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SEMINARIO

“Controle Biologico de Plantas Daninhas”™

Fernando de Mesquiia Sampaio
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Existem cerca de 350000 espécies de plantas das quais 100 espécies
s¥o utilizadas pelo homem. A domesticagio ¢ consequente fragilizagio destas
espécies provocou o desenvolvimento de um grupo trés vezes mais nuMeroso
de plantas que hoje sé invas 3]

§ nrio homem na exnansfo de lavou Estas
mdntas fevam Vamdoem na competlgao com as piantas cuiuvadas mas

~ ecemederadag AT e BraUeitarer 8e condicSes
o consideradas invasora POor api veitarein as con 19 cs
f',l\/nr(;\ eiv oferecidas nelo nro T (s} 8
idas pel 1 I 1

uuzonltmtavmluthic um,m 11 agc‘ab.

- Folha esireita

3.2 Quanto ao ciclo devida
- Anuais

- Blanuais

4. Mecanisinos de sobrevivéncia

- Grande niimero de sementes

LT e — 1

- formag;ao de banco de semenies {sementes com grande longevidade)
- Facilidade de dispersdo de sementes

e competitiva
- Reprodugio sexuada e assexuada

@l

- Grande a orpqu!dad



- Prejudicam maturagdo
LS T

- Portadoras de aoengas

- 13}3933 para 31’11’11&3%

- Diminuem qualidade do produto

- Espécie daninha presente
- Nivel de infestacéo
- Egné g_j variedade e espag amenio da culiurg

- Nivel de elementos vitais disponivels
- ﬁdeiopa‘tia

i. Historico

O controle biologico de daninhas foi usado pela primeira vez para o
combate do aguapé (’Eici’/zhomia crassipes), introduzido na Florida em 1880 e

onmnaivandooan (e Freea csciave 1960 £
disscminando-s¢ de forma ind VL até 60. Scu controie cictivo foi
conseguido com o uso de duas espéeies de insetos (Neochefing eichhorniae e

N bruchi) ede um funeo (( CFCOSHOPE rodmio zﬂ

o ilem o

Nos Estados Unidos hoje, existem dois bioherbicidas uiilizados
comercialmente:

0 DeVine, do laboratdrio Abbot, oferece um controle de 90% sobre a
Morrenia odoraia, invasora da cuitura de ciiricos.

O Collego, desenvolvido pelo laboratdrio Upjhon e pela Universidade da

A 0
Flérida, oferece um controle de 85% das infestagBes de Aeschynom

A WS 2F R LA SAY YR

virginica, invasora das culturas de arroz e soja.

z

&)

-



Londrina - PR, tem o I A Y ¢ g
1 P 311 3 T
daninhas. O {rabaiho iem como alvo o amendoim bravo (£ /tphorbza
heteroplivlla), que infesta 6 milhSes de hectares de soja, a metade da area
biasilonia Jdo suga

O controie ¢ feito usando-se o Heiminihosporium euphorbiae, um

fungo cncontrado no Rio Grande do Sul om 1981, O Helminthosporivm
penetra no tecido das folhas do amendoim bravo e vai produzindo toxinas que

matam o tecido da planta e entdo comeca a produzir esporos. O desfoihamento

P S T . N PR o 3 Pk DU SO [

da invasora a uupr&uo p oduzir semenies. Us esporos sS40 diSsoividos na
~ *qr r

proporgfo de 200 a 400 mil por milimetro ciibico de &gua ¢ a mistura ¢

[€23

o N
aplicada quando a SQ}& estd com 25 a 30 dias evitando-se as horas mai

il 1iimn s

Thogwnim e £ R M o An on v to 3 .
LCPpe wde da @speuiﬂfzidafﬁ@ Go agente utilizado ¢ do clima.

4.1 Estratégia classica
Consiste em se 1mpnri:ar um organismo gue afue como um inimigo
natural, atacando a planta invasora, ¢ 3 "i‘iém}o fia lavoura. O 1Lmigo sc

’f’
@]
pucd

o]

multiplica ¢ passa a N\ntznlar a invas
necessidade de novas interferéncias do homem
4.2 Esiraiégia inundativa

5 1 A3 A - A
Consiste na liber Cﬁ;«& }?Cl” Gdica de (}f“aﬁlﬂi’i’i(} (UC provocam GOCngas
8

exclusivamente na invasora, como na aplicagio de um herbicida. Sdo
patdgenos alio grau de e peclﬁcmade para hospedeiros e aceitavel nivel de

seguranga para as pi nitas nfdo visadas.

5. Bioherbicidas sendo desenvolividos

No CENARGEN estio pesquisando o uso do Alternaria cassiae para o
controle do fedegoso (Cassia obtusifoliae) e o uso de (Cercospora sp. para o
controle da tiririca (Cyperus rotundus).
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A clonagem foi definida como o isolamento ¢ amplificagfio de uma
determinada sequéncia em uma bactéria onde ela vai ser duplicada. Tem por objetivo
obter um grande ndmero do cbpias puras de uma detcrininada scqulneia de DNA.

Este trabalho é realizado a partir da introdugio de uma molécula de DNA em uma
cétula hospedeira ¢ osta deve sor mantida nosta obtula, também ¢ noccssdrio que
funcione no local e momento certos.

Para se obter a molécula recombinanic com a condigdo de
autoduplicagfio, que ¢é fundamental para o novo material a ser perpetuado, ha
necessidade de se utilizar um vetor, isto é, um agente que ira levar a informagéo de
um organismo para outro. O vetor se faz necessério porque a enzima DNA
polimerase so inicia a replicagiio através de um sitio especifico conhecido como
origem de replicagio

Caistons alguas opelos o lewos do o vetuies, putdur os wuais
utilizados sio os plasmidios. De um modo bem simples, pode-se dizer que um
plasmidio é um sepgmento de DNA circular, que pode estar inseride on nfio ao
cromossomo bacteriano, mas que tem a capacidade de se auto-repiicar no citoplasma
das células procariontes ¢ até mesmo cucariontes.

Para obter-se o piasmidio recombinante, tanto o plasmidio quanto o
doador sdo tratados pola mesima cnzima de restrigio, por cxcmplo Hind I, ¢ om
seguida mistura-se os fragmentos de DNA do doador e do plasmidio na presenca da
enzima DINA ligase.

O pfé}’ime passo ¢ inserir o plasmidio recombinante na bactéria de
interesse. Para verificar se a ba “i*’ri- cepuna realimente coniém o plasmidio utiliza~
se como marcador a resisténcia a antibidticos.

Vetores
Um vetor necessita necessariamente possuir

Origem de Replicagiio - E necessario para que a DNA polimerase possa

iniciar ar phca;ar*

Regiﬁo com eitios Uinicoe de restri Q Para variac enzimag, perrn1t1ndo [
tratamento com véirias enzimas de restrigo ¢ :’mices para quec no scja todo picotado
guando tratado com a enzima.

Marcadoics - Para pcrmitif identificar o plasmidio quc contém o fragmento a
ser inserido. Alguns mecanismos de marcagiio serfio tratados adiante.
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Principios da Clonagem nelo DNA Complemen

Construcio de Cloncs de cDNA

o

As forramentas utilizadas na construco de cloncs do cDNA sfio:
Transcriptase reversa - Esta enzima permite a conversfio do mRNA em ¢cDINA.
Grupo de enzimas bacterianas endonucieases de resiri¢io que cortam o DNA em
sitios cspecificos. Estes sitios podem ser: tetra, penta ou hexanucleotidios. Os
cortes, em geral, deixam e*(tremmades adesivas que se ligam entre st ou com

outros *uglﬂcﬂ‘w de DNA com a imcsimia extromidade torminal complementar,
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res de clonagem que carregam o ¢cDNA da bactéria,

Selecio de Clones
Resisténeia a Antibidticos

Muitos plaqmldlns possuem 2 genes de resisténcia a antibidticos um
dos quais ¢ desiruido durante a clonagem. No caso do pBR 322, a clonagem pela
enzima de restricio Pstl destréi a resisténeia a ampicilina deixando infacta a
resisténeia A tetraciclina. Baciérias transformadas com um piasmidio recombinante
serio sensfveis & ampicilina mas resistentes a tetraciclina. Esta simples selegio indica
ao pesquisador quais as coldnias que carregam uma copia de cDNA de algum tipo.

Vantagens

1. Eliminagfio do INA “intergénico” que em algumas espécies pode representar mais
de 9G% do genoma.

2. Eliminagio de introns que sfio dificeis de localizar num clone gendmico ¢ podem
requerer bastante trabalho para seu completo sequenciamento.

3. Enriquecimento do banco com cDNAs correspondentes a ge s que tém alta
expressio em certos tecidos ou em determinadas condigdes de crescimento.

Princinios de Clonagem Gendmica

Por que clones genomicos sao necessarios além dog clones de CDNA 7

Infbrmaci“)es sobre estrutura do gene no cromossomo e sobre as sequéncias que estio
o seu redor (regides flanqueadoras), podem apenas ser obtidas a pastir dos clones

genomlcos.

A L()I“lpdi‘dgd() entie os dois tipos de clones (CDNA ¢ genGmico) revela
a presenca ou auséneia de fntrons ou sequéneias interpostas que interrompem a
sequéncia génica e que nio esifio presenies no mRNA..

Do ponto de vista bictecnoldgico, se os genes tém que ser modificados
e devolvidos, provavelmente as sequéncias genémicas serdo de maior utilidade.



Tsolamento do DNA nuclear

Para facilitar a scparagiio do DNA nuclear do DNA de organclag, a
preparacdo frequentemente é feita a partir de nucleos isolados. Os nucleos
permanceem intactos o condiedes que lisam mitocdndrias ¢ cloroplastos ¢ sdo
coletados em uma forma razoaveimente pura.

Torna-sc livic do RNA pdu tratamcnto com 1ibot

vez, purificada para nfio conter deoxiribonucleases por tratamento pe

i 3

nuclcas {Juo por sua
elo

C
calor.

Clonagem das Sequéncias Gendmicas

24

Plasir “i lios acomodam apenas um segmento relativamente pequeno de
DNA devido a pro mas no processo de transformagio quando se usam plasmidios
grandes. I'm geral, & esqavei a clonagem de g;andes segmeﬁios de DNA gendmico,
pois wy Cdous waior tew waior possibilidadeds conter wa Gopia istacia Ju geus,
além de algumas sequéneias que o rodeiaii.

A clonagem gendmica é frequentemente feita pela utilizaglo do
bactenotag o lambda (1) como vetor. O genoma do fago ¢ de fita dupla, é favoravel
para manipulagio genética e a estrutura de seu genoima ¢ bem conhecida.

Muitos diterentes vetores foram construidos permitindo substituigdo de
parte do genoma pelo DNA exégeno:

- Parte da porglo central nfio é essencial, de modo que pode ser substituida sem
prejuizo para a reproducio do fago; este tipo de consirugdo é chamada vetor de
substituicio.

Expressio dos Genes Clonados

Os genes eucariolicos transferidos frequentemente nfio se expressan no
novo hospedeiro. Muitos processos estio envolvidos na expressio de um gene.

Para que um gene clonado se expresse em uma célula bacteriana ¢
necessario que cle scja colocado sob o controle de um promotor de £, coll.

Genes de bactérias nfio contém sequéncias intrénicas nem a maquinaria
para a romogdo das mesmas do mRNA procursor. Qualquer gence cucaribtico
contendo introns ndo dard uma molécula de mRMNA funcional cm bactérias, mesmo
sc transcrito cficientomoente. E ncocssario, dosta forma, usar cloncs de ¢DNA doste
tipo de gene para estudos de expressiio génica.

A clonagem formeoe as informagdes basicas que formam o ponio

de inicio para estudos mais sofisticados. Pode ocupar um lugar na manipulagio de



organismos para exploracio pelo homem. Pode oferecer um instrumento adicional
para o melhorista que tenta aumentar a produgio.
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O conirole biologico de insetos ¢ hoje uma prética muito recomendada pelos técnicos

e Engenheiros Agrfnomos como forma de combate a virias pragas que atingem atualmente
10ssa agrclcuuura '

gvido ao fato de utj_rf'n em agrotdxicos, e, portanto, nfio agredindo omeio ambiente,

PR

Varios produt()res tainb £1“[‘ aderirain a essa nova técnica, que tein como um dos maiores
centros de pesquisas na area o Instituto Agrononnr:o de Campinas (JAC).

Seria muito imporam" frizar que o conirole bioldgico ndo visa o exterminio da
e _r_:(_:u-: @amadnra da praga, e sim o seu controle pela utilizagio de um inimigo natural, on

i - Vantagens:

Usma das grandes vantagens de ge utilizar o conirole biolbgico ¢ o fato de nfo se
uiilizar produtos que possam causar aigum iipo de intoxwagao fanto em pessoas gquanio em
animais, sejam eles domésticos ou selvagens.

Ouira vaniagem seria a conservagio da {auna naiuwral da regido, maniendo desia
forma o eguilibrio entre ag Npemes nativas, pois é de conhecimento geral gue os agrotdxicos

fiio acabam somenie com 08 ii‘l[s"ﬁi(m, € sifit Cofi uitos outios ink COTaTies mun‘n fanies da
fauna regional.

II - Métodos:

Os métodos utilizados pelo controle bioldgico podem ser divididos em dots grandes
grupos: o dos predadores microscépicos ¢ dos predadorcs macroscopicos.

-
e
lnauind

.1 - Predadores microscdpicos:

Esse tipo de controle bioldgio requer a uiilizaglio de virus ou baciCrias (csporulanios
ou ndo esporulantes) nocivos a um determinado grupo de insetos que se queira controlar.

11.2 - Predadores macroscopicos:

Neste tipo de controle, é necessario a utilizagdo de um predador do referido inseto
causador da praga, podom sor desde um inscio camnivoro alé um anfibio, uma ave ou um

mamifero adequado.



A classificaglio dos agentes utilizados no controle bioldgico de uima praga &

- OLIGRAFOS;

- OLIGRATOS;

- ESTENOFAGOS;
- MONOFAGOS.

[V - Macropredadores e micropredadores:

o

Os macropredadorss posstuem wina vantagem sobre o8 micropredadores, pois ndo sdo
tdo especificos quanto os micro, podendo, entdo, serem utilizados para o controle de diversos
tipos de pragas, enquanto que os micropredadores, normalments, s6 podem ser utilizados
para o conirole de uma dierminada praga.

o

raga, A. el al - Anais da Sociedade Entomoldgica do Brasil, Jaboticabal, 1990,

Volume 19, fasciculo 02, paginas 253-271.
IIabib, Mohamed E. M. et al - Informe Agropecudrio, Belo Ilorizonte, 19921,
Volume 15, fascicuio 167, paginas 27-32.

Bueno, Vanda H. P. e Berti Fitho, Evenes - Informc Agropccudrio, Bdlo
Horizonte, 1991, Volume 13, fasciculo 167, paginas 41-5

b
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CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS
1. Introducio

Dentre as metodologias de conirole de fitopatogenos, a mais conhecida,
divulgada e utilizada é o controle através de agentes quimicos, cuia utilizagiio continua
resulta, invariavelmente, em altos custos, desequilibrio ecoldgico, surgimento de
resisiéneia dos patbgenos ¢ aglo residual prejudicial nos alimentos € no ambiente.

Visando amenizar esics problemas, algumas aliernalivas vém sendo pesquisadas,
tais como o controle integrado, em que o biocontrole vem assumindo posi¢do destacada,
visando pfhloipahuohm minimizar o impacty dos produtos gquimicves 0o wwossistema ©
garantir a produgfo de alimentos menos poluidos.

Scgundo MALOY (1993), o controle bioldgico do docngas do plantas ¢ uma
empolganie estratégia que fem produzido considerdvel interesse, enfusiasmo, oiimismo ¢
publicagBes por 25 ou mais anos. Desde 1964 a “Annual Review of Phytopathology” tem
publicado pelo menos 22 artigos com controle bioldgico como titulo ou assunto e agora
inchii essa categoria como uma importante seglio dentre seus tdpicos. Existem muitos
arrigos, simposios, conferéncias, compilagoes ¢ Hvros, especialmente com muftiplos

autores sobre esse tépico.
2. Congeito e Principios Gerais

O termo controle bioldgico tem sido usado por fitopatologistas desde os
primérdios dos anos 1900, cmbora nfo cxistisse uma definigdo formal do termo alé corca
de 1963, quando Garret abiiu um simposio estabelecendo um conceito de agente de
conirole biologico. A partir dai, algumas conceitos foram formulados, denfre os quais
predominou o de COOK & BAKER (1983), segundo o qual controle biologico pode ser
definido como a redugio da soma de indculo ou atividades determinantes da doenga
provocada por um ou mals organismos, que ndo o homem. As atividades determinanies

de doengas envolvem crescimento, infectibilidade, viruléncia, agressividade ¢ oulras

o



CONTROLE BIOLOGICO DE DOENGAS

qualidades dos patogenos, ou processos que determinam infecgfio, desenvolvimento de
sintomas e reprodugio. Em controle biolégico doenga € mais do que uma interagdo do
paldgeno com o hospedeiro, ¢ o resullado de um intoragdo cnlrc o hospedeiro, o
patdgenn & nma variedade de n3n patdgenns que iamhém repoticam no gifin de infecgio e
que apresentam potencial para limitar ou aumentar a atividade do paidgeno ou a
resisténcia do hospedeiro.

Bagicamente, o conirole se d4 através de relagdes de antagonismo, onde o agente
de controle pode agir sobre o patégeno através de vérios mecanismos, entre cles:
amensalismo ou aniibiose, compeiigdo, parasitisimo ou simbiose antagbnica e predagdo.

Amensalismo ou anfibiose ¢ a interagdo enfre organismos na qual metabolitos
produridos por um delos tem ofeito danoso sobre o outro, como exemplo, podo sor citada
a produgio de antibidticos. Competigio refere-se a luta entre duas populag@es de nichos
semethantes para obter um recurso indispensével - nutriente, 4gua, luz ou espago - que ne
habitat s¢ encontra em quantidade insuficiente para suprir a demanda biclogica. Os
competidores nio causam prejuizos direlos um ao ouiro no seniido de uma célula se
alimentar de ouira ou pela producio de toxinas ou enzimas inibitdrias; as influéncia
adversas aparecem indiretamente pela luta por necessidades mutuas. Parasitismo ou
stmblose antagonica pode ser definido como a relagio onde um organismo se alimenia de
células, tccidos ou fluidos de outro sor vivo, o hospedeiro, o qual comumenic ¢
prejudicado no processo. Predagio & quando um organisimo, o predador, se alimenta de
um outro, a presa, ¢ normaimente causa sua morte.

E importante salientar que um antagonista nfio age, necessariamente, afravés de
uma fmica interaclo, mas pode agir atravée de vivios mecanismos, gue ¢ uma
caracteristica importante do antagonista.

Doengas de plantas sfo causadas principalmentc por microorganismos, sendo os
fungos € os virus os mais importanics fitopatogenos, com bactérias vindo em ierceiro
plano para a maioria das espécies cultivadas. Do mesmo modo, o controle biologico €
estudado contra todos esses grupos de microrganimos, mas inevitavelmente maior atengdo
e enfoque s3o dados acs fitopatGgencs do grupo dos fungos, devido a sua importineia ¢

sua aparenicimente maior suceptibilidade peraite ao biocontiole.

[ 3]



CONTROLE BIOLOGICO DE DOENGAS

3. Exemplos

Segundo MALOY (1993) sdo agentes de conirole bioldgico disponfveis

comercialmente:

Tabela 1. Agentes de Controle Bio

disponiveis.

16

gico que sfo ou tem sido comercialmente

Organisimo controladoi

Doenga controlada

Viroses
Virus atenuado do mosaico do tomateiro
Virus atcouado da tisicza dos oy
Virus atenuado do enrolamento do mamfo
Daciérias
Agrobacterium radiobacter K84

Pseudomona fluorescens

Streptomyces sp.

Fungos

Trichoderma vivide

-
i
b
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7. hamaium

Fusarium oxvsporum

Peniophora (Phlebia) gi

an
an

F)

Pythium oligandrum

Paecilomyes lilacinus

Mosaico do tomateiro
Tiistosa Jdus cilios

Enrolamento do mamio

“Crown gall”

Doengas fingicas ¢ bacterioses de cereais,
algodio e outras espéeies

Docngas fingicas de frigo, pepimo, cravo ¢
cruciferas

Damping-off, doencas de raiz, podridoes de
caule

Damping-off, doengas de raiz, podriddes de
caule
Damping-oll, doengas de raiz, podriddes de
cauie

Murcha de Fusarium

Podriddo de raiz (coniferas)

Damping-off

Nemaioides
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NEACON (1983) também cita o uso de Peniophora gigantea para controlar
Heterchasidion annosum, um fungo denire ¢s mais importantes patdgenos de coniferas
no hemisfério norte; cita o controle de “crowmm gali” por Agrobacterium radiobacier,
doenga que abrange muitag plantas como cereja, péssemo, magd, rosas, UVa e amora,
caracterizada pela producio de um tumor como galhas nas raizes ou caules ¢
especialmente na copa das plantas; cita o controle do virus do mosaico do tabaco (TMV)
e o virus da tristeza de citros na América do Sul, através do sistema de premunizagio
(cross-proloction), cxplicado por um [endmeno reciproco onde plantas sisicmaticamentc
infectadas por uma esiirpe de virus ndo apreseniario desenvolvimenio de sintomas
quando inoculadas com uma segunda estirpe.

Qubius U,\Gulylurs sdu o wundiulc e fung,u:s L anspnn Laddus o smincilons Jdo Lrigu
com Bacillus subtilis ¢ o isolamento ¢ selecio de microorganismos antagonisias & fungos
fitopatogénicos do grupo das forrugens, ambos trabalhos de dissertagiio para a obtengio
do titulo de Mesire em Agronommia apresentados a Escola Supuwl de Agpicultura “Luiz

de Queiroz”.

4, Discussdo

a) é um método seguro em comparagio ao conirole quimico, normaimenie toxicos ao
ambiente ¢ 20 homem,

b) o microorganismo, uma vez introduzido e adaptado ao ambiente, pode manter as
taxas do patégeno inferiores s taxas prejudiciats;

¢) diminui problemas com resisiéncia do paidgeno a produtos quimicos;

d) o agenie de conirole bioldgico fem menos efeito sobre 08 microorgamsmos nio
alvos, diminuindo, desta forma, problemas no desequilibrio ecoldgico da regido, e

e) o agente de controle biologico pode ser associado a outras formas estratégicas de
controle como o fisico, quimico ¢/ou cultural.

A viabilizagfio do controle bioldgico vai depender de fatores como a utilizagio de

micTooTganismos com boas caraclerisiicas anlagdnicas, méiodos de multiplicagio que



CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS

produzam propigulos de qualidade ¢ em quantidade suficientes e oferecer ao
microorganismo  agente de controle bioldgico, condigbes favorfveis ao  seu

dosenvolvimenlo ¢ compeligdo.
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1-Introducdo:

O RAPD (Ramdom Amplificd Polymorphic DNA) ¢ uma técenica da
Biologia Molecular surgida através de variacbes realizadas na téenica da PCR
{Polvimcrase Chain Reaction) visando diminuir sua cspecificidade. sendo portanto
considerado uma modalidade desta, entretanto ambos sio usados com finalidades

difcrentes, como scréd cxplicado posteriormente.
O RAPD possui um preceito simples, rapido desempenho, requer

i

pequenas quantidades de DNA e ndo envolve radioatividade, sendo portaimio
adaptado para o uso em larga escala, é muito usado para andlise comparativa de
genotipos, racas e espécies com finaiidade de obtengiio de bandas polimoriicas que
funcionem como marcadores, servindo também para estudos de filogema, entre
outros, porém ndo apresenta bons resultados se utilizado para a comparagio de
categorias acima de espécie, isto se deve a provével presenga de alios niveis de
pulituo Gso obtidos yus bpedind a guatifivagiio da taza ds similaidads cuee on
genomas. O RAPD também nfio pode ser utilizado para se fazer andlise de
populacBes porque segrega mendelianamente, sendo impossivel a distingfio dos
heterozigotos.

Para que seja possivel a amplificagdo de fragmentos de DNA in vitro,
alguns ingredientes sdo necessdrios: DNA molde, primers que sdo sequéncias
iniciadoras que se pareiam a sequéneia de bases correspondente na fita molde e sdo
necessarios para que ocorra a extensfio das fitas, enzima (Taq Polimerase), Cloreto
de Magnésio que funciona como um aiivador enzimaiico, dNTP (dATP, dCTP,
dTTP, dGTP) que sfio os deoxinucleotideos que irfio constituir as novas fitas
sinlelizadas, tampéo (ue serve para manier as condigBes ideais a0 DNA deniro da
solugfio. Depois de termos a mistura de todos os componentes citados acima, estes
serdo submetidos a ciclos que conterfio, basicamente trés temperaturas diferentes:
Temperatura de denaturaglo (abertura das fitas), Temperatura de anelamento
Temperatura de Extensiio.

Depois de atingidos todos

i § 08 requisitos acima, ainda cabe lembrar que
a distAngcia entre os pontog de ligagio de um primer e outro deve ger me

¢ nor do que
3000pd, caso conirario o fragmento sera muito grande nfio ocorrendo a amplificagdo

nestas circunstancias.

[¢f]

2-Diferencas entre RAPD e PUR:

As principais mudangas realizadas na téenica da PCR que permitiram o
aparecimento do RAPD sfo relativamente simples ¢ esifio relacionadas aos primers
utilizados com no que diz respeito a nfimero, tamanho ¢ sequéncia de bases, ¢

também h4 uma varia¢do na temperatura de aneiamento utilzada nestas técnicas.
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A func¢io da PCR § basicamente, "procurar" uma determinada
sequéncia de DNA conhecida deniro do genoma de um organismo qualquer, esia

sequéneia geralmente ¢ corresponde a um determinado gene. Para isso, ¢ usado um
par de primers, um deles deveré se ligar a uma das extr emldacies 5" do gene e o outro
dove sc ligar a cxtromidade 5' oposta. localizada na outra fita. Para quc 1880 ocoiva. a
seauéncia a ser amnhhcada cleve ser conhecida e o primer construido de acordo com

icia. Para diminuir a prwahmuadc dc haver um parcamento de prinicrs
1e nio aquel es de J:} ados, o niimero de bases destes deve ser alto, em
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torno de 30 pb e a temperat
no RAPD, variando enire 45°C a 65°C para que haja tempo de se estabelecer uma
ligagdo bem especifica entre os primes e a sequéncia a ser amplificada no genoma se

wa de anelamento deve ser maior do que aquela utilizada

esta estiver presente.

No caso do RAPD, o objetivo é de se obter a amplificagio de
fragmentos aleatorios que possam mosirar a presenga de polimorfismo enire um
genoma e oulro, para isso se faz necessario o uso de apenas um primer e nao de um
par de primers como na PCR, este primer ndo precisa ier sua sequéncia conhecida,
pode ser escolhido aleatoriamente ¢ niio precisa ser muito longo, geralmente possui
cerca de 10 pb, entretanto, no caso da utilizagdo do RAPD para a ampliticagio de
genomas de plaiitas, pelo menos 50 a 60% das bases componentes do primer devem
ser G e C. Esta composigio, assim como o tamanho mais reduzido do primer, visa
aumentar as probabilidades de se enconirar no DNA molde sequéncias homologas a
ele. Teoricamente, o nimero de fragmentos gerados através de RAPD ¢ depﬁpde:"te
do tamanho do primer, do comprimento do DNA aivo ¢ baseado na probabilidade de
ocorréncia de sequéneias homologas ac primer no genoma, sobre a fita oposts, sm
uma orientagdo oposta deniro de uma distincia que permita uma boa amplificagdo
(aproximadamente 3000 pb).

Para a maioria das plantas, primers de 9 a 10 nucleotideos geram, em
média, de 2 a 10 produtos de amplificagio.

Os ciclos de RAPD, geralmente apresentam as seguintes temperaturas:
temperatura de denaturagio ~ 92°C, temperatura de anelamento ~ 35 - 40°C e
lemperatura de exiensio de = 72°C, portanto como podemos observar, a temperalura
de anelamento utilizada em RAPD & menor do que aquela usada em PCR, isso
permile que o pareamenio ocorra mais rapidamenie, diminuindo a especificidade da
PCR ¢ causando um erro padronizado, ou seja, que tenderd a se repetir 2 uma mesma
temperaiura, porianto, se a iemperalura de anelamenio sofrer variagbes o erro”
também ag sofrerd.

Os resultados das amplificacBes sio observados através de eletrotorese.
No caso dos estudos de filogenia, sio montadas matrizes em relagio as bandas
observadas permitindo a andlise da similaridade entre os materiais amplificados.
Esses resultados sdo colocados em programas especificos de computador que
apresentarfio como um dendograma que facilitara esta visuali Lag‘é

v d



O RAPD tamhém pode ser muito 0itil se usado em coniunto com
programas de meihoramento genético para facilitar a identificagio de determinadas
caracteristicas dc intcressc como por cxemple cm programas de retrocruzamento,
uma vez que estas caracteristicas ja tenham sido mapeadas. Podemos citar como
cxcinplo um programa de melhoramento visando obter plantas de algoddo com um
maior teor de 6leo nas sementes. Sem o uso do RAPD, as plantas com as
caracteristicas descjadas 86 poderiam scr identificadas apos a produgdo de scmontos,
além de haver a necessidade de se coletar essas sementes para se fazer uma posterior
analise do seu ieor de dleo, emiretaito, com a associagio deste iipo de programa ao
RAPD, esta caracteristica pode ser identificada assim que a planta for gerada,
proporcionando uma grande economia de tempo.

3-Bibliograifia:
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METODOS DE TRANSFORMACAQ

introducio

‘I'ransformar ¢ dar nova forma, feigio ou carater: mudar, modificar um
vegetal, animal ou microrganismo.
Principios gerais: a 16601111;111&%0 genética qm, consegue wtroduzir na
célula DNA estranho a espécie, implica no sucesso de 4 operagBes sucessivas:
e & preciso romper, depois ligar estre si, duas maleculas de DNA de origens
bem diferentes;
e ¢ preciso encontrar um tiransportador gendtico conveniente, capaz de
replicar-se e replicar o segmento de DNA estranho que lhe fo1 acrescido;
¢ a molécula de DNA composta deve ser introduzida numa céiuia em perfeito
funcionamento;
¢ absolutamente necesséric possuir um método de selegfio que permita
isolar, dentre uma enorme populacio de células banais, um clone de células
recepioras contendo DNA hibndo.

L]
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Historico:

A sinfese “in vitro” de moléculas de DNA biolégicamente ativas, cuja
informagfo genética provinha de duas linhagens diferentes, foi realizada pela
primeira vez, por A .Chang e §. Cohen em 1973,

Transformagdo via Agrobacierivm tume/aciens:

Agrobacterium tumefaciens ¢ uma bactéria que ocorre naturalmente no
solo e é responsavel por tumores nos vegetais superiores. SO ocorre em
dicotiledoneas pois esias quando sofrem algum iipo de ferimenio, seja por
picada de insetos ou qualquer outro motivo, liberam substincias que véo
estimular a bactéria.

Esta bactéria possui um plasmideo com a regido Ti, responsavel pela
agdo oncogénica da bactéria e produgdo de opinas. Quando estimulada rompe
a parede da célula vegetal, através de enzimas, e tranfere para dentro desta
célula a regido Ti do seu plasmideo que é incorporado ao DNA da célula
vegetal.

A planta por sua vez, passa a produzir opinas da qual a bactéria 14 se
alimentar.

o]



Este processo ocorre naturalmente, mas observado esse fenomeno,
passou-se a colocar na regido Ti do plasmieo da Agrobacterium tumefaciens,
genes de inferesse agronomico, por exemplo resisiéncia a herbicidas, obiendo-

se portanto plantas trasnformadas resistente & hebicidas.

Um oxemplo dossa aplivagdo ¢ o tomato da juventude, desonvolvide pola
Calgene Inc, que traz a irresistivel qualidade de vencer o talvez maior obstaculo
da natureza que ¢ o envelhecimento. Uma complexa investigagio desenvolvida
nor engenheiros genéticos identificou e isolou o gene que provoca o
envelhecimento, e conseqﬁentemente podriddo, do tomate. A descoberta
desencadeou uma outra ainda mais fantdstica: a reprodugfio do gonc que
passou a agir “ao contrdrio”e, consequentemente, prolongar o tempo de vida
util do tomate. No mercado, o impacto comega a ser explosivo. (Js tomates
comuns simplesmente ndo conseguem competir em cor, sabor, tamanho e
durabilidade e ainda o tomate da juventude tambeém pode custar menos.

Fuo wtapas de pua vbtengdo sdo:

O gene PG (polygalaturonase) que provoca o amadurecimento do toimate, é
isolado e copiado;

2. A seqiifncia do gene PG é revertida de forma que ele passa a atuar de iras

para frenie ( 0 que os cientistas chamam de orieniagdo anti-seniido),

O gene PG rovertido ¢ instalado numa das agrobactérias que infestam as

plantas e sfio comumente us '1daq por engenheiros genéticos para obter genes

modificados;

4. A agrobactéria ¢ colocada num prato especialmente preparado com pedagos
de folhas cortadas de um tomateiro. As extremidades das folhas entfo
absorvem a agrobactéria e o gene anii-sentido nela instalado;

. O gene anti-sentido sc torna partc do material genético das células do

tomateiro,

As folhas cortadas contendo o gene PG se regeneram e germinam;

. Microplantas com raizes sdo entdo transplantiadas para o solo e crescem até
s¢ transformarcem c¢m fomatceiros;

8. As sementes desses tomateiros sfo entfo colhidas, nas estufas preparadas
paia estas plantas genc‘ﬁual iente alteradas, e plantadas em campos abertos
para gerarem ainda maior volume de sementes;

9. No tomate criadp pela engenharia genética, a produgfo natural da enzima
causadora do amadurecimenio é neiralizado pela agéo oposia do gene PG
anti-sentido. Isto da ao tomate (agora pronto para ser buﬂ“ﬁ)i“m&hé&dﬁ) uma
vida mais prolongada nas prateleiras e, portanto, mais tempo para ser
amadurecido amda no pé o que lhe confere mais sabor e tamanho.
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Transformaciio em bactérias:

a) Descoberta:
O fenomeno foi observado pela primeira vez por griffith

b) Principio transformante:
O DNA s6 ¢ absorvido cfizcamentc pelas bactérias sc os fragmentos
utilizados tiverem um peso molecular superior a 10° daltons.

¢) A competéncia:

Uma célula bacteriana, apra ser transformada, deve estar em estado de
competéneia. A competéncia pode ser definida como a aptiddo em absorver
fragmentos de DNA livre.

A tranformagfo em geral ¢ realizada num meio salino, com uma fonte de
energia. N#o é necessario que as células recepioras estejam em crescimento.

O nlmero de baciérias transformadas depende da concentragfo utilizada
em DNA.

O namero de sitios de fixagdo depende da espécie bacteriana.

d) Mecanismo de transformagfio

A tranformagfo corresponde 2 mtegragzs’ia do DNA transformante no

gendioro bacteriano com substitui¢do ao DNA normal.
e) Possibilhidade de aplicacfio da transformagfo:

As tranformagbes permitiram estudos genéiicos compietos para uma
poqueno  ndGmero  do  cospéeics  como  Bacillus  subiilis. Mas  cssas
transformagdes, até o momento, s6 foram obfidas para algumas espécies
(pouco mais de 20). Algumas delas tém um interesse agronomlcn (Rhizobium)
ou indusirial (Baciilum subiilis).

As possibilidades de utilizagfo dcsse método para o melhoramento
genético das linhagens com interesse econdmico so limitadas.

¥ uma situagfo que ja foi reconhecida: os mecanismos genéticos ¢ as
técnicas de estudo descritas pelos geneticistas fundamentalistas nem sempre
sdo facilmente aplicAveis as espéeies utilizadas pela industria ou agricultura.
Também a obtengdo de uma céiula transformada exige que se disponha de

uina sclegfo para o carater pesquisado.



Animais transeénicos:

A terapia de gene ¢ uma corregdo de im eiro do metabolismo pela
insergfo dentro do organismo de um gene normal. Ndo muito distante sera

possivel a cura de algumas docongas humanas da mosma mancira. No

momenio, ha uma série de questdes éticas.

Em animais algumas técnicas poderiam ser desenvolvidas dentro de um
sofisticado programa de methoramento animal para:
- introduzir novas caracteristicas nfio dlspmnvezs antes;
- ou para introduzir caracteristicas ja existentes mais rapidamente que o
melhoramento convencional.

Humanos transgénicos ndo serdo possiveis no futuro préoximo devido a 3

razOes basicas:
- primeiro, a téenica da microinjegfio tem uma alta taxa de falha;

- segundo, a microinjecdo pode produzir efeitos de delegdo porque ndo ha
controle de onde ¢ injetado;
- finalmente, hé a questdo das limitadas vantagens. Maioria dos desarranjos
aiiéticos sérios resultam em morte antes da puberdade ou infertilidade em
omozigotos.

=T 00

Transformacgio em vegetais:
Os genes que deveriam ser selecionados para transformagdo com o
objetivo de aumentar a produtividade agricola das culturas deveriam ser
1) genes conferindo pré-imunizagio contra doengas virais;
2) genes conferindo resisténcia a ataque de insetos e infecgfio por fungo; e
3) genes conferindo resisténcia a herbicidas.
Dentre o crescente niimero de genes de plantas clonados e caracterizado
nos tltimos anos esse trés tipos de genes tém recebido um nteresse particular.
A transformagdo genética ¢ agora rolineiramente oblida com uma
crescente escala de plantas economicamente importantes incluindo o tomate,
batata, algoddo, alfafa, colza, trevo branco. Recentemente, espécies florestais

s B

tém sido transformadas com sucesso.

Apesar do progresso, algumas limitagdes ainda existem com a
transformagéio e regeneragdo de soja e, principalmente, os cereais. O maior
obstaculo para. transformacdo de cereais é provavelmente a regeneragdo da

e e -

planta cm que o gene foi tranferido.
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Dentro de mais algumas safras Americanos ¢ FEuropeus estarfio
plantando e colhendo:
- batatas de polpa mais densa;
- milho imune ao atagque de insetos;
- tomates do amadurccimento retardado;

- s0ja resistente a herbicidas.

Na ESALQ. vem sendo pesquisado pelo professor doutor Marcio de
Castro Silva Filho o controle de insetos através da produgfo de plantas
transgénicas expressando inibidores de proteases.

Os danos causados pelo ataque de insetos as culturas de interesse
agrénomico tém causado enormes perdas e prejuizos aos agiicuitores. Métodos
guimicos de controle sfo comumente ultilizados, encarecendo os custos de
produgdo além de apresentarem frequentes problemas de intoxicagdo aos
aplicadores, eleilo residual em  alimenios ¢ conlaminagdo das 4guas
subterrineas entre outros.

Até recentemente, as tentativas de se melhorar geneticamente as plantas
visando obter maieriais resistentes a insetos lumitava-se a busca de
germoplasma resistente dentro de espécies sexualmente compativeis. O
desenvolvimento de técnicas modernas de engenharia genética permitin o
acesso a germoplasmas até enifio indisponiveis, uma vez que qualquer gene
pode scr isolado ¢ modificado para cxpressar-s¢ adcquadamentc numa
determinada planta. Além disso, técnicas de transformagfio de plantas
tornaram-se disponiveis abrindo novos horizontes na obtengdo de planias
geneticamente melhoradas.

Os insetos usam uma grande variedade de proteases infestinais
necessarias a hidrolise das proteinas ingeridas, sendo a maior parte destas
enzimas semelhante as tripsinas. O conhecimento do mecanismo de digestdo
das proteinas pelas proteases de insetos permite o desenvolvimento de
estratégias visando interferir no processo digestivo e consequentemente, a
oblengdo de plantas tolerantes/resistentes a inselos. A parlir do estudo das
plantas cultivadas, observou-se que algumas delas, por exemplo a soja,
apresentavam proteinas que inibiam a agfo das proteases intestinais de insetos,
sendo chamados de inibidores de proteases. Ao alimentarem-se destas planias,
os insetos ingerem quantidades significativas de inibidores de suas proteases
intestinais. Consequentemente, observa-se uma inibigdo do crescimento
provocado pela ma nuiricdo, podendo causar a morte do inseio. Uma vez

P 4 .

identificado os genes que codificam cstes inibidores, torna-sc possivel a



introdugfio destes genes em diferentes plantas cultivadas. Desta forma, estd
sendo iniciado um projeto de pesquisa envolvendo os Deparmentos de Genética
e Entomologia da ESALQ com a co-participagdo de pesquisadores canadenses,
no sentido de utilizar os inibidores de proteases no desenvolvimento de plantas

tolorantcs a insctos.
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FOTOSSINTESE

1} INTRODUCAD

A Totossintese ¢ o processo de conversfo de energia luminosa em energia
quimica, em que o vegetal sintetiza substancias orgénicas a partir da agua, didxido

de carbong e juz

12 HO + 6 CO: uz G Hp O +6HO+6 0,

cloroiila

G 6rgdo da planta adaptado para a folossintese € a folha.

As celulas dos parénguimas clorofilianos das folhas sdo ricas em
cloroplastos. Os cloroplastos sfo as organelas em cujo interior ocorre a
transformacio de energia luminosa em quimica. Dentro dos cloroplastos estéo os
compostos responsavels pela absorcdo de energia radiante:

- clorofila Ae B
~ carotendides
- ficobilinas

Fssa energia luminosa captada principalmente pela clorofila ¢ que e
transformada em quimica, a qual & ufilizada para sintese da glicose. As células se
utilizam da glicose para produzir energia através da respiragdo celular ou para
sintese dos aminodcidos e gorduras.

A glicose | assim que € formada no cloroplaste se transforma em amido que
fica estocado no estroma.

A medida gue a célula necessita |, esse amido € transformado em glicose.



2} CLOROPLASTOS

Os cloroplastos tém origem a partir do desenvolvimento de pequenas
estruturas esféricas chamadas pré-plastos | as quais [8ém capacidade de
autoduplicacéo.

A capacidade de auloduplicagdo dos plasios deve estar, como nas
mitocdndrias, associada ao fato delas possuirem DNA e um sistema de sintese que
lhes possibilita fabricar parte das suas proteinas.

Acredita-se que os plastos tenham se originado de seres procariontes
primitivos que faziam fotossintese. Eles teriam colonizado as celulas de outros
seres eucariontes ( ancestrais de algas e plantas ), passando a viver dentro deles.

Os proplastos se desenvolvem em cloroplastos ou em  leucoplasios
dependendo se estiverem no escuro ou RAo.

A presenca de uz € fundamental para que se forme a cicamf‘ la e para as
membranas internas do plasto se organizem,

Os cloroplastos se apresentam de forma  elipsoidal com 3 a 5 p(micra) de

comprimento por 2 p (micra) de espessura e variam de 20 a 100 por célula { um

nas algas ).

Uma membrana dupla isola a organela do citoplasma. Inclusa numa mairiz,
denominada estroma, estio corpos em forma de discos - tilacdides dispostos em
camadas chamadas granas.

Unindo as pithas (granas) existem as membranas infergrana.

E nos tilacdides que se localizam as moléculas de clorofila.

(S



C} Absorcao de Luz pelos Pigmentos

A regifio do espectro de radiacdo solar, que pode ser absorvida pelas
plantas para a realizacfo da fotossiniese, concentra-se entre 400 e 700 NM
aproximadamente que @ a regiao do visivel.

Exames mostram picos de absorc8o de luz pelas clorofilas nas regides do
azul - violeta ( 430 - 453 NM ) e do vermelho ( 643 - 660 NM ). Mas , existe
também fotossintese em comprimentos de onda que ndo s@o absorvidos pela
clorofila ( 500 - 600 NM ) .

Isso se explica |, pois |, os pigmentos acessdrios { carolendides e ficobilinas)
absorvem essa luz e transferem energia para a molécula de clorofila .

% de absor¢ao

clorofila A

{

400 500 600 700
comprimento de onda em nandmetro

*** (g picos de absorcio da clorofila B se aprovimam mais da regido do
verde.

=4 clorofila ndo absorve luz  na regifio do verde fazendo com que a
radiacdo passe para as folhas mais ababw da copa.

*** B por isso que nas umbréfilas ha mais clorofila B.



A radiaclo luminosa € transportada com pacote de energia - folons

E = hv = _he
\p 2
freqliéncia

Para gue essa energia luminosa possa ativar o sistema folossintélico ela
deve provocar uma excitacén maolecular.

Quando a energia radiante alinge os elétrons da molécula de clorofila |, estes
sdo deslocados para um nivel energético maior e guando voltam perdem energia na

forima de fluorescéncia.

3HUNIDADES FOTOSSINTETICAS

Estudos em concentracéio de oxigénio liberado por algas indicaram que a
cooperacio de um minimo de 2.500 moléculas de clorofila  eram necessarias para
gue ocorresse a liberacdo de uma molecula de oXigénio

Por outro lado, a quantidade de radiacio requerida para a producio de uma
molécula de oxigénio Toi calculada como 10 fotons.,

A unidade folossintélica representa ¢ nimero minimo de moléculas de
cloroiila envolvidas na absorgéo de um Tolon , ou seja, 2.500 = 250 moléculas.
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Na unidade Totossintética , os folons incidentes s@o transferidos de molécula
para molécula , ocorrendo uma concantragdo de energia em um Gnico pigmento que
& chamado de aprisionador,

As demals clorofilas funcioham como antena gue capta radiacao e transiere
suas energias para um tnico ponio focal



O excesso de energia absorvida pela unidade fotossintélica pode provocar
uma foto - oxidacio da clorofila, processo esse que € impedido pela presenca dos
carptendides. '

4) SISTEMAS FOTOSSINTETICOS

Existem dois sistemas de pigmenios:

Fotossistema | e Fotossitema Il | sendo que a diferenca & que o
fotossistema | contéem mais clorofila A gue B gquando comparado com
fotossisiema 1.

5) ETAPAS DA FOTOSSINTESE

Todas as reacbes envolidas na fransformacdo de energia luminosa em
energia quimica | da fixacdo e reducdno do CO, e sintese de amido estdo
lncalizadas no estroma dos cloroplastos.

A sintese da sacarose ocorre ho citoplasma das células.

Energia luminosa - energia quimica que aparece nas formas de agente
reduter { NADPH ) e ATP ¢ ulilizada pelas plantas para reduzir o COy a
carboidratos .

1) ETARPA FOTOQUIMICA OU LUMINOSA

- absorcéo de luz pelas clorofilas

- transformacéo de energia luminosa em energia quimica |, que leva a
formacdo de dois compostos energélicos | ATP e NADPH, .

O ATP & formado por uma base nitrogenada chamada adenina , um
aclOcar ( pentose ) chamado ribose e rés grupos fosfatados (onde se encontra a
energia) .

[P



A sintese de ATP ocorre g parilr de ADP & Fosfato. Esse processo absorve
ehergia luminosa captada pelas moléculas de clorofila.

O processo chama-se folofosforilacio:

ADP+ P luz - ATP

clarofila

a) Fosforilacado ciclica

Ocorre em organismos que apresentam apenas fotossistema | | como € o
caso das baciérias.

Neste processo |, a clorofila A absorve Totons de luz provocando a excitacdo
de seus eletrons e aumentando seu nivel energetico. Os elétrons excitados saltam
para fora da molecula de clorofila e comecam a passar pelos transporiadores de
elétrons. Os transportadores mais importantes so | Ferrodoxina & Citocromo.

Ao passar pelos transportadores, os elétrons excitados perdem energia.
Essa energia liberada pelos elétrons ¢ ulilizada na reagdo do ADP com o Fosfato
para formar o ATP |

Nesta passagem pelos transportadores | os slélrons perdem energia e
visltam ao potencial energético normal |, refornando & molécula de clorofila A.

E’ por isso que & chamada de ciclica.

luz ADP + P
C”\
/ ferrodoxma
clorofila A energia
~— ATP
citocromo ADP + P

@) l

6 - energia
oA

Fig. 51 — Fotofosforilagdo ciclica

&



D) Fosforilacdo Aciclica

Nesse processo ocorre a participacdo da clorofila A e da Clorofila B.

A clorofila B absorve luz | seus elétrons ficam excitados e saltam para fora
da molécula de clorofila | passando pelos fransportadores ( plastoguinona |
citrocromo) até chegar na clorofila A. Ao passar pelos transportadores | perdem
energia e ocorre a sinfese de ATP.

A clorofila A perde esses elélrons para a Ferrodoxina |, que por sua vez |, 0s
transfere para o NADP.

Como vimos |, os elétrons que sairam da clorofila B ndo mais retornam a
esse composto, € por isso que ela é aciclica. Portanto, alguma substancia deve
doar eléirons para a clorofila B. Essa substéncia € a agua.

Ao mesmo tempo que estd ocorrendo a fosforilag@io aciclica, ocorre fambém
a fotdlise da agua, no qual as moléculas de Agua | por aclo da uz | sofrem
ionizacdo quebrando-se em jons H e OH-

Os ions H+ sfo recebidos pela NADP. Esse composto é capaz de receber
dois elétrons e dois prétons | formando assim, o NADPH, .

Os grupos hidroxilas { OH- )}  pedem elétrons que serin imediatamente
recebidos pela clorofiia B .

Ao perder elétrons | as hidroilas transformam-se em grupos OH | que sdo
instaveis. Quatro grupos OH reunem-se para formar agua e liberar oxigénio, Este é
o a¥igénio liberado pelas plantas na atmosfera.

IIH!!HI——’:2@'**"&&@!;;::**“"IIHH!I

+

AN

2H;0

ZH

N #

20H-—>2[0OH] > H,0+1/20,

_ 2 (&)
clorofila a|e— 2 - 4— 2 4—A— 2 @4—-‘ clorofila bl
Pt o M
] energla
luz / \ luz
(2 totons) {2 fotons)
ATP

ANDP 4 P




" Fluxo de elétrons

Na reacfio da fotossintese |, a energia absorvida pelos pigmentos e
transferida para outros compostos através do transporie eletronico .

Messas condicfies | a substancia doadora de eléfrons, o pigmento |, ioma-se
oxidada & o composto receptor de elétrons se reduz.

Tornar-se caracterizada uma reacdo de Ouido-reducdio, reacfo esta gue
ocorre gracas ao diferencial de potencial de oxido-reduco dos composios
envolvidos.

2) ETAPA ESCURA , QUIMICA OU ENZIMATICA

- Utilizac8o dos produtos da fase luminosa { ATP e NADPH2)
- Absorcéo de COZ
- Fixacéo do COZ
- Reducdo do CO2 e conseqlente Tormacdo do Carboidrate ou Aglcar:
GOy + 2NADPH 3 (CH20Y+ Hy O + 2 NADP
ATP ADP+P

Nesta fase, o desdobramento do ATP em ADP+P Tfornece a energia que
sera utilizada para a sintese do aglicar.

Areducio do CO, se da por uma série de reaces que recebem o nome de
Ciclo das Pentoses ou Ciclo de Calvin:

1 - Carboyilacéo

Essa fase comega com um acicar {pentose) chamado ribulose 1.5
bisfosfaio - aceptor do COy

Esse aclcar reage com o CO, | formando um composio instavel de 6
carbonos  gque imediatamente se rompe para formar 2 moléculas de &cido- 3 -
Tostoglicérico.



2 - Fostorilac@o e reducéo

A Tfosforifacdo do acide - 3 - fosfoglicerico pela enzima acido - 3 -

fosfoglicérico guinase produz Acido 1,3 bisfoglicérico ( consumo de ATP ).
O acido 1,3 bisfoglicérico € reduzido pelo NADPHZ a gliceraldeide - 3 -

fosfato, Essa reacln & catalisada pela enzima MADP - gliceraldeido - 3 - Tosfato

desidrogenase.

Finalmente | o aldeido fosfoglicérico pode seguir dois caminhos:

- formar a glicose
- regenerar a ribulose 1,5 bisfosfato

ATP  monofosfato NADPH,

NADP
glicose < frutose < triose fosfato

(6C) (3C)

ribulose
ADP difosfato + CO,
(5C) \‘composto
instavel
(6C)
ribulose

(6C) acido fosfoglicérico

ADP +P
(6C) difosfato  (aldeido fosfoglicérico)

Fig. 53 — Esquema do ciclo de Calvin

A fivacao do CO» em ribulose 1,5 hisfosTalo formande 2 moleculas de

acido 3 fosfoglicérico é uma reacdo calalisada pela enzima

fibulose 1.5

bisfosfato carboxilase/ oxigenase tambem conhecida como RUBISCO.

A atividade da Rubisco & regulada pela :
- Ativacin pelo CO, e MG
- PH do cloroplasto ( PH dtimo = 8 )



€} FOTORESPIRACAD

E' o processo de liberacio de gas carbdnico com maior intensidade na uz
do que no escure; B importanie lembrar que a respiracas ocorre fanto na juz
quanto no escuro.

A diferenca entre a respiraco |, e que neste caso também ocorre a
fiberacio de gas carbidnico ( CO» ) mas , nephuma energia € colocada a
disposicio da célula.

Outra diferenca é que a folorrespiracdo € aumentada com a concentraco
do oxigénio no meio | a parlir de 1-2% , enguanto que a respiracdo satura quando
0 Oy alinge aproimadamente 2%.

A fotorrespiracdo  resulta  da  habilidade da  Rubisco  catalisar
competitivamente fambém a fixacdo de Oy na Ribulose 1,5 bisfosfaio.

Em condicBes normais ( 0,03% CO, ; 21% O, ) a Rubisco apresenta duas
atividades: a Carboxilase e Oxigenase ( 70% © 30% ).

Agora, o produto ndo serd mais duas moléculas de Acido - 3 -
Fosfoglicérico, mas sim |, uma molécula de Acido - 3 - Fosfoglicérico e uma
molécula de Acido - 2 - Fosfoglicdlico.

O Acido fosfoglicdlico é transformado em acide glicdlico { reaclo catalisada
pela fosfatase ).

Mos peroxissomos | o acido glicdlico e oxidado a acido glioxilico & em
sequida € produzida a glicina. A glicina é transferida para a mitocdndria onde 2
produzida a serina:

2 glicina = 1 serina + COy

A serina volia ao peroxissoma |, @ transformada em  acido glicérico que vai
para o cloroplaste, Em seguida , ocorre a produgdo de Acido fosfoglicérico que é
incorporado an Ciclo de Calvin .
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7V PEANTAS C3 £ €4
Ambas apresentam o processo de fotorrespiracdc ( com infensidade
diferente), mas a C4 tem capacidade de capturar o CO; no seu caminho em

diregiino a atmosfera externa pela reacdo da pep-carboxiase que tem grande
afinidade com o CO, . Assim elas ndo perdem o CO;.

Nas plantas C4 | a fixacio do CO, ndo & catalisada pela Rubisco , mas sim
pela pep-carboxilase.

Nem o acido - 3 - fosfoglicérico & o primeiro produta a  ser formado, mas
sim o oxalacetato que se transforma em aspartato ou malato. O substrato para a

fixacBo do CO; ndo ¢ a ribulose 1,5 bisfosfato mas sim |, fosfoencipiruvato.

Tabela 1 - Caracteristicas diferenciais entre plantas com fotossintese “Ci"e “Ca™ (*)

PARAMETRO FOTOSSINTESE “Cs~ FOTOSSINTESE “C4”
Fotorrespiragao Presente. 25-30% do valor |Presente;, nd@o mensuravel
da fotossintese pelos métodos de trocas de
gas com o0 ambiente )
Primeiro produto estavel Acido 3-fosfoglicérico Acido oxaloacético
Ponto de compensagao Alto: 50-150 ppm CO2 Baixo: 0-10 ppm COz
Anatomia foliar Auxéncia da bainha | Diferencia¢do de células de
vascular. quando presente|mesofilo e bainha vascular
ndo contem cloroplastos contendo cloroplastos
(existem algumas excegdes
Enzima primaria de | RuDP-carboxilase (Km ~ |PEP-carboxilase (Km
carboxilagdo 20uM CO2) ~5uMCQOz2)
Efeito do oxigénio (21%)]Inibigao Sem efeito
sobre a fotossintese
Relagio COz: ATP:NADPH |1:3:2 1:5:2
Fotossintese versus | Satura em ~1/3 da luz solar|N&do atinge a saturagdo com
intensidade de luz maxima aumento  da  intensidade
luminosa
Temperatura oOtima para a|~25°C ~35°C
fotossintese
Taxa de fotossintese liquida|15-35 mg COzdm-"h" 40-80 mg CO2dm-"h"
em condi¢des de saturagio de
luz
Consumo de H20 paral450-1.000g H20/g peso}250-350g H20/g peso seco(a)
producdo de matéria seca seco
Conteudo de N na folha para|6,5-7,5% peso seco 3,0-4,5% peso seco (a)
atingir fotossintese maxima

(*) Em folhas completamente diferenciadas.




- O processo de fixacio

Inicia-se com a fixacio de CO, no fosToenclpiruvate Tormando oxalacetaio
que @ convertido a malato ou aspartato.

Essa fixacldo @ catalisada pela enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (pep-
carboxilase ). 1sso ocorre nas células do mesofilo.

Tanto o malato guanto o aspartaio sfo translocados para as células da
bainha .

O malato @ descarboxilado originando o piruvato que retorna as celulas do
mesdfilo - e fosforilado | regenerando o fosfoenolpiruvato.

O aspartato @ converdido a oxalacetato gue € descarboxilado formando o
fasToenolpiruvato ou é convertido a malato que sofre descarboxilaclo | originando o
piruvato |

Tanto o fosfoenolpiruvate quanto o piruvato sia transminados para formar a
alanina que origina piruvalo - fosfoenolpiruvato — que inicia o processo de
fixacdo.

B} METABOLISIMO DAS CRASSULACEAS { PLANTAS CAM)

- Adaptacio ao “siress” de agua

- Aumento do PH no periodo notumo  devide ao acumulo de malato no

vaciolo

As

se abrem

lantas CAM fecham os estimatos durante o dia . A noite | os estimatos

")

&P

permitem a entrada de CO, que & fixado pela pep-carboyilase.
O oxalaceiato produzide |, é transformado em malato pela NADH -
malatodesidrogenase e s acumula,



Na luminacio, o malato é descarboxilado { dcido malico NADP ) sendo que o
piruvato formado reage com o ATP e libera CO; que é captado pela pep-
carboxilase e | pela operagdo do Ciclo de Calvin | resulta na producéo de amido.

Oia - Cloroplasto

MNoite -~ Citoplasma
Em dtimas condictes |, as plantas CAM  se comportam como as plantas C3, ou
seja , 0 CO» & fixado durante o dia pelo Ciclo de Calvin.

e

9} FATORES QUE INFLUENCIAM A FOTOSSINTESE

A fotossintese é influenciada por fatores internos, como o grau de abertura
dos estomatos e quantidade de clorofila, e também por fatores externcs como luz,
concentracdo de didxido de carbono e temperatura.

Ay LUZ

A Taixa de luz visivel (400-700nm) € que € de interesse para a folossintese,
sendoe gue o maximo de absorcdo ocorre nas radiaciies azul e vermelha e que a
minima absorcio acorre nas radiacdes verde e amarela.

Outro aspecto importante € o ponto de compensacio fatico.

O ponto de compensacfio fétice € a intensidade luminosa em que a razéo de
futasintese @ igual 4 razdo de respiracéo,ou seja, toda glicose e oxigénio produzida
na fotossintese @ consumido na respiracéo, assim coma tode dioxido de carbono
produzido na respiragéo é utilizado na fotossintese.

Quando a intensidade luminosa esta acima do ponto de compensacao folico,
a taxa de fotossintese € maior que a de respiracfio, havendo portanto um
crescimento da plania.

O ponto de compensacio fotico varia de acordo com a espécie. As especies
com baixo ponto recebemn o nome de plantas umbrdfilas, & as com alto ponto de
helidfilas.
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B)CO2

Com o aumento da concentracBo de didxido de carbone na almosiera, a
tendéncia da taxa de fotossintese & também aumentar. Depois de um certfo fempo,
essa taxa se mantém constante, até que comeca a diminuir guando a concentracéo

de digxido de carbono alinge niveis de toxidez.

CYTEMPERATURA

Uma vez que acima de 57°C as enzimas sao desnaturadas, e perfeitamente
compreensivel que a altas temperaturas, a taxa de fotossintese diminua
consideravelmente.

A temperatura otima para a realizacio da fotossintese ¢ 30-38°C.

De 0-40°C, a cada 10°C, as reacles fotossintéticas dobram de velocidade,
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As plantas ,de maneira geral acumulam amido como carboidrato de
reserva, embora possam a.cumui r sacarose, frutose e glicose.Para que estes
compostos possam ser metabolizados pela via glicolitica ou pela via pentose
fosfato, ambas vias degradativas da glicose, primeiramente devem ser
fostorilados.

A via peniose fostato fora percebida em tecidos que tiilham a

capacidade de degradar a glicosc mesmo na presenga de inibidores classic
da glicolise como 1odoacetato e ﬂl. eto.F uma via multifuncional, que ocorre
principaimente nos tecidos onde ha si ntese de acidos graxos a partir de Aceti
¢QOenzima A que requerem poder re de NADPH, que é produto
desta via.Em tecidos vegetais jovens a via glicolitica é mais intensa, a medida

que o tecido vai se tornando maduro a via da pentose fosfato se intensifica
para propiciar a deposigdo de lignina e demais composios.

A
GUicr na f(u ina

A via glicolftica, ou sejn a sequéncia de reagOes da glicolize fof
elucidada na década de 40 utilizando-se a levedura, como ja 101 mencionado
ani'“‘"”"‘ eiile 0 primeiro passo seria a f[osforilagdo do aghcar, porém se cle

CD

stiver na forma de amido a incorporagio do fosfato se da através da enzima
fo sf___l se que utiliza apenas o fosfato inorginico (pnrtanm o rendimento
energético da célula é maior quando degrada amido ou glicogémio do que
quando degrada a glicose). A Eﬂzcome ¢ um Processo que  ocore
predominantemente no citoplasma celular de tecidos onde houver demanda de
energia (ATP).

Quando a (:icwad““aa OCOrre na austnceia de oxigénio ¢ ¢ cictuada por
microorganismo é denominada de fermentacio Quando na presenga na
oxigénio degradando o carboidrato aié acido laiico é usuaimente chamada de
glicdlise.(Ver sequéncia de reagdes)

g ica a glicolise e a fermentagfio s#o utilizadas para a produgio de

alcool, produgdo de acido iatico para fins de conselvag,ao de alimentos ¢ para

*tabeiecel o momento adequado no abate de animais descansados, o que
propicia uma carne mais macia e de facil conservagfo.

Fisiologistas observaram que musculos estimulados a se contrairem ,
acumulavam acido latico , o que os levava a fadiga, porém esia habilidade
poderia ser reestabelecida em presenga de oxigénio molecular, quando entfio
desaparecia o acido latico.Muitos pesquisadores ajudaram a cnmpreeder 0
processo, mas foi o biogquimico Sir Hans Krebs que postuiou as reagoes que

demostravam a Gxidagﬁo do pii’uvato até gé.ﬁ' cai'be 11\.«0 0 CIC o m, Krebs

cOmo um canal para omdacao de metabohtoq e plodu(;ao de coenzimas

reduzidas. Para quc a oxidagfio dc substrato organico scja continua, as



coenzimas devem ser reoxidadas. Em células procariontes a fm‘zid‘mén é
realiz qda pehq enzimas da membrana plasmatica ¢ em eucariontes na
mitc ndl ia{crista mitocondrial)

E importante a redugdo completa do oxigénio(aceitando 4 elétrons), até
dgua, pois scndo os sub-produtos como por dxido de hidrogﬁnio < iupm‘éxido
que sfo toxicos atacam os acidos graxos insaturados da parte lipidica da
membrana causando lesGes ,

Os inibidores do ciclo de Krebs sfo : acido maldnico e fluoracetato.

A Cadeia Respiratdria vem a ser uma sequéncia de reagdes de oxido-
reducdo, em ordem estabelecida segundo o potencial de mdug,au\uu mais
baixo para o mais alto), transportando os elétrons das coenzimas reduzidas
para o oxigénio molecular, sendo o transporte auxiliado pelos citocromos onde
o dtomo de ferro se oxida ¢ se reduz.

O oxigénio molecular ¢ o altimo aceptor de elérons, ocorrendo a
formacdo da agua.

Venenos respiraiérios- Os citocromos podem ler seu dlomo de ferro
complexado pelo cianeto, mondxido de carbono ou O:i,% sulfidrico, evitando
que eles se oxidem ou reduzam , interrompendo assim o transporte de

i 3 LA LL
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elétrons. Um aspecto interessante ¢ que mitocOndrios de plantas com o
envelhecimento Mdsm wq.ﬁm ﬂ}guma 1186 1sibilidade ao cianeto. Estudos

incompatibilidade em enxertos, pois uma variedade possui um nivel mais
clevado de glicosideos clanogénicos do que a outra
Portanto a respiraciio ¢ a oxidagfo dos carboidratos pela remogio de
hidrogénios(ions) que sdo canalizados para a cadeia respiratéria onde o0s
¢létrons séo transferidos
A respiragfo nos

s de um composto a outrc até o oxigénio.
orgads dos vegetais :
Raizes, respiram intensamente,

sendo que os aciicares vem pelo flosma

Caule, respiragfo mais intensa na
zona do cAmbio, onde novas células estfo se formando e crescendo.
Folhas, o desprendimento de gés
carbdnico é praticamente constante.

Frutos, respiragdo intensa na fase
inicial de diviséo celular

Germinag8o de sementes, o peso
vai diminuindo continuamente devido a liberacfo de gas ca arbénico da
respiracdo que produz energia necessaria para a siniese dos composios
colularcs dos orgads om formacio.



- quantidade de substrato: carboidratos,
lipideos ¢ amincacidos.

- Oxigénio: A eliminagdo de gas
carbdnico ¢std associada ao consumo de oxignio-Gltimo aceptor de clétrons
da cadeia respiratonia.

-Quanio maior a femperatura mais

- aumento da concentracio de oas

3

g

carbonico diminui a respiragéo.

Quociente respiratorio- quociente entre gas carbonico e oxigénio

-quando o valor é aproximadamente ! o composto oxidado ¢
carboidrato

~quando o valor é menor que 1 indica que outros substratos que ndo sio
carboidratos esifio sendo oxidados. Por exemplo nas sementes oleaginosas
onde os compostos de reserva sio lipideos.

-quando o valor ¢ maior quo 1 indica onidaglio via fermentativa, que néo
necessita de oxigénio ou enifio em fecidos fotossitetizantes quando a
quantidade de gas carbbnico liberada pela respiragfo ¢ igual a guantidade de
gis carbOnico utilizada na fotossintese (ponto de equilibrio ou de
compensacio).
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1) Introducio

O termo “restirction fragment length polymortism”(RFLP), ou “polimorfismo de
vonpimente de Oagscntus do rostiiydo” ofloiose a diferongas (pulimo Gsines) do posu
molecular existentes entre fragmentos homdlogos de DVA oun RNA, fragmentos estes
obtidos em condigles laboratoriais através da digestio do Acido nucléico urilizando de
nucleases conhecidas por &nzimas de resirigdo”. O polimorfismo sdo resulianies de diferengas
na sequéncia das moléculas do acido nuciéico e sdo herdados de maneira simples, de acordo
com as bem conecidas lei de Mendel. Um fragmento polimorfico define wm “locug
marcador”e para facilitar sua visualizagSo ¢ utilizada uma sonda “marcada” de sequéneia
homologa ao fragmento.

Os trabathos pioneiros de utilizaclic de RFLPs como marcadoies genéticos na area de
genélica humana no inicio da década de 80, posieriores ao advenio da iecnologia do DNA
recombinante e da descoberta das enzimas de restricdo na primeira metade da década de 70.
Os resultados do primeiro mapa de RFLP do genoma hmmano foram publicados em 1980
(Botstein et al., 1980) a0 mesmo tempo em que foram relatadas as primeiras lgagbes entre
RFLPs ¢ genos responsdveis por enformidades de nalurcza gondlica (Litile ot al,, 1980;
Phillips ¢t al.,1980). O ano de 1983 pode ser considerado como o ano em que a iécnica
“gsireou” na area de genética vegetal com a publicagio de quatro artigos cieniificos iratando
de aspectos tedricos e praticos da técnica aplicada ao melhoramento vegetal (Beckmann&
Soller, 1983; Soller & Beckmann, 1983; Buur et al., 1983; Tanksley, 1983). A caracteristica
do RILP que garantiu-lhe enorme sucesso neste campo reside no nfimero virtualmente
ilimitado de loci marcadores gerados pela técnica. Se considerados que a digesido do DNA
vegetal com enzimas de restricdo comumente uiilizadas sdo produzidos, a grosso modo, no
minimo 10° fragmentos e que este niimero é ainda maior se levarmos em conta a existéncia
de mais de 100 enzimas, entio perceberemos que o nimero de potenciais marcadores (cada
fragmento ¢ um marcador om potencial) ¢ muitc grande. As vantagens do RFLDY nfic sc
restringem apenas 3 quaniidade de polimorfisino, mas também & qualidade da informacdo

genética.



D Ezimas de restricio

Ezimas quc digerem scqudneias nfo metiladas de DNA por mgcio de "c-mpimcn o das
ligagdes fosfodiésier recebem a denominagdo genérica de nucleases. As nucieases bacieri
desempenham a fungin de proteger a céluia conira organismos invagores, faie como
bacteriofagos ¢ estdo devididas em duas classes: enzimas do tipo I e enzimas do tipo Il As
enzimas do tipo I sfo aquelascaracterizadas por requererem vario co-fatores e ndo possuirem

especificidade quanto ao sitio de restrigho, isto §, elas clivam dcidos nucléicos em qualquer

ponto da moolécula. J& as do tipo 1L, so sitio-especificas, reconbecendo determinadas
sequéncias de nucleotideos que podem variar ein comprimeﬂto, notimaimente, ndo

ultrapassando 8 pares de base, e requerendo apenas AMg”" como co-fator. Entre as enzimas
do dpo I ainda existemdiferengas quanto ae dpo de fagmento gerado ¢ ao dpo de sequéncia
reconhecida, podendo clivar o DNA gerando fragmentos com extremidades protubemtes ou
ndo (blunt cuds).

Somente enzimas do tipo I sdo uiilizadas em RFLP pois quando da digestio de certo
espécime de DNA, devido a sua especificidade, geram uma populagio de fragmentos que
pode ser reproduzida em outrag reagfes de digestio envolvendn o mesmo espéeime de DNA

C & mosma Cnduna.

iIl) Bases Genéticas do RFLE

Amostras de DNA exiraidas de duas plantas geneticamente idénticas (clones)
produzirio a mesma populagio de fragmentos gquando totalmente digeridas com uma enzima
do tipo T A base genética do RFLP estd na reciproca desta afirmaglio, ou seja, DNA de
individuos gensticamente distintos produzitfc duas populagdes também distintas. As
diferengas nas populagbes sdo fruio, em Gilima insidncia, de diferengas quanio ao nimero ¢
focalizagdo dos sitios de resirigio de deierminada enzima nas molécuias de DNA. Variagdes
no nimero de sitio de restricAo podem ser causadas tanto por mutacdes de ponto, aonde uma
base é substitnida por outra criando um novo sitio de restrigio ou modificando um sitio de

~

rcstrigio precxistentc, como também podem scr dovidas a inscrgdes ou deloges de bascs

,s

deniro do sitio ou duplicagbes de regies genbmicas contendo sitios de resirigdo.



Variagdes no nfimero de cromossomos por aneuploidia ou poliploidia também sio
responasiveis por diferengas no numero de sitios de restrigBo. Por outro lado, variagBes nas
posigdes do sitios podom sor causadas por mulagos csirulurais nos CTOMOSSOINOS tals COMO

meergdes | delegfies e inversdes

{m

V) Metodologia

Uma amosira de DNA digerida por uma determinda enzima de restrico, quando feita

a eletroforese, resultard em distiibuigio continua de fragmentos, sendo impossivel distingui-

[y

0s. Para isso uiiliza-se uma sequéncia homdbloga de DNA que ird, providas as devidas
condigdes, hibridizar com o fragmento alvo. Esta sequéncia ¢ chamada de “sonda” e deve
ostar “marcada” para quo possamos visualizor o resultade da Ilibridizagdo.

As principais etapas do RFVLP sfo:

= Exiracho ¢ digestio DNA

b ]

Elciroforesc
e Southern blotimg
e Preparo de sonda de Hibridizacao

e Autoradiografia

V) Vantagens como marcadores gendlicos

1. Abundincia de loci marcadores: O que faz com que a técnica seja utilizada em estudos
aonde uma grande abundincia de marcadores seia necessaria, tal como em trabalhos de
construglo de mapas de ligaglo ¢ mapeamento de loci que conirolam caracteristicas
quﬁﬂldiﬂrds kQTL SRY Qud}liaiivas ubbiba, dove sor usado wm nGmero tal do marcadorcs
que garanta uma cobertura satisfatéiia do genoma. A grosso modo, os mapas de ligagdo

de primeira geragio publicados na literatura cientifica utilizam de no minimo, 100 loci

marcadores, ao passo que mapas de alta densidade, tais como o existente para o genoma

i

do tomateiro, que sdo utilizados em estudos avangados de genética e melhoramento,

necessitamn de mais de 300 loci. Tal grau de saturag3o s6 se tornou possivel apds advento

do RFLP.



2. Nivel de polimorfismo: Além da abundincia de loci, ¢ desejavel que um marcador
genético aprescnte alto nivel de polimorfismo. A tlenica do RFLY permitc detectar
pequenas variagdes na sequéncia de DNA, tais como pequenas mufagdes, insergdes ¢
delecies. Hete nivel de polimorfiema, por exemplo, nio é possivel de cer obtido por meia
de marcadores morfologicos pois a maioria destas variagdes ndo causam alieragdes
drasticas no fendtipo. Além disto, a técnica permite revelar polimorfismos fanto em
regifies transcritas como em nfo transcritas do genoma, ao contrdrio das iscenvimas, por
exemplo, que so revelam polimorfismos em regides transcritas.

Neutirafidade fenotipica: Quando doi genes inleragem de modo que um gene interfere

Lov

com a expressio fenotipica do outro, dizemos que ha epistase. Uma grande desvantagem
dos marcadores morfuldgivos ¢ a fregquente prosenga de opistase ontre gonos marcadores,
o que sensivelmente reduz o nGmero de locis marcadores que podem ser
cstudadosconcomitantemente cm um cruzamento. Os loci de RFLD, por outro lado, sfo
geneticamenic neutros, isto é, nfo exercein nenhuim efeito deletdiio sobre o fendiipo.
Desta forma a segregagho de um nimero ilimitado de loci marcadores pode ser
acompanhada em um fnico cruzamento. Na pratica, isto possibilita a construgio de
mapas saturadog em reduzido espago de tempo e elimina a necessidade de estogques
mutantes para marcadores morfologico
4. Codomindncia: Um outro aspecto de muita importincia a ser considerada quando se
comparam marcadores genéiicos diz respeilo a qualidade da informagdo gendiica. RFLPs
(e também isoenzimas) revelam loci marcadores que, em sua grande maitoria, possuem
alelos co-dominantes, Isto significa que podemos distinguir um planta hibrida das
linhagens parentais baseando-ge no padric de bandeamento. Se as lnhagens parentais
forcm homozigotas para alclos distintos de um deicrminado locus marcador, cnido o
padido de bandeamenio do hibrido deve ser a combinagdc dos padrOes pareniais.
Marcadores co-dominantes geram dados de melhor qualidade para caiculos de frequéncia
de recombinacdo entre dois loci pois permite identificar todas as classes genotipicas

possiveis inchiindo, principalmente, os gendtipos recombinar

VI Concluses



Og polimorfismos de comprimento de fragmentos de restrigio tém-se revelado como
uma excelente fonte de marcadores genéticos. entre suas qualidades podemos destacar 2
abundincia de loci marcadores, a scosibifidade cm  delectar pequenas  variagOcs nas
cequibneiag de TINA e na alia qualidade da informagio genéfica devidn 4 namreza
codominante da maioria dos loci marcadores. Ksias qialidades fazem dos RFLPs os
marcadores ideais para estudos aonde um niimero elevado de marcadores € necessario, tais
como em estudos de construglio de mapas de ligaglo ¢ mapeamento de genes responsiveis
por caracteristicas de importincia agrondmica. As contribuigBes originais nestas dreas sdo
inegiveis e se avolumam cada vez mais. o uso de RFLPs para ideniificar loci associados a
caracteristicas quantitativas, por exemplo, revolucionou o campo da genética quantitativa,
pois pormitiu idontificar os componontes individuais das caractoristicas poligénicaes o estudor
o efeito de cada um, isoladamente e em conjunto, no fendtipo. No campo do
fitomelhoramento agora ¢ possivel utilizar marcadores para seleglo indireta mais ripida ¢
oficiente de genes de interesse agrondmico. a clonagetn de uwin gene do Resisténeia do
iomaieiro iambém foi grandemenie facilitada por RFLPs. Os exemplos sdo miiiiplos ¢ ndo se
restringem  apenas a estas Aareas. Hoje, RFLPs sdo utilizados ndo apenas no
fitomelhoramento, mas também em varios outros campos do conhecimento agrondmico e

floresal,









introducio:

Esle trabalho iem como objelivo, cncontrar marcas uo DNA em

diversas variedades de miiho que se relacionem a precocidade de seu ciclo.

O milho ¢ uma planta muito estudada nos programas de melhoramento
e DS . [ i S . 1 e b e PO O F P o B T S, -~ 3
genéiico, sendo uma das bases da economia agricola brasilema e a obtengdo de

apazes de identificar variedades precoces e fardias, possibilitaria uma
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finalidade de obiter novag variedades.

Uma. das vantagens do emprego de téenicas moleculares ufilizando o
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DNA, ¢ que a determinagio das caracteristicas morfoldgicas ou fisiolégicas da planta

or exemplo a precocidade de seu ciclo podem ser determinadas anies mesmo
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de sen plantio, uma vez que estas estejam devidamente mapeadas.
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A Téonica do RAPD

écnica da

O RAPD (Ramdom Amplified Polymorphic DNA) ¢ um
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Dioclogia Molecular surgida através de variagbes iica da PCR
(Polymerase Chain Reaction) visando diminuir sua especificidade, sendo portanio
considerado uma modalidade desta, entretanto ambos ¢fio usados com finalidades
diterentes, como sera explicado postericrmente.

(O RAPD possui um preceiio simples, rapido desemapenho, requer
pequenas guantidades de DNA e nfo envolve radioatividade, sendo portanto
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gendtipos, racas e espéeies com finalidade de obiengdo de bandas polimoériicas que

funcionem como marcadores, servindo também para estudos de filogenia, entre



outros, porém nfo apresenta hons resultados se utilizado para a comparagio d
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ucuéﬁ\)ucm acima de 651)6.:&41@ isto se deve a yu)vav’ proseiiga de allos niveis
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polimorfismo obtidos que impedira a quantificacio da taxa de similaridade entre os

genomas. O RAPD ambém nfto pode ser ulilizado para se faver anadlise de
o? i
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alguns ingredientes sdo necessdrios: DNA moide, primers que sfio sequéncias
iniciadoras que se pareiam A sequéneia de bases correspondente na fita molde ¢ sfio
it e ettt SRS S T i £ . e e memeriinne Faes Tl mrnomy £ e
[SCEsSsSarios para que ocoifa a extensio das fitas, enzima ((Tag Polimerase). Cloreto

de Magnésio que funciona como um ativador enzimatico, dNTP (dATF, aCTP,

dTTP, dGTP) que sfio os deoxinucleotideos que irfio constituir as novas fitas
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soiugﬁo. T)epois de termos a mistura de fodos os componentes ciiados acima, estes

Lciﬁpcidili 4 de ucﬁal.UJ.clx;:aU \ab&ﬂ lura das filas) Js Te ihi}mahiid de anclamenio ¢

Temperatura de extensio.

Denois de atingidos todos os requisitos acima, ainda cabe lembrar que
a distancia citre os pontos do ligaglio de uim primer ¢ outro deve sor menor do que

3000pd, caso contrario o fragmento sera muito grande ndo ocorrendo a amplificacio

estas circunstneias,
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Inicialmente foram realizados testes de concentragbes dos reagentes

Aranoes o iara hasras ArasSa f " gy | Wy P, mtn;n1 JOR DS Py
NBOCCEsanos para naver a ulpluiuug@(} invitro. Ocigloeo P otocolo inicial 1 tilizados

nesta pesquisa foram baseados no trabalho de Chin, E. ¢ Smith, 8. “Cicling
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parameters for RAPD in maize”, no qual foram utilizados: 2,5ul de tampfo 10x

’vJ

concentrado, 200 miv dN'TE, 0,8 unidades de Taq polimerase, 30ng de primer, 6,7ui
de MgCl,, 4ul de DNA 5ng/ul e dgua para completar o volume, que deverd ser de
25l ao finai da reagao.
O ciclo utilizado consta das seguintes etapas:
e Denaturacdo inicial a 94°C a 3,00 min
e 40 ciclos com denaturagio a 94°C por 1 min, anelamento a37°C por L min, ¢

’5

extensio a 72°C por 2,00 min.

L]

Extensfio final a 72°C por 7 min. permansecendo a 4°C até a aplicagfio em gel de

AFArose 1 ,4(%

Conclusfes:

Durante a pesquisa foram feitas alteragGes nas concenfracdes dos

!'l"

componetites utilizados no RAPD, visando sua otimizagdo. Os melhores resultados
foram obtidos através de variagdes nas conceniragles de Taq Polimerage e de Mg('l,,
sendo possivel ohservar polimorfismo entre as variedades utilizadas encerrando assim

a primeira etapa da pesquisa, que terd continuidade com o estudo da relagio enire as

bandas polimorficas obiidas ¢ a caracteristica de precocidade do cicio.
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INTRODUCAO:

acaueiro afetando os

O Crinipelis pernicisa_ ¢ um fungo que ataca os
tecidos meristematicos da planta. A doenga canhecida como vassoura de bruxa
é natural da Amaz6nia e a seis anos enconira-se mnstalada na regifio produtora
de cacau da Bahia, causando sérios prejuizos a lavoura e aos produtores.

A pesquisa tem por abjetivo fazer um andlise do surgimento de ragas
fitopatoldgicas na regifo produtora de cacan da Bahia.Sendo um trabalho de
base que auxilard na elaboragdo de métodos de cantrole e desenvolvimento de
cultivares resistentes ao patwogeno.Ja que teremos disponivel uma analigse da
variabilidade do patégeno da regido.

METODO:

RAPD (Ramdom Amplified Polymorphic DNA) é uma iécnica da
Biologia Molccular surgida através de va *‘*agé s realizadas na téenica da PCR
(Polymerase Chain Reaction) visando diminuir sua especificidade, sendo
porianio considerado uma modaiidade desta, entretanto ambos sdo usados
com finalidades chf\,reﬂ , como serd explicado posteriormente.

O RAPD possut um precefm simples, rapido desempenho, requer pequenas
quaniidades de L)T\JA ¢ ndo cnvoivc radioaiividade, sendo portanio adapiado
para o uso em larga escala, é muito usado para andlise comparativa de
gendtipos, racas e espécies com finalidade de obtengdo de bandas
polimorficas que funcionem como marcadores, servindo também para estudos
de filogenia, enire outros, porém nfo apresenta bous resullados se utilizado
para a comparagfio de categorias acima de espéeie, isto se deve & provavel
presenga de altos niveis de polimorfismo obtidos que impedira a quantificagio

da taxa do similaridade cntrc os gonomas. O RAPD também ndo pudc scr
utilizado para  se fazer analise de populagBes porque segrega

mendelianamente, sendo 1mpOQ;f4ivei a diqtinc"' dos hetemmgotos.
a4 amplificacic
alguns ingredientes s80 necess é rios: DNA Luuids, pnme que 580 s 'quswmu
iniciadoras gue se pareiam a sequéngcia de bases correspondente na fita molde
e sdo necessarios para que ocorra a exiensdo das fitas, mlznna (Taq

Polimerasc), Cloreto do Magnésio que funciona como um ativador cnzimatico,



dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) que

e sfo os deoxinucleotideos que o
constituir as novas fitas sintetizadas, ta

ampAo que serve para manfer as
condigoes ideais ao DNA dentro da solugdo. Depois de termos a mistura de
todos os componentes citados acima, estes serfio submetidos a ciclos que
conterfo,  basicamonte  trés  temperaturas  diferentes: Temperatura e

(abertura das fitas), Temperatura de anelamento e Temperaiura

e

denaturagdo
de Extensiio.
Depois de atingidos todos os requisitos aeimq,, ainda cabe lembrar que a
distAncia enire os ponios de ligagdo d e um primer ¢ ouiro deve ser menor do
que 3000pd, caso contrario o fragmento serd muito grande nfo ocorrendo a

amplificagdo nestas circunsténcias.

Diferencas enire RAPD ¢ PCR:

As principais mudangas realizadas na técmica da 1 CR que permiliram o
apareci imento do RAPD sfo relativamente s,mﬁpl% e o relacionadas aos
primers utilizados com no que diz respeito a nlimero 1? ms _n_h e sequéncia de

-

ases, e também ha uma variagdo na temperat de anelamento utilzada
nestas técnicas

A fungio da PCR 4, basicamente, "procurar" uma determinada sequéncia
de DNA conhecida dentro do genoma de um organismo quaiquer, esia
{:q ¢ncia geralmenic ¢ corresponde a um determinado gene. Para 1550, €

sado um par de primers, um deles devera se ligar a uma das extremidades 5'
(10 gene € o ouiro deve se ligar 4 exiremidade 5' oposta, iocalizada na ouira
fita. Para que isso ocoira, a sequéncia a ser amplificada deve ser conhecida ¢ o
primer construido de acordo com esta sequéncia. Para diminuir a
probabilidade de haver um pareamento de primers em locais que néo aqueles
dbSﬁj&dOS o ntimero de bases destes deve ser alto, em torno de 30 pb e a

temperatura de anelamento deve ser maior do que aquela utilizada no RAPD,
variando entre 45°C a 65°C para que haga fempﬂ de se estabelecer uma
ugag:ao bem ¢ DD&AHC& entre o8 pﬂm € 4 séqu i€ncia a ser an plIIlCdu-:i no
genoma s¢ osta estiver presente.

No caso do RAPD), o objetivo é de se obter a amplificagéio de fragmentos
aleatorios que po&s' m ostrar a presenca de pohmorﬁsmo entre um genoma e
outro, para isso se faz necessario o uso de apenas uin primer ¢ ndc de uim par
de primers como na PCR, este primer nfo precisa ter sua sequéncia conhecida,
pode ser escolhido aleatoriamente e ndo precisa ser muito longo, geralmente

possui cerca de 10 pb, entretanto, no caso da utilizagdo do RAPD para a
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mplificagho de genomas de plantas, pelo menos 50 a 60% das
poncn’rcq do nrlmm devem ser (G e C. Esta Cﬂmﬂ(‘N](‘ 0, ass im co
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amanho mais chuado do primer, visa aumentar as pwbabﬁl&ad s de se
ncontrar no DNA molde sequéncias homologas a ele. Teoricamente,

nimoro de fr agmcntnﬁ gerados através do RADPD ¢ dependente do tamanho do
primer, do comprimento do DNA alvo e baseado na probabilidade de
ocorréncia de SC(}Luﬁvlaa homélogas ao primer no genoma, sobre a fita oposta,
em uma orientagio oposta dentro de uma distdncia que permita uma boa
amplificagio (aproximadamente 3000 pb).

Para a maioria das plantas, primers de 9 a 10 nucleotideos geram, e

nédia, de 2 a 10 produtos de amplificagio.

Os ciclos de RAPD, geraimente apresentam as seguintes temueralulas
emperatura de denaturagédo ~ 92°C, temperatura de anelamenio ~ 35 - 40°C e
atura de extensao de » 72°C, portantc como podemos observar, a

atura de anelamento utilizada em RAPD é menor do que aquela usada
m PCR, isso permile que o pareamenio 0corta mats rdplddmcnic diminuindo
especificidade da PCR ¢ causando um 61t padronizado, ou s¢ja, que tenderd
se repefir a uma mesma ‘mmpf*wmuj portanto, se a temperatura de
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aneiam@nt@ sofrer variagdes o "erro” também as sofrera.
Os resuliados das amplificagBes sio observados airavés de elet “Of(Ji‘ﬁSi:B. No

D

aso dos estudos de filogenia, sfio montades matrizes em relagfio as bandas

h’ser\mda'ﬁ m;rmmndn a analise da similaridade entre os matenais
amplificados. Esscs rosultados sfio colocados cm programas specificos do

o

computador que apresentarfio
visualizacéo.

O RAPD também pode ser muito aiil se usado em conjunto com progranmas
de melhoramento genético para facilitar a identificagfo de determinadas
caracteristicas de interesse como por exemplo em programas de
retrocruzamento, uma vez que estas caracieristicas ja tenham sido mapeadas.
Podemos citar como exemplo um programa de melhoramento visando obter
plantas de algoddo com um maior teor de Sleo nas sementes. Sem o uso do
RAPD, as pidnldb com as caracieristicas desejadas sO poderiam  ser
identificadas apds a produgio de sementes, além de haver a necessidade de se
coletar essas sementes para se fazer uma posterior anilise do seu teor de oleo,
entretanto, com a associagio deste tipo de programa ao RAPD, esta
caraclerfstica pode ser identificada assim que a planta for gerada,
proporcionando uma grande economia de tempo.

5 G
como um dendograma que facilitard esta
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No momento, os experimentos estdo sendo realizados com trés amostras do

fungo(vamacd, uruguca ¢ pimenta) utilizando-se de procolos de extragdo do
DNA e proiocolos de RAPD, ambos para leveduras.Os resultados obtidos ndo
¢stdo sendo considerados pois os métodos cstdo em fasc de adaptagdo para o
tungo Crinipeslis perniciosa . As amostras des fungos sfo provinientes das
cicades de Camacd, Uraguca. A terceira amostla ¢ parasiia de pimenteira da

~

rogil

da amazonia.
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Introducio:

Os estudos de caracteres quantitativos estdo sendo realizados atualmente com
o objetivo de identificar regides gendmicas associadas. Estas, conhecidas como
“QTL’s” (Quantitative Trait Loci: Loci de caracteres quantitativos), estdo sendo
identificados através da amplificagdo de regides discretas do genoma, utilizando-se
sondas de oligonucleotideos e outras metodologias que permitem analise genética a
nivel molecular. Isto permite analisar estas regides relacionadas aos caracteres
quantitativos como genes individuais, facilitando a interpretacdo de dados, mesmo
porque deveriam ser isentos de efeitos ambientais.

O programa de residéncia agrondmica foi desenvolvido com o objetivo de
encontrar marcadores de DNA que pudessem ser adequados a analise de caracteres
quantitativos em leveduras, associando a produgdo de etanol em um esquema
hierarquico de cruzamento de linhagens de Saccharomyces cerevisiae ao perfil de
bandas fornecido por marcadores moleculares do tipo RAPD descritos por
WILLIAMS et al. (1990), (Randomly Amplified Polymorphics DNA’s:
Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso. Esta andlise viria complementar os
dados obtidos por KIDO (1990). Neste estudo, foram associados os métodos de
analise genética quantitativa e de tétrades. As linhagens analisadas compreendem
parentais (AH-22 e X-2180), o hibrido entre eles (XAH-1), e segregantes meioticos
a partir deste hibrido. A seguir esta esquematizado o cruzamento e a meiose do
hibrido.



AH-22 X X-2180
(n) (n)
XAH-1
(2m)

R! /R!/ \R!\ R

_— / AN T~

XAH-1-4A XAH-1-11A  XAH-1-13A  XAH-1-30A
XAH-1-4B XAH-1-11B  XAH-1-13B XAH-1-30B
XAH-1-4C XAH-1-11C  XAH-1-13C  XAH-1-30C
XAH-1-4D XAH-1-11D  XAH-1-13D  XAH-1-30D

Esquema 1: Linhagens utilizadas no trabalho, a genealogia existente entre elas e os
niveis de ploidia.

As linhagens foram avaliadas em ensaios de fermentagdo quanto a produgdo
de etanol e os dados obtidos utilizados em analise genética quantitativa e de tétrades,
possivel neste organismo por fornecer produtos meiodticos individualmente separados
e passiveis de analise. Estas analises revelaram haver uma distribuigdo da
capacidade de produgdo de etanol entre as linhagens segregantes com amplitude
semelhante a diferenga de produgdo entre os dois parentais. Ou seja, existem
linhagens proximas ao parental de alta produco e linhagens proximas ao parental de
baixa produgéo.

O trabalho buscou identificar polimorfismo a nivel molecular entre as
linhagens com relagdo positiva com o carater produgo de etanol. A comparagéo dos
perfis de bandas das linhagens segregantes permitiria entdo identificar marcas
ligadas a alta produgdo. A identificagdo de “QTL’s” ligados a este carater de
importancia industrial é de grande interesse para o melhoramento genético da
levedura. De posse de um marcador molecular desse tipo o trabalho de selegdo de
linhagens poderia ser agilizado, dando ao melhorista um par@metro adicional de

avaliagdo.



Desenvolvimento do Programa de Residéncia:

O programa foi conduzido em etapas de forma a cumprir os objetivos da
proposta e sendo coerente com o cronograma original. A seguir as etapas cumpridas
e os periodos de sua realizagdo.

Primeira etapa: Adequagdo das condigdes de amplificagdio (01/02 a 01/03)

Anteriormente a elaboragio da proposta de Residéncia Agrondmica foi feito
um levantamento da literatura relativa a utiliza¢do da técnica de RAPD em leveduras
e muito pouco foi encontrado. A publicagdo mais proxima do que se desejava
encontrar estava relacionada com identificagdo molecular de leveduras do género
Candida, LEHMANN et al (1992). Os dados eram insuficientes e portanto foi
incluido no cronograma uma etapa de adequagio da técnica as condigdes de nosso
estudo.

As reagdes iniciais testaram as concentragdes ideais de DNA gendmico molde
e de magnésio. Ambos parimetros tem grande influéncia sobre o nimero ¢ o
tamanho dos produtos de amplificagdo. Os testes tomaram por base o
oligonucleotideo OPF-11, a quantidade de enzima Taq DNA polimerase (Gibco
BRL) 1.5 U, 100 uM de dNTP (para cada um dos quatro deoxinucleotideos) e um
programa de variagio de temperaturas com pré denaturagdo de 2 minutos a 92°C,
seguida de 40 ciclos de 1 minuto a 92 °C, 1 minuto a 37 °C e 2 minutos a 72°C, e
feita uma extensio final de 3 minutos a 72 °C.

O teste de concentragdo de DNA utilizou a concentragdo de Mg* de 2.25
mM, variando a concentragdo de DNA genomico: 12.5, 25, 37.5, 50, 100 e 150
ng/reagdo de 25 ul. As concentragdes ndo mostraram grande influéncia sobre o
resultado da amplificagdo, a unica diferenga foi uma maior defini¢do das bandas nas
concentracdes de 37.5 e 50 ng/reagdo. Foi adotada a concentragdo de 40 ng/reagdo
como padrio. Um teste semelhante foi feito em relagdo a concentragdo de Mg
adotando a concentragdo de DNA gendmico de 40 ng/reagdo. Os valores testados
foram: 0.75, 1.5, 2.25, 3.0 ¢ 3.75 mM de MgCl,. As trés primeiras concentrag0oes

tiveram uma amplificacdo semelhante e satisfatoria, a quarta (3.0 mM) apresentou



poucas bandas e a quinta (3.75 mM) ndo apresentou amplifica¢do. Foi mantida como
padrio para as reagdes a concentragdo de 2.25 mM. As figuras destes ensaios, assim
como de alguns outros realizados durante o programa de residéncia, ndo estdo
disponiveis por falha do equipamento fotografico. Por precaugdo, todos as
eletroforeses foram analisadas na propria fonte de luz ultravioleta e as anotagdes
passadas na caderneta de laboratorio evitando que algum dado fosse perdido.
Inicialmente utilizou-se para a eletroforese a concentragfdo do gel de agarose
de 1.4%. Entretanto como os produtos de amplificagdo resultaram um pouco maiores
que o esperado a concentragdo do gel foi abaixada para 1.3%, permitindo uma
melhor separagdo de bandas. As corridas foram feitas com tampdo TBE 1x (trizma
base 50 mM, acido borico 50 mM e EDTA 2.5 mM) e voltagem de 120 V em cuba
com 25 cm de distancia entre eletrodos. Os fragmentos amplificados foram corados
com brometo de etido, foi usado como padrdo de peso molecular o DNA do fago A
digerido com as enzimas de restrigdo Eco RI e Hind Ill. O programa utilizado no
termociclador demonstrou ser adequado ao tipo de reagdo e portanto ndo foram
feitos testes de niumero de ciclos e de variagdo no tempo e na temperatura de

anelamento de “primers”, oligonucleotideos iniciadores da amplificagdo do DNA.

Tabela 1: Concentragdo dos reagentes na reagdo de amplificagdo

Reagente [ ]estoque Volume (ul) Total/reacdo [ | nareagdo
Tampé@o da enzima 10x 2.5 Ix
dNTP mix 1.25 mM 2.0 100 uM
Primer (10 mer) 5 ng/ul 6.0 30 ng

Taq DNA polimerase 50/l 0.3 15U

MgCl, 7.5 mM 7.5 2.25 mM
DNA genomico 10 ng/pl 4.0 40 ng

Agua MilliQ - 2.7 - -




Segunda etapa: Extragdo e quantificacdo do DNA das tétrades. (01/03 a 15/03)

Foram selecionadas quatro tétrades das quais se extraiu 0 DNA seguindo-se o
seguinte procedimento:

As linhagens foram crescidas em 50 ml de YEPD por 15 horas a 30 °C sob
agitagdo constante. Apds o crescimento, o volume total foi transferido para tubos de
100 ml e centrifugado a 4000 g por 5 minutos. O sobrenadante fo1 descartado e a
massa celular umida transferida para um almofariz de 150 ml onde foi adicionado
N, liquido e a massa celular congelada fo1 macerada com ajuda de um pistilo.

Em seguida, foram adicionados ao almofariz 3 ml de Tris-HCI 0,1M pH 8.0 .
1200 pl foram transferidos para 2 tubos de microcentrifuga de 1,7 ml (600 ul em
cada) e adicionou-se 75 pl de solugdo de SDS 10% e 60 ul de 2-Mercaptoetanol,
sendo os tubos agitados lentamente até que a solugdo atingisse o ponto de
viscosidade que caracteriza a lise das estruturas membranosas. Adicionou-se entdo o
mesmo volume de clorofane (fenol - cloroformio - alcool 1so-amilico na proporgéo
25:24:1 v/v) aos tubos para extragdo de proteinas, sendo agitados lentamente por
inversdo durante 10 minutos ¢ centrifugados a 12000 g por 10 minutos. Em seguida
a fase aquosa da mistura foi transferida para outro tubo com a ajuda de uma
micropipeta e o restante descartado. Este passo foi repetido por 3 vezes sendo que na
ultima vez, o clorofane foi substituido por cloroférmio-alcool 1soamilico (24:1 v/v),
para retirada do fenol restante nas amostras.

Aos tubos contendo o material desproteinizado, foram acrescidos de 5% do
seu volume com solugdo de Acetato de Sédio 3M e o dobro de seu volume com
etanol 96°GL gelado. Em seguida o precipitado foi lavado com etanol 70% (v/v)
para a retirada do excesso de sais e aguardou-se a evaporacdo completa do etanol.
Os acidos nucleicos foram ressuspendidos em 1 ml de TE e tratados com 20 ul de
solugdo de RNAse (10 mg/ml) e deixado em banho maria a 37 °C por 1 hora.

Procedeu-se a uma nova extragdo protéica com cloroférmio-alcool 1soamilico (24:1



aos produtos de sua meiose completa na propor¢do 2:2, como ¢ mostrado no

esquema abaixo.
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Banda A
Banda B
Banda C

Esquema 2: O esquema exemplifica uma eletroforese dos fragmentos gerados pela
amplifica¢do, representando o comportamento esperado neste caso para a segregagao
de bandas polirmérficas (A e B). Apenas um parental possui a marca, o hibrido a
herda. Antes da meiose o hibrido duplica o material genético e envia uma cromatide
para cada um dos quatro produtos meioticos. Portanto duas células possuem a marca
e as outras duas ndo. A banda C é monomorfica, o hibrido a herda de ambos os
parentais ¢ a meiose ndo apresenta segregacao.

Portanto, para identificar quais os “primers” capazes de revelar polimorfismo
entre os segregantes foram comparados sempre os dois parentais. O “primer” que
mostrasse polimorfismo entre AH-22 e X-2180 passaria a proxima etapa, reagOes de
amplificagdo com o DNA dos segregantes.

Foram testados todos os 74 “primers” disponiveis sendo que 6 deles
revelaram polimorfismo de uma banda cada um. Antes de iniciar as provas desses
“primers” com os segregantes foi feita uma verificagdo da autenticidade do

polimorfismo encontrado. A técnica de RAPD pode sofrer influéncia de



v/v) € a uma nova precipitagdo e lavagem com etanol. O precipitado final foi
ressuspendido em 200 pl de TE.

A quantificagdo da concentragdo de DNA em cada amostra foi feita por
espectrofotometria em aparelho GENE-QUANT Pharmacia. Foi considerada ideal a
razdo 1.9 entre absorbancia a 260 nm e 280 nm. As amostras cuja razdo foi maior
que 2.0 ou menor que 1.7 foram também quantificadas em eletroforese em gel de
agarose de acordo com o critério utilizado por LEHMANN et al (1992), buscando-se
a estimativa mais precisa possivel.

O protocolo de extragdo permitiu a obtencdo de DNA de boa integridade em
géis de eletroforese e com quantidades em torno de 80 g por extragdo

(aproximadamente 250 pg por grama de células em peso fresco).

Terceira etapa: Identificagdo do Polimorfismo. (15/03 a 15/05)

Estabelecidos todos os pardmetros passou-se a etapa de identificagdo do
polimorfismo, teste de “primers”. Foram adquiridos para a execugdo do programa
trés kits de “primers” (kits B, J e L) de fabricagdo de Operon Technologies e
também foi utilizada uma parte do kit F cedido pelo laboratorio central de cultura de
tecidos, Departamento de Genética. Cada um dos kits possui 20 oligonucleotideos de
10 bases (simples fita) especialmente concebidos para produzir produtos de
amplificagdo polimérficos. Além dos kits foi encomendada a sintese de quatro
primers utilizados com sucesso na identificagdo molecular de leveduras do gé€nero
Candida, LEHMANN et al (1992). No total, estiveram disponiveis para a execugdo
do trabalho 74 “primers”.

A estratégia utilizada para a identificacdo do polimorfismo for baseada no
tipo de heranga apresentada pelos marcadores moleculares RAPD. Esses marcadores
sdo codominantes e no esquema hierarquico estudado espera-se o seguinte

comportamento. Quando um parental possui a marca o hibrido a herda e a transmite



contaminacdo de amostra ou de variagdes nas condigdes de amplificagdo que
resultam no aparecimento de bandas que nfo tem repetitibilidade. Para diminuir as
chances de diavida cada um dos seis “primers” previamente selecionados foi
retestado, desta vez contra duas concentragdes de DNA de cada parental. Apos este
novo teste apenas trés “primers” confirmaram ser polimorficos, a saber OPJ-12,
OPJ-17 e OPL-18, exibindo as bandas em ambas concentragdes, 20 e 40 ng de DNA

gendmico por reagio.

Tabela 2: Relagdo dos “primers” selecionados.

Codigo Sequéncia 5°-3° P.M. Banda polimorfica
OPJ - 12 GTCCCGTGGT 3026 900 bp em X 2180
OPJ - 17 ACGCCAGTTC 2979 1600 bp em X 2180
OPL - 18 ACCACCCACC 2893 1500 bp em AH 22

Os outros trés primers nfo tiveram esse comportamento desejado
comprovando que o polimorfismo ndo era verdadeiro mas sim um erro na
amplificagio. As figuras 1 ¢ 2 (apéndice) mostram a confirmagdo do polimorfismo

em cinco primers e a segregagdo da marca em uma tétrade respectivamente.

Quarta etapa: Analise da segregagio dos marcadores. (15/05 a 01/06)

Para a andlise da segregacdo das marcas encontradas foram selecionadas
quatro tétrades completas do hibrido XAH-1. As 16 linhagens foram usadas para
confirmacdo da segregacio 2:2 esperada nesse tipo de estudo. As reagdes de
amplificagdo foram realizadas com os dois parentais, o hibrido e os 16 segregantes
escolhidos visando a visualiza¢do da segregacio. As figuras 3, 4 e 5 sdo fotografias
(apéndice) dos géis de eletroforese dos fragmentos obtidos nos ensaios de

segregacao.



Quinta etapa: Correla¢do entre os dados moleculares e quantitativos. (01/06 a 20/06)

Esta etapa do programa de residéncia ndo foi possivel de ser realizada uma
vez a quantidade de dados fornecidos pela analise molecular das linhagens toi
insuficiente para qualquer analise significativa. O objetivo final do programa ndo
pode ser alcangado pela falta de dados sobre os quais seriam feitas as analises.
Durante esta etapa buscou-se entdo a interpretagio dos fatores técnicos que levaram

a ndo obtengdo desses dados.

Resultados e Discussiio:

Os trés primers selecionados foram usados para a avaliagdo do polimorfismo
entre as linhagens.

O “primer” OPJ- ]\02 gerou, no teste de selecdo, uma banda de
aproximadamente 900 })ﬁQépenas no parental X-2180. Entretanto, o outro parental,
AH-22, também apresentou a banda e a segregacdo foi irregular, fora da proporgdo
esperada 2:2. O segundo “primer”, OPL-18, gerou uma banda de 1500 bp nos testes
iniciais. Porém neste ensaio ambos os parentais e o hibrido ndo apresentaram a
banda, mas ainda assim marca aparece entre alguns dos segregantes. Esse
comportamento ¢ inexplicavel geneticamente. Um descendente ndo pode herdar um
carater que nenhum dos dois parentais possut. O comportamento observado nestes
dois primeiros casos aponta uma mesma possivel explicacfo. As bandas geradas por
OPJ-12 e OPL-18 sempre apresentam uma variacdo na intensidade com que
aparecem no gel de eletroforese, e sempre mais ténues que a maioria. Podem se
tratar de regides com baixa especificidade de anelamento que a cada diferente reagdo
amplificam-se mais ou menos, chegando mesmo a nio aparecer. E um tipo de banda
que um pesquisador que dispde de bastante polimorfismo, o que nfo foi o nosso
caso, normalmente nfo considera no computo geral dos resultados. Pode entdo ter
havido um erro, induzido por variagOes inerentes a técnica, ao se selecionar estes

dois “primers” como polimorficos.



O “primer” OPJ-17 gerou uma banda de 1600 bp em X-2180. A marca
confirmou estar presente em X-2180 e no hibrido e ausente em AH-22. Porém,
novamente a segregacdo foi irregular. Das quatro tétrades testadas, duas mostraram
segregagdo 2:2 conforme o esperado (XAH-1-4 e XAH-1-13), a terceira (XAH-1-11)
segregou 1:3 enquanto que a quarta (XAH-1-30) segregou na proporgdo 3:1. Neste
caso a compreensdo do resultado ndo admite a hipotese levantada para explicar o
caso anterior uma vez que as bandas sio claramente identificadas e sempre aparecem
com a mesma intensidade. Apesar do grande cuidado com que o trabalho foi
conduzido, etapa por etapa, a explicagdo para o resultado pode estar em um erro na
manipulagdo das amostras desde o armazenamento na colegdo de culturas do
laboratério até o momento da reagdo, passando pelo crescimento, extragdo do DNA
e armazenamento da amostra. Pode ter ocorrido desde uma simples troca de
etiquetas até a contaminagdo das amostras de DNA com DNA de outra linhagem. A
dificuldade de se quantificar com precisio o DNA também pode ter influenciado o
aparecimento das bandas entre os segregantes, este ¢ um ponto importante sobrsyéldo
se lembrarmos que o trabalho envolve diferentes niveis de ploidia. Todos estas
variaveis reunidas, aliadas ao fato do numero de bandas polimorficas ser reduzido,
dificultam uma interpreta¢do segura do que possa ter acontecido. Se houvessem mais
bandas polimorficas e o mesmo tipo de comportamento fosse verificado poderia ser
formulado um diagnéstico bastante mais seguro. Dispondo apenas da banda de 1600
bp gerada por OPJ-17 ndo existe outro dado com o qual fazer uma comparagio, a
interpreta¢do ndo possui um apoio.

Como resultado indireto, foram estabelecidas as condi¢es ideais de reagdo
para o emprego da técnica de RAPD em Saccharomyces cerevisiae. Os parametros
estabelecidos ja foram inclusive utilizados em outros trabalhos do Laboratorio de
genética de leveduras da ESALQ/USP com bons resultados, GOMES et al (1995).

Os resultados alcangados no programa de residéncia foram enviados a
comissdo organizadora do 41° Congresso Nacional de Genética e aprovados para

apresenta¢do em forma de painel com o titulo de Uso de RAPD para caracterizagdo



de hibridos e segregantes de meioses completas de Saccharomyces cerevisiae

(ARGUESO et al., 1995).

Conclusoes:
Os dados obtidos de analise com diferentes marcadores moleculares

revelaram haver uma semelhanga entre os parentais. Este fato foi dificil de se
antecipar tendo em vista a grande diferenga fenotipica existente entre eles quanto ao
carater quantitativo estudado, produgdo de etanol. Apesar do numero elevado de
oligonucleotideos “primers” empregados poucos obtiveram polimorfismo. Dentre os
74 “primers” utilizados apenas 3 apresentaram polimorfismo, sendo que o unico que
confirmou ser util em todas as etapas foi OPJ-17. Além disto o niimero de bandas fo1
pequeno. Cada “primer” gerou em torno de 15 bandas, acumulando um total de 1110
bandas para trés polimorfismos, sendo insuficientes para a andlise conclusiva dos
dados. Esse nimero de bandas ndo permite a correlagdo com um carter quantitativo
como ¢ a produgio de etanol pela levedura.

Apesar do nimero de “primers” ja testados supde-se que com um maior
mimero de “primers” possa aparecer um maior nimero de bandas polimdrficas.
Entretanto ¢ mais légica a conclusdo de que a técnica utilizada ndo foi adequada ao
tipo de estudo realizado, o que nfo significa dizer que a técnica ndo seja aplicavel ao
estudo com leveduras, mas que devido ao material biolégico empregado ou quanto
ao carater estudado a técnica néo foi capaz de obter namero de dados suficientes.

Os resultados obtidos permitem sugerir o emprego de outras metodologias de
analise molecular. Como exemplo, TAVARES et al. (1992) mostrou ser possivel
obter resultados no mesmo material biologico através do polimorfismo de tamanho
de fragmentos de restrigdo, “RFLP’s” (Restriction Fragment Length Polimorfism).
Este outro sistema devera ser aplicado, a curto prazo, as mesmas linhagens com
perspectivas de sucesso, ja existindo inclusive sondas de DNA selecionadas para o
estudo. O fato dos parentais serem muito proximos do ponto de vista molecular deve

ser considerado como uma vantagem, pois assim a probabilidade do polimorfismo



entre eles estar relacionado ao carater € maior do que em individuos mais distantes.
O material bioldgico empregado ¢é adequado a este tipo estudo pois permite a
associa¢do de trés metodologias de analise genética: Quantitativa, de tétrades e

molecular.



Figura 1: Elctroforese em gel de agarose mostrando o ensaio para confirmagio do polimor{ismo fornecido

pelos primers. Cada grupo de quatro canalelas represenia um “primer’ . da dircita para a csquerda OPJ-12.

OPJ-16. OPJ-17. OPL-17 ¢ OPL-18. Em cada grupo. temos a primeira canaleta AH-22 (20 ng). a segunda
(0180

AH-22 (40 ng). a terceira X-2180 (20 ng) ¢ a quarta X-2180 (40 ng). S foram sclccionados os primers com

polimorfismo em ambas as conceniragdes. grupos . 3 ¢ 5.

Figura 2: Gel de eliroforese mostrando o comportamenio na segregacdo de um primer monomorfico OPL-13
(canaletas 2 ai¢ 8), ¢ de wm primer polimorfico OPJ-12 (canalcias 10 at¢ 16). Cada grupo icm a linhagens na

seguinice disposicio: AH-22, X-2180, XAH-1. XAH-1-4A, XAH-1-4B, XAH-1-4C ¢ XAH-{-4D.



As Figuras 3, 4 e 5 representam ensaios onde se buscou a segregagao das bandas polimorficas. Os
geis estdo organizados na seguinte disposigdo, da esquerda para a direita: A Eco RI/Hind I, AH-22,
X-2180, XAH-1, XAH-1-4A, XAH-1-4B, XAH-1-4C, XAH-1-4D, XAH-1-11A, XAH-1-B, XAH-
I-11C, XAH-1-11D, XAH-1-13A, XAH-1-13C, XAH-1-13D, XAH-1-30A, XAH-1-30B, XAH-1-
30C e XAH-1-30D.

Figura 3: “Primer” OPJ 12.

Figura 4: “Primer” OPL-18.




Figura 5: “Primer” OPJ-17.

Tabela 3: Producdo média de etanol % (v/v), KIDO (1990), entre as linhagens e
presenga (+) e auséncia (-)da banda polimorfica no teste de segregagéo.

Linhagem etanol (v/v) OPJ-12400  OPL-18i500  OPJ-17600
AH-22 6.20 + - -
X-2180 7.99 + - +
XAH-1 7.57 + - +
XAH-1-4A 6.98 + - +
XAH-1-4B 6.25 - + -
XAH-1-4C 7.57 + + +
XAH-1-4D 7.17 + - -
XAH-1-11A 7.09 + - +
XAH-1-11B 6.69 - + -
XAH-1-11C 7.09 - -
XAH-1-11D 367 + + -
XAH-1-13A 7.32 + - -
XAH-1-13B 7.52 - - +
XAH-1-13C 6.23 + - -
XAH-1-13D 6.86 - - +
XAH-1-30A 7.15 + + +
XAH-1-30B 7.52 + + -
XAH-1-30C 5.74 + + +
XAH-1-30D 6.86 + + +
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RAPD PARA IDENTIFICACAO LEVEDURAS INDUSTRIAIS
omes, L. H.; Argueso, J. L. ; Duarte, K. M. R.; Tavares, F.C A
epartamento de Genética, ESALQ / USP, Caixa Postal 83

|

| A identificagiio molecular de leveduras por RAPD mostrou grande
leficiéncia comparada com outras técnicas. As cinco principai
llinhagens utilizadas pela indastria alcooleira. foram identificadas e o
padrbes de bandas foram distintos, mesmo havendo alto grau de
iparentesco.As amplificagdes foram feitas em volume de 25 ul contendo
20 mM de Tris-HCl, pH 8.4, 50 mM de KCl, 3.75 mM MgCl,, 100 uM
lde cada um dos quatro deoxinucleotideos, 30 ng de primer (10 bp), 40
ng de DNA gendmico e 1.5 U de Taq DNA Polimerase (Gibco BRL).
|A pré denaturagdo foi de 2 minutos a 92°C, seguida de 40 ciclos de 1
minuto a 92 °C, 1 minuto a 37 °C e 2 minutos a 72 °C, e feita uma
 [lextenséo final de 3 minutos a 72 °C. Os fragmentos foram separados
ipor eletroforese em gel de agarose 1.3%, e corados com brometo d
etidio. Os resultados permitem distinguir a linhagem de levedur
lpadrdo dentre outras que eventualmente possam, por exemple
icontaminar a fermentago.
[Apoio financeiro - CAPES-PADCT
|

VI.4




A.237

UTILIZACAO DE MARCADORES RAPD NA ANALISE DE SEGREGANTES
MITOTICOS E IDENTIF ICACf\O DE MATERIAL GENETICO VIRAL EM Penicillium
chrysogenum. Rosemeire BUENOL; Maria Helena Pelegrineli FUNGARO, 2: Jodo,
Lucio. AZEVEDOL; Aline PIZZIRANI-KLEINER.1 1.Depto. de Genética, ESALQ/USP,
Piracicaba, S.P. 2. Depto. Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
PR.

Marcadores de RAPD foram utilizados para analisar segregantes mitOticos
via fusdo de protoplastos entre duas linhagens de Penicillium chrysogenum de origens
diferentes (IFO 4626 ¢ IZ 1671), a fim de ampliar os conhecimentos sobre o fendmeno da
parassexualidade nessa espécie. A reaciio de amplificagfo foi feita em um volume de 25 pl,
contendo 10 mM Tris/HCI (pH 8,3), 50 mM KCl, 4 mM Mg CL2 200 uM dNTP's, 0,4 uM
de primer, 30 ng de DNA e 1,5 unidades de Taq polimerase. As reagSes foram submetidas a
40 ciclos de amplificagdo apds desnaturagdo inicial a 92°C de 4 minutos. Cada ciclo
consistiu de 1 minuto a 92°C, 1 minuto e 30 segundos a 37°C e 2 minutos a 72°C. Os ciclos
foram seguidos de uma extensdo final de 3 minutos a 72°C. Um "screening"de 20 primers
foi realizado para detectar polimorfismos entre as linhagens parentais, sendo que um destes
ndo deu origem a produto de amplificagdo. Dentre 19 primers responsivos, até o momento,
quatro foram utilizados para a analise das linhagens parentais, do dipléide e dos segregantes
mitoticos. Todos os quatro primers selecionados apresentaram de 11 a 18 bandas, embora
somente um ou dois polimorfismos entre as linhagens parentais tenham sido detectados. O
diploide apresentou bandas extras para os primers testados, enquanto que os segregantes
apresentaram-se semelhantes a um dos pais. Foi verificado em eletroforese em gel de
agarose, que uma das linhagens apresenta 3 bandas de RNA viral, sendo as mesmas

observadas também no dipldide e em segregantes mitdticos.

A238

USO DE RAPD PARA CARACTERIZACAO DE HIBRIDOS E SEGREGANTES DE
MEIOSES COMPLETAS DE Saccharomyces cerevisiae; Juan Lucas Argueso; Luiz H.
Gomes;, Keila M. R. Duarte; Flavio C. A, Tavares. Departamento de Genética, ESALQ /
USP, Piracicaba, SP.

O polimorfismo molecular do tipo RAPD em segregantes de Saccharomyces
cerevisiae em cruzamentos controlados poderia ser correlacionado a produgio de etanol.
Os cruzamentos foram feitos com linhagens parentais divergentes quanto 4 produgio de
etanol, AH 22 e X 2180, obtendo o hibrido XAH-1, e segregantes deste. As amplificagdes
foram feitas em volume de 25 pl contendo 20 mM de Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM de KCl,
3.75 mM MgCl,, 100 pM de cada um dos quatro deoxinucleotideos, 30 ng de primer (10
bp), 40 ng de DNA gendmico e 1.5 U de Taq DNA Polimerase (Gibco BRL), A pré
denaturagfio foi de 2 minutos a 92°C, seguida de 40 ciclos de 1 minuto a 92°C, 1 minuto a
37°C e 2 minutos a 72 °C, e feita uma extensdo final de 3 minutos a 72 °C. Os fragmentos
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1.3%, e corados com brometo de
etidio. Utilizando esta metodologia ndo foi possivel identificar o nimero de bandas
polimoérficas nesessario para uma anilise estatistica significativa. De fato entre os 74 primers
testados apenas 3 apresentaram polimorfismo de apenas uma banda cada. Possivelmente, a
origem endogémica das linhagens parentais, AH 22 e X 2180, dificultou a identificagiio de
polimorfismo e consequentemente ndo foi adequada para este estudo.

Apoio Financeiro: CAPES e PADCT.

205




, CRORGANISMOS

FERIOR DE AGRICULTURA
'LUZDEQUEIROZ'
- (ESALQ/USP)

~ VOLUME 20

~ PIRACICABA,SP
1995




Relatério de Viagem

Grupo de Estudos “Luiz de Queiroz”
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
Universidade de Sao Paulo

Piracicaba
1995



A0S nossos pais



INDICE

Roteiro de viagem
Introducao
Relatério das visitas:

| Conclusao
| Agradecimentos
QUEM € QUEM .. e e 18




ROTEIRO DE VIAGEM
EUROPA
(JUNHO-AGOSTO/1995)

GRUPO DE ESTUDOS
“LUIZ DE QUEIROZ”
(GELQ)

06 - Chegada a Madri ALEMANHA
ESPANHA 21/07 - Universidade de Hohenhein (Stuttgart)
' 24/07 - Universidade Técnica de Berlim
30/06 - Danone (Barcelona) (Berlim)
27/07 - Bayer (Leverkusen)
FRANCA 28/07 - Bayer (Leverkusen)
03/07 - Pioneer (Toulouse) HOLANDA

04/07 - INRA / ENSAT (Toulouse)
31/07 - Universidade de Wageningen

SUICA (Wageningen)

01/08 - Bloemem Veiling (Naaldwijk)
06/07 - Ciba-Geigy (Basel) 01/08 - Bruisma Seeds (Naaldwijk)
07/07 - Sandoz (Basel) 02/08 - Porto de Roterdam (Roterdam)
ITALIA FRANGA
10/07 - Asgrow ltalia (Mildo) 12/08 - Saida do aeroporto de Paris.

14/07 - FAO (Roma)

1



INTRODUCAO

Ja faz parte das tradi¢gdes da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” a viagem tecnica
realizada pelas turmas de académicos de ultimo ano. A turma ingressante em 1991, dando continuidade
a esta tradicéo, iniciou em 1994 as reunides que dariam origem ao Grupo de Estudos “Luiz de Queiroz”.
Inicialmente a idéia foi tomando forma e em pouco tempo varios colegas aderiram ao projeto, até que
o Grupo foi definitivamente consolidado, no més de abril, com a participacdo de 16 estudantes.

Uma vez consolidado, a etapa seguinte foi a oficializagdo do GELQ perante a Congregagéo da
ESALQ, o que facilitaria posteriormente os apoios solicitados.

A seguir, o GELQ procurou estabelecer um organograma que definisse as tarefas de seus membros,
assim como seus objetivos, orcamento e prazo de execugdo do projeto. Ao mesmo tempo, foram
discutidas quais as areas de interesse dos integrantes para uma orientagéo do roteiro de visitas a ser
seguido. Foi entdo convidado o Prof. Dr. Antonio Roque Dechen para ser o professor acompanhante
do Grupo, representando o corpo docente da ESALQ durante nossos compromissos no exterior.

Os trabalhos iniciais permitiram a confecgdo de um projeto apresentando nossos objetivos e
cada um dos membros do Grupo. A partir de julho, tiveram inicio as entrevistas com diferentes setores
da iniciativa privada, principalmente com aquelas relacionadas com o setor agricola. Em cada entrevista,
os membros do GELQ expunham nosso projeto e enfatizavam a necessidade de um apoio concreto
para a sua viabilidade, além de destacar o retorno que uma empresa teria participando deste tipo de
iniciativa.

Apéds alguns meses de trabalho intenso, 0 GELQ comegou a receber varias respostas positivas
de apoio. O apoio veio de empresas privadas e universidades da Europa, entusiasmadas em recebernos,
deixando o Grupo cada vez mais confiante no sucesso do empreendimento. A ajuda foi obtida de
diferentes maneiras, de acordo com as possibilidades de cada empresa. Algumas ofereceram suas
mercadorias; outras, apoio financeiro e, algumas empresas com sede no exterior, nos ofereceram
hospedagem, transporte e alimentagao durante as visitas as matrizes.

As reunifes eram realizadas semanalmente para se avaliar o trabalho em andamento e tragar
uma programacao para os dias seguintes. Assim foram sendo atingidas nossas metas, superando os
obstaculos que nos encorajaram a seguir adiante.

Finalmente, em 23 de junho de 1995, o Grupo, constituido de 16 estudantes de Engenharia
Agrondmica, juntamente com um professor acompanhante, embarcou para a Europa. Concretizava-se
nosso objetivo, ac mesmo tempo em que nos era passada a responsabilidade de representar a imagem
do estudante brasileiro e da ESALQ no exterior.



ESPANHA

DANONE

A primeira visita realizada pelo Grupo de
Estudos “Luiz de Queiroz” foi a fabrica da Danone
na cidade de Barcelona sendo recebido pelos
Srs. José Antdnio Zaldua e Leonardo Vaitez. A
visita foi dividida em duas partes: apresentacéo
de uma palestra a respeito da histoéria e
organizagéo do Grupo Danone e uma visita a
linha de producdo da fabrica.

O Grupo na fabrica de Barcelona.

A Danone foi fundada em Barcelona, em
1919 e, atualmente esta representada em 30
paises. Tem uma participacdo de 54.1% no
mercado europeu, seguida da Yoplait (11,9%) e
da Nestlé (10%). O processo de comercializacdo
é inteiramente feito em caminhdes frigorificos.
S&o vendidas mais de 8.000.000 de unidades
diarias, em mais de 75.000 pontos de venda. S&o
gastos cerca de 300 milhGes de litros de leite
por ano.

A Danone mantém e aprimora cultivos
microbianos com um acervo de mais de 200
cepas de Estreptoccocus e Lactobacilus. Os
produtos passam por um rigoroso controle de ,
qualidade, sendo estudados os efeitos do
processo de produgdo e armazenagem dos
produtos. S&o gastos 1.000.000 de litros de agua
por dia. O leite é recepcionado, desnatado,
pasteurizado e homogeneizado.

FRANCA

PIONEER

Pela manh4, visitamos a propriedade do Sr.
Ramondenc, que foi acompanhada pelo
agrénomo Jean Collombier.

A area da propriedade era de 100 ha, dos
quais 20 ha destinados a silagem de milho, 25
ha para pasto, 30 ha para feno, 10 ha de cereais
(cevada e trigo) e 15 ha para set -aside.

Nesta propriedade a empresa demonstrou
alguns dos hibridos utilizados para a producéo
de silagem de milho. Estes hibridos se

denominam “Natalia” e “Cecilia” que
correspondem aos numeros 9422 e 9524
respectivamente. O rendimento alcangado é de
18 ton de MS/ha para silagem com o uso de
irrigagdo, e sem irrigacdo, 12 ton de MS/ha.
Esta alta produtividade ¢ alcancada devido as
boas condi¢bes do solo, também pelos niveis
altos de adubagé&o organica e mineral e pela boa
qualidade da semente. Tudo isto sendo
monitorado pelo técnicos de campo que a

pMNraca fara - -



Milho hibrido cultivado na fazenda do Sr. Ramondenc.

vacas lactantes e animais em crescimento para
a substituicdo das mesmas. O rebanho
apresentava indices muito elevados, como 1 ano
de intervalo entre partos, 300 dias de lactacéo e
uma producdo média anual de 8000 kg de leite
por lactagdo. Cada propriedade na CEE tem uma
cota de produgéo, sendo na propriedade visitada,
cota de 650 mil litros/ano, pagos pela sua
qualidade e composigdo. Outra regulamentagéo
determina que cada propriedade deve manter
15% de sua area total fora de producgéo, regime
conhecido como set-aside. O governo paga ao
proprietario o equivalente a renda que seria
obtida pelo uso desta area. Tal medida tem como
objetivo a reducdo dos excedentes de produgéo
gerados na Comunidade Econdmica Européia.

Na sequéncia do programa, foi feita uma
visita a um dos laboratérios de pesquisa da
empresa. No laboratério s&o feitas as seguintes
determinagdes para o controle de qualidade:
exame de caracteristicas fisicas, germinacao e
vigor, pureza genética e teste sanitario.

Ainda na visita, foi ministrada uma palestra
pelo Sr. Lafargre Gerald que é um dos
responsaveis pelo marketing da empresa. A
empresa, no ano de 1991, apresentava-se em
primeiro lugar no setor de produgéo de sementes,

Atualmente, a empresa possui mais de 350
distribuidores e 3000 depdsitos somente na
Franga . A equipe é composta por 185
funcionarios na fabrica, 68 agrénomos e 5
grandes cooperativas com 27800 socios.

INRA (Instituto Nacional de Pesquisa
Agronémica)

Atualmente, o INRA direciona suas
pesquisas principalmente as seguintes areas:
Genética e Biotecnologia, Tecnologia de
Alimentos, Produgéo Animal e Economia.

No setor de Genética e Biotecnologia , as
pesquisas estdo voltadas para o melhoramento
de plantas, hipersensibilidade de plantas,
genética molecular e analise de genomas.

GELQ na visita ao INRA.



e aidentificacdo dos métodos de controle para a
melhor qualidade dos produtos agroindustriais.

ENSAT (Escola Superior de Agronomia de
Toulouse)

O Grupo conheceu a estagdo experimental
de bovinocultura leiteira da ENSAT localizada
proxima a cidade de Toulouse.

Confinamento na estagio experimental da ENSAT.

A estagdo apresenta indices de
produtividade elevados e alta tecnologia de
producdo. As vacas sdo identificadas por
sensores presos ao pescogo. A cada ordenha
um computador registra a producdo de cada
animal e oferece no momento da alimentacao,
as quantidades corretas de ragao para que haja
um equilibrio nutricional.

Outro equipamento empregado na estacéo
permite a deteccao do cio através de outro sensor
preso a canela que mede o nimero de passos
dados pelo animal.
Quando  esse
numero aumenta,
0 computador
acusa 0O cio e
procede-se a
inseminacéao
J%luewue eSueinbas o ausibiy e wod ednooaid
ac enllIslliy 3D elIBoIoUud29] ap 1018s O

SUICA

CIBA-GEIGY

Em 1970, as industrias quimicas Ciba e
Geigy associaram-se, dando origem & empresa
Ciba-Geigy Ltda. Atualmente, a empresa
trabalha nos setores quimico, farmacéutico,
agricola e industrial. No setor agricola ela opera
nas areas de fitossanidade, salde animal e
sementes, sendo que fitossanidade inclui controle
de plantas daninhas, pragas e doengas.

A Ciba-Geigy conta com 85.000 pessoas
trabalhando no mundo, sendo 20.000 na Suica e
12.000 na sede da empresa em Basel e Stein,
na regido da Basiléia.

Para o desenvolvimento de um novo
produto, s&o necessarios de 6 a 8 anos, sendo o
investimento da ordem de 100 a 200 milhGes de
délares. Durante o desenvolvimento de uma nova
molécula para uso agricola, sdo testadas suas
funcdes de controle de plantas daninhas, pragas
e doencas com a finalidade de observar onde
ela se mostra mais eficaz. No desenvolvimento
do novo produto, sdo realizados pesquisa e
sintese do produto, experimentos e pesquisa de
campo a nivel mundial, desenvolvimento
biolégico, ecolégico, toxicolégico, econdmico e
de marketing, registro do produto e finaimente
sua oferta no mercado. Para a aprovagéo de um
novo produto, sdo testadas aproximadamente
20.000 moléculas.

A empresa durante o desenvolvimento do
produto realiza muitos estudos relacionados com
o comportamento e destino dos produtos
' fitossanitarios no
meio ambiente,
sendo este setor
de fundamental
importancia dentro
da empresa. Para
iss0, sdo utilizados

‘0JUBWIA[OAUSSEP @ Bsinbsad e sopeuoioalip 0es
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pesquisas com o meio ambiente, avaliando-se o

comportamento dos produtos no solo e agua.
Uma area de grande enfoque na empresa

é a relacionada com pesquisa pré-clinica, através

~do uso da Ressonancia Magnética, que tem por

7

g

objetivo testar os medicamentos nos organismos,
antes de introduzir um novo medicamento numa
clinica ou mercado. Doengas e transplantes séo
induzidos em animais para se testar tais
medicamentos e sua eficacia.

Durante a visita a Sandoz, o grupo foi
recebido pelos responsaveis: Sr. e Sra. Carlo
Capone, Sr. Max A. Widmer, Sra. Veronique
Altermatt, Dr. Markus Wisson e Dr. Nicolau
Beckmann.

ITALIA

ASGROW SEMENTES

‘ A Asgrow € uma empresa de origem norte-
americana e recentemente, passou ao controle
das Empresas Las Modernas do México.
Trabalha na area de sementes, principalmente
milho, soja, girassol, alfafa, ervilha, tomate e
melancia. E lider de mercado no setor de legumes
e segunda em cereais.

Sr. Giorgio Ahghinetti em palestra ao GELQ.

Em seguida, o grupo foi recebido pelo
Sr. Giorgio Ahghinetti, gerente de produgéo, que
apresentou as etapas do processamento das
sementes de milho e legumes.

isso as sementes sao classificadas em 16 tipos,
de acordo com o tamanho, comprimento e forma.
Antes porém, & preciso reduzir o teor inicial de
agua da semente de 33% para 14-15%.

Ap0s a secagem e separagao, as sementes
de milho passam por uma limpeza, s&o tratadas,
ensacadas e por fim classificadas, de acordo
com os padrdes internacionais de classificagéo

de sementes.

Embalagem das sementes ASGROW.

A Asgrow possui campos de produgao em
varios paises e realiza contratos com terceiros
de acordo com suas necessidades,
principalmente para tomate, melancia e brécoli.

As sementes de legumes sé&o armazenadas
em local climatizado.

As sementes de alface apresentam
problemas de germinagéo devido & auséncia de
luz e temperaturas abaixo de 24°C . Para isto, a
Asgrow desenvolveu um tratamento a base de
resinas e choque térmico. Outro tipo de
processamento dado as sementes horticolas &
a peletizacao.

Da colheita ao empacotamento, que &
totalmente automatizado, s&o feitas
aproximadamente 40 analises laboratoriais, num
intervalo de 30 a 40 dias, e armazenando as
sementes por periodo de até um ano. O controle
de qualidade final é realizado nos laboratorios
da prépria companhia e regulado de acordo com

as exigéncias do ISTA.
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do produto no solo.

- Os estudos de ecotoxicologia séo
realizados para se observar os efeitos do produto
quimico sobre microrganismos, algas e plantas,
invertebrados e peixes.

Uma nova area de estudo dentro da
empresa refere-se ao controle biolégico e
resisténcia das plantas as doencgas. Para o
controle biolégico séo utilizados principalmente
bactérias e fungos, que sdo isolados e
multiplicados em laboratério. Os estudos sé&o
realizados em casa de vegetacdo e campo e
entdo, prossegue-se a formulagdo adequada,
patente, registro e marketing.

Em resisténcia das plantas através da
Imunizagéo, a pesquisa € feita para avaliar o
comportamento das mesmas em relacdo aos
patdgenos. A imunizagao é realizada através da
estimulacao de mecanismos de defesa da propria
planta, por uma pré-inoculagdo com o
microorganismo em estudo ou por tratamento
com um produto quimico.

Durante a visita & empresa, o grupo foi
recebido pelos responsaveis: Dr. Thomas Egli,
Dr. Juan Gonzalez-Valero, Dr. Hans Rufli,
Dr. R. Grade, Sr. Paul Stocklin, Sr. Markus Julmy;,
Dr. Michael Oostendorp, Dr. Hans-Joachim Kempf
e Sr. Axel Lhken.

SANDOZ
A empresa foi fundada em 1886, tendo
como principal atividade a produgéo de corantes.

Em 1917, criou-se o setor farmacéutico, «
em 1939, o agroquimico. Atualmente, a Sando.
concentra-se na “Ciéncia da Vida” - indUstria
farmacéutica e nutricao. |

Em todo o mundo, aproximadamente
60.000 pessoas trabalham na Sandoz.

Em 1994, suas vendas atingiram US$ 14
bilhbes, sendo a contribuicdo vinda das areac
farmacéutica (45%), nutricdo (18%), quimico~
(14%), agricola (9%), materiais para construca-
civil (8%) e sementes (6%). O mercad-
consumidor de seus produtos esta concentrad
na Europa (40%) e USA e Canada (34%).

Durante a visita, conheceu-se a industri
de produc¢éo de farmacos, onde sédo produzido
60 substancias ativas em 180 diferentes formas.

Os setores de estudo da empresa referenm,
se a formulacéo e identificagdo dos ingrediente.
ativos, residuos quimicos, metabolismos das.
plantas e animais e efeitos no ambiente.

Desenvolvem-se métodos analiticos para a
identificagédo e quantificagéo do ingrediente ativo
nos produtos formulados, tudo para um rigoroso
controle de qualidade.

Testes s&o realizados com plantas e solo
com afinalidade de avaliar o comportamento do<
residuos quimicos nos mesmos. Sdo realizado=
também estudos de metabolismo de plantas r
animais (ruminantes e peixes), para se observe
o0 comportamento dos residuos quimicos no’
tecidos e leite.

Grande importancia é direcionada a
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Sismondo, supervisor de produgdo e mercado,
fizeram um histdrico da Asgrow ltalia e de sua
posicdo atual. A empresa se instalou na ltalia
apés a 2 2 Guerra Mundial, gragas aos incentivos
proporcionados na época pelo plano Marshall.
Iniciou suas atividades com sementes horticolas,
e posteriormente oferecendo sementes para
grandes culturas como milho, sorgo, girassol e
recentemente, introduzindo a cultura da soja no
sul da Europa. Atualmente, possui
representantes, fabricas e “joint-ventures” em
quase toda a Europa.

FAO (Food and Agriculture Organization)

A palestra de introdugdo da visita foi
realizada pelo Dr. Roberto Castelo Branco, onde
foi discutido “A Organizagéo das Nacbes Unidas
pela Alimentac&o e Agricultura” (FAQ). Criada em
1945, possui 169 paises membros e seu conselho
€ composto por 49 destes, que se relnem a cada
2 anos, e elege o diretor geral da FAO, que
atualmente & um senegalés, Dr. Jacques Diref.

A FAO oferece assisténcias técnicas e
cooperagdo com os governos. Possui mais de
2500 projetos mundialmente e mais de 2000
profissionais.

S&o metas da FAO elevar niveis nutricionais
e de vida, e a produtividade agricola, melhorando
a situacao da populagao rural, o que representa
um grande desafio para o préximo milénio.

A FAO atua para o desenvolvimento
agricola e rural, oferecendo uma base essencial

para melhorar a nutricdo, segurancga alimentar e
nivel de vida. '

A entidade acredita ser a agricultura um dos
fundamentos de soberania nacional, contribuindo
na alimentagao da populagdo do pais e
representando uma fonte decisiva de divisas.

A FAO é regida pela conferéncia dos
estados membros, que examina as atividades
realizadas, aprova um programa de trabalho e o
orgamento para o biénio seguinte. A contribuicdo
de cada pais é calculada em func&o do seu PIB.

Apds a apresentacao inicial, o grupo
assistiu alguns seminarios apresentados por
pesquisadores da organizagao: Dr. Peter Griffee,
Dr. Eric Kuenemam, Dr. Sebastido Barbosa e
Dr. José de Souza Silva.

ALEMANHA

UNIVERSIDADE DE HOHENHEIM

A visita ao Departamento de Produgéo
Vegetal nos Tropicos e Sub-trépicos da
Universidade de Hohenheim contou com a
apresentagao de trés palestras e uma visita ao
Campus.

Museu da Agricultura da Universidade em Stuttgart.

A primeira palestra foi proferida pelo
Dr. Jurgen Greiling, chefe do Departamento. Ele
apresentou um histérico da universidade e do
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que retinem um total de 37 institutos. Os cursos
oferecidos aos mais de 6000 estudantes s&o:
Ciéncias Naturais aplicadas e gerais, Biologia,
Ciéncias Agrarias | (Producédo Vegetal e
Ecologia), Ciéncias Agrarias Il (Economia
Agricola, Técnica Agraria e Produgéo Vegetal) e
Ciéncias Sociais e Econdmicas. O departamento
foi criado em 1980 juntamente com outras areas
ligadas a pesquisa nos tropicos.

O Dr. Thomas Hilger apresentou as atuais
prioridades de pesquisa desenvolvidas pelo
departamento em trés areas. Em Agronomia,
desenvolvimento de sistemas de produgéo
vegetal sustentaveis, protecdo e manejo
sustentavel de recursos naturais, estudos de
fisiologia de cultivos tropicais, recursos naturais
renovaveis e selecdo de plantas nativas com
valor agro-industrial. Em Ecologia Agricola,
estudos de agroecossistemas, estudos da
dindmica de pragas e ervas daninhas e seu
controle, em sistemas agricolas do pequeno
produtor, e estudos da dinamica de plantas
parasitas e seu controle, incluindo controle
biolégico. Em pastagens e cultivo de forrageiras,
recursos geneticos com valor forrageiro,
recuperacao de pastagens degradadas pela
consorciagdo com leguminosas.

No periodo da tarde, o Dr. Thomas Gaiser
'apresentou o projeto WAVES (Disponibilidade de
agua e vulnerabilidade de ecossistemas e
sociologia no Piaui / Ceara), em fase de
implantacdo no nordeste do Brasil, com o objetivo
principal de avaliacdo e prognose, tanto do
fenbmeno da migragdo como da situagéo
agropecuaria de regides sob o risco de secas.

Finalizando a visita, o Sr. Bernhard Klocke
acompanhou o Grupo numa visita ao Museu de
Agricultura da universidade e a um passeio pelo
Campus incluindo o jardim exdético, a biblioteca
e o edificio central.
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Estacdo ecoldgica proxima a Berlim.

poluicdo de solos, erosdo hidrica e processos
de formacgéo de solos urbanos. A visita teve
sequéncia na estagao ecoldgica da universidade,
onde se encontra 0 projeto de monitoramento
ambiental automatizado. O equipamento consiste
de tensidmetros eletrdnicos, sondas TDR (Time
Domain Reflectometry) e de capsulas para
retirada de solucdo do solo. Cada uma dessas
unidades esta ligada a um registrador central que
acumula os dados e permite assim, uma analise
a longo prazo dos efeitos da poluicdo do solo
através da chuva acida.

BAYER LEVERKUSEN E
AGROQUIMICO BAYER MONHEIM
A visita de dois dias a Bayer teve inicio no
centro de producao de Leverkusen, onde estéo
concentradas varias unidades. O complexo
iniciou suas atividades em 1912, ocupa uma area
de 340 ha e possui 600 edificios onde trabalham
32000 dos 56000 empregados da companhia.
Nesse complexo esta localizado o Baycomm
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Confraternizagio com os amigos da BAYER - Colonia.

(centro de comunicagéo Bayer), onde o grupo
foi recebido pela Sra. Monika Pasbt-Schumacker.
Nas diversas salas do Baycomm & apresentada
a importancia dos produtos Bayer no cotidiano.

Em seguida, o Grupo visitou as instalagbes
do centro agroquimico de Monheim, situado a
15 km de Leverkusen, ocupando uma area de
55 ha. Este é o maior centro de pesquisa
fitossanitaria do mundo, que foi concluido em
- 1994 apods nove anos de construgdo. No centro
trabalham 1800 pessoas. Seu ponto central é o
“Tropicarium”, que abriga uma das maiores
colegbes de plantas tropicais de interesse
econdmico. Ao seu redor, se agrupam os diversos
institutos de pesquisa, assim como o edificio da
administragéo. O ponto inicial foi o “tropicarium”,
apresentado pela Sra. Krewer. Este edificio
possui luz, umidade e temperatura adequadas
ao crescimento de uma grande variedade de
espécies tropicais. No auditério do edificio foi
exibido um filme sobre a importancia da pesquisa
agroquimica para a produgé&o de alimentos.

No instituto de entomologia, o Dr. Elbert
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novas substéncias, totalizando 40000 testes a
cada ano. Também foram apresentados os
produtos em desenvolvimento, visando um menor
dano ao meio ambiente e aos inimigos naturais

das pragas. Produtos como
entomopatogénicos e inseticidas aplicados em
pequenas gotas com feromdnios estardo no
mercado em poucos anos. Em seguida, foram
visitadas instalagdes de pesquisa de efeitos dos

fungos

agroquimicos sobre o meio ambiente. No instituto
de metabolismo o Dr. Gram apresentou 0s
ensaios de toxicologia dos produtos Bayer,
desenvolvidos em animais (peixes e aves),
plantas e microrganismos. Esta &€ uma das etapas
anterior a liberagdo do produto para
comercializacédo. Finalizando a visita, o Grupo
conheceu os lisimetros instalados em Monheim
para estudo da dindmica dos produtos no solo.
As colunas de solo s&o retiradas do local de
origem, sem a alteracéo da estrutura. Tem area
de 1 m quadrado e profundidade de 1,2 m,
representando uma amostra muito significativa
do perfil. As substancias sdo marcadas
radioativamente e aplicadas sobre a cultura
instalada no cubo-de solo. A agua que infiltra
nelo lisimetro é coletada e analisada auanto a



ESTAGAO EXPERIMENTAL BAYER HOFCHEN

A Fazenda Héfchen foi adqdirida em 1940
pela Bayer, com o objetivo de estabelecer uma
estacdo experimental para trabalhos de pesquisa
fitossanitaria. Esta situada no distrito rural de
Burscheid, entre Leverkusen e Wuppertal. Possui
35 funcionarios, sendo 10 pesquisadores e 25
de pessoal de apoio. Atualmente, a estacao
ocupa uma area de 110 hectares. Dos 100 ha
cultivados, 75 ha s&o ocupados por culturas
anuais, 16 ha com frutiferas e 9 ha com
pastagens. A estacao ainda possui uma area de
10 ha de reflorestamento. A estacao de Héfchen
foi apresentada pelo seu diretor, Dr. Hanskarl
Kirfel. Na primeira etapa, foi apresentada a
infraestrutura disponivel na estagéo, sala de
armazenamento de agroquimicos, sala de
pesagem e equipamentos para o tratamento de
sementes, bem como maquinas e implementos
utilizados nas operacdes de semeadura de
precisdo, pulverizagdo e colheita.

Na segunda etapa, foram apresentados os
ensaios de defensivos agricolas em culturas
anuais, principalmente trigo. Em seguida, os
ensaios com frutiferas, principalmente maca,
reunindo uma coleg¢do de variedades de toda a
Alemanha e também de outros paises. No
laboratério foi feita uma demonstracdo da
avaliagao do nivel de infestacdo de patdégenos
(ferrugem e oidio) em trigo, visando a aplicagéo
do manejo integrado de doencas.

PAISES BAIXOS )

UNIVERSIDADE DE WAGENINGEN
A Universidade de Wageningen, situada na
cidade de Wageningen a aproximadamente
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100 km de Amsterdam, € uma das maiores
universidades da Holanda, com 119 anos de
existéncia. Possui por volta de 6500 alunos de
graduacéo distribuidos em diferentes cursos de
diversas areas.

As visitas foram orientadas pelo professor
Marcos Bernardes, do Departamento de
Agricultura da ESALQ-USP, que esta

Departamento de Produgio Vegetal - Wageningen.

desenvolvendo seu curso de doutoramento nesta
universidade.

A primeira visita foi reai. -adano ISRIC - The
International Soil Reference and Information
Centre.

O ISRIC é um centro de documentagao,
pesquisa e treinamento sobre solos do mundo,
com énfase em paises em via de
desenvolvimento.

O Dr. Hans Van Baren, diretor do ISRIC,
fez uma introducéo sobre as principais atividades
desenvolvidas e os objetivos do centro, citando:
os principais problemas dos solos europeus,
como acidificagao, poluicdo e degradacéao, a
coleta de solos africanos para pesquisa,
identificacdo e treinamento de pessoal para o
desenvolvimento agricola destas areas; a coleta
de amostras de solos de paises de todo o mundo,
para estudo detalhado e exposi¢do na coleg¢ao
de solos do Centro.

O ISRIC recebe colaboracdo de diversas
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colecdo é composta por 850 perfis de solos,
amostrados em mais de 60 paises.

Logo apds, o professor Marcos Bernardes
mostrou ao grupo as demais instalacbes e
departamentos pertencentes a Universidade.

No periodo da tarde, visitamos o
Departamento de Teoria da Produgao,
acompanhado pela pesquisadora Anne Marie
Van Dan. Foram apresentados os campos
contendo diferentes ensaios. O primeiro
experimento era desenvolvido em estufas, onde
se analisava o comportamento de plantas sob
diversas condi¢des do solo. Existiam parcelas de
1,25 x 1,25 x 2,00 m de profundidade, onde se
controlavam a agua no solo, aeragao, infiltragéo
e percolagdo para avaliar a interferéncia no
crescimento de raizes. Todo o sistema é muito
complexo e altamente informatizado, dispondo
de um equipamento de TV com microcameras
dispersas no solo, onde se pode analisar o
crescimento das raizes. O sistema de
fertirrigacdo é automatico, com tensiémetros
eletronicos, medidores de condutividade elétrica
e outros.

O outro experimento tinha como objetivo
observar o comportamento da planta em meio
saturado de CO2. As parcelas eram
completamente isoladas por plasticos, n&o
havendo interferéncia do meio ambiente.

Posteriormente, o Sr. Rudy Rabbeuge em
sua explanagdo comentou a situagao sdcio-
econdmica da Holanda no aspecto agricola. A
Holanda é o segundo pais exportador de produtos
agropecuéribs do mundo. Chega a exportar 60
bilhdes de dolares por ano apenas em flores.

Além disso, o Sr. Rabbeuge abordou um
programa educacional constituido por cursos
basicos, cursos avancados e treinamento
individual. No programa de pesquisa, ele deu
destaque aos seguintes parédmetros: solo e clima,
crescimento e desenvolvimento de culturas,
pragas, doengas e plantas daninhas, e sistema
de produgéo agricola.
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situacdes.

Por fim, foi feita uma demonstragédo do
software de simulagdo de produgdo no
computador, utilizando estes modelos, aos alunos
do GELQ.

BLOEMEN VEILING

Nesta oportunidade, o Grupo visitou o maior
leildo de flores do mundo. Situado numa éarea
de 45 ha, com cerca de 1400 funcionarios. O
leildo de flores comercializa mais de 10.000
flores/dia, de mais de 3000 espécies e gerando
um faturamento de aproximadamente 5 milhdes
de florins/dia (3 milhdées de dolares/dia).

O leilao funciona em um sistema
cooperativista integrando mais de 4.000
produtores, sendo 5 a 6% do faturamento
repassado para a cooperativa.

Cerca de 80% das flores comercializadas
s&o0 exportadas, principalmente para a Franga e
Alemanha. O restante fica no mercado interno.

As flores chegem um dia antes e recebem
um tratamento quimico, que tem como fungéo
conservar as flores garantindo a qualidade.
Perde-se muito pouco, aproximadamente 1%. As
flores ficam armazenadas a 2 graus no periodo
noturno, para serem comercializadas na manha
seguinte durante o leil&o.

As flores séo levadas em lotes a leil&o,
onde o0s compradores as observam
acompanhados dos catalogos contendo todas as

informacdes sobre o produto. Existem oito
recintos de leildo.




As flores n&o negociadas v&0 aum mercado
anexo e sao comercializadas a pre¢os mais altos.

BRUINSMA SEEDS

A visita foi orientada pelo Sr. Henk Van
Kooten, que recebeu o Grupo, representando a
empresa. A Bruinsma é ligada ao grupo Asgrow

acondicionamento é feito em embalagens
seguras e descontaminadas em uma sala
climatizada.

O Grupo foi convidado a conhecer trés
produtores que utilizam os produtos da empresa.
O primeiro, produtor de tomate, usa hidroponia,
e obtém um rendimento de 60 kg/m? e possui uma

Estufa de produgfo de sementes de pepino.

e desenvolve, produz e comercializa
principalmente sementes de hortalicas como:
tomate, pepino, pimentdo, melédo e outras.

O maior mercado explorado pela empresa
€ o0 europeu, no entanto, possui unidades
dispersas pelo mundo. No video apresentado, o
Grupo conheceu as instalagdes da empresa e a
metodologia de obtencao de hibridos através de
melhoramento genético daquelas espécies.

Foram mostradas ao Grupo as estufas de
produgéo de sementes de pepino, pimentéo e
tomate. O sistema é sofisticado e muito
informatizado. O controle de polinizacdo é
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area de 12.000 m2. O segundo, de pimentéo,

' numa area aproximada de 9.000 m?, sendo 90 a

95% da producéo voltada para a exportacéo. E
por fim, um produtor de crisédntemo e girassol.
Os trés produziam em estufas com 100% de
controle bioldgico.

VELLEMAN & TAS

Nesta visita conhecemos o porto de
Roterdam, acompanhado do Sr. Ton Feelders,
representante da Velleman & Tas. Essa empresa
€ uma importadora de frutas frescas, oriundas
de varios paises produtores do mundo. Possui
armazeéns frigorificos com capacidade de
100.000 m?3, situados numa posicao privilegiada
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Apbs o leildo, o Grupo tira davidas sobre seu funcionamento.

do leildo, os compradores observem a qualidade,
cor e sabor dos frutos que irdo adquirir.

As principais frutas comercializadas no
leilao s&o laranja, tangerina, kiwi, melancia, uva,
abacaxi, péssego, pera e outras. Os principais
fornecedores destas frutas s&o: Brasil, Argentina,
Nova Zelandia, Chile, ltalia, Franca e outros.

Os frutos que chegam ao porto séo
armazenados em grandes galpdes frigorificos a
temperaturas baixas, aguardando a sua
distribuic&o aos consumidores de todo o mundo.

O porto € o maior do mundo e tem
importancia vital para toda a Europa. Esta
localizado a aproximadamente 25 km da foz do
rio Reno, no Oceano Atlantico. Existe um projeto
para a ampliagdo do porto até o ano 2005,
aumentando assim sua capacidade.

O leildo é realizado na propria empresa e
acontece diariamente num auditério frequentado
por compradores holandeses e de outros paises.
O preco do produto leiloado tende a ser justo,_‘
obedecendo a lei da oferta e demanda. Os
compradores sao atacadistas e fazem a
distribuigdo dos produtos atingindo cerca de 200
milhdes de consumidores.



CONCLUSAO

O aprimoramento intelectual e técnico sempre foi o principal objetivo do Grupo de Estudos "Luiz
de Queiroz". De fato, nossas aspira¢des foram satisfeitas pelas visitas que realizamos, pelos paises e
culturas que conhecemos e pelas pessoas que tivemos oportunidade de contactar. Contudo, devemos
mencionar a experiéncia de desenvolvimento humano por que cada um de nos passou durante a
viagem de estudos. O convivio intensivo com os colegas de Grupo fez crescer em nds o sentido de
respeito matuo, camaradagem, compromisso e amizade que fizeram com que ao final de 52 dias nosso
projeto fosse concluido.

No entanto, ao desembarcar no Brasil, nos € apresentado um novo desafio. Apds conhecer novas
tecnologias, programas de pesquisa de vanguarda, estruturas empresariais de porte mundial e podendo
absorver uma visado internacional do setor agropecuario, nosso novo compromisso € compartilhar
essa rica experiéncia com nossos colegas. Estamos deixando neste momento as salas de aula da
ESALQ com uma grande oportunidade para contribuir para o progresso da Engenharia Agronémica e
da agropecuaria brasileira, aplicando aqui os novos conhecimentos e também sabendo evitar os erros
cometidos em outros paises.
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