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Informacoes sobre os Bolsistas

1. Relacao Nominal

Fernando Cesar Boscariol 9% Semestre Agronomia ,
Goran Kuhar Jezovsek 79 Semestre Agronomia ;
Jose Henrique Conti 99 Semestre Agronomia

Roberto Pedroso de Oliveira 7° Semestre Agronomia ;

2. Desempenho Academico na Graduacao i

2.1. NOME SEMESTRE MEDIAS
F.C.Boscariol 990 6,9
G.K.Jezovsek 70 6,7
J.H.Conti g0 7,k
R.P.0Oliveira 7¢9 8,7

Observacao: Em anexo notas das disciplinas cursadas apos

ingresso no Grupo PET.




2.2, Justificativas para o declinio no rendimento

Nao houve declinio no rendimento do grupo ou bol-

sista em particular.

2.3. Apreciagao do Professor-Tutor sobre o desempenho

do Grupo no Semestre

0 grupo teve evolugao excelente no semestre. Como
esperado foi possivel obter um rendimento elevado nas ativida-
des programadas para o semestre. Além destas atividades, mere-
ce destaque o fato de que a Biotecnologia é um ramo do conhecij-
mento multidisciplinar e bastante amplo, o que torna mais diffl-

cil ainda a formulagao de conceitos e a atuacao integrada. 0

grupo tinha uma visao da Biotecnologia que se ampliou e que se
tornou mais objetiva. Individualmente se nota este grande pro

gresso e como grupo se destacam por sua atuacdo mais cientifi-

ca, concepgao de ideias e conceitos com melhor visso critica,es
tando mais capacitados ao envolvimento na pesquisa e ao desempe

nho de atividades mais criativas.

A participagao do grupo com empenho esta garantin
do uma atuagao diferenciada e capaz de influenciar os outros
alunos, que ja estao procurando se integrar ao programa, -inclu-

sive participando de atividades coletivas.

I11. Desempenho dos Bolsistas no Programa Especial de Treinamento !

1.1. Reunioes do Grupo com o Tutor

15/02 - 1 hora - Apresentacao do programa e seus
objetivos - Todos os bolsistas.
28/02 - 2 horas -Discussao Biotecnologia no Brasil

e ESALQ - Todos os bolsistas
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08/03

15/03

29/03

12/04

18/04

17/05

07/06

2L/06

05/07

25/08

3.

2 horas =Discussao do Plano diretor de Bio
tecnologia ESALQ. Todos os bolsistas

2 horas - Definigao de objetivos indivi-
duais. Todos os bolsistas

2 horas =Discussao dos objetivos indivi-
duais. Todos os bolsistas

2 horas - Debate das dﬁvidas das leituras
realizadas. Todos os bolsistas

2 horas - Avaliacao do desenvolvimento dos
trabalhos individuais. Todos os bolsistas
2 horas - Avaliagao do andamento dos traba
lhos individuais e discussao sobre o PET
na ESALQ. Todos os bolsistas

2 horas - Avaliacao dos trabalhos. Todos
os bolsistas

Lk horas - Reuniao conjunta com outros gru-
pos do PET da ESALQ para apresentagao dos
trabalhos individuais e avaliagéo‘geral.
2 horas - Reuniao para avaliacao do semes-
tre e definigao dos objetivos para o 29
semestre. Todos os bolsistas

2 horas - Reuniao para avaliagao do grupo

e definigao de trabalho para o 29 semestre

Palestras de outros profissionais

- Dr. Joaquim Apafecido Machado, gerente de Pes-

quisas da Agroceres S/A - Sobre as pesquisas

desenvolvidas na Empresa Agroceres principal-

mente na biotecnologia de Plantas.
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~ Dr. Sergio Echeverrigaray Laguna - Pesquisador

da Agroceres - Sobre Eletroforese Vegetal e

suas aplicacoes em Biotecnologia Vegetal.

- Dr. Paulo Fernando Machado - Departamento de

Zoologia ESALQ/USP - Sobre as pesquisas desen-
volvidas naquele departamento na area de Bio-

tecnologia Animal.

Dutros Seminarios, Conferéncias, Palestras assisti

das pelos bolsistas-PET

- Seminarios (F.C. Boscariol)
- Analise Quantitativa da variabilidade gené-
tica em Leveduras
- Genética Biotecnologia da Produgao de Dex-
trana
- Mecanismos de Diferenciagcao em Plantas Cul-

tivadas 'in vitro'

Participagcao em Congressos

- XV Congresso Brasileiro de Microbiologia - 16 a
20/07/89 - Universidade de Sao Paulo - Campus
de Ribeirao Preto - Todos os bolsistas.

- Congresso de lniciagao Cientifica da ESALQ - 3
2 5 julho 1989 - Todos os bolsistas Apresentan
do trabalhos de Pesquisa: Fernando e Goram.

- | Reuniao Paulista de lIniciagao Cientifica em
Ciencias Agrarias da ESALQ. Todos os bolsis -
tas

- Curso de atualizacao em Genética (Roberto

Henrique).
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1.7. Monografias (Anual)

1.7.1. Orientador: F.C.A. Tavares

Bolsista: F.C. Boscariol
Titulo: Leveduras resistentes na Biotec~
nologia da Fermentacao Alcoolica
Fase atual: Levahtamgnto bibliografico ,
pesquisa laboratorial para
obtencao de leveduras resis-
tentes a contaminacao bacte-

riana, leituras.

1.7.2. Orientador: F.C.A. Tavares

Bolsista: G.K. Jesevsek

Titulo: Transformagao vegetal com Agro-
bacterium.
Fase atual: Levantamento biblio
grafico, pesquisa laboratorial de
avaliagao de diferentes linhagens

de Agrobacterium na indugao de

tumores, leituras.

1.7.3. Orientador: F.C.A. Tavares

Bolsista: J.C. Conti
Titulo: Cultura de Tecidos: proteinas to
tais e diferenciacao
Fase atual: Levantamento bibliografico ,
pesquisa laboratorial com a-
valiagao das proteinas em ca

los de Stylosanthes,leituras
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1.7.4. Orientador: F.C.A. Tavares

Bolsista: R.P. Oliveira
Titulo: Cultura de Tecidos: Micropropaga
¢ao sob diferentes formulacoes

hormonais em Stylosanthes.

Fase atual: Levantamento bibliografico ,
pesquisa laboratorial em mi-

cropropagag¢ao, leituras.

1.8. Pesquisa

1.8.1. Titulo: (idem 1.7.1.)

Objetivo: Obtengao de hibridos de leve-
duras resistentes a contaminagao bacteriana e agentes inibidores
visando contornar geneticamente problemas de fermentacgao.

Parecer: A pesquisa envolve o treinamen-
to em varias técnicas relacionadas a Biotecnologia da Fermenta-
cao com objetiva visao do processo e expectativas de contribui-
¢3ao real para a sua otimizagao. 0 bolsista superou o periodo i
nicial de treinamento e com desenvoltura realiza ensaios de fer
mentacao controlados, experimentos de fusao de protoplastos ,
cruzamentos naturais, micromanipulagao, obtengao de mutantes ,
analises quimicas e cromatograficas e analise estatistica de da
dos experimentais proprios. Espera-se concluir o projeto em

tempo compativel com a apresentacao da monografia.
1.8.2. Titulo: (idem 1.7.2.)

Objetivo: A pesquisa consta da avaliagao

de diferentes linhagens de Agrobacterium, com énfase na especie

rhyzogenes na sua capacidade de indug¢ao de tumores e forma-

>
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¢80 de ralzes em Nicotiana tabacum e Zea mays. Esta pesquisa
tem o objetivo basico de identificar linhagens eficientes visan
do-se seu emprego em futuros experimentos de transformagao vege
tal mediada por bacterias. Trata-se de pesquisa com importan -
cia destacada como metodo de transferéncia de genes, ou seja ,
uma engenharia genética 'in vivo'.

0 bolsista tem deﬁonstrado empenho na con
dugao dos varios experimentos de avaliacao do material biologi-
co obtido de colegoes nacionais e de laboratérios do exterjor.
Seu treinamento nas tecnicas microbiologicas e de cultura de
tecidos ja foi superado estando o mesmo ativamente desenvolven-
do o0s experimentos laboratoriais. A selecao de um bom vetor de
transformacao € fundamental para projetos desta natureza, o que

€ esperado acontecer em tempo de elaborar uma monografia sobre

O assunto.

1.8.3. Titulo: (idem 1.7.3.)

Objetivo: Determinar por eletroforese de
proteinas totais a variagao ocorrida nas diferentes etapas da
cultura de tecidos, desde a formacao do caule até a regeneracao
de partes vegetais.

Parecer: Na cultura de tecidos, princi-
palmente quando voltada a micropropagacao vegetativa, a formula
¢ao do meio de cultivo € fundamental para esta finalidade.Neste
meio nutrientes e hormonios tem influéncia na capacidade de rege
neragao, o que implica na expressao e diferenciagcao génica. Es-
tes processos sao pouco estudados e a variagao no padrao eletro
foretico em diferentes estagios do desenvolvimento podera forne
cer elementos indicadores para futurés trabalhos. Inclusive pe

la associagao com os meios de cultivo podem ser feitas inferen
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cias importantes. O bolsista encontra-se em fase final de trej
namento em técnicas de cultura de tecidos e eletroforese estan-

do apto a conduzir os experimentos individualmente.

1.8.4. Titulo: (idem 1.7.4.)
Objetivo:‘ﬁdksenvolver a formulagao de

meio de cultivo para a cultura de tecidos de Stylosanthes visan

do a micropropagacao.

Parecer: Como mencionadoc a formulagao do
meio adequado a cultura de tecid%g‘é necessaria tanto visando a
micropropagagao como estudos fisiologicos. Para algumas espe-

cies de Stylosanthes, planta leg%ﬁinosa»de interesse forrageiro,

esta determinacac ainda esta sendo feita, de modo que esta pes-
quisa devera contribuir neste particular. Adicionalmente € com
plementar a pesquisa anteriormente citada (1.8.3.). O desempe-

nho do bolsista tanto académico como na pesquisa € considerado

excelente, esperando-se obter resultados conclusivos brevemente.

1.9. Estagios

Area: Transformagao de plantas com Agrobacterium

Coordenador: F.C.A. Tavares e S. Echeverrigaray
Periodo: Julho de 1989.
Participante: Goran K. Jesovsek

Atividades: Teécnicas de preservagao e multiplica

cao de linhagens de Agrobacteriuﬁ%éﬂ. Ensaios de infectividade

de linhagens de Agrobacterium rhyzogenes, isolamento e re-isola

mento. Regeneragao de raizes e transformagao.

1.11. Leituras: vide anéexo
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e ao setor de

Biotecnologia

Visitas

Empresa: Sementes Agroceres S/A

Local: Santa Cruz dgs Palmeiras, SP.

Data: 03.06.89

Objetivo: Visita ao laboratorio de Biotecnologia
produgcao de sementes de milho. Palestras sobre

e discussoes sobre a visao empresarial da Biotec-

nologia no Brasil. Realizaram-se demonstracoes no laboratorio

de alimentos.

Participantes: Todos os bolsistas

Centro de Pesquisa: |ITAL - Instituto Tecnologico

Local: Campinas, SP.
Data: 29.06.89
Objetivos: Visita aos laboratorios

Participante: F.C. Boscariol

Empresa: Bioplanta S/A e Vigoragro S/A
Local: Paulinea , SP.

Data: 10.05.89

Objetivo: Visita aos laboratorios, industria de

produgao de mudas e de sementes

boratorios de

produgao.

Participante: F.C. Boscariol

Empresa: Usina S30 Martinho Acgicar e Alcool
Local: Pradopolis, SP.

Data: 17.07.89

Objetivo: Visita as instalagoes industriais, 1la

acompanhamento e controle de processo e sistemade

Participante: F.C. Boscariol
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Centro de Pesquisa: Centro de Biotecnoiogia Agri
cola, ESALQ/USP.
Local: Piracicaba, SP
Data: 04.08.89

Objetivo: Discutir com pesquisadores sobre as pes

quisas em andamento

Participante: F.C. Boscariol

1.13. Estudo de Lingua Estrangeira

J.C. Conti

Cultura Inglesa - First Certificate in English

R.P. Oliveira

CCAA - Curso Basico Completo

F.C. Boscariol

LESSA - Curso Basico

G.K. Jesovsek

ingles Completo

1.14. Outras Atividades

a) Promocao de Eventos Cientificos

Organizagao e participacao da 12 Reuniao Pau-
lista de Iniciagao Cientifica em Ciéncias Agrarias e 42 Congres
so de Iniciacao Cientifica da ESALQ, realizados no perfodo 3 a
5 de julho de 1983. A integragao de bolsistas do PET- Biotecno
logia foi proveitosa tanto pela experiéncia real de organizagao
e participagao no evento, como tambéem da analise e classifica-

c¢ao de trabalhos para as diferentes segoes de comunicac3o. Dois
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bolsistas apresentaram tambem resultados de suas atividades de

pesquisa.

2. Apreciagao sobre o aproveitamento do grupo

Torna: -se evidente que o grupo desempenhou neste
primeiro semestre, o mais dificil por sér periodo de implanta-
cao, uma série de atividades bastante diversificadas e abrangen
tes do programa proposto em quase sua totalidade. Apenas al-
gumas visitas adicionais que estavam programadas deixaram de
ser realizadas. O desempenho do grupo, superou as expectativas
e se espera para o préximo semestre um desempenho pelo menos
equivalente ao demonstrado ate o momento.

Adicionalmente ao grande numero de atividades ca
be destacar o elevado nivel de dedicacao, empenho e a excelente
participagao em todas as atividades. O campo da Biotecnologia
por ser muito vasto exige muito mais em termos de aprendizado e
concentracao. O grupo mostrou-se a altura, respondendo muito
bem tornando as sessoes de reflexao e o desempenho das demais a
tividades com grande entusiasmo e superando as dificuldades do

tempo disponivel devido as aulas com grande eficiencia.

V. Consideracoes sobre o relacionamento do Grupo

Entre si: Poderia ser mais intenso se OS hora -
rios disponiveis para as atividades extra-classe fossem coinci-
dentes. Praticamente no periodo noturno e em fins de semana €
que foi possivel desenvolver atividades conjuntas. Apesar dis

to, o coleguismo e o espirito de colaboragao esteve sempre pre-

P i
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sente contribuindo bastante para contornar as dificuldades devi

do a limitagao de tempo.

2. Com o Tutor: Excelente, todos demonstrando inte-
resse, vontade e dedicagao, desempenhando suas atividades a con

tento e sob clima amigavel e sincero

8. Com outros alunos que nao pertencem ao PET: Exce-

lente, inclusive aproximando outros colegas que participaram in

clusive de algunas atividades conjuntas.

4. Com o Corpo Docente da ESALQ: Excelente, pois sao

bons alunos, interessados e dedicados.

V. Resultados propiciados pelo PET

A implantagcao do programa na ESALQ ocorrido neste
semestre, demonstrou de forma bastante positiva a validade de
programas desta natureza, especialmente em areas multidiscipli-
nares com a Biotecnologia. Para a instituigao, embora ainda ce
do para oferecer uma avaliagao mais profunda, verifica-se que o
programa trouxe expectativas, algo novo acontecendo visando a-
tender a Graduagao em Instituigoes fortemente empenhada em pro
gramas de Pos-Graduacao. Sente-se que mais um espago foi aber-
to, inclusive que pode ter reflexos positivos para o proprio
programa de Pos-Graduagao da ESALQ. Os grupos PET proporcionam
meios para a selegao e encaminhamento de talentos para a pos -
graduagao com preparo muito melhor. A vivéncia na pesquisa, o
melhor conhecimento dos campos de especializagao e as oportuni-

dades que o programa oferece que contribuem para a ampliagao da
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visao critica e cient{fica, somente podera resultar na -melhor
formagao de pessoal.

Os maiores resultados sao visiveis dentro do pro
prio grupo. Conforme mencionado, o grupo apresentou uma evolu-
¢ao conceitual e objetiva sobre a Biotecnologia, ampliando a
sua visao critica sobre a area e tambem passou a ser mais sele-
tivo, fatoc que veio a ser comprovado com a sua atuagao em pes-
quisa. A participacao direta na pesquisa orientada de forma
mais completa que a iniciagao cientffiéa, criou um tipo de en-
volvimento intensivo de grupo, embora mais dificil de ser im-
plementado devido a carga didatica da graduagcao na ESALQ. As
definigoes comegaram a aparecer apos algumas sessoes de refle
x3o onde a eénfase a especializacao superou as ansiedades profis
sionais futuras.

Para o Tutor a experiencia foi bastante proveito-
sa, principalmente por trazer consigo a possibilidade de sele-
¢cao de talentos e seu encaminhamento a Pés-Graduagao. O envol-
vimento mais direto com o grupo e nao com os individuos isolada
mente, oferece tambem oportunidades de reorientacao de concei-
tos e metodos de atuagao na pesquisa e no desenvolvimento de

outras atividades que somente desta forma se tornam mais eviden

tes.

Vi. Planejamento das Atividades para o Proximo Semestre

Atividades

1. Sessoes de reflexao - quinzenal
2. Curso de Ingles - todo ano
3. Curso sobre Metodologia da Pesquisa Cientifica e Elabo

racao de Projetos - outubro
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PBe=snuisa Individual - todo ano

Eve=ntos Clent{ficos na ESALQ

-Sxerinario sobre Problemas e Perspectivas na Agricultu
-= (24 a 26/10/89)

-=x lestras, defesas de teses e aulas especificas de iﬂ
t=vtesse - todo ano

v

i

itas Tecnicas a empresas, instituigoes de pesquisa,
i—m=zituicoes de fomento a pesquisa e setores de admi-

n =z:ragao universitaria - todo ano
Mcmografia - fevereiro de 1990
S=" =¢ao de novos Bolsistas - novembro de 1989

F=—ias - 15/12/89 a 15/01/90




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
I I Q) p CAMPUS DE PIRACICABA

EBCOLA SUPERIOR DE AGRICULTURA “LUIZ DE QUEIRDZ"
SAG/450-89

-ATESTADO -

ATESTO, a requerimento do interessado e de o
dem do Senhor Diretor, que o Sr. FERNANDO CESAR BOSCA—
RIOL, natural de Piracicaba - Estado de S3o Paulo, nasci
do a 10 de abril de 1966, filho de Luiz Darcy Boscariol
e de Rachel Antonia Orlandin Boscariol, é aluno regular-
mente matriculado e esta cursando o 102 (décimo) semes -
tre do Curso de Graduagao em ENGENHARIA AGRONOMICA da Es
cola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", da Uni =
versidade de S3o Paulo, tendo obtido os seguintes resul-

tados referentes as disciplinas cursadas no semestre an-

terior:
disciplinas sem. frea. nota res,

LER-471 Hidraulica 12/89 94% 7.1 AP
LFT-624 Doencas das Grandes

Culturas 10/89 93% 6.8 AP
LGN-449 Genética Quantitativa 192/89 94% 6.3 AP
LGN-477 Principios Genéticos

em Biotecnologia 12/89 100% 7.1 AP
LGN-616 Melhoramento de Horta

ligas 1¢/89 100% 7.9 AP
LHO-670 Controle das Plantas

Daninhas 19/89 94% 7.0 AP
LZT-649 Bovinocultura de Leite 1°/89 94% 5.7 AP

Piracicaba, 07 de agosto de 198&3.

Lacf&Vidd or
— TECNICO ADMINISTRATIVO -

VISTO:

Claore, € - Zodoro
Eliana Filomena Zandona
CHEFE DA SECAO DE ENG. AGRONOMICA

-~ Substituta -~

AV. PADUA DIAS, 11 - CX. POSTAL 9 - PABX (0184) 339011 - TELEX (019) 1141 - CEP 13420 - PIRACICABA . 8P



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
l I () p CAMPUS DE PIRACICABA

EBCOLA BUPERIOR DE AGRICULTURA “LUIZ DE QUEIROZ"
SAG/452-89

-ATESTADO -

ATESTO, a requerimento do interessado e de or
dem do Senhor Diretor, que o Sr. JOSE HENRIQUE CONTI, na
tural de Valinhos - Estado de S3o Paulo, nascido a 15 de
junho de 1967, filho de Antonio Bueno Conti e de Odette
Romano Conti, € aluno regularmeénte matriculado e esta
cursando o 102 (décimo) semestre do Curso de Graduagio
em ENGENHARIA AGRONOMICA da Escola Superior de Agrlcultu
ra "Luiz de Queiroz, da Universidade de S3o Paulo, tendo
obtido os seguintes resultados referentes as disciplinas
cursadas no semestre anterior:

disciplinas sem. freq. mnota res.
LAG-637 Plantas Extrativas 1¢/83 100% 7.4 AP
LES-667 Administracao Rural 1e/89 83% 7.9 AP
LGN—449 Genética Quantitativa 19/89 94% 6.9 AP
LHO-€70 Controle das Plantas
Daninhas 1¢/89 97% 7.9 AP
LHO-628 Fruticultura II 19/89 100% 7.5 AP
LSG—418 Génese e Manejo de
Solos Tropicais 1¢/89 100% 6.7 AP

Piracicaba, 07 de agosto de 1883,

Lﬁc1 Ass
- TECNICO ADNIN TRA TIVO -

VIS STDO:

e b Bdos:

Eliana Filomena Zandona
CHEFE DA SECKO DE ENG. AGRONOMICA
— Substituta -

AV. PADUA DIAS, 11 - CX. POSTAL 9 - PABX (0134) 338011 - TELEX (019) 1141 - CEP 13490 - PIRACICABA . &




RELATORIO SEMESTRAL DO GRUPD PET
BIOTECNOLOGIA AGRICOLA

1 - INTRODUCAO

Na Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz"
esta em andamento, com o apoio da CAPES, o Programa Especial de
Treinamento (PET) nas areas de Biotecnologia Agricola, Ecologia e
Gerencia e Administragao da Empresa Agricola. Cadaarea € composta
por um grupo de 4 alunos selecionados a partir de critéerios esta-
belecidos pelo programa. Trata-se de um programa que tem como ob-
jetivo a formagao de profissionais capacitados com uma visao cri-
tica sobre as diversas areas correlacionadas. Para tal finalidade
estamos realizando atividades referentes a organizacao de congres
sos, participagao em eventos cientificos, cursos especificos, vi-
sitas tecnicas a empresas, revisoes bibliograficas, elaboragao de
projetos de pesquisa e sessoes de reflexao para troca de ideias ¢
principalmente, de experiencias.

2 - ATIVIDADES REALIZADAS

C Programa Especial de Treinamento da ESALQ tem co-
mo diretriz a manutengao de um contato frequente entre as tres a-
reas de atuacao que ele engloba. Por isso sao realizadas ativida-
des individuais e tambem em conjunto visando estimular, desde
ja, a colaboracgao cientifica e o trabalho em grupo.

2a - Atividades conjuntas do grupo PET - ESALN

- Cursos:

. Uso da Biblioteca. Ministrado pela equipe de bi-
bliotecarias da ESALQ. Teve como obje-ivo fornecer subsidios para
a utilizagao de todos 0s recursos que s nossa biblioteca central
dispoe.

Introdugao a Informatica. Ministrado no Centro de
Informatica na Agricultura (CIAGRI). Teve como objetivo fornece r
nogoes basicas sobre processadores de texto, planilhas eletroni -
cas e programas de analise estatistica via computador.
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- Organizagao e participagao:
. 1 Reuniao Paulista de Iniciagao Cientifica em Cién
cias Agrarias e IV Congresso de Iniciagao Cientifica da ESALQ. 0
objetivo foi oferecer experiencia pratica sobre a elaboragao de
uma atividade desse nivel e o de analisar os trabalhos de inicia-
gao cientifica realizados na ESALQ e em outras instituigoes.

- Sessoes gerais de reflexao:

. Nessas sessoes participavam o orientador de cada
grupo, o professor Irineu Packer (vice diretor da ESALQ e coordena
dor geral do nosso programa) e os integrantes de cada grupo. Ti-
nham como objetivo a apresentacao e discussao dos resultados das a
tividades individuais e em grupo realizadas, o planejamento de no-
vas atividades e a avaliacao do andamento do programa.

2b - Atividades conjuntas do grupo PET - Biotecnolo-

gia Agricola

- Cursos e Congressos:
. A tecnica da Eletroforese e sua Aplicagdo. Teve co
mo objetivo proporcionar uma apresentacao e treinamento desta tec-
nica, um importante instrumento da biotecnologia.

. Curso de Atualizacao em Genetica e Melhoramento ,
realizado na ESALQ. Visou incrementar nossos conhecimentos nestas
areas abordadas.

. XV Congresso Brasileiro de Microbiologia, realiza-
do na USP de Ribeirao Preto. Proporcionou maiores informagoes so-
bre este ramo da ciencia; tanto na area agricola como medica.

- Visitas tecnicas:

. Empresa de sementes Agroceres, em Santa Cruz das
Palmeiras. Apos a visita, enviamos a empresa um relatorio o qual
segue em anexo. .

. Departamento de Zoologia da ESALQ. Nesta visita o
professor Paulo Fernando Machado fez uma exposigao sobre os traba-
lhos realizados pelo departamento na area de biotecnologia animal.
Posteriormente fizemos uma discussao sobre perspectivas da utiliza
¢ao da biotecnologia no melhoramento animal.

- Sessoes de Reflexao:
. Sao de frequencia quinzenal e visam a discussao so
bre as atividades realizadas e a elaboragao de novas metas dentro
de nosso programa. Nessas reunibes sao tambem realizadas discus -



soes sobre temas polemicos de biotecnologia, visando a formagao de
uma opinido critica sobre o assunto.

- Programa de leituras:
. E estabelecido com a finalidade de proporcionar um
maior embasamento tedrico do grupo, criando condigoes para discus-
soes de temas relacionados a biotecnologia.

2c - Atividades individuais do grupo PET - Biotecno-
logia Agricola i

Alem das atividades em grupo , cada membro desse pro
grama possui uma séerie de atividades individuais relacionadas ao
desenvolvimento de trabalhos de iniciagao cientifica na area de
biotecnologia. Desta forma, cria-se condigoes para que cada um de
nos desenvolva potencialidades em areas especificas da biotecnolo-
gia por nos escolhidas.

Segue-se em anexo o relatorio das atividades indivi-
duais de cada membro desse programa.



RELATORIO SEMESTRAL PET - BIOTECNOLOGIA AGRICOLA

Jose Henrique Conti
Roberto Pedroso de 0Oliveira

1 - INTRODUCKO

Dentro do Programa Especial de Treinamento da CAPES,
na area de Biotecnologia Agricola, cada membro desse grupo escolheu
uma area de maior interesse. Devido haver interesses comuns entre
José Henrique Conti e Roberto Pedroso de Oliveira, nds iniciamos um
trabalho conjunto. Estamos realizando um estudo sobre a expre s sao
génica em plantas de Stylosanthes humilis, com planos de expandir

esta abordagem para hortaligas, milho e materiais de origem animal
de interesse agropecuario. Com relagdo a cultura de Stylosanthes es

tamos objetivando estudar a variacao da expressdao genica em fungao
de diferentes explantes e diferentes fases de diferenciacao dessa
cultura 'in vitro'. Dentre essas fases de diferenciacao citamos a
formagao de calo, a emissao de radicula e a regeneracao da parte aé
rea das plantas.

Para a execugao de tal projeto temos verificado a com
plexidade do assunto e tambem a sua especificidade. Estes aspectos,
associados a falta desses tépicos no curriculo agronomico, tem le-
vado a necessidade de estudos aprofundados visando o entendimen t o
desses processos genéticos. Com relac®o a este aspecto fizemos um
curso sobre “"A tecnica da eletroforese e sua aplicacao” para adqui-
rir fundamento pratico e fizemos duas revisoes bibliograficas sobre
"Estrutura Genica de Vegetais" e sobre "A Tecnica da Eletroforese
e sua Utilizacao na Determinacao da Estrutura Genica" para termos
fundamento teorico. Essas revisOes seguem em anexo.

2 - MATERIAIS E METODOS

Uma das nossas preocupagoes era a capacitagao para a
execucao correta da tecnica da eletroforese. Até o momento temos a-
penas realizado trabalhos sogre o estudo da expressao genica na cul
tura de Stylosanthes humilis. Porem estamos estudando a viabilidade

desse estudo em outras culturas.

Temos realizado a cultura de tecidos 'in vitro' de
Stylosanthes humilis no laboratorio central de cultura de tecid o s
da ESALQ e as eletroforeses no laboratorio do professor Flavio C.

A. Tavares.
Com relagao ao procedimento adotado para a cultura de



tecidos, estamos utilizando 2 seguinte sequencia: Primeiramente e
feita a escarificagao das sementes com a finalidade de diminuir o
efeito da dorméncia das sementes. As sementes sao esterelizadas a-
través do mergulho destas, respectivamente, em 2lcool 70% por um
minuto, hipoclorito 3% por 20 minutos e em agua por varias vezes.
Prepara-se o meio de cultura MS/4 e faz-se a inoculagao das semen-
tes em camara asseptica. As sementes germinaram em frascos de
250m1 contendo 20ml de meio de cultura, tendo permanecidas sob con
digoes controladas de luz e temperatura. Apos vinte dias temos fei
to a inoculagao dos explantes. Esclarecemos que o0s explantes sao
produzidos em condigdes de laboratdrio para diminuirmos a taxa de
contaminagao. Os explantes utilizados foram os de folha, epicoti-
lo, hipocotilo e cotilédone. Estes foram inoculados em oito meios
de cultura HMS com concentracOes distintas de NAA e BAP.

O0s meios de cultura utilizados foram: meio A (MS;
0,5mg/1 BAP e 2,0 mg/1 NAA), meio B (MS; 1,0mg/1 BAP e 2,0mg/INAA)
meio C (MS; 2,0mg/1 BAP e 2,0mg/1 NAA), meio D (MS; 3,0mg/1 BAP e
2,0mg/1 NAA), meio E(MS; 0,5mg/1 BAP e 3,0mg/1 NAA), meio F (MS;
1,0mg/1 BAP e 3,0mg/1 NAA), meio G (MS; 2,0mg/1 BAP e 3,0mg/1 NAR)
e meio H (MS; 3,0mg/1 BAP e 3,0mg/1 NAA).

Com relacao a inoculacao dos explantes utilizou-se 6
plantas para cada meio onde em cada planta eram retiradas duas a-
mostras de cada tipo de explante. Estes foram inoculados nos res-
pectivos meios individualmente. Esta etapa foi conduzida em tubo s
de cultura com 7ml do meio, sendo que o experimento totalizou a u-
tilizagao de 384 tubos de cultura.

Trinta dias depois se fez a avaliacao do material e
0 estudo de possiveis meios de regeneragao dos calos, de cada meio
e de cada explante, para se fazer a eletroforese. Esta fase teve
como objetivo verificar se houve influencia do meio de cultura e
do explante na expressdo genica. A técnica da eletroforese & des -
crita em uma das revisoes bibliograficas que seguem em anexo.

3 - RESULTADOS E DISCUSSDES

Com relagao a cultura de tecidos de S. humilis os re
sultados indicaram que as concentragoes de hormdonios utilizadas fo
ram excessivas, nao proporcionando condigbes ideais para a produ-
¢ao de calos. Houve a formacao de calos em maior porcentagem nos
meios A, B e E, porem essa porcentagem foi baixa. Por isso preten-
demos repitir o experimento com doses inferiores de NAA e BAP no
meio de cultura.




Com relagao ao tipo de explante a porcentagem de for
magao de calos foi maior quando se utilizou os cotil” edones. As me
nores porcentagens foram encontradas no explante folha.

Devido a baixa porcentagem de calos formados decidi-
mos repetir o experimento com doses menores de hormonios e nao se-
guir a etapa seguinte, que seria estudar possTveis meios de regene
ragao.

Fizemos a eletroforese dos calos formados para estu-
darmos o possivel efeito do meio de cultura e do explante na ex-
pressao gEnica. Verificamos que algumas bandas apareceram em algu-
mas amostras e foram ausentes em outras, evidenciando a produ ¢a o
de algum tipo de proteina especifica. Como, ainda, estamos em es-
tudos preliminares sobreo assunto, torna-se dificil a interpreta -
¢ao dessa causa. Esta pode se relacionar ao tipo de meio de cultu-
ra, 2o tipo de explante ou a fase de diferenciacao em que a planta
se encontra (produgdo de radicula, parte aérea, etc.). Pode-se ob-
servar tambem que as concentragoes de proteinas sio distintas, e-
xistindo proteinas que aparecem em maior quantidade do que outras.
Tentaremos, em estudos posteriores, relacionar a maior quantidad e
de proteinas presentes com a fase de diferenciagao da planta.

4 - PERSPECTIVAS

Na presente fase deste trabalho, estamos estudando /
mecanismos para correlacionar a produgao de certas proteinas com
relacao as diferentes fases de diferenciacao das plantas, diferen-
tes explantes e meios de cultura. Para tal estudo procedemos nesse
primeiro semestre de trabalho acertos de metodologia e aprendiza-
gem das tecnicas a serem utilizadas. No proximo semestre estudare-
mos os efeitos de cada fator acima correlacionado na expressao gé-
nica, proporcionando a fixagao de todas as variaveis que possam in
terferir na interpretagao dos dados.



Opiniao sobre o programa

O programa tem sido de grande valor para o aprimora-
mento da minha formagao profissional. Os trabalhos no laboratorio,
as visitas, a participagao na organizacao do congresso, as sessoes
de reflexao; todas essas atividades aumentaram a minha experiencia
assim como permitiram um maior relacionamento com professores, pos
graduandos, profissionais que atuam em empresas e outros colegas.

Uma das finalidades do grupo PET e permitir um maior
contato entre pesquisadores. Isto esta reé]mente acontecendo pois
o relacionamento entre os membros e com o tutor do PET Biotecnolo-
gia @ muito bom, proporcionando uma intensa troca de informago e s
que esta ajudando no entendimento e na formagao de uma visio crj-
tica sobre todas as areas que compoem a biotecnologia.

O PET esta nos ensinando a trabalhar em grupo; a bug
car solugoes para os problemas através do trabalho conjunto de pes
quisadores de laboratorios diferentes, de departamentos diferentes
e, oque @ meis importante, com ideias diferentes.

Opiniao sobre o tutor

0 tutor do grupo PET Biotecnologia € um grande incen
tivador da pesquisa com biotecnologia. 0 trabalho de orientacao do
tutor tem sido otimo, fornecendo subsidios para a definigao dos ru
mos dentro do projeto de pesquisa que estou desenvolvendo. A atua-
¢ao do tutor nas sessoes de reflexao & excepcional; ele orienta as
leituras a serem discutidas e durante a2 sessao incentiva a forma-
¢ao de uma opiniao critica sobre o assunto. 0 tutor se mostrou sem
pre disponivel para sanar as duvidas que surgiram em leituras, em
visitas, em congressos e no andamento do projeto de pesquisa.

ﬁm wq/w 4/

Jose Henrlque Conti




Zzviniao sobre o programa

-i=sde o principio me interessei pelas diretrizes des
se& programa, C nual visa a formagao de profissionais capacitad o s
@8 3areas espec>-~icas da engenharia agronomica. Na minha opiniao os
objetivos proc=T=310S sao excelentes, pois englobam em suas prerroga
zivas uma gam4 ze atividades visando em primeiro plano a melhor
Formagao do &: imoO de graduagao. Penso que essas atividades, que
complementam 2 —urrTculo minimo do nosso curso, oferecem condigoes
suficientes t=z="=0 para a formagao de pessoal capacitado ao mercado

Ze trabalho, -—omo condigoes satisfatorias a continuidade desses es

~udos em cursc=- de pos-graduagao. Nesse particular sinto-me na o-
origagao de cz==—=nder a viabilidade desse programa e salientar a
sua super1or1::iﬁe em relacao a outros estagios que visam meramente
2 produgao ci==vrtifica, deixando um pouco de lado a iniciagao cien-
+ifica e prof-zzsional do individuo.

T“piniao sobre o tutor

Tarticipei de outros programas de estagios nesta mes

ma escola e, -ZIr isso, tenho a autoridade de dizer que o papel do
orientador e=r ruestio merece destaque. Pois, desde o principio, se

preocupou cor = Nnossa formagao pessoal e profissional, se interes-
sando por NC==Z=5 dividas e pela realizagao das atividades programa
das.

Rodg;lo Pedroso de Oliveira

E
i



Componentes dc meio MS !
a.Macronutrientes
-NH4NO3
-KNO3
-CaClp.2Hp0
-MgS04.7Hp0
-KHpPO04
b.Micronutrientes
-Solugao padrao
cVitaminas
-Glicina
-A'cido nicotinico
- -Piridoxina
-Tiamina HCI
d.NapEDTA+FeS04.7Hp0
e.Agar

Tabelao 2: Meio MS

Outra bactéria do mesmo género, A.tumefasciens, foi
utilizada para transtormar folhas de tabaco e callus de
Arabidopsis thaliana, através de co-cultivo em meio M5 liquido por
24 horas, seguido de plagueamento em meio MS sdlidc com 500mg/l
do antibidtico Cefataxima. Foram utilizadas para isso, as linhagens
LBA, 294, 632 e 305, todas portando o plasmidio pAKCB, com gene
marcador para resisténcia a Canamicina {KanT}.

Paralelamente, estd sendo feito a cultura de tecidos
vegetais de tabaco, para a obtencac de vegetais estéreis para os
experimentos de transformacao.

3. Perspectivas:

Os resuitados dos experimentos s6 devem ser obtidos a
partir dos prdximos dois meses. As inoculacdes deram resuitado em
primeira fase , obtendo-se algumas perdas por contaminacao
fungica.

Dar-se-d continuidade as inoculagdoes, nas quais
haverd a wvariacao dos vegetais (tabela 3) & das linhagens

bacterianas.
Os vegetais resultantes serao comparados em diversas

fases de desenvolvimento, com o0s vegetais normais, através de
eletroforese de proteinas totais.

Veqgetal Nome Cientitico |
Batata Solanum tuberosum L.
Batata-doce Ilpomoea batatas (L.} Lan.
Berinjela Solanum melongenal.
Tomate Lycopersicon esculentum Mill.
Pimentao Capsicum annuum L.

Taepelo 3: Vegeto:s o serem uUtil;Zoaos




ey N T

,m\‘\fv,—.‘,«»\m\ﬂ\

-

L e e . e e a—————— — - -

Componentes do meio MS !
a.Macronutrientes
-NH4NOj3
-KNO3

~CaCla.2Hp0
-Mg504.7Hp0
-KH2P04 ’
b.Micronutrientes
-Solucao padrao
cVitaminas
-Glicina
-A'cido nicotinico
- -Piridoxina
-Tiamina HCI
d.NapEDTA+FeS504.7Hp0
e.Agar

Topela 2: Me:o ME

Outra bactéria do mesmo género, A.tumefasciens, foi
utilizada para transtormar tolhas de tabaco e callus de
Arabidopsis thaliana, através de co-cultivo em meio MS liquido por
24 horas, seguido de plagueamento em meio M5 sdlido com 500mg/1]
do antibidtico Cefataxima. Foram utilizadas para isso, as linhagens
LBA, 294, 632 e 305, todas portando o plasmidio pARCH, com gene
marcador para resisténcia a Canamicina {(Kanf).

Paralelamente, estd sendo feito a cultura de tecidos
vegetais de tabaco, para a obtencao de vegetais estédreis para os
experimentos de transformacgao.

3. Perspectivas:

Os resuitados dos experimenios sd devem ser obtidos a
partir dos proximos dois meses. s inoculagdes deram resultado em
primeira fase , obtendo-se algumas perdas por contaminacao
fungica.

Dar-se-d8 continuidade as inoculacoes, nas quais
haverd a variacao dos wvegetais (tabela 3) & das linhagens
bacterianas.

0s vegetais resultantes serao comparados em diversas
fases de desenvolvimento, com o5 vedetais normais, através de
eletroforese de protelnas totais.

Vegetal Nome Cientitico |
Batata Solanum tuberosum L.
Batata-doce Ipomoea batatas (L.) Lan.
Berinjela Solanum melongenalL.
Tomate Lycopersicon esculentum Mill.
Pimentao Capsicum annuum L.

Jobelo 3: vegeta:s Q serem UtilaZados
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4. Trabalhos apresentados:

Durante a 1 Reunido Paulista de Iniciacsc Cientffica em
Ciéncias Agrdrias, realizado em Piracicaba, no pericdc de 3 a 5 de
Julho de 1983, foi apresentado o trabalho “lranstormacao de
Nicotiana tabacum via Agrobacterium rhizogenes.”, feito em
conjunto com o Dr. Sérgio Echeverrigaray, de Sementes Agroceres,
que, embora tenha sido escrito antes do inicio do programa PET,
faz mencao a este.

5. Visitas: >

Individualmente foi realizada uma visita ao
Laboratdrio de Biotecnoiogia de Cereais, de Sementes fAgroceres,
localizado em Santa Cruz das Palmeiras, SP, no pericds de 10 a 14
de julho de 1989.

Segue relatdrio anexo.

6. Opiniao sobre o programa:

O programa PET,aldm de um projeto de iniciacdo
cientifica, permite a participacac e a organizacao de uma sédrie de
atividades complementares como visitas, semindrios, cursos e
congressos. lsso estimula, junto com as sessoes de reflexao, o
trabalho em grupo, raro neste Pals, sendo este o grande mérito
deste programa. Outro pontc alto, € a troca de informacGes entre
os diferentes grupos, evitando ¢ direcionamente excessivo do
bolsista. Estes fatores tornam o PET um verdadeiro treinamento
profissional.

7. Opiniao sobre o tutor:

O Dr. Fldvio C. A. Tavares exerce sua funcado de forma
bastante satisfatdria, tendo como grandes predicados a exigencia
de formagao de um bom espirito critico, além da integracao entre
os bolsistas e os alunos da pos-graduagao. Possui tambe€m uma
dtima lideranca nas sessdes de reflexdo, provecando grande
estimulo nos estagiarios. Mostra-se, porém, apdtico em certos
momentos, talvez devida a sua sobrecarga de atividades.

/Goran Kuhar Jezovsek
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Relatdrio da Visita ao Laboratdrio de Biotecnologia de Cereais.
Fazenda Agroceres - Santa Cruz das Palmeiras - SP
10 a 14 de julho de 13889

Atividades desenvolvidas:

a.Instalacao de experimento de transformacao de WNicotiana
tabacum com Agrobacterium rhizogenes.

-Objetivos: verificar a transformacao do vegetal atravéds de
comparacoes eletroforéticas das protefnas totais entre vegetais
supostamente transformados e normais, nas varias fases de
desenvolvimento e da andlise comparativa de morfologia e das
proteinas das progeénies.

-Instalacao: tamando cinco plantas de tabaco crescidas ‘in
vitro’, cortou-se suas folhas em pedacos de aproximadamente
1,0x0,5 cm, contendo a nervura principal, e peloc mencs uma
secunddria de cada lado, inoculou-se as seguintes linhagens de
A.rhizogenes: A4, 307 e B42, atraves de seis cortes com lamina
infectada, sendo dois na nervura Principal, e dois em uma nervura
secunddria de cada ladc. Este material foi incubado em pilacas com
obedecendo os seguintes tratamentos:

I. Testemunha: duas placas (13 pedacos)
II. A4: quatro placas (28 pedacgos)
II1. 307: quatro placas (28 pedacos)
IV. 642: quatro placas (28 pedacos)

b. Andhise de dados de ieitura de fitas de densitometro no
programa GENES, para a ubtencao de distancias ueneticas e
agrupamentos de linhagens e hibridos gendticamente semelhantes.

-Metodologia: passou-se no densitometro géis de eletroforese
de protelnas totais de coledptilos das linhagens e hibridos
desejados. Calculando-se as dreas embaixo de cada curva do
grdfico, tirou-se a porcentagem interna de freqiiencia de cada
proteina.para cada hibrido e linhagem. Estas porcentagens,
devidamente agrupadas, foram inseridas no programa GENES, que
fez os agrupamentos desejados, por vias estatisticas.

c. Cromatografia de papel de terpendides.

~-Finalidade: descobrir um método fdcil de identificar a
quantidade de terpendides associadus ao sabor da cenvura, para
fins de melhoramento.

-Metedelegia: tomou-se duas amostras de 5g de cada um dos
cultivares estudados. Foi feita a extracao com iUmi de eter de
petrdleo e b5ml de acetona, depois evaporados e concentrado.,



ientou-s5e a corriga com:

1.Benzeno e Clorofdrmio (1:1)
II.Acetona e Clorofdrmio (1:1)
IIl.Acetona

apds a corrida, o papel foi corado com a seguinte solugao:
0,5g de Vanilina
©,0ml HpS04 conc.
8.0m! etanol

e seco em estufa a 100°C.

-Resultados: a melhor extragao e a melhor corrida foram
obtidas com o0 usc de acetona em ambos os casos, porém
aparentemente deve-se reduzir o tempo de corrida para que seja
obtida uma melhor definigao.

d.Instalagao de experimento de transformacao de N.tabacum
e A.thaliana com A.tumefasciens.

-Objetivo: testar a transformacao com A.tumefasciens
contendo plasmidio Ti marcado.
-Material: plantas de tabaco estéreis
callus de Arabidopsis
linhagens de A.tumefasciens :
XLBA/pARCSH
%254/pARCE
x637pARCE
x305/pARC8
-Metodologia: co-cultivar as bactérias e o material vegetal
em meio M35 liquido por 24 horas, passando depois o material
vegetal para MS sdlido com 500mg/l de cefataxima.

e.Fotografias: foram tiradas fotografias do compo para o Eng.
Luis F. P. Jafelice, e de géis de eletroforese de proteinas para a
Eng. Agr. Dirce M. Carraro.

Conclusoes:

As atividades realizadas contribuiram para a assimiiacao de
novas técnicas de gendtica molecular, de méludus de andlises
estatisticas e de métodos de laboratdrio, que serao muito dteis em
um futuro prdéximo. A visita foi muito produtiva e plenamente

Justificdvel.
///Z-AVL\

~~ Goran Kuhar Jezovsek




ANEXO NO" 1"

PET BIOTECNOLOGIA:
Atividades individuais:FERNANDO CESAR BOSCARIOL

I)Projeto de Pesquisa:-Obtengao de Tinhagens de levedura alcoolica
(Saccharomyces cerevisjae) tolerantes "a a-
cidos organicos.

-Introdugao:

Um dos principais problemas que afetam o rendimento da
fermentagao alcodolica na Industria & a contaminacao do processo
por bactéerias produtoras de acidos organicos,diminuindo assim a
eficiencia do processo. Com o objetivo de obter wuma ou mais 1i-
nhagens de levedura tolerantes a acidos organicos,foi iniciado no
Departamento de Genetica da ESALQ-USP,um projeto utilizando Tinha
gens que apresentaram tolerancia @ acidos org anicos e outras de
alta produtividade como parentais ,visando a obtengao da linhagem
desejada.

-Materiais e metodos:

Os materiais utilizados foram linhagens selecionadas em
um ensaio anterior para tolerancia a acidos organicos(5 linhagens:
F4-D,F7-B,1Z-338 ,1Z-915,M 606) e duas linhagens resistentes a Nis
tatina e de alta produtividade de Etanol( "402-4-2APi e M402-3-2BPi)

A tecnica utilizada foi a fusdo de protoplastos ,ou seja,
foram obtidos esferoplastos das linhagens parentais,fundidos em «
meio adequado e os produtos de fusao recuperados em meio seletivo.
A metodologia utilizada para a esferoplastizacao e fusao foi a =
normalmente usada no Laboratorio de leveduras e se mostrou de gran
de eficiencia.

-Resultados obtidos:

Apos os primeiros ensaios de fermentacado,alguns hibridos
obtidos mostraram-se promissores na producao de Etanol em um meio
com 5000 ppm de Acido acético,indicando portanto que o objetivo do
projeto € vidvel e que a técnica utilizada e adequada.

0 trabalho deve ser continuado ,realizando-se novos tes
tes de rendimento fermentativo com os hibridos obtidos,assim como
novos cruzamentos visando sempre associar caracteristicas desejé
veis em uma linhagem 1industrial boa produtora de Etanol.

Ca



Il) Aprendizado de novas tecnicas:

-Alem do projeto de Pesquisa,no Laboratdrio do Setor de Leveduras
tive oportunidade de conhecer e utilizar outras tecnicas e metodo
logias de grande aplicagao na 3area biotecnoldgica ,tais como:
-Eletroforese de proteTnas vegetais e microbianas;
-Cultura de tecidos vegetais;
-Transformagao de vegetais via Agrobacterium rhizogenes;

-Obtengao de Mutantes de leveduras;
~etc.

IIT)Visitas técnicas:

-Alem das visitas realizadas em conjunto com o grupo PET, tive a
oportunidade de visitar e conhecer o que se faz na 3area de Biotec
nologia,as seguintes instituicgoes:

~<ITAL -Instituto de tecnologia de Alimentos;em Campinas,
SP.

-BIOPLANTA -Empresa de biotecnologia vegetal,em Paulinia,
SP.

" ~VIGORAGRO -Empresa produtora de sementes de hortaligas,

em Paul"inia,SP. )

-Usina Sao Martinho SA,AcuUcar e Alcool~ em Praddpolis,SP.

IV)Revisoes Bibliograficas:

-Com o objetivo de obter um conhecimento mais amplo sobre determ#
nados assuntos ,foram realizadas as seguintes revisodes de Biblio-
grafia :-
~Atividade enzimatica e cinética de Fermetacdo AlcoBlica.
-Obtengao de Plantas Cultivadas tolerantes a Herbicidas.
«0timizacao da'Fermentagéo Alcoolica em escala industrial.



-0 PET (Programa Especial de Treinamento) ,me pareceu de grande
valia no aprimoramento e conhecimento de uma determinada “area de
atuag¥o do Engenheiro Agr~onomo,no meu caso,a pesquisa na 3drea de
Biotecnologia,permitindo assim que alé&m da formagao acad emica de
rotina se adquira uma visao mais ampla do que se realiza e quais
as perspectivas da area. Além disso,o Programa possibilitou o co~
nhecimento e treinamento de técnicas de grande utilizagdo e funda
mentais para o desenvolvimento de projetos de pesquisas.

-~ Sobre o Tutor:

-0 Tutor do grupo PET de Biotecnologia Agricola,Dr.Fla-
vio C,A. Tavares,se mostrou extremamente competente na orientacao
e supervisao do grupo,permitindo-nos assim um grande avango no
conhecimento desta abrangente area. Ao mesmo tempo,sempre esteve
disponivel e de boa vontade para o esclarecimento de dividas e SO
lucionar os problemas que surgiram durante o trancorrer deste pri
meiro semestre.




RELATORIO DE VISITAH

Empresa AGROCERES

Santa Cruz das Palmeiras - SF
INTRODUCARD
Na Escola Superior de Agricultura "Lulz de Queiro:z" estd

em andamernto. com © apoilio da CAFES. o Frograma Especial de
Treinamentec (PET) na area de B;Dtecnologla Agricola. Trata—-se de
um programe que tem como oboetivos & formagao de profissionais
capacitados com uma VISAC critica sobre az diversas areas da
biotecnolowia. Faras tal finalidade. estamos realizando atividades
relacionadas a organizaGdc de CoONgressos. consecucéo>de trabalhos
cientificos. discucsstes sobre problemas e congquistas da

biotecnologia e visitas a empresas e instituigdes relacionadas a

esta area. LCom este iNntulto & visando cumprair acs metas

= * L
estabeleciacas realizamosz ume vieita & Empresa de Sementez
Aaroceres: n& unidade o proousac de Santa Cruz gacs Falmeiras no

dia 3 de gunno oe 1585,



A VISITA

Fomosz recebidos pela diretoria da empresa onde se definiu
o programa de visita. De inficio fomos ao laboratdric central onde
o} Dr. Sergio Echeverrigaray ajudou-nos a realizar uma
eletroforece de cealeoz: de S:ala&apibe; bumilis. De inicio
verificampsz sobre a necess:dade de padronizar a concentragdo de
proteinas nas amostras. Utilizou—-se o colorimetro e verificamos
que a concentragdo era similars nao havendo & nececssidade daquela
operagac. tm  seguldsa centrifugampos az amostras., preparamos 0t
gels e fol1 Tei1ta a corvida eletroforética.

Visitamos tampeém & unidade beneficiadora das sementes.
onde o Engenheiro Agronomo Ed=on  se encarregou de mostrar-nos as
instalagbez penefTiciradoras. Acompanhamos as fases de recepgdo das
sementes. armazenamento em €llos. classificagdo por tamanho das
sementes . tratamento quimico. analise laboratorial da pureza.
rFocder germinative e vigor das plantulas.

Apo= O AiIMmOLGS OTerecidac. tivemos uma reunil3c onde foi

realisade uma expiLanlkGac SoObre 2 historia da empresa e seuw papel

na proaugdc ce c=m=ntes no Brasil. Foa dizcutido tambem a
I1MPOoOTrTanci e ga DilpoL=Zriociog:ra pars o pals e para & empresa. que
Ci1ta O grange desanvolvimento decsas técnicas em alguns paises e

Temes. PO 1550 & cepsndeEncia tecnolbgica de nossoc pals.

o
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conc lusdtes

Egta visita contraibuiv =zigmficantemente Para complementar

NOSS0E conhecimentos & &ating:iu oz objetivos prescritos pelo nosso

Programa.
A visita tambem se mostrou construtiva ao se demonstrar o

funcionamento da empri=sda.

O

om v

4

lasdo a este aspecto nos tornou

potente uwne narmornoss relacac entre produtores  de sementes,

2

agyroOnomos O Campo & PESQULISACOoYes com um objetivo conjunto de
Produziy um pProguto Tinal g alta gqualidade.

Notamoe  tambiss uma FY&—dlsposiEac 0o enpresza em  aumentar

m

& SUAas Vrelagosse com & Univerzsidade . O que ao No=sh ver & muito

importante & trard benseficio: pare amboz os lados.

0 grupo  em questdoc agradece & visita realizada e enfatiza

que 0O 2 sSucessc a2 viSita Cceve - atribuido & cedicagl3o e

hospiltaloece com guse Tomo: recebidos

VISITANTES:

— Flavao €. A. Tavarez - Tutor do grupo FET

- Jps=t Henrigue Cont;




UNIVERSIDADE DE SX0 PAULO
ESCOLA SUPFRIOR DFE AGRICULTURA "LUIZ DE QUFIROZ™

- mATIVIDADE ENZIMATICA E CINETICA DA FERMENTACKO
ALCOCLICA NA SELECEO DE LEVEDUEAS"

[l

Fernando César Boscariol

o — s b

CIT&3:

DIk

Y~

Estado de S3c¢ Peuvlo-Brasil

junho - 1988




“

1. INTRODUGAO .......

2, REVISEC DELITERATURA ... .iverneecocncnccocons .

3. CONCLUSOES .......

4, LITERATURA CITADA

ooooooooooooooooooooooooooooo



1., INTRODUCXO

No processo industrisl ds fermentag8o alcodli-
ca, seriz desejdvel asssociar conhecimentos bésicos envolvendo
etividzde enzimdtics, ciclo celular mitético, linhagens  bem
caracterizadas geneticemente e outras caracter{sticas da fi-
siologie celuler & cinética do processo de fermentagéo. Os
estudos cientificos, gue sfo bastante extensos quanto & fer-
mentagéo alcodlice, geralmente consideram isoladamente os &s
pectos relativos 3 fisiologia; em muitas situagGes, seu me-
lhor conhecimento dependeria da associagBo de resultados con
varidveis ambientais, especialmente impertentes pela cinética
do processo. & partir do desenvolvimento de metodologias ade
quadss sos ensaios enziméticos, pode-se avalier gsistematicsa -
mente algumas enzimas, &8s condigCes ambientais e microbiolégi
cas em processos de fermentag8o simulados, obtendo-se informs
¢bes que permitan carscterizar o estado fisioldgico de 1limha

gens de leveduras nas varias etapas od processe.



2. REVISXO DE LITERATURA

Diversos métodos foram desenvolvidos pela and-
lise eletroforetica de diferentes enzimas, sendo Qque tais qé
todos encontram larga aplicagdoc na taxcnomis e caracterizagdo
de linhagens selvagens de leveduras. ZEntretanto, a eletrofo-
rese de enzimas parece oferecer um promissor método para & ob
tengfo répida de informagdes sobre muitas enzimas de levedu-
ras, em um grende numero de smostras., Em um estudo de 17 en-

zimes da viz Embden-Megor hof, na glicdlise, com Saccharomy-

ces cerevisiae, houve difereng¢as gquaslitativas e quantitativas

em muitas enzimss, mais notademente em gliceraldeideo-3-fosfa
to dehidrogenase, £lcool dehidrogenese, isonitrato de hidroge
nase, malate dehydrogenase e fumerase, quando a leveudra foi
cultivada sob diferentes intensidades de seragZo, em glicose
e eteanol (SAURA et alii, 1979).

As enzimzs de glicdlise sBo uma aprecidvel fra
¢8o da proteina "scluvel" - cerca de €5%, sendo gque este va-
lor reflete & imrportincis quantitativz dz via fermentativa, A
5

concentragio individusl das enzimas variz er uma faixa de 107
a 10—4 ¥: & meiorie sBo oligé€meros (fosfoglicerato kinase sen
do excegfo); & principal reag@o mostrando cinétice cooperati
vs e controle alostérico envolve a fosfofrutoguinase e piruva
tc cuirase e elss sZc usualmente consideredas importentes no
controle dz vie glicolitice. Estudos ds regulag@o das enzi-
mes glicoliticas mostraram Gue seus niveis s8o muito baixos,

apds crescimento em um meio de acetato suplementado e, & adi-
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¢80 de glicose, csusou um aumento de até 100 vezes em suas di
ferentes taxas de sinteses durente vériss horas; experimentos
com diminuigdo da stividade das enzimas, apds remogBo de agu-
car também forsm reportados (FRAENKEL et alii, 1982),

As propriedades de enzimas isoladas tém sido
estudadas extensivamente e, em alguns casos, 8 estrutura pri-
méria das enzimas foi determineda, assim como a estrutura tri
dimensional. 4 concentracSo de muitas enzimas glicoliticas
asunmsntam guando &s célules s8&o transferidas do crescimento em
ume fonte nio fermentidvel de carbono para crescimento em glu-
cose. A cinétice deste aumento na atividade especifica enzi-
mica ter 8ido estudada e os resultados sugerem Gue 8 expres
gs8o dcs genes envolvidos na glicdlise pode ser coordenada .
A expressfo coordensda dos genes glicoliticos é também sugeri
da pelc fendtipo de uma linhagem mutante de levedura, a gual
deixa de sintetizar mitas, se nfo todas as enzimas glicoli-

ticeas.

Com o isolamento de genes Gue ccdificam glice-
raldehydeo-3-fosfato dehydrogenase e enclase foi investigadz a
expressEc destes genes nc objetive de determiner os mecanis-
mos enveclvidcs nc cortrele da sintese destas duas enzimas gy

coliticas (HOLLAND et =1ii, 1982).

Fr um sistemz glicolitico reconstituido por en
zimes purificades, a fim de simular 2 convers@o de glucose pa
ra Etanol mais CC,, conluiu~-se que o Arsenatc ne concentrag&o
de 4 m poderis simuler o eguivalente de 1C ¥ mol ml’2min’1<r
stividzde de ATPase, sendc tal sistems capaz de degradar 1 K

glicose en 8 horas, originando 9¥¢ Etancl. Com o sucesso de
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opersg8o de tsl sistema enzimsticc recomstitufdo, pode ser pog
sivel conduzir transformagdes complexas com sistemas multien-
ziméticos "in vitro" (WELCH et alii, 1985).

Br dois isolados de leveduras tolerantes a Eta-

nol, de Ssccheromyces cerevisiae Y-20 e S. cerevigise Y-7, quan
do comparsdos em sucs atividedes de invertase e 8lcool dehy -

dorgenase com linhagens padrioc de §.“uverum e outras 1linha-

gens, demcnstrando um aumento na produtividade e atividade de

filcool-dehydrogensse, variando de escordo com as condigtes de

crescimento. Parz a invertase tal aumento e variag8o n8o o-
correram, Os isolsdos demonstrarsm uma isozima £lcool-dehydro
gensse semelhante guendo comperados com 3. uvarum (GOKHALE

et alii, 1986).

¥m estudos realizados durante a fermentaggo des
continuz, onde & taxa de produgdc de Etanocl por miligrama de
proteinz celular declinez progressivamente com o aumenio de E
tanol no meio circuniante, demonstrou-se que a remogdo deste
Etanol nfo restaurs imedistamente a atividade fermentative .,
Diversas causas potenciais para o declinio da atividade fer-
mentativé forer investigadas, tais comoc viabilidade remenes -
cente pIl interno, e a2 atividade especifica de diverasas enzi
mes glicolitices e alcoolgénicas (medides "in vitro"}, & gual
permenece alta durznte a fermentagic descentinua, Nenhum dos
fatores estuizdos pazrece estar relacionzdoc comx & queda ne &a-
tividade fermentative, sendc tal diminuigd@c provavelmente de
vids z mudangas fisioldgicas ocorrentes (DOMBEX et alii,1987).

Tr um outrc estudoc, rezlizado com S.cerevisiae,

cor & presenge de 1 X de Etancl, comegou & ocorrer 2 diminui-

¢€o nz libereg@o de CC,, entretasto, a fermentag8c parou 8¢
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mente com 3 X Etenol, sendo Que & inikigdo n8o foi competiti
va, A etividade des enzimas Hexoquinase Fosfofrutoguinase Pi
ruvestoguinase, Aldolase e Glucose-6-fosfato dehidrogenase fo
rem determinedas; sendo que em um extrato celular com 3 M de
Btenol, 2ssim comc & incubagBo de células de levedurs com 4 M
de Etsnol, causaram um decréscimo emx Piruvaetoquinsse e Hexo-
quinase., A Fosfofrutoquinase remanescente ndo madou, mesmo
em sltas concentragdes de Etanol. O fluxo de prétons através
da merbrana celulsr foi o mais sensivel parémetro testado(PAS
CUAL et alii, 1988).

A texa intrascelular de Fosfofrutoquinase estu-

dada em células de levedura S. cerevisiae demonstrou um com

portamento caracteristico, com diferentes agucares e célules
de diferentes linhagens. 0s resultados sugerem Gue a Fosfc -
frutocuinase n8o limita & taxs de produgdo de CO2 das células
sob investigag8o e que B80% da atividade da Fosfofrutoguinase
foi utilizada pela via glicolitica. 4 via de reag8o caracte-
ristice pode ser um teste util pare a anilise de atividade de
enzimes e do potenciel de linhagens de leveduras para melhors
mento (LIA0 et alii, 1988).



Y

3, CONCLUSOES

-

No estudc des enzimas ds vis glicolitica, a ma
ioria dos trabaslhos anslisa & astividade de enzimas especifi-
cas ou sistemas enziméticos, algumas vezes chegando & resulta

dos contrastantes ou inconclusivos.

Torna-se, portanto, extremesmente interessante
um estudo especifico des principais enzimas envolvidas nea &8li
cdlise, &ssim como suz associegdo com pardmetros cinéticos da
fermentagé@o, o0 gue permitiris um conhecimento adequadc do es-
tado fisicldgicc da levedura durante as diferentes etapas daz
fermentagZc, visto Gque tzl processo apesar de extensamente u-

tilizado € realizedo em bases expiricas.

Tel conhecimento permitiria o fornecimento de
condigdes e praticas gue levariam a ume melhor eficincia do

rocesso fermentativo na produgdc de Etancl.
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1. INTRODUGAO

A informagao genetica e armazenada no acido desoxir-
ribonucleico (DNA), que 2 a macroﬁolécula informacional dos cromos-
somos. Esta informagao instrui cada célula a produzir um conjunto
caracteristico de proteinas e, portanto, a informagao genetica flui
na diregao DNA—> RNA - proteina (BIER, 1959).

E a sequencia de aminoacidos na cadeia polipeptidica
de cada tipo de proteima que e, em ultima analise, especificada ou
codificada pela sequencia dos residuos de nucleotidios no acido de-
soxirribonucléico (DNA). O segmento de uma molécula de DNA que es-
pecifica uma cadeia polipeptidica completa e denominado um cistron
ou gene. Cada aminoacido e codificado por um conjunto de tres re-
siduos de nucleotideos sucessivos no DNA, denominado cododigo de tri
plete (trimnca). A mensagenm genética do gene & transcrita enzimati-

camente, primeiro, para originar um tipo especifico de acido ribo-

nucléico, denominado RNA-mensageiro (mRNA), cuja sequencia de nu-
cleotideos, e complementar a do gene do DNA. No mRNA, as trincas
de codificagao, ou codons, complementares as do DNA, servem como

os moldes imediatos e fornecem a informagao genética que especifica
a sequeéncia de aminoacidos durante a sintese proteica nos ribosso -
mos (LEHNINGER, 1976).

A separagio de proteinas pode ser feita tendo como
base o seu peso molecular, solubilidade, carga eletrica, diferengas
nas caracteristicas de adsorgao ou por afinidade biologica por ou-

tras moleculas (NAKAMURA, 1966).



A separagao das proteinas tendo-se como base sua car -
ga eletrica, depende em Ultima analise, de suas propriedades aci-
do-basicas, que sao grandemente determinadas pelo numero e tipo
dos agrupamentos R ionizaveis de suas cadeias polipeptidicas. Uma
vez que as proteinas diferem em sua composigao e sequencia de ami-
noacidos cada proteina possui propriedades acido-basicas distintas.
(SHAW, 1969). Em qualquer pH acima de”seu ponto 1isoeletrico, uma
proteina apresenta carga eletrica negativa e ira se deslocar no
sentido do andodio. Sua carga negativa aumenta em magnitude & medi
da que o pH se eleva. De maneira semelhante em qualquer pH inferi

or ao ponto isoeléetrico, a proteina apresenta uma carga positiva e

e

fetiva, e ira se deslocar para o catodioc. O conhecimento das pro-

W
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priedades acido-basicas de uma proteina determinada torma possi

vel assim prever seu comportamento em campo eletrico (LEHNINGER ,

1976):

O pR isoelétrico e o pH no qual a molécula nao apre
senta carga efetiva, sendo incapaz de migrar em um campo eletrico.
A eletroforese se baseia nestas propriedades acido-basicas das pro
teinas (SHAW, 1969).

A eletroforese & uma téecnica que tem os seus pri-

mordios em 1930, com os trabalhos de Arne Tisselius, quando foi u-

tilizado um meio liquido, para a migragao das proteimas ( MEDINA
FILHO, 1983). Hoje existem diversas formas de eletroforese que
sao uteis para analisar e separar misturas de proteinas. Segundo

LEHNINGER (1976) o prototipo de todos os métodos modernos e a ele-
troforese livre ou de frente movel.

Na eletroforese livre, uma solugao tamponada da
mistura proteica & colocada em uma célula de observagao em formade
U, em que a camada de tampao esta colocada sobre a solugao de pro-
teina . A celula € imersa em um banho de temperatura constante i-

solado de vibragoes, e um campo elétrico & estabelecido entre os




eletrodios; as proteinas carregadas negativamente se deslocam no
sentido do anodio e as proteinas carrégadas positivamente se des-
locam no sentido de catdodio. Para se obter um quadro completo de
todas as proteinas em um mistura, escolhe-se um pH em que a maiori
a ou todas as proteinas tem a mesma carga, porem mobilidades diver
sas. A medida que as proteinas carregadas negativamente se deslo-
cam no sentido do anodio, elas migram da solugao proteica para a

zona de tampao livre de proteina, formando uma frente ou fronteira.

As medidas oOpticas das alteragoes de indice de re -
fragao ao longo da célula de eletroforese fornecem padroes eletro
foreticos, que mostram a diregao e a velocidade relativa de migra-
¢ao das principais proteinas na mistura. Por muitos anos, aeletro
forese livre foi o método mais importante para a analise quantita-
tiva de misturas complexas de proteinas, por exemplo as proteinas
plasmaticas. (LEHNINGER, 1976). O mesmo autor cita que a eletrofo
rese livre foi suplantada amplamente pelas diversas formas de ele-

troforese de zona, que sao multo mais simples, possuem poder de re

solugao maior, e utilizam volumes menores da amostra. Na eletrofo
rese de zoma, a solugao aquosa de protéina & imobilizada em uma ma
triz solida ou suporte, um material poroso e hidratado que apresen
ta rigidez mecanica, eliminando assim a convecgao e os disturbios
por vibragao. O processo de eletroforese e mantido até que os com
ponentes principais tenham sido separados em zonas nitidas; dai o
nome de eletroforese de zoma. A posigao e gquantidade das protei-
nas nas zonas separadas sao determinadas pelo uso de um corante
da proteina; a densidade de coloragao, que e proporcional @ quanti
dade de proteina, pode ser avaliada em um densitometro adequado. A
eletroforese de zona e capaz de resolugoes significantemente mai
ores do que a eletroforese livre(MEDINA FILHO, 1983). Essa forma
de eletroforese de zona pode separar uma mistura proteica tendo co

mo base ambos, a carga eletrica e o tamanho molecular. Com essa




finalidade, emprega-se usualmente o gel de amido de batata ou a poli

acrilamidsa.

Numa outra variagao da eletroforese de zona, denomina

da eletroforese de disco, a mistura proteica a ser analisada e subme
tida & um campo elétrico em um suporte de gel que retarda o desloca-
mento das moléculas, sendo dividido em duas segoes que diferem em
porosidade e sao tamponadas em pHs diferentes. A mistura proteica mi
gra da parte mais porosa para a parte menos porosa do gel, ao mesmo
tempo que ocorre uma alteragao no pH. Em consequencia, cada tipo de
proteina torna-se concentrada em uma faixa muito delgada e nitida ,
produzindo uma resolugac maior do que se obtém com um tampao  unico
continuo. Essa forma de eletroforese de zomna € chamada de disco de-
vido ao tampao descontinuo utilizado e a aparencia discoide das zo -
nas de concentragao das proteinas (LEHNINGER, 1976).

Talvez o método eletroforético mais engenhoso e efi -

ciente para a separagao de proteinas seja a focalizacao 1isoeléetrica

ou eletrofocalizacao, inventada por H. Svensson, na Suecia, na qual

uma mistura de proteinas & submetida a um campo eletrico em um supor
te em gel no qual se estabeleceu inicialmente um gradiente de pH. Ca
da proteina migra entao no sentido, e ¢ "focalizada", na porgao do
gradiente de pH em que o PH & igual a seu pH isoceletrico, formado al

uma faixa estacionaria.
l.a. A ELETROFORESE E A ESTRUTURA GENICA

Entre muitas tecnicas existentes para a analise de
proteinas, a da eletroforese de zona (SMITHIES, 1955), seguida de
metodos histoquimicos de coloragao, para localizar as regioes de ati
vidade enzimatica diretamente no meio suporte (HUNTER & MARKERT, 1957),
€ a mais apropriada ao estudo de variagoes individuais em popula -

goes.
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Excetuando alteragoes pos-sintese, as proteinas sao
o resultado da transcrigao do DNA em mRNA e da tradugao deste, de
sorte que a ordem dos aminoacidos e geneticamente determinada, bem
como as modificagoes decorrentes da estrutura primaria. (GOTHARDO,
1988).

Diferentes formas moleculares de proteinas, exibin-
do a mesma especificidade enzimatica nué organismo, e o que MARKERT
& MOLLER (1959), e o "Standing Committe on Enzymes of the Interma-
tional Union of Biochemistry" (WEBB, 1965), definiram respectiva -
mente de isozima e isoenzima.

A mobilidade eletroforética das proteinas possibili
ta, segundo HUBBY & LEWONTIN (1966), obter informagoes geneticas
mais precisas no que se refere a detecgao de diferengas fenotipi
cas causadas por substituigoes alélicas de um loco e a estimativa
da proporgao de locos que mostram variagao na populagao. Apesar de
seus limites, a eletroforese constitui excelente instrumento para
estudos sobre variagao genica, diversidade genetica entre popula -
goes e como marcadores généticos independentes da interferencia do
homem e do ambiente.

FRANKEL (1977), considerou importante, ao analisar
uma populagao, fazer a distingao entre as populagoes naturais e as
domesticadas. As primeiras sao estruturadas em condigoes geografi
cas e ecologicas distintas, enquanto que as cultivadas, segundo
BROWN (1978), nao tiveram seus caracteres naturalmente seleciona -
dos. Tal diferenciagao fornece a variabilidade eletroforetica fun
coes distintas.

Sabe-se, hoje, que as variedades multiplas de uma
enzima sao necessarias para catalizar a mesma reagao, mas sob di -
ferentes condigoes metabolicas, ou em diferentes lugares na mesma
célula, ou em células diferentes, ou na mesma celula em sucessivos

estagios na diferenciagao (MARKERT, 1975). As isoenzimas propi-
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ciam um material rico para investigar a estrutura e fungao de enzi
mas e para analisar seu papel no metabolismo celular. Mas elas
tambem facilitam o estudo na diferenciagao celular e na Genética de
Populagoes e Evolugao, porque apresentam excelentes marcadores da
fungao genica. No campo da evolugao as isoenzimas sao extensamen-
te usadas porque permitem obter parametros de pressces de selegao
no processo evolutivo (MARKERT, 1975).“

Segundo ROSALKI (1974), os recursos que se podem ob-
ter das diferentes formas de uma molecula enzimatica, podem ter co
mo causa suas propriedades fisicas (tamanho e carga da molecula) ,
suas propriedades quimicas, suas propriedades cataliticas e suas
propriedades imunoldgicas. Portanto, isto representa um riqueza
de informagao.bem superior e com maior pureza genéetica do que in -
formagoes morfologicas onde muitos fatores atuam e poucos podem
ser identificados. A combinagao da especificidade eletroforéetica
e da reagao corante, torna possivel distinguir enzimas particula =~
res entre centenas de outras que podem estar presentes no extrato
de um tecido da planta.

As isoenzimas sao chamadas aloenzimas (ou alozimas),
se seus polipeptideos sao especificados por diferentes alelos de
um mesmo loco. Aloenzima & a consequencia bioquimica da substituil

¢2o, delegao ou adigao de aminoacidos nos peptideos ~ que compoem a

]
%

enzima, e elas podem ser distinguidas se estas aiteragaes afetam
sua migragao eletroforética. Desde que a sequencia de aminoacidos
de um polipeptideo & co-linear com a sequencia dos nucleotideosque
formam o codigo estrutural de um gene, as aloenzimaé resultam da
mutagao genica. Assim sendo, uma analise indireta da estruturapro
teica usando a eletroforese e, em principio a analise de um gene.
E precisamente esta simples relagao entre as bandas no gel e a
sequeéncia dos nucleotideos dos genes que faz das enzimas eletrofo-

reticas um consistente método analitico de estudos geneticos de



de popuia;Ses (GOTTLIEB, 1977).

GOTTLIEB (1977) também relaciona as principais vanta
gens e limites da eletroforese: a. colinearidade que assegura as
comparagoes sistematicas poderem ser produtos de genes homologos
(que tenham origem comum); b. precisao e possibilidade de serem
diretamente quantificada em termos de numeros e tipos de enzimas ;
c. possibilidade das comparagoes podereé ser feitas com enzimas
que sao pouco influenciadas por fatores ambientais; d. auséncia da
influencia do peso do carater, pois todas as enzimas tem o mesmo
valor em similaridade na avaliagao da divergencia genética. LEWON-
TIN (1974) cita mais algumas vantagens, entre elas se destacam: e. O
efeito de substituigao alélica no gendtipo nao depender do ambien-
te; £. a substituigao . alelica num . loco geralmente pode ser
distinguida em relagao as outras substituigoes: g. os locos que
sao estudados representam uma amostra casual de todos os genes es-
truturais independente de seu nivel de variagao. Entre as limita-
goes GOTTLIEB (1977), cita as seguintes: a. o pequeno numero de en
zimas amostradas, Tepresentadas pelas enzimas soluveis envolvidas
no metabolismo intermediario; b. a redundancia do codigo genético,
que faz com que, sem o uso de técnicas especiais, apenas 30% das
sﬁbstituigaes de nucletideos sejam detectadas (SHAW, 1970). As alo
enzimas que possuem mobilidade identica, nao possuem necessariamen
te a mesma sequencia de aminoacidos. Entretanto,testes adicionais
sao possiveis para determinar quais aloenzimas com a mesma mobili-
dade possuem diferentes sequencias de aminoacidos.

Mesmo com estas limitagoes na elucidagao eletroforé
tica, a relagao entre o fenotipo e gendtipo, permanece aceitavel,
porque suas limitagoes podem ser especificadas e a diregao e mar-
gem de erro sao geralmente conhecidas (GOTTLIEB, 1977).

A analise genetica pode ser simplificada com os da -

dos eletroforeticos porque as bandas de enzimas, com poucas exce-



goes, mostram uma heranga do tipo codominante e segregam como sim-
ples fatores mendelianos (SCANDALIOS, 1969, 1974). 1Isto possibi-
lita utilizar testes de progenies para se determinar a agao gé;ica
de um grande niumero de locos num curto espago de tempo.

Analisando a intima relagao da eletroforese com a
detecgao de produtos genicos diferentes, pode-se ter uma idéia dos
diferentes campos da géenetica aos quaiéiela pode ser adicionada co
mo ferramenta util na resolugao dos problémas existentes nestas a-
reas (OLIVEIRA, 1988).

Segundo HUBBY & LEWONTIN (1966) a mobilidade eletro-
foretica das proteinas possibilita obter informagoes geneticasmais
precisas no que se refere a detecgao de diferencas fenotipicas cau
sadas por substituigoes alelicas de um unico locus e a estimativa
da produgao de loci que mostram a variagao na populagao.

Segundo HEIDRICH SOBRINHO (1982)embora a eletrofo
rese possua limites, estes principalmente relacionados a erros na
técnica, ela constitui o melhor instrumento para estudos sobre a
variagao genética e a diversidade genetica entre populagoes.

A tecnica da eletroforese pode servir de auxilio a
programas de melhoramento vegetal, no sentido de economia de tempo
e de dinheiro. Por exemplo, em citrus e mangueiras, plantas origi
nadas de sementes podem ser apomiticas ou derivadas de reprodugao
sexual. A distingao entre esses dois tipos de plantas & necessa -
ria, para a condugao de um programa de melhoramento e neste aspec-
to, a eletroforese permite que a distingao seja feita muito matis
precocemente (MEDINA FILHO, 1983).

Segundo HALL (1969), citado por PACCOLA-MEIRELLES et
alii a analise genética de isozimas tem demonstrado segregagao. mo
nogenica para a maioria dos polimorfismos, principalmente em plan
tas. Disto se conclui que as isozimas sao excelentes marcadores

geneticos. Especies e linhagens podem,portanto,serem distinguidas




atraves do perfil eletroforético em zimogramas. Estas determinagoes
sao um excelente auxilio para a taxonomia. ‘Mg MILLIN(1983) cita
que isozimas sao enzimas com mesma atividade éatalitica, mas com di-
ferentes configuragoes espaciais.

CHEREMISINOFF et alii(1985) cita que as tecnicas de
eletroforese sao as mais utilizadas com relagao a0 mapeamento gen&ti
co.

Segundo WETTER & DICK (1984), afirmam que com a eletro
forese, um grande numero de amostras podem ser realizadas em rotinas
basicas e os resultados sao relativamente faceis de interpretar, com
provando & aplicabilidade desta técnica no estudo da estrutura géeni-

ca dos vegetais.
1.b. TIPOS DE GEIS UTILIZADOS

Os géis de poliacrilamida e de agarose sao mais comu -
mente empregados na eletroforese.

Segundo PACCOLA-MEIRELLES, L. D. et alii (1988) o wuso
de géis de poliacrilamida foi efetivamente introduzido no inicio da
década de 60 e demonstrou ser um dos tipos de suporte mais versa -
teis. A mesma autora cita que esses géls apresentam a vantagem de
serem bem sensiveis,de alto poder de resolugao, combinados com econo
mia e simplicidade. Alem disso, sua principal qualidade ¢ a de com-
binar as capacidades fracionadoras da eletroforese livre, fundamen
talmente dependente da soma algébrica das cargas eletrostaticas da
molecula e da filtragao molecular dependente das dimensoes das molé-
culas e das malhas do gel.{(GUIMARAES, 1978).

Ja os geis de agarose tem sido utilizados para separar,
indentificar ou purificar fragmentos de DNA, bem como na detecgao
e caracterizacgao preliminar do DNA plasmidial prsentes em celulas bac
terianas e de outros microorganismos. Segundo PACCOLA~MEIRELLES, L.

D. et alii (1988) a agaropectina e a agarose sao dois tipos de polis



sacaridios constituintgs do agar. A agaropectina, contéem acidos que
formam coroas negativas em tampao alcalino provocando deslocamento
das fra;Ses eletroforeticas por eletroendosmose em diregao ao polo
negativo, contrariando a migra;ﬁo anodica. Devido este fator,a aga-
rose obtida por purificagao do agar tem sido utilizada com frequén-
cia em eletroforese para separagao de DNA e analise genética de plas
midios. A localizagao do DNA dentro do gel, pode ser determinada di
retamente atraves de coloragao das bandas com baixas concentragdes de
agentes fluorescentes, tais como brometo de etidio (SHAPR et alii,
1973).

MEYERS et alii (1976) observaram que a estimativa de
massa plasmidial a partir de migragao de DNA em geis foi compativel
com resultados obtidos por microscopio eletronico de gradiente de
densidade por centrifugacao.

PACCOLA-MEIRELLES et alii (1988) cita que em um proce
dimento eletroforetico ha que se considerar que o movimento dos ions
em um campo eletrico pode ser efetuado por varios fatores, tais co-
mo, sinal e intensidade da carga,gradiente de tensao,tempo de corri-
da,viscosidade do meio e concentragao. Desta forma conclui-se que
a taxa de migragao do DNA atraves do gel de agarose e dependente do
tamanho da molecula de DNA, da concentraggo da agarose, da conforma-
¢ao do DNA e da corrente eletrica.

l.c. METODOLOGIA

Descreveremos aqui uma das metodologias usadas pelo au
tor desta revisao.

A eletroforese & uma tecnica cheia de mintscias e Pa
ra O seu exXxito um bom treinamento em cada etapa deve ser realizado .

Trata-se de uma eletroforese em gel de poliacrilamida,
para determinagao. da estrutura genica de vegetais.

Oprimeiro passo a ser realizado se refere a extragao

das proteinas do material vegetal. Deve-se, entao,mascerar o mate -

rial vegetal a ser estudado em recipiente contendo 5 ml de 10mM TRIS
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~HCl pH 8,0. Quando se obter uma pasta cessa-se a masceragio e faz-
se a filtzagio.em algodao para se separar a parede celular do restan
te do tecido celular. Obteremos entao um extrato que sera misturado
a acetona (-109C). A quantidade de acetona a ser utilizada devera
ser 1,5 vezes o volume de 10mM-HCl pH 8,0 acrescentado. Posterior -
mente #eixa-se a -109C por uma hora para que haja a precipitagao da
proteina. Centrifuga-se a 7000 RPM por“5 a 10 minutos e descarta-se
o sobrenadante. Acrescenta-se 0,2 ml de 10mM TRIS-HC! pH 8,0 e cen-

trifuga-se novamente. Terminado esta etapa pode-se guardar o extra-

to de proteina em geladeira (-109C).

Temos que preparar dois geis: Lower gel e upper gel

Pode-se usar as seguintes concentragoes de acrilamida:

Lower gel 87 107 127 147 167
4 x lower buffer 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
SDS 10% 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml
Acril-bis stock 10,6 m1 13,3 ml 16,0 ml 18,7 ml 21,4 ml
Agua 18,5 m1 15,8 ml 13,1 ml 10,4 ml 7,7 ml
Persulfato de Amonio

107 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml
Temed UL 10,0 m1 10,0 ml1 10,0 ml 10,0 ml 10,0 ml
Total 40 ml 40 ml 40 ml 40 ml 40 ml

Conc. de acrilamida

UPPER GEL 37 4,57 6,07

4 x upper buffer 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml
SDS 1027 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
Acril. bis stock 1,0 ml 1,5 ml 2,0 ml
agua 6,3 ml 5,8 ml 5,3 ml
Resulfato de amonio 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
Temed 10,0 ul 10,0 ul 10,0 ul
Total 10 ml 10 ml 10 ml
Sendo:

a) Acrilamida 30 g Bis - acrilamida 0,8 g/100 ml
b) 4 x lower buffer TRIS HC1 1,5 M pH 8,8 (181,7 g TRIS/L)



12.

¢) 4 x upper buffer TRIS HCl 0,5M pH 6,8 (60,6/g TRIS/L)
d) SDS 10%

e) Persulfato de amonio 102
£) 4 x Running buffer stock (RBS) pH, 8,4 (TRIS 60g mais 288g de

glicina por 5 litros de agua).

Deve- se preparar o seguinte material:-

- espagador de acrilico de 0,8 mm de espessura - 3 unidades
- duas placas de vidro devidamente limpas e sem riscos

~ agar - agua 47

- presilhas

- pente

~ gseringa

- pipeta de Pasteur

- micropipetas

- cubas verticais

Montar as placas e vedar as bordas das placas com
agar-agua(4%). Entao deve-se verter a solugao do lower gel com o
auxilio de uma seringa, tendo o cuidado para nao se formarem bo-
lhas. No caso da formagao de bolhas deve-se movimentar vagarosa -
mente a placa para a direita e para a esquerda ate que as bolhas
desaparegam. A quantidade de solugao do "lower gel" & calculada
para atingir 4,5 cm da extremidade superior do gel. O restante e
preenchido com agua desmineralizada. Este processo & necessariopa
ra que ocorra a polimerizagao uniforme da borda superior do gel |,
pois a acrilamida nao polimeriza em presenga de oxigenio.

Uma vez polimerizado o gel, verter a placa deixan -
do escoar a agua. Secar cuidadosamente com papel de filtro, toman
do -0 .cuidado para nao. tocar no gel.

Posteriormente deve-se preencher o restante da
placa com a solugao. do "upper gel” (gel empilhador), introduzindo

-se imediatamente o pente sobre este gel.
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Uma vez polimerizado o gel empilhador, retira- se
© eapagador inferior da placa. Limpa-se o agar-agua das superfi-
cies e¢ coloca-se a placa, contendo o gel na cuba de corrida. Reti¥
ra-se, 0 pente e coloca-se o tampEo do eletrodo no tangue in=-
ferior com cuidado para nao haver formagao de bolhas entre o gel e
o tampao. Aplica-se as amostras cuidadosamente nos pogos com auxi-
lio de micropipetas. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, com -
pleta-se os pogos contendo as amostras com o tampao. Uma vez preen-
chidos os pogos completa-se o tanque superior da cuba com o tampao
do eletrodo.

Leva-se o conjunto ao refrigerador e liga-se a
fonte. Normalmente se trabalha com uma voltagem de 70 V ate a fren
te de corrida atingir o final do gel empilhador. Posteriormente se
usa 150 V que permanece atéo final da corrida.

Assim que a linha azul de bromofenol atingir cer-
ca de 0,5 cm da extremidade inferior do gel, desliga-se a fonte, re
tira-se cuidadosamente os espagadores laterais e a placa superior.
Corta-se e descarta o gel empilhador.

Posteriormente faz-se a coloragao do gel. Para
tal operagao deve-se deixar o gel ja recortado por 12 horas em so-
lugao de azul de bromofenol. Para descolorir usa-se acido acético
a 7%.

Depois deve-se proceder a secagem do gel,o qual,

entao, podera ser estudado.
1.d4d. OBJETIVO DO TRABALHO

De uma forma geral este trabalho teve por objeti-
vo promover um estudo sobre a estrutura genica dos vegetais, dando

enfase a utilizagao de tecnicas eletroforéticas.

2. CONCLUSAO

0 mapeamento genéetico das plantas & de extrema im




portancia ao melhoramento, por criar condigoes significativas para

a compreensao da variagao genética e da diversidade genética entre

as populagoes. Destacamos neste aspecto as tecnicas eletroforeti -

cas, @8 quais criam condigoes viaveis para a execugao dos mapas ge-

neticos.
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INTRODUGAO

Nas espécies animais e vegetais, onde um grande
nimero de marcas morfologicas tem sido mapeadas, & possivel loca
lizar a posigao cromossomica do locus da isozima. Este processo
foi realizado em tomate e milho, respectivameﬁte por  SCHWARTZ
(1971) e RICK & FOBES (1977). A maioria dos mapas relacionam
gens que afetam as caracteristicas morfologicas, como por exem -
plo, a cor dos olhos em animais e pigmentos em plantas. Como ©
numero de gens que afetam estas caracteristicas € muito grande,
torna-se dificil determinar quais locus sio homologos nas dife-
rentes espécies. Ultimamente, segundo TANKSLEY (1983) tem-se de-
senvolvido a aplicagdo de técnicas de caracterizagao proteica nos
estudos genéticos, técnicas estas que tem possibilitado identifi
car‘éé locus homélogos e comparar O numero e a ordem dos locus
nas especies. Estes dados permitem que se faga o estudo da evo
lugao dos Cromossomos nas espécies, bem como permite aobtencao de
informagdes necessarias a determinacao das relagdes entre as di-

ferentes taxas genéticas.

Hoje em dia, esta bem claro que para cada enzima
encontrada em um dado organismo, existem frequentemente mais do
que uma forma de isozima, usualmente resultante da atividade de
um ou mais gen(TANKSLEY, 1983). Tem-se procurado, desta forma,
estudar as propriedades das varias formas de isozimas. ;Desta for
ma tem-se feito estudos sobre a posigcao das bandas, a especifici
dade dos tecidos, a estrutura quartenéria, a localizagao das 1s0O
zimas, o seu peso molecular, substratos especificos e sobre a

resposta das isozimas a agao de inibidores.




Com relagao a posigao das bandas, tem-se utilizado
técnicas eletroforéticas que promovem a separagdo das isozimas atra
vés de sua carga e tamanho molecular. As isozimas apresentam uma
corrida em gel especifico e podem ser comparadas em zimogramas. As
isozimas homdlogas irdo apresentar a mesma posigao das bandas no

gel.

A literatura esta repleta de exemplos onde a especi-
ficidade dos tecidos tem sido utilizada como uma evidencia na iden-
tificagdo de homdlogos com isozimas especificas em diferentes espé
cies (LESLIE § PONTIER, 1980). Como exemplo, TANKSLEY & RICK
(1980) citam que no tomate, muitas esterases e peroxidases podem

ser distinguidas com base na especificidade dos tecidos.

Com relacdo aos estudos da estrutura quartenaria das
isozimas, tem-se utilizado comparagoes de peso molecular ou técni -
cas eletroforéticas com gel de poliacrilamida para se determinar a

sua estrutura.

Segundo TANKSLEY (1983) as isozimas estao localiza -
das em compartimentos das células, ou seja, nas mitocondrias, nos
cloroplastos, etc. Através da localizagao das isozimas codifica
das pode-se tirar conclusoes sobre os gens homologos em estudo. Des
ta forma, se duas espécies de plantas sao comparadas e verifica- se
que em uma espécie a isozima se encontra na mitocondria e na outra
no cloroplasto, torna-se racional pensarmos que estas formas sao
homblogas se catalizarem a mesma reagao. Para se identificar a lo-
calizacgao sub-celular de uma isozima particular, € necessario i-
solar varias organelas e comparar os zimogramas de seus estratos .
Este procedimento, segundo WOMACK & SHARP(1976) tem sido wutilizado
com sucesso por varios pesquisadores em comparagoes interespecifi -

cas.



Com base no peso molecular das isozimas pode-se estu
di-las utilizando-se a cromatografia ou eletroforese, sendo que
nesta ultima pode-se utilizar diversas concentragoes de acrilamida

(HEDRICK & SMITH, 1968).

Um grande numero de substratos artificiais tem sido
utilizado em diversos ensaios de isozimas, que incluem esterases ,
fofatases e peptidases. Usando estes substratos torna-se possivel
determinar especificidade para cada isozima e fazer comparagoes in-
terespecificas por meio destes dados. LESLIE & PONTIER(1980) utili

zaram este método para comparar dois géneros de peixe.

Substancias que reduzem ou eliminam a atividade de
enzimas especificas podem ser usadas para caracterizar e diferen -
ciar as isozimas. Estas substancias s@o os inibidores e cada iso-
zima apresenta uma dada resposta a estas substancias. WOMACK &
SHARP(1976) acompanharam as respostas das esterases de ratos na

presenga de cinco inibidores desta enzima.

Tendo-se compreendido as propriedades das isozimas,
torna-se possivel a comparagao dos mapas genéticos das diferentes
espécies. Segundo TANKSLEY (1983) as bandas cromossomicas tem-nos
sugerido as semelhangas genéticas entre espécies, linhagens e mu-
tantes. Estes dados sdo fornecidos através de estudos eletrofore-
ticos e,segundo o mesmo autor, nos mostram alguns blocos de gens
semelhantes em diversas espécies. LALLEY et alii (1978) encontrou
60 grupos de locus identicos entre o homem € o rato, O que sugere
estabilidade desses segmentos cromossomicos por mais de 10 milhoes
de anos desde a divergéncia entre as espécies. Porém, infelizmen-
te, o numero de espécies bem mapeacas € reduzido e é dificil  por
esse motivo, falarmos sobre a conservagao de um gene dentro degru
pos taxondmicos acima de familias. Porém em plantas tem-se obser-

vado que oS cariotipos nao sao altamente conservados. Segundo
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TANKSLEY (1983) o fato de caridotipos serem similares nao necessa

riamente significa que o arranjo da informagao genética tenha sido

o mesmo. Como exemplo o mesmo autor cita que grande variagao no sig

nificado do tamanho do cromossomo e no conteido do DNA existem entre
as espécies com O mMESmMO numero de cromossomos e sendo estas perten-
centes a mesma familia. A este fato muitas explicagdes sao  possi-
veis, pois um grande conteudo de DNA nuclear pode indicar um grande
niimero de gens estruturais ou uma grande quantidade de sequencias re

petidas. Outro problema da heranca € que nem toda mudanga CTOmMOSSO-

mica pode ser detectada.

Hoje em dia as plantas melhores mapeadas sao © milho

(Zea mays), © trigo (Triticum Aestivum) e tomate (Lycopersicon escu-

lentum) (TANKSLEY, 1983)

Com relacao ao mapeamento genético as técnicas de ele

troforese sao mais utilizadas CHEREMISINOFF et _alii, 1985). Se-
( " )

gundo MEIRELLES et,alii (1983) a eletroforese € uma técnica que con

ope——

siste na separagao de moléculas (no nosso caso, proteinas) eletrica
mente carregadas em uma solugao, sob influéncia,'de um campo elétri
co. Permite separar qualitativamente e quantitativamente os compo
nentes de uma mistura de varias espécies ionicas, onde num campo €-
18trico unidirecional, cada ion migra isoladamente em diregao ao po
lo de carga oposta, sem modificar sua estrutura ¢ propriedade. Os
fatores que afetam a corrida de cada enzima sao: carga, configura -

¢3o, tamanho e pH do meio. A corrida de cada enzima s6 acabara quan

do esta atingir o seu ponto isoeléetrico.

Como aplicagdes de eletroforese em genética podemos
citar a sua ajuda significativa nos estudos da variagdo genética e
na diversidade genética entre populagdes (MEIRELLES etyalii, 1988).
Sio inumeros os trabalhos na literatura sobre este assunto. Qutras

aplicagoes se referem ao auxilio a programas de melhoramento vege




tal, no sentido de economia de tempo e dinheiro. Por exemplo, em
Citrus e mangueiras, plantas originadas de sementes podem ser apo-
miticas ou derivadas de reprodugao sexual. A distincdo entre es
ses dois tipos de plantas € necessaria para a condugdo de um pro

grama de melhoramento e neste aspecto a eletroforese permite que a

distingao seja feita muito mais precocemente (MEDINA FILHO, 1983).

Segundo WETTER & DICK(1984) afirmam que com a ele-
troforese, um grande numero de amostras podem ser realizadas em
rotinas basicas e os resultados sdo relativamente ficeis de inter-
pretar, comprovando a aplicabilidade técnica desta técnica no estu

do da estrutura génica dos vegetais.

De uma forma geral este trabalho teve por objetivo
promover um estudo sobre a estrutura génica dos vegetais, dando

enfase a utilizagao de técnicas eletroforéticas.

CONCLUSAO

O mapeamento genético das plantas € de extrema im-
portancia ao melhoramento, por criar condicbes significativas para
a compreensao da variacdo genética e da diversidade genética entre
as populagoes. Destacamos neste aspecto as técnicas eletroforéti-
cas, as quais criam condigoes viaveis para a execugao dos mapas ge

néticos.
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INTRODUCAO

Nas espécies animais e vegetais, onde um grande
: -

nimero de marcas morfoldgicas tem sido mapeadas, & possivel loca
lizar a posigao cromossomica do locus da isozima. Este processo
foi realizado em tomate e milho, respectivamente por SCHWARTZ
(1971) e RICK § -FOBES (1977). A maioria dos mapas relacionam
gens que afetam as caracteristicas mqrfolégicas’ como por exem -
plo, a cor dos olhos em animais e pigmentos em plantas. Como o
nimero de gens que afetam estas caracteristicas € muito grande,
torna-se dificil determinar quais locus sao homdlogos nas dife-
rentes espécies. Oltimamente, segundo TANKSLEY(1983) tem-se de-
senvolvido a aplicaca@o de técnicas de caracterizagao proteica nos
estudos genéticos, técnicas estas que tem possibilitado identifi
car os locus homdlogos e comparar o numero e a ordem dos locus
nas espécies. Estes dados permitem que se faga o estudo da evo
lucao dos cromossomos nas espécies, bem como permite aobtengao de
informagdoes necessdrias a determinagao das relagoes entre as di-

ferentes taxas genéticas.

Hoje em dia, esta bem claro que para cada enzima
encontrada em um dado organismo, existem frequentemente mais do
que uma forma de isozima, usualmente resultante da atividade de
um ou mais gen(TANKSLEY, 1983). Tem-se procurado, desta forma,
estudar as propriedades das varias formas de isozimas. Desta for
ma tem-se feito estudos sobre a posigao das bandas, a especifici
dade dos tecidos, a estrutura quartenaria, a localizagao das iso
zimas, o.seu peso molecular, substratos especificos e sobre a

resposta das isozimas a agao de inibidores.




Com relagao a posigao das bandas, tem-se utilizado
técnicas eletroforéticas que promovem a separagao das isozimas atra
vés de sua carga e tamanho molecular. As isozimas apresentam uma
corrida em gel especifico e podem ser comparadas em zimogramas. As
isozimas homdlogas ir@o apresentar a mesma posigao das bandas no

gel.

A literatura estd repleta de exemplos onde a especi-
ficidade dos tecidos tem sido utilizada como uma evidencia na iden-
tificagdo de homdlogos com isozimas especificas em diferentes espé
cies (LESLIE & PONTIER, 1980). Como exemplo, TANKSLEY & RICK
(1980) citam que no tomate, muitas esterases e peroxidases podem

ser distinguidas com base na especificidade dos tecidos.

Com relacdo aos estudos da estrutura quartenaria das
isozimas, tem-se utilizado comparagdes de peso molecular ou técni -
cas eletroforéticas com gel de poliacrilamida para se determinar a

sua estrutura.

Segundo TANKSLEY (1983) as isozimas estao localiza -
das em compartimentos das celulas, ou seja, nas mitocondrias, nos
cloroplastos, etc. Através da localizagao das isozimas  codifica
das pode-se tirar conclusoes sobre os gens homologos em estudo. Des
ta forma, se duas espécies de plantas sao comparadas e verifica- se
gque em uma espécie a isozima se encontra na mitocondria e na outra
no cloroplasto, torna-se racional pensarmos que estas formas sao
homélogas se catalizarem a mesma reacao. Para se identificar a lo-
calizagao sub-celular de uma isozima particular, € necessario i-
solar varias organelas e comparar os zimogramas de seus estratos .
Este procedimento, segundo WOMACK § SHARP(1976) tem sido utilizado
com sucesso por varios pesquisadores em comparagoes interespecifi -

cas.



Com base no peso molecular das isozimas pode-se estu
da-las utilizando-se a cromatografia ou eletroforese, sendo que

nesta Ultima pode-se utilizar diversas concentragoes de acrilamida.

(HEDRICK & SMITH, 1968).

Um grande numero de substratos artificiais tem sido
utilizado em diversos ensaios de isozimas, que incluem esterases ,
fofatases e peptidases. Usando estes substratos torna-se possivel
determinar especificidade para cada isozima e fgzer comparadk£ in-
terespecificas por meio destes dados. LESLIE § PONTIER(1980) utili

zaram este método para comparar dois géneros de peixe.

Substéﬁcias que reduzem ou eliminam a atividade de
enzimas especificas podem ser usadas para caracterizar e diferen -
ciar as isozimas. Estas substancias sao os inibidores e cada iso-
zima apresenta uma dada resposta a estas substancias. WOMACK &
SHARP(1976) acompanharam as respostas das esterases de ratos na

presenga de cinco inibidores desta enzima.

Tendo-se compreendido as propriedades das 1sozimas,
torna-se possivel a comparagao dos mapas genéticos das diferentes
espécies. Segundo TANKSLEY (1983) as bandas cromossomicas tem-nos
sugerido as semelhangas genéticas entre espécies, linhagens e mu-
tantes. Estes dados sdo fornecidos através de estudos eletroforé-
ticos e,segundo o mesmo autor, nos mostram alguns blocos de  gens
semelhantes em diversas espécies. LALLEY et alii (1978) encontrou
60 grupos de locus identicos entre o homem e o rato, o que sugere
estabilidade desses segmentos cromossomicos por mais de 10 milhoes
de anos desde a divergéncia entre as espécies. Porém, infelizmen-
te, o nimero de espécies bem mapeadas & reduzido e & dificil  por
esse motivo, falarmos sobre a conservagao de um gene dentro de gru
pos taxonomicos acima de familias. Porém em plantas tem-se obser-

vado que os caridtipos nd3o s3o altamente conservados. Segundo



TANKSLEY (1983) o fato de caridtipos serem similares nio necessa
riamente significa que o arranjo da informagao genética tenha sido
o mesmo. Como exemplo o mesmo autor cita que grande variagiao no sig
nificado do tamanho do cromossomo e no conteiido do DNA existem entre
as espécies com o mesmo numero de cromossomos e sendo estas perten-
centes a mesma familia. A este fato muitas explicagbes sao  possi-
veis, pois um grande conteudo de DNA nuclear pode indicar um grande
nimero de gens estruturais ou uma grande quantidade de sequéncias re
petidas. Outro problema da heranga € que nem toda mudanga cCromosso-

mica pode ser detectada.

Hoje em dia as plantas melhores mapeadas sao o milho

(Zea mays), o trigo (Triticum Aestivum) e tomate (Lycopersicon escu-

lentum) (TANKSLEY, 1983)

Com relagao ao mapeamento genético as técnicas de ele
troforese sao mais utilizadas (CHEREMISINOFF et alii, 1985). Se-
gundo MEIRELLES et alii (1988) a eletroforese & uma técnica que con
siste na separacdo de moléculas (no nosso caso, proteinas) eletrica
mente carregadas em uma solug@o, sob influéncia, de um campo eletri
co. Permite separar qualitativamente e quantitativamente 0s compo
nentes de uma mistura de varias espécies ionicas, onde num campo e-
1étrico unidirecional, cada ion migra isoladamente em diregao ao po
lo de carga oposta, sem modificar sua estrutura e propriedade. Os
fatores que afetam a corrida de cada enzima sao: carga, configura -

cao, tamanho e pH do meio. A corrida de cada enzima s6 acabara quan

'do esta atingir o seu ponto isoelétrico.

Como aplicagoes de eletroforese em genética podemos
citar a sua ajuda significativa nos estudos da variagao genética e
na diversidade genética entre populagoes (MEIRELLES et alii, 1988).
Sao inumeros os trabalhos na literatura sobre este assunto. Outras

aplicacoes se referem ao auxilio a programas de melhoramento vege




tal, no sentido de economia de tempo e dinheiro. Por exemplo, em
citrus e mangueiras, plantas originadas de sementes podem ser apo-
miticas ou derivadas de reproducio sexual. A distingao entre es
ses dois tipos de plantas € necessaria para a condugao de um pro

grama de melhoramento e neste aspecto a eletroforese permite que a

distingao seja feita muito mais precocemente (MEDINA FILHO, 1983).

Segundo WETTER & DICK(1984) afirmam que com a ele-
troforese, um grande nimero de amostras podem ser realizadas em
rotinas basicas e os resultados sido relativamente ficeis de inter-
pretar, comprovando a aplicabilidade técnica desta técnica no estu

do da estrutura génica dos vegetais.

De uma forma geral este trabalho teve por objetivo
promover um estudo sobre a estrutura génica dos vegetais, dando

enfase a utilizagao de técnicas eletroforéticas.

CONCLUSAO

O mapeamento genético das plantas & de extrema im-
portancia ao melhoramento, por criar condigdes significativas para
a compreensao da variagao genética e da diversidade genética entre
as populagoes. Destacamos neste aspecto as técnicas eletroforéti-
cas, as quals criam condigoes viaveis para a execugao dos mapas ge

néticos.
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