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RESUMO - A utilizacdo das técnicas de modificacdo genética de plantas ja sdo aplicadas
comercialmente na agricultura a cerca de trés décadas. No entanto, culturas como a cana-de-
acucar ainda se beneficiam pouco desta tecnologia. O presente trabalho descreve a liberacdo
planejada e controlada no meio ambiente (LPMA) de dois eventos de cana-de-agucar
geneticamente modificados visando aumento da tolerdncia ao estresse hidrico. O objetivo é avaliar
o efeito dos transgenes em condi¢bes controladas de cultivo sob irrigagdo e seca no campo. Para
tanto, a area onde o experimento foi instalado teve que atender aos critérios de biosseguranga
exigidos pela CTNBio, tais como possuir o Certificado de Qualidade em Biosseguranga (CQB) e ter

a aprovagdo prévia da LPMA pela CTNBio.
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ABSTRACT - The use of techniques of genetic modification in plants has been applied
commercially in agriculture for about three decades so far. However, crops such as sugarcane still
get almost no benefit from this technology. The current work describes the planned and controlled
introduction into the environment of two distinct genetically engineered sugarcanes potentially
tolerant to drought stress. The aim of this work is evaluate the response of transgenic sugarcane
during the experimental conditions of irrigation and drought under field condition. In order to achieve
that, the experimental field where the genetically modified sugarcane were cultivated has been
adapted to meet all requirements established by CTNBio regulations, such as the Certificate of
Biosafety Quality and the previous approval of CTNBio for the environment introduction of genetic

modified organismes.
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1. INTRODUGAO

A cana-de-acgucar representa, desde o inicio da colonizagao do Brasil, uma importante fonte de
alimentos, como o agucar, a rapadura e a cachaga. Os subprodutos do seu processamento sao
usados para a producdo de ragao para a alimentacado animal e papel (STUPIELLO, 1987) e mais
recentemente, moléculas biodegradaveis aplicadas na industria de embalagens. Atualmente, o
Brasil € o maior exportador de etanol e o segundo maior produtor, apos os Estados Unidos. Todo
etanol brasileiro é produzido a partir da cana-de-agucar (CONAB, 2018). Além disso, vale salientar
a importancia da producao de energia elétrica, gerada a partir da queima do bagacgo proveniente da
extragdo do caldo, que vem assumindo um papel cada vez mais significativo no balango financeiro
das usinas. A producdo da cana-de-agucar no Brasil esta concentrada principalmente nas regides
Centro-Sul e Nordeste e ocupa uma area de aproximadamente 8 milhdes de hectares. Em
espécies de importancia comercial, procura-se obter a maior produtividade possivel dentro de um
curto espago de tempo aliado a preservagdo do meio ambiente. Dentro disso, a transformagéao
genética de plantas se mostra uma alternativa atrativa para a geracédo de variedades de cana-de-
acucar mais eficientes. O presente trabalho relata a liberagdo planejada no meio ambiente de
eventos geneticamente modificados de cana-de-agucar da variedade SP 80-3280 para duas

construgdes génicas distintas, ou seja, plantas de cana-de-acucar que tiveram seu DNA genémico
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modificado de forma herdavel pela insercdo da sequéncia codificante dos genes de interesse que
no caso sao genes exogenos (oriundos de outros organismos vivos distintos da cana-de-agucar).
Para cada construgdo génica foram gerados em torno de 15 eventos positivos que passaram por
uma etapa intermediaria de selecao em casa-de-vegetacao, onde 6 eventos por contrugdo foram
selecionados. Posteriormente, na etapa atual de avaliagcdo no campo, 3 destes eventos serdo
selecionados para a etapa final de avaliagdo no campo por dois ciclos de produgao
correspondentes a safra de “cana planta” e a safra de “cana soca”. As normas para execucao de
LPMAs de Organismos Geneticamente Modificados de origem vegetal e seus derivados no meio
ambiente sido estabelecidas pela Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) e estao
descritas na resolugao normativa n° 06 (RN-06) publicada em 2008
(http://ctnbio.mcti.gov.br/resolucoes-normativas/). Resumidamente, a RN-06 considera os critérios
de risco envolvidos com a liberagdo do OGM no campo e estabelece as condi¢cdes necessarias
para que a liberacdo seja conduzida de forma a ndo provocar nenhum dano ambiental e nenhum
dano para a saude de humanos e animais. Para tanto, o requerimento submetido para avaliacdo da
LPMA deve subsidiar a CTNBio com o conjunto de informacdes necessarias para que 0s riscos
envolvidos sejam identificados e para que as medidas de mitigacdo dos mesmos sejam

estabelecidas.
2. MATERIAL E METODOS

As etapas envolvidas no processo de transformagado genética de cana utilizando A.
tumefaciens estdo detalhados no esquema na Figura 1. Basicamente, se divide em cinco etapas
principais que sao: 1) coleta do ponteiros para produgdo de calos; 2) indugao da calogénese e
multiplicacdo dos calos; 3) transfromacao genética dos calos e co-cultivo com a A. tumefaciens; 4)
Descanso e selecdo do tecido transformado; 5) enraizamento das plantulas e aclimatacdo em
substrato. As plantulas de cana-de-agucar recuperadas a partir da selegao in vitro (Fig 2A), ao final
do processo, apos as etapas de selegdo em herbicida e enraizamento, e antes de serem
aclimatadas em substrato agricola, foram testadas com tiras de fluxo lateral para a detecgao da
proteina do gene de selecao bar (Fig 2B). Plantulas que apresentaram na fita a banda especifica
para o gene que confere tolerAncia ao herbicida foram consideradas eventos transgénicos
positivos. As plantulas positivas foram entdo aclimatadas em casa de vegetagcao com temperatura,

luminosidade e umidade relativa controlada (Figura 3) e posteriormente, quando apresentam maior
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quantidade de tecido foliar, foram avaliadas por métodos de biologia molecular, tais como PCR e
gRT-PCR.

Ponteiro da cana-de- Escuro
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Figura 1 — Etapas do processo de transformagédo genética de cana-de-agucar utilizando

Agrobacterium tumefaciens.

Figura 2 — Obtencgéao de plantulas geneticamente modificadas de cana-de-agucar. A) Evento

positivo; B) Confirmagao da presenga da proteina PAT em tiras de fluxo lateral.

Apds o desenvolvimento da primeira geragao (To), 0s eventos transgénicos de cana-de-agucar
foram colhidos e os colmos utilizados para multiplicagdo das mudas que seriam utilizadas na etapa

seguinte para avaliagao da resposta na condigao de estresse hidrico. Esta etapa foi conduzida em
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vasos contendo solo, irrigados por gotejamento e mantidos em casa-de-vegetacdo. Durante o
periodo de 9 dias, a irrigagdo foi cortada nos tratamentos de estresse hidrico para avaliar a
resposta dos eventos na auséncia de agua no solo. Posteriormente, as plantas foram irrigadas para
avaliagdo da recuperacdo e a partir desses resultados foram selecionados seis eventos por

construgao para serem multiplicados no campo experimental aprovado para LPMA (Fig. 5). Todas

etapas de avaliagdo no campo seguirdo as exigéncias descritas no norma técnica da CTNBio (RN-
06, CTNBio, 2008).

foi observado que as plantas
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expressao génica dos genes exogenos inseridos nessas plantas (Fig. 4). Adicionalmente, o fenétipo
da cultivar SP 80-3280, e suas caracteristicas agronémicas, se mantiveram estaveis e nao foram
afetadas pelo processo de transformagédo genética, indicando que o efeito dos genes exdgenos
aparentemente ndo promoveram nenhuma alteragdo morfofisioldgica indesejada. Ao final do
periodo do tratamento, as plantas controles estavam mortas enquanto que as plantas
geneticamente modificadas se mantiveram vivas e recuperaram o desenvolvimento com o

retorno da irrigacéo (Fig. 4).

Figura 4 — Plantas controle e plantas geneticamente modificadas com um dos genes
exdgenos mantidas em condigao normal de umidade no solo: solo irrigado regularmente; e
em condicado de baixa umidade: sem irrigagao por 9 dias consecutivos, simulando o efeito
da seca. As porcentagens indicam o nivel de umidade medida no solo na ocasido da
avaliacdo. Experimento conduzido em casa-de-vegetagdo localizada na Embrapa
Agroenergia em Brasilia-DF.
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Figura 5 — Fazenda Experimental Sucupira (A) pertencente a Embrapa e localizada em
Brasilia-DF onde foi instalado o experimento de cana-de-agucar geneticamente modificada

em regime de LPMA para execugdo a primeira etapa de multiplicagcdo do material
propagativo (B).
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4. CONCLUSAO

A execuagéao da primeira etapa da LPMA, referente ao campo de multiplicagéo das plantas
GM de cana assim como de seus controles, ocorreu dentro do cronograma planejado. No
momento, as plantas de cana GM estao sendo avaliadas para suas caracteristicas agronémicas,
morfolégicas e genéticas (analises de expressao génica) para a selecdo de 3 eventos por
construcado génica com o melhor desempenho para os parametros descritos acima. Na execugéo
da segunda etapa, os trés eventos selecionados serdo utilizados para a montagem de um novo
experimento no campo, onde as canas GM serdo avaliadas em condigbes de seca e de irrigagao

continua
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