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A cultura do milho (Zea mays L.) tem grande importancia no cenario
mundial, por ser uma fonte rica em carboidratos, proteinas e 6leo, servindo de
alimento para humanos e animais. Um dos principais fatores que
comprometem o rendimento e a qualidade da producdo desta cultura é a
incidéncia de pragas.

A principal medida de manejo dos insetos pragas tem sido o controle
quimico, entretanto a utilizagcdo incorreta deste método pode ocasionar
problemas ambientais e a salde humana. Para resolver estas limitacdes,
dentre outras taticas utilizadas para o controle de pragas esta o uso de plantas
geneticamente modificadas. No Brasil, hibridos de milho geneticamente
modificados, foram inicialmente aprovadas para uso comercial em 2007, e a
cada ano sua utilizacdo tem aumentado, chegando na safra 2015/2016 a 15,7
milhdes de hectares cultivados, representando, cerca de 88,4% da area total
plantada (CELERES, 2016). Atualmente, no Brasil existem liberados
comercialmente 26 eventos de milho geneticamente modificado que
apresentam na sua composicdo proteinas para o controle de insetos-praga
(CTNBIo 2017).

Os genes cry utilizados para conferir esta caracteristica sdo de B.
thuringiensis (Bt), que confere alta resisténcia a algumas espécies de
lepidépteros e coledpteros praga (ARMSTRONG et al., 1995). Entretanto,
segundo Mcgauhey e Whalon (1992), a expressdo continua de genes cry em
plantas transgénicas, exerce forte selecdo para o surgimento de resisténcia em
populacdes de pragas. Essa evolucdo da resisténcia em insetos-alvo pode
reduzir os beneficios econbmicos e ambientais dos cultivos transgénicos a
base de Bt (FARIAS et al.,, 2013), o que ja foi verificado em alguns estados
como Bahia, Goids, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso, onde as primeiras
tecnologias liberadas comercialmente estdo apresentando baixa porcentagem
de controle (CZEPAK et al, 2013), necessitando de programas de
pulverizacdes de inseticidas de modo semelhante aos hibridos convencionais.

Assim, h& necessidade de outros genes e outras alternativas de controle
de insetos para prevenir ou retardar a selecao de individuos resistentes.

Alternativa 1: genes derivados da Urease

A urease € uma proteina naturalmente produzida por algumas plantas.
Quando ingerida pelos insetos essa proteina libera peptideos entomotoxicos
causando a morte de alguns tipos de lagartas, percevejos e bruqueideos,
podendo também ter efeito fungicida. Desta forma, as ureases vegetais com
propriedades inseticidas podem ser utilizadas na producdo de transgénicos
para a obtencéo de plantas resistentes a insetos (CARLINI & POLACCO, 2008)
para somar estratégias para controle de lagartas insetos da ordem Lepiddptera,
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ou como uma estratégia adicional para resisténcia a outros tipos de insetos
(brugueideos e percevejos) que nao sao afetados pela toxina Bt.

Os genes responsaveis pela producao de dois peptideos entomotoxicos
Jaburetox-V5 e Jaburetox-Del da urease vegetal foram isolados do feijao-de-
porco (Canavalia ensiformis) pela equipe da Dra. Celia Carlini (Centro de
Biotecnologia da UFRGS). As construcdes génicas, ou seja, plasmideos
contendo estes genes de interesse foram realizadas no Laboratdrio de Biologia
Molecular Vegetal (LBMV-UFRGS) do Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Alternativa 2 - RNAI para silenciamento de genes de insetos

A tecnologia do RNA de interferéncia (RNAi) é uma ferramenta nova
para o silenciamento de genes ao nivel poés-transcricional, através da
expressdo de RNAs dupla-fita (RNAdf). Quando detectado na célula, o
mecanismo de defesa celular assume que estes RNAdf sdo de origem viral e
passa a destrui-los; o mecanismo ir4d também destruir qualquer RNAmM que
apresenta a mesma sequéncia de nucleotideos complementares ao RNAdf. A
exploracdo desta via para bloquear a expressao de genes alvos especificos é
uma promessa consideravel para o desenvolvimento de novas estratégias de
manejo integrado de pragas (PRICE & GATEHOUSE, 2008). Quando o inseto
gue apresenta a sequéncia complementar se alimenta da planta transgénica,
acaba ingerindo o RNAdf. Estes sdo entdo transportados para o citoplasma
das células do inseto e silenciam a expressdo de genes que apresentam a
sequéncia complementar ao RNAdf. Se estes genes produzem proteinas que
sdo essenciais para sobrevivéncia do inseto, este processo de silenciamento
de gene pode causar mortalidade e interferir no desenvolvimento do inseto.

Para que uma estratégia baseada em RNAI inseticida seja eficaz deve
ter como alvo um gene necessario para um processo vital dos insetos. A
especificidade genética do RNAi deve permitir abordagens ecologicamente
corretas para o controle de pragas, além de ser uma estratégia contra uma
Unica praga ou grupo de espécies relacionadas. Dessa forma nao ir4 afetar
outros grupos de insetos como € o caso de insetos benéficos (WHYARD et al.,
2009). A avaliacdo de genes alvo e clonagem destes em plasmideos foi
executada no Horticultural Research Laboratory, USDA.

Desta forma, a utilizacdo destas alternativas biotecnolégicas a
tecnologia bt no desenvolvimento de plantas transgénicas de milho resistentes
a insetos vem contribuir como estratégia a ser utilizado no Manejo Integrado de
pragas de milho.

A introducdo desses genes no milho estad sendo realizada pelo
Laboratério de Biotecnologia Vegetal da UPF (CQB: 0272/08). O método de
transferéncia de genes é via Agrobacterium tumefaciens seguindo protocolo de
Frame et al. (2011) conforme figura 1. Este processo de transferéncia de genes
envolve (1) o crescimento de bactérias ja engenheiradas com os genes de
interesse com explantes (tecidos alvos) embribes imaturos de gendtipos de
milho, (2) co-cultivo de bactérias e embrides em condicdes ambientais
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especificas, (3) selecdo de calos embriogénicos tolerantes ao agente seletivo,
(4) regeneracdo de plantas transgénicas in vitro, (5) avaliagdo das plantas
obtidas para deteccdo e expressdo dos genes inseridos pelo emprego de
técnicas moleculares (PCR, RT-PCR, g PCR e Southernblot) e (6) bem como
bioensaios e ensaios em casa de vegetacdo para estudo da resisténcia das
plantas transgénicas a diferentes insetos pragas.

A utilizacdo de estratégias alternativas as utilizadas atualmente pode
contribuir eficiéncia de controle de insetos pragas de milho, além de aumentar
a durabilidade destas tecnologias reduzindo a presséo de sele¢éo visando uma
sustentabilidade da agricultura.

EmbriSio Imaturo (2mm) 14nfecgdo
(5 minubs)

4-Regeneragio 3- Calo embriogénico 2- Cocultivo
de plantas resistentes (3 aims)
Embriles imaturos slo
CuRhados juntos com a
Agrobacterium

Figura 1. Processo de introducdo de genes em embrides imaturos de milho
pelo método A. tumefaciens a fim de obtencdo de plantas geneticamente
modificada. Fotos: Laboratorio de Biotecnologia Vegetal-UPF.
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