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V-GURTs (Tecnologia Terminator): Desenho, Realidade e Riscos Inerentes

1. Visao Geral

Este artigo descreve resumidamente os conceitos e o desenho da tecnologia Terminator ou
Tecnologia de Restricdo de Uso Genético (GURTs — em inglés, Genetic Use Restriction
Technology) em linguagem acessivel a ndo-cientistas. Ele detalha os diferentes elementos que
sdo, teoricamente, necessarios para montar as sequéncias de genes desenhados para evitar a
germinacdo das sementes.

Apo6s breve descricdo da forma como a tecnologia é projetada para operar, o artigo discute a
realidade da tecnologia que tem que funcionar como parte de um sistema biolégico - uma planta e
seus componentes moleculares - e 0 ecossistema mais amplo, o qual é inerentemente mutavel e
imprevisivel. Em se tornando parte do sistema biologico e de seus processos evolucionarios, o
mecanismo de GURTSs, junto com seus componentes moleculares, se tornara, ele préprio,
inerentemente mutavel e imprevisivel.

O artigo delineia alguns dos muitos problemas que podem ocorrer nos sistemas biolégicos e
detalha alguns fatores especificos que podem dar errado com um desenho molecular e
mecanismo tao complexos como os de GURTSs.

Também evidencia que a tecnologia coloca-se em conflito direto com duas caracteristicas chave
que definem um organismo vivo — sua habilidade de se reproduzir e sua habilidade de se adaptar.
Esse ultimo ponto, combinado com a ferramenta evolucionaria da pressao da selecio natural,
levanta questbes tais como se GURTs pode ter desempenho confiavel ou quais seriam as
conseqliéncias, se falhar.

Olhando para ambos os cenarios, i.e. de a tecnologia ser bem sucedida ou falhar, algumas
conseqliéncias podem ser previstas, mas deve ser enfatizado que muitas sdo imprevisiveis.
Entretanto, os impactos potenciais sobre a agricultura sdo graves. Baixos niveis de germinacéao,
variabilidade imprevisivel no desempenho dos cultivos, e contaminagcdo de cultivos com tragos
GM, poderiam, em ultima instancia, resultar em inseguranga alimentar. Este artigo conclui que
GURTSs néo pode ser utilizada como uma tecnologia previsivel ou confiavel. Ao contrario, conclui
que a tecnologia de esterilidade induzida de sementes provavelmente introduz uma série de
problemas novos e imprevisiveis, com implicagdes negativas para a biodiversidade, a agricultura,
a seguranca alimentar e os meios de sobrevivéncia.

2. Breve descrig¢ao da tecnologia terminator (V-GURTS)

A tecnologia Terminator, conhecida tecnicamente como Tecnologia de Restricdo de Uso Genético
(GURTS), esta desenhada para produzir sementes estéreis na colheita. Até esse evento, as
plantas sdo geneticamente engenheiradas com seqiéncias de genes especialmente desenhadas,
que permitem um controle externo sobre a ativagdo de caracteristicas particulares (por exemplo,
tolerancia a herbicida, produgcdo de compostos inseticidas, amadurecimento de frutos, fertilidade
de sementes). Tais caracteristicas podem ser ativadas ou desativadas mediante a aplicagdo de
indutores, tais como determinados quimicos. No caso da tecnologia Terminator, o tratamento
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quimico das sementes antes de sua venda aos agricultores estd desenhado para desencadear
um processo genético que permitira a planta crescer e formar sementes, mas fara com que o
embrido de cada uma daquelas sementes produza uma toxina celular que ird evitar sua
germinacgéao se replantada apés a colheita. Como isso afeta a reproducao e a viabilidade de toda
uma variedade de um cultivo é referido como tecnologia de restricdo de uso de variedade
genética (V-GURTS).

3. Desenhando V-GURTs: os conceitos e os componentes moleculares
Genes, genes construidos e transgenes

Um gene é, em geral, uma unidade de informagéao hereditaria que contém o codigo genético para
uma determinada proteina. Freqlentemente, essa proteina sera responsavel por uma
determinada caracteristica, tal como a cor das pétalas da flor, embora muitas caracteristicas
sejam o resultado de uma sequéncia de intera¢cdes entre, ou contribuicdes de, um maior numero
de proteinas. No seu desenho basico, um gene é feito de trés componentes ou segbes, a saber, a
seqléncia de codificacdo e duas sequéncias reguladoras em cada ponta (ver Figura 1).

a) Seqiéncia de Codificagdo: material genético que contém a informagdo para uma
determinada proteina, por exemplo, uma enzima, um horménio ou uma proteina estrutural.
Quando o gene esta ativo, essa informagdo é copiada (franscrita) para dentro de uma
molécula separada (mRNA) que atua como um padréo para a célula produzir a proteina
especifica.

b) Promotor: o qual atua como um gene comutador para ativar ou desativar o gene; essa
sequéncia reguladora esta localizada na frente (a esquerda) do gene. O promotor
determina quando e onde (em qual sistema celular ou de tecido) um gene é para ser
ativado ou desativado.

c) Seqiiéncia de terminagdo: localizada no final do gene. Essa sequéncia reguladora contém
o sinal para parar de ler e de copiar o gene.

Um gene construido é um gene artificial composto de, ou baseado em, elementos tomados de
varias espécies, incluindo plantas, seres humanos, bactérias e virus. Até agora, a maioria das
sequéncias codificadoras utilizadas em cultivos geneticamente modificados (GM) comercializados
se originam de bactérias; por exemplo, o gene Bt inseticida endotdxico, os genes tolerantes a
herbicidas pat (tolerante ao glufosinato) e o EPSPS (tolerante ao glifosato), esterilidade masculina
(barnase) ou mesmo a maioria dos genes usados nos sistemas GURTs. Os promotores mais
comumente utilizados nos cultivos GM sao variagbes do promotor CaMV 35S de um virus de
planta, e as seqiiéncias terminais sao freqlientemente derivadas de bactéria.

Um transgene é um gene ou um gene construido que foi transferido para dentro de um
organismo tal como um planta, mediante técnicas de engenharia genética, incluindo técnicas de
transformacgédo, i.e. o0 processo de inserir transgenes para dentro do material genético (DNA) de
um organismo.

Desenho geral e conceito por tras da esterilidade induzivel de semente

A propagacgao de geracgdes futuras de plantas originadas de sementes estéreis ndo € possivel.
Portanto, para poder multiplicar sementes férteis para venda que irdo crescer como plantas que
entdo produzem sementes estéreis, deve haver um mecanismo construido dentro da planta que
pode comuta-la de produzir semente fértil para produzir semente estéril. O sistema de esterilidade
induzivel da semente permite as empresas produzir semente para o mercado antes de induzir a
esterilidade.
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V-GURTs esta desenhado com trés fundamentos principais:

a) Uma vez vendida aos agricultores, a semente plantada amadurecera até a colheita mas
as sementes colhidas ou cruzadas com GM ndo terdo capacidade de germinar —
(caracteristica para esterilidade da semente).

b) Uma empresa de sementes deve ter a habilidade de multiplicar sementes GM para poder
oferecé-las a venda, donde, sementes férteis sdo necessarias para reprodugdo —
(bloqueio da caracteristica para esterilidade da semente).

c) A empresa de sementes deve ter a habilidade de ativar a caracteristica para a esterilidade
antes de vender a semente aos agricultores, por exemplo, pulverizando/tratando as
sementes previamente a venda — (sistema induzivel que responde a tratamento externo
com, por exemplo, quimicos)

O desenho da Delta & Pine Land

O sistema V-GURTSs aqui examinado esta detalhado na patente para “controle da expressao de
gene de planta” obtido conjuntamente pela companhia de semente Delta & Pine Land (DPL) e 0
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) . Seu desenho molecular esta
detalhado na patente norte-americana US-5,723,765 e, mais recentemente, na patente européia
EP-775212B e patente canadense CA-2196410. (A DPL se refere ao seu sistema V-GURTs como
Sistema de Prote¢do de Tecnologia ou “TPS” - em inglés, Technology Protection System). Eles
dizem que o desenvolvimento encontra-se no estagio de testes em estufas. Até hoje, nenhum
sistema funcional de V-GURTSs foi relatado na literatura cientifica revisada por pares.

O desenho basico de V-GURTS, como descrito em linhas gerais na patente norte-americana
5,723,765, € composto de trés genes construidos (Figura 2) os quais codificam para:

* Uma toxina celular ou uma proteina letal para a célula, que sera produzida no estagio
avangado do desenvolvimento embrionario, quando a semente estiver quase pronta.

Os elementos de escolha sdo uma proteina inibidora do ribossoma (RIP - em inglés,
ribosome inhibitor protein)' letal para a célula e o promotor LEA (embriogénese tardia
abundante - em inglés, late embryogenesis abundant), por exemplo, do algodao.

Para objetivos de melhoramento e de multiplicacdo de semente, o gene da toxina é
mantido inativado por um espagador (uma pequena seqiiéncia de DNA) que é colocada
entre o promotor e a sequéncia codificadora do gene da toxina. Esse espacador é
composto por um conjunto de pequenas sequéncias especificas de DNA que funcionam
como lugares de reconhecimento para uma enzima recombinase. Uma recombinase atua
como uma tesoura molecular; quando presente, ela pode cortar a cadeia de DNA nos
lugares especificos de reconhecimento e, assim, remover o espagador, possibilitando
entdo a ativacédo do gene da toxina celular.

* Uma enzima recombinase (tesoura molecular) que pode ativar o gene da toxina
removendo seu espacgador. Para esse objetivo o espagador precisa ter lugares especificos
de reconhecimento.

Até o presente, ha quatro opgdes® principais para tal sistema de lugar especifico de
recombinagdo que poderiam ser utilizados para V-GURTs (ver Tabela 1). O candidato
escolhido no desenho da DPL é o sistema de recombinacdo Cre/loxP (derivado do
bacteriofago P1), com a recombinase CRE, sendo a enzima recombinante e loxP a
sequéncia especifica de reconhecimento da CRE, colocada em cada final do espagador.

' Por exemplo, saporina da Saponatria officinalis ou barnase do Bacillus amyloliquefacien
20s quatro principais sistemas de lugar especifico de recombinagéo atualmente pesquisados para varios propdsitos
s&o: Cre/loxP, Flp/frt, R/RS and Gin/gix (ver Quadro 2).
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Durante a multiplicacdo da semente o gene recombinase tem que ser mantido inativado.
Para esse objetivo, um promotor que pode ser bloqueado (reprimido) por proteinas
repressoras especificas é colocado a frente do gene.

O promotor escolhido é um promotor® CaMV 35S alterado, contendo locais repressores de
ligacdo. Enquanto o repressor esta presente e se liga ao promotor, o gene sera mantido
desligado.

Uma proteina repressora que bloqueia o gene recombinase a menos que um indutor seja
aplicado. Para assegurar que a proteina repressora esteja continuamente presente, o
gene repressor é colocado sob controle de um promotor forte e constantemente ativo, por
exemplo, o CaMV 358S.

O sistema de expressao induzivel descrito em linhas gerais na patente da DPL é o
“sistema induzivel por tetraciclina” derivado da bactéria Escherichia coli. Esse sistema
consiste de trés partes, a saber: a proteina repressora (aqui, a TetR); locais especificos de
ligagdo do repressor no promotor recombinase (aqui, sequéncias operadoras tet); € um
indutor que pode desativar o repressor (aqui, o antibidtico tetraciclina). Nesse caso, o
indutor se liga ao repressor resultando numa alteragéo de sua forma e, assim, forgando-o
a se soltar do promotor repressivel.

Recentemente, a DPL declarou que o sistema de expressao induzivel por tetraciclina néo
era mais sua escolha preferencial. Ha outros sistemas de expressao induzivel os quais
seriam baseados nos mesmos principios. Indutores potenciais incluem o etanol,
hormdnios, agrotoxicos e metais, como o cobre (Gatz e Lenk, 1998; Wang et al., 2003;
Padidam, 2003).

Como detalhado na Figura 2, uma vez que o indutor (por exemplo, a tetraciclina) tenha sido
aplicado, ele se ligara a proteina repressora e a removera do promotor gene recombinase, de tal
forma que a enzima recombinase é produzida, a qual, por sua vez, removera o espacador do
gene da toxina. Isso, agora, permite a expressado (produgéo) da toxina no estagio embrionario
avancado da semente, destruindo o embrido e, entdo, evitando a germinacdo da semente
afetada.

Na teoria, é assim que V-GURTs funciona. Variantes estdo desenhadas para utilizar o mesmo
principio de “sistemas de expresséao induzivel”.

Em resumo, V-GURTS é composto de trés sistemas de expresséao interdependentes, a saber:

Um sistema de desenvolvimento, de expressdo especifica induzivel. que consiste de um
gene da toxina letal para a célula (por exemplo, RIP), um promotor embriogénico (por
exemplo, LEA) e um espagador removivel bloqueante.

Um sistema de recombinagdo em local especifico induzivel: que consiste de um gene
recombinase (por exemplo, CRE), locais especificos de reconhecimento da recombinase
formando o espagador (por exemplo, lox) e um promotor induzivel (por exemplo, CaMV
35S com adicionais seqliéncias tet operon atuando como locais de ligagédo para a proteina
repressora TetR).

Um sistema constitutivo de expressao (por exemplo, estar continuamente ativo): que
consiste de um gene codificando para um repressor (por exemplo, TetR) e um promotor
constitutivo (por exemplo, CaMV 35S).

Um componente adicional € um indutor externo (por exemplo, tetraciclina), que ligara, e
removera, a proteina repressora, desse modo, disparando o mecanismo GURTSs.

0 promotor 35S no desenho da DPL contém trés seqliéncias operadoras tet no mesmo local como descrito por Gatz
et. al. (1992)
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4. Limitagcdoes no desenho e no desempenho de V-GURTs

Ha diversas limitacbes de desenho na versado de V-GURTs da DPL e em V-GURTs e GURTs em
geral. Os riscos advindos dessas limitagdes seréo discutidos na préxima segéo.

E possivel cruzamento na primeira geragdo: O mais 6bvio inconveniente no desenho é que
plantas V-GURTs produzem pélen GM capaz de fertilizar cultivos proximos e plantas silvestres
ou invasoras aparentadas. Os transgenes contidos no polen GM e (potencialmente) qualquer
proteina expressada por esses genes estardo, assim, presentes na semente da polinizagéo
cruzada, independentemente dessa semente ter se tornado estéril.

Operando um sistema vivo por dentro: Outras limitagcdes de desenho advém do fato de que V-
GURTs opera por dentro, e é parte de, um sistema biolégico que estd constantemente
respondendo a estimulos e pressoes, e € inerentemente imprevisivel. Além disso, V-GURTSs esta
desenhado para evitar a reproducdo, em que pese todos os sistemas vivos estarem desenhados
para se reproduzirem, levando a imensas pressoes de selecdo que aumentam a probabilidade da
tecnologia falhar.

Complexidade da tecnologia: V-GURTSs € particularmente vulneravel a ‘problemas de sistema
biologico’ (ver abaixo), pois seu desenho é altamente complexo, com pelo menos 3 transgenes
que precisam funcionar com seguranga e precisdo durante todo o tempo, para poder obter a
caracteristica da esterilidade da semente.

Deve ser dito, aqui, que nenhum sistema funcional de V-GURTSs foi até hoje relatado na literatura
cientifica revisada por pares. Além disso, nenhum dado de pesquisas em casas de vegetacéo foi,
até hoje, disponibilizado. Uma avaliagdo do desempenho de V-GURTs e de suas limitagdes de
desenho, portanto, se baseia em dados relatados dos trés diferentes sistemas de expressao e de
seus componentes. Ha um numero de eventos conhecidos que podem interferir com o
desempenho de qualquer um dos 3 componentes empregados por V-GURTSs. Alguns desses tém
sido observados diretamente em aplicagdes relevantes; outros permanecem na teoria ou podem
ser deduzidos de pesquisas nao relacionadas.

a. Problemas advindos do sistema biolégico geral

Sistemas bioldgicos séo, por definicao, sistemas vivos e dinamicos. A estabilidade total &
baseada na capacidade dos sistemas biologicos, como os organismos, de se adaptarem ao
ambiente ao redor, constantemente se ajustando a mudancgas, dentro de certos limites.

Com o objetivo de manter essa flexibilidade essencial, o sistema depende de um niumero de
variaveis, incluindo a diversidade e a habilidade de organismos individuais de se adaptarem e
mudarem em nivel molecular.

A evolugcdo é a manifestacdo mais significativa, ao longo do tempo, dessa capacidade para
mudar. O processo molecular fundamental de qualquer organismo é o da mutag¢ao, levando a
mudangas permanentes na seqiéncia da informagao genética (DNA). Mutagdes ocorrem ao
longo do tempo em um organismo e podem ser mutacdes pontuais* muito pequenas, ou
delegdes, ou realocagdes de segmentos maiores na cadeia de DNA. Como resultado da presséo
de selecdo, mutagdes que beneficiam o organismo em um determinado ambiente irdo, por fim,
estabelecer-se numa populagdo maior desse organismo. Enquanto mutagcdes parecem ocorrer de
forma randémica, ha seqiéncias especificas de DNA ou arranjos de sequéncia que s&o mais
propensas a mutagdes do que outras, a discussdo das quais esta além do objetivo deste artigo.

Outro mecanismo que permite a um organismo responder a desafios, tanto internos quanto
externos, é a capacidade de alterar a regulagdo do gene, inclusive o silenciamento de gene. O
silenciamento de gene, por si, ndo altera a sequiéncia do DNA (o cédigo genético), mas evita a
producdo de proteinas da informacéo codificada para, pelo gene afetado, alterando entdo as
caracteristicas ou o comportamento do organismo.

4 Mutagdes pontuais referem-se a alteragdes do codigo genético, tdo pequenas como um nucleotideo, isto €, uma “letra
no sistema de codificagdo inscrito na molécula de DNA.
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Ha diversos mecanismos conhecidos em organismos superiores (por exemplo, plantas) que tém o
efeito de silenciamento de gene. Alteragbes epigenéticas, por exemplo, sdo modificagbes na
superficie da molécula de DNA que podem desativar os promotores ou bloquear a informacéao de
um gene de ser copiada para a producdo da proteina. Apesar de ndo alterar o cédigo genético,
imagina-se que essas modificacdes sejam herdaveis e potencialmente reversiveis ao longo do
tempo (Scheid et al. 1998).

O silenciamento de gene é um mecanismo que parece estrategicamente visar determinadas
sequéncias de DNA. Considera-se que silenciamento indireto de RNA e metilagdo de DNA
(alteracao epigenética) tenham evoluido como parte do mecanismo de defesa de um hospedeiro
ativo contra virus “invasores” e DNA parasitico.

b. Problemas comuns de transgene, com énfase em V-GURTs

Ha diversos problemas que podem afetar qualquer transgene, incluindo aqueles de V-GURTSs.
Esses incluem o silenciamento de gene e mutagdes, e serdo discutidos na sequéncia, com
énfase em V-GURTs. Ha, também, alguns problemas de transgene que s&o mais especificos a V-
GURTSs, que serao discutidos mais adiante.

Silenciamento de gene, incluindo mudangas epigenéticas do DNA e perda da atividade do
promotor

Conforme foi apresentado acima, algumas formas de silenciamento de gene sédo consideradas
como tendo evoluido como um mecanismo de defesa do hospedeiro contra a “invasao” de
informagao genética vinda de virus ou contra DNA parasitico. Pensa-se que o0 mesmo mecanismo
é ativo contra transgenes (por exempo, Riddihough e Pennisi, 2001, Matzke et al., 1999).
Também se pensa que a duplicagao das sequiéncias de genes (por exemplo, seqiéncias do
promotor utilizadas por transgenes) aumenta a probabilidade de silenciamento de gene. A
ocorréncia de silenciamento do transgene freqientemente ndo é imediata, mas pode acontecer
apos umas poucas geragdes de crescimento ndo afetado. Também ha evidéncias, de que
algumas formas de estresses poderiam contribuir para a ativagdo do mecanismo de
silenciamento do gene. A pesquisa continua investigando os mecanismos detalhados envolvidos
no silenciamento de gene.

Cabe destacar que o silenciamento de gene dos transgenes tem sido repetidamente observado
em plantas transgénicas, especialmente em condicbes de estresse (Broer 1996, Meza et al.
2001).

Srivastava e Ow (2003), por exemplo, descobriram que o sistema de recombinagéo sitio-
especifica Crel/lox (parte do desenho de V-GURTs e referida acima) néo teve desempenho
conforme esperado. Falhando em remover completamente da célula a seqiiéncia alvo de DNA, os
autores investigaram se o transgene Cre sofreu mudangas epigenéticas (aqui metilacdo do DNA).
Tais mudangas foram encontradas e se pensa que tenham contribuido para o fracasso de
desempenho da recombinase.

A importancia do silenciamento de gene para os sistemas V-GURTSs torna-se evidente quando se
olha para as implicagbes dos diferentes componentes de V-GURTSs, se silenciados.

Os cenarios de risco para V-GURTSs incluem:

O silenciamento tanto da recombinase, do gene da toxina ou de seus promotores
romperia 0 mecanismo terminator, resultando em sementes viaveis, independentemente
de o indutor ter sido aplicado ou ndo. Isso iria permitir a disseminacdo de qualquer dos
transgenes presentes na planta V-GURTSs, incluindo qualquer caracteristica GM adicional
(por exemplo, tolerancia a herbicida, producdo de componentes farmacéuticos, contetdo
alterado de 6leo).
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O silenciamento do gene repressor resultaria em sementes permanentemente estéreis. Se
nenhuma ou muito pouca proteina repressora é produzida, o gene recombinase n&o seria
mais reprimido, mas se tornaria ativado, o que, por sua vez, resultaria no desbloqueio do
gene da toxina celular e na produgéo da toxina.

Perda ou reducgdo da atividade do promotor tem sido observada, no decorrer do tempo, em
diversos sistemas geneticamente engenheirados. A perda da atividade do promotor tem sido
repetidamente observada no sistema de expressdo por tetraciclina inativavel tTA ou no sistema
tetraciclina ativavel TerR. Isso é relatado como sendo causado pelo silenciamento do gene das
sequéncias operadoras tet presentes nos promotores desses sistemas e € presumivelmente
realizado pela melilagdo (Tang et al. 2004, Gatz e Lenk, 1998). No desenho de V-GURTs da DPL,
o promotor que controla o gene recombinase contém sequéncias operadoras tef. A perda da
atividade do promotor do gene recombinase resultaria em semente viavel, dessa maneira, ndo
oferecendo contencao de gene.

Quase todas as sequéncias de transgenes utilizadas nos desenhos de V-GURTs sédo de origem
bacteriana ou viral, e podem, portanto, ter um risco aumentado de serem afetadas pelo
silenciamento do gene.

O uUnico componente derivado de planta nos sistemas V-GURTS € o promotor LEA (abundancia
na embriogenese tardia - em inglés, late embryogenesis abundance). A inclusao desse promotor
conduz automaticamente para uma duplicagdo, uma vez que a planta que estd sendo
geneticamente engenheirada tera o seu préprio equivalente dessa sequéncia do promotor. A
utilizagdo desse promotor e seu potencial silenciamento é considerado por Daniell (2002) como
um dos principais inconvenientes do desenho de V-GURTSs, como formulado pelo Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos e pela Delta & Pine Land.

Mutagoes

Mutacbes das seqliéncias de DNA ocorrem freqlientemente, ainda que nem sempre com efeito
prejudicial ou que possa ser notado. Enquanto as células sdo dotadas de uma série de
mecanismos de reparagdo do DNA, esses mecanismos de reparacdo podem eles mesmos
contribuir para “transcrever erroneamente” o codigo do DNA. Sabe-se que existem certos “locais
mais provaveis de mutagdo” em diversos genes e sequéncias de DNA, mas a pesquisa ainda
esta para identificar se transgenes ou determinadas sequéncias de transgenes tém uma maior
taxa de mutacdo do que outras sequéncias de DNA.

Os cenarios de risco para V-GURTSs incluem:

As mutagdes poderiam resultar em sementes permanentemente viaveis. As mutagbes poderiam
incluir: alteragcdo da sequéncia lox, de maneira que a recombinase n&do poderia remover o
espacador bloqueante do gene da toxina; a alteragcdo do gene recombinase pode mudar sua
especificidade para o lugar do lox; qualquer mudancga na seqiéncia genética dos dois sistemas
de expressao induzivel tem o potencial de fazé-los parar de operar de forma confiavel.

c. Problemas especificos de GURTs

Mutacdes, e especialmente silenciamento de gene, via de regra, podem afetar qualquer
transgene, independente da caracteristica ou do sistema de express&o. Ha uma série de eventos,
entretanto, que sao especificos ou confinados aos sistemas GURTs, muitos dos quais sao
particulares dos seus sistemas de expresséao induzivel, como mostrado nos exemplos abaixo.

Fuga em sistemas promotores:

Muitos dos promotores até agora testados como partes de sistemas de expressdo
induziveis mostram um baixo nivel de atividade basal maior que atividade basal zero (ver
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Induga

Induga

a Tabela 2). Por exemplo, fuga em sistema promotor induzivel por tetraciclina foi relatada
por De Veylder et al. (2000).

No desenho da DPL, tal fuga resultaria em sementes estéreis sem a indugdo por
tetraciclina.

o insuficiente dos sistemas promotores por agente indutor:

Para que o mecanismo de indugcdo opere em um sistema GURTs é essencial que o
agente indutor chegue a todas as células alvo em quantidade suficiente. No desenho V-
GURTs da DPL, cada semente deve ter recebido o tratamento quimico antes de ser
plantada e o indutor quimico deve ter penetrado na semente e estar presente nas células
alvo no tempo certo. Entretanto, ndo ha dados disponiveis para esclarecer precisamente
quando a semente tem que ser tratada. Se a semente é tratada semanas antes da
semeadura, o agente indutor pode nao estar mais presente, em quantidade suficiente,
dentro das sementes quando forem plantadas na terra.

Se 0 mecanismo nao for disparado em todas as sementes, irdo crescer plantas que
produzem sementes viaveis e podlen, capazes de dar origem a sementes viaveis em
cultivos préoximos e plantas silvestres aparentadas ou invasoras. Como dito por Daniell
(2002), “sera dificil verificar se todas as sementes tratadas com o indutor tetraciclina
ativaram o gene comutador (i.e. se a tetraciclina penetrou em todas as sementes).”

o inespecifica ou nao intencional do sistema promotor:

Muitos promotores induziveis podem ser ativados por mais de um agente externo ou por
agente quimico enddgeno da propria planta (interno). Por exemplo, o sistema induzivel
baseado em etanol AlcR pode ser disparado erroneamente por etanol produzido
endogenamente (internamente). Muitas plantas mostraram produzir etanol durante
privacdo de oxigénio (anoxia), por exemplo, devido a inundag¢ao ou alagamento (Padidam
2003, Tadege et al. 1998).

Se o sistema induzivel para V-GURTSs, por exemplo, fosse o sistema AlcR, a caracteristica
desejada de esterilidade da semente poderia ser disparada prematuramente durante a
fase de multiplicagdo da semente.

Segregaciao dos diferentes componentes transgénicos durante a reproducgao:

Cen

arios:
Segregacao de qualquer gene de caracteristica GM (por exemplo, tolerancia a herbicida,
producdo de um composto farmacéutico) dos componentes funcionais de um sistema V-

GURTSs. Nesse cenario, a caracteristica GM poderia se disseminar sem controle ja que ele
nao estaria mais ligado a esterilidade da semente.

Segregacdo, dos outros genes, de qualquer um dos genes envolvidos no sistema V-
GURTs: a segregagcdo do gene da toxina do gene da recombinase, ou vice-versa,
resultaria em permanente viabilidade da semente.

Segregacao de ambos, gene da toxina e gene da recombinase, do gene repressor, levaria
a esterilidade das sementes sem indugdo, i.e. em sementes que herdassem o gene da
toxina e o gene da recombinase. A presenca tdo somente do gene repressor resultaria em
permanente viabilidade da semente, em todas as geragdes subsequentes. Se um gene
adicional de caracteristica GM segregasse com o gene repressor, ele se tornaria, a partir
de entdo, herdavel.

Para evitar qualquer fuga de gene, assim como para manter a caracteristica induzivel de
esterilidade da semente, parece crucial que os componentes funcionais de V-GURTs e a

/...
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caracteristica GM introduzida permane¢cam ligados de forma segura durante a reprodugado. A
exigéncia estrita para uma ligacdo segura entre todos os genes é considerada por alguns
como um dos maiores inconvenientes dessa tecnologia (por exemplo, Daniell 2002).

Até hoje, nao foi publicada nenhuma pesquisa que tenha investigado os aspectos decorrentes
da necessidade da ligacdo segura entre pelo menos quatro transgenes através de geracdes
de reproducdo. Parece que a menos que todos os genes sejam arranjados sobre um
plasmidio e introduzidos na planta em uma Unica etapa de transformacio, é provavel que
ocorra segregacao.

Sumario de Conclusao

Como V-GURTs sao desenhados para funcionar como parte de um sistema biolégico, essa
tecnologia ira enfrentar claras limitagdes em sua habilidade de desempenho ao longo do tempo,
conforme seria exigido. Silenciamento de gene, mutagdes, inativagcbes do promotor, fuga em
sistemas promotores, indugdo insuficiente ou ndo especifica e segregacédo de transgenes séo
todos eventos comuns aos sistemas biolégicos. Todos tem sido observados no contexto de
cultivos transgénicos e nos sistemas de expressdo geneticamente engenheirados considerados
para inclusao em V-GURTSs.

Este artigo conclui que, em que pese os esforgos para aperfeicoar V-GURTSs e seus sistemas de
expressdo, essa tecnologia continuara sendo n&o confiavel. Os organismos vivos sé&o
inerentemente mutaveis e imprevisiveis — 0 que é necessario para sua sobrevivéncia.

Este artigo conclui que esses processos evolucionarios estdo em conflito direto com V-GURTs. A
pressdo de selecdo levara, inevitavelmente, para a selegdo pela viabilidade da semente, i.e.
qualquer variante capaz de reproducao.

5. Cenarios de risco e conseqliéncias potenciais

Devido as limitagbes de desenho de V-GURTS, incluindo os problemas de sistemas bioldgicos
documentados até hoje, pode-se deduzir uma série de cenarios provaveis de risco, que
necessitam ser considerados quando se contempla o uso de V-GURTs em um contexto agricola
ou florestal. Embora a lista de cenarios de risco apresentada abaixo ndo seja exaustiva, ela
estabelece claramente uma amplitude de potenciais ou provaveis consequéncias que estdo em
conflito direto com os esforgos para assegurar a conservacido e o uso sustentavel da
biodiversidade, e para estabelecer ou salvaguardar os meios de subsisténcia, a seguridade
alimentar e a seguranga dos alimentos.

Cenarios

Cruzamento de pélen GM com mecanismo terminator ativado (desenho pretendido)

a) A semente resultante ndo germinaria

Onde cultivos préximos sao afetados por cruzamento e onde os agricultores guardam sementes
para replantar, ocorreriam perdas. Ao longo do tempo, potenciais consequéncias incluem:

Insegurancga alimentar, erosdo de variedades dos agricultores, de variedades tradicionais e
crioulas, especialmente se os agricultores perderem a confianga em suas proprias sementes,
potencialmente abandonando suas variedades, em decorréncia da redugdo da germinacéo e
da producéao.

Onde o cultivo V-GURTs for plantado em seu proprio centro de origem, as consequliéncias
potenciais incluem:

Eros&o dos centros de origem, especialmente onde variedades antigas, ancestrais ou néo
cultivadas s&o raras, ou onde tais variedades sdo mantidas por comunidades locais ou
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indigenas, que podem perder a confianga em replantar as sementes colhidas,
abandonando essas variedades devido a baixa germinacéo.

Onde sao afetadas plantas aparentadas, nao cultivadas, as conseqliéncias potenciais incluem:

Esgotamento dos bancos de sementes; redugdo da propagacédo de plantas aparentadas
raras, o que poderia colocar em risco sua sobrevivéncia em seu habitat; efeitos de choque
(efeitos secundarios) sobre uma biodiversidade mais ampla como, por exemplo, insetos,
aves, pequenos mamiferos.

b) A semente resultante poderia conter todos os transgenes presentes na planta V-GURTS,
inclusive outros transgenes com caracteristicas GM.

Onde areas proximas, cultivadas para produgdo de alimentos e forragem, forem afetadas por
cruzamento, a semente colhida ndo sera mais livre de GM, mas tera todos os transgenes
presentes na planta V-GURTSs. Potencialmente, também tera proteinas codificadas para tal, por
esses transgenes, se expressados antes do estagio embriogénico tardio. As consequéncias
potenciais incluem:

Seguranca do alimento comprometida; reducdo de renda, pois os agricultores talvez nao
consigam vender os gréos contaminados no mercado comercial.

Cruzamento de pélen GM com mecanismo terminator desativado

Onde as sementes nao tenham sido suficientemente expostas ao indutor quimico antes de serem
vendidas aos agricultores, ou onde o tratamento tenha ocorrido no periodo de tempo errado, os
transgenes e suas caracteristicas terdo se tornado transmissiveis, pois as sementes de
polinizagéo cruzada seriam viaveis. As consequéncias potenciais incluem:

Ampla contaminacdo transgénica de cultivos aparentados, especialmente se as sementes
forem guardadas para replantio. Isso pode ter sérias implicagbes para a saude humana e
animal no caso de cultivos para alimento e forragem, especialmente se a planta V-GURTs
original contivesse um transgene para a producdo de componentes industriais ou
farmacéuticos.

Erosédo de variedades dos agricultores, de variedades tradicionais e crioulas, pois os
agricultores podem parar de melhorar e guardar suas préprias sementes, para evitar
contaminac&o transgénica, e suas consequéncias econdmicas e para a saude. A capacidade
de obter semente vendida por companhias dependera da situagcdo econdmica dos agricultores
e da disponibilidade de sementes adequadas e ndo contaminadas. Além disso, a semente
adquirida pode ndo ser adaptada para as condi¢des locais, ao contrario daquela selecionada
e guardada pelos agricultores.

Erosdo da diversidade genética de cultivos quando o cultivo V-GURTs é plantado em seu
préprio centro de origem.

Ampla contaminacdo transgénica de plantas aparentadas e de plantas invasoras.
Dependendo da caracteristica adicional do gene e do efeito do engenheiramento genético, e
do processo de transformagcdo no genoma da planta V-GURTs, as implicagbes para a
biodiversidade e para os ecossistemas poderiam ser substanciais.

Aumento provavel de transferéncia horizontal dos transgenes para, por exemplo, solo ou
bactéria do intestino.

“Morte subita”. Com o mecanismo terminator ainda intacto mas nao disparado, ha o risco de
sua ativagdo em plantas individuais ou em toda a populagdo de plantas, quer sejam elas
plantas cultivadas ou aparentadas nao cultivadas. Como salientado na segado prévia, o
mecanismo terminator pode ser disparado por:

- fuga do sistema promotor (por exemplo, no caso do sistema promotor induzivel por
tetraciclina);
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- segregacao (por exemplo, separagcdo do transgene repressor da recombinase e dos
transgenes da toxina celular, durante a reprodugao);

- inducao inespecifica. O sistema promotor induzivel por etanol, por exemplo, pode ser
induzido internamente, pela producdo de etanol pela prépria planta. Enquanto em
condi¢des normais plantas ndo produzirdo etanol, muitas irdo fazé-lo em situagbes de
esgotamento do oxigénio (anoxia, estresse anaerdbico), por exemplo, em uma
situagdo de inundagédo, de alagamento ou de submersdo. A sobrevivéncia da planta
durante a anoxia depende da fermentagcdo etandlica para a producdo de energia
(Tadege et al. 1998). Nesse cenario, a inundagado de toda uma populagéo de plantas
ou de toda uma area de cultivo, especialmente de plantas jovens, pode disparar o
mecanismo terminator em todas aquelas plantas que contenham o mecanismo
terminator ndo induzido (por exemplo, onde ele estava integrado).

Cruzamento de pélen GM com mecanismo terminator silenciado

Onde tanto o gene da toxina com o promotor LEA, ou o gene recombinase com o promotor
alterado CaMV 35S, tenham sido silenciados durante as multiplicagdes de semente, 0 mecanismo
terminator ndo mais seria disparado pelo tratamento com o indutor quimico. Novamente, os
transgenes e suas caracteristicas terdo se tornado transmissiveis, ja que a semente de
polinizagcéo cruzada seria viavel. As consequéncias potenciais incluem:

Os mesmos cenarios de risco detalhados em “Cruzamento de pélen GM com mecanismo
terminator ndo ativado” se aplicam, com excec¢ao da “morte subita”.

Se o promotor LEA foi silenciado, a reversdo do silenciamento resultaria em semente estéril
(uma vez que a recombinase ja teria removido o espagador bloqueador depois do tratamento
original com o indutor quimico).

Se o promotor recombinase foi silenciado, a reversdo do silenciamento depois de uma série
de geragbes resultaria em plantas parecendo ter o mecanismo terminator “desativado” e,
portanto, levando aos mesmos cenarios de risco como detalhado sob esse titulo, incluindo a
“‘morte subita”.

Cruzamento de pélen GM com mecanismo terminator incapacitado ou segregado

Onde tanto a toxina ou os transgenes recombinase ou seus promotores tenham sido afetados por
mutagdes, impossibilitando suas fun¢des, ou onde a segregagao separou tanto o gene da toxina
ou o gene recombinase dos outros transgenes V-GURTs, o mecanismo terminator estara
permanentemente incapacitado. As consequéncias potenciais incluem:

Os mesmos cenarios de risco como detalhado em “Cruzamento de pélen GM com mecanismo
terminator ndo ativado” se aplicam, com excecgao da “morte subita”.

Plantio indesejado de sementes estéreis

Onde, durante a multiplicagédo da semente, tenha havido fuga do promotor induzivel do transgene
recombinase (por exemplo, promotor induzivel por tetraciclina) ou ele tenha sido disparado n&o
intencionalmente (por exemplo, promotor induzivel por etanol disparado durante alagamento por
producdo de etanol pela propria planta), as sementes V-GURTSs resultantes seriam estéreis. Uma
porcentagem das sementes vendidas aos agricultores ja seria, portanto, estéril. As
consequéncias potenciais incluem:

Perda de producéo, ja que somente uma parte dos graos germinaria.

Perda de renda, a menos que pudesse ser provado que a perda de producio foi devido ao
suprimento de sementes falhadas e pudesse ser buscada compensacgao junto as companhias
de semente.
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Agricultores em pequena escala ou de subsisténcia ou individuos com pequenas areas poderiam,
sem saber, plantar sementes terminator fornecidas com objetivo de alimento ou de forragem.
Isso, por exemplo, seria 0 caso de sementes terminator estarem, intencionalmente ou néao,
presentes em “grdos” nao esmagados importados e vendidos em lojas locais de suprimentos, ou
em graos de ajuda alimentar que sdo mantidos para plantio, a fim de assegurar fonte de
alimentos para a préxima safra. As consequéncias potenciais incluem:

Quebra de safra; perda na colheita; fome e inseguranga alimentar.

Cruzamento de polen GM ou disseminagao de semente GM com mecanismo terminator em
um contexto de floresta

Onde arvores geneticamente engenheiradas contém uma variante de V-GURTs e o mecanismo
terminator falha para resultar na produgéo da toxina celular requerida (devido ao silenciamento do
gene, mutacdo ou indugéo insuficiente), os transgenes e suas caracteristicas se tornariam
transmissiveis. As consequéncias potenciais incluiriam:

Aumento da contaminagao das florestas com arvores transgénicas e suas caracteristicas GM
(por exemplo, conteudo baixo ou alterado de lignina, adaptagéo alterada ao dia-noite ou ao
frio), com um potencial impacto em todo o mundo sobre a biodiversidade das florestas, seu
uso sustentavel e sua contribuicdo ao clima regional e global.

Sumario de Conclusao

Os cenarios discutidos acima incluem riscos e conseqliéncias potenciais de cultivos V-GURTs
nos casos onde o0 mecanismo terminator esta ativado, bem como nos casos onde ele falha em
funcionar conforme desenhado. Em ambos os casos, ha potenciais impactos negativos sobre a
seguranga alimentar, a biodiversidade, os meios de vida, os centros de diversidade genética e de
origem, a conservacéo de variedades dos agricultores e tradicionais, a agricultura sustentavel e a
saude humana e animal.

Com respeito a cultivos para alimento ou forragem afetados, especial atengdo deve ser dada ao
cenario envolvendo cultivos farmacéuticos de V-GURTs, especialmente se contenham genes
humanos para a produgdo de componentes farmacéuticos. Como a capacidade de cruzamento
na primeira geragdo € parte do desenho de V-GURTSs, ocorrera contaminagdo de cultivos
proximos, de alimentos ou forragem. Transgenes e, potencialmente, as proteinas produzidas,
estariam presentes em qualquer semente de polinizagdo cruzada. Isso ndo somente levanta
preocupacdes com a seguranca dos alimentos mas, também, preocupacdes éticas, ja que ha
uma ampla rejeicdo ao consumo involuntario de genes humanos como parte da dieta.

Outro cenario a ser considerado é o da ampla utilizagao de cultivos V-GURTs. As conseqliéncias
provaveis sdo ndo somente o aumento da contaminagéo e a erosao de variedades crioulas mas,
também, a perda da capacidade dos agricultores de guardar sua prépria semente e adapta-las as
condi¢des do solo e clima e ao ecossistema local.

Uma questao permanece a respeito do local da multiplicacdo das sementes V-GURTs pelas
companhias de semente. Como o mecanismo terminator seria bloqueado durante os ciclos de
multiplicacdo, as possibilidades de contaminagdo via polen bem como pela semente sdo
tremendamente aumentadas.

6. Conclusao Final e Discussao

Até hoje, nenhuma aplicacdo funcional e completa de V-GURTs foi detalhada na literatura
cientifica. A avaliagao do desenho de V-GURTs apresentada neste artigo, sua confiabilidade e
seu desempenho, portanto, baseou-se em detalhes contidos em documentos de patentes
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relevantes e na avaliagdo de seus componentes conforme planejados, examinados segundo
relatado na literatura cientifica.

A tecnologia terminator, tecnicamente conhecida como Tecnologia de Restricdo de uso Genético
(GURTSs, em inglés Genetic Use Restriction Technology), € um desenho complexo de engenharia
genética e interacdo molecular. Ela é composta por trés sistemas de expresséo, dois dos quais
sdo induziveis, e um quimico que funcionard como um indutor para disparar o mecanismo
terminator. Para V-GURTSs funcionar como desenhado, deve ocorrer o seguinte:

Primeiramente: Todos os trés sistemas de expressado devem trabalhar no nivel certo de produgéo
de proteina (repressor, recombinase e toxina celular), no tempo certo e no sistema celular certo;
responder, suficiente e confiavelmente, tanto ao indutor externo como ao interno; nao responder a
inducao inespecifica; e ndo se tornar ativo a menos que induzido.

Em segundo lugar: Todos os trés sistemas de expressdo e seus genes devem permanecer
ligados e se tornar estaveis e imutaveis por todas as geragcdes de multiplicagdo da semente.

Como detalhado neste artigo, nenhuma dessas exigéncias acima tem sido alcangada. Eventos,
ou problemas, que tem sido observados, tanto em plantas transgénicas como em experimentos
geneticamente engenheirados com componentes de V-GURTS, incluem: silenciamento de gene e
alteracbes epigenéticas do DNA; mutagdes; perda de atividade do promotor; fuga no sistema
promotor; indugao insuficiente dos sistemas promotores pelos agentes indutores; indugao
inespecifica ou n&o intencional dos sistemas promotores; segregacao de diferentes componentes
genéticos durante a reproducdo. Além disso, a toxicidade e o impacto dos indutores e
repressores na planta, no meio ambiente, na saude humana e animal também deverdo ser
levados em conta.

Um sistema somente pode ser tdo bom quanto as suas partes mais fracas. No momento, nenhum
dos componentes testados para qualquer dos possiveis sistemas V-GURTs sdo 100% confiaveis
ou efetivos. Dado isso, os componentes individuais de V-GURTs oferecem menos de 100% de
eficiéncia e confiabilidade. A combinacdo desses componentes em um organismo ira oferecer
ainda menos. Por exemplo, se cada um dos quatro componentes (incluindo o indutor) tiver um
desempenho de 95%, em combinacdo, seu desempenho poderia reduzir a eficiéncia e a
confiabilidade a um nivel tdo baixo quanto 81%.

Da mesma forma, a evolugdo futura de linhagem de V-GURTs deve ser levada em conta.
Tendo em vista que V-GURTs confere uma desvantagem evolucionaria, a pressao seletiva
favorecera alteragbes genéticas ou epigenéticas que conduzam a sementes viaveis e a
capacidade de reprodugao. Como discutido no artigo, V-GURTs esta em conflito direto com duas
caracteristicas chave que definem um organismo vivo — sua capacidade de se reproduzir e sua
capacidade de se adaptar. Esse ultimo ponto, combinado com a ferramenta evolucionaria da
pressao da selegdo natural, pde em questdo a capacidade de GURTSs ter desempenho confiavel.
Igualmente, é necessario um exame dos cenarios de risco e das consequéncias potenciais de um
sistema que produziria semente estéril bem como semente transgénica viavel contendo um
mecanismo terminator silencioso.

Os cendrios e as conseqiiéncias potenciais detalhados na secado 5 ilustram que ambos, a
esterilidade da semente e a contaminagdo transmissivel com os transgenes terminator e
caracteristicas transgénicas adicionais, poderiam ter sérias implicagdes para a biodiversidade, a
agricultura, a seguranga alimentar e os meios de vida sustentaveis. As indicagcdes apontam para
V-GURTs exercendo ainda mais tensdo e imprevisibilidade sobre os ja vulneraveis sistemas
agricolas e as comunidades.

Um sério inconveniente de V-GURTs é que os agricultores que tém cultivos convencionais ou
tradicionais, de mesmas espécies que a variedade V-GURTs plantada em areas préximas, terao
suas plantas contaminadas via polinizagdo cruzada. Isso pode causar severos impactos na
seguranga alimentar, ao mesmo tempo que é um problema para a comercializagdo e para a
seguranga na qualidade dos alimentos, especialmente se os cultivos GM em questdo forem
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cultivos farmacéuticos ou outros nao destinados ao consumo humano. Os agricultores que
guardam suas sementes tradicionais ou convencionais para replantar podem ter uma
percentagem significativa de ndo germinagéao e, consequientemente, terem perdas importantes na
produgéo.

Teoricamente, a esterilidade da semente ndo pode se disseminar uma vez que, desde a ativagido
da caracteristica, a semente ndo pode germinar e nenhuma reproducéo sera possivel. Entretanto,
como mostrado nos cenarios aqui desenvolvidos, ha potencial para que a caracteristica de
esterilidade da semente seja disseminada para parentes cultivados ou silvestres — ainda que
em uma forma ndo ativada ou silenciada. Se em um estagio tardio, ocorre a segregagédo dos
genes V-GURTSs, o silenciamento do gene é revertido, ou ocorre fuga do promotor ou indugéo
inespecifica, a caracteristica de esterilidade da semente poderia ser ativada. O impacto de
geragoes futuras de plantas se tornando estéreis poderia potencialmente ser grave, dependendo
do grau de contaminagéo e de disseminagdo do mecanismo terminator “silencioso”.

Um assunto que até hoje tem sido encarado com relutancia, e ainda n&o entendido, & o impacto
do processo de modificagcdo genética (transformacgio) sobre a integridade da planta e seu
genoma (Wilson et al. 2004). V-GURTS implica na insercado de pelo menos 3 genes construidos,
ou mais, se existirem outras caracteristicas GM incorporadas, para outras finalidades. Os
produtos de cada um desses tém o potencial de causar alteragdes ndo intencionais na bioquimica
da planta (Schubert 2002). Esta é também uma consequéncia potencial de quaisquer mutacdes
ndo intencionais, criadas durante a insergcdo (Wilson et al. 2004). Os riscos, consequentemente,
aumentariam se os transgenes nio fossem todos colocados sobre um plasmidio e inseridos em
uma Unica transformagao. Esses riscos adicionais, combinados com as incertezas, significam que
V-GURTSs pode criar muitos novos riscos de biosseguranga, com potencialmente sérios impactos
para as comunidades indigenas e locais e para os agricultores em pequena escala.

7. A respeito da Convencao de Diversidade Biol6gica

De acordo com o principio da precaucgao, e refletindo que néo ha indicagdo de que os problemas
cientificos de GURTs possam ser resolvidos, recomendamos as Partes do Grupo de Trabalho
sobre o Artigo 8(j)) que mantenham as conclusbes do “Relatério do Grupo Ad Hoc de
Especialistas Técnicos sobre os potenciais impactos das tecnologias de restricdo de uso genético
sobre os agricultores em pequena escala, as comunidades indigenas e locais” e suas
recomendacdes de que a COP reafirme o paragrafo 23 de sua deciséo V/5 Ill sobre GURTs e que
as Partes e os Outros Governos considerem o desenvolvimento de marcos regulatérios para néo
aprovar testes a campo ou uso comercial de GURTSs.
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Anexo

AT,
Lpromotor} gene codificador para um trago
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—

!( > Sequéncia regulatoria: liga/desliga - p.ex. CaMy 355 (de virus)

L

Sequéncia de codificagdo para um gene - p.ex. composto farmacéutico (humano)
ou gene "pat" para tolerdncia a herbicida (de bactéria de solo)

%Sequéncia regulatdria para terminacao e processamento - p.ex. de ervilha

Figura 1: Gene Construido (transgene)
Um gene é, em geral, constituido de um promotor, de uma sequéncia codificadora e de uma seqiéncia de

terminacao (ver texto para detalhes).
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Quadro 1: Sistemas de local especifico de recombinagao

Componentes:

a) enzima de recombinacgao, i.e. recombinase ou invertase
b) local de reconhecimento DNA pequeno

Enzima de recombinagédo
/ local de reconhecimento

Origem

Referéncia

Cre/loxP

bacteriéfago P1

Dale e Ow, 1990,1991; Odell et al. 1990

Flp/frt Saccharomyces cerevisiae Lyznik et al. 1993
R/RS Zygosaccharomyces rouxii Onouchi et al. 1991
Gin/gix bacteriéfago Mu Maeser e Kahmann 1991
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Quadro 2: Sistemas de Expressao Induzivel usando indutores externos

Sistema de Expressao ou Indutor

Inconvenientes

Sistemas repressor-operador por
bactéria

e Tetraciclina-induzivel TerR

Fuga de expressédo, necessidade de alto nivel de
tetraciclina (curta meia-vida, toxica para plantas em altas
concentragdes, ndo aplicavel a todas as plantas)

e Tetraciclina-inativavel tTA

Sistema controlado negativo, constante necessidade de
tetraciclina para desligar o sistema de expressé&o, perda
da atividade do promotor com o tempo (metilagéo)

e Pristinamicina

Nao testado em planta inteira

Sistemas derivados de fungos

* Induzivel por cobre EC A

O cobre é um nutriente essencial para a planta, fitotoxico
em altas concentragdes. Inadequado para aplicagdes a
campo.

* Induzivel por etanol AlcR

Fototoxicidade negligenciavel. Baixa atividade basal,
inducao rapida e reversivel. Indutor altamente volatil.
Riscos: disparado inapropriadamente pela produgéo
endogena de etanol (devido a anoxia)

Sistemas baseados em receptor
esterdide

* Glucocorticéide (origem de
vertebrados)

* Fusdes induziveis GR por
dexametasona

Induzivel por glucocorticoide ou dexametasone. Algumas
vezes a DM causa defeitos de crescimento e ativagao dos
genes de defesa relacionados. Inadequado para
aplicagdes a campo.

* Induzivel XVE por
estrogénio/estradiol

Alta eficiéncia e especificidade. Pode nao operar em
espécies com fitoesteroides, por exemplo, a soja.
Inadequada para aplicagbes a campo.

* Ecdysone agonist

Altos niveis de expressdo mas relativamente alta
expressao de fundo. O indutor tebufonizide utilizado como
inseticida (contra lepidopteros praga).

Origem da Planta

e Protetor de cultura induzivel in2-2

O indutor é um agroquimico. Causa anomalias de
crescimento. Promotor induzivel por outros quimicos.
Elevado limiar inferior de expressao de base em raizes.
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Figure 2: Desenho de V-GURTSs.

O desenho de V-GURTSs apresentado baseou-se no desenho da Delta & Pine Land (ver texto para detalhes).
A caracteristica para esterilidade da planta é bloqueada na parte superior da figura, mostrando a interagao
dos 3 construtores de gene e os produtos envolvidos. Na parte inferior € apresentada a ativagédo do
mecanismo terminator, comeg¢ando com a aplicagado de um indutor.



