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GRUPO: PET - Biotecnologma
IVIPLANTACAD DO GRUPO: Fevereiro de 1988

TUTGE: Prof, D, Flavio César Aliacida Tavares
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ASATIVIDADES REATIZADAS PRELO GRITPO,

LEDBIOY em

Rrasilia, de 13 2 17/12/1993

b. Participagio na XIX Reunifio Anual de Genéica de Microrganismos, em Serra

ya 9/3/1994

c. Participaciio no VI SEBIAGRI (Seminarios em Riotecnologia na Agriculinra) do

CERTEC, 20/5/94
d. Ciclo de semindrios internos em biotecnologia, de 28 a 31/5/1994

. Enirevisia com o Divetor da K :*:»A,_U Prof. . Joso Licio de Azc,wf%w a m‘siﬁzuw

do Prodeto BIOCEMA (Riologia Celular ¢ Moleeular na Agrog

ay, em H/6/94.

f FEntrevista com o Prof. Dr. Luiz L. Coutinho a rvespeito do BIOCEMA, em

15/6/94.

o. Organizacio do I Curso de Afualizacio em Biotecnologia,em 16/9/94

h. Orpanizacio da V Reunido Paulisia de fmiciacio Cieniifica em Ciénclas Agrivias,

de 5 a7/12/94

1. Organizacio da VIl Congresso de Iniciacio Cientilica na ESALQ/USE, de 5 a

712794



k. Vistta & Fabrica de Chocolates Nestié, em Cacapava, 4/4/95
i Visita & FIOURUZ, Insiiiuio Biomanguinhos ¢ Jardim Botdnico no Kio de Janeiro,
de 4 a 7/5/1995

m. Organizacio da Mesa Redonda “Paienteamenio de Seres Vivos”, em 8/6/95

'“§ PTG

cumies {Com quadm m*mf}} ouira para

om doie compuia vlo
r%i é*ﬂr«‘nlfswf iy o 5‘3‘{1‘ nﬁ's«‘i ;'\!p;
D‘

SEREI T W LR LUl WA

Nintosition o 0 LAY
IviQGtwiticitived bl uazwdauuu \iu .LJU[}J_J\(} k— LEU&@I‘J LE E

conjunio com o Laborairio de Gendlica de Leveduras. As tios salas sdo pi wovidas de

condicionadores de ar,



3 TR A M‘fg S SonRD

‘mk

ay Quadro de

RKelacio Nominal

08 BOLSISTAR

1 Desempenho ne curso de CGraduacio

MNome do

Boisisia

ingr

esso no PN

&

Wies/Ano

Semesire/

Graduacito

Kemesive

Atual da

Graduacio

|
|

Hendimenio

Hscolar mégis

geral

£, Bilsland

F. Sampaio

T e
J OB 12§48

f. Saboya

M. Sesso

ML Darbosa

/97

inal/9s

NisY]
U-U.h A

v s Y
nov/O7
ETAALE

nov/97

nov/9l

mar/92

FERERR. ST

b

W

Formada

o0

O

10°

Formada

Formado

7,98
7,04
o O

G, U

s
/oS

7,22

6,96




Meédia dog alunos

Mome do Miédia por semesive Fiedia

fsland 8,25 3,16 7,55 5,04 7,98

[T S P ooy LY
asdiiippdaed - - &y, Y

Q0 -y

Sy i 5 FR e S LR

7,51 677 5,01 8,04 7,24

I Argueso 6,10 7.04 6,16 * 6,67

Formada 7,272

it

~3
[N
~
"

T
A

L. mabova 1,22

Forinado 6,96

&
-~
[

-
&
~
]

-
St
%\ X
-

"

v
P
“

Vi AP UUSA - - - (R (o Mo rd

v O T AN
PR

REARISLY Wi

[

¢

G

7,32

P Meyer 7,83 7,92 7,27

* Média ainda nfo computada devido 3 viagem de estudos para a Huropa.

Us alesiados das nolas cnconiirani-se e anexo.

Ty Tesedifinatinrg -~ ey vt Ae oo olon do mm bolsists om
EER i S VES o LAY PwisRCEERRWARIAS WA £ e tfed Lih RBEEL 3 el Wi ik

S e T
i biviiial.

W%y By 1 e s e by "
AN f VY isw@ujhu iwin mskzx&ué FOAERHD RFURIRSGS,




2.2 -

Tesemnanha nag
&’

ay Relato da sinacio

ay ativid

de

cada

holsigia

no  periodo,

o

E'fg”h

formosg

de

K. Bilsland
¥, Sampato

i. Bearger

3. Arguess

Y. Sahova
)

M. Sesso

Wi, Barbosa

F. Pomperinayer

N
Lt

o
LAy

a0

90

SU

a) Numes dos bolsisias desligados ¢ scus respectivos substituios

E%ﬂm@;é’m fk*%} igados

Elizabeth Bildland

XTIt
Y uianu usa

¥ sumisgnn
Etthehetiied

Mario César Sosso

Suhatituios

anndBmions o oa Mabmica A gemin

SCRUCIHCT © & GIIAINICE G0 gripG.

Bnoontia-se Cin ancxo.




7.4 - Portado de ferias da

Taioin I/ FIOA

sEGRG 2311005

BN I Sy

UGIULI TS

ATETTRA

3

3.1 Rennides Administrativas

N1/03/04 Pauta: Piy

cedaiotag
B ieri e o)

F;wéé ~lesn
S baiwhpSas

EAUNACac.

02/03/94 Pauta: Relatoro do uso das taxas escolares;

Discusslin eobrer ahertra de conta covrente pari o grupo, apy
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Pauta: Preparo do relatdrio das depesas do grupo

Participantes: B, Bilsland, J. Gaspari.
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Textos para discussio em grupo para incenfivar o hibiio de irequentar a
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19/04/94 Pausta: Enirevista dos novos bolsistas
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26/04/94 Pauia: Temas para ariigos de jornal ¢ relatorio de seiegao
Participantes: K. Bilsland, I Berger, J. Gaspan, L. Saboya, M. Sesso, P.

Pomnermaver, P
i o 7 -




I TAY Y AT

LTI IS T

Ny AR N A

US/usi 74

1IN E I
[RV/AVINTR-L 3

ek i &ipi‘&}iﬁ‘@ﬁi&gjau du estudo

dirigido

Participantes: "P'odos og bolsistas

Participantes: . Bisland, 1. Berger, J Gaspan, J. Avgueso, L. Saboya, P

Pompermayer, P. Mever

Pauta: Duplas pas

Paricipanies: Todos og bolsisias

Thossta-  Aefigme Ao
L2 2 L T u%-}.ééklb?} AX AN

s e oy rrer eI ol
G BUULY U SWE WY

articipanics: Todos os bolsisias

iuracao: I hora

v wmlalyee Ae wrev agivessts Ao
(v WEIS RSN % £ & &

L8% REia: & wb§ AERCRRERS RILS LIE U

Duraciio: 1 hora



26/

s
¥4

5/

i3

¢f§

30/05/94

31/05/94

06/06/94

G7/06/94

09/06/04

okl

o we £
i Uuu:ﬁ 9

Dy eﬁég;’é() i hora

Pata: y de gervindriog

Thogding P

st Trdme mo vedoiotas o Thafme
PRSP

£ RFRENAD A l/t)n_}um.r) Wk LSRR

Pantar Seminirio do 1 (¥asps1] 1

Pauta: Dscossio de texios na sblioteca

wi 1. Sahova, P Pompermaver

Paula: Delun

artigos de jornal;

entrevigta com Prof |

dir iy et

3.
OGN

Fiy %

pAuraal), 1oaaoid

Pauta: Formulacio das questbes para entrevista com o Prof. 1hretor Jolio

)



U m;: du 1 hora

Atualizacio em Biot

isistas

iuracio: 1 hora

a0 1 hova

FYETRENOEE 5
Ofipoiinayel,

o
o
&
=
=

Duracio: 1 hora

et «)ir

J. Argueso, b Saboya, ©

Pariicipanics: 1. E‘fiiié;“i;mﬁ,, I Berger, J
Pompermaver, P. Mever e Toior
Drracio: 1 hor

Ll alr Pald d SUrdia ¢

Carticipanies: B, Bilsland, 1. Berger, J (}as;payis I, Argucso, L. babova, M.

sesso, P Pompermayer



04/08/94

(09/0R/94

23/08/94

30/08/94

Payta: Plansiamentos para o I CAD

PFetieR Ak S

it SO |
_i al ii\uiii»dibbb OG0 U5 UUl“.)ibE.e.l»:v

biuracao: i hova

Pavita: Progra
o

3 4§

Troebipagsaatoos T e mge Tumde o Tlaet e

1788 tavxi.;ré.ngv.bu LGOS O5 u\)u;iuo.us‘;v o L LRERJE

Pauta: Organizacio do I CAB

Pauta: Preparacio dos certilicados para o HI CAB
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Pauia; Programacio para o final do ano ¢ avaliagho da programacao do

semestre

Participantes: Todos os bols
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Pauia: Definigio ¢ divuigaciio da selecio de novos bolsisias;
artigos de jornal, visitas: carta de agradecimento aos palestrantes do Il CAB;

pelo grupo
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Participanics: 5. Bilsland, 1. Beiger, J. Argucso, L. Saboya, M. Sosso, I

Mever
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Pariicipanies: 1. Berger, J Gaspari, J. Aigueso, L. Saboya, M. Sesso, P

Pompermaver, P, Mever

Vauta: visila "a Fleischinann
Participanies: Todos os bolsisias

Druracho: 1 hora
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Participantes: L. Bi . Berger, T Gaspart, P. Pompermayer, P, Meyer

Pauia, Prova de sclegdo
Participantes: B. Bilsland, 1. Berger, | Gaspari, P. Pompermaver, P. Meyer,

M. Sesso.

Pauta: Avaliacio das provas de selegdo
Pariicipanies:E. Biisland, 1. Berger, 1. Saboya, P. Pompermayer, P. Meyer,
M. Sesso.
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Pauta: Apresentacio do grupo aos novos bolsistas

Particinantes: B Castethano, T Bileland, ¥, Sampaio, G Teal, 1. Berger, 1
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Participantes: K. Castethano, F. Sampato, . Leal,

Rarhasa, P. Pompermaver,

Pauvia: Urganizagao do relairio final ¢ programagiio para o ano de 1995

Scarpari, L. Sabova, M.

Parficipantes: E. Castelhano, G. Leal, §. Berger, L.

o
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Pauta: Hlaboracao do relatorio

Participantes: K. Castelhano, K. Sampaio, (5. Leal, 1. Berger, J. Gaspart, L,
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Participanies: K. Casicthano, I, Sampaio, L Berger, | Argueso, L. Scarpari,

i.. Sabova, M. Sesso, M. Barbosa, P. Pompermayer e 'tutor
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.. Sabova, M. Seseo, M. Barbosa, P. Pompermayer

Pauta: Disc » sobre viagem ao Rio de Janeiro o contalos para a Kouniao
Pro-Aprendizagem Aliva

Particinantes: F. Sampaio, L Berger, I Gaspard, I Argneso, L. Scarpart, P
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Panta: 1scussio sobre a Reunifio Pro-Aprendizagem Aliva
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3. Argueso, L. Scarpari, M. Barbosa, P. Pompermayer, . Mever, K.
Cesarino e I'vfor,
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Pariicipanies: B. Casielhano, . Bilsland, F. Sampaio, G, Amorim, 1. Berger,

T Gaspari, 1. Argueso, T.. Scarpari, M. Barbosa, P. Pompermayer, P. Meyer
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Pauta;  Contaios e claboracio do rowivo de visitas ao Rio de Janewo ¢
programacio de atividades semanais fixas

Particinantes: K. Cagtelhano, K. Bilelar

Pauta: Preparativos para viagem ao Rio de Janero,
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articipanies: k. Castelhano,

. Sampaio, G, Amorim, 1B

J. Gaspari, J. Argueso, L. Scarpan, M. Barbosa, P. Pompermayer, P. Mever
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Participanies: 1. Casielhano, E. Bilsland, G. Amorim, 1. Berger, J. Gaspari,

J. Argueso, L. Scarpart, M. Barboga, P. Pompermayver, P. Mever

Pauta: Discussio sobre a divisao do Iuno om coimissées de (J‘i?&lﬁl)d} a0

inferna (ver anexo).

YT loaggune: 8 A I ¥
Do wHELE )Lsi% gL LQZDMW«JU _L4. 539 suyuix,

Dracio: 1 hora,

Pauta: Discussfio sobre as propostas feitas pelas comiss8es do grupo PET
£ i g

Duragao: 1 hora.
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eI DU 5 SR S Sy S0 SIS D AN A, SDIRL AP LA S 0 Y
e dSGIIA0, . IGMSkaiiG, L. Odiiipfii(), ¥ z-uuuimé, k. B EWE,

I. Gaspari, J. Argueso, L. Scarpari, M. Barbosa, P. Pompermayer, P. Mever
e Tutor,
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- 1,
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o g™

J. Lraspars, J. AFZUCS0, L. SCAIPEn, v Darvoss, . VOHpermayer, 1. vibyol
¢ Tuior.

Druracio: 1 hora.

Participantes: E. Castelhano, F. Sampaio, G. Amorim, L |

-
s.)-'

, d. ATgUeso,

L. Scarpari, P. Pompermaver, P. Mever.

em
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e s AT,

Digracao: 1 hora,

G PRI AP,
LGRS

ficipaiies: B { n, 1 Berger, J. Gaspaii, L. Scaipar,

M. Barbosa, P. Pompermayer, P. Meyer e Tutor,

Dy 1 hora,

¥y

Pauia: Orgamizacdo do IV CAD ¢ programagiio de visitas para 0 20,

semestre.
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Aesorim, T
Amorim, L]

‘f‘ Mactptlonemrs T Qapmegnis [T e

L LSSICHIERG, &L SAINBLIG, 1 U

s 3 AR rgoN
PR AL 5 )4 LY B RSEER RANTITEL

X

E i, A N M T & ey - ¥ 3 o gy
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yosa, . Pompermayer, P Meyer
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3.2 Seminarios/Conferéncias/Palesiras

a} Apreseniados pelos bolsisias

17701794

ljij/j“%

Hvenio: Ciclo de Palesiras sobre 'Tecnologia do DNA Kecombinanie

Tema: DNA Recombinante e doencas Gendticas

da Rk AnTa rexol
ef .LJ&{IAV\JMJM'SA &
&r

R A Ygrndonoyie ohoy TR
MICFOUIGI0gia 40 SO0

FEvenw: Ciclo de Palestras sobre Tecaologia do D inanie

Tloasens Y fern larieasd
EWELRG. VITHDS odlibalal

s e Puinor

Apreseniado por: J. Gaspani - CENA/USP « Piracicaba, 5P

Particinantes: Alunos e pesauisadores das Secoes de Brologia Molecular ¢

Y\/&wﬂhe(‘{fﬂ aia do Sole



19/01/94 Hvento: Ciclo de Palestras sobre Tecnologia do DNA Recombinante

Tema: Veiores Virais

Apresentado por: 1 Gagpart - CENA/USP - Piracicaba, SP

Pasticinantes: Alinog o ﬁm@g:wm*g({g}u - dag

B U Per
.L‘V(hbi\ z}}.a)xbﬁ,{u L}\} DJ‘U{U

21/01/94 Fventn: Ciclo de Palesteas sobre Tecnologia do DNA Recombinante

Tema: A Cifncia Usada na Indistria de DINA Recombinanie

- CENAISP - P

Anvesentado nor
nresentado por
Y)\Mw Ny g vedpmes Ahwm‘ R P e ey i?-.mﬁixwwn t Andorzitoan o
FERIES & OIVALIIG L RREGE e

Ea3 L.R’VLEJQ‘; BROS. SAIURUS © J P RTINS e

L SORS Nt TS T 0N P
WRCTOUIOIOERE GO DU

do Crupo PET-RIOTECNOLOGIA

22/05/94

Local: Sala de Semindrios do Dept. de Gendtica da ESA

-

0

Participanies: Todos os bolstsias e tuior

WA

/%wo@'mt'}dn DOT! P P(}ﬂm LIAVer.

Tema: Quimica ¢ Biolecnologia
Apresentado por: P. Meyer.

P O TR B B Y e
2 CRFRG L SulCIGS O SGHRCOHOIUEE

Apiwmnm{m por | M. Sesso



Tema; |

faicrials ¢ Biotecnologia

Apresentado por: 1. Argueso

Frne larnddian A Dintranad

Ebeiiidd. SHVERw B W EDaURWEEL

PUUITPNY. SN S I g
BUTHAGU PUL. 10 13§

Tema: Energia e Biotecnologia

Qalvyn
sabhovs

Tema: Agriculiura ¢ Bioleonoiogia

Apresentado por: I, Gaspari

Lveiio: beininds

ST
e A AN BE

APICSCnaco por. k. Dusiand

rger, J. Gaspard, 1. Argueso, L. Scarpar,

Jarticipantes: ¥, Casielhano, 1 B

M. Barboga, P. Pompermayer, P. Meyer,

Fvenio: Semmnanio itorno
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T Biladand T S

HEET DT e T Txacdel. 12
S, \FABPENE, L. sLaipadl, Vil S3aroosa, B

Amorim, | b

ermayer, P, Meyer

v oy 3 -5 vy

S RPN T o PNy 5 S S,
d. AFEUCS0, L. SCaipail, &, Fony

Tema: Bloguimica de Enzimas

Apreseniado por: I¥. Sampaio



12/06/95

ooy A
ST E PR AU

Fvenio: Seminario Interno
Tema: Enzimas usadas em (éonicas moleculares

Apvesentado por: J. ATgUcso

Jarticipanies: K. Castelhano, K. Bilsland, F. Sampaio, G. Amorim, 1. 1

[
oo

ter

\m
Py

Ger,

I Gaspari 1, Scarpart, M. Rarbosa, P Pomnermayer, P M

b} Assistidos pelos boisisiag

18/01/94

CREY YY) Oy 4

FAVIEV R WO

20/01/94

pRvy

Tema: Mutagénese i vitro

Sabriel Savrics - CENA/USP - Piracicaba, SP

Teina: Invoducio de D

tranie: (Gabriel Sarries - CEIN/ - Piracicaba, 5P

Participante: 1. CGragparn

Falestranic: Alexandre da Silva Conceigio - CENA/USE - Piracicaba, 5P

Particmante: I, Gaspan

= Te Trigvn

-
gy g hoprpeg synpn £
5 hil IVAGELR

filwiit &M. AW ERRGTS PR S

£y

Tral it dr A Sovarsdiee cda Bitoe rumercie S cypigreabesy ST
LTAICSHEIG, ACAaiUre Ga Slva LONnLRIal Falaaabid, i

Participante: J. Gaspari
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Participantes: J. Gaspart

T TONE
RIS

es Priovidades

ey

A P s
i GIE, OUIRMIGIo nuvn, esby%ﬁ,wus zuu&muuzi P

de amida em Eﬂdﬁfﬂg

higan Siate U niversity, USA.

Palestrante: Dy, Jack Preisg -

Vi Semindiio do Diolecnoiogia SPTICUIE Kl}!.zx‘.- PN

L5 ALODIUSE )

Participantes: H. Bilsland, 1. Argueso, 1. Saboya, M. Sesso, P

AT s00re Biaboragao de Projetos

Palestranie: Prof. Dy, Isak Krughanskas - PACT0 -

Particinantes: L. Berger, F. | . P, Pomnery

23



/0

3094

31710794

24103195

25/03/95

Flso do hormbnio de

SOCE PTOIR SN 5 M S ORI
Eprabbith, B, LIRLORGLIG

Fvenio: Seminario de Microsatélites,

Tema: Sexagem ¢ selecio de embrides

Palestrantre: Artur Tordso de M. Boaa

Tema: Biotecnologa Geral

Palestranie: Prol, Dr. Fidvio C. A, Tavares (Tuior do grupoj

B T O T L IO e S D
£ GLUWIPGLLOS, b QUUS U5 DUSIbLas

Palestra 1: Desenvolvimento do frabalho em equipe

Palestranie: José Vicenie Viewa - Casa da Agriculiuia

£=% 7

3 © Foris GO FTUMSSIONGE LSsgjaad plias

5

Fai

Himpresas

Palesiranic:

A1
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Palestrante: Ernest Goetsch (Habuna, BA)

Uebatedores: Prof, r. Anionio Luiz Fancelli, Proi. v, José 1

Prof. D, Buripedes Malavolta, Fng® Agro® Mamel B

Participantes: 'Fodos os bolastag

N ey

31/05/95

T A
Fo SRR

R ITY

LR RS

S SN 04 % SR S W oL QRN
L il ESIESMG, £, ad ig)@xu, (.

J. Gaspari, J. Argueso, L. Scarpari, P, Pompermayer, P, Moeyor ¢ Tulor.
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3.4 Particinacao em Co

06-09/03/94

02-05/09/94
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ML=U LA G
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XIX Beundo Anual de Genéhca de | L/bc‘imgmjsmm;

Serra Negra - SP

Clotororn T

kJ!.«SI./\JJ [L PR

sybicinsantioa T
Gl LELRRFRR AT 0 s

Congresso de Gendtica.

Cavambn, SP

Py ’g‘ﬁ snfes B

L

vy

ESALGQ/USE, Piracicaba, |
Participantes: K.

Rarhosa, P Pompermayer,

AT 3 T

A L\.*wu;}_uséi.l [unudi xi‘; thbubd ui/ ﬁv«i k¥ B

Locai: Pavithio de Engenharia ~ BSALG/U

Participantes (ouvintes): E. C

£ BRpt

E b

P. Meyer,

T U s fe Tanibiats Ao Tniniae 8o (Sentifics o {09
Y B CUIHA0 L dldistd Uv HELMIGAU Llviiliibea Wil Al

Castelhano, (3. Leal, 1. Berger,

§ A0

Inoranmenio -

.. Scarpari, ML Sesso, M.

Clesaring,

P - Piracicaba, SP.

tastethano, (1. Amorim, 1, Berger, I (yasnart,

sa, P, Pomnery nayer
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nas diferenies areas deniro da Biotecnolo g

nAting de eninng parg o
'y

1
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ORIENTADOR: Prot. Lus Lehmann Coutinho, Phd.

RO TA: Elizabeth Bilsland ¢ Panla Marqgues Mever

EYEYYTTTUNT e a0 Frgmnias S e Fat
OEGL YO Corelacionar a AULTE Rl GUL Lab

na fase aduiia.

cribnonano de rangos com sud massa musculay

ORIENTADOR: Prof, Lwiz L. Coutinho, Phd,

BOLSISTA: Dlizabeth Pilslang

-

TRITEEY Tampten Ao 1O0L

*Axh\.m\,r._j""*«ﬁi‘ LS LI A

TS A o O T L T L N P PITIVTS o
ik, FHOTUNSL diCdiiia O GLIOLLpad

FEDIEYE YT :
FASE DA PE LR J Uiy 54 A mut(./&m, Lusu&a(wzu GUIEE s.u‘;., ‘x}g(A;

da sonda em membrana de nylon ja esifo sendo realizadas com grande éxifo. Porém, a

hibridizacio “in sitn” de forma especifica for conseguida avenas duas vezes, sendo

Hes no metodolooia nars obdermos boa eeg\(*mnhxg aede
11 INCLOGMGE £ ¥

T
IR Liasdl

o

FENICEVE Y oy

LTULG: a} Cuitura de wmpumm < }.\%w;:;af \; 10 Ge Plantas de Aoz,

b) Culiura de Meristemas de Caju.
OBIFETIVOS: a) Adaptar e melhorar metodologia de indngio de calos, isolamento de

2 )

24
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de traneformacio

1o nrotonlasios de ar
Lk LR EsiRTAR ;a_nnz«%.f«. A ;

Iz
40 2200 % FeRS Rbhs 83

iy kA, L3,
U} lVLbﬂiUi ‘41 & liE&EU&iUiiiblai ‘L*\u Liix'wl Uijl U_{Ja éi‘gﬂu 'wlUiELEi \.L\y \Jéijk@ éiii&i‘w’b\‘) (i uélli&&lm

de meristemas.

ORIENTAIDOR: Prof, Dr. Akihtko Ando,

]

20 SIRT A ‘hmﬂo Inse N Reraer
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LIS Ly Lie &

TEOALITY Y Y TE L

PAOL 45 X mo\ibiom dj 1V fcio CGUOLGZias G0 MGUgRs U Calos © ISORNCING G¢ Prolopias

5108

conciuidas.

1) Realizacio de estudos visando minimizar problema de o3 cidacio

FULO: "Selecio e Meilioramenio de Linhagens de Kuyveromyces marxiamis quano a

Atvidade Inulinolitica”. (Proieto de Residéncia Agrondmica enviado em margo de 1995 ¢

mmdg semestee do mesmo ano. O m’mr’m encontra-ge em

anrovado nara eer realizado no s

Tla s e P U DS SUNOSUNUUI W SUULpE JUUINS Y SRR S N PO I T TP O
ORIETIVOS: bolocimnay [ubiaus U AL HIGFXIGHES FRPUTPOGUIUICE GG

avahiar a hidrolise enzimatica como alicinaiiva de obtencio de xarope de frulose, a partir de
extraio beuto de Helionthus fuberosus.

Praf Dy, Fla

TrrNE ST
S SR F R s

A -
s

,
YT SNT

INICIO: Juibo de 1995

markianie quanto a atividade

TENIYEYY TE Ty ¢
LEEAJEAS W

v P ) A ,x.-x-:-znv—.lc ‘:. 3
BEEIE O DELE O, CEFEVINIGE.

e

c ol Tgijii‘if{) da pesy Ui%d é EQ&;(H ecer fﬂaiyw&i{)i(y% moleculares o &ip{} R¥FLP

RAPD) associados a caracieres quaniitativog como capacidade de producio de efanol,

e aommlo de fr sendo feito sobre lnhagens
'S
e Ap e Wil dn 4 o abiidos eenera-se sncontrar
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BOLSISTAL Juan Lucas Arguss
INECHO: Novembro de 1991,

FASE DA PREQINIS A: Coleta de dados

o

fizar cruzamentos via fusfo de nrotoplastos enfre

i

via anasiomose de hidas, O irabatho fui apreseniado na XIX Reunido Anual do Genéiica de
Microreanismos, em Serra Neera, sob forma de Poster. Duranie o primeiro semestre de

g fuslo de nro aatos, Fegs

\Jidb,u\ ixlﬁji)‘ Xow L I3 e A Aled, SEEERW S L ELAMI GAEITENGERIIWVE

TA: Luciana Viiaio sSaboya

INICIO DA A TIVIDADE: Janeiro de 1992 a funho de 1994,

v T# ~rer

F N ngnay putm
G0 G0 10 j!,

fii gh ik

T TE % Tl nong
i RAAAL e B LU

it s
O LTCHRGES

oo

T

TNEY TEITEORY T o) s N et ~ S 1.t .o

OBJETIVO: Melnor COMIPIosnGt Processos 4o coagliagas 4o 1Ioue, o btido Por

0 de acido lanco

(producio de acido latico por microrganismos lailcos) e por adic

diretamente ao leite, hem como o pracessamento de requeiifio cremosn ¢ sua caracferizacio.

vo caracterizar o requeiiio cremoso, sob aspectos hisico-quinneos, 14 que no Brasil nexisie

nma padronizacio desse produto

ORIENTADOR: Prof?
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TIVULO: Coltara de Merngtema de capu

«
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i D, Aldidko Ando
BOLSIS T A Mano Udsar Sesso
INICIOr Novembro de 1991,

FASE DA PESOQUISA:

~
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R Luiz Antdnio Gadio

I'A: Patricia Pommermaver
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restsiCncia cin Srassicu oleraceds.

OBIKTIVOS: Eemdar o modo de Heranca e verificar onde ge enconira(m} ofs) gene(s} de

y com Marcador genefs).

Y LAV A % «
F I eI ICl e W J.V.ltiukkk«i‘,l F AT

U Agosto de |

FASE DA PESOUISA: Avaliacio de resisiéneia ¢ sucepitbthdade ¢ avanco nas

tadirns Thes Ciloin

Saba AR AR, pFERVESE

3.7 sxira-curriciiares

U7-09/0. Tviini- Curso: “Gendtica Classica e Molecular em Fungos™, duranie 8 A

Stica de Microrg

.Eﬁ% STROS.

seivani-Flciner

Par Liéﬁﬁé&?f? P 755!30‘,1&



e SEN £ FOY

22508/54
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02/10/94
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Hovaria: 8h

Responsavel: Jodo Chaddad

Par

inante: P, Prannermaver
KS £ Py

o NUT S SUUIUI TSNV o O QY. U SUINL L DU SO o SO, S |
CUEB0 G0 L Onodites pasloos G SIBWing Lptracivial
Locai: CIAGRI -~ ESALQY/USE

Cargn Horéria: 20h

e P, Pomp

Mini-Cuiso: "Como 08 Organisings reagen ao osiresss”
Local: Caxambu-My

Carga Hordria: 3h

Rannate (URPR)
o (UFPE)

Thes oo
LogRE

i Curso de Atualizacdo em Biotecnologia,

Focal: Anfiteatro do Depto. de Gendtica - HREALOQ/USD

i .
GERIRUELG

Participanies: Todos os bolsistas.

o DOTY Megenvolvimento ¢ O

S WO AT OYTISD

s Eshd S s

(W

bcug:,a 11\;1@;;@. BRHEE

Participanies: B. Castelhano, 1. Scarpari, M. Barbosa, ', Pomperinayer
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Carga Hovéara: Z4h

Responsavel: Dr. BRernard [ejetme - Universidade Paris-Sud

Par hmn/ﬁ ees BT

VY Gounar 1A
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a0 Paulo/sEP

30-31/0 Curso de Busca B

Local: ESALQ/ISP - Piracicaha, SP

Ao Andeade Weernr
ik 4 RRRREL AP A wihiérL T

J\.WGAPU).!Q&‘ \’W;l) \‘115& 1‘¥i&€£l€.3 ij&élk«_&&% ))&&L} F.i.‘:l \\/ Ekbd{&‘.i LV.E #i,t
R e - SRS AP S

DIoRGICMias.

Participanies: B. Castelhano, K. Bilsiand, F. Sampaio, G. Amorim, 1. Bet

Ciaspari, I Argmeso, T Scarpari, M. Barbosa, P. Pompormayer, P Meye

3 e 4/7/95 Aplicacies Biotecnoldgicas de Microrganisimos na Agropecuaria

cal: Dept, de Gendtica da BEAT (};/{}S 'y

< & hovas
N i

I L L FIVIVC NN V3 JUROUEE 5 TION £ "T i“* £ Yoy T odhiaaniiens Ve tean oo
BROSPULLaves.  JUSU Aaln 'ul &é G R DUALVE),  1AlL LASHIETRAELE pbuuunu

{(ESALQ) e Orando Petrin (PHARMATON 5.4, Suwa)

Participante: J. Gaspart.
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endtics da BEATO/UISP
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GWARRWEEWEL AR Rapd RN Raba

E Vg Begxadieay e 20 bmesnas
Ldigd norania. o nords

(UFRGSY e Clandmer A, Montewro (LINIMIER).

Participante: J. Gaspari,
£

P T e

16/G7/95 Iiini - Curso de Word for Windows
Locai: CIAGRVESALQ

Carga horaria: 4 horag

sonmavel: I Gags

Tk

INUYILE i - Curso de Excel for Windows

Local: CIAGRVESALQ)

2AMYTIO5

RN = DN DU NN S S o
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flores na Holanbia
Local: Holambra
Particinante: 1. Nabova

Cicatsa & Tatan A U ale T FEROVOITIQATI AN | uvye
Vibied & OB Q8 YV ases do umuii&{; de Béo Paulo (S5 SV ey g )

Ubjetivos: Conhecer o [uncionamenio do ransagles comerciais
Local: Sao Paunlo/SP

Visita ao CHASA - tarde

T ooals €85 Panly/ST

Aonlerdkie REIRS B O SSREERS

P

Uu;vuvuu. Conhicoer ¢ o conliccimcnio da P

comercializacio de produtos agiicolas

Participante: L. Sabova

lette & A g

Y Es3bedd dE 4 J.bz.uww 15

T ot Coceste Mluer pRan Thatons nlsenn fUTY
FLAJCGE. aithd LPUE s Pl g/ a1

Objetivos: Tomar conhecimenio das linhas de pesauisa e descnvolvimenio

de produfos da Empresa

1

; Fa PR L DRONI, SO Y. SR i S Yyt AY
1 ‘iid a4 UE’&U&&EU Ue i WG G UC ABICHIGS ~ L1 Al

focal: Camminas/SP

Ohjetivos: Saber como ¢ efetnada a conservaciio de frutas apde sua cothetta

U9/G6/94 Visiia a

Local: Cagapava, SP.
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trvastns WA
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Local:Paulima, 5P,

{“‘%?("éﬁ/lk@ﬁ' Tomar conhecirmento
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Focal: Pirassununga, SP.
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Participanic:
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H-INTRODUCAQO

Marcadores genéticos sfio recursos utilizados para caracterizar o material
genético dos individuos, ou seja, sdo peculiaridades do material genético ﬁteis no
mapeamento genético, caracieriza¢io molecular, determinagio do grau de parentesco
e filogema, enire oulras fung(ie& Podem atuar a nivel cromossémico, molecular
(DNA, RNA, proteinas), ou ainda a nivel de organismos. Aqui serfio citados apenas

os marcadores atuantes a nivel cromossémico e molecular.

2-NIVEI, CROMOSSOMICO

Os marcadores genéticos que atuam a nivel cromossémico geralmente
baseiam-s¢ na analise do caridlipo, que sdo as caraclerisiicas do conjunio de

4

cromossoimos ¢ variam consideravelmente entre as diferentes espécies. Lissas
variagles no caridtipo podem estar relacionadas com o niimero, tamanho e formato
dos cromossomos.

De acordo com seu formato os cromossomos podem ser classificados em
quatro tipos, determinados pela posigiio do centrémero em:
e telocéniricos - possuem o centrémero localizado em uma extremidade
& acrocéniricos- possuem brago curto basiante pequeno

e submelacéniricos - possuem bragos de comprimenios diferentes

& metacéntricos - apresentaim bragos idéiticos ou quase iguais

O camundongo, por exemplo, possui cromossomos acrocéntricos; muitos
anfibios t&m somentc cromossomos mctacanﬁ'zcas, o8 homanos possucm um
grupamento  caracteristico com cromossomos metacéntricos, acrocfniricos e
submetacéntricos.

As espécies que possuem elevada quantidade de TDNA e cromossomos grandes
sdo mais favoraveis a analise genética do que as outras. Exemplos dessas espécies sdo
as salamandras ¢ galanhotos.

O cari6tipo pode modificar-se levando a alteragSes genéticas, essas alteragGes

podem cmfo} rer modificagbes no nimero ou estiutura dos cromossomos € podein

~
i

OLOITer u).‘lpthf{ ncamcnic ou como cong ‘qﬂuﬂﬂid da agaoc de radmgws ionizantcs ov

ned

de certas substincias quimicas (agentes mutagénicos que alteram a molécula de
DNA)



No caso das alter, ago.:s nunéricas, a alteragfio no ntmero de cromossomos de

(":

um cari6tipo pode levar & euploidia ou aneuploidia. Na cuploidia, todo o conjunto

I3

de cromossomos estd diminuido ou aumentado, jA na aneuploidia, hd anormalidad

L)

do caridtipo, onde wm (ou mais) cromossomo especifico estd presente em muitas
poucas copias.

Um ser é denominado polipldide quando possui mais do que dois conjunios de
cromossomos, a poliploidia geralmenie aparece em vegetais em floragiio, sendo
menos frequente em animais, ela pode ser induzida pela colchicina, que mibe a
formagio do fuso, pemitindo o actmulo de sefs adicionais de cromossonos.

A ancuploidia pode resultar de uma falha na scparagfio de um par dc -
feromossomos durante a meiose, originando seres monossdmicos, onde um dos
cromossomos foi perdido pois nfio alcangou o polo e trissémicos, onde hd ganho de
um cromossomo, havendo, assim, trés do mesmo tipo.

Essas altera¢des sio comuns em células cultivadas, podendo levar a alteragdes
neoplasticas.

No caso das alteragBes estruturais do cromossomo, surgem aberragdes
cromossomicas, que sko alteragbes fisicas da estrutura do cromossomo que podein ser
obscrvadas através do microscépio, afctam geralmente muitos genes, podendo scr
intra ou intercromossOmicas, e contrastando com a nmtagio génica, onde as
alteraces ocorrem a nivel molecular.

Muitas plantas originaram-se de uma mudanga abrupta e rapida na natureza, s
endo a aneuploidia e a euploidia as principais fontes de variagio.

Nos animais, o nimero de cromossomos pode ser diminuido airavés de fusdo
cénirica, onde dois cromossoimos acrocéiitricos unem-se para formar  uin
metacéntrico, ou aumentados através de fissdo ou dissociagdo, onde um
cromossomo  mctacntrico  (geralmente  grande) ¢ um  pequeno  fragmento
metaclntrico supranumerdric translocam-se, levando & formagBio de dois
cromogsomos acrocéntricos ou submetacéntricos.

Através desses marcadores, pbde-se fazer uma correlacio entre os 4%
cromossomos de alguns primatas (chimpanzé, orangotango e gorila) e os 46
cromossomos humanos, revelando que a diferenca enire os dois caridlipos estd na
fusdo de dois cromossonios acrocéniricos dos primatas para formar o croinossomo in°
2 do homein.

Uma téenica que mclhora sensivelmente a andlise de caridtipos ¢ o
bandeamento cromossdmico, onde os cromossomos sio corados em subunidades
definidas constituindo as bandags. Existem varias técnicas de coloragfio baseadas em

20



principios diferentes que produzein bandas de distribuiglo diferente, mas quando se
usa uma téenica, o nGmero, posigio ¢ dimens3io de cada banda sfio cspecificas ¢
constantes para cada cromossomo. Essa tecnologia de bandeamento deu origem a um
progresso acentuado na andlise das mutagBes e na localizagdo dos genes nos
cromossomos do homem e vertebrados supertores.

A coloragiio diferencial das bandas depende, basicamente, das sequéncias de
nucleotideos do DNA naquela regifio do cromossomo. Assim, exisiem as bandas ricas
e AT, as ricas em GC e as que evidenciain regibes heterocromaticas

A cromatina, nos eucariontes, ¢ quimicamente formada por DNA associado a
protcinas, dentre as quais sc destaca uma clagse de protefnas bdsicas denominadas
histonas. Essas proteinas se ligam ac DNA gragas 2 interagfio de seus radicais
aminicos com os radicais fosfato do DNA. Nem todos os radicais fosfato sfio
neutralizados pelas histonas, o que da a cromatina um cardter acido, isto é, uma
grande capacidade para ser corada por corantes basicos (a essa propriedade da-se o

nome de basofilia)

3-NIVEL MOLECULAR

Marcadores moleculares sio marcadores genéticos que permitem identificar ¢
caracterizar moléculas (DNA, RNA, proteinas). Sfo baseados nos principios de
complementariedade, denaturaco, renaturagio, hibridagiio, enzimas, etc.

Denire as diversas iécnicas ulilizadas para agir como marcadores moleculares,

algumas serfio apresentadas.

31-SEQUENCIAMENTO

No sequenciamento, o codigo genético pode ser decifrado, comparando-se as
sequéncias de aminoacidos de proteinas com as sequéncias de nucleotideos dos genes
que as codificam. Exisiem diversos méiodos de sequenciamenio, todos eles baseados
na composigio de fragmentos de DNA de diferentes comprimeiitos, que se iniciam
nuin ponto fixo e terminam em nucleotideos especificos. Os fragmentos de DNA séo
scparados por tamanho cm gels de poliacrilamida ¢ a scquéneia de nucleotideos ¢ lida
diretamente no gel. Os fragmentos de DNA podem ser produzidos através de
clivagem quimica ou por copia enzimética do DNA de cadeia Unica. Através deste
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método foi possivel determinar sequéneias completas de nucleotideos de organisimos
vivos como o bacteridfago @X174 (infecta Echerichia coliy ¢ o 8VAQ {(virus que

infecta célulag de macaco podendo causar tumores).

Tonmriimmme Ao rmebeimX e it enddeemiiatanoms e ractricSe ofo aerFiniac P
Enzimas de restrigio ou endonucleases de restrigho sdo  enzime i
reconhecem ¢ scocionam scquéneias cspsciﬁmu d; wucleotideos no DNA. Estas

enzimas atuam como um "bisturi molecular sendo muito empregadas no
estudo do DNA.

As enzimas de restrigio reconhecem, habitualmente, sequéncias com quatro
ou seis nucleotideos de extensfio. Aquelas que reconhecem quatro nucleotideos
produzem [ragmentos menores (+ 250 bases) do que as que reconhecem seis
iucleotideos (& 4000 bases)

Uma importante caracteristica destas sequéncias de reconhecimento & o fa tG de
scremr assimétricas, ou scja, possuirem um cixo de simelria, a partir do qual os

naneira idéntica nas duags cade M na

nucleotideos podem ser lidos de m
direcio Sparald’.
Algnmas enzimas corfam a sequéncia de reconhecimento na metade,

produzindo segmentos com extremidades inativas, por exemplo

P Wt I Fan Y a N VW Fan?
GG CC —- O CC
Hae III cetes - ¢ GG

Muitas outras enzinag realizam cortes nas duas cadeias, separadas por vérioa
nuclectideos. Isto produz extremidades pegajosas, que sio segmentos de uma tinica
cadeia nas extremidades do DNA clivado que podcm parear-se entre si, podendo

unir-se com quaisquer fragmentos de DNA clivados pela mesma enzima. kx:

GVAATTC — G  AATTC
Eco RI CTTAATG 5 CTTAA G



3.3-HIBRIDIZACAC

E uma téenica de grande utilidade em biclogia pois permite, enfre outrag

aplic r;c”:ees, (Ltea ninar quantitativamente por método bioquimico, a homologia

existente entre o DNA das varias espécies animais. Nos vertebrados por exemplo, fo1

deteciada a forte hibridizagio entre o DNA dos artrépodes e do homem (mais do que

0%) e verificou-se que ela decresce a medida que descemnos na escala filogenéiica

os mamiferos aos répteis e peixes. A homologia entre o DNA dos peixes ¢ do
homem & de apenas 20%

Qutra utilidadc da hibridizagiio rcalizada in vifro ¢ scu cmprego para
quantitar o mimero de cépias de uma determinada sequéncia especifica de DNA
existente em uma célula, pois a quantidade de material radioativo hibridizado ¢
proporcional ao niimerode sequéneias existentes. Foi por esta téenica que foi possivel
saber que os genes do RINA ribossormico e das histonas esiio presentes nas células em
cOopias miiliiplas, ao passo que os genes para coldgeno ¢ enzimas digestivas tom
apetias uima copia por célula.

A 4
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A téenica de hibridizagio tem também sido muito ulilizada pa
de segmentos cspeetficos de DNA nos cromossomos através do que sc chama
ot
L

hibridizagdo in situ. Nesta variante, caridtipos cujos cromossomos foram

previamente achatados em 1Amina sio submetidos ao calor com consequente fuso do
sen DNA. Incuba-se entio estes cromossomos com uma solugio de DNA
especifico,radioativo e ja fundido, por um tempo determinado em condigdes nas
quais ocorre a hibridizagho. Apos a hibridizagio, lava-se o preparado, retirando-se o
excesso de DNA radioativo e realiza-se, na 1amina, o processo de radioautografia,
que nos indicard nos cromossomos qual o local em que estd localizado o DNA em

questio

As sondas sdo usadas nas téenicas de ili_bridizaséio descrilas no item acina.

Sio sequéneias puras de DNA de constituigio conhecida, tornadas radioativas, ¢ que
siio utilizadas para localizar e quantitar sequéncias homoélogas em cadeias longas de

DNA ou om cstruturas cclularcs como os cromossomos. As sondas sfo muito
utilizadas para a determinagl wantitativa e localizagiio  de  sequéncias
determinantes de DNA ou RNA nas ¢ éluhf« pelo processo de hibridizagfo.
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5PCR (Polymerase Chain Reaction)

T

E um método de sintese de DNA in vifro pelo qual um segmento particular de
DNA pode ser especificamente amplificado. Dentro deste método podemos citar
também o RAPD (Ramdomly Amplified Polymorfic DNAs), que é uma modalidade

de PCR.

3.6-IMUNOCITOQUIMICA

Consiste em téenicas que baseiam-se na relagiio antigenc-anticorpo e que
permitem o estudo da localizagfio intracelular de proteinas especificas. Quanto a
especificidade, estas técnicas sio muifo supertores as de 1d.entiﬁcagﬁ.0 de proteinas
baseadas na evidenciagfio de aminoacidos. A imunocitoquimica permite localizar um
determinado iipo de molécula proteica, excluindo todas as ouiras profeinas existentes

A 2 I
nd célula.

3.6.1-Imunocitoguimica direta:Suponhamos que de um determinado
brefio de rato se possa cxtrair ¢ purificar quimicamentc uma proteina, que vamos
chamar proteina X, O problema citoquimico consiste em de cob ir em que células ou

parte da célula estd localizada a proteina X, poig ela foi isolada de um drgho inteiro.

Injetando-se a proteina X em um coelho, este formarda um anticorpo
com propriedade de se combinar exclusivamente com a profeina X, nao se
combinando com qualquer ouira. O anlicorpo aparece porque a proleina X perience &
uin érgio de rato, sendo portanto estranha para o coelho, no qual foi injetada.

’%}g m tempo ap6s a injegiio da protefna X no coelho, poderemos obter
do sanguc deste animal um anticorpo cspeeifico contra aqucla profeina. Esscs
anticorpos sio entfio combinados com a enzima peroxidase, que serve como marca. A
identificacio citoquimica da peroxidase identifica também o anticorpo ao qual a
enzima esta li gada.

Colocando-se sobre um corte do orgao de rato que coniém a proteina X
uma solugio do anticorpo marcado com 4 pcroxidase haverda uma combinagio do
antigeno (protefna X) com seu anticoipo (gamaglobulina anti-X) marcado com
peroxidase. O complexo sntigenc-anticorpo que se forma nfc & visivel ao
microgeépio Sptico nem ao cletrdnico, mas torna-sc visfvel sc a peroxidase for
evidenciada por uma reagiio citoquimica apropriada.

[w)%



Esta evidenciagiio ¢ feila colocando-se sobre o corte wima substincia
quc, sob a aglio da peroxidase forme um composto corado ¢ cletrodenso.
" Em substituigfio 4 peroxidase pode-se usar como marca um corante
fluorescente ligado ao anticorpo, neste caso o preparado obtido pela agiio do
anticorpo sobre o corte que contém o antigeno pode ser imediatamente examinado ao
microscopio de fiuorescéneia. Todavia, a peroxidase permite melhor localizagdo, pois
o corte pode ser estudado com o microscopio elelronico ¢ o antigeno localizado ao
iiftvel das organelas celulares.

Uma terceira forma de se marcar o antigenc consiste em sua

conjugagiio com ferrifina. A ferritina, uma proteina que devido ao scu alto teor om

ferro é muito eletrodensa, permite o estudo da localizaglio de proteinas (:a.mzm-‘rees} ao
nivel do microscopio eletrénico. Esta marcagiio nfo serve para o estudo ao nivel do
microscdpio dptico.

A técnica direta de imunocitoquin’lica é menos sensivel do que a técnica
indireta, descrila a seguir, por isso é mais usada.

3.6.2-Imunocitoguimica indireta: Nesta técnica a marcagio ¢ colocada

7

em um amticorpo, isto & uma antigamaglobulina. Por sua maior sensibilidade,
permitindo a demonstragio de antigeno, a téenica mdzz‘eﬁa ¢ mais usada na pratica.

Supondo que queiramos saber a localizagio celular da proteina Y,
também contida em um 6rgho de rato, a primeira @tapa. consiste na colocagio, sobre o
corte do tecido, de uma solucio do antigeno anti Y, obtido pela injegio da proteina Y
em um coelho. Havera conbinagio de antigeno com seu anticorpo.

Na segunda elapa colocamos sobre o corie uma solugdo de anticorpo
coiitra gamaglobulina de coetho. Iiste anticorpo, que ¢ wma antigamaglobulina e,
portanto, um anticorpo, pode ser obtido pela injegiio de gm;ag,wbu}ma de coelho em
carnciro ou cobra. Ao final, teremos um complexo constituido pela protefna Y, scu

e

anticorpo e uma antigamaglobulina. Esta pode ser evidenciada por conjugagic com

substancias ﬂuore,f;ontes, ferritina de peroxidase, conforme foi descrito na técnica

direta.

3.7 RADICAUTOGRAFIA

A radioautografia ¢ aplicada como uma téenica citoquimica in sifu para a
detecgfio de isdtopos radicativos. Baseia-se na sensibilidade das emulsGes
fotograficas as radiagBes ionizantes. Como nfio existem nas células elementos



radioativos, podemos seguir pela radicautografia a incorporagio e a migragio de
compostos radioativos, introduzidos nas células com finalidades cx pe,mmf‘num&

Método: Dlnjeta-se timidina H3 nom afum'ﬂ que serd sacrificado uma hora
depois. As células que estiverem sintetizando DNA incorporario a timidina
radioativa injetada; 2)(s tecidos sfio fixados, incluidos em parafina ou resina,
cortados no microtomo e presos em Iamina histologico; 3)Na cdmara escura a lamina
& coberta com deigada camada de emulso fotografica ¢ guardada em caixa a prova
de luz por alguns dias ou meses, para que a radioatividade afue na emulso
(exposigio); 4) Apds este perfodo a camara ¢ revelada, aparecendo granulos negios
de prata So‘om os mcleos radioativos

-adioautografia ¢ muito usada em citologia para o estudo da sintese de
certas moleculasﬁ para isso, como no exemplo do DNA ja citado, mjetamos em um
amimal ou colocamos no meto de cultura de células um precursor t‘adioativo da
substancia que desejamos estudar,

Para esiudo do RNA podemos usar uridina ¢ para o estudo da sintese ¢
migracio de pmteinas usainos aminodcidos, Im geral, as moléoulas radioativas
usadas nestes experimentos sio marcadas com hidrogénio (}':{3), carbono (C! y ou

xofre "2}
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3.8-KOU IVALENCIA DE BASES NO DNA,

Uma das pegas mais imporianies da evidéncia bioquimica que apoiou ©
conceito de que o DNA & portador da mfummgao g niética, foi a descoberta de que a
composi¢io de bases do DNA estd relacionada com as wpeum de origem. Antes de
os métodos comatogrificos dignos dc cmzﬁzm;a tornarcm-sc accssivets, julgava-sc
que as guatro principais bases encontradas no DNA -adc—:.niz 1, guanina, citogina ¢
timina- ocorressem em relacio equimolecuclar em todas as moléculas de DNA.
Entdo, no perfodo de 1949 a 1953, E. Chargaff e seus colegas aplicaram métodos
cromatograficos quantitativos para separagiio e analise quantitativa das quatro bases
obtidas de hidrolisados de espécimes de DNA isolados de diferenies organismos e as
seguinies concluses foram tiradas:

« A composigiio de bases do DNA varia de uma espécie para outra
s Espéeimes de DNA isolados de tecidos diferentes da mesma “Spéc ic t8m a mcsma

composigio de bases,

o0



s A composicio de bases do DNA de uma dada espécic ndo varia com a idade, estado
nutricional ou mudangas ambicntais;

« Em praticamente todos os DNAs examinados, o miimero de residuos da adenina foi
sempre igual ao nimero de residuos de timina, isto é, (A:T } e o ntmero de
residuos de guanina foi sempre igual ao niimero de residuos de citosina (C=(3),
portanto, é evidenie que a soma dos residuos de purinas iguala-se a soma de
residuos de purimidinas, ou seja, A+G = C+T

» Os DNASs extraidos de espécies inteiramente relacionadas possuem composigio de
bases semelhantes, enquanto que os de espécies bastante diferentes terdo

provavelmente composigiio de bases muito .jffe:z cntes. A composigio de bases de scus
DN As, na realidade, pode ser usada para clagsificar organismos.
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PET - BIOTECNOLOGIA

SEMINARIO: BIOQUIMICA DE ENZIMAS

I - Congceito
Enzimas s3o proteinas especializadas na catélise de reages biologicas.

11 - Classificacdo

1.Oxido-redutases - atuam em reagBes de oxirredugio
Agindo em =CH-OH
Agindo em =C=0
Agindo em =C=CH-
Agindo em —-CH-NH,
Agindo em =CH-NH-
Agindo em NADH, NADPH

2. Transfcrascs - na transferéneia de grupos funcionais
Grupos de um carbono
Grupos aldeidicos ou cetdnicos
Grupos acila
Grupos glicosila
Grupos fosfato
Grupos contendo S

3.Hidrolases - em reag0es de hidrolise
Esteres
Ligagdes glicosidicas
Ligagbes peptidicas
Outras ligages C-N
Anidridos 4cidos

4.Liases - em adigfo a duplas ligagdes
=C=0
=C=N-

5.Isomerascs - em reagOes de isomerizagdo
Racemases

6.Ligases - na formacio de ligagbes com desdobramento do ATP
C-O
C-N
C-S
C-C



I - Cofatores enzimaticos
Componente nio proteico necessario para que a enzima se torne cataliticamente ativa.
O complexo enzima-cofator é denominado holoenzima enquanto a proteina sem o cofator é
denominada apoenzima. Os cofatores podem ser fons metalicos ou coenzimas.
Algumas enzimas que requerem ions metalicos como cofatores
Z n2+
Alcool-desidrogenase
Anidrage carbonica
Carboxipeptidase
M g2+
Fosfoidrolases
Fosfotransferases
Mn®"
Arginase
Fosfotransferasces
Fe*' ou Fe’*
Citocromos
Peroxidase
Catalasc
Ferredoxina
Cv’ ou Cu’
Tirosinase
Citocromo oxidase
K
Piruvato fosfoquinase
Na®
ATPase da membrana plasmética

IV - Modo de atuagdo das enzimas

Os catalisadores aceleram uma reacdo quimica pela redugdo da energia de ativagdo
necessaria para desencandear a reagéo.

‘T'eoria de agdo enzimatica de Michaelis-Menten:

E+8S <= ES <=»E + P

Equagio de velocidade para reagles enzimalicas

Vo = Vmiax.[S]

Km-+S]

Km, a constante de Michaelis-Menten, ¢ ignal 4 concentragio do subsirato na qual a

velocidade de reagio ¢ a melade da velocidade maxima

V - Efeito do pH

A maioria das cnzimas aprcscnta um pH caracteristico cm quc sua atividadc ¢
maxima. A forma do perfil de atividade enzimatica em fungdo do pH varia usualmente com a
concentragio do substrato uma vez que o Km se altera com o pH. O pH 6timo de uma
enzima ndo ¢ necessariamente igual ao pH de seu meio inira-celular, o que sugere quea inter-



relagio pH-atividade enzimitica pode ser um fator de controle infracelular da atividade da
enzima.

VI - Efeito da temperatura

A velocidade de reagBes catalisadas por enzimas aumenta com a temperatura dentro
da faixa de temperatura em que a enzima é estivel ¢ mantém atividade integral. Assim, o
Gtimo aparente de temperatura é resultante de dois processos:

1.0 aumento usual de velocidade da reagdo com a temperatura.

2.A crescente desnaturag3o térmica da enzima acima de uma temperatura critica.

VI - Inibi¢do enzimatica

1.Inibicio competitiva

Um inibidor competilivo reage reversivelmente com a enzima sendo que a moléeula
do inibidor nio é quimicamente alterada.

E + 1 <=> EI

2.Inibi¢Ao incompctitiva

O inibidor reage com o complexo enzima substrato originando um complexo inativo
incapaz de sofrer a etapa subsequente.

ES + 1 <=> ESI

3.Inibigiio ndio competitiva

O inibidor ndio competitivo se liga a um sitio na enzima diferente do sitio ativo
deformando a enzima e impedindo a formago do complexo ES na velocidade normal ¢ uma
vez formado este complexo impede que 0 mesmo se desdobre na velocidade normal. Surgem
duas formas inativas:

E + 1 <=> EI

ES + 1 <=> LSI

4.Inibi¢Ho irreversivel
A inativagdo irreversivel da enzima é causada por agentes capazes de modificar
através de ligagio permanente um grupo funcional necessdrio para a catalise.

VIIT - Reagdes de dois ou mais substratos

1.Reagdes de simples troca

Ao acaso:

F+ A<= EA, FA + B <> EAB ou

E+ B <=>EB, EB + A <=> EAB

Ordenada:

Nestc caso hd uma scquéncia, havendo um substrato principal ¢ um substrato scguintc
2.Reagoes de dupla troca ou pingue-pongue

E+ A <=>FEA <> E¥ + P

E¥ + B <=> E¥B <=> E + Q



IX - Especificidade das enzimas

Algumas enzimas sdo altamente especificas para um substrato enquanio outras sio
capazes de agir em substratos diferentes relacionados estruturalmente mas com velocidades
de reagdo diferentes. Os fatores que contribuem para a eficiéncia catalitica das enzimas sdo:

1.A enzima se liga ao substrato de modo que a ligagdo suscetivel ou esteja proxima ao
grupo catalitico no sitio ativo ou orientada de tal maneira que o estado de transi¢do se forme
facilmente.

2.A enzima se liga ao substrato formando um intermedidrio covalente instivel que
sofre a reagfio mais rapidamente para formar os produlos.

3.Ao propiciar grupos funcionais capazes de agir como doadores ou aceptores de
prétons, a enzima pode ocasionar uma catalise acida ou bésica geral.

4.A enzima pode induzir uma distor¢io ou tensfo em ligagSes suscetiveis da molécula
do substralo tormando mais [acil o rompimento da ligagdo.
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1. INTRODUCAO

Genética é o estudo de dois fendmenos distintos: a hereditariedade e a
variagdo. A hereditariedade pode ser conceituada como a tendéncia de iguais para
gerar iguais, ou seja, explica o fato pelo qual os descendentes se assemelham aos seus
ascendentes. Em contrapartida, a variagio pode ser definida como sendo todas as
diferengas ambientais ou germinais entre os organismos relacionados pela
descendéncia. Dessa forma, as variagGes podem ser devidas exclusivamente ao meio -
niio hereditarias -, como também podem ser produzidas por alteragdes no genétipo -
hereditérias.

Pode-se concluir, portanto, que a hereditariedade e a variagdo sido forgas que
atuam em sentidos opostos. Isto porque, enquanto a hereditariedade mantém as
semelhangas entre os individuos, no decorrer das geragdes, a variagiio contribui para
a dessemelhanga entre eles. Embora antag6nicas nesse aspecto, a hereditariedade ¢ a
variagio sdo forgas que se completam, pois, se por um lado a variagio permite que
haja diferengas, sobre a qual atua a selegfio, havendo o melhoramento, por outro
lado, o resultado da selegdo s6 serd positivo, ou seja, serd mantido, se a variagéo que
ela atuou for herdavel.

Ao mesmo passo que a variagio é fundamental ao processo de melhoramento
genético tradicional, é também essencial ao desenvolvimento da Biotecnologia,
especialmente na aplicagio de técnicas tais como a fusdo de protoplastos ¢ a

tecnologia do DNA recombinante.



2. FORMAS DE VARIACAO

S#o fontes de variabilidade:

¢ Mutagio,

¢ Recombinagfio sexual,

¢ Permuta genética;

¢ Recombinagfio parassexual;

¢ Tecnologia do DNA Recombinante;
e Fusio de protoplastos;

e Alelismo multiplo;

¢ Variagio somaclonal;

e Variagfio continua;

¢ Transposigio.
2.1. MUTACAO
2.1.1. MUTACAO GENICA

Mutagio génica ou puntiforme é o processo pelo qual sdo produzidas novas
variedades, ou alelos, de um gene, ou seja, sio mudangas herddveis que ocorrem ao
nivel do gene provocando alteragdes do mesmo e conseqiientemente produzindo
novas formas alternativas - os alelos -, representando as bases genéticas da variagao,
e portanto, servindo como matéria-prima aos processos de methoramento genético e
evolugio.

Existem varias causas que podem provocar uma mutagio génica, porém,
apresentam sempre uma caracteristica em comum, todas elas afetam a seqiléncia de



bases nitrogenadas do DNA. As causas que podem provocar alteragbes nas
seqiiéncias de bases do DNA s#o:

a) Substituigdo de bases.

Podem ocorrer vatios tipos de trocas, as quais rececbem denominagdes
especiais. Assim, a troca de uma purina - adenina ou guanina - por outra, ou de uma
pirimidina - citosina ou timina - por outra, é denominada de transigdo; a substituigio
de uma purina por uma pirimidina, ou vice-versa, é denominada de transversdo. Sdo
possiveis quatro diferentes transigdes e oito diferentes transversdes, como pode ser

observado no esquema a seguir:
Ar—C
, >< ................... Transigio
G 'T " Transversio

A troca de bases ocorre devido a existéncia de formas tautoméricas, isto &,
formas alternativas das bases nitrogenadas e que freqilentemente apresentam
pareamento irregular durante a replicagio do DNA. Por exemplo, adenina no seu
estado normal amino forma pontes de hidrogénio com a timina, porém na forma
tautomérica imino pode se parear com a citosina. Da mesma maneira, timina no
estado ceto parcia com adenina, mas na forma tautomérica enlica & capaz de se
parear com a guanina.

As formas tautoméricas raramente estdo presentes nas células mas podem se
tornar comuns gragas a agio de agentes mutagénicos naturais ou artificiais.

A substitui¢io de bases causa alteragdo em um tnico codon do DNA. O cédon
mutante pode ou nfio provocar mudanga de um aminoicido ao longo da cadeia
polipeptidica, possibilitando trés alternativas:

e Mutagio silenciosa - a substituigio de bases nfio altera a seqiiéncia de
amino4cidos na cadeia polipeptidica gragas a degenerescéncia do cédigo genético.

¢ Mutagiio de sentido errado - a substituigio de uma base no DNA acarreta

alteragio em um aminoacido na cadeia polipeptidica.



e Mutagio sem sentido - de uma troca de bases do DNA surge um dos cédons
de terminagio no mRNA, impedindo a sintese completa da cadeia polipeptidica.

b) Adigiio ou delegdio de bases.

A retirada ou inclusio de uma Gnica base ja provoca alteragSes na seqiiéncia
de DNA a partir do ponto em que ocorreu a delegio ou adigiio.Seja, por exemplo,
uma molécula de DNA com a seguinte seqiiéncia de bases:

5" ATGCCGACGTATCAGTAA3’
3’ TACGGCTGCATAGTCATT 5’ - fita sense

O RNA mensageiro transcrito terd a seguinte seqiiéncia de bases:
5? AUGCCGACGUAUCAGUAA ¥’

Esta seqiiéncia de bases, por sua vez, codifica uma cadeia polipeptidica com
os seguintes amino4cidos: metionina - prolina -treonina - tirosina - glutamina. Se, por
exemplo, for adicionado erradamente durante a replicagio do DNA, o par A-T, entre
o quinto e sexto pares de bases, a nova molécula do DNA ter4 a seguinte seqiiéncia:

5 ATGCCAGACGTATCAGTAA Y’

3’ TACGGTCTGCATAGTCATT 5’
o mRNA sera: 5° AUGCCAGACGUAUCAGUAA 3’ e a seqiiéncia de aminoacidos
devera ser: metionina - prolina - 4cido aspértico - valina - serina - valina. Como se
observa, a adigio de apenas uma base modifica completamente a seqiiéncia de
aminodcidos na cadeia polipeptidica sintetizada, a partir do ponto em que ocorre a
adigdo da base nitrogenada no DNA. Além disso desapareceu o ponto final,
produzindo assim uma cadeia polipeptidica que certamente niio sera funcional.

Pelo exemplo demonstrado, fica evidenciado que a mutagiio do tipo adigio ou
deleglio é bem mais drastica do que a substituigio de bases. De fato, este tipo de
mutagiio, via de regra, ¢ letal e, portanto, nfio transmitido através das geragBes.

Deve ser enfatizado que, como um gene é constituido por centenas de

nucleotideos, teoricamente o niimero de alelos para um dado gene é muito grande.



Isto ocorre porque a probabilidade de que uma dada mutagio reverta ao estado

alélico anterior é muito menor do que a probabilidade de uma mutagio adicional

para um novo estado alélico. Finalmente, é necessdrio comentar que, apesar do

grande nimero de nucleotideos que constitui um gene, a freqiiéncia de mutagio ¢
muito baixa devido ser o processo de replicagio do DNA muito preciso. A freqiiéncia
de mutagio, porém, pode ser incrementada utilizando algumas substincia quimicas

ou agentes fisicos.

2.1.2. MUTACAO CROMOSSOMICA

Estas mutagdes envolvem rearranjos estruturais dos cromossomos,
ocasionados por quebras no cromossomo ou em suas subunidades, as cromatides.
Existem quatro tipos basicos de mutagdo cromossdmica: deficiéncias, duplicagdes,
translocagdes e inversdes.

Muitas deficiéncias (berdas de partes de cromossomos) atuam como recessivos
letais; elas obviamente representam uma perda de informagio genética e
conseqiientemente de algum produto génico primario ou proteina. As duplicagBes
(ganhos de partes de cromossomos) podem ser muito importantes no fornecimento ao
genoma de material genético adicional. Essa quantidade adicional de DNA estaria
entdio “livre” para desenvolver novos genes.

As translocagdes compreendem a transferéncia de material genético de um
cromossomo para outro. As conseqiiéncias das translocagdes sio grandes, uma vez
que elas resultam em grupos de ligagio de genes completamente alterados e também
em anomalias meidticas.

As inversdes sdo representadas por cromossomos em que uma seqiliéncia do
material genético inverteu-se completamente. Se a inversdo envolve o centrémero,
ela é chamada pericéntrica; se ndio, é chamada paracéntrica. Neste tipo de evento

mutacional as relagdes de ligagio dos genes também séo afetadas. Uma das mais

e e



importantes conseqiiéncias das inversdes € que em heterozigose elas resultam em
dificuldades no pareamento dos cromossomos homoélogos. Se ocorrer quiasma na
regido invertida, os produtos da meiose (gametas) conterio cromossomos anormais.
Tanto na inversfio paricéntrica como na paracéntrica os produtos do quiasma é que
sio anormais e isto deve resultar em duas coisas: primeiro, deverd haver uma
redugiio na viabilidade dos gametas dos individuos heterozigotos e, segundo, a
recombinagio de genes no segmento invertido do cromossomo serd efetivamente
suprimida. A redugio de quiasmas efetivos pode resultar na aglutinagio de grupos de
genes firmemente ligados que funcionam e se comportam como uma unidade, ou
supergene.

Assim como as mutagdes génicas, as mutagdes cromossdmicas ocorrem em

baixa freqiiéncia e sdo passiveis de sofrer incremento através de agentes mutagénicos.

2.1.3. AGENTES MUTAGENICOS

Como j4 dito, a freqiiéncia de mutagdes é baixa, podendo ser incrementada
através de substincias quimicas ou agentes fisicos. A utilizagiio de tais substancias
quimicas ou agentes fisicos mutagénicos, de modo geral, ¢ adotada em espécies onde
ndo existe variabilidade ou esta é pequena - arroz, feijdio, Penicillium, etc. Sdo
mutagénicos utilizados:

e Radiagfio gama, ultra-violeta, x, alfa, beta, ...

— ndo ionizante: U. V.
- baixo poder de penetragio;
- provocam mutagdes de alta instabilidade;
- agiio por hidratagfio da citosina (comporta-se como uracila) ou
formag3o de dimeros de pirimidina.
— jonizantes: o, B, v, X

- alto poder de penetragdo;



- agfio por formagio de peréxido, mudando comportamento da

base, ou por efeito direto através da quebra de cromossomos.

eAgentes quimicos
— alquilantes: adig#io de radicais alquila, etila ou metila ¢ formagdo de
“cross links” - impedem replicagio do DNA.
— intercalantes: substituem bases por terem mesmo tamanho destas.
— analogos de bases: substituem as bases e sofrem tautomerismo.

— desaminantes: deslocam radical amino.

2.2. RECOMBINACAO SEXUAL

O processo de recombinagio sexual envolve a meiose e a fusdo de gametas, ou
seja, a fertilizagdo.

A meiose é, em suma, o processo de formagio das células sexuais, e, portanto,
um tipo de divisio celular que produz células filhas com o niimero de cromossomos
reduzido & metade ¢ que se diferenciam nos gametas.

Como a meiose consta de duas divisdes celulares, tem-se a divisdo I, ou
meiose I, e a divisdo II, ou meiose II. Em cada uma dessas divisdes geralmente se
observam préfase, metafase, anafase e telofase. Antes das divisSes a célula passa por
um periodo de preparo, a interfase.

O processo crucial da meiose é o que ocorre durante a divisio 1. No decorrer
da metafase I, ha um verdadeiro embaralhamento - recombinagiio - dos genes, de
modo que sdo obtidas inimeras combinagdes novas. Tomemos como exemplo um
individuo que seja portador de dez genes, cada um deles situade em um cromossomo
diferente e representado por dois alelos - heterozigoto -, serdo observadas 2°
orientagdes diferentes na metafase, que irfio proporcionar o aparecimento de 210

gametas com constituicio genética diferente. Assim, a meiose permite a



recombinagiio dos genes - aparecimento de combinag3es novas ndo existentes nos
progenitores -, o que evidentemente contribui para ampliar a variabilidade na
natureza. Esta ampliagiio da variabilidade é fundamental para a evolugio da espécie
¢ é também a principal matéria-prima que os melhoristas de plantas ¢ animais

possuem.

2.3. PERMUTA GENETICA

A permuta genética (crossing-over), processo que pode ocorrer durante a
meiose, resulta da troca de partes entre cromatides ndo irmis e portanto ela deve
ocorrer quando os cromossomos homologos estio pareados. Isto se di durante a
profase I da meiose, quando eles se associam de tal maneira que no paquiteno o
pareamento ocorre ao longo de todo o seu comprimento. No dipléteno os centrdmeros
homologos comegam a se separar uns dos outros, estando os bivalentes unidos s6 em
certos pontos. Estes pontos de unifio sio os quiasmas e representam os pontos de
permutag3es genéticas ocorridas (pontos de recombinagio).

Um tinico quiasma num bivalente resulta na formagio de duas cromatides ndo
permutadas e de duas cromatides permutadas, isto ¢, a freqiiéncia de recombinagdo é
a metade da freqiiéncia de quiasma. No entanto, sio comuns as situagdes em que néo
se observa quiasma entre dois genes em todas as células que sofrem meiose. Portanto,
se considerarmos como exemplo uma freqiiéncia de permuta de 20% entre dois locos
quaisquer, teremos a partir de 100 células que sofreram meiose um total de 400
gametas, dentre os quais 80 sdo recombinantes.

Conclui-se dessa forma que a permuta genética é outro meio de ampliagio de

variabilidade na natureza.



2.4. RECOMBINACAO PARASSEXUAL

Alguns dos mais importantes organismos usados na corrente Biotecnologia
apresentam capacidade de recombinagdo sexual. Contudo, limitada i‘ecombinagﬁo
pode ser obtida por meio de mecanismos parassexuais. Tais processos compreendem
todos os nfio-meidticos, processos de recombinagiio genética em células vegetativas.

Processos parassexuais utilizam muitos mecanismos celulares para unir
inaterial genético de diferentes fontes. Dentre os mecanismos, os considerados como
de maior importincia sdo os que possuem aplicagio pratica em processos
biotecnoldgicos: conjugagio, transdugdo, transformagio e recombinagio mitética.

Conjugagio em bactérias é o processo pelo qual informagio genética é
transferida de uma célula para outra por contato fisico entre ambas, podendo também
ocorrer em eucariontes quando gametas haploides fundem-se para formar um zigoto
dipldide. Fla é um dos melhores métodos de adaptagio de transferéncia e tem sido
muito usada em transferéncias genéticas intra e interespecificas. A transferéncia
conjugal é acompanhada de replicagdo do DNA e pode resultar na integragio do
DNA transferido com o genoma do receptor.

Transdugio envolve a transferéncia de material genético de uma célula para
outra por meio de um vetor viral e sua subseqiiente incorporagdo por recombinag3o.
Bacteriofagos lisogénicos podem integrar partes do genoma bacterial com seu
proprio genoma, transferindo-o para outra célula hospedeira, oferecendo, assim,
condigdes apropriadas para que esse DNA bacterial possa vir a expressar-se na nova
célula.

Transformag#o, ou transferéncia unidirecional do material genético, é quando
um DNA originado por uma célula é captado e mantido por outra, sendo
extremamente usada por bactérias. A principal desvantagem da transformagdo é que
para a maioria das bactérias somente uma pequena proporgio de células na

populagiio sera transformada (aproximadamente 0,1% com E. coli, por exemplo).



Recombinagio mitética é de particular interesse para fungos filamentosos.
Com certos fungos onde a fase vegetativa ¢ hapl6ide, micélios podem fundir-se para
formar diploides. Essa fase dipl6ide no ciclo assexual do fungo resulta na fusdo do
niicleo vegetativo, estabelecendo uma condigio heterozigbtica que logo mais serd
reduzida de volta a fase hapléide. O processo consiste entdo nos seguintes estagios:
formagio de heterocarion entre dois micélios haploides; fusdo nuclear de um pequeno
namero de nicleos (freqiiéncia de 10°%); permuta mitética;, e redugdo a condigdo
hapléide. Essa forma parassexual de hibridizagio ocorre em muitos fungos

industriais, incluindo Penicillium chryzogenum, Aspergillus oryzae e

Cephalosporium acremonium.

2.5. TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE

Com a denominagiio de Tecnologia do DNA Recombinante esta envolvido um
conjunto de técnicas cujo objetivo principal é a criagio de novas combinagBes
génicas pela manipulagio do DNA. Ela se iniciou por volta de 1972, gragas a
descoberta de enzimas capazes de cortar o DNA de diferentes origens - enzimas de
restrigio - € por meio da unifo dos fragmentos resultantes gerar moléculas novas -
DNA recombinante. Esta presenga revolucionaria mostrou ser exeqiiivel a construgdo
do material genético hibrido, através da manipulagiio de segmentos de DNA de
espécies nfio relacionadas. Isto é, demonstrou ser possivel a introdugio de um gene de
uma espécie em outra niio relacionada.

E importante salientar que de nada adianta apenas isolar o DNA ou criar uma
nova molécula de DNA, é preciso que o material genético criado “in vitro” seja
colocado em uma célula viva e que nela seja mantido. Além do mais é necessario que
ele funcione no local ¢ momento certos, produzindo o seu produto final, que é uma
cadeia polipeptidica. Para que isso possa ser feito, algumas metodologias tém sido
utilizadas, entre elas a restrigio por enzimas e a transformagido - inser¢do do

segmento de DNA na célula alvo.
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A importincia da transferéncia de genes via DNA recombinante estd na
abertura de perspectivas para que se obtenham clones recombinantes, os quais sdo
potencialmente capazes de produzir grande quantidade de proteina de interesse,
codificada pelo gene clonado. Esse tipo de trabalho tem sido realizado especialmente
com microorganismos, os quais podem ser transformados em verdadeiras fabricas
vivas produzindo muitas proteinas em escala industrial. Exemplos desse tipo de
aplicagdio s3o comuns na literatura, como é o caso da produgdo de insulina humana

pela E. coli, hormdnio de crescimento e varios tipos de interferons humanos.
2.6. FUSAO DE PROTOPLASTOS

Dé4-se o nome de protoplasto 4 parte viva da célula. Em outras palavras,
protoplasto é uma célula que tem sua parede removida. J4 em 1910 foi constatado
que protoplastos mantidos em solug3es com sais de calcio podiam entrar em contato
e eventualmente fundir seus contetidos. Esse processo é denominado fusio de
protoplastos.

Com o desenvolvimento de métodos enzimaticos eficientes para o isolamento
de protoplastos na década de 70, grandes quantidades de protoplastos se tornaram
disponiveis para estudos de fusiio. Essa fusdio se inicia pela adesdo de membranas de
protoplastos adjacentes. Nos pontos de contato entre as membranas ocorre dissolugiio
das mesmas, o que permite a mistura dos dois citoplasmas. Os dois protoplastos
originais podem entio formar uma Gnica esfera contendo os niicleos das duas células
paternais - dicarion ( homocariécito se os dois niicleos séo idénticos e heterocariécito
se os dois nucleos sdo geneticamente diferentes). ,

Numerosos compostos quimicos ou condigdes fisicas tém sido testados para
induzir a fusfio de protoplastos, mas o maior avango ocorreu com a descoberta do
composto polietileno glicol - PEG -, o qual tem se mostrado eficiente para todas as

espécies vegetais. Uma outra técnica eficiente é a eletrofusio, pela qual a fusdo de
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protoplastos se d4 num campo elétrico desuniforme através de um pequeno pulso de
corrente elétrica.

A descoberta de que protoplastos podem se fundir com relativa facilidade
propiciou o desenvolvimento de uma metodologia genética que recebeu o nome de
hibridagio somética. A importancia da hibridagio somdtica é que espécies
sexualmente incompativeis podem se recombinar, por meio da fusdo de protoplastos,
possibilitando assim o surgimento de novas combinagdes genéticas.

Deve ser salientado que combinagdes entre genomas nio aparentados sdo
regularmente seguidas de eliminagio de cromossomos paternos, o que impede muitas
vezes a formagio de hibridos. Para espécies relacionadas, geralmente a eliminagio de
cromossomos é parcial, de modo que a introdugfo de certas caracteristicas genéticas
se torna possivel. E necessdrio enfatizar que a eliminagdo dos cromossomos é
aleatéria, o que torna muito dificil o direcionamento do processo visando incorporar

somente aqueles cromossomos de maior interesse.

2.7. ALELISMO MULTIPLO

Normalmente considera-se, principalmente a nivel didético, apenas dois alelos
de um dado gene afetando a expressdo de um cardter. No entanto, um gene pode
possuir, em geral, niio apenas dois alelos, mas varios. A esse grupo de alelos dd-se o
nome de série alélica e ao fato de um cardter se expressar de virias maneiras
alternativas, devido a uma série alélica, denomina-se alelismo mﬁltiplo.

E importante lembrar que estio sendo considerados individuos dipléides que
podem conter no maximo dois alelos diferentes. Assim, a série alélica ocorre apenas
em uma populagiio de individuos.

Os alelos multiplos sdo representados pela mesma letra, acompanhada de um
expoente, para serem diferenciados. Assim, uma série alélica de um gene A pode ser
representada por Al, A%, A°, ... A"
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Os diferentes alelos de uma série surgem devido a ocorréncia de mutagio, e
como ja foi comentado anteriormente, é a fonte original que permite ampliar a
variabilidade genética de uma populagdo. Essa ampliagio se dd de modo mais
rapido, gragas a reprodugdo sexuada, que combina os alelos em varios genétipos
diferentes. Assim por exemplo, se temos dois alelos, o nimero de gendtipos diferentes
na populagiio sera trés, porém se surgir um terceiro alelo o mimero de genétipos
diferentes passa a ser de seis. Se considerarmos m alelos, o nimero de genétipos
diferentes - NGD - é dado pela expressio:
NGD =m(m + 1)/2
Desse total de gendtipos, o nimero de homozigotos é igual ao nimero de
alelos - m - ¢ o nimero de heterozigotos - NGH - é dado pela expressio:
NGH =m(m - 1)/2
Quando se considera mais de uma série alélica, uma de cada gene, 0 nimero
de genétipos na populagiio aumenta exponencialmente. Generalizando para n genes,
cada um com m alelos, espera-se na populagdo [m(m + 1)/2]" gen6tipos diferentes.
Exemplo classico de alelismo muiltiplo é a cor da pelagem em coelhos, onde as
quatro diferentes cores sdo explicadas pela presenga dos alelos C, c™ ¢ e c. Sendo a
série composta de quatro alelos, nas populagSes de coelhos sfo possiveis m(m + 1)/2
gendtipos, que correspondem a dez. Desse total, ocorrem m = 4 gendtipos

homozigéticos e m(m — 1)/2 = 6 genétipos heterozigéticos.
2.8. VARIACAO SOMACLONAL

Entende-se pelo termo variagio somaclonal a soma de todas as variagdes
genéticas - mutagdes - que sdo incorporadas em uma determinada espécie quando no
cultivo “in vitro”, ou seja, sera variagio somaclonal somente a alteragio que atender
as duas exigéncias seguintes: (1) ocorrer “in vitro”; (2) ser herddvel, isto ¢, ser

constatada em geragles futuras.
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Os fatores responsdveis pela origem dessas mutagbes no genoma nio sdo
totalmente conhecidos. Sdo ligados a estresses fisiologicos, em geral causados por
hormdnios - especialmente 2,4-D ou combinagSes de outros. Acredita-se em
alteragBes do metabolismo devido a certas concentragdes desses horménios ou a
combinagdes entre hormonios com outros hormdnios e/ou constituintes particulares
do meio de cultura. |

E importante mencionar que a variagio somaclonal embora explorada em
espécies de baixa variabilidade genética ou mesmo onde esta ndo existe, esta
geralmente ligada a delegdes, o que na maioria dos casos implica em alteragbes

desfavoraveis e, portanto, indesejaveis.
2.9. VARIACAO CONTINUA

Enquanto geneticistas cldssicos tém estado quase sempre interessados nos
efeitos fenotipicos de genes maiores ou unidades cromossomicas, os geneticistas
- quantitativos véem o processo de adaptagfio envolvendo os chamados caracteres
continuos, tais como nimero de ovos, peso corporal ou tolerdncia a alguma variavel
ambiental, como a temperatura.

Muitos dos primeiros geneticistas, como Bateson e De Vries, acreditavam que
esses caracteres ndo eram herdados ¢ sim determinados somente por efeitos
ambientais. Entretanto, quase no fim do século dezenove, Francis Galton ja havia
sugerido que tais caracteres eram herdados, reparando por exemplo, que progenitores
altos produziam descendentes altos.

Explicando a variagio continua, temos: genes polimeros, genes modificadores

e poligenes.
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2.9.1. GENES POLIMEROS

O carater coloragio vermelha dos grios de trigo, por exemplo, é controlado
por 3 genes, R e seus alelos (), de efeito igual e cumulativo ( aglio polimérica) ¢ sem
domindncia. Esses fatores multiplos e seus alelos, podem dar origem em uma geragéo
F,, a 6 fenétipos diferentes, correspondendo cada um a um tom de vermelho além do
tipo incolor. Com 4 genes (alguns estudiosos defendem essa hipétese), o nimero de
fenétipos nessa geragiio F, seria de 9.

E importante notar que o efeito de diferentes genes multiplos pode nem sempre
ser igual e aditivo (polimeria). Pode ser, por exemplo, aditivo e desigual
(anisomeria), isto é, quando alguns genes sio mais e outros menos importantes na
expressdo do carater

Embora encontrados em diploides, os genes polimeros sdo caracteristicos de

poliploides, resultando em relativamente baixa importancia.

2.9.2. GENES MODIFICADORES

A existéncia de um s6 sistema de genes multiplos de efeito relativamente
pronunciado, para explicar a variagio continua, néio é suficiente porém, para explicar
certos aspectos da selegdo natural. Se o carater tem importdncia adaptativa, as
modificagdes na estrutura genética de uma populagio, necessdrias quando hd
modificagdes com respeito ao fendtipo 6timo, podem ser conseguidas mais facilmente
se existir um conjunto ou sistema de genes modificadores de efeito pequeno, aditivo,
cooperando com os genes principais controladores do carater.

Esses genes modificadores, existindo na forma de alelos que aumentam (+) ou
diminuem (-) o valor do carater, segregando numa populagdo, constituem uma
reserva de variabilidade genética mais eficiente para a adaptagdio da populagio,
quando as modificagSes de ambiente ndio s&o bruscas, pois possibilitam um “ajuste”

mais preciso do fenotipo com a condigfio 6tima.
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Genes modificadores foram evidenciados em muitos. organismos, como por

exemplo a ag¢do do gene D em Drosophila.

2.9.3. POLIGENES

Com base em vdrios estudos e resultados, pesquisadores chegaram a
conclusio geral de que alguns caracteres sio governados por um nimero muito
grande de genes, e que estes se distribuem por todos os cromossomos, tendo ago
individual primdria e ndo sendo modificadores tipicos, mas poligenes, devendo estar
organizados no cromossomo de uma forma balanceada como se segue: + — +— + —,
em que + e — representam poligenes para aumento ¢ diminuigio do cariter - portanto,
a existéncia de grande quantidade de variabilidade genética latente.

A libertagio da variagdo genotipica livre e potencial é conseguida por permuta
génica. A quantidade dessas formas de variagio genotipica encontradas em uma
populagiio, para um certo carater, é fungfio das modificagdes de ambiente ocorridas
no passado: se as modificagdes foram suaves, a tendéncia é acumular variabilidade
potencial, no caso contrario, existird mais variabilidade genotipica livre.

E a propria selegiio natural o fator que define a organizagiio dos poligenes em
sistemas balanceados, para atender as exigéncias de adaptagiio. Os modificadores por

sua vez, ndo sio organizados como os poligenes.

2.10. TRANSPOSICAO

A capacidade de certos segmentos de DNA ,contendo um gene ou mais,
moverem-se de um cromossomo para outro ou de uma regidio para outra de uma
molécula de DNA dé-se o nome de transposigdo. E a esses elementos transponiveis o

nome de transposons.
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Os transposons foram detectados pela primeira vez em E. coli como mutagdes
polares no operon gal. Para entender essas mutagdes, fragmentos do DNA contendo
tais mutagdes foram isolados e suas seqiiéncias de nucleotideos determinadas.
Observou-se que cada mutagdo polar estava associada com um segmento de DNA
que tinha sido inserido no gene. Esses segmentos foram chamados de inser¢éio ou
elementos IS e mais tarde foram denominados como membros de uma classe de
seqliéncias chamadas transposable elements, ou em bactéria, transposons.

Diversos elementos IS, variando em comprimento a partir de poucas centenas
a poucos milhares de pares de nucleotideos, foram isolados e seqiienciados.
Constatou-se que a presenga de seqiiéncias invertidas repetidas na estrutura principal
do elemento ¢ sua capacidade de mover-se de um sitio para outro sio caracteristicas
comuns a todos, sendo a segunda a principal.

Desde a descoberta dos elementos IS numerosos transposons carregando genes
que sdo facilmente identificaveis - em particular a resisténcia a antibidticos - foram
identificados em diversas espécies de bactérias, estando presentes em vérias regides
do cromossoma de E. coli, em plasmidios e em alguns fagos.. Esses transposons
podem ser usados extensivamente, uma vez que sua presenga pode ser detectada
meramente pela capacidade do hospedeiro de formar uma colonia em meio de cultura
contendo um antibidtico especifico.

O objetivo final do processo de transposigiio é a inser¢do de um transposon
entre dois pares de bases em uma molécula receptora de DNA. Uma caracteristica do
processo de inser¢do é que a insergfio de um transposon sempre envolve a duplicagio
de uma seqiiéncia curta de bases - 3 a 12 pares de bases - na molécula receptora de
DNA, chamada seqiiéncia alvo, e o transposon é inserido no meio, entre as bases
repetidas. O principio basico é de que somente uma copia da seqiiéncia dupla estd
presente no DNA receptor antes da insergiio do transposon e ndo estd presente no

préprio transposon.
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INDUSTRIA X BIOTECNOLOGIA

Segundo Borzani, 1992, a Biotecnologia pode ser entendida como “todo o
processo de produgio industrial que utiliza seres vivos, ou partes funcionais isoladas
de seres vivos”(ABRABI). Em que pese a dificuldade de definir, de maneira precisa,
os varios campos de aplicagdo da Biotecnologia, devem ser citados os seguintes
Casos:

- Aplicagiio a agricultura;

- Aplicagdes a pecudria;

- AplicagGes ao campo da saide;

- AplicagBes a preservagio do meio ambiente;

- AplicagBes industriais (Biolecnologia Industrial).

A figura abaixo (adaptada do artigo publicado por R. Jonas - GBF-Scientific
Annual Report, 1990, p.35-46) procura represeniar, esquemalicamenic ¢ sem
pretensdes de ser completa, a posigiio da Biotecnologia Industrial. Em Biotecnologia
Industrial realiza-se pesquisa ¢ desenvolvimento em multiplos aspectos dos processos
fermentativos (no mais amplo sentido da expressdio, neles incluidos, também, os
processos em que atuam células de tecidos e virus) e dos processos enzimaticos, com
vistas 4 produgiio, em larga escala, de materiais os mais diversos. A engenharia
bioquimica estuda os problemas de engenharia envolvidos nesses processos.

BIO- -
QUIMICA
BIOLOGIA
‘BIOLGGIA
MOLECUAR

BIOTECNO-
LCGIA

ENG.
BIOUIMICA

QUIMICA
IMNIUSTRIAL

ENGENHARIA
QUIMICA

REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA POSIGAO DA BIOTECNOLOGIA INDUSTRIAL



AS INDUSTRIAS TRADICIONAIS

A histéria do primeira tecnologia microbiana nunca podera ser escrita pois
comegou muilo tempo atras, antes dos registros escritos. Cerveja era fermentada
pelos Babilénios e Sumérios ao redor de 6000 D.C.; queijos eram produzidos do leite
nas regides as quais agora sio Iraque em aproximadamente 6000 D.C.; registros de
cozedura no Egito datam antes de 4000 D.C.; os Babil6nios estavam manufaturando
vinagre do suco de palmeira ¢ xarope em 3000 D.C.; tratamento de esgoto em
tanques sépticos & conhecido do Paquistiio e regido de Bagda por volta de 3000 D.C.
¢ vinagre foi usado como um antibidtico em curativos nos tempos Biblicos. Para
contrastar, isto ndo ocorria até o seculo XVII onde Leeuwenhoek primeiro obsrevou
microrganismos no microscépio ¢ reconheceu o papel dos microrganismos na
fermentacii e o desenvolvimento de células em sistema livre tiveram que esperar até
o séeulo XIX. A aplicagiio pratica de microrganismos, portanto, pré-datam o comego
dos conhecimentos cientificos dos processos por diversas centenas de anos e €
importante considerar porque fermentagdo poderia efeluada pelos antepassados com
aparente facilidade e sucesso enquanto a produgiio de penicilina causou muitos
problemas anos atras.

O desenvolvimento da biotecnologia microbiana pode convenientemente ser
considerada como tendo ocupado quatro fases, cada uma representando uma estagio
no desenvolvimento tecnolégico. A primeira fase inclui os produtos os quais
prédatam os registros histéricos. A tecnologia é grosseira, desenvolvida ¢ executada
sem conhecimento dos principios cientificos.

A fase dois (metade do século XIX - 1940), requer aplicagdes dos rapidamente
avangados conhecimentos de bhioquimica, microbiologia e genética as quais
comegaram na século XIX, Ha necessidade de uma apreciagio do papel especilico
dos micrébios interessados, uma habilidade de preparar e manter culturas puras, para
esterilizar média e planta e para excluir organismos competitivos.

Na fase trés (1940 - ), os processos microbianos sfio altamente susceptiveis a
competi¢io ou conduzindo para produtos farmaceuticos: ¢ requerido um padréo
muito alto de esterilidade. Culturas puras. Sofisticados controles de processo e
qualidade.

Na fase quatro (apés 1970s - ), involve a identificagao, isolamento, alteragdo
controlada e gerago de produtos de gene especifico.

BEBIDA ALCOOLICA

S#io muitos os tipos de bebidas alcoolicas e sfio produzidas em todo o mundo,
excelo onde estd proibido por consideragdes religiosas. Em termos de valor, elas sdo
os mais importantes produtos da fermentagfio com um valor no mercado mundial
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estimado em $37 bilhdes em 1981, confortdvelmente excedendo as estimativas para
o queijo ( $22 bilhdes) e antibidticos ($7 bilhdes).

As bebidas alcoolicas podem ser classificadas em trés classcs de acordo com a
concentragio de etanol. Vinhos e cervejas sfio produzidos diretamente da
formentaglio com concentragio maxima de etanol de 18%. Alcoois sdo produzidos
pela destilagfio do vinho ou cerveja: suas concentragdes podem ser, portanto, acima
de 95%.

As bebidas alcoolicas s3o produtos de venda. A venda depende, portanto, da
reagio individual de cada fregués e o fabricante precisa ter atengfio para a preferéncia
do consumidor. O apelo de bebida alcoolica é devido somente em parte ao etanol ¢ a
agradavel intoxicagfio a qual, abaixo de circunstincias ideais, segue consumo. Com
excegiio de poucos alcoois como a wodka, a atragfio depende da substancial extengdo
do aroma, sabor e cor do produto. Diversas centenas de tragos de componentes tém
sido identificado em bebidas alcoolicas.

Testes triviais sio amplamente utilizados cm bebidas alccolicas ¢ comidas
industriais ¢ métodos detalhados para sua organizagio tém sido desenvolvidos. One
dos parametros analiticos mais amplamente utilizados cm bebidas alcoolicas
industriais é a gravidade especifica.

Os efeitos fisioldgicos do etanol, incluindo intoxicagdo, agressividade e
comportamento criminal, dependencia alcoolica e longo periodo de prejuizos fisicos,
s&o bem conhecidos. Eles causam problemas para a sociedade e para companhias
envolvidas na indistria de bebida alceolica.

A maioria de fermentos usados para as fermentagdes alcoolicas sfo
classificados também como Saccharomyces cerevisiae ou como S. Uvarum.

Cerveja é uma bebida alcoolica usualmente feita do malte e dado o sabor com
lupulo. Duas variantes principais no processo de produgio sio: fermentagio de topo,
o processo original o qual produz cerveja e, fermentagio de base, uma variante mais
recente a qual tem substituido a fermentagio de topo em muitos paises e a qual tem
dado aumento na maioria..

Apb6s a 11 guerra mundial diversos governos subsidiaram a produgéo industrial
de etanol de culturas como milho, batata e agicar de beterrraba. Esse subsidio tinha
intengiio de reduzir a dependencia do 6leo importado no evento de guerra ¢ para
encorajar a indlstria e a agricultura propria e reduzir reduzir déficits durante a
depressio. Em 1975, o governo brasileiro instigou um programa massivo para
encorajar a produgio industrial de etanol de culturas, especialmente de cana de
agticar, batata doce e mandioca. Brasil tinha um réapido crescimento da populagéo e
outra intengdo era fornecer emprego para reduzir desempregados e suportar a
industria de agticar por um tempo de excesso de aglicar mundial.

Vingre ¢ uma solugiio de 4cido acético usualmente com uma complexa
mistura de congenéricos. Parte de seu uso é como condimento e em algumas partes
do mundo desempenha uma tarefa importante na preservagio de comidas. L



produzido pela fermentagiio de carboidratos para produzir etanol o qual ¢ depois
oxidado por bactéria.

FERMENTO DE PADEIRO

A pratica do uso de leveduras no pdo por fermento era conhecido pelos
egipcios antes mesmo de 4000D.C. e é mencionado na biblia. A principal fungdo do
fermento no pdo ¢ produzir diéxido de carbono pela fermentagiio de aglcares: as
bolhas de gas expandem e aliviam a estrutura.

QUELJO

A manufatura de queijo ¢ outro processo com muitas origens dc antigas
populages: registros existem de produgio de queijo em regiGes entre os rios Tigre e
Fufiates (agora Iraque) no ano 6000 D.C. O processo pode ser simples. Leitc &
deixado em um local aquecido por poucas horas para estimular o crescimento de
bactéria a qual causa coagulagdo: o resultado das coagulagdes sdo prensadas em
panos para expelir a umidade. Originalmente praticado em casas e fazendas, a
manufatura mudou-se para fabricas a partir de 1850s para frente e a maioria dos
queijos é agora feito em escala industrial.

YOGURTE

Yogurte é uma comida acidificada produzida por aquccimento do leite ¢
fermentando com 4cido latico de bactéria. Acredita-se ter originado entre as pessoas
nomades no ocste médio onde, devido ao clima subtropical, o leite tornou-se azedo ¢
coagulado dentro de poucas horas de ordenhado. Usando técnicas empiricas é
possivel prevenir a putrefagiao e incentivar a agfio de bactéria para produzir um
produto com um agradavel sabor 4cido em poucos dias

ALIMENTOS FERMENTADOS COM SAL

Muitos outros alimentos além do leite tem sido tradicionalmente conservado
por fermentagio microbiana. A fermentagio desses alimentos frequentemente
cnvolve representantes de que abaixam o pH pcla produgio de 4cido ldtico,
frequentemente junto com as leveduras. Sal é adicionado apo6s a fermentagdo que
inibe produgiio de toxinas como Clostridium botulinum e seleciona organismos
menos resistentes. Com alimentos 4 base de soja, o desenvolvimento de fungo ¢



frequentemente estimulado pela fermentagfio para produzir amilases e proteases para
degradar as reservas de alimento do feijdo, para enfraquecer a estrutura e melhorar o
sabor.

ACIDO CITRICO

O 4cido citrico foi originalmente cristalizado de limSes em 1784 ¢
permaneceu a busca por um longo tempo, com Italia suplindo a demanda da fruta.
em 1923 a Pfizer comegou a produzir nos EUA usando Aspergillus niger
desenvolvendo em meio de cultura. No oeste a produgiio ¢ dominada por poucas
companhias ¢ hd um substancial excesso de capacidade. O 4cido citrico é usado
principalmente como um agente aromatmante na produgio de alimentos,
especialmente geléias e doces, e em bebidas leves. E um eficiente quelante de metais
e esta propriedade permite que seja usado em grande quantidades de indstrias,
farmacéutica e alimentos. F. usado par limpeza de metais, para manter metal em
solugiio para placas eletronicas ¢ na agricullura, para controlar a densidade de
suspensio de argila para regular tumefagcio ¢ como substituto de fosfato em
detergenies indusiriais. Ele age como anticoagulante do sangue ¢ usado como
antioxidante em alimentos.

ACETONA E BUTANOL

Acetona e butanol sio ambos importantes produtos quimicos, com um amplo
uso industrial. Acetona é usada como solvente e um ponto iniciante para sinteses
quimicas. Butanol é usado como um solvente de tinta, em fiidos hidrdulicos, e para a
extragiio de antibidticos de caldos de cultura. Clostridium acetobutylicum e alguns
outros organismos podem fermentar glucose com a produgiio de acetona e butanol
como principais produtos finais.

GILICEROL.

O glicerol tem usos varidveis na indlstria, mas nfio é agora produzido por
fermentaciio. Métodos correntes envolvem sinteses quimicas a partir do propano ou
propanol, ou da saponificagio da gordura. Durante a I guerra mundial a inddstria
alemi de explosivos tinha falta de glicerol porque a marinha britinica bloqueou por
breve periodo a produgdo por meios microbiologicos.



PRURIFICACAQO DE DETRITOS E RESIDUOS QRGANICOS DA
AGRICULTURA E INDUSTRIA

Tem sido divulgado que a satde publica nas nagSes mais industrializadas é
mais dependente de esforgos para purifigio da dgua. Em termos de volume, a
purificagiio de detritos em grandes industrias envove a aplicagiio de microrganismos.
A maioria dos detritos sio despejados nos rios ou mar onde efeitos adversos podem
ser causados pelos quatro tipos de componentes: componente orginicos prontamente
oxidaveis; solidos em suspensiio; materiais tOxicos como amoénia, e em caso de
efluentes industriais, metais pesados e componente orginicos toxicos como fenol;
bactérias e virus patogénicos. Métodos microbianos de tratamento de dgua podem
reduzir a concentragiio destes quatro componentes (Springham, D.G.,1991).

INDUSTRIAS QUIMICAS: FERMENTACAOE
IMOBILIZACAO DE CELULAS

Versatilidade de performance e facilidade de manuseio favoreceu o uso de
microrganismos para a produgio de quimicas indéstriais por um longo tempo. A
versatilidade é reconhecida notando que os microrganismos sintetizam uma vasta
quantidade de componentes quimicos incluindo aminoacidos, monossacarideos, €
acidos gordurosos e alcaldides muito complexos, polissacarideos, 4cidos nucleicos e
proteinas. Os sistemas de microrganismos, como resultado de seu largo complemento
de enzimas, sfio participantes dc um grande ndmenro de reagSes quimicas.

USO DE CELULA MICROBIANA

As células microbianas sdio usadas para a produgiio industrial por causa da
atividade catalitica das enzimas que contém. Sdo usadas de diversas maneiras: em
fermentagSes com células vivas; desenvolvimento de células imobilizadas; células
vivas imobilizadas; células mortas imobilizadas

Entre as vantagens derivadas do uso de celulas mirobianas sdo: potencial para
reduzir custos cataliticos; aumento da estabilidade das enzima; facilidade para
processos multicataliticos; redugio do tempo para produgdo catalitica. Entre as
desvantagens cstiio: de contaminagio por produtos de células; degradagiio de cnzimas
celulares; agiio das estruturas das células como barreiras de difusdo; redugio da
cspecifica atividade catalitica



QUIMICAS INDUSTRIAIS POR FERMENTACAQ

Fermentagiio geralmente refere-se a processo no qual os micorganismos
desenvolvem-se em um fermentador contendo em média fonte de carbono como a
glucose, fonte dc nitrogénio, fonte do vitaminas ¢ minerais ¢ outros fatores de
crescimento.

PRODUCAQO DE QUIMICAS POR IMOBLIZACAO DE
MICRORGANISMOS

Basicamente a imobilizaglo de célula implica em ligar o microrganismo a
uma matriz insolivel que pode ser nfo celular ou celular, que também pode ser um
polimero sintético ou biopolimero ou o proprio microrganismo (Neidleman,
S.L.,1991).

ENZIMAS INDUSTRIAIS

A modificagio enzimdtica de matérias-primas tem sido um componente
importante no processo industrial por séoulos. No entanto, somente na metade do
século passado nosso aumento no conhecimento da estrutura molecular e
fucionamento nos capacitou a realizar processos nos quais pode-se utilizar a enorme
capacidade do sistema catalitico natural das enzimas.

Aproximadamente 80% das enzimas indusiriais consumidas sdo de
baixa especificidade, altamente hidrolases degradando polimeros naturais de alto
peso molecular como as proleinas e carboidratos. Isto é uma reflexdo do
desenvolvimento histérico da inddstria de enzimas e uma indicagfio dos fatores
econdmicos favoriveis inerentes em processamento de altos volumes, produtos de
baixo custo. Em todos os casos, a enzima é o componente de menor custo do
processo. Ha um aparente incentivo ao melhoramento das caracteristicas funcionais
das enzimas em muitas das aplicagdes ( exemplo: no detergente industrial).

APLICACAO INDUSTRIAL DAS ENZIMAS

As vantagens do uso das enzimas sfo: enzimas de alta ou baixa especificidade
podem ser selecionadas para determinada fungfo desejada; pequena (ou nenhuma)
formagiio de sub-produto é observado; atividade Gtima ocorre bem abaixo das
condigBes amenas de reagdo. Por outro lado os problemas potenciais sdo: o custo da



preparagiio das enzimas é normalmente alto, enzimas sfo intrinsicamente instdveis;
enzimas sdo facilmente inibidas; substratos ou produtos com baixa solubilidade em
solucio aquosa podem causar dificuldades.

TENDENCIAS FUTURAS

Duas caracteristica sfio nitidas do desenvolvimento da industria enzimatica
apartir de duas décadas passadas. Primeira, a revolugdo predita no processo
industrial de enzimas definivamente nio apareceu. Secundo, é bem provavél que os
passos graduais de expansiio de novas enzimas continuem no firturo. O acrécimo nas
descobertas de novas enzimas ultrapassa o desenvolvimento de aplicagSes de novas
enzimas.

NOVOS PROCESSOS

Um dos mais novos desenvolvimentos em tecnologia de enzimas foi a
descoberta que enzimas podem funcionar sucessivamente em ndo aquosos e solventes
de diferentes fases. Esta tecnologia abre um amplo campo de novas possibilidade de
reagdes, particularmente aquelas usando substratos e/ou produtos com baixa
solubilidade em meio aquoso (Cowan, 1991).

NOVOS MATERIAIS

TRADICIONAIS BIOMATERIAIS

Muito dos primeiros polimeros e materiais compostos usados pelo homem era
de origem biolégica. Seda artificial era uma fibra de proteina onde a mecinica e a
estética eram valorizadas pela industria téxtil. ‘I'empo depois as cadeias de amido
foram usadas pelos cientistas na criagio do nylon. Ld é uma outra fibra de proteina,
desta vez composta essencialmente por queratina. Materiais de celulose sdo sem
davida os mais significantes de todos. Para biomateriais, para serem de importincia
tecnolégica, ¢ necessédrio que scjam avaliavelmente em grande quantidades em uma
forma de facil acesso. Além do mais, o produto final precisa ser reproduzivel em sua
quimica ¢ propriedades, um requisito que ¢ dificil de ser satisfeito em alguns
materiais derivados de planta.



O desenvolvimento tecnolégico de materiais de polimeros derivados de
microrganismos é um atrativo ¢ uma meta estimulante. No entanto nossa liberdade
precisa scr restrita ¢ nosso cntusiasmo analisado pela pritica ¢ consideragdes
econdmicas. Nés podemos identificar uma série de “necessidades” as quais precisam
ser completadas.

PLASTICOS MICROBIANOS

A manufatura por meios microbianos de polimeros comerciais é bem
estabelecido. Goma xantana, por exemplo, o polissacarideo extracelular produzido
pela bactéria Xanthomonas campestris, ¢ uma alternativa de sucesso para
polissacarideos de planta

POLIAMIDA MICROBIANO

Poliamidas, ou nylons, sdo uma familia de polimeros sintéticos extremamente
de sucesso. Consistem essencialmente de correntes curtas de hidrocarbonetos ligados
pelo -CONH- amida ou cadeia de peptideo, eles exibem uma semethanga a proteinas
na estrutura quimica primdria ¢ admite algumas comparagles de fungdo com as
estruturas de proteinas como as sedas, coligenos, queratinas e outras (Brown,
D.,1991).

BIOSENSORES

Um biosensor é um instrumento analitico ou um sistema consistindo de
material biolégico imobilizado em intimo contato com um apropriado aparelho
transdutor que pode converter um sinal bioquimico em um sinal elétrico
quantificavel.

APLICACOES E USOS DOS BIOSENSORES

Riosensores tdém muitas atracdes para uso em andlises clinicas, monitoramento
da satde geral, aplicagbes velerindrias e na agricullura, processamento ¢
monitoramento industrial e controle da polui¢do. Sua vantagens estio: baixo custo,
tamanho pequeno, rapido e facil de manusear e mais sensilivo ¢ seletivo que os
instrumentos correntes (Michael Gronow).
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BIOELETRONICOS

Um ntimero de idéias foram postas a diante para o potencial uso de moléculas
biologicas na construgiio de biochips. Poucas atingiram o estdgio experimental no
laboratério. No entanto muitos trabalhadores estio envolvidos em pesquisas dentro
da engenharia de proteina (Moses, V., 1991).

CUIDADOS COM A SAUDE

ANTIBIOTICOS MONOCLONAIS

Para encontrar o desafio de um brilhante aparato de antigenos, as células B do
sistema imunolégico tem desenvolvido mecanismos para produzir anticorpos de mais
que 10" diferentes combinagBes genéticas. Biotecnologistas tém explorado
seletividade e especificidade dos anticorpos para diagnosticar € tratar uma ampla
variedade de doengas.

TRATAMENTO DO CANCER

A comunidade bioquimica tem gastado nos ultimos 40 anos pesquisando para
novos e efetivos tratamentos para o cincer. Durante este tempo, pesquisas cientificas
fizeram grandes avangos compreendendo a natureza da transformagiio de células e da
reagio do corpo frente a isso. A partir disto, novos caminhos para o tratamento do
cncer estdo emergindo.

ADJUVANTES

Programas de vacinagio tém eliminado ou controlado algumas das mais
perniciosas doengas do planeta. Ainda a respeito deste sucesso, limitages ténicas tém
restringido a um n@mero total de 20 vacinas humanas comercializadas. A
biotecnologia. podera doblar o nimero de medidas profildticas dentro de uma ou
duas décadas.
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TERAPIA DO GENE HUMANO

Hojc, “terapia do genc humano” significa terapia das células somdticas:
substituir genes defeituosos em individuos j& nascidos com nio funcionamento dos
sistemas fisioldgicos(McCormick, D.,1991).

APLICACOES DA BIOTECNOLOGIA NA AGRICULTURA

Os beneficios das novas tecnologias da engenharia genética na agricultura sfo
amplamente desconhecidas para ser enorme. Cientistas irdo desenvolver produtos que
irio aumentar a produgdio de alimentos, reduzir uso de [ertilizantes, entre oulros.
Fundamentalmente as novas tecnologias so provavelmente superiores as tecnologias
convencionais poque elas sio mais rapidas, mais precisas ¢ elas irdo esforgar uma
maior flexibilidade na selegfio de caracteristicas genéticas.

A aplicagiio da tecnologia do DNA recombinante em plantas ndo é bem
desenvolvido como técnicas similares usadas para poduzir novos produtos baseados
na incorporacio de genes selecionados dentro da bactéria e outros organismos
unicelulares. Um namero de fatores contribuem para isso.

Primeiro, plantas sfio substancialmente mais complexas que bactéria. Elas sfo
organismos multi-celulares com complexas fungdes especializadas.

Segundo, plantas sio pobremente entendidas por cientistas. Animais ¢
bhactérias sio assuntos de extensos estudos cientificos.

Terceiro, caracleristicas que influénciam aspectos chaves da performance da
plana sio complexos a nivel molecular e sfio controlados por muitos genes.

Quarlo, para as plantas modificadas, precisam ser [eilo fodas as coisas da
melhor maneira para que ela exiba as novas caracteristicas adicionadas pela
engenharia genética.

TRANSFORMACAO DE PLANTAS

O mais antigo ¢ melhor entendido sistema de transferéncia de novo material
genético dentro de plantas é plasmideo intermedidrio Ti baseado na bactéria,
Agrobacterium tumefaciens, que ocorre naturalmente nos solos.
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AGRICULTURA ENTRA NA INDUSTRIA

Sementes:

A indstria de sementes mundial conta com aproximadamente $25 bilhdes em
vendas anuais. O valor comercial da semente usada por fazendeiros globalmente tem
estimativa variavel entre $45 e $60 bilhdes. A diferengas nesses valores ¢ devido a
pratica divulgada enire os fazendeiros conhecida como “plant-back”™.

Quimicas para a agricultura:

Os pesticidas industriais emergiram com com uma maoir procura pelo
fazendeiros apds a segunda guerra mundial como um resultado do sucesso da
aplicagfio de quimicas orgnicas sintéticas. Como a aplicagfio da biotecnologia na
agricultura emerge, a entrada de novas companhias dentro do mercado de controle de
pragas ird apressar-se.

Produtos para a satide animal:

Em 1985, a venda mundial de produtos quimicos para a satide animal foi cm
torno de $6 bilhdes anuais de acordo com Animal Pharm, uma maior rede de
publicagiio industrial. Os produtos incluidos sfo terap8ulicos animais, vacinas
animais e nutritivos. Muitos dos mais significantes esforgos no desenvolvimento de
novos produtos biotecnologicos neste selor sdo prosseguidos em  pequenas
companhias que t8m especial competéneia nas novas técnicas.

AS REALIZACOES DA BIOTECNOLOGIA NA AGRICULTURA

Desenvolvimento a curto prazo:

E baseado em produtos anunciados em testes ou desenvolvidos por vérias
companhias. S3o exemplos: caracteristicas de plantas resistentes & herbicidas, a
ataque de insetos, a doengas, vacinas animais somatotropina animal.

Desenvolvimento a longo prazo

S#io exemplos: melhoramento das caracteristicas e processamento, fixago de
nitrégenio, melhoramento genélico de animais (Dines A.,1991).

PESTICIDAS: AGENTES BIOLOGICO E QUIMICO,
FUNGICIDAS E HERBICIDAS

DESTINO DOS RESIDUOS DE PESTICIDAS NO
MEIO AMBIENTE

Os residuos de pesticidas no solo interagem com constituintes da argila e
matéria orginica. Adsorsdo do pesticida na superficie da argila e interagdo com a



matéria orgAnica podem resultar em parcial ou até mesmo completa inativagiio. Solos
umidos associados com um pH alto, pode conduzir a hidrélise dos inseticidas
organofosforados. Micorganismos do solo tém uma importantc participagio na
degradagiio dos residuos de pesticidas; por outro lado algumas espécies de
microrganismos podem scr afctados pela presenga de pesticidas.  Certamente
pesticidas persistentes, tal como DDT, podem permanecer no solo por periodos de
tempo consideraveis ¢ acumulam no solo da fauna o qual forma parte da cadeia de
alimento dos animais superiores. Os residuos também estfio suceptiveis & aglo da
fotodecomposigiio, oxidagio e hidrolises como também perdas por volatilizag&o.

METODOS NAO QUIMICOS DE CONTROLE DE PESTES

Sdo eles: métodos culturais, methoramento de plantas e propagacio, controle
biolégico (Garraway J.,1991).

O IMPACTO DA BIOTECNOLOGIA NA INDUSTRIA DE
ALIMENTOS

O desenvolvimento durante os ultimos 15-20 anos na biociéncia, ¢ em
particular na molecular ¢ bioldgica., conduziu a uma alta cxpectativa para a
aplicagiio ¢ simulagiio de sistemas biologicos em processos comerciais. A forga
dirigida para a exploragiio da biotecnologia no sctor de alimentos tem tido pressdo do
consumidor para retirada do alimento processado e aditivos quimicos e maior
elevagiio de alimentos com ingredientes “naturais”e processados de maneira similar
aos eventos que ocorrem na natureza. O conceito que “somo o que comemos”, tem
significado que os ingredientes dos alimentos manufaturados tem necessitado de
maior controle nas matérias-primas, um entendimento dos processos bioquimicos
naturais e a engenharia capaz de carrega-los fora economicamente (Jeffcoat
R.,1991).

INDUSRIA DE SABOR E FRAGANCIA

O desenvolvimento comercial, incluindo trocas demograficas e trocas da
percepgiio dos consumidores ¢ estilos de vida tal como a tendéncia de elevar a
alimentacfio saudavel, tem uma necessidade por alimentos de sabor natural. T'al
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mercado tende a representar desafios para a indistria a qual tem encontrado
desenvolvimento de técnicas incluindo o impacto da biotecnologia: entre elas sdo as
cnzimas ¢ teenologias de fermetagiio ¢ particularmente biotransformagio ¢, a longo
prazo, engenhariagenética e cultura de tecido e células de plantas ( Cheetham,
P.J.,1991).

TRATAMENTO DOS RESIDUOS E ELIMINACAO DA
POLUICAQO

O desenvolvimento da conciéncia pablica a respeito do meio ambiente nos
anos recentes estimulou o interesse em encontrar alternativas significantes na
distribui¢io dos residuos e novos métodos para descontaminagio de residuos toxicos.
Os métodos convencionais de acordo com a regido contaminada com tais materias
tem sido escavar solo poluido ¢ removido ele. Portanto, hi um excasso
desenvolvimento de locais de distribui¢io oportunos e um reconhecimento que tal
solugiio tem meramente recolocado o problema adiante que atualmente € removido.

A importincia dos microrganismos na decomposigdo natural dos residuos
orgnicos do solo, sedimentos e sistemas aquéticos tem sido reconhecido. O potencial
para aproveitar tal processo natural para o tratamento de residuos e eliminagdo da
poluigiio em uma maneira ecologicamente aceitdvel estd atraindo muito a atengio.

Ha um vasto nfimero de poluentes e residuos de materiais distribuidos no meio
ambiente anualmente. H4 uma ampla literatura a respeito do uso de microrganismos
para o tratamento de residuos industriais como ou sem digestiio aerébica ( Bewley,
R.J.F. et al.,1991).

BIOMASSA

Biomassa é um termo largamente usado para definir a quantidade total de
carbono ¢ nitrogénio incorporado deniro de todo polimero orgénico produzido por
processos biolégicos. E estimado que o total de biomassa espalhado pelo mundo
ultrapassa 10'? toneladas. Plantas sio a principal fonte de biomassa e suas anuais
produgio de aproximadamente 10 elevado 4 11 tons é resultado da fotossintese. Ha,
portanto, um grande perigo quando regides de florestas sdo removidas em taxas
excessivas porque servem também para remover didxido de carbono da atmosfera e
produzir oxigénio. Dentro deste contexto os materiais disponiveis nos residuos da
agricultura possuem biomassa suficiente para combustivel que é um grande negécio
nos processos biotecnolégicos, evitando a necessidade da remogdo massiva das
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florestas. Culturas selecionadas podem ser plantadas para produgio de biomassa, por
exemplo, cana-de-aglicare beterraba produzindo 7.5 ¢ 4.1 toneladas secas de
biomassa por acrc respectivamente.

Nos Estados Unidos estima-se que o consumo de combustivel da biomassa é
de aproximadamentc 1.5 x 10" BTU por ano. Isto comparado com o total da
biomassa produzida nos Estados Unidos é de 54x10" BTU por ano. Em 1980, o total
de energia comsumuda pelos Estados Unidos foi estimado em 78 x 10"* BTU por
ano; entretanto a quantidade de biomassa disponivel era para 2% do total da energia
usada. O mais abundante exemplo de biomassa s3o a celulose, hemicelulose e
lignina.

O interesse em biomassa envolve varios fatores, incluindo meio ambiente,
politico e claro preocupagdes biotecnologicas. Nos ultimos 20 anos o interesse pela
biomassa tem aumentado diretamente proporcional ao prego do petréleo. A grande
ambundancia e continua renovagio da biomassa é exemplificado por estimativas de
produciio de aproximadamentc 70 Kg dc biomassa por pessoa por dia. Quando
calculado sobre uma energia equivalente, a quantidade total de biomassa teria
produzido 10.000 barrils de petrdleo por segundo. Nos Estados Unidos o principal
avango na agricultura foi na produgfio e comercializagio em escala de plantas para
produzir etanol (Batt, C.A.,1991).

PRODUCAO E PROCESSAMENTO DO OLEO

Preocupagiio com a Biotecnologia entre os produtores de Oleo é geralmente
restringido & atualidade para o controle dos problemas de produgdo: o perigo
resultante do sulfito de hidrogénio gerado sob certas condigBes pela redugio do
sulfato pela bactéria é provavelmente o mais importante. Em anos recenter, portanto,
um nimero de propostas tem sido feitas para uso de microrganismos atualmente para
melhorar a eficiéncia da produgio de 6leo do reservatério (Moses,V.,1991).

RECUPERACAO E PROCESSAMENTO DE METAL

Processos biolégicos para recuperagiio de metal, tal como cobre, de minério de
baixo grau sio um componente tradicional da indistria de extragfio de metal. Embora
a subida de metais da solugfio por materiais bioldgicos scja bem conhecida ¢
fendmeno documentado, processos comerciais para renovagiio de metal tem, somente
atualmente, comecado a emergir. Tendéncias atuais em divulgagdo publica da
poluigio do meio ambiente acompanhado por legislagio tem criado oportunidades
novas técnicas biotecnologicas as quais de baixo custo, solugdes para polui¢do de



metal ou extragio dos problemas ambientalmente amigivel. Esses processos
biolégicos podem substituir tecnologias convencionais as quais estdo se tornando
ambicntalmente inaccitdveis, ou podem cncontrar aplicagiio das tecnologias
tradicionais como tratamentos de polimento designados para encontrar a demanda de
novas ¢ justas legislagdes (Brown, M.J.,1991).

DESULFURACAO MICROBIOLOGICA DO CARVAO

A razio de remover o enxofre do carvio provém da necessidade de diminuir a
emissio de diéxido de enxofre na atmosfera. Interesse pela chuva acida agora tem um
perfil piblico alto ¢ o relacionamento entre consumidor de combustiveis ricos em
enxofre e precipitagiio 4cida nfo é muito questionada. Como resultado. controles
mais rigorosos estiio sendo introduzidos na maijoria dos paises industriais dirigido ao
controle da liberagfio de gases sulfurosos.

E conhecido por muitos anos que certas bactérias sdo capazes de solubilizar a
fragiio inorganica do carvdo. Recente trabalho tem indicado a possibilidade do uso de
diferentes organismos para remover também parte do enxofre organico. Se ou néo
sistemas biotecnologicos baseados nestes propésitos irfio ter uma participagdo na
redugiio da emissfio de didxido de enxofre nfio depende somente das consideragBes
técnicas. Até mesmo se um sistema for desenvolvido e mostrado em provas de campo
sob condi¢Bes reais para remover significantes quantidades de enxofte, haveria outros
fatores para influenciar esta adogio na prética: capital e custos operacionais,
viabilidade, entre oulras. Além do mais, uma boa transag¢io de dinheiro eslara
envolvida. Temas similares estio na maioria das discussOes da biotecnologia
indusirial (Maloney, S. & Moses, V.,1991).

TECNCOLOGIA E BIOTECNOLOGIA

Segundo WRITMORE, I. H., um vetho problema da industria de aves € como
obler carne de tenra sem parccer envelhecida. Embora muitas pesquisas tenham sido
feitas nesta area, ainda muito é necessario. Como a indistria de aves continua a
mover adianle seus processos, este problema lorna-se mais importante. Do mesmo
modo, um método é necessério para obter carne de ave sem cozinhar por mais de 3
horas.

Da mesma forma que a indGstria de aves desenvolve pdssaros grandes, o
problema da mortalidade aumenta. Nutrigio, fungos podem ser as causas para esta
mortalidade, mas para o fato nfio foram encontradas solugdes. Pesquisas adicionais
si0 necessarias para aliviar este problema.
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A maioria das aves sio desossadas. Consequentemente, produgio de carne de
peito torna-se muito importante. A industria necessita de cientistas de algumas
universidades para dedicar muitos anos de pequisa para methorar a produgio de
carne de peito.

Pcsquisas na 4rea de biotccnologia ¢ muito cara. Entretanto, uma grande parte
dos trabalhos irfio ser feitos por pesquisadores de industrias. Portanto, algumas
universidades precisam realizar trabalhos nessa drea também.Como esta pesquisa
provavelmente nfio serd do departamento de ciencia de aves, cientistas deverfio
esforcar-se para participar na pesquisa em centros de biotecnologia.

O autor ndo tem visdo longe o bastante para anticipar o que ©
desenvolvimento da indstria ira trazer no campo da biotecnologia. A industria ji
tem vacinas, aromatizantes, sementes, enzimas, somatotropina bovina e
somatotropina suina.

TECNICAS DE CULTURA DE TECIDOS EM PLANTAS:
RELACOES ACADEMICA-INDUSTRIAL EM
BIOTECNOLOGIA

Atualmente, biotcenologia de plantas pode ser visualizada como um sistcma
de produgiio de plantas o qual usa técnicas iin vitro. E bem conhecida as técnicas de
hidroponia, as quais permitem que plantas cresgam em solugdio aquosa ou cm
qualquer outro suporte menos o solo, as quais foram introduzidas no século passado,
sendo redonhecida somente na segunda parte do atual século. A hidroponia foi
essencial para as realizagBes atuais de biotecnologia de plantas, principalmente
quando muitos reguladores de crescimento de plantas foram descobertos e
caracterizados (CROCOMO,1989).

Quando os calos produzidos em meio solido sfo transferidos para um meio
liquido e cresce com constante agitagio, na presenga de reguladores de crescimento,
as células separam-se e dividem-se repetidamente, formando uma suspensdo de
células. Estas células podem ser filtradas e plaqueadas em um meio sélido com
nutricntes ¢ cstas células simples podem crescer cm coldnias dos quais orgos ¢
planta inteira foram induzidos a formagio (Bergmann, 1960; Earle e Torrey, 1965).
por outro lado, células de plantas em suspensdio,descnvolvendo cm biorcatores,
podem produzir produtos secunddrios, como vitaminas, enzimas, fragncias,
aromatizantes, pigmentos, etc, os quais podem ser extraidos e comercializados
(Crocomo et al.,1981).

Cultura de células em bioreatores irfio certamente guiar a aplicagio em
embriogénise somdtica para produgio de sementes artificiais, ou em propagagdo
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vepetativa por gemas axilares (micropropagagio em meio liquido), e para produzir
variantes somaclonais.

Cultura dc calos, suspensfio de células, cultura dc ogos (raizes, antcras,
embrifo) junto com cultura de meristemas e cultura de protoplastos, sio instrumentos
de engenharia de células de plantas a qual, junto com a téenica do DNA
recombinante (engenharia genética), formam o conjunto de entradas das
biotecnologia as quais podem ser aplicadas para criar inovagdes tecnologicas na
agricultura (Crocomo e Ochoa-Algjo, 1983; Crocomo,1989).

As técnicas in vitro sio ferramentas fortes para serem usadas em pesquisas
biolégicas e molecular as quais conduzem para uma agricultura melhorada. Llas
podem ser excelentes auxiliares nos programas de melhoramento de plantas.

A eficiéneia da produgiio de produtos derivados de plantas depende de muitos
fatores e atualmente do desenvolvimento cientifico. A parte do melhoramento em
téonicas agricolas, aproximadamente 50% do melhoramente alcangado ¢ trazido pela
scleglio de novas variedades.

E estimado que existem 10.000 a 80.000 de espécies de plantas comestiveis
cm nosso plancta. O homem usa pelo menos 3.000 cspéeics do plantas cm sua dicta.
Destas somente 150 tém sido cultivadas em larga escala; no presente 29 espécies
contam 90% de nosso alimento distribuidos em seis principais grupos. Sdo eles:
Cereais, tubérculos, legumes, oleaginosas, produtores de aglicar e 4rvores frutiferas
(Sason, 1988).

A biotecnologia de plantas oferece técnicas para ajudar a encontrar objetivos
basicos, tais como: a). aumentar a variabilidade genética sem reprodugio sexual, o
que poderia também incluir uma diminui¢do no niimero e duragdio dos ciclos
necessdrios para um programa de selegiio em melhoramento; b). propagagio de
gen6tipos que normalmente sfo instaveis em reprodugio sexual, o que talvel inclua
produgiio dc plantas livres de docngas; c). tranferéncia de capacidades gendticas
através de embrides hibridos; d).produciio de plantas homzigotas dipldides atrdves da
cultura de anteras. Estes objetivos poderiam ser alcangados com o uso de dois tipos
de técnicas: a). modificagio do gendtipo, tal como uma cultura de célula, por
mutacdo, variagio somaclonal e gametoclonal, hibridagfio somadtica (através de
protoplastos), ou engenharia genética; b). estabilizagio ou multiplicagio de um
genotipo pré-existente, tal como uma cultura de célula, por micropropagagio,
embriogénise somdtica, ou haploidizagio (Crocomo e Gongalves 1984; Petiard e
Deshayes 1987).

Um programa de biotecnologia de plantas deveria também ser incorporada em
dire¢iio molecular. Biologia molecular pode fornecer uma oportunidade para melhor
entender os eventos de bioquimica basica envolvidos em caracteristicas agrondmicas.

Os conhecimentos adquiridos durantes os ultimos poucos anos sobre o genoma
da planta ajuda no desenvolvimento de técnicas de RFLP (Restricton Fragment
Length Polymorphism) ¢ hibridizagdo molecular cspecifica. Estas técnicas nos
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capacita a caracterizar uma planta a nivel de DNA, e portanto tem consequéncias
importantes.

As vantagens da propagagiio clonal consiste principalmentc nas manciras na
qual multiplicagio de plantas podem ser realizadas e o nimero de plantas que podem
ser produzidas em um periodo de tempo relativamente baixo, cconomizando tempo.
Em alguns programas de melhoramento de plantas, a propagagdo clonal pode ser
usado para aumentar o fornecimento de material de planta limitado e reduziro tempo
requerido para introduzir as caracteristicas genéticas selecionadas. Uma das mais
importantes aplicagdes da técnica de cultura de tecidos tem sido a cultura de
meristema apical para eliminar viroses de plantas infectadas. Viroses existem em
pequenos em células do meristema e frequentemente nfio sfio transmitidos para a
planta derivada do meristema em cultura. Cultura de meristemas tem sua maior
aplicaclio em espécies de propagagio vegetativa nas quais as plantas parentais sfo
infectadas por virus, como por exemplo, batata, cana-de-aglicar, morango, batat
doce,ctc.

Entre outras plantas, o CEBETC tem trabalhado em &rvores florestais,
ornamentais e cspécies horticolas (pequenas plantas) na maioria das vezes cm uma
relagio fechada académico- companhias privadas.

a) Arvores florestais: Eucaliptos, no Brasil, tem sido usado em larga escala
principalmente em madeira industrial e como uma possivel fonte de energia no
futuro. A maioria das espécies sio arveres florestais e tém um sistema de cruzamento
preferencial, o qual é reforgado pela auto-incompatibilidade. Um programa de
melhoramento de sucesso requer técnicas. A baixa taxa de propagago vegetativa é
vencida pelas técnicas de micropropagagio. A multiplicagiio de gemas pode ser alta
porque nfo ha problemas de incompatibilidade como acontece com enxerto.

b) Pequenas plantas: morango é um das espécies de plantas que o CEBETC esta
trabalhando junto a uma companhia privada. Como toda planta propagada
vegetativamente, tal como batata, cana-de-aglicar, o morango ¢ frequentemente
infoctado por virus ¢ doengas por micoplasma. Estas docngas resultam cim
significantes perdas no campo. A doengas causadas por virus causam uma
diminuigiio de 20-80% na produgio da fruta, dependendo do culitvar.

¢) Outras espécies de plantas: O CEBETC também faz propagagio para plantas
ornamentais, tais como, orquideas, violeta africana, bromélias, etc. para frutas como
abacaxi, citrus, plantas medicinais.

Variagio somaclonal: em poucos anos houve um notdvel interesse em
variagio de plantas obtidas através da cultura de tecidos. Cultura de suspenséo é o
sistema mais frequentemente usado para selecionar células resistentes
(Crocomo,1986). Cultura de calos tem sido utilizado para selecionar células
resistentes A diversos componentes quimicos. (Whidholm 1974; Crocomo ct al.
1986). Em anos recentes cultura de células e tecidos tém sido wutilizado como
sistoimas para testes de fitotoxidade ¢ cstudo do metabolizagio de herbicidas.



Um extensivo programa ao resgate de embrides hibridos produzidos através de
hibridagio interespecifica em Phaseolus é um progresso no laboratério do CEBETC
em colaboragio com instituigdes de pesquisa da regifio nordeste do Brazil (Recife,
Pernambuco) (Crocomo, 1988 e Ochoa-Alejo,1986).

BIOTECNOLOGIA E ATIVIDADES AGROINDUSTRIAIS

Segundo BAUMGARTNER F. M. & MUNIZ IN, a questio social e
econdmica da biotecnologia enfatiza, usualmente, aspectos envolvidos em sua
possiveis consequéncias. Esta temética embora recente, ndo tem atraido muito a
atencio dos estudiosos, sobre tudo da 4rea socio-econdmica.. Por sua verz. a analise
das atividades agroindustriais nfo é recente mas, raramente, lem sido [ocalizada em
termos do seu aparato cietifico. Somente alguns autores tém recentemente,
investigado as implicages da biolecnologia na agroindisiria no Brasil, dentre os
quais se destacam, por exemplo, SILVEIRA & SALLES FILHO, GOODMAN et
alli e WILKINSON. Sido diferentes preocupagdes entre os autores quanto a este
aspecto. Enquanto SILVEIRA & SALLES FILHO enfatizam a importincia da
biotecnologia para as mudangas do padrio competivivo das industrias, os demais
preocupam-se com a natureza da industrializagio da agricultura que pode advir com
a biotecnologia. Neste sentido, ha referéncias A substituigio industrial de produtos
rurais e as transformagdes no sistem alimentar em termos de substituigio de matéria-
prima, geragdo de produtos intermedidrios ¢ criagio de novos produtos,

Fssa tendéncia é identificada em paises desenvolvidos e, por isso mesmo, pode

constituir-se em fonte de reflexdo sobre o que deverda ocorrer nos paises
subdesenvolvidos, destancando-se as implicagdes para a industrialigio da agricultura
¢ para a pratica das atividades de pesquisa destes paises. Neste aspeclo, o objetivo de
andlise deixa de ser a agroindistria propriamente dita, passando-se a enfatizar a
natureza do conhecimento cientifico utilizado para a sua expanséo econbmica. Ea
explor+6/
-agiio de novas relagdes decorrentes da expansdo agroindustrial associada ao “novo”
aparato cientifico, aqui designado como biotecnologico. Esia andlise, entretanto,
torna-se possivel somente se se pressupSe que o conhecimento cientifico nfio ¢
universal, mas particular. Isto ¢, a criagdo do conhecimento ou a sua legitimagio nos
paises centrais é um fenémeno particular, no sentido em que o conhecimento €
resultado de um conjunto de forgas sociais e econdmicas, de conflito de
personalidades, de pressuposigBes  epistemologicas ¢  onfologicas, além da
dependéncia historica, da qual o conhecimento é derivado (GOONATITLAKE).



BIOTECNOLOGIA E O TERCEIRO MUNDO

A populagio de nosso planeta é dividido em muitas maneiras, mas as maiores
diferengas sdo enconiradas na saiide e acesso ao tratamenio médico. Os habitantes do
terceiro mundo morrem jovens, em maior sofrimento e de diferentes doengas que
atige os paises. A biotecnologia, como temos visto, poderia fazer muito para elevar o
flagelo destas doengas. Se novas vacinas e terapias estfio sendo desenvolvidas, um
alta prioridade precisa ser dado a essa area.A UNIDO (United Nation Industrial
Developement Organization) comegou a plangjar um ceniro internacional em
biotecnologia o qual focard particularmente os problemas de paises em
desenvolvimento. Na drea médica, a primeira necessidade é coordenar a maioria da
muitas discobertas que tém sido feitas nos centros de pesquisa e universidades, € o
desenvolvimento deles dentro dos processo praticos que poderiam transformar a
qualidade ¢ prolongar vida para milhdes. Companhias farmacéuticas sdo vivamente
conscientes de suas imagens publicas, uma mudanga para ajudar o terceiro mundo,
sem qualquer cuslo extra, poderia provocar atragio (Prentis, 8.).

EXPECTATIVAS DE DESENVOLVIMENTO

De acordo com experts da OECD (Organisation for Economic Co-operation
and Development) provavelmente o setor de alimentos nfio terd um desenvolvimento
revolucionario no futuro imediato. Alguns produtos poderiam ser vendidos no
periodo 1990-1995, por cxemplo, novos produtos para necessidades cspecificas de
nutricdo, ingredientes, alimenticios, enire outros.

Scgundo Sasson, 1993, a. médio prazo (1995-2000), outros produtos poderdo
ser negociados, por exemplo, bactéria genéticamente modificada para sabor ou
qualidade, enzimas alimenticias modificadas, novas biocatdlises para processos
alimenticeos, e um aumento no niimero de biotestes rdpidos e biosensores para
muitos contaminantes alimenticeos.

Mudangas mais dréasticas deverfio ocorrer no setor de plantas. A primeira
batata transgénica, algodiio, tomate, tabaco e plantas de soja tém sido testadas em
pequena escala, € houve cormercialmente valiosas plantas trnsgénicas destas espécies
resistentes 4 um herbicida especifico, viroses, insetos, e também plantas com
caracteristicas melhoradas. Algumas destas foram planejadas para serem negociadas
apartir de 1995, No cntanto, demoras devido requerimentos de seguranga, aprovagio
publica e a necessidade de executar mais pesquisas ¢ desenvolvimento nos genes
significariam que a negociagdo de espéeics de culturas modificadas genéticamente
em grande escala deveria ser improvavel antes do ano 2000.

No setor de animais, numerosos novos Kits de diagnosticos para detecgdo de
doengas e testes de fertilidade, bem como novas drogas e vacinas (por exemplo contra
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doencas parasitas) deverfio ser comercializadas. Novos aditivos, incluindo
aminoacidos, antibiéticos e microrganismos do rimem, poderfio ser comercializados,
¢ os primciros peixcs transgénicos talvez scjam também. Durantc o perfodo 1995-
2000, o desenvolvimento de porcos ¢ gado com rapido potencial de crescimento,
melhorando a qualidade da carcaga ¢, para gado, aumento na produgio de leite, era
esperado para ser rapido, devido a administragfio de hormdnios recombinantes de
crescimento. Também transférencia de genes de valor para animais talvez permita a
multiplicagio de animais genéticamente superiores, por exemplo culturas resistentes
a doencas.

A maxima produgiio sustentavel de peixeis foi entre 100 ¢ 120 milhSes de
toneladas. A aquacultura ja tem aumentado sua rede de exportagdes, ¢ a aplicagiio da
biotecnologia talvez aumente ainda mais. No, entanto hd algumas razdes para se
moderar as altas expectativas: 1) a exportagiio de organismos aquiticos requer
infraestrutura de comercializagio sofisticada para manusear os produtos pereciveis; -
2) aumento na produtividade da aquacultura tavez traga problemas com super oferta
e um consequente declinio nos pregos de mercados especificos; 3) aumento da
procura por peixcs ¢ mariscos cm paiscs industiializados também estimularia
pesquisa e produgiio nos paises industrializados deles mesmos.

Melhoramento nos métodos de controle de sexo estd no inicio da lista de
prioridades dos aquaculturalistas. Para muitas espécies cultivadas, a produgfio de
individuos de um tinico sexo foi lucrativo. Duas técnicas foram avaliadas para o
controle do sexo: controle do horménio sexual e controle genético do sexo.

Nos anos 1970s e inicio de 1980s, pesquisadores isolaram e purificaram
horménio de crescimento das glandulas pituitdrias do peixe e outros vertebrados.
Apartir de 1990, 13 peixes transgénicos foram relatados. Os métodos de insergiio de
genes precisam ser melhorados

O sctor niio alimenticio, como o sctor dc alimentos, foi contrario a qualquer
experimento de mudanga radical, exceto se houvesse um maior aumento nos pregos
do 6leo, ou se taxas sobrc o combustivel fossil fossem introduzidas. Espécics de
culturas transgénicas para produgfio de novos produtos (enzimas, quimicas finas,
farmacéuticos) poderiam se tornar uma realidade, provavelmete ndo anies do ano
2000. A muito longo prazo a biotecnologia poderfio ter um maior impacto na
mudanga da producio de combustivel e produtos quimicos.

CONSTRANGIMENTOS SOBRE OS PROCESSOS £
APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

H4a um namero de constrangimentos cientificos e tecnologicos para o
desenvolvimento e rapida aplicaciio da biotecnologia no setor agro-alimentar:
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- progresso substancial na fiosologia basica, bioquimica e genética; isolamento
de genes de valor e métodos de substituigio de genes em plantas;

- cxtensiio para uma larga taxa de cspéeics de plantas scr gendéticamentc
modificadas, por exemplo, trigo, milho, feijdo;

- regencragiio de plantas inteiras de tecidos geneticamente modificados;

- identificaciio do genes de valor de animal, localizagio desse genes no
Cromossomo, mecanismos de expressio do gene;

- animais transgénicos ainda pobremente eficientes e o problema basico de
criar multiplas copias de um animal adulto em particular (clonagem) esperando para
ser resolvido.

A viabilidade econdmica e ampla disseminagio de biotecnologia de
“agrofood” foram unidos nos seguintes itens:

- alta incerteza devido a aceitagio do consumidor, debate de seguranga ¢
protecdo intelectual, os quais infringem na decisdo industrial;

- prioridadc dada 3 qualidade ¢ ndo cxclusivamente para cortes de custo;

- aumento do envolvimento de diversos atores na cadeia agro-alimentar na
incorporagdo de succsso de inovagdes da biotecnologia.

PESQUISAS BIOTECNOLOGICAS E ESTRATEGIAS BIO-
INDUSTRIAL

A cmergéneia da biotecnologia durantc os anos 1970s fcz com que a
legislagfio tornasse possivel a obtengfio de protecéio de patente no setor publico para
materiais de plantas ¢ animais vivos. Isto resultou cm uma considerdvel cxpansdo na
pesquisa do setor privado, o investimento em pesquina em biotecnologia foi
provavelmente muito maior do haveria de ser sem a protegio de patentes. Enquanto,
historicamente, ganhos na produtividade agricola dependia pesadamente do
investimento publico em pesquisas basicas e aplicadas, havia o desenvolvimento de
divisio entre pesquisas do setor publico e privado. Muito das pesquisas da
hiotecnologia moderna na agricultura foi guiada pela procura do setor privado. No
entanto, o setor phiblico ainda foi importante no desenvolvimento ¢ disseminagio de
tecnologias.

INTERESSES DOS CONSUMIDORES E BIOSEGURANCA

Governos e industria t8m percebidos que precisam informar o puiblico methor
a respeito de novos produtos agro-alimentar biotecnolégicos. O publico
frequentemente identifica biotecnologia com engenharia genética. No Japdo,
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resultados de pesquisas demonstraram que a resisténcia 3 biotecnologia nfio vem da
ndo informagio da maioria, mas sim da minoria bem informada (dos quais 0%
pesquisadores rejeitados disscram que a realizaglio de organismos genéticamente
engenheirados poderiam se ambientalmente seguros).

BIOTECNOLOGIA E PAISES EM DESENVOLVIMENTO

|Os paises em desenvolvimento se encaixam em quatro principais categorias:

- paises com interesse mas nio diretamente envolvido na moderna
biotecnologia ainda;

- paises com politica nacional em biotecnologia ¢ uma pesquisa programada,
principalmente em biotecnologias convencionais, ¢ as quais estavam monitorando
desenvolvimenlos estrangeiros mas com pouca modernidade;

- paises com politica nacional em biotecnologia ¢ um programa de pesquisa,
principalmente em biotecnologia convencional, as quais tiveram estabelecido
colobaragbes junto a paises industrializados para treinamento de cientistas ©
aquisicdes de novas tecnologias;

- paises com uma politica nacional e programa de pesquisa em biotecnologia
moderna, complementado por fortes ligagles extrangeiras tanto no sefor pitblico
como no privado.
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MONOGRAFIA

Indugéo de gemas em tecido foliar adulto de diversos clones de
Eucalyptus cultivados “in vitro” reverlidos 4 juvenilidade.

I - Introducio

O eucalipto constitui-se num dos mais importanies géneros
florestais de interesse comercial no mundo. Caracteristicas como o rapido
crescimento, a ampla adaptabilidade a diferentes ambientes e a utilizag8o
de seus produtos, associados A sua capacidade regenerativa, tem
contribuido para um uso amplamente difundido em plantios comerciais.
Atualmente, o género Fucalyptus vem apresentando importincia
crescente na produgiio de madeira e polpa e em programas de
reflorestamento no Brasil ¢ no mundo, por suas altas taxas de
produtividade ¢ capacidade de rebrota.

A maioria das espécies de eucalipto sdio propagadas por sementes
e o seun melhoramento é um processo relativamente lento devido a
extensdo de seu periodo juvenil, antes da floragdo. Os plantios obtidos
por scmentcs apresentam-s¢ geralmente heterogéneos devido a alta
variabilidade genética e ma qualidade das sementes. Os eucaliptos, como
a maioria das espécies florestais, apresentam rotagéo relativamente longa,
dificuldade no cruzamento para a produgdo de grande quantidade de
hibridos, além da selegfio de gendtipos para caracteristicas importantes
demandar alguns anos, podendo tornar o seu melhoramento demorado e
oneroso. A propagagdo vegetativa de clones superiores poderia iranspor
estes problemas, & medida em que os mesmos possam Ser rapidamente
propagados para uso em plantios comerciais, permitido que individuos
superiores de uma populagdo originem novos povoamentos. Assim, a
propagagfio vegetativa pode oferecer diversas vantagens, por possibilitar
a perpetuagfio de caracteristicas desejaveis e a ripida multiplicagdo de
materiais genéticos para bancos clonais, pomares de sementes ¢ plantios
COMErcians.



Os métodos classicos de propagagiio vegetativa utilizados para
Eucalyptus como estaquia, enxertia e alporquia, tém apresentado
limitagdes como a incompatibilidade na enxertia, baixas laxas de
multiplicagdio e restrigdo ao uso de material juvenil no enraizamento de
estacas, pois o material adulto na maioria das espécies de Fucalyptus ¢é
recalcitrante ao enraizamento. A enxertia e a alporquia sdo muitas vezes
inadequadas em virtude dos altos custos e intensidade de uso de méo-de~
obra.

A micropropagagiio pode desta forma, oferecer um método
alternativo de propagagcio vegetativa de Eucalyptus. A cultura de orgéos,
células e tecidos apresenta um potencial econdmico consideravel para se
propagar gendtipos selecionados de forma ripida e econOmica. A
micropropagacéio oferece como vantagens a alta taxa de multiplicagéo,
uma menor necessidade de espago fisico, ¢ o fato de nfio apresentar
incompatibilidade e de nfio se restringir ao uso de material juvenil, além
da economia de tempo.

O uso de maierial adulio na micropropagagdo ¢ jusiificado como
uma forma de se conhecer o potencial genotipico dos clones produzidos
embora os problemas com a contaminagfio da cultura por organismos
patogénicos e com as dificuldades do explante vir a se diferenciar em
plantulas, principalmente quanto & fase de enraizamento sejam maiores.
No entanto, o uso de material adulto revertido & juvenilidade substitui
com éxito o material adulto na micropropagagéo, produzindo clones com
gendtipo conhecido. O principal objetivo da reversdo a juvenilidade é
resgatar a totipoténcia das células adultas, ou seja, a capacidade de
regeneracdo do organismo vegetal como um todo, caracteristica essa
comum a todas as células dos organismos vivos.

O objetivo do presente trabatho ¢ induzir a formagdo de gemas
em tecido foliar adulto revertido & juvenilidade de Eucalypfus para
diversos clones, testando para isso diversos métodos ¢ tratamentos de
rejuvenescimento.



Il - Revisio de Literatura
I- A cultura “in vitro™” ¢ suas vantagens

As téenicas “in vitro” podem ser amplamente categorizadas como:
cultura de orgdos, cultura de calos, cultura de suspensdo de células,
isolamento ¢ cultura de antera ¢ grio de polen. (WILKINS ct alii 1985).
Estes autores fazem referéncia sobre a utilizagio de algumas destas
técnicas conforme o objetivo de produgéo de plantas.

Segundo BAJAJ 1986, a micropropagagdo envolve trés estagios:

a) Estabelecimento da cultura,

b) Regeneracfio das plantas e

¢)Transferéncia das plantas do tubo de ensaio para o solo.

A regeneragio das plantas “in vitro” pode se dar de duas
maneiras:

a) Direta, de meristemas, segmentos ou embrides,

b) Indireta, via formagdo e diferenciagfo de calos.

O primeiro método implica na formagfo de clones enquanto o
segundo geralmente resulta em variagfo genéfica.

Segundo GEORGE & SHERRINGTON 1984 citado por
WIECIHETEK 1990, novas plantulas podem ser obtidas sob trés formas,
através das técnicas de cultivo “in vitro™:

a) A partir de gemas pré existentes de gemas axilares (ou gemas
primdrias/meristemas), as quais sfo estimuladas a se desenvolverem e
proliferarem,; _

b) A partir da morfogénese de brotagdes, quando novas brotagdes
sdo induzidas a partir de tecidos desorganizados ou diretamente de
tecidos da planta mée.

¢) Através da formagdo de embrifes somaticos, os quais
assemelham-se com embrides de sementes, e que da mesma forma podem
s¢ desenvolver ¢ sc transformar cm mudas.

Estas formas sfio mais comumente conhecidas respectivamente
por micropropagacdo ou cultura de meristemas, cultura de fecidos ou
calos e embriogénese somatica.

WILKINS ct alii 1985, indicam diversas vantagens para o cultivo
“In vitro” como: a alfa taxa de multiplica¢do para a clonagem de hibridos
com heterose, arvores de elite ou enxertos comprovadamente superiores;
a obtengdo de plantas livies de virus para uso em programas de
melhoramento; o ganho de tempo relacionado com o longo periodo de



rotagiio das esséncias florestais; a possibilidade de obtengfio de plantas
hapléides para uso em programas de cruzamento; a recuperagiio de
embrites zigoticos de cruzamentos incompativeis, a possibilidade de se
obter um método de rapida comercializagdo de propagulos ¢ a répida
multiplicagdo em qualquer época do ano independente da estagfio.

BONGA & DURZAN 1985, citados por WIECHETECK 1990
apontam ainda que as téenicas “in vitro” podem ser usadas na
modificagio genética de arvores. Usos possiveis seriam a selegio “in
vitro” de variantes fiteis e especificos, hibridagfio somdtica através das
técnicas de fusfo de protoplasios na produgéo de linhas de hibridos intra
¢ inter-cspecificos ¢ transformagdo genética através da combinaglo de
genes.

2 - Cultura “in vitro” dc Eucalypiiis

Varios autores estudaram a produgdo de calo e suspensfo de
célula de varias espécies de eucalipto a partir de diferentes explanies e
em diferentes meios de cultura com objetivos diversos (GONCALVES
1982).

Para a obtencéo de calos, diferenies explantes foram utilizados
incluindo scmentes, hipocétilos, raizes de mudas, segmentos de peciolo,
caules ou cascas, laminas de folhas, brotagBes apicais, tecidos de
lignotubers, anteras e grios de polen.

Na regeneracéio de plantas através do cultivo de 6rgos “in vitro™,
j4 foram utilizados cxplantes nodais, folhas, peciolos, entrends ¢ raizes
(DURAND-CRESSWELL et alii 1985, citado por WIECHETECK 1990)
¢ mais recentemente brotagdes epicormicas de galhos adulios como fonte
inicial de explante (IKEMORI 1987, citado por WIECHETECK 1990).

3 - Cuitura de 6rgiios de Fucalyptus em sistemas “in vitro”

Diversas espécies de Fucalyptus podem ser propagadas através
de técnicas de cultura de Orgdos. Tais téenicas vem sendo
preferencialmente utilizadas em relagdo aos métodos tradicionais de
propagagéo vegetativa devido as clevadas taxas de multiplicagdo posiveis
de serem obtidas.

Entre os diversos drgios de Fucalyptus que ja foram cultivados
“in vitro”, observa-se explantes de folhas, peciolos, entrends, raizes e
segmentos nodais (DURAND-CRESSWELL et alii 1985).



4 - Aspectos relacionados ao estado de maturagdo no cultivo “in
vitro”

Diversos estudos tem indicado que a micropropagagéio de plantas
a partir de material adulto é mais dificil de ser obtida quando comparada
a0 inatcrial juvenil.

STOUTMYER & BRITT (1963, 1965 e 1969), citados por
GONCALVES 1982, estudaram a produgfo de calo de Hedera helix a
partir de material revertido & juvenilidade, adulto e juvenil a partir de
plantulas originadas da progénie do material adulto. Nos trabalhos, os
autores utilizaram a subcultura sucessiva de calos e os resultados
mostraram que:

a) Existe variagio da taxa de crescimento dentio do clone, dentro
e entre populagdes de clones;,

b) Existem efeitos da variagio estactonal na taxa de crescimento
dos calos;

¢) o calo dc origem juvenil ¢ mais produtivo que aquelees de
origem de material revertido, e estes mais produtivos que aqueles de
origem adulta;

d) Os calos de origem juvenil sdo menos estaveis que os demais e
produzem raizes mais prontamente que estes tltimos.

BARKER et alii 1977, advertem que os resuitados experimentais
obtidos com mudas nfio podem ser exirapolados para material adulto.
Segundo BENNETT & McCOMB 1982, para Eucalyptus marginata, a
percentagem de enraizamento de segmentos nodais ou de calos de
estames de plantas adulias foi mais baixo quando comparado com
explantes oriundos de mudas.

Como ja foi dito, o wuso de material adulto para a
micropropagacéo é essencial para que se conhega o potencial genético
dos clones a serem produzidos. Embora ndo se conhega inicialmente o
potencial genético de clones obtidos de mudas oriundas de sementes, a
micropropagacédo de progénies valiosas de cruzamentos controlados ou
de pomares de sementes de elite pode ser de grande interesse ao se obter
um nimero ilimitado de plantas a partir de uma quantidade limitada de
sementes (BARKER et alii 1977). Ainda segundo estes autores, tais
clones podem ser testados para algumas caracteristicas de interesse ou
sitio especifico ¢ mais tarde um grande ndmero de plantas pode scr
obtido a partir de um banco clonal de micropropagagio.



5 - Reversio a juvenilidade

A reversio a juvenilidade em meristemas apicais de plantas
lenhosas foi descrita por varios autores citados por GONCALVES, 1982:
BRIAN (1953), HESS (1959, 1961, 1962 a. b. ¢. , 1964, 1963, 1966),
ROBBINS (1957 a. b., MUZIK & CRUZADO (1958), SCURFIELD &
MOORE (1958), TRIPPI (1963), CHALLENGER et alii (1964),
ILANGNFER (1964), BOCHERT (1965), GIROUARD (1966, 1967,
1969), PATON et alii (1970), LIBBY & HOOD (1976), FRANCLET
(1977, 1980) ¢ KLEINSCHIMIT (1977).

Os métodos descritos e usados para a reversfo a juvenilidade de
meristemas apicais de plantas ienhosas séo:

a) Tratamento térmico, frio ou calor;

b) Tratamento com raio X;

¢) Aplicagéo de acido giberélico;

d) Propagagdo vegetativa sucessiva;

¢) Poda drastica ou poda de gemas apicais;

) Neodiferenciagfo de gemas;

g) Apomixia e a meiose para células.
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INTRODUCAO

A propagagio de plantas in vitro tem atraido a atengio dos pesquisadores
desde o inicio do século. A tecnologia da cultura de células, protoplastos e tecidos de
plantas constitui uma das 4reas de maior éxito da biotecnologia. Apos quase meio
século de progresso, esta tecnologia conquistou destacada posigdo na propagagio
comercial ¢ industrial de plantas, no melhoramento genélico, no manejo, no
intercAmbio e conservagio de germoplasma e em outras aplicagbes como as
pesquisas em fisiologia vegetal ¢ produgdo industrial in vifro de compostos
sccundarios.

Os paises em desenvolvimento tém-se preocupado com a privatizagio das
pesquisas em biotecnologia nos paises do primeiro mundo devido as restrigdes aos
seus resultados, mormente quando protegidas pelo patenteamento, o que tende a
perpetuar e agravar a dependéncia tecnoldgica. Entretanto, a protegio de invengdes e
materiais obtidos pela biotecnologia, através de patentes no Brasil, constitui assunto
a ser tratado com atengfio e eficiéncia, nfio somente a pesquisa, mas, sobretudo, ao
desenvolvimento da economia brasileira.

O brasil ocupa posigio de destaque entre os paises em desenvolvimento, nas
pesquisas com cultura de tecidos de plantas, gragas aos esforgos e investimentos, nos
ultimos anos.

MICROPROPAGACAQG INDUSTRIAL FE COMERCIAL

A propagagio rdpida cm larga escala foi descnvolvida na Inglaterra ¢ na
Franga a partir de 1966. As orquideas, o crisdntemo e o cravo domonaram a fase
inicial. Depois, desenvolveram-se plantas ornamentais de vaso, as bromélias,
dracenas e Dizygotheca e, na década de 80, a expansiio das plantas lenhosas, os
rododendrons, o dendé, a tamareira ¢ a banana

A micropropagagio pode utilizar embriogénese de células somaticas,
formaciio de brotagBes adventicias ou brotagdes axilares forgadas. A produgio de
calos pode preceder os processos embriogénicos e a formagéo da brotagdo adventicia.
As brotagBes adventicias e axilares devem posteriormente emitir raizes adventicias
para se obter a planta.

Entre as infimeras vantagens da micropropagagio, destam-se a manutengdo do
genétipo e o fendtipo de hibridos, mutagdes ou variantes genéticas selecionadas, e o
excelente estado [itossanitdrio das plantas obiidas.



O estabelecimento de uma infra-estrutura comercial de micropropagagio
através da cultura de tecidos, visando a produgio de plantas de alta qualidade e
garantindo lucros possui os scguintcs requisitos cssenciais:

1) laboratérios adequados para as diversas fases;

2) capacidade para indexar doengas ou acesso a plantas indexadas;

3) capacidade técnica da produgfio em bases econémicas de material uniforme
de acordo com as especificagdes do mercado;

4) condigBes técnicas para remover as plantas do meio de cultura com alto
indice de pegamento.

ETAPAS DE MICROPROPAGACAO

O processo geral de micropropagagao, foi dividido por Murashige (1974), nos
estagios I, II, ¢ III. Lssa divisio tem sido largamente utilizada nos processos de
propagagiio comercial. Um estagio precedente a introdugio da cultura, citado mas
nfo numerado por Murashige, recebeu a denominagio de estagio zero. O estagio 111
foi subdividido em estagios ITla e I1Ib por Deberg e Maene.

Estdgio 0

O cstagio zoro antccede a infrodugiio do material em cultura. Trata-sc da
seleciio da planta a ser propagada, escolha do explante a ser introduzido em cultura,
estadio fisiolégico do explante eic. A planta, deniro do possivel, deve ser cultivada
num ambiente relativamente controlado. E importante fazer alguns tratamentos
prévios para erradicagiio de patogenos como termoterapia para limpeza de virus, ete.

Lstagio I

O estagio I é a introdugio do explante em cultura. Para tanto, o explante deve
sofrer tratamentos adequados de estitilizagio para erradicagio total de
microrganismos, scm causar injurias drasticas aos cxplantcs, cvitando assim, ncerose
parcial ou total do mesmo. Para isto, quando ndo se tem experiéncia anterior com o
material, torna-sc nccessdrio a cxecugiio de uma séric de testes com substincias
desinfectantes como hipoclorito de sodio ou potéssio, bicloreto de mercirio,
combinagdes de antibioticos e fungicidas e outros.

A introduciio do explante deve ser feita em meios de cultura j& definidos de
acordo com os objetivos da cultura, tais como formagio de gemas adventicias, calos,
brotos etc. Para tanto, se tratar de cultura desconhecida, elaboram-se testes com
diferentes meios de cultura com combinagdes de reguladores de crescimento.
Geralmente, isso é feito num sistema de quadrado latino. O meio de cultura a ser



utilizado na inicio é geralmente alguma formulagio basica ja estabelecida como
Murashige e Skoog (1962), meio Bs de Gamborg e meio de White.

Estagio 11

O objetivo do estagio II é a multiplicaglio das estruturas ou orgios e
regeneragio de plantas a partir dos mesmos ja obtidos no estagio I. Para isio, sdo
feitos novos ensaios visando a indugfio dos centrog meristemdticos através de
combinag¢oes de reguladores de crescimento.

Lstagio IT1
Esse estigio, sepundo Murachipe, compreende ou nfo, alongamento e
enraizamento dos brotos. Deberg e Maene (1981), sugerem a subdivisio desse item

cm dois, quais scjam:
Ia - Alongamctito dos brotos isolados ou néo;
1Ib - Enraizamento dos brotos alongados.

A separagiio do alongamento e enraizamento em dois itens se justifica pelo
fato das metodologias e formulagBes dos meios de cultura, na maioria das vezes,
serem diferentes.

Estagio IV
Apcsar desse cstigio nflo ter reecbido cspecificagio numérica por Murashige,

o passo é consuderado tdo importante quanto os outros. Trata-se da tranferéncia da
cultura in vitro para condigBes ex vitro. Esse estdgio apresenta algumas dificuldades:
- As plantas originaram e desenvolveram-se em condig8es de umidade relativamente
alla (proxima de 100%), e inlensidade luminosa relativamente baixa.
- A cultura sempre foi suplementada com carboidratos em seu meio. Portanto, as
reservas de carbono e nitrogénio, na tase de aclimatagio encontram-se reduzidas.
Scndo assim, a tranferéncia das plantas para condigdos ex vitro ncccssita de
uma metodologia que va devolvendo aos poucos as caracteristicas autotroficas da
planta. Para isto, as mesmas sio tranferidas para substratos colocados em condigdes
controladas, cuja umidade relativa vai gradualmente decrescendo, enquanto que a
intensidade luminosa vai aumentando até a equivaléncia ambiental natural.



ORGANOGENESE DIRETA EM VIOLETA AFRICANA (Saintpaulia

ionantha)

O explanie mais viavel para essa cultura é o limbo foliar. A planta escolhida
para micropropagar deve ser uma planta sedia, e que seu cultivo ao longo de sua vida
tenha sido num ambiente com certo grau de higiéne, isto é, ndo deve utilizar plantas
que estiveram expostas a toda sorte de microrganismos contaminantes como se
observa em plantas expostas em uma atmosfera rica em poeira. Sendo assim, a planta
escolhida & trazida ao laboratorio para introdugdo em cultura cuja esterilizagdo tem
0 seguintes passos:

e O limbo foliar & isolado e previamente lavado com detergente neutro Tween 20,
numa concentragio de aproximadamente 0.5%, enxaguado em abundincia em
agua, preferivelmente destilada.

e Em condigdes assépticas (cAmara de fluxo laminar) o 6rgio é imerso em solugo
de hipoclorito de sédio ( solugiio 20% v/v a partir do produto comercial Q.Boa),
preparada em frascos com Agua deionizada esterilizada. Colocar sob agitagio por
20 minutos;

e Se o 6rgho nio apresentar-se aparentemente muito contaminado, a concentragio
da solugiio de hipoclorito de sédio pode ser reduzido pela metade. Isso ¢é
interessante pelo fato de que o limbo foliar de violeta ¢ muito sensivel a
esterilizagiio, culminando quase sempre com a morte do tecido;

¢ Novamente em condigSes assépticas, enxaguar os 6rgios 4 a 5 vezes com dgua
deionizada esterilizada;

¢ Em placas de Detri esterilizada, com auxilio de pingas ¢ bisturis tambcm
esterilizados, faz-se o retathamento do 6rgio em pedacgos de mais ou menos 1,5
em’ ¢ inocula-os em meio de cultura M Vs ( meio para cullura de violeta);

e A cultura é incubada em sala de climatizagio com temperatura em torno de 25°C
+ 1, fotoperiodo de 16/8 horas-claro/escuro.
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A O o P s g B an
1} Resumo do projeto
Fragmentos de restiigio de comprimeiito polimbifico (RFLPs) previarmente
na construgio de um mapa de ligacio de Brassica oleracea baseado no cruzamento dag

b &k} -

linhagens “Badger Inbred” (BI) e “OSU Ci-7", serfio utilizados para mapear genes do
resisténcia  raca 2 de Fusarium oxysporum f.sp. conglutinons (FOC). Cultivares “Louco de

“ATS 915

Piracicaba(lLP) ¢ “AF1 populagbes F2 segregantes serfo uiilizadas para mapear o(s)
gene(s) de resisténeia & raca 2 de FOC (FOC2), cujo modo de heranga ¢é desconhecido, ©

chics de resisténeia & FOC2. Os resultados

mx

determninar uina possivel relagio aléhica entre o8
obtidos neste estudo fambém permitirio averignar a existéncia de ligagio entre marcadores
A N -

morfolégicos ¢ genes de resisténeia ¢ so estes, a exemplo do que ocorie em oulras espécios

vegetais, estio organizados na forma de “clusters”.
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2} Introdugac e justificativa

7

Fragmentos de restrigiio de comprimento poliméifico (RFLPs) tm sido uiilizados
comao marcadores genéticos na construcio de mapas de ligagio e mapeamento de genes que

controlam caracieristicas quantitativas {(QTL) qualitativas de hnporthncia agricola
{ } v t 21 >

como genes de resisténcia A fitopatogenos (Young et al., 1988; Keim et al., 1990; Tandry et

et al., 1993; Concibido ef al., 1994; Camargo et al., 1994h; Ferreira et al., 1994). RFI.Ps
ligados a genes de resisténeia, por sua vez, podem ser uiilizados como wmarcadores
genotipicos na seleciio de individuos superiores, dispensando a anilise fenotipica tradicional
que, e alguis patosistemas, ¢ miuito trabathosa ¢ deinorada (Melchinger, 1990, Dudiey,

993). Também podem ser utilizados para se estudar as inferacdes entre gendtipo e ambiente

VY2
3y

(Paterson et al, 1991; Beavis et al, 1991; Stuber et al,, 1992; Vicente & Tanksley, 19
Bubeck et al, 1993) e auxiliar na selecio precoce (Zaitlin et al., 1993; Camargo et al.,
1994b). Além das aplicagtes no melhoramento vegetal, RFLPs também m possibitado uin
melhor entendimento da organizacio gendmica dos genes de resisténcia.  FEstudos genéticos
citl Varios patosisicinas, por exemplo, sugerein que genes de resisinela ocorrem na forina de
séries multialélicas em um mesmo locus génico ou na forma de “clusters” (Hooker & Saxena
1971; Saxcna & Hooker 1974; Shepherd & Mayo 1972; Mayo & Shepherd 1980; Wise &
Ellingboe, 1985; Hulbert and Michlemore 1985; Farrara et al. 1987; Islam et al. 1989), sendo
qgue a localizagho de tais clusters tem sido grandemente facilitada por meio do mapeameitio
com RFI.Ps, permitindo avangos no estudo da genética e evolugio das inferagfies hospedeiro-
patbgeno (Bennetzen et al., 1991; Hulbert & Bemnetzen, 1991; Dickinson ot al, 1993,
Kesseli et al., 1993).

Brassica oleracea compreende algumas das mais importantes culturas horticolas, tais

como repotho, brécolo, couve-flor e couve. Todas estas culturas, e demais espéetes do

género Brassica, sio hospedeivas naturais do fungo Fusarium oxysporum L.sp. conglutinar



(Wr.) Sny. & Hans., agente causal da murcha de fusarium, sendo que o desenvolvimento de
variedades resistentes tem sido apontado como o meio mais efetivo para o controle desta
enfermidade (Willtams, 1980; Giordano, 1988).

A podiidio negra das cruciferas & de ocorréncia generalizada em regides horticolas
do Brasil (Schuck & Berton, 1981; Henz et al., 1988; Leite et al., 1994). Esta doenga ¢
apontada como um fator limitante ao cultive de repotho ¢ bidoolo em regifes quentes ©
umidas (Williams, 1980; Henz et al., ],99i}.

aulo 1/“

A murcha de fusarium foi descrita em plantios no Lstado de S3o Paulo (Gali &

Tokeshi, 1962), aonde ocorre esporadicamente. F. o. conglutinans ocorre na forma de duas

¥

ragas fistoldgicas (Ramirez-Villapadua et al, 1985) designadas raga 1 (TOCL) ¢ rag
(FOC2). Resisténcia a raca 1 pode ser do tipo monogénica (fipo A} ou oligogénica (tipo B),
a0 passo que o modo de heranga da resisténeia 3 FOC2 ¢ desconhecido. O gene que confere
resisténeia do tipo A, descrito por Walker & Smith (1930), é domunante e efetivo contra
FOCL, ¢ tom sido utiizado intensivamente em programas de melhoramento. Apesar da
exirema utilidade e eficicia deste gene e do niimero razodvel de mapas genéticos baseados
em RILPs existentes para B. oleracea (Slocum et al,, 1990; Kianian & Quiros, 199
Landry et al., 1992, Camargo et al., 1994a), a posi¢io gendmica de fal gene e svas relacdes
de Hgagio com outras caracteristicas agrondmicas, particularmente com genes de resisténeia &
ouiras enfermidades, e em especial 4 raca 2 de Fusarium, permanece desconhecida.

O presente estudo utilizard RFLPs previamente mapeados por Camargo ot al. (1994a)
em B. oleracea para identificar marcadores moleculares ¢ morfologicos ligados a genes de

A I S
de B. oleracea ©

j)

sisténcia & FOC2, ¢ consequentemente incluir fais genes no map

averiguar a presenca de “clusters” de genes de resisténcia nesta espécie vegetal.
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3)0bjetivos
O presenie projeto objetiva:
Mapear os genes de resisténcia 3 raga 2 de Fusarium oxysporum L. sp.
conglutinans.

Efetuar uma andlise de lgacBo enire marcadores morfolégicos e genes de

resisiéncia.

4 Popula¢oes segregantes

Diferentes populagdes segreganies constifuidas por individuos F2 e familias F3 serdio
wtilizadas. Para o mapeamento dos genes de resisténcia & raga de FOC duas populaghes
segregantes foram desenvoividas cruzando-se duas planias resisienies as duas ragas (plantas
LC1 e LC2) com uma planta suscetivel (planta LC201). LCI ¢ uma planta da lichagem
endogAmica auio-incompativel de repoiho “Badger Inbred-167 ¢ LCZ ¢ uma plania da
linhagem endoglmica auto-incompativel de brécolo “Cr-77, ao passo que LC201 ¢ uma
planta auio-compativel de uma linhagem endogimica “fast cycling” de B. oleracea (Williams
& Hill, 1986). Individuos hibridos F1 e sementes F2 j& foram obtidos em ambos o8
cruzamenios, além de sementes resultanies do reirocruzamento (LCZx1L.C201) x LC201. A
segregacio do gene de resisifneia tipo A & FOCI nestas populagBes fol confirmada em
ensaios preliminares (Camargo & Burkhammer, dados ndo publicados). Aproximadamente
100 familias F3 serfio obtidas do cruzamento LC2 x LC201 para estudar relagBes alclicas
enire os genes de resisiéncia a raga 2 de FOCU

Para a andlise de ligacho entre genes de resisténcia 3 FOC e marcadores morfoldgicos, seriic
uiilizados individuos ¥2 resultantes do cruzamenio enire LCZ e a linhagem “fasi cycling”
LC207 que é suscetivel 3 FOC, homorigota dominante para W7 (flor branca) e Se (auto-
compativel), ¢ homozigoia recessiva para Dw/ (nanismo) e Ria (Camargo, dados ndo

publicados). Individuos F2 resuliantes do cruzamento entre LC1 x LC206 ¢ LC1 x 1.C201
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serdo utilizados para andlise de ligacio enire genes de resisténcia & Xco e FOC ¢ os

marcadores morfolégicos fotha de samambaia, flor branca, ¢ auto-compatibilidade.

5 RFLPs
Sondas moleculares de trés bibliotecas gendinicas serfio utilizadas para a detecglio de RFLPs.

‘'ais sondas foram utilizadas anteriormente na construcio de um mapa de RFLP de 5.

oleracea (anexo 1) desciito por Camargo of al. {19944 ¢ foram gentilmente cedidas pelo Dir.
‘I'homas Osborn, da Universidade de Wisconsin (HUA). A construcio e selegio das sondas
foi descrita por Thormann of al. (1994) ¢ Camargo ot al. (1994a). O conhecimento prévio da
posicio de tais sondas no mapa facilitard o mapeamento dos genes de resisiéncia conforme
A

rites ahaks  vondag o TSRS SR TR Y- S J8
descrito abaixo. As sondas scriio preparadas para hibridizaglio por meio de amplificaglo de

insertos plasmidiais via PCR e concomitante marcagio usando-se o método niio radioativo da

g }“u CIiRd,

= \

5.1) Mapeamento do gene de resisténcia
OXYSpoiuin 1. sp.congiutinans

raca 2 de Fusarium

Alguns RFLPs foram previamente identificados como potencias maicadores igados ao gone
de resisténeia tipo A (Burkhamer, Camargo e Osborn, dados nio publicados) usando-se o
método “bulked segregant analysis” descrito por Michlemore ot al. (1991). Este método ¢
apropriado para a identificacgdo de marcadores moleculares em ligagio com genes
responsdveis por caracteristicas qualitativas, i.c., do heranga simples. Individuos do uma
mesma populagiio segregante sio agrupados em diferentes clagses fenotipicas determinadas
pelo gendtipo do gene que sc guer mapear. Marcadores ligados ao gene em quostdo
diferenciam os grupos, ie., sio polimérficos, ao passo que marcadores posicionados em

reoides do senoma \ e (3 reciatlneia & TOC Toctae B doo
outras regides do genoma sio monomérticos. No caso da resisténeia & FOCL, plantas F2 dos

cruzamentos LC1 x LC201 e LC2 x LC201 foram noculadas com o patdgeno e agrupadas



em resistentes e suscetiveis. O DNA das plantas suscetiveis foi combinado para formar o
“bulk” suscetivel, o mesmo sendo feito com as plantas resistentes. O marcador TG3D1 do

Topetlos A
bulks do

[

e WGEG9h, WG2D6, WG2D1 ¢ WG4CY do grupo de ligagdo 8 diferenciaram o8
cruzamento LC1x LC2 respeciivamente. Com base nestes resultados preliminares, proceder-
se-4 ao mapeamento de fais genes onde aproximadamente 100 individuos T2 de cada
cruzamento serfio inoculados e classificados como resistenic ou susceifvel, e serdo

sen e das mem relac o N e 1 i e Bgard - A
genotipados com relagio aos RELPs previamente mapeados nos grupos de ligagio 4 ¢ 8. As

plantas LC1, LC2 e 1.C201 também serfio genotipadas para distinguir a origem parental dos
RIFLPs. O DNA gendmico das plantas serd extraido conforme Kidwel & Osborn (1992) ¢

i
=2

[
pramer]
-
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Os fragmentos digeridos de DNA serdo separados por

Yt Eo e s gl tramafaetd g ssasns pmpsineanas Ao siteae s o seree ol R S PR T,
Actroforese ¢ serdo transferidos para ine nbranas de nifrocchuloss POr mcio de Southein

blotiing para posierior  genolipagem, A andlise da co-segregacio  enire
resisténcialsuscetibilidade ¢ RILPs serd efetuada pelo software MAPMAKLER/EXP v 3.0

(Lincoln et al., 1992a). Tal analise permitira esclarecer se LC1 e LC2 possuem diferentes

oo e smmtetBania o mmclilitasd o Jmebred te v
senes de resisténciz ¢ sossibilitard a inclusi e tals genes no mapa de B. oleracea.
& i el 1%

h

2} Anélise de ligacéo entre marcadores morfolégicos e genes de
i

esisténcia

-
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Populagbes I'2 que segregam simuliancamente para mais de wma caracteristica serdo
utilizadas para se estudar possiveis ligacbes enire genes de resisiéncia e marcadores
fenotipicos ¢ consequente inclusdo de fais marcadores no mapa de L. oleracea, Para tal,
aproximadamente 150 plantas F2 de cada cruzamento (vide item 4.1) serfio avaliadas para
resisténeia 3 Fusarium oxysporam fLsp.conglutinans raga 1 TOCY), FOC2 ¢ Xanthomonas

campesiris pv. campestris aos 15 dias de idade. Plantas suscetiveis serdio resgatadas

mediante aplicagio de fungicidas ¢ bactericidas, ¢ serdo avaliadas fenotipicamenic para as
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caracteristicas segregantes em cada cruzamenio. A andlise da co-segregacdo entre

SO S e o emalatfieia d T7 er N ey YD ITVD
marcadores fenotipicos ¢ resisténeia 3 FOC serd efetuada pelo software MAPMAKIER/EXD
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USO DE RAPD PARA CARACTERIZACAO DE HIBRIDOS E SEGREGANTES DE
MEIOSES COMPLETAS DE Saccharomyces cerevisiae; Juan Lucas Argueso; Luiz
H. Gomes: Keila M. R. Duarte; Flavio C. A, Tavares. Departamento de Genética, ESALQ /
USP, Piracicaba, SP.

O polimorfismo molecular do tipo RAPD em segregantes ‘de Saccharomyces
cerevisiae em cruzamentos controlados poderia ser correlacionado a produgdo de etanol.
Os cruzamentos foram feitos com linhagens parentais divergentes quanto a producdo de
etanol, AH 22 e X 2180, obtendo o hibrido XAH-1, e segregantes deste. As amplificagdes
foram feitas em volume de 25 pl contendo 20 mM de Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM de KCl,
3.75 mM MgCl,, 100 uM de cada um dos quatro deoxinucleotideos, 30 ng de primer (10
bp), 40 ng de DNA gendmico e 1.5 U de Tag DNA Polimerase (Gibco BRL). A pré
denaturagfio foi de 2 minutos a 92°C, seguida de 40 ciclos de 1 minuto a 92 °C, 1 minuto a
37°C e 2 minutos a 72 °C, e feita uma extensdo final de 3 minutos a 72 °C. Os fragmentos
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1.3%, e corados com brometo de
 etidio. Utilizando esta metodologia ndo foi possivel identificar o numero de bandas
polimérficas nesessario para uma analise estatistica significativa. De fato entre os 74 primers
testados apenas 3 apresentaram polimorfismo de apenas uma banda cada. Possivelmente, a
origem endogémica das linhagens parentais, AH 22 e X 2180, dificultou a identificagdo de
polimorfismo e consequentemente nio foi adequada para este estudo.

Apoio Financeiro: CAPES e PADCT.



DNA RECOMBINANTE E DOENCAS GENETICAS

O diagnostico de doengas genéticas ¢ uma das mais importantes aplicagdes
medicinais da clonagem de genes. Ela pode previnir o nascimento de uma crianga doente e
em um futuro distante pode provar possivel a introdugéo de genes normais em células de
pessoas geneticamente doentes. Estd sendo possivel atualmente diagnosticar doengas
geneticas a nivel de DNA. -

~ Sao conhecidas mais de 500 doengas genéticas ,estas doengas atacam bebes e
pessoas jovens e suas vitimas ndo alcangdo maturidade sexual. A maioria dessas doengas
s3o raras mas representam muito sofrimento as vitimas.

As mutagdes que provocam estas doengas geralmente inativam enzimas ou outras
proteinas essenciais como a hemoglobina do sangue. Em quase 200 das mais de 500
doengas genéticas sabe-se precisamente qual a proteina defeituosa.

Com o diagnostico de fetos doentes, tem-se a oportunidade de aborto.. Este
diagnostico é feito obtendo células fetais atraves do processo de aminiocentesis. Figl7-

Correntemente testes clinicos eram feitos para deficiencia de uma enzima ou
proteinas de constituigao defeituosa. Se a enzima em questio ndo é expressada nos
fibroblastos ou celulas do sangue obtidos por amnioacentesis, a doenga ndo pode ser
testada.

BTalassemia

Os polipeptideos de hemoglobina humana s&o codificados por dois grupos de
genes: do tipo o no brago curto do cromossomo 10 , e o do tipo P situado no
cromossomo 11,

A doenga talassemia é caracterizado por um baixo nivel de sintese de um dos
polipeptideos, ou até mesmo a ausencia total.

Os defeitos que provocam que provocam a doenga podem ser devido a mutagGes
pomtuais, que levam a uma mudanga de estrutura ou mutagdes "nonsense", e até mesmo
delegio de toda ou parte do gene.

Existe a pOThalassemia que é causada por uma mutagio pontual no codon 17 ou
no codon 39. Nesta doenca ha uma completa auséncia de sintese de pglobina. Outros
tipos de O Thalassemia encontradas sdo devido a delegdes ou insergdes na sequencia
codificadora da Pglobina. ‘



Uma das PThalassemias mais interessante descoberta sio aquelas devido a
"splicing"aberrantes de Pglobina.O gene de Bglobina possui dois introns que devem ser
removidos, este gene possui na "splice jungdo"uma sequencia GT sempre encontrada no
5'. Na BOThalassemia esta sequencia GT ¢ mudada para AT no primeiro ou no segundo
introm. Dessa forma o "splicing"é evitado e outras sequéncias semelhantes ao gt sdo
usadas e isto leva ao "splicing"incorreto.

'Outros tipos de mutagdes podem ocorrer dentro do intron, criando-se assim um
. ) —~ o
novo 3 que competira com o0 3 correto.Por outro lado mutagoes podem ocorrer criando
um novo sitio 5'de "splicing".
Anemia de celulas-sickle

A anemia de celulas-sickle ¢ uma mutagdo que muda residuos de acido glutamico
(codificado por GAG)por um residuo de valina (codificada por GTG), na posigdo 6 do
gene de Pglobina. O resultado destas mutages ¢ a cristalizagdo de celulas vermelhas do
sangue, as quais tornam-se menos flexisiveis e sio removidas pelo bago , resulatando em
anemia.

A mutagio de A para T elimina um sitio de restrigio da enzima Ddel (e outros
sitios de restrigdes). o DNA normal digerido com Ddel gerara dois fragmentos de 201
el7S pares de bases , a0 passo que 0 DNA de celula-sickle gerara um fragmento de376
pares de bases. Figl7.2

No entanto a enzima Ddel ndo ¢ ideal para detectar a mutagdo, porque o gene de
Bglobina possui varios sitios Ddel de restrigio.Consequentemente produz-se Vvarios
fragmentos de DNA que sdo dificeis de separar por gel de electroforese. Esta sendo
usado uma outra enzima , a MSTII que corta sequéncia CCTNAGG que ocorre com
menos frequencia.

Deficiéncia de alAntitripsim

A aAntitripsim € produzida no figado e sua fungdo € inibir a elastase. Em uma
pessoa normal o balango entre antitripsim ¢ elastase ¢ cuidadosamente controlado. Em
individuos com deficiéncia de a Antitripsim este balango ¢ perturbado e a elastase
destroi vagarosamente as fibras elasticas do pulmdo.

Os deficiéntes de o Antitripsim sdo 30 a 40 vezes mais propensos a desenvolver
emphysema pulmonar e cirrose infaltil.

Os genes de pessoas com deficiéncia de o Antitripsim tem sido clonados e foi
descoberto que o gene mutado tem uma substituicio G—A que confere uma substituigao
no amino acido (GLU—*LYS) no residuo 324, produzindo uma proteina nao funcional.



Para que se possa fazer um diagnostico prenatal, estd sendo usado um
oligonucleotideo sintético de 19 bases que ¢ complemtar & sequencia de oAntitripsim
normal.O oligonucleotideo é usado como uma sonda para distinguir o gene normal do
gene mutante. Fig 17.3

Citrulinemia

A doenga citrulinemia é causada pela auséncia da enzima argininosuccinato
sintetase e ¢ caracterizada por envenenamento por amonia, retardamento mental e morte
prematura. Esta enzima catalisa a conversio de citrulina e aspartato para
argininosuccinato.

Analises do DNA de pacientes com citrulinemia foram usando a hibridizagdo
Southern Blot. Nenhuma diferenga entre individuos normais e com citrulinemia foram
encontradas.

Foi entdo usado analises de Northem blot do RNA,. O uso do (DNA clonado
como uma sonda revelou que 6 dos 5 pacientes com citrulinemia tem uma alteragdo no
RNA,; da Argininosuccinato sintetase.

Diagnosticando mutagdes por Linkage

Na populagio negra dos Estados Unidos a mutagdo sickle em genes de figlobina
esta associada em 60% dos casos com outra mutagdo no DNA. Esta segunda mutagio
elimina um sitio de restrigio Hpal que esta presente em pessoas sem a caracteristica ( sem
a doenga).

Como resultado, quando o DNA de negros dos Estados Unidos ¢ digerido coma
enzima Hpal o gene de Bglobina aparece como fragmento de 13 kilobases, enquanto que
o DNA de pessoas normais aparece um fragmento de 7,6 kilobases. Fig 17.5. Este teste
foi substituido por ensaio para mutagdo sickle usando-se MstIl. -

A procura de genes mutados

Recentemente o gene da hypoxanthineguanine phosphoribosye transferase
(HGPRT) foi clonado e isto pode levar 4 novos métodos para diagnosticar a sindrome
Lesch-Nyhan, uma doenga ligada ao cromossomo X causada por caréncia de HGPRT. A
HGPRT é uma enzima que é usada par reutilizar guanina livre e hypoxanthina que foram
produzidas a partir da destrui¢do do acido drico .

. Andlises usando o gene HGPRT humano como sonda para DNA de pessoas
normais e com Lesch-Nyan ndo tem revelado diferengas entre os dois grupos. No
entanto analises de RNA,;, de HGPRT de fibroblastos normais e mutantes mostra
diferengas entre os dois grupos.



Mapeamento de cromossomos humanos

O mapeamento de genes ¢ essencial para diag;nosticar muitas doengas genéticas.
" O primeiro gene mapeado era o que causava Color blindness. Estudos de 1911
provaram que a doenga era ligada ao sexo (cromossomos X). Entre 1911 e 1970
varios outros genes foram mapeados no cromossomo X.

Células hibridas de Camundongo-humano

Células humanas e de ratos em cultura sio fusiondas e as células hibridas
resultantes sobrevivem e dividem-se , mas progressivamente perde os cromossomos
humanos.

Anlises sio feitas nas células hibridas para a presnga de proteinas humanas. Esta
tecnica indica a presenga de uma cromossomo humano como 0s genes desejados.
Figl7.7. Porém nem sempre os genes humanos introduzidos em células de rato serao
€Xpressos.

O gene pode entiio ser clonado e uma sonda hibridizante € usada para localizar as
mesmas sequencias no cromossomo das células hibridas.Esta tecnica pode localizar a
presenga de Pglobina com o uso da hibridizagdo Southern blot. Figl7.8. Atravez de
tais procedimentos 12 oncogenes ,que ainda ndo se sabe ser maliguinos, ja foram
mapeados para cromossomos especificos.Fig17.9

Localizagiio subcromossomal de genes

Para se saber a ordem dos genes ao longo do cromossomo 0S geneticistas
recorrem a fendmenos alternativos, tais eventos correspondem & quebras na ligagdo
entre os genes no mesmo cromossomo, incluindo delegGes espontaneas e
translocagdes  reciprocas bem como fragmentagao do cromossomo induzida
experimentalmente.

Translocagdes reciprocas espontaneas na qual dois difentes cromossomos foram
alterados sio relativamente frequentes nos humanos,causando anormalidades
congénitas ou altas taxas de abortos espontdneos. As posi¢ oes das translocagdes
reciprocas podem ser identificadas por que elas alteram o padrdo das bandas que s@o
observadas ao longo do cromossomos por microscopia Otica apds a coloragio
apropriada.

A posi¢io do gene no cromossomo pode ser determinada estudando as suas
translocagdes reciprocas.Mais de 100 genes humanos foram posicionados em regides
subcromossomais. Fig17.10

Quando dois genes para caracteristicas diferentes estdo unidos, eles podem ser
induzidos & separar-se por intermédio da fragmentagdo ao acaso dos cromossomos



sendo que a celula hibrida contem um cromossomo humano possuidor das enzimas
thymidina kinase e galactose kinase. Figl1

Translocacées cromossomais e cincer

Estudos citogenéticos tem indicado que muitas diferentes leucemias e limfonas
estio correlatadas com translocagdes cromossomasis. Estas translocagdes sdo de
algum modo responsaveis por um fenétipo maligno.

Desde que foi descoberto que o genoma humano contém genes se expressados
inapropriadamente podem causar céncer, tem-se estudado se a translocagdo
.cromossomal nestes linfonas e leucemias resulta no transporte de oncogenes
silienciosos para novas localizagdes no cromossomo onde serdo ativados.

Com as tecnologias de DNA reconbinante mostrou-se que este é o caso de varias
leucemias de ratos e talvez uma doenga humana, Burkitt's limfona. O gene de
camundongo (c-myc) analogo ao oncogene do virus MC29, foi clonado e usado como
uma sonda para localizar este gene em algumas células normais e em células de
linfona. Em algumas linfonas de camundongo o gene c-myc foi transferido de locais
normaisno cromossomo 15 para locus heavy-chain de anticorpos no cromossomo 12.
Na doenga humana Burkitt'slinfona, o gene c-myc é movido da sua localiza¢do normal
no cromossomo 8, para a regido heavy-chaim de immunoglobina no cromossomo 14.
Este oncogene equivocamente colocado proximo a uma regido promotora de heavy-
chaim podera ocasionar uma transformagdo maligna, Figl17.12

Hibridizag¢io in situ

A hibridizagdo in situ revela qual cromossomo que carrega um gene particular
como tambem onde o gene est localizado ao longo do cromossomo.

A hibridizagio in__situenvolve uma sonda de DNA clonado marcada
radioativamente. A hibridizagio ¢ feita na fase de mitose, aonde 0s cromossomos sdo
sistinguidos no mocroscopio. Autoradiografia € usada em conjunto com a coloragio
de cromossomos para revelar qual banda a sonda hibridizou.

Em cromossomos de glandula salivar de Drosofila os genes sdo anplificados 1000
vezes e mantidos um ao lado do outro. Esta caracteristica faz com que a hibridizagao
in_situ seja vidvel contudo para o mapeamento de genes humanos de copia Unica €
necessario uma sonda muito radioativa para dar um sinal detectavel. Recentemente
sondas de DNA marcados com isotopo 1251 e novos métodos de marcagdo ndo
radioativa tem sido usados.

Perspectivas para uma terapia

A tranferéncia de genes ¢ uma possibilidade estudada para se obter a cura de
doengas genéticas.



Em 1981 foi publicada a tentativa de curar dois pacientes terminalmente doentes
sofrendo de Pthalassemia removendo algumas células da medula dssea e transferindo-
as com os genes de Bglobina humana normal. Para se obter o sucesso na terapia de
transférencia de genes sera necessario:

1-Um abundante fornecimento do gene e um entendimento de como sua
expressdo é regulada.

2-Um método eficiente de introduzir genes em cromossomos de células de tal
maneira uma vez que eles sio integrados,eles serfio expressados de uma maneira
.normalmente regulada.

*3-Vetores que transportario genes de substituigio para células especificas nos
tecidos e orgdos nos quais os genes normalmente funcionaram

4-A abilidade de introduzir genes de substituigdo para uma propor¢do significantes
de células apropiadas. Isto € essencial para existir um beneficio medicinal significante.

Introdugio de hemoglobina fetal em thalassemias.

Individuos adultos normais tem hemoglobina do tipo af7 , durante a vida fetal as
cadeias de Pglobina ndo sdo fabricadas até mesmo em individuos normais. Fetos
fabricam uma cadeia de yglobulina que associa-se com a cadeia de aglobina para
constituir a hemoglobina fetal. Apds cerca de 30 semanas de gestagio a sintese de y
globina comega a decreger e a de fglobina a crescer. Depois de poucas semanas apos

0 nascimento a sintese de hemoglobina é completamente diferente em pessoas
normais.

Atualmente estudos estdo sendo feitos com individuos que tem uma doenga rara
chamada "persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal". Estas pessoas podem viver
normalmente , sem a Bglobina.
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Amniocentesis. A sample of amniotic fluid (mostly fetal urine and other secretions)
is taken by inserting a needle into the amniotic cavity during or around the 16th
week of gestation. The fetal cells are separated from the fluid by centrifugation. The
cells are then cultured so that a number of biochemical, enzymatic, and
chromosomal analyses can be made.
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Figure 17-2
*Among the enzymopathies (another name for inborn errors Detection of the sickle-cell globin gene by
of metabolism), by far the largest number of tests have been Southern blotting. The base change (A — T)

made for Tay-Sachs disease in Ashkenazi Jewish populations. h okl il i d Ddel si
The incidence of cases among the tested fetuses proves to be that causes sickle-cell anemia estroys a Lael site
25 percent, as is consistent with Mendel's laws. that is present in the normal B-globin gene. This

difference can be detected by Southern blotting.
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Diagnosis of a;-antitrypsin deficiency by using a . .
synthetic oligonucleotide. DNA from a patient - Figure 17“? i _
with a,-antitrypsin deficiency was analyzed and Altered argininosuccinate syqthetase (ASS)
found to have a single base change (G - A) in mRNA in a citrullinemia patient. A comparison
the protein-coding region. A 19-base oligo- of mRNA from normal vs. mutant skin
nucleotide was synthesized chemically to be fibroblasts demonstrates that citrullinemia
complementary to the normal gene (and there- patients l_]ave incorrectly spliced (and therefore
fore to have one mismatch with the mutant nonfunctional) mRNA for argininosuccinate
gene). This oligonucleotide can distinguish synthetase.

between the normal and mutant genes when it is
used as a probe in Southern blot analysis Ba—
(Chapter 6).
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Figure 17-7
@ @ @ Assigning genés to chromosomes by somatic-cell
\L \I/ hybridization. Human and mouse cells are fused
\l/ (by using either Sendai virus or polyethylene-
CUT WITH A RESTRICTION ENZYME THAT glycol), and the hybrid cells progressively shed
SSSZED}'Z.’S'}SZ‘.L“NDS FOR HUMAN AND chromosomes until they retain only one human
chromosome. In cell hybrids retaining the human
\1' \L \L X chromosome, human thymidine kinase and
GEL ELECTROPHORES!S; BLOT AND HGPRT enzyme activities are found, indicating
HYBRIDIZE WITH LABELED 3-GLOBIN cDNA that these genes are on the X chromosome.
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. HUMAN B-GLOBIN GENE IS ON CHROMOSOME 11
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Figure 17-8 = =
Human-mouse cell hybrids are made as
described in Figure 17-7. If the gene under °
study is not expressed in the hybrid cells, ' '
» -
its presence can be detected by Southern
g . . . -«
blot hybridization with a suitable probe. «
Human-mouse cell hybrids retaining human
chromosome 11 are found to have the human myb mos abl ras? ron® fos src sis
B-globin gene, mye
ONCOGENES

Figure 17-9

Mapping human oncogenes. The chromosomal
location of several human oncogenes has been
determined by somatic-cell hybridization.
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Figure 17-10°

Subchromosomal localization of genes. The
position of a gene along a chromosome can be
determined by using naturally occurring
chromosomal translocations. In this example, a
human cell line that contained a reciprocal
translocation exchanging the distal portions of
the short arms of chromosomes 11 and 14 was
obuained. The cell line was fused to mouse cells,
and hybrids retaining either the 11 - 14
translocation or the 14 — 11 translocation were
isolated. Southern blot hybridization was used to
determine that the human insulin gene (which
had been mapped to chromosome 11) was found
in the cell hybrid that retained the distal portion
of the short arm of chromosome 11.
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Figure 17-11
X-Rays can be used to fragment the human
chromosomes into small pieces before fusion

MOUSE CELL

with mouse cells. In cell hybrids retaining only a

small fragment of the human X chromosome,
both human thymidine kinase and galagtose
kinase enzyme activities are found, indicating
that these genes are closely linked on the X
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Figure 17-13
Mapping the human a-interferon gene by in situ hybridization. Metaphase spreads
of human cells were prepared and hybridized to a cloned human a-interferon
c¢DNA labeled with 3H. Autoradiographic grains from 50 such spreads were totaled
and clearly showed that the a-interferon genes are on chromosome 9.
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1. Gene rearrangements in Burkitt’s lymphoma. In cell lines obtained from a Burkitt's
\ lymphoma patient, the c-myc gene was found to be translocated from its normal

! position on chromosome 8 into the u heavy-chain locus on chromosome 14. This
i may lead to overexpression of the c-myc gene.
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VIRAL VECTORS
(Vetores Virais)

A biologia molecular dos DNA e RNA tumor viruses tem sido
extensivamente estudada. Muita coisa se sabe sobre o ciclo desses virus e sua
entrada na célula e por ele integrar seu DNA no cromossomo hospedeiro, eles se
tornaram candidatos para serem usados como vetores para introducio de DNA
exdgeno em células animais.

A infecgfo viral é um método de transformagio muito eficiente, pode-se
afirmar que toda célula possui muitas cépias do DNA exdgeno. E como o genoma
viral inclue fortes promotores, pode-se assegurar expressdo eficiénte do gene
inserido no DNA viral. ‘

Vetores SVAQ

$V40 tem sido o vetor mais usado para introdugdo de genes exdgenos em
células animais. O DNA do SV40 pode ser dividido em early e late regions.
Entre essas regides encontra-se a origem de replicagio do DNA viral. Os
produtos dos genes da early region, as proteinas T, sdo responsiaveis pela
transformacgdo maligna das células ndo permissiveis (células onde os virus ndo
podem completar sua replicagio), bem como pela iniciagfo da replicagio do DNA
viral nas células permissivas.

Dots métodos tém sido explorado para utilizar o SV40 como vetor. O
primeiro ¢ produzir um DNA recombinante entre 6 DNA do SV40 e uma
sequéncia de DNA exdgeno ¢ colocd-lo numa célula permissivel, eventualmente
produzindo virions encapsulados contendo o DNA recombinante. Outro método &
produzir um recombinante entre o SV40 ¢ um DNA exégeno e nfio empacoti-lo
em virions. O DNA recombinante ira se replicar transitériamente como um
plasmidio, independentemente do DNA celular, ou integrado no cromossomo.

Virions SV40 como Vetores ‘

Para produzir particulgs virais contendo DNA recombinate, tanto a early
como a late regions podem se substituidas pelo segmento de DNA exégeno. A
molécula recombinante ndo pode sintetizar as fungdes vitais do virus (proteinas T
no caso de substituicio da <eczrly region e proteinas do capsideo viral no caso da
late region). Entretanto pode-se obter particula virais contendo o DNA exdgeno
utilizando-se uma coinfecgio com um virus "helper”.




Substitui¢io da Late Region do SV40

Quando a late region do SV40 é substituida por um DNA exdgeno, €
usado um SV40 helper mutante, cuja early region foi deletada. Células
permissiveis sfo infectadas simultaneamente pelo SV40 contendo o DNA
exdgeno e pelo SV40 helper mutante. O SV40 recombinante produz os produtos
da early region, enquanto que o helper mutante produz as proteinas do capsideo
(late region). Como resultado é produzido uma populagdo mista de virus, alguns
contendo o DNA exdgeno e outros o genoma mutante. Frequentemente nfo ha
meios de separar os dois tipos de virus, mas essa populagfio mista pode ser usada
para infectar tanto células permissiveis como nfio permissiveis.

-

Substituicio da Early Region do SV40

Quando a early region do SV40 é substituida pelo DNA exégeno, a
produgio de particulas virais recombinadas depende do suprimento dos produtos
da early region (proteinas T). Um modo de obter as proteinas T sem utilizar
coinfec¢io de um helper mutante é introduzindo o DNA recombinante em
linhagens de células de macaco conhecidas como COS. Células COS sfo células
transformadas por um SV40 que contém as early e late regions funcionais, mas
possui um centro de replicagio defeituoso. Como resultado, a integragio do SV40
no cromossomo hospedeiro proporciona proteinas T funcionais, mas o virus ndo
pode se replicar independentemente do cromossomo celular. Quando o DNA do
SV40, que possua um centro de replicacdo e cuja early region foi substituida, é
introduzido na célula, ele se replicard, porque as proteinas T serfo produzidas
pela célula. A vantagem de se substituir a early region pelo DNA exégeno e
propagar os virions numa célula COS é que toda a progénie de virus terfio o
genoma recombinante, ndo havendo contaminagfio com os virus helper.

Replica¢io (como plasmidio) do DNA nas Células COS

Os vetores SV40 dependem do ciclo de replicacio do virus se completar.
Nas células COS, qualquer pedago de DNA contendo a origem de replicagio do
SV40 sera replicado devido & presenca da proteina T na célula. O DNA exogeno
ird se replicar independentemente do DNA celular.

O DNA recombinante contendo a origem de replicagfio do SV40, quando
introduzido numa célula COS, ira se replicar em enormes quantidades de copias.
A transcrigio do DNA exdgeno a partir da molécula de DNA na forma de
plasmidio pode ser estudada.



Recuperiacio do DNA Integrado do SV46 Atxjé\;és da Fusdo de Célula COS

Células ndc permissiveis de rato infectadas com um plasmidio contendo a
origem de replicagio do SV40 ligado com algum marcador, incorporam esse
DNA em seu cromossomo. Se essas células forem fundidas com células COS (a
fusfio pode ser feita com PEG), a proteina T produzida pelas células COS 1ra se
difundir para o ntcleo das células de rato ¢ iniciar a replicagdo do DNA do SV40.

Descoberta de Sequéncias Enhancer Usando Vetores SV46

Nas construgdes de moléculas recombinantes contendo o promotor da
early regzon do SV4O ¢ a origem de replicagfio, uma descoberta foi feita: certas
sequéncias, %ﬂt&rmré% ao promotor da protelna T do SV40, aumentava a
transcrigiio de qualquer promotor contido proximo a ele, no mesmo plasmidio.
Exemplo: quando essa sequéncia foi clonada em um plasmidio com o gene da B-
globina do coelho e introduzido em células humanas, grandes quantidades de
mRNA sfo produzidas. Plasmidios sem a sequéncia enhancer nfo produzem
mRNA da B-globina.

Ainda ¢ desconhecido como as sequéncias enhancer produzem seus
efettos. O que se sabe é que essas sequéncias ndo possuem polaridade, elas
podem aumentar a transcricdo de um promotor que esteja a sua direita ou a
esquerda (5' ou 3'). Essas sequéncias enhancer também podem aumentar a
transcrigio de um promotor "ilegitimo". Frequentemente, quando um DNA
clonado é mtroduzido numa célula, RNA ¢é transcrito a partir de DNA que
normalmente nfo é usado para transcri¢iio, mas que possui sequéncias que a
RNA polimerase pode reconhecer (TATA e CAT boxes). Os enhancers também

aumentam a transcri¢io dessas sequéncias.

‘ Um modelo que pode explicar como age os enhancers é o seguinte: o
enhancer "pega" o DNA aberto, numa conformagio de proteina livre, e
providencia sitios de entrada para a RNA polimerase. Neste modelo, a RNA
polimerase se liga ao DNA aberto no enhancer e entio "escorrega" através do
IDDNA, procurando a sequéncia que ele reconhece como promotor. Uma
observagfio suporta esse modelo: se dois promotores sfo clonados em tandem
apos a sequéncia enhancer, um aumento na transcri¢io € observado somente pelo
primeiro promotor, préximo ao enhancer. De acordo com esse modelo, a
polimerase entra no enhancer, se move pelo DNA até encontrar o primeiro
promotor ¢ iniciar a transcri¢fo.

DNA do Virus Papilloma se Replica como um Plasmidio em Células de Rato

Outro adenovirus que é usado como vetor em células eucariéticas é o virus
papilloma de bovinos (BPV). O DNA circular do BPV tem a abilidade de



transformar células de rato no fendtipo maligno. Nessas células transformadas, o
DNA do BPV permanece circular e extracromossomal, em 30 a 100 copias por
célula. Este é o tnico caso de um plasmidio permanecer estdvel em eucariotos
superiores.

DNA exégeno pode ser clonado no genoma de BPV e infroduzido em
células de rato. A molécula recombinante permanece extracromossomal.

RNA Tumor Viruses Podem Ser Usados eomo Vetores

Os retrovirus podem ser usados como vetores em eucariotos. Uma vez
integrado. o provirus é transcrito como um gene celular. O RNA resultante pode
ou ndo ser empacotado em particulas virais. .

O provirus integrado possui uma mesma sequéncia em ambas as bordas do
DNA, as sequéncias LTR. O Unico promotor para a expressdo do gene viral esta
contido no LTR, e a producio de RNA codificando para diferentes proteinas ¢
regulado pela via de processamento do RNA (splicing).

Os provirus podem ser usados como veiculos para a introdugdo de genes
em células animais através da substituicio de um dos genes virais pela sequéncia
exogena. Se um virus helper for incluido, a copia do RNA do virus recombinante
serd empacotado em particulas virais. Se o provirus recombinante conter um gene
heterologo (que possui introns), a copia desse RNA deve ter esses introns
removidos. Entretanto a remocio desses infrons € um processo muito lento, que
requer muitas geracdes do virus para ser detectado. A primeira geragdo da
progénie do virus tém introns em seu genoma de RNA. Isto implica que durante a
replicagiio dos retrovirus, o RNA proviral transcrito, que ¢é destinado a ser
empacotado em particulas virais, ¢ protegido de alguma forma dos mecanismos
de processamento (splicing), que agem sobre o RNA que ¢ destinado a agir como
mensageiro.



A CIENCIA USADA NA INDUSTRIA DE DNA
RECOMBINANTE

Os bxologlstas moleculares oa quais tinham desenvolvido a clonagem de genes,
foram os primeiros a constatar que a nova tecnologia tinha grande potencial comercial
quanto cientifico. Com o advento do DNA recombinante , a possibilidade de converter
bactérias e leveduras em organismos fermentadores para a produgdo de proteinas
imediatamente acessivel.

Por toda a parte era debatido uma politica para DNA recombinante. As
primeiras posi¢Ses foram regulamentos especiais de segurana na investigagdo do DNA
na recombinagdo , e quando tais regras de seguranga poderiam ser desfeitas, bem como o
potencial pratico de aplicagdo dos métodos e sua importancia.

O beneficio comercial que 0 DNA promove é a longo prazo, o que requer
trabalho e persisténcia por parte dos biologistas e investimentos por parte dos
investidores.

POTENCIAL COMERCIAL DO DNA RECOMBINANTE

O objetivo da industria do DNA recombinante é envolver para fins comerciais
sua habilidade em manipular ,mudar e transferir genes. A meta é produzir com eficiéncia
proteinas a baixo custo e mais pura por clonagem de genes. U m bom exemplo é
produ¢do da insulina humana ,inserindo no gene da insulina num microrganismo
apropriado; outro exemplo € a produgdo comercial de proteinas com valor farmaceutico:
Agente antiviral Interferon , activater plasminogen, um destruidor em potencial de
coagulos sanguineos ,0 fator de coaguldcﬁo sanguineo VHI (que os hemofilicos
utilizam), produgdo de proteinas virais por microrganismos para utilizagio em vacinas
(principalmente os virus que ndo crescem em culturas de celulas como por exemplo virus
hepatite B). Outra meta é utilizar microrganismos engenherados capazes de processar
produtos quimicos , como petrdleos ¢ industria mineradora.

Ha tambeém o potencial de genes clonados para aumento de produgio na
agricultura.

METODO COMERCIAL DE CLONAGEM DE GENES

Os métodos utilizados para clonagem comercial de genes sio os mesmos
utilizados noa laboratérios. Como muitas das proteinas comercias estio presentes em
pequenas quantidades nas celulas e nos tecidos animais , faz-se necessariso a clonagem a
partir dos cDNA (obtidas através de mRNA) presentes em pequenas quantidades nas
celulas . Outro recurso para obter a insulina humana ¢ a sintese quimica do gene.



. INSULINA HUMANA A PARTIR DA BACTERIA

A insulina humana ¢ tnica proteina animal que é sintetizada por uma bactéria
cuja estrutura € absolutamente igual & molécula original. Considerando a complexidade
da sintese da insulina pelas células do pancreas, esse processo foi um sucesso . Devemos
esse sucesso para a insulina engenherada geneticamente sem usar a composi¢io de
aminoécidos da proteina . Infelizmente esse método nfio pode ser usado para proteinas
grandes com sequéncia de aminoacidos complexa, embora possa ser utilizado para
proteinas pequenas que nio contenham metionina e triptofano.
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A ESTRUTURA DA INSULINA HUMANA

A insulina humana que & secretada pelas células do pancreas
para a corrente sanguinea é uma proteina que contém uma sequéncia
sinal utilizada para condu¢lo da cadeia polipepitidica através da
menbranaintercelular,

O peptidio sinal ¢ clivado durante esse transporte,e o
resrestante & estocado em vesiculas nas c¢élulas do péancreas. A
forma de insulina estocada ¢ conhecida como proirnsulina, para
distingui-la da outra forma de insulina a preproinsulina, Que por
outro lado tem uma cadeia polipeptica completa e unida
diferenciando-a da insulina madura ativa.

A proinsulina ¢ a insulina se diferenciam drasticamente uma
da ouwtra, a proinsulina ¢é uma cadeia polipeptidica simples,
circular, com suas extremidades ligadas por trés pontes
dissulfeto; a insulina madura consiste em 2 cadelas separadas uma
com 21 aa (cadela A) e outra de 30 aa (cadeia B) permanecendo
juntas pelas mesmas 3 ponte dissulfeto,

A proinsulina & convertida a insulina nas vesiculas da
células pancreédticas por clivagem enzimdtica da curva
polipeptidica que as conecta (35 aa), conhecida como peptidio C.
A insulina ¢ entd@o estocada nas células como um cristal de sal de
2inco, pronto para ser utilizado,

Em outras palavras a insulina tém trés formas:

Preproinsulina primeiro produto da tradugao, com as
sequéncias sinais e os segmentos A,B e C,

Proinsulina ndo possui a sequéncia sinal,

Insulina consiste nas cadeias A eB separadas, unidas por 3

-pontes dissulfeto,
A insulina n&o carrega nenhuma cadeia de agucar,

GENES SINTETICOS DA INSULINA

Como obter insulina em bactérias?

Seria muito ineficiente comegar pelo gene cromossémico.Nao
s& por ele especificar a preproinsulina come por conter
sequencias néo codificantes, .

Para superar essas dificuldades, foram guimicamente
sintetizadas cadeias de DNA com sequéncia de nucleotideos
especificando as cadeias A e B, Isto foi possivel porque ambas as
cadelas polipeptidicas eram conhecidas e porque elas eram curtas;
63 nucleotideos foram requeridos para a cadeia A e 90 para a B, e
um codon foi necessdrio no fim da cadela para sinlizar o final da
sintese de proteina.Um cddon de methionina fol colocado no comego
de cada cadeia para permitir a remogdo do polipeptideos de
insulina dos amonodcidos procaridticos,

Os genes sintéticos das cadelas A e B foram inseridos
separadamente no gene da enzima B-galactosidase da bactéria que 8
carregado num vetor (plasmidio), Os plasmidios recombinados foram
introduzidos em E, Coli ., Na bactéria eles se replicam sob o
controle da sequéncia sinal do gene da B-galactosidase,e mRNA é
produzide e 1lido em proteina, que consiste em parte da B-
galactosidase fundida com ¢ residuo de methionina e com a cadela
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A e B da insulina. Neste ponto a composigdo de aa gue ndo faz
parte da insulina e a methionina ligada serdo exploradas, Nem a
methionina nem o triptofano ocorrem nas cadeias A e B,com
reagentes quimicos (cyanogen bromide) destroe-se a methionina e o
triptofano e entéo as cadeilas A e B sdo0 separadas do fragmento de
B-galactosidade. Depois de prurificado, as 2 cadeias $&0
misturadas e reagldas para formar as pontes dissulfeto,0
resultado é insulina pura.

cDNA DA PROINSULINA

Qutro método para sintese de insulina humanaé: mRNA &
copiado em ¢DNA e o codon de methonina (ATG) & sintetizado
quimicamente e colocado na extremidade 5~ do cDNA do
provirus.Isto ¢ colocado num plasmideo vetor e cresce em E. COLI.
A proinsulina fundida com a enzima bacteriana pode ser separada
dela destruin-do a methonina. A cadeia de proinsulina em sua
estrutura tridimencional normal, sac formados pontes dissulfato e
peptideo C ¢ <c¢livade c¢om enzimas, obtendo-se insulina humana
pura, SR -

BACTERIAS QUE SECRETAM INSULINA

Quando foi obtida a bactéria que produzia essas cadeias,
varlas manipulagdes genéticas foram feitas para aumentar essa
producdo Para uma maior explorac&o comercial, & crucial que seja
aumentada a produgdoc sa proteina por células. A situacdoc ideal é
ter grandes quantidades da proteina exégena sendo secretada no
meiopela bactéria engenherada. Fermentadores continucs podem ser
usados, sem a necessidade de destruir a célula.

Uma solugédo para esse problema ¢ inserir uma cépia de cDNA
do mRNA da insulina do rato no gene da B-lactamase da bactéria

: S [ 3 t
éaEEE?SQB;THE gﬁagTiESQ1Yegg”¢é?ﬁ?2§°b§2t§r égggigggrgiggmgénzgig

uma proteina consistindo na cadeia de proinsulinas do rato e
parte da B-lactamase.

A B-lactamase age como um carregador para a secrecdo da
proinsulina, O resultado sugeriu que seria possivel produzir
clones de bactérias que ndo somente sintetizam insulina como

tambén a secretam no meio,

'CLONANDO O HORMONIO DE CRESCIMENTO HUMANO

HGH é uma cadeia polipeptidica simples que tem 191 aas e que
é produzida na glaéndula pituitdria. Como a insulina, nao &
glicosilada o GH controla o crescimento do nosso corpo. A pequena
estatura dos andos ¢ devido & deficiéncia de GH.
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Figure 18-5

Production of human growth hormone in E. cols.
An oligonucleotide coding for the fiest 24 amino
acids of human growth hormone (HGH) was
synthesized chemically, HGH ¢DNA was then
prepared and cut with Haelll, which cleaves the
nucleotide sequence exactly in front of the :
codon for amino acid 25 of HGH. These two
HGH fragments were then cloned downstream
from the lac promoter in pBR322, This plasmid .
produces large amounts oi HGH when
introduced into £. cols,




OBTENgAO DO GENE DO GH

Combinando os métodos de sintese quimica de DNA ¢ a sintese
enzimdtica de c¢cDNA, a sequéncia codifica essa proteina pode ser
produzida.

O fragmento de DNA codificando para os aa 1 ao 24 foi
sintetizado quimicamente, Imediatamente em frente ao primeiro
cédon, um trio de bases (ATG) especificando para o aa methionina
fol adicionado, Uma vez que o comego do gene foi quimicamente
sintetizado para ter certeza do inicio correto da proteina, uma
sequéncia de DNA codificado para o resto da cadeia polipeptidica,
residuo do 25 aa até o 191, foi obtido fazendo-se cdpias de cDNA
a partir do mRNA preparado a partir de células da pituitdria de
humanos. Estes 2 fragmentos de DNA foram clonados separadamente.
Os fragmentos de DNA foram repurificados e ligados juntos para
completar a segquéncia de DNA do HGH, comegando com um cédon
iniciador (de methionina), seguido pela sequéncia de 191 aas da
proteina madura e terminando com um sinhal para finalizar a
sintese proteica. O gene foi entdo inserido num vetor expressivo
e introduzido em E, Coli, que direciona a sintese de GHq3

O PROBLEMA DA METHIONINA

A unica desvantagem do GH feitos em bactérias é que o
residuo iniciador de methionina n&o pode sr removido do resto do
polipeptideo de GH nas cdlulas bacterianos,

A Dbactéria produz o GHC que ¢ identico em todos os
aspectos,incluindo a atividade bioldgica,ac hormonio produzido
pelas glandulas pitulédria dos humanos, exc¢eto que o hormonio a
partir da bacteria comeca com residuo adicional de methionina,

DIFERENTES TIPOS DE INTERFERON

Antes do advento da clonagem de gem, tres diferentes tipos
de interferon fossem identificado: inteferon leulcdcito(alfa),
interferondzibrgblasto (beta) 2 o interferon imune (gama)., Mas
nada se sabia sobre sua sequencia de aminoacidos ou estrutura de
seus genes, A atividade antiviral dos interferons era a tnica
propriedade da molécula que se conhecia.

A chave do primeiro sucesso em isolar o cDNA do alfa-
interferon foi a descoberta de odcitos muito grandes de xenopus
grandes quantidades de interferon quando eles s&8c injetados com
mRNA de células que produzem interferon .

O tamanho aproximade do RNA do alfa-interferon pdde ser
determinado por fracionamento do polipeptideo A do mENA a partir
de leucdcitos produtores de interferon (células brancas do
sangue )., 1njetando amostras de varias fragdes em odcitos de
xenopus e medindo a atividade antiviral do interferon excretado
pelos o6citos. Esses experimentos revelaram que a fragédo 12 S do
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Figure 18-0 .
Cloning of human interferon cDNA. A ¢cDNA
library was prepared from human leukocytes.
Interferon represents less than 0.1 percent of the
total mRNA in these cells. The ¢cDNA library
was broken down into eight groups, and total
plasmid DNA was prepared from each group.
The presence of interferon cDNA in each group
was determined by using the hybrid-selection
procedure (Figure 6-6), When an interferon*
group of clones was identified, it was subdivided
into groups containing fewer clones, and the
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mRNA tem a maior atividade, & ela foil usada para fazer cDNA para
posterior inserc¢éo em plamidec pBR227.

A percentagem de mRNA de interferon no total de RNA do
leucdcito 2 de 0,1 a 0,01%. 10,000 clones de E. coli
transformados por esse c¢DNA foram individualmente testados para
ver se eles continham as sequéncia de DNA de alfa-interferon.
Essas sequéncias foram procuradas observando-se onde o clone de
c¢DNA se hibridizava com o mRNA do alfa-interferon., Se tal mRNA do
interferon se ligar ao ¢DNA imobolizado no filtro, esse cDNA pode
ser diluido e injetado em odcitos para ver se ele induz a sintese
detectdvel de interferon, Por causa da expectativa de tlones de
baixa produgdo de interferon, diferentes lotes de cDNA foram
testados. Quando um lote que dava positivo era achado, ele era
subdividido em grupos menores até finalmente um Unico clone de
DNA, que hibridizava com o mRNA do alfa-interferon, era isolado.
Para mostrar que esse clone era especifico de alfa-interferon e
ndo de outra molécula que tinha atividade anti-viral, a regido
codificadora foi colocada num vetor expressivo que fol capaz de
sintetizar o alfa-interferon biologicamente ativo., Segundo esse.
sucesso inicial uma grande quantidade de diferentes quantidades
de cDNAs de interferons foram isoladas em diferentes
laboratdérios.,

A partir da sequéncia de nucleotideos de ¢DNA foi possivel,
usando cdédigo gendtico, deduzir a sequéncia de aminodcidos de
varios interferons,

Nenhum dos genes do alfa e beta-interferon possui introns.
Beta-interferon e muitos, mas ndoc todos, os alfa-interferon sao
glicosiladoes, ter glicolizagao # essencial para a fungédo
atividade viral.
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A pequena quantidade de DNA encontrada nos DNA tumor viruses, como
0 SV40 (5243 bp), polyoma virus (5292 bp) e os adenovirus (cerca de 36000 bp),
bem como a viabilidade do uso das enzimas de restrigdo em 1970 permitiu as
primeiras andlises moleculares para diagnosticar os defeitos metabélicos que
evoluem ao cincer. A

Os fragmentos de restrigiio produzidos pela EcoRI sio pouco numerosos e
podem ser separados em géis de agarose. Sendo assim as sequencias de
nucleotideos do SV40 e polyoma virus podem ser trabalhadas e distingdes podem
ser feitas quanto suas fungdes antes (early region) e depois (late region) no ciclo
viral. A early region transcreve proteinas para a transformagdo (large T e small t)
e a late region transcreve protefnas do capsideo viral (VP1, VP2 e VP3).

. ORIGIN OF RLPUCATION s

Figure 10-1 -
The SV40 chromosome. The early-region

: primary transcript codes for the.transformxpg

A (large T and small 1) proteins. The late_ prnm;xry
transcript codes for the viral coat proteins (VP],

VP2, and VP3).

-/ LATE REGION
¥ (VIRAL COAT

PROTEINS)

Proteinas de tumor do SV40 ¢ Pdlyoma |

Inicialmente acreditava-se que o genoma do SV40 e do polyoma
continham um simples early gene codificando uma proteina chave do tumor (T),
cuja presencga tornava algumas células cancerosas. As primeiras andlises genéticas
usando virus mutantes sugeriu que essa proteina, cujas fungfo era iniciar a
replicagiio do DNA viral, tinha participagdio vital na manuten¢io do estado
canceroso da célula. }

Essa dupla fungdo dessa proteina s6 foi explicada quando se descobriu que

o RNA primdrio (antes do processamento) era cortado (splicing) em duas vias
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distintas. {/m corte produzia uma molécula de peso molecular de 100.000 (large
7Y ¢ o outro corte uma molécula de PM 18.000 (small ). O large T é encontrado
ao ateleo ¢ se liga ao centro de replicagio do DNA do SV40. O small ¢ ¢

+

encontrade no ettoplasma.
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A funglio exata dos diferentes tipos de proteinas T do SV40 e polyoma sfio
desconhecidas, mas estdo sendo investigadas utilizando-se mutagénese in vitro
para promover delecles especificas para alterar as proteinas T. O fendtipo
canceroso provocado por esses virus requer o funcionamento de mais de um tipo
de proteina T. Uma proteina T age imortalizando a célula transformada, talvez por
provocar a sintese de um fator de crescimento essencial.

Genes sobrepostos codificam as proteinas estruturais
que envolve a ¢cromatina do SV40 e Polyoma

Originalmente acreditava-se que o capsideo era formado por uma tnica
proteina (VP1). Depois foram descobertas outras duas proteinas (VP2 e VP3). As
trés sdo codificadas pela Jate region. Os mRNA do VP1 (16S), do VP2 (18S) e
do VP3 (195) sfo todos obtidos a partir do processamento de um mesmo RNA
primario. A via de processamento que mais prevalece é a que produz o mRNA de
168 (VP1). Os genes do VP1 e do VP2 (e VP3) estiio parcialmente sobrepostos.
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At¢ agora, genes sobrepostos foram observados apenas nos genomas de
virus, os quais devem ser empacotados dentro de capsideos de tamanho fixo (este
sistema complicado serd devido 4 problemas com o tamanho da cromatina viral?).
Este sistema de genes sobrepostos é uma via ineficiente, pois uma substituicdo

num par de bases provoca mudangas de aminoicidos em ambos os produtos
polipeptidicos.

Ha diferentes sinais de controle para o infcio da sintese de mRNA
do Early e Late regions do SV46 ¢ Polyoma
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Como tanto o r;iﬁNA do early como o do late regions sio sintetizados pelo
RNA polymerase II, os sinais que determinam a hora de sintetizi-los sio
diferentes. O controle da transcrigio da early region parece ser similar a dos
genes da célula hospedeira, onde os sitios de inicio sdo precedidos pelo TATA ¢
CAT Doxes. A sintese do mRNA da late region comega somente apds a
replicaclo do SV40 (ou do polyoma) ter comegado. Os mRNA da late region tem
grande variabilidade em seu sitio de iniciagio (numa distancia de 300
nucleotideos). Isto ocorre provavelmente devido & falta do TATA e CAT boxes
precedendo o ponto de inicio. -7

A complexa organizacio dos RNA tumor viruses {Retroviras)

[ 2

O genoma dos RNA tumor viruses sio compostos por duas cadeias
idénticas de RNA (dimeros), normalmente de 8 a 10 Kb. Por que o genoma ¢
dimérico ainda nfo se sabe. O RNA gendémico dos retrovirus tem duas
caracteristicas das moléculas de RNA eucaridtico: a extremidade 5' coberta @ uma
cauda poi-A na extremidade 3'. Tipicamente eles contém sequéncias de
nucleotideos para trés proteinas virais: uma proteina estrutural (GAG) que se
associa com o RNA na particula viral, a transcriptase reversa (POL); e uma
glicoproteina (ENV) constituinte do envelope e relacionada com a fixagio do
virus na céluia hospedeira. '
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Refrovirus aitamente oncogénicos contém sequéncias oncogéncias especificas

Muttos dos RNA tumor viruses contém um quarto gene, um oncogene, que
codifica uma proteina responsavel pela transformagio da célula para o estado
canceroso. Um virus que perdeu o oncogene torna-se fracamente oncogénico.
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Provirus mantém a ordem da sequéncia de genes
- igual ao do RNA de seu genoma

VIRAL GENOME
(DIMERIC RNA)

REVERSE
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Quando um RNA tumor virus infecta uma célula, a transcriptase reversa
sintetiza uma dupla hélice de DNA a partir do RNA viral. Esse DNA vai para o
nicles da célula, onde ele pode ser encontrado na forma linear ou mais
frequentemente na forma circular. O DNA viral ¢ inserido no cromossomo
hospedeiro, tornando-se um provirus, cuja sequéncia de genes é exatamente igual
a molécula de DNA viral. O DNA viral inserido esta, provavelmente, na forma
circular,

Nio se sabe como o DNA celular é cortado formando duas terminagdes
livres onde se encaixa o DNA viral. O que se sabe é que as sequéncias que
distinguem as terminagdes 5' da 3' sdo repetidas em ambas as extremidades do
DNA durante sua sintese ¢ integragio. Desse modo o provirus integrado tem em
ambas as extremidades uma "longa terminacfo repetida” (LTR) de algumas
centenas de bp. De 4 a 6 bp do DNA hospedeiro imediatémente adjacente aos
dois LTRs virais sdo duplicados em tandem, sendo esta situagio similar aos
transposons. Isto no causa surpresa visto que os mecanismos de integragio do
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DNA retroviral tém muito em comum com 0s mecanismos com que 0s
transposons se movem pelo genoma.

O promotor para a sintese de RNA esta localizado no LTR

O promotor para a transcricdo do DNA retroviral esta localizado na
sequéncia LTR da esquerda (5') e posicionado de modo que a transcri¢io comece
exatamente no nucleotideo 5' do RNA gendmico. Alguns dos mRNA primadrios
sdo cortados para formar a proteina ENV. Outros sdo cortados para formar a
proteina GAG e alguns RNA primarios sfo empacotados em particulas virais.

Como o TR da esquerda funciona como promotor do DNA viral, 4s vezes
sdo detectados casos em que o LTR da direita (3") funciona como promotor do
DNA da célula hospedeira.

Oneogenes retrovirais as vezes codificam para proteinas quinase

Rous sarcoma virus (RSV) possui oncogenes que rapidamente
transformam os células para o estado canceroso. O oncogene v-src do RSV
codifica uma sarc proteina que tem atividade de quinase, e pode fosforilar
residuos de tirosina nas proteinas. Foram descobertos virus onde o oncogene era
mnserido entre o gene GAG, POL ou ENV. Esta descoberta explicou porque certos
virus eram incapazes de se replicar na auséneia de coinfecciio de um virus normal
("helper™). A msercdo do oncogene destrdi a fun¢fio de um dos trés genes, aonde
ele foi inserido, cujo produto é essencial & replicacfo viral. Portanto, nas células
infectadas por esses virus, sfo encontrados proteinas fundidas com partes de
GAG, POL ou ENV. ,

Crande parte dessas proteinas oncogéneias fundidas possuem atividade de
quinase, levantando a hipdtese de que a transformacio para o estado canceroso
que elas provecam ¢ devido & fosforilagfio de alguma proteina regulatoria chave
da célula (relacionada com sua multiplica¢fo).

Genes celulares normais sfio progenitores de oncogenes retrovirais

Como os oncegenes (v-sre do RSV e de outros virus altament
oncogénicos) surgiram? Serd que o v-src era um gene celular que foi 1nc0rporado
no virus? Para responder essas questSes foram feitos screenings do DNA de
células normais com sondas feitas a partir do DNA viral. Esse gene (c-sre) foi_ .,
encontrado no DNA de galinhas, de mamiferos, peixes e de Drosophila. 7 ‘/Jml

A hipdtese de que os oncogenes sdo provenientes da assimilagiio de genes ~ .-
normais das células ¢ suportada por um experimento onde uma estirpe de RSV
que perdeu parte de seu gene v-src foi propagada em células de galinha. A
progénie foram virus com o gene v-sre reconstituido. A porc¢io perdida do gene
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viral fo1 suprida com o gene celular. Ha outros exemplos de oncogenes que sdo
muito semelhantes com genes de células normais.

O fato de que esses genes nfio sofreram grandes mudangas durante a
evolugdo dos vertebrados (dos peixes aos humanos) demonstra que eles codificam
para proteinas regulatorias chaves (de muita importinecia, portanto sua
moaodificagdo implica em problemas; cincer).

Explicacdes para o surgimento do edncer

O genoma do retrovirus esta sob o controle de um promotor muito forte
(LLTR). Sendo assim serdo produzidos grandes quantidades da suposta proteina
regulatéria. E possivel que essa grande quantidade de proteina regulatéria, que é
pres sente em baixa quantidade na célula normal, modifique uma via regulatoria
vital provocando um fendtipo canceroso. Outra hlp@tesc—.: da oncogenese retroviral
¢ de que ha ligeiras diferencas entre a sequéncia nucleotidica do oncogene e do
gene correspondente na célula; provocando diferencas no funcionamento desses
produtos protéicos. Essas mudangas tornam as células cancerosas.

Agora que os genes podem ser isolados, clonados e manipulados i vitro,
essas hipdteses podem ser testadas.

- 2
A, PLIPE

rny
-

Cincer induzido por retrovirus fracamente carcinogénicos

Alguns virus contém somente os trés genes virais (GAG, POL e ENV) e
ndo possuem oncogenes. Entretanto um grande namero deles sfo capazes de
induzir tumores em animais depois de longos periodos de laténeia (muitos meses,
comparados com poucas semanas dos virus altamente carcinogénicos).

A explicacfo para este fato é de que esses virus inserem promotores fortes
em oncogenes celulares. Esses promotores fortes sdio, muitas vezes, a regidic LTR
da direita (3"), os quais acabam provocando um grande aumento na expressdo de
um gene regulatério da célula.

Teoria Geral para a indugiio de cdncer

Ha suspettas de que a maioria, sendo todos, os cancers sdo devidos a
superexpressdo (expressio ruim) de genes regulatérios chaves. De acordo com
a teoria as células cancerosas provém de: 1) a infrodugfio de cépias adicionais
(modzﬁcau&s‘) de genes regulatérios chave com um forte promotor, como ocorre
com z infecgdi de um retrovirus altamente oncogénico; 2) a introdugiio de um
promotor que aumente a expressz"io do gene regulatério da célula, como ocorre
com um virus fracamente oncogénico; ou 3) uma mutagfio num gene regulatomo
celular que altere sua expressfo, o que ocorre como resultado da exposigio a
quimicos carcinogéncios, radiagio ionizante ou luz UV.

b
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10. RESUMO DA PROPOSTA

O xarope de frutose é obtido, atualmente, pela conversado do amido de milho
em glicose através de hidrolise, com posterior isomerizagéo. A bioconverséo da inulina
é uma via alternativa para a producdo desse xarope, o qual resulta em concentracdes
de frutose maiores que os obtidos pela utilizagdo do amido de milho.

Os tubérculos de Helianthus tuberosus L. apresentam altos teores de inulina,
polimero de frutose com 1 glicose terminal. O extrato desses tubérculos é uma matéria
prima adequada & fermentagéao para produgao de biomassa, etanol e xarope de frutose.

Kluyveromyces marxianus demonstrou ser a levedura mais adequada &
fermentacéo de extrato de H. tuberosus, com rendimentos de até 97%, segundo
LAGUNA, 1986, o qual afirma também que essa espécie apresenta grande variabilidade
natural em termos de capacidade fermentativa e de produgéo de inulinase, o que
viabiliza um programa de melhoramento genético.

O Projeto avaliara diversas linhagens de K. marxianus quanto a sua atividade
inulinolitica extracelular e quanto a capacidade de fermentar em meio de extrato bruto
de tubérculos de H. tuberosus. As linhagens serdo selecionadas e entrardo num
processo de melhoramento, obtendo-se, dessa forma, linhagens alto produtoras de
inulinase com grande capacidade fermentativa.

A hidrdlise enzimatica sera avaliada em processos de imobilizagdo de
enzimas, visto que por este processo pode-se obter xaropes mais puros e concentrados.

11. OBJETIVOS

Pretende-se, com este trabalho, selecionar hibridos de K. marxianus
hiperprodutores de inulinase visando avaliar a hidrdlise enzimatica como alternativa de
obtengé@o de xarope de frutose, a partir de extrato bruto de H. tuberosus.

12. PROGRAMA DE ATIVIDADES

As atividades a serem desenvolvidas sao:

a) Processamento dos tubérculos de H. tuberosus.

O plantio ja foi realizado no inicio de margo na Fazenda Anhembi, do Depto.
de Geneética, com colheita prevista para junho. O processamento, que envolve limpeza,
selegao e extragéo do caldo, seré realizado no més de julho para dar condigdes para o
inicio dos trabalhos de avaliagédo das linhagens de K. marxianus, previsto para iniciarem



agosto.

b) Avaliagao das linhagens de K. marxianus.
As linhagens serdo avaliadas quanto & producéo de inulinase em “Meio para
Produgéo de Inulinase”, descrito por LAGUNA, 1986, e medida por espectrofotometria.
Seréo testadas também quanto & capacidade fermentativa em extrato bruto

de tubérculos de H. tuberosus através do contetido de etanol medido por cromatografia
gasosa.

c) Cruzamento entre as melhores linhagens (produtoras de inulinase e
fermentadoras).

Obtengéo de mutantes hapldides auxotréficos, permitindo a selecao dos
hibridos.

d) Avaliagdo dos hibridos
Metodologia igual & descrita no item b.

e) Avaliagdo da hidrdlise enzimatica em processos de imobilizacdao de
enzimas.



13. CRONOGRAMA DE TRABALHO

AGOSTO SETEMBRO | OUTUBRO | NOVEMBRO
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Elaboragao do Relatério
Final

14. ACOMPANHAMENTO

Visto que o trabalho sera realizado principalmente no Laboratério de Genética

de Leveduras do Departamento de Genéticada ESALQ, o aluno estara em contato direto
com seu orientador e supervisor.



15. RECURSOS E FONTES ORCAMENTARIAS

Este projeto tem um custo estimado de R$ 800,00 e sera desenvolvido com
recursos do Departamento de Genética da ESALQ/USP.

O Seguro Obrigatdrio seré coberto pela ESALQ/USP, visto que o projeto sera
integraimente conduzido nessa Instituicao.

16. LITERATURA CITADA

LAGUNA, S.E. Genética e Melhoramento de Leveduras para a Bioconverséo de
Extratos de Helianthus tuberosus L. Piracicaba, 1986. 173p. (Doutorado - Escola
Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz"/USP).
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ANEXOS

JUSTIFICATIVA PARA RESIDENCIA NO ULTIMO SEMESTRE

A principal justificativa para a realizagdo da Disciplina L11-601: Residéncia
Agrondmica no segundo semestre diz respeito a certas caracteristicas agronémicas do
Helianthus tuberosus L. Durante o desenvolvimento desse vegetal, ocorrem variagbes
na proporgéo frutose/glicose do polimero inulina, sendo esta mais elevada no outono.
Portanto, apesar da possibidade de seu cultivo durante todo o ano, é vantajoso realizar
acolheita o mais tarde possivel, visto que o rendimento em agucar triplica nesse periodo.

Outra justificativa diz respeito & minha aspiragéo em realizar Mestrado em
Genética e Melhoramento de Plantas no Depto. de Genética da ESALQ/USP apds a
concluséo da graduagéo, sendo que essa Residéncia sera um rico exercicio para um
bom desempenho no mestrado.
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INTRODUCAOQ:

A sindrome hipermetabélica conhecida como porcine stress syndrome (PSS) acomete
certas linhagens de suinos, freqiientemente de alta deposigio muscular. A principal
conscqiicncia da PSS, catrctanto, ¢ a indcescjavel ocorréneia da PSE (camc pélida, molc ¢
exsudativa), apos o abate. PSS ¢ PSE possuem um fator etiologico miogénico em comum e
este se manifesta pelo anormal metabolismo do célcio ¢ se reflete no desencadeamento de
uma acelerada glicdlise, levando a acidificagiio, desnaturagdo de proteinas ¢ perda das
propriedades funcionais do misculo,

REVISAQ BIBLIOGRAFICA

Trés sindromes relacionadas ao stress i€m sido freqiientemente descritas em varias
ragas de suinos desde o final dos anos 60. Estas sfo a Porcine Stress Syndrome (PSS) ou
Sindrome do Stress do Suino; Porcine Malignani Hipertermia (PMII) ou Ilipertermia
Maligna dos Suinos ¢ a carne Pale, Soft and Exsudative (PSE) ou Pélida, Mole ¢
Exsudativa. Todas cslas sindromes csifio inler-rclacionadas ¢ aprescntam varias caracleristicas
patofisiologicas em comum. No inicio, o desenvolvimento e os processos que as regulam
acontecem ao nivel molecular, mas estio todos integrados em um nivel geral no animal
(Kolataj, 1986). De acordo com Sybesma (1980), PSS, PMH e PSE sio membros de uma
mesma familia ¢ compartilham de um fator ctioldgico ¢ miogCnico cm comum.

Em termos clinicos, a PSS pode ser definida como um estado hipermetabolico de
carater hereditirio que se desenvolve em certas ragas de suinos, como o Piétran, o Poland
China, Landrace ¢ ainda em linhagens cruzadas dessas ragas. O termo PSS foi primeiramente
introduzido na literatura veteriniria por Topel et al (1986). Um ano mais farde, Sybesma &
Eikelemboom (1969) introduziram o termo PMH. Este termo ¢ derivado de uma
complicaglo anestésica andloga ¢ incomum em humanos,porém freqiientemente fatal,
iniciada por potentes agentes inalatérios, notavelmente o fluotano, comumente referido como
mhalotano (Hall et al, 1980). Apesar de pequenas diferengas terem sudo descritas entre
Hipertermia Maligna em suinos ¢ humanos, estas parecem ser Inais (uaniitativas, ¢ a
expressio da doenga € mais pronunciada em suinos do que em humanos (Louis et al, 1990).

A relagio entre PMII induzida pelo halotano ¢ a ocorréncia da came PSE foi
primeiramente reportada por Eikelenboom & Minkema (1974). Estes autores, a0 mesmo
tempo que Christian (1974), citado por Topel & Cristian (1986),criaram ¢ chamado “Teste
do Halotano”, que logo se tornou uma das ferramentas mais usadas nas pesquisas das
alterages metabolicas, hormonais ¢ bioquimica da PSS, da PMH ¢ da PSE. O advenio do
tesie do halotano também ajudou a chegar a um entendimento do modelo hereditario das rés
sindromes.

A ocorréneia da PSS ¢ da PMH ¢ dependente da existéncia de um Onico gene que
provavelmente controla a sintese de uma discreta proteina nas fibras musculares esqueléticas



(Morméde & Dantzer, 1987). A origem deste gene ¢ desconhecida. Ele pode ser originario
de mutagdes relativamente recentes, ou pode ainda ser parte antiga do genoma do suino que
foi revelada pela moderna seleglo para crescimento e deposigio muscular (Swatland, 1984).
Eslc gene csta localizado na regifio centrométrica do cromossomo 6, ¢ o scu locus ¢ chamado
“Iocus do halotano”, sendo indicado como “Hal” (Archibald, 1987; Davies et al, 1988; Louis
et al, 1990). De acordo com Scouthwood (1986), o gene do halotano oferece um dos poucos
exemplos de um gene maior e identificavel de importancia econémica na produgio animal.

As caracteristicas bioquimicas, fisiologicas ¢ metabdlicas da PSS ¢ PMII tém sido
assunto de extensos estudos em anos recentes. Entretanto, um niimero de discordancias tem
surgido com respeito 3 caracterizagiio da PSS com uma rcaglio convencional do stress. E
provavelmente verdade que os efeitos da PSS estdo relacionados bem de perto com o bem-
estar do suino ( Morméde & Dantzzer, 1987). Topel & Hallberg (1985) segerem que a PSS
¢ a PSE formam uma complexa desordem neuromuscular, que é propagada geneticamente
num modelo aufossoma recessivo. Baseados na avaliagio de sintomas clinicos, Williams et al
(1975) segeriram que a PSS ¢ a PMH fossem idéniicas. Posteriormente isio foi questionado
por Marple et al (1977), Mitchell & Heffron (1982) e Heffron & Mitchell (1985). Na
verdade, na literatura veterindria, a grande maioria dos estudos considera PSS ¢ PMII como
sendo a mesma sindrome e, mais ainda, que a came PSE € uma consequéncia de ambas. De
fato, do ponto de vista da produgdo animal, as diferengas enire PSS ¢ PMH 530 meramenie
tebricas, ja que uma ou outra pode resultar na indesejavel ocorréncia da PSE pés-abate.

O Teste do halotanp feito a campo consiste em conter o animal numa idade
aproximada de 12 semanas e forga-lo a respirar uma mistura do gds anestésico e do gis que
serve como veiculo, freqiientemente o oxigénio. A concentragio do anestésico usualmente
varia enire 3 ¢ 8 % de halotano em oxigénio, ¢ a duragio do teste varia entre os
investigadores de 3 a 10 minutos num volume de 1,5 a 4 litros por minuto. O feste &
comumente rtealizado usando-s¢ um aparclho ancsiésico com  sisltema fechado ou
semifechado equipado com um vaporizador que fornece a mistura gasosa para o animal
através de um tubo de borracha contendo uma mascara conica para o focinho (Eikelenboom
& Minkema, 1974). O principio do teste do halotano consiste em iniciar uma reagdo de PMH
duranic uma curla duragio do gds ancsiésico. Uma scvera cstimulagiio da musculatura
esquelética é o sinal macroscapico mais precoce do desenvolvimento da PMH (T.ucke et al, ‘
1976). Uma vez observado este sinal, o halotano ¢ imediatamente desligado para prevenir um
avanco na reagdo da PMH que é freqiientemente fatal. O termo “gene do halotano” ¢
derivado da rcagdo do suino ao teste do halotano. O locus responsével pela sensibilidade ao
halotano (Hal) tem dois alelos: N (alelo normal) e n ( alelo responsavel pela resposta ao
halotano) (Pazdera et al, 1983). A presenga do Haln em homozigose € também responsivel
pelo desencadeamento de uma alterada reagfio bioquimica ¢ conseqiientemenie pelo
aparecimento dos eventos fisiologicos anormais freqiientemente observados em suinos
propensos 4 PSS. Rigidez dos membros traseiros ou uma combinagido com outras respostas,
sio usadas como uma indicagio padriio no diagndstico de resisténcia ou susceptibilidade ao
halotano (Ahern et al,1980).

O modelo genético da PSS tem sido estudado em termos do resultado do teste
halotano. como conseqiiencia, a hereditaricdade para sensibilidade ao halotano ¢ PSS tem
sido apresentada como uma e a mesma. Atualmente, ¢ bem estabelecido que a predisposigao
genética, PSS é controlada por um tnico gene (Mabry et al, 1981) no modo autossoma
recessivo. Entretanto, estemodelo hereditario parece ndo ser aplicavel a todas as ragas. O



teste do halotano classifica os suinos em dois gendtipos: halotano-positivo ¢ halotano-
negativo, ou propenso & Pss ¢ resistenic 4 PSS, respectivamente. Com tal modelo
Mendeliano e com resultados de cruzamentos envolvendo suinos de fendtipos conhecidos,
trés gendtipos foram estabelecidos. O homozigoto recessivo (nn) ¢ o halotano sensivel,
enquanto que o heterozigoto (Nn) ¢ o homozigoto dominante (NN) sdo ndo-sensiveis ao
halotano {(Webb et al, 1985). Apesar deste aparentemente simples modelo genético, a reagdo
ao halotano pode apresentar variagdes entre as populagdes que estio sendo estudadas. Foi
mostrado que o gene do halotano pode nfio ser totalmente recessivo em certas populagBes,
isto é, uma porcentagem de heterozigotos pode reagir ao halotano. Mais ainda, a peneiragdo
do gene, isto é, a porcentagem de nn sensiveis dentro de uma dada populagiio pode variar.
Penclraglio varidvel pode ser explicada por variaveis niveis de energia no musculo ¢
adequados para promover as reagdes bioquimicas necessdrias para produzir uma reaglo
posiiiva a exposi¢io ac halotano (Mabry et al, 1981).

Apesar de ter sido amplamente utilizado por criadores e pesquisadores, o teste do
halotano ¢ propenso a resultados falso-positivos ¢/ou falso-negatives da ordem de 5% a 9%
indicando uma grande estimulacio do metabolismo aerdbico. Este aumento no metabolismo
representa uma tentativa da fibra muscular de produzir ATP a uma taxa que compense a
hidrélise de ATP pela ATPase do mecanismo de contragio. Deste ponto agudo do episédio
dc PSS/PMH, muitas outras rcagdes irrcversiveis ocorrem, cspecialmentc um aumento na lisc
das membranas miticondriais, ja que a concentracdo de ATP diminui a zero. Isto leva a um
aumento da permeabilidade da membrana plasmética e consequente vazamento de grandes
moléculas (creatina quinase, lactaio deidrogenase ¢ proteinas como a mioglobina)
aumentando desta maneira a concentragio sérica destas. A acidose metabdlica concomitante
com a acidose respiratoria junto a alta temperatura causa danos na membrana ¢ desnaturagac
de enzimas e outras proteinas funcionais.

Nos estagios terminais da PSS/PMIL o metabolismo anaerdbico muscular ¢
responséavel, em grande parte, pela produgiio total de calor. Estas alteragdes metabdlicas no
muscula sfo autoperpetuadoras, ja que elas por sua vez produzem wn aumento maior ho
metabolismo e acidose, resultando numa progressiva perfusio inadequada de oxigénio. Nos
estagios finais, suinos susceptiveis a PSS/PMIT apresentam acentvada dispnéia, coloragdo
palida e avermelhada na pele, cianose e extrema acidose. O estagio seguinte resulta em
colapso total, acentuada rigidez muscular ¢ hipertermia; a morte ocorre num estado
semelhante ao choque. ,

A carne palida, mole e exsudativa (PSE) ¢ uma desordem do desenvolvimento do
masculo esquelético causada por uma produgio inconirolavel ¢ muiio rapida de laclato a
partir do glicogénio. Também ¢é referida como uma miopatia latente que ocorre na
musculatura esquelética com alio potencial glicolitico. Histéricamente a PSE foi a primeira
das sindrome relacionada ao stress a ser descrita. Foi primeiramente chamada de degeneracdo
muscular ¢ o tcrmo PSE foi subscquenicmente infroduzido por Briskey cm 1964,

Das trés sindromes relacionadas ao stress, a PSE é a finica que pode ocorrer
independentemente do defeito gendtico. Foi mostrado que as alteragdes metabdlicas
mduzidas pelo abate que resultam em PSE diferem, até certo ponto, daguelas induzidas pelo
fator gendtico -o gene do halotano- as quais do tambdém resultar cm PSE. Estudos na
hereditariedade da PSE em muitas ragas de suinos geralmente concordam com um moderado
coeficiente de herdabilidade entre 0,2 e 0,5. Assim sendo, fatores nfio genéticos irfo
participar amplamenie na ocorréncia da PSE. A herdabilidade também foi mosirada ser



dependente da raga. Estes chamados fatores ndo-genéticos sio o abate e o manejo pré-abate
dos suinos que levam a um stiess fisico e psicolgico, ¢ ainda o manejo pés-abate das
carcacas.

Os caminhos metabdlicos que levam a formagio ¢ ao desenvolvimento da PSE sdo
bem documentados na literatura. A carne na carcaca do suino ¢é derivada da musculatura
estriada esquelética. As unidades celulares bésicas do musculo esquelético slo as fibras
musculares, que estdo primariamente categorizadas em tipos de fibra de acordo com seu
contelido da enzima adenosina miofibrilar alcalina trifosfatase (ATPase). As fibras
musculares sdo ainda subdivididas com base no potencial aerobico.

Em animais de carne, inchiindo o suinos, fibras musculares sfo também diferenciadas
em lipos de coniragio rapida ¢ lenia, com diferengas proprias na ulira-esiruiura € na aiividade
da ATPase miofibrilar. Entretanto, “a classificaglo histoquimica das fibras musculares por
qualquer méiodo, incluindo o contetido de ATPase miofibrilar, ¢ meramente uma subdivisio
fitil, porém artificial, de um espectro continuamente varidvel. Acontece nas fibras musculares
uma allerago conlinua duranic toda a vida, em decorréneia de um processo de adaplagio as
alteragtes das demandas funcionais, ¢ a denominagfio fipo de fibra meramente reflete a
constituigiio de vma fibra em um dado momento”. Esta colocagio ¢ suportada também por
Stecchini et al, 1990.

Tem sido mostrado que altcragbes morfologicas nas fibras muscularcs ja cstio
presentes no musculo do suino susceptivel para a PSS in vivo, 0 que caracteriza a PSE como
uma miopatia letente, no minimo em suinos sensiveis ao halotano (nn). Os achados
relevantes a PSE neste fendémeno anfe-mortem sido a abundancia de material ndo-miofibrilar
acumulado entre feixes individuais de miofibrilas, hipercontragiio, degeneraglc e dissolugfio
das miofibrilas, ¢ o acimulo de material semelhante ao mioplasma dentro ¢ entre as células
musculares. O alargamento do espaco interfibrilar e a desorientagio dos feixes individuais das
miofibrilas estlio provavelmente relacionados a segregagdo de fluidos nas células musculares.
E sabido que, em musculos PSE, a quebra prematura das barreiras funcionais da membrana
celular ocorre logo apds o abate. Ao mesimo tempo o espago exiracelular torna-se aumentado
as custas do espaco infracelular, e as membranas ficam mais permedveis ao fransporte de
fons. O mau funcionamento do sistema de¢ membranas, levando ao auvmento da
permeabilidade, foi mmostrado ocorrer no musculo esquelético € em outros tecidos de suinos
sensiveis ao halotano. Assim sendo, a alteragdo de membrana pode ser considerada como
uma caracteristica in vivo em suinos susceptiveis ao stress. Propriedades alteradas da
mecmbrana causadas pelo defeituoso canal liberador de célcio do RS, ¢ a composigdo altcrada
de tosfolipidios e/ou acidos graxos ligados a fosfolipidios, fazem suinos susceptiveis ao stress
mais sensfveis a perturbagdes exégenas na membrana, do que suinos normais. Tem-se como
hipétese que os defeitos da membrana permitem que ions calcio fluam da area extracelular
ou das subestruturas da célula, como o RS, para a 4rea miofibrilar.

No animal vivo, miisculos normais ¢ propensos a PSE contém compostos ricos em
energia, como fosfato de creatina, ATP ¢ glicogénio. Fsies compostos iicos eim encigia $a0
consumidos post-mortem para a manutengio de um esiado de guase-vida por algum tempo.
Em suinos halotano-positivos (nn), o excesso de calcio livre ¢ responsavel pelo consumo de
ATP, alravés da alivagio da ATPasc miofibrilar, ¢ também converle a fosforilase da sua
forma inativa 4 para a sua forma ativa a. Como a fosforilase é uma das mais importantes
enzimas com fungdes regulatorias durante a glicogendlise, sua ativaglo ird acelerar a quebra
do glicogénio com subsequente formagio de 4cido latico. De fato, foi mostrado que, no



abate, suinos halotano-positivos apresentam uma menor concentragio de glicogénio
muscular, ATP, um pIl mais baixo ¢ uma concentragio de lactato mais alta do que suinos
halotano-negativos (NN). Também foi demonstrado que o pH muscular ¢ mais baixo no
momento da sangria, em carcagas que itfio desenvolver PSE, quando comparado com
carcagas normais. O tempo necessario para que um musculo PSE atinja seu pH anormal ¢
sabido ser dependente do grau ¢ velocidade da glicdlise. A glicolise gera calor, ¢ isto contribui
para uma femperatura mais aita do que a normal numa carcaga PSE logo apds o abate. A
glicélisc post-mortem ¢ influcnciada pela quantidade de glicognio dentro de cada tipod ¢
fibra no momento do abate, temperatura do musculo, pelo aumento do volume de agua livre
no espago extracelular e pela composigo e atividade das enzimas glicogenoliticas. Em suinos
susceptiveis ao stress (nn), o baixo pH no abate também pode ser explicado pelo rapido
actimulo de lactato no misculo, devide A baixa densidade de capilares e ainda devido 4
grande area média das fibras. Uma baixa densidade de capilares no musculo limita o
suprimento de oxigénio para as fibras ¢ dificulta a taxa na qual o lactato e outros catabdlitos
sdo eliminados.

A chegada a um pH final enquanto o musculo ainda estd quente resulta na
desnaturagio de aproximadamente 20% de proteinas sarcoplasméticas (creatina fosfoquinase)
¢ miofibrilares. Um consumo acelerado de AP, aliado a desnaturagio proteica e mudangas
estruturais nas membranas da célula muscular, s3o responsiveis pela palidez, textura mole ¢
perda de fluido quer caracterizam a carne PSE.

Em suinos halotano-negativos (Nn ou NN) a ocorréncia de PSE ¢ também devida a
uma aceleragio da glicdlise, porém considera-se que a glicolise neste caso € exacerbada por
um estimulo diferente. Isto é substanciado pelos achados que mostram que, em suinos ndo-
sensiveis ao halotano, o siress induzido por um exercicio esiimula a glicogendlise, inibe a
oticdlise oxidativa, e estimula o metabolismo anaerdbico, e também pela evidéncia de que a
atividade da ATPase ndo estd aumentada em suinos halotano-negativos. Desta maneira, em
suinos resistentes ao stress, a rapida glicdlise post-mortem nio é um resultado de atividade
muscular como ocorre em suinos susceptiveis ao stress. Tem sido postulado que, em suinos
resistentes ao stress, a rapida glictlise post-mortem seria induzida pelo aumento da liberagio
de calcecolaminas da medula adrenal ou nervos simpaticos, facilitando a liberagdo de
acetilcolina. Por sua vez, isto causa vasoconstricio que estimula a glicogendlise muscular,
fazendo com que tudo isso resulte em répido inicio da glicolise anaerdbica. Também foi
mostrado que a glicolise induzida por catecolaminas ocorre via ativagio de receptores f3-
adrenérgicos. Embora um aumento da taxa de glicolise seja causado por diferentes
mecanismos em suinos halotano-positivos ¢ halotano-negativos, os dois mecanismos podem
desta forma scr sinérgicos ¢ ndo s3o ncccssariamente mutuamente cxclusivos; ou scja, ambos
mecanismos podem ocorrer a0 mesmo tempo. Na pratica isto vai depender da presenga do
gene do halotano no animal e ainda das condigBes de abate e pré-abate ds quais 0 animal ¢
submetido. Estas condi¢des podem desencadear as alteragdes bioquimicas e fisiologiacas que
levam a PSE.
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1. INTRODUCAO

Entre os cereais, o arroz (Oryza sativa 1.) € a segunda cultura de maior
importancia no mundo. Constitui-se na principal fonte de proteinas e calorias na Asia
¢ outras centenas de milhdes em paises da Africa ¢ América Latina, como o Brasil,

De acordo com dados da FAO QBS, o Brasil produziu cerca de 10,4 milhSes
de toneladas em 1993, com produtividade de 2,3 t/ha, bem superior as 1,4 t/ha do
periodo 1979-81. Porém, ano a ano os acréscimos sdo decrescentes, nfio compativeis
com a demanda.

Das limitagBes da atual produgiio de arroz, principalmente no Estado de Sio
Paulo onde ha predominio do cultivo de sequciro, culmina o complexo scca-brusone.
Segundo a International Rice Research Institute, j4 em 1982 eram utilizadas técnicas
de manipulagiio genética para a resolugio de problemas tais como esse. Através da
inser¢do de genes podem ser obtidas planias de arroz com resisténcia a doengas,
pragas ou fatores ambientais adversos, assim como a melhoria de tantas outras
caracteristicas. Alguns trabalhos j& comprovaram o alto potencial do processo, entre
eles CHAUDHURY et ai.(1993).

Protoplastos, células desprovidas de parede celular, sfo atualmente muito
utilizados na obtengfio de plantas transgénicas - portadoras de genes inscridos por
manipulagio genética. Assim, o presente trabalho visa estabelecer um sistema rapido
de regeneragfio de plantas de arroz a partir de protoplastos, servindo de base para

futuras transformages em cultivares brasileiros.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Inducio de calos

Trabalhos de regeneragido de plantas de arroz tém seu principio na indugiio de
calos - massa de células com crescimento desorganizado, obtidos na presenga de
quantidade relativamente grande de auxinas, aumentando de tamanho por divisGes
continuas das células (ABBOTT, 1977 citado por PASQUAL, 1985). Ha citages de
trés tipos de explantes: embrifes maduros (SURESHKUMAR et al, 1993,
MARASSI & RAPELA, 1989; RANCE et al.,, 1994, CHOWDHRY el al., 1993,
BISWAS & ZAPATA, 1993), embrides imaturos (GHOSH BISWAS et al,, 1994;
YIN et al., 1993) ¢ anteras (SUN, SI, CHENG & ZHAN, 1993; NGUYEN, HUNG
& ZAPATA, 1993).

Basicamente o meio de cultura utilizado na indugfio de calos é o MS
(MURASIIIGE & SKOOG, 1962) ou variantes deste, suplementados com 2,4-D -
2,4 - Dichlorophenoxyacetic acid. YIN et al.(1993) utilizaram macro e
micronutrientes MS, vitaminas B5 (GAMBORG et al,, 1968) e suplementaram com
caseina hidrolizada, leite de cdco, sucrose ¢ 2,4-D. RANCE (1994) induziu calos em
meio NB: sais inorganicos N6 (CHU et al., 1975), microelementos e vitaminas B3,
caseina hidrolizada, prolina, glutamina, sucrose, 2,4-D, NAA (naphtalene acetic
acid) e BAP (6 - benzyl amino purine). GHOSH BISWAS et al.(1994) testaram MS,
AA (MULLER & GRAFE, 1978) e N6.

Lim geral os explantes sfo inoculados camara de fluxo estéril ¢ mantidos no
escuro em temperaturas entre 25 ¢ 30°C por aproximadamente 3 semanas, quando
podem scr subcultivados. GHOSH BISWAS & ZAPATA (1993) promoveram
subcultivo em meio fresco por mais 6 semanas, lambém promoveram iniciagdo de

suspensdes celulares sem subcultivo anterior.

oo



2.2, Suspensdes celulares

Suspensdes celulares sfo frequentemente usadas como material para o
isolamento de protoplastos (ELLA & ZAPATA, 1993).

ELLA & ZAPATA (1993) selecionaram calos embriogénicos - sdo fridveis,
lisos e amarelos brilhantes - para iniciar a suspensfo celular. Aproximadamente 2g
de calos foram colocados em Lrlenmeyer de 125ml contendo 30ml meio liquido. Os
frascos eram colocados em “shaker” (120 rpm) na auséncia de luz e a 25+1°C.
Aproximadamente %4 do mcio liquido cram rcpostos duas vezes por scmana nas
primeiras 3-4 semanas ¢ ap0s isso semanalmente. Os calos menores e de superficies
lisas e amarelas brilhantes eram selecionadosg e transferidos para outros frascos
contendo meio fresco. As culturas foram mantidas no mesmo meio até que fossem
utilizadas no isolamento de protoplastos. Basicamente utilizaram-se dos meios MS,
N6 e R2 suplementados com 4cido nicotinico, piridoxina-HCl, tiamina HCl, myo-
inositol, 2,4-D, sucrose, maltose, agarose, glicina, caseina hidrolizada e prolina, com
pH ajustado a 5.8.

YIN ct al. (1993) sclecionaram 1g de calos ap6s 3 ou 4 subcultivos, os quais
foram (ransferidos para [rascos conlendo 30ml de meio liquido S; (meio AA
modificado) para o estabelecimento de culturas em suspenséio. Depois de 3 a 4 meses
apds o seu estabelecimento foram mantidas alternativamente (1 a 2 passagens em
cada meio) em meio S; e meio S,. Os frascos foram colocados em “shaker” a 120
rpm ¢ 26°C, subcultivados a cada 3 a 5 dias.

SCHMITZ & LORZ (1990), investigando a influéncia de diversos fatores na
absorgfio de nutrientes em suspensdes celurares de arroz, concluiram que a proporgéo
indeuloimeio, o tipo de frasco, a troca gasosa ¢ o tempo de subcultivo devem ser
rigorosamente fixados para ndo comprometer a reprodutividade de um determinado

sistema de estudo da cindtica do crescimento.



2.3. Isolamento e cultivo de protoplastos

Para o isolamento de protoplastos, apds a introdugdo do método enzimatico
(COCKING, 1960) combinagBes enzimaticas envolvendo celulase e pectoliase, ou,
celulase e Macerozyme, tém sido exiensivamente utilizadas (ABDULLAH et al.,
1986; KYOZUKA et al, 1987, MASUDA et al, 1989; DATTA et al, 1992;
GIIOSII BISWAS & ZAPATA, 1993, citados por MOURA, 1994).

Fatores tais como tempo de digestdo, “osmoticum”, concentragdo e tipo de
enzimas influem no isolamento de protoplastos. Em arroz, as enzimas mais utilizadas
sio celulase RS, 1 a 4%, ¢ peclolyase Y-23, 0,02 a 0,5%. ConcenlragOes baixas de
pectolyase Y-23 geralmente estdo acompanhadas de macerozyme R-10, 0,5 a 1%.
Estas concentragdes sio validas tanto para obtengfio de protoplastos derivados de
suspensdes celulares, quanto derivados de calos (MOURA, 1994) - embora ainda
nfio citado, protoplastos podem ser isolados diretamente de calos embriogénicos.

O uso de células auxiliares (“nurse cells”) da divisdio na etapa de cultivo ¢
protoplastos tem sido considerado essencial para a obtengdo de alta eficiéncia na
formagfio de coldnias, embora alguns autores tenham conseguido obter resultados
positivos sem a sua utilizagfo, tais como DATTA et al,, 1990 ¢ DATTA et al,, 1992,
citados por MOURA, 1994.

Divisdes ¢ formaglio de coldnias a partir de protoplastos tém sido obtida

usando-se meios complexos como o de KAC & MICHAYLUK (1975) ou derivados

e também com meios simples, N6 e R2.



2.4. Regeneragio de plantas

Sucessos tém sido obtidos na regeneragdio de plantas de arroz tanto para
variedades japonicas (RUEB et al.,, 1994 ¢ SURESHKUMAR et al., 1993) como
para indicas (CHAUDHURY et al.,, 1993; YIN et al.,1993; GHOSH BISWAS et
al.,1994; GHOSH BISWAS & ZAPATA, 1993; OINAM & KOTHARI, 1993;
CIIOWDIIRY et al.,1993; RANCE et al., 1994).

OINAM & KOTHARI (1993) trabalharam com quinze variedades de arroz,
concluindo que a capacidade de regeneragfio estd diretamente ligada ao fator
gendlipo.

CHOWDHRY et al. (1993) constataram a partir de virios experimentos que a
suplementagio de meios com L-prolina refletiu numa maior porcentagem de
regeneragio. Um incremento na concentragdo de prolina de 3 a 12mM resultou em
proporcional incremento na taxa de regeneragio de plantas (atingiu-se um maximo
de 63%, enquamto que 23% sem prolina), a resposta decresceu a partic da
concentragio de 15mM. Constataram, ainda, que L-tripiofanotambém atua no

sentido de incrementar a porcentagem de regeneragfio de planta de arroz.

Segundo MOURA (1994), existem somente dois trabalhos que relatam a
regeneraciio de plantas a partir de protoplastos derivados de calos: LEE et al. (1989)
regeneraram 158 plantas a partir de calos derivados de embrides imaturos do cultivar
IR52 ¢ WU & ZAPATA (1992), também utilizando embrides imaturos, regeneraram

mais de 2000 plantas de 4 cultivares do tipo japdnica.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivares

Para o presente trabalho foram escolhidos inicilimente quatro cultivares
brasileiros a serem testados, visando posterior escolha de dois deles para o
desenvolvimento do objetivo inicial. Sdo eles:

a) IAC-101;

b) IAC-1246;

¢) IAC-4440 ¢
d) BR IRGA-409

3.2. Selecfio de sementes

A selegio de sementes foi feita em duas etapas. Primeiramente fez-se uma
seleclio baseada em gravidade especifica (0,75) em solugfio salina de NaCl, de
acordo com ZAPATA & ELLA (1988). Posteriormente, apds retirada da casca [ez-se
selecdio visual para eliminar sementes defeituosas, contaminadas com fungos ou que

apresentem dano mecénico no embrifio.

3.3. Asscpsia das scmentes

As sementes foram colocadas em tratamento com etanol 70% por 1 minuto
sob agilagio, seguido de 30 minutos em solugio de hipoclorito de sodio a 2%
acrescida de duas gotas do detergente Tween 20 a cada 100ml, sob agitagio e viacuo

(50 cm.Hg).



Apds estes tratamentos, as sementes foram lavadas em 4gua destilada estéril, 3
a 4 vezes, em {luxo laminar., A dgua excedente foi retitada ¢ as semenles inoculadas

imediatamente em placas de Petri com meio de indugiio de calos.

3.4. Inducio de calos

Todos os calos foram induzidos a partir de embrides maduros (semenies).
Utilizaram-se placas de Petri contendo cada uma aproximadamente 30 ml de meio
semi s6lido. Em cada placa foram inoculadas 10 sementes em disposigdo radial, sem
considerar a posi¢gio do embrifio em relagdo ao meio. Utilizaram-se como meios
basicos 0 MS e R2, suplementados exclusivamente com o regulador de crescimento
sintético 2,4-D (auxina). As placas foram colocadas no escuro e incubadoras tipo
B.O.D., a temperatura de 26+1°C. O periodo de incubagfio variou de 30 a 40 dias.
Ao menos a cada 15 dias foram feitas avaliagBes quanto ao nGmero de calos e

ntimero de calos embriogénicos sob estereoscopio.

3.5. Isolamento de protoplastos

Aproximadamenie 1g (peso fresco) de calos embriogénicos primarios,
selecionados sob estereoscOpio, foi colocado em uma placa de Petri plastica
{90x150mm) contendo 11 ml de solugio enzimatica. Apds os calos serem levemente
macerados com espatula, a placa foi vedada com filme plastico e posta em agitador
orbital, 30 rpm, no escuro a 26x1°C, por 5 horas. Findo este tempo, & mistura
enzimatica e protoplastos foi adicionado um igual volume de CPW 13M, e entdo
peneirada em malhas de nylon de 60, 30, 25 ¢ 20 pum. A solugio peneirada foi entiio

centrifugada a 1000 rpm por 8 minutos. Os protoplastos precipiiados foram



colocados em suspensiio com 8 ml de CPW 13M, de onde retirou-se uma amostra
para conlagem em cimara de Neubauer. Apds nova cenirifugagdo, os protoplastos
precipitados foram homogeneizados com o meio de cultivo. O meio de cultivo
consiste do meio propriamente dito em dupla concentragfio, misturado minutos antes
a um mesmo volume de uma solugio aquecida ¢ 1,2% de agarose Sigma tipo 1. O
meio somente foi misturado aos protoplastos quando atingiu uma temperatura de 25
a 30°C.

Na contagem dos protoplastos somentes eram considerados aqueles esféricos e
quc apresentam vactiolos pequenos. O nimero de protoplastos por mililitro ¢ a média
do nimero encontrado nos 10 campos da cimara a muliiplicado pelo falor 10*. Esie
fator é utilizado uma vez que cada campo de contagem representa um volume de

0,1num’.

4. RESULTADOS

Devido ao longo periodo dispendido em absorgfio de téenicas ¢ a problemas
diversos que resullaram no abandono do projelo de pesquisa em qucslﬁo,'
basicamente foram obtidos somente resultados relacionados a indugfio de calos.

Foram testados os quatro cultivares anteriormente citados em quatro
tratamentos distintos: meio MS suplementado com 1mg de 2.,4-D/litro, meio MS
suplementado com 2 mg de 2,4-D/litro, meio R2 suplementado com Img de 2,4-
D/litro e meio R2 suplementado com 2 mg de 2,4-D/litro.

Conclusdes:

e Para todos os 4 cultivares a porcentagem de calos embriogénicos induzidos foi

maior no tratamento R2 + 2 mg de 2,4-D/1;



e O cultivar BR IRGA-409 mostrou-se inapto para o desenvolvimento do trabalho
sob os tratamentos apresentados devido a grande incidéncia de oxidacdo de calos;

e Dentre os cultivares utilizados o IAC-4440 foi o que melhor responden aos
tratamentos especificados;

e Em tnico experimento de isolamento de protoplastos a partir de calos originados
do cultivar IAC-4440, obteve-se uma concentragio de protoplastos considerada

vidvel ao desenvolvimento de técnicas que se utilizam deste como explante.
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1. INTRODUGCAO

O cajueiro é uma das espécies cultivadas que tem maior expresséo socio-
econdmica, principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil.

Segundo LIMA (1988), muito antes do descobrimento do Brasil o caju ja
era um dos alimentos basicos das popula¢des autdctones conforme atestem os relatos dos
primeiros colonizadores.

Apesar de sua provavel origem brasileira, a cultura de cajueiro encontra-se
difundida em varios paises do mundo. Entretanto, a grande parte da produg&o mundial da
castanha de caju, cerca de 96%, concentra-se em 5 paises: india, Brasil, Mocambique,
Tanzénia e Kénia.

O Brasil ocupa a posigéo de segundo produtor mundial de castanha de
caju, o que Ihe confere papel de destaque nas exportagbes de améndoas. Essa atividade
lhe tem representado desperdicio de grandes quantidades de pseudofruto. Entretanto vém
se desenvolvendo, nos Ultimos anos, a instalagcdo de importantes empreendimentos
agroindustriais na regido Nordeste, objetivando beneficiamento da castanha e a producéo
de suco de caju, concomitantemente, visando o consumo interno e o mercado exterior.

Devido a boa aceitacéo da castanha e do suco de caju no mercado consumidor de
varios paises do mundo, principalmente dos mais desenvolvidos, o interesse para
expansado desta cultura nos paises produtores € muito grande e crescente. Segundo os
ultimos dados oficiais do IBGE, a safra de 1986 rendeu 108 milhdes de ddlares ao Brasil,
na exportacao de 25000 toneladas de castanha de caju.

Ha diversos fatores limitantes para a expanséo da cultura de cajueiro,
consequentemente para o aumento de produgéo de castanhas de caju no Brasil, dentro
dos quais destacam-se: 1) dificuldade na obtencdo de mudas uniformes de plantas elites
com maior produtividade de castanhas; 2) poucos estudos sobre a cultura de cajueiro,
principalmente nas areas de Genética e Melhoramento. Muitas castanhas de caju s&o
colhidas manualmente de plantas de caju subespontaneas originarias de sementes
distribuidas pelos homens e animais.

PET-BIOTECNOLOGIA AGRICOLA
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Segundo ALMEIDA (1988), a propagagdo de plantas via assexuada é
técnica altamente empregada em fruticultura pelo grande numero de vantagens que
oferece aqueles que a utilizam. No caso da cajucultura destacam-se, entre outras, as
seguintes:

- permitir a multiplicag&o de plantas com patriménio genético superior, notadamente de
maior produgéo individual;

- resisténcia a pragas e moléstias e de menor exigéncia nutricional;
- indugéo de precocidade, permitindo um retorno mais réapido do capital investido;

- diminuigdo do porte das plantas, facilitando os tratos culturais e fitossanitarios e
colheita, ensejando também em povoamentos mais adensados e, logicamente, de maior
produgao por area,

- evitar o aparecimento de plantas improdutivas ou de elevada incidéncia de alternancia
de produgdo, fato muito comum nos plantios de pés francos, onde, via de regra, cerca de
20% das plantas respondem por 80% da produg&o;

- melhorar a qualidade da castanha e do peduinculo adaptando-os para as necessidades
do parque industrial, visto que castanhas de tamanho uniforme facilitam a mecanizacao
e reduzem o indice de quebras, e pedunculos dentro dos padrées determinados
(coloragéo, peso, formato, teores de acidez, tanino, acido ascorbico, solidos soluveis, etc.)
concorrem para produgéo de partidas mais homogéneas de sucos e doces, conferindo-
Inhes mais aceitagdo comercial.

Para obtencdo em escala comercial de mudas através de propagagao
vegetativa, um dos métodos mais recomendados seria a estaquia. Entretanto, o maior
problema deste método, no caso especifico de cajueiro, continua sendo dificil
enraizamento de estacas. Alguns fitohormdnios, como por exemplo IBA (acido
indolbutirico), poderdo aumentar a frequéncia de enraizamento das estacas de cajueiro
em condicBes de casa de vegetagao.

PEIXOTO (1960), citado por ALMEIDA (1988), chama a atengao para as
dificuldades deste método em razéo, principalmente, da falta de conhecimentos técnicos.
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Conclui-se que a gerag&o de tecnologias para obtencéo vegetativa de
mudas, através da cultura de tecidos, podera desempenhar papel de destaque na
cajucultura nacional, uma vez que essa técnica permitira apropagagéo rapida e em grande
escala de clones com caracteristicas superiores (EMBRAPA, 1988).

Os experimentos estdo sendo realizados na Secao de Radiogenética do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), em colaboragdo com o Departamento
de Genética da ESALQ/USP e da ltaueira Agropecuaria S.A. sediada em Fortaleza, a fim
de obter grande quantidade de meristemas e sua desinfecgdo. Recentemente ja se obteve
plantulas enraizadas "in vitro". Observou-se , também, que pléantulas de caju originarias
de sementes tém excelente capacidade para produgdo de gemas laterais apos a
decapitagdo da gema apical, o que podera facilitar a obtengéo de meristemas em
quantidade.

PET-BIOTECNOLOGIA AGRICOLA
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais:

-Contribui¢éo ao aumento da produtividade da cultura do cajueiro através da
utilizacéo de tecnologia "in vitro”.

-Estabelecimento e difusdo de inovacdes tecnolégicas no melhoramento de
plantas no Brasil.

-Capacitagdo de pessoal técnico superior e médio em trabalhos de tecnologia
"y M "
in vitro®.

2.2. Objetivos especificos:

-Multiplicagdo rapida e em grande escala de mudas uniformes e sadias com
gendtipos superiores de cajueiro através de cultura de meristemas.

-Visa dar continuidade aos trabalhos realizados por ANDO et al. 1989,
PASSOS et al. 1989 e ANDO & BORGES, 1990.

PET-BIOTECNOLOGIA AGRICOLA
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Pelo uso de técnicas "in vitro", arvores selecionadas, podem ser
propagadas vegetativamente e clonadas com rapidez, onde por métodos convencionais
de estaquia, enxertia ou outras praticas silviculturais ou horticulturais poderiam levar anos
(BAJAJ, 1986), ou quando n&o sdo econdmicos ou o numero de plantas disponiveis e
limitado (NEMETH, 1986).

A propagagéo de clones via cultura de meristemas € feita utilizando gemas
apicais ou axilares de plantas. Nao é t&o réapida como a formagao de meristemas
adventicios (SKOOG & MILLER, 1957), mas é o método mais amplamente usado na
indUstria de propagag&o comercial de mudas. Todas as plantas obtidas sao geneticamente
uniformes, uma vez que se originam diretamente de meristemas pré-existentes ou
recentemente formados, sem qualquer interferéncia do estadio de calo (VASIL & VASIL,
1981).

A cultura de meristemas tem sido extensivamente usada na obtengao e
propagacéo de plantas livres de viroses, onde na realidade se usa o meristema e tecido
sujacente formado por alguns primérdios foliares (ABBOTT, 1978). Desde que as células
que constituem o meristema s&o geneticamente estaveis, as plantas regeneradas seriam
geneticamente idénticas as plantas doadoras (CHENG, 1978).

Nos meristemas, mecanismos de estrito controle na sequéncia de sintese
de DNA-mitose, junto com as divisdes continuas das células, podem evitar,
respectivamente, extra-duplicagdo de DNA (que produz poliploidia somatica) e o aumento
de nunero de células que se submetem a variagbes espontdneas da estrutura dos
cromossomos. Este fato permite a manutengéo da estabilidade genética dos tecidos
meristematicos (HANDRO & KERBAUY, 1980).

Segundo NEMETH (1986), para uma propagacéo em larga escala bem
sucedida, trés dificuldades precisam ser superadas: (a) estabelecimento do explante
primério em cultura; (b) desenvolvimento de meio de cultura 6timo e condigoes ambientais
para possibilitar altas taxas de multiplicagéo e (c) inducéo de raiz e aclimatizagao dos
propagulos depois de transferidos para o solo. Desses estadios, o enraizamento
permanece sendo o maior problema em propagagéo de frutiferas.
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Nesta revisdo daremos enfase aos processos de enraizamento e
aclimatizagdo, por serem estes, os mais
importantes atualmente na pesquisa desenvolvida no CENA, uma vez que as etapas de
estabelecimento em cultura e desinfecgéo ja foram superadas.

MURASHIGE (1974) relata que o objetivo do estabelecimento da cultura
é simplismente atingir uma cultura asséptica do tecido da planta em quest&o. E necessério
que a cultura seja livre de infecgdes, que uma proporgéo adequada de explantes sobreviva
a cultura, e que haja um rapido crescimento dos explantes.

O objetivo maximo da cultura de tecidos, no estadio de multiplicagéo, &
produzir o niumero maximo de unidades de propagulos Uteis em cada incubagao de
subcultura, sendo a taxa de multiplicacdo o critério mais importante para o sucesso
econdmico da propagagao da cultura de tecidos (ANDERSON, 1980).

O tamanho do explante utilizado, no caso meristemas, € muito variavel,
isso ocorre devido a presenga de uma maior ou menor parte do tecido do ramo junto ao
meristema. Foi observado uma variacéo de 0,7 mm até 3,0 cm no comprimento do explante
utilizado nas culturas de macgé (JONE & HOPGOOD, 1979), Rubus sp (JAMES, 1979),
entre outras.

Para desinfeccéo dos explantes, o produto mais utilizado € o hipoclorito
de sodio, em varias concentragdes, desde 0,5% até 10%, e o tempo de exposigéo do
explante ao produto, desde 10 minutos até 40 minutos.

O hipoclorito de calcio também tem sido utilizado em Vitis vinifera, na
concentragdo de 5%, durante 15 minutos (BARLASS & SKENE, 1980).

O Tween-20 é normalmente usado combinado com outros produtos. Em
culturas de maca, usou-se hipoclorito de sédio 1,3% somado a Tween-20 0,1% durante
10 minutos (LI & EATON, 1984). Em cultura de uva foi usado hipoclorito de calcio
combinado com 0,01% de Tween-20 durante 15 minutos (BARLASS & SKENE, 1980).

Depois de ter sido realizado a desinfecgdo, os meristemas s&o lavados em

dgua destilada estéril, normalmente por cinco, para se eliminar os residuos dos
desinfectantes.
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Segundo MURASHIGE (1974), o requerimento de carboidratos tem sido
compensado pela incorporag3o de sacarose na concentragéo de 2-3%. A glucose tem sido
superior & sacarose em alguns casos. As vitaminas incluidas no meio mais comumente
usadas sdo: tiamina, inositol, acido nicotinico e pirodoxina.

O inositol ndo é essencial, mas tem sido benéfico (tem acdo de
"transportar os hormonios exdgenos do meio a todo explante) sendo usado na
concentracdo de 80-100 mg/l (MURASHIGE, 1974; HAMMERSCHLAG, 1980; LI &
EATON, 1984; BARBOSA et alii, 1986).

ANDERSON (1980) relata que a determinacdo dos reguladores de
crescimento (citicininas e auxinas) e de suas concentracdes é de maior importancia para
desenvolver o meio de cultura apropriado.

No grupo das citocininas incluem: cinetina; Ng-benziladenina (BA); Ng-
benzilaminopurina (BAP); Ng-isopenteniladenina (2iP). No grupo das auxinas usa-se: indol-
3-acido acético (IAA); indol-3-acido butirico (IBA); acido naftalenoacético (NAA) e 2,4-D
acido diclorofenolacético (2,4-D).

Outra substancia usada, que interfere na agdo das citocininas e auxinas,
é a giberelina. Este hormonio, em presenca de luz, inibe a formagéo de raizes sendo que,
na escuriddo, em combinagdo com auxina, estimula o enraizamento.

De acordo com BOUILLENNE(1964), citado por NEMETH (1986),
ortodihidroxifenéis especificos (cofatores de enraizamento) séo produzidos nas folhas
sendo translocados para a regi&o de enraizamento, com auxina e polifenoxidases, dando
inicio a uma estimulagdo complexa que conduz a uma iniciagdo e crescimento de
primérdios radiculares.

RYUGO e BREEN (1974), citados por NEMETH (1986), propuzeram que
a principal fung&o do IBA (a mais efetiva auxina indutora de enraizamento na propagagao
convencional) & fornecer a conjugagdo entre os IAA endbgenos e aminoacidos que
conduzem a sintese de proteinas especificas necessarias para a formagéo inicial da raiz.
Para elongacéo da raiz, auxinas exdgenas nédo s&o usualmente requeridas.

Para o enraizamento, relativamente, altas concentragdes de calcio e

nitrogénio sao essenciais. O calcio impede o vazamento de auxinas, protetoras do tecido,
para o meio nutriente (TRIPANTHI & STONIER, 1971), citados por NEMETH (1986).
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Melhores resultados estdo sendo consequidos com diluigées dos macroelementos em
meios de enraizamento (QUOIRIN et al. 1977, SKIRVIN et al. 1980, HAMMERSCHLAG
1982), citados por NEMETH (1986).

Enraizamento bem sucedidos na maioria das frutiferas mostram que as
vitaminas do MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) sdo apropriadas.

O mecanismo de agdo do acido ascérbico, um comum antioxidante e
antiescurecedor do meio de cultura ao redor do tecido (SKIRVIN & CHU 1977, ANCORA
et al. 1982, citados por NEMETH, 1986), até o presente momento n&o é conhecido.
Também atua na brotag&o dos explantes no meio de crescimento (SHARMA & CHANDEL,
1992).

Reducéo da sacarose para 10-15 g/l foi benéfico para algumas espécies
(AYNSLEY 1978, LEPOIVRE 1978, SRISKANDARAHAJ & MULLINS 1981, ZIMMERMANN
1983, citados por NEMETH, 1986). A maioria dos experimentos s&o conduzidos com 20-30
g/l de sacarose no meio, para manutengdo da fonte de energia e como agente osmético.

O pH do meio pode variar dependendo da espécie cultivada "in vitro", além
de sofrer mudangas com o decorrer do tempo, com as concentragbes de nutrientes e com
as taxas de crescimento das plantas (LEIFERT et al. 1992).

Estimulag&o ou inibicdo da indugéo de raizes por compostos fendlicos &
devido as suas interagées com auxinas. Atencéo especial tem sido dada ao florizin e ao
floroglucinol desde que JONES (1976) reportou a estimulag&o do broto e formagéo de
raizes em magcas. O efeito sinérgico entre auxina e floroglucinol é influenciado também por
luz, mas n3o pela temperatura entre 22-29°C (NEMETH, 1986). O papel principal desses
compostos seria auxiliar na manutengéo de elevados teores enddgenos de IAA, agindo
como substrato alternativo para a IAA-oxidase, além de estimular a sintese de |IAA
(GRATTAPAGLIA & MACHADO 1990).

A concentragdo de agar nos experimentos de enraizamento variam de 0
(meio liquido) & 0,9%, usualmente é de 0,6-0,8%. Diminuindo-se a concentragdo de agar
faz-se a viabilidade dos nutrientes e hormdnios melhorar, mas aumenta-se a evaporagao
da agua do meio (NEMETH 1986, DEBERGH & MACHADO 1991) e os problemas com
vitrificacdo (GASPAR et al. 1982, PAQUES 1991).

A utilizagio de carvao ativado no meio de cultura é indicado para absorg&o
de inibidores de crescimento, promogdo de raizes, absorgéo de fenois produzidos por
tecidos seccionados, absorcdo do 5-hidroximetilfurfural produzido pela sacarose
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autoclavada, de impurezas do agar, e do etileno da fase gasosa das culturas. Também
absorve componentes do meio, tal como, vitaminas, acido ascérbico, citicininas e auxinas
(NEMETH, 1986).

Trabalho recente concluiu que o carvao ativado estimulou a hidrélise da
sacarose durante a autoclavagem. Mais de 95% da sacarose autoclavada com 1% de
carvao ativado foi transformada em frutose e glucose. As consequéncias para 0 meio de
cultura de tecidos foram: diminui¢do do pH, principalmente devido as reagbes especificas
da frutose; diminuicdo da rigidez do meio gelatificado e aumento do potencial osmético,
em funcéo da formagéo de frutose e glucose (DRUART & De WULF,1993).

A fixacéo de auxina pelo carvdo atua beneficamente no alongamento de
raizes que crescem rapido com boa ramificagéo, mantendo uma cor mais clara do que
quando expostas a luz (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990).

Os reguladores de crescimento de plantas, também conhecidos como
fitohormonios, s&o substancias quimicas envolvidas no controle do desenvolvimento de
plantas. O uso desses hormdnios tem sido questionado ultimamente, pois os componentes
reguladores do crescimento ndo séo necessariamente sintetizados nos seus sitios de
acao.

Segundo NEMETH (1986), & comum 0 uso na micropropagacéo, da auxina
natural IAA e das auxinas sintéticas NAA e IBA para enraizamento. Auxinas sozinhas ou
com citocininas, GA3, ABA e fendlicos exercem efeitos principalmente nas fases de
indugio e iniciagao dos primdérdios radiculares.

De acordo com LIEVENS et al.(1989), a presenga de IBA (2 mg/l)
combinado com tratamento no escuro por 10 dias, permitiu a obtengéo de uma taxa de
enraizamento de cerca de 30% para Anacrdium occidentale L.

Ja D'SILVA & D'SOUZA (1992), o meio de enraizamento de caju que
obteve melhores resultados foi o suplementado com 2,9 micromoles de IAA e 4,9
micromoles de IBA.

O meio basico para micropropagagéo do cajueiro € o MS ou variantes
deste. O meio Schenk & Hildebrandt foi utilizado por LEVA & FALCONE (1990) com bons
resultados.

HALDEMAN & McKAMY (1987), observaram que o componente ativo do

benomyl, 2-benzimidazole carbomic acid metyl ester, se degrada quando autoclavado.
Testes com explantes de arvores no campo serdo conduzidos com fungicida filtrado
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(Benomyl) em concentragdes de 1 a 4 g/l e antibidtico filtrado (Rifampicina) em
concentragdes de 5 a 15 g/l.

A cultura de tecidos de plantas também requer luz, mas em menor grau,
para manter os processos morfogenéticos. A luz exerce influéncia através de trés
pardmetros: fotoperiodo; intensidade e qualidade do espectro. A luz nem sempre é
benéfica para a iniciagéo do enraizamento e desenvolvimento de raizes. Dependendo da
espécie, a utilizagdo de luz, ou do escuro na etapa inicial de enraizamento pode ser
fundamental para o sucesso desse estadio (ECONOMOU & READ 1987, NEMETH 1986).

Segundo DEBERGH (1991), o mais importante fator controlador do
sucesso na transigéo de plantas ou brotos de condigdes "in vitro" para "in vivo" sao as
qualidades intrinsecas da planta.

O processo de aclimatizagdo das plantulas enraizadas de cajueiro,
segundo trabalhos anteriores realizados no CENA, apresentou problemas de adaptagao
dos explantes. A utilizagdo de vermiculita "in vitro", resultou em plantulas necrosadas e
mortas. A técnica obteve baixa eficiéncia.

Trabalhos recentes utilizando a técnica de hidroponia com solugéo

nutritiva de JOHNSON (JOHNSON et al.,1957) estdo sendo conduzidos no CENA, com
6timos resultados.
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4. MATERIAL E METODOS

1) Estao sendo utilizadas, neste projeto, sementes de plantas matrizes com
boa produtividade, pertencentes ao Centro Nacional de Pesquisa de Caju, (CNPCa),
EMBRAPA, em Fortaleza.

2) Os meristemas sao excisados a partir de gemas apicais e gemas laterais
de plantulas originarias das semeaduras realizadas em caixas de madeira com vermiculita.

3) Para desinfeccdo dos explantes (meristemas), é adotada tecnologia ja
estabelecida pelo bolsista, na qual consiste em: a) tratamento répido com alcool (70%);
b) imersdo das gemas apicais e laterais, por 5 e 15 minutos respectivamente, em solugéo
de hipoclorito de sédio (2:1) e Tween-20 (0,05%).

4) O meio de crescimento de meristemas é constituido basicamente dos
seguintes componentes:

-macro e micronutrientes do meio MURASHIGE & SKOQG;

-vitaminas (mg/l):

meso-inositol 100,0
tiamina 0,2
piridoxina 1,0
acido nicotinico 1,0

-horménios (mg/l): experimentos ja realizados comprovam melhores resultados
com BAP (benzilaminopurina) na concentrag&o de 1,0 mg/l.

-sacarose 30,0 g/l
-agar-agar 7,04/l
-carvéo ativado 2,5¢ll

O pH inicial do meio é ajustado a 5,7 a 5,9.
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5) O meio de enraizamento é constituido basicamente dos sequintes
componentes:

-metade de macro e micronutrientes do meio MS

-vitaminas (mg/l):

meso-inositol 100,0

tiamina 0,2

piridoxina 1,0

acido nicotinico 1,0
-horménios:

NAA (acido naftalenoacético) ou
IAA (acido indolacético) ou

IBA (acido indolbutirico)

todos na concentragdo de 0 a 3 mg/|

-sacarose 10,0 g/l
-agar-agar 7,0 g/l
-carvao ativado 2,54l

O pH inicial do meio é ajustado a 5,7 a 5,9.
6) Os antioxidantes utilizados s&o:

-acido ascorbico filtrado nos meios de crescimento e enraizamento na
concentracdo de 100 mgl/l.

-cisteina filtrada na repicagem dos explantes na concentragéo de 100 mg/I.

7) As plantulas enraizadas s&o removidas para potes plasticos com solugao
nutritiva de JHONSON diluida a 1/10, com sistema de arejamento.

8) Apds crescimento suficiente das raizes, as plantulas s&o removidas para
vasos com terra preparada (6 terra : 3 estérco : 1 areia).
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5. DADOS E CONCLUSOES

5.1. Fontes de explante e contaminacao

Ao decorrer do projeto as gemas apicais apresentaram bom desempenho
como fonte de explante. Isso, porém, sé foi comprovado apoés varios experimentos, quando
houve uma mudanga na manipulagdo das gemas. Alguns foliolos de cerca de 3-4 mm de
comprimento foram mantidos recobrindo o meristema apical, ao invés de serem todos
retirados. Observa-se que esse foi um dos fatores que contribuiram para o bom
desenvolvimento inicial dos explantes. Por outro lado, devido a essa maior quantidade de
tecido mantida junto ao meristema, notou-se maior taxa de contaminagéo dos meios de
cuitura.

Houve também uma dificuldade grande em contornar a contaminagao
encontrada quando séo utilizadas gemas laterais como explantes. Apesar de mostrarem
bom potencial, esse n&o foi aproveitado devido ao insucesso na sua desinfec¢do. Método
recentemente desenvolvido pelo bolsista, ja descrito acima, diminuiu a taxa de
contaminagdo de 70-100% para 15-35%.

O problema de contaminagdo foi acentuado proporcionalmente ao
aumento da idade do material coletado em estufa. Testes preliminares realizados com
explantes retirados de uma planta adulta, demonstraram a necessidade de se determinar
uma metodologia eficaz de desinfec¢do desse tipo de explante. Como o objetivo do
trabalho é a propagacéo vegetativa "in vitro" de plantas adultas de cajueiro, torna-se
latente tal necessidade.

A necessidade de autoclavar a vermiculita, utilizada nas caixas de
semeadura dos frutos de caju, esta sendo revista, uma vez que, nao se usa mais terra
nesta operagéao.

Os melhores resultados foram obtidos com a utilizagdo de explantes
coletados de plantas jovens ( até 30 cm), em boas condigbes de fitossanidade e de
nutricdo. Assim, as mudas, na casa de vegetagéo, devem ser adubadas e pulverizadas
com fungicidas e inseticidas periodicamente.

O experimento G, utilizando meio de cultura liquido, sem carvao ativado,
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sob agitac@o, no escuro, a 25°C por 14 dias foi realizado com a finalidadede testar nova
metodologia, mais econdmica, na fase de estabelecimento da cultura, uma vez que, os
explantes contaminados ou oxidados seriam descartados com menor volume de meio.

Mais experimentos como este devem ser realizados, utilizando meios com
50% da concentragdo normal do MS.

A calibrac&o do pH da solugéo desinfetante para condigGes acidas (pH <
7,0), foi testado com resultados negativos. Os explantes sofreram um processo de
oxidacdo quimica das paredes celulares, proporcionando maiores taxas de oxidagéo
prematura em condigdes "in vitro". N&o houve redugéo da taxa de contaminag&o, porém,
deve-se realizar mais testes variando tempo de imersdo e concentragéo da solucao
desinfetante.

O experimento J, conduzido com a utilizagédo do fungicida benomyl
(Benlate), em concentragdes de 1 a 4 g/l e o antibiético Rifampicina filtrado na
concentracdo de 5 g/l, ndo mostrou eficiéncia no controle da germinag&o. Uma das
causas provaveis do insucesso, foi a autoclavagdo do benomyl, o 2, benzimidazole
carbomic acid metyl ester é termo-instavel, além da baixa concentrag&o utilizada do
antibiético. Também foi observado um aumento da oxidag&o dos meristemas causado pelo
excesso de fungicida, ndo dissolvido, no meio de cultura. Tais problemas poderéo ser
contornados com a utilizagdo de concentragdes maiores de Rifampicina, ou outro
antibidtico, e filtragem do fungicida Benomyl.

5.2. Oxidacao

No inicio dos trabalhos, a oxidagéo foi um problema dificil de ser superado.
Recentemente comegamos a obter bons resultados com o uso do &cido ascorbico filtrado
na concentragdo de 100 mgl/l.

A incubacéo inicial no escuro a baixa temperatura, trocas periddicas do
meio de cultura, a cada 15 dias, com limpeza das partes oxidadas utilizando estilete de
vidro, em solucdo antioxidante de cisteina 200 mg/l, e a presenca de carvéo ativado,
escurecendo o meio evitando a agdo oxidativa da luz, demonstraram ser co-fatores na
superacgdo da oxidagdo. Problema esse que parece ser causado pelos altos teores de
polifenol tanino na planta do cajueiro.
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Convém apontar que, a oxidagao somente tem causado a morte do broto
nos seus estadios iniciais de desenvolvimento. A partir de um certo momento (duas folhas
desenvolvidas), pode limitar o crescimento ou inibir o enraizamento.

Experimento colocado sob condi¢gbes de 10 dias de escuro, a 17°C e 15
dias na sala de vegetacgdo (25°C), sem luz, provocou um estiolamento dos explantes,
resultando em bons restados nesta etapa de estabelecimento de cultura. O problema
encontrado foi a oxidag&o de meristemas apds a exposicéo a luz por 12 horas/dia.

5.3. Enraizamento

Como citado no item anterior, observou-se que um dos fatores que
contribuiu para o enraizamento foi o carvao ativado, impedindo o acumulo de compostos
oxidados na base das plantulas, evitando a agdo oxidativa da luz e absorvendo
substancias toxicas do meio (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990).

O meio MS com horménio IBA 1,0 mg/l e 15 g de sacarose, proporcionou
um bom enraizamento, porém foi preciso manter a plantula nesse meio de cultura apenas
por duas semanas, pois um periodo causou necroses nas folhas. Interessante notar que,
em algumas ocasifes, somente com o desenvolvimento normal do explante, ocorreu
enraizamento, sem a necessidade da auxina exdgena. Isso comprova o que
GRATTAPAGLIA & MACHADO (1990) relatam. Observaram que as zonas produtoras de
auxina ndo sdo propriamente os meristemas, e sim os primérdios foliares e as folhas em
expans&o. Isto poderia explicar a razéo pela qual a auxina n&o € muito necessaria quando
gemas maiores s&o utilizadas para cultivo. Justamente o que passou aser realizado mais
recentemente, proporcionando um melhor enraizamento e possibilitando a transferéncia
das pléntulas para o solo.

Ressaltamos ainda que a porcentagem de enraizamento nos ultimos
experementos ndo é muito expressiva (10-20%), devido as taxas ainda altas de
contaminag¢do. Porcentagem essa, que seria maior caso fosse calculada levando-se em

conta apenas os explantes, ndo contaminados, que desenvolvessem no meio.
Deve-se realizar outros experimentos utilizando variagdes nas

concentragdes de IBA, e utilizando conbinag¢des de auxinas como realizados por D'SILVA
& D'SOUZA (1992), e pelo estagiario (experimento E).
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Observamos que com o aumento da concentracdo de auxinas deve-se diminuir o
tempo de cultivo neste meio de enraizamento. Meios de cultura com mais de 1,5 mg/i de
IBA , ndo devem ser utilizados por mais de 14 dias.

5.4. Transplante e Aclimatizac&o

Trés fatores tém sido detectados como decisivos para o sucesso da
aclimatizacao das plantulas de cajueiro: 1) étimo desenvolvimento de raizes antes do
transplantio; 2) umidade relativa do ambiente; 3) substrato de transplantio que combine
uma boa retencé@o de umidade, com drenagem e aeracéo do sistema radicular.

A morte das plantulas transplantadas ao solo, apds um periodo de
aclimatizag&o "in vitro", com vermiculita autoclavada, foi causada por um ineficiente
controle da umidade ambiental, como também, um solo que ndo proporcionou uma
drenagem e aeragéo adequadas. Experimentos mais recente estdo sendo conduzidos com
a utilizagdo de solugbes nutritivas na fase de aclimatizagéo. Bons resultados obtidos
mostram que tal metodologia podera a ser empregada em programas de obtengéo de
mudas micropropagadas de cajueiro (experimento B). Mais experimentos deverdo ser
realizados com a obteng&o de melhores plantulas enraizadas.
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ENTREVISTA REALIZADA COM O PROF. DR. JOAO LUCIO DE AZEVEDO
DIRETOR DA ESALQ - GESTAO 1994
10 DE JUNHO DE 1994

1. Objctivo:

Conhecer com maiores detalhes a implantagio do Nucleo de Apoio a Biologia Celular

¢ Molecular na Agriculiura (RIOCEMA).

2. Conclusdes:

e O Niicleo de Apoio A Biologia Celular e Molecular na Agricuttura (BIOCEMA) foi
implantado na ESALQ em 1986, supervisionado pelos professores pesquisadores Carlos
Alberto Labate ¢ Luiz Lehmann Coutinho, com o propésito de integrar os diversos
pesquisadores envolvidos na area distribuidos nos diversos departamentos do campus, pois

estes ndo apresentavam objetivos em comum.

¢« O BIOCEMA nio cumpriu seus objetivos, uma vez que a UJSP ndo demonstra interesse

em investir na drea agropecuaria,



ENTREVISTA COM O PROF. DR. LUIZ LEHMANN COUTINHO
PROF. TITULAR DO DEPTO. DE ZOOTECNIA
15 DE JUNHO DE 1994

1. Objctive

Conhecer com maiores detalhes a implantagio do Nucleo de Apoio a Biologia Celular

e Molecular na Agricultura (BIOCEMA).

2. Conclusdes

e A TSP niio apdia mais Centros de Pesquisa ¢ sim Nucleos de Apoio a Pesquisa.

& A criagio do BIOCEMA teve por objetivo unir forgas para organizar cursos, simp0sios e

formecer treinamento na areca de Biologia Celular ¢ Molecular.
e A proposta quando enviada 3 USP sofreu fortes criticas, consideradas infundadas.
e Uma das importincias do BIOCEMA seria a maior facilidade no recebimento de

investimentos por parte de empresas privadas, pois estas valorizam frabalhos

desenvolvidos em equipe.



Relatério refente a viagem ao Rio de Janeiro

Periodo: 3/05/95 a 6/05/95

Participantes: Flavio C. A. Tavares (tutor), Elaine C. Castelhano, Elizabeth
Bilsland, Fernando M. Sampaio, Gildemberg A. T.eal Jr., Irving I. Berger, Jefferson
W. de Gaspari, Juan Lucas Argueso G. de Almeida, Leandra M. Scarpari, Mauricio
P. Barbosa e Patricia Pompermayer.

Objetivos: entrar em contato com pesquisadores e instituigBes de destaque
bem como favorecer a integragio entre os membros do grupo.

Visitas realizadas:

*Jardim Botdnico:

Local onde o Grupo pdde entrar em contato com diversas espécies vegetais de
interesse agrondmico, ornamerital, medicinal ¢ florestal.

Além do aspecto botnico, o parque dispSe de importantes marcos historicos,
como, por exemplo, a antiga sede do Engenho Nossa Senhora de Conceigdo da
Lagoa.

*Instituto Bio-manguinfios:

No Instituto, o Gnico produtor de vacina contra febre amarela da América
Latina (80% da produgio mundial), o Grupo acompanhou a fabricagio da mesma.

A matéria prima basica para sua produglo, s¥o ovos de galinha embrionados.
Os mesmos sdo produzidos sob condi¢des assépticas pela Granja Resende (MG).
Quando chegam ao Instituto, passam por uma desinfecglio superficial antes de serem
encubados a 37°C por 9 dias. Apos esse periodo os mesmos sfo inspecionados para
verificagiio da viabilidade dos embrides. Os ovos que passarem por essa seleglio sdo
inoculados com lotes sementes de estirpes atenuadas do virus causador da doenga,
sendo entfio encubados por mais 72 horas. Depois desse periodo, os embrides sdo
colctados, homogencizados até a formagio de uma polpa cmbridnica. Esta ¢ cntio
cenfrifugada para que o sobrenadante possa ser liofilizado. Este produto é entdo
cmbalado, rotulado ¢ cnviado aos postos de satde. Para que o mesino scja utilizado,



deve sofrer diluigio em solugio salina. Em geral, cada pastilha produzida pela
liofilizagdo, dissolvida em 25ml, equivale a cinquenta doses.

*Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ):

Departamento de Imunologia:

O grupo foi recebido pela Dra. Marisa Morgado, chefe do Departamento, a
qual apresentou as linhas de pesquisa sobre a Leishmaniose e o virus HIV, realizadas
no mesmo. Foi salientada a importdncia das diferentes estirpes do virus na fabricagdo
de vacinas e diagnostico da doenca. Isso ocorre, pois, devido A grande variabilidade
da alga "V", vacinas desenvolvidas segundo os méiodos convencionais para algumas
estirpes podem nfo scr cficicntes contra outros. Além disso, pacientes diagnosticados
como soro negativos podem apresentar a doenga. Por esse motivo, o Departamento
realiza intensas pesquisas quanto aos tipos predominantes de HIV presentes no Brasil
e restante da América Latina, que muito diferem das proporgSes que ocorrem nos
EUA, Europa e principalmente em regides da Afiica, onde a doenga apareceu a mais
tempo.

Laboratério de Biologia Celular:

Neste laboratério, quem recebeu o Grupo foram as Dras. Ielene Barbosa e
Maria Nazaré Meireles. A primeira apresentou ao grupo as principais linhas de
trabalho e alguns dos artigos publicados nos ultimos anos pelos membros do
Departamento. A principal linha de trabatho apresentada foi a de claboragio de
modelos de infecgiio do Tripanossoma cruzii em fibroblasto de misculo cardiaco de
embrides, sendo esssas células cultivadas in vitro. Toram apresentados os
mecasnismos de invaslo celular e destruigio de miofribrilas, alteragfio na
conformagiio dos vacuolos ¢ saida do RNA do ntcleo. Com carater ainda mais
ilustrativo, a Dra. Maria Nazaré Meircles simulou o preparo de amostras de
Toxoplasma (emblocamento, coloragiio e microtomia) para sua posterior andlise em
microscopio cletrénico, o gual pdde sert manipulado pelos membros do Grupo.

Departamento de Parasitologia:

O Grupo foi recebido pela Dra. Pairicia Azambuja, a qual trabalha com o
modelo patdgeno-vetor da Doenga de Chagas. S3o mantidas no laboratério criagdes
dos percevejos Oncopelcus sp. e Barbeiro. O primeiro é fitéfago, podendo ser
alimentado com os mais diversos materiais (no caso, o que ¢ utilizado é girassol
moido), além do fornecimento de dgua em abundincia. Esta espécie niio ¢ exigente
em temperatura, assim, o Unico cuidado especial para a procriagio é a necessidade de
camudos de gaze ligeiramente inclinados para a postura de ovos. A finalidade dessa




criagiio é o estudo da hioquimica, controle neuroenddécrino, fisiologia, controle
hormonal e os efeitos de sustancias exiraidas de plantas sobre seu desenvolvimento e
reprodugio (fases do desenvolvimento, mecanismos de alimentagio ¢ postura)

A criagiio do Barbeiro, além das finalidades citadas para o Oncopelcus sp. ,
visa o estabelecimento de um modelo mais elaborado das inleragdes paldgeno-vetor,
de fundamental importancia para o controle da doenga. Devido ao comportamento
hemaiéfago da espécie, sua criagio ja é um pouco mais complicada, pois implica
num sistema de alimentagfio especial, a qual pode ser através do contato direto dos
percevejos com as orelhas dos coelhos mantidos no laboratorio ou através do
fornecimento de sangue (humano, ovino, caprino, avicola, etc..) por meio de
alimentadores especiais chamados de “mamadeiras”. Além das maiores exigéncias
quanto 4 alimentagfio, os barbeiros necessitam também de um maior controle da
temperatura, para que possa ocorrer a postura e eclosio dos ovos.

Departamento de Bioquimica e Riologia Molecular:

O Grupo foi recebido pela chele do Departamento, a Dra. Iara Cseko, a qual
apresentou algumas das linhas de pesquisa desenvolvidas nos laboratorios.

Sob sua responsabilidade, esta sendo desenvolvido um projeto para estudo do
mecanismo reprodutivo da Leishmania sp. intramacrdfago ¢ as proteinas atuantes
nesse estagio, para poder interferir no processo e, futuramente, através de transfecgdo
ou mutagdo gerar uma vacina para a Leishmaniosc.

Outro estudo importante desenvolvido no mesmo laboratério é com relacio a
fitormonas, que sfo tripanossomatideos que infectam muitas plantas, enire elas a
mandioca e o dend8. Devido 2 transmissfio da doenga se dar por insetos vetores, sua
disseminagfio é muito rapida e se torna fator limitante para a produgio das espécies
vegetais na regifio endémica. O trabalho no laboratério estd sendo realizado com
estirpes isoladas de tomate, nas quais esta sendo constatada a presenga de uma rede
especial de DNA na mitocdndria Gnica de cada microrganismo. Essa rede ¢ composta
por um DNA circular grande e varios mintsculos (cerca de 1400pb), os quais tem a
finalidade de editar o RNA feito a partir do DNA circular grande. Eles podem ser
digeridos com cnzimas dc restrighio ¢, através da corrida ¢ andlisc de géis, possibilitar
a formac#io de um padro para diferenciagiio de linhagens, ou podem ser usados para
PCR ¢ sequenciados.

Sob a responsabilidade do Dr. Ricardo Garlei, estiio projetos de estudos dos
virus da dengue e febre amarela bem como trabalhos em biologia molecular de vetor
da malaria. O Dr. Carlos Moréu pesquisa o diagnéstico da doenga de chagas por
PCR, principalmente na forma cronica. O Dr. Giovane Dessimone realiza
sequenciamento, modelagem ¢ sintese de peptideos, o que ¢ extremamente importante
para trabalhos com biologia molecular.

No laboratério do Dr. Wildegrav, estuda-se os componentes genéticos do
cAncer de mama, o diagnéstico de Leishmaniose ¢ produz-ge insumos para biologia




molecular, como Tag-polimerase e enzimas de restrigio. Além dos pontos
apresentados, o pesquisador merece especial destaque por estar envolvido no Progeto
Genoma. Outro pesquisador do Departamento é o Dr. Samuel Goldemberg, que
estuda o ciclo do Tripanossoma cruzi e as enzimas do sen metabolismo para a
produgio de quimioterapicos através da modelagem de proteinas.

Conclusoes:
retorno a fiocruz
divulgagiio de cursos rapidos



PROGRAMA DE ATIVIDADES
No periodo da manhi serdo realizadas palestras sobre:
-Desenvolvimento de trabalho em equipe
Palestrante: representante do Projeto DRI
-Processo de selegiio ¢ perfil do profigsional desejado pelas empresas.
Palesirante: Maria 1Luiza Nascimento.
-Experiéncias de um ex-bolsista PET.

Palesirante: Luiz Henrique Conti.

No periodo da tarde haverdo discussfes internas do Grupo, seguindo a
ordein exposta na Pauta de Discussoes.

Cada um dos itens propostos para discussio serd de responsabilidade de um

bolsista, o gual fara uma exposicio inicial, seguido por um debate por todo o Grupo.

PAUTA DE DISCUSSOES
1) Avaliagiio qualitativa do Grupo.
2) Avaliagdo do que foi feito e o que foi proposto para 1994,

3) Compatibilidade cnirc as Onicniactes Bésicas do PET-CAPES ¢ o Programa
Anual do PET-BIOTECNOLOGIA.

4) Formas de Interacdo do Grupo com o corpo docente e discenie ¢ a participacio
do Grupo para a meihoria do ensino de graduagio.

5) Estdgio - como deve ser, quais os objetivos, acompanhamento do Grupo, efc.
6) Extensdo - divulgacio do PET e da Biotecnologia dentro e fora da ESALQ.

7y Compatibilidade entre o Programa PET e o profissional desejado pelas

empresas.

8) Peifil do candidato desgjado para o PET, bem como sugestoes para methorar o

processo de sclegio.

9) Sugestdes para aprimorar a qualidade do desempenho do Grupo visando torna-

o mais cficiente ¢ eficaz.

10) Plancjamento de atividades para 1995/96 confrontando com os objetivos do
PET.

11) Metodologia de acompanhamento inierno.

12} Elaboragdo de um Regimentoe Interno para o PET - Biotecnologia.
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II1 CURSO DE ATUALIZACAO EM
BIOTECNOLOGIA

Programa :

8:30 -9:00 Inscrig¢des

9:00-9:15 Abertura

9:15-10:15 Biotecnologia na Fleischmann - Royal
Sr. Neil Hamilton Jr.
Eng. Pesquisa e Desenvolvimento

10:15-10:45  Intervalo

10:45-11:45  Biotecnologia na ALLTECH do Brasil
Sr. Aidan Connolly, Diretor

11:45-14:00  Intervalo para almogo

14:00 - 15:00  Biotecnologia Vegetal na Monsanto
Sr. Alexandre Kossoy
Rep. Desenvolvimento de Produtos
15:00 - 16:00  Biosseguranga no Brasil
Dr. Elibio Rech, CENARGEN - EMBRAPA
16:00-16:30  Intervalo
16:00 - 18:30  Mesa Redonda: "Liberagdo de Produtos
Transgénicos"
Coord.: Dra. Maria Lucia C. Vieira

Grupo PET - BIOTECNOLOGIA:

Elisabeth Bilsland

Irving Joseph Berger
Jefferson Willians de Gaspari
Juan Lucas Argueso

Luciana Viriato Saboya
Mario Cesar Sesso

Patricia Pompermayer

Paula Marques Meyer

Tutor: Prof. Dr. Flavio Cesar Almeida Tavares



PROGRAMA ESPECIAL DE TREINAMENTO EM BIOTECNOLOGIA

A CAPES possui espathados pelas mais destacadas unidades de ensino superior do
Brasil cerca de 300 grupos PET. O Programa tem por objetivo formar, dentro destas
escolas, profissionais diferenciados, com uma visdo critica e aprofundada da ciéncia. Os
bolsistas PET/CAPES desenvolvem atividades que estimulam o trabalho em grupo, a
capacidade de lideranga e O desenvolvimento intelectual.

O Grupo PET-BIOTECNOLOGIA foi instituido na ESALQ/USP no ano de 1988,
no Departamento de Genética. Desde entio, o Grupo desenvolve uma série de atividades
visando atingir os objetivos do Programa, inchiindo participagio em cursos e COngressos,
apresentagao de semindrios, estudo dirigido, extensao universitéria, trabalhos de iniciagao
cientifica, etc.

Uma das atividades do Grupo que tem tido maior repercussio sobre a comunidade
do campus e também de outras instituigdes ¢ a realizagdo anual do Curso de Atualizagao em
Biotecnologla. Em sua terceira edigdo, o curso pretende apresentar uma visio empresarial
da Biotecnologia, diferente daquela normalmente exposta nas salas de aula, Através deste
enfoque objetivamos despertar 0 interesse dos estudantes por um ramo de atividade que,
infelizmente, ¢ visto desvinculado da produgéo e do mercado de trabalho. Em pesquisa
realizada dentro do campus “Luiz de Queiroz” pelo Grupo PET-BIOTECNOLOGIA,
contatou-se que os graduandos associam a Biotecnologia apenas a pesquisa € ao meio
académico, desconhecendo o aspecto econbmico do setor, no Brasil e no exterior.

Reflexo da perplexidade do meio discente diante do impacto que 2 Biotecnologia
gera sobre a sociedade, foi a pouca repercussao que produziu a liberagao pelo FDA do
primeiro produto transgénico no mercado para consumo humano, a variedade de tomateiro
"Flavr Savr”, da CALGENE, EUA. Este fato foi motivo de muitas discussoes, debates €
matérias nos mais importantes veiculos de comunicagao internacionais, nao apenas no meio
cientifico. Consideramos que questdes cOmMO bioseguranga e liberagao de produtos
transgénicos devem ser amplamente discutidas, no meio académico e fora dele, devido ao
grande impacto que este assunto causa na sociedade como um todo. E obrigagéo do Grupo
PET incentivar este tipo de debate, uma vez que, de agora em diante, estas questdes serao
cada vez mais frequentes devido a rapidez com que as inovagdes estao surgindo.

A Mesa Redonda intitulada “Liberagéo de Produtos Transgénicos” visa discutir esse
assunto de forma mais ampla possivel. Para tanto foram convidados diversos setores
envolvidos com o problema: representantes da iniciativa privada, expondo uma visdo
empresarial; do meio académico, apresentando os riscos e beneficios e um advogado
mostrando os aspectos legais envolvidos.

A definigdo de regras para o uso criterioso da Tecnologia do DNA Recombinante €
o maior incentivo que as empresas podem ter para investir em produtos dessa categoria,
gerando beneficios incalculaveis para a humanidade. Deste modo, as pesquisas serao
norteadas em fungéo das regras estabelecidas, correndo menor risco de investimento em
produtos no aceitdveis ou seguros. Precisamos de um posicionamento claro no que se
refere aos aspectos éticos, legais e cientificos, antes que tenhamos que remediar os
problemas que surgirao.



BIOTECNOLOGIA NA ALLTECH DO BRASIL AGROINDUSTRIAL

Sr. Aidan Connolly
Diretor da Alltech do Brasil

Uma panordmica das técnicas, processos e produtos oferecidos para tentar resolver
os problemas da produgdo animal no presente e no Sfuturo.

Em uma entrevista recente se comentava que 17 anos depois do principio da era da
biotecnologia, existem na atualidade 1.200 empresas com um total de 80 mil empregados. Se ¢
certo que a indistria estd dominada por aqueles que tém objetivos terapéuticos (66%), nio
podemos nos esquecer que um clarissimo 9% esta ocupado pelo setor agropecudrio com vendas
em 1992 estimadas em um pouco mais de 1 bilhdo de dolares. E nesse 4mbito da agricultura onde
foram realizados os avangos mais significativos, ainda que 0s menos atrativos.

Nossa propria empresa, criada em 1980, ¢ possivelmente um exemplo tipico das muitas
novas empresas que comegaram. Aproximando-nos de nossos 14 anos de vida, este "adolescente”
emprega agora 250 pessoas ¢ exporta produtos a 60 paises em todo o mundo. A pesquisa €
desenvolvimento se concentram em dois centros de biociéncia, € muito em breve sera inaugurado
o terceiro centro na China. A compania, orientada ao mercado através de seu proprio centro
internacional de marketing, encontra-s¢ em contato com 0S desenvolvimentos basicos desse
campo e possivelmente estd qualificada a fazer especulagbes sobre a diregdo que vai adotar a
inddstria.

O impacto da biotecnologia na alimentagdo animal tem sido muito significativo, tal como
revela qualquer revisdo dos temas debatidos recentemente em COngressos sobre produg@o animal.
Abundam titulos como os seguintes:

- Imunomodulagio - Biocatalizadores enzimaticos

- Hormbnios de crescimento - Cepas de cultivo de levedura especificos para dicta
- Absorventes da Aflatoxina - Fatores de tolerincia a glicose

- Leveduras do cromo - Selénio-Metionina

- Controle da contaminagdo - Proteinatos minerais

O leitor nio informado poderia pensar que ministrar vitaminas, minerais e gorduras ja
ndo ¢ interessante para os nutricionistas atuais. Mas esta bem claro que ndo ¢ assim, € certo que a
atengdo se ha desviado a outros horizontes e seguira fazendo a medida que a nova ciéncia da
biotecnologia nos permita resolver problemas potencializando ao mesmo tempo a produtividade €
reduzindo a contaminagéo.

O duplo papel das agéncias reguladoras que permitem a utilizagdo de um novo produto,
como ocorre no caso da recente aprovagio do BST, ou limitando o uso de outro antiquado como
a selenita sodica, também merece nossa atengdo. Por conseguinte, uma revisdo sobre o impacto
da biotecnologia na produgdo animal é muito adequada. Apesar disso o campo € tdo grande que
seria impossivel pensar em todos e em cada um dos avangos realizados até esta data. Por
conseguinte, neste breve resumo citaremos apenas alguns dos temas mais importantes (Tabela 1).

TABELA 1. Alguns dos avan¢os mais importantes no campo da biotecnologia

- Acidos e peptideos baseados no Boro - Biomoléculas vegetais

- Imunomoduladores vegetais ¢ microbianos - Absorventes de toxinas

- Modificadores da microflora intestinal - Selénio orgénico

- Cromo organico - Cultivos de leveduras especificos para dieta
- Enzimas especificas para substrato - Ligantes de gases nocivos

- Fontes de proteinas ideais

Aminodcidos Baseados no Boro
A quimica do carbono pode ser chamada de quimica da vida, pois o carbono ¢
fundamental para a nossa existéncia. Quando se combina com o nitrogénio, o hidrogénio ¢ o



oxigénio, esse elemento constitui as moléculas mais basicas para a vida, como os aminoacidos, as
proteinas ¢ os acidos nucléicos.

Apesar disso, nos ultimos anos os cientistas comegaram a pensar em um elemento que se¢
encontra proximo ao carbono na tabela periodica dos elementos, o Boro. Tanto o boro como o
carbono formam compostos simples com o hidrogénio. Se por uma parte é estruturalmente
similar ao metano, o hidreto de boro tem uma cdrga negativa global ¢ ¢ particularmente sensivel a
hidrélise em 4gua formando o &cido boricé. Contudo, os avangos realizados recentemente
superaram esta carga negativa e foram produzidas biomoléculas de boro que atravessam a
barreira da membrana muito mais facilmente que suas correspondentes do carbono.

Os novos analogos quadricoordenados do boro, como a boroglicina, demonstram possuir
efeitos anticancerosos e antibacterianos. Estes compostos indubitavelmente serdo de interesse
para a alimentagdo do gado a medida que nosso conceito de nutrigdo siga se ampliando.

Proteinas Ideais
Com os recentes avangos conseguidos na capacidade de produgdo de aminoécidos, como

a lisina, os nutricionistas presenciaram uma diminuigio espetacular no custo da formulagio que
inclui a lisina a niveis mais altos com um impacto direto na produtividade. Por outro lado, a
contaminagdo ambiental devido aos desperdicios nitrogenados foi reduzida. O aumento da
efetividade da lisina elevou-se a certo nivel em muitas dietas onde o uso se restringiu devido aos
seguintes aminoacidos limitados: Treonina e Triptofano.

Contudo, esta restrigio durara pouco ja que a biotecnologia esta se preocupando agora
com a produgdo desses aminoacidos de formas menos custosas. E muito provavel pois que
vejamos muito em breve a utilizagdo sistematica na dieta desses trés aminoacidos sintéticos.

A 'disponibilidade desses aminodcidos levanta também a questdo de se deveria ou ndo
ministrar-se alguns aminoacidos aos animais na forma de peptideos. Sabe-se que os peptideos sdo
biologicamente mais ativos que os aminoacidos para algumas finalidades; efetivamente, muitos
aminoacidos sio absorvidos na forma de peptideos. No futuro, gragas a um melhor entendimento
da atividade dos peptideos, ¢ possivel que seja mais adequado uma combinagdo de aminoacidos,
di, tri e tetrapeptideos devido tanto a sua agdo biolégica como nutricional. Muitas das agdes
hormonais que sio produzidas em nosso corpo estdo sob o controle desses peptideos, ¢ sabe-se
que os complexos minerais peptidicos sdo muito importantes.

Biomoléculas Derivadas das Plantas

O reino vegetal possui uma longa historia como fonte de farmacos uteis, que véo desde a
morfina e a codeina a medicamentos contra a leucemia derivados de alcaldides naturais e de
terpinas. Na atualidade se conhecem milhares de espécies vegetais e ainda assim, apenas uma
pequena porcentagem das mesmas tém sido examinada para a determinagdo de seu potencial no
methoramento do crescimento dos animais. Também vale a pena indicar que a perda de milhares
de acres de selva tropical significa que muitas plantas importantes talvez ndo possam mais ser
usadas em beneficio do homem.

Em nossa empresa estamos estudando uma planta que cresce no deserto, a Yucca
schidigera. Foi identificado um componente dessa planta que possui a capacidade de tamponar e
reduzir os gases nocivos como o amoniaco. O impacto desse acontecimento na industria tem sido
espetacular, cada vez existem mais empresas que utilizam esse material para reduzir
significativamente o nivel de amodnio, tanto nas unidades de estabulagdo como nas lagoas
anaerdbicas. Talvez o impacto mais espetacular que houve foi sobre aquelas zonas onde os
animais sio produzidos em altitudes consideraveis ¢ onde a ascite ¢ um elemento importante que
contribui para a mortalidade.

Contudo a aplicagio desta planta nio se limita & redugdo da ascite. Sua incorporagdo as
dietas de qualquer tipo, desde as dietas para suinos, para aves € para os animais de estimagio tem
levado uma melhoria no rendimento ¢ na satide. Como se calcula que a eficiéncia média do suino
pode ser reduzida até 0,2 unidade devido & prética da castragdo, o uso do extrato de Yucca
poderia ter um impacto econdmico significativo. Resulta sumamente atrativo pensar que talvez o
uso desse extrato de planta poderia contribuir para apaziguar nio somente aos defensores do




meio ambiente mediante a redu¢io na contaminagho, mas também aos defensores dos direitos dos
animais, melhorando as condigdes de vida dos mesmos.

Imunomoduladores

O controle dos patogenos intestinais tém sido durante muito tempo um objetivo dos
produtores de gado e dos microbiologistas. O métodos para conseguir 0 dito objetivo inclui a
utilizagdo de antibidticos, a acidificagdo da 4gua potavel e a exclusdo competitiva dos patégenos
utilizando pré-bidticos. Contudo mais recentemente tem se utilizado hidratos de carbono
complexos baseados na frutose, manose e galactose'para manipular a microbiota intestinal.

Como os hidratos de carbono dominam a superficie das células eucarioticas,
desempenham um papel importante na interagio celular. Entre os hidratos de carbono complexos
mais interessantes estudados recentemente estio os extraidos de Saccharomyces cerevisiae. O
agucar se chama oligossacarideo de manana e é constituido por uma cadeia longa de manana,
extraida da parede celular. Sabe-se que a parede da célula contém trés grupos importantes: um
polissacarideo de manose, um de glucose e uma proteina. A incorporagdo na ragdo do
oligossacarideo de manana tem demonstrado respostas de rendimento associadas a uma redugdo
dos problemas patologicos. Em psicultura, foi observado uma redugdo significativa da
mortalidade quando os peixes jovens sio submetidos & uma agfio bacteriana. Em suinos, é
reduzida a diarréia e é melhorada a eficiéncia da ragio. Também tem se observado melhora no
rendimento dos bezerros e dos frangos.

Ao buscar as possiveis razdes para essas melhoras, os pesquisadores tém demonstrado
que o oligossacarideo de manana atua em beneficio do animal de trés formas distintas: devido a
presenca da manose, ele € capaz de bloquear a colonizagdo de patogenos; a resposta imune n3o
especifica, se vé potencializada melhorando a resisténecia do animal as enfermidades; as bactérias
\iteis como as do acido latico e o Streptococcus contém um sistema enzimatico capaz de utilizar a
manana, proliferando em presenga da manose enquanto os patdgenos ndo o fazem.

Outra aplicagio do oligossacarideo de manana tem sido para reduzir o crescimento dos
mofos e fungos dos cereais.

Absorventes de Toxina
As recentes inundagdes ocorridas no meio oeste norteamericano, voltaram a dirigir as

atencdes dos nutricionistas para os mofos e especificamente para as toxinas produzidas pelos
mesmos. De especial interesse este ano sfo as fusariotoxinas nos suinos ¢ a aflatoxina nos
frangos. Quando no passado se deram niveis altos das ditas toxinas, uma observagio de campo
foi de que o cultivo de levedura tendia a aliviar os sintomas. Recentes estudos universitarios
indicaram que a parede celular das Jeveduras pode absorver as toxinas. Um estudo em que se
incorporou a ragdo niveis crescentes de aflatoxina demonstrou que os efeitos deletérios podem ser
contrabalancados mediante o uso de niveis crescentes de levedura. Ainda que o mecanismo de
agdo esteja por ser identificado, esta nova aplicagdo possui uma grande importancia comercial.

Selénio Organico

Poucos elementos podem suscitar respostas mais conflitantes que o selénio. Por um lado,
ele tem sido muito bem acolhido pelos nutricionistas humanos e pelos médicos como elemento
importantissimo na luta contra o cancer. E muito respeitado pelos nutricionistas animais pelo
impacto em varias fungdes fisiologicas, incluindo a fertilidade. Por outro lado, os orgios
reguladores dos Estados Unidos estdo preocupados devido as suspeitas de influéncias negativas
ao meio ambiente.

Ao setor agropecuario foi concedido um ano durante o qual deveria-se reduzir os niveis
de selénio presente na ragio de 0,3 para 0,1 ppm, independentemente de sua adequagéo a saude e
rendimento.

Com esta limitagdo, os cientistas tém buscado uma forma de selénio que seja mais
aceitavel pelas autoridades reguladores e que seja mais efetivo para os animais. O resultado foi o
desenvolvimento do selénio orginico em forma de levedura de selénio. Desta forma, o selénio
presente predominantemente como metionina de selénio parece ser de 4 a 6 vezes biologicamente

.



mais ativo que a forma inorgénica. Ao utiliz-lo em substituiglo & forma orginica, observa-se
melhoras na fertilidade e redug@o na mastite.

Levedura de Cromo

A levedura tem também contribuido para o desenvolvimento de aplicagdes de outro
mineral, o cromo. Ainda que se saiba que o cromo é um nutriente essencial, nunca foram
definidos os niveis exigidos do mesmo. Seu papel como fator de tolerdncia & glucose ¢ a
potencializagio da insulina tém suscitado muito interesse quando existe preocupagdo sobre a
fisiologia dos animais em engorda. Pensa-s¢ agora que o cromo ¢ limitante se considerarmos as
alteragdes na genética e a densidade da dieta que se tem produzido nos {iltimos vinte anos.

Proporcionar formas biodisponiveis do cromo e assegurar a seguranga (perdoando a
redundincia), sdo os dois objetivos primordiais na hora de adicionar o nutriente a dieta. O cromo
¢ considerado um metal pesado toxico. Se isso é certo para o cromo exavalente, cabe dizer que
somente o cromo trivalente possui agdo biologica como fator de tolerdncia a glucose, ¢ a
toxicidade do cromo trivalente ¢ pouco preocupante. Dispde-se apenas de fontes inorgénicas de
cromo, contudo o complexo de levedura de Cr+3 pode aumentar sua disponibilidade de 25 para
30%. As fontes de Cr+3 organico adicionadas & ragdo melhoram a deposigdo de carne magra em
suinos e potencializam a resposta imune e o rendimento do gado que se acha em condigdes
desfavoraveis.

Ao tentar superar os altos niveis de oligoelementos inorgénicos que sdo fornecidos em
pequena quantidade para conseguir um efeito determinado, os nutricionistas tém recorrido ao uso
de quelatos minerais ¢ proteinatos. Nestas formas, o mineral fixa-se a um peptideo que o protege
durante sua passagem pelo estdmago e com isso aumenta sua absorgéo. O efeito liquido tem sido
um fluxo coerente de resultados positivos quando se inclue os ditos produtos na alimentagdo
animal. Entre os mais importantes se encontra o uso do Bioplex Zinc que parece potencializar a
resisténcia da vaca leiteira 3 mastite. Quando se incorpora a dieta da vaca leitera, tem se
observado uma série de reducdes na incidéncia de mastite. Do mesmo modo, tem melhorado a
disponibilidade do cobre fornecendo-se proteinato de cobre no lugar de oxidos ou sulfatos.

Enzimas: A Aparicdo de Complexos Substratos-Especificos

Se um dos axiomas da bioquimica ¢ adaptar a enzima ao substrato, esta reivindicagdo sO
foi adotada recentemente pela indistria de ragdo. Com o €xito dos grupos de pesquisa como o
Enzyme Consortium no Rowett ¢ os amplos ensaios realizadas em campo, as enzimas tém
demonstrado serem ingredientes importantes para a ragdo. Utilizando um enfoque de blocos de
construgdo, por assim dizer, pode-se ir construindo pacotes enzimaticos individuais que se
adaptem as combinagdes de matérias primas na dieta. O resultado liquido tem sido uma onda de
aplicagbes satisfatérias em muitos paises de todo o mundo. As novas técnicas analiticas tém
demonstrado agora que as enzimas sdo capazes de sobreviver até 80 - 85 C, o que permite uma
utilizagio na maioria das ragdes granuladas.

Estas sio algumas das aplicagdes da biotecnologia em nossa indistria de ragdo. Se o
interesse da pesquisa se mantiver orientado ao mercado, aparecerdo, sem duvida, outras novas
aplicagdes.




O que ¢é biotecnologia ?

Biotecnologia poderia ser definida como qualquer técnica que use organismos vivos €
seus componentes celulares, sub-celulares ou moleculares na criagdo e/ou modificagdo de
produtos ¢ processos para usos especificos. A biotecnologia, cronologicamente pode ser
subdividida em duas fases: ’

- tradicional, com foco em fermentagio, microorganismos € enzimas,

- nova, caracterizada pela manipulagdo de DNA e cultura celular, utilizando-se
dos recursos da engenharia genética, que é o processo de manipulagdo de gens ¢ reprodugio de
DNA's recombinates (r-DNA), que por sua vez sio moléculas de DNA que foram abertas e
recombinadas com informagdes genéticas alteradas.

Quais seriam os beneficios desta nova tecnologia na agricultura?

Obtengido de alimentos melhorados através de:

- melhor sabor - maior tempo de armazenamento

- resisténcia a insetos € doengas - tolerancia a herbicidas

- melhor aparéncia - resisténcia a temperaturas extremas

- resisténcia a seca - maiores areas geograficas de desenvolvimento
- maior composigdo nutricional - crescimento acelerado

- maturagio acelerada / retardada - melhor utilizagdo de nutrientes

Qual o tamanho deste mercado a nivel mundial ?

Hoje, o mercado proveniente da biotecnologia gira ao redor de 1,3 bilhdes de ddlares.
Especialistas acreditam que as vendas anuais decorrentes de produtos transgénicos representara
no ano 2010 cerca de 50 bilhdes de dolares apenas nos Estados Unidos e, em 2020, 100 bilhdes
de dolares.

Portanto, esta nova tecnologia representa & niveis praticos uma revolugéo na agricultura
hoje existente. Através de seus recursos, a agricultura sera com certeza uma atividade
extremamente rentavel e cada vez menos sujeita as incertezas decorrentes de fatores externos,
tanto ambientais, como, principalmente, politico-econémicos.

Quais sdo as plantas trabalhadas geneticamente hoje?

Tomate Milho Soja
Algodao Batata Canola
Alface Beterraba Arroz
Repolho Couve-flor Ervilha
Girassol Cenoura Magi
Morango Uva Alfafa
Lotus Crisantemo Aspargo
Kiwi Petunia Améndoa
Beringela Aipo Papaia

... entre outras.
Quais sdo as principais empresas envolvidas & nivel internacional?

MONSANTO HOECHST
ZENECA ASGROW
DELTA AND PINE DUPONT
CALGENE MITSUI TOATSU

CIBA GEIGY DEKALB



Dentre as empresas mencionadas, a Calgene é a que obteve a primeira aprovagho & nivel
mundial de um vegetal transgénico. Trata-se de um tomate geneticamente modificado, que
apresenta maturagdo retardada, mantendo-se consistente por mais tempo e, conscquentemente,
facilitando seu armazenamento.

4

Como saber se estas inovagdes so seguras? -

Através da biotecnologia ¢ sua especificidade, consegue-se uma precisdo muito grande
em se atingir somente o alvo almejado, ndo afetando nenhum outro organismo. Como exemplo,
citamos plantas de algodio e milho que, através da introdugdo de um gen do Bacillus
thuringiensis , produzem uma determinada proteina que ¢ letal, quando injerida por determinadas
lagartas que atacam as culturas, mas sem nenhum efeito sobre insetos benéficos, como as
abelhas. Convém mencionar que esta substincia também ndo possui nenhum efeito sobre plantas,
animais, o homem e o meio ambiente.

Além da especificidade mencionada, através de avangados estudos na area de
bioseguranga, onde toda a comunidade cientifica mundial tem se mostrado ativa, existem hoje leis
e regulamentagbes que conferem aos processos biotecnologicos total seguranga quanto a sua
liberagdo ao meio ambiente. Para melhor entendermos todo o processo, algumas definigbes devem
ser mencionadas:

-Impacto Ambiental : qualquer alteragdo das propriedades fisicas, quimicas ¢ biologicas
do meio ambiente, causadas por qualquer forma de matéria ou energia resultante das atividades
humanas que, direta ou indiretamente, afetam: a satde, a seguranga e 0 bem estar da populagio;
as atividades sociais e econdmicas; ...; as condigdes estéticas e sanitarias do meio ambiente € a
qualidade dos recursos ambientais (fonte: CONAMA n. 001 de 23.01.86).

-Bioseguranga: prevengdo contra os eventuais riscos associados a experiéncias €
investigagbes bioldgicas que possam afetar a seguranga do homem (trabalhador) ¢ do meio
ambiente.

-Avaliacdo de Riscos na Engenharia Genética: processo de avaliagio ¢ gerenciamento
dos riscos potenciais de impactos ambientais que possam ser causados pela liberagdo de
organismos geneticamente engenherados e/ou produtos biotecnologicos no meio ambiente.

Qual o efeito da biotecnologia no mercado de trabalho de agrénomos?

Como consequéncias da alta tecnologia utilizada e das altas produtividades €
rendimentos, técnicos envolvidos direta ou indiretamente com este processo, serdo cada vez mais
necessarios e portanto, muito valorizados. Geneticistas, eng. agrbnomos, veterinarios, etc. terao a
responsabilidade de, através de seu conhecimento, sustentar este crescimento gigantesco da
demanda por tecnologia na atividade primania.

Quais as principais atividades da Monsanto na érea de biotecnologia?

Estando entre as principais empresas envolvidas em biotecnologia & nivel mundial, a
Monsanto possui em Chesterfield - USA, um dos maiores e mais bem equipados centros voltados
exclusivamente a area de biotecnologia. Este centro "Life Sciences Research Center”, o maior dos
24 centros de pesquisa da Monsanto espalhados & nivel mundial, possui 4 edificios, que juntos
ocupam cerca de 100.000 m2 , 250 laboratérios ¢ 1.100 pessoas diretamente envolvidas. Através
das 123 casas de vegetagdo totalmente controladas por computador, os diferentes climas
apresentados em todo o mundo sdo perfeitamente reproduzidos, permitindo estudos precisos €
eficientes.

A Empresa, investe todo ano, aproximadamente 610 milhdes de dolares em pesquisa €
desenvolvimento e, dentre seu quadro total de pessoas, pelo menos um a cada onze funcionarios
esta envolvido com esta area.

As area de pesquisa sdo as mais variadas possiveis:

- na area animal, sdo realizados estudos em proteinas naturais que regulam a produgdo de leite e
carne;



- na 4rea farmacéutica, proteinas envolvidas nos processos de doengas humanas sfo pesquisadas,
resultando em um melhor entendimento de certas doengas e descoberta de novos remédios.
Focando a saide humana e, utilizando-se da engenharia genética, produtos direcionados a
problemas como hipertensdo, doengas cardio vasculares, cdncer, asma ¢ artrites reumaticas vem
sendo tratadas com muita atengéo, .

- na 4rea agricola, quatro sdo as principais ared de estudos: resisténcia a insetos, resisténcia a
virus, tolerincia a herbicidas e caracteristicas de melhoria no processamento de alimentos.

- Resisténcia a insetos: através da introdugfo de um gen do Bacillus thuringiensis em certas
culturas, estas passam a produzir uma proteina letal a diversos insetos que sdo responsaveis por
milhdes de dolares de prejuizo em plantagdes de todo o mundo. As culturas que apresentam
estudos mais avangados sdo o algoddo, a batata € o milho.

- Resisténcia a virus: funcionando de modo semelhante ao processo de imunizagio humana,
uma proteina retirada do virus Y ¢ introduzida na planta da batata que, por sua vez produz sua
propria resisténcia ao organismo.

- Toleréincia ao herbicida Roundup: sendo o herbicida mais utilizado em todo o mundo,
principalmente em manejo de areas, até hoje o Gliphosate ndo apresentava seletividade para
nenhuma cultura. Através da biotecnologia a Monsanto vem desenvolvendo culturas tolerantes ao
Roundup, o que resultara em uma grande economia na aplicagdo do herbicida, além de contribuir
com a manuten¢do da umidade, estrutura e microfauna do solo e, redugio nos riscos de eroséo,
decorrentes da menor necessidade de movimentagio deste. As plantas testadas sdo soja, canola,
milho, algoddo, beterraba e colza.

- Melhoria na qualidade e processamento de alimentos: foi extraido de uma bactéria de solo,
um gen que reduz a produgio de etileno (gds que provoca a maturagdo do fruto do tomate).
Quando este gen ¢ introduzido na planta, esta retarda sua maturagdo, possibilitando que o
consumidor encontre frutos diretamente cothidos do pé durante todo o ano.

Outro estudo com tomate, assim como batata, € o de acréscimo no teor de solidos destes,
aumentando seu tempo de armazenamento. No caso da batata, através da extragdo de um gen de
bactéria responsavel pela produgdo de amido e, sua introdugdo nas referidas plantas, o teor
percentual de 4dgua destas serd reduzido. Isto resultard em menor absorgdo de dleo durante a
fritura, reduzindo o tempo e custo desta fritura, reduzindo as calorias e melhorando o sabor e
textura da batata a ser consumida.



BIOSEGURANCA. UMA AVALIACAO CRITICA

Dr. Elibjo Rech
CENARGEN-EMBRAPA

»

-

Muitas das caracteristicas modificadas em um organismo utilizando a tecnologia do
DNA recombinante, deverdo ser semelhantes as caracteristicas manipuladas utilizando os
métodos de melhoramento. Normalmente, os métodos de melhoramento utilizam o conjunto
génico acessive] através da hibridagdo sexual. Durante a histéria do melhoramento, varios
métodos foram desenvolvidos e tem sido amplamente utilizados para a obtengéio de animais,
vegetais ¢ microrganismos contendo caracteristicas desejaveis, como resisténcia & doengas ¢
aumento de produgao. Entretanto, em termos taxondmicos, a utilizagio do conjunto génico pelos
melhoristas, tem estado limitado ao cruzamento com espécies compativeis. Atraves da utilizagéo
da tecnologia do DNA recombinante, genes podem ser isolados e introduzidos em espécies
incompativeis de microrganismos, animais e vegetais, possibilitando combinagdes de genes e
fendtipos que estio fora do alcance dos métodos de melhoramento.

Existem relatos onde a utilizagao dos métodos de melhoramento podem, algumas vezes,
produzir combinagdes com altos niveis de produtos génicos indesejaveis. Como exemplo em
plantas, & produgao de glucosinolases em algumas espécies de Brassica e glicoalcaldides em
batata. Como resultado destas possibilidades, foram desenvolvidos procedimentos para
identificar e remover segregantes indesejdveis durante a fase de selegio. Procedimentos
semelhantes deverfo, indubitavelmente, serem desenvolvidos para os programas de melhoramento
onde organismos transgénicos sejam integrados, de forma a prevenir que gendtipos indesejaveis
sejam liberados no meio ambiente e comercialmente utilizados.

Entretanto, devido a nossa recente experiéncia na transferéncia de genes utilizando a
tecnologia do DNA recombinante, tem sido mundialmente aceito pela comunidade cientifica,
melhoristas, cientistas ambientais, empresarios € a sociedade em geral, da necessidade de que
experimentos de “avaliagho de riscos” sejam conduzidos, antes que cada organismo transgenico
seja liberado no meio ambiente e utilizado comercialmente como uma nova variedade.

Em reconhecimento a necessidade da condugao de experimentos de “avaliagdo de riscos”,
a liberagho de organismos  transgénicos, principalmente entre 0 vegetais, tem sido
supervisionados por autoridades regulamentares que operam nos diferentes paises. Como
exemplo, todos os membros da Comunidade Européia (EEC) operam sob a supervisio da
deliberagao 90/220 da EEC. Nos Estados Unidos, diferentes agéncias governamentais dividem as
responsabilidades primarias da regulamentagdo para a liberagao de organismos transgénicos.
Atualmente, existem movimentos & nivel internacional objetivando uma harmonizagéo dos
critérios para a liberagio de organismos modificados utilizando a tecnologia do DNA
recombinante.

Na drea industrial, tem sido desenvolvidos muitos procedimentos para a avaliagio de
riscos. Quando aplicados a organismos transgénicos, uma efetiva e realista avaliagio dos riscos
para a saide humana e seguranga ambiental, apresentam alguns desafios importantes, como:

1.) a dificuldade de separar fatos de valores, € a tendéncia para apresentar uma
visio tendenciosa dos pros ou cons;

2.) a avaliagdo de riscos na drea da engenharia genética tem sido mais ativa do
que reativa. Normalmente procedimentos para a avaliagéo de riscos na érea industrial tem
envolvido principalmente uma analise reativa, ou seja, quando um evento perigoso Ocorre, a
atengao ¢é focalizada para prevenir sua reocorréncia. Provavelmente, o maior desafio na avaliaggo
de riscos para a liberagiio de plantas transgénicas no meio ambiente tem sido & tentativa de
identificar solugdes para problemas dificeis de serem definidos e quantificados e devido a enorme



complexidade do ecosistema, os valores previstos pelos nossos conhecimentos sobre as provaveis
interagdes ecologicas, ¢ limitado.

Isto posto, néo existem evidéncias de que os principios que governam a expresséo de uma
determinada caracteristica em um organismo transgénico, ¢ sua interagio com as plantas niao
modificadas através da engenharia genética, bem°como & disperséo do gene introduzido nas
populagdes destas plantas, sejam essencialmente distintos daquelas caracteristicas que operam
nos genes nativos.

Portanto, ¢ essencial que utilizemos nossos conhecimentos sobre a evolugéo vegetal dos
organismos, € a expetiéncia secular que o melhoramento vegetal e animal desenvolveu, de
maneira [6gica e objetiva, para informar e guiar o atual processo de avaliag@o de riscos.
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