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RESUMO

A transformagdo genética, que consiste na
introducdo controlada de um gene no genoma de uma célula
receptora e em sua posterior expressao, assume adicional
significancia, pois abre novas perspectivas ao melhoramento
genético de espécies florestais, disponibilizando novos genes
com caracteristicas desejaveis para serem incorporados em
menor espaco de tempo. Através do uso de estratégias com
Agrobacterium e biobalistica, ja foram obtidas plantas
transgénicas com maior producdo de biomassa, melhor
qualidade de madeira, maior resisténcia a determinados insetos
e com tolerancia a herbicidas, entre outras caracteristicas de
interesse. Tais exemplos demonstram a relevancia dessas
ferramentas para o setor florestal. Esta revisdo apresenta, de
forma resumida, a importancia do estabelecimento de um
eficiente sistema de regeneracdo in vitro, as principais
estratégias usadas na transformacao genética de espécies
florestais e algumas das caracteristicas agroflorestais que ja
foram incorporadas nessas espécies.

Palavras-chave: biotecnologia, engenharia genética, plantas
transgénicas.

ABSTRACT

The genetic transformation which consists in a
controlled introduction of a gene in the genome of a receive
cell and its subsequent expression, assumes additional
significance, giving new perspectives to genetic improvement
of the forest species, extending and available new genes with
desirable characteristics, to be incorporated in a smaller period
of time. Through the strategies Agrobacterium and bioballistic,
transgenic plants had already been obtained showing higher
biomass production, better wood quality, resistance to some
insects, tolerance to herbicides, among other desirable
characteristics, showing the relevance of these tools to the forest

industry. This revision points out in a summarized way, the
importance of establishing an efficient in vitro regeneration
system, the strategies used in the genetic transformations of
forestry species and some agroforestry characteristics that were
previously incorporated in these species.

Key words: biotechnology, genetic engineering, transgenic
plants.

INTRODUCAO

A atividade florestal no Brasil tem
significativa importédncia econdmica e social,
disponibilizando uma ampla gama de produtos
comerciais como papel, celulose, madeira serrada,
compensada, laminada, painéis de fibras (TZFIRA et
al., 1998; MORA & GARCIA, 2000), resinas, 6leos
essenciais, frutos e mel (CARPANEZZI, 2000). Esses
produtos que contribuem direta e indiretamente na
geragdo de mais de dois milh6es de empregos,
desempenhando papel essencial na qualidade de vida
da populagdo (FERREIRA & GALVAO, 2000).

Apo6s o periodo em que predominou o
extrativismo na exploracdo das florestas nativas, em
meados do século XX, teve inicio a pesquisa voltada
paraasilvicultura. Esta objetivou a produgdo de madeira
para atender & demanda, devido a devastacdo da
vegetacdo a demora na reposi¢ao com base em espécies
nativas. Assim, a nova silvicultura baseava-se em
espécies exaticas, principalmente dos géneros Pinus e
Eucalyptus (FERREIRA & SANTOS, 1997).
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Atualmente, o Brasil situa-se entre os 10
maiores paises em florestas plantadas do mundo,
contando com 6,4 milhdes de hectares. Destes, cerca
de 4,8 milhGes de hectares estdo florestados com pinus
e eucalipto JUVENAL & MATTOS, 2002). Até 2010
esta previsto um acréscimo no plantio anual de 152 mil
hectares, o que representa um adicional de 41% em
relagdo aos plantios realizados no periodo de 1995 a
2000. Esses plantios estardo concentrados nos Estados
de Sdo Paulo, Bahia, Espirito Santo, Amapa, Minas
Gerais, Pard, Parand, Santa Catarina, Mato Grosso do
Sul e Rio Grande do Sul (BACHA & BARROS 2004).
Em 2001, o setor florestal gerou receitas da ordem de
US$ 21 bilhdes, com destaque a trés setores: madeira e
moveis (US$ 9,3 bilhdes), celulose e papel (US$ 7
bilhdes), siderurgia e carvéo vegetal (US$ 4,2 bilhGes),
participando com 4% no PIB nacional. Em relagéo as
exportacdes, participou com cerca de 10% do valor
total, contribuindo com 5,8 bilhdes de dolares ao ano
(LADEIRA, 2002). Tendo em vista a importancia
econdmica das espécies florestais desde entdo, arvores
maduras com caracteristicas fenotipicas desejaveis vém
sendo selecionadas ao longo do tempo e incorporadas
em programas de melhoramento, visando a obtencao
de gen6tipos mais produtivos (GARTLAND etal., 2003).
Embora esses programas tenham contribuido de forma
expressiva para 0 aumento da produtividade no setor
florestal, os mesmos tém esbarrado em limitagdes
consequentes de caracteristicas intrinsecas a essas
espécies, destacando-se o longo tempo necessario para
as plantas atingirem uma estabilidade fenotipica e
maturidade reprodutiva, dificuldade de controle nos
cruzamentos entre espécies, baixa variabilidade
genética, entre outras (DIOUF, 2003; POUPIN & ARCE-
JOHNSON, 2005).

Em decorréncia dos problemas expostos, na
década de 80, as técnicas biotecnolégicas vieram
juntar-se ao melhoramento genético convencional,
permitindo a obtengdo de gendtipos com maior
produtividade e qualidade. Dentre essas técnicas,
destaca-se a transformacdo genética, a qual consiste
na introducéo controlada de um gene ou fragmento de
DNA no genoma de uma célula receptora e sua
posterior expressao (DIOUF, 2003).

Dessa forma, a transformacdo abre novas
perspectivas aos programas de melhoramento,
ampliando e disponibilizando novos genes para
determinadas caracteristicas impostas pela
incompatibilidade sexual ou pela variabilidade genética.
Esses genes podem ser introduzidos em cultivares ou
genotipos ja melhorados, sem modificar a estrutura
genética global da planta (STUDART-GUIMARAES
etal., 2003). Nesse contexto, a transformacéo genética,

aliada a técnica de cultura de tecidos vegetais, obteve
avancos consideraveis nestes Gltimos anos. De acordo
coma FAO (2004), mais de 210 ensaios de campo estéo
sendo conduzidos em 16 paises, envolvendo
aproximadamente 15 espécies. Destas, 0 género
Populus é o mais estudado com 51% dos ensaios,
seguido pelo Pinus, com 23%, pelo Liquidambar, com
11% e o pelo Eucalyptus, com 7%. A maioria destes
(64%) estdo sendo avaliados nos Estados Unidos,
seguidos pela Franca e Finlandia, na Europa. Das
modificacdes genéticas reportadas em arvores,
aproximadamente a metade esta relacionada ao método
de transformacdo ou a questdes de biologia basica.
Dos ensaios remanescentes, 13% avaliam a tolerancia
a herbicidas, 12% resisténcia bittica, 9% a quimica da
madeira e 6% o estudo de fertilidade. Hoje, as
caracteristicas em foco sdo: aumento na densidade da
madeira, reducéo e modificagdes no contetdo e tipo
de lignina e aumento no contedido da celulose. No
Brasil, testes no ambito de campo estdo sendo
conduzidos nos Estados de Minas Gerais e S&o Paulo,
com eucalipto contendo gene de tolerancia a herbicida.
Até o momento, somente a China tem reportado a
liberacdo de plantio em escala comercial de Populus
transgénico, com 1,4 milhGes de plantas estabelecidas
acampo no ano de 2003 (VALENZUEL Acet al., 2006).

Cultura de tecidos: pré-requisito para a transformacao
genética

A cultura de tecidos vegetais pode ser
definida como a manutencdo, propagacgdo e
regeneracdo de certas partes da planta (células ou
tecidos) em um ambiente livre de microrganismos
(assépticas) e em condigBes controladas (in vitro),
constituindo uma das areas de maior éxito da
Biotecnologia (MROGINSKI et al., 2004).

As diferentes técnicas de cultura de tecidos
sdo hoje utilizadas visando a solucionar problemas em
diferentes segmentos da area agricola e florestal (GIRI
etal., 2004). Em programas de melhoramento florestal,
a propagacao vegetativa in vitro, também denominada
de micropropagacéo (multiplicacdo de gemas axilares
ou apicais), tem especial destaque porque permite a
manutencao e multiplicacdo rapida de mudas, a partir
de um genotipo superior, em periodos de tempo e
espago fisico reduzidos, além de assegurar um material
livre de patogenos.

No processo de transformacgdo genética, é
importante ressaltar que somente um pequeno ndmero
de células-alvo recebem e integram de forma estavel o
DNA exogeno, sendo necessario, para a recuperacao
das células transformadas, o uso de um eficiente
sistema de selecdo e regeneracdo (BIRCH, 1997). O
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sucesso da regeneracdo in vitro baseia-se na
potencialidade que as células vegetais tém de
diferenciar-se originando um individuo (totipoténcia)
e do controle da morfogénese, a qual é influenciada
por varios fatores como tipo de explante, componentes
nutricionais, reguladores de crescimento e condigdes
de incubacdo (GIRI et al., 2004). Assim, o
desenvolvimento de um protocolo de regeneracdo a
partir de uma Unica célula, associado a escolha de
genotipos mais responsivos in vitro, constituem
fatores determinantes no sucesso da técnica em
espécies arboreas (PASQUALI & ZANETTINI, 2007).

Estratégias para obtencdo de plantas transgénicas

O estabelecimento de um eficiente sistema
de transformacdo para qualquer espécie vegetal
necessita de trés etapas: (a) identificacdo, isolamento
e introducao do DNA exdgeno na célula; (b) selegdo e
crescimento das células transformadas; e (c)
estabelecimento de um sistema simples e eficiente de
regeneracao das células transformadas (BRASILEIRO
& DUSI, 1999), além da praticidade, reprodutibilidade e
eficiéncia (HANSEN & WRIGHT, 1999).

Para selecionar as células transformadas,
além dos genes de interesse, genes marcadores de
sele¢do sdo também utilizados. Estes genes conferem
as células transformadas resisténcia a determinados
agentes seletivos, como antibioticos ou herbicidas. O
gene marcador de selecdo é usado para identificar as
células geneticamente modificadas, sendo que os mais
utilizados sdo: o gene neo ou npt 1l (HERRERA-
ESTRELAetal., 1983), que codificaaenzima Neomicina
Fosfotransferase Il (NPT 1I) e confere resisténcia a
diferentes antibioticos aminoglicosilados (NORELLI &
ALDWINKLE, 1993) e o0 gene aroA, que codifica a
enzima Sintase do 5-enolpiruvinil-3-fosfochiquimato
(EPSP Sintase) de forma alterada, conferindo resisténcia
ao herbicida glifosato (COMAI et al., 1983). Somados
aos genes de selegdo, as células e os tecidos
transformados podem ser identificados pela expresséo
de genes reporteres ou marcadores, que codificam
proteinas, geralmente de atividade enzimatica cujo
produto é facilmente detectavel. Em espécies florestais,
0s genes reporteres mais utilizados sdo o gene uidA
ou gus, que codifica a enzima 3-Glucuronidase (GUS)
(JEFFERSON etal., 1987), e o gene gfp, que codificaa
Green Fluorescent Protein (GFP) (CHALFIE etal., 1994).

Atualmente, diferentes sistemas para a
transferéncia de genes em plantas estdo disponiveis.
Dentre estes, pode-se destacar o método indireto,
baseado na patogenicidade de Agrobacterium, e os
métodos diretos, os quais dispensam o uso de vetor
intermediario (BABU et al., 2003). Hoje, os métodos de

transformacédo de plantas utilizados com maior
freqliéncia e eficiéncia sdo baseados nos sistemas
Agrobacterium e biobalistica (BRASILEIRO &
CANCADO, 2000; STUDART-GUIMARAES et al.,
2003).

Estratégia via Agrobacterium

Agrobacterium tumefaciens é o agente
causal da galha-da-coroa (do inglés crown gall),
doenca que se caracteriza pelo crescimento de tumores
na juncado entre o caule e a raiz (coroa). A formagéo
desses tumores € 0 resultado de um processo natural
de transferéncia de genes contidos em uma regido
especifica do plasmidio Ti (tumor inducing),
denominada T-DNA (transferred DNA) (ZUPAN et al.,
2000; ANDRADE etal., 2003).

E sabido que nenhum gene presente na
regido-T, exceto as seqiiéncias repetidas de 25 pb,
conhecidas como extremidades direita e esquerda, é
necessarios para o processo de transferéncia e
integracdo da fita-T no genoma das células infectadas.
Sendo assim, a preparacdo de uma linhagem de
Agrobacterium para ser utilizada como vetor no
processo de transformacdo de plantas inclui duas
etapas. Na primeira, deleta-se os oncogenes, obtendo-
se uma linhagem “desarmada”. Na segunda, prepara-
se 0 vetor contendo, entre as extremidades da regido-
T, 0s genes de interesse.

Os vetores usados para a transformacédo de
plantas pelo sistema Agrobacterium podem ser do tipo
binario ou co-integrado (LACORTE & ROMANO,
1998). No sistema binario, a regido-T contendo os genes
de interesse é clonada em pequenos plasmidios (10 a
30 kb), que se replicam tanto em Escherichia coli
guanto em Agrobacterium e se mantém de forma
independente do plasmidio Ti. Vetores binarios sdo
menos estadveis em Agrobacterium do que os
plasmidios co-integrados, embora sejam de mais facil
manipulacao genética (LACORTE & ROMANO, 1998;
BRASILEIRO & DUSI, 1999). No sistema co-integrado,
o plasmidio contendo os genes de interesse é integrado
ao plasmidio Ti por um processo de recombinacao
simples. Embora estes vetores apresentem alta
estabilidade em Agrobacterium, eles sdo pouco
utilizados, pois a freqiiéncia com que o evento de
recombinacéo ocorre é muito baixa (BRASILEIRO &
DUSI, 1999).

O estabelecimento de uma estratégia
eficiente para a transferéncia de genes usando o
sistema Agrobacterium é dependente do sucesso da
interagdo entre o patdgeno e a planta. De acordo com
TZFIRA & CITOVSKY (2000), a primeira etapa é o
reconhecimento e a fixacdo da bactéria no tecido
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vegetal. Na segunda, ocorre o processo de
transferéncia do T-DNA g, finalmente, a integracdo do
T-DNA no genoma da célula vegetal (GELVIN, 2000;
ANDRADE et al., 2003). Dessa forma, a execucgéo de
todas essas etapas é necessaria para a obtencdo in
vitro de uma planta transgénica.

A primeira espécie florestal transformada via
Agrobacterium foi o hibrido de alamo Populus alba x
Populus grandidentata, por FILLATTI etal. (1987) e,
desde entdo, numerosos protocolos vém sendo
estabelecidos e otimizados para diferentes espécies
florestais (Tabela 1).

Estratégia via Biobalistica

A aceleracdo de particulas, também
conhecida como biobalistica ou bombardeamento, foi
descrita inicialmente por KLEIN et al. (1987) e
SANFORD etal. (1987), podendo ser definida como a
introducédo de moléculas de DNA em células vegetais
intactas, através da utilizacdo de microprojéteis
acelerados a alta velocidade. Esse sistema consiste em
quebrar a barreira da parede celular e da membrana
plasmatica para a livre penetracdo do DNA na célula.
Assim, qualquer tecido com potencial de regeneracéo
é adequado para a transformacéo genética através desta
técnica.

Os microprojéteis de ouro ou tungsténio
carreando o0 DNA s8o impulsionados por um aparelho
denominado acelerador de particulas ou bombardeador,
o qual gera uma onda de choque com energia suficiente
para deslocar esses microprojéteis em diregao ao tecido-
alvo. Aonda de choque pode ser gerada por ar, pélvora,
eletricidade ou gas hélio. Os sistemas que utilizam gas
hélio sdo atualmente os mais utilizados, tendo sido
responsaveis pela quase totalidade das plantas
transgénicas obtidas para as diferentes espécies
vegetais pelo sistema biobalistico (RECH & ARAGAO,
1998). Em espécies florestais, a primeira metodologia
de transformacdo usando o bombardeamento foi
descrita para coniferas da espécie Picea glauca (ELLIS
et al., 1993). Desde entdo, numerosos protocolos vém
sendo estabelecidos, visando a transformagcdo genética
de espécies florestais (Tabela 1).

Caracteristicas-alvo para a transformacéo genética de
espécies florestais

A introducdo controlada de genes ex6genos
em plantas tem se tornado uma técnica importante tanto
na area de pesquisa basica quanto para a introducao
de caracteristicas agroflorestais de importancia
econdmica (TZFIRA etal., 1998). Dentre estas, podem-
se destacar: producdo de biomassa, manipulacéo da
composicado de lignina, resisténcia a insetos, tolerancia

a herbicidas, controle do florescimento e
fitorremediacdo (HALPIN & BOERJAN, 2003).

a) Producdo de biomassa

Para a indlstria madeireira, a alta
produtividade relacionada ao aumento da taxa de
crescimento, ao volume do tronco e a qualidade da
madeira das espécies florestais sdo caracteristicas
economicamente importantes e desejaveis para a
obtencdo de celulose e papel. Todavia, a fase de
crescimento e desenvolvimento das plantas é regulada
por horménios vegetais, especialmente pelas
giberelinas, as quais desempenham papel-chave neste
processo. Dessa forma, a manipula¢do ou modificagdo
dos niveis destes hormdnios nas células vegetais
implica o conhecimento do seu modo de agdo. A
manipulagdo de hormdnios em arvores e a sua aplicagao
econdmica foram demonstradas por ERIKSSON et al.
(2000). Esses autores superexpressaram um gene
isolado de Arabidopsis, o qual é essencial na via de
biossintese da giberelina (GA), que codifica paraa GA
20-oxidase, em plantas transgénicas do hibrido Populus
tremula x P. tremuloides. As plantas obtidas como
resposta deste processo de transformacéo
apresentaram maior crescimento em didmetro e altura,
folhas maiores, fibras do xilema mais numerosas e
maiores e, consequentemente, aumento da producgéo
de biomassa. Segundo STRAUSS et al. (1995), outra
estratégia que provavelmente resultaria em um aumento
da producdo de madeira em espécie florestal de
importancia econdmica seria induzir a esterilidade via
transformacéo genética. Por outro lado, DUNWELL et
al. (2000) sugerem como estratégia para 0 aumento da
biomassa a superexpressdo de genes ligados a
fotossintese e a via da biossintese da celulose.

b) Manipulacéo da composicéo de lignina

Na biosfera, a lignina encontra-se como o
segundo composto orgdnico mais abundante,
antecedido pela celulose, correspondendo 15 a 35%
da madeira seca e a 25% da biomassa global (BAUCHER
et al., 2003). Importante componente das plantas
vasculares, a lignina ocorre em altas quantidades na
parede secundaria das células, sobretudo das fibras,
dos vasos e traqueideos do xilema, atribuindo as
plantas suporte mecénico e defesa contra patdgenos
(TZFIRA et al., 1998; DIOUF, 2003). E formada pela
polimerizacdo oxidativa de trés precursores
monoméricos, quais sejam, hidroxicinamilico p-
caumarico, sinapilico e coniferilico, também chamados
de monoligndis, os quais formam respectivamente as
subunidades Hidroxifenil (H), Sinapil (S) e Guaiacil (G),
que compdem a lignina (GIRI et al., 2004; DEAN, 2005).

Ciéncia Rural, v.38, n.3, mai-jun, 2008.



Transformagdo genética: estratégias e aplicagdes para o melhoramento genético de espécies florestais. 865

Tabela 1 - Transformacéo genética em espécies florestais mediada por Agrobacterium tumefaciens e biobalistica.

Espécie transformada

Genes transferidos

Caracteristica alvo Referéncias

Agrobacterium tumefaciens

Acacia mangium uidA, nptll
Eucalyptus camaldulensis C4H

Eucalyptus camaldulensis cry3A, bar
E. grandis x E. urophylla Cad, nptll

Hevea brasiliensis

uidA, nptll, Mn-SOD

Toler&ncia a geneticina e expresdo do gene gus XIE & HONG, 2002

Conteudo de lignina

Resisténcia a inseto e herbicida

Controle da lignificacdo
Controle de virus

CHEN et al., 2001

HARCOURT et al.,
2000

TOURNIER et al., 2003
SOBHA et al., 2003

Morus Alba nptll, gus Resisténcia a canamicina AGARWAL et al., 2004
N - AGARWAL &

Morus Alba nptll, gus Resisténcia a canamicina KANWAR, 2007

Pinus pinaster hpt, gus Resisténcia a Higromicina B TRONTIN et al., 2002

Populus alba nptll, bar Resisténcia a herbicida %%’S‘FALONIERI et al.,

Populus nigra KTis Resisténcia a insetos %glglFALONIERI et al,

Populus tremuloides 4CL, CAIld5H, gus Conteldo de lignina Ll etal., 2003

Populus alba Atcys, nptll Resisténcia a inseto ?OEOIELEDONNE et al,

Pinus radiata nptll, uidA, bar Resisténcia a herbicida CHARITY et al., 2005
Biobalistica

Eucalyptus globulus npt 11, gus Tolerancia a canamicina e expreséo do gene gus SERRANO et al., 1996

Elaeis guineensis gus Expreséo do gene gus PARVEEZ et al., 1997

. . . Toler&ncia a geneticina, canamicina e expresao
Pinus radiata uidA, nptll do gene gus WALTER et al., 1998
Pinus svlvestris notll. uidA Toler&ncia a geneticina, canamicina e expresio HAGGMAN &
y pul, do gene gus ARONEN, 1998

Picea mariana hpt, uidA Resisténcia a higromicina e expresdo do gene gus  TIAN et al., 2000

Pinus radiata, Picea abies bar, nptll, gus Resisténcia a herbicida 3ISEO%E'HURLEY et

Pinus pinaster hpt, gus Resisténcia a higromicina e expresdo do gene gus  TRONTIN et al., 2002

Pinus radiata

Pinus roxbughii

Pinua taeda

CrylAc, nptll, gus

bar, gus

crylAc

Resisténcia a inseto GRACE et al., 2005

Resisténcia ao glufosinato de amoénio e expreséio PARASHARAMI et al.,
do gene gus 2006

Resisténcia a D_endrollmus punctatus e TANG & TIAN, 2003
Crypyothelea formosicola

Embora a lignina seja um composto de grande
importancia para a planta, esta representa um entrave
para as industrias de polpa de celulose, as quais
necessitam langarmé&o de produtos quimicos poluentes
e toxicos de alto custo para fazer a sua remocéo (DIOUF,
2003). O uso desses quimicos encarece a producao de
polpa e derivados e traz riscos potenciais ao meio
ambiente (DEAN, 2005). Por essas razdes, o isolamento
e a caracterizacao de genes que codificam enzimas que
desempenham papel chave na sintese dos monoligndis
sdo alvos de estudos em espécies florestais. Essas
enzimas sdo principalmente O-methyltransferase
(OMT), 4-coumarate-CoA ligase (4CL) e cinnamyl
alcohol dehydrogenase (CAD), sendo o gene cad
apontado como alvo para a manipulacéo genética, uma
vez que catalisa o passo final da sintese dos
monolignois (DIOUF, 2003).

Apesar da complexidade dessas vias,
plantas transgénicas tém sido obtidas com reduzido
ou alterados contetdo de lignina (HALPIN etal., 1994).
Esses autores obtiveram pela primeira vez plantas
transgénicas de fumo com a composi¢do da lignina
alterada, pela expressdo antisenso do gene cad. A
mesma estratégia foi testada no hibrido de alamo
(Populus tremula x Populus alba), no qual a atividade
do gene cad foi suprimida tanto por anti-senso quanto
por co-supressdo (BAUCHER et al., 1996). Plantas
transgénicas de alamo, obtidas a partir da introdugdo
de um gene anti-senso da OMT, apresentaram reduzida
atividade desta enzima, além de uma modificacdo na
composicdo e quantidade de lignina (JOUANIN et al.,
2000). Por outro lado, HU et al. (1999) obtiveram plantas
transgénicas de alamo a partir da downregulation das
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enzimas 4CL e CAD. Estas plantas exibiram uma reducéo
de 45% no conteldo de lignina e um aumento em torno
de 15% de celulose. TOURNIER et al. (2003) obtiveram
plantas transgénicas do hibrido Eucalyptus grandis x
E. urophylla, expressando o anti-senso do gene cad.
Nesse experimento, os autores observaram que a
atividade desse gene foi inibida em 58% dos
transformantes gerados, apresentando atividade
residual da CAD de 26 a 22% em duas linhas de
transformantes, especificamente, e niveis de
downregulation compativeis com alterag8es positivas
da qualidade da madeira. Usando a estratégia
Agrobacterium, L1 etal. (2003) cotransformaram plantas
de Populus tremuloides com os genes senso Cald5H
e anti-senso 4CL. As plantas transgénicas obtidas
apresentaram uma reducdo de 52% no contetido de
lignina, uma proporcdo 64% maior nas subunidades
syringyl/guaiacyl (S/G) e aumento de 30% na celulose.

c) Resisténcia a insetos

Os insetos sdo responsaveis por
significativas perdas em indmeras culturas, incluindo
as espécies florestais. Os danos causados por estes,
muitas vezes, sdo fatores limitantes para o crescimento
e a sobrevivéncia das plantas (TZFIRA et al., 1998;
GIRl etal., 2004). Além disso, a injuria causada ao tecido
vegetal deixa as plantas suscetiveis ao ataque de
microrganismos patogénicos, como virus, fungos e
bactérias, sendo necessario langcar méo de pesticidas
para seu controle. Os pesticidas, além de serem tdxicos
para 0 homem e poluirem 0 meio ambiente, esbarram na
dificuldade de aplicacdo devido as extensas areas de
cultivo de florestas e pela altura das arvores, elevando,
desta forma, o custo de producdo (STUDART-
GUIMARAES etal., 2003).

Atualmente, encontram-se disponivel um
grande nimero de biopesticidas, os quais séo efetivos
no controle dos insetos, além de serem indcuos ao
homem e a outros organismos. Bacillus thuringiensis
(Bt) é uma bactéria que, durante a fase de esporulagdo,
sintetiza proteinas na forma de cristais. Estes cristais
sdo compostos por uma ou varias proteinas Cry,
também chamadas de d-endotoxinas ou Insecticidal
Crystal Proteins (ICPs). Tais proteinas sdo altamente
toxicas e especificas, por isso indcuas aos mamiferos e
outros organismos (BOBROWSKI et al., 2003), sendo
muito usadas na agricultura, horticultura, florestais e
no controle de mosquitos em cidades, além de ser
considerada uma alternativa aos agroquimicos
(RANJEKAR etal., 2003). As proteinas formadoras de
cristais de Bt agem perfurando o intestino do inseto
apds a sua ingestao, levando os mesmos a morte (TANG
& NEWTON, 2003).

Com o advento da engenharia genética e da
biologia molecular, tornou-se possivel o uso mais
efetivo e racional dos genes cry de Bt, tanto em plantas
anuais de importancia econdmica, quanto em espécies
arbdreas (RANJEKAR etal., 2003). Plantas transgénicas
de Populus nigra expressando o gene de Bacillus
thuringiensis foram obtidas por WANG et al. (1996).
As plantas transformadas mostraram resisténcia a
Apochemia cineraus e Lymantria disper. HARCOURT
etal. (2000), por sua vez, obtiveram plantas transgénicas
de Eucalyptus camaldulensis expressando o gene
cry3A, mostrando resisténcia a larvas de
Chrysophthata bimaculata, C. agricola, C. variicolis.
LERQY et al. (2000) obtiveram plantas transgénica de
Coffea arabica e Coffea canephora, expressando uma
versdo sintética do gene crylAc de Bt, conferindo
resisténcia a Perileucoptera coffella e outras
Leucopteras spp. Plantas de Pinus taeda foram também
transformadas através de biobalistica com uma versdo
sintética do gene crylAc de Bt, aumentando a
resisténcia a Dendrolimus punctatus e Crypyothelea
formosicola (TANG & TIAN, 2003).

Plantas, bactérias e animais apresentam uma
gama de proteinas de defesa (com acédo inseticida),
incluindo entre estas os inibidores de proteases, 0s
quais sdo ativados em resposta ao ataque de insetos.
Estes inibidores representam a classe das proteinas de
defesa dos vegetais melhor estudada (RANJEKAR et
al., 2003), sendo que, atuando sobre as enzimas
digestivas dos insetos, sdo consideradas uma
alternativa aos genes de toxinas Bt (GIRI et al., 2004).
CONFALONIERI et al. (1998) obtiveram plantas
transgénicas de Populus nigra expressando o gene
que codifica um inibidor de proteases do tipo tripisina
kunitz (Kti3) isolado de Glycine max (soja). As plantas
obtidas mostraram-se resistentes a Lymantria dispar
e Clostera anastomosis. O gene atcys, que codifica o
inibidor de proteases do tipo cisteina, foi isolado de
Arabidopsis thaliana e transferido para plantas de
alamo (Populus alba) via Agrobacterium. As plantas
obtidas mostraram-se efetivas no controle de larvas de
Chrysomela populi (DELLEDONE et al., 2001).

d) Tolerancia a herbicidas

A obtencdo de culturas geneticamente
modificadas para a resisténcia e/ou tolerancia a
herbicidas € um dos principais sucessos da engenharia
genética, uma vez que os herbicidas sdo considerados
ferramentas essenciais da agricultura moderna. Culturas
resistentes a herbicidas podem favorecer a utilizagdo
de produtos de amplo espectro, menos toxicos e mais
facilmente degradaveis no solo (BRASILEIRO & DUSI,
1999), reduzindo o surgimento de ervas que competem
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por nutrientes, 4gua e luz (STUDART-GUIMARAES
etal., 2003).

A resisténcia a herbicidas em espécies
florestais é uma caracteristica desejavel tanto em area
de ocorréncia natural quanto em planta¢cdes manejadas,
favorecendo o estabelecimento destas na fase inicial
de crescimento (SEGUIN etal., 1998). O primeiro relato
sobre transformacdo genética em espécies florestais
via Agrobacterium deve-se a FILLATTI et al. (1987).
Esses autores introduziram no hibrido de dlamo
Populus alba X Populus grandidentata o gene aroA
mutado, que codifica a enzima sintase do 5-enolpiruvil-
3-fosfochiquimato, a qual faz parte da via da biossintese
dos aminoacidos aromaticos. A transformacéo foi
confirmada através de andlises de Southern e Western
blotting, e as plantas obtidas mostraram-se tolerantes
ao glifosato. Posteriormente, BRASILEIRO et al. (1992)
transformaram o hibrido Populus tremula x Populus
alba com o gene crsl-1, que codifica a enzima
Acetatolactase Sintase, conferindo resisténcia ao
herbicida Clorosulfuran. Na seqliéncia, outras espécies
de importancia econdmica foram transformadas com o
gene bar, isolado da bactéria Streptomyces
hygroscopicus e que codifica a enzima Fosfinotricina
Acetiltransferase. Esse gene foi introduzido em planta-
elite de Populus alba (CONFALONIERI et al., 2000),
Picea abies (BRUKHIN et al., 2000), Eucalyptus
camaldulensis (HARCOURT et al., 2000) e Pinus
radiata (BISHOP-HURLEY et al., 2001), conferindo
resisténcia a esses herbicidas.

e) Controle do florescimento

Os avancos obtidos sobre o controle do
florescimento (esterilidade), em espécies florestais, sdo
apontados como uma estratégia que reduz ou previne
a transferéncia de genes de plantas transformadas para
plantas sexualmente compativeis (TANG & NEWTON,
2003). Adicionalmente, a esterilidade podera promover
0 crescimento vegetativo em arvores, uma vez que a
energia consumida para a producdo de 6rgdos
reprodutivos seria investida no crescimento da planta,
resultando em aumento da producdo de biomassa
(SEGUIN et al., 1998). A macho-esterilidade também
podera tornar-se uma estratégia no controle de
cruzamentos de espécies florestais, especialmente em
aldgamas, otimizando os resultados em programas de
melhoramento.

Uma das principais estratégias usadas na
obtencdo de plantas transgénicas estéreis é a
introducdo e expressdo de genes, os quais, colocados
sob o controle de promotores especificos da regido do
tapetum de anteras, codificam para citotoxinas,
causando a morte dos tecidos florais. Outra estratégia

utilizada para se obter esta caracteristica em plantas é
suprimir ou bloquear a expresséo de genes essenciais
para o desenvolvimento dos 6rgdos reprodutivos
através do silenciamento de genes obtidos pela co-
supressao dos transgenes ou através da tecnologia
anti-senso (MARIANI et al., 1990, citado por RISHI et
al., 2001).

f) Fitorremediag8o

A tecnologia da fitorremediac&o é de grande
importancia, uma vez que utiliza plantas que acumulam,
degradam ou removem contaminantes do solo,
tornando estas areas menos poluidas (RISHI et al.,
2001). Segundo KASSEL et al. (2002), fitorremediacéo
é um termo que pode ser usado para classificar seis
diferentes métodos de remediacao: fitoestabilizacéo,
fitoextracdo, fitodegradacéo, fitovolatilizacdo,
rizofiltracdo e aumento da biodegradacéo na rizosfera.
Esses autores, em sua revisdo, discutiram o uso de
plantas do género Populus como as mais indicadas em
aplicacbes comerciais de fitorremediacédo, sendo
utilizada na remog&o de metais e compostos organicos,
como no caso do Trichloroethylene (TCE), quimico
(potencialmente cancerigeno) que ndo ocorre
naturalmente no ambiente. Diferentes poluentes,
principalmente metais pesados e compostos organicos,
tém sido degradados ou acumulados por varias
espécies de plantas. Por exemplo, plantas transgénicas
de Arabidopsis expressando o gene merApe9
demonstraram maior resisténcia a ions de mercurio
(Hg*) durante a fase de germinagdo e crescimento
(TZFIRA etal., 1998). Estudo similar foi realizado por
RUGH et al. (1998). Nesse trabalho, plantas de alamo
amarelo (Liriodendron tulipifera) foram transformadas
com o gene merA, o qual codifica a mercurio-reductase.
Essas plantas foram capazes de reduzir o mercurio de
sua forma mais téxica (Hg?*) para sua forma menos
toxica ou volatil (Hg).

g) Arvores transgénicas: beneficio ambiental, beneficio
agroindustrial, florestas nativas e potencialidades
futuras

Alguns dos principais ganhos ambientais
trazidos pela biotecnologia, através da transformagéo
genética, serdo: (i) a reducdo da pressdo sobre 0s
remanescentes das florestas nativas e da
biodiversidade, (ii) a reducdo do impacto ambiental
através da limpeza de areas contaminadas pelo plantio
de espécies fitorremediadoras, (iii) 0 uso de produtos
guimicos em menor quantidade, e (iv) o melhor
aproveitamento de areas degradadas, com plantios de
espécies resistentes ao estresse abidtico.
Adicionalmente, essas florestas, além de contribuirem
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para a producdo de madeira (fonte renovavel de
energia), auxiliariam na prote¢do do meio ambiente
através do sequiestro de carbono (SEDJO, 2001; WANG,
etal., 2003). Por outro lado, os ganhos agroindustriais
destacam-se no aumento da producéo e qualidade da
madeira, na resisténcia a insetos e a doencas, na
reducdo de custos durante a produgdo e processamento
da madeira, na reducdo do uso de quimicos para a
extracdo da celulose, na adaptabilidade das plantas, na
remediagdo de areas contaminadas.

O Brasil é um pais com grandes extensées
florestais, com cerca de 5,5 milhdes de km? de florestas,
0 que representa aproximadamente 10% do total destas
no mundo. A floresta amaz6nica possui um estoque de
madeira estimado em 60 bilhGes de m® e uma grande
diversidade de produtos ndo-madeireiros, 0s quais
estdo apenas comecando a ser valorizados nos
mercados nacional e internacional. Além disso, abriga
uma das maiores diversidades bioldgicas do planeta,
com uma participagao notavel na conservacao de 20%
dos estoques de agua doce no mundo, absorvendo
ainda imensos estoques de carbono, os quais sdo de
extrema importancia na regulacdo do clima regional e
global (VERISSIMO, 2006). Dessa forma, o
reflorestamento com espécies nativas, aliados a
exploragdo sustentavel das mesmas, é de fundamental
importancia para a preservacdo dos ecossistemas e para
a geragdo de beneficios socioeconémicos.

E sabido que a demanda por produtos
madeireiros esta vinculada ao aumento da populagdo e
ao desenvolvimento econdmico. Na proxima década,
espera-se que esta demanda cresga em torno de 20%,
requerendo que, em curto espaco de tempo, a &rea com
plantios florestais seja aumentada, diminuindo com isso
a pressdo sobre os remanescentes de florestas nativas,
aqual atinge taxas de 9,4 milhdes ha! ano® (BOERJAN,
2005). E se, por um lado, cresce a procura por produtos
florestais, por outro cresce a preocupagao e a demanda
pela conservagdo dos ecossistemas e da
biodiversidade. Dentro desse contexto, a engenharia
genética assume adicional significancia porque
possibilita a introducéo de um gene desejavel em um
Unico passo no processo de melhoramento de espécies
florestais (GIRI et al., 2004). Segundo CAMPBELL et
al. (2003), as espécies florestais alvos para a
transformacgdo genética sdo as Gimnospermas como:
Pinus taeda, P. radiata, P.pinaster, Pseudotsuga
menziesii, Picea abies, P. nigra e P. sitchiensis.
Também as arvores do género Populus e seus hibridos,
do género Eucalyptus, arvores como Quercus robur,
Q. patrea e Willow. Até 0 momento, consideraveis
avancos tém sido realizados usando-se algumas dessas
espécies, como a reducao ou alteragdo do contetido de

lignina, o aumento da resisténcia a insetos e da
tolerancia a herbicidaso controle do florescimento, a
limpeza de areas contaminadas, entre outros. Contudo,
essa tecnologia continuara desempenhando um papel-
chave no melhoramento de espécies florestais tendo
como alvo o aumento no crescimento, forma e,
qualidade da madeira, a resisténcia a herbivoros e a
doencas, a tolerancia a herbicidas, aumento de
biomassa, producdo de proteinas recombinantes, e
preservacao dos ecossistemas (VALENZUELA et al.,
2006).

CONCLUSOES

H& muitos anos, plantas cultivadas vém
sendo manipuladas geneticamente pelo homem por
meio do melhoramento convencional. Através da
técnica, as caracteristicas de interesse determinadas
por certos genes sdo transferidas a progénie por meio
de cruzamento. Todavia, para 0 melhoramento de
espécies florestais, esses métodos tém esbarrado em
algumas limitacGes intrinsecas as plantas, como a
reducdo do pool génico, a ligagdo génica, a
incompatibilidade sexual e o longo ciclo de vida,
tornando este processo arduo e demorado. A
introducdo controlada de genes exdgenos nessas
espécies, através de técnicas biotecnolégicas,
representa uma ferramenta valiosa ao melhoramento
genético, garantindo ganhos expressivos na qualidade
final dos produtos, em virtude de maior homogeneidade
e direcionamento das propriedades da matéria-prima,
fatores altamente desejaveis para as indUstrias do setor
florestal. A crescente demanda global desse setor, aliada
a importancia da preservacao das florestas nativas e
da biodiversidade, tornou essencial a adocéo de
estratégias de transformacao genética para as espéecies
florestais.
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