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RESUMO

O estégio curricular obrigatério do Curso de Agronomia, base para a elaboracdo do
trabalho de concluséo de curso, foi realizado na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa), no centro de pesquisa Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN), localizado na cidade de Brasilia/DF, no periodo de 13 de janeiro a 06 de
mar¢o de 2020. As atividades desenvolvidas e acompanhadas durante o estdgio abrangem
etapas de projetos de pesquisa ligados a biotecnologia, desde os laboratérios até as casas de
vegetacdo. Nos laboratorios, executando ou auxiliando em protocolos necessarios, como
polymerase chain reaction (PCR), extracdo de &cido desoxirribonucleico (DNA) e coleta de
espécimes, assim como em atividades diversas de organizacdo e manutencdo dos espacos e
seus esquipamentos. Ja nas casas de vegetacdo, as atividades realizadas eram as necessarias
para a manutencdo geral das mesmas e dos especimes, principalmente regas, plantio e
transplantio de plantas, controle e monitoramento de insetos e doengas e organizagédo geral a
fim de aperfeicoar as atividades e o0 aproveitamento da area. Com o decorrer do estagio, além
de aprimorar os conhecimentos académicos obtidos durante a graduacdo, foi possivel
compreender os processos desenvolvidos em um departamento de pesquisa voltado a
biotecnologia, além de participar de etapas especificas que trouxeram valioso conhecimento

pratico.

Palavras-chave: Biotecnologia. Agricultura. Pesquisa. Biologia molecular.
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1. Introducéo

A biotecnologia classica acompanha o ser humano por toda a sua historia, até mesmo
antes da propria historia ser de fato escrita. Com o auxilio da biotecnologia, mesmo que
realizada de forma empirica, civilizagdes puderam se erguer e o desenvolvimento humano foi
alavancado, agindo como uma progressdo geomeétrica ao longo das eras e dos ultimos séculos.

Ao longo do tempo, a biotecnologia passou por muitas modificacdes, tendo seu
desenvolvimento atrelado ao avango da ciéncia, em areas multidisciplinares. Com o progresso
em ciéncias como a genética, quimica, fisiologia, microbiologia e a biologia molecular, hoje
experenciamos a conceituada biotecnologia moderna (CROPLIFE, 2020a), que possui
ferramentas e aplicacbes importantes em tal grau, que na falta destas a sociedade como
conhecemos ndo teria suporte para existir.

Atualmente a biotecnologia, principalmente como ciéncia aplicada, é conduzida pela
pesquisa experimental em todas as suas areas de aplicacdo, trazendo inovacbes capazes de
resolverem problemas e aumentar o bem-estar global do homem, da sociedade e do meio
ambiente. Tendo isso em vista, se torna incontestavel a importancia das instituicbes de
pesquisa para o desenvolvimento humano, no ambito global. Considerando a esfera nacional,
0s institutos de pesquisa publica provam sua notoriedade com seu passado, prospectando um
futuro que traz beneficios a sociedade brasileira e torna o Brasil um pais cada vez mais
competitivo e desenvolvido.

Levando em consideracdo a biotecnologia e as instituicdes de pesquisa publicas, a
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia se evidencia como uma escolha assertiva para a
realizacdo do estagio curricular obrigatorio, devido a ser uma instituicdo renomada capaz de
propiciar experiéncias de aprendizagem singulares, trazendo o aprimoramento de
conhecimentos teorico-praticos adquiridos ao longo do processo de formacdo académica.
Ademais, se enquadra nas areas de maior interesse do autor.

O estagio curricular obrigatério foi realizado na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), no centro de pesquisa Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, localizado na cidade de Brasilia/DF, com carga horaria semanal de 40 horas,

no periodo de 13 de janeiro a 06 de marco de 2020.

2. Caracterizacdo da cidade de Brasilia

2.1 Aspectos socioeconémicos



Brasilia € a capital federal do Brasil, pertencente ao Distrito Federal (DISTRITO
FEDERAL, 1993), uma das 27 unidades federativas do Brasil. O Distrito Federal ndo possui
municipios, é composto apenas pela capital Brasilia, sendo esta subdividida em 33 regifes
administrativas, ndo havendo entdo bairros ou prefeituras’.

A cidade faz parte do Planalto Central, regido Centro-Oeste do Brasil, ocupando uma
rea de 5.779 km?’. A populacdo estimada para 2020 é de 3.055.149 habitantes, com
densidade demografica de 444,7 hab/km?2 no censo de 2010, sendo assim a quarta cidade mais
populosa do Brasil (IBGE, 2017a). A situacdo domiciliar da cidade revela sua predominancia
urbana, com 96,5% da populacdo, em oposicdo a 3,42% em situacdo de residéncia rural
(IBGE, 2017b).

O Produto Interno Bruto (PIB) de Brasilia é estimado em 254,8 bilhdes de reais,
ocupando a posi¢do de terceiro maior PIB municipal do pais (IBGE, [20197]). Ja o PIB per
capita é estimado em 85,7 mil reais, estando na nonagésima nona posicdo entre as cidades
brasileiras (Ibidem). A composicdo econdmica do Distrito Federal é majoritariamente
composta pelo setor de servigos (94,3% do PIB), seguido pelo setor industrial (5,4% do PIB),
com minimo impacto do setor agropecuario (0,3% do PIB) (CRUZ; SCHLABITZ; QUIROZ,
2018). Brasilia se destaca pelo seu Indice de Desenvolvimento Humano (IDH), apresentando
um indice de 0,824, nono maior valor dentre as cidades brasileiras (PNUD, 2010).

Brasilia teve seu planejamento prévio em forma de um plano urbanistico, conhecido
como “Plano Piloto” (COSTA, 1957). Este plano concedeu a cidade, em vista aérea, 0
formato de um avido. Brasilia foi inaugurada em 21 de Abril de 1960, e possui 112,2
quildmetros quadrados de area tombada pela Organizacdo das NacBGes Unidas para a
Educacao, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO) como Patrimdnio Cultural da Humanidade, por
conta de sua concepcdo modernista, com grande participacdo de Lucio Costa e Oscar

Niemeyer®.
2.2 Aspectos edafoclimaticos

Brasilia esta localizada a 15°47" de latitude sul e 47°56" de longitude oeste, com

altitude média de 1.000 metros acima do nivel do mar, tendo seu ponto mais alto com 1.341

! GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL. Histéria — Brasilia: a cidade sonho. Brasilia, 2021. Disponivel em:
< http://www.df.gov.br/historia/>. Acesso em: 25 de jan. 2021.
2 -
Ibidem.
¥ Ibidem.
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metros de altitude (BRASILIA, 2021). O relevo de Brasilia é predominantemente plano, com

leves ondulacdes. O Distrito Federal esta inteiramente inserido dentro do bioma cerrado, um
bioma que se carateriza pela presenga de invernos secos e verdes chuvosos (RIBEIRO;
WALTER, 1998). Este bioma tem a mais rica das floras entre as savanas do mundo, com alto
nivel de endemismo, apresentando também uma fauna de grande riqueza, embora a presenga
de mamiferos seja pequena (KLINK & MACHADO, 2005).

De acordo com a classificacdo de Koppen, o Distrito Federal pertence ao grupo A —
Tropical, por apresentar em todos os meses do ano temperatura média acima de 18°C, com
temperatura média compensada anual de 21,4°C, além de possuir precipitacdo significativa
(média anual de 1.477 mm) (INMET, [2010]). O clima de Brasilia é classificado como
tropical com estagéo seca (tipo Aw), caracteritico de savanas, com as chuvas concentradas em
uma estacdo chuvosa (outubro a margo) (KLINK & MACHADO, 2005). Durante a estagédo
seca, 0s niveis de umidade relativa do ar (URA) ficam comumente muito baixos em alguns
dias, sendo registrados valores entre 20% e 30%. Valores dentro deste intervalo sdo
considerados de atencdo pela Organizacdao Mundial Satude (OMS), que indica o valor ideal de
60% para evitar o ressecamento de mucosas e da pele humana (EBC, 2014).

Quanto a pedologia, o Distrito Federal possui as classes de solo esperadas para o
bioma que esta inserido, o Cerrado (BOUL & CLINE, 1973, apud BOUL, 2009). De acordo
com Ribeiro & Walter (1998), o bioma Cerrado possui predominancia de latossolos, seja em
areas sedimentares quanto em terrenos cristalinos. Esta afirmagdo foi confirmada e
complementada por Martins et al. (2004), em observacdo dos trabalhos realizados pelo
Servigo Nacional de Levantamento e Conservacdo de Solos (EMBRAPA, 1978), onde conclui
que as trés classes de solos mais importantes no Distrito Federal sdo Latossolo Vermelho
(38,6%), Latossolo Vermelho-Amarelo (15,8%) e Cambissolo (31%).

3. Caracterizacdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

A Embrapa foi criada na década de 1970, um momento de muitas mudancas no Brasil.
Havia um acelerado crescimento da populacdo e da renda per capita, além da abertura do
mercado externo, o0 que trazia a preocupacao quanto a capacidade da agricultura do pais suprir
a demanda por alimentos mediante 0 aumento da oferta (EMBRAPA, [2021]a).

No Ministério da Agricultura j& havia o debate acerca da importancia do
conhecimento cientifico para o desenvolvimento agricola, principalmente pela falta de

conhecimento técnico para ser repassado aos agricultores por meio da extensdo rural. Sendo
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assim, um grupo de trabalho constituido pelo entdo ministro da Agricultura, Luiz Fernando

Cirne Lima, definiu os objetivos e funcBes da pesquisa agropecuaria, levando a criacdo da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa), instituida como empresa publica em
07 de dezembro de 1972, pela Lei n° 5.851* do mesmo ano (BRASIL, 1972), sancionada pelo
entdo presidente da republica Emilio Garrastazu Médici (EMBRAPA, [2021]a).

Em 1973, uma portaria encerrou a existéncia do Departamento Nacional de Pesquisa e
Experimentagdo (DNPEA), que era o principal 6rgdo de pesquisa em um momento anterior a
Embrapa. O DNPEA contava com uma grande infraestrutura: 09 sedes dos institutos
regionais, 70 estacBes experimentais, 11 imdveis e 02 centros nacionais. A Embrapa herdou
do DNPEA estas unidades, iniciando sua fase operativa (EMBRAPA, [2021]a).

Ja em 1974, os primeiros centros nacionais por produtos foram originados (Trigo,
Arroz e Feijdo, Gado de Corte, Seringueira) e no dia 22 de novembro do mesmo ano o
CENARGEN foi criado, com a denominacdo inicial de Centro Nacional de Recursos
Genéticos, que originou a sigla usada até hoje. Apenas em 1980 a unidade recebeu 0 nome de
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, momento no qual passou a atuar também em
biotecnologia agropecuaria e em controle biolégico de pragas. Na decada de 90 o
CENARGEN incorporou novas e importantes atividades a sua atuacdo na area da genética
molecular: sequencimento de genomas estrutural e funcional, busca por genes de importancia
agricola, técnicas de transformacdo genética de plantas e clonagem na espécie bovina
(EMBRAPA, [2021]b).

A criacdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia atende a uma demanda
mundial acerca da conscientiza¢do da importancia dos recursos genéticos, do impacto destes
na sustentabilidade econdmica e ecoldgica e nas pesquisas biotecnoldgicas (EMBRAPA,
[2021]b). A missdo do CENARGEN ¢é — “Viabilizar solucdes de pesquisa, desenvolvimento e
inovacao em recursos genéticos para a sustentabilidade da agricultura brasileira”, e busca
atender esta missdo com as seguintes estratégias: conservar, enriquecer e estimular o uso dos
recursos genéticos; desvendar caracteristicas e agregar valor aos recursos genéticos;
desenvolver tecnologias com foco em recursos genéticos; promover o intercambio seguro de
germoplasma e gerar tecnologias com foco em fitossanidade (EMBRAPA, [2021]b).

Atualmente, as principais atividades do CENARGEN s&o atividades relacionadas a

conservacao e uso de germoplasma vegetal, intercambio de germoplasma vegetal, analises

* “Art. 1° Fica 0 Poder Executivo autorizado a instituir uma empresa piblica, sob a denominagdo de Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), vinculada ao Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, com personalidade juridica de direito privado, patriménio préprio e autonomia administrativa e
financeira, nos termos do art. 5°, inciso Il, do Decreto-Lei n® 200, de 25 de fevereiro de 1967” (Brasil, 1972).
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moleculares, bancos genéticos, conservacao e uso de recursos genéticos animais, conservacao

de micro-organismos, controle bioldgico, biotecnologia, genémica, biotecnologia e
ferramentas para acelerar o melhoramento genético animal. Para o presente e futuro proximo,
o foco das pesquisas tende a ser pela busca de novas moléculas a fim de resolver problemas
agropecuarios, investindo em pesquisas de biotecnologia, genémica e nanotecnologia
(EMBRAPA, [2021]b).

4. Referencial tedrico: a biotecnologia

4.1 Definicdo

De forma simpldria, o conceito de biotecnologia pode ser resumidamente interpretado
com base na palavra de origem grega: bio significa vida, tecnos significa o uso pratico da
ciéncia e logos significa conhecimento. Com base nisto, BIOTECNOLOGIA (2011)
interpretaram o conceito de biotecnologia como um conhecimento que usa organismos,
células e moléculas pra obter bens e servigos, ou uma tecnologia que tem seus produtos
advindos de processos de origem bioldgica. Esta definicdo engloba tanto a biotecnologia
classica como a moderna.

De acordo com Malajovich (2012), a primeira definicdo de biotecnologia se deve a
Ereky (1919) — “a ciéncia ¢ os métodos que permitem a obtengdo de produtos a partir de
materia-prima, mediante a intervengdo de organismos vivos”. Contudo, devido ao grande
impacto da biotecnologia, principalmente na economia e na ciéncia, numerosas tentativas de
definicdo podem ser encontradas na literatura, variando entre paises e organizacdes (DAHMS,
2004), entre ramos e consoantes com o acréscimo de um sufixo (como biotecnologia vegetal —
(CANHOTO, 2010), ou ainda entre épocas e para diferenciar a biotecnologia classica da
moderna. A biotecnologia utiliza conhecimentos multidisciplinares, englobando atividades e
profissionais de areas muito variadas (energia, industria, meio ambiente, agricultura, pecuaria,
alimentacdo, saude), para utilizar processos cada vez mais complexos e tecnoldgicos, em
constante evolucéo, na geracdo de seus produtos (MALAJOVICH, 2012), o que pode trazer

ao termo biotecnologia um caréater transitério e amorfo (DAHMS, 2004).

4.2 Impactos da biotecnologia

4.2.1 Impactos da biotecnologia na agropecuaria
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A atividade agropecuéria acompanha a histéria da humanidade desde seu inicio e foi
um dos motores que proporcionou o0 nascimento de civilizagBes e 0s avancos tecnoldgicos em
todas as &reas do conhecimento. O crescimento populacional e a demanda por quantidade e
qualidade dos alimentos é um assunto muito debatido em todo o mundo.

Segundo a FAO (2015), mais de 800 milhdes de pessoas ndo tem acesso a comida de
forma suficiente para ter uma vida saudavel. As projecdes sdo de que em 2050 o planeta Terra
tera 9,8 bilhdes de habitantes (UN, 2012), o que exigira uma maior oferta de alimentos. De
acordo com Saath & Fachinello (2018), com base nos estudos de Embrapa (2014), os limites
da fronteira agricola para a expansdo da producdo agropecuaria no Brasil estdo proximos de
serem exauridos, levando ao ponto de que as demandas por alimentos ndo poderdo mais ser
supridas por meio do aumento de area plantada, mas sim por aumento da produtividade ou
substituicéo de culturas. Este exemplo no Brasil pode ser considerado uma verdade em todo o
globo, a importancia do aumento da produtividade, ao mesmo passo da conservacdo do meio
ambiente devem ser questdes resolvidas de forma inteligente, com a tecnologia disponivel.

Diante disto, a biotecnologia ja € utilizada como forma de aumentar a producdo de
alimentos e elevar a eficiéncia dos recursos naturais utilizados. O aumento da producao pode
se dar por mais de uma maneira, excluido o aumento da area cultivada. Uma destas formas é a
reducdo de perdas na lavoura, fornecendo as plantas ou aos animais formas de resistir ou
tolerar estresses bidticos ou abioticos, assim como reduzir perdas durante o armazenamento.
Isto pode se dar por meio de defensivos agricolas (inseticidas, fungicidas e herbicidas) aliados
as praticas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) e controle bioldgico (CB) (FUTINO &
SALLES FILHO, 1991). Também, com o uso da engenharia genética é possivel introduzir
genes de interesse em cultivos para que se tornem tolerantes a herbicidas e resistentes a
insetos (SILVEIRA; BORGES; BUAINAIN, 2005), ou ainda a estresses abidticos, como a
seca (SALINET, 2009).

Outra forma para elevar a produtividade é aumentar a quantidade produzida em si e,
para isto, o ser humano utiliza o melhoramento genético de forma empirica desde o inicio da
agricultura. Mesmo havendo um curto periodo da histéria dos vegetais que estes foram
domesticados, muitas destas plantas guardam pouca semelhanga com seus ancestrais
selvagens (MALAJOVICH, 2012). Na idade contemporanea, a redescoberta das leis de
Mendel tornou o melhoramento genético mais eficiente e preciso, tanto animal quanto
vegetal. Com o conhecimento e as ferramentas da biotecnologia moderna, um novo patamar

pode ser alcangado pelo melhoramento genético, principalmente com o uso de marcadores
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moleculares e a engenharia genética, tornando mais rapido e preciso 0 processo de

melhoramento genético (BIOTECNOLOGIA, 2011).

A engenharia genética permite a criacdo de variedades transgénicas, que € uma
poderosa ferramenta para o melhoramento genético, pois quanto maior a distancia entre duas
espécies, o cruzamento se torna mais dificil ou impossivel, fazendo com que genes de
interesse ndo possam ser introduzidos (MALAJOVICH, 2012). Com a transformacéo genética
de plantas é realizada a validacdo funcional de genes individuais selecionados. Da mesma
forma, se podem incorporar estes genes diretamente em uma cultivar, visando caracteristicas
agrondmicas desejaveis, como a produtividade (CARRER; BARBOSA; RAMIRO, 2010). Em
conclusdo, segundo Malajovich (2012), a biotecnologia moderna permite a transferéncia de
genes entre espécies, facilita a identificacdo dos individuos transformados e acelera o
processo de melhoramento e obtencdo de novas variedades, alcancando mais rapidamente os
objetivos de um programa de melhoramento. Além da transgenia, para a criacdo de cultivares
com caracteristicas especificas ainda existem outras possibilidades, como a mutacdo génica
orientada (como CRISPr) seguida de selecdo ou a alteracdo do numero cromossémico, sendo
que esta ultima opcéo geralmente causa simultaneamente caracteristicas deletérias.

Ainda a utilizagdo da cultura de tecidos produz um grande nimero de material clonado
em curto espago de tempo e em ambientes reduzidos. O que permite também realizar a
limpeza clonal de cultivares, visando a eliminacdo de doengas, como virus (VILLEN, 2002).

Alguns microrganismos quando associados a agricultura também trazem imensos
beneficios. Bactérias fixadoras de nitrogénio, além de reduzir os custos e riscos de
contaminacdo pela adubacdo nitrogenada, podem elevar a produtividade. Da mesma forma,
fungos micorrizicos também podem se tornar uma ferramenta bastante utilizada no futuro,
beneficiando as plantas por aumentar sua superficie de absorcdo de dgua e minerais do solo
(BIOTECNOLOGIA, 2011). Segundo estes autores, a inoculacdo de bactérias diazotréficas
em leguminosas pode reduzir a necessidade de adubacdo mineral nitrogenada, ou até mesmo
substitui-la.

Além de indiretamente possibilitar o aumento da produtividade das espécies
cultivadas, pela insercdo genética de caracteristicas desejaveis as culturas abrangidas, a
biotecnologia traz a possibilidade de obtecdo de plantas com caracteristicas melhoradas, como
a reducdo de alérgenos, elevar o tempo de conservagdo, melhorar caracteristicas
organolépticas e nutricionais, assim como adequacdo ao processamento industrial
(MALAJOVICH, 2012). Exemplos para isso é o aumento de vitamina A (YE et al., 2000) e E
(SHINTANI & DELLAPENNA, 1998) em grdos de arroz, assim como a composi¢do de



14
amido nos graos (JOBLING et al., 2002).

A Dbiotecnologia moderna é uma ferramenta muito importante por desenvolver
organismos vivos modificados Uteis em processos ou na geracdo de produtos, ou utilizar

produtos de origem bioldgica j& disponiveis naturalmente.

4.2.2 Plantas geneticamente modificadas no Brasil e no mundo.

O uso de plantas transgénicas no Brasil comecou em 1998, e atualmente esta
tecnologia ¢ amplamente utilizada no pais. Em 2019, o PIB brasileiro teve 21,4% de sua
composicdo advinda do agronegocio, o que confirma a importancia deste setor (CNA, 2020).
Hoje o Brésil € o segundo maior pais em area plantada de transgénicos, atrds somente dos
Estados Unidos da América (AGROANALYSIS, 2018). A soja é muito importante para o
agronegdcio brasileiro, e na safra 2019/2020 o Brasil produziu 124,8 milhdes de toneladas,
assumindo a posicao de maior produtor mundial (EMBRAPA, 2020a). De toda esta producao,
é estimado que 96% seja oriunda de cultivares transgénicas. Os trangénicos também tém
grande participacdo em culturas como o milho (88%) e algoddo (78%), que possuem
participacdo fundamental no PIB e nas exportacdes brasileiras (AGROANALYSIS, 2018).

Alguns organismos geneticamente modificados (OGMs) possuem manejo facilitado,
devido as caracteristicas que os genes exdgenos concedem as cultivares. Segundo Ferreira &
Faleiro (2008), o uso de transgenes oferece grande vantagem competitiva em relacéo a outras
cultivares. Como citado pelo mesmo autor, as cultivares atualmente utilizadas com sucesso
geralmente possuem caracteristicas fenotipicas controladas por um ou poucos genes, e estes
genes sao principalmente de dois tipos: resisténcia a herbicidas e resisténcia a insetos.

Acerca dos cultivos tolerantes a herbicidas, a soja “Round Up Ready” RR foi 0
primeiro produto geneticamente modificado (GM) tolerante. A introducdo do gene CP4
EPSPS torna a planta resistente ao herbicida glifosato, um herbicida de amplo espectro
largamente utilizado. O uso desta tecnologia traz imensas vantagens econémicas pela reducéo
de custos e perdas na lavoura, além de facilitar o manejo de ervas daninhas, por simplificar o
uso de herbicidas e o risco no controle sobre estas pragas (SILVEIRA; BORGES;
BUAINAIN, 2005). Do ponto de vista ambiental, a adogdo de cultivares resistente a
herbicidas é capaz de reduzir a quantidade utilizada destes pesticidas, pelo abandono
sistematico das aplicacGes pré-emergentes, tornando viavel realizar aplicacdes apenas quando
necessario (KRIMSKY & WRUBEL, 1996). Além de reduzir o nimero de aplicacdes e a

quantidade aplicada, possibilita a utilizagdo de herbicidas menos téxicos, como € o caso do
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herbicida glifosato, que possui relativa baixa toxicidade em mamiferos e péassaros

(AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

Nos cultivos resistentes a insetos, o principal produto utilizado € a tecnologia BT, em
diversas culturas. Nesta tecnologia, as plantas recebem genes de Bacillus thuringiensis, que
Ihe concedem resisténcia a insetos, principalmente lepidopteros e coleopteros, dependendo do
gene adicionado (SILVEIRA; BORGES; BUAINAIN, 2005), que sucubem ao se alimentar de
tecidos produtores da proteina entomopatogénica, originada do gene exdgeno.
Economicamente, a tecnologia BT traz beneficios muito significativos, ao reduzir os custos de
producdo, por diminuir a quantidade e o numero de aplicacBes de inseticidas quimicos
pulverizados nas culturas (SOUZA, 2016). Em termos ambientais e sociais, a tecnologia BT
também traz como vantagem a reducdo no uso de pesticidas, ndo expondo o homem ou o
meio ambiente a estes produtos. Também é uma tecnologia muito seletiva a seus alvos, nao
eliminando inimigos naturais ou prejudicando gravemente a biodiversidade, além de poder ser
utilizado em conjunto com o manejo integrado de pragas (SOUZA, 2016). Estes fatores levam
0 produtor, no contexto geral, a utilizar produtos menos toxicos e uma quantidade menor de
pesticidas.

As tecnologias citadas anteriormente ndo tém origem em pesquisas brasileiras. Porém,
mesmo enfrentando grandes dificuldades, a pesquisa brasileira também desenvolveu e
continua gerando produtos inovadores para culturas com importancia no pais. A Embrapa
recebeu autorizacdo da CTNBIo para comercializagdo do feijao transgénico resistente ao virus
do mosaico dourado, uma doenca muito importante para a cultura (AGROANALYSIS, 2018).
A empresa também avancou até etapas finais no desenvolvimento de cultivares de soja e
cana-de-aclcar tolerantes a seca, 0 que futuramente pode auxiliar muitos produtores no
enfrentamento da pouca disponibilidade de agua para as culturas (AGROANALYSIS, 2018).

De acordo com a Lei de Biosseguranca®, todos os organismos transgénicos precisam
ser analisadas e aprovados pela CTNBIo para a liberagdo de seu uso no Brasil (CROPLIFE,
2020b). Mesmo antes da comercializacdo de um produto, quando este estd em fase de
desenvolvimento dentro do territorio nacional, também € necessaria uma autorizacao prévia,
concedida por meio do Certificado de Qualidade em Biosseguranca (CQB) e pela autorizacdo

de LiberagGes Planejadas no Meio Ambiente, emitidos também pela CTNBio (Ibidem).

® “Art. 1° Esta Lei estabelece normas de seguranca e mecanismos de fiscalizagio sobre a construcéo, o cultivo, a
producdo, a manipulacdo, o transporte, a transferéncia, a importacdo, a exportacdo, o armazenamento, a
pesquisa, a comercializagdo, o consumo, a liberacdo no meio ambiente e o descarte de organismos geneticamente
modificados — OGM e seus derivados, tendo como diretrizes o estimulo ao avanco cientifico na &rea de
biosseguranga e biotecnologia, a protecdo a vida e & salde humana, animal e vegetal, e a observancia do
principio da precaucdo para a protecdo do meio ambiente.” (BRASIL, 2005).
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A primeira autorizagdo concedida foi a um evento de soja transgénica, em 1998, desde

entdo, mais de cento e dez plantas geneticamente modificadas foram liberadas para a
producdo em escala comercial (Ibidem). As espécies que incluem estes produtos sdo soja,
milho, algoddo, eucalipto, cana-de-acucar e feijdo. Como exemplos mais importantes de
caracteristicas incorporadas a estas plantas, tém-se: resisténcia a virus; tolerancia a herbicidas;
resisténcia a insetos; tolerancia a seca; restauracao de fertilidade; aumento na producdo de
celulose e qualidade de 6leo melhorada. (Ibidem). As Figuras 1 e 2 demonstram as aprovacoes
realizadas pela CTNBIo ao longo dos anos.

Figura 1 — Produtos transgénicos aprovados no Brasil pela CTNBio.
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Figura 2 — Espécies de plantas transgénicas aprovadas pela CTNBiIo.
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A adocdo da biotecnologia agricola com o uso de transgénicos ou produtos agricolas

geneticamente editados vem crescendo em todo o mundo devido aos seus beneficios. E
relatado globalmente que o uso correto destas tecnologias estd reduzindo a emissdo de gases
de efeito estufa e o uso de defensivos agricolas, aumentando a renda dos produtores e
propiciando maior soberania alimentar as nac¢Ges, aumentando a produtividade ao reduzir
perdas por estresses abidticos e bidticos, reduzindo a necessidade de expansdo de areas
agricolas e aumentando a seguranca alimentar mundial (BROOKES, 2020). A tabela 1 mostra
0s paises com maior area plantada com cultivares transgénicas no mundo, além das culturas

em que sao utilizadas.

Tabela 1 — Producdo de culturas biotecnoldgicas nos 10 paises mais importantes.

Posicao Pais Area cultivada (Milhdes de hectares) Culturas biotecnoldgicas
1 |[Estados Unidos da América 71,5 Milho, soja, algoddo, alfafa, canola,
beterraba, batata, mamédo, meldo, maga
2  |Brasil 52,8 Soja, milho, algod&o, cana-de-agicar
3 |Argentina 24,0 Soja, milho, algodao, alfafa
4  |Canada 12,5 Canola, soja, milho, beterraba, alfafa, batata
5 |india 11,9 Algodio
6 |Paraguai 4,1 Soja, milho, algodao
7 |China 3,2 Algodao, mamao
8 |Africa do Sul 2,7 Milho, soja, algodio
9 [Paquistdo 2,5 Algodao
10 |Bolivia 1,4 Soja

Fonte: Adaptado de ISAAA, 2018.

Muitas técnicas de edicdo e modificacdo do DNA estdo sendo desenvolvidas desde
1980. No entanto, algumas técnicas e ferramentas se sobressaem a outras trazendo beneficios
para 0 avango da biotecnologia e para a geragdo de novos produtos, gradativamente com mais
tecnologia imbutida. Uma destas técnicas € o sistema CRISPR, considerado revolucionério
por permitir a manipulacdo de genes com grande precisdo. O primeiro produto analisado
ocorreu em 2016 pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), um
cogumelo que ndo escurece apds o corte (CROPLIFE, 2020c). No Brasil, o primeiro produto
fruto da técnica CRISPR avalido pela CTNBio foi uma cultivar de milho com genes que
levam a maior concentragdo de amilopectinas, em 2018. Apos estes acontecimentos, muitos
produtos orioundos da técnica CRISPR vém sendo avaliados em ambos o0s paises
(CROPLIFE, 2020c). A figura 3 apresenta os produtos agricolas geneticamente editados pela
técnica CRISPR até o inicio de 2020.

Figura 3 — Produtos agricolas geneticamente editados analisados pela CTNBio e USDA.
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Produto Caracteristica

Milho Maior teor de amilopectina

Cogumelo Paris |Nao escurece apos corte
Milho Maior teor de amilopectina
Batata N&o escurece apos corte
Batata Na&o escurece apos corte
Falso Linho |Maior teor de Omega 3
Soja Tolerancia a seca e salinidade
Alfafa Maior digestibilidade
Milho Resisténcia a fungo
Milho ' Ganho de produtividade
Trigo Maior teor de fibras
Tomate Maior facilidade de colheita
Pennycress Melhora a qualidade do 6leo
Falso linho | Maior teor de Omega 3
Alface Nao escurece
Tabaco Maior teor de enzima antioxidante
Pennycress Melhora a qualidade do dleo
Soja Alteragao no tamanho do peciolo
Tomate Resisténcia a virus (RNAi)
Laranja resisténcia a bactéria
Soja resisténcia a nematoide
Cana resisténcia a herbicida

IR
I

Fonte: Croplife, 2020c adaptado de CTNBio e USDA, 2020.

O cumulativo de conhecimento técnico existente na area da genética e de regulacdo
nunca foi tdo grande, e as técnicas existentes abrem uma grande avenida para 0
desenvolvimento de novos produtos. Novas tecnologias como CRISPr e RNAI podem ser
consideradas, em muitos casos, ndo transgénicos, portanto 0s seus produtos ficam
desregulamentados, abrindo a possibilidade de start ups e empresas nacionais serem

economicamente capazes de entrar neste mercado tecnoldgico.

5. Atividades realizadas

As atividades desenvolvidas ou acompanhadas serdo divididas entre setores e locais de
trabalho, ndo estando obrigatoriamente em ordem cronoldgica ou de importancia. Sera feita
uma descricdo geral das atividades, e quando for conveniente, haverd um exemplo de

atividade descrita de forma mais detalhada, junto com os objetivos do trabalho executado.

5.1 Atividades realizadas em laboratério

Os laboratdrios mais utilizados durante o estagio foram o Laborat6rio de Regulacdo
Génica Il e Laboratério de Bioquimica e Biofisica, ambos localizados no Prédio da
Biotecnologia. A descri¢do seguira a ordem de complexidade das atividades.

Para que os trabalhos dentro de um laboratétio possam ocorrer de forma correta e
eficiente, é indispensavel a organizacdo e limpeza. Tendo isto em vista, rotineiramente

atividades com este objetivo eram realizadas. Um novo inventario foi realizado nos
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laboratorios e em seus estoques. O inventario eletrdnico era registrado em planilhas de Excel,

contabilizando unidades de insumos (principalmente reagentes), equipamentos descartaveis e
permanentes.

Com o inventério realizado, um item de cada insumo laboratorial deveria estar em
local de facil identificacdo e alcance, sendo esta reposicdo uma das responsabilidades
incumbidas. Ndo somente materiais deveriam estar sempre disponiveis, mas também as
solucdes-estoque mais utilizadas. Algumas solugdes como cloreto de sédio 5M e EDTA ou
tampdes como Tris-HCI sdo necessarias para a realizacdo de varios protocolos, sendo que
algumas necessitam de mais de um dia para serem preparadas e autoclavadas. Sendo assim,
estas solucBes, assim como agua miliQ e agua destilada deveriam estar em estoque dentro do
laboratorio.

Como no laboratério sdo utilizados reagentes toxicos e perigosos ao ser humano,
cuidados adicionais precisam ser tomados. A bancada utilizada para manipular brometo de
etidio, principalmente para os processos de observacdo em gel de agarose, precisa ser coberta
com papel pardo que deverd ser descartado corretamente quando estiver danificado ou
contaminado em demasia. Também as bancadas precisam estar organizadas defensivamente
quanto a possiveis acidentes, com 0 espaco necessario disponivel sem expor a contaminagéo
equipamentos desnecessariamente. Seguindo as recomendagdes de seguranca, a manipulagédo
de certos reagentes deve ser realizada em capela (Figura 4), a qual deve ser utilizada de

forma correta e mantida o mais limpa e organizada possivel.

Figura 4 — Capela utilizada para manipulacéo de reagentes quimicos tdxicos.

Fonte: Leonardo de Amorim Vidal, 2021 (arquivo pessoal).

Como jé citado, algumas solugbes-estoque deveriam ter sua quantidade monitorada e
novas preparacOes efetuadas diante da possibilidade de falta. O preparo das solucdes e
tampdes seguia rigorosamente o Manual de Transformagdo Genética de Plantas (Embrapa,
2015), sendo que a etapa de autoclavagem (quando necessaria) era somente acompanhada, de

acordo com as normas internas do departamento.
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A manutencdo e zelo pelos equipamentos dos laboratérios sdo indispensaveis, ja que

sd0 pecas essenciais para a execucdo dos protocolos, geralmente de dificil substituicdo e de
alto custo. Durante o estagio, foi acompanhada a manutencdo de pipetas monocanais e
realizada a afericdo da sua precisdo por meio da pesagem do volume de agua pipetada em
balanca de precisdo (preciséo de 0,00001 g) (Figura 5). As pipetas que estivessem fora da

precisdo esperada, deveriam ser enviadas para calibracdo externa.

Figura 5 — Pipetas monocanais (esquerda) e balanca utilizada para afericéo.

Fonte: Leonardo de Amorim Vidal, 2021 (arquivo pessoal).

Os proximos subtépicos exempleficam trés atividades realizadas no decorrer do

estagio.

5.1.1 Coleta de larvas e adultos da broca-do-café (Hypothenemus hampei F.)

O objetivo da coleta de espécimes era 0 seu uso futuro em projeto que visa identificar
enzimas digestivas destes insetos, especificamente na fase inicial de desenvolvimento. Quanto
mais jovens fossem os insetos coletados, maior seria a sua qualidade quanto a presenca de
enzimas digestivas de interesse e mais facilmente realizado o posterior isolamento das
mesmas.

As sementes disponibilizadas para o trabalho de coleta geralmente tinham sintomas
eminentes da presenca da broca-do-café, mas os insetos ndo eram encontrados em todas as
sementes. As larvas tem comprimento de 0,72 a 0,84 mm (LAURENTINO E COSTA, 2004),
0 que trazia a necessidade da utilizacdo de uma lupa para sua identificagcdo. As maiorias das
sementes estavam completamente destruidas em seu interior, comprovando a presenca de um
grande nimero de insetos. Porém, somente adultos foram encontrados e uma grande

quantidade de &caros predadores foi observada.

5.1.2 Extracdo de DNA de eventos transgénicos de plantas de soja.
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O objetivo do experimento foi analisar e validar molecularmente plantas transgénicas
de soja transformadas com gene que deve conferir tolerdncia a um determinando estresse
abiotico (confidencial), e futuramente determinar o nimero de copias inseridas do transgene
por meio da técnica de Southern blot. O gene advém de plantas de café, o processo esta
patenteado e agora se espera obter diferencas fenotipicas ligadas a caracteristica em outras
espécies, como por exemplo, a soja.

O desenvolvimento e a avaliacdo fenotipica das plantas de soja foram conduzidos em
um local externo a Embrapa, por meio de uma parceria. Para que 0 experimento que sera
descrito pudesse ser realizado, algumas folhas de cada planta a ser testada foram cedidas a
Embrapa para a avaliagdo molecular dos eventos transgénicos. As amostras de plantas
enviadas para esta analise sdo de individuos de diferentes linhagens advindas de eventos
transgénicos Unicos, na segunda geracdo (T2). A escolha dos individuos a serem enviados
para a andlise foi feita com base em avaliacdo fenotipica em laboratorio (ou casa de
vegetacdo), comparando plantas controle e transgénicas quanto a tolerancia ao estresse
abiotico.

Cinco plantas foram recebidas, entre estas uma sendo controle (n&o transgénico), e o
processo descrito fez uso de quatro destas plantas, entre elas o controle. As amostras eram
compostas por folhas de plantas de soja, onde preferencialmente, as folhas deveriam ser
jovens e saudaveis, no entanto, as folhas recebidas nas amostras eram mais velhas que o ideal,
ja tendo seu desenvolvimento totalmente concluido, o que pode ter prejudicado o produto
obtido destas amostras brutas.

O método utilizado para extracdo e quantificacdo de DNA de tecidos vegetais esta
descrito no Manual de Transformacdo Genética de Plantas, no capitulo 9, sendo este uma
modificacdo do método proposto por Doyle & Doyle (1987). O processo inicia com a
maceracdo do material vegetal congelado por nitrogénio liquido, onde deveria-se obter trés
gramas de material fresco macerado, no entanto, em nenhuma amostra este montante péde ser
obtido. O processo segue com a incubacdo em banho-maria apos a adi¢do do tampdo CTAB,
que continha beta-mercaptoetanol. Procedeu-se 0s passos descritos, adicionando o volume de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), agitando e centrifugando por 10 minutos a 12.000 rpm
em centrifuga eppendorf 5810R. Depois de centrifugado, o material teve a fase organica
separada da liquida, sendo que a parte liquida foi separada para utilizacdo, descartando-se a
fracdo organica. Foi adicionado RNAse A e incubado por 30 minutos, adicionado 0,6 volumes

de isopropanol gelado, seguindo para centrifugacdo de 20 minutos a 12.000 rpm, o
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precipitado foi lavado com etanol 70%, centrifugado por 3 minutos e depois seco deixando o

tubo invertido em papel-toalha.

Apds a precipitagdo do DNA, observou-se que sua qualidade era duvidosa, devido a
coloracdo do produto precipitado da ultima reacdo (verde escuro, com nuances marrom
quando deveria ser branco), entdo, para a quantificacdo e analise da qualidade do DNA total
extraido, foi realizado um teste em espectrofotdmetro, que confirmou a baixa qualidade das
amostras, estando fora dos padrdes ideais, indicando algum problema que sera discutido mais

tarde.

5.1.3 Reacdo da polimerase em cadeia (PCR) para avaliacdo da presenca de genes

A técnica de PCR tem inUmeras aplicacGes em diversas areas das ciéncias bioldgicas,
principalmente na area da biologia molecular, onde é uma das ferramentas mais utilizadas na
pesquisa. Como exemplos de usos mais importantes tém-se a clonagem de DNA para
sequenciamento e manipulacdo, comprovacdo molecular da existéncia de um gene exogeno
ou endogeno ou testes para a validacdo funcional de genes, dentre outras muitas aplicagdes,
podendo gerar resultados precisos, relativamente rapidos e a baixo custo (RODRIGUES; DOS
SANTOS GAMA; ARAGAO, 1998).

A técnica foi aplicada dentro do projeto de edicdo do genoma de arroz, onde
pesquisadores japoneses descobriram e validaram genes em cultivares do seu pais, que podem
ser de interesse para a pesquisa e melhoramento genético também no Brasil. Devido a grande
conservacao genética dentro do género Oryza, levantou-se a hipotese destes genes também
serem encontrados nas variedades majoritariamente cultivadas no Brasil. Havendo a
confirmacdo, € possivel proceder a novos trabalhos estudando estes genes nas cultivares
brasileiras. Para esta confirmacdo, o material genético foi recebido pela Embrapa, e 0s
primers desenhados. Por meio de observacdo em gel de agarose, a existéncia destas
sequéncias (fragmentos) de DNA pode ser confirmada, apds sua replicacdo no processo de
PCR.

Para cada amostra, serdo necessarias trés unidades, ja que trés genes seriam avaliados
(cada um com primers iniciadores especificos), contudo, considerou-se fazer o “mix” para
quatro repetic@es, trazendo seguranca que ndo falte para a ultima amostra, além de minimizar
erros no calculo de proporgbes dos reagentes. Solugcbes e produtos adicionados para cada
reacdo: H,O destilada (37,3 pL); Tampéo para PCR (5 pL); MgCl, (1,5 pL); dNTPs 10 mM
(1 pL); primer 1 — 10 pmol (1,25 pL); primer 2 — 10 pmol (1,25 pL); Taq pol (0,2 pL); DNA
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(2,5 pL). Todos estes itens foram adicionados aos trés eppendorfs que conteriam o “mix”, na

ordem: H,O; Tampao para PCR; MgCl,; dNTPs 10mM; Taq pol; Primers 1 e 2; DNA. Dois
destes itens precisam ser reajustados a concentracdo ideal antes de serem adicionados, sendo
eles o DNA e os primers. Ao final da diluicdo e adequagcdo da concentragdo, foram
adicionados 2,5 UL por tubo de “mix”, na concentra¢cdo de 200 ng/uL, sendo necessério
calculo para chegar ao fator de diluicdo do DNA. A concentracdo de DNA em cada amostra
deve ser ajustada antes de ser adicionada ao ultimo tubo, que sera destinado ao termociclador.
Ap6s a diluicdo dos primers, do DNA e da preparagéo final do “mix”, os tubos passaram por
spin em equipamento centrifugador Centrifuge 5415C, a fim de homogeneizar a solucdo e
decantar o liquido contido nas paredes para 0 meio aquoso.

Tendo a mistura final em méos, o equipamento termociclador MJ Mini foi programado
para 30 ciclos, nos quais ha um periodo de desnaturacdo (95°C), seguido pelo pareamento
(temperatura especifica para o par de primers iniciadores) e finalmente o periodo de extensao
(72°C), apo6s os ciclos o programa contém uma extenséo final a 72°C. Ap6s o fim do PCR, o
contedo de cada tubo € adicionado a um poco em um gel de agarose, e por eletroforese o0s
segmentos amplificados sdo separados por tamanho e podem ser visualizados devido a
presenca de um intercalante de DNA (brometo de etidio) que torna-se visivel quando exposto
a luz ultravioleta.

Com a realizacdo desta Ultima etapa, ndo foi possivel visualizar os segmentos de DNA
que deveriam ter sido amplificados. Sendo assim, a execucdo do protocolo neste momento,
ndo foi capaz de confirmar a existéncia de genes presentes nas cultivares japonesas de arroz

também nas variedades brasileiras.

5.2 Atividades realizadas em casas de vegetacao

A infraestrutura do CENARGEN conta com dezenas de casas de vegetacdo, com
algumas diferencas quanto as suas construcdes, equipamentos e nivel tecnoldgico, de acordo
com a finalidade de cada estrutura e 0s projetos em que estdo inseridas. As atividades
realizadas ocorriam em duas casas de vegetacdo diferentes, ambas muito similares
internamente. Os projetos acompanhados requeriam o cultivo de plantas de café (Coffea
arabica L.) nas casas de vegetacdo. Uma parte das plantas, ja adultas em sua maioria, compde
parte de uma colecdo de café geneticamente modificado, utilizada em pesquisas ja concluidas
h& varios anos ou mesmo décadas. Mesmo com o0s projetos ja estando encerrados, é

conveniente manter a colecdo viva para possiveis novos trabalhos. A figura 6 traz uma
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perspectiva geral de uma das casas de vegetacdo interna e externamente. Cabe salientar que

este espaco necessita e possui permissdao da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca

(CTNBIo) para o cultivo de Organismos Geneticamente Modificados (OGM).

Figura 6 — Visdo externa de uma das casas de vegetacdo (esquerda), com a ante-sala destacada; Visao interna da

casa de vegetagdo (direita).

Fonte: EA Alves, 2020.

As casas de vegetacdo sdo divididas em dois espagos, 0 primeiro destes é uma
antessala, onde o acesso de saida e entrada esta localizado, e o segundo, é o local onde as
plantas se localizam. Na ante-sala, hd uma porta que divide este espaco do seguinte, e sempre
que alguém necessitar adentrar no local onde as plantas sdo mantidas, deverd colocar seu
nome em um livro de registro, juntamente com o horario de entrada e saida, assim como as
atividades realizadas. O espaco interno das casas de vegetacdo é dividido para mais de um
projeto, ou seja, 0s espécimes vegetais ali cultivados pertencem a equipes de pesquisa
diferentes. Em nenhuma hipoétese, salvo com autorizacdo prévia, deve-se mover ou manipular
as espécies vegetais que ndo pertencem estritamente as responbilidades incumbidas a cada
membro das equipes de pesquisa.

A entrada de novas mudas na casa de vegetacdo ocorria quando as plantulas cultivadas
na sala de cultivo alcangcavam o desenvolvimento necessario. Anteriormente a chegada das
mudas, o substrato era preparado nos tubetes, geralmente sendo composto pela mistura de
Carolina soil com solo caracteristico da regido (latossolo), na proporcdo 1:1. Com posse das
mudas, estas eram retiradas de suas magentas e transplantadas uma a uma para os tubetes
contendo o subtrato, sendo importante observar a altura de enterriu enterrio das plantulas, para
evitar o “afogamento” das mesmas ou danos ao seu caule pela adubagdo em momentos
futuros. Mudas recém-transplantadas para os tubetes e mudas com 15 dias de crecimento,
identificadas de forma provisoria, sdo apresentadas na figura 7.

Durante o estagio, foi observado que algumas plantas estavam demasiadamente
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enterradas, sofrendo os sintomas do “afogamento”. Também havia plantas com suas raizes

muito expostas, provavelmente ocasionadas pelos repetitidos eventos de irrigacdo com a
mangueira. No caso de enterrio acima do ideal, as plantas jovens tiveram o substrato cavado
na volta de seus caules, com o cuidado para ndo prejudicar as raizes. J& quando as raizes
estavam expostas, principalmente em plantas mais desenvolvidas, 0s recipientes eram

completados com o substrato adequado, até regularizar a situacdo para o ideal.

Figura 7 — Muda de café ndo transgénico recém-transplantadas para os tubetes (esquerda) e 15 dias ap6s o

primeiro registro.

Fonte: EA Alves, 2020.

Quando as mudas alcangavam um tamanho em que suas raizes ja nao estivessem com
espaco adequado, o transplantio para recipientes plasticos maleéveis era realizado, utilizando
0 mesmo substrato composto ou apenas solo, a depender da disponibilidade do material.
Quando as plantas atingiam novamente um tamanho inadequado para o seu recipiente, haveria
um novo transplantio para, desta vez, um vaso plastico. A figura 8 mostra plantas com

diferentes idades.

Figura 8 — Plantas com meses de crescimento (esquerda) até plantas com décadas de cultivo dentro de casas de

vegetacdo (direita).

Fonte: EA Alves, 2020.

Uma das atividades realizadas geralmente em dias alternados era a rega das plantas. O
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critério de rega obedece a seguinte regra: o substrato nunca deveria ficar seco, mas também

nunca encharcado. No caso de recipientes apenas com solo, este deveria estar, na maior parte
do tempo, aproximadamente em sua capacidade de campo. A rega era realizada com o auxilio
de uma mangueira, que deveria ter a pressdo da agua controlada de acordo com a idade das
plantas que seriam regadas. Quanto mais jovem a planta, menor deveria ser a pressdo da agua,
para ndo causar danos as mudas ou ao substrato. E indicado ndo molhar as partes aéreas das
plantas, exceto mudas muito jovens ou quando ndao houvesse alternativa, a fim de ndo
favorecer injdrias causadas por agentes biéticos.

Em dias alternados ou diariamente as plantas eram monitoradas em seu
desenvolvimento, sempre zelando pela organizacdo do espaco e sanidade vegetal. Ao decorrer
do tempo, o substrato naturalmente sofria compactacdo, deixando algumas raizes expostas,
neste caso, 0 recipiente era completado até a altura correta. Também é muito importante o
monitoramento visual de pragas, doencas ou problemas nutricionais. Os insetos-praga mais
facilmente visualizados eram lagartas e cochonilhas e, quando verificados, era realizado o
controle mecanico dos mesmos. O controle mecanico pode ser menos eficiente em relacdo ao
tempo utilizado, mas devido ao fato de apenas pequenos focos de insetos serem encontrados,
a tarefa é realizada rapidamente, além de ndo causar danos as plantas. A aplicacdo de
inseticidas era realizada de forma semanal ou por demanda, por equipe terceirizada,
preferencialmente nas sextas feiras apds o meio dia para que apenas houvesse a entrada de
pessoas na proxima segunda feira.

Em grande parte das plantas, principalmente nas que ja tinham varios meses na casa de
vegetacdo, surgiam muitas manchas nas folhas que seguiam um padrdo idéntico em quase
todos os individuos. Este material foi levado a um colaborador com experiéncia para avaliar
se 0 problema seria advindo de uma doenca ou um problema nutricional. Foi informado que
provavelmente o problema estivesse relacionado a adubacdo, havendo necessidade de testes
especificos. Neste caso, o plano de adubacdo das plantas foi revisto e serd ajustado nas
proximas adubacfes. A figura 9 exemplifica os sintomas caracteristicos observados nas

plantas.

Figura 9 — Folhas de plantas com sintomas caracteristicos de provavel deficiéncia nutricional.
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A _.4

Fonte: EA Alves, 2020.

O aparecimento de fumagina nas folhas também ocorria esporadicamente, 0s
individuos afetados eram separados das demais plantas e recebiam tratamento quimico e
limpeza pelos colaboradores terceirizados, a fim de serem recuperados. Outro sintoma foliar
observado algumas vezes, se refere a deriva de algum defensivo utilizado em plantas vizinhas
de outros experimentos, que acabavam afetando acidentalmente espécimes proximos. A figura
10 apresenta os sintomas de deriva e fumagina.

Figura 10 — Folhas afetadas por deriva (esquerda), evolucdo dos sintomas (centro), e presenca de fumagina
(direita).

Fonte: EA Alves, 2020.

Também era realizada a organizacdo das mudas quando necessério, de forma a
aperfeicoar o uso do espaco e a exposi¢do a luz. Em caso de descarte de material vegetal ou
de substrato, este era realizado de acordo com os critérios estabelecidos pela CTNBio do
CENARGEN que determina a forma como materiais oriundos do cultivo de OGMs devem ser
descartados, ou no caso de plantas ndo modificadas geneticamente, o descarte era realizado no

local indicado, localizado no exterior da casa de vegetacao.

5.3 Atividades realizadas em sala de cultivo

A sala de cultivo era uma dependéncia fechada, junto dos laboratérios. Esta sala
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possui ambiente controlado, com temperatura estavel e fotoperiodo manipulado de acordo

com as necessidades dos cultivos em andamento. Neste local, vérias culturas seguindo
diversos métodos eram mantidas, contudo, as atividades desenvolvidas no estagio envolveram
plantas de café, cultivadas dentro de magentas plasticas transparentes com substrato
vermiculita expandida.

As atividades desempenhadas abrangiam desde a selecdo e desinfestacdo das sementes
até a retirada das plantulas para o transplantio em casa de vegetacdo. A primeira etapa se
constituia na selecdo de sementes adequadas, sds e sadias, para a semeaura. As sementes
selecionadas ndo deveriam conter danos de insetos ou qualquer outro sintoma ou sinal de
origem bidtica ou abidtica, assim como deveriam ter tamanho e peso adequados. A selegédo

era feita unicamente por método visual e tatil (Figura 11).

Figura 11 — Sementes de café sadias completas (esquerda), sem o pergaminho (centro) e sementes com sinais de

danos das brocas (direita).

SN AT

Apos a selegdo, as sementes tinham seus capitulos retirados e ficavam de molho sob
agitacdo por algumas horas. Na proxima etapa, eram desinfestadas utilizando solugdo de
hipoclorito de sodio, e ap6s serem lavadas com agua estariam prontas para a semeadura nos
recipientes. Os recipientes para a colocacdo do substrato para deveriam estar o mais limpo
possivel, para evitar a proliferacdo de insetos e doencas. Como ja citado, o substrato era
composto unicamente por vermiculita expandida, que era colocada dentro das magentas até
que o fundo fosse coberto. As magentas entdo seguiam para a autoclavagem, levando a
esterilizacdo tanto do recipiente como do substrato. Apds este processo, as sementes eram
adicionadas, sendo indicadas 09 sementes por unidade (figura 12). A seguir 0s recipientes
eram acomodados em local adequado nas prateleiras da sala de cultivo, onde ficavam até o

momento do transplantio.

Figura 12 — Sementes acomodadas dentro da magenta, estando na sala de cultivo h& poucos dias, ja é possivel
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observar o crescimento de fungos em algumas sementes.

Fonte: EA Alves, 2020.

O monitoramento do desenvolver do cultivo era realizado diariamente com o objetivo
de identificar problemas como contaminagdes, ou verificar 0 momento de transplantio das
plantulas. No caso de contaminacdo nos recipientes de cultivo, a supervisora deveria ser
informada, que decidiria pelo descarte ou ndo do material. Enfatiza-se a necessidade de
manter um ambiente destes completamente limpo e organizado, livre de possiveis fontes de
contaminacdo. O momento de transplantio era alcangado quando a maioria das plantas dentro
da magenta atingia a tampa do recipiente com seu meristema apical. Neste caso, as plantas
eram removidas da sala de cultivo e levadas até a casa de vegetacdo adequada, para
transplantio em tubetes. A figura 13 exemplifica plantulas que estardo prontas para o

transplantio em poucos dias.

Figura 13 — Plantulas cultivadas em uma magenta na sala de cultivo, algunas dias antes do momento ideal para

transplantio.

Fonte: Leonardo de Amorim Vidal, 2021 (arquivo pessoal).

5.4 Atividades realizadas em outras dependéncias ou fora do CENARGEN

Além das atividades inerentes ao estagio, houve oportunidades adicionais de
aprendizado com eventos Unicos que aconteceram ao longo do periodo no CENARGEN,

sendo citados abaixo:
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“Curso de analise funcional in silico: dados bioldgicos de animais e vegetais”, com

quinze horas de duracédo (ao longo de trés dias), e recebimento de certificado.

No dia 21 de janeiro de 2020 ocorreu um evento singular no Auditério Assis Roberto
de Bem, localizado no CENARGEN, uma palestra com a Prémio Nobel de Quimica em 2018,
Frances Hamilton Arnold. O tema abordado foi “Inovagdo sustentdvel na agricultura”,
abrangendo, principalmente, métodos de evolucdo dirigida para criar sistemas bioldgicos
ateis, incluindo enzimas, vias metabodlicas, circuitos reguladores genéticos e organismos
(EMBRAPA, 2020b).

No dia 09 de marco de 2020 ocorreu a defesa da tese de mestrado da colega de
trabalho estagiaria Isabela de Oliveira Motta (colega de labortério), em um os auditérios da
Universidade de Brasilia (UnB), com o titulo: “Redescricdo de Glyphidops (Glyphidops)
filosus e Nerius pilifer (Diptera, Neriidae) com especial atencdo ao estudo da morfologia
comparada das genitalias de machos e fémeas”.

Em 30 de janeiro de 2020 aconteceu a defesa da tese de doutorado de Pedro Souza
Berbert, orientado pelo Dr. Francisco José Lima Aragdo (Pesquisador do CENARGEN),
ocorrida em um dos auditdrios da UnB, tendo por titulo: “Expressdo de uma esfingomielinase
de Trichoderma harzianum com potencial para controle de bacterioses em plantas”.

Em 05 de fevereiro de 2020 houve a participacdo, como ouvinte, da Reunido das
Setoriais Vegetal e Ambiental da CTNBIio, por convite da orientadora Professora Carla
Andréa Delatorre.

Ocasionalmente ocorriam reunides com a equipe, com a supervisora ou com algum
pesquisador do CENARGEN que estivesse disposto a explicar sua linha de trabalho e o futuro
de sua pesquisa, geralmente apresentando os fundamentos basicos e o estado da arte. No caso
das reunibes de equipe, estas eram nas sextas-feiras, para avaliacdo das atividades da ultima
semana e repasse de informagdes acerca dos proximos passos, dos projetos de pesquisa e das

atividades a serem desenvolvidas.

6. Discussao

Apesar do glamour tecnoldgico embutido na biotecnologia, o desenvolvimento
cientifico nesta area envolve o desenvolvimento de préaticas rotineiras que precisam ser
executadas com cuidado e exatiddo. O estagio permitiu vivenciar algumas destas praticas e 0s
problemas nelas encontrados serdo discutidos abaixo.

Diversos processos, incluindo a analise da presenca de genes enddgenos, sua
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localizacdo, clonagem de genes, sequenciamento, identificacdo de alelos diversos,

mapeamento, entre outros, dependem da obtencdo de DNA em quantidade e qualidade
adequadas. Apesar do protocolo habitual ser seguido durante o estagio, no experimento que
buscava analisar a presenca de gene exdgeno nio foi possivel obter DNA de qualidade. E
preciso levantar hipdteses para a ocorréncia do problema encontrado e possibilidades para
resolvé-lo. Primeiramente, a questdo da dependéncia de terceiros para o envio do material
vegetal é um fato problematico, ja que o material recebido no laboratério pode ndo estar
dentro dos padrdes de qualidade necessarios para o processo de extracdo de DNA. A escolha
do material vegetal deve buscar, prioritariamente, folhas jovens, sanitariamente sds e sem
defeitos fisicos. Tendo escolhido o material assertivamente, este precisa ser acondicionado de
forma adequada. O material recebido continha folhas com poucos defeitos aparentes, mas
completamente desenvolvidas, ndo jovens, e em pequena quantidade.

A coloragdo do material precipitado na ultima etapa do método utilizado indica
possivel contaminacdo por outros componentes que ndo DNA, como polissacarideos,
peptideos, fenois ou outras proteinas, ou oxidacao. Tendo isto em vista, durante a execucdo do
método CTAB modificado, poderia ter-se realizado uma nova purificagdo na ultima etapa do
processo, na tentativa de reduzir a quantidade de contaminantes. Também, o uso de
polivinilpirrolidona soltvel (PVP) pode inibir a acdo de compostos fendlicos por antioxidagdo
(ROMANO & LEAL-BERTIOLI, 2015), como realizado com sucesso por Faleiro et al.,
(2003) para a extracdo de DNA de especies nativas do Cerrado com caracteristicas foliares
que dificultam o processo de extracdo. Por fim, simplesmente a falta de experiéncia prévia na
realizacdo deste método pode influenciar na exatiddo da conducdo de diferentes etapas,
especialmente na separacdo da fase aquosa da organica, e consequentemente no produto final.

Em outra fase do projeto, havia a necessidade de obter, a partir de gréos de café, larvas
em seus primeiros instares para extracdo de proteinas. Neste caso, o problema encontrado,
possivelmente relaciona-se a logistica. Na coleta de insetos ndo houve sucesso, apenas adultos
sem vida foram encontrados. As sementes aparentavam ser velhas, colhidas hd um bom
periodo de tempo, ja que o interior da imensa maioria estava completamente destruido. Neste
caso, a chance de encontrar adultos torna-se maior, ja que 0s insetos jovens podem ter
encontrado a situagdo de ndo haver mais alimentos para continuar o seu desenvolvimento, e 0
exoesqueleto dos adultos é mais preservavel. Durante as coletas um grande nimero de acaros
predadores também foi encontrado, o que levanta a hipOtese destes &caros terem se
alimentado de toda a prole de larvas, como ocorre com outras espécies, ao exemplo do

controle bioldgico exercido por Stratiolaelaps scimitus (Womersley) sobre larvas de fungus



32
gnats (Bradysia matogrossensis Lane) (SUJII et al., 2020). A avaliacdo dos graos logo que

coletados poderia ter evitado este problema.

Uma fase muito importante é o desenvolvimento e manutencdo das plantas, tanto
matrizes como transgénicas. Foi observada deriva em alguns cafeeiros na casa de vegetacéo,
que provavelmente ocorreu pela proximidade das plantas de experimentos diferentes, se
excluida a hipdtese de erro durante a aplicacdo. Infelizmente ndo foi possivel obter
informac0es precisas acerca dos principios ativos causadores dos sintomas. Isto poderia ser
evitado com a colocacdo temporéria de barreiras fisicas entre as plantas em diferentes
bancadas. Poucas folhas foram observadas com os sintomas, ndo se tornando algo
preocupante ou danoso as matrizes, ademais, ndo se tratavam de herbicidas, mas se fosse o
caso, 0 cuidado precisaria ser maior, para evitar danos as plantas. No entanto, caso fossem
necessarias avaliagdes fenotipicas das plantas, pequenas ocorréncias de deriva poderiam ser
probleméticas, afetando os resultados.

Acerca do transplantio das mudas na casa de vegetacéo, este deveria ocorrer antes que
as plantas estivessem demasiadamente grandes para o recipiente em que estivessem plantadas.
Foi observado que boa parte das plantas estava com crescimento excessivo para 0 Seu
recipiente, o que causa limitacdo ao desenvolvimento radicular, trazendo prejuizo imediato e
futuro no desenvolvimento e salde das plantas. Pela falta de espaco para o crescimento
radicular, as plantas podem apresentar reducdo geral em seu desenvolvimento, assim como
sintomas de deficiéncia nutricional pelo pouco volume de substrato que pode ser explorado. O
transplantio das plantas poderia ser realizado de forma mais controlada, favorecendo o
desenvolvimento da planta.

Os sintomas observados nas plantas de café (Figura 10) dentro das casas de vegetacdo
podem dever-se a mais de um fator, podendo estes interagir e somar-se, resultando no
observado. No caso em questdo, 0s sintoma mais provavelmente tém origem em problemas
nutricionais: deficiéncia(s) nutricional (is); excesso de algum nutriente causando toxicidade
ou inibindo a absorcao de outro; alguma substancia causadora de fitotoxicidade. Os sintomas
se manifestavam em plantas adultas e mais antigas, podendo o problema ser causado,
inclusive, pela falta de espago para o crescimento radicular, como ja discutido. Tratando-se de
uma deficiéncia nutricional, os sintomas observados se assemelham mais a déficit de ferro ou
magnésio, ja considerando a variacdo entre plantas. As figura 14 e 15 ilustram estes sintomas

em plantas com a deficiéncia comprovada.

Figura 14 — Sintomas causados por deficiéncia de magnésio.
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Fonte: Yara, 2020.

Figura 15 — Sintomas causados por deficiéncia de ferro em café.

Fonte: Yara, 2020.

O solo utilizado para compor o substrato dos recipientes tem origem da regido, sendo
caracterizado como um Latossolo. N&o foi possivel obter informacGes se este solo passou por
correcdo de pH prévia, ou se alguma andlise foi feita a fim de identificar deficiéncias ou
problemas de fertilidade. Este tipo de solo geralmente apresenta pH &cido, com risco de
toxicidade por aluminio disponivel e naturalmente possui baixa fertilidade (SOUZA &
ALVES, 2003). As plantas mais jovens tinham seu substrato composto por metade de solo
local e metade Carolina Soil, enquanto as mais velhas tinham o solo local por totalidade em
seus recipientes. Na falta de irrigacdo, o solo aumentava a impedancia rapidamente, o que
juntamente com outros fatores, como o limitado espaco para o desenvolvimento radicular,
tornava a irrigacdo um cuidado essencial. Estes fatores somados podem influir negativamente
sobre o desenvolvimento das plantas.

Algumas plantas, principalmente as adultas e mais velhas apresentavam sintomas
referentes a fumagina em suas folhas. A fumagina trata-se de um fungo, particularmente
Capnodium sp., que se deselvolve devido a excre¢des acucaradas de insetos que se alimentam
das plantas por succdo. Este substrato causa o alastramento do fungo podendo cobrir 6rgédos
vegetais, prejudicando processos de fotossintese e respiracdo, principalmente nas folhas, 0
que pode levar ao definhamento da planta (SUPLICY FILHO et al., 1983, GALLO et al.,
2002 apud COSTA et al., 2009).
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Na casa de vegetacdo foi possivel observar cochonilhas-da-roseta (Planococcus citri

R) (Figura 16), em momentos muito esporadicos, contudo, este € um agente causador da
fumagina (COSTA et al., 2009). A quantidade de insetos obervados ndo era capaz de explicar
a ocorréncia de fumagina, que era muito abrangente em algumas plantas. As plantas
apresentavam recuperacdo ap0s o0 tratamento, no entanto, para explicar o agravamento
encontrado dos sintomas, levanta-se a hipotese que em um periodo anterior ao inicio do
estagio, estes insetos estavam presentes em infestacbes maiores, que aumentaram a
quantidade de indculo do fungo. Enfatiza-se que as cochonilhas ndo causavam problemas
diretos, pois ocasionamente eram encontradas. Foi observado que os locais mais proximos as
paredes tinham maior propensdo para o aparecimento da doenca, talvez por haver maior
acumulo de umidade. Devido a fumagina, o molhamento foliar durante as regas era evitado ao

maximo, para nao favorecer a dipersdo da doenca.

Figura 16 — Cochonilhas-da-roseta encontradas em folhas jovens de cafeeiro.

Fonte: EA Alves, 2020 (esquerda); Leonardo de Amorim Vidal, 2021 (arquivo pessoal).

Durante todo o estagio, nas sextas-feiras ocorriam reunides da equipe, coordenadas
pela supervisora Erika Valéria Saliba Albuguerque Freire e a pesquisadora Juliana Dantas de
Almeida. Estas reunifes, conceituadas “Progress report” serviam para a discussdo de artigos
previamente escolhidos, para avaliacdo das atividades da Ultima semana e para repassar
informacgfes acerca dos proximos passos, dos projetos de pesquisa e das atividades que
deveriam ser desempenhadas. Estas reuniGes eram étimas oportunidades para entender a
forma como os projetos do CENARGEN eram desenvolvidos e conduzidos, além de obter
conhecimento especifico acerca de temas relacionados. Este contato proximo com 0s
pesquisadores mostrou-se essencial para associar as praticas executadas e acompanhadas com
0s projetos em andamento. Ficou clara a necessidade de atividades simples, repetitivas, mas
que precisam ser executadas com precisdo para que a pesquisa se desenvolva adequadamente

e se possa chegar ao desenvolvimento de novos produtos biotecnoldgicos.
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7. Considerac0es finais

O CENARGEN ¢ uma instituicdo publica de pesquisa muito renomada, um meérito
principalmente dos pesquisadores que conduzem o0s projetos de pesquisa atualmente ou
tiveram seus trabalhos realizados no passado. No geral, a infraestrutura das instalacdes é
robusta e conta com alta tencologia, com uma boa divisdo de setores e departamentos, que se
completam para propiciar o correto andamento dos trabalhos.

Foi possivel refletir por meio dos projetos em que houve envolvimento, ou em
discussbes com os pesquisadores, que atualmente o CENARGEN assume uma posi¢cdo com
amago muito grande no desenvolvimento de produtos inovadores que possam futuramente
chegar a mao de quem produz alimentos. Jamais se poderd negar a importancia da pesquisa
bésica, ja que sem esta, ndo se pode desenvolver a pesquisa aplicada de forma satisfatoria. No
entanto, a vocacao agropecuaria do Brasil necessita de respostas cada vez mais rapidas e que
tornem nosso agronegocio progressivamente competitivo. Tendo isso em vista, no
departamento trabalhado foi percebido um foco significativo na pesquisa aplicada em
detrimento da pesquisa basica.

A pesquisa biotecnoldgica é capaz de gerar respostas, resultados e produtos
fascinantes. Contudo, ao contemplar os resultados que a biotecnologia torna possiveis, pode
parecer obscuro, 0 oneroso caminho até que cada objetivo seja alcancado. A rotina em um
centro de pesquisa, mais especificamente em laboratorios ou casas de vegetacdo, na maioria
das vezes é repetitiva e pode se tornar massante, necessitando de processos muito longos para
se alcancar quaisquer resultados. Cada atividade, partindo da mais simples a mais complexa
possivel, deve ser valorizada e tratada com zelo.

Com o decorrer do estagio, houve a oportunidade de conhecer e verificar a forma com
que os projetos sdo feitos, pensados e estruturados. Do mesmo modo, foi possivel vivenciar o
dia-a-dia de trabalho, executando protocolos e tarefas gerais, geralmente diferentes a cada
semana e ao lado de pessoas com muita experiéncia e formacéo, o que propiciou aprendizados

singulares, muito valorizados por todo o conhecimento obtido.
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