorosulfuron (Brasileiro et al.,
1992). Mais recentemente, 0 gene bar, da bactéria Sreptomyces hygroscopicus, foi introduzido em uma
variedade-elite de damo (Populus alba), permitindo seu crescimento na presenca de herbicidas que tém
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como principio ativo a fosfinotricina (Confalonieri et al., 2000). O mesmo gene também foi introduzido em
Picea abies, Eucalyptus camaldulensis e Pinus radiata, conferindo tolerancia a esses herbicidas (Brukhin et
al., 2000; Harcourt et al., 2000; Bishop-Hurley et al., 2001).

Ao contrério do que acontece com espécies de ciclo curto, nas quais o controle do crescimento de
ervas deve ser realizado durante todo seu crescimento, as arvores exigem cuidados apenas nos estégios
iniciais de crescimento, nos quais s80 mais susceptiveis. Apos o estabelecimento do plantio, a aplicacéo de
herbicidas € menos importante pois a competicéo das arvores com as pequenas ervas torna-se insignificante.

Aumento na producao de biomassa

Uma das caracteristicas mais desejadas em espécies florestais € uma ata produtividade relacionada
com o crescimento acentuado do tronco, produto mais importante para as industrias madeireira e de celulose
e papel. Para isso, torna-se necessario conhecer os hormonios vegetais e seu modo de agdo, para, depois,
manipular sua producdo ou modificar a sensibilidade das suas células vegetais. Eriksson et al. (2000)
mostram um exemplo bem sucedido de manipulacéo de hormdnios em érvores e a sua aplicacéo econémica.
Neste trabalho, foi readlizada a superexpressdo de um gene essencial na via de biossintese do horménio
vegetal giberelina (GA), que codifica para a GA 20-oxidase, em plantas transgénicas do hibrido Populus
tremula x Populus tremuloides. O resultado foi um maior crescimento das &rvores transgénicas em diametro
e dtura, folhas maiores, fibras do xilema mais numerosas e maiores. Houve, portanto, um aumento na
producéo de biomassa sem alteracdo das caracteristicas fenotipicas da arvore. Outros autores sugerem a
superexpressao de genes ligados a fotossintese ou a via de biossintese da celulose como estratégias para o
aumento de biomassa em espécies de importancia econémica (Dunwell, 2000).

Esterilidade

A inducdo de esterilidade em arvores transgénicas é apontada como outra caracteristica que poderia
aumentar a producéo de madeira (Strauss et al., 1995; Brunner et al., 1998). Os autores discutem trabalhos
de medicéo do gasto de energia para a producdo de érgaos reprodutores em arvores, energia que poderia ser
investida no crescimento. As duas principais estratégias que tém sido usadas para se obter plantas
transgénicas estéreis sdo a inibicdo da expressdo de genes essenciais para 0 desenvolvimento dos érgéos
reprodutivos ou a morte de tecidos florais pela expressdo de genes que codificam para citotoxinas sob o de
controle de promotores especificos da floragdo (Mariani et al., 1990; Worral et al., 1992; Weigel e Nilson,
1995).

A esterilidade em espécies florestais também possui um grande interesse para controle de
cruzamentos e obtencdo de hibridos em espécies al6gamas, pois a atura dos individuos é uma limitagdo
importante para a sua emasculagdo manual. A macho-esterilidade é, portanto, de grande impacto nos
programas de melhoramento genético, permitindo uma simplificacgo dos processos e diminui¢do dos custos.

Controle de escape génico

Na comunidade cientifica e na sociedade, existe uma preocupacdo em relacdo ao plantio de
transgénicos em geral, por diversos motivos, inclusive por causa do escape de genes (James et al., 1998;
Owusu, 1999; Rautner, 2001). Entende-se por escape de genes a transferéncia dos genes exdgenos
introduzidos nas plantas transgénicas para as espécies ndo-transgénicas e sexualmente compativeis (Borém,
2001). Outra preocupacdo mencionada também por TZzfira et al. (1998) € que as espécies florestais sGo
cultivadas em grandes extensfes e produzem grande quantidade de pdlen e de sementes de féacil disperso.
Dai aimportancia de estudar formas de minimizar a possibilidade de escape de genes. Um método bastante
vidvel baseia-se nainducdo de esterilidade em plantas transgénicas, como discutido por Strauss et al. (1995),
evitando a producdo e, por conseqliéncia, 0 escape de pdlen e de sementes.

Outra forma de diminuir a propagacéo de transgenes via pélen € confinando o gene exdgeno em
plastidios, como o cloroplasto, ja que plastidios possuem heranga materna e ndo sdo transmitidos via polen.
Daniell et al. (1998) transformaram cloroplastos de plantas de fumo (Nicotiana tabacum) com o gene que
codifica a 5-Enolpiruvilchiquimate-3-Fosfato Sintase (epsps) de petunia, que confere toleréncia ao herbicida

CiénciaFlorestal, v. 13, n. 1, 2003

PDF created with FinePrint pdfFactory Pro trial version http://www.fineprint.com



http://www.fineprint.com

174 Studart-Guimaraes, C.; Lacorte, C.; Brasileiro, A. C. M.

glifosato. A planta transgénica apresentou desenvolvimento normal, toleréncia ao herbicida e uma ata taxa
de expressdo do transgene em raz&o de um ato nimero de copias no genoma do cloroplasto, mostrando a
viabilidade da técnica de transformagéo de cloroplastos.

Fitorremediacéo

Fitorremediacdo é a utilizacdo de plantas para remover poluentes do meio ambiente ou de torna-los
inofensivos, oferecendo uma solucdo natural para a recuperacdo de areas contaminadas (Raskin, 1996;
Heaton et al., 1998; Kramer e Chardonnens, 2001). Rugh et al. (1998), por exemplo, obtiveram arvores
transgénicas para fitorremediacdo de mercurio. Nesse trabalho, Liriodendron tulipifera foi transformado
com o gene merA, modificado, da linhagem BL308 de Escherichia coli, o qual codifica a mercuario
reductase, tornando-se capaz de reduzir mercurio altamente téxico (Hg™) em sua forma menos téxica e
volatil (Hg). Esses autores discutem a vantagem da utilizac8o especificamente de arvores transgénicas como
fitorremediadores em relacdo as plantas de ciclo curto pois arvores apresentam maior biomassa, um sistema
radicular mais profundo e um ciclo de vida mais longo.

CONCLUSAO

O melhoramento de espécies florestais tem sido um processo &rduo e demorado em consequiéncia
das caracteristicas intrinsecas das arvores como a altura dos individuos e o ciclo longo de vida. A engenharia
genética, umas das ferramentas da biotecnologia, representa uma alternativa viavel e complementar ao
melhoramento, permitindo obter gendtipos com caracteristicas de interesse silvicultural. Por isso, a
tecnologia dos transgénicos esta sendo adotada pelo setor florestal sobretudo dos paises desenvolvidos,
assim como ocorreu com as espécies anuais na década passada. A tendéncia mundial € que um nimero
crescente de espécies florestais transgénicas, contendo novas caracteristicas, sgja liberada no mercado nos
proximos anos. Atualmente, ndo existem espécies florestais transgénicas plantadas comercialmente, mas
estdo sendo realizados grandes investimentos de consdrcios para programas de melhoramento e estudos em
campo de espécies e hibridos florestais transgénicos.
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