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Historico

MBORA PENSEMOS a biotecnologia como uma tecnologia recente, sua ori-

gem pode ter ocorrido ha mais de seis mil anos, a partir dos relatos de

que os micro-organismos eram usados nos processos fermentativos para
produgao da cerveja e do pao. No entanto, as bases fundamentais da biotecnolo-
gia agricola consideram a biologia molecular ¢ as técnicas relacionadas como os
eventos mais importantes da historia da biotecnologia.

Num primeiro momento, a biotecnologia esteve centrada na questio da
saide humana e animal, em que se utilizou de micro-organismos para a fabri-
cagio de antibiodticos. Relatos de culturas de células iz vitro sio datados da Se-
gunda Guerra Mundial, quando cultura de Penicillum notarum era usada para
a produgao do antibiético penicilina cuja agio como antibiético foi descoberta
por Alexander Fleming em 1929 (Bennett & Chung, 2001). Mas foi na década
de 1970 que ocorreu o inicio das metodologias de uso do DNA recombinante e
do sequenciamento do DNA que proporcionaram grandes avangos na ciéncia de
plantas. A seguir, foram listados os principais eventos que marcaram os avangos
da biotecnologia desde 1953 quando James Watson e Francis Crick descreveram
a estrutura do DNA até os dias atuais.

E marcante como a biotecnologia tem revolucionado a agricultura com
modernas tecnologias que nos permitem identificar e selecionar genes que codi-
ficam caracteristicas benéficas para serem usados como marcadores moleculares
nos processos de selegdo assistida, ou ter a expressio de um determinado gene
em outro organismo por transgenia e, assim, com maior precisao, obter novas
caracteristicas agronomicas e nutricionais desejaveis nos cultivos de plantas.

Ano Eventos historicos da biotecnologia

e 1953: A revista Nature publicou o manuscrito de James Watson e Francis Crick
que descrevia a estrutura dupla-hélix do DNA. A descoberta da estrutura do
DNA resultou em uma explosao de pesquisas em biologia molecular.

¢ 1956: Heinz Fraenkel-Conrat demonstrou como uma parte do virus do mosai-
co do tabaco pode se remontar e ser funcional.

e 1957: Francis Crick e George Gamov elaboraram o “dogma central”sobre como
fun-ciona o DNA para produzir proteinas.

Matthew Meselson e Frank Sthal demonstraram o mecanismo da replicagio do
DNA.
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1958 O National Seed Storage Laboratory (NSSI) foi aberto em Forti Collin
no Colorado (Estados Unidos), tornando-se a primeira instalagio de armazena-
mento de longo prazo de sementes no mundo.

1965: Cientistas noticiaram que os genes que levam a resisténcia aos antibiéticos
em bactérias sdo frequentemente estruturas extracromossomais denominadas
plasmideos.

1966: Marshall Nirenberg, Heinrich Mathaei e Severo Ochoa demonstraram
que uma sequéncia de trés bases de nucleotideos (c6don) determina cada um
dos 20 aminodcidos.

1970: Howard Temin e David Baltimore, trabalhando independentemente, iso-
laram a transcriptase veversa, uma enzima de restri¢do que corta a molécula do
DNA em regides especificas. O trabalho descreveu como o RNA viral que infecta
uma bactéria hospedeira usa essa enzima para integrar sua mensagem dentro do
DNA hospedeiro. Essa descoberta levou os cientistas a criar clones de bactérias
¢ a observar seu funcionamento.

1972: Paul Berg isolou e empregou uma enzima de restri¢ao para cortar o DNA
¢ a DNA ligase para unir duas fitas de DNA e formar uma molécula circular hi-
brida. Esta foi a primeira molécula de DNA recombinante.

1973: Stanley Choen, Annie Chang e Herbert Boyer usaram setores de DNA
viral e DNA bacteriano com as mesmas enzimas e¢ produziram o primeiro plas-
mideo com DNA recombinante, plasmideo com dois genes de resisténcia a an-
tibioticos.

1974: Satanley Choen e Herbert Boyer demonstraram a expressio de um gene
implantado em bactéria por DNA recombinante.

1977 Genentech, Inc. mostrou a produgao da primeira proteina humana (so-
matostatina) sintetizada em uma bactéria.

Walter Gilbert e Allan Maxam, na Universidade de Harvard e Frederick Sanger,
na Inglaterra, desenvolveram o método de sequenciamento de DNA.

1978: Gentech, Inc. e o Centro de Medicina Nacional anunciaram a produgao
de insulina humana usando a tecnologia do DNA recombinante em laboratorio.
David Botstein estabeleceu a técnica de RFLP para analise de polimorfismo
1980 Kary Mullis e outros desenvolveram a técnica de PCR (reagoes polimerase
em cadeia).

1982: Gentech, Inc. recebeu aprovag¢io da FDA para comercializar insulina hu-
mana modificada geneticamente.

1983: Patentes foram aprovadas para plantas geneticamente modificadas.

1985: Plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos, virus e bactéria
foram testadas em campo pela primeira vez.

1986: O EPA aprovou a liberagao da primeira planta de tabaco geneticamente
modificada.

1987: Calgene, Inc. obteve a patente da sequéncia de DNA da poligalacturonase
de tomate usada para produzir uma sequéncia de RNA antissenso que aumenta
o tempo de longevidade dos frutos.
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1990: Michael Fromm reportou transformag¢io estivel de milho utilizando
bombardeador de gene.

Consorcio internacional foi estabelecido para o sequenciamento do genoma hu-
mano

1994: A FDA aprova o primeiro produto alimenticio geneticamente modificado
(GM), o tomate FlavrSavr®

1995: O Comité¢ Assessor Australiano (Gmac) permite liberagio comercial de
cravos azuis geneticamente modificados.

1997: Pesquisadores do Instituto Roslin na Escécia clonaram a ovelha chamada
Dolly.

1998: Quarenta milhoes de hectares de culturas GM sao plantadas globalmente.
Predominantemente soja, algodao, canola e milho.

Libera¢io comercial da soja transgénica tolerante a herbicida é concedida no
Brasil e em seguida proibida por determinagao judicial.

2000: O genoma da Arabidopsis ¢ completamente sequenciado.

E criada uma variedade de arroz GM com o gene precursor da vitamina A.
2001: Sequenciamento completo da bactéria fitopatogénica Xyllela fastidiosa
por consoércio de pesquisadores brasileiros.

Consorcio do Genoma Humano e o grupo Celera publicam o genoma huma-
no

2002: O sequenciamento completo do genoma do arroz ¢é realizado por um
consoércio internacional.

A ovelha Dolly morre por problemas respiratorios.

2003: Plantas de canola tolerantes a herbicida e milho resistentes a lagartas sio
aprovadas nos Estados Unidos.

Milho GM tolerante a herbicidas ¢ aprovado para uso como alimento na Aus-
tralia.

E estabelecida a Comissio Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio) com
finalidade de prestar apoio técnico consultivo e assessoramento ao governo fe-
deral na formulag¢io, atualizagao e implementagio da Politica Nacional de Bios-
seguranga relativa a Organismos GM. Libera¢do da soja transgénica tolerante a
herbicida no Brasil.

2006: Liberag¢ao nos Estados Unidos do arroz GM para consumo humano.
Uvas geneticamente modificadas s3o testadas na Africa do Sul.

2007: Liberagio experimental de cana transgénica com alto teor de agtcar no
Brasil pela empresa Allelyx/Monsanto.

Liberag¢dao comercial de milho GM resistente a inseto ¢ tolerante a herbicida no
Brasil.

2008: Pesquisadores australianos desenvolvem plantas com altos niveis de um
acido graxo (UFA) para produzir plasticos, tintas e cosméticos.

Pesquisadores japoneses desenvolvem a primeira rosa azul GM.

Liberagao comercial de algodao GM tolerante a herbicida no Brasil.

2009: Liberagao comercial da soja GM tolerante a herbicida e algodao resistente
a inseto no Brasil.
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Desenvolvimento da terceira geragdo de plantas GM com propriedades como
tolerancia a alta salinidade e seca, ou para produgdo de produtos farmacéuticos
como vacinas orais, ¢ produtos especializados como plastico biodegradavel.

* 2010: Craig Venter cria “célula sintética” a partir de um genoma sintetizado em
laboratério

Biotecnologia e agricultura

O estabelecimento de uma agricultura sustentavel, que preserve o meio
ambiente e proporcione seguranga alimentar futura, ¢ um fator primordial para
o desenvolvimento da humanidade ante as mudangas climaticas e o declinio das
reservas energéticas nao renovaveis. Diante das previsoes de crescimento popula-
cional mundial, atingindo nove bilhoes de habitantes em 2050 (Ash et al., 2010),
existe o desafio de criar métodos avangados e eficientes para aumentar a produgao
de alimentos e energia renovavel sem, contudo, esgotar os recursos naturais. Em
2050, o mundo provavelmente estara vivendo sob a influéncia de trés grandes cri-
ses anunciadas: a diminuigao das reservas de petréleo, a escassez de agua potavel e
a falta de alimentos para grande parte da populagio. Nesse cenario, a biotecnolo-
gia de plantas ocupa papel central na busca de solugoes para atenuar os problemas,
atuais e futuros, causados pelo estilo de vida adotado pelo homem.

No Brasil, o desenvolvimento do etanol combustivel mostrou ser uma al-
ternativa viavel para reduzir a dependéncia do petréleo. Entretanto, a maioria das
regides agriculturaveis do planeta nio possui as condi¢oes edafoclimaticas neces-
sdrias para o cultivo de plantas com potencial para a produgao de biocombustiveis.
Em contrapartida, o cultivo extensivo e exclusivo de plantas para a produgio de
energia pode gerar problemas no abastecimento de alimentos para a populagio,
como escassez ¢ elevagao de pregos. Nesse contexto, a biotecnologia se insere
como propulsora para o aumento da produtividade, da qualidade da produgio e
para o desenvolvimento de plantas adaptadas a diversas condigdes ambientais de
espécies com potencial energético. Em adi¢io, a biotecnologia atua no desenvol-
vimento de outras fontes de bioenergia como a produg¢iao de biocombustiveis a
partir de algas transformadas geneticamente (Beer et al., 2009).

Atualmente, o Programa Fapesp de Pesquisa em Bioenergia (Bioen) for-
nece aporte financeiro para projetos que tém por objetivo promover o avango
do conhecimento e sua aplicagio em dreas relacionadas a produg¢io de bioener-
gia no Brasil (http://bioenfapesp.org). Entre esses projetos, estio em anda-
mento estudos que visam a analise funcional de genes envolvidos na fotossintese
da cana-de-agtcar, ao aumento do teor de sacarose, a analise da biossintese da
parede celular, a obtengdo de plantas que apresentem tolerancia a seca, entre ou-
tros. O objetivo comum desses projetos ¢ o desenvolvimento, em curto prazo,
de tecnologias que permitam uma produgio eficiente de energia renovavel.

Segundo a Organizagao das Nagoes Unidas (ONU), estima-se que ha no
mundo mais de 1,2 bilhdo de pessoas sem acesso a dgua potavel, representando
cerca de 20% da populagio mundial (Unesco, 2007). A agricultura é responsavel
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por cerca de 70% do consumo de dgua do planeta (Aquastat-FAO, 2010), e o
uso descontrolado de pesticidas e fertilizantes contribui para a contamina¢ao
da dgua de lengdis fredticos ¢ mananciais subterraneos. Para aperfei¢oar a efici-
éncia do uso da dgua na agricultura, a biotecnologia atua em duas frentes: no
desenvolvimento de espécies tolerantes a seca, diminuindo a irrigagdo intensiva
e conservando a agua no solo, e no melhoramento genético de variedades para
resisténcia a pragas ¢ doengas, reduzindo a necessidade da utilizagio de produ-
tos quimicos nas lavouras.

Na produgio de alimentos, a biotecnologia pode fornecer meios para o
aumento da produgao agricola pela aplica¢gio do conhecimento molecular da
fun¢do dos genes e das redes regulatdrias envolvidas na tolerancia a estresse,
desenvolvimento e crescimento, “desenhando” novas plantas (Takeda & Mat-
suoka, 2008). A transformagao genética de plantas cultivadas possibilita a valida-
¢ao funcional de genes individuais selecionados, bem como a exploragio direta
dos transgénicos no melhoramento genético, visando a inser¢io de caracteristi-
cas agrondmicas desejaveis.

Atualmente, a produgdo de transgénicos esta difundida em praticamente
todas as regides agricolas do planeta, e a ado¢dao da biotecnologia pelos produ-
tores atinge niveis nunca alcan¢ados por outras tecnologias avanc¢ada, em toda
historia da agricultura. Em 2009, culturas modificadas geneticamente foram
plantadas por mais de 14 milhoes de agricultores, em 134 milhoes de hectares,
distribuidos em 25 paises (James, 2010). O Brasil ocupa o segundo lugar entre
os paises com maior area cultivada com transgénicos no mundo, cerca de 21,4
milhoes de hectares, atras apenas dos Estados Unidos com 62,5 milhoes de hec-
tares (Isaaa, 2010). A razido desse indiscutivel sucesso sio os beneficios obtidos
com a produgdo de plantas transgénicas resistentes a doengas ¢ insetos, a redu-
¢3o no uso de defensivos ¢ o aumento da produgdo.

Segundo a FAO (2010), a previsao de crescimento do setor agricola bra-
sileiro até o ano de 2019 ¢ de 40%, quando comparado ao periodo-base 2007-
2009. Nesse mesmo periodo, Rissia, China e India nio passario os 26% de
crescimento no setor, enquanto crescimentos mais modestos sdo esperados para
Estados Unidos e Canada (entre 10% e 15%). A Uniao Europeia nio deve ultra-
passar os 4% (OECD-FAO Agricultural Outlook 2010-2019). Essa previsao de
crescimento acentuado da produgdo brasileira se deve, por um lado, as condi-
¢Oes econOmicas e ambientais favoraveis do pais, e, por outro, a ado¢ao massifi-
cada de culturas geradas com o auxilio da biotecnologia.

Em um futuro proximo, a redugao dos custos para o desenvolvimento
¢ a adogdo dos produtos da biologia molecular pode aumentar a variedade de
plantas transgénicas e a sua disponibilidade para pequenos e médios produtores.
A inser¢io de caracteristicas antes ausentes na planta pode agregar valor aos seus
produtos, multiplicando a renda do agricultor e diminuindo o éxodo rural. A
transformagao genética pode ser o motor de uma transformagao social.
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Neste artigo, serd apresentado um breve resumo de trés ramos da biologia
molecular utilizados no melhoramento genético de plantas: a genomica, a trans-
genia e os marcadores moleculares.

GenoOmica de plantas e expressio génica

Desde o estabelecimento da metodologia de sequenciamento do DNA por
Walter Gilbert e Allan Maxam em 1977, o nimero de sequéncias disponiveis nos
bancos de dados de gendmica tem crescido exponencialmente, até mesmo nes-
ses ultimos anos com a nova geracao de sequenciadores de alta eficiéncia, como
Roche 454 GS System®, Illumina Genome Analyzer® e Life Technologies AB
SOLiD System® .

Atualmente, estd disponivel no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) mais de 106 bilhoes de nucleotideos de 108
milhoes de sequéncias individuais, e somente no ano passado foram adicionadas
mais de 11 milhoes de novas sequéncias nesse banco (Benson et al., 2010). Esse
grande nimero de sequéncias nos leva a esperar com grande expectativa uma
explosiao no conhecimento e na inovagdo nas diversas areas do conhecimento e
especialmente na satde e agricultura.

O sequenciamento completo do genoma de Arabidopsis thaliana foi pu-
blicado no ano 2000 (The Arabidopsis Genome Iniciative) e é considerado um
marco para a ciéncia de plantas. Esse genoma possui 120 Mbp, apresenta em
geral uma copia de cada gene e menos de 10% de sequéncias repetitivas (Maha-
lakshmi & Ortiz, 2001), sendo considerado um genoma pequeno quando com-
parado a outras espécies vegetais. Até o momento, somente outras duas cultu-
ras agricolas tiveram seus genomas finalizados, o arroz (Oryza sativa) com 390
Mbp (Goft et al., 2002, International Rice Genome Sequence Program) em
2002 e o milho (Zea mays) com 2.400 Mbp (Wei et al., 2009, Maize Genome
Project) em 2009. No momento, estio em fase de finalizacio 19 espécies de
plantas (Tabela 1) e mais 74 outras estao em diferentes fases de sequenciamento
¢ montagem (www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/gpstat.html).

Desde que a genomica tem como objetivo entender como os genes ¢ a
informag¢do genética estio organizados dentro do genoma, e ainda como essa
organizagdao determina a sua fung¢do, temos o grande desafio de buscar a fungio
dos genes ¢ entender essas sequéncias para reduzir a distincia existente entre
gendtipo e fendtipo. Entretanto, um grande nimero de genes sequenciados
possui fun¢io desconhecida.

Para auxiliar a decifrar a fun¢do dos genes, alguns programas tém sido es-
tabelecidos. O National Science Foundation (NSF) nos Estados Unidos langou
em 2000 o projeto Arabidopsis 2010 com o objetivo de determinar a fungao de
25 mil genes dessa espécie (Sommerville & Dangl, 2000). No Brasil sio varias
as iniciativas de consorcios de pesquisadores nos projetos tematicos como 0s
Sucest (Sugarcane ESTs), Forests (Eucaliptus ESTs) e CitEST (Citrus ESTs).
Esses programas sdo financiados pelas agéncias federais (CNPq, Capes ¢ Finep)
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e estaduais (Fapesp, Fapemig e outras) junto com as universidades. Na area de
bioenergia, projetos individuais e programas temdticos como o Bioen (http://
bioenfapesp.org) ¢ INCT de Biotecnologia do Bioetanol (www.bioetanol.org.
br) tém como parte dos objetivos principais a analise funcional de genes da cana-
de-ag¢tcar com énfase a produgdo do bioetanol.

Tabela 1 — Genomas de plantas em fase final de sequenciamento e o tamanho corres-
pondente quando disponivel

Genomas completos Tamanho (Mbp)
Amaranthus tuberculatus *
Arabidopsis lyrata 230
Brachypodium distachyon (braquip6dio) *
Carica papaya (mamao) 370
Cucumis sativus (pepino) 370
Glycine max (soja) 1200
Lotus japonicus (16tus) 470
Malus domestica (maca) 750
Oryza barthii (arroz) *
Oryza glaberrima (arroz) 810
Phoenix dactylifera (tamareira) *
Physcomitrella patens (musgo) 510
Populus trichocarpa (alamo) 480
Ricinus communis (mamona) 400
Selaginella moellendorffii 100
Solanum lycopersicum (tomate) 950
Sorghum bicolor (capim-sudéo) 760
Vigna radiata (feijao-mungo) *
Vitis vinifera (videira) 500

Adicionalmente as informagoes obtidas pela andlise do genoma, ¢ preciso
ter conhecimento, por exemplo, sobre quais proteinas estio realmente sendo ex-
pressas, quando e em quais sao os niveis de expressio e, ainda, as eventuais mo-
dificagdes pos-transcricionais (Canovas et al., 2004). O fato de as células de um
organismo terem o mesmo genoma, mas apresentarem as mais variadas fungoes
e morfologias, que sao resultado de diferentes composi¢oes de proteinas expres-
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sas, ilustra a importancia de estudar ndo sé a sequéncia dos genes, mas também
a sua expressio para podermos compreender as suas fungdes bioldgicas.

A anilise da expressdo génica, também chamada de andlise de transcripto-
ma, ¢ uma metodologia significante para identificar genes candidatos, predi¢ao
da fun¢ao de genes e regides regulatérias (Mochida & Shinozaki, 2010). Esse
método ¢é baseado na hibridizagao nos microarranjos e gene chips que permitem
analisar a expressao de dezenas de milhares de genes simultaneamente. Genes
identificados com expressao diferencial s3o clonados e analisados funcionalmen-
te no metabolismo celular, sendo a transgenia um dos métodos utilizados.

Transformag¢io genética de plantas

A transgenia converge com as técnicas de engenharia genética como solu-
¢do biotecnoldgica para problemas que afetam a agricultura brasileira e mundial,
como pragas, doengas ¢ estresses ambientais. Além disso, pode beneficiar os se-
tores de satde, industria e alimenta¢ao, contribuindo para agregar valor aos pro-
dutos agropecudrio, unindo o agronegdcio aos setores farmacéutico e industrial
(Hansen & Wright, 1999). Essa tecnologia ¢ uma possante ferramenta de auxilio
ao melhoramento genético tradicional, que transpoe as barreiras do cruzamento
entre diferentes espécies e acelera o processo de selegao de plantas.

Mc¢todos de transformagio genética

Na década de 1980, a técnica de hibrida¢io somatica, baseada na fusio
completa de duas células de espécies diferentes, permitiu a transferéncia de cro-
mossomos ¢ organelas de uma planta para outra. Na hibrida¢io somitica, ocorre
a transferéncia de caracteres poligénicos para obten¢iao de células hibridas sem
passar pela reproducio sexual. Entretanto, a técnica ndo fornece informagoes de-
talhadas sobre os genes inseridos (Matsumoto, 2001). Com os avang¢os da tec-
nologia do DNA recombinante, a introdugdo de genes exégenos em plantas se
tornou realidade (Perani et al., 1986). Atualmente ha diversos genes introduzidos
estavelmente em muitas espécies vegetais, conferindo resisténcia a estresses am-
bientais, herbicidas, fungos, bactérias, virus ¢ insetos (Lakshmanan et al., 2005).

A produgio de plantas transgénicas é realizada por meio de diferentes
métodos que podem ser agrupados em duas categorias: transformagio indireta
¢ transformacdo direta. No método de transformacgdo indireta, a transferéncia
de genes ¢ intermediada por bactérias do género Agrobacterinm, as quais sao
capazes de infectar plantas naturalmente e produzir um tumor conhecido como
galha da coroa (Chilton et al., 1977; Srisvastava et al., 2009). Essa bactéria pos-
sui um plasmideo denominado Ti, que pode ser modificado artificialmente para
nio formar o tumor e transportar o gene de interesse até o interior da célula da
planta receptora. A técnica de transformagio consiste em colocar o tecido da
planta em contato com a Agrobacterium contendo o gene de interesse (Hensel
etal.; 2009). As bactérias, assim, infectam o tecido vegetal, iniciando o processo
de transferéncia e a transformac¢iao do genoma da planta (Brasileiro & Canga-
do, 2000). As Agrobacterium modificadas, que perderam todo ou parte de seu
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DNA de transferéncia (T-DNA), passam a ser incapazes de produzir tumores
nas plantas hospedeiras (Pitzschke & Hirt, 2010). A técnica de transformagao
indireta ¢ limitada pela baixa suscetibilidade da maioria das monocotiledéneas
e gimnospermas, ¢ de algumas dicotiledoneas, a infec¢do pela Agrobacterium
(Potrikus, 1990).

Os métodos de transformacdo direta variam em eficiéncia e praticidade.
Nesses métodos sao utilizados processos fisicos e quimicos para produzir alte-
ragoes nas paredes ¢ membranas celulares, facilitando a introdug¢io do gene de
interesse no genoma da planta receptora. Os métodos mais eficientes de trans-
formagao genética sio a eletroporagio de protoplastos, a transformagao por po-
lietilenoglicol (PEG) e o bombardeamento de microparticulas ou biolistica (Fisk
& Dandekar, 1993), sendo este altimo o mais importante entre os métodos
diretos.

A transformagao de plantas pela técnica de biolistica consiste em bombar-
dear o tecido-alvo com microparticulas de ouro ou tungsténio recobertas pelo
plasmideo no qual estd o gene de interesse. Essa técnica foi designada biolistica
(biologico + balistica) em razao da alta velocidade imprimida aos microprojéteis
revestidos com DNA (Sanford et al., 1991). As microparticulas variam entre 0,6
a 1,5 pm de didmetro e podem ser aceleradas com ar comprimido (hélio), onda
de choque elétrico ou polvora. Nesse método, as microparticulas s3o dispara-
das na diregdo do tecido-alvo para penetrar a parede celular e transferir o DNA
ex6geno para o interior das células. A biolistica se diferencia da transformagao
via Agrobacterium por apresentar maior eficiéncia na transformagdo de plantas
pertencentes a diferentes ordens, além de possuir maior plasticidade na utiliza-
¢ao de diferentes tecidos de uma mesma planta (Brasileiro & Cang¢ado, 2000).

A produgio de transgénicos no mundo

Em 2009, 14 milhoes de agricultores em 25 paises cultivaram comercial-
mente lavouras geneticamente modificadas, ¢ mais de 90% eram de pequenos
produtores rurais de paises em desenvolvimento. Do total plantado, as varie-
dades transgénicas resistentes a insetos (Bt) e tolerantes a herbicida (Glifosato)
representavam mais de 99% da area cultivada (James, 2010).

Segundo Carpenter (2010), as diferencas significativas para aumentos de
produgdo entre paises desenvolvidos ¢ em desenvolvimento decorrem, prova-
velmente, da falta de um manejo adequado de pragas e plantas daninhas nas
lavouras convencionais nos paises em desenvolvimento. Dessa maneira, para os
agricultores desses paises, a ado¢ao da cultura transgénica foi muito mais vanta-
josa do que para os agricultores de paises desenvolvidos. O Brasil nio foi consi-
derado nessa pesquisa, ¢ os dados de adogio e produg¢io de culturas transgénicas
por pequenos produtores ainda sdo escassos no pais.

A produgio de transgénicos no Brasil

Em 2009, o Brasil se tornou o segundo maior produtor de plantas gene-
ticamente modificadas (GM) do mundo, atrds apenas dos Estados Unidos. O
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plantio de soja, milho e algodio transgénicos alcangou a marca de 21,4 milhoes
de hectares semeados, superando em 100 mil hectares a drea plantada na Ar-
gentina (Isaaa, 2010). Desse total, 16,2 milhoes de hectares sao plantados com
soja Roundup Ready (tolerante ao herbicida glifosato), 5 milhoes com milho Bt
(resistente a pragas) ¢ 145 mil hectares com algodio transgénico, destes 116 mil
correspondem ao algodao Bt e 29 mil sdo tolerantes a herbicida (Figura 1).

0,14
milhdes

5milhdes

¥ algoddo

H milho

soja

Fonte ISAAA, 2010

16,2 milh&es

Figura 1 — Area plantada, em milhdes de hectares, com lavouras transgénicas no Brasil.

Apesar do dominio da soja na produgio de transgénicos no Brasil, o cresci-
mento de lavouras geneticamente modificadas em 2009 foi liderado pelo milho.
A produgio do milho transgénico foi aprovada pela Comissio Técnica Nacional
de Biosseguranca (CTNBio) em agosto de 2007, e, a partir de entdo, o plantio
vem crescendo vertiginosamente. O aumento na produg¢ido de milho transgénico
na safra de 2009 foi de 400%, em compara¢iao ao ano de 2008 (Isaaa, 2010).
Na safra 2010,/2011, estao disponiveis para o produtor 136 cultivares de milho
transgénico, ¢ as perspectivas sio de produgdo superior a safra passada (Embra-
pa, 2010).

Marcadores moleculares em espécies vegetais

Nas tltimas décadas, o desenvolvimento e a aplicagao das técnicas de mar-
cacdo molecular induziram transformagoes consideraveis em diversos ramos da
biologia, notadamente a biologia molecular (clonagem posicional), a genética
evolutiva (cartografia comparativa), a genética quantitativa (deteccao e identifi-
cagdo de Jocus que controlam QTL), e o melhoramento genético (sele¢ao assis-
tida por marcadores) (Najimi et al., 2003).

No melhoramento genético, o desenvolvimento de marcadores ligados
a genes de resisténcia contra pragas ¢ agentes patogénicos, ou a sua utilizagao
para acelerar a escolha do melhor parental, permite uma condu¢ao mais precisa
dos programas de sele¢do quando comparado as sele¢oes baseadas em outros
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marcadores. Além disso, a sele¢do assistida por marcadores moleculares permite
a constru¢ao de genotipos que seriam dificilmente produzidos apenas com a
selegdo fenotipica (Alzate-Marin et al., 2005).

Um marcador molecular é um /Jocus polimérfico que informa sobre o ge-
notipo do individuo que o possui. Dessa maneira, os marcadores correspondem
ao polimorfismo presente no nivel do DNA. A anilise desse polimorfismo por
meio da biologia molecular ¢ endere¢ada ao genoma como um todo, traduzido
ou nio em proteinas, ¢ ¢ independente das condi¢des ambientais. Contraria-
mente aos marcadores morfoldgicos e bioquimicos, os marcadores moleculares
nio dependem do tipo de tecido analisado, nem do estagio de desenvolvimento
da planta. Atualmente, esses marcadores s3o utilizados com as mais diversas fina-
lidades genéticas, desde testes de paternidade e identificagao de parentesco até a
construgdo de mapas genéticos complexos (Rocha et al., 2003).

O ntimero de marcadores genéticos ¢ teoricamente ilimitado, ¢ o genétipo
de uma planta pode ser determinado em um estagio de desenvolvimento preco-
ce, assim que haja material suficiente para a extragio do DNA. Em razio dessas
caracteristicas, os marcadores moleculares sio uma ferramenta cada vez mais util
no melhoramento genético de culturas de valor agronémico, sobretudo para
caracteristicas de dificil sele¢io fenotipica, sendo de grande utilidade para a ace-
leragio de programas de melhoramento genético de espécies de ciclo de vida
longo, onde um ciclo de sele¢io pode durar varios anos (Maluf et al., 2005)

Intmeras técnicas de marcagao molecular estao disponiveis atualmente
(Langridge et al., 2001; Rafalski, 2002). As caracteristicas de cada uma, seus
dominios de aplicagao, seus principios e seus custos sio bem descritos (Borém
& Caixeta, 20006). Didaticamente, os métodos de marca¢io podem ser reunidos
em duas grandes categorias: os marcadores do tipo RFLP (anilise de restrigao
de fragmentos polimorficos ou restriction fragment lenght polymorphism, em in-
glés) e os marcadores baseados no método da reagio em cadeia da polimerase
(PCR).

A RFLP ¢ uma técnica da primeira geracdo de marcadores, baseada na
presenga de variabilidade nas sequéncias de nucleotideos do DNA gendémico
apos digestao por enzimas de restrigdo (Botstein et al., 1980). Apos a digestio
do DNA, um grande nimero de fragmentos com tamanhos variados é gerado,
os quais sdo hibridizados a uma sonda de DNA para a identifica¢ao de fragmen-
tos homoélogos. Mutagoes nos locais de restri¢io ¢/ou delegdes/inser¢oes de
um fragmento de DNA na regido reconhecida pela sonda sio responsaveis pelo
polimorfismo detectado.

Os principais marcadores baseados em PCR sio a técnica Randomly Am-
plified Polymorphic DNA (Rapd), a Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP) e os microssatélites ou Simple Sequence Repeat (SSR).

A técenica Rapd consiste na amplificagdo ao acaso de fragmentos de DNA
(Williams et al., 1990). A utilizagao de um anico primer curto (10 pb) permite
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a amplificacdo de diversos pontos do genoma. Quando dois primers se ligam
em distancias que variam entre 200 ¢ 2000 pb um do outro, em fitas opostas do
DNA, a regiao delimitada entre ambos é amplificada na rea¢io de PCR. O po-
limorfismo detectado se deve a mutagdes tanto nas regides amplificadas, como
nos locais de fixagao dos primers.

A AFLP ¢ a anilise conjunta da presen¢a de polimorfismo nos locais de
restrigdo enzimatica e na hibridizagdo de primers nao especificos (Vos et al.,
1995). Essa técnica utiliza simultaneamente enzimas de restri¢ao para clivagem
do DNA e amplificagio por PCR dos fragmentos obtidos na digestio. E a com-
binagdo enzima de restri¢do/primers que permite a identificacao de polimorfis-
mo entre individuos.

Os marcadores microssatélites ou SSR sao constituidos de sequéncias repe-
tidas em tandem de 1 a 6 nucleotideos, encontradas dispersas em todo o genoma
(Jarne & Lagoda, 1996). A anilise da variagio entre individuos ¢ realizada por
meio de amplificagio em PCR, utilizando primers especificos construidos nas re-
gides que flanqueiam os microssatélites. E o par de primers (senso e antissenso)
do microssatélite que constitui o marcador. O polimorfismo ¢ representado pela
variagio no nimero de elementos repetidos que constituem o microssatélite, os
quais produzirio altera¢des no comprimento dos fragmentos.

Outras técnicas de marca¢do molecular estio sendo desenvolvidas e uti-
lizadas no estudo genético de espécies vegetais, porém ainda em menor escala
quando comparadas a RAPD, AFLP e SSR e suas varidveis. Todas essas técnicas
sdo baseadas na aplicagio em géis e, de uma maneira geral, sao trabalhosas e de
custo elevado.

Os avangos consideraveis dos sequenciamentos gendmicos permitiram a
determinacdo de sequéncias completas do DNA de varios organismos € a possi-
bilidade de compari-las. Talvez a metodologia para a marcagao molecular mais
promissora atualmente seja os marcadores do tipo Single-Nucleotide Polymor-
phisms (SNP), baseados na identifica¢do de polimorfismo em sequéncias em que
houve dele¢ao/inser¢ao ou mutagio de apenas um nucleotideo (Rafalski, 2002).
Os marcadores SNP sio mais abundantes que os microssatélites, aumentando a
chance de sucesso em diversas aplicagdes, como a construgao de mapas genéti-
cos de alta resolu¢ao, o mapeamento de QTL, o diagndstico genético, a analise
da estrutura genética da populagio, a filogenia, entre outras (Choi et al., 2007).
A identificacao de SNP estd mais avangada no genoma humano, com aproxima-
damente 30 milhdes de SNP identificados no banco de dados do NCBI (Natio-
nal Center for Biotechnology Information — SNP database), mas um aumento
consideravel na identificagiao de polimorfismos de base tinica estd em andamento
em diversas espécies vegetais (ibidem).

Conclusoes

O uso da biotecnologia para a produgio de alimentos e bioenergia repre-
senta novas oportunidades, mas também muitos desafios. Enquanto as estraté-
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gias para a produgdo de biocombustiveis devem ser adotadas de acordo com as
possibilidades e necessidades de cada pais, a produ¢ao de alimentos para a po-
pulagido deve ser priorizada a fim de evitar riscos a seguranga alimentar, especial-
mente em paises onde os niveis basicos de fornecimento de alimentos ainda sao
insuficientes. Nesse contexto, a biotecnologia pode auxiliar no desenvolvimento
de plantas e métodos com maior potencial para a produ¢io de combustiveis,
sem a necessidade de aumento na area cultivada.

Em um futuro préximo, o desenvolvimento de biocombustiveis de se-
gunda geragao pode elevar os indices de produc¢iao de combustiveis por area
plantada com culturas de potencial energético. No caso da cana-de-agtcar, os
biocombustiveis de primeira gerag¢io sio aqueles produzidos a partir da fermen-
tagdo dos aguicares presentes no suco da cana, para a produgao do etanol. Ja os
biocombustiveis de segunda geragio sio aqueles obtidos a partir da celulose
presente no bagago, que ¢ utilizada na produgao de dlcool combustivel. Assim, a
biotecnologia pode auxiliar no desenvolvimento de variedades ricas em celulose,
visando a uma maior eficiéncia na produ¢io de etanol. Essa mesma estratégia
pode ser usada em outras culturas, como o milho, cuja palha pode ser empre-
gada na produgio de biocombustivel, enquanto os grios sio destinados para a
alimentagio.

O maior beneficio da biotecnologia vegetal para a humanidade, entretanto,
serd, sem sombra de davidas, a produg¢io de plantas melhoradas geneticamente,
fornecendo suporte para as exigéncias atuais ¢ futuras de seguranga alimentar,
para o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel e para a preservagio dos
recursos naturais.
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RESUMO — A expectativa de o crescimento populacional atingir 9 bilhoes de habitantes
em 2050 em adi¢do as questoes da sustentabilidade e do aquecimento global nos desa-
fiam a aumentar a oferta de alimentos. Uma metodologia alternativa que contribua para
a redugio do impacto desse cendrio envolve a biotecnologia, que, nas Gltimas décadas,
trouxe marcantes oportunidades tecnoldgicas na agricultura, resultando em relevante
desenvolvimento na obten¢ao de novas variedades de plantas, na melhoria da qualidade
de diversos alimentos e atualmente também na bioenergia. As técnicas biotecnologicas
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envolvendo os marcadores moleculares, a gendmica e a transformagdo genética estdo
transformando a agricultura e sdo discutidas neste artigo.

PALAVRAS-CHAVE: Marcadores moleculares, Transgénicos, Bioenergia, Genémica, Produ-
¢do de alimentos.

ABSTRACT — The expected population growth to reach 9 billion by 2050 in addition to
issues of sustainability and global warming challenges us to increase the supply of food.
An alternative approach to help reducing the impact of this scenario involves biotech-
nology which in recent decades has brought remarkable technological opportunities in
the agriculture that resulted in relevant development in obtaining new plant varieties,
improved quality of different foods, and now also in bioenergy. The biotechnology te-
chniques involving molecular markers, genomics and genetic transformation are trans-
forming agriculture and will be discussed in this article.

KEYWORDS: Molecular markers, Transgenics, Bioenergy, Genomics, Food production.
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