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PREFACIO

Em homenagem aos 50 anos da Pds-Graduacao da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao Paulo (ESALQ/USP), a Associagao dos Pos-
Graduandos (APG-ESALQ) realizou o | Workshop de Ciéncias da APG/ESALQ: “O
despertar profissional”.

O objetivo deste workshop foi promover o intercambio cientifico e académico
entre os alunos de graduacao e pos-graduacdo das diferentes universidades, por meio de
palestras e minicursos ministrados pelos pés-graduandos dos diversos Programas de
Pds-Graduacdo (PPG) do campus, tais como: Ciéncia Animal e Pastagens, Ecologia
Aplicada, Engenharia de Sistemas Agricolas, Entomologia, Estatistica e
Experimentacdo Agrondmica, Fisiologia e Bioquimica de Plantas, Fitopatologia,
Fitotecnia, Genética e Melhoramento de Plantas, Microbiologia Agricola, Recursos
Florestais e Solos e Nutri¢do de Plantas.

Para que um evento como este se concretizasse e tal objetivo fosse alcancado, foi
necessario o auxilio de muitas pessoas; por isso, expressamos nossos agradecimentos a
todos os pos-graduandos participantes, ao Servico de Pds-Graduacdo (SVPG) e a
diretoria do campus “Luiz de Queiroz”. A seguir serdo descritas as palestras proferidas e
0s minicursos ministrados durante os trés dias (28 a 30 de julho de 2014) do |
Workshop de Ciéncias da APG/ESALQ: “O despertar profissional”.

APG-ESALQ
Gestio 2013-2014

Piracicaba
2015



Ciéncia e Tecnologia de Alimentos



Atividade antioxidante e aplicacao de extratos vegetais em alimentos

Thalita Riquelme Augusto
José Guilherme Prado Martin
Manoel Divino da Matta Junior

Thais Maria Ferreira de Souza Vieira

1. Introducéo

Na deterioracdo oxidativa, que pode ocorrer durante 0 processamento e
armazenamento de alimentos, hd a formacdo de compostos com odor e sabor
indesejaveis, sendo os responsaveis pela perda da qualidade sensorial e nutricional,
além de serem potencialmente toxicos a salide de quem os consome (Zainol et al.,
2003).

Com o objetivo de controlar a oxidacéo lipidica, visando a qualidade e aumento
do tempo de vida de prateleira dos alimentos, varias medidas podem ser tomadas, como
controlar as condicdes durante o processamento e armazenamento, reduzir o contato do
alimento com metais, oxigénio, luz e incorporar compostos com acao antioxidante. De
acordo com Gutteridge (1994), um antioxidante ¢ definido como “qualquer substancia
que, quando presente em baixas concentracdes em relacdo a de um substrato oxidavel,
retarda significativamente ou impede a oxidacgdo do referido substrato”, e pode ser uma
molécula presente em alimentos ou em materiais bioldgicos, incluindo hidratos de
carbono, DNA, lipidios e proteinas (Wanasundara; Sahidi, 2005).

Os antioxidantes tém origem sintética ou natural. Diversos estudos elucidam que
em elevadas concentracfes 0s compostos sinteticos podem provocar danos a saude; por
esta razdo, ao longo dos anos vem aumentando o interesse no estudo e aplicacdo de
antioxidantes oriundos de fontes naturais (Pokorny, 1991; Roesler et al., 2007; Melo et
al., 2008; Oliveira et al., 2009; Gilgin, 2010; Brewer, 2011; Williams et al., 2011;
Martinez-Saez et al., 2014). Dentre 0s mais conhecidos, encontram-se 0S COMpPOstos
fenolicos, carotenoides e vitamina C; suas potenciais fontes sdo grdos e sementes
oleaginosas, sementes de frutas citricas, frutas, especiarias, dentre outras (NAGEM et
al., 1992; Pereira, 1996; Kulisic et al., 2004; Suwalsky et al., 2007).



No entanto, ndo apenas a identificacdo das fontes destes compostos é importante;
a escolha correta da metodologia empregada para sua obtencdo — que envolvem a
extracao, purificacdo e identificacdo de sua atividade — é imprescindivel para que seja
possivel o emprego dessas substancias como aditivos em alimentos, farmacos e

cosmeticos (Ramirez, 2008).

2. Antioxidantes

O termo “antioxidante” refere-se a um composto com capacidade de retardar a
oxidacdo de lipideos ou de moléculas por meio da inibicdo da etapa de iniciacdo ou
propagacdo da reacdo oxidativa em cadeia (Velioglu et al., 1998). Segundo Campbell
(2000), o antioxidante € um composto redutor, facilmente oxidado, que evita que outras
substancias se oxidem. Podem atuar de diferentes maneiras, impedindo a formacdo de
radicais livres, inibindo as reagdes em cadeia com o ferro e o cobre, ou evitando danos
oxidativos por meio da interceptacdo de radicais livres, impedindo assim que o0s
mesmos reajam com lipidios, aminoacidos, duplas ligacbes de &cidos graxos
poliinsaturados e com as bases de DNA (Melo, 2010). Por apresentarem diversos
mecanismos de acdo, sdo largamente utilizados na inddstria alimenticia (Scherer;
Godoy, 2009).

Seu uso e atividade sdo muito estudados, uma vez que para serem adicionados aos
alimentos devem ser atdxicos, ativos em baixas concentracdes (0,001 a 0,01%)
(BAILEY, 1996), se concentrarem na porcdo lipidica do alimento, resistirem as
condicgdes de processamento e ainda contribuirem com a estabilidade do produto final
(Hras et al., 2000).

Estes compostos podem ser de origem sintética ou natural, sendo os sintéticos 0s
mais empregados nos alimentos por fatores ligados a sua eficacia, energia de ativacéo,
constantes de velocidade, potencial de dxido-reducéo, custo e solubilidade ja conhecida
(Coneglian et al., 2011). Os compostos sintéticos mais utilizados pela industria de
alimentos sé&o o butil hidroxianisol (BHA), o butil hidroxitolueno (BHT) e o terc-butil-
hidroquinona (TBHQ). Todos estes compostos apresentam atividade comprovada e alta
estabilidade; entretanto, 0 uso de alguns deles é restrito em muitos paises devido sua
potencial toxicidade e/ou mutagénese em altas concentracdes (Nakatani, 1996; Mattea
et al., 2004).



Como resultado dessas restri¢des, 0 interesse por antioxidantes de fontes naturais
aumentou, surgindo assim diversos estudos acerca da capacidade antioxidante de
legumes, frutas, sementes, madeiras, cascas, raizes, folhas, temperos e ervas (Velioglu
et al., 1998; Rubilar et al., 2006; Hossain; Rahman, 2011; Mussatto et al., 2011; Ahmed
etal., 2014).

Em geral, os antioxidantes naturais podem ser representados por compostos
fenolicos (tocoferois, flavonoides, antocianinas, taninos, lignanas, cumarinas e acidos
fenolicos), compostos de azoto (alcaloides e derivados de clorofila, aminoacidos e
aminas), ou carotenoides, bem como &cido ascorbico (Larson, 1988; Hudson, 1990;
Hall; Cuppett, 1997). Em particular, os flavonoides, além de atuarem como agentes
redutores, inibidores de radicais livres, quelantes ou sequestrantes de oxigénio e
desativadores de metais pré-oxidantes (Rice-Evans et al., 1995; Kahkonen et al., 1999),
exibem efeitos biolégicos, como antibacteriano, antiviral, anti-inflamatorio,
antialérgico, antitrombdético e vasodilatador (Cook; Sammon, 1996; Martin et al., 2012).

Entretanto ndo basta apenas conhecer quais as fontes de antioxidantes naturais, é
necessaria a realizacdo de estudos de estabilidade, solubilidade, custo, além de testes
toxicoldgicos com o objetivo de verificar se este composto pode ser adicionado no
alimento, se ele ira realmente atuar como protetor contra as rea¢des de oxidacao e se ele

ndo ird provocar danos a saude do consumidor.

2.1. Métodos de extracao e avaliacdo da atividade antioxidante
De acordo com Becker et al. (2004), o procedimento para aplicagdo de um
composto com agédo antioxidante de origem natural em alimentos pode seguir 0S passos

indicados na Figura 1.
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Figura 1. Procedimento para aplicacdo de compostos antioxidantes em alimentos.
Fonte: Adaptado de Becker et al. (2004).

Atualmente, podem ser encontradas diversas metodologias que visam a extracao
de compostos fenodlicos de fontes vegetais. Pesquisas tém se direcionado para diferentes
tipos de extragdo com o objetivo de comparar os resultados obtidos e assim desenvolver
a melhor alternativa para sua aplicacdo em alimentos (Andreo; Jorge, 2006).

E necessario ressaltar que diversos fatores podem influenciar na eficiéncia da
extracdo solido-liquido, como a composicdo da solucdo extratora, a polaridade do
solvente, o tempo de extracdo, a temperatura, o pH, a relagdo solido/liquido e o tamanho
das particulas (Cacace; Mazza, 2002; Castafieda-Ovando et al., 2009; Pompeu et al.,
2009); sendo que todas estas variaveis deverao ser consideradas no momento da selecao
do método de extracdo dos compostos fenolicos. Dentre as metodologias mais
tradicionais, estdo os métodos que utilizam solventes organicos como agua, etanol,
metanol, acetona, éter e hexano (Rehman et al., 2004).

Sob o ponto de vista quimico, ndo é possivel selecionar somente uma metodologia
que seja a mais eficiente para a extracdo desses compostos, pelo fato de que o sucesso
da extracdo e influenciado por uma vasta gama de fatores, como a natureza do vegetal, 0
solvente empregado na extracdo, o tamanho das particulas, o tempo e a temperatura de
extracdo (Shahidi; Naczk, 2003).

A escolha correta do solvente é fundamental, uma vez que o mesmo devera ser
capaz de extrair a maior quantidade possivel dos compostos de interesse presentes na
amostra. Segundo Franco et al. (2008), é importante observar que o rendimento da

extracdo e a atividade antioxidante dos extratos estdo intimamente relacionados a



polaridade do solvente empregado, determinando os compostos extraidos, em termos
qualitativos e quantitativos. Os maiores rendimentos geralmente sdo obtidos com etanol,
metanol, acetona e suas respectivas solu¢es. O emprego da combinacéo etanol:agua é
preferido por apresentar baixa toxicidade e elevado rendimento de extracdo, além da
possibilidade de modular a polaridade do solvente utilizando etanol:agua em diferentes
proporc¢oes.

Segundo Andreo e Jorge (2006), a temperatura também é considerada um fator
crucial a ser controlado; isso porque a estabilidade de compostos fendlicos durante a
producdo dos extratos pode ser afetada. Assim, temperaturas muito elevadas sdao
consideradas as maiores causadoras da reducdo do conteudo de polifendis. Tal fato
ocorre porque os fenois podem se degradar sob altas temperaturas, e, em alguns casos,
reagir com outros componentes, impedindo assim sua extracdo (Moure et al., 2001).

Outro fator importante a ser considerado € o tempo de extracdo, que pode variar
de 1 minuto a 24 horas, sendo que longos periodos aumentam a probabilidade da
oxidacdo dos compostos fendlicos (Shaidi; Naczk, 1995). Lapornik et al. (2005)
analisaram o efeito da temperatura em extratos de residuos de frutas vermelhas
preparados com etanol, metanol e &dgua. Os autores constataram que quanto maior o
tempo de extragdo menor o rendimento de compostos fendlicos nos extratos aquosos,
enquanto que nos extratos metandlicos e etandlicos houve um aumento no conteildo dos
mesmos com o avanco do tempo de extragao.

Apbs o processo de extracdo se faz necessario a verificacdo da atividade
antioxidante dos compostos extraidos. Esta verificacdo pode se dar pelo uso de
metodologias para quantificacdo e avaliacdo da capacidade antioxidante dos compostos
obtidos. Cabe ressaltar que a atividade antioxidante dos extratos produzidos néo
depende somente da presenca e concentragdo de compostos fendlicos, mas também da

metodologia de extracdo aplicada (Hernandéz-Hernadéz et al., 2009).

2.2. Quantificacdo de compostos fenolicos totais

Para quantificagdo dos compostos fenolicos, costuma-se empregar o reagente de
Folin-ciocalteu. Esta metodologia foi inicialmente desenvolvida por Singleton e Rossi
(1965) e posteriormente modificada por varios pesquisadores. Esse reagente consiste em

uma solucdo de ions poliméricos formados a partir de &cidos fosfomolibdicos e
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fosfotungsticos que oxidam os fenolatos, reduzindo-os a &cidos, formando um
complexo de cor azul Mo-W que pode ser lido em espectrofotdmetro a um comprimento
de onda de 740 nm.

Apesar do contetdo de fendlicos totais ser utilizado para estimar a atividade
antioxidante, muitas vezes é improvavel que ele a represente fielmente (Heinonem et
al., 1998; Kahkonen et al., 1999), uma vez que pode sofrer a interferéncia de varios
compostos como mono/dissacarideos, acido ascérbico, ions metalicos, acidos organicos,
superestimando os resultados obtidos (Stratil et al., 2007). Desta forma, torna-se
necessaria uma identificacdo mais detalhada dos compostos fendlicos presentes nos
alimentos e que determine de forma fiel sua real atividade.

Os antioxidantes podem ser avaliados por sua habilidade no sequestro de espécies
reativas no meio ou quanto a sua eficiéncia na inibicdo da peroxidacéo lipidica (Oliveira
et al., 2009). Contudo, apesar da determinacdo da capacidade antioxidante em alimentos
ser de extrema importancia, ha uma grande variedade de métodos que séo utilizados
para esta finalidade, mas que nao sdo validados ou padronizados (Giada; Mancini-Filho,
2004), dificultando assim a comparacdo entre resultados de diferentes estudos.

Dentre 0s métodos in vitro de sequestro de espécie reativa gerada em meio
reacional, os mais conhecidos e utilizados sdo o ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-
benzotiazolina-6-4cido sulfonico)) e o DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil).

2.2.1. DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

O método DPPH foi concebido had quase 50 anos por Marsden Blois na
Universidade de Stanford (Blois, 1958), utilizando como modelo antioxidante o
aminoéacido cisteina. Posteriormente, foi modificado por Brand-Williams et al. (1995) e
atualmente € um dos mais utilizados para a determinacdo da capacidade de um
composto em capturar radicais livres.

Trata-se de uma metodologia adotada em diferentes laboratorios, por ser rapida,
pratica e estavel (Espin et al., 2000), além de ser altamente reproduzivel e recomendada
para analise de extrato de frutas (Moon; Shibamoto, 2009), grdos e farelos, vegetais,
ervas e Oleos de sementes comestiveis, utilizando diferentes solventes como etanol,

acetona, metanol e benzeno (Cheng et al., 2006).
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O DPPH é um radical de nitrogénio organico estavel, de coloracdo violeta, que
apresenta absor¢do maxima na faixa de 515 a 529 nm. A reducéo do radical DPPH a
DPPH2 é monitorada pelo decréscimo da absorbéancia durante a reacéo (Brand-Willians
et al., 1995). Na presenca de um doador de hidrogénio ou elétron, a intensidade da
absorcdo diminui e a solugdo com o radical perde sua coloragdo violeta, tornando-se
amarela, de acordo com o numero de elétrons capturados (Molyneux, 2004).

A maior desvantagem deste método consiste no uso de diversos solventes como
agua, metanol, etanol, acetona, éter de petroleo, hexano e diclorometano para o preparo
de extratos. Além disso, os resultados do DPPH podem ser apresentados em diferentes
unidades, como percentual de atividade antioxidante (Cervato et al., 2000; Prado, 2009),
percentual de atividade em relacdo ao controle (Capecka et al., 2005), percentual de
inibicdo (Erkan et al., 2008; EI-Ghorab et al., 2010), micromol de Trolox por grama de
amostra (Wojdylo et al., 2007) e pela quantidade necessaria de um antioxidante para
reduzir a 50% a concentracdo do DPPH" inicial (Eso) (Kosar et al., 2005; Hinneburg et
al., 2006), dificultando a comparacdo dos resultados da atividade antioxidante com os

relatados em outras pesquisas.

2.2.2. ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico)

Segundo Re et al. (1999), o método ABTS baseia-se na formacdo do ABTS™, por
meio da reducdo do ABTS pelo persulfato de potassio. E um composto solvel tanto em
agua quanto em solventes organicos, permitindo que a analise seja feita em amostras
hidrofilicas e lipofilicas (Arnao, 2000).

Com a formacdo do radical ABTS, a solucdo apresenta uma coloracdo azul
esverdeada com absor¢do maxima nos comprimentos de onda de 415, 645, 734 e 815
nm. A atividade antioxidante é determinada pelo descoloramento do ABTS, que ocorre
a medida que o radical é reduzido, sendo os resultados obtidos expressos em capacidade
antioxidante em equivalentes de Trolox (TEAC), que € um padrdo submetido as
mesmas condic¢Bes de andlise do antioxidante (Re et al., 1999; Dorman; Hiltunen, 2004;
Murcia et al., 2004; Pellegrini et al., 2006; Mariutti et al., 2008; Shibamoto, 2009).

Esta metodologia é aplicavel ao estudo de antioxidantes hidrossoliveis e
lipossoluveis, compostos puros e extratos vegetais (Tachakittirungrod et al., 2007; Sun
et al., 2007; Melo et al., 2008; Duarte-Almeida et al., 2006; Rufino et al., 2007).
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3. Consideraco0es finais

A oxidagdo lipidica é considerada uma das principais causas da perda de
qualidade nos alimentos. Com o intuito de retarda-la, faz-se necessario o uso de
substancias com poder antioxidante. Devido a crescente preocupacdo com a saude, ha
uma forte tendéncia de uso de compostos oriundos de fontes naturais em substituigéo
dos antioxidantes sintéticos, amplamente utilizados.

Frutas, legumes, verduras, especiarias, graos, entre outros materiais, possuem
compostos com atividade antioxidante, oferecendo acdo protetora efetiva contra os
processos oxidativos que ocorrem nos alimentos. E preciso deixar claro que apesar da
existéncia de inimeros métodos de extracdo e avaliacdo da atividade antioxidante destes
compostos, todos apresentam vantagens e desvantagens, por isso é imprescindivel
analisar criteriosamente e considerar todos os fatores importantes no momento da
selecdo da técnica analitica para que os resultados obtidos sejam confiaveis.

Apesar das inUmeras pesquisas nessa area, ainda Sdo necessarios estudos
complementares que esclarecam qual a melhor metodologia para a obtencdo destes
compostos e como adiciona-los nos alimentos sem modificar drasticamente as
caracteristicas do produto, para que assim a demanda por alimentos livres de
conservantes sintéticos seja atendida pela industria de alimentos.
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1. Introducéo

Uma das maiores preocupagdes da industria de alimentos, no que diz respeito a
qualidade microbioldgica de seus produtos, consiste na reducdo de perdas decorrentes
da deterioracdo bacteriana, bem como dos riscos a satde dos consumidores; trata-se de
atender a crescente demanda oferecendo produtos in6cuos e economicamente viaveis.

No entanto, a producdo de alimentos em um ritmo cada vez mais intenso, bem
como a automacdo de grande parte dos processos, tém levado a um maior risco de
desenvolvimento de biofilmes na planta de processamento. Estes causam corrosdao de
superficies, perdas de rendimento de processos térmicos, além de aumento da
resisténcia bacteriana a sanificantes, demandando uma constante avaliacdo dos métodos
de higienizacdo empregados e seus respectivos protocolos.

Desse modo, estudos acerca da problematica da formacdo de biofilmes em
indUstrias de alimentos aumentaram consideravelmente nos ultimos anos. Biofilmes
bacterianos podem ser constituidos tanto por espécies deteriorantes quanto patogénicas.
Em termos de salde publica, as ultimas demandam maiores cuidados, a fim de se evitar
0 estabelecimento do biofilme, ou, quando for o caso, adotar medidas para sua
eliminacdo. Dentre as especies comumente implicadas em casos e surtos de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA), potencialmente produtoras de biofilmes,
encontram-se Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Bacillus cereus e Salmonella enteritidis.

O problema da contaminacdo de alimentos por patogenos € ainda agravado pelo
aumento da resisténcia bacteriana a sanificantes, cujo crescimento tem sido observado
nas Ultimas décadas. Nesse contexto, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de
novas pesquisas acerca da eficiéncia de agentes sanificantes utilizados em processos de

higienizacdo em industrias de alimentos.
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2. Biofilmes bacterianos

Existem varias definicdes de biofilmes, mas, de maneira geral, podem ser
caracterizados como uma comunidade bacteriana aderida a superficies inertes, protegida
por uma matriz de polissacarideos extracelulares, comumente denominados por
exopolissacarideos (EPS) (Costerton et al., 1995).

Cada biofilme apresenta caracteristicas e composi¢des especificas, caracterizado
pela cooperacdo das atividades celulares metabolicas. A matriz de polissacarideos
confere protecdo e permite o desenvolvimento da comunidade, uma vez que promove a
circulagdo de &gua e nutrientes, bem como a eliminagdo de metabdlitos e residuos
(Sauer, 2007).

Dessa maneira, os trés componentes basicos de um biofilme compreendem células
bacterianas, matriz de EPS e superficie de fixacdo (Dunne, 2002). Os biofilmes
comumente encontrados na natureza sdo multi-espécie, porém, na industria podem ser
encontrados tanto biofilmes heterogéneos quanto biofilmes homogéneos, ou seja,
constituidos de apenas uma espécie bacteriana (Sauer, 2007).

A regulacdo metabdlica dentro de um biofilme parece estar relacionada com um
complexo mecanismo de “comunica¢dao” bacteriana, no qual moléculas sinalizadoras
sdo produzidas pela populacéo, a partir do momento em que se atinge uma determinada
densidade populacional — fendmeno denominado “quorum sensing”. Uma vez
estimuladas por tais moléculas indutoras, bactérias podem alterar funcGes metabdlicas e
até mesmo sincroniza-las dentro de uma comunidade (Hamer, 2003; Waters, 2005).

A composigdo dos EPS de um biofilme varia de acordo com a espécie. Diferentes
tipos sdo estudados com potencial de aplicacdo pela industria de alimentos, como
espessantes e geleificantes. Os alginatos produzidos por Pseudomonas aeruginosa —
similares aos produzidos por algas pardas e amplamente utilizado na gastronomia — bem
como a xantana, produzida por Xanthomonas campestres, sao exemplos classicos de
EPS que compdem a estrutura do biofilme dessas espécies (Sutherland, 1997).

Outros polissacarideos menos conhecidos sdo produzidos por espécies
relacionadas a DTA, como S. aureus e E. coli. O primeiro produz um EPS conhecido
como PIA, e o segundo, o polissacarideo PGA, denominagOes para um mesmo

polissacarideo conhecido por poli-N-acetil-glicosamina (Kaplan, 2004).

19



Além dos EPS, a matriz de um biofilme é composta por 4gua, material celular —
como metabolitos e produtos de lise celular — e macromoléculas, como proteinas, DNA
e RNA, os quais se encontram em meio a peptidoglicanos, lipideos e fosfolipideos
(Frolund, 1996; Sutherland, 2001). A grande variedade de componentes demonstra
claramente a complexidade estrutural de um biofilme maduro.

Em relacdo a sua formacdo, varias etapas estdo envolvidas, desde a fixagdo da
bactéria a superficie até a maturacdo do biofilme, culminando com a disseminacéo de
células e camadas de EPS para o meio circundante. Existem varias teorias para explicar
0 processo de formacdo, e divergéncias podem ocorrer de acordo com a literatura
cientifica. A seguir, apresentam-se as trés fases da formacdo de um biofilme — adeséo,
consolidacéo e colonizacdo (Nortermans et al., 1991).

O primeiro estdgio compreende a adesdo bacteriana, no qual forcas fisicas
permitem a adesdo das células a varios tipos de superficies, sejam inertes ou bioldgicas,
que pode ser influenciada por fatores externos, como tipo de substrato, temperatura,
ocorréncia de estruturas de fixacdo (como pilli e flagelos), bem como a fase de
desenvolvimento da populacdo bacteriana (Houry et al., 2010; Pagedar; Singh, 2012;
Visvalingam; Holley, 2013).

Em um primeiro momento, interacdes ndo-especificas, como hidrofobicidade e
forgas eletrostaticas influenciam a adesdo, caracterizada como reversivel até esse
momento, ou seja, forcas mecanicas relativamente fracas, como a velocidade do fluxo
do substrato circundante, sdo capazes de remover células aderidas superficialmente.
Posteriormente, ocorre a fixacdo propriamente dita, envolvendo estruturas de
ligacdo/fixacdo. Com a producdo de EPS, as bactérias encontram-se ligadas a superficie
de maneira relativamente forte, tornando a adesdo, nesse ponto, irreversivel (Dunne,
2002).

Posteriormente ao estagio de adesdo, ocorre a etapa de consolidacdo do biofilme.
Nesse momento, ocorrem alteracbes nas propriedades metabolicas das celulas, com
diferengas significativas quando comparadas as células planctonicas. Tais alteracfes
compreendem expressdo diferenciada de fendtipos, como aumento da resisténcia a
condigdes adversas, principalmente no que tange a caréncia de nutrientes, condic¢des do

meio e suscetibilidade a antimicrobianos. Nessa etapa tambeém se intensifica a producao
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de EPS, tornando-se uma estrutura altamente complexa (Costerton et al., 1995;
Mclandsborough et al., 2006).

No ultimo estagio, o de biofilme maduro, a comunidade bacteriana associada a
matriz de EPS — incorporada também de particulas e detritos externos — é capaz de se
desprender, eliminando para o0 meio circundante células bacterianas viaveis. Além disso,
metabolitos produzidos, como toxinas, também podem ser eliminados, contaminando o
meio externo (Mittleman, 1998).

Biofilmes proporcionam um nicho ideal para transferéncia de DNA extra-
cromossémico (plasmidial). Essa caracteristica permite que determinados clones
contribuam para um alto indice de manutencdo de genes; nesse sentido, a parceria
metabolica entre as bactérias pode influenciar a expressdo fenotipica decorrente de
alteracdes genéticas (Frolund, 1996; Costerton, 2007).

Nesse contexto, atenta-se para o preocupante quadro de resisténcia a sanificantes,
fator potencializado pela transferéncia diferenciada de genes dentro da comunidade do
biofilme. Ademais, sanificantes também apresentam eficacia reduzida devido a protecao
mecanica conferida pela matriz de EPS que envolve o biofilme maduro (Flemming,
2005; Monroe, 2007).

3. Biofilmes na industria de alimentos

Biofilmes sdo um foco de contaminacdo dentro da industria de alimentos,
contribuindo para perdas econémicas e oferecendo riscos a satude dos consumidores. A
relevancia do tema torna-se ainda mais evidente quando se observa o crescimento do
namero de trabalhos publicados na area. Em uma simples busca no portal de trabalhos
indexados a base de dados Science Direct, nos ultimos dez anos foram publicados cerca
de 3500 trabalhos referentes a biofilmes na industria de alimentos, compreendendo
artigos de pesquisa, revisdes e informes. Na década anterior, foram publicados cerca de
660 trabalhos, um crescimento superior a cinco vezes.

Atualmente, sabe-se que o processo de formacgdo de um biofilme no ambiente da
industria € um processo complexo. Moléculas organicas provenientes de residuos

alimentares se depositam nas superficies de equipamentos. Microrganismos
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contaminantes sdo atraidos para as superficies, ja pré-condicionadas®. Bactérias
sobreviventes aos processos de limpeza colonizam e se multiplicam sobre a superficie,
etapa potencializada pela expressdo conjunta de determinados genes, 0 que, por sua vez,
¢ mediado via quorum sensing. Tanto as propriedades dos substratos, quanto as
caracteristicas intrinsecas a superficie de contato, bem como fatores ambientais que
regulam a expressdo génica em bactérias, desempenham um importante papel no
estabelecimento de um biofilme nesse tipo de ambiente (Shi, 2009).

Dependendo do tipo de alimento que a industria processa, € comum a ocorréncia
de determinadas espécies bacterianas no biofilme. Plantas processadoras de carnes e
pescados, por exemplo, apresentam biofilmes de espécies distintas as encontradas em
laticinios ou em ambientes onde se processam alimentos de origem vegetal. Na Tabela 1
estdo listadas as espécies bacterianas mais comuns em alguns tipos de planta de

processamentos de alimentos.

Tabela 1. Biofilmes bacterianos em diferentes ambientes processadores de alimentos.

Tipo de IndUstria Espécie bacteriana

Laticinios Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
Linhas de pasteurizaco de leite Listeria monocytogenes, Escherichia coli
Industria de sorvetes L. monocytogenes, Shigella

] Pseudomonas, Vibrio, Listeria

Planta processadora de caviar o )

Serratia liquefaciens
Planta processadora de camaréo Pseudomonas, P. fluorescens, P. putida

o Salmonella, Listeria, E. coli, Pseudomonas,

Industria de carnes )

Brochothrix thermosphacta
Planta processadoras de sucos e produtos de Salmonella, Listeria, Pseudomonas,

origem vegetal Erwinia spp.

Adaptado de Shi et al. (2009).

Vérios fatores favorecem a adesdo bacteriana e formacdo de biofilmes na
industria, como design inadequado de equipamentos, baixa qualidade da matéria-prima,
desrespeito as praticas adequadas de higienizacdo de equipamentos, dentre outros.

Problemas em qualquer um desses pontos podem contribuir para o estabelecimento de

! Nas industrias de alimentos, moléculas organicas e inorganicas presentes no meio circundante, tais
como proteinas, gorduras e minerais, sdo adsorvidas na superficie de equipamentos, formando o que se
denomina por “filme de condicionamento”.
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um biofilme, com consequente perda da qualidade microbioldgica dos produtos (Joseph
etal., 2001).

Contribui ainda mais para o estabelecimento dos biofilmes a ocorréncia de
residuos organicos gerados durante o processamento de alimentos (Chmielewski; Frank,
2003). A grande quantidade de incrustagdes minerais (“pedra do leite””) em laticinios,
por exemplo, assim como depdsitos de gorduras em plantas de processamento de
produtos de origem animal favorecem a adesdo bacteriana. Agucares, fibras e outros
residuos do processamento de frutas também propiciam o estabelecimento de biofilmes,
fendbmeno que tem aumentado consideravelmente na indlstria de processamento de
frutas e vegetais (Tarver, 2009).

Nesse contexto, o tipo de superficie empregado na industria reflete diretamente no
potencial de formacdo de biofilmes. Assim, o material que compde a superficie de
contato (aco inoxidavel, aluminio, madeira, pléstico), bem como seu estado de
conservacao, podem favorecer o processo. Uma anélise mais apurada de superficies
demonstra uma grande quantidade de ranhuras e imperfei¢bes, pontos criticos para o
inicio do estabelecimento de biofilmes na industria.

Um dos materiais mais utilizados em plantas de processamento de alimentos
consiste no aco inoxidavel, liga composta de carbono, cromo e niquel, em quantidades
que podem variar de acordo com a classe da liga. Ligas da classe 300 sdo comumente
encontradas na industria, devido a sua maior resisténcia (Andrade et al., 2008).
Tubulacdes, tanques, misturadores, mesas, dentre outros equipamentos, sdo constituidos
principalmente por aco inoxidavel dessa classe, com polimento sanitério.

Perdas decorrentes de danos a equipamentos e utensilios sdo comuns, devido,
principalmente, a processos corrosivos desencadeados por biofilmes. Enzimas
bacterianas, acidos organicos e outros metabdlitos produzidos podem afetar reagdes de
oxidagcdo em metais, causando danos ao material constituinte, processo conhecido por

biocorrosdo microbiologicamente influenciada (Beech; Gaylard, 1999).

4. Controle de biofilmes na industria de alimentos
Para que se tenha sucesso na higienizacdo de superficies na industria de
alimentos, devem-se seguir rigorosamente as praticas adequadas de limpeza e

sanificagcdo, empregando-se corretamente as soluces de limpeza e sanificantes mais
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indicados para cada tipo de superficie, tipo de alimento processado e espectro de agéo.
Em laticinios, por exemplo, convém a utilizacdo conjunta de agentes acidos para
remocdo completa de residuos minerais, muito comuns nesse tipo de industria
(Chmielewski, 2003).

Em sistemas de tubulacdo, emprega-se comumente um processo conhecido por
Cleaning In Place (CIP), no qual uma série de solugfes de limpeza e enxague circulam
pela tubulacdo, em temperaturas, tempos de contato e velocidade de fluxo controlados,
visando a remocdo de residuos organicos e inorganicos e micro-organismos
contaminantes. Geralmente, faz-se a limpeza com detergentes alcalino e &cido, com
enxagues entre as operacgdes, aplicando-se, ao final, um agente sanificante (Andrade et
al., 2008).

Em relacdo a resisténcia bacteriana de biofilmes, varios fatores estdo relacionados,
como a reduzida penetracao dos agentes de limpeza, cujo acesso as células mais internas
é dificultado e o fato que o crescimento celular é relativamente lento nessas camadas. O
anterior pode diminuir o poder dos antimicrobianos, os quais possuem mecanismos de
acao que envolvem a interrupcao de processos de divisdo celular (Trentin et al., 2013).

Alguns estudos tém avaliado a influéncia de diferentes variaveis na eliminacdo de
biofilmes em superficies comumente encontradas em plantas de processamento de
alimentos. Furukawa et al. (2010) avaliaram a acdo de detergentes e sanificantes
utilizados em processos CIP. Detergentes acidos e alcalinos fortes foram capazes de
remover significativamente os biofilmes formados, com maior resisténcia de biofilmes
de S. aureus em relacdo aos de E. coli.

A eficiéncia do sistema CIP na remogédo de biofilmes de leite foi avaliado por
Travagin (2010), através de uma simulacdo in vitro, com detergentes a base de
quaternario de amonio. O estudo comprovou a eficacia do protocolo avaliado na
eliminacdo de biofilmes de L. monocytogenes, com aplicacdo de detergentes alcalino e
acido e sanificante a base de quaternério de amonio. Tang et al. (2010) analisaram a
eficiéncia de diferentes sanificantes na remocéo de biofilmes de Klebsiella oxytoca em
laticinios, dos quais todos os agentes estudados foram capazes de eliminar os biofilmes.

A remogdo de biofilmes de S. aureus em ago inoxidavel e polipropileno foi

avaliada por Meira et al. (2012), utilizando &cido peracético (30 mg L) e hipoclorito de
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sddio (250 mg L™). Houve uma consideravel reducdo da populacdo aderida as
superficies, no entanto ndo foram capazes de reduzir as contagens a niveis seguros.

Alternativas aos agentes bactericidas empregados atualmente pela industria tém
sido avaliadas em estudos recentes. No contexto da formacdo de biofilmes, tem-se
avaliado a utilizacdo de 6leos essenciais com comprovada atividade antimicrobiana em
formulagdes para higienizagdo de superficies. Valeriano et al. (2012) avaliaram a
atividade de Oleos essenciais de menta (Mentha piperita) e capim-limdo (Cymbopogon
citratus) na remocao de biofilmes de Salmonella Enteritidis em aco inoxidavel. Houve
reducdo significativa dos biofilmes apds 10 minutos de contato. Ap6s 20-40 minutos,
ndo foi identificada contagem de células de S. Enteritidis para ambos os 4leos
estudados.

Oliveira et al. (2010) avaliaram a atividade de 6leos essenciais de capim-liméo
(Cymbopogon citratus) e citronela (Cymbopogon nardus) sobre biofilmes de L.
monocytogenes em aco inoxidavel. Os Oleos essenciais foram capazes de reduzir
significativamente as populacGes bacterianas aderidas a superficie. Assim mesmo,
Jadhav et al. (2013) analisaram a atividade de 6leos essenciais de mil-folhas (Achillea
millefolium) sobre biofilmes de L. monocytogenes e L. innocua, relatando uma
significativa reducdo das células aderidas a superficies de ago inoxidavel, isopor e
polietileno de alta densidade. Tais estudos confirmam o potencial de utilizacdo de 6leos
essenciais em novas formulagdes de desinfetantes e sanificantes usados na industria de

alimentos.

5. Métodos para estudo laboratorial do potencial bacteriano para formacdo de
biofilmes

Diferentes metodologias séo utilizadas para o estudo de biofilmes (Flint et al.,
2001; Vasudevan et al., 2003; Meira et al., 2012). Juntas, fornecem um diagnostico
preciso do potencial de formacdo de biofilmes. Consistem, basicamente, em meétodos
moleculares (como a Reagdo em Cadeia da Polimerase — PCR) para deteccdo de genes
que expressam a producdo de adesinas e EPS, testes fenotipicos qualitativos para
deteccdo de cepas produtoras de EPS (como Agar Vermelho Congo), ferramentas de
quantificacdo da producéo de slime (geralmente por meio de ensaios in vitro utilizando-

se microplacas), e, por fim, analise de microfotografias obtidas por Microscopia
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Eletrénica de Varredura, que permite a visualizacdo de col6nias aderidas a superficies,
bem como a producdo de EPS que compde o biofilme (Donlan, 2002).

A PCR pode ser utilizada na deteccdo de genes relacionados a expressao de
moléculas de adesdo, como polissacarideos de adesdo capsular ou intercelular e EPS.
Consiste em uma ferramenta rapida e bastante sensivel; no entanto, a expressdo dos
genes deve ser avaliada por outras metodologias, uma vez que a presenca dos genes néo
implica necessariamente em sua expressao fenotipica (Vasudevan, 2003).

E uma técnica vantajosa para uso em estudos epidemioldgicos, pois permite o
estudo concomitante de um grande nimero de isolados e a deteccdo conjunta de
diferentes genes ligados & producdo de biofilmes em um mesmo ensaio. E, portanto,
considerada uma ferramenta bastante rapida e relativamente simples, demandando, para
Sua execucao, reagentes e equipamentos especificos e pessoal treinado.

Dependendo da espécie de estudo, pesquisam-se diferentes genes que expressam a
producdo de EPS. Para S. aureus, por exemplo, 0s genes-alvo estdo presentes no locus
ica, principalmente icaA e icaD, ambos envolvidos na producdo de adesinas
intercelulares e EPS (Vasudevan, 2003). Para Salmonella, o gene fimA relaciona-se
diretamente a producdo do polissacarideo extracelular (Nandre, 2012). Para L.
monocytogenes, podem-se pesquisar genes relacionados a producdo de auto-indutores
moleculares envolvidos em mecanismos de quorum sensing, como o gene luxS, bem
como o gene inlA, cujo papel parece estar relacionado a processos de adesdo celular a
superficies (Bonsaglia, 2014). Em E. coli, o locus pgaABCD € necessario para a
producdo de PGA, molécula necessaria a formacdo de biofilme da espécie (Goller,
2006).

O método do Agar Vermelho Congo (AVC) nasceu como uma alternativa para
identificacdo de cepas produtoras de biofilme por estafilococos coagulase negativa
(Freeman et al, 1989). Atualmente, pode-se utilizd-lo tanto para cepas coagulase
negativa quanto para positivas. Trata-se de um método rapido, sensivel e reprodutivel,
com a vantagem de manter vidveis as colénias no meio de cultura, permitindo sua
utilizacdo para ensaios posteriores.

O AVC é composto por meio Brain Heart Infusion (BHI), sacarose, agar e corante
Vermelho Congo. Baseia-se na producdo de EPS por cepas de estafilococos, cujo

crescimento € favorecido pelo meio de cultura enriquecido. A mudanca de coloracdo do
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meio, de vermelho intenso a preto, ocorre, geralmente, nas Gltimas horas de incubag&o,
sugerindo a agdo de um produto secundario sobre o meio de cultura, formado apés as 12
primeiras horas e supostamente relacionado a producéo de EPS.

Para avaliar a coloracdo das col6nias, é adotada uma escala de seis tons de cores,
variando do vermelho ao preto (Arciola et al., 2002). S&o consideradas produtoras de
biofilme cepas que se apresentam sob a forma de col6nias muito pretas, pretas ou
acinzentadas. Amostras cujas coldnias se apresentam com cores variando de vermelho

intenso a bordd sdo consideradas negativas para a producdo de EPS (Figura 1).

= e 3 —

Figura 1. Agar Vermelho Congo: A) Cepa formadora de biofilme (+); B) Cepa n&o-
formadora de biofilme (-). Fonte: Autores.

Para quantificar a producdo de slime, podem ser realizados estudos em
microplacas de 96 pocos de poliestireno. Culturas bacterianas sdo cultivadas,
padronizadas, distribuidas entre os pocos da microplaca e incubadas. Ap6s a remogao
das culturas, aplica-se na placa um corante para visualizar as células aderidas nas
paredes dos pogos. Tais celulas séo, entdo, ressuspendidas em solucdo especifica e
submetidas a analise por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). A partir dessa
analise, as cepas sdo classificadas em ndo-produtoras, fracas, moderadas ou fortes
produtoras de biofilmes (Lee, 2012).

Uma ferramenta essencial na visualizagdo dos biofilmes formados compreende a
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A partir de microfotografias obtidas por

essa técnica, podem-se analisar a distribuicdo das células na superficie de adesdo, a
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densidade populacional, irregularidades na superficie de estudo, residuos de alimentos
aderidos, bem como a estrutura de EPS que abarca a comunidade bacteriana (Figura 2).

Mag= 1.18 KX
EHT = 20.00 kV

Figura 2. S. aureus isolado de um laticinio aderido a superficie de polipropileno, em
meio a residuos de alimentos. Fonte: Autores.

Geralmente, em estudos que envolvem a utilizacdo de MEV empregam-se ensaios
in vitro utilizando cupons produzidos a partir do material de interesse, que pode ser de
aco inoxidavel, vidro, plastico, polipropileno. Os cupons, sdo, entdo, submetidos a
condicdes semelhantes as encontradas na pratica, como temperatura, pH, presenca de
filme de condicionamento, fluxo do meio circundante, por meio de um sistema de
suspensdo de cupons ou reatores de biofilmes, os quais consistem em um sistema
hermeticamente fechado por onde circulam o meio, detergentes, solucdes de enxague e
sanificantes, por exemplo, permitindo o estudo da eficiéncia dos processos de
higienizacédo utilizados na industria de alimentos (Travagin, 2010).

A partir dos cupons tratados e submetidos a todos os protocolos de pesquisa pré-
estabelecidos, eles sdo submetidos a uma série de tratamentos, que incluem, geralmente,
fixacdo com solugdo de Karnovsky ou tetroxido de 6smio, desidratacdo do material em
concentragdes crescentes de acetona ou etanol, secagem ao ponto critico de CO2, com a
subsequente metalizacdo em ouro para observacdo em microscopio eletrénico de
varredura (Ribeiro-Furtini, 2005; Travagin, 2010). Os protocolos para pré-tratamento

das amostras podem variar entre diferentes laboratérios.
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6. Considerac0es finais

A problemética da ocorréncia de biofilmes dentro do ambiente de processamento
de alimentos é real e de grande importancia, tanto em termos financeiros quanto de
Saude Publica. Com o ritmo cada vez mais intenso na producdo de alimentos, faz-se
necessario o rigoroso controle de biofilmes, visando a reducdo de custos por parte da
indUstria, bem como a diminuicdo de riscos a satde dos consumidores.

Nesse sentido, novos estudos acerca do estabelecimento de biofilmes séo
imprescindiveis. O entendimento dos processos de adesao, regulacdo génica envolvida
na producdo de EPS e desenvolvimento de resisténcia a sanificantes auxiliam na
resolucdo do problema, bem como na adogdo de medidas para que se previna a

ocorréncia de biofilmes na indUstria de alimentos.
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1. Introducéo

O Programa Nacional de Alimentacao Escolar (PNAE), considerado um dos mais
abrangentes e duradouros do mundo na area de alimentacdo escolar e Unico com
atendimento universalizado (Peixinho, 2013), é um programa de politica publica na area
de Seguranca Alimentar e Nutricional regulamentado pela Lei Federal n° 11.947 de
2009, e suas alteracdes pela Lei Federal n°. 12.982 de 2014.

O PNAE tem por objetivo contribuir para o crescimento e desenvolvimento
biopsicossocial, aprendizagem e rendimento escolar, por meio de a¢fes de educacao
alimentar e nutricional e da oferta de refeicGes durante o periodo letivo. O programa,
gerenciado pelo Fundo Nacional de Desenvolvimento da Educacdo (FNDE), promove o
fornecimento de refeicGes para 43,3 milhdes de alunos durante todo o periodo letivo,
atraveés da transferéncia de recursos financeiros suplementares aos Estados, ao Distrito
Federal e aos Municipios (Fundo Nacional de Desenvolvimento da Educagéo, 2014).

A operacionalizacdo das acfes do PNAE cabe aos secretarios estaduais e/ou
municipais de educacdo; as etapas de elaboracdo dos cardépios, participacdo dos
processos de descricdo e aquisicdo dos géneros e acOes de educacdo alimentar € de
responsabilidade do nutricionista responsavel técnico (BRASIL, 2013).

A Resolugdo n°. 26 de 2013, que dispde sobre a oferta da alimentacdo escolar no
ambito do PNAE, estabelece que os cardapios contemplem géneros alimenticios

béasicos, respeitando sempre as referéncias nutricionais, os habitos e cultura alimentar da
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localidade e também contribua com a oferta minima semanal de trés porcées de frutas e
hortalicas (200 g aluno™). A aquisicdo destes géneros devera ser realizada através de
licitacdo publica nas suas diferentes modalidades ou chamada publica para agricultura
familiar, sendo esta de responsabilidade dos estados e municipios brasileiros (BRASIL,
2013).

A alimentacéo oferecida nas escolas € um estimulo a reducéo da evaséo escolar e
da repeténcia; porém, é recomendado que todas as a¢cOes de educacdo alimentar estejam
atreladas ao projeto pedagogico de cada escola (Gabriel, 2013). Estudos realizados por
Assao et al. (2014) demostraram que, pela dtica infantil, a alimentacdo escolar ndo é
restrita ao ato da alimentacdo, englobando também a relacdo com os alimentos, com o
ambiente escolar e com 0s pares.

Em 2013, os pesquisadores envolvidos no programa Hortiescolha aplicaram uma
entrevista aos nutricionistas da alimentacdo escolar dos municipios paulistas. Os
entrevistados relataram a existéncia de problemas e/ou dificuldades no processo de
descricdo do objeto de compra (frutas e hortalicas) e falta de transparéncia nas regras
para entendimento do produto (variedade e classificacdo) entre o comprador e
fornecedor, tanto para os processos de licitacdo como para chamada publica. A pesquisa
foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” da Universidade de Sdo Paulo, sob o protocolo N° 135/2012.

As frutas e hortalicas in natura sdo componentes essenciais no cardapio da
alimentacdo escolar pelo seu valor nutricional e por oferecer as criangas a oportunidade
de descobrir e apreciar novos aromas, sabores, cores, formatos e texturas e desfrutar o
prazer da sua ingestdo (Issa et al., 2014). Em muitos municipios brasileiros, o cardapio
da alimentag&o escolar € restrito a poucas frutas e hortalicas (Gabriel, 2013), deixando
de lado muitas espécies de mesma funcdo alimentar e que podem resgatar o consumo de
frutas e hortalicas produzidas por pequenos produtores, alavancando a agricultura local
(Bleil et al., 2009), realidade reforgada pelos nutricionistas entrevistados em 2013 no
programa Hortiescolha.

A elaboracdo do memorial descritivo para a compra publica é complexa e busca
por melhor preco e garantia da qualidade. A execucdo por Orgdos publicos exige
procedimentos especificos para garantir a execu¢do do processo, como, por exemplo,

autorizacgdes, pedidos, especificacdo completa, definicdo de unidades e quantidades,
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levantamento de precos, cotacbes, documentos de habilitacdo, obediéncia a legislagéo,
entre outros (Batista; Maldonado, 2008). As atividades administrativas e burocraticas
sdo exercidas muitas vezes com dificuldades por alguns gestores, devido a sua formacéo
técnica (Chaves et al., 2013).

O crescente distanciamento entre o consumidor e a agricultura, decorrente da
urbanizacdo, e a inexisténcia de denominacGes claras e mensurdveis de tamanho e
qualidade para produto, variedade e classificacdo, tornam complexo o processo de
elaboracdo do memorial descritivo e de controle de qualidade de frutas e hortalicas in
natura. O gestor ainda deve atentar-se para que ndo ocorram grandes alteragcdes nos
cardapios propostos, devido ao planejamento inadequado sobretudo em virtude da
alegacdo da falta de ingredientes (Issa et al., 2013).

O memorial descritivo é parte integrante do edital de licitagdo ou chamada
publica, e deve conter, no minimo, informacdes sobre caracteristicas gerais e sensoriais,
caracterizacdo mensurdvel, padrdo de qualidade, padrdo de embalagem, além das
condicdes e entrega e transporte, levantamento de precos e cotacbes e estudo da
sazonalidade para elaboracdo de cardapios que ofertem produtos na sua melhor época de
compra e consumo. Todo o processo de aquisicdo para a alimentacdo escolar deve
obedecer a Lei Federal 11.947, de 2009 (alterada pela Lei Federal 12.982, de 2014), a
Resolucdo CD/FNDE n° 26 de 2013 e também a legislacdo especifica para licitacdo
publica e contratos administrativos (Lei 8.666, de 1993), de forma a ndo direcionar o
processo de compra para um determinado fornecedor, e também permitir que o maior
nimero de fornecedores possa participar do processo (Fundo Nacional de
Desenvolvimento da Educacdo, 2014). O produto ainda deve estar de acordo com a
legislagdo vigente do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), e
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), bem como a legislacao estadual e
municipal.

O programa ‘“Hortiescolha — Apoio a tomada de decisdo do servigco de
alimentacéo escolar na escolha, aquisic¢ao, controle de qualidade e utilizacdo de frutas e
hortalicas in natura” é um programa de politicas publicas com objetivo de representar
uma ferramenta de auxilio que simplifigue a escolha e a aquisicdo, aumente a
diversidade e garanta a qualidade das frutas e hortalicas frescas para os servicos de

alimentacdo escolar. O trabalho teve aporte financeiro da Fundacdo de Amparo a
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Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), processo 2010/52337-0, e contou com a
parceria do Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo da Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sdo Paulo e do Centro de
Qualidade em Horticultura da Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais do Estado
de S&o Paulo — CEAGESP, para o desenvolvimento da ferramenta.

@) programa, que  esta  disponivel no  endereco  eletrdnico
http://www.hortiescolha.com.br, disponibiliza os elementos essenciais para a elaboracao
do cardapio num formato de facil acesso e correlacdo. Com ele, 0 gestor acessa as
informacgdes das principais frutas e hortalicas comercializadas na CEAGESP, além de
informacdes sobre variedades, classificacbes e diferenca de preco entre as mesmas,
rendimento e sazonalidade.

O Hortiescolha orienta o gestor para a substituicdo por produtos semelhantes em
relacdo ao valor nutricional e uso culindrio e também por produtos de melhor custo-
beneficio na época, contribuindo assim para uma maior economia e melhor utilizacdo de
recursos publicos, diminuicdo de perdas, maior diversidade de produtos, aromas,
sabores, cores, texturas, a introducdo de frutas e hortalicas pouco conhecidas e de
produtos da agricultura local no cardapio, bem como o aumento do consumo de frutas e

hortaligas frescas.

2. Escopo da ferramenta

A ferramenta Hortiescolha permite a consulta das caracteristicas fisico-quimicas e
também as relacionadas a qualidade, preco e sazonalidade de 94 produtos e suas
variedades. A ferramenta também permite aos usuarios, apds um breve cadastro, o
acesso a uma area personalizada para elaboracdo de documentos de apoio para o
memorial descritivo de frutas e hortalicas in natura e ferramentas para o controle de
qualidade do produto. A ferramenta é dividida em: 1) Consulta — Pagina principal; 2)
Hortipedia; e 3) Blog Hortiescolha.

2.1. Consulta - Pagina principal

Na pagina principal, o usuario visualiza as frutas e hortali¢as de sazonalidade alta,
média e baixa. A indicacdo é realizada com base na evolucdo de precos da cotacdo
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CEAGESP e sazonalidade histérica do produto. O sistema ainda permite a consulta a
sazonalidade de cada produto e variedade e sugestdes de substituigéo.

O cadastramento do usuario e acesso ao link “Crie sua lista” permite, ainda,
elaborar uma lista de produtos para compor o memorial descritivo em licitacdo e/ou
chamada publica. O usuario recebe na escolha de cada produto e variedade informacgoes
sobre os meses de melhor oferta, com a indicacdo da classificagdo de melhor custo-
beneficio e sugestBes de diversificacdo por produtos de valor nutricional e preparo
semelhantes. Nas abas laterais, o usuario visualiza a diversidade da sua lista e
sazonalidade, os principais macronutrientes e micronutrientes presentes nos produtos
selecionados e a oferta de cada produto escolhido pela agricultura local (municipio de
cadastro do usuario).

Apbs a escolha do produto e da sua quantidade, torna-se disponivel, para cada
produto, 0 memorial descritivo de especificacdo de compras para utilizacdo em licitacdo
e/ou chamada publica e controle de qualidade.

2.2. Hortipedia

O “Hortipedia” caracteriza as frutas e hortaligas in natura e seus grupos varietais,

sendo composto por:

a) Guia de identificacdo do produto com foto e nome cientifico;

b) Guia de Variedades, com as principais variedades ou grupos varietais
comercializados na CEAGESP;

c) Tabela de equivaléncia, onde é possivel caracterizar os produtos através da
utilizacdo de caracteristicas mensuraveis e sua equivaléncia pela Cotacdo de Precos
da CEAGESP e pela denominacdo do Mercado Atacadista;

d) indices Hortiescolha:

i. Indice de Aproveitamento — IA: fator utilizado para planejar
quantitativamente um cardapio e seus géneros. Esta relacionado ao tamanho,
qualidade, maturidade do produto e técnicas utilizadas no preparo. O IA, que
considera o Fator de Correcdo e o Indice de Coccdo, é medido para cada
variedade e classificacdo de cada produto.

ii. Indice de Valoragdo — IV: fator utilizado para calcular a relacio entre o

preco de cada classificacdo e a classificacdo menos valorizada de cada produto
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e variedade. A Cotagdo de Precos da CEAGESP, realizada diariamente,
monitora 0 preco praticado do atacado para o varejo das diferentes
classificacdes de cada produto e variedade. Atraves dos dados historicos da
Cotacéo de Precos da CEAGESP foi calculado o IV por produto e variedade.

iii. Indice de Escolha — IE: fator utilizado para indicar a classificacio de
melhor custo-beneficio (maior IE), que considera a diferenca de
aproveitamento (IA) e a grande diferenciacdo de valor por variedade e
classificacdo para cada produto no mesmo dia (IV). A escolha da classificacdo
de melhor custo-beneficio (maior IE) pode significar até o dobro do produto no

prato com 0 mesmo recurso:

Indice de Aproveitamento

indice de Escolha = —
Indice de Valoracio

e) Sazonalidade, identificando a melhor época de aquisi¢cdo e consumo de cada

produto de acordo com os dados histéricos da CEAGESP;

f) Padrdo minimo de qualidade, onde o usuario visualiza para cada produto os

defeitos que ndo devem ser tolerados por inviabilizar o consumo do alimento ou por

reduzir o rendimento;

g) Sugestdes de substituicdo, onde o usudrio visualiza produtos que poderiam ser

substituidos sem grandes mudancas na forma de preparo e sem grandes prejuizos na

composi¢do final do cardapio, como uma oportunidade para alavancar maior

diversidade no mesmo.

2.3. Blog Hortiescolha

O “Blog Hortiescolha” ¢ uma interface que permite uma maior interagdo com o

usuario e uma rapida atualizacdo de material através de artigos, apresentagdes, videos,

entre outros.

3. Consideracdes finais

A universalizacdo dos conhecimentos gerados para o Projeto Hortiescolha e sua

disponibilizagdo amigavel via pégina eletrénica foi um desafio para os pesquisadores
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envolvidos. Todo o trabalho foi realizado ap6s pesquisas e entrevistas com os futuros
usuarios, com o objetivo de orientar para uma melhor utilizagdo dos recursos publicos
envolvidos no processo de aquisicdo de frutas e hortalicas in natura para alimentagédo

escolar, oferecendo uma maior diversidade e qualidade.

Referéncias

ASSAO, T.Y; WESTPHAL, M.F.; BOGUS, C.M.; LARA, B.R.; CERVATO-MANCUSO, A.M. School feeding:
what children’s drawings reveal. Revista Brasileira de Crescimento e Desenvolvimento Humano, 24: 98-105,
2014.

BATISTA, M.A.C.; MALDONADO, J.M.S.V. O papel do comprador no processo de compras em instituicdes
publicas de ciéncia e tecnologia em saude (C&T/S). Revista de Administracao Publica, 42: 681-699, 2008.

BLEIL, R.A.T.; SALAY, E.; SILVA, M.V. Adesdo ao programa de alimentacdo escolar por alunos de instituicdes
publicas de ensino no municipio de Toledo, PR. Seguranca Alimentar e Nutricional, 16: 65-82, 20009.

BRASIL. Ministério da Educacgdo. Fundo Nacional de Desenvolvimento da Educacéo. Resolugdo FNDE n°. 26, de 17
de junho de 2013. Dispde sobre o atendimento da alimentacdo escolar aos alunos da educacéo basica no &mbito do
Programa Nacional de Alimentacéo Escolar - PNAE. Disponivel em:
<https://www.fnde.gov.br/fndelegis/action/UrIPublicasAction.php?acao=abrirAtoPublico&sgl_tipo=RES&num_ato=
00000026 &seq_ato=000&vIr_ano=2013&sgl_orgao=FNDE/MEC>. Acesso em: 07 jul 2014.

CHAVES, L.G.; SANTANA, T.C.M.; SANTANA, T.C.M.; GABRIEL, C.G.; VASCONCELOQOS, F.A.G. Reflexdes
sobre a atuagdo do nutricionista do Programa Nacional de Alimentagdo Escolar no Brasil. Ciéncia & saude coletiva,
18: 917-926, 2013.

FUNDO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO DA EDUCACAO. Programa Nacional de Alimentagdo Escolar.
2014. Disponivel em: < http://www.fnde.gov.br/programas/alimentacao-escolar>. Acesso em: 07 jul 2014.

GABRIEL, C.G. Programa nacional de alimentacdo escolar: construcdo de modelo de avaliacdo da gestédo
municipal. 2013. 254p. Tese (Doutorado em Saude Coletiva) — Centro de Ciéncias da Salde, Universidade Federal
de Santa Catarina, Floriandpolis.

ISSA, R.C.; MORAES, L.F.; FRANCISCO, R.R.J.; SANTOS, L.C.; ANJOS, A.F.V.; PEREIRA, S.C.L. Alimentacdo
escolar: planejamento, producdo, distribuicdo e adequacdo. Revista Panamericana de Salud Publica, 35: 96-103,
2014.

PEIXINHO, A.M.L. A trajetéria do Programa Nacional de Alimentagdo Escolar no periodo de 2003-2010: relato do
gestor nacional. Ciéncia e saude coletiva, 18: 909-916, 2013.

38



Engenharia de Biossistemas

39



Tecnologias aplicadas a Engenharia de Biossistemas

Vanessa de Fatima Grah

Hugo Thaner dos Santos

Otéavio Neto Almeida Santos
Pedro Paulo Silva Barros
Hermes Soares da Rocha

Irineu Pedro de Sousa Andrade
Erica Silva Nakai

Alan Bernard Oliveira de Sousa
Bruno Patias Lena

Isaac de Matos Ponciano

1. Introducéo

A Engenharia de Biossistemas € a aplicacdo das ciéncias matematicas e das
engenharias na agricultura, nos recursos naturais, no ambiente e na relagdo entre os
sistemas biologicos e 0s processos produtivos do agronegocio. Mediante o uso e gestdo
de tecnologias inovadoras, podem-se projetar sistemas que beneficiam a producdo no
campo, de maneira produtiva e sustentavel. Entre os processos envolvidos no estudo
dessa ciéncia esta a protecdo ambiental com interface entre plantas, animais e solo,
promovendo um entendimento do ambiente, das maquinas e mecanismos. Ou seja, a
Engenharia de Biossistemas, atua em todo o processo de implantacdo, gerenciamento e
manutencdo das tecnologias que aperfeicoam o agronegocio e maximizam a preciséo da
agropecudria. Ela garante que a crescente populacdo mundial tenha abundancia e
qualidade de alimento, agua pura e potavel, combustiveis renovaveis, fontes de energia
alternativas e um ambiente seguro e saudavel. Nesse contexto, serdo apresentadas
algumas dessas tecnologias que auxiliam no desenvolvimento de uma produgdo agricola
alinhada com os anseios da sociedade, o aumento da demanda de alimentos e a

preservacdo dos recursos naturais.
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2. Instrumentacéo aplicada & Engenharia de Biossistemas

A instrumentagdo tem papel fundamental no manejo dos biossistemas por
proporcionar ao homem informac6es essenciais para 0 correto manejo dos recursos
naturais. Notadamente, quando o manejo deste sistema é feito de forma eficiente ha
significativa melhoria da produtividade, economia de recursos financeiros e
conservacdo do meio ambiente. Para que a instrumentacdo seja uma ferramenta eficaz
no gerenciamento de decisdes, alguns aspectos importantes devem ser levados em
consideracdo, como a incerteza instrumental (inerente a todos os instrumentos de
medicdo) e a sua relacdo com os processos fisico, quimicos e bioldgicos a serem
monitorados. De forma geral, ao se calibrar um equipamento busca-se a medigdo de
grandezas fisicas e o resultado final € sempre uma aproximacéo do valor verdadeiro.

A figura 1 apresenta dois graficos resultantes do processo de calibracdo de um

higrémetro simplificado em comparacdo ao método padrao.
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Figura 1. Estudo do erro relacionado a calibragdo de um higrémetro.

No gréfico da esquerda é obtido o coeficiente de correlagdo (r), que indica quanto
0S pontos se aproximam de uma reta, ou seja, a aproximacéo ao valor padrdo. Para o
referido caso o “r” ¢ de 0.987. Este procedimento ¢ largamente empregado na calibragao
simplista de vérios instrumentos, ndo obstante o erro associado a cada medi¢do é
desconhecido. Pelo grafico da direita, observa-se que o erro instrumental desta
calibracdo pode chegar até 11% para baixos valores de umidade relativa. O estudo
auxiliar do erro neste caso, ajuda no conhecimento das incertezas associadas a
calibracdo; auxiliando assim na correta tomada de deciséo. Ha diversas formas de se

investigar as incertezas associadas & medicdo de grandezas fisicas, para um
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aprofundamento no tema, recomenda-se a leitura de Vuolo (1996) e Balbinot e
Brusamarello (2010).

Outra importante area da instrumentacéo, aplicada a Engenharia de Biossistemas, é 0
desenvolvimento de novas tecnologias com foco na sustentabilidade das pequenas
propriedades rurais. Medici (1995) desenvolveu um dispositivo para a automacao
simplificada de sistemas de irrigagdo, que se tem mostrado eficiente na automacao da
irrigacdo localizada em sistemas organicos de producdo vegetal. O equipamento é
constituido de um pressostato de lavadora de roupas ligado a uma capsula ceramica por
meio de um tubo flexivel (Figura 2), conforme detalhadamente descrito por Medici et
al. (2010).

. 1. Cépsula ceramica

2. Tubo flexivel

3. Pressostato

N 15
Ay
=l

4. Valvula solenoide

5. Fios elétricos

6. Encanamento

7. Tubo gotejador

Figura 2. Esquema ilustrativo de montagem do “acionador simplificado para irrigagdo”
(patente MU 8700270-1).

O pressostato deve ser posicionado abaixo da planta e a capsula instalada no solo
préximo ao sistema radicular (as profundidades de instalacdo da capsulo pode variar de
0,3 a 1,0 m), de tal modo que a coluna d’agua dentro do tubo flexivel mantenha o
contato elétrico do pressostato desligado. Com a absor¢do de agua pela planta o solo
terd sua umidade reduzida, gerando uma suc¢do que anula a pressdo da coluna d’4agua e
aciona o sistema de irrigacdo através da valvula solenoide, instalada no inicio da linha
lateral do sistema de irrigacdo. Com o acionamento da irrigacdo, € reestabelecido o
equilibrio de energia da solucdo do solo e a &gua contida na capsula, com isso ha um
aumento da pressdo no interior da mesma e, consequentemente, o desligamento do
sistema de irrigacao.

Com base no que foi apresentado, nota-se que a instrumentacéo € uma préatica que

deve ser estimulada, pois viabiliza a implementacéo de préaticas agricolas cada vez mais
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adequadas sob os pontos de vista técnico, econdmico e ambiental. Isto, por sua vez,
pode potencializar avangos rumo ao desenvolvimento sustentavel, tdpico

constantemente discutido na sociedade contemporanea.

3. Geotecnologia como ferramenta para tomada de decisoes

O advento das geotecnologias permitiu observar grandes extensdes de terra em
uma simples tela de computador, possibilitando pontuar com incrivel precisdo onde
ocorrem 0s problemas, facilitando uma acdo mitigadora. As geotecnologias sdo o
conjunto de tecnologias para coleta, processamento, analise e disponibilizacdo de
informacdo com referéncia geogréfica, e estdo intimamente ligadas aos avangos de
informética e geociéncias (Rosa, 2005). Sdo compostas por solucbes em hardware,
software e peopleware, que juntos se constituem em poderosas ferramentas para a
tomada de decisoes.

As geotecnologias sdo representadas, entre outros, por: Sistemas de Informagao
Geogréafica (SIG), Sensoriamento Remoto, Sistema de Posicionamento Global (ex.
GPS), Cartografia, Radiometria. Essas sdo ferramentas que facilitam a producdo de
informagbes em pouco tempo e a baixo custo para estudar fendmenos, analisar
interacbes entre varidveis, apoiar tomada de decisbes. A seguir serdo abordados os
aspectos gerais de cada ferramenta.

Os Sistemas de Informacdo Geografica (SIG) correspondem as ferramentas
computacionais de geoprocessamento, que permitem a realizacdo de analises
complexas, ao integrar dados de diversas fontes e ao criar bancos de dados
georeferenciados (Camara et al., 2005).

O Sensoriamento remoto "é a aquisicdo de informagdes sobre um objeto sem que
haja um contato fisico" (Colwell, 1983). A obtencdo dessas informacGes geralmente
depende da energia eletromagnética refletida ou emitida pelos alvos de interesse. As
fotografias aéreas foram o primeiro produto a ser utilizado e posteriormente as imagens
foram obtidas através da utilizacdo de satélites. O sensoriamento remoto envolve
basicamente duas fases, uma de aquisicdo de dados e outra de utilizagdo. A fase de
aquisicdo de dados envolve os processos de deteccdo e registro de informacdo. A fase
de utilizacdo envolve o tratamento e a extragdo de informacdo dos dados coletados,
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além da aplicacdo em diferentes &reas, tais como a Pedologia, Hidrologia, Agronomia,
Engenharia e outras (Sausen, 2008).

O Sistema de Posicionamento Global - GPS (Global Positioning System) foi
projetado para se obter o posicionamento instantaneo bem como a velocidade de um
ponto na superficie da terra ou préximo a ela. E um sistema de navegagdo baseado em
satélites, que permite saber a localizagdo 24 horas por dia em uma cobertura mundial.
Atualmente, permitem determinar distancias, direcGes e coordenadas (Albuquerque,
2008). A cartografia, etimologicamente “descricdo de cartas”, foi introduzida em 1839.
Sua concepcao compreende: tracado de mapas; arte do tracado de mapas; ciéncia, a arte
e a técnica de representar a superficie terrestre.

A radiometria utiliza equipamentos capazes de detectar e registrar a radiacao para
medir radiacdo eletromagnética. O radiébmetro, dependendo do nivel de coleta dos
dados, é a ferramenta empregada para obter a resposta espectral em diferentes areas
como agricultura, geologia, exploracdo de petrdleo e minerais, ambiental e locais
urbanos. A radiacdo pode ser refletida ou emitida e convertida num produto que possa
ser interpretado para fornecer informacdes Uteis. Este produto pode ser uma imagem,
uma fotografia, um gréfico ou uma tabela. Cada faixa de comprimento de onda tem seus
préprios pontos fortes em termos de gerar informacao, que contribuem nos processos do

sensoriamento remoto (Richards; Jia, 2006).

3.1. Usos e aplicacdes

Com a utilizagdo das Geotecnologias envolvendo ferramentas como: o
Sensoriamento Remoto, os SIG's e 0 GPS, o tempo médio para a obtencdo das
informagdes necessarias foi abreviada para semanas, permitindo que varias alternativas
sejam avaliadas de forma eficaz e relativamente rapida. Essas possibilidades levaram a
uma mudanga qualitativa na forma como muitas analises podem ser realizadas, tais
vantagens justificam a ampla aceitacdo e a demanda por essas tecnologias.

Propostas metodoldgicas tais como: impactos ambientais, analises de viabilidade
ou planejamento agricola, fiscalizagdo de crédito agricola, previsdo de safras e
ferramentas de apoio a decisdo, demonstram potencial para utilizacdo das

geotecnologias no ambito da Engenharia de Biossistemas.
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Na area agricola o sensoriamento remoto tem-se tornado uma ferramenta muito
atil, uma vez que auxilia na estimativa de safras agricolas, visando fortalecer o
planejamento agricola. No estudo da vegetacdo e uso da terra, é possivel quantificar
parametros da mesma a diferentes escalas, em relacdo a medidas de fisiologia e
estrutura da planta, tais como indice de area foliar, teor de agua, teor de pigmentos de
plantas (clorofila, carotenos), distin¢do de espécies vegetais, quantificacdo de biomassa,
de nitrogénio, arquitetura e densidade do dossel, doencas, niveis de estresse de plantas.

Para o levantamento de solos, o sensoriamento remoto também tem sido de
grande apoio, uma vez que é uma ferramenta ndo destrutiva e de baixo custo, reduzindo
o tempo de operabilidade nas analises de solos. A diferenciacdo entre tipos de solos,
caracterizacdo mineralogica de solos, mapeamento de solos, estimativas de umidade,
textura, matéria organica sdo exemplos de parametros auxiliados pelo sensoriamento
remoto.

O sensoriamento remoto torna-se uma ferramenta chave, para o estudo e
monitoramento dos recursos naturais, tais como o controle de queimadas, andlise
cronoldgica de bacias hidrogréficas, estudos de modificagbes climaticas,
acompanhamento de emissdes e acdo de poluentes, gerenciamento florestal de

desmatamento e reflorestamento.

4. Manejo de irrigacao e evapotranspiracao

A 4gua é um dos recursos naturais primordiais para a sobrevivéncia de todos 0s
organismos vivos. Com o crescente aumento populacional e, consequente aumento da
demanda por &gua doce, fica evidente a necessidade de preservar tal recurso para que
novas geragdes possam vir a utiliza-lo. A agua doce de facil acesso é utilizada para
diversos fins, tais como na indudstria, no abastecimento urbano e na irrigacdo de
culturas. Somente a irrigacdo tem uma participacdo de 70% no volume total utilizado,
sendo que os outros 30% sdo destinados a industria e ao abastecimento urbano, o que
permite afirmar a importancia da sua utilizacdo de forma consciente (Selborne, 2001).
No periodo de 1961 a 2002 ocorreu um aumento de 140 para 280 milhdes de hectares
de area irrigada, elevando assim, a pressao pelo uso da agua no pais (FAO, 2002).

Com o aumento das tecnologias empregadas nas lavouras, atualmente, um

produtor tem a capacidade de alimentar aproximadamente 100 pessoas, sendo que no
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passado era necessario o trabalho de quatro pessoas para alimentar somente uma. Isto é
um reflexo da presséo da sociedade por maiores quantidades de alimentos, conciliado
com o éxodo rural. Interligado a isso, a agricultura irrigada entra em cena na producéo
de alimentos, pois com ela é possivel obter maiores indices de produtividade dos
alimentos numa mesma 4area de cultivo anteriormente cultivada sem irrigacao.
Atualmente, mais da metade da populacdo mundial depende dos alimentos produzidos
em areas irrigadas (Mantovani et al., 2009).

O feijdo irrigado, por exemplo, produz cerca de cinco vezes mais do que o feijdo
de sequeiro em uma mesma area, mostrando assim, a importancia de se implementar
essa tecnologia de forma consciente para aumentar a produgdo por unidade de area. Em
termos gerais, a producdo na agricultura irrigada é em média de 3 a 3,5 vezes maior em
relacdo a agricultura ndo irrigada. Este é um dos motivos pelo qual a agricultura irrigada
represente 18% da area cultivada no Brasil, respondendo por aproximadamente 44% da
producdo total de alimentos (Christofidis, 2005). Nesse contexto, 0 manejo de irrigacao
nas culturas torna-se uma ferramenta fundamental no uso racional da dgua.

O manejo racional de irrigacdo permite encontrar estratégias mais eficientes e
adequadas na utilizacdo da agua, fazendo com que os eventuais desperdicios sejam
reduzidos. Problemas como erosdo do solo, queda nas produtividades e elevado
consumo de energia elétrica sdo exemplos da utilizacdo demasiada da &gua de irrigacéo.
Por outro lado, quando a cultura € manejada de maneira adequada é possivel elevar 0s
indices de produtividade, além de garantir a sobrevivéncia das culturas na ocorréncia de
longos periodos de escassez de chuvas.

O estudo do manejo de irrigacdo de culturas requer um conhecimento dos
processos que regem a agua no sistema solo-planta-atmosfera. A dindmica da agua no
solo, a absorcdo de agua pelas plantas e as variac@es climaticas sdo algumas das areas
de conhecimento fundamentais para se realizar o manejo de irrigacdo adequado. Nesse
sentido, é possivel realizar a tomada de decisdo sobre 0 melhor método de irrigacéo,
lamina de irrigacdo aplicada e momento certo de irrigar, de maneira a aplicar para as
plantas somente a quantidade de agua necessaria, evitando os desperdicios e
maximizando a produtividade.

Segundo Albuquerque e Durdes (2008), atualmente séo possiveis encontrar no

Brasil diversos métodos de irrigacdo, dentre eles por aspersdo, por superficie e método
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de irrigacdo localizada ou microirrigacdo. Christofidis (2005) descreve que dos 3,4
milhdes de hectares da area de irrigacdo no pais, 50% é ocupada pela irrigacdo por
superficie, sendo 21% para a irrigacdo por pivd central, 19% para a aspersdo
convencional e 10% para a localizada. Apesar de representarem valores minimos,
também podem ser encontrados métodos de irrigagdo por sulcos e microaspersao
(PIRES et at., 2008).

Os principais fatores que proporcionam uma tomada de decisdo acertada sobre o
melhor método de irrigacdo a ser utilizado em uma area sdo: a cultura a ser implantada;
o tipo de solo predominante no local e suas caracteristicas fisico-hidricas; a declividade
do terreno e as caracteristicas climaticas do local como o regime pluviométrico anual e
os valores médios da temperatura, umidade relativa do ar e velocidade do vento. Por
exemplo, o arroz produzido na regido sul é cultivado principalmente sobre irrigacao por
superficie (inundado).

As hortalicas, cultivadas em quase todas as regibes do pais, normalmente sao
produzidas com o auxilio de irrigacdo por aspersdo convencional. Quando manejadas
com irrigacdo, o cultivo de grandes culturas como soja € milho é realizado com
irrigacdo por pivo central. A irrigacdo localizada é normalmente utilizada em casos mais
especificos, principalmente em cultivos de plantas com caracteristicas arbdreas como,
por exemplo, o0 péssego e a laranja e em regides com alta taxa de evapotranspiracao
diaria como na regido do perimetro irrigado da bacia do Rio Sdo Francisco no Nordeste
Brasileiro. Em vista disso, é possivel prever a complexidade de se fazer o manejo de
irrigacéo.

O manejo de irrigacdo das cultuas pode ser realizado pela avaliagdo do solo, pela
avaliacdo do clima ou pelas caracteristicas de consumo de agua diretamente pelas
cultuas. A avaliacdo pelo solo permite 0 monitoramento da umidade do solo durante o
cultivo, sendo a irrigacéo realizada quando é verificada a necessidade de reposicdo de
agua conforme o decréscimo da umidade a partir da sua capacidade de campo. O
manejo de irrigacdo realizado via clima é realizado com base nos dados climéticos
proximos ao local de cultivo, levando em consideragdo a demanda atmosférica. Quando
a irrigacdo é manejada conforme o consumo de agua pelas plantas, o conceito de

evapotranspiracdo € aplicado. Com a evapotranspiracdo da cultura quantificada é
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possivel determinar a quantidade exata de agua que a cultura necessita, sendo a melhor
maneira de realizar o manejo de irrigagéo.

A evapotranspiracdo (ET) esta diretamente relacionada aos estudos de consumo
hidrico, sendo definida como a quantidade de &4gua consumida por uma determinada
cultura. Segundo Allen et al. (1998), ET é a combinagdo da evaporacdo (E), que é
proveniente do solo, e a transpiragdo (T), relacionada a planta. Os fatores que mais
influenciam ET s&o as condi¢des atmosféricas locais, tais como a temperatura, radiacéo
solar, umidade relativa do ar e vento. Fatores relacionados ao manejo do cultivo
também influenciam as taxas de ET, tais como cultivar, populacdo de plantas, irrigacdo
e controle de pragas e doencas. Finalmente, caracteristicas de solo relacionadas a
fertilidade, cor e capacidade de retencdo de agua também afetam as taxas de ET (Allen
etal., 1998).

A medicdo da ET ¢ feita por varias metodologias, com destaque para 0s métodos
de balanco de energia, balanco de d4gua no solo e lisimetria de pesagem. Além destes,
existem os métodos de estimativa a partir de dados meteorolégicos e o tanque de
evaporacdo (Allen et al., 1998). A medicdo da ET com lisimetros de pesagem é o
método mais preciso, além de ser possivel determina-la em um espaco de tempo
variavel, em intervalos de dez minutos ou menos (Faria et al., 2006; Carvalho et al.,
2007).

Além do consumo de agua da cultura de interesse, define-se também a
evapotranspiracdo de referéncia (ETo) que segundo Allen et al. (1998) corresponde a
demanda hidrica de uma superficie padronizada de uma vegetacdo hipotética similar a
grama, caracterizada por crescimento vegetativo vigoroso, mantida sem deficiéncia
hidrica, com resisténcia aerodindmica de 70 s m, altura permanente de 12 cm e albedo
de 0,23. Dentre 0os métodos para se determinar ETo, o de Penman-Monteith (Allen et
al., 1998) é considerado o metodo padréo, sendo ETo calculada com dados de radiacéo,
temperatura do ar, umidade relativa e velocidade do vento.

Por meio da razéo entre ET da cultura de interesse e ETo, determina-se o
coeficiente de cultivo (Kc). Este coeficiente representa a integracdo dos diferentes
efeitos que fazem com que a cultura de interesse apresente comportamento diferente da
cultura de referéncia. Segundo Lascano e Sojka (2007), o Kc é requerido nas fases de

dimensionamento e manejo de irrigagéo.
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A Engenharia de Biossistemas é uma ciéncia complexa, e como tal se utiliza de
tecnologias variadas para proporcionar o melhor uso dos recursos naturais na area
agricola. Aqui mostramos algumas das ferramentas disponiveis, que nos ajudam na
tomada de decisGes no tocante a producdo agricola, para que essa pratica possa ser
ambientalmente correta e economicamente viavel, promovendo o crescimento

sustentavel da producdo de alimentos no Brasil.
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1. Introducéo

Na area agricola, uma das maneiras mais utilizadas para se testar novos
tratamentos € a realizacdo de experimentos, 0s quais tém como objetivo comparar a
eficiéncia entre os mesmos. Novos cultivares de sementes, tipos de manejo,
formulacGes de adubos, métodos de adubacdo, tipos de solo podem ser avaliados, por
exemplo. Para comprovar a eficicia desses novos tratamentos, técnicas estatisticas
devem ser aplicadas, mais especificamente as técnicas de estatistica experimental, que
visam realizar o estudo de contrastes. O estudo de contrastes € principalmente utilizado
qguando o experimento é composto por mais de dois tratamentos e possibilita o
estabelecimento de comparacGes entre tratamentos (ou grupos de tratamentos) de
interesse.

Alguns softwares estatisticos possuem programagdes internas prontas para as
analises de diversos problemas. Dentre o0s mais utilizados, destacamos: SAS,
STATISTICA, R e STATA. Nesse capitulo iremos abordar apenas o uso do software R,

pois € gratuito e possui seu codigo de programacao aberto.

2. R-Studio
A interface RStudio torna o uso do software R mais simples e pratico, o que
facilita a analise dos experimentos agricolas. Informagdes sobre instalacdo e formas de

uso podem ser encontradas no site http://www.rstudio.com/.

O layout da interface RStudio é apresentado na Figura 1, na qual é possivel
observar as duas principais janelas, sendo elas: “Script”, local utilizado para digitar as

linhas de comando (digitos em verde) e o “Console”, local onde sdo executadas as

52


http://www.rstudio.com/

linhas de comando. Para a execugdo de alguma linha de comando deve-se utilizar o

botdo “Run”, localizado acima da janela “Script”.

£ Rstudio

Eile

Edit Code Miew Plots Session Build Debug JIools Help

Q- -| 5 BB

@] Untitled1* Environment History Packages Help

Console

=
=

= Source on Save Q, A —# Run 5% | [ Source - * [ | [#*Import Dataset~ ¥ Clear
1 # linhas de comando = Global Environment =
2|

21 (Top Level) R Script

Files Plots Viewer

8 3 Export-
# Tinhas de comando

Figura 1. Layout da interface RStudio.

3. Principios bésicos de um delineamento

A experimentacdo tem por objetivo o estudo dos experimentos, isto €, seu

planejamento, execucdo, analise dos dados obtidos e interpretacdo dos resultados

obtidos. Para isso, alguns conceitos basicos de analise de experimentos devem ser

definidos, tais como:

« tratamento (ou fator): é o método, elemento ou material cujo efeito deseja-se

medir ou comparar em um experimento. Exemplos: variedades de milho; niveis de
proteina na racdo, diferentes temperaturas de pasteurizacdo do leite, entre outros.

« unidade experimental: é a unidade que vai receber o tratamento e fornecer 0s

dados que deverdo refletir o seu efeito. Exemplos: uma fileira de plantas com 3
metros de comprimento no campo, um carneiro, um barril de leite.

« delineamento experimental: é a maneira como 0s tratamentos sdo designados as

unidades experimentais. Exemplos: delineamento inteiramente casualizado,
delineamento casualizado em blocos e delineamento em quadrado latino.

* esquema: quando em um mesmo experimento sdo avaliados dois ou mais
fatores, os niveis dos fatores podem ser combinados de maneiras diferentes. O
esquema € justamente a maneira utilizada pelo pesquisador ao combinar 0s niveis
dos fatores para se obter os tratamentos. Exemplos: esquema fatorial e esquema em

parcelas subdivididas.
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e variavel resposta: é a variavel mensurada usada para avaliar o efeito de

tratamentos.

« erro experimental: é o efeito de fatores que atuam de forma aleatdria e que néo

sdo passiveis de controle pelo experimentador.

Os experimentos podem variar de uma pesquisa para outra, porém, todos devem
seguir alguns principios basicos, que sdo necessarios para que as conclusdes obtidas
sejam validas. Estes principios sdo:

* principio da repeticdo: consiste na reprodugdo do experimento basico, tendo por

finalidade propiciar a obtengdo de uma estimativa do erro experimental.

e principio da casualizacdo: propicia a todos os tratamentos a mesma

probabilidade de serem designados a qualquer unidade experimental.

» principio do controle local: divide um ambiente heterogéneo em sub-ambientes

homogéneos, tornando o delineamento experimental mais eficiente, pela reducédo do

erro experimental.

4. Delineamentos Experimentais
4.1. Delineamentos inteiramente casualizados

O delineamento inteiramente casualizado (DIC) é indicado quando se dispde de
um terreno uniforme, sendo indatil estabelecer blocos que apenas produzirdo a
diminuicdo do namero de graus de liberdade pra o residuo. Algumas vantagens do DIC
em relacéo a delineamentos mais complexos, segundo Pimentel-Gomes (2009), séo:

« qualquer nimero de tratamentos ou de repeti¢cGes pode ser usado e, 0 nimero de

repeticdes ndo precisa ser 0 mesmo para todos o0s tratamentos;

* 0 numero de graus de liberdade para o residuo é o maior possivel.

Considerando um experimento de um Unico tratamento com t niveis e r;
repeticdes, sendo que as parcelas sdo consideradas homogéneas e os tratamentos sao

atribuidos de forma completamente aleatéria, tem-se o seguinte modelo para DIC:

Vi S BT T+ &;

em que y;; € o valor observado na unidade experimental do tratamento i com a
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repeticdo j; u € o efeito geral da meédia; 7€ o efeito do tratamento i e ;; € 0 erro

aleatorio.

Em um DIC, tém-se duas fontes de variacdo: os tratamentos em estudo e o erro

aleatorio. Considerando o nimero de repeticdes r; = r (experimento balanceado) e t o

numero de tratamentos, a analise de variancia (ANOVA) pode ser elaborada de acordo

com a Tabela 1.

Tabela 1. ANOVA para DIC.

Fonte de Graus de Soma de Quadrado

L . o Teste F
Variacao Liberdade Quadrados Médio
Tratamento t-1 SQTrat QMTrat QMTrat/QMRes
Residuo t(r-1) SQRes QMRes -
Total tr-1 SQTotal -

Quando se instala um experimento no delineamento inteiramente casualizado, o

objetivo é, em geral, verificar se existem diferencas significativas entre, pelo menos,

duas médias de tratamentos. As hipéteses testadas sao:

Hyrpty = pty = =y,

HI:FE ¥+ F_;f

Uma forma equivalente de escrever as hipéteses anteriores € em termos dos

efeitos dos tratamentos t; -, dado por:

Hyty=1,=--=1,=0

Hy:t, # 0 ,para algum i.

Para a analise de um delineamento inteiramente casualizado na interface RStudio,

sdo utilizados as principais linhas de comando, apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Comandos no R para DIC.

Linhas de Comando Resultado
Modelo = aov(y ~ tratamento, data= dados) Construcéo do modelo
anova(modelo) Analise de variancia
LTukey(modelo,"tratamento”,conflevel=0.95) Teste de Tukey, o qual utiliza a library 'laercio’

4.2. Delineamentos casualizado em blocos

O delineamento casualizado em blocos (DBC) é utilizado quando as unidades
apresentam heterogeneidade. Neste tipo de experimento, sdo considerados os principios
de repeticdo, aleatorizacdo e controle local, sendo que o ultimo é representado pelos
blocos. Para que o experimento seja eficiente, cada bloco devera ser 0 mais uniforme
possivel, mas os blocos poderdo diferir uns dos outros.

No DBC, as parcelas sdo distribuidas em blocos da forma mais uniforme possivel,
sendo que o numero de parcelas por bloco deve ser multiplo do nimero de tratamentos e
estes sdo designados as parcelas de forma aleatoria, em que essa casualizacéo é feita
dentro dos blocos. Algumas vantagens desse tipo de experimento sao:

« controle das diferencas que ocorrem de um bloco para outro;

« utilizacdo qualquer nimero de blocos e tratamentos.

O DBC possui dois fatores: tratamentos e blocos. Considera-se um experimento

com t tratamentos, b repeticBes e t = b parcelas, sendo essas parcelas agrupadas em b

blocos homogéneos, entéo, tem-se o seguinte modelo:
Yi; =gt b}- +1; + g

em que y;; é o valor observado na unidade experimental do tratamento £, bloco j;
u é o efeito geral da média; b; é o efeito do bloco j; T; é o efeito do tratamento i e £ éo

erro aleatdrio. O resumo da ANOVA para o DBC é apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. ANOVA para DBC.

Fonte de Graus de Soma de Quadrado Teste F
Variacéo Liberdade Quadrados Médio

Blocos b-1 SQBlocos QMBlocos QMBIlocos/QMRes
Tratamento t-1 SQTrat QMTrat QMTrat/QMRes
Residuo (b-1)(t-1) SQRes QMRes -

Total tb-1 SQTotal - -

Geralmente o teste de hipdtese com relacdo aos efeitos de blocos ndo é feito por
dois motivos: 1- o interesse principal € testar os efeitos de tratamento e o proposito
usual dos blocos é eliminar fontes estranhas de variacdo, e 2- embora os tratamentos
sejam distribuidos aleatoriamente as unidades experimentais, os blocos sdo obtidos de
uma maneira ndo aleatoria.

Para a anélise de um delineamento casualizado em blocos na interface RStudio,

sdo utilizados as principais linhas de comando, apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Comandos no R para DBC.

Linhas de Comando Resultado
modelo=Im(y ~ bloco+tratamento, data= dados) Construcdo do modelo
anova(modelo) Anélise de variancia
LTukey(modelo,"tratamento",conf.level=0.95) Teste de Tukey

4.3 Delineamentos em quadrados latinos

Os delineamentos em quadrados latinos s&o utilizados quando deseja-se controlar
duas fontes de variagdo, ou seja, considera-se o controle local aplicado em dois sentidos
(Barbin, 2003). Esse tipo de delineamento tem por caracteristica possuir o mesmo
numero de linhas, colunas e tratamentos — sua principal desvantagem, uma vez que 0
quadrado latino estd restrito a ter o ndimero de repeticdes igual ao numero de
tratamentos —, além de que cada tratamento ocorre apenas uma vez em cada linha e cada
coluna, em que as linhas e colunas sdo cruzadas (Demétrio, 2010). Se forem

considerados t tratamentos em um determinado experimento, 0 mesmo tera t* parcelas.
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No caso em que t = 4, tem-se 0 seguinte esquema:

Tabela 5. Delineamento em quadrado latino 4 x 4.

Coluna
Linha
1 2 3 4
1 A B C D
2 B Cc D A
3 C D A B
4 D A B C

em que A, B, C e D sdo os tratamentos testados. Salienta-se aqui que o esbogo foi
feito utilizando a ordem padrdo, sendo possivel aleatorizar os tratamentos dentro das
linhas e colunas, lembrando que um determinado tratamento pode ocorrer apenas uma
vez em cada linha e cada coluna. O modelo matematico para este tipo de delineamento é
dado por:

Vipe =8t i+ + 1, + 55

em que p € a média geral, [; € o efeito da i-ésima linha (i = 1.2,..,t), ¢; € 0
efeito da j-ésima coluna (j=12,..,t), 7, é o efeito do k-ésimo tratamento,
k=12, ..,t, e e~ N(0,6%) é o erro aleatdrio associado ao modelo. Ainda, as

seguintes suposi¢des devem ser respeitadas:
t — 4 — t
izl = E;':lcj = Xy Ty

O esquema da analise de variancia para o delineamento em quadrado latino € dado

por:
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Tabela 6. ANOVA para quadrados latinos.

Fonte de Graus de Soma de Quadrado

) . o Teste F
Variacao Liberdade Quadrados Médio
Tratamentos t-1 SQTrat QMTrat QMTrat/QMRes
Linhas t-1 SQLinha QMLinha -
Colunas t-1 SQColuna QMColuna -
Residuo (t-2)(t-1) SQRes - -
Total -1 SQTotal - -

Para a analise de um delineamento quadrado latino na interface RStudio, séo

utilizados as principais linhas de comando, apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Comandos no R para QL.

Linhas de Comando

Resultado

modelo=aov(y ~ coluna+linha+tratamento)
anova(modelo)

LTukey(modelo,"tratamento”,conflevel=0.95)

Construcdo do modelo

Anaélise de variancia

Teste de Tukey

4.4. Delineamentos em esquema fatorial

Muitos estudos sdo conduzidos com o objetivo de avaliar a influéncia de maltiplos

fatores experimentais sobre as respostas de interesse. Uma alternativa para estimar seus

efeitos é variar um fator por vez, mantendo-se 0s demais em niveis constantes. No

entanto, tal abordagem requer um grande nimero de parcelas e, ainda, impossibilita o

estudo das interacdes que estes fatores possam apresentar (Hicks, 1993). A solucéo,

neste caso, € a adocdo de um esquema de tratamentos fatorial.

Os experimentos fatoriais possibilitam inferir como varios fatores experimentais

afetam, simultaneamente, as respostas em estudo (Pimentel-Gomes, 2009). No esquema

fatorial, cada tratamento & uma combinacdo possivel dos niveis dos fatores

experimentais. Por exemplo, se ha 2 fatores, cada um com 2 niveis, temos 4 tratamentos
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possiveis que formam um fatorial 2x2; j& se ha um fator com 3 niveis e outro com 2,
formam-se 6 tratamentos de um fatorial 3x2. Observe que 0 nimero de tratamentos
cresce progressivamente com o numero de fatores, mas 0s experimentos fatoriais podem
ser fracionados ou alocados em blocos incompletos por meio de técnicas de
confundimento, reduzindo a quantidade de parcelas requeridas e sem acarretar grande
onus as pesquisas (Hicks, 1993).

Os experimentos fatoriais podem ser executados mediante qualquer tipo de
delineamento experimental. Considera-se um caso bem simples, quando os tratamentos
sdo atribuidos as parcelas inteiramente ao acaso (DIC) e o fatorial é constituido apenas
por dois fatores, A e B. Nesta situacdo, 0 modelo de anélise de variancia é descrito por:

Yije =0 ta; + 1'9}- T Vi T Eij

em que u € o efeito geral da média; «; € o efeito do nivel i do fator A; ;€ o efeito
do nivel j do fator B; y;; € o efeito da interagdo entre os fatores A e B; e =, € 0 erro
experimental na parcela que recebeu o nivel i do fator A, o nivel j do fator B e na
repeticdo k. O resumo da analise de varidncia para um delineamento inteiramente ao

acaso com tratamentos em esquema fatorial é apresentado na Tabela 8.

Tabela 8. ANOVA para o esquema fatorial.

Fonte de Graus de Soma de

Variagdo Liberdade Quadrados Quadrado médio Teste P

Fator A i-1 SQA QMA F=QMA/QMRes
Fator B j-1 SQB QMB F=QMB/QMRes
AxB (i-1)(-1) SQAXB QMAXB F=QMAXB/QMRes
Tratamento (ij-1) SQTrat QMTrat F=QMTrat/QMRes
Residuo ij(k-1) SQRes QMRes -

Total ijk-1 SQTotal - -
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Nesses experimentos ha o interesse de se testar os efeitos principais de cada um
dos fatores experimentais, bem como os de suas interacdes. O primeiro passo é
determinar se existem interacdes significativas, 0 que corresponde a testar o conjunto de
hipbteses abaixo:

Hyvyy =¥z = =y; =0
Hy:y; #0, i, j.

Se ha interacdes significativas, ndo podemos considerar os efeitos principais dos
fatores experimentais. O problema é que, nesta situacdo, o comportamento da resposta
ao longo dos niveis do fator A é diferente nos variados niveis do fator B e vice-versa.
Assim, so faz sentido a comparacgdo dos niveis de um fator dentro de um nivel fixado do
outro fator. Caso as interacdes ndo sejam significativas, deseja-se testar os efeitos

principais dos fatores experimentais por meio dos seguintes conjuntos de hipdteses:

L {Hﬂ:al=cx2=---=cxi=ﬂ
’ Hp:a,#0

E{Hﬂ:ﬁj.:ﬁz:.":ﬁj:ﬂ
) Hl:ﬁ}-¢ﬂ

Para a analise de um delineamento em esquema fatorial na interface RStudio, sdo

utilizados as principais linhas de comando, apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9. Comandos no R para o esquema Fatorial.

Linhas de Comando Resultado
modelo=aov(y~tratl+trat2 + tratl:trat2, data= dados) Construgdo do modelo
anova(modelo) Analise de variancia
LTukey(modelo, tratamento”,conf.level=0.95) Teste de Tukey
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1. Introducéo

A biotecnologia vegetal compreende ferramentas que envolvem desde a cultura de
tecidos até as mais diversas técnicas moleculares que sdo aplicadas para gerar
conhecimento benéficos para o desenvolvimento cientifico e econdmico em diversos
paises. Na agricultura, possibilidades biotecnoldgicas permitem obter a curto prazo
respostas para 0 estabelecimento de uma agricultura sustentavel, aumentando a
producdo e ao mesmo tempo preservando o ambiente.

O papel central da biotecnologia vegetal é gerar solucbes perante os desafios do
presente e do futuro, causados pelo estilo de vida e consumo da sociedade moderna. A
utilizacdo de técnicas especificas podem funcionar como ferramentas auxiliando no
suprimento da demanda de alimentos, producdo de sementes e 0 aumento de biomassa
para geracdo de energia renovavel. Neste sentido, a biotecnologia vegetal se coloca
como peca chave para o aumento da produtividade, da qualidade da producéo e para o
desenvolvimento de plantas adaptadas as mais variadas condi¢cdes ambientais.

Para ampliar a discussdo sobre as praticas biotecnoldgicas, apresentamos uma
abordagem cientifica de alguns dos principios da biotecnologia vegetal. Serdo
discutidos alguns dos métodos e ferramentas usados na propagacdo de plantas e na
transgenia aplicaveis a pesquisa académica, que podem ser direcionadas aos processos

industriais.

2. Cultura de tecidos de plantas

A cultura de tecidos de plantas é uma aplicacdo da biotecnologia, com ampla
utilizacdo na agricultura, na multiplicacdo de espécies, muitas vezes de dificil
propagacdo e em programas de melhoramento vegetal e transformacdo genetica. A
totipotencialidade das células vegetais, que contém toda a informacdo genética
necessaria para a formacdo de uma planta completa é a vantagem do processo de
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micropropagar plantas in vitro. A regeneracdo de uma planta a partir de uma Unica
célula ocorre pela capacidade de proliferagdo desta célula em se desdiferenciar e se
diferenciar para formar um tecido somatico que seja capaz de levar a formacéo de uma
planta inteira, com folha, caule e raiz (Kerbauy, 1997; Mantell et al., 1994).

Dentre as aplicagOes da propagacgéo in vitro destacam-se aquelas relacionadas
com a: i) conservagdo de germoplasma in vitro; ii) a aceleracdo dos programas de
melhoramento pela multiplicacdo de clones, visando a producdo de mudas, o
rejuvenescimento de clones selecionados e ao potencial para producdo de sementes
(embrides somaéticos); iii) a producdo de clones livres de patdgenos, onde sdo
produzidos de culturas livres de microrganismos patogénicos, visando atender a
demanda de um processo de propagacdo clonal sustentavel; iv) o patenteamento, pela
possibilidade de se patentear os processos-materiais obtidos por meio da biotecnologia;
v) modelo, pois podem servir como base para o desenvolvimento de outras técnicas
biotecnoldgicas, como a transformacéo genética (Xavier et al., 2009).

Em vista da potencialidade da aplicacéo das técnicas de propagacao in vitro varios
trabalhos continuam sendo desenvolvidos, no intuito de tornar esta tecnologia acessivel
e economicamente viavel. No entanto, algumas desvantagens e dificuldades sdo
encontradas durante o processo como: a necessidade de desenvolvimento de protocolos
otimizados para diferentes espécies ou grupos de clones, a recalcitrancia das culturas a
propagacdo in vitro e os riscos da contaminacdo acidental das culturas por
microrganismos (Xavier et al., 2007).

Os processos relativos a introducdo do material in vitro sdo feitos pelo isolamento
de pequenos fragmentos de tecido vivo, denominados explantes, que podem ser um
fragmento de folha, caule, raiz ou qualquer outro tecido que contenha as condicGes de
ser induzido, para regenerar um planta inteira in vitro (Torres et al., 2000; Lakshmanan
et al.,, 2005). Os explantes sdo fragmentos de tecidos vegetais formados por um
agrupamento de células que apresentam varios estadios de desenvolvimento, com
diversas atividades bioquimicas e fisioldgicas que podem em muitos casos responderem
a um determinado estimulo provocado pelo ambiente in vitro, o que pode levar a
habilidade competente destas células a reacdes diversas, esperando-se que pelo menos
algumas células desse explante sejam capazes de se desenvolverem e regenerarem uma
nova planta (Mantell et al., 1994; Torres et al., 2000; Lakshmanan et al., 2005).
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A regeneracéo de plantas in vitro pode ser dificultada por diversos fatores, mas
trés deles merecem atencédo para o estabelecimento de um eficiente protocolo de cultura
de tecidos de plantas: i) o genotipo, isto é, a escolha da espécie ou cultivar apropriada
para ser usada na cultura de tecidos dependerd dos objetivos experimentais propostos;
ii) a fonte de explantes, sua origem pode ser a partir de regides meristematicas,
segmentos de folhas, caules e/ou raizes, destacando-se a necessidade de serem feitos
testes experimentais para avaliar a viabilidade e rapidez na qual o explante sera capaz de
responder a determinado estimulo para a obtencdo de plantas inteiras. Frequentemente,
os explantes de tecidos juvenis sdo mais usados devido a pouca diferenciacdo celular;
iii) a condicdo de cultivo, como meio de cultura especifico, intensidade de luz,
temperatura e recipiente utilizados sdo fatores que podem ser limitantes ao
desenvolvimento da planta in vitro.

Os explantes ficam por periodos definidos em meio de cultura para induzir o
desenvolvimento da embriogénese ou da organogénese. Durante a embriogénese séo
formados embriGes somaticos a partir dos quais uma planta inteira ¢ formada, sem
vinculo vascular com o tecido de origem. Enquanto que na organogénese ocorre 0
desenvolvimento da planta com conexdo vascular com o explante. Seja por
embriogénese ou organogénese o objetivo é regenerar uma planta idéntica, isto é, um
clone da planta original, por propagacdo assexuada de células para obter uma nova
planta, mas mantendo o genétipo idéntico a planta matriz (Torres et al., 2000).

O sucesso da eficiéncia de se obter plantas regeneradas pela técnica da cultura de
tecidos esta diretamente relacionada ao estabelecimento de todos os fatores descritos
anteriormente. Entretanto, muitos destes ainda necessitam ser avaliados, tais como 0s
mecanismos pelos quais os reguladores de crescimento ou horménios vegetais atuam
sobre todos os processos que controlam o desenvolvimento da planta (Mantell et al.,
1994; Caldas et al., 1998).

A aplicacdo pratica da cultura de tecidos, em determinada atividade experimental,
depende das condicBes de cultivo e esta diretamente relacionada ao meio de cultura
utilizado. Estes podem ser sélidos, semissolidos e liquidos, e os meios de cultura usados
atualmente tem como base 0s meios desenvolvidos por White (1942; 1945),
denominado meio White e posteriormente com alteragdes nas concentragdes de sais e de

nitrogénio na forma de aménio, 0 meio proposto por Murashige e Skoog (1962),
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denominado MS. Os meios de cultura podem ainda ser complementados com
reguladores de crescimento, como as auxinas (como o diclorofenoxiacético - 2,4-D), as
citocininas (como a cinetina) e as giberilinas (como acido giberélico) e em alguns casos
se faz uso de inibidores, como o etileno (Thorpe, 2007; Haridassan; Ferreria, 1998). Na
década de 1990 foi difundida na cultura de tecidos, a técnica de biorreatores, com
sistema de imersdo temporaria de explantes em meio liquido, otimizado para reduzir o
custo do processo da micropropagacdo de plantas, chegando a ser usado para
propagacdo em larga escala de cana-de-acicar em Cuba (Bernal, 2008; Lakshmanan,
2006) e de leguminosas e bromelidceas com resultado de regeneracdo destas espécies
por embriogénese somatica (Mousa, 2007; Rech Filho, 2004).

Todo o processo para 0 manuseio de explantes conta com materiais esterilizados
(pincas, bisturis e suportes), assim como o local de subcultura, com a utilizacdo de
fluxos laminares. Este cuidado € necessario pois, durante os procedimentos podem
ocorrer contaminagGes por organismos como bactérias, fungos e leveduras que
prejudicam ou até mesmo podem inibir o desenvolvimento da planta, por competirem
por nutrientes ou por produzirem toxinas nocivas ao desenvolvimento da cultura in
vitro. Os protocolos da cultura de tecidos geralmente passam por trés estagios: i) a
desinfestacdo dos explantes, ii) a inducdo de calos e iii) a regeneracdo de plantas. A
desinfestacdo € um processo de limpeza, sendo utilizados procedimentos de lavagem da
superficie do explante inoculado (Andrade, 2002). Neste processo de limpeza do
material vegetal podem ser usadas substancias como hipoclorito de sédio, alcool,
fungicidas, em diferentes concentracdes e agua destilada autoclavada, dependendo do

material e espécie vegetal.

3. Transformacé&o genética de plantas

A transformacdo geneética de plantas pode beneficiar varios setores industriais de
producé@o com base nas possiveis aplicacfes biotecnoldgicas para produzir solugbes para
a agricultura, como o desenvolvimento de culturas resistentes as pragas, as doengas e
gue possa aumentar a tolerancia das plantas as adversidades do ambiente (Hansen;
Wright, 1999). Além de ser uma tecnologia que pode servir de auxilio ao melhoramento
genético tradicional reduzindo as dificuldades do cruzamento tradicional entre as

diferentes espécies, também permite reduzir o tempo de selecdo de plantas. Os avangos
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biotecnoldgicos a partir da década de 1980, como a tecnologia do DNA recombinante
tornou viavel a insercdo de genes exdgenos em plantas, conferindo resisténcia a
estresses ambientais, herbicidas, fungos, bactérias, virus e insetos (Carrer, 2010;
Matsumoto, 2001; Perani et al., 1986).

Diferentes métodos podem ser usados para a producdo de plantas transgénicas,
dentre os quais se destacam a transformacdo indireta e a transformacdo direta. Na
transformacéo indireta sdo usadas bactérias do género Agrobacterium que naturalmente
infectam plantas e produzem um tumor conhecido como galha da coroa (Srisvastava et
al., 2009; Chilton et al., 1977). Essa bactéria possui um plasmideo denominado TI que
pode ser alterado em laboratorio, inserindo um gene de interesse no lugar dos genes
promotores da doenca. Estas bactérias modificadas, necessitam perder todo ou parte de
seu DNA de transferéncia (tDNA), para ndo produzirem tumores nas plantas
hospedeiras (Pitzschke; Hirt, 2010). Utilizando o mecanismo de infec¢do natural o gene
de interesse € transportado para o interior da célula do explante alvo da planta que é
colocado em contato direto com esta bactéria para o processo de transferéncia e
consequente transformacdo genética do genoma da planta (Hensel et al., 2009;
Brasileiro; Cancado, 2000). O método indireto de transformacdo de plantas deve ser
experimentalmente testado, para adequar a melhor linhagem de Agrobacterium a ser
usada, pois 0 método pode ser limitado muitas vezes por ndo haver suscetibilidade de
infeccdo devido ao genotipo da planta (Potrikus, 1990).

Os métodos de transformacdo direta de plantas podem variar em eficiéncia e
disponibilidade. Estes, sejam fisicos e/ou quimicos devem ser capazes de causar
alteracOes na parede e membranas celulares das plantas, o que permitira a insercdo do
gene de interesse no genoma da cultivar alvo do processo de transformagdo genética.
Existem varios métodos de transformacgéo dentre os quais se destacam pela eficiéncia a
eletroporacdo de protoplastos, a transformacdo por polietilenoglicol (PeG) e o mais
usado a biolistica ou bombardeamento de microparticulas (Carrer et al, 2010; Fisk;
Dandekar, 1993).

A transformacdo de plantas pela técnica de biolistica permite inserir o gene de
interesse pelo processo de bombardeamento do explante da planta, com microparticulas
de ouro ou tungsténio revestidas pelo plasmideo ou apenas um fragmento de DNA que

contem 0 cassete de expressdo com o gene de interesse. (Sanford et al., 1991; Xiong,
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2013). Quando comparado com o método indireto por Agrobacterium, o método de
biolistica apresenta maior plasticidade para a realizagdo da transformacdo genética de
plantas, por permitir 0 uso de diferentes tipos de explantes alvo e pode apresentar maior

eficiéncia de transformacéo (Brasileiro; Cancgado, 2000; Jackson, 2013).

4. Técnicas moleculares

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction), é
uma técnica que permite replicacdo in vitro do DNA de forma rapida. A PCR permite
usar quantidades minimas de material genético que podem ser amplificados milhares de
vezes em poucas horas, permitindo a deteccdo rapida e fiavel dos eventos transgénicos
gerados pelo uso de iniciadores especificos, os oligonucleotideos que sdo desenhados a
partir da sequéncia de DNA do gene de interesse. Apds a confirmacéo, por exemplo de
um evento transgénico, pela amplificacdo do fragmento do gene de interesse pela PCR,
pode-se realizar a andlise do nimero de cdpias inseridas no genoma da planta
transgénica pela técnica do Southern blot e a verificacdo da expressdo do gene de
interesse por gRT-PCR (PCR em tempo real). Estes sdo passos importantes no processo
de verificacdo da transgenia e da estabilidade do gene de interesse inserido no genoma
vegetal para estudos de gendmica funcional.

A expressao de genes é uma das mais importantes areas de pesquisa moderna
(Armafanzas et al., 2008). A técnica dos microarranjo também pode medir o nivel de
expressao simultaneamente ou nivel em que se encontra os milhares de genes, sendo o
ponto de partida é a anélise da chamada matriz de expressdo génica, onde visualmente,
as linhas representam os genes, as colunas representam as condi¢Oes experimentais (ou
de amostras) e os valores em cada posi¢do de matriz caracterizam o nivel de expresséo
do gene, sob uma condigdo experimental particular (Armafanzas et al., 2008). O estudo
do trasncriptoma de um conjunto de transcritos expressos, sintetizados a partir do RNA,
em um genoma podem ser identificados a partir de pequenas sequéncias de DNA
complementar (cDNA) pela técnica EST (do inglés Expressed Sequence Tag de 1991),
ou ainda pela técnica SAGE (do inglés Serial Analysis of Gene Expression de 1995), ou
pelas técnicas de sequenciamento de nova geracdo (NGS — 454/Roche de 2005) e para
sequenciamento de transcritos pela técnica do RNAseq usando tecnologia de nova

geracdo (introduzido em pelo 454/Roche de 2006), onde muitos destes sequenciamentos
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continuam em andamento e os dados gerados de varios experimentos podem ser
acessados para analises, através da mais diferentes interfaces WEB de cddigo aberto
(Sun et al., 2004; Teufel et al., 2006). As bases de dados mais usadas sao o Stanford
Microarray Database, 0 EBI Array Express, 0 NCBI Gene Expression Omnibus (Teufel
et al., 2006) e o NCBI SRA para dados de sequenciamento de RNA, que podem ser
obtidos via download e serem analisados em computadores pessoais sob diferentes

perspectivas com diferentes ferramentas de analises.

5. Avangos na bioinformatica

Grandes projetos de sequenciamento de genomas inteiros, bem como as diferentes
informacBes sobre genes, expressdo génica, proteinas, metabolitos e redes metabolicas
tém gerado uma enorme quantidade de dados que precisam ser analisados e
correlacionados. Nesse contexto, surge a biologia computacional inserida no contexto
da biologia molecular, conhecida como bioinformatica, que usa as estratégias
computacionais para analisar e gerar solugdes para as questdes bioldgicas. A biologia do
século XXI estd sendo transformada, a partir de uma ciéncia de laboratério em uma
ciéncia de processamento da informagéo, como resultado deste novo desenvolvimento,
onde muitos planejamentos de experimentos em laboratério sdo conduzidos com o
auxilio da bioinformatica.

Uma consequéncia do avan¢o computacional das Gltimas décadas, os algoritmos
evolutivos surgiram como importantes técnicas de otimizacdo heuristica no inicio da
década de 1980, e aliado aos avancos da biotecnologia, dispositivos modernos de alto
rendimento, conjuntos de dados de vérias dimensdes sdo obtidos, a partir de genomas e
tecidos vegetais analisados (Armafanzas et al., 2008). Nos anos 80, foram
desenvolvidos bancos de dados como o Medline e 0 GenBank, mas sua disponibilidade
era limitada a poucos pesquisadores (Ouzounis; Valencia, 2003). Ja na déecada de 1990,
dois grandes avangos como a automacdo e a ampla utilizacdo de alinhamento de
sequéncias multiplas, especialmente o método de alinhamento baseado em arvore,
permitiram ampliar os estudos filogenéticos e de evolugdo (Ouzounis; Valencia, 2003).

Uma das primeiras aplicacdes de analise de sequéncia de aminoacidos, para se
descobrir motivos de proteicos foram a identificagdo do motivo de ligagdo a ATP (ATP-

binding motif) em varias proteinas funcionalmente independentes, do motivo dedo de
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zinco (zinc-finger motif) e do motivo ziper de leucina (leucine-zipper motif) (Ouzounis;
Valencia, 2003). Nessa época, 0s mais variados programas, em diversos institutos como
0o EMBL (The European Molecular Biology) criaram departamentos exclusivos de
biologia computacional, como o EBI (The European Bioinformatics Institute). Nesta
nova era da biologia e da gendmica, a bioinformatica estd no conectada com novos
experimentos bioquimicos e genéticos que permitem constantemente realizar novas
descobertas, pelo uso de ferramentas computacionais que tornam a realizagdo mais
rapida e viavel para os processos documentacdo cientificas dos dados gerados (Roberts,
2000).

Saeys, Inza e Larrafiaga (2007) relatam que a previsdo de sequéncias que
codificam para proteinas (previsdo potencial de codificacdo) tem sido um foco de
interesse, desde os primeiros dias da bioinforméatica. Assim como, muitos recursos
podem ser extraidos a partir de uma sequéncia, e as dependéncias ocorrem na maioria
das vezes entre as posicdes adjacentes a estas sequénicas. A utilizagdo do alinhamento
de comparacdo de sequéncias baseado no pair-wise surge em muitas aplicacGes da
bioinformaética, associada com a busca em banco de dados a partir de uma sequéncia
molde, onde a semelhanca entre estas sequéncias é usada para inferir ou identificar
muitas vezes uma estrutura ou fungdo semelhante (Baker et al., 1999).

Deste modo, 0s pacotes de software tém sido desenvolvidos geralmente para
analises completas do DNA, analise de proteinas, predicdes de estrutura secundaria,
desenho de primers, modelagem molecular, desenvolvimento de estratégias de
clonagem, desenho de plasmideos ou enzimas de restricdo para analises de gendmica
funcional. A exemplo de aplicacdo, algumas empresas envolvidas no desenvolvimento
de Biosoftware como a Alkami Biosystems, Molecular Biology Insights, PREMIER
Biosoft International, Intelli Genetics Inc., Hitachi Inc., DNA Star, Advanced American
Biotechnology e a Imaging. No que se refere a desenho de primers, tem-se usado 0s
programas CODEHOP, Gene Fisher, do Primer , Primer3, Primer Selection, Primo Pro
3.4, Primo Degenerate 3.4, EPRIMER3, PrimerQuest , MEDUSA e GAP (Abd-Elsalam,
2003).
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5.1. Comparacéo de Sequéncias

Teufel et al. (2006) relatam que programas de comparacdo de sequéncias e de
alinhamento sdo ferramentas de bioinforméatica essenciais e o0s algoritmos mais
amplamente utilizados sdo a ferramenta de busca de alinhamento local de base (BLAST)
bem como o FASTA e o ClustalW. Em contraste com as ferramentas de alinhamento de
sequéncias anteriores, tais como o de Needleman-Wunsch, o BLAST utiliza uma
abordagem heuristica encontrando inicialmente equivalentes curtos contiguos, e cada
resultado € posteriormente estendido a fim de produzir alinhamentos de pontuacdo mais
altos, resultando em um alinhamento final mais proximo do ideal (Teufel et al., 2006).

Quando ¢ utilizada a ferramenta BLAST, a qualidade do alinhamento pode ser
estimada através da pontuacéo de alinhamento e o valor “e”. O valor “e” mede o limiar
de significancia estatistica para relatar sequéncias obtidas contra o banco de dados, de
cada genoma individual. Além de dezenas de valores “e” do alinhamento individual, o
BLAST também retorna os alinhamentos individuais, juntamente com as taxas
percentuais de identidade e similaridade de nucleotideos ou aminoacidos, e finalmente,
estes alinhamentos individuais sdo, entdo, ligados a outros bancos de dados gendémicos
do NCBI, como EntrezGene, Geo Profiles, ou UniGene, proporcionando facil acesso a
dados gendmicos para a sequéncia correspondente de interesse (Teufel et al., 2006).

J& para o alinhamento de sequéncias multiplas o programa mais utilizado € o
ClustalW, o qual foi implementado como uma combinacdo das abordagens filogenéticas
e heuristicas. Em um primeiro passo, uma arvore filogenética é gerada utilizando
métodos de neighbor-joining, e posteriormente, comecando com as duas sequéncias
menos distantes, todas as sequéncias vizinhas sdo alinhadas por um algoritmo
heuristico, finalmente levando a um alinhamento completo de todas as sequéncias.
(Teufel et al., 2006).

5.2. Predicao e estrutura de genes e proteinas

Programas de predicdo de genes como GENESCAN ou AUGUSTUS, fornecem um
nivel aceitavel de precisdo e sdo, portanto, de uso significativo na analise de sequéncias
gendmicas (Teufel et al., 2006). Como 0s genomas estdo sendo sequenciados em um
ritmo crescente, a necessidade de procedimentos automaticos para anotagdo das

sequéncias dos novos genomas, torna-se cada vez mais importante (Armafanzas et al.,
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2008). Os autores ainda explicam que um primeiro passo na anotagdo de genomas é a
localizagéo de genes, bem como a sua estrutura correta e uma visao global de previséo
génica. Esta é constituida por componentes diferentes, sendo que cada componente
ajuda na identificacdo de elementos estruturais do gene, 0s quais podem ser o inicio do
gene (cddon de iniciagdo), o final de um gene (o cddon de parada) e as transicGes entre
as partes de codificagdo e ndo codantes do gene (como os locais de splicing). O
programa PromoterScan tem a capacidade de identificar as regibes promotoras
utilizando-se a sequéncia TATA-box, com matriz posicional de pesos combinado com a
densidade de sitios de ligacdo de fatores de transcri¢do especificos (Teufel et al., 2006).
O objetivo da previsdo da estrutura de proteinas é o de desvendar a estrutura
nativa de uma proteina, a partir da sua sequéncia, cumprindo alguns requerimentos
funcionais e estruturais, minimizando uma funcéo de energia no espaco onde esta sendo
modelada (Armafianzas et al., 2008). Muitas metodologias de andlises de sequéncias
envolvem o reconhecimento de sinais de curta duragcdo, mais ou menos conservadas na
sequéncia, representando sitios de ligacdo para varias proteinas ou complexos protéicos
(SAEYS et al., 2007). Os autores informam ainda que uma abordagem comum para
encontrar motivos regulatorios é relaciona-los com os niveis de expresséo, utilizando

uma abordagem de regresséo.

5.3. Ontologias génicas

Os dados funcionais anotados de genes individuais estdo atualmente dependentes
das anotacdes ontolégicas que estdo disponiveis no Gene Ontology Consortium, sendo
que o projeto Gene Ontology utiliza termos padronizados de ontologias génicas (GO)
que descrevem trés aspectos principais de informacdo biologica de um gene, seus
processos bioldgicos, funcdo molecular e a localizagdo celular. Embora as anota¢Ges
GO podem ser transformadas em uma ferramenta poderosa no futuro, elas ainda sao
consideradas limitadas e incompletas, visto que sdo dependentes de entradas de dados
por pesquisadores individuais. Uma vez que as informacdes de GO de um gene sdo
registadas, a ontologia é assim otimizada para a analise de alto rendimento
computacional, que pode permitir uma comparacdo altamente eficiente e com uma

grande quantidade de dados funcionais, permitindo que a anotagdo com GO seja uma
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ferramenta poderosa para estudo das anélises génicas e para trabalho em bioinformética
(Teufel et al., 2006).
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1. Introducéo

Mutantes sdo organismos com fendtipo distinto do original (controle, selvagem),
devido a uma mutacdo em seu material genético. A utilizacdo desses materiais com
alteracdo génica herdavel na area de Fisiologia Vegetal possibitou a descoberta do papel
de diversas moléculas, a descricdo de varias rotas metabolicas e inclusive incrementos
de producédo por meio da aplicacdo do conhecimento aplicado. A existéncia de grande
colecBes de mutantes bem como a disponibilidade de informacdes em extensas bases de
dados internacionais sdo importantes fatores que contribuem para 0 sucesso no
desenvolvimento de estudos utilizando mutantes.

Neste capitulo, iremos discorrer um pouco sobre estudos e perspectivas de
pesquisas com mutantes de tomateiro, principalmente no background da cultivar Micro-
Tom que tem sido usado como modelo vegetal devido a suas caracteristicas como
pequeno porte, ciclo de vida curto, alta acessibilidade, facil manipulagdo, genoma
relativamente pequeno, ampla conservacdo de mecanismos, métodos adequados de
cruzamentos, transformacao e regeneracédo e colecdo de mutantes. Além disso, a cultivar
Micro-Tom ter vantagem de apresentar importancia econdmica potencial, o que

possibilita o desenvolvimento de estudos que unam as ciéncias basica e aplicada.
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2. Mutagdes contra herbivoria

As plantas, como organismos sesseis, criaram diferentes estratégias de defesa que
afastam as pragas que podem lhe causar danos (Peiffer et al., 2009). Uma destas
estratégias é a presenca de tricomas, que de acordo com Levin (1973), sdo apéndices
que se estendem da epiderme dos tecidos aéreos, ocorrendo em mdaltiplas formas:
podem ser uni ou multicelulares, glandulares ou ndo glandulares, em linha reta, espiral,
em forma de gancho ou tortuosa, simples, peltada, ou estrelada. Ha uma variacdo em
densidade ou forma de uma espécie para outra.

Tricomas glandulares produzem metabdlitos secundéarios usados, por exemplo, na
droga anti-malaria conhecida como artemisina (Artemisia annua). Como tais tricomas
sdo ausentes em Arabidopsis thaliana, o tomateiro (Solanum lycopersicum L.) tem sido
proposto como o principal modelo genético para esse tipo de estudo (Goffreda et al.,
1988) por possuir mutantes que apresentam alteracdes bem definidas no padréo de seus
tricomas.

O tomateiro apresenta tricomas revestindo quase que a totalidade da superficie
externa da planta, dificultando desde a movimentacdo até o desenvolvimento dos
herbivoros. A barreira para a locomocao e oviposi¢do dos artropodes € geralmente feita
por tricomas ndo glandulares, chamados de tectores. Os tricomas glandulares exsudam,
em contato com os predadores, substancias pegajosas e/ou tdxicas que podem
aprisionar, irritar e matar a praga (Lara, 1991). Diversas substancias do metabolismo
secundario podem ser produzidas pelos tricomas de tomateiro, entre elas estdo o
zingibereno (zgb) e a metil-cetonas (MK), que possuem efeito toxico aos insetos, e 0
acil-acucar (AS) que, por apresentar aspecto pegajoso, aprisiona pequenos insetos. O
tomateiro cultivado, em geral, ndo possui aleloquimicos em quantidades suficientes para
se tornar resistente as suas principais pragas. Contudo, algumas espécies selvagens
relacionadas ao tomateiro podem ser fontes de alto conteudo de aleloguimicos, como
ocorre em S. habrochaites (antigo L. hirsutum), o qual produz altas quantidades de zgb
e MK (Simmons; Gurr, 2005; Bleeker et al., 2009), ou S. pennelli e S. galapagense
(antigo L. cheesmanii f. minor), os quais possuem folhas pegajosas tipicas de acumulo
de AS (Blauth et al., 1998).

Em geral, para o cultivo do tomateiro é necessaria a utilizagdo de defensivos

agricolas em larga escala, o que eleva o valor final de comercializagdo do fruto e pode
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acarretar danos ambientais. Dentre as principais causas de perdas durante o cultivo,
estdo os artrépodes herbivoros, como o acaro vermelho (Tetranychus evansi), a traca
(Tuta absoluta) e a mosca-branca (Bemisia spp.). Essas pragas afetam a produtividade
de modo direto, diminuindo a area fotossintética ativa, e indiretamente, pois sdo vetores
de virus e/ou abrem caminho para bactérias e fungos patogénicos, gerando lesGes nos
frutos que inviabilizam sua comercializacéo.

Dentre as estratégias de combate a pragas, a resisténcia baseada nos tricomas da
planta hospedeira € uma abordagem relativamente nova que tem potencial na reducéo
de utilizagdo de pesticidas, aumentando a sustentabilidade da cultura e reduzindo os
efeitos negativos associados ao uso de agroquimicos (Simmons; Gurr, 2005).

Assim a utilizacdo de mutantes disponiveis no background MT que apresentam
padrdes alterados para densidade de tricomas e quantidade de aleloquimicos associados
a defesa (ZGB, AS e MK) tem sido utilizados no intuito de um melhor entendimento
das vias de desenvolvimento de tais estruturas bem como o acimulo de compostos

nessas células.

3. Mutacdes afetando cores e formas de tomates

O formato do fruto depende da divisdo e do alongamento das células do ovario em
determinado ponto do desenvolvimento do 6rgdo. A variabilidade na coloracdo dos
frutos, por sua vez, vem da diferenca no acimulo de compostos. Ovate e sun sdo genes
que podem apresentar mutacOes naturais que levam alteracdo do formato do fruto. Essas
alteracOes génicas tém sido bastante utilizadas no melhoramento genético de tomateiro.

O gene ovate (0) confere o formato ovoide as muitas variedades comerciais, como
as chamadas grape. O gene mutado controla o alongamento do fruto no eixo
longitudinal, podendo sofrer regulacdo de outros genes, assim em determinados casos
mesmo que a mutacdo esteja presente, o fruto pode ndo adquirir a forma ovoide. O
OVATE interage com padrdes génicos em estagios primordiais do desenvolvimento do
gineceu (Van Der Knaap, 2014).

O gene SUN (sun) esse também controla o alongamento do fruto, no entanto, é
encontrado em cultivares de tomates tipo italiano. A mutacdo nesse gene leva a maior

expressdo génica durante o desenvolvimento da flor e do fruto, consequentemente o
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fruto se torna extremamente alongado. Isso sugere uma alteragdo no padrdo de divisoes
celulares sdo cruciais para o formato do fruto (Van Der Knaap, 2014).

A coloracéo dos frutos é afetada principalmente por duas classes de mutagdes, as
que influenciam o acumulo de carotenoides e as que influenciam a via biossintetica de
antocianinas. Os carotenoides séo pigmentos de cores amarela, laranja ou vermelha que
participam de processos como captacdo da luz e fotoprotecdo em plantas (Ronen, 1999).
Esses pigmentos possuem funcao relevante na nutricdo humana, devido a sua atividade
de provitamina A, e de protecdo contra doencas cardiovasculares e alguns tipos
canceres, além de serem antioxidantes lipofilicos (Agarwal, 2000; Ronen, 2000; Martin,
2013).

A mutacdo dominante Beta carotene (B) € evidenciada pelos frutos de coloracédo
laranja, devido ao aumento da expressdo do gene que codifica a enzima licopeno B-
ciclase (CrtL-b), levando a alta concentracdo de B-caroteno (Ronen, 2000). Para o
mesmo locus ocupado pelo mutante B, ha um alelo de perda de fung¢do denominado old
gold (og). Desse modo, esse mutante recessivo € alélico ao mutante B e apresenta fruto
de intensa coloracdo vermelha. No mutante og, a perda de funcdo do gene CrtL-b causa
0 aumento da concentracdo de trans-licopeno nos frutos, ocorrendo pouca conversdo
deste em B-caroteno (Ronen, 2000).

A mutacdo Delta carotene (Del) também é dominante e aumenta a expressdo do
gene que codifica a enzima licopeno e-ciclase (CrtL-e), promovendo a conversdo de
licopeno em &-caroteno, causando seu acimulo nos frutos maduros (Ronen, 1999).

Duas outras mutacdes recessivas sdo tangerine (t) e yellow flesh (r). O mutante t é
caracterizado pela auséncia da isomerizacdo promovida pela enzima carotenoide
isomerase (CRTISO), causando o acumulo de prolicopeno e outros cis-carotenoides nos
frutos (Isaacson, 2004). O mutante r possui fruto amarelo, devido a prevaléncia do
flavonoide rutina na auséncia de carotenoides, causada por ineficiéncia da enzima
fitoeno sintase (PSY1) (Fray; Grierson, 1993).

As antocianinas também afetam a coloracdo dos frutos, como dito anteriormente,
elas sdo denominadas flavonoides, sendo produzidas pelo metabolismo secundario das
plantas e armazenados nos vacuolos. Tais moléculas possuem coloracdo do vermelho ao
roxo e azul, dependendo do tipo especifico e pH que se encontra. Ao contrario do

licopeno e B-caroteno, as antocianinas sdo moléculas hidrofilicas, e por isso sua acéo
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antioxidante é complementar aos antioxidantes hidrofobicos. Assim, um tomate rico em
antocianinas e licopeno une acgdes distintas, potencializando os beneficios deste
alimento.

Variagdes genéticas naturais oriundas de espécies selvagens relacionadas ao
tomateiro levam ao acimulo de antocianinas em diferentes tecidos da planta, inclusive
no fruto.

A mutacdo dominante Anthocyanin fruit (Aft) provém da espécie selvagem
Solanum chilense e provoca acumulo de antocianina na epiderme dos frutos como um
mecanismo de protecdo contra alta radiacdo luminosa, o que pode resultar em frutos
arroxeados (Rehder, 2011).

A mutacdo atroviolaceum (atv),originaria de Solanum chesmaniae, causa acimulo
de antocianina por toda a planta. Provavelmente esta mutacdo € um alelo ndo funcional

de um regulador negativo de fotomorfogénese (Sestari, 2014).

4. Mutantes e transgénicos: ferramentas para estudos da resisténcia a salinidade

Estima-se que a salinizacdo resultante de agdes antrdpicas sera responsavel por
um decréscimo de 50% das terras disponiveis para a agricultura até 2050 (Wang et al.
2003).

A resisténcia a salinidade apesar de ser complexa, poligénica e envolver diversos
mecanismos fisioldgicos, a transferéncia ou alteracdo da expressdao de um ou alguns
genes pode resultar em aumento da resisténcia das plantas as condi¢Ges salinas
(revisado por Flowers, 2004), o que permite sugerir 0 uso de mutantes e transgénicos
como ferramentas Uteis para a identificacdo e entendimento de mecanismos fisioldgicos
envolvidos na resisténcia a salinidade, o que poderia contribuir para desenvolvimento de
materiais resistentes a esse tipo de estresse no futuro.

Na natureza e na agricultura, observa-se uma variagdo na resisténcia a salinidade
entre as espécies e culturas relacionadas de acordo com a regido de origem. O tomateiro
¢ considerado moderadamente sensivel a salinidade (Dasgan et al.,, 2002). Mas,
Solanum galapagense S. Darwin & Peralta (LA1401), uma espécie selvagem
relacionada ao tomateiro endémica da orla maritima das Ilhas Galapagos, apresenta
nivel elevado de resisténcia (Rick; Bowman, 1961). Assim & possivel que as variacfes

na resisténcia a salinidade sejam resultados apenas de diferencas na regulagdo dos
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processos, pois espécies mais resistentes normalmente possuem efetores de resposta a
salinidade e rotas regulatérias similares aos das espécies mais sensiveis (Zhu, 2000).

Variagdes genéticas que afetam o status hormonal sdo possiveis responsaveis por
determinadas diferencas na resisténcia a salinidade entre espécies. Os hormdnios
vegetais estdo envolvidos no controle das mais diversas atividades: aclimatagdo a
ambientes adversos, funcionamento de canais idnicos (HAUSER et al., 2011) e
aquaporinas (Ghanem et al., 2011), formacéo e diferenciacdo de 6rgdos, entre outros
papéis desempenhados.

Alguns trabalhos de resisténcia a estresse tem usado enxertia como ferramenta de
estudo, uma vez que essa técnica permite a manipulacéo de sinais hormonais entre parte
aérea e o sistema radicular por meio da combinacéo, por exemplo, de partes distintas de
mutantes ou transgénicos. White (2010) obteve plantas de tomateiro mais resistentes ao
estresse com caracteristicas vantajosas, como maior eficiéncia do uso da &gua e
capacidade de restringir a abertura estomatica sem reduc6es na producdo de biomassa, a
partir de porta-enxertos transgénicos expressando constitutivamente enzimas
participantes da biossintese de acido abscisico, 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenase
(NCED), B-caroteno hidroxilase (BCH) e fitoeno sintase (PSY).

De forma geral, o papel que os hormoénios vegetais desempenham em plantas
expostas a concentracles elevadas de sal ainda é relativamente pouco entendido, sendo
a maior parte dos estudos pouco conclusivos. Mas, a utilizacdo de mutantes e
transgénicos hormonais tem contribuido ao poucos com preenchimento dessa lacuna de

conhecimento.

5. Mutagdes no estudo da arquitetura foliar

As folhas sdo 6rgdos de desenvolvimento determinado, e principais responsaveis
pela fotossintese nas plantas. Morfologicamente, as folhas podem ser classificadas
quanto a divisdo de sua lamina. Laminas unicas, sem divisdo do limbo, séo classificadas
como folhas simples, enquanto folhas que possuem a lamina foliar subdividida em
foliolos, sdo classificadas como folhas compostas.

As folhas séo iniciadas a partir do recrutamento de algumas células do meristema
apical caulinar, as quais passam a expressar genes diferencialmente, culminando na

especializacdo gradual das células em tecido foliar. Este processo de desenvolvimento é
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dividido em trés fases: iniciacdo, morfogénese priméaria e morfogénese secundéria
(Hagemman; Gleisseberg, 1996). Durante a iniciacdo, as células que sdo recrutadas no
meristema apical caulinar, deixam de expressar genes da familia KNOTTED1-LIKE
HOMEOBOX (KNOX). Uma das diferencas entre folhas simples e folhas compostas
esta relacionada a expressao dos genes KNOX ap06s a iniciacdo. Em espécies de folhas
simples, os genes KNOX continuam tendo sua expressdo reprimida, enquanto espécies
de folhas compostas retomam a expressao destes genes durante a morfogénese primaria
(Efroni et al., 2010; Hay; Tsiantis, 2010).

Apenas trés exemplos de mutacOes serdo explorados, dois que aumentam a
complexidade da folha de forma ectopica em espécies de folha simples, e um que reduz
a complexidade da folha em espécies de folhas compostas.

O mutante de Arabidopsis asymetric leaves-1 (asl), apresenta crescimento
irregular do limbo foliar, devido a ndo repressdao dos genes KNOX durante a fase de
morfogénese primaria, que leva ao estabelecimento de pontos de crescimento em
regides inadequadas (Byrne et al., 2000). Outro exemplo de falha na represséo de genes
KNOX durante a morfogénese priméaria em espécies de folhas simples € encontrado no
mutante de milho rough-sheath-2 (rs2), no qual o limbo apresenta defeitos na formacao
de nervura principal, desde a auséncia de formacdo da mesma, como a formagdo de
maltiplas nervuras principais ao invés de uma Unica nervura. O mutante rs2 também
apresenta a bainha foliar enrugada (Schneeberger et al., 1998).

Em espécies de folhas compostas, onde a expressao dos genes KNOX é retomada
na fase de morfogénese primaria, mutacdes que levam a reducdo da expressdo dos genes
KNOX ou que encurtam a fase de morfogénese priméria, levam a reducéo da formacao
de foliolos, reduzindo a complexidade das mesmas. Um exemplo da drastica
simplificacdo de folhas compostas pode ser observado no mutante de tomateiro
Lanceolate. Devido ao encurtamento da fase de morfogénese primaria, na qual os genes
KNOX atuam para reiterar o processo de formacéo de novos pontos de crescimento, 0s
quais levam a formacgdo de I6bulos ou novos foliolos na Iamina foliar, o0 mutante

Lanceolate apresenta folha simples (Ori et al., 2007).
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6. Regeneragéo in vitro em tomateiro

A capacidade de regeneragdo de novos 6rgdos apds o desenvolvimento
embrionario é uma caracteristica particular dos organismos vegetais importante para a
domesticacdo de plantas de propagacdo ndo sexuada e para o cultivo in vitro,
extensamente utilizado em praticas biotecnoldgicas. Este processo depende de diversos
fatores, como tipo de explante utilizado, suplementacdo de nutrientes, hormonios
adicionados ao meio de cultivo, além de condi¢bes ambientais como temperatura e
luminosidade.

No entanto, apesar de sua evidente importancia, o processo de organogénese in
vitro, ou seja, a capacidade de formar novos 6rgdos a partir de uma populacdo de
células, ainda é pouco entendida, embora avangos notaveis tenham ocorrido com a
utilizacdo de plantas mutantes e transgénicas nos ultimos anos.

A organogénese pode ser dividida em trés etapas distintas, de acordo com as
funcdes e o requerimento de hormonios vegetais exdgenos: i) aquisi¢do de competéncia
morfogénica, ii) inducdo de novos 6rgdos, na qual as células e tecidos ja competentes
tornam-se determinados para formacdo de 6rgdos especificos em resposta a hormonios
exogenos, e iii) diferenciacdo morfoldgica, onde a estrutura entdo determinada passa a
se desenvolver independente de hormonios exdgenos (Christianson; Warnick, 1988).

Desde o trabalho cléassico de Skoog e Miller (1957) que ressaltou a importancia do
balanco entre auxina e citocinina na organogénese, o controle hormonal permanece
sendo peca chave nos processos de organogénese. Altas razdes citocinina/auxina
induzem gemas caulinares adventicias, enquanto o oposto leva ao desenvolvimento de
raizes. Além disso, o balan¢o intermediario entre esses dois horménios leva a formacao
de aglomerados de células denominadas calos. Entretanto, pouco se sabe a respeito do
papel do balangco hormonal end6geno do explante durante esse processo.

Uma das estratégias para investigacdo da influéncia do balanco hormonal
endogeno na regeneragdo é a utilizagdo de plantas transgénicas sensiveis a classes
hormonais especificas carregando promotores de marcacdo de expressdo como as
enzimas beta-glucoronidase (GUS) e green fluorescent protein (GFP) (Atta et al., 2009;
Sugimoto et al., 2010).

O inicio da organogénese e da aquisi¢do de competéncia para brotacdes e emisséo

de raizes apresentam uma via comum, a partir de uma populacdo de células pré-
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existentes com estrutura e fungdo semelhante ao periciclo (Atta et al., 2009; Sugimoto et
al., 2010, 2011). Essas células provavelmente sofrem estimulo da auxina, presente no
meio indutor de calos, que favorece a aquisicdo de competéncia (Motte et al., 2011).
Portanto, acredita-se que a auxina seria um dos provaveis indutores molecular de genes
responsaveis pelo controle da aquisicdo de competéncia (Che et al., 2007).

Estudos de indugdo de calos, utilizando materiais contendo promotor sintético
responsivo a auxina (DR5), mostram uma forte inducdo deste promotor, com reducéo da
expressdo ao longo do tempo, sendo a marcacgéo indistinguivel em calos desenvolvidos
(Gordon et al. 2007).

Outro horménio envolvido no processo de organogénese citado anteriormente é a
citocinina. A utilizacdo de material genético contendo o gene ARABIDOPSIS
RESPONSE REGULATOR 5 (ARRS5), cuja transcricdo e expressdo estdo correlacionadas
aos niveis de citocininas, permitiu verificar a expressdo desse gene reporter em areas de
iniciacdo e desenvolvimento de meristemas caulinares, mas ndo em primordios dos
orgdos (Gordon et al. 2007; Atta et al., 2009). Assim, é possivel que as citocininas
participem do particionamento da identidade celular e do direcionamento da célula do
calo.

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é um excelente modelo para os estudos de
organogénese, ndo apenas pela existéncia de transgénicos neste background contendo
genes repdrteres sensiveis a hormdnios, mas também por apresentar variagdes genéticas
naturais que controlam a capacidade de regeneracdo in vitro. Algumas espécies
selvagens aparentadas ao tomateiro comercial possuem alta capacidade organogénica.
Dentre estas espécies, destaca-se a S. peruvianum, cuja alta capacidade organogénica
estd associada principalmente a dois alelos dominantes denominados Rgl e Rg2
(Koornneef et al., 1987). Esse alelo foi mapeado no cromossomo 3 proximo ao locus do
gene FITOENO SINTASE especifico de cromoplasto (Koornneef et al., 1993), para qual
S. peruvianum carrega um alelo recessivo, yellow flesh (r), de perda de funcdo que
confere a cor amarela aos frutos quando introgredido no background de S. lycopersicum
(Fray; Grierson, 1993).

A presenca do alelo r em espécies de frutos verdes possibilitou sua utilizagdo
como marcador morfologico para a introgressdo do alelo Rgl em espécies cultivadas de

tomateiro. Usando esse procedimento, este alelo foi introgredido para a cultivar MT
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(Lombardi, 2008), gerando um gendtipo com alta capacidade de regeneracéo e porte
ando que foi proposto como base para a transformagao genética do modelo MT (Pino et
al., 2010).

Recentemente, estudos demonstraram que a presenca do gene Rgl no background
MT, confere maior formacdo de gemas caulinares e de raizes in vitro (Lombardi-
Crestana et al., 2012), além de reverséo de baixa taxa de regeneragcdo em mutantes com
tal caracteristica como o procera. Esse mutante possui resposta constitutiva a giberelina
através da perda de funcdo de uma proteina DELLA pertencente a familia de fatores de
transcricdo GRAS (Jasinski et al., 2008). A reversdo da baixa formacdo de d6rgdos do
mutante procera pelo Rgl, no duplo mutante proRgl, demonstra a ocorréncia de
epistasia entre as duas mutagdes (Lombardi-Crestana et al., 2012), o que € indicativo de
que estejam em vias de transducdo de sinal que convergem em algum ponto.

A capacidade de regeneracdo in vitro de outra espécie de frutos verdes, S.
pennellii também ¢é alta (Arikita et al., 2012), o que sugeria a presenca de outros loci
controlando a capacidade de regeneracdo in vitro de tomateiro (Koornneef et al., 1987;
Faria et al., 2002).

Para uma possivel identificacdo de loci com alta capacidade de regeneracgdo, foi
utilizada uma colecdo de 50 ILs (Introgression lines) desenvolvida por Eshed e Zamir
(1994), cada uma contendo um pequeno segmento de um determinado cromossomo de
S. pennellii ‘LA716° introgredido e mapeado na cultivar M82, o que possibilitou a
identificacdo de 6 linhagens de introgressdo contendo loci (RG3C, RG7H, RG8F,
RGODE, RG10F, RG6A) que conferem alta capacidade de regeneracdo, semelhante
aquela observada ao parental S. pennellii. Essas ILs foram parcialmente introgredidas
em MT e avaliou-se sua capacidade de regeneracdo. Dos seis alelos introgredidos e
testados, quatro apresentaram capacidade elevada tanto para a formacdo de gemas
caulinares quanto de raizes (Rg3C, Rg7H, Rg8F, Rg10F), indicando que provavelmente
esses alelos estdo relacionados com a fase de aquisicdo de competéncia. Os outros dois
alelos que conferem alta capacidade de formacgéo apenas de gemas caulinares estdo
provavelmente relacionados a fase de inducéo da organogénese (Arikita et al., 2012).

Como visto anteriormente, genes de espécies relacionadas ao tomateiro podem

conferir maior capacidade de regeneracdo, assim mutagdes presentes em tais especies
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que levam a alteracdo de formacdo de Orgdos foliares podem também afetar a
capacidade de regeneracéo.

Vérias mutacOes que afetam a arquitetura foliar em tomateiro estéo relacionadas a
fatores de transcricdo do tipo KNOTTED 1-LIKE HOMEOBOX (KNOX) como 0s
mutantes clausa (clau) e Mouse-ear (Me) que aumentam a complexidade das folhas.
Outras mutagdes que diminuem a complexidade da folha s&o relacionadas a fatores de
transcricao do tipo MYB no caso do mutante potato-leaf (c), DELLA no caso de procera
(pro), AUX/IAA no caso de entire (e).

Trabalhos visando relacionar mutacdes que afetam a arquitetura foliar com a
capacidade de regeneracdo in vitro infelizmente s&o inexistentes, bem como
conhecimento do papel dos genes que controlam as diferentes fases de regeneragédo
permanecem incertos, e muitas de suas relacbes com os hormonios auxina e giberelina.
Assim, estudos de regeneracdo in vitro utilizando mutantes com altera¢do na arquitetura
foliar podem ajudar inferir como genes relacionados a arquitetura foliar em conjunto
com certos hormdnios agem sobre o processo de regeneracao, bem como elucidar quais
processos ditam a morfogénese in vitro, além de tornar possivel verificar se o processo
de morfogénese in vivo das folhas, como proposto por Hay et al. 2004, esta relacionado

de forma direta com o in vitro.
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Introducéo

A fruticultura é uma das areas do agronegocio nacional de grande importancia,
representando o pais nas primeiras posi¢des nos rankings de producdo e exportacdes
com seus produtos in natura ou processados. O Brasil, em sua vasta extensao territorial,
possui diferentes tipos de solos e climas que o torna capaz de produzir uma grande
diversidade de frutas nativas ou exoticas que despertam o interesse dos consumidores
do mundo inteiro.

Esta representatividade mundial implica na necessidade de atender um mercado
externo exigente por produtos de alta qualidade, assim como, manter a distribuicdo der
produtos de qualidade para as diferentes regifes do pais durante todo o ano. Estes
desafios tém sido vencidos pela fruticultura brasileira com éxito através de pesquisas e
desenvolvimento do setor, aliado as instituicdes de ensino e pesquisa publicas e
privadas.

A exceléncia dos resultados encontrados sdo frutos de um trabalho integrado e
continuado que compde todas as areas desde a producdo de mudas até a pos-colheita das
frutas. A ESALQ/USP tem tradicdo nestas linhas de estudos, sendo referéncia nas
pesquisas de biotecnologia, propagacdo e pos-colheita de frutas, temas que serdo

apresentados neste capitulo.
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Biotecnologia aplicada a fruticultura

A biotecnologia, utilizando técnicas de transformacdo genética tornou-se uma
poderosa ferramenta para 0 melhoramento genético de arvores frutiferas, visto que essas
especies encontram limitacbes dos métodos tradicionais de melhoramento devido a
caracteristicas de sua biologia reprodutiva. Os trabalhos de transformagdo genética
aplicados a fruticultura vem sendo desenvolvido usando diferentes estratégias para
incorporar caracteristicas Uteis em cultivares comerciais. Porém, a busca por resisténcia
a doencas constitui o principal objetivo da maioria dos trabalhos (Gambino; Gribaldo,
2012).

Entre as frutiferas cultivadas nacionalmente, destaca-se o cultivo do citros, que
mostra-se bastante vulneravel a diversas doencas que foram surgindo juntamente com
Sua expansdo, as quais tém causado grandes perdas em produtividade. Entre as doencas
mais expressivas estdo a gomose, causada por Phytophthora spp., a tristeza causada
pelo virus da tristeza dos Citrus (CTV), o cancro citrico, causado pela bactéria
Xanthomonas citri subsp. Citri, a clorose variegada do citros (CVC), causada pela
bactéria Xylella fastidiosa e o Huanglongbing (HLB), associado a bactéria Candidatus
Liberibacter spp., considerada, atualmente, a mais destrutiva (Mattos et al., 2005).

Para a maioria das doencas citadas, principalmente o HLB, os métodos de
controle disponiveis ndo sdo totalmente eficazes. Além disso, ndo ha variedade
comercial de copa ou porta enxerto resistente. Nesse sentido, destaca-se a importancia
dos trabalhos de transformacdo genética visando obtencdo de variedades resistentes

como estratégia de controle

Transformagao genética de plantas

A transformacédo genética permite a modificacdo de genotipos pela introducéo de
genes capazes de conferir uma caracteristica desejavel, podendo ser oriundos de
organismos semelhantes ou filogeneticamente distantes do hospedeiro, excluindo-se a
introducdo por fecundacéo (Singh et al., 2006).

A transformacdo de plantas exige a elaboracdo de construgdes génicas contendo
trés elementos basicos: 0 promotor, responsavel por regular a expressao génica, 0 gene,

que codifica a proteina de interesse, e o terminador, que determina o final do processo
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de transcricdo (Visarada et al., 2009). Além do gene de interesse, deve ser inserido um
gene de selecdo, para selecionar as células que foram transformadas (Anami, 2013).

As sequéncias de interesse sdo entdo introduzidas na planta atraves de técnicas de
transferéncia diretas ou indiretas de DNA. A primeira utiliza processos fisicos que
causam modificacOes nas membranas celulares, como a eletroporacdo de protoplastos e
0 bombardeamento de particulas (Dale et al., 1993). A segunda utiliza um vetor para
promover a transferéncia de DNA exdgeno, a exemplo do co-cultivo com
Agrobacterium tumefaciens (Lee; Gelvin, 2008), que representa 0 método mais
utilizado para a transformacéao genética de citros.

A A. tumefaciens é o agente etioldgico causal da doenca galha-de-coroa e sua
capacidade de infectar células vegetais estd associada a presenca de um plasmideo,
denominado Ti. No processo de infeccdo de uma planta por A. tumefaciens ocorre a
transferéncia de genes presentes no plasmideo Ti (regido do T-DNA) para a planta
(Brasileiro; Lacorte, 2000). O conhecimento do mecanismo de infeccdo por A.
tumefaciens permitiu a construcdo de plasmideos modificados contendo seqiiéncias de
interesse que sao transferidas e integradas ao genoma vegetal, sem afetar a regeneragédo
da célula em uma planta normal (Lee; Gelvin, 2008).

Apo6s o cultivo de um explante vegetal com uma linhagem de A. tumefaciens
contendo o0 gene de interesse, a obtencdo de uma nova planta dependente do poder de
regeneracdo da célula transformada por meio de técnicas de cultura de tecidos in vitro.
Dessa forma, o explante transformado é transferido para um meio de cultura contendo
0s elementos necessarios para a regeneracao de brotos e um agente de selecdo que sera
responsavel pela inibicdo do crescimento das células ndo transformadas (Anami, 2013).

Grupo de pesquisa de transformacéo genética de citros no PPG Fitotecnia
Os trabalhos envolvendo transformacéo genética de citros tiveram inicio em 1998,
com o grupo de pesquisa coordenado pelos professores Francisco de Assis Alves
Mourdo Filho, responsavel pelo Laboratorio de Biotecnologia de Plantas Horticolas
(ESALQ/USP) e Beatriz Madalena Januzzi Mendes, responsavel pelo Laboratério de
Biotecnologia Vegetal (CENA/USP).
Ao longo desses anos, o grupo de pesquisa tem produzido plantas transgénicas

de cultivares copa e porta-enxertos de citros com diferentes genes relacionados a
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resisténcia as principais doencas como, por exemplo, plantas transgénicas de liméo
‘Cravo’ apresentando redug¢do dos sintomas causados por gomose (Azevedo et al.,
2006) e plantas de laranja doce apresentando reducdo do cancro citrico (Barbosa-
Mendes et al., 2009). Utilizando outra estratégia, como genes que codificam peptideos
antibacterianos, cultivares de laranja doce também conferiram menor suscetibilidade ao
cancro citrico (Boscariol et al., 2006; Cardoso et al., 2010). Genes derivados do proprio
patdgeno foram utilizados para obter plantas transgénicas resistentes ao CTV (Muniz,
2012).

Atualmente, as atividades tém sido voltadas a busca de cultivares de laranja doce
resistentes ao HLB, dada a importancia desta doenga no cenario atual. Para isso, tém
sido desenvolvidos trabalhos que envolvem identificacdo e clonagem de genes
relacionados a ativacdo de mecanismos de defesa das plantas e que codificam peptideos
antibacterianos, assim como controle do inseto vetor por meio do mecanismo de RNA

de interferéncia.

Propagacédo de plantas frutiferas

A propagacdo é a multiplicacdo das plantas que podem ocorrer naturalmente ou
por métodos controlados pelo homem. A propagacédo controlada é realizada por meio de
estruturas, formadas no ciclo assexuado da planta, denominadas propagulos (Silva et al.,
2011). Sua importancia consiste em seu amplo uso na agricultura, principalmente na
fruticultura, com o intuito de garantir a uniformidade genética de plantas em campo.
Deste modo, os métodos mais adequados para a producdo de mudas frutiferas sdo
através da propagacdo, pois possibilitam a transferéncia de caracteristicas desejaveis da
planta matriz. A propagacdo da origem a um clone, ou seja, um ser vivo independente,
mas geneticamente idéntico a planta matriz. Contudo, seu fenotipo é variavel, pois
depende do ambiente em que estd inserido. Para que a propagacdo de plantas seja
realizada com sucesso € necessaria a presenca de um tipo de tecido meristematico

priméario ou secundario (Figura 1).
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Figura 1. Tecido meristematico prlrhério - gema lateral de videira (a) e tecido
meristematico secundario - cambio da casca exposto de um porta-enxerto de macieira
variedade ‘Marubakaido’ (b). Fonte: Jodo A. Scarpare Filho (ESALQ/ LPV).

Existem diversas vantagens para a utilizacdo da propagacdo. Fachinello et al.
(2005) destacam que a principal delas baseia-se na manutencdo das caracteristicas
genéticas desejaveis da planta matriz. Outras vantagens podem ser: combinacdo de duas
ou mais espécies em uma mesma planta através da enxertia; produgdo em escala
industrial de mudas in vitro através da micropropagacao e cultura de tecidos; reducédo do
periodo de juvenilidade, adiantando o periodo produtivo de frutiferas. Contudo, existem
algumas desvantagens: 0s propagulos possuem maior tamanho para transporte e
armazenamento; maior possibilidade de transmissdo de doencas; torna-se um processo
de maior custo que a utilizacdo de sementes.

Dentre os métodos de propagacao destaca-se a estaquia, que consiste na utilizacao
de seccBes da planta matriz para o desenvolvimento de novos clones a partir da
rizogénese, ou seja, da formacdo de raizes adventicias em estacas (Augusti; Fonfria,
2010). A regeneracdo dessas partes associa-se diretamente ao sucesso do método de
estaquia. Existem diferentes tipos de estacas, de acordo com a idade cronoldgica dos
ramos e lignificacdo: herbaceas, semi-lenhosas e lenhosas. Outra classificacdo de
estacas € conforme a regido da planta matriz que o propagulo é oriundo, podendo ser
estaca de folha, de ramo ou de raiz. A escolha do tipo de estaca para a producdo de
mudas deve ser de acordo com a infraestrutura do local, com as condic@es fisioldgicas
da planta matriz e condicBes climéaticas do ambiente de armazenamento das estacas e
mudas. Estacas de algumas espécies como figueira, amoreira-preta e goiabeira

necessitam inducdo de brotacdo com biorregulador acido indolbutirico (AIB). Quanto
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ao ambiente, é importante a conservacdo de alta umidade relativa, para evitar-se a
desidratacdo e morte de estacas principalmente herbaceas e semi-lenhosas.

Outro método de propagacao consiste no enraizamento de um ramo ainda ligado a
planta matriz, chamado alporquia. A inducéo ao enraizamento consiste na exposicao do
cambio a um substrato Umido. Apo6s o enraizamento é feita a retirada do alporque
através de corte e desligamento da planta matriz. O alporque é colocado em sacola
plastica com substrato para a confeccdo de uma nova muda. A lichia e a jabuticabeira
sdo exemplos de plantas frutiferas propagadas por esse método. A mergulhia é um
processo semelhante a aporquia, com a variacdo de que a propagacdo ocorre com parte
do ramo inserido no solo.

A unido de seccBes de diferentes plantas é realizada no método de enxertia.
Denomina-se porta-enxerto a planta que possui o sistema radicular e colo de planta e
enxerto a parte que representa a copa (Biasi et al., 1997). Caracteristicas desejaveis de
um porta-enxerto geralmente sdo resisténcia a patégenos de solo, resisténcia a seca ou
encharcamento de solos. O enxerto deve possuir boas caracteristicas de producdo de
frutos. O principal aspecto de sucesso da enxertia consiste na cicatrizacdo entre as partes
enxertadas através do cambio (meristema secundario). Existem diversos tipos de
enxertia, destacando-se a borbulhia em T normal, T invertido, placa, janela fechada,

além de garfagem e encostia (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Borbulhia “T” normal (a); Borbulhia “T” invertido (b); Borbulhia em placa
ou janela aberta(c); Borbulhia janela fechada (d). Fonte: Silva et al. (2002).
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Figura 3. Garfagem fenda cheia (a); Garfagem meia fenda (b); Garfagem inglés simples
(c); Garfagem inglés complicado (d). Fonte: Silva et al. (2002).

Algumas espécies frutiferas possuem estruturas especializadas de 0rgaos
vegetativos que possibilitam sua propagacdo. Tais estruturas possuem capacidade de se
multiplicarem, originando novos clones. A bananeira possui um rizoma subterraneo que
possibilita a producdo de mudas denominada chifres. Outro exemplo de estrutura
especializada é no abacaxizeiro, que possui a coroa, os filhotes e os rebentos (Coelho et
al., 2007). O estolho ou estoldao é um tipo de caule aéreo do morangueiro, que emite
raizes quando entra em contato com o solo, possibilitando a propagacéo da planta méae.

Finalmente, a micropropagacdo é um método que possibilita a producdo de
mudas em larga escala. Utiliza o meristema apical como base da propagacdo, e
possibilita a clonagem de centenas de plantas a partir de um mesmo meristema
(Camolesi et al., 2007). Uma vantagem da micropropagacdo € a possibilidade de
limpeza de virus e outros patdgenos dos clones, de modo a se obter mudas sadias e com

alta qualidade genética.

2.1 Grupo de pesquisa de propagacao de plantas no PPG Fitotecnia

A Propagacéo de Plantas é uma das areas de pesquisa e ensino do Departamento
de Producdo Vegetal da ESALQ. A equipe de professores pesquisadores da &rea s&o:
Jodo Alexio Scarpare Filho, Keigo Minami, Simone Rodrigues da Silva, Francisco de
Assis Alves Mour&o Filho, Paulo Hercilio Viegas Rodrigues. Dentro da propagacéo, as
linhas de pesquisa dividem-se quanto o tipo, como fruticultura, olericultura, plantas

ornamentais e micropropagacdo. O LPV oferece para a pos-graduacdo a disciplina
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“LPV 5723 — Propagacao de Plantas” que aborda topicos de propagacdo, ministrada
pelos professores Keigo Minami, Jodo Alexio Scarpare Filho e Simone Silva.

3. Pos-colheita

A pos-colheita consiste da ado¢do de um conjunto sequencial de técnicas que
visam manter o0 maximo da qualidade da fruta, pelo maior tempo possivel. Tais técnicas
iniciam na colheita e terminam no momento em que a fruta € consumida, entretanto, so
existe pds-colheita enquanto a fruta permanecer com o metabolismo ativo, ou seja, viva.

Diversos trabalhos comprovam que todas as técnicas empregadas nos laboratorios
de biotecnologia e propagacdo e todos os cuidados aplicados no campo, durante o
cultivo e a colheita, refletem na pds-colheita. Assim, pode se afirmar que a qualidade
das frutas vem do campo e ndo pode ser incrementada na pos-colheita. Nesta etapa,
ocorrem perdas quantitativas e qualitativas, sendo a reducgé@o dessas perdas o principal
objetivo da adocdo das tecnologias pos-colheita.

De acordo com dados publicados pela Fundacdo Getulio Vargas (FGV) e a
Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO), em média,
30% das frutas produzidas séo perdidas apés a colheita. Em casos extremos, estima-se
que essas perdas possam atingir 50% (Chitarra; Chitarra, 2005).

A perda p6s-colheita juntamente com o aumento da exigéncia do consumidor por
produtos saudaveis e com qualidade, a necessidade da comercializacdo a grandes
distdncias e o mercado externo (exportacdo/importacdo) sdo os fatores que contribuem
para a importancia do estudo da fisiologia e bioquimica pds-colheita, uma vez que o
desenvolvimento de técnicas objetiva sempre solucionar e minimizar tais entraves.

Nos Ultimos anos, 0 numero de pesquisadores que se dedicam a pds-colheita de
frutas tem aumentado e os resultados refletem para o setor produtivo de forma
vantajosa, pois viabiliza o cultivo de novas espécies de frutiferas nas diversas regides, o
aumento das exportacgdes e da qualidade da fruta ofertada tambem no mercado interno.

A P0s-Graduacdo da ESALQ/USP tem diversas dissertacdes e teses defendidas e
em andamento sobre o tema. Essas pesquisas abordam desde a caracteriza¢do da pos-
colheita de determinada fruta até a aplicacdo de tecnologias de conservagdo. Vale
ressaltar que para o teste das possiveis tecnologias pos-colheita € necessario um

conhecimento prévio do comportamento da fruta, bem como do principal problema a ser
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solucionado. A elaboracdo das dissertacOes e teses consiste do preparo detalhado de
revisbes bibliograficas sobre o assunto a ser estudado, da selecdo de produtores ou
grupos de cultivos, da realizacdo ou acompanhamento da colheita, da aplicacdo de
tecnologias, quando for o caso, e da realizacdo das mais diversas analises.

Quando se fala em aplicacdo de tecnologia pés-colheita, o primeiro tratamento
que deve ser estudado e empregado é a refrigeracdo, dado sua facilidade e eficiéncia. As
demais técnicas de controle do amadurecimento e da incidéncia de doencas sdo
complementares a reducdo da temperatura de armazenamento e dificilmente produzem
bons resultados se ndo estiverem associadas a ela. A refrigeracdo consiste do processo
de remocdo do calor das frutas; sem esse cuidado, 0 processo de deterioracdo € mais
rapido devido a maior producdo de calor vital e liberacdo de CO, decorrente da
respiracdo (Kluge et al., 1997; Chitarra; Chitarra, 2005).

Existem varias outras tecnologias fundamentais a boa conservacao e extensdo da
vida dtil das frutas e que vém sendo estudadas, sendo as principais: o uso de atmosfera
modificada, através de filmes plasticos ou recipientes; aplicacdo de ceras e
recobrimentos, como carnalba e quitosana; aplicacdo de reguladores vegetais, como
etileno exdgeno e 1-metilciclopropano (1-MCP); destanizacao; e irradiacao.

A forma de aplicacdo, tempo de exposicdo e demais cuidados necessarios a
aplicacdo de todas essas tecnologias variam de fruta para fruta. Sendo que, a
recomendacdo de cada técnica necessita da realizacdo de ensaios e analises
experimentais.

Para realizacdo de um estudo pos-colheita é necessario a realizacdo de analises
simples e corriqueiras como perda de massa fresca, coloracdo, pH, teores de soélidos
sollveis, incidéncia de podriddo até as analises mais delicadas e complexas como
enzimas de parede e de escurecimento, atividade antioxidante, pigmentos, atividade
respiratoria e producdo de hormonios, quantificacdo e identificacdo de compostos

fendlicos e vitaminicos.
4.1 Grupo de pesquisa de pés-colheita de frutas e hortalicas no PPG Fitotecnia

Os mais recentes trabalhos pos-colheita publicados pelos pesquisadores do
programa de Fitotecnia:
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e Aplicacdo do 1-metilciclopropeno e sua influéncia no processo de remocéo da
adstringéncia com etanol em caqui 'Giombo' refrigerado (Terra et a., 2014);

¢ Aplicacéo de quitosana em pré ou pos-colheita prolonga a vida util e a qualidade
de framboesas frescas (Tezotto-Uliana et al., 2014);

e Armazenamento de morango ‘Oso Grande’ em atmosfera controlada contendo
oxido nitroso (Cunha et al., 2013);

e Desverdecimento € armazenamento refrigerado de tangor ‘Murcott’ em fungao
de concentracédo e tempo de exposi¢éo ao etileno (Jomori et al., 2014);

¢ O sistema de colheita afeta a qualidade de conservagdo de lima acida Tahiti’
(Bassan et al., 2013);

ePonto de colheita e maturacdo de frutos de camu-camu colhidos em diferentes
estadios (Pinto et al., 2013).
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Sementes: os avancos da tecnologia

Danielle Otte Carrara Castan
Francisco Guilhien Gomes Junior
Natélia Arruda

Tatiane Tokairin de Oliveira

A importancia da utilizacdo de sementes na agricultura brasileira € incontestavel.
Cerca de 70% das espécies vegetais, de expressao econdmica, descritas pelo homem sdo
multiplicadas por sementes. A semente pode ser considerada como um pacote de
tecnologias onde estdo congregados os resultados do trabalho arduo de uma equipe
profissional multidisciplinar altamente qualificada (Marcos-Filho, 2005).

Nesse sentido, a utilizacdo de sementes de alta qualidade é indispensavel para o
sucesso de uma cultura. Isso ocorre porque a qualidade de sementes, que é determinada
pelos atributos genético, fisico, fisioldgico e sanitério, est diretamente associada ao
estabelecimento adequado do estande ao desenvolvimento inicial das plantas no campo.

As vantagens da utilizacdo de sementes de alta qualidade sdo verificadas pela
germinacdo e emergéncia de plantulas mais rapidas, uniformes e mais resistentes as
condicGes adversas (Marcos-Filho, 2005). A legislacdo vigente no pais para certificacdo
do comércio de sementes exige a realizacdo de testes considerados de rotina, como a
analise de pureza e o teste de germinacdo. No entanto, no ambito da Tecnologia de
Sementes, a definicdo do potencial fisiolégico ¢ mais abrangente, com critérios
baseados em parametros bioquimicos, fisiologicos e de resisténcia a estresses, além do

tradicional teste de germinacdo realizado em condicdes controladas.

Ciéncia e Tecnologia de Sementes — PPG Fitotecnia

Constituida por profissionais altamente qualificados, tem a responsabilidade de
solucionar os problemas associados ao estabelecimento da cultura no campo e
aprimoramento das técnicas de producgdo e analise de sementes em pré e pos-colheita.
Esses conhecimentos gerados certamente exercem um papel fundamental para o avanco

tecnoldgico e aumento da competitividade do agronegdcio brasileiro.
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Vinculado ao LPV essa linha é composta pelos Laboratérios de Andlise de

Sementes, Anélise de Imagens e uma Unidade de Beneficiamento de Sementes.

Laboratorio de Analise de Sementes

O laboratdrio estd equipado para o desenvolvimento de anélises de pureza fisica,
grau de umidade, germinagdo e testes de vigor (envelhecimento acelerado, de frio, de
condutividade elétrica, emergéncia de plantulas em areia/campo e de tetrazélio). Varios
trabalhos tém sido desenvolvidos contemplando diferentes espécies de grandes culturas,
hortalicas, oleicolas, além de espécies forrageiras e florestais. Dentre os temas
estudados podem ser destacados a definicdo da temperatura 6tima para germinacéo de
espécies ndo contempladas pelas Regras para Analise de Sementes (RAS), padronizagédo
e desenvolvimento de novas metodologias para determinacdo do vigor de sementes,
estudos de maturacdo e secagem e efeitos do tratamento quimico e do condicionamento
fisioldgico de sementes.

Laboratdrio de Andlise de Imagens

E o primeiro no Brasil para avaliagio de sementes e plantulas utilizando técnicas
de analise de imagens. Foi construido e equipado em 2001 com recursos da Fundagédo
de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) e, dentre os métodos de
analise de imagens, sdo destacados o teste de raios X e a avaliacdo automatizada do
vigor de sementes.

As pesquisas utilizando o teste de raios X tém sido realizadas com sementes de
inimeras espécies como: soja, milho, arroz, feijdo, tomate, mamona, quiabo, milho-
doce, alface, pimentdo, amendoim e florestais. As pesquisas contemplam a avaliagdo de
diferentes injdrias (mecanicas, insetos, umidade e secagem inadequada) até a
identificacdo de alteracbes na morfologia interna das sementes e de anormalidades
embrionarias. A partir de imagens radiograficas, programas de computador realizam a
avaliacdo de espacos vazios no interior de sementes ou do grau de desenvolvimento
embrionario associando os resultados a germinag&o.

A viabilidade do teste de raios X esta associada ao fato das baixas doses de

radiacdo utilizadas ndo provocarem mutacdes e efeitos negativos sobre a germinacéo e,
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por se tratar de um método ndo destrutivo ha possibilidade da semente radiografada ser
submetida a testes de germinag&o ou vigor.

Na determinacdo automatizada do vigor de sementes tém sido utilizados
programas computacionais baseados no crescimento de plantulas. Apos trés ou quatro
dias de germinacdo, as plantulas sdo digitalizadas por meio de um escaner e o vigor é
determinado com base em valores numéricos variando de 0 a 1000, sendo que mais
préximo de 1000, maior é o vigor do lote. Essas analises tém sido realizadas por meio
do software Seed Vigor Imaging System (SVIS®) e os procedimentos ja foram
padronizados para a avaliacdo do vigor de sementes de varias espécies (soja, milho,
milho-doce, meldo, crotalaria, pepino, amendoim, trigo, girassol, tomate, berinjela).
Dentre as vantagens da determinacdo automatizada do vigor de sementes podem ser
destacadas a maior rapidez na obtencdo dos resultados em relacdo aos testes de
germinacdo, de envelhecimento acelerado e de frio, por exemplo, e a eliminagéo de
possiveis erros de interpretacio humana, por se tratar de uma avaliagdo
computadorizada.

As técnicas de analise de imagens, diante da sua ampla aplicabilidade, se
destacam com grandes contribui¢bes cientificas. A qualidade e importancia das
pesquisas realizadas no Laboratério de Analise de Imagens tem sido medida pelo
destaque nacional e internacional com a premiacédo dos trabalhos em congressos na area
de sementes.

A disponibilidade e o entusiasmo dos professores e pesquisadores do setor de
sementes da ESALQ no aprimoramento do conhecimento, tendo em vista as novas
tecnologias e tendéncias internacionais, proporcionaram importantes parcerias no
desenvolvimento de pesquisas com instituicdes renomadas dos Estados Unidos e da
Europa. Atualmente, os alunos da area de Ciéncia e Tecnologia de Sementes podem
desenvolver programas de intercambio na Ohio State University, localizada nos Estados
Unidos e no Plant Research International, na Holanda.
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1. Introducéo

Desde a sintese moderna, quando a teoria da selecdo natural de Darwin foi
revisitada a luz da teoria mendeliana da hereditariedade, a genética de populagdes tem
proporcionado analises de grande relevancia para estudos evolutivos. Os cléssicos
trabalhos de R.A. Fisher, J. B. S. Haldane e Sewall Wrigth, independentemente
lancaram, na primeira metade do século XX, os alicerces sobre os quais a genética de
populacdes se desenvolveu espalhando a sintese moderna por areas diferentes da
biologia evolutiva (Ridley, 2006).

As populacbes naturais de seres vivos que compdem 0s ecossistemas possuem
uma particularidade entre si: apresentam, em geral, variacdo genética como
consequéncia da combinacdo de seus gendtipos e, assim, exercem papéis fundamentais
na adaptacdo ao longo das geracdes (Hartl; Clark, 2011). Fatores evolutivos, tais como
selecdo natural, deriva genética, fluxo génico, mutacdo etc, estdo estritamente
relacionados com a variabilidade genética presente nas populagdes, uma vez que esses
fatores estdo associados as mudancas nas frequéncias génicas e genotipicas que as
compdem, bem como na criacdo de novos alelos, no caso da mutagdo. Para estudos
dessa dindmica microevolutiva, a biologia incorporou o estudo de genética de
populacles justamente para estudar esses processos que fornecem subsidios para a
compreensdo da evolucéo bioldgica (Ridley, 2006; Hartl; Clark, 2010). Desse modo, um
dos principais objetivos da genética de populacgdes é entender os fatores que determinam
a mudanca evolutiva e o padrdo de variagdo genética dentro e entre populacdes
(Hedrick, 2005; Hartl; Clark, 2007).
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Basicamente, individuos de uma determinada populacdo que se encontram em
fase reprodutiva produzem descendentes e, assim, fornecem seus genotipos para a
progénie. Essa continuidade contempla a diversidade genética dentro da populacéo,
considerada a unidade evolutiva. Dentro desse contexto, tornou-se possivel a
caracterizacdo da diversidade genética intra e interpopulacional e, consequentemente,
este assunto tem se tornado uma das principais questdes da biologia evolutiva desde o
seu inicio (Solferini; Selivon, 2012). Por essa razdo, tornou-se possivel estimar niveis de
variacdo em populacGes a partir de amostras com o emprego do principio de Hardy-
Weinberg.

O matemético G. H. Hardy e o médico W. Weinberg criaram, independentemente
em 1908, um modelo que embora simples e limitado, possibilita descrever atributos
populacionais, servindo como base para modelos mais realistas (Templeton, 2011).
Neste modelo, por meio da amostragem da populacédo, estima-se 0 gen6tipo em situagdo
de equilibrio, para um determinado loco. O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)
reflete a manutencdo das frequéncias alélicas e genotipicas da popula¢do quando a
populacdo é infinitamente grande, quando os acasalamentos ocorrem ao acaso
(panmixia) e ndo ha pressbes evolutivas tais como selecdo, mutacdo, deriva e
migracdes, apos sucessivas geracdes. Este modelo trata de populacdo com individuos
dipléides e de reproducdo sexuada (Futuyma, 2009; Pierce, 2011).

Este texto pretende apresentar as ideias iniciais acerca do tema genética de
populacdes, bem como apresentar aos alunos de graduacdo as possibilidades de

pesquisa dentro desta area.

2. Alelos e polimorfismo

A variabilidade genética ocorre por diversas razfes, dentre as quais, a segregacao
independente durante a divisdo meidtica, quando da formacdo de gametas, a
recombinacdo durante o crossing-over na Meiose | e a fecundacdo, por sua
caracteristica estocastica, mecanismos comuns em eucariotos. Ha ainda outros
mecanismos (exclusivos de procariotos) capazes de produzir variabilidade como
conjugacao, transdugéo e transformacgdo. A atividade de elementos de transposicéo e
mutacdes atuam acrescentando variabilidade tanto em eucariotos quanto em procariotos
(Futuyma, 2009; Pierce, 2011).
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Em eucariotos, o DNA esta organizado em cromossomos. Os cromossomos, em
geral?, ocorrem em pares homoélogos, sendo metade proveniente da fémea e metade do
macho. A homologia é resultado de uma origem em comum, ou Seja, uma
ancestralidade compartilhada (Pierce, 2011). Desta forma, quando se examina um
pareamento meidtico regular observa-se o pareamento de dois Ccromossomos
homologos. Ao longo dos cromossomos estdo os locos, regides em que estdo situados 0s
genes - porcoes nucleotidicas que codificam proteinas. Quando existem variantes para
um determinado loco, diz-se que ele é polimorfico, ou seja, ha diferentes formas de
gene para um mesmo loco. Diz-se, entdo, que ha variabilidade genética. No caso de néo
haver variante do gene, trata-se de um loco monomdrfico (Futuyma, 2009).

Quando se analisa a diversidade genética de uma populacéo trata-se, portanto, de
inferir sobre quanta variabilidade ha nela. Além dos mecanismos mencionados
anteriormente, ha ainda fontes externas que amplificam a variabilidade genética, tais
como fluxo génico, hibridacdo (quando espécies proximas se cruzam) e transferéncia
horizontal (transferéncia de genes entre organismos distantemente relacionados)
(Futuyma, 2009).

Para abordar os fatores evolutivos que podem levar populacbes ao desequilibrio,
segundo o principio de Hardy-Weinberg, é importante refletir sobre algumas questdes.
Ricklefs (2011) conceitua populacdo como unidade organizacional na ecologia em que
individuos de uma espécie se reproduzem misturando o pool génico - todos os alelos de
todos os genes de todos os individuos da unidade - da populacdo e assegurando a
continuidade através do tempo. O préprio conceito apresentado ja encerra em si uma
limitacdo: trata-se de uma unidade organizacional na ecologia. Na natureza 0s
organismos nédo se distribuem conforme uma unidade organizacional da ecologia.
Como, entdo, delimitar onde comega e onde termina, de fato, uma populacdo? A
dispersdo de individuos em uma populacdo esta relacionada a heterogeneidade de
habitat e as interacGes sociais (Ricklefs, 2011). Nem sempre € facil ou possivel
delimitar populagdes. Esse conceito serve-nos, portanto, ao estudo. Para entendermos os

padrdes encontrados na natureza, reduzimos o objeto de estudo para melhor investiga-lo

2 Em alopoliploides ha dois ou mais genomas diferentes e, portanto, ndo ha homologia ou ha em
poucas porc¢des do material genético.
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devendo, posteriormente, haver uma reflexdo cuidadosa sobre a abrangéncia e a
limitag&o do estudo realizado.

Também ndo se pode perder de vista aspectos de natureza geoldgica. O
tectonismo moveu porcdes continentais separando ambientes outrora interligados
(Teixeira et al., 2000). E possivel que aquilo que identificamos hoje como populaces
diferentes tenha sido uma populagdo maior que foi se fragmentando ao longo da
ocupacdo humana daquele territorio, por exemplo. Mudangas geomorfoldgicas ocorrem
ao longo da escala de tempo alterando paisagens (Press et al., 2003). Condicdes
climéticas diferenciadas ocorrem dentro da escala de tempo geoldgico, alterando
habitats e, por conseguinte, a dispersdo dos individuos. Periodos extensos de
aquecimento global intercalados por periodos muito frios, caracterizados por glaciacdes
continentais, marcaram a historia do planeta (Press et al., 2003).

Feito essas reflexdes, podemos seguir explorando o que pode acrescentar ou
reduzir variabilidade genética em populagdes. Ao observarmos uma populacdo natural,
percebemos que ha individuos um pouco mais proximos de uns do que de outros. Sera
gue os acasalamentos sdo sempre ao acaso? Se ha populacdes relativamente proximas,
sera que os individuos ou genes (no caso de organismo séssil) ndo saem ou entram de
uma populacdo para outra? Sera que todos os individuos se reproduzem com a mesma
intensidade? Sera que sobrevivem a taxas iguais, todos os individuos de uma

populacdo? Essas questdes serdo vistas nas secdes seguintes.

3. Selecéo natural

Os individuos de uma populacdo disputam por recursos e parceiros reprodutivos
nos ambientes em que ocupam (Ricklefs, 2003; Ridley, 2006). Alguns individuos
podem ter maior capacidade de sobrevivéncia - viabilidade. Uma vez que isso ocorra,
podem ainda ter maior capacidade de deixar descendentes férteis - fertilidade
(Templeton, 2011), ou seja, o individuo é a unidade da selecdo natural. Num
determinado ambiente estes individuos possuem vantagens adaptativas, ou fitness. De
fato, suas caracteristicas perpetuardo na populacdo ja que eles deixardo um numero
maior de descendentes.

Em contrapartida, individuos com menor fitness deixardo menos descendentes e

alelos poderao ser eliminados da populagdo, uma vez que certos gendétipos ndo sao tdo
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bem sucedidos dentro da populacéo, seja por morrerem precocemente, seja por falta de
capacidade reprodutiva (Pierce, 2011). Ao passo que genotipos podem estar mais aptos
em certos ambientes, outros podem estar sofrendo pressbes seletivas, ao ponto de
desaparecerem ao longo das geracdes. Os mais aptos estdo, portanto, mais adaptados
aquelas condi¢oes (Ridley, 2006).

O valor adaptativo (W) de um determinado gend6tipo, nos modelos matematicos de
genética de populagdes, varia de 0 a 1. Quando W=0, h& 0% de valor adaptativo (ou
seja, individuo infértil) e quando W=1, h4 o maximo de valor adaptativo (100%). O
coeficiente de selecdo (S) é uma estimativa do efeito seletivo, sendo complementar ao
valor adaptativo. Desta forma, se o valor adaptativo de um genétipo na populacéo é
W=0,52, entdo S=0,48.

Se, dentro de uma populacdo, um determinado genotipo ndo tem a mesma aptiddo
reprodutiva que os demais ocorrera desvios nas proporcfes genotipicas esperadas no
EHW. Na distribuicdo de Hardy-Weinberg, espera-se uma proporcao p2:2pg:q? para 0s
gendtipos homozigoto dominante, heterozigoto e homozigoto recessivo,
respectivamente, onde p é a frequéncia do alelo dominante e q a do recessivo (Futuyma,
2009).

Ha duas consideracGes importantes sobre este aspecto: o carater relativo desses
indices, isto €, um gendtipo é comparado em relacdo ao outro, entdo ha genotipos mais
adaptados ou ndo. E o fato de que a viabilidade de um genotipo esta associada ao
ambiente, ou seja, em um ambiente distinto aquele mesmo genotipo pode nao ter maior

fitness.

4. Deriva genética

Os sistemas biologicos sdo susceptiveis aos efeitos do acaso. A deriva genética
também pode levar a eliminacdo de genotipos e alelos, sobretudo em populagdes
bastante pequenas (Kageyama; Gandara, 1998). Em curto prazo, pode haver perda da
variabilidade genética, induzindo a uma reducdo de aptiddo individual da espécie,
inviabilizando o remanescente populacional; e em longo prazo, a reducdo da riqueza
alélica, limitando a habilidade das especies a responderem as mudancas devido a agéo
das forgas seletivas. Em populagdes muito grandes os efeitos do acaso ndo produzem

efeitos expressivos (Ridley, 2006; Futuyma, 2009; Pierce, 2011).
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Para se ter um melhor entendimento do efeito da deriva sobre a frequéncia génica,
deve-se levar em consideracdo que a populacdo é uma amostra de genes que sao
transmitidos de uma geracéo a outra. No caso de populagdes grandes, as populacdes ndo
sofrem grandes desvios em virtude do acaso ao longo das geracdes.

E importante observar que, em populacbes pequenas, a probabilidade de
cruzamento entre parentes € maior, e isso pode afetar um dos requisitos basicos para o
modelo de EHW, a panmixia. Com esse tipo de cruzamento pode haver cruzamentos
entre individuos com copias génicas idénticas por descendéncia. A cada evento de
reproducdo endogdmica ha uma reducdo da heterozigosidade a metade, ao passo que
aumenta a homozigose. A medida que a homozigose é elevada, certos alelos - deletérios
em homozigose - que antes existiam em heterezigose, acabam se manifestando, sem
representar a morte do individuo, caracterizando a depressdo endogamica (Ridley, 2006;
Futuyma, 2009).

A autofecundacéo de plantas consiste num padrdo extremo de endogamia. Quanto
maior a taxa de autogamia - autocruzamento-, maior a probabilidade de caracteristicas
que comprometem a viabilidade do organismo se manifestem. Em contrapartida, plantas
alégamas, cujos cruzamentos se ddo entre individuos diferentes, apresentam frequéncias
menores de endogamia. H& mecanismos como dioicismo, dicogamia e auto-

incompatibilidade, que desfavorecem a ocorréncia de autofecundagao (Futuyma, 2009).

5. Mutacéao

A mutacdo é a principal fonte de variacdo e pode originar-se devido a erros na
duplicagcdo do DNA, danos causados por irradiagdo etc. A mutacdo aumenta a
diversidade; entretanto, dado que as mutacGes esponténeas sdo pouco frequentes, a taxa
de mudanca da frequéncia génica é muito baixa. Em consequéncia, a mutagdo por si so
ndo induz a evolucédo de populagdes e espécies (Lopez; Fulton, 2004).

A mutacdo mais simples é aquela que modifica apenas um nucleotideo na
sequéncia de DNA de um gene. Esse tipo de mutacdo pode alterar o alelo mutado,
deixando consequéncias que podem ser reversiveis ou irreversiveis para 0 DNA, tais
como a dominéncia ou recessividade e o surgimento de novos alelos. As mutacoes
podem ser também consideradas favoraveis, desfavoraveis ou neutras. Muitas serdo

desfavoraveis e desaparecerdo. No entanto, se sdo convenientes para o individuo, as
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frequéncias desses alelos aumentardo de geracdo em geracao e, ainda, poderdo migrar
para outras populacdes e, assim, se propagarem (Lopez; Fulton, 2004).

6. Fluxo génico

O fluxo génico em populacGes de plantas ocorre durante as geracdes gametofiticas
e esporofiticas, através da dispersdo de pdlen e de semente. S&o diferentes as
consequéncias da colonizacdo de habitats vazios pela dispersdo de sementes e da
imigracdo de polen, e/ou sementes para populacdes ja estabelecidas (Levin, 1984).

No primeiro caso, pode ocorrer uma alteracdo da estrutura espacial da espécie,
com a formagdo de colonias, conduzindo, muitas vezes, a um aumento de
heterogeneidade da frequéncia génica entre as populacdes. No segundo caso, o nivel de
variacdo dentro da populacdo tende a aumentar e a diferenca entre a estrutura genética
das diferentes populacdes tendem a diminuir. Para Wright (1943), populacdes separadas
por longas distancias e com limitado fluxo génico podem se tornar diferenciadas
geneticamente umas das outras pelo processo de “isolamento por longas distancias”.

As plantas apresentam grande diversidade de sistemas reprodutivos, desde aqueles
envolvendo reproducdo assexuada, até os de sistema com endogamia completa e
alogamia (Solbrig, 1979). O fluxo de genes, tanto dentro como entre populagdes,
dependerd da estrutura reprodutiva, estando praticamente impedida no caso de
populacdes que se reproduzem assexuadamente; ocorrendo ainda em diferentes modos e
graus, no caso de populacbes com reproducdo sexuada. Em espécies autdgamas, por
exemplo, o fluxo génico através de sementes é mais importante do que através do pélen,
embora ocasionais cruzamentos a longa distancia possam ter grande influéncia na
diferenciacdo de populagdes (Jain; Bradshaw, 1966).

Portanto, na conservacdo de recursos genéticos in situ, é essencial obter dados
sobre estrutura e comportamento reprodutivo das populacdes, pois os padrbes de
distribuicho da variabilidade genética estdo correlacionados com o0s sistemas
reprodutivos. As taxas de imigragdo, mesmo quando muito reduzidas, podem ter um
grande impacto tanto sobre a estrutura como a diferenciacdo de populacGes, o qual é
estimado em relacdo a producédo do polen e semente da populacdo que esté recebendo
esses disseminadores. Quanto maior for a producéo local de polen e semente, menor

sera a taxa (Sodero, 1987).
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7. Parametros genéticos

Na caracterizacdo da estrutura populacional, do ponto de vista ecolégico, procura-
se determinar a densidade populacional, a natureza das relacdes entre os individuos e 0s
diversos fatores ambientais, e as interacdes existentes entre os individuos e populacdes
locais. A abordagem genética e evolutiva, por outro lado, procura quantificar a
variabilidade genética existente entre os individuos, seu comportamento reprodutivo,
padrdes de fluxo génico, e as estratégias adaptativas aos ambientes. Neste contexto, a
frequéncia alélica, que é a medida da frequéncia relativa de um alelo em um loco
genético em uma populacéo, é um dos principais pardmetros utilizados para estudos de
genética de populagdes, permitindo caracterizar a diversidade e estrutura de uma
populacdo (Lopez; Fulton, 2004). Outro parametro € a proporcdo de individuos
heterozigotos para um loco em uma populagdo. Segundo Weir (1996), o conhecimento
da proporcdo de heterozigotos é importante em estudos de diversidade, porque cada
heterozigoto carrega diferentes alelos, 0 que mostra a existéncia de variacdo genética
em uma populacdo. Geralmente calcula-se as heterozigosidades observada e esperada. A
primeira é a proporc¢do de individuos heterozigotos observados em uma amostra, sendo
calculada a partir dos genétipos encontrados na populacdo para um loco ou para todos
os locos. Ja a heterozigosidade esperada, se refere a diversidade genética definida como
a probabilidade de que dois alelos selecionados aleatoriamente de um individuo
qualquer sejam diferentes.

A analise da estrutura genética pode ainda ser feita através de outro parametro
genético conhecido como a estatistica de Wright, também denominado de indice de
fixacdo, a qual permite medir a divergéncia genética entre as populaces (indice de
fixacdo entre as populacdes ou Fsr), assim como também o grau de reducdo da
heterozigosidade dentro de uma populacio (indice de fixagcdo dentro de uma populagio
ou Fis), e a diminuicdo global da heterozigosidade (indice de fixacdo para uma

populacdo Fit) com relacdo a uma populacgéo total.
8. A pesquisa em genética de populagdes

Embora ndo existam populacdes isentas de pressfes evolutivas, o teorema de

Hardy-Weinberg é importante no ambito conceitual e na pesquisa aplicada (Ridley,
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2006). Inferéncias acerca da diversidade dentro e entre populacdes sdo importantes para
diferentes estudos, tais como 0os mencionados por Hartl e Clark (2010):

» Melhoramento de plantas - com o conhecimento da base genética, é possivel
escolher genes de interesse para o melhoramento, por suas caracteristicas, a
exemplo da resisténcia a fatores bioticos e abioticos ou frutos maiores;

« Aconselhamento genético - no caso de doencgas hereditérias, servindo de apoio aos

familiares com histéricos dessas doencas;

Identificacdo de genes de suscetibilidade a doencas;

Conservacdo - a partir de dados de populagdes de espécies, é possivel inferir
programas de cruzamentos para a conservacao das espéecies ameacadas;
« Amostragem de areas naturais com o intuito de estimar a distribuicdo e o grau de

variabilidade de populac6es para fins de preservacao in situ e ex situ;

Relacbes evolutivas - estudos de genes e genomas de populagbes sao
imprescindiveis quando se busca entender, através de hipoteses, 0 processo
evolutivo das espécies, ou seja, a investigacdo da variacdo genética nos diz sobre
a historia das espécies.

Desde o surgimento da técnica de eletroforese de isoenzimas até o uso recente de

técnicas moleculares no estudo de genética de populagdes, tem sido possivel inferir,

com mais precisdo e abrangéncia, os resultados para interpretacdo em genética de
populacdes. Essas ferramentas sdo importantes, pois oferecem dados que permitem
analises mais robustas, capazes de elucidar melhor questdes referentes as populacdes,
com maior amplitude de informacBGes e também permitem desenvolver modelos
evolutivos mais complexos. Além do mais, a partir do desenvolvimento de softwares
cada vez mais aplicados a genética de populacdes, é possivel ter maior acuracia nos

resultados e inferir mais adequadamente o estado em que as populagdes se encontram.
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1. Introducéo

A cana-de-acUcar é uma graminea pertencente ao género Saccharum, tendoseis
espécies pertencentes a esse género (Daniels; Roach, 1987 apud Lu et al., 1994). O
Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agucar e, segundo a Unido da Industria de
Cana-de-Acucar (UNICA, 2014), a area plantada no pais para a safra de 2012 foi de
9.752.328 hectares. Para a safra 2013-2014 a CONAB (Companhia Nacional de
Abastecimento) estimou que a area plantada com producdo destinada ao setor
sucroalcooleiro terd um aumento de 3,7% em relacdo a safra anterior, sendo que a
situacdo geral da cultura de cana-de-aglcar no pais para a temporada é de expansao
(CONAB, 2013).

Apesar da expansdo da cultura, ha doencas que ameacam a producdo da cana-de-
acucar. No mundo, considerando o contexto historico, as doengas mais importantes para
a cultura da cana-de-agucar sdo: carvéo, escaldadura das folhas, raquitismo da soqueira
e mosaico da cana-de-agucar (Santos, 2003). No Brasil ja foram diagnosticadas 40
doencas causadas por fungos, bactérias, virus e micoplasmas (Sanguino, 1998).

A doenca conhecida como carvdo foi detectada pela primeira vez em 1887 na
Africa do Sul (Luthra et al., 1940 apud Sundar et al., 2012) e, hoje, é amplamente
distribuida pelo mundo (Figura 1). O sintoma mais evidente de que a cana-de-agucar
esta infectada pelo fungo do carvao € a formacéo e a emissdo de um chicote no apice da

planta. O chicote é uma estrutura de coloragdo preta e € composta por tecidos da planta
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e hifas do fungo, sendo responsavel pela producdo e liberacdo de milhGes de esporos
(teliésporos) (Santos, 2003). O nome carvdo provém dessa estrutura de cor escura
(lembrando um carvao) que ao se romper expde a massa de teliosporos pretos (Tokeshi,
1997; Sathe et al., 2008).

Figura 1. Distribuicdo mundial da doenca carvdo da cana-de-agUcar. Adaptado de
Plantwise, 2014.

O carvao da cana-de-agucar pode causar grandes perdas em rela¢do a producao da
massa fibrosa e a qualidade do caldo da cana. Além disso, as condi¢cdes ambientais
influenciam no desenvolvimento e severidade da doenca, sendo que o manejo consiste,
entre outras acdes, em remover 0s chicotes que surgirem no campo para diminuir o
indculo do patégeno e em identificar o mecanismo de resisténcia de variedades de cana
ao patogeno (Sundar et al. 2012).

O agente causador dessa doenca € o fungo Sporisorium scitamineum,
anteriormente classificado como Ustilago scitaminea, pertencente ao grupo dos
Basidiomicetos juntamente a outras espécies de carvdes da ordem Ustilaginales
(Piepenbring et al., 2002).

2. A reacao sexual e a patogenicidade de Sporisorium scitamineum
A infeccdo da cana-de-acucar pelo fungo S. scitamineum ¢é feita exclusivamente

por hifas dicaridticas (que possuem dois nucleos haploides) do patégeno. Essas hifas
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sdo formadas pela combinacdo (anastomose) de dois esporideos (hifas hapldides) de
tipos de reacdo sexual compativeis (Izadi; Moosawi-Jorf, 2007). Em S. scitamineum e
nos demais fungos causadores de carvdo em gramineas, a compatibilidade ocorre
quando dois esporideos apresentam alelos diferentes em dois loci gendmicos
simultaneamente, chamados de a e b, formando um sistema duplo de auto-
incompatibilidade (Bakkeren et al., 2008). O locus a é responsavel pelo reconhecimento
quimico celular dos esporideos e formacgdo da hifa dicaridtica, enquanto o locus b
governa o reconhecimento entre os nucleos coexistentes na hifa dicariética e controla a
transcricdo de genes associados a manutencdo do crescimento dicaridtico, o qual
culminard com a emissdo de um apressorio, estrutura que auxiliara o fungo durante a
infeccdo da planta (Bakkeren; Kronstad, 1993, 1994; Bolker, 2001). A contribuicédo

genética de cada locus na formacéo da hifa dicariotica esta representada na Figura 2.

Esporideos hapléides

Locus a

- Reconhecimento
quimico celular
- Fus&o celular

ﬂ§ %@ @/Lﬁ.&‘gﬁ.

L_J [ 2 @

;

Locus b

Nucleo b1 Nucleo b2

- Reconhecimento entre
ntcleos com loci distintos
- Crescimento dicariético

* . e
Fatores de transcricéo
heterodiméricos funcionais

Desenvolvimento sexual e patogenicidade

Figura 2. Contribuicdo dos loci a e b na formacdo da hifa dicaridtica infectiva de
Sporisorium scitamineum. Os nucleos azuis representam o tipo de reagdo sexual ‘A’ e
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os nucleos vermelhos o tipo de reagdo sexual ‘B’, o sistema de reconhecimento quimico
e de formacdo do fator de transcricdo heterodimérico foram adaptados de Bolker (2001)
por Longatto (2014).

O locus a apresenta dois genes principais: Mfa e Pra. O gene Mfa codifica a
producdo de um ferorménio lipopeptideo que é liberado no meio extracelular, o qual é
reconhecido por receptores de membrana codificados pelos genes Pra. Como ndo existe
descricdo de eventos de recombinacao entre esses dois genes, cada esporideo haploide
apresentara apenas uma cépia de cada gene (exemplo: Mfal e Pra2, ou Mfa2 e Pral).
Com isso, produzird um ferorménio (gene Mfal) que seu receptor de membrana (gene
Pra2) ndo sera capaz de reconhecer, pois este receptor conseguira reconhecer apenas o
ferormonio produzido pelo esporideo do outro tipo de reacdo sexual (gene Mfa2).
Comportamento similar é observado considerando-se o esporideo do outro tipo de
reacdo sexual. Havendo a compatibilidade quimica, decorrente da deteccdo do
ferormonio liberado pelo individuo de tipo de reacdo sexual distinto, haverd a
interrupcdo do crescimento por brotamento realizado até entdo, e ocorrerd emisséo de
uma hifa hapléide de cada esporideo. Essas hifas se desenvolverdo em direcdo a
concentracdes crescentes do ferormbnio compativel, que é detectado pelos receptores de
membrana. Com isso, as hifas produzidas por esporideos de tipos de reacdo sexual
diferentes crescerdo uma em direcdo a outra, se fundirdo em suas extremidades e
formardo a hifa dicari6tica representada na Figura 2. Nesta, os ncleos provenientes da
fusdo de esporideos de tipos de reacdo sexual compativeis coexistem dentro de cada
célula que a compde.

Uma vez formada, a hifa dicaridtica apenas continua a crescer dessa forma pela
acao de um fator de transcri¢do heterodimérico. A producdo das duas subunidades que o
compdem é governada a nivel transcricional pelo locus b, que apresenta dois genes que
compartilham a mesma regido promotora e que s@o transcritos de forma divergente,
chamados de bE (bEast) e bW (bWest) (Bakkeren; Kronstad, 1994, 1996). Para ser
funcional, esse fator de transcricdo devera obrigatoriamente ser composto por duas
subunidades diferentes, codificadas por diferentes formas alélicas de bE e bW. Cada um
dos nucleos presentes na hifa dicariética codificara a producao de duas subunidades que
serdo liberadas no citoplasma, sendo que cada subunidade possui homeodominios de
classes distintas (HD1 e HD2) (Gillissen et al., 1992; Kronstad; Staben, 1997). Na
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Figura 2, observa-se que as subunidades produzidas por cada nucleo serdo bE1 e bW1,
ou bE2 e bW2. No entanto, a funcionalidade do fator de transcricdo heterodimérico
somente sera alcancada pela combinacdo das subunidades originadas de nucleos
distintos, isto é, bE1+bW2 e bE2+bW1 (Kronstad; Staben, 1997).

Mediante a regulagdo pelo fator de transcricdo heterodimérico hé a possibilidade
de ocorrer transcri¢do a jusante de genes responsaveis pela continuidade do crescimento
sob a forma dicariotica e, inclusive, pela formacao de apressorio, que capacita o fungo a
infectar os tecidos meristematicos do vegetal (Banuett; Herskowitz, 1994; Hartmann; et
al., 1996; Moosawi-jorf; Izadi, 2007). Nos fungos causadores de carvdo em gramineas,
os loci a e b podem estar localizados em cromossomos separados, possibilitando a
segregacdo independentemente durante a meiose. Quando isso ocorre, 0 sistema é
chamado tetrapolar, descrito para U. maydis, causador do carvdo do milho, e S.
reilianum, causador de carvdao em milho e cevada (Bakkeren et al., 2008). Caso os loci a
e b sempre segreguem juntos como se fossem um unico locus, o sistema é chamado
bipolar, como descrito para U. hordei, causador do carvdo em cevada, e S. scitamineum,
causador do carvdo em cana-de-acucar. No sistema bipolar foram descritos os seguintes
loci de reagé@o sexual: MAT1 (que apresenta os subloci al e bl) e MAT2 (que possui 0S
subloci a2 e b2) cada qual portador de alelos distintos entre si nos subloci a e b.
(Bakkeren; Kronstad, 1993, 1994, 1996; Alexander; Srinivasan, 1966; Kmit, 2014).

Considerando o fungo S. scitamineum, a aplicacdo dos loci de reacdo sexual em
estudos genéticos mostrou-se importante por algumas raz@es, dentre elas, o fato desses
loci serem expressos por todos os individuos e o seu papel essencial na ocorréncia da
doenca. Também foi descrito o uso de sequéncia do sublocus b para a deteccéo do fungo
em tecidos vegetais doentes (Albert; Schenck, 1996; lzadi; Moosawi-Jorf, 2007
Moosawi-Jorf; Izadi, 2007) e a estrutura genética dos subloci a e b foi estudada por
Kmit (2014). Mais recentemente, destaca-se a importancia da determinagdo do tipo de
reacdo sexual durante o isolamento dos esporideos provenientes da germinacdo de
teliésporos produzidos em ciclos sucessivos da doenca. Em Longatto (2014) foi descrita
ocorréncia de desequilibrio na proporcdo de esporideos de cada tipo de reacdo sexual,
recuperados a partir da germinacdo in vitro de teliosporos, que ndo ocorreu como 0

esperado de 1:1. Dessa forma, a inclusdo do tipo de reacdo sexual aumentou a
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representatividade dos produtos meidticos isolados, ja que é durante a meiose que

ocorre segregacao dos loci de reacdo sexual.

3. Teste para determinar os mating-type (tipo de reacdo sexual) entre leveduras de
Sporisorium scitamineum

Visando ilustrar um teste de reacdo sexual (mating-type) em placa, foram
empregados dois esporideos (aqui chamados 39A e 39B) como referenciais para 0s
respectivos tipos de reacdo sexual, A e B. Ainda, quatro esporideos isolados a partir da
germinagdo de um teliésporo foram combinados com esses referenciais, de modo a
determinar qual seria seu tipo de reacdo sexual. Os esporideos foram inoculados em
placas de Petri com auxilio de palitos em seis pontos diferentes. O meio de cultura
utilizado foi o Yeastmalt (YM), composto por: 3g L™ de extrato de levedura; 3g L™ de
extrato de malte; 5g L™ de peptona; 10g L™ de glicose; 15g L de &gar bacterioldgico.
O primeiro ponto representou a combinagdo do esporideo 39A com 0s demais nas
diferentes placas, tendo sido feito procedimento semelhante com os esporideos 39B e 0s
candidatos chamados de 3, 4, 5 e 6, conforme esquematizado na Figura 3A. O resultado
de todas as combinac6es € mostrado na Figura 3B (Bauch, 1923; Alexander; Srinivasan,
1966; Moosawi-Jorf; Izadi, 2007).

Figura 3. A: Esquema de placa de Petri com meio YM para testar o mating-type entre
as leveduras 1, 2, 3, 4, 5 e 6. Duas dessas leveduras (1 e 2) sdo as referéncias para cada
tipo sexual (controles positivos, A e B, respectivamente), e a combinacgdo da levedura
consigo mesma refere-se ao controle negativo. B: Resultado de teste de compatibilidade
sexual em placa (plate mating-type reaction). Os esporideos utilizados foram
respectivamente: 1: 39A- controle positivo; 2: 39B- controle negativo; 3, 4 e 6:
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individuos diferentes cujo tipo de reacao sexual observado foi ‘B’; 5: Individuo cujo
tipo de reagdo sexual observado foi ‘A’. Foto de Daniel Prezotto Longatto, 2014.

O teste de compatibilidade sexual em placa (plate mating-type reaction) mostrou
que os controles negativos (interacdo da levedura com ela mesma) funcionaram em
todas as seis placas, ndo havendo interacdo entre esporideos iguais (idénticos
geneticamente em relacdo aos genes de reacdo sexual). Os controles positivos,
referentes a interacdo dos esporideos A e B, também funcionaram, nesse caso,
mostrando a interacdo entre eles.

Em relacdo aos esporideos testados (3, 4, 5 e 6), pode-se observar que o esporideo
3 interagiu com 1 (tipo de reacdo A) e 5 (tipo de reacdo anteriormente desconhecida). O
esporideo 4 interagiu com esporideo 1 e 5, ocorrendo resultado semelhante com o
esporideo 6, que interagiu com 1 e 5. Com esses resultados, conclui-se que 0s
esporideos 3, 4 e 6 sdo do tipo de reacdo B, ja que interagem com A. Também conclui-
se gque o esporideo 5 é do tipo A, pois interage com os demais (ainda, a placa referente
as reacOes do esporideo 5 mostra interagdo com o esporideo 2, controle do tipo B, e com
os demais esporideos do tipo B, 3, 4 e 6).

Referéncias

ALBERT, H.H.; SCHENCK, S. PCR amplification from a homolog of the bE mating-type gene as a sensitive assay
for the presence of Ustilago scitaminea DNA. Plant Disease, 80: 1189-1192, 1996.

ALEXANDER, K.C.; SRINIVASAN, K.V. Sexuality in Ustilago scitaminea Syd. Current Science, 35, n. 23: 603-
604, 1966.

BANUETT, F.; HERSKOWITZ, I. Morphological transitions in the life cycle of Ustilagomaydis and their genetic
control by the a and b loci. Experimental Mycology, 18: 247-266, 1994.

BAKKEREN, G.; KRONSTAD, J.W. Conservation of the b mating-type gene complex among bipolar and tetrapolar
smut fungi. Plant Cell, 5: 123-136, 1993.

BAKKEREN, G.; KRONSTAD, J.W. Linkage of mating-type loci distinguishes bipolar from tetrapolar mating in
basidiomycetous smut fungi. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
91: 7085-7089, 1994.

BAKKEREN, G.; KRONSTAD, J.W. The pheromone cell signalling components of the Ustilago a mating type loci
determine intercompatibility between species. Genetics, 143: 1601-13, 1996.

BAKKEREN, G.; KAMPER, J.; SCHIRAWSKI, J. Sex in smut fungi: structure, function and evolution of mating-
type complexes. Fungal Genetics and Biology, 45: S15-S21, 2008.

BAUCH, R. Uber Ustilago longissima und ihre varietdt macrospora. Zeitschriftfiir Botanik, 15: 241-279, 1923.

122



BOLKER, M. Ustilagomaydis: a valuable model system for the study of fungal dimorphism and virulence.
Microbiology, 147: 1395-1401, 2001.

CONAB. Acompanhamento da safra brasileira de cana-de-acucar (safra 2013-2014 - segundo levantamento - agosto
de 2013). Brasilia. Disponivel em: <http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arquivos/
13_08_08_09_39 29 boletim_cana_portugues_-_abril_2013_10_lev.pdf>. Acesso em 23 ago. 2014. 2013.

GILLISSEN, B.; BERGEMANN, J.; SANDMANN, C.; SCHROEER, B.; BOLKER, M.; KAHMANN, R. A two-
component regulatory system for self/nonself recognition in Ustilagomaydis. Cell, 68: 647-657, 1992.

HARTMANN, H.A.; KAHMANN, R.; BOLKER, M. The pheromone response factor coordinates filamentous
growth and pathogenic development in Ustilago maydis. EMBO Journal, 15: 1632-1641, 1996.

IZADI, M.B.; MOOSAWI-JORF, S.A. Isolation and identification of yeast-like and mycelial colonies of Ustilago
scitaminea using specific primers. Asian Journal of Plant Sciences, 6: 1137-1142, 2007.

KMIT, M.C.P. Caracterizagdo de genes associados ao tipo de reagdo sexual em Sporisorium scitamineum,
agente causador do carvdo de cana-de-agucar. 2014. 98 p. Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia Agricola) -
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2014.

KRONSTAD, J.W.; STABEN, C. Mating type in filamentous fungi. Annual Review of Genetics, 31: 245-276, 1997.

LONGATTO, D.P. Heranga dos polimorfismos de restricdo associados & regido subtelomérica de Sporisorium
scitamineum em andlise de cruzamentos sexuados do fungo in planta. 2014. 96 p. Dissertagdo (Mestrado em
Genética e Melhoramento de Plantas) - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Séo
Paulo, Piracicaba, 2014.

LU, Y.H.; D’HONT, A.; WALKER, D.I.T.; RAO, P.S.; FELDMANN, P.; GLASZMANN, J.C. Relationships among
ancestral species of sugarcane revealed with RFLP using single copy maize nuclear probes. Euphytica, 78: 7-18,
1994,

MOOSAWI-JORF, S.A.; 1IZADI, M.B. In vitro detection of yeast-like and mycelial colonies of Ustilago scitaminea
in tissue-cultured plantlets of sugarcane using Polymerase Chain Reaction (PCR). Journal of Applied Sciences, 7:
3768-3773, 2007.

PLANTWISE, 2014. Pest distribution map. Disponivel em <http://www.plantwise.org/KnowledgeBank/
PWMap.aspx>. Acesso em 23 ago. 2014.

PIEPENBRING, M.; STOLL, M.; OBERWINKLER, F. The generic position of Ustilago maydis, Ustilago
scitaminea, and Ustilago esculenta (Ustilaginales). Mycological Progress, 1: 71-78, 2002.

SATHE, T.V.; SHINDE, K.P.; SHAIKH, A. L.; RAUT, D.K. Sugarcane pests and diseases.New Delhi: Manglam
Publishers, 2008. 174 p.

SANGUINO, A. Situagdo atual da pesquisa em doengas da cana-de-aglcar. Summa Phytopathologica, 24: 90-91,
1998.

SANTOS, AS. Doengas causadas por fungos e bactérias em cana-de-aglcar. Disponivel em:
<http://www.biologico.sp.gov.br/rifib/IX_RIFIB/santosl.PDF>. Acesso em 23 ago. 2014. 2003.

SUNDAR, A.R.; BARNABAS, E.L.; MALATHI, P.; VISWANATHAN, R. A mini-review on smut disease of
sugarcane caused by Sporisoriumscitamineum. In: MWORIA, J.K. (Ed.). Botany. Croatia: InTech, 2012. p.107-128.

TOKESHI, H. Doengas de cana-de-acucar (hibridos de Saccharum spp.). In: KIMATH, H.; AMORIM,L;
BERGAMIN FILHO, A.; CAMARGO, L.E.A.; REZENDE, JAM (Ed.). Manual de Fitopatologia. Sdo Paulo:
Editora Agrondmica Ceres, 1997. p. 207-225.

UNICA. Area plantada com cana-de-aclcar na safra 2012 no Brasil (estatistica de producfo). Disponivel em:
<http://www.unicadata.com.br/historico-de-area-ibge.php?idMn=33&tipoHistorico=5>. Acesso em 23 ago. 2014.
2014.

123



Microbiologia Agricola

124



Microbiologia agricola: das bases bioldgicas a biotecnologia

Marcelo Gomes Marcal Vieira Vaz
Patricia Dayane Carvalho Schaker
Gabriela Machineski da Silva
Gilda Mariano Silva

Juliana Lorenz Mandro

Nathalia Torres Correa

Sérgio Birello Sartori

1. Introducéo

A microbiologia é uma ciéncia focada no estudo de organismos microscépicos,
sejam de natureza procaridtica ou eucariética. As diversas subareas da microbiologia
contemplam a diversidade (morfoldgica, metabdlica, entre outras) e a evolucdo dos
micro-organismos, buscando entender o0s processos envolvidos no surgimento e
diversificagdo deste grupo, além de usar tais conhecimentos em beneficio dos seres
humanos. Do ponto de vista da ciéncia basica, a microbiologia desenvolve métodos para
entender processos celulares e de interacdo dos micro-organismos entre si e com 0
ambiente. Por fim, os conhecimentos gerados servem de base para a resolucdo de

questdes praticas em areas como a medicina, industria e agropecuaria.

1.1. Diversidade microbiana

Os micro-organismos surgiram ha bilhdes de anos e representam, tanto em
namero de especies quanto em biomassa, a maior parte da diversidade encontrada na
biosfera. A diversidade atual, observada nas células microbianas, é resultado da longa
histéria evolutiva deste grupo, a qual se reflete na morfologia celular, fisiologia,
mecanismos de divisdo celular, reproducdo, patogenicidade e ampla distribuicéo
geografica. Essa grande diversidade microbiana tem reflexo direto sobre diversos ciclos
biogeoquimicos que além de permitir o estabelecimento dos grupos microbianos, sdo de
extrema importancia para a manutencgéo da vida na Terra (Madigan et al., 2010).

Os micro-organismos foram descobertos e, primeiramente, visualizados em

meados dos anos 1660, apos a invencdo do microscopio. O advento deste equipamento
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permitiu notaveis descobertas, as quais foram iniciadas pelos cientistas Robert Hooke e
Antoni van Leeuwenhoek, tidos como os maiores descobridores do universo microbiano
(Gest, 2004). Dois séculos depois, em 1870, Ferdinand Cohn, Louis Pasteur e Robert
Koch deram seguimento aos estudos microbiologicos, aprofundando o entendimento da
morfologia e fisiologia deste grupo de organismos. Cohn descobriu 0s endosporos em
Bacillus e criou o conceito de espécie para as bactérias. Pasteur contestou a teoria da
geracdo espontanea, resultando no desenvolvimento de procedimentos de esterilizacao,
ao mesmo tempo em que Koch introduziu o meio de cultura solidificado com &gar e o
conceito de isolamento de culturas puras de micro-organismos. Estas descobertas
forneceram ferramentas cruciais para estudos microbioldgicos (Keller; Zengler, 2004),
que revelaram 0s micro-organismos como 0s principais causadores de doencas
infecciosas em plantas, animais e humanos (Atlas; Bartha, 1998).

Uma vez percebida a importancia dos micro-organismos, pesquisadores
concentraram esforgos no desenvolvimento de técnicas para isolar, cultivar em
laboratdrio e classificar esses organismos, muitas das quais ainda em uso. Os estudos
proporcionaram importantes descobertas como a utilizacdo dos micro-organismos na
sintese de antibidticos, na producdo de enzimas e produtos com diversas aplicacGes.
Durante muitos anos, os métodos dependentes de cultivo, baseados em fatores
morfofisioldgicos, foram a principal forma de identificar e avaliar a vida microbiana a
partir de amostras da natureza. No entanto, essas técnicas ofereciam uma visdo limitada
do mundo microbiano. Estima-se que um grama de solo contenha aproximadamente
10'° bactérias e que um mililitro de agua do mar abrigue cerca de 10° células
microbianas (Torsvik et al., 1990). Entretanto, 99% desses organismos ndo podem ser
cultivados pelas técnicas convencionais (Amann et al., 1995).

Apos a elucidacéo da estrutura do DNA, por Watson e Crick em 1953, diversos
métodos foram desenvolvidos, contribuindo para o aprofundamento dos estudos da
biologia e potencialidades funcionais de seres microscopicos. O uso de técnicas
moleculares nos ultimos vinte anos tem fornecido métodos para identificacdo dos
individuos de comunidades microbianas em ambientes naturais sem a necessidade de
cultivo, resultando em uma importante e inexplorada diversidade a ser estudada
(Hugenholtz et al., 1998). Métodos baseados em sequenciamento do DNA associados

ao estudo de fatores fisico-quimicos de diversos ambientes geraram uma gama de

126



informagdes que permitem indmeros questionamentos, tais como: Quais s&o os fatores
ambientais com maior influéncia sobre a diversidade microbiana? Como 0s micro-
organismos estdo distribuidos globalmente? Quais as possiveis aplicacdes
biotecnoldgicas dos micro-organismos e de seus produtos metabolicos? Essa visdo
holistica sobre a microbiologia e suas potencialidades proporciona uma ampla area de
estudos com aplicagdes biotecnoldgicas de interesse social, econdémico e ambiental.

2. Aplicacdes da Microbiologia
2.1. Degradacao de poluentes: fungos basidiomicetos ligninoliticos e ensaios
ecotoxicoldgicos

O grupo dos fungos se destaca em relacdo aos demais micro-organismos por sua
ampla capacidade de degradar diversos substratos de forma muito eficiente,
apresentando papel relevante em ecossistemas florestais. Sua importancia se da na
degradacéo de componentes da madeira, favorecendo a reincorporagdo de nutrientes nos
ciclos biogeoquimicos. Os fungos degradadores de madeira pertencem a duas
categorias: fungos da podriddo marrom e da podriddo branca. Dentre os fungos da
podriddo branca estdo os basidiomicetos ligninoliticos, que somam mais de 200.000
espécies, sendo os mais estudados quanto ao seu potencial degradador, em razdo da alta
atividade ligninolitica (Bononi, 1997). Um exemplo de membros deste grupo séo os
basidiomicetos do género Pleurotus, capazes de degradar varios tipos de residuos
(Aguiar Filho, 2008), pois produzem um vasto complexo enziméatico com acdo
extracelular. Esse complexo pode atuar sobre misturas complexas de residuos (bagaco e
vinhaca de cana-de-agUcar, corantes téxteis e lodo de estacdes de tratamento de esgoto)
que contenham estruturas fendlicas e similares, levando a mineralizagdo ou degradacéao
parcial (Rodriguez-Rodriguez et al., 2013).

A vinhaga é um residuo com elevada carga poluidora que se forma no processo
final da destilacdo do alcool e é caracterizada por possuir baixo pH, altos valores de
demanda quimica e bioguimica de oxigénio, matéria organica, corrosividade e grande
quantidade de K, Ca, Mg e compostos fendlicos (Ferreira, 2009). O baga¢o de cana-de-
acucar € um dos muitos residuos lignocelulésicos provenientes da agricultura que tem
sido empregado na fermentacédo sélida, nos campos da biodegradacéo e biorremediacao,

sobretudo pelo seu papel adsortivo (Pereira et al., 2009; Karp et al., 2012). Esse residuo
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é predominantemente constituido de celulose, hemicelulose e lignina, constituindo-se
como substrato promissor para o crescimento dos basidiomicetos ligninoliticos e para a
expressdo de suas enzimas (Aguiar Filho, 2008; Pompeu, 2010). Efluentes contendo
corantes sdo potencialmente toxicos, afetam a solubilidade de gases em corpos d’agua e
interferem na qualidade estética do ambiente (Faraco et al., 2009). Esses corantes sao
recalcitrantes e ndo respondem bem aos tratamentos convencionais, em razdo de sua
estabilidade e complexidade molecular (Fu; Viraraghavan, 2001). A tecnologia
enzimatica, por outro lado, pode ser aplicada nos tratamento desse residuo, pois é ativa
sobre moléculas persistentes e em altas concentragfes, ndo sendo necessaria uma etapa
de adaptacdo da microbiota e gerando-se pouco lodo (Karam; Nicell, 1997). O lodo, por
sua vez, também pode ser empregado como aditivo em solo agricola. Contudo, sua
reutilizacdo é profundamente dependente do estudo das caracteristicas do lodo a ser
reciclado (Botero et al., 2009).

O tratamento de um residuo ou efluente por vias biolégicas e o0 seu consequente
reuso deve ser complementado por estudos ecotoxicoldgicos, visto que a degradacao
enzimatica pode produzir moléculas nocivas e/ou mais persistentes que os substratos
(Vidali, 2001). Os testes ecotoxicolégicos sdo uma boa ferramenta para averiguar 0s
resultados de uma degradacdo, especialmente quando esta envolve efluentes de
composicdo complexa, pois as respostas bioldgicas evidenciam efeitos sinérgicos,
aditivos, antagbnicos e de potencializacdo que ndo aparecem em analises fisico-

quimicas.

2.2. Microbiologia e industria alimenticia: producéo de acUcar cristal

A cana-de-acucar foi introduzida no Brasil durante o periodo colonial e se
transformou em uma das principais culturas da nossa economia, adaptando-se em
regides com clima tropical, quente e imido, onde as temperaturas variam entre 19 a 32
°C e as chuvas sdo bem distribuidas. Além disso, desenvolve-se em solos com baixa
fertilidade e condigdes fisicas desfavoraveis, e por isso, pode ser cultivada em diversas
regides do Brasil. A partir da cana-de-aglcar podem ser obtidos inimeros produtos
como o0 agucar e o alcool, a energia obtida a partir da queima do bagaco residual da
extracdo e até mesmo a utilizacao dos subprodutos do processo de producdo de agucar e
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alcool que sdo danosos ao meio ambiente, mas que se tratados podem ser usados no
campo para 0 melhoramento agricola.

Para que se obtenha sucesso no processamento de uma matéria-prima e na sua
transformacdo em produtos finais € essencial conhecer e compreender cada etapa
individualmente, a fim de corrigi-las e/ou aperfeicoad-las. Uma etapa importante e que
merece atencdo durante 0 processamento da cana-de-aclcar € o controle
microbiologico.

O Grupo de Pesquisa Hugot-Bioenergia, presente no setor de Aclcar e Alcool do
LAN/ESALQ/USP ha 4 anos, atua em diversas areas que compreendem o conhecimento
em acucar, alcool e energia. Algumas das pesquisas realizadas pelo grupo estdo
direcionadas a processos alternativos a clarificacdo do caldo de cana-de-agUcar (ou
processos oxidativos avancados — POA), andlises de formacdo de flocos de acucar,
degradacdo térmica da sacarose, analise de escurecimento enzimatico da cana-de-agucar
e caracterizacdo da biomassa para producdo de energia por gaseificacdo. O uso de POA
com ozobnio e peroxido, ao invés da sulfitacdo, traz consequéncias importantes, pois
ambos, além de serem agentes germicidas, possivelmente ndo levam a formacdo de
subprodutos durante o processamento. Essas substancias podem ainda agir reduzindo a
cor ICUMSA do caldo de cana-de-agUcar para producdo de acucar cristal branco de
melhor qualidade.

Outra linha de pesquisa é a avaliacdo de parametros formadores de flocos de
acucar na induastria de refrigerantes. Tais flocos podem influenciar na qualidade e
composicdo do aglcar que serd utilizado na fabricacdo da bebida, pela acdo de
polissacarideos, como a dextrana, que é produzida por micro-organismos. A degradacao
térmica da sacarose em concentracfes e temperaturas baseadas no processo de
evaporacdo do caldo de cana-de-agucar € outro direcionamento das pesquisas seguidas
pelo grupo e baseia-se em dois principios de reducdo: o da cor ICUMSA e o da
contaminacdo microbiana, os quais podem ocorrer em consequéncia dos processos de
aquecimento do caldo de cana-de-aclcar em evaporadores. O acompanhamento do
aumento do escurecimento enzimatico da cana-de-acUcar deve ser realizado pra se aferir
0 impacto, do tempo entre a colheita e 0 processamento, sobre a contaminagéo

microbiana da cana-de-agUcar. A determinacdo da composicdo quimica do bagaco para
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producdo de energia via gaseificacdo permitird determinar a escolha do processo de
conversdao e compreender as dificuldades de processamento subsequentes.

2.3. Interacéo plantas — patdgenos microbianos

Uma vasta gama de micro-organismos exerce influéncia benéfica sobre o
desenvolvimento das plantas, sendo fundamentais nos processos de disponibilizacdo do
nitrogénio atmosférico em formas assimilaveis, na captura de nutrientes do solo e na
promocdo do crescimento vegetal. Por outro lado, muitos micro-organismos sdo
conhecidos como fitopatogénicos, ou seja, causam doencas em plantas, gerando grandes
perdas econdmicas na agricultura. A pesquisa na area da fitopatologia € desafiadora e
busca diminuir essas perdas, tendo em sua esséncia uma causa nobre: garantir a
disponibilidade de alimentos tanto para 0s humanos quanto para outros animais.

Se considerarmos a diversidade de micro-organismos e a diversidade de plantas
existente, e sabendo que ambos apresentam uma distribuicdo cosmopolita na Terra,
parece dificil explicar por que ainda assim a doenca € uma excecao na natureza e por que
0s micro-organismos ainda ndo dizimaram as plantas. A explicacdo para tal fato é que
somente uma combinacao especifica de genes da planta e do patégeno culmina em uma
planta doente (Agrios, 2005).

As plantas, por serem organismos sésseis, durante sua evolucéo foram desafiadas
por uma grande variedade de inimigos e desenvolveram diversas estratégias de defesa.
Dentre as mais estudadas e compreendidas destaca-se a sintese de compostos do
metabolismo secundario, como fitoalexinas e moléculas antimicrobianas, espécies
reativas de oxigénio (“ROS”, Reative Oxygen Species), ativacdo de sistemas de fluxo
ibnico, fosforilacdo e defosforilagdo de proteinas, refor¢o da parede celular, inducdo da
resposta de hipersensibilidade (morte celular programada) e mudangas na sinalizagéo
hormonal (Berger et al., 2007; Doehlemann et al., 2008).

Uma das defesas mais eficazes das plantas ¢ mediada pelos genes “R” que detectam
racas de patogenos especificos pelo reconhecimento das proteinas de aviruléncia
(“AVR”, Avirulence) codificadas pelo patogeno, na chamada resisténcia “gene-a-gene”.
Essa defesa estd associada a uma rapida necrose de celulas no local da infeccdo, chamada
de “resposta de hipersensibilidade” (Feys; Parker, 2000). Em termos evolutivos, um

patdgeno seria beneficiado pela eliminacdo dessas proteinas Avr, pois impediria seu
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reconhecimento pela planta, no entanto, estudos mostram que esses genes sao essenciais
para a patogenicidade do micro-organismo (Alfano; Collmer, 2004).

Além da resposta de resisténcia localizada, as plantas desenvolveram mecanismos
que criam uma espécie de “estado de alerta” em todos os tecidos vegetais, chamada
“resisténcia sistémica adquirida” (“SAR”, Systemic Acquired Resistance). Essa resposta
de defesa é sinalizada pelo &cido salicilico, um horménio vegetal que dispara a expressao
de diversos genes PR (Pathogenesis Related), que estdo relacionados com a sintese de
moléculas antimicrobianas (Chen et al., 2009). Considerando-se esses cenarios, é possivel
concluir que a presenca de um patdgeno envolve uma redistribuicdo massiva da energia
da planta para sustentar a resposta de defesa (Bolton, 2009). Isso culmina na modificacéo
do metabolismo primario e secundario da planta e, consequentemente, influencia no
crescimento e desenvolvimento da mesma. Por um lado, o patdégeno tenta manipular o
metabolismo de carboidratos da planta para o seu préprio crescimento, enquanto a planta
tenta reorganizar o fluxo de carbono nos tecidos a fim de evitar a disseminagdo do
patdgeno (Berger et al., 2004).

Dentre os micro-organismos fitopatogénicos destacam-se as bactérias, os fungos,
virus, protozoarios e nematoides (Agrios, 2005). A capacidade de atacar as plantas é
possivel porque durante a sua evolugdo os micro-organismos adquiriram a habilidade de
utilizar as substancias produzidas pela planta. Alguns patdgenos se tornaram tdo
dependentes do seu hospedeiro que eliminaram partes essenciais de seus genomas e,
assim, utilizam produtos sintetizados pela planta, tornando-se altamente dependentes da
mesma. Por exemplo, a bactéria Leifsonia xyli no seu estado atual de evolucdo
gendmica ndo possui genes funcionais responséveis pela sintese dos aminoacidos
cisteina e metionina e das vitaminas biotina, nicotinato e tiamina, tornando-a muito
dependente fisiologicamente da planta hospedeira (Soares et al., 2011).

Para superar as barreiras de defesa da planta, os patdgenos utilizam diversas
estratégias. As primeiras etapas da infeccdo necessitam da producdo por parte do
hospedeiro de enzimas capazes de quebrar as cadeias de pectina, cutina, celulose,
hemicelulose, suberina e lignina, que sdo os compostos encontrados na superficie das
plantas e correspondem as barreiras fisicas de defesa. Uma vez dentro da célula, os
micro-organismos necessitam utilizar os compostos produzidos pela planta, incluindo o

amido, sacarose, proteinas e lipideos, como fonte de energia e de carbono (Agrios, 2005).
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Os patogenos de plantas sdo tdo especializados que possuem mecanismos que
burlam o sistema de defesa do hospedeiro. Por exemplo, no genoma do fungo causador
da doenca do carvdo no milho, Ustilago maydis, foi identificado um transportador de
sacarose (UmSTR1) que possui alta afinidade pelo substrato, e permite o uso direto da
sacarose na interface planta-fungo sem hidroélise extracelular, e assim, sem a producéao de
monossacarideos extracelulares que poderiam elicitar a resposta de defesa da planta
(WAHL et al., 2010). O mesmo fungo é capaz de produzir e secretar a enzima corismato
mutase, aumentando o fluxo de corismato do plastideo para o citosol e,
consequentemente, reduzindo a quantidade de substrato disponivel para a sintese do &cido
salicilico, que é produzido no plastideo e esta envolvido na resposta de defesa sistémica
da planta (Djamei et al., 2011).

Os estudos na area de interacdo planta-patdgeno se baseiam essencialmente nos
conhecimentos e nas técnicas de microbiologia e biologia molecular, incluindo a
manipulacdo de genes, bioinformatica e microscopia. Os objetivos desses estudos
englobam desde os aspectos basicos, como 0s mecanismos de infeccdo e estabelecimento
no hospedeiro, até a aplicacdo desses conhecimentos, como por exemplo, no controle
biolégico de patégenos e o melhoramento de espécies vegetais. Apesar de muitas
respostas reveladas, o estudo da interagdo planta-patégeno tem muito a ser descoberto e
entendido, e por isso € uma area tdo desafiadora e a0 mesmo tempo empolgante.

2.4. Produtos naturais como alternativa no controle de fitopatdgenos

H& muitos séculos a humanidade tem conhecimentos sobre os beneficios da
utilizacdo de produtos naturais para os mais diversos fins, tais como remedios,
cosméticos, corantes e outros. Um exemplo foi o isolamento da morfina (Figura 1,
estrutura 1) da planta Papaver somniferum (papoula), por Friedrich Wilhelm Serttrner
em 1806, que é utilizada até hoje para fins medicinais como um potente analgésico. Nos
ultimos anos tem sido crescente o isolamento de novas substancias obtidas a partir de
diversos organismos, incluindo plantas, algas, animais e micro-organismos. Outro
exemplo muito importante foi o isolamento do antibidtico penicilina (Figura 1, estrutura
2), produzido pelo fungo Penicillium notatum. Essa descoberta foi realizada em 1928
por Alexander Fleming revolucionando o tratamento de doencas infecciosas. Ha

também substancias isoladas de organismos marinhos, como 0s nucleosideos
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espongotimidina (Figura 1, estrutura 3) e espongouridina (Figura 1, estrutura 4),
isolados da esponja Cryptotethya crypta, permitindo o desenvolvimento de substancias

com acdo antiviral e anticancerigena.
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Figura 1. Compostos isolados de plantas e micro-organismos com potencial
biotecnologico. 1 Morfina; 2 antibidtico penicilina; 3 nucleosideo espongotimidina; 4
nucleosideo espongouridina.

Os metabdlitos secundarios, fontes de produtos naturais, sdo considerados como
ndo essenciais a vida, mas definem a capacidade de sobrevivéncia de cada espécie no
ecossistema em que se encontra inserida. Sua producdo é controlada por condicdes
ambientais, como a disponibilidade de nutrientes e interacdo com outros organismos, e
sdo codificados por conjuntos de genes especificos. Estas substancias apresentam
grande variedade estrutural e fazem parte de diferentes classes quimicas: alcaldides,
flavonoides, fenilpropandides, lignanas, peptideos, esterdides, xantonas, fenais,
isocumarinas, quinonas, terpendides, citocalasinas, alifaticos, clorados e outros. Devido
as suas propriedades quimicas e bioldgicas, estes metabdlitos secundarios tém sido
utilizados como marcadores para classificacdo de diversos grupos bioldgicos (aliada a
morfologia); investigacdo de processos evolutivos (evolugdo quimica) e compreensao
da convivéncia no sistema ambiental (ecologia quimica) dos organismos vivos. Muitos
destes metabdlitos tém sido empregados para fins biotecnoldgicos, como antibioticos,
antivirais, antitumorais, agentes hipocolesterolemiantes, inibidores tumorais e
imunossupressores. Além disso, podem ser aplicados agronomicamente, constituindo

alternativas as formas tradicionais de controle de pragas e manejo integrado.
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O Brasil abriga a maior diversidade genética do mundo, englobando mais de dois
milhdes de espécies de plantas, animais e micro-organismos. O Laboratdrio de
Microbiologia e Quimica Organica de Produtos Naturais possui como linha de pesquisa
0 estudo dos metabdlitos de plantas e fungos endofiticos visando o isolamento de
substancias ativas contra fungos fitopatogénicos. Estudos realizados com extratos de
plantas tém apresentado resultados promissores na area agrondémica, como a descoberta
da atividade antifingica da a-tomatina, isolada de folhas de Solanum lycopersicum,
contra o fitopatdgeno Moniliophthora perniciosa, fungo causador da doenca vassoura-
de-bruxa no cacaueiro. Este grupo de pesquisa tem sido responsavel pelo isolamento de
uma grande quantidade de fungos endofiticos a partir de plantas coletadas na floresta
Amazonica, Mata Atlantica e ilhas oceanicas. Os extratos obtidos destes fungos tém
apresentado atividade promissora contra fitopatogenos dos géneros Colletotrichum,
Fusarium e Phomopsis. Desta forma, pretende-se contribuir cientificamente, tanto no
conhecimento sobre a biodiversidade brasileira, como na descoberta de novos

compostos ativos de interesse biotecnoldgico.
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