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RESUMO

RIBEIRO, Ana Paula de Oliveira, M.S., Universidade Federa de Vicosa, marco de 2002
Berinjela transgénica cv. Embu avaliada mediante a resisténcia a insetos, a
nematdides e aos efeitos genotdxicos pelo teste de mutacdo e recombinacéo
somaticas (SMART) em asas de Drosophila melanogaster. Orientador: Wagner
Campos Otoni. Conselheiros. Derly José Henriques da Slva e Jilio César
Nepomuceno.

Avadiaram-se aresisténcia de berinjela‘EmbU’ controle etransgénica, contendo a
regido codante do gene orizacistatina, as espécies Meloidogyne incognita, M. javanica e
M. arenaria. Foi verificado que a berinjela transgénica foi altamente suscetivel a M.
incognita, M. arenaria e M. javanica, assm como a berinjela mntrole & espécies M.
incognita e M. javanica com grande nimero de gahas e nimero de ovos. Portanto, a
transgénese ndo afetou a resposta de berinjela ‘Emb0’ aos nematdides avaliados. A
resisténcia as espécies de pul gdes (Myzus persicae e Macros phum euphorbia€) e lagartas
(Mechanitis polymnia e Mechanitis lysimnia) também foi avaliada. Trabalhou-se cm
uma geragéo de M. persicae e de M. euphorbiae para daboragdo de tabelas de vida
Foram detectados efeitos significativos das linhagens da planta quanto as caracteristicas
(Ro - taxa liquida de reproduzdo, rm - razdo infinitesmal de aumento pgoulaciona e A -
razéo finita de aumento popuacional) estudadas, exceto para tempo e geraggo (T). O
efeito da espécie de pugdo foi significativo pera todas as caracteristicas, enquanto qe o
efeito dainteracdo entre linhagem da planta e epécie de pugéo ndo foi significativo para
nenhuma das caracteristicas. Conclui-se que o ciclo holdgico de M. persicae e M.
euphorbiae foi aterado, sendo que Ro, rm e A foram menores nas plantas transgénicas.
Para o teste de resisténcia alagartas, foram avaliados a &rea foliar consumida, 0 nimero
de individucs e sua mortdidade, nas fases de desenvdvimento (da lagarta até a fase

adulta). Ndo foram observadas sgnificancias para as caracteristicas (duracdo do periodo
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pupel, e mortalidade larval e pupel) avdiadas, a exce;do da duragio larva. Em relacéo a
area foliar consumida pelas lagartas, observou-se que nd houve diferenca entre &
linhagens da planta e na interagdo entre linhagem e espéde da lagarta, porém houve
diferenca em todos os parémetros avaliados (&rea foliar total e didria cnsumida em
centimetros quadrado e em porcentagem) quando anali sada as espécies de lagarta. Assim,
as plantas transgéni cas utilizadas ndo apresentam atividade sobre amortalidade eduracéo
das fases larval e pupal de Mechanitis polymnia e M. lysmnia. Atividade genotdxica de
extratos de berinjela transgénicos utilizados como adimento ra dieta de larvas de
Drosophila melanogaster, na forma de etratos de frutos in natura e aquecidos em
banho-maria a45°C foi avdiada peo SMART (somatic mutation and recombination
test). Em berinjela ‘EmbU0’, foram incorporados os genes das construgdes pRGG hpt,
pOZC6 e pCLDO04541, chamados de HPT-1, OZC-2 e SW5-3, respedivamente. Foram
redizados dais experimentos independentes nos quais foram testados os mesmos frutos
de @da linhagem in natura. No experimento |l foram acrescentados os mesmos frutos
aguecidos e mais dais frutos: OZC-4 e SW5-5. Além desses, diluiu-se o triturado do fruto
OZC-2 a uma concentragdo de 25%. Em cada experimento também foram incluidos um
controle pasitivo (Ciclofosfamida) e um negativo (&gua). Em ambos experimentos,
resultados positivos foram observados para o controle positivo e em adgum dos
tratamentos com berinjela transgénica in natura e ajuecidos. Por comparagéd das
progénies oltidas no SMART, observou que ocorreu recombinacdo em ata frequéncia.
FragOes de todacs os frutos liofilizedos das plantas transgénicas e controle, utilizados no
SMART, foram mantidos a -80°C e foram, posteriormente, utilizados para deteccéo de
Agrobacterium tumefaciens. Apos a rehidratacdo dos teddos, com agua destilada e
estéril, esses foram plagueados, sob condcdes asgpticas, e avaiado o crescimento de
bactérias e sua natureza pelo teste ketolactose. Dos s frutos utilizados (Berinjela
controle, HPT-1; OZC-2, SW5-3, OZC-4, SW5-5) foram isoladas 10 colonias de
bactérias, apenas dos fruto SW5-3 e SW5-5. Dessas, 5 colonias foram identificadas pelo
teste K etolactose como Agrobacterium tumefaciens. A luz dos resultados, conclui-se que
apesar das evidéncias de que etrato de berinjelainduziu a recombinacdo somética en D.
melanogaster, a auiséncia de dados na literatura aerca da glicacdo deste teste na
caracterizec@o ok efeitos gendtoxicos, advindos dos produtos dos transgenes, sugere que
outros estudos devem ser conduzidos, para determinar o(s) agente(s) indutor(es) de
recombinagdo, inclusive ajueles advindos de badérias residentes nos tecidos de frutos
transformados e de posdvels situagBes de estresses de naturezabidtica ou abidtica



ABSTRACT

RIBEIRO, Ana Paula de Oliveira, M.S,, Universidade Federal de Vigosa, March 2002
Transgenic eggplants (Solanum melongena L. cv. Emb0) evaluated by means of
insect and nematode resistance and to genotoxic effeds by somatic mutation and
recombination test (SMART) in wings of Drosophila melanogaster. Adviser:
Wagner Campos Otoni. Committeemembers: Derly José Henriques da Silva and Jdlio
César Nepomuceno.

Cortrol and transgenic eggdants for the orizacystatin gene were evaluated as for
resistance to nematode species Meloidogyne incognita, M. javanica, and M. arenaria.
Transgenic eggplants were highly susceptible to M. incognita, M. arenaria, and M.
javanica, as well as the @ntrol eggplants were to M. incognita and M. javanica, with
high number of galls and eggs produced in the roots. Therefore, the transgenesis did nd
affect the response of ‘EmbU’ eggpdant to the nematodes evaluated. The resistance to
species of aphids (Myzus persicae and Macrosiphum euphorbiae) and butterfly larvae
(Mechanitis polymnia and Mechanitis lysimnia) was also evaluated. For elaboration d
life tables, a generation of Myzus persicae and Macrosiphum euphorbiae was used.
Significant effeds of plant lines were deteded for the parameters gudied (Ro - net
reproductive rate, rm - intrinsic rate of popuation increase e A - finite rate of
popuation increase), except for generation time (T). The dfect of aphid species was
significant for all parameters evaluated, whereas the dfect of interadion between pant
line and aphid species was nat significant for the parameters analyzed. It can be
concluded that the biological cycle of M. persicae and M. euphorbiae was dterated, since
Ro, rm and A were smadller in the transgenic plants. For the resistance test to butterfly
larvae, consumed leaf area, individua number and mortality were evaluated during the
diff erent stages of its development (from larva to adult stage). Significant diff erences for
the parameters evaluated (time period o pupal stage and larval and pupa mortality) were
not observed, with exception d time period o larval stage. In relation to consumed |eaf
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area by the larvae, it was observed no difference between the plant lines and no
interaction between the plant lines and larvae species, however, differences in all
parameters evaluated (total and daily leaf area consumed) were observed depending on
larvae species. Thus, the transgenic plants analized did not have any influence on the
mortality and time period of larval and pupd stages of Mechanitis polymnia and M.
lysimnia. The genotoxic activity of fruit extracts (in natura and preheated at 45°C) from
transgenic eggplants, used as food in the diet of Drosophila melanogaster larvae, was
evaluated by the somatic mutation and recombination test (SMART). The T-DNAs from
the constructs pRGG hpt [containing the genes hygromycin phosphotransferase (hpt) and
[B-glucuronidase (uidA), pOZC6 [containing the genes orizacystatin (ozc), uidA, and
neomycin phosphotransferase 11 (nptll), and pCLDO04541 [containing the genes npt and
Swh], were incorporated into eggdant cv. Emba, called of HPT-1, OZC-2 and SW5-3,
respectively. Two independent experiments were performed, in which the same fruits
from each line were tested in natura. In the experiment II, it was added the same
preheated fruits and additiond two fruits: OZC-4 and SW5-5. Besides, the triturated from
the fruit OZC-2 was diluted to a concentration of 25%. It was also included, in each
experiment, a positive (Cyclophosphamide) and a negative (water) cortrol. In bath
experiments, pasitive results were observed for the positive cntrol and also in some
treaments with transgenic eggplant in natura and preheated. Comparing the progenies
obtained in the SMART, it was verifyed the occurrence of recombination at high
frequency. Fradions of al lyophilized fruits from transgenic and control plants, used in
the SMART, were kept at -8CPC, and then uilized for the detection of Agrobacterium
tumefaciens. After re-hydration o the tissues, with sterile destilled water, they were
plaqued, under asseptic condtions, and the baderia growth and neture were evaluated by
the ketolactose test. Among six fruits analized (control, HPT-1, OZC-2, SW5-3, OZC-4,
and SW5-5), bacteria colonies (total of 10) were isolated anly from SW5-3 and SW5-5
fruits. Five mlonies were identifyed by the ketolactose test as Agrobacterium
tumefaciens. Despite evidences that extrads from transgenic eggplant induced somatic
recombination in D. melanogaster, it can be concluded that the absence of data in the
literature, concerning the gplication d SMART in the daracterization of genotoxic
effects of transgenic products, suggests that other studies neal to be accomplished,
aiming to determine the inductive agent(s) of recombination, includng those from
bacteria resident in transformed fruit tissues and from possble situations of stress of

biotic and abiotic nature.
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INTRODUCAO GERAL

H& muitos anos, plantas cultivadas vém sendo manipuadas geneticamente pelo
homem, par meio do melhoramento classico. Caracteristicas de interese foram
sdedonadas €/ou transferidas a progénie mediante auzamentos. No entanto, esses
métodos convencionais de melhoramento passuem como consequéncias negativas: a
reducdo do conjunto génico, a ligacdo génica e a incompatibilidade sexua, aém do
tempo necessrio para se transferirem caracteres desgavels para alltivares de interesse
(BRASILEIRO & CARNEIRO, 1998.

O mehoramento vegetal buscou, inicialmente, o aumento de produtividade, a
uniformidade da planta e da produgdo para permitir o uso de méguinas na @lheta e
adaptagdo a novos ambientes para expansdo de fronteiras agricolas. A resisténcia a
doencas e pragas foi e deverd permanecer como um importante e decisivo porto a ser
considerado pelos meharistas, devido as consideravels perdas anuais. Os consumidaores,
numa tendéncia crescente, também estdo influenciando ro direcionamento dos objetivos
do melhoramento de plantas, sga pela busca direta de dimentos com qualidades
nutricionais especificas (teores elevadaos de proteina, vitaminas e sais minerais, baixos
teores de gordura, entre outras), sabores diferentes, aparéncia, frutos sem sementes e,
principalmente, precos competitivos, o que novamente, tem intimo relacionamento com
0s aspedos de produtividade eoutros itens relevantes na reducéo de astos de producéo
(QUEIROZ, 2001).

O mehoramento de plantas poce recorrer, ainda, as técnicas de engenharia
genética (BRASILEIRO & CARNEIRO, 1998). Caracteristicas controladas por um Unico
gene, tais como tolerancia a herbicidas e resisténcia ainsetos foram as primeiras a serem

integradas, a proxima geracdo de produtos transgénicos enfatiza quali dade do produto e



insertos com multiplos genes (DUNWELL , 2000).

A berinjela (Solanum melongena L.) pertence a familia Solanaceae, sendo os
frutos desta familia usados como alimentos, plantas medicinais, condmentos e algumas
espécies como arnamentais. E uma planta dipl6ide (2n = 24), autégama e com taxa de
fecundacdo cruzada que varia de 5 a 6,75% (SAMBANDAM, 1964 SANGOWAWA,
1988 BADR et d. 1997 FILGUEIRA, 2000). A domesticegdo da berinjea,
provavelmente, ocorreu na india tropica e secundariamente na China. E um vegetal de
grande importancia em muitos paises asiéticos onde frutos imaturos séo servidos assadcs,
fritos, recheados, em conservas ou cozidos (HINATA, 1986), além de seu uso medicina
(CRUZ, 1965) e ornamental (HEDRICK, 1972). Doencas fungcas causadas por espécies
de Fusarium, Verticillium, Phythium, Ascochyta e Colletotrichum e, bacterianas como a
causada por espécies de Pseudomonas sdo prgudciais para esta altura. Outros
patégenos, como nematbides (Meloidogyne) podem provocar perdas sgnificativas na
producéo de berinjela (NODA, 197; HINATA, 198). Em algumas partes do mundo,
pragas como Leptinotarsa decemlineata causam muitos dancs, podendo levar a
destruicéo total dos plantios (JELENKOVIC et d., 1998. Viroses que infedam a
berinjelatém recebido menar atengdo, apesar de ROSELLO et d. (1996) terem relatado a
incidénciade TSWV provocando perdas significativas nesta altura.

Em funcdo de sua relativa facilidade de manipuacdo in vitro (COLLONNIER et
a., 2001), berinjela é uma epécie cuja transformacdo genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens foi relatada por vérios autores (FARI et d., 1995; ARPAIA
et a., 1997; BILLINGS et d. 1997 JELENKOVIC e al., 1998 SZASZ et d., 1998;
PICOLI, 2000).

Vérios genes $0 contecidos e utilizados nos processos de transformagdo, em
programas de melhoramento ou em estudos de reguacdo da expressio génica. Entre
esses, podemos citar 0 gene orizacistatina (ozc), que codfica um inibidor de proteinase.
Cidtatinas (proteinas inibidoras de dsteina-proteinases) tém sido identificadas em uma
variedade de espécies de aimais e de plantas. O membro melhor caracterizado é a
proteina Orizacistatina | (Oc-l) de arroz (ATKINSON et al., 1995. Segundb ABE €t d.
(1987), o mRNA de orizacistatina em sementes de arroz apresenta expressao maxima 2
semanas apds o florescimento e diminui gradualmente até um nivel ndo detectédvel a 10
semanas do amaduredmento completo. Por outro lado, a quantidade de mRNA

codificendo dutelina, uma proteina estocada em sementes, atinge 0 méximo com 3



semanas apGs o florescimento e também decresce gradualmente. Assim, os das MRNAS
parecem ter expressdo coordenada, embora 0 MRNA de orizacistatina sga sintetizado e
degradado mais drasticamente, quase que uma semana antes que 0 MRNA de glutdina
Este fendmeno pock refletir a existéneia de um sistema de regulaco génica, envolvido no
controle da protedlise enzimética de gluteina durante o florescimento até o
amadurecimento. Estes autores encontraram em sementes uma cisteina-proteinase que
hidroliza dicientemente glutelina e é completamente inibida por uma concentragdo
equimolar de Orizacistatinain vitro.

Apesar de dstatinas vegetais serem expressas em sementes e ndo terem funcéo
natural de defesa das plantas (ATKINSON et a., 1999, essas $0 utilizadas como
mecanismos de defesa, pois também agem contra proteinases de insetos e patdgencs
(fungos, bactérias e nematdides) (RICHARDSON, 1991). O mecanismo de acdo beseia
se nainibi¢éo competitiva da proteinase, via bloqueio de sua dividade proteolitica. Além
das cisteina-proteinases, esses peptideos podem ser divididos em outras trés classes:
serino-, metalo- e agpartil-proteinases de acordo com sua especificidade. Inibidores de
cisteina-proteinases representam uma opgdo atrativa como estratégia de defesa, pais
fazem parte de uma dasse que ndo é expressano sistemadigestivo de mamiferos. Plantas
transgénicas contendo esses inibidores de proteinases estdo sendo utilizadas como
estratégia de cortrole de nematdides (ATKINSON et al., 1995; VAIN et a., 1998) e
insetos (ESTRUCH et al., 1997).

Apesar desse cendrio favoravel a glicacdo de técnicas de cultura de teddos e de
transformagio genética, com conseqliente desenvolvimento de plantas transgénicas, sabe-
se, porém, que a acdtacdo de produtos transgénicos varia amplamente entre os diversos
paises. Na América do Norte ha grandes areas cultivadas com plantas transgénicas
tolerantes a herbicidas e resistentes a insetos. Contudo, na Europa, 0s consumidores tém
considerave resisténcia aprodugdo e cnsumo de transgénicos (DUNWELL, 200). Essa
tecnologia oferece vérias posshilidades para aimento da produtividade, diversificagdo e
produgdp, com o desenvavimento de uma ayricultura mais sustentével, mas possui riscos
patenciais ao ambiente e a salide humana (IZQUIERDO & RIVA, 2000; CLARK &
LEHMAN, 2001). Segundo CLARK & LEHMAN (2001), essa € uma técnica nova,
muitos estudcs foram e estéo sendo condwzidos, porém muitas pergurtas relativas
principalmente aquestfes de seguranca anda néo foram responddas.

E cada vez mais crescente abusca e a necessidade de testes para verificar os



efeitos das plantas transgénicas sobre diversas pragas, fungos, nematoides, bactérias e a
sallde humana. Vérios testes podem ser aplicados e dentre estes, o teste de mutacéo e
recombinagd sométicas (SMART) que verificam a atividade genotdxica dos compostos
testados (GUZMAN-RINCON & GRAF 1995).

A Drosophila melanogaster € um organismo ideal para adeteccdo de agentes
quimicos e fisicos com atividade genatdxica, pas este € um eucarioto com um curto
tempo de geracdo (gproximadamente 10 das a 25°C). Apresenta caracteristicas
morfoldgicas geneticamente determinadas, bem caracterizadas e fadlmente detedéveis,
permitindo que grande nimero de individuos sjam mantidos em frascos pequenos,
contendo meio de cultura de f&cil preparo e de baixo custo; dém de passuir sistema
enzimético capaz de ativar promutédgenos e procarcindgenos in vivo (GUZMAN-
RINCON & GRAF, 19%).

Doais diferentes gstemas tém sido amplamente explorados, o teste de mancha na
asa eno dho. Ambaos 0 baseadas no fato que durante o desenvolvimento embriogénico
inicial, grupos de células (discos imaginais), originam separadamente uma regido do
corpo da mosca auta, tais como: olho e aa Eles proliferam mitoticamente durante o
desenvolvimento larval até o corpo da mosca aluta (GUZMAN-RINCON & GRAF,
199%). Os discos imaginais de insetos representam sistemas simples e isolados em que
tais andlises tém sidofeitas com suceso (GARCIA-BELLIDO & MERRIAM, 1971). Os
métodos méticos tém a vantagem de possibilitar a expasi¢io de grandes popuagies de
células que se encontram dividindo mitoticamente nos discos imaginais das larvas. Além
disso, este pock ser realizado em apenas uma gerag@o de mosca(GUZMAN-RINCON &
GRAF, 19%).

Mutagdes tais como as utilizadas pelo SMART, sdo facilmente detectadas nas
asas de D. melanogaster. Em células normais, os pélos $o longos, finos e tnicos, ja en
células com o fendtipo mutante pode-se observar vérios p8os em uma Unica célula
(multiple wing hairs - mwh), ou ainda, um pélo curto e groso (flare - flr). Dessa maneira,
0 teste pode detectar a perda de heterozigosidade devido a um amplo espedro de
mecanismos genéticos, tais como mutagdes de porto, delecdes, aberrages
cromosmicas, recombinactes mitdticas e conversdes génicas. Caso ocorra aguma
ateracéo genética nas cllulas sométicas, esta estard presente en todas as células
descendentes e, quando a dteracdo for nos genes avaliados, causara uma mudanga visivel

no fendipo, o clone mutante sera visualizado como uma mancha na superficie da asa da



mosca aduta (SPANO, 1998).

A andlise dos diferentes gendtipos (mwh + / + fir* e mwh + / + TM3) permite
uma determinacdo quantitativa da dividade recombinogénica das genotoxinas. Em
individucss com cromossomos estruturalmente normais, ambas eventos mutacionais e
recombinacionais levam a formacdo de manchas smples e/ou gémesas. Ao contr&rio, em
individucs balanceadares heterozigotos, todcs os eventos recombinacionais S0
eliminados devido a inversdes mlltiplas, e genas eventos mutacionais podem dar
manchas smples (mwh) (GUZMAN-RINCON & GRAF, 19%).

O SMART tem a vantagem de ser um teste feito in vivo com um organismo
eucaioto (GRAF et a., 1984). Edte teste € importante, pois, fatores patencialmente
mutagénicos para microrganismos ou células humanas cultivadas in vitro ndo significam
necessariamente que sgam in vivo, Visto gue esses compostos podem ser excretados ou
metabdizados em compostos ndo mutagénicos, quando introduzidos no organismo
(CARVALHO, 1987). Além dis, é um teste sensivel e deteda promutégenos ativados
via Citocromo P-450. O SMART tem sido aplicado a vérias substancias, potencialmente
genotoxicas ou antigenatoxicas, porém esse teste ndo foi utilizado para determinar o

potencia genotdxico de plantas transgénicas.
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CAPITULOI

REACAO DE BERINJELA TRANSGENICA CONTENDO O GENE orizacistatina
A Meloidogyneincognita, M. javanica E M. arenaria

1. INTRODUCAO

Solanum melongena L. conhecida popularmente como berinjela, pertence a
familia Solanaceae (FILGUEIRA, 2000, é suscetivel a fungos (Fusarium e Verticillium
dahliae), nematdides (Meloidogyne), insetos, entre outros. Assm, ainsercdo de genes de
resisténcia €, juntamente com o melhoramento da qualidade do fruto e produgdo, um dos
objetivos do melhoramento convenciona e da biotecndogia (NORTHMANN & BEM-
YEPHET, 1979 IBRAHIM et d., 1999 COLLONNIER et d., 2001).

A berinjela é considerada uma espécie de facil cultivo in vitro, com protocolos
descritos visando regeneracéo in vitro via organogénese ou embriogénese somética e
transformagio genética (FARI et a., 1995; IANNACONE €t al., 1995; ARPAIA et d.,
1997 JELENKOVIK et d., 1998 PICOLI et a., 2009. Uma revisdo acerca das
abordagens da biotecndogia a cultura de berinjela foi apresentada por COLLONNIER et
al. (2001).

Dentre as metas do melhoramento de berinjela, a resisténcia & doengas € muito
importante, contudo, a fata dessa caracteristica de interesse no conjurnto génico,
associado a incompatibilidade sexua com espécies resistentes relacionadas, s&0
limitantes aos programas de melhoramento (ROTINO et al., 1997 COLLONNIER et al.,
2001). A transgénese visando resisténcia anemat6ides € uma opcdo para o melhoramento

e s80 descritos varios genes, dentre estes os genes dominantes Mi (MOLINARI, 1998;
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JUNG & WYSS, 199) ehi (bitter) (HUANG, 1985).

O gene Mi apresenta sitio de ligag@ a nucleotideos (dominio NBS) e naregido C-
termina uma sequéncia rica an Leucing, dtamente repetida (LRR). Essas regifes o0
encontradas em varios genes de resisténcia entre estes Sw-5 e Prf. O Swv-5 € um gene
clonado a partir da cultivar Stevens introgredido de Lycopersicum peruvianum a L.
esculentum. Esse gene confere resisténcia a um amplo espectro de Tospovirus
(BROMMONSCHENKEL & TANKSLEY, 1997; BROMMONSCHENKEL et 4.,
2000).

Inibidores de proteinases (PIs) s&o outros genes que séo uilizados no cortrole de
nematdides. Inibidores de tripsina expressos em batata transgénicas reduzem a
fecunddade de espécies de Meloidogyne e influenciam o destino sexud de Globodera
pallida, levando a uma produgdo de machos menores. Outras Pls que podem ser
utilizadas s0 as cisteina-protel nases, essas representam um avo particularmente atrativo
e s80 uma estratégia direta esegura de defesa, pois agem contra uma dasse de proteinase
gue ndo é expressa no sistemadigestivo de mamiferos (ATKINSON et al., 1995).

Nematbides sdo de anpla ocorréncia e causam sérios danos a diversas culturas.
As perdas mais evidentes devido a0 atague de nematGides ocorrem em regides quentes
(MALI, 1985). Uma infestacéo severa de nematdides reduz substancidmente ataxa de
fotossintese, retarda o crescimento da planta ecausa substancia redug@ na producdo em
varias culturas. Muitos géneros de nematdides tém impartncia econ@mica como parasita
de plantas, mas espécies de Meloidogyne, também chamadas de nematdides das galhas
devido aos sntomas que Gusam nas raizes, sao resporsavels pela maioria das perdas de
US$100 bilhdes anuais atribuidas aos danas causados por nematdides em todo o mundo
(SASER & FRECKMAN, 1987). Sendo assm, entre os nematbides, eles
provavelmente sd0 os causadores de danos mais importantes na agricultura, sendo
encontrados em cultivares de diversas espécies. Meloidogyne incognita e M. javanica sdo
considerados ‘parasitas universais das plantas (ATKINSON et al., 19%). Sua gama de
haspedeiros € extensiva, parasitandomais de 2.000 espécies diferentes, monacotiledoreas
e dicotiledbneas, causando a formagdo de galhas nas raizes das plantas hospedeiras
suscetivels (SASER & CARTER, 1985).

Defensivos quimicos, préticas culturais, controle biolégico e variedades
ressentes s80 s méodcs mas utilizados para o controle de nematGides, e

frequentemente utilizados de maneira integrada. O controle quimico apresenta ato custo,

11



gerdmente envolve o uso de cmpaostos do tipo carbamatos, que sdo muito toxicos e
muitas vezes ndo sao efetivos. Os problemas causadaos por nematicidas tém resultado em
severa restricdo de seu uso. Préticas culturais, tais como rotacdo de altura, sdo
amplamente usadas, mas nd s80 adequadas indviduamente. Muitos esforgos na
pesquisa tém sido feitos para produzir cultivares com toleréncia ou resisténcia a
nematdides e mmplexos de doengas, pais resisténcia e toleréncia S0 métodacs seguros,
econ@micos e faceis de usar (MAI, 1985). Porém, cultivares resistentes tém apresentado
sucesso comercial limitado, pois abrangem poucas espédes e sao restritas a determinadas
estagdes do ano (ATKINSON et d., 1995).

A berinjela é mnsiderada altamente suscetivel e boa hospedeira para nematdides
de galha (IBRAHIM et ., 1999. Nesse sentido, o presente trabalho objetivou avaliar a
resisténcia de berinjela‘EmbU controle etransgénica, contendo aregido codante do gene

orizacistatina, as espédes Meloidogyne incognita, M. javanica e M. arenaria.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material Vegetal

Neste eperimento foram utilizadas berinjedla ‘Embd’ ndo transformadas
(cortrole), adquiridas no comércio local, e plantas ‘EmbU’ transformadas com o vetor
pOZC6 (contendo a regido codante dos genes orizacistatina, [B-glucuronidase e
neomicina fosfotransferase ).

Fantas R2, ohtidas por autofeaundacdo, foram avaliadas mediante ainoculacéo
de nematdides. Foram utilizadas 30 dantas transgénicas e 20 cortroles e estas foram
colocadas para germinar em substrato (Plantmax™) e mantidas em casa de vegetacdo, na
Universidade Federa de Vigosa, Vigosa, MG. O experimento foi conduzido de setembro
aoutubro de 2001

Para aconducdo das experimentos foram obedecidas as normas de biosseguranca,
com descarte seletivo por incineracdo de todo o material transgénico envolvido ros
experimentos.

2.2. Caracterizacdo das plantas transgénicas

Para identificag@o das plantas transgénicas foi feita aextracdo de DNA, utilizando
folhas de plantas com aproximadamente 15 das de idade, segundo protocolo descrito por
FULTON et a. (1995). Para as reagOes de amplificagdo foram utilizados os primers
especificos:. NPT (GCGGTCAGCCCATTCGCCGCC) e NPTf
(TCAGCGCAGGGGCGCCOGGTT) para o gene npt |1 (neomicina fosfotransferase 1) ;
e GUS (TTTAACTATGCCGGGATCCATCCATCGC) e GUS
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(CCAGTCGAGCATCTCTTCAGCGTA) que identifican o gene uidA (5
glucuronidase). Além da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), foi redlizado o ensaio
histoqumico para deteccdo da atividade enzimética da [(-glucuronidase, segundo
BRASILEIRO & CARNEIRO (1998).

2.3. Metodologia de extracdo de ovos de nematdides, inoculacao e avaiagdo.

Ovos de Meloidogyne incognita, M. arenaria e M. javanica mantidos em
tomateiro, Lycopersicon esculentum L. var. Kada, sob condc¢es de @sa de vegetacdo,
foram lavadaos das raizes com &gua evertidos sobre uma peneira de 0,037mm (400 mesh)
de maha Os ovos foram recolhidos em um béquer. A concentragdo de ovos foi
determinada utilizando-se cémara de Neubaver.

Sementes de berinjela controle e transformada foram germinadas em vasos de 5
litros contendo substrato (Plantmax"), mantidas por 40 das, quandofoi feita ainoculagéo
dos nematGides. Apds a confirmagdo des plantas transformadas por PCR e teste
histoquimico B-GUS foram adicionadaos 5.000 ovos de cada espécie de Meloidogyne em
cada planta, mediante a pipetagem da suspensdo de ovos em orificios proximaos ao caule
das plantas. O experimento foi realizado em blocos casualizadas com 10 repeticdes.

Apds 50 das dainoculacdo, foram avaiados o nimero de galhas e de ovos das
raizes de cada planta. O sistema radicular total foi separado da planta eo solo foi retirado
da raiz sob &ua corrente. Para a extragdo dos ovos, as raizes foram agitadas em
hipoclorito de sodio comercial em uma @ncentracdo de 20% (0,1% de NaOCl) por 3
minutos. Em seguida, a solugéo foi vertida sobre peneira com 25um de malha (500 mesh)
e lavada com &gua corrente. Os ovos extraidos foram transferidas paraum redpiente om
100mL de &gua. Apds, ImL dessa solucéo foi retirada e os ovos contados, com o auxilio
da camara Neubauer, 0 nimero total de ovos foi estimado para cada planta. A formacéo
de galhas foi avaliada mediante autilizacdo de uma escalade 0-5 que @racteriza o indice
de gdhas (IG). O IG foi determinado segundo metoddogia de HARTMAN & SASER
(1985) e FASSULIQOTIS (1985), chamados agqu de HS e FA, respectivamente.

O indce de galhas é comumente utilizado para avdiar arespostade resisténciada
planta & nematdide. O indice de galhas de HS se baseia no nimero de galhas e ovos
ohtidos, enquanto o indice de galhas de FA se baseia na porcentagem de galhas ohtidas
em relacdo a cultivar suscetivel. HS considera & seguintes categorias: (0) sem galhas —
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resstente; (1) 1 a2 galhas—resistente; (2) 3 a 10 galhas —resistente; (3) 11a 30 gdhas—
suscetivel; (4) 31 a 100 galhas — suscetivel; e (5) mais de 100 galhas — suscetivel. E FA
considera: (0) sem galhas —resistente; (1) menos que 1% de galhas das plantas suscetiveis
- resistentes; (2) 2 a 10% - resistente; (3) 11 a 25% - suscetivel; (4) 26 a 50% - suscetive;
e(5) 51a100% - suscetivel.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Progénies R2 de berinjela transformadas foram oltidas e por meio de PCR,
usando-se primers especificos, seledonouse plantas contendo a inser¢do. Evidéncia
adicional da natureza transgénica das plantas €lecionadas foi fornecida mediante analise
histoqumica da expressdo do GUS As plantas PCR pasitivas também apresentaram
expressio da B-glucuronidase (dados ndo apresentados).

As berinjelas transgénicas foram suscetiveis a Meloidogyne incognita, M.
arenaria e M. javanica e as controles também foram suscetiveis a M. incognita e M.
javanica com grande nimero de galhas e nimero de ovos observados nas raizes (Tabela
1).

Tabela 1 Avadliagcd da resisténcia de plantas de berinjela transgénicas e controles aos
nematdides das galhas Meloidogyne javanica, M. arenaria e M. incognita,
pelo indice de Gahas HS (HARTMAN & SASSER, 1985 e FA
(FASSULIQTIS, 198)

Transgénica Controle Indice de Galhas
Numerode Numerode NUmerode NUmerode HS FA
ovospor  galhaspor ovospor  galhaspor
planta planta planta planta

M. javanica 57.345 770 10.946 1.056 5 ** 5 **

M.incognita  38.865 905 46.321 752 5 5**

M. arenaria 36.493 1.140 na* na* 5 ** -
na* =ndo avdiado
5** = suscetivel

Os indices de gahas observados foram 5 de acordocom HARTMAN & SASSER
(1985) e FASSULIOTIS (1985) caraderizando elevada suscetibilidade. Poucos ovos

foram obtidos de M. arenaria, dessa maneira ndo foram inoculadas as plantas controle, e
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a avdiacdo foi feita apartir doindcede HARTMAN & SASSER (1985).

Os dados obtidos nesse trabalho séo corroborados por vérios outros, dessa
maneira, berinjela éatamente suscetivel e um bom hospedeiro para nematides de galha
(NORTHMANN & BEM-YEPHET, 1979; MAHAJAN, 192; IBRAHIM et a., 1999.
Assim como para ‘EmbU’, as cultivares ‘Black Beauty’, ‘Black Long’ e ‘White Long
foram altamente suscetiveis a M. incognita com grande nimero de galhas e massss de
ovos registrados nas raizes. A infestagdo pa nematGides ndo teve deito significativo no
comprimento e peso de massa seca da raiz e parte aéreadas cultivares testadas, exceto
para‘White Long’, que teve uma redugdo significante no peso da matéria seca das plantas
(IBRAHIM et a., 1999). SONAWANE & DAREKAR (1984) testaram sessenta
cultivares de berinjela e dessas apenas ‘Bladk Beaity’ ‘ Giant de Banaras' e espécies
silvestres de Solanum apresentaram resisténcia anematoides; o mesmo foi observado por
FASSULIOTIS & DUKES (1972).

Os resultados obtidos nesse trabalho sdo discordantes com os encontrados por
VAIN et a. (1998), possvelmente, devido a diferenca no transgene utilizado no processo
de transformagdo, pais duas proteinases podem apresentar diferentes afinidades a uma
mesma proteina (ATKINSON et a., 19%). Esses autores utilizaram o OC-1A86, um
mutante no qual foi retirada o residuo 86 @ asparagina (Asp86), que otimizou a fungéo
de inibicdo da Orizacistatina. Segurdo URWIN et a. (1999, essa regido é aitica na
funcdo, pais outras modificagdes nessa regido, inclusive a substituicdo desse aminoécido
por outros, induz a uma reducdo ra dividade de inibidor de proteinase en Globodera
pallida.

A ingestdo de Oc-IAD86 das plantas transgénicas foi correlacionada cm a perda
de atividade de cisteina-proteinase no intestino suprimindo o crescimento normal de M.
incognita, com é requerido para defesa vegetal efetiva de vegetais. O crescimento de
fémea de H. schachtii e M. incognita € similarmente inibido pela expresso de
Oc-1AD8S6, dstatina modficada previne o desenvolvimento normal de fémeas de
ambas espécies de nematdides (URWIN et d., 1997).

Inibidores de proteinase tém pouwco ou renhum efeito res células vegetais e para
pesquisa tem-se a vantagem de que a &pressdo néo tem que necessariamente ser
especifica para interferir com o desenvolvimento do nematdide, porém a regulagdo por
promotores congtitutivos posali a desvantagem desse apresentar uma expressao reduzida

do transgene, necessitando de maiores estudcs para determinar promotores mais efetivos
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para utilizar com genes com patencia nematicida en plantas transgénicas (SIJMONS,
19%8). O promotor CaMV 35S constitutivo foi utilizado resta cnstrugdo, sendo uma
sugestéo a utilizag& de promotores especificos para obtencéo de respostas efetivas.
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4. CONCLUSAO

Nas condgbes em que os experimentos foram conduzidos e pelos resultados
ohtidos, conclui-se que a transgénese (a regido codante do gene orizacistatina) ndo afetou
a resposta de berinjela ‘EmbU a nematdides de galhas, M. incognita, M. javanica e M.

arenaria.
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CAPITULOII

AVALIACAO DA RESISTENCIA DE BERINJELA TRANSGENICA
CONTENDO O GENE orizacistatina A PULGOES [Myzus persicae E
Macrosiphum euphorbiae (Homoptera: Aphididae)] E A LAGARTAS

[Mechanitis polymnia E M. lysimnia (Lepidoptera: Nymphalidae)]

1. INTRODUCAO

Berinjda (Solanum melongena) tem ampla variabilidade nos caracteres
morfologicos (cor, forma e tamanho), atributos fisiolégicos, caracteristicas quimicas
(FILGUEIRA, 2000) e posali suscetibilidade a muitos patdégenos e pragas. A
introgressdo  pa melhoramento convencional ou pela biotecndogia, de genes de
resisténcia adoencas em variedades de berinjela aultivadas é necess&ria (COLLONNIER
et al., 2001).

Os problemas fitossanitérios $o0 semelhantes agqueles apresentados pelas demais
Solanaceas-fruto, como: septoriose, cancro-bacteriano, tospovirose, geminivirose, &caros
fitofagos e nematdides. Entre os insetos pragas pode-se dtar os afideos, (Myzus persicae,
Macrosiphum euphorbiae e Aphis gossypii), a mosca-branca (Bemisia tabaci e B.
argentifolii), tripes e cigarrinha (FILGUEIRA, 2000).

Os pugbes, dentre des Myzus persicae (Sulzer) e Macrosiphum euphorbiae
(Thomas) (Homoptera: Aphididag), estdo entre as pragas secund&rias da cultura de
Solanaceas. Pulgdes causam grandes prejuizos pela sucgdo cortinua de seiva, 0 que
acareta perda de oloragdo, atraso no crescimento, prgudcandg assm, 0

desenvolvimento da planta, podendoaté ocasionar suamorte (BASTOS et dl., 19%).
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Outras espécies que atacam Solanéceas em cond¢des de campo sdo Mechanitis
polymnia e M. lysimnia (Lepidoptera Nymphalidag. PICANCO (1986) verificou gie a
infestacdo de plantas pela praga tende a acontecer em periodos de ata temperatura e em
plantas bastante desenvavidas. Os adutos dessas espécies 50 babdetas de cores vivas,
facilmente cpturadas devido ao voo lento e baixo. A fémea detua apostura na superficie
adaxia da folha; os ovos 0 depositados em um mesmo local e & lagartas vivem em
colénia na superficie adaxial das folhas das Solanéceas (GALLO et d., 1978).

O melhoramento vegetal buscando a incorporacdo de resisténcia varieta e a
manutencdo da mesma € necess&ria para diminuir as perdas de producdo. Plantas
resistentes a insetos reduzem os custos, tempo e esforgos gastos na protegéo de plantas e
podem contribuir para um ambiente menaos poluido (JOUANIN et al., 1999.

Genes de resisténcia podem ser introduzidos a plantas cultivadas, pelas técnicas
de engenharia genética, auxiliando o melhoramento cléssico (JOUANIN et d., 1998). A
engenharia genética €uma ferramenta para os melhoristas complementarem as téamicas
utilizadas no melhoramento de variedades existentes, nas quais pode-se inserir genes
codificando para aracteristicas agronémicas Uteis (COLLONNIER et d., 2001).

Protocolos para introduzir genes no genoma de berinjela via Agrobacterium
tumefaciens esto dsporiveis (FARI et a., 19%; IANNACONE et a., 1995, ROTINO et
a., 1997, COLLONNIER et d., 2001). Berinj€elas transgénicas resistentes ao besouro do
colorado da batata (CPB) foram ohtidas por genes Bt crylll mutantes. Genes Bt anti-
lepidoptera cryl e cryll podem ser utilizados para verificar a sensibilidade do besouro a
toxina presente nas folhas e frutos e o possivel controle dessa praga no campo (ROTINO
et d., 1997). IANNACONE et al. (1995) inseriram em berinjela ‘Picentia® o0 gene cry3b
de Bacillus thuringiensis e 0 mesmo gene modificado por mutagénese dirigida (cryM).
Esses autores encontraram falta de expressdo dogene cry3b e com poucas modficagoes,
cerca de 5%, no gene cryM observou um aumento significativo naresisténciaao besouro.
Berinjelas transgénicas contendo o gene mutante (cryM) produziram niveis suficientes da
proteina CryllIB e gresentaram protecdo completa a0 ataque de larvas do CPB
(ARPAIA et al., 199).

Outro gene oriundo de bactéria, o ipt (isopentenil transferase), esta envolvido na
biossintese de citocinina. O ipt foi introduzido em Nicotiana plumbaginifolia com o
controle do promotor de batata 0 gene inibidor de proteinase Il induzido por ferimentos.

A expressio desse gene (ou dos genes envolvidos na produgdo de metabditos
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secundirios induzidos pela expressdo do gene ipt) € deletéria a Manduca sexta
(Lepidoptera) e Myzus persicae. Porém, a expressio em plantas ndo é compativel com a
obtencéo de plantas transgénicas com um fendtipo selvagem. O mecanismo réo esta
claro, mas suspeita-se do envolvimento de metabditos scundérios (JOUANIN et al.,
199B).

Proteinas inseticidas que interferem com a necessdade nutriciona dos insetos
tém sido cescritas. Pode-se citar como exemplos: Polifend Oxidases (geram compostos
toxicos dos componentes da dieta), inibidores de proteinase einibidores de a-amilase
privam os insetos de nutrientes por interferir com as enzimas digestivas do inseto.
Inibidores de proteinases tém ampla aceitacdo devido a sua éundancia e estabilidade.
Eles s50 usua mente muito espedficos para uma classe particular de enzimas digestivas.
Tem sido reportado dantas transgénicas expressandoinibidores de proteinases que aem
primariamente mmo retardantes do crescimento de insetos (ESTRUCH et al., 1997).

Os dfideos representam um grupo de praga ndo efetivamente controlada por
plantas transgénicas e, par isso, € importante que os efeitos das plantas transgénicas ohre
0s insetos afidofagos como antagonstas naturais sja investigado (SCHULER et 4.,
2001). Diante do exposto, os ohjetivos desse trabalho foram: avaliar o nivel de expressio
de resisténcia elou efetividade inseticida dos produos do gene orizacistatina em
linhagens transgénicas, (1) mediante a omparacdo dbs tabelas de vida de Myzus persicae
e Macrosi phum euphorbiae e (2) mortaidade (larval e pupal), durago (das fases larval e

pupal) e geafoliar consumida par Mechanitis polymnia e M. lysimnia.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal

Neste eperimento foi utilizada berinjela (Solanum melongena L. ‘Embur).
Plantas ndo transformadas utili zadas como controle, foram adquiridas no comércio local.
Berinjela transgénica foram oltidas a partir da germinacdo de sementes R1. As berinjelas
transgénicas foram transformadas com o vetor pOZC6 (contendo a regido codante dos
genes orizacistatina, 3-glucuronidase e neomicina fosfotransferase 1) .

Pantas R2, obtidas por autofecundegéo, foram avaliadas. Foram utilizados 16
plantas transgénicas e 16 plantas cortroles. Sementes dessas plantas foram germinadas
em substrato (Plantmax™) e mantidas em casa de vegetacdo, na Universidade Federal de
Vigosa, Vigosa, MG.

Para aconducdo das experimentos foram obededdas as normas de biosseguranca,
com descarte seletivo por incineracdo de todo o materia transgénico envolvido ros
experimentos.

2.2. Caracterizacdo das plantas transgénicas

Os procedimentos citados na condugéo dos experimentos sdo conforme descrito

noitem 2.2 do Capitulo 1.
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2.3. Avaliacdo da resisténcia das plantas transgénicas contendo o gene orizacistatina

ainsetos

Apésidentificacdo pa PCR (item 2.2), foram seledonadas plantas transformadas
contendo ogene orizacistatina, além de plantas controle utilizadas como testemunhas. O
experimento foi conduzido de setembro a outubro de 200Q

A metodologia de avaliaggo foi segundo procedimentos adatados pelo
Laboratério de Mangjo Integrado ce Pragas (MIP), do Departamento de Biologia Animal,
da Universidade Federa de Vigosa, Vigosa, MG.

Os experimentos foram montados em esquema fatorial 2x2 (dues linhagens de
berinjela e duas espécies de insetos). O delineamento experimental foi inteiramente
casudizado (DIC), com 8 repeticOes. Cada parcela experimental constituiu de um vaso de
pdietileno, com capaddade de 5 litros, contendo uma planta de berinjela Os dados

experimentais foram submetidos aandise de variancia (ANOVA), a 5% de significancia.

2.3.1. Pulgbes (Homoptera: Aphididae)

O afideo M. persicae foi ohtido ce plantas de berinjela infectadas em casa de
vegetagdo. M. euphorbiae foi obtido de plantas de Lycopersicon esculentum L. ‘Santa
Clara infectadas em casa de vegetagdo, mantidas pelo MIP/UFV.

Nainstalagé da pesquisa, 10 indviduos de até um dia de idade foram colocados
sobre uma folha de cada planta e a folha foi coberta com sa@ de organza (20 x 28cm),
cada espécie foi colocada em folhas distintas. A cada trés dias, foi contado o nimero de
pulgbes vivos e avaliado 0 seu estadio de desenvolvimento e o0 ndmero de ninfas paridas,
sendo as ninfas paridas e os individucs mortos removidos.

A elaboragio des tabelas de vida foi feita segundo SILVEIRA NETO et 4.
(1976), utilizando-se cmo bese 80 individuos. Trabahou-se ®™m uma geracéo de M.
persicae e M. euphorbiae.

A tabelade vida defertilidade foi constituida de:

X = intervalo deidade em semanas,
mx = fertilidade especifica (significando nimero de fémeas produzides par fémea

sobrevivente no intervalo de idade x); e,
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Ix = taxa de sobrevivéncia (propor¢do de individuos vivos no ponto médio dointervalo de
idade x).
De posse desses dadas, foram cal culados 0s seguintes parametros:
T = tempo de geragdo em semanas (0 tempo decorrido desde 0 naescimento dos pais até o
nascimento dos seus descendentes), obtidos pela seguinte formula:
_ > (MxIx.x)
>(mxIx)

Ro = taxa liquida de reproduzdo (nimero de descendentes fémeas que daréo arigem a
fémeas no curso de uma geracdo), calculada pela seguinte formula:

Ro = Z(mxIx)
rm = raz® infinitesmal de aimento popuaciona (a @pacidade de amentar em
numero), cdculada por meio da expressao:

_In.Ro
T

rm

A = razdo finita de aumento pgoulaciona (o nimero de fémeas adicionadas a popuagio
por fémea por semana). E dada por:
A=e™

Foi avdiado o efeito dcs tratamentos sohre esses parametros reprodutivos, por
meio da andlise de variancia (ANOVA), ao nivel de significancia de 5%.

A tabela de esperanca devidafoi composta das seguintes colunes:
X =intervalo de idade (semanas);
Lx = nimero médio de sobreviventes no inicio daidade x;
dx = nimero de indviduos mortos nointervalo etario x; e,
Ex = estrutura etéria (0 nimero de insetos vivos entre um intervalo de idade e oLtro),
calculada segundo a expressao:

Ex= _Latbler
2
Tx = nimero deinsetos deidade x, dém daidade x, dado pa:
Tx=Ex+Ex1+ Ewo+ ...+ By

em quew éo Utimo estédio.
ex = esperanca de vida para osindviducs de idade x, dada por:

Tx
ex=—
Lx
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100 gx= raz® de mortalidade por intervalo de idade, ou sga, € a coluna de risco. E
caculada por:

100gx = 100%
Lx

2.3.2. Lagartas (L epidoptera: Nymphalidae)

Para 0 teste de resisténcia a lagartas, foram utilizadas as espécies Mechanitis
polymnia e M. lysimnia. Massas de ovos foram coletadas no campo e mantidos até a
eclosdo em cdmara de crescimento a 25°C e 75% UR. As lagartas de cada espécie foram
depasitadas sobre folhas expand das da regido mediana de plantas com aproximadamente
Seis meses e, em seguida, cobertas com saco de organza (20 x28cm).

A cada dais dias foram avaliados 0 nimero de individuos e sua mortalidade, nas
fases de desenvolvimento dalagarta aé afase aluta, durante todo o periodo de condugéo
do experimento.

Para determinar a &reafoliar consumida pelas lagartas, mediu-se 0 comprimento e
alargura das mesmas. Apés a morte das lagartas, ou a0 consumo de toda aareafoliar, o
restante foi retirado com as devidas anatagdes. Paratd, varias folhas foram selecionadas,
fotocopiadas, cortadas e pesadas. Em seguida, um quadrado de papel de 16 c?, foi
pesado, e, por comparacdo da &rea e peso do quadrado com a fotocdpia das folhas, foi
determinado um indice (1,52). As folhas consumidas pela lagarta foram impressas,
cortadas e pesadas. A partir do indice foi determinada a area inicial das folhas e a érea
foliar restante g6s o consumo dalagarta.

As caracteristicas mortdidade, duragéo da fase larval e pupal, &rea foliar diariae
totd consumidas foram submetidas a adise de varidncia (ANOVA), 5% de

significancia, para mmparacéo doefeito dos tratamentos.
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3. RESULTADOS

3.1. Pulgdes (Homoptera: Aphididae)

Detectou-se deitos significativos das linhagens da planta quanto as caracteristicas
estudadas, exceto para tempo e geracdo. O efeito de espécie de pulgdo foi significativo
para todas as caracteristicas, enquanto que o efeito da interacdo entre linhagem da planta
e espécie de pulgéo néo foi significaivo para nenhuma das caracteristicas (Tabela 1).

Para Myzus persicae, observou-se que & caracteristicas T (tempo de geragéo), Ro
(Taxa liquda de reproducdo), rm (raz&® infinitesimal de aumento populaciond) e A
(razdo finita de aumento populacional) apresentaram as maiores meédias nas plantas
controle do que nas plantas transgénicas (Tabelas 2 e 3).

A raz&o finita de aimento papulaciona (A) foi de 2,31 e 1,88 nes plantas controle
e transgénica. 1sso significaque ao fim de 31 das, esperavam-se 16 fémeas resultantes de
cada fémea em fase de reproducdo nes plantas controle. E nas plantas transgénicas ao
final de 24 das, 8 fémeas. Sendoestes valores diferentes estatisticamente.

A tabela de esperanca de vida permite sintetizar as caracteristicas de mortaidade
e epectativa de vida para cada intervalo de idade. Observou-se que alongevidade de M.
persicae foi maior nas plantas cortrole, chegando a 28 das, enquanto nas plantas
transgénicas foi de 24 das. A esperancainicia também foi maior nas plantas cortrole
4,24, quando comparadas com 3,32 res plantas transgénicas. Para cala valor de
esperanca de vida (ex), tem-se um vaor correspordente da coluna de risco (100 g, que
indica aprobabilidade de ocorrer a morte desses indviducs antes do prazo estabelecido
pela coluna ex. O risco observado nes fases iniciais e finais em ambas as linhagens séo

proximos, porém o ciclo de vida do pulgdo foi mais répido res plantas transgénicas
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(Tabela4).
Em ambos os tratamentos houve quedarelativa apartir da primeira semana, sem a
estabilizecdo da arva. Pode-se natar que a curva das larvas tratadas com plantas

transgénicas foi menar que das larvas tratadas com plantas controle (Figura 1).

Tabela 1. Resumo da adlise de variancia das caracteristicas das tabelas de vida de
fertilidade para Macrosiphum euphorbiae e Myzus persicae (Homoptera:
Aphididae) em berinjelas transgénica e ontrole. Vigosa, MG, 2000

Fontes de variagdo QM
GL T Ro m A
Linhagens (L) 1 0,16 34807* 1,34* 2,16*
Espécie de pugéo (E) 1 2,33* 33742* 0,72* 2,94*
LxE 1 0,40 1,11 0,18 0,73
Residuo 60 0,27 37,34 0,19 0,30
Coeficiente de variagdo (%) 16,73 69,39 86,80 11,36

* Significativoap < 0,05

QM = quadrado médio; GL — graus de liberdade; T = Tempo de geragdo; Ro = Taxa liquida de
reproducdo; rm = Razio infinitesma de aimento populacional; e, A = Raz&o finita de aimento
popuaciond

Tabela 2. Médias + desvios padréo das caracteristicas da tabela de vida de fertilidade
para Myzus persicae (Homopteras Aphididag em berinjelas controle e
transgénica. Vigosa, MG, 2000

Caraderidicas Linhagens de berinjela
Controle Transgénica
Tempo de geracio (semanas) — T 307+£033 2,69+ 041
Taxaliquida de reproducéd — Ro 15,55+ 8,00 8,34+ 6,90
Razao infinitesmal de aimento popuaciona - rm 0,83+0,16 0,45+ 0,74
Raz&o finita de aumento populadonal - A 2,31+0,35 1,88+ 0,89
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Tabela 3. Tabela de vida de fertilidade para Myzus persicae (Homoptera: Aphididae) em
berinjelas cortrole etransgénica. Vigosa, MG, 2000

Controle Transgénica

X mx Ix MxIx mxixx | mx Ix mxIx mxixx | Fase

1 000 100 000 000 | 000 100 000 0,00 | Ninfa
15 000 09 000 000 | OOO 09 000 000

2 009 08 008 053 | 044 083 036 254 |Addta
25 628 071 448 4699 | 979 048 465 4883
3 849 049 414 5793 | 562 026 148 2065
35 | 1059 040 424 7416 | 785 016 128 2231
4 793 019 149 3124 | 409 014 056 1181
45 | 1000 010 100 2450| 100 001 001 031
5 367 004 014 385 : : : :
55 000 004 000 0,00

> 4705 4,78 1557 2392 | 2879 383 834 10645

X = intervalo de idade (semanas); mx = fertilidade especifica e Ix = taxa de sobrevivéncia.

Tabela 4. Tabela de esperanca de vida para Myzus persicae (Homoptera: Aphididae) em
berinjelas cortrole etransgénica. Vigosa, MG, 2000

Tratamento X Lx dx Ex TX ex 100gx
Cortrole 1 10,00 0,50 9,75 4237 424 5,00
15 9,50 0,87 9,06 3262 343 921

2 8,62 1,50 7,87 23,56 2,73 17,39

25 7,12 2,25 6,00 15,69 2,20 31,58

3 4,87 0,87 4,44 9,69 1,99 17,95

35 4,00 2,12 2,94 525 1,31 5312

4 1,87 0,87 1,44 2,31 1,23 46,67

45 1,00 0,62 0,69 0,87 0,87 62,50

5 0,37 0,37 0,19 0,19 0,50 10000
Transgénica 1 10,00 0,50 9,75 3325 3,32 5,00
15 9,50 1,25 8,87 2350 2,47 1316

2 8,25 3,50 6,50 14,62 1,77 4242

2,5 4,75 2,12 3,69 8,12 1,71 4474

3 2,62 1,00 2,12 4,44 1,69 38,09

35 1,62 0,25 1,50 231 1,42 15,38

4 1,37 1,25 0,75 0,81 0,59 90,90

4,5 0,12 0,12 0,06 0,06 0,50 100,00

X = intervalo deidade (semanas); Lx = nlimero médio de sobreviventes no inicio daidade x; dx =
nimero e individuos mortos durante o intervao x; Ex = edtrutura d&ria TX = nimero total de
insetos de idade x além daidade x; ex = esperanca de vida para os individuos de idade x; e, 100 gx
= razéo de mortali dade por intervalo deidade.
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Figura 1 Sobrevivéncia de Myzus persicae (Homoptera: Aphididae) alimentado com
berinjelas transgénica e ontrole. Vigosa, MG, 2000

Para Macrosphum euphorbiae observou-se também que & médias das
caracteristicas Ro (Taxa liquida de reproducédo), rm (razdo infinitesima de aimento
popuacional) e A (razdo finita de aumento populaciord) das plantas cortrole foram
maiores (Tabela ).

A razdo finita de aumento populaciona (A) foi de 1,79 e 1,15 nes plantas controle
e transgénica. 1sso significa que ao fim de 38 dias, esperavam-se 8 fémeas resultantes de
cada fémea em fase de reproducdo nes plantas controle. E nas plantas transgénicas ao
final de42 das, 2 fémeas. Sendoestes valores diferentes estatisticamente.

Na tabela de esperanca de vida, ao corntrério do observado para M. persicae, a
longevidade foi maior nas plantas transgénicas, chegando a 42 dias, enquanto nas plantas
controle foi de 38 das. A esperanca inicia foi maior nas plantas controle 4,30, quando
comparadas com 3,65 nas plantas transgénicas. O risco olservado nas plantas
transgénicas foi maior que nas plantas controle paranas fasesiniciais (Tabdlas6 e 7).

Em ambaos os tratamentos houve queda brusca relativa goroximadamente a 2
semanas. A partir de 4,5 semanas howe estabilizagdo da arrva. Pode-se ndtar que a airva
das larvas tratadas com berinjelas transgénica foi menar que das larvas tratadas com

berinjelas cortrole (Figura 2).



Tabela 5 Médias + desvios-padrdo des caracteristicas das tabelas de vida de fertilidade
para Macrosi phum euphorbiae (Homoptera: Aphididae) em berinjelas cortrole

etransgénica. Vigosa, MG, 2000

Caraderigticas Linhagens de berinjela
Controle Transgénica
Tempo de geracdo (semanas) — T 3,40+ 0,49 348+154
Taxaliquidade reproducéd — Ro 7,39+574 1,75+1,87
Raz&o infinitesma de aimento popuaciona - rm 0,57 +0,17 0,10+ 0,33
Razé&o finita de aumento popuaciona - A 1,79+0,31 1,15+ 0,37

Tabela 6. Tabela de vida de fertilidade para Macrosiphum euphorbiae (Homoptera:

Aphididae) em berinjelas corntrole etransgénica. Vigosa, MG, 2000

Controle Transgénica
X mx Ix mxIx mxIxx| mx Lx mxIx mxIxx Fase
1 000 100 000 000 | OO0 100 000 0,00 Ninfal
15 000 093 000 000 | OO0 084 000 0,00
2 010 086 009 061 | 035 083 029 205 Aduta
25 1,13 060 068 709 | 003 051 001 014
3 376 051 193 2695| 1,38 032 044 6,16
35 659 040 264 4616| 133 028 037 6,53
4 350 035 123 2573 214 019 040 840
45 950 005 048 1164| 186 0,09 017 4,25
5 400 003 010 280 | 000 003 000 0,00
55 750 003 019 591 | 100 003 003 084
6 200 003 005 189 | 100 0,02 002 0,56
6,5 100 003 003 112 | 000 002 000 0,00
7 . . . . 300 003 008 332
s 3908 4,81 740 12988| 1209 416 181 3224

X = intervalo de idade (semanas); mx = fertilidade especifica e, Ix = taxa de sobrevivéncia.
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Tabela 7. Tabela de esperanca de vida para Macrosiphum euphorbiae (Homoptera:

Aphididae) em berinjelas controle etransgénica. Vigosa, MG, 2000

Tratamento X Lx dx Ex TX ex 100 gx
Controle 1 10,00 0,75 9,63 4300 4,30 7,50
15 9,25 0,63 8,94 3338 3,61 6,76

2 8,63 2,63 7,31 2444 2,83 3043

25 6,00 0,88 5,56 17,13 2,85 14,58

3 513 1,13 4,56 1156 2,26 21,95

35 4,00 0,50 3,75 7,00 1,75 1250

4 3,50 3,00 2,00 3,25 0,93 8571

45 0,50 0,25 0,38 1,25 2,50 50,00
5 0,25 0,00 0,25 0,88 3,50 0,00
55 0,25 0,00 0,25 0,63 2,50 0,00
6 0,25 0,00 0,25 0,38 1,50 0,00

6,5 0,25 0,25 0,13 0,13 0,50 10000

Transgénica 1 9,38 1,50 8,63 3419 3,65 16,00
15 7,88 0,13 7,81 2556 3,25 1,59

2 7,75 3,00 6,25 17,75 2,29 3871

25 4,75 1,75 3,88 11,50 2,42 36,84

3 3,00 0,38 2,81 7,63 2,54 1250

35 2,63 0,88 2,19 4,81 1,83 3333

4 1,75 0,88 1,31 2,63 1,50 50,00

45 0,88 0,63 0,56 131 1,50 71,43
5 0,25 0,00 0,25 0,75 3,00 0,00

55 0,25 0,13 0,19 0,50 2,00 50,00
6 0,13 0,00 0,13 0,31 2,50 0,00
6,5 0,13 0,00 0,13 0,19 1,50 0,00

7 0,13 0,13 0,06 0,06 0,50 10000

X = intervalo deidade (semanas); Lx = nlimero médio de sobreviventes no inicio daidade x; dx =
nimero de individuos mortos durante o intervalo X, Ex = edtrutura @éria; Tx = numero total de
insetos de idade x além daidade x; ex = esperanca de vida para os individuos de idade x; e, 100 gx

= razéo de mortali dade por intervalo deidade.
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Figura 2. Sobrevivéncia de Macrosiphum euphorbiae (Homopteras Aphididae)
alimentado com berinjelas transgénica econtrole. Vigosa, MG, 2000

3.2. Lagartas (Nymphalidae: L epidoptera)

Das caracteridticas avdiadas verificou-se aiséncia de normdidade e de
homogeneidade de variancia para mortalidade larval, areafoliar consumida por dia em
centimetros quadrados e &reafoliar consumida por dia em porcentagem, as quais foram
submetidas a transformacdo dos dados para acoseno(x)/100, raiz(x+0,5) e log(x),
respectivamente.

N&o se observou significancia nas caracteristicas mortalidade larval, mortali dade
pupal, duraggo do periodo pupal dos efeitos da linhagem da planta, de lagarta einteragdo
entre linhagem de planta e espécie de lagarta, exceo para a duragdo larval que foi
significativamente diferente para @& espédes de lagata Em relacdo a aea foliar
consumida pelas lagartas, observou-se que ndo houve diferenca entre alinhagem da
planta e na interacdo entre linhagem da planta e espécie da lagarta, porém houve
diferenca em todos os parémetros avaliados (&rea foliar total e didria cnsumida em
centimetros quadrados e porcentagem) quando analisada & espécies de lagarta (Tabela
8).

Os dados referentes & mortaidade e duragéo das fases larvais e pupais de M.
lysimnia e M. polymnia estdo resumidos na Tabela 9 e as médias da &eafoliar consumida

por M. lysimnia e por M. polymnia, em ambaos gen@tipaos, estdo na Tabela 10.
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Tabda 9. Médias + erros-padréo da mortalidade e duragdo da fase larva e pupal de

Mechanitis lysimnia e Mechanitis polymnia (Lepidopgera: Nymphdidae) em
berinjelas cortrole etransgénica. Vicosa, MG, 2000

Caraderigica  Fase Mechanitislysmnia Mechanitis polymnia
Controle Transgénica Controle Transgénica
Mortalidede  Larva 81,25+9,90 70,00+ 19,15 93,75+4,20 9250+6,20
(%) Pupa 47,62+2897 73,75+1375 58,33+8,33 70,00+ 30,00
Duragio Lava 20,00+4,08 1533+4,10 8,50+ 3,29 9,63+ 3,27
(dias) Pupa  933+120  10,50+050 850+150  1250+150

Tabela 10. Médias + erros-padréo da &rea foliar consumida por Mechanitis polymnia e
M. lysmnia (Lepidopteras Nymphalidae) em berinjelas controle e

transgénica. Vigosa, MG, 2000

Areafoliar consumida Mechanitislysmnia Mechanitis polymnia
Controle Transgénica Controle Transgénica
Totd (%) 71,81+ 8,83 71,44+7.21 21,88+ 11,58 22,57+ 13,86
Por dia (%) 28,31+ 8,46 22,00+4,31 5,14+ 3,85 3,01+£2,02
Tota (cn?) 83,39+ 1327 7514+ 10,57 2292+1239 2756+ 16,91
Por dia (cn) 27,71+735  21,56+455 453+ 3,08 357+227
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4. DISCUSSAO

4.1. Pulgfes (Aphididae: Homopter a)

O efeito da espécie de pugéo foi significativo para todas as caracteristicas
estudadas indicando que essas espédes apresentam comportamentos diferentes obre
cada tipo & berinjela estudada. Os efeitos das linhagens da planta quanto as
caracteristicas estudadas também foram significaivos, exceto para tempo de geracgo,
indicandoque aplantatransgénica dterou ociclo hiolégico de ambos pulgdes (Tabela l).
Pode-se sugerir que o gene exégeno pode ter efeito negativo sobre as caracteristicas Ro
(Taxa liquida de reproducdo), rm (raz® infinitesmal de aumento populaciord) e A
(razdo finita de aumento popuacional), uma vez que as médias encontradas nas plantas
transgénicas foram menores do e as encontradas nas plantas controles (Tabelas 2 e 5).

Estes dados estdo de aordo com os resultados obtidos SCHULER et a. (2001),
em que uma linhagem de nabo expressndo o inibidor de dsteina-proteinase
(orizacistatina 1) foi utilizada como aimento para espédes de afideos e esses cresceram
powo. O gene orizacistatina tem sido amplamente utilizedo para transformagéo de
grupos de plantas, tendo un espectro de dividade maior que d-endotoxinas Bt.

As tabelas de vida de fertilidade e de esperanca séo uilizadas em estudos de
biologia dos insetos. Foram originamente desenvdvidas para estudos de popuagies
humanas, sendo adaptadas para investigagdes de popuagdes naturais de insetos. Essas
s80 de grande valia para a compreensdo da dindmica popuacional de uma espécie, pois
ness tabela constam dados essenciais condensados de uma populacdo com relacdo ataxa
de mortalidade, sobrevivéncia e esperanca de vida. Pois dentro de uma popuagéo, cada

individuo apresenta sua propria velocidade de desenvolvimento, longevidade e
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fecunddade, sendo tais fatores comumente express em termos médios da populagdo
(SILVEIRA NETO et d., 1976).

No presente trabalho, observou-se que para M persicae, a longevidade foi maior
nas plantas controle (28 dias), que nas plantas transgénicas (24 das). A esperancainicial
também foi maior nas plantas controle (4,24), quando comparadas com as plantas
transgénicas (3,32). O risco olservado para as fases iniciais e finais em ambaos 0s
gendtipos €0 préximos, porém o ciclo de vida do pulgdo foi mais curto nas plantas
transgénicas (Tabela4).

Para Myzus persicae, RICCI et al. (1999) encontraram variagéo ncs parametros da
tabela de vida, nas variedades de Lactuca sativa estudadas. Os valores ohtidos nas plantas
controle foram préximos quando comparados com os dadaos ohtidos em couve (Brassica
oleracea) por ANIL & SINGH (1997), que obtiveram 2831 das de tempo e geracdo
(T), taxainfinitesimal de aimento (rm) de 0,153 e por BASTOS et d. (1996) que para T
observou 14,33 daserm igual a0,237.

Para M. euphorbiae, assm como para M. persicae, observou-se que as
caracteristicas rm, Ro e A das plantas transgénicas foram menores comparativamente &
plantas controle (Tabela 5). Para essa espécie ndo foram encontradas referéncias na
literatura para comparacéo das respostas oltidas, ainda néo foi utilizada para avdiacéo de
transgénicos contendo 0 gene orizacistatina. Corntudo, outros genes estéo sendo
estudados buscando resisténcia aafideos. Entre esses pode-se dtar o gene Meu-1, que
conferiu iniciamente resisténcia a nematdide e a infestagdes do afideo Macrosiphum
euphorbiae (VOSet d., 1998). Ainda, expressdo de GNA (Galanthus nivalis) em tabaco
resultou em protecdo adiciona cortra os afideos M. persicae e, em batata, contra os
afideos M. persicae e Aulacorthum solani (JOUANIN et a., 1998). Os &fideos
representam um grupo de praga ndo controlada efetivamente pelas plantas transgénicas
atuais, e por isso é importante que os efeitos das plantas transgénicas bre os insetos
afidofagos como antagonistas naturais sgjam melhor investigados (SCHULER et 4.,
2001).
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4.2. Lagartas (Nymphalidae: L epidoptera)

Apesar das espécies estudadas srem proximas, suas respostas biolégicas as
condicOes experimentais foram diferentes. Esss se dimentaram em quantidades
diferentes do limbo foliar e aduracdo do periodolarval também foi diferente. Observou-
Se gque planta transgénicando foi efetiva no controle dessa praga (Tabela 8).

Os peptideos inibidores (Pls) de proteinases s80 um grupo extremamente
resstente & protedlise e sdo identificados como inibidores de todss as classes de
proteinases. Possuem ainda, amplos espectros de a&&o, e parecem conter propriedades
similares aos anticorpos, predpitando proteinases intestinais (CHRISTELLER et d.,
199%). O mecanismo de a&&o beseia-se na inibigéo competitiva de uma proteinase, via
bloqueio de sua atividade proteolitica. De acordo com sua espedficidade, esses peptideos
podem ser divididos em quatro classes: serino-, cisteina-, metalo- e, aspartil-protei nases.
Pls interferem no desenvolvimento e crescimento das larvas e em alguns casos causam a
morte do inseto (JOUANIN et d., 1998). A proteina dficada peo gene ozc
(orizacistatina) € um exemplo de dsteina-proteinase identificada en arroz, e parece estar
envolvida no controle da protedlise enzimatica de glutelina sintetizada durante o tempo
de florescimento a amadurecimento, devido a expressao coordenada desses mRNAS. Foi
encontrada também em sementes de arroz uma cisteina-proteinase que hidroliza
eficientemente glutelina eé completamente inibida por uma @ncentracéo equimolar de
Orizecistatinain vitro (ABE et al., 1987).

A presenca do gene orizacistatina | (OCl) ndo teve efeito deletério em larvas de
ambas espécies de Mechanitis, porém segurdo LECARDONNEL et d. (199) batata
contendo OCI apresentou efeito deletério nasobrevivénciadalarva de CPB, e adiferenca
observada entre & diferentes linhagens transgénicas pode ser relatada adiferencas na
expressio de OCI. Cigteina-proteinases 80 comumente consideradas como sendo o
maior tipo de proteases digestivas em Coleoptera, e espedamente no lesouro do
colorado da batata. Muitos estudcs tém sido feitos para aavdiar o impado das cistatinas
no crescimento e desenvavimento do CPB, e sua posgvel utilidade como agente para
controlar este inseto (LECARDONNEL et d., 1999). Contuda em Lepidoptera eDiptera
a principa classe de proteinases € serina e a obtencdo de plantas mais resistentes a

Lepidoptera pelo uso de inibidores de serina proteinases de diferentes origens tem sido
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reportada (JOUANIN et d., 1998).

Muitas evidéncias demonstraram que os insetos podem adaptar-se a ingestdo de
Pls. Lepidoptera eColeoptera podem superexpressar proteases existentes no intestino, ou
induzir a produgdo de novos tipos insensivels a PIs introduzidas e sobrepor os efeitos
deletérios da ingestdo de PIs, pais insetos possuem um conjunto génico complexo de
proteases e esse permite alaptacén. Isto pode ser sobrepuado pela expressio de
diferentes tipos de PIs, e/lou pr aumento da afinidade das PIs introduzidas para &
proteases alvo dcs insetos. A Ultima estratégia pode ser testada usando PIs modificadas
com afinidades otimizadas para proteases. A combinagéo de Pls inibindo diferentes tipos
de proteases ou asciagd de Pls com outros genes de resisténcia € uma estratégia que
poce ser melhor explorada (JOUANIN et al., 1999.

Alta mortalidade foi encontrada em ambas as lagartas nas nosos experimentos.
Segundo PICANCO (1986) a mortalidade de Mechanitis polymnia é dtissma enm
condigdes de ampo, pais parasitéides e distirbios fisiol6gicos acarretam a ocorréncia de
pupes mal-formadas. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo sem a
presenca de parasitoides, e portanto, essa dta mortalidade pode ter ocorrido devido a
fatores climéticos ndo controlados, problemas de adaptabilidade ao hospedeiro, ou ainda,
metodol ogia inadequada de conduwgdo dcs experimentos.
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5. CONCLUSOES

Foram avaliadas progénies R2 de plantas transgénicas contendo a regido codante
do gene orizacistatina visando verificar a efic&cia desse gene no cortrole de pragas de

Solanum melongena. Conclui-se que:

+ Ociclo bolégico de Myzus persicae e Macros phum euphorbiae foi aterado, sendo
gue a taxa de reproduzéo, raz infinitesima de aimento e raz® finita de aumento
S0 menores nas plantas transgénicas.

+ As plantas transgénicas utilizadas nesse estudo réo apresentam atividade sobre a
mortalidade e durac@ des fases larvais e pupas de Mechanitis polymnia e M.
lysimnia.

+ Tabeas de vida de fertilidade e esperanga sio metoddogias efetivas para aavaliagdo

de resisténcia em plantas transgénicas.
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CAPITULOII

ANALISE DA ATIVIDADE GENOTOXICA INDUZIDA POR BERINJELA
TRANSGENICA PELO TESTE DE MUTACAO E RECOMBINACAO SOMATICAS
(SMART) EM ASAS DE Drosophila melanogaster

1. INTRODUCAO

A berinjela é uma espécie de importancia econdmica mundia e devido ao seu
fécil cultivo in vitro e por apresentar respostas stisfatorias, a transformag@o mediada por
Agrobacterium tumefaciens oferece posshilidade para introduzir genes de interesse ean
gendtipos elite (GURI & SINK, 1988 FARI et al., 19%; ROTINO et d., 1997
COLLONNIER et d., 2007).

A transformacio genética é a técnica na qual ocorre a insercdo de um gene
ex6geno em um genoma receptor sem o envolvimento de fusdo de gametas
(BRASILEIRO & DUSI, 199). Essa ndo olrigatoriedade de compatibilidade sexual
entre os individuos € uma das vantagens desta tecndogia. Caracteristicas de interesse
podem ser transferidas entre plantas, animais, bactérias e fungas. O objetivo principal
dess técnica €a introducdo de genes sem dterar suas demais caracteristicas (SILVA-
FILHO & FALCO, 2001).

Apesar do aumento no nimero de pesquisas e produzdo de transgénicos para
comercializagép, varias questes relativas a seguranca dos transgénicos sdo levantadas
(DUNWELL, 2000). Essas controvérsias em torno de Organismos Geneticamente
Modficados (OGMs) tém sido relatadas na midia e na literatura cientifica devido a

escassez de informagdes ©hre os posdvels riscos a salde humana e @ ambiente. Os
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OGMs possuem beneficios potenciais tais como ganho de produgdo, diminuicdo do uso
de insumos agricolas e aimento ra tolerancia a estresses ambientais. Entretanto, so
levantadas hipéteses dos efeitos deletérios a popuagdo de insetos benéficos e a
organismos do solo, dém de aumento da exposicdo de humanos, gado e animais
selvagens a toxinas, alergénicos e outros compostos. Alguns autores alegam que ainda
ndo h& mnhecimento cientifico adequado pera prover autorizacdo pera utilizacdo de
OGMs (CLARK & LEHMAN, 200L). Esses mesmos autores alertam que ndo se poce
generadizar quando a questdo € seguranca, pais ndo se pode dizer que os OGMs 0
seguros o suficiente para 0 consumo humano baseado em testes de curto tempo de
toxicidade aguda, utilizando rato como modelo preditivo para outras espécies, ou ainda,
sem testes que determinam a resposta imunadagica da popuacdo. DOMINGOS (2000
observou que mesmo com tantas questdes a serem resolvidas, das aproximadamente 70
pulicacOes atuais ®bre seguranca dos OGMs, 60 oferecem opinides e apenas 8 o
baseadas em experimentos.

Dessa maneira, tornam-se indispensavels estudcs para determinar o
comportamento dos genes inseridos no genoma hospedeiro, a interacéo do transgénico
com o ambiente e os efeitos dos transgénicos consumidos nos diversos animais, dentre
estes 0 hanem, de forma a fornecer maiores subsidios quanto a utilizaggo segura ou néo
destatecndogia.

Um teste que pode ser utilizado é o SMART (Somatic Mutation And
Recombination Test) que se baseia nas mutagbes e recombinacbes méticas
indwidas ou rBo pa compaostos utilizados na dimentacdo de larvas de Drosophila
melanogaster. O SMART é baseado no fato que durante o desenvolvimento
embriogénico inicial, grupcs de céulas (discos imaginais) originam separadamente
uma regido do corpo da mosca adulta por mitose, durante o desenvolvimento larval
(GUZMAN-RINCON & GRAF, 1995. Se uma alteracio genética ocorre em uma das
células dos discos imaginais, esta alteracd podera estar presente em todas as cdulas
descendentes e formard um clone de células mutantes, que pode ser verificado em
apenas uma geragdo da mosca (GUZMAN-RINCON & GRAF, 1995.

Nesse teste, sG0 detectados na asa 0 marcador multiple wing hairs (mwh), uma
mutagdo viavel completamente recessiva mantida em uma linhagem mwh homozigata. A
mutacdo mwh esta localizada proxima a porgao distal do brago esquerdo do cromossomo

3 e, em condi¢do homozigata produz multiplos tricomas por céula, ao invés de tricomas
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Unicos normais (GUZMAN-RINCON & GRAF, 19%). O outro marcador recessvo,
flare (flr), esta locdizedo no Wago esguerdo do cromossomo 3 em uma posicéo
proximal, produz pélos malformados nas asas com formade chama. Todos os trés aeos
mutantes flr conhecidos 80 recessvos zigoticos letais, ou sga, os zigotos homozigdéticos
recessivos para esta caracteristica ndo sdo capazes de atingirem a fase aduta Em
contraste, células homozigotas nos discos imaginais da a&a sdo viaveis e ocasonam
manchas mutantes. Devido a letalidade zigotica, aelos flare tém sido mantidos em
estoques com cromossomos baanceadores carregando inversdes multiplas e um
marcadar dominante, letal quando hamozigato, TM3/Bd® Third multiple 3, beaded-serate
(GUZMAN-RINCON & GRAF, 19%).

Vérios compostos e misturas complexas foram avaliados pdo SMART visando
verificar efeito genatdxico (hidrato de doral) ou antigenatdxico (café solavel, Moringa
oleifera, &cido ascorbico) (ZORDAM et a., 19%; OLVERA et al., 199%; ABRAHAM &
GRAF, 19%; NEPOMUCENO, 199), pos o DNA e seus preaursores estéo
constantemente submetidos a agdo de fatores fisicos e quimicos, provenientes tanto do
meio ambiente quanto do metabdismo do préprio do aganismo, que sdo capazes de
influenciar nataxa de mutacéo (CARVALHO, 1987).

Apesar das vantagens dess teste edas varias substancias testadas, até o momento
ndo se detectou relatos na literatura do wso do SMART na avdiagdo dcs possive's efeitos
genotoxicos causados par consumo de alimentos transgénicos. Dessa maneira, 0 oljetivo
deste trabalho foi verificar se os extratos de berinjela, nos quais foram incorporadcs os
genes das construgdes pCLDO04541 (contendo as ORFs do neomicina fosfotransferase e
Sw-5), pRGG hpt (higromicina fosfotransferase e [-glucuronidase) e pOZC6
(orizocistatina, [B-glucuronidase e neomicina fosfotransferase 1l), estdo associadas a
genotoxicidade pelo SMART.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material Vegetal

Neste experimento foram utilizados frutos de berinjedla (Solanum melongena)
‘EmbU . Plantas ndo transformadas foram adquiridas no comércio locd e utili zadas como
controle. Plantas transgénicas foram transformadas com os vetores pOZC6 (contendo a
regido codante dos genes orizacistatina, B-glucuronidase e neomicina fosfotransferase
1), pCLDO 04541 (contendo Sn-5 e neomicina fosfotransferase) e pRGG hpt
(higromicina fosfotransferase e B-glucuronidase), chamados de OZC, SW5 e HPT,
respectivamente (Figura 1).

Foram avdiadas plantas R2 dbtidas por autofecundacéo das plantas transgénicas
transformadas com 0 pCLDO 04541, R1 com pOZC6 e R1 com pRGG hpt mediante a
alimentacdo delarvas de D. melanogaster cedidas pelo Prof. Mério A. Spand (Intituto de
Genética eBioqguimica da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG), ohtidas
do kanco origina do Prof. Ulrich Graf (Ingtitute of Toxicology ETH and University of
Zurich, Schwerzenbad, Switzerland).

As plantas foram germinadas em vasos de 5 litros com substrato (Plantmax”) e
mantidas em casa de vegetag®, na Universidade Federd de Vigosa, Vigosa, MG. Os
frutos foram coletados, lavados sob agua @rrente @wm detergente neutro, pesados,
fatiados e amngelados & —-8(PC, para posterior liofilizagdo. Apés a desidratagdo, esses
frutos foram novamente pesados e mantidos em sacos plésticos hermeticamente fechados,
dentro de um frasco contendosilica gel, a-8C0°C. A partir do peso fresco e peso seco foi
determinada a quantidade de &ua necessaria para o restabeledmento daumidade inicia.
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A) pCLDO 04541

LB camvass npt ocs3 TC134 RB

I'— “—]

B) pRGG hpt

Promotor
LB CaMV 35S B-gus RB

[ —-—_ ‘_]

C) pOZC6

CaM V35S npt 11 0zC CaMV 355

l-'- ]

Figura 1. Vetores utilizados na transformacé de berinjela ‘Embd’. A = Vetor
pCLDO 04541; B = Vetor pRGG hpt; e C = Vetor pOZC6; LB: borda esquerda;
CaMV 35S; promotor do RNA 35S do CaMV; npt: neomicina fosfotransfer ase;
0cs3: sinais de terminac@ do gene ocs3; TC134: clone contendo o gene Sw-5;
hpt: higromicina fosfotransferase; [-gus. [B-glucuronidase; nos. sinais de
terminacdo do gene nos, nptll: neomicina fosfotransferase Il; ozc:
orizacistatina; RB: borda direita. A e B (Adaptado ce PICOLI, 2000), e C
(cedida pelo Prof. Istvan Nagi, Goddl 6, Hungary).
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No laboratorio de Citogenética e Mutagénese da Universidade Federa de
Uberléndia, Uberlandia, MG, foi adicionado em cada fruto, separadamente, o dobro da
guantidade de &gua destilada e estéril e esta solucdo foi triturada e filtrada, para a
separacdo e descarte dos fragmentos mais grossiros. Foram utilizados 5mL destas
solugdes.

Para aconducdo dcs experimentos foram obedecidas as normas de biosseguranca,
com descarte seletivo por incineracdo de todo o material transgénico envolvido ros
experimentos.

2.2. Caracterizacdo das plantas transgénicas

Para identificacdo das plantas transgénicas foi feita extragéo de DNA, utilizendo
folhas de plantas com agproximadamente 5 meses, segundo protocolo descrito pa
FULTON et a. (195). Para & reagbes de amplificagd4 foram utilizedos primers
especificos. Para a comstrugdo pOZC6 foi utilizado o primer:  NPTr
(GCGGTCAGCCCATTCGCCGCC) e NPTf (TCAGCGCAGGGGCGCCCGGTT) que
amplificam o gene npt 1l (neomicina fosfotransferase Il) ; para pCLDO 04145: “3331" e
“19 pst” que amplificam um fragmento contendo a ORF do gene Sw-5; e para pRGG hpt:
HPTr (TCAGCTTCGATGTAGGAGGGCGTGG) e HPTf
(CGCTTCTGCGGGCGATTTGTGTACG). Além da PCR, foi redlizado o ensaio
histoqumico para deteccdo da atividade enzimética da [-glucuronidase, segundo
BRASILEIRO & CARNEIRO (1998).

2.3. Teste para deteccdo de mutacdes e recombinacbes smaticas em células de asas
de Drosophila melanogaster para avaliacdo do potencial genotéxico de plantas

transgénicas

O genoxizal [2 H - 1, 3, 2-Oxazdosforina—2 - amina, N, N-Bis (2—Cloroetil)
tetrahidro, 2 - Oxido] (Laboratério Asta Médica Ag., Frankfurt, Alemanha) conhecido
como Ciclofosfamida (CPH) foi gentilmente fornecido pelo Dr. Rogério Agenor de
Araljo do Hospita do Céncer, Uberlandia, MG. Este agente quimico foi dissolvido em
agua degtilada no momento em que foram realizados os tratamentos das larvas. Foram

utilizados 5mL de solugéo com concentraggo de 5mM.

53



Foram utilizedas agua destilada e estéril e solugdo de CPH 5mM, como controles
negativo e positivo, respectivamente. Além destes, foram feitos tratamentos com extratos
dos frutos de berinjela ntrole e berinjelas transformadas contendo a onstrugdo dos
vetores pOZC6, pCLDO04541 e pRGG hpt. Estes extratos foram utilizados na
aimentacdo dbs larvas de D. melanogaster no teste para deteccéd de mutagdes e
recombinagfes sométicas (SMART) segundo metoddogia descrita por GRAF et al.
(1984).

Neste teste foram utilizadas as fguintes linhagens de D. melanogaster:

* Multiple wing hairs (mwh), com constituicdo génicay; mwh jv.

* Flare-3 (fIr®), com constituicéo genética fir¥/In(BLR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx** e
Bd.

« ORR; flare-3 (ORR; fIr®), com constituicio genética ORR; flr¥/In(3LR)TM3, ri p° sep |
(3)89Aa bx** e Bd®.

Os estoques de D. melanogaster sdo mantidos em frascos de % de litro contendo
meio de altura para D. melanogaster [820mL de &gua, 25g de fermento de péo
(Saccharomyces cerevisae), 11g de &jar, 1569 de banana, 1g de nipagin].

Dois cruzamentos foram feitos, sendo que no pimeiro, fémeas virgens da
linhagem fir¥/In(BLR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx** e Bd® foram cruzadas com mechas
mwh jv, cruzamento pedréo (Sandard cross - ST); e no segundg fémeas virgens ORR;
fir¥IN(BLR)TM3, ri p° sep | (3)89Aa bx** e Bd® foram cruzadas com machos mwh jv,
cruzamento de dta bioativacao (High Bioactivation cross - HB) (GUZMAN-RINCON &
GRAF, 1995). De anbaos cruzamentos foram obtidos os descendentes marcador trans-
heterozigoto (MH: mwh + / + fir®) e balanceador heterozigoto (BH: mwh + / + TM3, Bd).

Ovos foram coletadas por um periodo ¢k 8 horas em frascos contendo uma base
solida de &jar (3% de &ar em &gua) e uma camada de fermento de p&o (S cerevisae)
suplementado com sacarose, quantidade suficiente para que fervatrés vezes. Apés 72 + 4
horas, larvas de 3° estédio foram lavadas com &gua @rrente e coletadas com auxilio de
uma peneira de maha fina. Grupos de aproximadamente 100 larvas de ambos os
gendtipos foram transferidas para frascos contendo 15g de puré de batata instanténeo
(Yoki Alimentos SA.) e 5SmL de etratos de berinjelas controle e transgénica, e os
devidos controles negativo (agua destilada estéril) e positivo (solugdo de CPH 5mM).

Aslarvas de 3° estadio foram submetidas a um tratamento crénico por um periodo

de aproximadamente 48 horas (Figura 2). As moscas adutas emergentes das pupes foram
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coletadas e fixadas em etand 70%. As asas foram extraidas dos indviduos aduitos,
estendidas e fixadas sobre |aminas com solugdo de Faure (GRAF et d., 1984).

A andlise das laminas foi realizada sob microscopio éptico, aumento de 400x. O
numero, os tipos, a pasicdo e o tamanho dhs manchas encontradas nas asas foram
registrados. Aproximadamente 24.800 células foram analisadas por asa. Manchas smples
pequenas ou gandes, multiple wing hairs ou flare®, e gémeas multiple wing hairs e flare®
foram os fen@ipos ohtidos e foram produzidos por diversos tipos de mutagfes, assim
como pa recombinagdo mitética.

O experimento foi conduzido em duss etapas. Na primeira etapa (Experimento 1)
foi utilizado um fruto de cada planta, sendo un controle e trés plantas transformadas
(HPT-1, OZC-2 e SW5-3). Na segunda dapa (Experimento Il) foram repetidos estes
tratamentos e arescentado mais um fruto de plantas provenientes de eventos
independentes de transformago, contendo os genes Sw-5 e orizacistatina. O fruto OZC-2
foi novamente diluido a uma concentracdo de 25%. Além desses tratamentos, no
Experimento 11, foram agquecidos os mesmos frutos (HPT-1, OZC-2 e SW5-3) da
primeira etapa. O aquecimento foi conduzido a45°C por 30 minutos, em banhomaria.

Estadio Larval

Pupa
Ovo | o i Adare
I I | | | Adulta
0 24 48 72 120(horas)
Esquema de _ _ n
EXPOSiGao: _ — oh ] Ao
—_— 6h
.............. ?g I:]] Crénlca
96 h

Figura 2 Esguemas de exposicéo aguda e conica, de larvas de Drosophila melanogaster
dos cruzamentos ST e HB, com berinjelas controle etransgénica (contendo as
construgbes dos vetores pCLDO04541 pRGG hpt e pOZC6), cortrole
positivo (CPH) e ontrole negativo (&gua destilada estéil ).+ Tratamento
cronico uilizedo.

A avaiagéo dh atividade genotoxica dos extratos de berinjela, as frequéncias de

manchas das ries tratadas foram comparadas com o cortrole negativo. Sendo qe a
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andise estatistica foi feita de acordo com o teste do qui-quadrado (x?) para proporcoes,
bicaudal, em nivel de significancia de 5%, conforme descrito por FREI & WURGLER
(1988).

2.4. Microscopia eletr dnica de varredura

Asas de Drosophila melanogaster foram coletadas, fixadas em etand 70%, e pés-
fixadas com tetroxido de 6smio a 1%, por cerca de 1 hora e 30 minutos, preparados com
tampdo fosfato de patéssio, para serem analisadas a0 microscopio eetrdnico de
varredura. ApGs a desidratacdo do material em série etandlica foi feita asecagem em
porto critico, utilizando CO, em equipamento Balze's (modelo CPD 020), com fixagéo
em supate préprio, com fita alesiva dugda faee e ola de arborp. Para acobertura
metalica ®m ouro, foi utilizado o proces de pulverizagdo catddca em equipamento de
Balzers (Modelo FDU 010). A observaggo e adocumentacdo fotogréfica foram feitas
com 0 wso de microscopio de varredura Jeol (JSM T200), a 15 KV, do departamento de
Fitopetologia da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG.

2.5. ldentificagdo das bactérias isoladas dos frutos de berinjela utilizados no
SMART

FragOes de todcs os frutos liofilizedos das plantas transgénicas e controle
utilizadas no SMART, foram mantidos &—-80°C e posteriormente utilizados para deteccéo
de Agrobacterium tumefaciens. Os quais foram rehidratados com &gua destilada e estéril,
e esss suspensdes plagueadas sob condgdes estéreis e avaliadas pelo teste Ketolactose
(BERNAERTS, 1963).
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3. RESULTADOS

Alimentagéo cronica por 48h e larvas derivadas dos cruzamentos padréo (ST) e
de dta bioativacio (HB) foi realizada s multaneamente, de modo que as larvas obtidas de
ambos cruzamentos foram tratadas b condigdes idénticas e repetidas em experimentos
independentes.

Em cada experimento foram testados frutos liofilizados de berinjela controle (ndo
transformada) e transgénicas HPT, OZC e SWS5, frutos 1, 2, 3, 4 e 5 chamados
respectivamente de HPT-1, OZC-2, SW5-3, OZC-4 e SW5-5. No Experimento | foi
testado um fruto de cada transgénico (HPT-1, OZC-2 e SW5-3). No Experimento |1
foram repetidos esses frutos in natura e sob aguecimento e, aaescentados mais um fruto
OZC e um SW5, chamados de OZC-4 e SW5-5. Além dessss, diluiu-se 0 extrato do fruto
0OZC-2 a uma @ncentragdo de 25%. Cada experimento também continha um cortrole
positivo (CPH) e um negativo (&gua).

Foram observados os fendtipos mutantes nas asas de Drosophila melanogaster
por andlise em microscopio fotnico (Figura 3) e documentados por e etromicrografia
(Figura4).

As frequéncias de manchas observadas nos descendentes de D. melanogaster
tratados com extrato de berinjelain natura no Experimento | séo demonstrados na tabela
1 e 0 Experimento || natabela 2. Nessa esti descrito os tratamentos realizados com larvas
obtidas por meio dos cruzamentos ST e HB, a oncentracdo do extrato, 0 nimero de a&as
analisadas, bem como 0 nimero de manchas encortradas por asa, e o tipo. manchas
simples pequenas (uma ou duas células), manchas simples grandes (mais de duas
céulas), manchas gémeas e 0 nimero total de manchas.

Os descendentes do cruzamento ST do Experimento | tratados com CPH
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apresentaram para & frequéncias de manchas grandes smples, resultado pasitivo; para &
manchas gémeas, inconclusivo e, para & manchas pequenas smples e para nimero tota
de manchas, fraco paitivo, quando comparado com as frequéncias observadas no
controle negativo. Para Berinjela controle houve resultados inconclusivos para manchas
pequenas simples e nimero total de manchas, e, negativos para manchas grandes smples
e manchas gémeas. Enquanto que para HPT-1 foram verificados resultados inconclusivos
para todas as frequéncias, exceto para nimero total de manchas, que foi positivo. Para
0OZC-2 todos apresentaram resultados negativos; para SW5-3 as frequéncias de manchas
grandes smples e manchas gémeas foram inconclusivas, e as manchas pequenas smples
e numero total de manchas apresentaram resultados positivos. J& para os descendentes do
cruzamento HB, tratados com CPH, foram obtidos resultados positivos para todas as
frequéncias andlisadas, todos os tratamentos (Berinjelas HPT-1, OZC-2 e SW5-3)
apresentaram resultados negativos.

No cruzamento ST do Experimento Il, os descendentes tratados com CPH
apresentaram resultados positivos para manchas pequenas smples e nimero total de
manchas, e inconclusivos para manchas grandes smples e manchas gémeas. Nos
tratamentos, todcs apresentaram resultados negativos para manchas peguenas simples,
manchas grandes smples e nimero tota de manchas. Para manchas gémeas, os
tratamentos berinjela HPT-1 e berinjela OZC-4 apresentaram resultados negativos e todcs
os outros, inconclusivos. No cruzamento HB, os descendentes tratados com CPH
apresentaram resultados pasitivos para manchas pequenas ssimples, manchas grandes
simples e nimero total de manchas, enquanto gue para manchas gémess o resultado foi
inconclusivo. Em todos os outros tratamentos, manchas pequenas smples e ndmero total
de manchas foram negativos. Manchas grandes simples foi negativo para berinjela
controle, pasitivo para berinjela HPT-1 e berinjela OZC-2 e inconclusivo para todos 0s
outros. Manchas gémeas apresentaram resultado inconclusivo para todos os tratamentos,
exceo para SW5-5, o qual foi negativo.

As freguéncias de manchas encontradas em asas de D. melanogaster tratadas com
CPH, berinjelas cortrole e transformadas (HPT-1, OZC-2 e SW5-3), dos descendentes
dos cruzamentos ST e HB, relativas ao Experimento | (Figuras 5 e 6) e a Experimento Il
(Figuras 7 e 8) sdo apresentadas. Verificou-se elevadas frequéncias de manchas ssimples
pequenas (1 a 2 céulas) em todos os tratamentos de anbos cruzamentos dos

Experimentos| ell.
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Figura 3. Fotomicrografias de asa de Drosophila melanogaster ao microscopio gptico. A — Fendtipo
de uma mancha simples, com pélos multiple wing hairs (mwh); B — fenétipo de uma
mancha simples, com pélos flare — 3 (fIr®); C — Fenétipo de uma mancha gémea, com
pélos multiplewing hairs (seta simples) e flare-3 (setadupla. Barra= 50 pm.

59



Figura 4. Micrografias eetronica de varredura da a&a de Drosophila melanogaster. Fenétipo de uma
mancha multiple wing hairs (mwh), com uma cdula detada. Barra= 10 um.
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Manchas por asa
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Figura 5. Frequéncias de manchas observadas em asas dos descendentes MH de

1.60

1.20 ~

0.80

0.40

0.00 -~

Drosophila melanogaster (cruzamento pedréo - ST) tratadas com berinjelas
geneticamente modficadas (Experimento 1). MPS = manchas pequenas e
simples; MGS = manchas grandes e smples; MGe = manchas gémess.

@EMPs HEMGS OMGe

SW5 ozC HPT

Controle Controle Berinjela
positivo negativo Controle
Tratamentos

Figura 6. Frequéncias de manchas observadas em asas dos descendentes MH de

Drosophila melanogaster (cruzamento de alta bioativagéo - HB) tratadas com
berinjelas geneticamente modficadas (Experimento 1). MPS = manchas
pequenas e simples; MGS = manchas grandes e smples; MGe = manchas
gémeas.
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Figura 7. Frequéncias de manchas observadas em asas dos descendentes MH de
Drosophila melanogaster (cruzamento pedréo - ST) tratadas com berinjelas
geneticamente modificadas (Experimento Il). MPS = manchas pequenas e
simples;, MGS = manchas grandes e smples, MGe = manchas gémeas, CP =
controle positivo; CN = controle negativo, BC = berinjela controle; *
tratamento com concentraco final deigua a25% da wncentragdo inicia.
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Figura 8. Frequéncias de manchas observadas em asas de Drosophila melanogaster
(cruzamento de dta bioativagdo - HB) tratadas com berinjelas geneticamente
modificadas (Experimento I1). MPS = manchas peguenas e smples, MGS =
manchas grandes e simples;, M Ge = manchas gémeas;, CP = cortrole positivo;
CN = controle negativo, BC = berinjela wntrole; * tratamento com
concentragéo final deigual a25% da @mncentragdo inicial.



Os dados foram checadas para homogeneidade de variancia por qui-quadrado (x2)
e os dais experimentos foram agrupados. As frequéncias das manchas encortradas estéo
demonstradas natabela 3. De acordo com as frequéncias de manchas mostradas, verifica
se que nos descendentes MH tratados com CPH, do cruzamento ST, houve aimento
significativo quando comparados com o controle negativo; este tratamento apresentou
resultado paitivo para manchas grandes simples e nimero total de manchas, enquanto
manchas pequenas smples e manchas gémeas o resultado foi fraco positivo. Em todos os
outros tratamentos, manchas pequenas sSmples e nimero totd de manchas foram
negativos, & excegdo para HPT, que gresentou resultado inconclusivo. Para manchas
grandes smples apresentou resultado regativo e, para manchas gémeas, inconclusivo em
todos os tratamentos. Nos descendentes do cruzamento HB, tratados com CPH todos as
caracteristicas andisadas apresentaram resultados positivos. Para manchas pequenas e
simples, e nimero tota de manchas todos os tratamentos foram negativos. Manchas
grandes smples nos tratamentos Berinjela controle e HPT foram negativos, SW5
inconclusivo, e OZC apresentou aumento no nimero de manchas encontradas (resultado
positivo). Para manchas gémeas OZC encontrou-se resultado negativo, e Berinjela
controle, HPT e SW5, resultados inconclusivos.

As manchas podem ser agrupadas por tamanho indicando o riimero de divisdes
gue as cdulas freram, essas podem ser separadas nas classes. 1; 2; 3a4; 5a8; 9a 16,
17 a 32 33 a 64, 65 a 128 e maiores que 128 Sendo que, estes numeros indicam o
nimero de células mutantes (GRAF et al., 1984). As figuras 9, 10, 11 e 12 indicam as
classes encontradas nos cruzamentos ST e HB em ambas experimentos. Pode-se observar
gue howe uma predominancia de manchas nas frequéncias de manchas pequenas em

todos os tratamentos.
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Figura 9. Digtribui¢cdo de manchas observadas em asas de Drosophila melanogaster

Manchas por asa

(cruzamento padréo - ST) tratadas com berinjelas geneticamente modificadas
(Experimento 1). CP = cortrole pasitivo; CN = controle negativo, BC =
berinjela controle; HPT-1 = fruto da planta transgénica HPT; OZC-2 = fruto da
plantatransgénicaOZC; e, SW5-3 = fruto da planta transgénica SW5.

Figura 10. Distribuicdo de manchas observadas em asas de Drosophila melanogaster

(cruzamento de dta bioativacdo - HB) tratadas com berinjelas geneticamente
modificadas (Experimento 1). CP = controle positivo, CN = controle
negativo; BC = berinjela mntrole; HPT-1 = fruto da planta transgénica HPT;
0OZC-2 = fruto da planta transgénica OZC; e, SW5-3 = fruto da planta
transgénica SW5.
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Figura 11. Distribui¢do de manchas observadas em asas de D. melanogaster (cruzamento
padrdo - ST) tratadas com berinjdas geneticamente modficadas
(Experimento 11). CP = controle pasitivo; CN = cortrole negativo; BC =
berinjela cortrole; HPT = fruto da planta transgénica HPT; OZC = fruto da
planta transgénica OZC; e, SW5 = fruto da planta transgénica SW5. *
tratamento com concentracéo final igual a 25% da cncentragdo inicial.
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Figura 12. Distribui¢do de manchas observadas em asas de D. melanogaster (cruzamento
de dta bioativacdo - HB) tratadas com berinjelas geneticamente modificadas
(Experimento 1I). CP = controle positivo, CN = cortrole negativo;
BC = berinjela controle; HPT = fruto da planta transgénica HPT; OZC = fruto
da planta transgénica OZC; e, SW5 = fruto da planta transgénica SW5. *
tratamento com concentraco final igual a 25% da concentracéo inicial.
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Para os frutos aqueddos (Experimento I1), as frequéncias de manchas observadas
nos descendentes de D. melanogaster estdo demonstrados na tabela 4. Os descendentes
do cruzamento ST do experimento Il tratados com berinjda @ntrole e OZC-2,
apresentaram resultados inconclusivos para manchas pequenas smples e nimero tota de
manchas, e, negativos para manchas grandes smples e manchas gémeas. Enquanto que,
para aberinjela HPT-1 e SW5-3 foram verificados resultados negativos para todss as
frequéncias. Os descendentes do cruzamento HB, as frequéncias de manchas pequenas
simples e manchas totais todos os tratamentos apresentaram resultados negativos. As
frequéncias de manchas grandes simples, berinjela controle foi negativo, OZC-2 e SW5-3
foram inconclusivos e HPT-1 paositivo. Todos os tratamentos apresentaram resultados
negativos relativos a frequéncia de manchas gémess, exceto OZC-2 que foi inconclusivo.

Asfiguras 13 e 14 apresentam as frequéncias de manchas encontradas em asas de
D. melanogaster tratadas com berinjelas cortrole e transformadas (HPT-1, OZC-2 e
SW5-3) aquecidas a 45°C, dos descendentes dos cruzamentos ST e HB, respectivamente,
do Experimento 1.
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Figura 13. Frequéncias de manchas observadas em asas de Drosophila melanogaster
(cruzamento padréo - ST) tratadas com berinjelas geneticamente modificadas
aquecidas a45°C (Experimento 11). MPS= manchas peguenas e smples, MGS
= manchas grandes e simples, MGe = manchas gémeas.
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Figura 14. Freguéncias de manchas observadas em asas de Drosophila melanogaster
(cruzamento ce dta bioativacéo - HB) tratadas com berinjelas geneticamente
modificadas agquecidas a 43°C (Experimento 11). MPS = manchas peguenas e
simples; MGS = manchas grandes e smples; M Ge = manchas gémess.
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Dos tratamentos HPT-1 e SW5-3 do experimento |, a progénie marcadora
heterozigota, apresentou para nimero total de manchas aumento estatisticamente
significativo. Para determinar por comparagdo o tipo de dividade genotoxica das
berinjelas transgénicas, a progénie balanceadora-heterozigota foi andisada (Tabela 5,
Figura 15). Observa-se que em todcs 0s tratamentos encontrou-se uma porcentagem alta
de recombinagdo, pais a progénie marcadora-heterozigota apresentou uma frequéncia de
manchas 80,56% no controle positivo, 43,75% no HPT e de 82,68% SW5 maior que a
progénie balanceadara-heterozigota, onde recombinagdo € um evento totalmente
eliminado.

Todos os seisfrutos (Berinjela @ntrole, HPT-1, OZC-2, SW5-3, OZC-4, SW5-5)
utilizadas nos experimentos foram macerados e plagueados para isolar bactérias, sendo
que, desses foram isoladas 10 coldnias de bactérias, dos frutos SW5-3 e SW5-5. Dessss,
5 col6nias foram identificadas pelo teste Ketolactose como Agrobacterium tumefaciens
(Figura 16).
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Figura 15. Distribuicd de manchas multiple wing hairs (mwh) observadas em asas de
Drosophila melanogaster, nos descendentes Marcadores-heterozigatos (MH) e
Balancealores-heterozigotos (BH) do cruzamento pedréo = ST tratadas com
berinjelas geneticamente modficadas (Experimento I), com a quantificago da
porcentagem de recombinac@ encortrada nas compostos testados.

Figura 16. Col6nias de Agrobacterium tumefaciens isoladas do fruto SW5-3. Controle pasitivo

(LBA4404) aesquerda, e adireita olbnias isoladas dos frutos transgénicos. 24



4. DISCUSSAO

A transgénese éo foco de muitas discussdes, devido & escassez de informagdes hre 0s
posdvels riscos a salde humana e @ ambiente (CLARK & LEHMAN, 2001). Apesar das
discussies e polcainformaca a respeito da seguranca, 0s campos de testes de transgénicos, 0
numero de testes aprovados, a anplitude de espédes transgénicas testadas e 0 nimero de genes
introduzidos tém aumentado (DUNWELL, 2000). O presente trabalho teve como oljetivo a
verificac@® dcs posdveis efeitos genctoxicos das plantas transgénicas, utili zando oOSMART.

No SMART podese fazer dois tipos de auzamentos, o cruzamento-padréo
(Sandard cross - ST), fémeas virgens s3o coletadas da linhagem flr¥TM3 Bd® e auzadas
com machos mwh. Além desses, pode-se usar individucs que carregam 0s cromossomos 1 e
2 da linhagem Oregon R(R) resistente a DDT. Esta é caracterizada por um alto nivel de
citocromo P-450 constitutivo e, pode melhorar o desempenho doteste, tornando-o mais
sensivel a divacdo de promutégenos via dtocromo P-450, cruzamento ese thamado alta
bioativacéo (High bioactivation cross - HB) (FROLICH & WURGLER, 1989 GUZMAN-
RINCON & GRAF, 1995. A ativacio de diferentes promutagencs é primariamente feita
por enzimas do sistema dtocromo P-450 (HALLSTROM et al., 1984, que faz parte de
rotas de biotransformacdo de cmpostos tipo drogas, carcindgenos, solventes e pesticidas,
assim como substancias enddgenas, estando a atividade e ®mposi¢cdo desse sistema sob
controle genético. A variagdo determinada geneticamente no sistema dtocromo P-450 tem
significancia para terapia @m drogas, asssm como para a sensibilidade para efeitos
cacindgenos. As bases da variagéo e da regulacgo do sistema citocromo P-450 em nivel
genético sdo, contudo, dificil de ser reveladas (HALL STROM & BLANCK, 1985.
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A ciclofosfamida (CPH) é um agente dquilante efoi utilizado como controle positivo.
Este @mposto foi claramente divo no sstema testado, produzindo um aumento
estatisticamente significativo nafrequéncia total de manchas (Tabelas 1 - 5; Figuras 5 - 14). Os
dados oltidos no presente trabalho corroboram com os resultados de ABRAHAM et al. (1986)
e PREMKUMAR et a. (2001), nos quais a CPH foi utili zada mmo agente genotdxico noteste
do micron(cleo em ratos para determinar a aividade antigenatdxica de vegetais e espiruling,
respedivamente. O promutageno CPH exibiu gande aimento da dividade genotoxica nas
larvas do cruzamento HB em comparac@® com as larvas do cruzamento ST (Tabelas 1 - 4)
como reportado previamente por ABRAHAM & GRAF (1996), e am Uretano por GRAF &
VAN SCHAIK (1992), confirmando a dta sensibilidade do cruzamento HB a promutégenos
gue necessitam de divacgd via dtocromo P-450. Entretanto, a quantidade de citocromo P-450
encontrada nas larvas do cruzamento ST, apesar de menar, € suficiente para divac@® de CPH
(ABRAHAM & GRAF, 19%). Ciclofosfamida é um cacinégeno e teratdgeno potente,
utilizado notratamento de variostipos de cancer, tais como céncer de ovario, de seios e sistema
linfatico, nervos, retinodastoma e miedloma mdiltiplo, pas atua principamente an cdulas
neoplasicas. Deve ser utilizado com cautela, pais pode levar a perda de visdo, danos ao figado,
anemia, da de cdoeca entre outros efeitos colaterais (National Library of Medicines, 2003.

Ao testar a dividade genotdxica observou-se um aumento estatisticamente significaivo
nos tratamentos HPT-1 e SW5-3 (Tabela 1; Figura 5). Para o tratamento OZC-2 verificou-se
uma frequéncia menor que a do controle, resultado observado no Experimento I. No
Experimento 11, observa-se um aumento estatisticamente significativo para manchas grandes
smples nos tratamentos HPT-1 e OZC-2 no cruzamento HB (Tabela 2; Figura 8). Foram
observados aumentos estatisticamente inconclusivos para manchas gémeas em guase todas 0s
tratamentos do Experimento I, exceo HPT-1 e OZC-4 do cruzamento ST e SW5-5 do
cruzamento HB (Tabelas 2).

Para extratos agueddaos encontrou-se resultado pativo para manchas grandes smples
e varios resultados inconclusivos (Tabela 4). Esses resultados inconclusivos, segundo FREI &
WURGLER (1988) sdo devido a andise de um nimero pequeno e asas. Para obter
desempenho melhor do teste, um numero maior de asas deveria ser andlisado, 0 que néo foi
feito devido o laixo nimero de moscas vivas emergidas das pupes de larvas tratadas.

Segundo GRAF et d. (1989, o SMART permite identificar nos compaostos testados a
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auséncia de indu;éo de atos tipos de manchas (smples pequena, simples grande ou gémeg),
adém de determinar a frequéncia de indugo relativa, ou sgja, dependo do gimico testado as
frequéncias de manchas encontradas sré diferente. Pode ocorrer de dtas concentragdes do
compasto testado induzir baixa taxa de mutac@®. Véarios fatores podem contribuir para esta
reducéo, entre eses pode-se dtar, os efeitos repelentes das atas concentragdes dos quimicos
gue pock levar aumabaixa asorcdo domutégeno nos experimentos de dimentag larval. Isto
poce ser um problema principalmente em larvas de 72h que podem sobreviver e eanpupar sem
se dimentar. Ou ainda, exposicdes a nivels toxicos, os aduitos com absor¢céo menar podem
sohreviver mais e apresentar uma frequéncia de manchas menor do que aesperada.

Orizacistatina € um gene que @nfere resisténcia a insetos, pela expressio de um
inibidor de proteinase. Iniciamente, justificou a resposta negativa encontrada no tratamento
0OZC-2 do Experimento | (Tabela 1; Figura 5) pela hipdtese de um tratamento tdxico, com ata
concentrac@® dha proteina reduzindo a absor¢do aimentar ou a sobrevivéncia das larvas. Dessa
maneira, adicionau-se mais um tratamento com 25% da concentrac@® de solutos inicia. Foi
verificado noExperimento I, efeito nBo-significaivo nesse tratamento (Tabela 2; Figuras 7 e
8), sugerindo g aproteina Orizadstatina ndo € toxicaou réo é asimilada pelas larvas de D.
melanogaster.

No SMART, aguns compastos induzem uma maior propor¢cd de manchas devido a
recombinagd, outros uma quantidade semelhante originadas por mutac@® e reammbinacé®, e
outros ainda, sO pa mutacd®. O registro da frequéncia e tamanho s diferentes manchas
permitem a determinac@® quantitativa dos efeitos mutagénicos e recombinogénicos (GRAF et
a., 1989. As manchas gémeas $0 produzidas exclusivamente pela recombinac¢@® mitética ao
paso que as manchas smples o formadas a partir de véarios tipos de eventos mutadonais
(GRAF, 1995.

A partir da andlise e comparac® dos dados de anbas as progénies (marcadora
heterozigota e balancealora-heterozigota) dos tratamentos SW5 e HPT do Experimento | e
controle positivo (CPH), verificou que o tipo de atividade genatdxica induzida por essas
berinjelas transgénicas e CPH deu-se en uma frequéncia devada aeventos de recmmbinaca
(Tabela 5; Figura 15). Existem vérios mecaiismos geneticos que levam a dones mutantes.
Uma importante possbilidade é o evento de remmbinacé® mitética eitre o aeo fir® e o
centrdmero, no qual observa-se no fendtipo manchas gémeas * durante asegregac® a céula
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filha recder um cromosomo remmbinado e um ndo-recmbinado. Ja, se evento de
recombinac&® ocorrer entre o aelo fir® e mwh o fendipo olservado serd de uma mancha
simples. Se anbaos os tipos de recombinagd® acorrerem em uma mesma célula, seré observada
umamanchaflr® (GRAF et d., 1984.

Manchas mwh induzidas predominantemente por eventos de recombinac@ apresentam
frequéncia muito reduzida em larvas baancealoras-heterozigatas, devido a presenca de
multiplas inversdes no cromosomo balanceador. Por outro lado, para mutédgenos que ajem
diretamente por mecanismos independentes de reammbinacd® séo esperados frequéncias iguais
em ambas progénies (GRAF et a., 1984). Contudo, a andlise dos dais genotipos permite uma
determinagd quantitativa da aividade recmbinogénica das genctoxinas. Em individuos com
cromosomos  estruturalmente normais, ambos mutac® e recombinac® podm levar a
formac@® de manchas smples e/lou gémeas. Em contraste, em indviduos balancealores-
heterozigotos, todas os eventos reammbinadonais $0 eiminados devido a inversdes malti plas,
e SO eventos mutadonais podem dar origem amanchas smples (GRAF et d., 199).

A recombinac® olservada poce ser devido a varios fatores, entre estes a toxidez do
produto do transgene, a insercé do transgene por re@mbinagd® produzindo um composto
toxico e ainser¢céd do T-DNA de Agrobacterium ndo eliminadas completamente das plantas
transgénicas causando recmmbinac®, ou o0 efeito genotdxico pode ser explicado pea
combinac® destrés hipdteses.

E importante ressltar que en das dos frutos utilizados nos experimentos foram
isoladas col6nias de badérias, sendo dessas identificadas pelo teste Ketoladose, colbnias de A.
tumefaciens (Figura 16). A badéria do solo A. tumefaciens pock transferir parte do plasmideo
Ti, 0 T-DNA, para plantas. Os genes vir locdizados no plasmideo Ti efetuam esta transferéncia
para a céulavegetal. O sistema de transferéncia mdficado pelos genes vir assemelham-se as
usados pelas badérias na conjugacé. Cortudo, as proteinas Vir entram nas cdulas vegetais
durante a transferéncia do T-DNA para protegé-lo e mediar o transporte @é o nicleo
(BUNDOCK & HOOYKAAS, 1996; ZUPAN & ZAMBRYSKI, 1995 SHENG &
CITOVSKY, 199%). O T-DNA ¢é integrado no genoma da planta por recombinaca il egitima
(IR), um mecaiismo que ure duas moléaulas de DNA que ndo sdo em toda asua extensio
homdlogas, neste caso, 0 T-DNA e 0 DNA vegetal. Em organismos eucaiontes evoluidos tais
como vegetais, IR € o mecanismo predominante de integrac® doT-DNA. IR do T-DNA tem
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sido ckscrito, mas pouwco é mnheddo sobre os fatores vegetais envavidos (BUNDOCK &
HOOYKAAS, 19%). BUNDOCK & HOOYKAAS (1996), demonstraram que enbora o T-
DNA seintegre raramente por recombinac@® handloga em plantas, esse se integra no genoma
de S cerevisiae apenas por recombinac@® homologa, sugerindo que o mecanismo de integracé
do T-DNA é determinado pelo organismo hospedeiro e ndo pelo complexo T-DNA e proteinas
Vir. Porém, quando falta homologia entre o genoma de levedura eo T-DNA aintegrac® se da
por recombinac® ilegitima, indcando a posshilidade da recombinac® encontrada no
SMART, ser devidoainsercédo doT-DNA daA. tumefaciens ndo eliminada da planta.

Essa eiminac® tota de A. tumefaciens dos teddos é dificil, sendo & dados
corroborados por LANDSMANN et a. (199) que, a partir do exame por microscopia
eletrbnicade varredura de anostras foliares e callinares de plantas transformadas, olservaram
badérias em todas as cinco pantas testadas. Nas superficies externas smpre foram encontradas
colénias de badérias, mas a distribuigéo néo foi uniforme. A maioria dos brotos foi pasitiva en
andlise par PCR com primers para genes cromossomais de A. tumefaciens, porém negativa para
0s plasmideos testados, pads esses foram instaveis.

A partir de seus experimentos SCHUBBERT et d. (1997) concluiram que o trato
intestinal N0 € uma barreira para a &sor¢céo de maaomoléalas ou microrganismos, pais a
moléaulade DNA do Virus M13mp18 administrado oramente aratos, foi encontrada ligada a
genoma de rato em cdulas do figado, bag e leuctcitos identificada por PCR e hibridizag® in
situ fluorescente, sendo e, para microrganismos patogénicos o trato intestinal é aprincipal
rota de infecc®. O DNA vira desprotegido, na aiséncia de cdpsula, poce ultrapassar as
barreiras intestinais, € mwm powcas haras integrar no genoma hospedeiro, talvez o transporte ea
insercédo do T-DNA baderiano pock ser fadlit ada pelas proteinas Vir. Porém aeado
conhedmento requer a necessidade de mais estudcs. De fato, pouwco € mnheddo a respeito da
integrac® do T-DNA a planta e da posshilidade de auséncia de diminacé® total da A.
tumefaciens e se esta poce caisar efeitos genatoxicos, indwindo remmbinacd® em céulas
sométicas. Além disso, A. tumefaciens modificada residindo em plantas transgénicas no campo
S80 cgpazes de transferir genes para outras badérias no ambiente, sendo uco conheddo s
efeitos dessa transferéncia harizontal para os organismos e na evolugéo. Desses, 0 método e
transformac@ mediado por Agrobacterium € um dos mais utili zados, a partir dos resultados
ohtidos nesse trabalho sugere-se aadog& dcs outros métodas de transformagio.
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Nas cond¢des em que os experimentos foram conduzidos, apesar das evidéncias de que
extrato de berinjelatransgénicainduziu a recombinag& somética en Drosophila melanogaster,
corclui-se que a aséncia de dados na literatura aceca da glicac®d deste teste na
caaderizac® de detos genatdxicos, advindos dos produtos dos transgenes, sugerem que
outros estudos devam ser condwidos, para determinar o(s) agente(s) induor(es) de
recmbinacd, inclusive ajueles advindos de badérias residentes nos teddos de frutos

transformados e de possiveis situagdes de estresses de natureza bidticaou abidtica
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