.-I.
Como *ﬂu
ansgenicos com maic
f valor nutriti

F

' @ Marta VVasconcelos
33 C|' FFUP
4 Marc;o 201




A melhor forma de evitar deficiéncias nutritivas € ter uma
dieta variada, rica em vegetais, frutas e produtos animais

variada nao me referia a todas as
éf o variedades de chocolate do \
supermercado! dl

Quando eu recomendei uma dieta’l

ot




A segunda melhor abordagem, especialmente
para queles que nao tém possibilidade de fazer
uma dieta variada, € a de comer alimentos
densos em nutrientes

“Biofortificacao”
Estratégia sustentavel que visa
aumentar teor em Zn, Vit A e Fe



Biofortificacao

Fortificacao:
e Enriguecimento de alimentos durante a colheita ou
processamento de forma a aumentar o conteudo

nutricional

Biofortificacao:

 Utilizacao de variedades melhoradas que tém a
capacidade de absorver, repartir, e/ou sintetizar
maiores niveis de nutrientes durante o seu
crescimento, de forma a que os produtos colhidos
tenham conteudos nutricionais mais elevados.




Deficiéncla em

micronutrientes
Fe: 33 a 50% da populacao em risco.
Zinc ?2?7?7?7?27?7?7? (mesmo que Fe?)
Vitamina A: 250 milhOes pessoas com
deficiéncia

lodo: 38% da populacdo em risco




Crescimento populacional: paises desenvolvidos vs.
paises em desenvolvimento
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Populacao mundial, 1950 e 2025

1950




Consumo de calorias e fome no mundo

Daily per capita calorie consumption
B 1500101900

[ 1900t02 300

[] 2300t02600

] 260003 000

[ 3000103800

] Data missing




Linha de probreza: %
populacao que vive
commenosde2el

USD por dia

I 7S - 52
I 50 - 75
. 28 - S50

[

Population sous le seuil
de 1 § par jour & la fin des
anneées 90 (en %)

Céline Rozenbiat, 2000

Population sous le seuil '
de 2 § par jour a la fin des
années 90 (en %):

i

En Zambie et au Nigeria,
plus de 90% de la population vit avec moins de 2 § par jour ...

7 15 - 28 79
] 2 - 12 Ty
| Donnée manguante

... et plus de 70% avec moins de 1 $ par jour

40-73
20- 40
5-20
2-5
1,5-2
Donnée manquante

Souta. World Devedopment Indicators, World Bank, 2000



Alimentos mais nutritivos

Hibridacao convencional
Biodisponibilidade
Fortificacao
Economico-social
Educacao/disseminacao
Gendmica nutricional/engenharia genética



Alimentos base

Fe Conc. Zn Conc. Beta-caroteno

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Arroz integr. 6-25 14 - 59 0-1
Arroz polido 1-14 14 - 38 0
Trigo 10 - 99 8-177 0-20
Milho 10 - 63 12 - 58 0-10
Feljao 34-111 21 - 54 0
Cassava 4-76 3-38 1-24




Biofortificacao: Impacto
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Quals 0S processos
metabdlicos criticos e
como podem ser
manipulados para
aumentar o conteudo
nutricional em alimentos
vegetais?



Aquisicao ferro raizes (Dicot)

Apoplasto
Fe(l11)-chelate

Simplasto
Reductase (FRO)

chelate
Transporter (IRT)
Fe2*
Transporter (ZIP)
Zn%t
ATP

H+



Aquisicao ferro raizes (herb)

Apoplasto Simplasto

Transporter (YSL)
phytosiderophore

/ Fes*

e(l11)-phytosiderophore

phytosiderophore

Fe(lll)\<

Fe(l11)-phytosiderophore

Transporter (ZIP)

Fe2*/Zn2* Fe2*/Zn2*



Percursos de transporte mineral na
planta

o
—

I Phloem Sepie

M = Metal




Familias de genes importantes nas
plantas para nutrientes minerais

® Biosynthetic genes
® Phytosiderophores, Nicotianamine

® Divalent metal transporters
® ZIPs, NRAMPs, CE (cation efflux) family,
etc.

® Metal-chelate transporters
® YSL (Yellow-Stripe Like) family members

® Metal storage
® Ferritin



Alimentos transgénicos: alguns
exemplos praticos

Biofortificacdo de alimentos atraves da
biotecnologia

Arroz com ferro
Arroz dourado
Soja (Glycine max)



Aumento da
concentracao de ferro e
ZINCO em arroz
transgénico

Vasconcelos et al. (2003) Plant Science 164: 371-378
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Alimento mundialmente
mais consumido (273
da populacao)

Cresce em muitos tipos
de habitat

Portugueses: Maiores
consumidores europeus
de arroz




O arroz modificou a cultura, a dieta, e
economia de milhdes de pessoas: 0 arroz é
mais do que um alimento




Ferro

Afecta 30% da populacao w‘nw
mundial S e
B=TC O

Deficiéncia em ferro mﬂ S

Bread, cereal. rice & pasta
8- 11 SERVINGS

Maior caréncia nutricional mundialmente

.

_ -Fadiga, fraqueza, falta de ar, palidez
Sintomas

-Reducéo das capacidades cognitivas
-Aumento do risco de morte durante gravidez



O problema

= O grao de arroz é pobre em ferro

—o— IR68144
—=— Mamina
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O objectivo

Awn

] Aumentar a

— Endosperm

e nutricao em ferro

The seed was cut langthwise

Panicle  Spikelet




Os minerais devem ser
adguiridos do solo,
transportados e acumulados
nos tecidos comestivels



Distribuicao do ferro nas partes
aéreas




Transporte de nutrientes para as paniculas

O ferro é
mobilizado para as
sementes com 0sS
acucares, amino
acidos e outros
\ minerais.

Folha estandarte



Ferritina : acumula at¢ 4500
moléculas de ferro

Estratégia ?
1. ldentificar uma variedade

2. Introduzir o gene da ferritina com
promotor de endosperma

3. Obter linhas homozigotas

4. Analisar teor em micronutrientes




Transformacao

Bombardeamento de particulas em embrides de arroz

BamH | Hind 111

Sst |

PGPTV-GIluB-1-bar




Passos gerais na transformacao genética do
arroz
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Resultados

Arroz transgenico 3X mais rico em ferro
e zinco, mesmo depois de polimento
comercial dos graos

O ferro neste arroz é biodisponivel

Este material pode colmatar
deficiéncias nutricionais graves,
especialmente em paises em
desenvolvimento- e.g. Mocambique



Arroz dourado



“Todos nos precisamos de
vitamina A, mas as criangas
SA0 as mais susceptiveis a sua
deficiéncia. O RDA para
criangas dos 1-3 anos é de
300 ng por dia. Fornecer
metade desta quantidade
manteria um nivel saudavel
desta vitamina no sangue.”

Golden Rice Humanitarian Board © 2007



Deficiéncia em Vitamina A
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Arroz dourado

@Arroz: nao produz B-caroteno (provitamina A)
naturalmente, apenas nos tecidos verdes.

@ Apesar dos genes estarem presentes na
semente, alguns estao “desligados” durante o
desenvolvimento

@ Em sociedades que consomem muito arroz,
a falta de Vit A reflecte-se em cegueira,
susceptibilidade para doencas e morte infantil
prematura



IPFDMARPE

Tocopherals -\ / Chiorophylis
GGPP ————  pigaioquinone
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Arroz dourado 1
1.6 ng/g




Arroz dourado 2
37 ng/g

RB Glu pSSU.CH nos Glu  Psy nos Ubil Pmi nos LB




< bt protesters believe

such genetically modihied
foods are bad for us and
our planet. Here's wiry.

http://www.goldenrice.org/index.html



Safety Assessment of GM Food

Donor, Transgene(s)

Parent Crop

o )
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& Agronomic

Performance
A5 o
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Implicacoes

O RDA de vitamina A para uma crianca de 1-3 anos é 300 ug

Y2 do RDA seria fornecido por 72 g da nova geracao de arroz dourado

O arroz dourado sera
fornecido aqueles que
dele precisam sem
custos associados




Aumento nutricional
em soja transgenica
com gene AtFRQO2

Vasconcelos et al., (2006) Planta 1432-2048



Leguminosas

Ricas em ferro,
vitaminas e

proteinas | L R R e




Nutricao da soja

14% Agua

15% HC soluveis
15% Fibra

38% Proteina
18% Lipidos (Nos
EUA, 80% do
conNsumo)

A soja é boa fonte de Fe, Ca, Zn, P, Mg, B, vitaminas
e acido folico



Soja (Glycine max.)

China: 2838 A.C.

Arroz, trigo, cevada e centeio
Franca:1740 D.C.
Inglaterra:1790 D.C.

Estados Unidos: séc. XIX

Fonte essencial de proteina e
Oleos, tanto na producao animal
(preto e castanho) como na
alimentacdo humana (amarelo e
verde), com multiplas aplicacoes.




UtilizacOes da soja

UtilizacOes alimentares UtilizacOes alternativas

Grao Lapis

Tofu Plasticos

Miso Tintas

Farinha Téxteis

Pao Biodisel

Doces Insecticidas

Racao Papel

Bolachas Borrachas

Tartes Cosmeéticos

Café Agentes anti-corrosovos
Manteiga Espumas anti fogo

Leite Isolamento eléctrico
Rebentos Agente controlador de poeiras
Oleo Sabonetes/Shampds

(...) (...)



Os problemas

. Cresce mal em solos deficientes em

ferro (30% do solo mundial)

Baixa absorcao do ferro limita a
guantidade gue vai para 0S graos



Aquisicao ferro raizes (Dicot)

Apoplasto
Fe(l11)-chelate

Simplasto
Reductase (FRO)

chelate
Transporter (IRT)
Fe2*
Transporter (ZIP)
Zn%t
ATP

H+



A deficiéncia em ferro regula a
actividade da reductase




Objectivo

Aumentar a absorcao e acumulacao de
ferro na soja




Estrategia

Utilizar gene AtFRO2 com um promotor
constitutivo

N’

||~



Materiais

38 linhas transgeénicas de soja com o0 gene AtFRO2 (2 gendotipos
parentais)




v'screening PCR para identificacéo de linhas
transgénicas homozigotas

v'Q-RT-PCR para quantificagao de
expressao



Relative RNA expression

Resultados:

AtFRO2 RNA expression in different plant tissues
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Métodos

Ensaio soluvel para quantificacao de actividade
redutora com setup especifico

Activi Av. Abs... X Vol. Sol/1000
clividade = umol Fe/ g FW h

redutora: 0.02214 x Root FW x Assay min/60



7 Actividade redutora de ferro em soja controlo

Soybean-Thorne - ACt|V|dade
0.090 baixa
0.080
0.070 \
e e
S 0040 - -
E nas plantas
o RAEE transgénicas com
e 0.0 100 200 300 400 500 50.0 70.0 AtFRO27?

Fe (uM)



Actividade redutora de linhas individuais
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Linha 392-3 apresentou actividade
23 X mais elevada que controlo



Activity (umol Fe/ g FW h)

Resultados

—&— Transgenic
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Localizacao da actividade redutora

Transgenica Controlo




Analise de Fe

Crescer plantas 14 d hidroponicamente a 0, 10, 32 e 100
uM Fe-EDDHA

Recolher folhas, raizes, sementes, cascas, caules e
guantificar minerais por ICP-OES

Digestao em
triplicado com &acido
nitrico e perclorico

Solubilizar em
0.2 M acido
nitrico

Analisar




Concentracao Fe (ppm)

Aumento do teor em

Raizes

Parte aérea

Fe

Controlo
B Transgénica

Controlo
B Transgénica




Nutrientes nos tecidos

Mineral Folhas Raizes Caules
(M99 | 3003 | wt | 3923 Wt 392-3 Wt
Fe 766 + 31** 196 + 8 582 + 25** 201 +11 94+ 6** 41 +3
M n 188 + 8** 65+ 2 258 + 13** 122 + 10 258 + 13** 122 + 10
K
30575+1306* §| 27244 + 389 f| 51266+ 2875* § 46430+ 7979 § 46004 +2467* § 33692+ 2556
P 6912 + 105* 4658 + 34 17490 + 880* 12284 + 738 6106 + 393* 4558 + 195
Zn 283 + 6** 136 +3 346 + 11** 100+ 4 149 + 9** 56 +3




Nutrientes no xilema

Mineral (LM) 392-3 Wild-type
e 08+5 86 + 20
Mn 2.9 + 0.5%* 0.9+0.3
K 9606 + 560* 7395 + 463
P 1303 + 165* 596 + 75
Zn 178.05 + 34* 88.54 + 8




Fe nas sementes

- Folhas Pericarpo Sementes
(nM)

Wit 392-3 Wit 392-3 Wit 392-3

10 241 + 13 379 + 32™ 59+7 69 + 2 90+2 94 + 2
| 32 260 + 14 287 = 35 74+6 61 +2 93+1 104 £ 2™
100 430 + 34 734 + 106" 58+ 4 125 £ 3™ 1057 116 £ 1™
10 291+ 8 308 + 16 58 + 2 58 +4 93+2 118 £ 4™
1 32 234 £ 15 308 £ 39" 65+ 6 53+2 94+3 104 £ 3™
100 193+ 6 1073 + 24™ 54 +4 135+ 5™ 89+1 111 £5™
10 126 £ 2 147 £ 19 381 52 £ 2™ 92+1 112 £ 4™
11 32 153+3 294 + 14™" 39+1 63 + 1" 1031 110 £ 3™
100 435+ 18 1142 + 69™ 49+1 120 £ 4™ 96 + 2 112 £ 3™




Conclusoes

A biofortificacdo &€ uma estratéegia viavel para
aumentar o teor nutricional de alimentos
vegetais

Confirmar biodisponibilidade
Escolha do alimento
Cuidados com sobre-acumulacao

A descodificagcao dos genomas abre 0s
horizontes para outras aplicacoes
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