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Apresentacao

A ciéncia tem permitido avancgos significativos na melhoria dos
sistemas de producéo agricolas sustentaveis. Modernas areas
do conhecimento surgem e desvenda-se uma maior amplitude
de ferramentas no auxilio da humanidade. A engenharia
genética tem possibilitado gerar novas cultivares com
caracteristicas proprias inerentes ao processo de transformacao.

Os beneficios e as conseqliéncias do uso inadequado desta
técnica sdo aqui abordados, visando informar o que esta
acontecendo na transformacao genética de arroz, no Brasil e no
mundo.

O tema é complexo, pois abrange questdes agricolas e agrarias,
questdes de saude e alimentacdo, ética na ciéncia, nos avangos
tecnoldgicos e de interesses politicos e econdémicos. E, além de
tudo, uma questéo de cidadania esta informacao a sociedade
em geral. Estudos de geracdo, impactos ambientais e aqueles
relacionados a seguranca alimentar devem pautar o tema. A
velocidade com que a ciéncia avancga ndo permite que aqui se
esgote 0 assunto, mas que se avance a partir deste marco.

Waldyr Stumpf Junior

Chefe-Geral
Embrapa ClimaTemperado
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Biotecnologia em
arroz: principais
modificagcbes genéticas

Resumo

A transferéncia de genes Uteis a cultivares comerciais por
técnicas de engenharia genética permite incorporar
caracteristicas herdaveis sem a destruicao de genétipos
valiosos. Assim, as ferramentas de transformacao genética tém
possibilitado a introducédo de diferentes genes no genoma do
arroz. Dentre as diversas caracteristicas inseridas, destacam-se
genes de resisténcia a herbicidas totais, tais como glifosato e
glufosinato de amoénia; genes Bt (proteinas Cry) conferindo
resisténcia a insetos da ordem lepdoptera, principalmente, e
genes sintetizando proteinas do tipo quitinases, conferindo
resisténcia a coledpteros; genes de resisténcia a doencas
fungicas, bacterianas e virais; genes que conferem tolerancia a
estresses ambientais, tais como seca, salinidade e frio; genes
visando aumento de produtividade em arroz, transformando
esta espécie em plantas C, com maior capacidade fotossintética,
bem como aumento dos componentes de rendimento; genes
capazes de melhorar a qualidade nutricional do arroz como
aqueles responsaveis pela biossintese de vitamina A, ferro e
amido. A velocidade com que estes produtos entrardo no
mercado ird depender de uma série de fatores, incluindo desde
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implicac6es econdmicas (relacao custo/beneficio), até eficiéncia
da pesquisa, aceitacdo do mercado consumidor, estudos de
impactos ambientais, politicas de governos, direitos de
propriedade intelectual e industrial, fatores de natureza ética,
moral e religiosa, entre outros.

Introducéo

O arroz (Oryza sativa L.) € o mais importante cereal cultivado
mundialmente (BROOKES e BARFOOT, 2003). E um dos
alimentos mais consumidos no mundo, totalizando mais de
60% das calorias consumidas pela populacéo de paises em
desenvolvimento. O arroz também € a base da dieta alimentar
da populacéo asiatica, que perfaz 58% da populacdo mundial e
consome 353 milhdes de toneladas anuais, representando
cerca de 90% da producao (FAO, 2004).

Cultivado e consumido em todos os continentes, o arroz
destaca-se pela producao e area de cultivo, desempenhando
papel estratégico tanto no aspecto econdmico quanto social
(AZAMBUJA et al., 2004), sendo uma cultura extremamente
versétil, que se adapta a diferentes condi¢des de solo e clima e
de maior potencial para o combate a fome no mundo. Devido a
estas caracteristicas, a demanda futura e ao potencial para
combater a fome no mundo, o produto arroz vem, cada vez
mais, sendo enfocado como uma questao de seguranca
alimentar.

Nos ultimos 35 anos, a producdo mundial de arroz praticamente
duplicou, passando de 257 milhdes de toneladas, em 1965, para
600 milhdes, em 2000. Porém, o indice de crescimento de
producao de arroz esta diminuindo ao longo dos anos e se essa
tendéncia nédo for revertida, uma severa falta de alimentos
ocorrera neste novo século. Estima-se que havera uma
demanda de consumo de arroz para o ano 2020 de cerca de 900
milhdes de toneladas. E pouco provavel que ocorra aumento
significativo na area plantada com arroz, dada a estabilidade
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observada em nivel mundial, desde 1980 (DAWE, 1999;
MAGALHAES JR. et al., 2003).

A biotecnologia, com suas técnicas de biologia molecular e de
transformacao vegetal, tem possibilitado a producao de plantas
geneticamente modificadas, mantendo as caracteristicas das
espécies, constituindo-se, assim, em uma ferramenta concreta e
importante para o melhoramento genético vegetal (CHRISTOU,
1994). Dessa maneira, é possivel a obtencao de plantas
transgénicas que representem variedades melhoradas para uma
nova caracteristica que néo se poderia obter na diversidade da
espécie (TORRES, et al., 1999). A biotecnologia moderna
facilitou a geragdo e multiplicacdo de produtos agricolas, com
resultados surpreendentes quando comparada a metodologias
convencionais. Avanc¢os na agricultura mundial sdo percebidos
como aumento de rendimento e melhoria da qualidade de
produtos.

Os principais objetivos do melhoramento genético sao
resisténcia a doencas e insetos, adaptagédo aos estresses
ambientais e melhoria da qualidade nutricional. Durante
meados do século IXX, através de uma série de experimentos
envolvendo cruzamento de diferentes variedades de ervilhas,
Gregor Mendel demonstrou o processo de hereditariedade
(MENDEL, 1866). Estas experiéncias revolucionarias
alavancaram a agricultura moderna, demonstrando que
caracteristicas genéticas podem ser herdadas de maneira l6gica
e previsivel, através do cruzamento controlado entre as plantas.
O uso da tecnologia do DNA recombinante (DNAr), ou
engenharia genética, tem permitido ampliar as estratégias que
podem ser utilizadas pelos programas de melhoramento, uma
vez que as caracteristicas encontradas em um organismo
podem ser transferidas para plantas (ARAGAO, 2004).

Os principais motivadores da aplicacdo e adocao da tecnologia
denominada engenharia genética em arroz deve-se a
possibilidade de maior produtividade, resisténcia a estresses,
custo mais baixo de producéo e a provisédo de arroz melhorado
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nutricionalmente (BROOKES e BARFOOQOT, 2003).

A transferéncia de genes Uteis a cultivares comerciais por
técnicas de engenharia genética permite incorporar
caracteristicas herdaveis sem a destruicdo de gendtipos
valiosos (TORRES et al., 1999). Assim, as ferramentas de
transformacao genética podem possibilitar a introducgéo de
genes selecionados em plantas para o desenvolvimento de
novos genodtipos, com minima alteracdo de sua base genética e,
portanto, das caracteristicas desejadas numa determinada
cultivar (MANDERS et al., 1992).

A caracteristica fundamental que determina a diferenga entre
organismos transgénicos e ndo transgénicos é a possibilidade
de incorporacao de material genético ultrapassando barreiras
naturais. De modo geral, o0 melhoramento convencional é
baseado na transferéncia de material genético entre individuos
da mesma espécie ou espécies bastante assemelhadas. As
técnicas da biotecnologia permitem introduzir no material
genético do organismo-alvo sequéncias de DNA codificadoras
de certas caracteristicas que nunca, ou somente em casos
extremamente raros, seriam observadas naturalmente em
determinada espécie (VIEIRA, 2004).

Durante os oito anos, que vao de 1996 a 2003, a area global de
plantacdes transgénicas cresceu 40 vezes. De 1,7 milh&do de
hectares em 1996 para 67,7 milhdes de hectares em 2003, com
um crescimento proporcional entre os paises em
desenvolvimento (JAMES, 2003). Quase um terco (30%) da area
global de plantagGes transgénicas, de 67,7 milhdes de hectares
em 2003, equivalente a mais de 20 milhdes de hectares, teve
aumento nos paises em desenvolvimento, onde o crescimento
continua forte. E notavel que o crescimento absoluto na area de
plantacdes OGMs entre 2002 e 2003 foi quase 0 mesmo entre 0s
paises em desenvolvimento (4,4 milhdes de hectares) e paises
industrializados (4,6 milhdes de hectares), com a porcentagem
crescendo mais de duas vezes nos paises em desenvolvimento
do hemisfério Sul (28%), comparado com 0s paises
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industrializados do Norte (11%) (JAMES, 2003).

Principais caracteristicas
Resiténcia a herbicidas

As plantas daninhas séo, atualmente, o principal problema na
producédo de arroz no mundo. Estas competem com a cultura
por nutrientes, agua, luz, entre outras. Neste sentido, provocam
reducdo da produtividade, aumentam os custos de producéo,
reduzem a qualidade e o valor de mercado (LEONARD et al.,
2002).

Desde 1996 a 2003, a tolerancia a herbicida tem sido
consistentemente a caracteristica dominante, seguida pela
resisténcia a insetos. Em 2003, a tolerancia a herbicida,
distribuida na soja, milho, canola e algodao, ocupou 73% ou
49,7 milhdes de hectares, da area global OGMs; 67,7 milhfes de
hectares, com 12,2 milhdes de hectares (18%) de algodéo Bt
plantado. Os genes combinados para tolerancia a herbicida e
resisténcia a insetos também tém sido utilizados (JAMES, 2003).

Em arroz, o uso de resisténcia a herbicidas de acao total tem
possibilitado o controle de invasoras de forma mais efetiva,
possibilitando o combate ao arroz vermelho (MARCHEZAN et
al., 2004). Esta espécie é bastante agressiva em condic¢des de
lavoura e as perdas na producao do arroz irrigado, devido a
competicao, podem ser evidenciadas em funcdo da sua
densidade populacional. A principal razéo, que explica a
dificuldade do seu controle, deve-se ao fato de que o arroz-
vermelho pertence ao mesmo género (Oryza) do arroz cultivado,
nao existindo, desta forma, um produto quimico seletivo capaz
de controlar esta invasora quando presente na cultura do arroz
(MAGALHAES JR. et al., 2001b). Diarra et al., (1985), constatou
que apenas 5 plantas de arroz vermelho/m? reduziram 22% a
producédo de arroz. Com a presenca de 145 paniculas de arroz
vermelho/m?, houve reducado de 37% na produtividade da
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cultivar de arroz BR-IRGA 410 (SOUZA e FISCHER, 1986). Para
Pulver (1986), a presenca de 100 plantas de vermelho/m?,
reduziram em 75% o rendimento do arroz. Em densidades de 2
a 40 plantas de arroz vermelho/m?, houve reducdo nas
producdo de Lemont e Newbonet de 24 e 9% a 90 e 67%,
respectivamente (SMITH, 1991).

Além disto, o uso intensivo de herbicidas seletivos na lavoura
de arroz tem selecionado plantas invasoras resistentes. O
controle destas invasoras com as atuais opc¢des disponiveis tem
sido dificultado por falta de produtos efetivos. Assim, herbicidas
néo seletivos, tais como o glufosinato e o glifosato com amplo
espectro e diferente modo de a¢ao, poderiam ajudar no controle
de plantas que tenham adquirido resisténcia aos herbicidas
tradicionais utilizados na lavoura do arroz (LEONARD et al.,
2002).

A primeira companhia a desenvolver variedades de arroz
geneticamente modificadas (GM) prontas para a
comercializacdo foi a Aventis CropScience, atualmente adquirida
pela Bayer CropScience. Os trabalhos iniciaram em meados dos
anos 90, conduzindo 60 testes de campo de arroz GM nos EUA,
6 na América do Sul, 5 na Europa e 2 no Japdo (BROOKES
eBARFOOT, 2003). No Brasil, o primeiro e Unico ensaio de
campo com arroz transgénico resistente ao herbicida Finale ou
Liberty (glufosinato de aménio) até agora foi conduzido no
municipio de Rio Grande / RS (Granja 4 Irmédos S.A.)
(MAGALHAES JR. et al., 2001b).

Em arroz, o gene mais utilizado no mundo € o bar e o gene PAT.
A tecnologia LibertyLink envolve a inser¢cdo no genoma da
planta de um gene exdgeno (bar), que pela sua expressao
confere as plantas tolerancia especifica a uma molécula de
herbicida denominada Glufosinato de Amonio (GA)
(THOMPSON et al., 1987; SANKULA et al., 1997). Este é um
inibidor da glutamina sintetase, blogueando a incorporacao de
amonia gerada pela prépria planta em aminoacidos (D’HALLUIN
et al., 1992), sendo que esta inibicdo resulta em acumulacao
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téxica de amonia nas células das plantas. O gene bar, isolado de
Streptomyces hygroscopicus, codifica para a sintese de
fosfinotricina acetil transferase (PAT) que cataliza a transferéncia
do radical acetil da acetil coenzima-A para o grupo amino do
glufosinato, tornando-o inativado (DE BLOCK et al., 1987). Desta
forma, o arroz resistente ao herbicida glufosinato de aménio é
capaz de sobreviver ap6s a aplicacao do produto, o qual, por ser
de acdo total, controla todas as plantas invasoras, inclusive o
arroz-vermelho (OARD et al., 1996).

Outro grupo de resisténcia a herbicida em arroz encontrado no
mundo diz respeito a molécula do glifosato. Dentre os
diferentes genes de resisténcia a herbicidas, destaca-se o gene
CP4-EPSPS, o qual contém um promotor E35S, um peptideo de
transito de cloroplasto, a sequéncia codificante EPSPS e uma
regido terminadora 3’ NOS. A expressao do gene produz uma
proteina funcional 5-enolpiruvilchicamato-3-fosfato sintase
(EPSPS) com 46 kDa. Neste caso, as plantas que contém este
gene sdo resistentes ao herbicida glifosato (Windels et al.,
2001). Recentemente, os estudos tém levado a insercao de
genes que desdobram a molécula do glifosato com o uso de
genes GAT (CASTLE et al., 2004). Detentora da tecnologia de
resisténcia ao glifosato, a Monsanto fez 0 maior nimero de
notificacdes para testes de campo de arroz GM nos EUA, em um
total de 50. Esta tecnologia encontra-se em testes pré-comercias
(BROOKES e BARFOOT, 2003).

O uso da tecnologia arroz GM resistente a herbicida tem como
estimativa a reducao de aproximadamente 1,7 milhdes de kg/
ano de produtos (3,8 milhdes de libras/ano). Como
consequéncia, os produtores terdo economizado 19 milhdes de
délares/ano devido a reducdo no preparo da area e aos custos
de sementes, e 30 milhdes de ddélares/ano pela diminuigédo do
uso do de herbicidas (LEONARD et al., 2002).
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Resisténcia a insetos

O uso de agrotoxicos para o controle de pragas resulta em cerca
de 26 milhdées de envenenamentos humanos por ano, com
220.000 fatalidades no mundo, principalmente nos paises em
desenvolvimento (PAOLETTI e PIMENTEL, 2000). Existe uma
necessidade de encontrar-se alternativa ndo-quimica para o
controle de pragas. Neste sentido, a engenharia genética tem
sido uma ferramenta capaz de possibilitar o controle de insetos
alvos sem o uso de agrotoxicos (TINJUANGJUN, 2002). A
transformacao oferece vantagens sobre outras técnicas de
manipulacao génica, por permitir o melhoramento direto de
plantas com um minimo de rompimento da integridade
genética de genomas ja selecionados (MANDERS et al., 1992). A
grande maioria das plantas geneticamente modificadas
resistentes a insetos expressa genes derivados da bactéria
Bacillus thuringiensis (Bt) (FRIZZAS, 2003). Inicialmente, foi o
tabaco que recebeu genes Bt, depois seguiram varias culturas
como o milho, o algodéao, a batata e outras (SHELTON et al.,
2002).

Além de genes bacterianos, genes de varias outras origens tém
sido introduzidos em plantas, com o intuito de aumentar o nivel
de resisténcia a insetos; entre eles, estdo os genes inibidores de
proteinases, como por exemplo C-1l de soja (soybean serine-
proteinase inhibitor), OC-I de arroz (rice cysteine-proteinase
inhibitor), PotPT-I e Il de batata (potato proteinase inhibitor | e II),
entre outros; inibidores de a-amilases obtidos a partir do feijao
ou de cereais; lectinas, quitinases e outros (BOBROWSKI et al.,
2003). Genes de resisténcia a insetos tém sido buscados, ao
longo dos anos, por métodos convencionais de melhoramento
genético vegetal. No entanto, a engenharia genética pode
proporcionar de forma mais rapida e eficiente esta busca
(TINJUANGJUN, 2002). Uma série de beneficios pelo uso desta
tecnologia pode ser relatada, entre eles a diminui¢éo dos efeitos
ambientais devido ao fato da eficiéncia de producédo de
proteinas Cry pelas plantas Bt, ndo sendo afetadas por fatores
ambientais e por se acumularem nos tecidos vegetais de forma
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mais homogénea do que quando o Bt é pulverizado; eficiéncia
de controle com percentual variavel de acordo com a cultura e a
espécie-alvo; seguranca na utilizacdo devido a ndo toxidez das
proteinas aos humanos e animais domésticos e ao alto grau de
especificidade aos insetos-alvo e espécies relacionados;
reducdo do uso de inseticidas quimicos; protecdo; preservacao
de inimigos naturais, entre outras (BOBROWSKI et al., 2003).

Varios genes de toxinas inseticidas oriundas de Bacillus
thuringiensis tém sido transferidos ao arroz incluindo crylA(b),
crylA(c), e crylllA. As plantas de arroz contendo genes Bt tem
apresentado significativa resisténcia aos insetos, tais como
lagartas, percevejos do colmo, etc.(IRRI, 2004).

Cerca de 150 milhdes de hectares de arroz sdo cultivados
anualmente no mundo, produzindo 590 milhdes de toneladas,
sendo que mais de 75% desta producao é oriunda do sistema de
cultivo irrigado (AZAMBUJA et al., 2004). O Oryzophagus oryzae
€ um dos insetos mais prejudiciais a cultura do arroz irrigado
(FERREIRA e MARTINS, 1984; CAMARGO, 1991). O inseto,
conhecido na fase adulta por gorgulho aquatico, alimenta-se de
folhas e oviposita nas partes submersas das plantas de arroz. As
larvas (bicheira-da-raiz), ao alimentarem-se das raizes, afetam o
crescimento e desenvolvimento das plantas, apenas em
condicdes de solo alagado (MARTINS e FERREIRA, 1980).
Magalhdes Jr. et al. (2001a) em estudos de transformacao
genética de arroz visando resisténcia ao gorgulho-aquatico
Oryzophagus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) utilizaram a
cultivar BRS 7 “Taim” transformada pelo método de
eletroporacado e obtiveram 9 eventos contendo o gene que
codifica para sintese de lectina isolado da Urtiga dioica (UDAI).
Na Tabela 1, encontram-se apresentados os resultados de danos
causados pelo inseto na fase adulta, indicando uma maior
resisténcia das plantas transformadas, quando em comparacao
com a testemunha.
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Resisténcia a doencgas

Os principais patdgenos fungicos do arroz sao a Pyricularia
grisea (Magnaporthe grisea — estagio perfeito) e a Rhizoctonia
solani, os quais causam as doengas denominadas brusone e
queima das bainhas, respectivamente. Na maior parte das
plantas, o mecanismo natural de defesa consiste em um
nuamero de genes que sdo induzidos frente a infeccédo. A
dificuldade de controle cultural da brusone esta na grande
variabilidade da patogenicidade do fungo (NUNES, et al., 2004).

Uma série de trabalhos envolvendo a transformacao do arroz
para resisténcia as mais diversas doencas tem sido estabelecida
com um grande nimero de possiveis genes de resisténcia
((POTRYKUS et al., 2004). Estes genes incluem diferentes
quitinases de feijdo (BROGLIE et al., 1989), arroz (HUANG et al,
1991), e cevada (LEAH et al., 1991); 3-1,3-glucanases de tabaco
(OHME-TAKAGI e SHINSHI, 1990) e cevada (LEAH et al., 1991);
proteina “ribosome-inactivating” de cevada (LEAH et al., 1991);
e proteina “osmotin-like” (AP24) de fumo (SINGH et al., 1989).

Plantas transgénicas de arroz tém sido obtidas expressando
quitinases, demonstrando alguma resisténcia a Rhizoctonia
solani (LIN et al., 1995). Varios outros eventos envolvendo
resisténcia a doencas tém sido obtido em arroz (POTRYKUS et
al., 2004), demonstrando promissores resultados.

A engenharia genética também tem sido utilizada para transferir
genes de espécies afins ao genoma hospedeiro. Como exemplo,
0 gene Xa21 foi isolado do parente do arroz cultivado Oryza
longistaminata. Este gene confere caracteristica de resisténcia a
doencas (YAN e KERR, 2002).

A pesquisa do gene Xa2l esta bastante avan¢ada, mostra
resisténcia de amplo espectro e é enddgena ao arroz (BROOKES
e BARFOOT, 2003). Neste sentido, a aceitacdo deste arroz GM
pode ser maior que 0os demais casos, pois o0 gene inserido
pertence a mesma espécie Oryza. Espera-se que os direitos de
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propriedade intelectual possam ser acertados e o processo de
liberacdo comercial das variedades seja desencadeado.

Fauquet, et al. (2004) obtiveram sucesso nha transferéncia do
gene Xa2l de Oryza longistaminata ao O. sativa. Seis linhas
resistentes foram obtidas, sendo possivel avaliar, pela taxa de
segregacao 3:1, a presenca do transgene em um Unico locus.

A resisténcia a virus em arroz também tem sido alvo de muitas
pesquisas. Brookes e Barfoot (2003) destacam trabalhos
envolvendo os virus RHBV (Rice hoja blanca virus- Virus da folha
branca), RTSV (Rice tungro spherical virus- Virus do tungro),
RYMV (Rice Yellow Mottle virus- Virus do moséico amarelo) e
RRSV (Rice ragged stund virus- Virus do enfesamento).

O virus do nanismo do arroz (RDV) tem provocado sérias
quedas de produtividade da cultura na China e no sudoeste
asiatico. Este virus é principalmente transmitido por Nephotettix
cincticeps que é capaz de infectar uma grande quantidade de
hospedeiros, incluindo 39 leguminosas e gramineas (Han et al.,
2000). A estratégia utilizada para introduzir genes de resisténcia
a viroses tem sido a insercao de RNA antisense, afetando a
replicacdo do virus nas plantas. Alguns trabalhos tém procurado
adicionar ribozimas cataliticas, juntamente com o gene
antisense (DE FEYTER et al., 1996; HAN et al., 2000). Estas
ribozimas tém sido utilizadas com sucesso na inativacdo da
replicacdo do virus da imunodeficiéncia, inativacdo de
oncogenes e outros disturbios em humanos (ZHAO et al., 1993;
XIE et al. 1997).

Han et al. (2000) obtiveram 32 linhagens transgénicas de arroz,
contendo o gene Rz e mRZ que demostraram alta resisténcia
viral ou tiveram os sintomas atenuados ao ataque do virus do
nanismo do arroz.

Resisténcia a estresses

A transformacao de arroz irrigado com o gene mtlD (manitol-1-
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fosfato dehidrogenase) (TARCZYNSKI et al., 1992), que provoca
acumulo de manitol, possibilitou aumento da capacidade de
ajustamento osmatico, permitindo as plantas transformadas
uma maior tolerancia aos estresses, por exemplo ao frio e a
salinidade.

Estresses abidticos, tais como seca, representam fatores dos
mais restritivos a produtividade agricola (Capell et al., 2004). A
engenharia genética em combinag¢do com os métodos
tradicionais de melhoramento, tem sido utilizada como
estratégia para obtencao de plantas tolerantes, sendo buscada
através da manipulacao do metabolismo da poliamina.
Poliaminas sdo pequenos compostos nitrogenados envolvidos
na resposta das plantas a estresses (BAJAJ et al., 1999). A
ligacdo entre a poliamina e os estresses tem sido vinculada aos
niveis de putrescina. Elevados niveis de putrescina podem ser
devido a uma resposta de protecado das plantas a alguns
estresses (REGGIANI et al., 1993). O conteudo de poliaminas em
plantas tem sido modulado através da engenharia genética pela
superexpressao da arginina descarboxilase (adc), ornitina
descarboxilase (odc) e pela S-adenosilmetionina descarboxilase
(samdc) (TRUNG-NGHIA et al., 2003). Capell et al, (2004)
regeneraram 50 linhas transgénicas de arroz contendo o gene
Ubi:Dacd observando significativo aumento (2 a 4 vezes maior)
de putrescina na maioria das plantas transformadas quando
comparadas com as nao transformadas.

Tem sido demonstrado que a trealose, um aculcar nao redutor,
pode ser um potencial componente envolvido no mecanismo de
tolerancia a estresses abioticos, funcionando como soluto na
estabilizacdo da osmose das estruturas celulares. Garg et
al.(2002) obtiveram plantas de arroz transgénico
superexpressando a biossintese da trealose através da fusédo de
genes otsA e otsB oriundos de Escherichia colli, onde,
dependendo das condi¢cBes de crescimento, 0s transgénicos de
arroz acumularam niveis 3-10 vezes maiores que as
testemunhas nédo transgénicas. Além disto, observaram que o0s
aumentos na acumulacgéo de trealose foram correlacionados
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com maiores niveis de carboidratos solUveis e uma maior
capacidade fotossintética, tanto em condi¢des de estresses ou
nao, consistente com o papel sugerido do acgtcar na modulacao
do metabolismo dos carboidratos.

Produtividade

A elevacédo da produtividade requer um aumento nas taxas
fotossintéticas, sendo a manipulagéo genética deste processo a
chave para este ganho (MANN, 1999; HORTON, 2000).

Espécies C, possuem uma série de atributos anatdmicos e
fisiol6gicos que as caracterizam como plantas mais resistentes a
estresses ambientais, mais produtivas e mais eficientes do que
as C,. O arroz € uma graminea C,, com anatomia foliar bem
parecida com gramineas C,, mas com diferengas que a
impedem de realizar o metabolismo C,. A possibilidade de se
transformar genoétipos de arroz para atuarem metabolicamente
semelhante as gramineas C,, poderia resultar em materiais com
taxas fotossintéticas superiores as taxas de 40 - 50 mgCO,dm?h
!, encontradas porYoshida (1981) para as cultivares atuais,
resultando em materiais mais adaptados ao estresse ambiental
e mais produtivos. ApoOs o sucesso da Revolucédo Verde, a
produtividade do arroz mantém-se estagnada (DAWE, 1999).

Plantas transgénicas de arroz superexpressando o gene PEPC
(fosfoenolpiruvato carboxilase) extraido do milho (planta C,)
apresentaram uma maior taxa fotossintética (acima de 30%) e
uma menor inibicdo da fotossintese provocada pelo acimulo de
O, (KU et al., 1999) do que aquelas nao transformadas. De
maneira similar, plantas transgénicas de arroz tém expressado a
enzima ortofosfato dikinase (PPDK) também oriunda do milho
(gene Pdk), aumentando significativamente a taxa fotossintética
do arroz.

A transgenia em arroz também tem sido utilizada para aumento
de produtividade via indireta na producao de plantas macho-
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estéreis, desta forma aproveitando a heterose expressa entre 0s
pais (VIRMANI, 1996). A dificuldade para emascular as plantas
autégamas, provavelmente tenha sido a maior barreira para a
utilizacdo da heterose em plantas que possuem exclusivamente
este modo de reproducdo. A macho esterilidade reversivel é um
carater agrondmico desejavel para a producédo de hibridos.
Quando uma planta ndo pode autofertilizar, a producéo de
hibridos é facilitada, assim como os custos de produc¢ado sao
significativamente menores. A introducdo de genes de RNase
de Aspergillus orizae (RNaseT1) e Bacillus amyloliquefasciens
(Barnase) sobre o controle de promotor de expressdo em
células do tapetum de antera, conferiu macho esterilidade a
tabaco e Brassica napus. Esta manipulacéo previne a formacao
de pdlen, mas ndo interfere com a embriogénese, se 0 polén
vem de outra planta (MARIANI et al, 1990). O promotor
especifico de grdo de polén parece funcionar em outras
espécies, possibilitando, assim, que esta caracteristica seja
aplicada em outras plantas. Além disto, a macho-esterilidade
pode ser inativada pela expressdo de um segundo gene
heterdlogo barstar que restaura a fertilidade (MARIANI et al,
1992).

Um dos caracteres agrondmicos importantes que contribuem
para a produtividade da cultura do arroz é o nimero de dias da
emergéncia ao florescimento, interferindo diretamente no ciclo
das cultivares. O desenvolvimento de cultivares mais precoces €
um dos objetivos dos programas de melhoramento de arroz
para regifes onde se tenha uma curta estacao de cultivo, ou
devido a pouca disponibilidade de dgua ou ao ataque de pragas
e doencas (LAURIE, 1997). Plantas de arroz GM foram obtidas
utilizando gene LEAFY de Arabidopsis, visando o controle do
florescimento, as quais apresentaram uma precocidade de 26-34
dias, a menos que as cultivares nao transgénicas, porém
acompanhada pela reduc¢édo na produtividade dos gendtipos (HI
et al., 2000).
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Qualidade nutricional

A engenharia genética também tem sido utilizada como uma
ferramenta para melhorar nutricionalmente as plantas,
aumentando a concentracado, sobretudo, de vitaminas e
aminoacidos essenciais (ARAGAO, 2004). O potencial para
melhorar a qualidade nutricional dos alimentos, através da
engenharia genética, via regulacdo da biossintese e
armazenamento de nutrientes ou outros componentes de planta
ja foi demonstrado (YAN e KERR, 2002), e continua sendo uma
das areas de pesquisa em maior crescimento.

Vitamina A

O mundo cientifico aguardava esperancosamente por um
produto desenvolvido pela engenharia genética que ndo
pudesse ser alvo de questionamentos, tais como dependéncia
de insumos quimicos, favorecimento a grandes corporagdes, a
grandes produtores, que nao fossem ao encontro da agricultura
auto-sustentavel e com forte interesse comercial. Finalmente,
em 2000, o Instituto Suico de Ciéncia Vegetal, em Zurique,
langou a variedade transgénica “arroz dourado’ (Golden Rice).
O produto é assim chamado pela sua coloracdo dourada do
endosperma, gracas ao acumulo do beta-caroteno (KRYDER, et
al., 2000). “Golden rice” rapidamente conquistou a simpatia da
sociedade e atraiu a atencdo da midia internacional (NASH,
2000). Esta variedade foi resultado do trabalho conjunto de
pesquisadores suicos e alemaes, sob o patrocinio da Fundacao
Rockefeller, Comunidade Européia e do Instituto Tecnoldgico da
Suica. O “Golden Rice” consiste em plantas de arroz que
apresentam elevados teores de 3-caroteno, precursor da
vitamina A. Esta variedade de arroz foi desenvolvida para ajudar
a combater a cegueira decorrente da deficiéncia de vitamina A,
problema especialmente critico em Paises em desenvolvimento
na Africa (YE et al., 2000).

A vitamina A é essencial para criancas e gestantes. Ao redor do
mundo, cerca de 134 milhdes de criancas apresentam doencas



Biotecnologia em arroz: principais modificagbes genéticas 25

relacionadas pela falta de vitamina A, sendo que, a cada ano, 2
milhGes de criangcas com idade abaixo de 5 anos morrem por
deficiéncia desta vitamina (KRYDER, et al., 2000).

A obtencao do produto Golden Rice™ foi muito complexa.
Rendeu mais de 15 direitos de propriedade e aproximadamente
70 patentes estéo envolvidas no seu desenvolvimento. Muito
desta complexidade deve-se ao fato do produto ser originado
de uma multi-transformacgéo na qual trés genes/enzimas
(phytoene synthase, desaturase phytoene, e lycopene cyclase)
foram introduzidas na regulacdo da rota metabdlica deste
carotendide. Isto requereu trés vetores de transformacéao
(pBin19hpc, pZPsc, e pZLcyH) junto com a aplicagédo e uso de
Mmuitos outros processos e componentes (por exemplo, co-
transformagdo mediada por Agrobacterium). A enzima fiotene
sintase é codificada pelo gene psy, isolado de Narcissus
pseudonarcissus, enquanto que a enzima fitoeno desnaturase é
codificada pelo gene crtl isolado de Erwinia uredovora (YE et al.,
2000). A enzima licopeno ciclase é codificada pelo gene Icy
isolado de Narcissus pseudonarcissus.

Ferro

Os produtores sempre tém dado mais preferéncia para cultivar
variedades de arroz produtivas, com alta qualidade de gréos, do
que aquelas ricas em micronutrientes (AHLOOWALIA e
MALUSZYNSKI, 2002).

Os cereais sao importantes componentes da dieta da maioria
da populacdo mundial, no entanto sdo deficientes em muitos
nutrientes minerais essenciais, tais como o ferro, sendo que o
arroz contém apenas 0,2-2,8 mg de ferro por 100g (DRAKAKAKI
et al., 2000). Desta forma, apresenta-se como um importante
alvo em estratégias de engenharia genética visando alterar o
metabolismo de ferro e conseqiiente aumento do seu contetdo
nos tecidos. Muitas proteinas contém ferro, tais como
globulinas, citocromos, ferredoxinas, nitrogenases e
ribonucleases. Contudo, a ferritina é a mais importante proteina
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de reserva encontrada em todos 0s organismos vivos
(RAGLAND et al., 1993).

A deficiéncia por ferro € no mundo a maior desordem
nutricional e afeta cerca de 5 bilhdes de pessoas em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, provocando como
consequéncia anemia (AHLOOWALIA e MALUSZYNSKI, 2002).
Cerca de 39% de criancas em idade pré-escolar e 52% de
mulheres gravidas sdo anémicas, sendo que mais de 90%
destas vivem em paises em desenvolvimento.

Goto et al. (1999) regeneraram plantas transgénicas de arroz
expressando ferritina da soja com o promotor semente-
especifico Glu-B1. Os resultados demonstraram um acumulo de
ferro cerca de 3 vezes mais nas sementes transgénicas do que
naquelas néo transformadas. Aumentos nos niveis de ferro
também foram encontrados em sementes transgénicas de arroz
expressando ferritina de ervilha, utilizando o promotor Gt-1
(LUCCA et al., 2001).

Drakakaki et al. (2000) introduziram o gene pSF1l e
demonstraram ser possivel a acumulacgéo de altos niveis de
ferritina em tecido vegetativo de arroz, utilizando promotor
constitutivo ubiquitina-1 de milho, no entanto ndo encontraram
diferenca significativa nos contetdos de ferro nas sementes.

Amido

A produtividade de arroz tem sido aumentada muitas vezes nos
ultimos anos, especialmente na China, porém com uma baixa
qualidade de coccéo e analises sensoriais, relacionada
principalmente com estas cultivares altamente produtivas e
com os hibridos, tornando-se um grande problema na producéo
de arroz (LIU et al., 2003). O amido é o maior carboidrato de
reserva do endosperma do arroz, sendo constituido por dois
distintos componentes: amilose e amilopectina. Do total de
amido do endosperma, de 0 a 30 % ¢é formado de amilose e 70 a
100% de amilopectina (MARTIN e SMITH, 1995).
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O conteudo de amilose varia entre as cultivares de arroz, sendo
geralmente de 20-30% para as indicas e de 15 a 22% para as do
grupo japonica, sendo esta relacédo a chave para a coccao e
padrdes sensoriais associados a qualidade do arroz, onde altos
niveis de amilose propiciam gréos soltos ap6s cozimento
(JULIANO, 1985).

A biossintese do amido no endosperma, através da adenosina
difosfato (ADP)-glicose, consiste em trés reacdes enzimaticas
catalizadas respectivamente pela ADP-glicose piorfosforilase,
amido sintase e branching enzime (PREISS et al., 1991). A
sintese da amilose é catalizada pela proteina GBSS (granule-
bound starch synthase) a qual é codificada pelo locus Waxy (Wx)
em arroz (OKAGAKI e WESSLER, 1988).

Evidéncias tém indicado que a estratégia do RNA antisense é
eficiente caminho capaz de alterar a expressao do gene (KROL e
STUTJE, 1988; MULLER-ROBER et al., 1992). Liu et al. (2003)
observaram eficiente transformacéo de arroz utilizando o gene
antisense Wx, tanto em cultivares indicas como em jap6nicas,
com reducao do conteudo de amilose do endosperma, sendo
que varias destas linhas transgénicas apresentaram reduzido
conteudo de amilose (menos de 2%- altamente glutinoso). Esta
caracteristica adicionada satisfaz a exigéncia do mercado
asiatico, onde se encontra mais de 90% do arroz mundial
produzido e consumido (KRYDER, 2000). No Brasil, a
preferéncia é por materiais ndo glutinosos.

Dode et al. (1999) obtiveram sucesso na transformacéo de
genodtipos de arroz Bengal e Pusa Basmati-1, utilizando vetores
de expressao contendo sequéncias de cDNA da enzima de
ramificacdo do amido de arroz (RBEI) em orientagdo senso
(pALD3) e antisenso (pALD4), bem como enzima de ramificacao
do amido de ervilha SBEI (pALD1) e SEBII (pALD2).
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A avaliagé@o dos riscos e impactos
ao meio ambiente

A avaliagcdo dos riscos e impactos ao meio ambiente do uso em
larga escala de organismos geneticamente modificados (OGMSs)
ou transgénicos deve se basear em boas praticas cientificas e
em uma abordagem multidisciplinar. As implicacdes
econdmicas, sociais e éticas também devem ser avaliadas em
conjunto com a andlise de riscos ambientais. Entre os alertas
mais frequentes sobre os possiveis riscos ao meio ambiente
decorrentes do cultivo ou liberacdo de plantas transgénicas
estdo (1) a geracdo de novas pragas e plantas daninhas; (2) o
aumento do efeito das pragas ja existentes, por meio da
recombinacdo génica entre a planta transgénica e espécies
filogeneticamente relacionadas; (3) os danos a espécies nao-
alvos; (4) a alteragdo dréastica na dindmica das comunidades
bidticas, levando a perda de recursos genéticos valiosos,
seguido da contaminacdo génica de espécies nativas, que
introduziria nestas, caracteristicas originadas de parentes
distantes ou até de espécies nado relacionadas; (5) os efeitos
adversos em processos ecoldgicos nos ecossistemas; (6) a
producao de substancias téxicas apos a degradacao incompleta
de produtos quimicos perigosos codificados pelos genes
modificados e (7) a perda de biodiversidade (NODARI e
GUERRA, 2004). No entanto, gracas a estudos cientificos
detalhados antes da liberacdo comercial de OGMs, estas
possiveis situacdes nao foram observadas, 0 que comprova que
a legislagdo tem sido rigida no controle destas modificagbes
genéticas. Para se ter uma idéia, sdo gastos muito mais
recursos nos estudos de impacto ambiental e de seguranca
alimentar de plantas geneticamente modificadas do que com a
obtencéao desta transformacado. Desta forma, tem-se minimizado
0s possiveis riscos que poderiam advir da técnica.

Dentro deste contexto, o fato mais importante a ser abordado,
capaz de provocar estes possiveis e indesejaveis impactos no
ambiente, é o fluxo génico. Entre os riscos ambientais, a
transferéncia dos transgenes por cruzamentos sexuais, ja
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constatada em varias situacdes, é considerada hoje uma das
ameacas mais sérias. Espécies que adquirirem certos
transgenes poderao dessa forma alterar seu valor adaptativo e,
em consequéncia, a dindmica de suas populac¢des. Portanto,
Nodari e Guerra (2004) salientam que se devem levar em conta
as caracteristicas dos genes inseridos e as implicacdes do uso
em larga escala dos organismos modificados.

Relatos da literatura sugerem que a frequéncia de polinizagdo
cruzada natural entre plantas do género Oryza é variavel e pode
chegar, em condi¢cBes normais, até 5%, e que o indice é
diretamente dependente da coincidéncia no estadio de
florescimento e da proximidade entre a fonte doadora e
receptora de polen (MAGALHAES JR. et al., 2001b). Nedel et al.
(1998) e Magalhées Jr. et al. (2004) descrevem que na maioria
das cultivares de arroz a liberacao do gréo de poélen verifica-se
antes da antese e, por essa razao, a taxa de alogamia é muito
baixa (menos de 1%).

No Brasil, o primeiro estudo de campo teve como objetivo
determinar a distancia de dispersao de pdlen e taxa de
fecundacédo cruzada entre gendtipos modificados geneticamente
para resisténcia ao glufosinato de amonia e seus parentais nao
transgéncicos (MAGALHAES JR. et al., 2001b). O trabalho foi
conduzido no municipio de Rio Grande (RS), na area
experimental da ex-Aventis Seeds do Brasil, incorporada pela
Bayer CropScience. Nestes ensaios foram utilizados os
seguintes genotipos: linhagem ABR-15 contendo o gene bar
(derivada da cultivar BR-IRGA-410); linhagem LLRice62
contendo o gene bar (derivada da cultivar Bengal); cultivar BR
IRGA 410 e cultivar Bengal. As sub-parcelas das plantas
receptoras de poélen foram locadas ao longo do eixo bissetriz de
cada quadrante, nas distancias (raio) de 0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25,
30 e 35 metros a partir do centro (parcela com plantas doadoras
de polen). Por tratar-se de plantas doadoras de pdélen, portando
0 gene marcador, dominante e em homozigoze, a
susceptibilidade (plantas autofecundadas: S1) ou resisténcia
(plantas hibridas: F1) ao herbicida permite determinar com
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simplicidade e seguranca a taxa de cruzamento, sua frequéncia
e sua curva de ocorréncia, submetendo-se as amostras ao
tratamento com o produto. Neste sentido, foram coletadas
amostras de plantas receptoras de pdlen de plantas
geneticamente modificadas de quatro quadrantes. A reacdo ao
tratamento herbicida, controlado pela presenca ou auséncia do
gene bar, ocorre tanto em plantulas pulverizadas com solucédo
de glufosinato de amdénia, como em sementes postas a
germinar em meio contendo o herbicida. Para total
confiabilidade do método, ambas estratégias foram aplicadas.
Primeiramente, as sementes foram submetidas ao teste de
germinacao em substrato contendo glufosinato de amonia,
segundo protocolo estabelecido e validado por Magalhaes Jr. et
al. (2000). Os autores observaram que a taxa de cruzamento
entre os gendtipos de arroz foi muito baixa. Mais de 250.000
sementes foram analisadas e ha uma frequéncia que
constantemente se repete, da ordem de 0,1 a 0,04% e que a
probabilidade de ocorréncia de cruzamento, em havendo
perfeita sincronia floral, se d4 a uma disténcia curta (Figura 1).
Os dados obtidos indicam que, a partir de 5 metros, a
possibilidade de ocorréncia de cruzamento entre as plantas é
minima. Corrobora este trabalho o isolamento de 3 metros
adotado pelas normas de producéo de sementes (MINISTERIO
DA AGRICULTURA, 1981).

Taxa de cruzamenio natural en arToz
soh coincid éncia floral

0,05 % -
0,04 % ¥ B
0,03 % h'_““'“ﬂ- Rafigs
0,02 %

S 001% h
0,00% . . . ‘\\\f

0 1 2 3 4 E 6
Distanwria eni etz
Figura 1. Taxa de cruzamento natural de arroz GM resistente ao
herbicida glufosinato de amaénio.
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O uso de arroz GM certamente ird provocar impactos no
ambiente, assim como qualquer outra nova tecnologia agricola.
O fluxo génico, da mesma forma, também ocorrera. O que
importa é qual a sua consequéncia (DAWSON, 2003). Cada caso
deverd ser analisado e julgado individualmente. Gealy et al.
(2003) sugerem estudos de manejo das plantas de arroz, tais
como evitar coincidéncia floral entre variedades transgénicas e
o arroz vermelho, no sentido de evitar o fluxo génico entre
estas.

Outra estratégia que vem sendo desenvolvida pela comunidade
cientifica é a de introduzir genes de resisténcia a herbicidas em

DNA de cloroplastos, evitando assim sua transmisséo via fluxo

de polen.

Consideragdes Finais

As informacgdes apresentadas destacam que ha vérias
caracteristicas importantes sendo pesquisadas com arroz
geneticamente modificado. Algumas destas, beneficiardo de
imediato os produtores, como € o caso de resisténcia a
herbicidas, insetos e doencas, e outras beneficiardo os
consumidores, como aquelas que visam enriquecimento
nutricional do arroz (vitamina A, ferro, teores de amido). De
qualquer forma, as possibilidades de incremento de
caracteristicas desejaveis sao inUmeras. Nao obstante, ndo se
esgota nesta revisdo o assunto sobre arroz transgénico, sendo
que varias outras pesquisas no mundo tém sido realizadas em
diferentes niveis e estagios de desenvolvimento. Destacam-se
aquelas em fases mais avancadas e que se encontram em
estudos de liberacdo planejada (Tabela 2).

A velocidade com que estes produtos entrardo no mercado ira
depender de uma série de fatores, incluindo implicacdes
econdmicas (relagéo custo/beneficio), eficiéncia da pesquisa,
aceitacdo do mercado consumidor, estudos de impactos
ambientais, politicas de governos, direitos de propriedade
intelectual e industrial, fatores de natureza ética, moral e



32 Biotecnologia em arroz: principais modificagfes genéticas

religiosa, entre outros.

Tabela 2. Liberacao planejada de caracteristicas em arroz

geneticamente modificado.
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Fonte: Brookes e Barfoot (2003) adaptada pelo autor.
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A experiéncia dos primeiros anos de cultivos de transgénicos no
mundo confirma que as expectativas criadas em relacao as
novas tecnologias vém sendo cumpridas, beneficiando, com
produtos considerados de primeira geracéo, principalmente os
produtores e ndo tanto os consumidores.

No entanto, a natureza do mercado mundial de arroz tem
algumas diferencas em relacéo aos dois maiores cultivos de
transgénicos: soja e milho. A maior parte do arroz é para
consumo humano, sendo que a soja e o milho utilizados em sua
maior parte como ingredientes na racao animal. O arroz é
produzido e consumido basicamente em paises de baixa renda,
com o consumo em paises desenvolvidos respondendo por
uma pequena parte da producao total. Inclui-se neste ultimo
cenario a Europa, onde se encontram os maiores indices de
rejeicdo dos produtos geneticamente modificados.
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