





Apresentacao

Esta edicdo do Informe Agropecuério
tem por tema a Biotecnologia e suas aplica-
¢des no setor agropecuario.

Ja é consenso que as técnicas, conceitos,
processos e produtos gerados pela Biotecno-
logia Moderna sdo cada vez mais imprescin-
diveis para a evolugdo da pesquisa nas areas
da Biologia, Agronomia e Medicina.

O cultivo comercial de variedades trans-
génicas é uma realidade no Brasil e a cada
dia produtos advindos da Biotecnologia
Moderna estardo mais presentes no nosso
cotidiano.

Mitos, tabus e receios relativos aos riscos
da biotecnologia e suas aplicagdes s6 pode-
réo ser redimidos e neutralizados por meio
da informacdo imparcial, fundamentada no
conhecimento técnico-cientifico e transmiti-
da de forma compreensivel a sociedade.

Dessa forma, a EPAMIG, com esta edi-
¢do do Informe Agropecuério, disponibiliza
diversos temas do campo da ciéncia, com
foco na Biotecnologia Moderna, tais como
biosseguranca, deteccdo de cultivares e pro-
dutos transgénicos, aspectos da protecéo le-
gal, além de assuntos atuais e de interesse,
como bioinformética, marcadores molecu-
lares utilizados no melhoramento genético,
sequenciamento de genomas em larga esca-
la, dentre outros.

Geraldo Magela de Almeida Cancado
Barbara Dantas Fontes-Soares
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A biotecnologia e o futuro da
agricultura brasileira

A biotecnologia é uma ciéncia cada vez mais presente
na vida das pessoas e, por isso, passa a ser estratégica para a
sobrevivéncia humana e para o desenvolvimento das nacdes. A
necessidade crescente de aumento da producdo de alimentos,
para atender ao crescimento populacional em todo o mundo,
coloca a biotecnologia em destaque, como ferramenta essencial
para o aumento da produtividade, melhoria da qualidade
nutricional, seguranca alimentar, reducéo de custos de producao

e combate aos efeitos da degradacéo ambiental.

Os principais beneficios na drea agronémica estéo
relacionados com o desenvolvimento de novas variedades de
plantas, novas racas de animais, e microrganismos criados
por meio da biotecnologia, que hoje estd bastante apoiada
no conhecimento gerado pela biologia molecular. Assim, além
do melhoramento cléssico, que usa marcadores genéticos, a
biotecnologia conta também com o melhoramento assistido por
marcadores moleculares e com o melhoramento genético a partir

de transgenia.

Ainda polémica, a questdo da transgenia foi a que mais
marcou a opiniGo publica brasileira, entre as varias dreas de
atuacdo da biotecnologia, no final do século 20. Atualmente,
com a divulgagéo de outras formas inovadoras de utilizacéo
dessa ferramenta, especialmente com relacéo & sadde humana,
temores estdo-se dissipando e permitindo que o Pais integre o
rol daqueles que cultivam transgénicos. O Brasil ocupa o terceiro
lugar entre os paises com maior drea cultivada com transgénicos
no mundo, ou seja, 15,8 milhdes/ha. A Argentina é o segundo
colocado, com 21 milhdes/ha e os Estados Unidos lideram o
ranking com 62,5 milhées/ha.

O Brasil, reconhecido como o celeiro do mundo, néo
se pode abster dessa tecnologia e deve estar na vanguarda,
acompanhando os avancos tecnolégicos com o apoio da pesquisa,
de informagdes confidveis e com transparéncia, na defesa e

protecé@o dos interesses comuns do Pais e de sua populagéo.

Esta edicdo do Informe Agropecudrio tem o objetivo de
divulgar tecnologias e discutir agdes para a melhor utilizacéo da
biotecnologia em beneficio da sociedade.

Baldonedo Arthur Napoledo
Presidente da EPAMIG




Incentivo a pesquisa biotecnolbgica

Alberto Duque Portugal é formado em Agronomia pela Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), e Doutor em Sistemas Agricolas, pela University
of Reading, Inglaterra. Em 1995, assumiu a presidéncia da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria (Embrapa), que, durante a gestéo de oito anos, alcangou
o reconhecimento como uma das maiores referéncias em agricultura tropical
no mundo. Entre outros cargos, Portugal foi ministro interino da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento; diretor da Agéncia de Inovagéo da Unicamp (Inova);
secretdrio-adjunto de Estado da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento de Minas
Gerais e diretor-executivo do Conselho Nacional do Café (CNC).

Atualmente, Alberto Portugal estd & frente da Secretaria de Estado de
Ciéncia, Tecnologia e Ensino Superior, com o desafio de fazer a inovagao
acontecer. Em diversas dreas, os avancos j& sGo muito significativos. Entre elas
estd a biotecnologia, que estimulada pelo Governo de Minas e parceiros, ocupa
lugar de destaque no cendrio nacional. Nesta entrevista, Portugal ressalta a
importancia da biotecnologia e esclarece a questdo dos transgénicos.

1A - Qual o papel da biotecnologia neste sé-
culo e sua responsabilidade em relacéo a
biopirataria e a destrui¢do de ambientes
naturais? Como a biotecnologia pode
auxiliar na protegdo e conservacéo do
patrimonio genético brasileiro?

Alberto Portugal - Embora seja um
termo aparentemente novo, a biopirataria
existe desde a época do descobrimento do
Brasil, quando ja se praticava a apropriacdo
de conhecimento e do patriménio genético
de nossa biodiversidade com vistas ao uso
unilateral. Infelizmente, nossa biodiversida-
de é muito mais conhecida na comunidade
cientifica internacional do que nos centros
de pesquisas brasileiros. 1sso se deve ao fato
de que a comunidade cientifica internacional
investe grande montante de recursos em
estudos, para desvendar o potencial genético
dessa biodiversidade, aexemplo do Cerrado,
da Floresta Amazonica, da Mata Atléantica, do
Pantanal, etc. A biopirataria ganhou destaque
com o advento da biologia molecular, a
qual é utilizada para o sequenciamento
do DNA que codifica animais e plantas.
Existe uma linha ténue entre a biopirataria,
representada pelo roubo indiscriminado de
material bioldgico, e as atividades proprias
da ciéncia, direcionadas a produgao de in-
formagdes sobre a fauna e a flora de uma de-
terminada regido e de como 0s organismos
interagem e respondem aos estimulos do
ambiente em que vivem. E nesse contexto
que se encaixa a biotecnologia, por meio do
conhecimento da engenharia genética e da
leitura cientifica completa do codigo genético.
Diante do grande potencial da biodiversidade

brasileira, fazem-se necessarias: a protecdo do
conhecimento, a formulacéo de politicas pu-
blicas relacionadas a gestao desse patrimonio,
a protecdo da biodiversidade com os patentea-
mentos pertinentes, a obrigatoriedade da infor-
mac&o sobre a origem dos recursos genéticos
eventualmente utilizados e a comprovacao
da obtencdo de consentimento prévio para a
utilizagdo de tais recursos.

IA - Inicialmente, a sociedade brasileira
posicionou-se contra os produtos trans-
génicos. Atualmente, percebe-se uma
maior aceitacdo em algumas culturas.
Essa precaucdo inicial prejudicou o
Brasil no agronegd6cio mundial?

Alberto Portugal - Néao tenho divida
que sim. O Brasil tornou-se uma poténcia
na producgdo de alimentos e no mundo do
agronegocio, muito recentemente. E foi
em um momento de profundas mudancas
no contexto mundial, tanto no sentido
da globalizacdo, como na formacgdo dos
blocos econdmicos com maior incidéncia
de barreiras ndo tarifarias e mudancas
tecnologicas, a biotecnologia talvez tenha
sido aquela de maior impacto. O fato de
vocé ndo ter no Brasil um ambiente de
seguranca, estimulante para investimentos,
tanto pelas empresas privadas, quanto pelas
estatais, como Embrapa e EPAMIG e univer-
sidades, criou certo desestimulo ou redugdo
dos investimentos, 0 que provocou atraso e
diminuicdo da capacidade competitiva do
Brasil no mercado mundial.

1A - Até que ponto os interesses econdmi-
cos de outras nacGes prejudicaram o

esclarecimento da populacéo sobre os
mitos e verdades envolvidos com 0s
alimentos transgénicos?

Alberto Portugal - Estou convencido
de que isso é um fato, uma vez que a bio-
tecnologia e a nanotecnologia estdo nas
chamadas areas ou ciéncias portadoras de
futuro. Quem domina tecnologias como
transgenia tem o poder de desenhar o pro-
duto que o mercado quer mais rapidamente,
portanto, aumentando a competitividade do
segmento. Algumas empresas, principal-
mente na Europa, ndo caminharam na mes-
ma velocidade que as empresas americanas
e isso fez com que houvesse um grande
movimento apoiado por organizacdes que
tinham preocupacdes com a utilizacdo de
alimentos geneticamente modificados. Isso
resultou numa grande discussdo, que ja ndo
se “travava” mais no campo cientifico e
tecnoldgico, mas transformou-se numa
guerra de comunicagao. O Brasil ja vinha
sendo percebido pelos EUA e por outros
grandes produtores de alimentos, como
um Pais competitivo, com capacidade de
dominar essas tecnologias e aumentar mais
a sua competitividade. O Pais seria prati-
camente imbativel, como a realidade esta
mostrando na area de producao de alimen-
tos e de energia. Entendemos, entretanto,
que é exatamente o avango da ciéncia de
um lado e as necessidades da humanidade
do outro, que véo abrindo perspectivas de
reduzir esse tipo de pressao.

1A - Em sua opinido, as atuais ferramentas
biotecnoldgicas poderéo ser um dife-
rencial positivo na corrida por novas
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fontes de energia renovaveis e de baixo
impacto ambiental?

Alberto Portugal - Certamente. A bio-
tecnologia de aplicacdo industrial trabalha
com o desenvolvimento de enzimas e mi-
crorganismos voltados a diversas finalida-
des dentro da cadeia produtiva. Entre estes
potenciais, podemos destacar a utilizacdo na
obtencédo do etanol de segunda geracdo, a
utilizacdo de enzimas para obtencéo de bio-
polimeros, inclusive na prépria biomassa da
cana-de-agUcar. A possibilidade de obtencéo
de biocombustivel por rota enzimatica, in-
cluindo a substitui¢do do metanol pelo etanol
no caso de biodiesel é uma alternativa.

IA - Qual a sua avaliagéo sobre a impor-
tancia da Comisséo Técnica Nacional
de Biosseguranca (CTNBIio0)?

Alberto Portugal - ACTNBIo tem um
papel crucial. Deve pautar o seu trabalho,
fundamentalmente, no estoque de conheci-
mento e de tecnologia que a humanidade
dispde, ndo sé o Brasil, porque as analises
por parte da CTNBio devem-se ater ao
conhecimento cientifico. E avaliar se um
determinado produto que esta sendo sub-
metido a sua analise pode causar mal ao
homem e ao meio ambiente ou se dentro do
conhecimento disponivel, as probabilidades
de nao causar prejuizos sdo significativas.
Os cientistas e a CTNBIo tém o papel ético
de esclarecer a sociedade, de ndo proposital-
mente misturar questoes de carater cientifico,
com as de caréter cultural, religioso ou ideo-
I6gico. A sociedade, por questdes culturais,
religiosas, ideoldgicas ou de mercado, pode
tomar a decisdo de ndo querer usar alimen-
to transgénico. Nossa posicao é de que a
questdo cientifica e tecnologica precisa ser
debatida na CTNBIo.

1A - Alimentos funcionais e seguranca ali-
mentar sdo assuntos que tém recebido
bastante atencéo de toda a sociedade.
A geracdo de produtos transgénicos
diretamente associados a essas areas
pode ser uma forma de resgatar a
credibilidade da engenharia genética
junto ao cidad&@o?

Alberto Portugal - Ndo tenho divida de
que a transgenia na agricultura comegou por
uma necessidade que os produtores tinham
de reduzir custos e impactos ambientais, por
mais que esse segundo aspecto seja contes-
tado. Contudo, se vocé reduz o nimero de
aplicacdes de herbicida para o controle de
pragas na soja ou no milho, esta provado que
reduz o custo do produtor, o que vai bene-

ficiar o consumidor com um alimento mais
barato. Mas, muitas vezes, o consumidor
leigo ndo tem essa percepcdo clara. Autiliza-
¢ao de nutracéuticos, alimentos com melhor
qualidade nutricional, € uma forma de vocé
deixar o consumidor entender as vantagens
do uso da transgenia no desenvolvimento de
novos alimentos. O consumidor ja utiliza,
por exemplo, vacinas como a hepatite B e
ndo ha nenhuma resisténcia nisso. Quando o
consumidor ndo percebe que tem transgenia,
ele acredita que pode utilizar esse alimento
sem que tenha maiores consequéncias. O
fato é que a humanidade ndo tem como
prescindir dessa tecnologia (transgenia) para
seu futuro. Portanto, a tendéncia é que o
consumidor esteja entendendo cada vez mais
sobre o0 assunto e confiando na comunidade
cientifica, responsavel pela avaliacao, que se
baseia no conhecimento disponivel, daquilo
que é bom ou ruim ou daquilo que tem pro-
babilidade de causar mal a0 homem ou ao
meio ambiente.

1A - Quais linhas de pesquisas em biotecno-
logia o senhor considera estratégicas,
paraque o Brasil assegure sua posi¢ao
de destaque na produgéo mundial de
alimentos?

Alberto Portugal - Nao apenas naarea de
alimentos, mas também nas diversas cadeias
produtivas sob influéncia da biotecnologia.
Alguns exemplos sdo: DNA recombinante
para o desenvolvimento de vacinas, como a
Meningite C, hoje em desenvolvimento na
Funed em parceria com a Novartis; enzimas
para a producao de biocombustivel como o
etanol de segunda gerag&o, microrganismos
e enzimas para a producéo de biopolimeros,
por meio da utilizacdo de biomassa; produ-
cao de medicamentos para gado; técnicas
para germinacdo de sementes oleaginosas;
utilizacao da biodiversidade para fabricacdo
de medicamentos e outros produtos biotec-
noldgicos. Com relacdo especificamente a
alimentos, € preciso destacar que o Pais tem
um papel importante na produgdo mundial,
especialmente no que se refere aos graos.
Por outro lado, a plantacdo de culturas
trangénicas € muito mais ampla em outras
localidades, como EUA e Asia. Em muitos
aspectos, essas culturas tendem a gerar maior
competitividade e produtividade para os pai-
ses. O Brasil, para se manter no mercado ou
mesmo conseguir novos, de forma eficiente
e produtiva, precisa avaliar os beneficios da
implantacéo de culturas ou mesmo de novos
melhoramentos genéticos, que podem incluir
atransgenia. Nesse interim, incentivar a pes-
quisa nessa area é de suma importancia para
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a producao de alimentos no Pais, tanto para
atendimento ao mercado interno, quanto ao
externo. No caso da soja, o Brasil € 0 segundo
produtor mundial, embora o consumo do
gréo e de seus derivados ainda se mantenha
baixo internamente. Grande parte da pro-
ducéo € voltada a exportacdo ou fabricagdo
de 6leo. Estudos comprovam que a soja é
um alimento altamente rico em proteinas,
com indices que chegam ao dobro do feijao.
Mas, em nosso Pais, fatores como o sabor
exatico, desconhecimento da versatilidade
do gréo na culinaria e o alto prego (no caso
dos derivados) sdo apontados como causas
desse insucesso. Por isso, as empresas inves-
tem na reducdo de custos de producédo e em
processos para mascarar o sabor do grdo. O
desenvolvimento de pesquisas nessa linha
cria diversas oportunidades de mercado em
ambito mundial, como é o caso das cultivares
desenvolvidas, conjuntamente, pela Embra-
pa, EPAMIG e Fundacéo Triangulo, soja de
tegumento amarelo e tegumento marrom.
Tais variedades trabalham o sabor desse
alimento, tornando-o mais palatavel.

IA - Na Ultima década, observou-se uma
grande corrida para o sequenciamento
completo do codigo genético de varias
espécies, inclusive do homem. Mesmo
com os resultados obtidos, os impactos
no cotidiano ainda néo foram obser-
vados na intensidade em que foram
apregoados. Como o senhor analisa
esta questao?

Alberto Portugal - Vivemos, atu-
almente, a explosdo da era gendmica.
Genomas de mais de 1.100 espécies
(www.genomesonline.org), na sua grande
maioria microrganismos (957), ja foram
sequenciados e existem registrados mais
de 6.200 projetos (provavelmente o nu-
mero € bem superior). A informacéo gen6-
mica é a informacdo basica sobre qualquer
espécie. Porém, traduzir esse conhecimento
priméario em compreensdo da biologia do
organismo ou em produtos que chegam
ao consumidor é um caminho mais longo.
Somente agora, algumas pesquisas trazem
0 conhecimento sobre 0 genoma humano
na forma, por exemplo, de identificagao
de genes envolvidos em doencas e que,
em grande parte, ainda ndo sdo utilizados
na clinica. O mesmo se aplica a genomas
de interesse da indUstria agropecuaria e de
biotecnologia. Uma das explicacoes deve-se
ao fato de que ainda ndo temos ferramentas
para compreender 0 genoma em toda a sua
complexidade. Cerca da metade dos genes
descritos em eucariotos, por exemplo, ndo




tém funcdo conhecida. O entendimento de
sistemas bioldgicos estd somente agora
sendo passivel de estudos. Dessa forma,
€ natural que exista um periodo maior do
que se esperava, antes de se conhecerem 0s
genomas de organismos-modelo, para que
este conhecimento se transforme em pro-
dutos. Porém, o Brasil tem uma gigantesca
fauna e flora, que se traduz em patriménio
genético ainda completamente inexplorado.
E um grande produtor no agronegdcio e
pretende implantar uma forte industria de
base biotecnolégica. Isso sem mencionar a
diversidade genética da populagdo brasileira
ainda pouquissimo explorada. O compo-
nente genético das doencas humanas nessa
populacdo é diferente de outras populacdes
ja estudadas e logo a genébmica médica vira
para tratar de forma individualizada essas
pessoas. Assim, o Pais ndo pode ficar sem
fazer a exploracéo dos genomas de interesse.
E preciso saber gerar a informacao, trata-la e
explora-la com o uso intenso de ferramentas
de bioinformatica e buscar as respostas para
a caracterizacdo de espécies em extincéo,
marcadores para melhoramento de plantas
e gado, produtos biotecnoldgicos de micror-
ganismos, exploracdo da gendmica médica,
entre tantos outros. Do contrario, vamos ter
que comprar a tecnologia estrangeira. Dessa
forma, para o crescimento do agronegdcio, da
biotecnologia e da indUstria da sadde é preci-
S0 que a gendmica tenha um papel destacado
na pesquisa cientifica brasileira.

IA - Quais sdo as estratégias do Governo
de Minas para o setor de biotecnologia
e principais resultados das pesquisas
desenvolvidas no Estado com foco na
geracao de produtos inovadores e tecno-
logias aplicadas ao setor produtivo?

Alberto Portugal - O Governo de Mi-
nas, dentro do Plano Mineiro de Desenvol-
vimento Integrado (PMDI), tem por missao
tornar Minas Gerais o melhor Estado para
se viver e um Estado lider na economia do
conhecimento. Para atingir esses objetivos,
entre as reas de resultados esté “Inovacao,
Tecnologia e Qualidade”. E coube a Secre-
taria de Estado de Ciéncia, Tecnologia e
Ensino Superior de Minas Gerais (Sectes),
a tarefa de executar as acdes relacionadas a
essa area de resultado.

Trés projetos estruturadores, Rede de
Formagédo Profissional Orientada Pelo
Mercado, Rede de Inovacdo Tecnolégica
(RIT) e Arranjos Produtivos Locais (APL),
coordenados pela Sectes, trabalham com
universidades e empresas na ampliacdo do

acesso a tecnologias de informacao, na disse-
minacdo do uso de tecnologias e da inovagao
e na interagao universidade-empresa.

Minas Gerais foi 0 primeiro a criar sua
Lei de Inovacéo, regulada pelo Decreto
Estadual n° 44.874/2008. O decreto criou 0
Fundo de Incentivo a Inovacéao Tecnoldgica
(FIIT), que financia projetos de inovagao
dentro das empresas, desenvolvidos em
parceria com universidades ou centros de
pesquisas.

O projeto estruturador, Arranjos Pro-
dutivos Locais, trabalha com trés grandes
programas: Pélo de Exceléncia, Polo de
Inovagdo e Arranjos Produtivos Locais.
Os APLs apoiam segmentos portadores de
futuro. O projeto abrange Software, Ele-
troeletrénico, Bioenergia e Biotecnologia.
O objetivo é promover e articular acdes de
pesquisa, desenvolvimento e inovacdo em
cada uma das areas, gerando parcerias entre
0s setores académico e empresarial, promo-
vendo a qualificacdo das cadeias produtivas
e ampliando a capacidade competitiva do
APL de forma autossustentavel.

Minas Gerais é a segunda unidade da
federacdo em nimero de empresas do setor
de biotecnologia, com 30% dos empreendi-
mentos nacionais. As empresas de biotecno-
logia no territorio mineiro estao concentra-
das em trés pdlos: Regido Metropolitana de
Belo Horizonte, Vigosa e Triangulo Mineiro
e Alto do Paranaiba. A interagdo dos polos
possibilitou inGmeras iniciativas, entre estas
a criacdo do Minas Biotec, que representa
70% da bioindustria mineira.

Além disso, existem em todo o Estado,
11 instituicOes federais de ensino superior
e mais os Institutos Federais de Educacédo
Tecnologica (Ifets), que formam a maior
concentracdo do Brasil. Somam-se a esta
rede, as instituicoes de ensino técnico e de
ensino superior estaduais. Algumas dessas
instituicdes exercem papel de lideranca
na pesquisa cientifica em varias areas do
conhecimento, sendo uma delas a area
de biotecnologia. Em marco de 2008,
existiam 56 grupos de pesquisas ligados a
biotecnologia cadastrados em Minas Gerais.
Entre os cursos de pds-graduacédo ligados
a biotecnologia estdo: biologia celular e
estrutural, ciéncias bioldgicas, bioquimica
e imunologia, imunologia e parasitologia
aplicadas, bioinformatica, genética, gené-
tica e bioquimica e ciéncias farmacéuticas.
O Projeto Estruturador APL de Biotec-
nologia conta com o apoio de parceiros
estratégicos para a sua realizacéo, que sdo:
Sebrae, IEL/Fiemg, Sindusfarg, Fundacédo
Tridngulo, Centev, Funed e o Centro de

Pesquisas René Rachou/Fiocruz. E busca
trabalhar alinhado as politicas federais. Nos
anos de 2008 e 2009 os investimentos em
biotecnologia chegaram a 9,6 milhdes de
reais. Esses montantes foram divididos em
diversas acdes, entre elas:

- Bureau de Inovagdo: disponibilizar de
forma autossustentavel servicos especializa-
dos aempresas, visando sua competitividade,
especialmente os de Inteligéncia Compe-
titiva, Propriedade Intelectual, Interacédo
universidade empresa.

- Gestdo da Competitividade: foco na
area da saude - Farmacos, Diagnosticos,
Servicos Médicos e Tecnologia Médica;

- Centro de Exceléncia em Bioinfor-
matica: implantacdo e desenvolvimento de
parcerias em bioinformatica com redes de
pesquisadores nacionais e internacionais;

- Certificagdo de produtos e processos:
fornecer consultorias para adequacao a
critérios técnicos e regulatérios necessa-
rios a certificacdo e/ou a homologacao de
produtos e processos;

- Comunicacdo e Marketing: projetar e
consolidar aimagem do Minas Biotec intra e
inter APLs, nacional e internacionalmente;

- Edital de Biotecnologia: aumentar o
ndmero de produtos biotecnoldgicos dispo-
niveis no mercado e complementar a cadeia
produtiva de biotecnoldgicos;

- Biopolo Minas: criacdo de ambiente
propicio para o surgimento de novas em-
presas biotecnoldgicas, bem como fortale-
cimento das existentes, via aproveitamento
de nicho de mercado das doencas infecto-
contagiosas, negligenciadas.

No que se refere ao desenvolvimento de
tecnologias em Minas Gerais, destaca-se o
trabalho feito pelas nossas universidades e cen-
tros de pesquisas, com expressiva participacdo
dos Ncleos de Inovacédo Tecnoldgica (NITS)
e da Rede Mineira de Propriedade Intelectual
(RMPI). Bem como, o caréter inovador da
bioindUstria mineira, ganhadora de prémios
nacionais e internacionais como sao 0s Casos:

- Biocod Biotecnologia: Prémio José
Costa 2009 - Categoria Tecnologia;

- Ecovec : Prémio Tech Museum Awards
2006 - Produto Mosquitrap;

- Katal Biotecnoldgica: 1° Lugar do Pré-
mio Finep 2004 - Inovacéo de Produto;

- Excegen: 3° lugar do Prémio FINEP
2004 - Inovacdo de Processo;

- Visiontech: Prémio Dell de exceléncia
em tecnologia 2005 - categoria mobilidade;

- Biogenetics: quatro prémios, sendo dois
nacionais e dois internacionais por inovacdo

tecnoldgica.
B Por Vania Lacerda
Colaboragéo: Reginaldo Cangussu
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Biosseguranca e sociedade

Aluizio Borém?*
Wellington Silva Gomes?

Resumo - Biosseguranca é o conjunto de estudos e de procedimentos que visam evitar
ou controlar os riscos provocados pelo uso de agentes quimicos, fisicos e biolégicos
a biodiversidade. Estuda os impactos decorrentes da biotecnologia a satide humana e
animal e ao meio ambiente, sendo regulada, em varios paises, por leis, procedimentos
ou diretivas especificas. A Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) é
uma instancia colegiada multidisciplinar, criada pela lei n°® 11.105, de 24 de margo de
2005 (BRASIL, 2005), cuja finalidade é prestar apoio técnico consultivo e assessoramento
ao governo federal brasileiro na formulacao, atualizacao e implementacado da Politica
Nacional de Biosseguranca, relativa a organismo geneticamente modificado (OGM),
bem como no estabelecimento de normas técnicas de seguranca e pareceres técnicos
referentes a protecdao da sattlde humana, dos organismos vivos e do meio ambiente,
para atividades que envolvam a construcdo, experimentacdo, cultivo, manipulagdo,
transporte, comercializacdo, consumo, armazenamento, liberacao e descarte de OGM
e derivados. A legislacdo de biosseguranca, no Brasil, engloba apenas a tecnologia
de engenharia genética, que é a tecnologia do DNA recombinante, estabelecendo os
requisitos para o manejo de OGMs.

Palavras-chave: Biotecnologia. Organismo geneticamente modificado. OGM . Seguranca

alimentar. Transgénico. Satide. CTNBio. Risco.

INTRODUCAO

A biosseguranca é o conjunto de acdes
voltadas para a prevengdo, minimizagédo
ou eliminag&o de riscos inerentes as ativi-
dades de pesquisa, producéo, ensino, de-
senvolvimento tecnoldgico e prestacao de
servigos, visando a satide do homem e dos
animais, a preservacgao do meio ambiente
e a qualidade dos resultados. Esse foco de
atencdo retorna ao ambiente ocupacional
e amplia-se para a protecdo ambiental e
para a qualidade.

Nas ultimas trés décadas, as questbes
ambientais passaram a integrar, de forma
proeminente, foruns cientificos internacio-
nais, decorrentes, dentre outras razdes, do
aumento da poluicdo atmosférica e hidrica
em razdo, principalmente, de gases e resi-

'Eng® Agre, Ph.D., Prof. UFV, CEP 36570-000 Vigosa-MG. Correio eletronico: borem@ufv.br

duos derivados da industria e dos transpor-
tes, que geram o aquecimento global. Além
disso, outras questdes de carater social
passaram a preocupar cada vez mais a
comunidade internacional. Estimativas do
Banco Mundial mostram que cerca de 20%
da populacao do mundo ndo tem acesso a
agua potavel. Preservagdo ecolégica nunca
esteve com tanta evidéncia como agora.
Nesse cendrio surgiu a engenharia
genética, no inicio da década de 70, na
Califdérnia, EUA, com a transferéncia e ex-
pressdo do gene da insulina em Escherichia
coli. Essa experiéncia, em 1973, provocou
forte reacdo da comunidade cientifica
mundial, que culminou com a Conferéncia
de Asilomar, em 1974, quando a comuni-
dade cientifica praticamente prop0s uma

moratdria no uso da engenharia genética
até que mecanismos fossem estabelecidos
para garantir que essas técnicas poderiam
ser utilizadas sem riscos para o homem e
para 0 meio ambiente. Em um prazo relati-
vamente curto, desenvolveram-se regras de
biosseguranca para uso dessas tecnologias
em laboratério, e ndo se tem noticia de ne-
nhum efeito adverso do uso da engenharia
genética para a satde humana e animal ou
para 0 meio ambiente, nesses mais de 35
anos de pesquisas com a biotecnologia.

Vérios produtos derivados da tecnolo-
gia do DNA recombinante séo atualmente
comercializados no mundo. Na América do
Sul, os seguintes produtos transgénicos ja
se encontram no mercado: insulina huma-
na, somatropina, variedades transgénicas
de milho, soja, algodéo etc.

2Bidlogo, M.Sc., UFV, CEP 36570-000 Vicosa-MG. Correio eletrénico: wellington.gomes@ufv.br
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Embora a insulina produzida por bac-
térias transgénicas ja seja comercializada
no Brasil hd algum tempo, o lancamento
das variedades de plantas transgénicas no
mercado mundial despertou uma nova
Otica na avaliagdo dos riscos dos orga-
nismos geneticamente modificados para
a salde humana e animal e para o meio
ambiente.

Testes de campo com variedades trans-
génicas tém sido conduzidos na Argentina,
na Bolivia e no Chile desde 1991. Porém,
no Brasil, esses testes so6 foram iniciados
em 1997.

BIOSSEGURANGA NA
AGROPECUARIA

Noventa por cento da producdo mun-
dial de alimentos é obtida na América
do Norte, Europa e Asia. Atualmente, a
América Latina tem dado uma contribuigdo
comparativamente modesta ao mercado
mundial. Certamente, havera dificuldades
para atender a demanda de alimentos dos
paises em desenvolvimento no futuro. Por-
tanto, o papel da América Latina € muito
importante nesse contexto, bem como o do
Brasil, em particular.

Em 1979, o Brasil produzia cerca de
39 milhdes de toneladas de gréos. Na safra
2006-2007, essa producdo aumentou para
120 milh@es. O Pais triplicou a producéo
agricolaem 27 anos. Esse aumento ocorreu
gracas a elevacdo da produtividade e a
expansao da fronteira agricola.

Abiotecnologia tem um papel essencial
na producédo de alimentos, pois permite
aumentar a produtividade, melhorar a
qualidade nutricional e reduzir os custos
de producdo. Um dos primeiros setores
que esta sendo fortemente afetado pela
biotecnologia é o de produtos quimicos,
que hoje, em direta relacdo com a agricul-
tura, manipula algo em torno de US$ 20
bilhGes, anualmente. Desse valor, cerca
de US$ 8 bilhdes/ano correspondem aos
chamados defensivos agricolas usados para
o0 controle de doengas, pragas e espécies
daninhas. Em alguns casos, o custo dos
agrotdxicos em relagdo ao custo total da
producédo atinge cerca de 40%, como no
caso do algoddo. A engenharia genética

ja desenvolveu variedades resistentes a
insetos, fungos, bactérias e virus, permi-
tindo, assim, diminuir o custo da producao
agricola, além de diminuir os residuos dos
produtos fitossanitarios que causam danos
ao meio ambiente e & salde humana.

No entanto, para a liberacdo de qual-
quer produto biotecnoldgico no setor agro-
pecuario, é necessaria uma rigida avaliacéo
do produto quanto aos possiveis impactos
negativos a salde humana, animal e ao
meio ambiente. No Brasil, existe a Comis-
sdo Técnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBIO0), que é uma instancia colegiada
multidisciplinar, criada com a finalidade
de prestar apoio técnico consultivo e de
assessoramento ao governo federal na
formulacdo, atualizacdo e implementacéo
da Politica Nacional de Biosseguranca
(PNB), relativa a organismos genetica-
mente modificados (OGMs), bem como
no estabelecimento de normas técnicas de
seguranca e pareceres técnicos conclusivos
referentes a protecdo da sadde humana,
dos organismos vivos e do meio ambiente,
para atividades que envolvam a construcéo,
experimentagdo, cultivo, manipulagéo,
transporte, comercializacdo, consumo,
armazenamento, liberacdo e descarte de
OGMs e derivados.

A CTNBiIo é composta por cientistas,
representantes de ministérios e da sociedade
civil. Diferente do que muitos acreditam,
essa comissdo ndo faz experimentos de
biosseguranca, mas avalia dados encami-
nhados junto aos processos de pedido de
liberacdo de cada transgénico. Portanto,
a CTNBio requer para cada julgamento
uma série de estudos que atestem a biosse-
guranca do produto, que, infelizmente, na
maioria dos casos, sao feitos pelos proprios
interessados na liberacéo e comercializacao
do transgénico. Ainda falta a comunidade
cientifica brasileira um apoio institucional
e financeiro para a execugdo de estudos
paralelos, em universidades ou instituigdes
de pesquisa independentes, sobre os reais
impactos de cada transgénico, pelo menos
no que diz respeito ao dano ambiental, que
pode, em alguns casos, levar décadas para
ser notado.

PLANTAS TRANSGENICAS

As primeiras plantas transgénicas come-
caram a ser testadas em campo, no inicio da
década de 80. Até hoje, ja foram realizados
mais de 25 mil testes de campo no mundo,
metade dos quais nos Estados Unidos e no
Canada. Na América Latina, 0 maior nu-
mero de liberacGes ocorreu na Argentina. A
comercializacdo de variedades transgénicas
comegou na década de 90, com o tomate
geneticamente modificado pela Calgene.
Atualmente, variedades transgénicas de
soja, milho, algodédo, canola e mamdo,
dentre outras, j& tém participacdo relevante
na agricultura dos Estados Unidos, do Ca-
nada e da Argentina (Fig. 1). No Brasil, ja
foram liberadas pela CTNBIo, para plantio,
consumo e comercializacdo, variedades
transgénicas de soja, milho e algodao.
Além dessas, variedades transgénicas de
muitas outras espécies, como eucalipto,
fumo, tomate, batata, cana-de-agUcar etc.,
tendem a se popularizar. As espécies cita-
das tém como caracteristicas transgénicas
resisténcia a insetos e a doengas, tolerancia
a herbicidas e melhor qualidade nutricional.
Como exemplo, cita-se a canola, cuja com-
posicdo lipidica foi alterada para diminuir
o0 contetido de acidos graxos indesejaveis,
caracteristica especialmente importante para
a dieta de pacientes cardiacos.

ANIMAIS TRANSGENICOS

As dificuldades adicionais na trans-
formacdo génica de animais adiaram sua
chegada ao mercado.

O primeiro animal transgénico comer-
cializado foi o oncomouse, um camun-
dongo no qual foi introduzido um gene do
cancer. Esse animal € utilizado em estudos
de drogas para tratamento do cancer. No
setor de alimentos, o primeiro animal
transgénico colocado no mercado foi o
salmdo, modificado para produzir maior
quantidade de horménio de crescimento.
Esse peixe cresce mais rapidamente que
0S convencionais e possui uma taxa de
conversao alimentar cerca de 15% superior
a dos ndo-transgénicos. Nos Estados Uni-
dos, o salmao foi liberado para comércio,
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Figura 1 - Paises que possuem autorizagdo de plantio de variedades geneticamente modificadas, em 2008
FONTE: Clive James (2008 apud INTERNATIONAL SERVICE FOR THE ACQUISITION OF AGRI-BIOTECH APPLICATIONS).

(1)Crescimento de 50 mil hectares ou mais, na producdo de plantas transgénicas nos 14 mega-paises.

producéo e consumo, em 2001.

Outros animais transgénicos, como
bovinos, suinos, ovinos e caprinos, estao
em fase final de avaliacdo e devem ser
colocados no mercado nos préximos anos.
Essa avaliacdo técnica da biosseguranca
dos animais transgénicos é normalmente
menos complicada do que a elaboracéo
de pareceres técnicos para liberacdo de
plantas transgénicas. No entanto, animais
transgénicos sofrem criticas de outros
orgdos, como sociedades protetoras de
animais e comissdes de ética em experi-
mentacgdo animal.

REGULAMENTACAO DA
BIOSSEGURANCA

A necessidade de regulamentacdo dos
OGMs tornou-se mais evidente em meados

de 1980, quando as empresas de biotecno-
logia procuraram obter permisséo para suas
pesquisas com esses organismos.

Atualmente, a regulamentacdo das
normas de biosseguranca no mundo é rea-
lizada caso a caso, com base em aspectos
técnicos e cientificos, com transparéncia nos
processos de tomada de deciséo e consistén-
cia, construindo a confianga publica.

Agéncias reguladoras nos
EUA

Nos Estados Unidos, as agéncias que
examinam a segurancga das variedades
geneticamente modificadas sdo a Envi-
ronmental and Protection Agency (EPA),
a Food and Drug Administration (FDA), o
Department of Health and Human Services
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(HHS) e o Animal and Plant Health Ins-
pection Service (APHIS), do United States
Department of Agriculture (USDA).

O APHIS regula o desenvolvimento
e os testes de campo tanto de plantas,
quanto de microrganismos geneticamente
modificados. E essa a agéncia que revisa os
processos de licencga para a realizacéo de
testes de campo pelas industrias, universi-
dades e ONGs. Os processos relacionados
com a seguranca agricola e ambiental de
organismos pesticidas, como a soja RR,
também sao revisados pelo APHIS.

A responsabilidade da EPA é garantir a
seguranca de OGMs praguicidas, substan-
cias quimicas e biologicas para distribuicéo,
comeércio e consumo e também de varieda-
des que produzem elementos pesticidas.
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AFDA avalia a seguranca e 0s aspectos
nutricionais de variedades geneticamente
modificadas que sdo alimentos (inclusive
para animais). A diretriz da FDA baseia-
se no fato de que todo alimento deve
satisfazer os mesmos rigorosos padrdes
de seguranga requeridos para os alimentos
convencionais.

Com base na legislacdo dos EUA, a
jurisdi¢do da EPA, € limitada a substan-
cias pesticidas. Por exemplo, uma planta,
que tenha sido modificada geneticamente
para resistir a uma praga, enquadra-se na
sua jurisdi¢do, enquanto que, uma planta
modificada para resistir a seca, ndo se
enquadra. A planta resistente a uma praga
estd sob a autoridade da EPA, porque a
substancia que a planta produz é pesticida.
No outro caso, a resisténcia a seca pode ser
decorrente de raizes mais profundas etc.
Essa planta transgénica estaria sujeita a
regulamentacéo pelo USDA-APHIS.

Para as variedades resistentes as pragas,
a EPA tem quatro categorias de anélise:
caracterizacdo do produto, toxicologia,
efeitos em organismos ndo-alvo e destino
no ambiente. A caracterizagdo de produto
inclui a revisdo da origem do gene e como
este é expressado em organismaos vivos, a
natureza da substancia pesticida, as modi-
ficagdes para a caracteristica introduzida
— em comparacdo com aquela encontrada
na natureza — e a biologia da planta recep-
tora. Para conhecer a toxicologia, o nivel de
toxicidade oral aguda da substancia pestici-
da é avaliado em ratos. Para as proteinas t6-
xicas aos insetos, a EPA requer também um
teste de digestibilidade, que avalia 0 tempo
necessario para a proteina ser digerida
pelos sucos gastricos e intestinais. A EPA
analisa ainda a alergenicidade da proteina.
Com relacéo aos impactos ambientais, essa
agéncia examina a exposi¢do e toxicidade
da planta transgénica aos insetos ndo-alvo
e insetos benéficos.

Biosseguranca em outros
paises

A regulamentacéo da biosseguranca é
realizada em cada pais por meio de agén-

cias locais: no Canada, pela Health Cana-
da (HC) and Canadian Food Inspection
Agency (CFIA); no Japdo pelo Ministry
of Agriculture, Forestry and Fisheries
(MAFF) e Ministry of Health, Labour
and Welfare; na Argentina, pela Comi-
sion Nacional Asesora de Biotecnologia
Agropecuaria (CONABia). No Brasil,
tanto a elaboracdo de normas técnicas de
biossegurancga, como a revisdo técnica dos
processos de liberagdo de transgénicos é de
responsabilidade da CTNBIo.

BIOSSEGURANCA ALIMENTAR

A seguranca alimentar de plantas
transgénicas é avaliada de acordo com os
principios de uma metodologia denominada
analise de riscos. Essa metodologia foi de-
senvolvida inicialmente com o objetivo de
avaliar efeitos deletérios na satide humana,
advindos de potenciais substancias quimicas
toxicas presentes em alimentos, como resi-
duos de pesticidas, contaminantes e aditivos
alimentares, sendo posteriormente aplicada
na avaliagdo da seguranca alimentar de plan-
tas geneticamente modificadas (GM).

Um dos fundamentos da metodolo-
gia de andlise de riscos é que as plantas
transgénicas ndo sdo intrinsecamente mais
perigosas que as convencionais, ou seja, 0s
eventuais riscos alimentares que uma va-
riedade transgénica pode oferecer ndo sdo
decorrentes do fato de ser transgénica, mas
sim das eventuais alteragdes quimicas que
podem resultar da modificagdo genética
(KONIG et al., 2004). Por exemplo, uma
planta de feijao GM, expressando uma pro-
teina alergénica de castanha-do-pard, sera
alergénica néo pelo fato de ser obtida por
ferramentas de engenharia genética, mas
sim pelo fato de a modificagdo genética
ter incorporado uma proteina alergénica a
essa variedade.

E evidente que, de forma geral, uma
planta transgénica possui uma proteina
gue ndo esta presente nas variedades con-
vencionais. Essa proteina é aquela cuja
producao foi codificada pelo transgene e
introduzida exatamente com o propdsito de

conferir a caracteristica que se deseja in-
corporar. No entanto, além dessa diferenca,
outras alteracdes bioquimicas podem ser
resultantes da introdug&o de um transgene,
mas tudo isso é investigado durante os
estudos de seguranca alimentar.

No caso de plantas transgénicas, a ana-
lise de riscos € realizada pela comparagéo
dessas com as plantas ndo-GM equivalen-
tes, consideradas seguras pelo histérico
de uso. Por essa metodologia, em vez de
se tentar identificar cada perigo associado
a variedade GM, procura-se identificar
novos perigos que ndo estejam presentes
na variedade tradicional.

Essa diferenca pode parecer pequena,
mas tem profundas implicacdes. No caso de
tentar analisar se uma planta GM ¢é segura,
estudando cada potencial perigo que ela
possa apresentar, poderiam ser realizados
inimeros ensaios que ndo corroborariam a
avaliac8o de riscos atualmente feita. Em vez
dessa abordagem, parte-se de um parametro
que é considerado seguro: identificam-se as
diferencas que a planta GM apresenta em
relagdo a ndo-GM, avaliando se as diferen-
¢as representam novos riscos.

A partir dessa analise comparativa, sur-
ge o termo equivaléncia substancial. Com
base na comparag¢do do perfil bioquimico
da variedade transgénica com o da conven-
cional, a variedade GM pode ser classifica-
da como substancialmente equivalente ou
substancialmente ndo-equivalente.

Nesse ponto, deve-se esclarecer que a
avaliacdo da seguranca alimentar de uma
planta GM ndo se restringe a aplicacdo do
conceito de equivaléncia substancial. Esse
se constitui somente no ponto de partida
dessa avaliacdo, que visa a identificacao das
diferencas que serdo posteriormente analisa-
das. As analises posteriores incluem testes
de alergenicidade e de toxicidade realizados
in silico, in vitro, além de estudos com ani-
mais (roedores, aves, peixes e outros), para
avaliar a toxicidade. Nessas analises, em
geral, é determinada a dose letal em 50%
dos casos (DL50), como um indicativo da
toxicidade aguda, isto €, de curto prazo.
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Andlises de riscos

As analises de riscos sdo realizadas em
trés etapas:

Avaliacéo de riscos

Pode ser definida como a avaliac¢do da
probabilidade de efeitos adversos a saude
advindos da exposi¢do humana ou animal a
um perigo. Consiste de quatro etapas:

a) identificagdo do perigo: identifica-
¢ao de agentes biolégicos, quimicos
e fisicos capazes de causar efeitos
prejudiciais a sadde, 0s quais podem
estar presentes em um alimento;
caracterizacdo do perigo: objetiva
avaliar, em termos qualitativos e
quantitativos, um perigo identificado.
Frequentemente, envolve o esta-
belecimento de uma relagdo dose-
resposta em razdo da magnitude de
exposicdo (dose) a um agente fisico,
quimico ou bioldgico e da severidade
dos efeitos adversos a salde;

c) avaliagdo da exposicdo: avaliacdo
quantitativa e qualitativa da pro-
babilidade de ingestdo de agentes
fisicos, quimicos e bioldgicos por
meio da alimentacao;

caracterizacdo do risco: estimagéo
qualitativa e quantitativa da probabi-
lidade de ocorréncia e severidade de
um efeito contrério & salide com base
na identificacdo e caracterizagdo do
perigo e na avaliacdo da exposicéo.

b

~

d

~

Gerenciamento de riscos

Sdo medidas tomadas a partir dos
resultados da avaliacéo de riscos e outros
fatores legitimos, que visam reduzir os
riscos para projetar a satde dos consumi-
dores. Medidas de gerenciamento podem
incluir rotulagem, imposicdo de condi¢Ges
para aprovacao comercial e monitoramento
pos-comercial.

Comunicacéo de riscos

E a troca de informagdes que deve ser
realizada entre todas as partes interessadas,
incluindo governo, inddstria, comunidade
cientifica, midia e consumidores. Deve
acontecer durante todo o processo de ava-

liacdo e gerenciamento de riscos e incluir
a explicacdo das decisGes para o publico,
garantindo acesso aos documentos obtidos
a partir da avaliacdo de riscos e, a0 mesmo
tempo, respeitando o direito de salvaguar-
dar a confidencialidade de informacgdes
industriais e comerciais.

As variedades transgénicas sdo consi-
deradas seguras para 0 consumo humano
por diversas institui¢des cientificas reno-
madas, como a Organiza¢do Mundial de
Saude, o Conselho Internacional para a
Ciéncia, a Organizacdo das Nagbes Uni-
das para a Agricultura e Alimentacéo, a
Sociedade Real de Londres e as Academias
nacionais de ciéncias de varios paises:
Brasil, México, India, Estados Unidos,
Awustralia, Italia, entre outros.

BIOSSEGURANCA AMBIENTAL

De forma semelhante a avaliacdo de
riscos alimentares, a avaliacdo de riscos
ambientais considera trés pontos impor-
tantes: possibilidade, probabilidade e con-
sequéncia de um perigo, o qual deve ser
sempre avaliado caso a caso. Isso significa
que, a partir da identificagdo de um possivel
perigo, deve-se considerar se esse perigo é
possivel, se é provavel e, se viesse a ocorrer,
qual seria sua consequéncia (CONNER;
GLARE; NAP, 2003). No caso especifico
de avaliacdo de riscos de plantas GM, um
quarto ponto também deve ser considera-
do: os riscos decorrentes da ndo-adogdo
dessa tecnologia.

Uma premissa essencial em qualquer
avaliacdo de riscos é o estabelecimento
de parametros de comparagdo corretos.
Como descrito, na avaliacdo de seguranga
alimentar, a planta GM é comparada com
plantas ndo-GM equivalentes. De forma
analoga, o impacto ambiental de plantas
transgénicas deve ser avaliado em relagédo
aquele impacto causado pela variedade
convencional.

Esses principios sdo essenciais para
orientar sobre quais ensaios devem ser
realizados e quais perguntas devem ser res-
pondidas, a fim de gerar informagdes que
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auxiliem na tomada de decisdo de utilizar ou
ndo determinada planta transgénica. A ndo-
observancia desses principios pode ter como
consequéncia ensaios desnecessarios e que
ndo ajudam na correta avaliacdo de riscos.

Por exemplo, o cultivo de algodéo
transgénico resistente a insetos no Brasil
suscitou preocupagdes em relagdo ao esca-
pe génico, ou seja, a possibilidade de cruza-
mento da variedade transgénica com duas
espécies silvestres do género Gossypium,
que sdo sexualmente compativeis com o
algodao cultivado (FREIRE et al., 2006).
Os questionamentos originaram-se da
possibilidade de graos de polen de origem
de algodéo transgénico fertilizarem plantas
de algoddo silvestres. A progénie desse cru-
zamento poderia sofrer retrocruzamentos,
levando a introgressao do transgene, o que
poderia ter consequéncias para a manuten-
¢do da diversidade genética.

O escape génico de plantas transgénicas
pode ocorrer de trés maneiras principais:

a) quando a planta transgénica torna-se
uma espécie daninha;

b) quando o DNA transgénico é trans-
ferido, por cruzamento, para espé-
cies silvestres ou outras variedades
cultivadas;

¢) quando o DNA transgénico é trans-
mitido assexuadamente para outras
espécies e organismos.

Para que o escape génico entre distintas
espécies ocorra por transmissdo sexual,
algumas condicdes sdo necessarias:

a) os dois individuos parentais devem
ser sexualmente compativeis;

b) deve ocorrer sobreposicdo no peri-
odo de florescimento entre os dois
tipos parentais;

¢) um vetor de pdlen adequado deve
estar presente e ser capaz de trans-
ferir o polen entre os individuos;

d) a progénie resultante deve ser fértil
e ecologicamente adaptada as con-
dicBes ambientais, onde os parentais
estdo situados.

Plantas de milho e soja ndo possuem
atributos bioldgicos para “escapar” e esta-
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belecer-se como espécie daninha. O milho
é o resultado de uma espécie de polinizagao
edlica e as distancias que o pdlen pode
percorrer dependem do padrdo do vento,
da umidade e da temperatura. Em geral,
campos com essas variedades devem ser
isolados de outras variedades convencionais
com uma distancia de pelo menos 200 m. O
risco de escape génico da soja e do milho
para parentes silvestres no Brasil é conside-
rado, pela maioria dos cientistas, pequeno
ou inexistente. No entanto, se a espécie
transgénica fosse o feijao, esse risco seria
real, pois existem, no Pais, varias espécies
de feijao silvestres. Em outros paises, 0 risco
do escape génico com soja ou milho pode
ser significativo.

Quist e Chapela (2001) relatam a pre-
senca de sequéncias tipicas de variedades
GM em milho silvestre da regido da Sierra
Norte, na Provincia de Oaxaca, sul do
México. Vérios questionamentos foram
levantados sobre os resultados publicados
nesse artigo, como os apresentados por
Pelevitz (2002), que afirma ter a revista
Nature se precipitado ao publicar o referido
artigo, uma vez que as conclusdes tiveram
como base artefatos dos dados de reagéo
em cadeia de polimerase — polymerase
chain reaction (PCR).

A diversidade genética e de espécies
deve ser preservada, pois pode ser futura-
mente Util no desenvolvimento de novas
variedades sempre que outros desafios
surgirem para 0s melhoristas, a exemplo
de uma doenca inédita para a qual ndo se
conhece uma fonte de resisténcia.

Quanto ao risco das variedades trans-
génicas Bt (que contém o gene da bactéria
Bacillus thuringiensis) para insetos be-
néficos, como abelhas, joaninhas etc., as
evidéncias apontam que a dose letal (DL50)
€ muito superior a que os insetos estardo
expostos em campos plantados com essas
variedades transgénicas. Embora a seguran-
¢a das variedades Bt para a borboleta-mo-
narca tenha sido inicialmente questionada,
trabalhos conduzidos por diferentes grupos
evidenciaram sua seguranca, inclusive para
esses insetos (TABASHNIK et al., 1994;
TANG et al., 1996).

Um estudo conduzido por 15 anos
(1985-2000), realizado sob os auspicios
da Unido Europeia, acerca dos impactos
ambientais ocasionados pelo cultivo de
plantas GM, envolvendo 400 instituicGes
publicas de pesquisa, alcangou a seguinte
conclusao: “a pesquisa demonstra que, de
acordo com avaliacdes de riscos-padréo,
as variedades GM e seus produtos nédo
apresentam riscos para a salde humana
ou para o ambiente. De fato, o uso de
tecnologia mais precisa e as analises mais
acuradas, conduzidas durante a fase de
regulacdo, tornam essas variedades e seus
produtos derivados até mais seguros do que
os convencionais” (COMISSION OF THE
EUROPEAN COMMUNITIES, 2001).

Além dos aspectos relacionados com o
fluxo génico, os possiveis efeitos adversos
do OGM para a microbiota do solo, para
organismos ndo-alvo, como 0s insetos
benéficos (abelhas, inimigos naturais das
pragas etc.), e a possibilidade de selecdo de
pragas resistentes sdo criteriosamente in-
vestigados antes da liberacdo da variedade
transgénica para plantio comercial.

LElI DE BIOSSEGURANCA E A
CTNBio

Vérios paises, incluindo, na América
Latina, Brasil, Argentina, Chile, México e
Venezuela, dentre outros, estabeleceram,
por meio de legislacdes especificas, nor-
mas de biosseguranca para regular o uso da
engenharia genética e a liberacdo, no meio
ambiente, de organismos geneticamente mo-
dificados. No Brasil, essas normas estio re-
guladas pela Lei n°11.105 (BRASIL, 2005)
sancionada em 24 de marco de 2005, que cria
ainda a CTNBIo, o Conselho Nacional de
Biosseguranga (CNS), também conhecido
como Conselho de Ministros, e 0 Servico de
Informacéo em Biosseguranca (SIB).

ACTNBIo é composta por 27 membros
titulares e seus suplentes, dentre os quais
especialistas indicados pela comunidade
académica, com notdrio saber cientifico
nas areas humana, animal, vegetal e am-
biental, obrigatoriamente com doutorado,
além de representantes dos Ministérios

da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA); da Ciéncia e Tecnologia (MCT);
da Saude; do Meio Ambiente (MMA);
do Desenvolvimento Agréario (MDA); do
Desenvolvimento, Inddstria e Comércio
Exterior (MDIC); da Defesa; das Relac6es
Exteriores (MRE); da Pesca e Aquicultura
(MPA). O mandato é de dois anos, permiti-
da a reconducdo ao cargo por duas vezes.

A Comissao reine-se mensalmente
para certificar a seguranga de laboratorios e
experimentos relativos a liberacdo de OGM
no meio ambiente e para julgar pedidos de
experimentos e de plantios comerciais de
produtos que contenham OGMs.

Foram elaboradas pela CTNBio e
publicadas resolug¢bes normativas que
regulamentam os mais diversos aspectos
da biotecnologia moderna no Pais. Atual-
mente, existem cerca de 130 instituicGes
publicas e privadas credenciadas, por
meio da concessdo de Certificado de
Qualidade em Biosseguranga (CQB), para
desenvolver atividades com organismos
transgénicos. A Comissao ja autorizou e
vem acompanhando cerca de 800 proces-
s0s. A grande maioria refere-se a plantios
agricolas em escala experimental e, apenas
trés, em escala comercial: da soja Roundup
Ready™, tolerante ao herbicida glifosato;
do algodéo Bollgard, resistente a lagartas;
e do milho LibertyLink™, tolerante ao
herbicida glufosinato de amonio.

A CTNBIo analisa, caso a caso, as
solicitagdes que lhe sdo encaminhadas,
emitindo pareceres especificos para o trans-
génico alvo da avaliacdo. Antes da liberacéo
para plantio, comércio ou utilizagdo de
qualquer produto transgénico, este deve ser
submetido a analises sobre seus possiveis
riscos para 0 homem, para 0s animais € para
0 meio ambiente. Os resultados dessas ana-
lises sdo avaliados pela CTNBIo, que faz a
recomendacdo de liberagao dos transgénicos
que ndo oferecem riscos a salide humana ou
animal ou ao meio ambiente. Os produtos
transgénicos suspeitos de apresentarem
algum efeito nocivo a salide humana, ani-
mal ou ao meio ambiente sdo vetados para
comercializacdo pela CTNBio.
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CONSIDERACOES FINAIS

O répido avanco da engenharia gené-
tica trouxe questdes de relevancias ética e
juridica que tém obrigado a maioria dos
paises a criar ou rever suas legislagoes.
Uma dessas questfes mais sensiveis resulta
da clonagem de mamiferos a partir de célu-
las ndo reprodutivas de individuos adultos,
experiéncia realizada com sucesso pela pri-
meira vez com a ovelha Dolly, pelo Dr. lan
Wilmut, do Instituto Roslin, na Escécia.
Atualmente, ha relatos de bovinos, suinos,
macacos e outros animais clonados.

Alei brasileira de biosseguranca proibe
amanipulacdo genética de células reprodu-
tivas humanas (BRASIL, 2005). Portanto,
a clonagem de seres humanos ¢ proibida
no Brasil, bem como na maioria dos ou-
tros paises. No entanto, clones animais ja
estdo sendo gerados no Brasil, seguindo
todos os principios éticos e as normas de
biosseguranca.
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Resumo - Com o advento da Engenharia Genética e os avangos da Biologia Molecular,
ja é possivel, hoje, introduzir novas caracteristicas genéticas em um determinado
organismo pela manipulacao direta dos genes. A transformagdo genética permite
a troca de genes entre organismos filogeneticamente distantes e que ndo cruzam
entre si, ampliando de forma espantosa a variabilidade genética disponivel para
os programas de melhoramento. Os métodos mais utilizados no momento, para a
obtencao de plantas transgénicas, sdo a transformacao via Agrobacterium, que faz uso
de uma bactéria de solo capaz de promover naturalmente a transferéncia de genes
ex6genos para o genoma de plantas, a transformacao via biobalistica, que se baseia
na transferéncia de genes para as células vegetais por intermédio de microprojéteis
disparados diretamente para o interior da célula, e a transformagcao via eletroporagao,
que gera poros na membrana de protoplastos por pulsos elétricos, permitindo que o
gene exégeno penetre no interior da célula e integre-se ao genoma. Existem, ainda,
outros métodos de transformagao de plantas, utilizados em menor escala. De maneira
geral, ndo ha um método de transformacao melhor que o outro, visto que a eficiéncia
estd relacionada principalmente com o objetivo, o custo, a operacionalidade técnica e
a espécie trabalhada.

Palavras-chave: Transformagdo de plantas. Construcdo génica. Agrobacterium.
Biobalistica. Eletroporacao.

classico, em que caracteristicas fenotipi-  de melhoramento esbarram em uma série

Ha muitos anos, plantas cultivadas

cas de interesse, determinadas por genes,  de problemas, como reducéo da variabi-

vém sendo manipuladas geneticamente ~ S&o transferidas a progénie por meio de  lidade genética, ligacdo génica, selecdo
pelo homem, por meio de melhoramento  cruzamentos. No entanto, esses métodos  de caracteristicas poligénicas, mutagoes
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espontaneas e incompatibilidade sexual,
além do longo tempo necessario para
transferir caracteristicas desejaveis para
genotipos j& melhorados. Atualmente, o
melhoramento de plantas pode recorrer as
modernas técnicas de Engenharia Genéti-
ca para auxiliar na resolucéo de algumas
dessas limitagdes. A combinagdo de técni-
cas de Biologia Molecular, de cultura de
tecidos e de transferéncia de genes resultou
no desenvolvimento da transformacéo
genética de plantas. Prética que consiste
na introdugdo controlada de um gene no
genoma de uma planta e sua posterior
expressdo, conferindo a esta planta uma
nova caracteristica. Como esse gene pode
ser oriundo de diferentes organismos (ve-
getais, animais, bactérias, virus, fungos
etc.), dai a denominacdo transgene ou gene
exogeno.

A introducéo do transgene no genoma
vegetal receptor é feita de forma controlada
e de modo independente da fecundac&o.
Uma vez incorporado no genoma e ex-
presso de maneira estavel, o transgene
passa a fazer parte do patrimonio genético
da planta, ndo alterando sua constituicdo
genética global. Assim, as plantas transgé-
nicas constituem, hoje, fonte adicional de
variabilidade genética para ser incorporada
aos programas de melhoramento.

Atualmente, as plantas transgénicas
tém grande importancia na agricultura
mundial, sendo grande parte da &area culti-
vada com espécies de interesse agronémico
ocupada por variedades transgénicas. Em
2008, cerca de 125 milhGes de hectares
foram cultivados com culturas transgénicas
em 25 paises, segundo relatorio do Interna-
tional Service for the Acquisition of Agri-
Biotech Applications (ISAAA) (Quadro 1).
Adrea € maior que o dobro do territério da
Franga ou cerca de quatro vezes e meia a
do estado de Sao Paulo. Atransgenia é uma
ferramenta biotecnol6gica que tem gerado
grandes beneficios para a humanidade,
mas séo necessarias avaliagcdes minuciosas
dos impactos da liberacdo do cultivo de
plantas transgénicas sobre a satide humana
e animal, sobre o meio ambiente e sobre
a sociedade.

COMO SAO OBTIDAS AS
PLANTAS TRANSGENICAS

Para obter uma planta transgénica, sdo
necessarias trés etapas basicas. A primeira,
geralmente a mais limitante, é a identi-
ficagdo do gene que ira conferir a nova
caracteristica de interesse para a plantaem
estudo. A variabilidade genética existente
na natureza torna-se potencialmente a fonte
desses genes. Entretanto, para ser manipu-
lado, o gene responsavel pela caracteristica
de interesse deve ser localizado e isolado
dos demais genes no genoma do organis-
mo doador. De posse do gene, este sera
caracterizado, introduzido em vetores para

transformacéo e, s6 entdo, transferido para
0 genoma da planta em estudo (ARAGAO;
RECH, 1998).

A segunda etapa consiste no desenvol-
vimento de uma metodologia eficiente de
transformacdo da espécie vegetal de inte-
resse. Atualmente, diferentes estratégias
para a transferéncia de genes em plantas
estdo disponiveis, sendo as mais utilizadas
as de transformac@es via Agrobacterium,
biobalistica e eletroporacéo. A Ultima etapa
para a transformacdo de uma planta é o
estabelecimento de um sistema eficiente,
simples e, principalmente, reproduzivel
de regeneracao in vitro da espécie vegetal.

QUADRO 1 - Area cultivada com transgénicos no mundo, em 2008

Posicao Pais . {Xrea
(milhoes de ha)
1° EUA 62,5
20 Argentina 21,0
3¢ Brasil 15,8
40 india 7,6
5¢ Canada 7,6
6¢ China 3,8
7¢ Paraguai 2,7
8e Africa do Sul 1,8
9° Uruguai 0,7
102 Bolivia 0,6
11¢ Filipinas 0,4
120 Austrélia 0,2
13¢° México 0,1
14¢ Espanha 0,1
15° Chile <0,1
162 Coloémbia <0,1
17¢ Honduras <0,1
182 Burquina Fasso <0,1
19¢ Reptblica Checa <0,1
202 Romeénia <0,1
21¢ Portugal <0,1
220 Alemanha <0,1
230 Polbdnia <0,1
240 Eslovéquia <0,1
25° Egito <0,1

FONTE: Clive James (2008 apud INTERNATIONAL SERVICE FOR THE ACQUISITION OF
AGRI-BIOTECH APPLICATIONS, 2008).
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Durante o processo de regeneracao, a célu-
lainicialmente transformada multiplica-se
e da origem a uma planta inteira, na qual
todas as células véo conter a nova infor-
macdo introduzida. A regeneracdo dessa
planta baseia-se no principio da totipotén-
Cia, isto é, a potencialidade que as células
vegetais tém de diferenciar-se, originando
um novo individuo.

Cada espécie vegetal ou diferentes
gendtipos dentro de uma mesma espécie
tém exigéncias nutricionais e hormonais
diferenciadas para a sua regeneracao.
Alguns apontam a dificuldade em cultivar
determinadas espécies vegetais in vitro
como o principal limitante & transformacéo
de plantas no momento. No entanto, 0s
grandes avancos obtidos na pesquisa com
reguladores de crescimento de vegetais
e cultura de tecidos fazem com que um
namero crescente de plantas possa ser re-
generado via cultivo in vitro, permitindo a
obtencéo de um maior nimero de espécies
vegetais capazes de ser geneticamente
transformadas.

IDENTIFICACAO E
ISOLAMENTO DE GENES DE
INTERESSE

O genoma de uma bactéria contém,
aproximadamente, 5 mil genes; o de
plantas tem em torno de 40 mil a 60 mil,
enquanto que o dos seres humanos, em-
bora este dado ainda ndo seja conhecido
com exatiddo pelos cientistas, é estimado
em 30 mil a 50 mil genes. Os genes de
organismos vivos, independentemente de
sua complexidade, sdo constituidos por
segmentos de um mesmo tipo de molécula:
0 acido desoxirribonucleico (DNA), exceto
para alguns tipos de virus, cujo material
genético é o acido ribonucleico (RNA).
Esta caracteristica é que permite que genes
de um organismo sejam potencialmente
funcionais em outro.

Uma forma de identificar e isolar ge-
nes de interesse € por meio da construcao
de uma biblioteca genémica. Para isso, 0
DNA do organismo que contenha o gene,
que potencialmente for utilizado, seré iso-
lado e, em seguida, cortado em pequenos

fragmentos com o auxilio de enzimas de
restricdo, que agem como tesouras mo-
leculares. Esses fragmentos sdo, entéo,
ligados em fragmentos circulares de DNA
(plasmideos), inseridos em bactérias e mul-
tiplicados pelo seu crescimento exponen-
cial. A partir dai, é so selecionar a col6nia
de bactérias que contém o fragmento de
DNA correspondente ao gene de interesse
(CORDOVAL, 2002). Uma forma de fazer
isso é pelo sequenciamento de cada um
dos fragmentos de DNA que constituem a
biblioteca genémica. Dessa maneira, uma
quantidade imensa de genes de virus, bac-
térias, fungos, plantas, animais e humanos
ja foi isolada, identificada, caracterizada,
e suas sequéncias de nucleotideos dispo-
nibilizadas para a comunidade cientifica
em bancos de dados gigantescos como o
GenBank (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION,
2009).

O isolamento, a identificagdo e a carac-
terizacédo de genes assistem avancos conti-
nuos e rapidos nas Ultimas duas décadas e,
como exemplo de novas tecnologias, po-
dem-se citar a bioinformatica e a genémica
funcional. Métodos que estudam padrao
de expressao de genes e de biossintese de
proteinas em larga escala, tais como trans-
criptomas (microarranjos de DNA), prote-
omas e metabolomas, aceleram e facilitam
aidentificag@o de genes-alvo entre dezenas
ou mesmo centenas de milhares de outros
genes, além de possibilitar ao pesquisador,
uma visdo mais ampla dos processos me-
tabolicos em nivel molecular.

Diversos genes de interesse agrondmi-
co ja foram isolados, tais como genes que
codificam proteinas capazes de modificar
herbicidas, inativando-os. Desse modo,
culturas que contém esse gene poderiam
tornar-se resistentes ao herbicida, facili-
tando o controle de plantas daninhas. Ha
também, genes bacterianos que codificam
proteinas com propriedades téxicas para
insetos. Os insetos ao se alimentarem de
plantas que expressam esse gene morre-
riam ou se desenvolveriam com menor
eficiéncia, reduzindo ou mesmo evitando
seu controle por meio da aplicacdo de inse-
ticidas quimicos, que podem ser danosos a

salide e ao ambiente (LACERDA, 2006).

As caracteristicas dos exemplos citados
sdo monogénicas, ou seja, o fenétipo é
determinado pela expressdo de um Unico
gene. Mas é necessario salientar que muitas
caracteristicas importantes para a agricul-
tura sdo poligénicas ou multigénicas, ou
seja, o fendtipo é determinado pela expres-
sdo e/ou repressao temporal e espacial de
varios genes, simultaneamente ou em uma
cascata coordenada de eventos. Resistén-
cia a seca, altura de planta e potencial de
producéo sdo exemplos de fenotipos con-
trolados por varios genes. Diante da grande
complexidade, a identificagdo de todos os
componentes genéticos para caracteristicas
multigénicas ainda ¢ um desafio para a
ciéncia (LACERDA, 2006).

VETORES PARA
TRANSFORMACAO DE
PLANTAS

Os vetores utilizados para a transfoma-
¢do genética de plantas sdo, geralmente,
plasmideos bacterianos, nos quais o gene
de interesse foi clonado. E o que vem a ser
um plasmideo? As bactérias sdo conheci-
das por possuirem uma molécula de DNA
dupla hélice, de maior tamanho, definida
como DNA cromossdémico e moléculas de
DNA circular, de menor tamanho (2 mil a
15 mil pares de base), denominadas plas-
mideos (ARAGAQ; RECH, 1998). Esses
sdo independentes do DNA cromossémico,
com replicacdo autbnoma no interior da
célula. Vérios plasmideos de bactérias
foram manipulados pelo homem para
ser utilizados como vetores para trans-
formacéo de plantas (Fig. 1). Uma vez
identificado o gene de interesse no genoma
do organismo doador, sua sequéncia codifi-
cadora (posteriormente traduzida em uma
proteina) devera ser isolada e transferida
para um cassete, onde sera flanqueada
por um promotor, que permite que o0 gene
seja reconhecido por enzimas especificas
e expresso corretamente em plantas, e um
sinal de terminag&o, que promove o final
da leitura do gene. Esse cassete, contendo
0 gene quimérico é entdo transferido para
um plasmideo que serd utilizado como
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Figura 1 - DNA plasmidial contendo o cassete de transformacgédo (plasmideo Ti)

NOTA: O cassete de transformacéo é composto pelo gene de interesse e suas sequéncias regulatérias (promotor e regido de termina-
¢Go), associados aos genes marcadores e suas sequéncias regulatérias. As setas indicam os sitios de reconhecimento pelas en-
zimas de restricdo (onde ocorre a clivagem do dcido desoxirribonucléico (DNA)) e que flanqueiam o cassete de transformagéo,
em que, BD = borda direita e BE - borda esquerda.

vetor de transformacéo de plantas (Fig. 1).
De forma geral, um vetor de transformacao
contém basicamente o gene de interesse,
um gene de selecdo e um gene repdrter,
necessarios para a identificacao das plantas
que foram efetivamente transformadas.
A esse conjunto de genes é dado o nome
de DNA de transferéncia (T-DNA), que
sera transferido para o genoma da planta
(DELU FILHO; CASCARDO; FONTES,
1999).

GENES MARCADORES DE
SELECAO E REPORTERES

Genes marcadores de selecdo sdo
aqueles que codificam para uma proteina
com uma atividade enzimatica ou para
um produto, que ira conferir as células
transformadas da planta resisténcia a um
determinado substrato. A finalidade do uso
de um gene marcador de selegdo é permi-
tir que apenas as células transformadas

crescam em detrimento as células néo-
transformadas. Assim, as plantas trans-
formadas deverdo possuir, além do gene
de interesse, um gene marcador de sele¢do
que iré conferir resisténcia a uma determi-
nada substancia toxica ao desenvolvimento
das plantas, geralmente um antibidtico ou
um herbicida. Uma eficiente selecdo ¢ de
grande importancia para a obtencdo de
plantas transformadas, pois, na presenca do
agente seletivo, somente aquelas que foram
efetivamente transformadas conseguem
desenvolver-se, por causa da resisténcia
conferida pelo gene de selecdo. Por outro
lado, genes reporteres sdo aqueles que
codificam para uma proteina, geralmente
com atividade enzimatica, cujo produto é
facilmente detectavel.

Esses genes possibilitam a identifi-
cacdo ou marcacao das células transfor-
madas sem contudo eliminar as células
ndo-transformadas. Assim, o gene reporter
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funciona de maneira complementar ao
gene de selecdo. Sua principal funcdo na
planta é indicar, por meio da expressao
de um gene, a presenca de células ou te-
cidos transformados, de maneira simples
e rdpida. O produto da expressdo do gene
reporter, assim como do gene de selecao,
ndo pode estar presente nas células de plan-
tas ndo-transformadas. Entretanto, muitas
vezes, estas plantas podem-se desenvolver
na presenca do agente seletivo por motivos
que vao desde concentragdes insuficientes
ou degradacao dos agentes de selecdo, até
0 surgimento de variagfes somaclonais
(mutaces) resistentes a estes. Esses even-
tos sdo conhecidos como escapes. Apds o
evento da transformacéo, as células trans-
formadas e ndo-transformadas do explante
sdo cultivadas em meios que contém o
agente seletivo. Como pode haver escapes
nessa fase, faz-se necesséaria a presenca do
outro gene reporter para confirmacao do
estado transgénico do material.
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O gene reporter seria entdo uma se-
gunda confirma¢do indireta da transfor-
magc&o, pois, a priori, apenas as plantas
que apresentam o cassete de transformacgéo
inserido em seu genoma seriam capazes de
expressar o gene repdrter. O gene repdrter
mais utilizado no momento € o gene gus
que codifica para a enzima -glucuronidase
(GUS). Na presenca da enzima GUS, um
substrato cromogénico, o X-Glu, forma
um precipitado de cor azul-intenso no
tecido transformado (JEFFERSON, 1987).
Assim, com apenas um pequeno pedago
de tecido metabolicamente ativo pode-se
confirmar a transformagéo de forma rapida
e simples.

No entanto, quando a transformacéo é
via Agrobacterium, podem ocorrer falsos
positivos para o teste do GUS, por causa
da contaminacdo enddgena das plantas
com a propria bactéria utilizada para a
transformacdo. Mesmo estando o gene gus
sob o controle de sequéncias regulatérias de
plantas, pode haver expressdo de GUS em
Agrobacterium. Como a elimina¢do com-
pleta da bactéria nos explantes transforma-
dos pode ser dificil e demorada, é comum o
aparecimento de falsos-positivos. Este pro-
blema foi resolvido pelo desenvolvimento
de vetores contendo um gene gus alterado,
cuja expressao é nula ou ndo-detectavel em
Agrobacterium. Uma outra limitacdo do
gene gus como reporter reside no fato de
algumas plantas possuirem uma atividade
enddgena similar a de GUS, o que também
pode gerar falsos-positivos. Esse problema
pode ser contornado utilizando-se outras
classes de genes repdrteres, tais como 0
gene gfp (proteina verde fluorescente), que
¢ traduzido em uma proteina fluorescente
no comprimento de luz azul e que ndo
existe naturalmente em plantas (CHALFIE
etal., 1994).

A maior vantagem da utilizacdo do
gene gfp sobre outros genes reporteres é
que a GFP ndo necessita de cofatores para
fluorescer, podendo assim ser visualizada
em células vivas. E por que ndo se poderia
utilizar o produto do gene de interesse
introduzido (proteina) ou o fendtipo da
planta, para selecionar as plantas transfor-
madas? 1sso sem duvida é feito, s6 que em

uma etapa final do trabalho. Nos estadios
iniciais de transformacdo, o ndmero de
explantes produzidos € bastante elevado.
O uso de genes de selecdo e genes repor-
teres permite o descarte precoce de todas
as plantas que ndo foram efetivamente
transformadas, evitando-se gastos desne-
cessarios de espago, tempo e recurso. Além
do mais, na maioria dos casos, o produto do
gene de interesse pode ser uma proteina ou
enzima de dificil detecgdo ou que sé pode
ser detectada em estadios avancados do
desenvolvimento das plantas.

METODOS DE
TRANSFORMAGAO DE
PLANTAS

Varios métodos de obtencéo de plantas
transgénicas vém sendo desenvolvidos.
Alguns deles j& estdo bem estabelecidos,
sendo utilizados de forma rotineira em
laboratdrios de transformacdo de plantas.
Apesar de existirem inimeros métodos
de transformacéo, serdo descritos aqueles
via Agrobacterium, eletroporacéo de pro-
toplastos e biobalistica, por serem 0s mais
usuais. Outros métodos de transformacéo
apresentados pela literatura, tais como
macroinjecdo, microinjecdo, lipossoma e
polietilenoglicol (PEG) sdo utilizados para
propostas mais especificas, por sua maior
complexidade (BRASILEIRO; DUSI,
1999). Deve-se ter em mente que ndo
existe um método de transformag&o 6timo
ou ideal para todo o tipo de planta. Em
funcdo da espécie vegetal e do proposito
do trabalho, pode-se optar por um método
ou outro, segundo as vantagens que possa
apresentar.

Transformacéo por
Agrobacterium

As agrobactérias sdo microrganismos
tipicamente do solo e possuem forma de
bacilo, movendo-se por meio de um a seis
flagelos. O género Agrobacterium (do gre-
go agros = campo e bakterion = bastonete)
pertence a mesma familia das bactérias
fixadoras de nitrogénio ¢ esta subdividido
em cinco espécies que diferem entre si
pela sintomatologia em diferentes plantas

(KERSTERS; LEY, 1984). Agrobacterium
tumefaciens é o agente etiol6gico da galha-
da-coroa (crown gall), A. rhizogenes causa
a raiz-em-cabeleira (hairy root), A. rubi
induz tumores especificamente em Rubus
spp. (cane gall), A. vitis induz tumores
especificamente em videiras (Vitis spp.)
e A. radiobacter ¢ saprofita, isto é, ndo
patogénica (BRASILEIRO, 1998).

Mais de 600 espécies vegetais sdo co-
nhecidamente suscetiveis a infecgdo por
A.tumefaciens e A. rhizogenes, pertencendo
amaioria delas a classe das Angiospermas
dicotiledbneas e Gymnospermas e, mais
raramente, das Angiospermas monocoti-
ledéneas (BRASILEIRO, 1998). Apesar
de as doencas causadas por agrobactérias,
principalmente a galha-da-coroa, serem
muito sérias para algumas culturas, estas
raramente tém causado danos econdémicos
para a agricultura no Brasil. A infec¢do de
uma planta por Agrobacterium inicia-se
pela penetracdo da bactéria no tecido ve-
getal por meio de uma lesdo sofrida pela
planta por tratos culturais, geadas, insetos
ou outro agente. A lesdo na planta exsuda
moléculas, como compostos fendlicos,
acucares ou aminoacidos, que atraem as
agrobactérias. Essas moléculas exsudadas
sd0 responsaveis por ativar genes presentes
na agrobactéria e também pela transferén-
cia de parte do plasmideo de viruléncia
dessas bactérias, conhecido como plasmi-
deo Ti, para 0 genoma da planta.

Os genes presentes no fragmento
do plasmideo Ti da agrobactéria, que
é transferido para a planta, conhecido
como T-DNA, serdo expressos nas cé-
lulas vegetais, produzindo enzimas que
estdo envolvidas com a sintese de hormé-
nios vegetais e com a sintese de opinas
(compostos sintetizados para a nutricdo
da bactéria). Dessa forma, as células ve-
getais que recebem o T-DNA proliferam
desordenadamente, em consequéncia da
sintese de horménios, levando a formacao
de um tumor (BRASILEIRO; LACORTE,
1998). Este tumor é o principal sintoma
da doenca galha-da-coroa, causada por A.
tumefaciens. Em A. rhizogenes a expressédo
dos genes do T-DNA induz a producéo de
raizes no local do ferimento, provocando
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a doenca denominada raiz-em-cabeleira.
Por achar que se tratava de uma forma
vegetal de cancer, as agrobactérias foram
intensamente estudadas nos anos 80 na
esperanca de o0 modelo da doenca vegetal
ser semelhante ao cancer, que ocorre em
células animais, auxiliando dessa forma na
descoberta da cura.

Apesar de os pesquisadores terem-se
frustrado em seu objetivo inicial, pois ndo
havia nenhuma relacdo entre os tumores
em vegetais e a doenca em animais, logo se
percebeu que o sistema de transferéncia de
genes das agrobactérias para as plantas po-
deria ser um método extremamente eficaz
para a transferéncia de genes de interesse
para plantas. Assim, os plasmideos Ti das
agrobactérias foram intensamente estu-
dados e manipulados, permitindo a troca
de genes do T-DNA, n&o-essenciais para
a transformacdo, por genes de interesse,
ou seja, transformaram o plasmideo Ti
de agrobactérias em um vetor natural de
transformacéo de plantas. As linhagens
de Agrobacterium que perderam todo ou
parte do seu T-DNA séo denominadas li-
nhagens desarmadas, pois sdo incapazes de
produzir tumores nas plantas hospedeiras
(ZAMBRYSKI et al., 1983).

Para transformar plantas, utilizando
linhagens desarmadas de Agrobacterium,
utilizam-se explantes com potencial re-
generativo, como segmentos de folhas
jovens (discos foliares), embrides zigoti-
cos, entrends, cotilédones etc. O explante
é colocado na presenca de meio liquido
contendo as bactérias desarmadas com o
vetor de transformag&o que contém o gene
de interesse, em um processo denominado
cocultura (Fig. 2). Durante este contato, as
bactérias infectam o tecido vegetal e ini-
ciam o processo de transferéncia do cassete
de transformac&o para o genoma da planta.
Apos a cocultura, o tecido € cultivado em
um meio de regenera¢do na presenca de an-
tibidtico, para eliminagdo da Agrobacterium
e de um agente seletivo, para a selecéo das
células transformadas.

Numa etapa final, as plantas transfor-
madas sdo regeneradas in vitro e transferi-
das para ambientes de aclimatacdo da mes-
ma forma que se faz para outros trabalhos
com cultura de tecidos (Fig. 2). Atualmente,
para algumas espécies de plantas, tais como

Fonte de explante Explantes

Planta transgénica
aclimatada em casa
de vegetacao

Cocultivo com a
bactéria desarmada
em meio liquido

Meio de enraizamento
com ou sem selegao

Cocultivo em
meio solido sem
antibidticos

Meio de indugéo de brotos
com antibiotico e agente
de selegéo

Figura 2 - Transformag@o de plantas por Agrobacterium

FONTE: Brasileiro e Dusi (1999).

NOTA: Segmentos foliares sdo retirados da folha da planta, a qual se quer transformar,
e sGo submersos em soluc@o na presenca da bactéria que contém o vetor de
transformagéo (plasmideo Ti contendo o cassete de transformag@o). Algumas
horas apds, os segmentos foliares séo transferidos para meio nutritivo sélido
na presenca de um antibidtico para a eliminag@o da bactéria e de um agente
seletivo (antibidtico ou herbicida) para a seleg@o das células transformadas. Apés
regenerac@o das pléntulas, estas sdo transferidas para novo meio, quando se
faz a selecdo das pléntulas positivas, com auxilio do agente seletivo. As plantas
que crescerem no meio com agente seletivo, sGo submetidas a novos testes para
confirmagéo (testes histoquimicos para expressdo do gene repérter, polymerase
chain reaction (PCR), Southern, northern e western blots), e as plantas transfor-
madas positivamente s&o enraizadas in vitro e transferidas para vasos com solo

em casa de vegetagdo.

Arabidopsis thaliana, a transformacéo pode
ser feita pelo contato direto de botdes florais
com asolucdo, contendo Agrobacterium. A
taxa de sementes positivamente transfor-
madas por este método pode alcangar até
5%. Dessa forma, as agrobactérias tém sido
utilizadas como um eficiente vetor natural
para a transformagao genética de plantas,
principalmente, de Angiospermas dicotile-
doneas. A alta eficiéncia de transformagao
e 0 baixo custo operacional, assim como
a simplicidade dos protocolos de transfor-
macao e de selecdo, sdo as maiores razdes
para a universalidade do uso do sistema
Agrobacterium.
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Transformacéo por
eletroporacéao de
protoplastos

Protoplastos séo células vegetais in-
dividualizadas e desprovidas de paredes
celulares que foram eliminadas com o
auxilio de enzimas pectoceluloliticas. Em
condicBes adequadas de cultura de teci-
dos, os protoplastos podem reconstituir
suas paredes celulares, regenerando um
novo tecido que pode dar origem a uma
nova planta (BOURGIN; CHUPEAU;
MISSONIER, 1979). A eletroporacéo de
protoplastos consiste na inducao de poros
na membrana celular de protoplastos por




20

Biotecnologia

meio de pulsos elétricos de alta voltagem.
Esses poros permitem a entrada do vetor
de transformagdo contendo o gene de in-
teresse para o interior da célula e, como o0s
poros sdo reversiveis, ou seja, fecham-se
novamente apds terminada a aplicacéo do
pulso elétrico, os protoplastos contendo o
vetor de transformacdo podem-se regenerar
em novas plantas (FROMM; TAYLOR,;
WALBOT, 1985) (Fig. 3).

Os protoplastos, logo apds terem sido
isolados, sdo imediatamente colocados em
um eletroporador na presenca do vetor de
transformacéo, contendo o gene de interes-
se. O pulso elétrico é muito rapido e, logo
apos, os protoplastos sdo transferidos para
um meio de cultura, onde serdo selecio-
nados aqueles que forem transformados.
A grande vantagem desse método em
relagdo aos outros € que a transformacéo
¢ feita em células individuais. Assim,

todo o tecido regenerado sera originado a
partir de uma Unica célula, evitando dessa
forma o surgimento de quimeras (tecido
constituido de células transformadas e
n&do-transformadas), problema observado
com certa frequéncia, quando se realiza
transformacdo em tecidos ou 6rgdos. A
grande desvantagem desse método reside
justamente na dificuldade de obtengdo de
uma nova planta a partir de um protoplasto.
O processo € lento, exige mudancas cons-
tantes de meios de cultura e condi¢des de
cultivo e possui, geralmente, uma baixa
eficiéncia. Para algumas espécies vegetais,
0 processo de regeneracdo do protoplasto
pode ser um forte limitante ao uso desta
técnica.

Por outro lado, a eletroporacéo tem sido
extremamente Util em estudos de expres-
sdo transiente, que é a expressdo do gene
exo6geno sem que ele tenha sido necessa-

Folha de planta a ser
transformada

—_——

Regeneracao da planta
transformada

Folha cortada e colocada
na presenga de enzimas que
digerem as paredes celulares

Selecao dos protoplastos
transformados

Obtengao dos protoplastos
isolados

—_——

¢

Plasmideo contendo o

cassete de transformacao
+

Protoplastos isolados

.

Eletroporador

Figura 3 - Transformacdo de plantas por eletroporagéo
FONTE: Dados bdsicos: Brasileiro e Dusi (1999).

NOTA: Segmentos foliares da planta, a qual se quer transformar, sdo digeridos com
enzimas que degradam as paredes celulares, para a liberacdo dos protoplastos.
Os protoplastos sdo purificados e transferidos para a cuba de eletroporacgo com
o dcido desoxirribonucléico (DNA) plasmidial, contendo o cassete de transfor-
macdo, onde serdo submetidos a pulsos elétricos para a formacdo dos poros na
membrana celular. Apés a eletroporacdo, os protoplastos sdo transferidos para
meio de sele¢do, onde apenas os protoplastos transformados com a construcdo

génica serdo multiplicados.

riamente incorporado ao genoma. Neste
caso, 0 gene expressa-se transitoriamente
na célula transformada, mas, a medida que
as células dividem-se e multiplicam-se, a
expresséo do gene vai diminuindo até desa-
parecer por completo. A andlise da expres-
sdo transiente apos eletroporagdo permite
testar rapidamente a funcionalidade de uma
construcdo génica, sem a necessidade de
obter uma planta transgénica.

Transformacéo por
biobalistica

A biobalistica, como o proprio nome
indica, funciona de forma analoga a
uma arma de fogo, onde microparticulas
revestidas com o vetor de transformacéo
sdo aceleradas em alta velocidade contra
o tecido no qual se quer transferir o gene.
Esse método de transformacdo também é
conhecido como bombardeamento ou gene
gun (arma de genes) e foi inicialmente
proposto por Sanford et al. (1987). As
microparticulas utilizadas pela biobalistica
sdo particulas microscopicas (de 0,2 a4 pm
de diametro) de ouro ou tungsténio, que
possuem adsorvido a sua superficie o vetor
de transformacéo, contendo o cassete com
0 gene de interesse. As microparticulas
atravessam de forma néo-letal a parede
celular e a membrana plasmatica, alojan-
do-se de forma aleatdria no interior das
células. Uma vez na presenga do liquido
celular, o DNA adsorvido & superficie da
microparticula encontra condicOes para se
tornar livre, podendo entdo ser incorpora-
do ao genoma nuclear da célula vegetal
(RECH; ARAGAO, 1998; LACORTE et
al., 1999). As microparticulas séo acelera-
das em direcdo ao tecido-alvo por meio de
uma onda de choque que pode ser gerada
de diversas formas, sendo que a mais uti-
lizada atualmente é a de uma descarga de
gas hélio a alta presséo.

O aparelho responsavel por gerar a
onda de choque é denominado acelerador
de microparticulas ou bombardeador e
estd esquematizado na Figura 4. Aonda de
choque gerada pela liberag&o rapida do gés
hélio langa a membrana carreadora (onde
as microparticulas estdo depositadas) a
uma altissima velocidade contra uma tela
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de retencdo que detém esta membrana e
permite a passagem apenas das micropar-
ticulas. Estas, por sua vez, continuardo sua
trajetoria pela inércia e irdo atingir direta-
mente o tecido que esta posicionado logo
abaixo da tela de retengéo. Todo o processo
ocorre no interior de uma camara sob vacuo
(Fig. 4), para evitar a desaceleracdo das
particulas causada pelo atrito com o ar.

Essa técnica é bastante versatil, pois
permite potencialmente a transformagéo
de qualquer espécie vegetal ou genéti-
po, assim como qualquer tipo celular ou
mesmo organelas, como mitocondrias
e cloroplastos. Além disso, a técnica de
transformacéo por biobalistica pode ser
considerada relativamente simples, rapida
e que ndo envolve maiores investimentos
em infraestrutura e equipamentos. O pro-
prio acelerador de particulas é um aparelho
simples e de baixo custo. Uma outra van-
tagem da biobalistica € a maior eficiéncia
de transformagdo em Gymnospermas e
Angiospermas monocotiledoneas, o0 que
ndo é observado com a transformagdo
por Agrobacterium (RECH; ARAGAO,
1998). A biobalistica também é bastante
utilizada, a semelhanca da eletroporacéo de
protoplastos para estudar a funcionalidade
de construgdes génicas.

ANALISE DAS PLANTAS
TRANSFORMADAS POR
TECNICAS MOLECULARES

A expressdo de um gene reporter
ou a sobrevivéncia de um explante em
meio seletivo é considerada apenas como
evidéncia da transformagdo, ndo sendo
suficiente como prova definitiva da inte-
gracdo e expressdo do cassete no genoma
da planta. Como foi frisado anteriormente,
mesmo com o uso dos genes marcadores de
selecéo e repdrter, pode ocorrer a presenca
de falsos-positivos. A reacdo em cadeia da
polimerase — polymerase chain reaction
(PCR) (MULLIS; FALOONA, 1987) e 0
Southern blot (SOUTHERN, 1975) sdo
duas técnicas moleculares indispensaveis
para a confirmagdo da presenca e da inte-
gracao do cassete de transformacéo no ge-
noma das plantas transformadas. No caso
do PCR (Fig. 5), 0 gene de interesse e/ou

um dos genes marcadores sdo amplificados
bilhGes de vezes in vitro por enzimas que
sintetizam novas fitas de DNA e com o
auxilio de um termociclador, maquina que
simula os ciclos de replicagdo do DNA.
Estes bilhGes de copias do gene podem

entdo ser facilmente visualizados na forma
de uma banda em um gel de agarose. No
caso do Southern blot (Fig. 6), 0 gene pode
ser visualizado pela utilizacdo de sondas
marcadas radiotivamente (is6topo 32P),
que se ligam (hibridizam) especificamente

Camara
de vacuo

Valvula de vacuo

/?eguador
de pressao \
/tecido vegetal

Disco de
ruptura com o Valvulade  Cilindro de
plasmideo gas hélio gas hélio

contendo o gene

/

Placa alvo
contendo o

Valvula solendide
(gatilho)

Figura 4 - Esquema de um acelerador de particulas a gds hélio, utilizado para transfor-

macgéo de plantas por biobalistica

—_—
DNA gendmico Maquina que
contendo o gene sintetiza in vitro
exogeno o DNA

(termociclador)

amplificado bilhdes

Marcadores de peso
molecular

¢

Gene exdgeno Gene exdégeno
visualizado como

uma banda no gel

de vezes

Figura 5 - Deteccdo do gene exdégeno por meio da amplificacdo do DNA via PCR

NOTA: Nesta técnica, bilhées de cdpias do gene exdgeno sdo sintetizadas in vitro. O
termociclador é a mdquina que simula as condigdes necessdrias para a sintese
do 4cido desoxirribonucléico (DNA) in vitro. Apés a amplificacdo, o produto do
polymerase chain reaction (PCR) é aplicado em gel de agarose, para visualiza-
¢Go da banda correspondente ao DNA do gene exdgeno.
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Liberagéo do cassete de
transformacéo com o gene

exdgeno f

Nfor_;‘»'é:_

e ERE
Sonda marcada i
com *P colocada

na presencga do
gene exdégeno

Enzima de Y
restricdo Sonda marcada com “P
forma uma molécula hibrida

com o gene exdgeno

Marcadores de
peso molecular

—_—

oal—

Corte da molécula de DNA
gendmico contendo o
cassete de transformacgéao
por enzimas de restricédo

@ . Gene exdgeno

O gene exdgeno &
detectado na forma de
uma banda em um

filme que foi impressionado
pela radiagdo emitida pelo *P

I 110

Figura 6 - Deteccdo do gene exdégeno por meio da técnica de Southern blot

NOTA: Nesta técnica, o dcido desoxirribonucleico (DNA) gendmico é clivado por enzimas
de restricdo e os fragmentos gerados séo eluidos em gel de agarose e transfe-
ridos para membrana de ndilon ou nitrocelulose, conservando sua posi¢éo de
corrida no gel. O fragmento que contém o gene exdgeno hibrida-se com uma
sonda marcada, de sequéncia homdloga & sequéncia do gene exégeno. A molé-
cula hibrida de DNA formada pela sonda e pelo fragmento de DNA, contendo o
gene exbégeno, emite radiag@o que impressiona filme de raios X ou Image Plate,
gerando banda, que confirma a presenga do gene.

ao gene de interesse ou a um dos genes
marcadores.

O DNA total da planta é inicialmente
extraido e clivado por enzimas de restricdo
em sitios especificos da molécula de DNA
que flanqueiam o cassete de transformagao.
Dessa forma, o cassete € liberado do resto
do genoma e transferido para uma mem-
brana que, posteriormente, é colocada na
presenca da sonda radioativamente mar-
cada, para que possa ocorrer a formacao
da molécula hibrida entre o gene exdgeno
presente no cassete de transformacéo e a
sonda. Ou seja, uma fita simples de DNA
do gene exdgeno com uma fita simples de
DNA da sonda unem-se, em consequéncia
da formacdo de pontes de hidrogénio,
formando novamente uma fita dupla de
DNA. Quando exposto na presenca de
filme de raios X ou Image Plate, as sondas
marcadas o impressionam, por causa da
emisséo de radiacdo, dando origem a uma
banda que corresponde ao gene de inte-
resse. Dependendo do tipo de clivagem
realizado no DNA total da planta, o
Southern blot pode permitir a estimativa
do nimero de cépias do cassete no genoma
receptor (ROMANO, 1998).

Muitas vezes, a integracdo do T-DNA
no genoma da planta ndo significa neces-
sariamente que 0 gene sera expresso, ou
seja, que va produzir a proteina ou enzima
de interesse. Isso é um problema muito
comum observado em transformacdo de
plantas e os motivos que levam a isso pos-
suem indmeras causas, sendo que muitas
delas ainda ndo foram completamente
desvendadas. A forma mais simples para
checar se um gene estd sendo expresso ou
ndo ¢ pela observacao de seu fen6tipo em
uma planta completamente regenerada ou
em sua progénie (descendentes), desde
que o produto do gene em questdo cause
alteracBes que possam ser detectaveis
visualmente ou por técnicas moleculares
e bioquimicas.

Como foi dito anteriormente, a expres-
sdo de determinados genes pode ocorrer em
niveis tdo baixos, que mudancas no fenoti-
po da planta podem néo ser perceptiveis ou,
ainda, o produto do gene pode néo causar
nenhuma alteragao expressiva no fenétipo
final da planta. A purificacdo bioquimica
da proteina ou da enzima produzida pelo
gene exdgeno pode ser dificil de ser rea-

lizada, exigindo pessoal e infraestrutura
adequados, 0 que muitas vezes pode ser
bastante complexo e caro. Existem técni-
cas moleculares que permitem observar a
expressdo dos genes de forma facil e ra-
pida. As mais utilizadas sdo o northern
blot (ALWINE; KEMP; STARK, 1977)
e o0 western blot (BURNETTE, 1981; TO-
WBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979)
e, mais recentemente, uma nova técnica
com base na detecgdo em tempo real da
expresséo diferencial de genes denominada
por quantitative reverse transcriptase —
polymerase chain reaction (QRT-PCR) ou
transcrigdo reversa quantitativa — reagdo
em cadeia da polimerase.

O northern blot permite detectar a
quantidade e o tamanho do RNA mensagei-
ro (MRNA) produzido pelo gene exdgeno
por meio de hibridizagdo com sondas
especificas marcadas radioativamente. Ja
na gRT-PCR, acompanha-se a evolucéo
da replicagdo do DNA complementar
(cDNA) do gene de interesse a cada ciclo
da PCR pela emissao de fluorescéncia. No
western blot, detecta-se a proteina ou enzi-
ma produzida por este mMRNA, por meio da
ligag@o com anticorpos especificos. Essas
técnicas possuem sensibilidade suficiente
para detectar pequenas quantidades de
MRNA ou de proteinas produzidas pelo
gene exogeno.

O interessante em utilizar o northern
blot, western blot e a gqRT-PCR é que estes
permitem ndo s6 a detec¢do da expressao
do gene, como também quantificar a in-
tensidade dessa expressdo pela intensidade
das bandas e curvas de amplificagdo que
sdo geradas. Isto é de grande importancia
para os pesquisadores, pois, além da in-
tegracdo do gene no genoma da planta, é
muito importante saber se este se expressa
em niveis adequados, para que ocorra a
mudanca fenotipica esperada.

CONSIDERACOES FINAIS

O que era visto como uma possibilidade
para o futuro, hoje j& pode ser encarado
como realidade. S&o inimeras as espécies
vegetais, assim como as caracteristicas
genéticas estudadas no campo da trans-
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formacdo genética de plantas, com obje-
tivos que vao desde a obtencdo de plantas
resistentes ou tolerantes a condicdes de
estresses bidticos e abitticos, a plantas com
melhor qualidade nutricional, capazes de
produzir farmacos e biomoléculas de inte-
resse industrial (biorreatores) e até mesmo
na recuperacao de ambientes degradados
e contaminados (biorremediadores e bio-
degradadores). Atecnologia de introdugéo
de genes exogenos via transformagéo
genética de plantas tem disponibilizado,
para os melhoristas, genes antes impos-
siveis de ser manipulados pelos métodos
convencionais de melhoramento. Com a
eliminacdo das barreiras que impediam
o cruzamento interespecifico, ¢ esperado
um novo salto tecnoldgico para o setor
agricola, principalmente no que diz res-
peito ao langcamento de cultivares. O uso
de organismos transgénicos como modelos
de estudo também tem colaborado signifi-
cativamente para elucidagdo de processos
e fendmenos importantes nas areas de
Genética, Fisiologia, Biologia Celular e
Biologia Molecular. No entanto, ainda ha
inumeros desafios a serem vencidos, tais
como a adequacao do processo de cultivo
e regeneracdo in vitro para varias espécies
recalcitrantes, compreensdo da funcéo da
grande maioria dos genes e a manipulagdo
genética de caracteristicas complexas, que
sdo governadas pela acdo de varios genes
e que frequentemente estdo associadas a
produtividade.
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Resumo - A associacao de fitopatégenos com sementes tem sido responsavel por da-
nos dos mais significativos em cultivos de interesse humano, causando prejuizos tanto
para produtores de sementes como para produtores e consumidores de graos, além dos
efeitos danosos a todo sistema produtivo. O diagnostico preciso de patégenos, quando
ainda estao em sementes e/ ou materiais de propagacao vegetal, ¢ uma das mais impor-
tantes estratégias de manejo de doengas, ja que previne sua entrada no campo. A difi-
culdade de distin¢ao entre algumas espécies e outras formas de variacao dos agentes
patogénicos, aliada as circunstancias de alta pressao de anélises de amostras em deter-
minadas épocas do ano, obriga o uso de métodos de deteccao mais sensiveis, rapidos,
simples e acurados. Para enfrentar esses desafios, as técnicas moleculares, em conjunto
com métodos bioldgicos, surgem como importantes ferramentas, que, uma vez desen-
volvidas e ajustadas, podem atender, satisfatoriamente, aos sistemas envolvidos nesse

tipo de demanda.

Palavras-chave: Patologia da semente. Diagnose molecular. Fungos. Bactérias. Virus.

INTRODUCAO

A deteccdo de patdgenos em sementes
e outros materiais de propagacdo vegetal
é uma das mais importantes etapas no sis-
tema de producdo agricola e torna-se cada
vez mais imprescindivel pelos reflexos que
produz em termos de garantia de produ-
¢Oes e sustentabilidade dessas atividades,

principalmente em paises, cuja economia
e demanda social dependem, em grande
parte, do setor agropecuario.

Por ser a semente um insumo bésico
para a producdo da maioria das espécies
vegetais de interesse humano, é a sua
qualidade um aspecto que exige, por parte
dos sistemas de certificagdo de qualidade,

maior atencdo e um extremo cuidado, por
parte dos orgaos controladores desses
insumos.

A qualidade sanitaria das sementes &,
atualmente, o aspecto que mais tem me-
recido atencdo nos sistemas produtivos
e no comércio agricola, considerando-se
os reflexos negativos que a associagdo de
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patégenos com sementes pode determinar
sob diversos angulos.

O grande numero de patdgenos, aliado
a alta variabilidade e semelhancas morfo-
légicas entre espécies, que se associam as
sementes de modo geral é fator complica-
dor para a detecgao e identificagdo correta
desses agentes em analises de rotina. Dessa
forma, percebe-se que métodos de deteccdo
e de identificac¢do de patdogenos, com base
em aspectos morfoldgicos ou outros que
sdo influenciados facilmente por fatores
ambientais, ndo atendem as necessidades
dos sistemas de controle de qualidade em
nivel de rotina. Soma-se a estas dificulda-
des o fato de que o atendimento a demanda
de um grande volume de analises, em cur-
tos periodos, faz com que o uso de alguns
testes de sanidade cause maiores proble-
mas de natureza logistica aos produtores
e usuarios de sementes em geral.

Dentre as estratégias que podem ser
langadas para a deteccdo e identificacdo
mais rapida e precisa de determinados
patégenos, com grandes semelhangas mor-
fologicas ou que apresentam dificuldades
de desenvolvimento nos testes biologicos
j& conhecidos, estd o uso de técnicas
moleculares. Por este método, a andlise
é mais réapida e acurada. O rapido avanco
das pesquisas nesse campo ja tem disponi-
bilizado um bom nimero de métodos para
alguns patdgenos que sao transmitidos ou
transportados pelas sementes de espécies
hospedeiras.

Neste artigo, o foco esta voltado para os
principais métodos moleculares existentes
para a deteccdo de patdgenos dos diferentes
grupos taxondmicos, com énfase em fun-
gos, bactérias e virus. Para mais detalhes
sobre métodos de deteccdo de patdgenos
em sementes, sob a égide dos Programas
de Certificagdo no Brasil, recomenda-se
consultar o0 Manual de Analise Sanitaria
de Sementes (BRASIL, 2009).

DETECCAO MOLECULAR DE
FUNGOS EM SEMENTES

Os critérios utilizados para a detecgao
de fungos em sementes seguem, de modo
geral, as mesmas regras adotadas pela In-

ternational Seed Testing Association (lsta)
e, em sua maioria, consistem em estimular
0S microrganismos a produzirem estrutu-
ras, ou alguns metabolitos, que permitam
a sua identificacdo.

Os métodos utilizados na detecgdo de
fungos em sementes baseiam-se em dife-
rentes aspectos, que variam desde analise
visual da amostra e da fracdo impura, exa-
me microscopico da suspenséo proveniente
da lavagem de sementes, exame de embri-
0es, método do rolo de papel, incubacéo em
meios de cultura padronizados ou meios
semisseletivos e incubacdo em substrato
de papel de filtro (blotter test).

Esses métodos, apesar de padronizados
e usados em testes de rotina, apresentam
limitacOes, quando existe a necessidade da
diagnose em nivel de algumas espécies,
subespécies, variedades e racas. Um bom
exemplo ¢ a dificuldade de distin¢ao entre
0s agentes da antracnose (Colletotrichum
gossypii) e ramulose (Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides) do algo-
doeiro. Embora sejam relatadas diferencas
entre os dois agentes na literatura, na pra-
tica, muitas vezes, ndo € possivel discernir
com clareza quais 0s patdgenos associados
as sementes, ja que existe grande variabi-
lidade até mesmo entre os isolados desses
fungos.

Somam-se a essa dificuldade outras,
como a demora na obtencdo de resultados
para alguns patossistemas e a dificuldade
de distincdo, quando outros organismos,
também associados as sementes, apresen-
tam maior potencial de competicdo. A iden-
tificagdo correta das espécies do complexo
Stenocarpella, causadoras da podriddo do
colmo e da espiga do milho, por exemplo,
s0 é possivel com a formag&o dos picnidios
e esporos que os identificam. Para isso, ¢
necessaria a incubacéo das sementes por 15
dias. Durante esse tempo, 0 aparecimento
de outros organismos pode comprometer a
correta identificacdo daquelas espécies.

Em relagdo a outros patossistemas, ind-
meras dificuldades ainda constituem desafio
para as pesquisas em patologia de sementes.
Muitas espécies de fungos proximamente
relacionadas encontram similaridade entre
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suas caracteristicas morfologicas, dificul-
tando a identificagdo precisa, como € o caso
de espécies de Phomopsis em sementes de
soja, Drechslera em sementes de arroz e
trigo e Fusarium em sementes de feijdo e
algoddo.

A correta diagnose dos patégenos é,
portanto, uma das ferramentas bésicas
no controle de doencas transmitidas por
sementes. Diferentes trabalhos de pesqui-
sa tém sido desenvolvidos, investigando
metodologias que auxiliem na correta
detecgdo, na identificagdo e até na quanti-
ficagdo de patogenos utilizando diferentes
métodos, combinados entre si ou néo.

ABiologia Molecular veio ao encontro
dos interesses da fitopatologia, disponi-
bilizando ferramentas que auxiliam na
diagnose e identificacdo de patogenos que
apresentam dificuldades por métodos tradi-
cionais. Essas técnicas, por meio das dife-
rencas existentes entre sequéncias do acido
desoxirribonucleico (DNA), permitiram o
avanco no conhecimento de genomas de
espécies, subespécies e até racas diferentes
com alto grau de especificidade.

Inicialmente, os trabalhos de diagnose
de fungos em sementes consistiam no iso-
lamento dos fungos dessas sementes e a sua
deteccdo era realizada em meios de cultura,
ja que uma das maiores dificuldades para a
deteccdo nas sementes seria a presenca de
inibidores. Muitas espécies podem conter
naturalmente em suas sementes substancias
como taninos, componentes fendlicos e
carboidratos capazes de inibir ou influen-
ciar a atuacdo da enzima Taq polimerase
utilizada na rea¢do em cadeia da polime-
rase — polymerase chain reaction (PCR).
Nesse caso, hé reducdo da sensibilidade,
dificultando as amplifica¢des das regides
estudadas e gerando resultado falso-nega-
tivo, quando a extracao é feita diretamente
de sementes maceradas. Para reduzir esse
efeito sdo recomendadas etapas adicionais
para a extragdo de DNA ¢ purificacdo. Sdo
utilizadas substancias como cloroférmio e
fenol para a precipitacdo de alguns desses
inibidores, ou 0 uso de kits comerciais, que
tém-se mostrado como um grande facili-
tador da técnica, j& que agiliza o processo
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de automacdo para a extracdo de DNA e
minimiza a acdo dos inibidores.

Apesar das dificuldades apresentadas,
diversos trabalhos tém sido desenvolvidos
para a deteccdo de fungos diretamente nas
sementes. No Quadro 1 estdo listados al-
guns trabalhos de publicacéo recente.

Nos ultimos 30 anos, 0 avango em
estudos de genémica e bioinformatica tem
revolucionado e aproximado ainda mais o
desenvolvimento de tecnologias de diag-
nose em suporte aos métodos classicos,
tornando a deteccdo de patégeno mais
rapida, acurada e sensivel. O foco dessas
técnicas baseia-se no estudo de regides do
genoma dos patdgenos, a fim de identificar
sequéncias especificas no DNA. Os marca-
dores moleculares como random amplifed
polymorphic (RAPDs), restriction fragment
length polymorphisms (RFLPs), amplifed
fragment length polymorphisms (AFLP),
microssatélites, dentre outros, tém sido
largamente usados em estudos de diferen-
ciacao de patogenos.

Da mesma forma, sequéncias ja conhe-
cidas, como por exemplo genes do DNA
ribossomal (rDNA), que séo facilmente
obtidos do genoma de fungos, tém sido
avaliadas. Os rDNAs codificam os RNAs
ribossomais (rRNAS) e séo relativamente
conservados entre os fungos, além de
aparecerem repetidos centenas de vezes
no genoma fungico. Estdo incluidas as
porc¢des 18S, 5.8S e 28S, separadas por
regides espacadoras conhecidas como
internal transcribed spacer region (ITS)
(Fig. 1). Apesar de essas regides néo se-
rem traduzidas em proteinas, possuem um
papel importante no desenvolvimento das
funcbes do mRNA, com sequéncias que
variam entre espécies, demonstrando ser
promissoras para a construcdo de primers
(pequenas sondas de oligonucleotideos)
especificos.

Os estudos de filogenia também com-
plementam os de variabilidade, além da
possibilidade de identificagdo da origem de
isolados e andlise de divergéncia genética
entre grupos. Nesse estudo, além das regi-
des ITS e intergenic spacer region (IGS),

genes que codificam para histonas, fator de
elongacéo - elongation factor (EF) e beta
tubulina, genes ligados a patogenicidade
ou a producdo de toxinas também tém sido
estudados e podem ser bons candidatos
para a construcdo de primers.

Para a deteccao de fungos, especifi-
camente em sementes, é necessario que,
independente do método adotado, o par
de primers seja testado quanto a especi-
ficidade e otimizado para o maximo de
sensibilidade, tanto para a colénia pura
de fungos, como em associacdo com se-
mentes, uma vez que a sensibilidade entre
um e outro pode variar. Dombrowski et al.
(2006) avaliaram a concentragao necessa-
ria para a deteccdo de Neotyphodium sp.,

em cultura pura e na cultura associada a
semente de azevém, e concluiram que a
quantidade necessaria para detectar o fun-
go, quando ele esta associado as sementes,
é dez vezes maior do que quando esta em
cultura pura.

A partir de sequéncias conhecidas é
possivel a amplificacdo dos fragmentos
por meio da técnica PCR. Para a deteccéo
de patdgenos associados as sementes, 0s
fatores j& descritos anteriormente devem
ser ponderados, de modo que evitem a in-
terferéncia de inibidores que podem gerar
resultados errbneos. Para a patologia de
sementes, a técnica de PCR, associada a
outras, tem sido utilizada com sucesso para

QUADRO 1 - Exemplos de trabalhos publicados com deteccdo molecular de patégenos

diretamente nas sementes

Pat6geno/Hospedeiro

Fonte

Fusarium circinatum (pinus)
Septoria tritici (trigo)
Pyrenophora graminea (cevada)
Stenocarpella sp. (milho)
Botrytis spp. (cebola)
Rhynchosporium secalis (cevada)
Plasmopara hastedii (girassol)

Fusarium oxysporum f{. sp. basilici (man-
jericao)

Neotyphodium (centeio)
Magnaporthe grisea (arroz)

Diaporthe phaseolorum var. meridionalis
(soja)

Toss et al. (2009)

Consolo et al. (2009)

Justesen, Hansen e Pinnschmidt, (2008)
Barrocas (2008)

Chilvers et al. (2007)

Rios, Fernandez e Carmona (2007)

Ioos et al. (2007)

Pasquali et al. (2006)

Dombrowski et al. (2006)
Chadha e Gopalakrishna (2006)
Vechiato, Maringoni e Martins (2006)

ITS5 ITS1
- )
Nuclear small 58S Nuclear large rDNA
5S ITS1 ! ITS2
[ 1GS rDNA - 18S rDNA 28S 1GS
<4 4
ITS2 ITS4
Intergenic
spacer region Internal
transcribed
spacer region

Figura 1 - Esquema representativo do DNA ribossomal (rDNA) mostrando a localizagéo
de primers padrées utilizados na PCR

NOTA: PCR - Polymerase chain reaction.
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o diagndstico de espécies que apresentam
dificil distingdo por meio de marcadores
morfolégicos, fungos com reduzida espo-
rulagdo, que produzem micélio estéril e
os suprimidos por fungos de crescimento
mais rapido, além de estimar o potencial
toxicolégico dos fungos em sementes.

Apesar da grande sensibilidade da
técnica de PCR convencional, os traba-
Ihos envolvendo a diagnose de patégenos
associados as sementes encontram obs-
taculos, quando estdo com baixos niveis
de infestacdo/infeccdo. Para contornar o
problema utiliza-se a Bio-PCR, que tem
0 objetivo de enriquecer a biomassa do
fungo na semente, para aumentar a sensi-
bilidade da técnica e absorcéo ou diluicéo
de componentes inibidores durante o pe-
riodo de incubacdo. A Bio-PCR envolve
uma etapa de incubagéo das sementes,
em condicBes de alta umidade relativa,
por periodos que podem variar de cinco
a sete dias ou mais, dependendo do or-
ganismo-alvo. Apesar do acréscimo de
mais uma etapa ao processo, para muitos
fungos torna-se indispenséavel para uma
diagnose confiavel. Para o diagnéstico de
Magnaporthe grisea em sementes de arroz
infestadas, € necessaria a sua incubacéo
em meio batata dextrose agar (BDA),
por 48 horas, a 25°C, sob agitacdo cons-
tante (CHADHA; GOPALAKRISHNA,
2006). Vechiato, Maringoni e Martins
(2006) utilizaram o tempo de sete dias
de incubacdo prévia para a deteccdo de
Diaporthe phaseolorum var. meridionalis
em sementes de soja.

A Bio-PCR possui vantagens sobre a
PCR convencional, incluindo o aumento
de sensibilidade e a deteccdo somente de
células viaveis, mas possui desvantagens,
como o aumento do tempo para diagnose
e a necessidade de determinacdo do tem-
po de enriquecimento. O longo tempo de
incubacdo pode permitir o crescimento
de organismos saprofitas, que podem
interferir na deteccdo do organismo-alvo
(DOMBROWSKI et al., 2006).

E importante ainda salientar que a PCR

convencional indica somente presenca
ou auséncia do patégeno, o que pode ser
um fator limitante para a patologia de
sementes, quando existe a necessidade de
determinar a incidéncia do patégeno no
lote. Por outro lado, para patégenos como
Sclerotinia sclerotiorum, cujo indice de
tolerancia em sementes é zero, o teste pode
ser recomendado. Para outros patossiste-
mas, o uso de PCR convencional pode fun-
cionar como um primeiro screening para
informar se o lote esta infectado ou nao,
permitindo rapidamente a comercializagéo
dos lotes sadios. Para os lotes considerados
infectados, outras técnicas complementares
podem indicar a incidéncia do patégeno.

Mesmo com a utilizacdo da PCR con-
vencional, a sensibilidade da técnica ainda
permite detectar lotes com baixos niveis
de infeccdo, conforme pode ser observado
na Figura 2.

A introdugdo da PCR em tempo real
facilitou o desenvolvimento de trabalhos
de quantificagdo dos organismos-alvo de
deteccdo. Durante o desenvolvimento do
método, é medido o acimulo dos produtos
da PCR, o que permite sua quantificagéo.
Quando comparado com a PCR conven-
cional, apresenta vantagens como maior
rapidez, reducéo do risco de contaminacdes
cruzadas, eliminagdo da eletroforese para
determinar os resultados da PCR, quantifi-
cacdao do patdgeno, mesmo em baixissimas
quantidades, o que em patologia de semen-
tes torna-se de grande valia, uma vez que
determina o nivel de infeccdo de um lote de
sementes. Alguns trabalhos conseguem a
quantificacdo de até¢ um esporo por semente

contaminada (CHILVERS et al., 2007).
Essas vantagens podem ser promissoras
para a detec¢do de patdgenos, eliminando
muitas barreiras para a sua deteccdo em
sementes.

Normalmente, as técnicas de andlise
molecular para fungos séo desenvolvidas,
utilizando culturas puras para identificar
espécies ou genotipos dentro de popula-
¢Oes. Para patologia de sementes, a utili-
zagdo de quaisquer técnicas moleculares
tem sua aplicacdo pratica em um sistema
de analises em escala, se houver o seu
desenvolvimento para a detecgdo direta na
semente, j& que pouco se ganha em termos
de diagnose, quando existe a necessidade
de isolamento do patdgeno em cultura pura
para posterior deteccao.

Muitos desafios ainda existem para a
deteccdo de fungos em sementes. Neste
sentido, percebe-se que o uso das ferra-
mentas moleculares representa um grande
avanco e pode contribuir de maneira mais
precisa e rapida para a diagnose preventiva
desses e de outros microrganismos pato-
génicos, em associacdo com sementes de
plantas cultivadas. Dessa forma, o controle
de importantes doencas pode ser alcancado
€om sucesso por meio do manejo sanitario
preventivo, em que 0 uso de sementes
sadias ou tratadas é uma alternativa eficaz
e de custo relativamente baixo.

DETECCAO MOLECULAR DE
BACTERIAS EM SEMENTES

A associa¢do com as sementes de seus
hospedeiros ¢ um dos mecanismos de

400
pb

Figura 2 - Amplificacdo do DNA genémico de Stenocarpella maydis em diferentes niveis

de infeccdo em sementes de milho

FONTE: Barrocas (2008).

NOTA: Linha M= 100-bp DNA ladder; 1-2=100%; 3-4=20%; 5-6= 10%; 7-8=2%;

9-10=1%; 11-12=0%.

M — Marcador de peso molecular; bp — Pares de base.
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sobrevivéncia desenvolvido pelas fitobac-
térias e permite o seu transporte ¢ transfe-
réncia de indculo no tempo e no espacgo
(OLIVEIRA; MOURA; SOUZA, 2005).
Quando se mencionam bactérias em asso-
ciacdo com sementes, isso pode significar
tanto a bactéria infectando a semente alo-
jada em seus tecidos como, simplesmente,
infestando-a, isto €, a bactéria aderida na
semente, sem causar infecgdo.

Com o avango da biotecnologia, varias
técnicas moleculares tém sido utilizadas
em procedimentos de detec¢do, com o
intuito de rapidamente diagnosticar e
caracterizar o patoégeno. Tais técnicas
baseiam-se em métodos sorologicos, na
amplificagdo de uma parte especifica do
DNA do genoma da bactéria de interesse,
no desenvolvimento de sondas fluorescen-
tes e na citometria de fluxo.

Varios métodos sorologicos sdo usados
para identificar e detectar bactérias fito-
patogénicas em sementes, desde os mais
simples, como aglutinagao em laminas, até
os mais complexos, como enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) e imuno-
fluorescéncia (IF).

Trujillo e Saettler (1979) compararam
aandlise combinada de meio semisseletivo
e teste de dupla difusdo com o teste de
patogenicidade padrdo. De 175 amostras
testadas, 61 apresentaram reagdes positivas
pelo teste padrdo e 90, pelo teste de dupla
difusdo e meio semisseletivo.

O teste ELISA baseia-se na ocorrén-
cia do complexo antigeno-anticorpo, por
meio do desenvolvimento enzimatico
rapido de um produto colorido distinto.
O teste foi utilizado com sucesso na
detecgdo de Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli em sementes de feijao, X.
campestris pv. campestris em folhas de
repolho e Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus em tubérculos de batata.

Na imunofluorescéncia, o anticorpo ¢
conjugado com uma sonda fluorescente,
geralmente isotiocianato de fluoresceina —

8UFC - Unidade formadora de colbnia.

fluorescein isothiocynate (FITC), a qual
pode ser visualizada em laminas, em mi-
croscopio de fluorescéncia, devidamente
equipado e apropriado. Células de X.
axonopodis pv. phaseoli e X. axonopodis
pv. malvacearum foram identificadas por
esta técnica em sementes de feijao e algo-
ddo. O sucesso desse método, bem como
o teste ELISA, depende da especificidade
dos anticorpos, que devem ser testados
antes de serem usados e que, preferen-
cialmente, ndo ocorram reacoes cruzadas
com outras bactérias presentes na amos-
tra. A sensibilidade do método permite a
detecgdo de 10° UFC/mL e oferece ainda
a possibilidade de estudar a morfologia
das células em combinagdo com reagdes
sorologicas®.

A amplificacdo de uma parte especifica
do DNA do genoma da bactéria de interesse
por meio da PCR, utilizando primers es-
pecificos, caracteriza-se como um método
rapido, sensivel, preciso e especifico de
detecgdo e identificagdo de bactérias fito-
patogénicas, mesmo quando presentes em
pequenas quantidades e associadas a alta
populagdo saprofitica. Outros métodos
derivados da técnica, como a Bio-PCR
desenvolvida por Schaad et al. (1995), que
consiste na andlise das colonias bacterianas
primeiramente obtidas em meio seletivo,
sdo utilizados com sucesso na deteccdo.

Como vantagem, a técnica de Bio-
PCR permite a identificagdo mais rapida
das colonias suspeitas, obtidas nos meios
seletivos, do que quando se utilizam os
testes bioquimicos ou a inoculagdo em
planta hospedeira. Em relagdo a PCR
convencional, as vantagens sdo as mesmas
mencionadas no tépico anterior.

Como desvantagem, as técnicas sorolo-
gicas e de PCR nao fornecem informagdes
sobre a viabilidade dos patogenos, exceto
a Bio-PCR, quando amostras naturais sao
usadas; também ndo permitem a detec¢ao
de bactérias diretamente nos extratos de
sementes, por causa da presenca de subs-
tancias inibidoras da reagdo, e nao sao
quantitativas.

Recentemente, o uso de sondas fluores-
centes e em combinagdo com o citdmetro
de fluxo surgiu como método rapido,
preciso e sensivel para detectar e avaliar a
viabilidade de microrganismos.

Sonda fluorescente ¢ um fluorocromo
capaz de localizar uma regido especifica
em uma amostra bioldgica ou de responder
aum estimulo especifico. Essas sondas t€ém
a habilidade de explorar diferentes pro-
priedades da célula, tais como: atividade
enzimatica, permeabilidade da membrana
citoplasmatica, potencial da membrana
citoplasmatica, atividade respiratoria,
contetdo relativo de DNA e gradiente de
pH. Existe um grande nimero de sondas
fluorescentes que podem ser utilizadas
para detectar e avaliar a viabilidade de
microrganismos. As mais utilizadas estao
descritas no Quadro 2.

O sucesso da técnica na avaliagdo da
viabilidade e deteccdo de Clavibacter
michiganensis ssp. michiganensis, X.
campestris pv. campestris e X. axonopodis
pv. phaseoli foi relatado por Chitarra et al.
(2006) e Tebaldi (2005) em sementes de
tomate, brassicas e feijao.

Embora seja uma técnica relativamente
nova, o uso de sondas fluorescentes, em
combinacdo com o citometro de fluxo,
apresenta grande potencial. Deve ser ex-
plorado na fitopatologia, particularmente
na bacteriologia, em que os métodos de
detecgdo e avaliagdo da viabilidade apre-
sentam limitagdes, pois a técnica permite
obter informagdes quantitativas sobre o
numero total de células presentes na amos-
tra, bem como a porcentagem de células
viaveis, em milhares de células analisadas
num curto periodo.

Diversas s@o as técnicas disponiveis
para a deteccdo de bactérias em sementes,
ficando a critério de cada laboratorio a
escolha da mais adequada ao patossistema
analisado e as condigdes disponiveis para
a execugdo dos trabalhos. Ressalta-se que,
em muitos casos, ¢ necessaria a aplicacao
de mais de uma técnica para alcangar um
diagndstico preciso.
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QUADRO 2 - Sondas fluorescentes mais usadas em combinagdo com o citometro de
fluxo para detectar e avaliar a viabilidade de microrganismos

Atividade Potencial de - .
enzimatica membrana Acido nucleico Imunorreagente
FDA Rh 123 PI FITC
cFDA BOX DAPI
cF DiBAC,(3) Sytox Green
cFSE EB
Calcein AM Syto 9
ChemChrome B
BCECF-AM
DIOC,(3)

FONTE: Tebaldi (2005).

NOTA: FDA - fluorescein diacetate; cFDA - 5-(and 6-) carboxyfluorescein diacetate;
cF - carboxyfluorescein; cFSE - 5-(and 6-)-carboxyfluorescein succinimidyl
ester; Calcein AM - calcein acetoxy methyl ester; BCECF-AM - 2’,7’-bis-(2-
carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein acetoxymethyl ester; DiOC,(3) - 3,3™-
dihexyloxacarbocyanine iodide; Rh 123 - rhodamine 123; BOX - bisoxonol;
DiBAC,(3) - bis-(1,3-dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol; PI - propidium
iodide; DAPI - 4’,6-diamidino-2-phenylindole; EB - ethidium bromide; FITC -

fluorescein isothiocyanate.

D’ETECQAO MOLECULAR DE
VIRUS EM SEMENTES

Ao contrério de outras doengas causa-
das por patégenos como fungos, bactérias
e nematoides, as viroses sdo de mais dificil
controle, por ndo existir um produto quimi-
co capaz de interromper ou mesmo impedir
o desenvolvimento da doenga na planta.
Assim, as medidas de controle devem ser
de caréater preventivo, visando impedir ou
retardar o maximo possivel a chegada do
virus na planta. Nesse contexto, o uso de
unidades propagativas, constituidas por
sementes verdadeiras ou partes da planta,
como bulbos, borbulhas, tubérculos e ou-
tros, comprovadamente livres de virus, é de
grande importancia e representa o principio
basico que deve ser observado para evitar
uma epidemia no campo.

Adeterminacéo da sanidade das unida-
des propagativas requer o uso de técnicas
de diagnose sensivelis, eficientes e de alta
repetibilidade, que ndo oferecam margens
as davidas, pois o descarte de um lote de
sementes tem vérias implicagdes econdmi-
cas e sociais, onde o produtor é o principal

alvo, de modo que uma decisdo equivocada
pode trazer consequéncias desastrosas para
todo o sistema de defesa fitossanitaria
envolvido.

Quando comparadas as outras unida-
des propagativas, a deteccdo de virus nas
sementes verdadeiras € bem mais dificil,
por uma série de motivos. O primeiro
deles esta relacionado com a concentracao
de particulas virais nas sementes, que €
geralmente baixa, exigindo o emprego de
métodos de alta sensibilidade. A escassez
de particulas, aliada ao seu tamanho, torna
a sua visualizacdo direta a0 microscopio
eletrdnico praticamente impossivel. Além
disso, os virus nem sempre induzem sin-
tomas visiveis a olho nu nas sementes e,
quando esses sintomas estdo presentes, na
maioria das vezes ndo estdo correlaciona-
dos com a sua transmissdo. Finalmente,
a porcentagem de transmissao dos virus
pelas sementes é, de modo geral, baixa
e bastante varidvel, pois diversos fatores
podem influenciar na propor¢ao de semen-
tes infectadas produzidas por uma planta
doente, como o virus, a estirpe e a propria
planta hospedeira.
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Desse modo, a escolha do método a
ser empregado para diagnose dos virus
em sementes depende de uma série de
eventos, como o nimero de amostras a ser
analisado, o tipo de virus e a sua provavel
concentracdo nas sementes e a infraes-
trutura do laborat6rio que ira processar
as analises. Até os anos 80, as opgoes de
escolha eram bastante limitadas, e tinham
como método mais sofisticado o sorologico
ELISA que foi desenvolvido por Clark e
Adams (1977), na sua primeira versdo
double antibody sandwish (DAS). Apesar
de ser um método bastante sensivel e de
facil aplicabilidade, possui como limita-
¢do o fato de ndo poder ser aplicado para
discriminar estirpes virais estreitamente
relacionadas nem para viroides, uma vez
que esses ndo possuem capa proteica para
atuar como antigeno.

Com a evolucéo das técnicas de mani-
pulacdo e estudo de acidos nucleicos, na
Biologia Molecular, surgiu a técnica de
hibridizacdo com cDNA e, pouco tempo
depois, a de PCR e reverse transcription-
PCR (RT-PCR), para virus, cujo acido
nucleico é o acido ribonucleico (RNA).

Hibridizacédo com dcido
nucleico complementar

A hibridizacdo com cDNA foi desen-
volvida pela necessidade de encontrar uma
técnica eficiente para a detecgdo do Potato
spindle tuber viroid. Pouco depois, tornou-
se popular também para a detecgao de di-
versos virus em plantas, sendo empregada
tanto para virus de DNA, com fita simples
ou dupla, como para virus de RNA.

Seu processamento baseia-se na fixa-
cao do acido nucleico, extraido da planta
ou da parte da planta que se quer analisar,
em um suporte solido, geralmente uma
membrana de nailon ou de nitrocelulose,
colocando-a em contato com a sonda que
contém a sequéncia de bases complemen-
tares a um segmento gendmico especifico,
que caracteriza 0 patdgeno que se quer
identificar. O Ginico problema é que essa
reacao de hibridizacdo ndo pode ser iden-
tificada, se ndo houver a incorporagdo de
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um agente marcador na sonda empregada.
Embora sondas de cRNA e de cDNA pos-
sam ser empregadas, as de cDNA séo as
preferidas, porque os hibridos RNA/DNA
sdo mais estaveis.

Os primeiros marcadores emprega-
dos foram do tipo is6topos radioativos
(fésforo radioativo — %2P) ou enxofre
radioativo — ¥S), o que constitui uma
limitacdo, pois, além do perigo que uma
exposicdo constante a material radioati-
VO proporciona, poucos laboratérios sdo
equipados e licenciados para trabalhar com
radioatividade no Brasil.

O desenvolvimento de marcadores
ndo radioativos, como a biotina e a digo-
xigenina, abriu novas perspectivas para
a popularizagdo dessa técnica. A maior
dificuldade foi encontrada na mao-de-
obra qualificada geralmente exigida para
a realizacdo da técnica, e na ocorréncia
de falsos-positivos. Figueira, Domier e
Darcy (1997) conseguiram simplificar a
técnica de hibridizagdo, utilizando sondas
marcadas com biotina, diminuindo o seu
tempo de processamento e eliminando
os falso-positivos na deteccdo do Barley
yellow dwarf virus (BYDV) - PAV-IL.

A sensibilidade dessa técnica varia
com o tipo de virus que se quer identificar,
0 tipo de sonda e o conjunto de enzimas
e substratos empregados. Borja e Ponz
(1992) detectaram Cherry leafroll virus em
160 pg de tecido infectado e em menos de
1 ng de RNA viral purificado, utilizando
sondas cromogénicas, e, em 30 pg de te-
cidos e 250 pg de virus purificado, quando
utilizou sondas quimioluminescentes.
Figueira, Domier e Darcy (1997) detecta-
ram 0 BYDV em 12,5 a 50 ng de tecidos
infectados e 0,5 a 2 ng de virus purificado.
Maior sensibilidade foi encontrada por
Hu e Wong (1998), que detectaram 50 pg
de Cymbidium mosaic virus e 250 pg de
Odontoglossum ringspot virus, respecti-
vamente®. Mesmo constatada a sensibili-

dade, essas técnicas ndo tém sido muito
empregadas para diagnose de virus em
sementes verdadeiras, sendo a sorolégica
ELISA bem mais popular e mais utilizada
em testes de rotina.

PCR e RT-PCR

Dentre as técnicas moleculares a PCR
(para virus de DNA) e a RT-PCR séao
as mais populares, pela sensibilidade,
especificidade e facilidade de realizagdo
em laboratorio. Desde a implementacédo
dessas técnicas, no final da década de 80,
tém sido intensivamente empregadas para
diagnose de virus e de viroides e também
para distingdo entre estirpes estreitamente
relacionadas. Essas técnicas baseiam-se no
uso de um par de oligonucleotideos com-
plementares a uma dada regido do genoma
viral, que sdo desenhados para gerar um
fragmento de DNA de tamanho pré-de-
terminado, com o auxilio de uma enzima
termoestavel, como a Tag DNA polimera-
se. Quando o virus é de RNA, a reacéo de
PCR é feita com o0 DNA complementar ao
RNAviral (RT-PCR), obtido com o0 auxilio
de uma transcriptase reversa.

Diversas variagdes dessas técnicas
tém sido empregadas. Dentre elas podem
ser citadas: nested PCR, multiplex PCR,
fluorescence RT-PCR e competitive
fluorescent PCR e combinagdes com
outras técnicas como immuno capture
PCR e RFLP.

Nested PCR

Essa técnica geralmente € empregada,
quando o virus encontra-se em baixas con-
centragdes na planta ou quando inibidores
da DNA polimerase podem estar presentes
nos tecidos vegetais a serem analisados.
Nesse caso, a PCR é realizada em duas
etapas. Na primeira, geralmente empre-
gam-se oligonucleotideos degenerados
ou randémicos, para aumentar a primeira
reacdo de PCR, e, na segunda, emprega-se
uma aliquota do DNA obtido para a segun-
da amplificag@o.

°ug — Micrograma; ng — Nanograma; pg — Picograma.

Multiplex PCR

O objetivo do multiplex PCR é detectar
diferentes espécies de virus ou estirpes do
mesmo virus em uma Unica reacdo. No
caso do Potato virus Y (PVY), por exem-
plo, diversas estirpes e variantes genéticas
de uma mesma estirpe podem ocorrer
simultaneamente, de modo que o multiplex
PCR torne-se uma importante alternativa
que permita a detec¢do de mais de uma
estirpe/variante numa mesma reacao.

RT-PCR fluorescente

Nesse caso, dois oligonucleotideos
flanqueiam a sequéncia de interesse € um
terceiro oligonucleotideo com marcagéo
fluorescente se anela entre eles. Quando
os dois primeiros oligonucleotideos sao
estendidos pela DNA polimerase, o terceiro
¢ liberado ¢ a fluorescéncia ocorre. Uma
variagdo desse método é a PCR competi-
tiva, na qual se utilizam diversos pares de
oligonucleotideos com diferentes marca-
dores fluorescentes, para detectar infec¢des
multiplas, com diferentes espécies/estirpes
de virus.

IC-RT-PCR

A técnica de RT-PCR com imunocap-
tura (immunocapture-RT-PCR), para virus
de RNA, e IC-PCR, para virus de DNA,
combina a captura do virus pelo antissoro
especifico, que pode ser policlonal, com
a técnica PCR. Para isso sdo empregados
microtubos especiais, com capacidade de
adsorver as moléculas do anticorpo, da
mesma forma que ocorre nas microplacas
empregadas para o teste ELISA. Inicial-
mente é feita a cobertura dos tubos com
o anticorpo especifico e depois o extrato
clarificado da planta ¢ entdo adicionado a
esse tubo, que é incubado por um periodo
apropriado, para que as particulas virais
sejam capturadas. Apds a eliminacdo do
extrato foliar e a lavagem, inicia-se a
transcri¢do reversa e, em seguida, a am-
plificagdo do genoma viral, que ¢ feita no
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mesmo tubo (IC-RT-PCR). Quando o virus
tem como acido nucleico o0 DNA, apoés a
captura das particulas, a reacdo de PCR ja
pode ser realizada (IC-PCR). Basta adicio-
nar a estes os componentes da reacdo, que
incluem os primers também especificos,
a enzima Taq DNA polimerase etc. Esses
tubos sdo apropriados para ser colocados
diretamente no termociclador para o pro-
cesso de amplificagdo. Pode-se empregar
mais de um tipo de antissoro ao mesmo
tempo, seguido da utilizacdo de mais de
um par de primers, o que possibilita a de-
teccdo de diversos virus na mesma reacao
(multiplex immunocapture RT-PCR ou
PCR). Essa técnica tem sido considerada
como bastante sensivel, além de evitar a
ocorréncia de falso-positivos.

RFLP

Trata-se também de uma combinacédo
de técnicas, em que o produto da PCR é
submetido a enzimas de restricdo, o que
permite detectar pequenas diferencas na
sequéncia genémica de isolados virais
distintos, pela obtencédo de fragmentos de
DNA de diferentes tamanhos.

Microarranjos

Apesar de ndo serem muito utilizados,
0s microarranjos tém-se tornado bastante
populares. Alguns autores tém destacado
as vantagens de seu uso na diagnose de
virus (BYSTRICA et al., 2005; BOO-
NHAM; TOMLINSON; MUMFORD,
2007; ABDULLAHI; ROTT, 2009). Nessa
técnica, 0 RNA é extraido da planta sadia
(controle) e da doente, transcrito em cDNA
incorporando nucleotideos marcados com
fluorescéncia (Cy 3 para a planta sadia e
Cy 5 para o material em teste). O cDNA
é incorporado e hibridizado ao arranjo
(previamente disposto em um suporte
de vidro, membrana ou polimero). Apds
a hibridizacdo, esse suporte é lavado e
escaneado para detectar os pontos onde
ocorreu a hibridizacéo.

Ovutras técnicas modernas

Com o avanco das técnicas modernas
em Biologia Molecular, ja se fala na pro-

Xima geracao de sequenciamento genético,
acoplada a metagenémica, como uma
nova ferramenta com potencial para a
diagnose de virus (ADAMS et al., 2009).
Certamente, novas outras técnicas surgi-
rdo, em atendimento & demanda crescente
de alimentos e a necessidade de controle
gerada pela intensa circulacéo de materiais
vegetais entre paises, ocasionando um
constante risco de veiculacdo e introdugéo
de patdgenos indesejaveis.

CONSIDERACOES FINAIS

O avango da ciéncia tem permitido
o desenvolvimento constante de novas
técnicas ou combinacdes de técnicas que
visam a identificacdo e a caracterizagao
de patégenos em varios niveis taxondmi-
cos. Como é do conhecimento de todos, a
sanidade das sementes e das partes propa-
gativas das plantas ¢ um fator fundamental
para evitar a disseminagdo de patégenos e a
sua introducédo em areas livres de doencas.
Portanto, a aplicacao das técnicas molecu-
lares na Patologia de Sementes representa
um forte impulso para essa area do conhe-
cimento e com possibilidades ilimitadas de
crescimento.
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Aspectos legais da protegdo de cultivares transgénicas
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Resumo - As cultivares transgénicas sao obtidas pela introdugdo de genes, oriundos
de diferentes espécies e reinos, diretamente no genoma das plantas. Se por um lado
essas cultivares representam um grande avango para o melhoramento genético, por
outro podem contribuir para um verdadeiro monopélio no mercado de sementes,
em decorréncia dos sistemas legais de protecdo vigentes. O grande interesse em
desenvolver cultivares transgénicas diz respeito ao patenteamento de processos e
produtos biotecnolégicos pela Lei de Propriedade Industrial (LPI), em que se inserem as
patentes. Teoricamente, o detentor da patente de um gene transgénico poderia controlar
todas as cultivares nas quais esse gene fosse introduzido. Uma das formas para evitar
o apropriamento de cultivares por detentores de patentes de gene foi a instituicdo, no
Brasil, da Lei de Protecdo de Cultivares (LPC). Ambas as leis conferem aos detentores
de patentes e aos titulares das cultivares o direito de receber royalties sobre a utilizagdo
e/ou comercializagdo do material protegido ou patenteado. Portanto, as cultivares
transgénicas, de certa forma, podem ser resguardadas por duas leis, que, algumas
vezes, tém gerado conflitos quanto a sua aplicabilidade. Entretanto, somente podem
ser patenteados os processos e produtos biotecnolégicos que envolvam organismos
geneticamente modificados e nunca a cultivar transgénica obtida. Esta, por sua vez, sera
protegida apenas por meio da LPC ap6s a emissao de parecer técnico conclusivo emitido
pela CTNBio. E, para que as sementes sejam comercializadas no Pais, é necessario
registra-las no Registro Nacional de Cultivares (RNC).

Palavras-chave: Culturas transgénicas. Lei de Propriedade Industrial. Lei de Protecao de
Cultivares. Royalties.

INTRODUCAO

O uso da biotecnologia na obtencéo
de plantas transgénicas trouxe uma nova
dimensdo ao melhoramento genético de
plantas, desde o rompimento da barreira
de cruzamentos, inclusive entre espécies
de diferentes reinos, até a possibilidade de
reduzir o tempo de obtencéo de novas cul-

tivares. Esse avanco tecnoldgico apresenta
ndo sO inimeras vantagens, mas também
desvantagens e tem gerado polémicas no
mundo inteiro, sendo discutidos desde
0s riscos da utilizacdo dessas cultivares
para a salde humana, até os eventuais
impactos que possam provocar ao meio
ambiente. Por tras dessa polémica, existem

interesses econdmicos, ja que empresas
e paises disputam o monopélio dessas
novas tecnologias por meio de patentes e
do mercado de sementes. Apesar de todo o
alvoroco e repudio de alguns paises, prin-
cipalmente os europeus, o plantio de cul-
tivares transgénicas, principalmente soja,
milho e algoddo, vem crescendo de forma
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substancial em diversos paises, como nos
Estados Unidos, Canadé, China, Argentina
e Brasil. As cultivares transgénicas desper-
tam grandes interesses econdmicos para
0 mercado de sementes, em decorréncia
dos atuais sistemas de protecdo vigentes.
Estes sistemas possibilitam a protecédo
de cultivares e as patentes de processos
e produtos biotecnolégicos relacionados
com o desenvolvimento dessas cultivares,
por meio da Lei de Protecdo de Cultivares
(LPC) e da Lei de Propriedade Industrial
(LPI), respectivamente. Essas duas leis
sdo distintas, embora exista uma interface
entre ambas, quando se trata de cultivares
transgénicas. Entretanto, somente podem
ser patenteados 0s processos e produtos
biotecnolégicos que envolvam organismos
geneticamente modificados, enquanto que
a cultivar transgénica s6 podera ser prote-
gida pela LPC, ap6s a emissdo de parecer
técnico conclusivo emitido pela Comis-
sdo Técnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBI0). Portanto, é de fundamental
importancia que em programas de melho-
ramento, que visam a obtencéo de cultiva-
res transgénicas, utilizando-se processos
ou produtos biotecnoldgicos patenteados,
sejam devidamente realizados contratos de
parcerias, registrados em cartdrios e aver-
bados no Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI). Com os sistemas legais
de protecdo, as empresas publicas podem
adquirir novas fontes de recursos para a
pesquisa, uma vez que estes estao cada vez
mais escassos no Pais. Ha também maior
competitividade entre os setores publico e
privado e, com isso, espera-se maior pro-
dutividade e qualidade de produtos para o
consumidor. E visivel o grande interesse
do setor privado na area de melhoramento
genético, o que pode ser comprovado pelo
grande nimero de cultivares protegidas,
fusbes de empresas e aquisi¢Bes de bancos
de germoplasma, com crescentes nimeros
de depdsitos de patentes de genes trans-
génicos e de processos biotecnolégicos
associados aos organismos geneticamente
modificados (OGMs). Nesse contexto,

este artigo tem como objetivo retratar
aspectos importantes dos sistemas legais
de protecdo que envolvem as cultivares
transgénicas.

PROTECAO DE CULTIVARES
VERSUS TRANSGENICOS

A Lein® 9.456, de 25 de abril de 1997
(PINHEIRO, 1997), foi regulamentada
pelo Decreto n® 2.366, de 5 de novembro
de 1997 (BRASIL, 1997). Desde maio de
1999, a prote¢do de cultivares, no Brasil,
¢ feita em atendimento a essa lei e aos
normativos da Ata de 1978 da Convencéo
da Unido Internacional para Protecdo das
Obtencoes Vegetais (UPOV). Uma vez que
0 Brasil tornou-se membro da UPOV, foi
possivel proteger cultivares estrangeiras
de paises membros da UPOV, no Brasil, e
vice-versa. A protegdo de cultivares asse-
gura ao seu titular o direito de reprodugéo
comercial durante o prazo de protecdo.
Ficam vedadas a terceiros a venda ou a
comercializagdo do material de reprodu-
¢ao sem a autorizacao do titular. Porém, a
protecdo recaird somente sobre o material
de reproducdo das plantas, ou seja, semen-
tes, tubérculos, estacas etc., e hunca sobre
o produto final. O periodo de protegdo ¢
de 15 anos, para espécies anuais, e de 18
anos, para videiras, arvores florestais e
ornamentais.

O pedido de protecdo de cultivares
transgénicas segue 0s mesmos padrdes da-
queles aplicados para as cultivares obtidas
por métodos de melhoramento tradicionais,
diferenciando-se, apenas, quanto ao fato de
no primeiro caso ter que apresentar cépia
do parecer técnico conclusivo emitido
pela CTNBio. A Lei de Biossegurancga
(BRASIL, 1995) estabelece as normas e 0s
procedimentos para o desenvolvimento, im-
portacdo, armazenamento e comercializagao
de OGMs. Até o momento, 151 cultivares
transgénicas foram protegidas no Brasil
(BRASIL, 20009).

Podem-se proteger, para fins de explo-
racdo comercial, a nova cultivar e aquela
essencialmente derivada, desde que preen-
chidos os seguintes requisitos: ser distinta,

diferente de outra cultivar; homogénea,
apresentar uniformidade nas suas carac-
teristicas; ser estavel, manter a homoge-
neidade durante os sucessivos plantios;
fazer parte da lista oficial do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Além disso, ndo podera ter sido
oferecida a venda, no Brasil, hd mais de
um ano em relacdo a data do pedido de
protecdo, e ndo ter sido oferecida a venda
em outros paises, ha mais de seis anos,
para videiras e arvores, e quatro anos para
outras espécies, com o conhecimento do
obtentor.

Cultivares que ja estdo sendo comercia-
lizadas ha mais de um ano antes do pedido
de protecdo podem também ser protegidas,
porém, somente para fins de derivacao, isto
é, para obtencao de outras cultivares. Sao,
portanto, de dominio publico, podendo ser
exploradas comercialmente sem o consen-
timento do titular. A cultivar a ser protegida
deve apresentar os seguintes requisitos: ser
distinta, homogénea e estavel; fazer parte
da lista oficial do MAPA ¢ observar os se-
guintes prazos: o periodo entre a primeira
comercializagdo e o pedido de protegéo
deve ter ocorrido até, no maximo, dez anos.
O pedido de protecédo deve ser feito até, no
maximo, um ano apos a inclusao da espécie
na lista oficial do MAPA. Nesse caso, 0
periodo de duracéo da protegao da cultivar
deveré ser abatido do nimero de anos que a
cultivar ja se encontra no mercado, quando
for emitido o certificado provisorio.

O pedido de protecdo de cultivares é
feito diretamente ao Servigco Nacional de
Protecdo de Cultivares (SNPC), em Bra-
silia, DF. Esse 0rgdo é responsavel pela
emissdo dos certificados de protecdo de
cultivares e titulos e esta vinculado a Secre-
taria de Desenvolvimento Rural do MAPA,
atualmente Secretaria de Apoio Rural e
Cooperativismo. Para tal, é necessaria a
realizacdo dos seguintes procedimentos:

a) formularios preenchidos com infor-
magcdes sobre a origem genética,
cultivar, método de melhoramento
utilizado, nome do melhorista,
obtentor da cultivar (pessoa fisica
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e/ou juridica), descritores minimos
(caracteristicas fenotipicas, como
altura da planta; resisténcia a doenca
etc.) e outras informacdes;

b) documento com a denominagéao da
cultivar. O nome da cultivar deve ser
genérico e, portanto terd a mesma
denominagdo em todos os paises
onde for protegida, exceto onde
houver problemas com o idioma.
N&o séo permitidas denominacdes
de marcas registradas e é possivel o
uso de denominac0es idénticas para
cultivares, desde que pertencam a
espécies de plantas ndo afins;

c) teste para provar a distinguibilida-
de, homogeneidade e estabilidade
da cultivar (DHE). Orientagdes de
como realiza-lo estdo contidas nos
formularios;

d) duas amostras vivas, representadas
pelo material de reproducdo da
planta. Por exemplo, no caso da
soja transgénica, devem-se apre-
sentar dois quilos de sementes. Uma
amostra serd utilizada para testes de
germinag&o e a outra, para compor o
Banco de Germoplasma do SNPC;

e) pagamento de taxas: R$ 200,00 no
requerimento, R$ 600,00 na expe-
dicdo do certificado e anuidade de
R$ 400,00, que sera paga durante
todo o periodo de protecédo. O valor
da anuidade pode ser reduzido para
R$ 320,00, desde que o titular assine
termo de fiel depositario da amostra
viva, ou seja, que se responsabilize
pela manutencéo desta. Para trans-
feréncia de titularidade, deve ser
paga uma taxa de R$ 600,00 e, para
alteragdo de denominacéo, razédo
social e outras alterac@es, a taxa é
de R$ 200,00 (valores equivalentes
ao ano 2009);

f) manutencdo de amostra viva du-
rante todo o periodo de protecdo
da cultivar.

Todos os formulérios citados contém
orientacdes de como preenché-los e podem

ser obtidos no SNPC, sendo especificos
para cada espécie de planta. O pedido
de protecdo de cultivares no exterior, em
paises membros da UPOV, ficara sujeito a
lei daquele pais, tendo de pagar, inclusive,
as taxas exigidas e manter as amostras
vivas. Essa Ultima exigéncia ndo se aplica
a cultivares protegidas sem fins de explo-
racdo comercial. Portanto, torna-se oneroso
protegé-las em varios paises.

Uma vez que a cultivar esta protegida,

é proibida a sua venda, reproducéo, impor-
tacdo, exportacdo etc., sem autorizacdo do
titular. Caso isso ocorra, o infrator terd o
material apreendido, pagara indenizacédo
e multa de 20% do valor da mercadoria.
Além disso, respondera por crime de vio-
laco dos direitos do melhorista. Caso haja
reincidéncia, o infrator pagara duas vezes
o0 valor da multa.

Né&o ferem os direitos de propriedade

sobre a cultivar protegida:

a) quando o pequeno produtor, defi-
nido na lei, multiplicar a semente
para uso proprio ou trocé-la, nunca
vendé-la;

b

~

na pesquisa, desde que utilizada
como fonte de variacdo genética,
exceto o repetido uso da cultivar
para formacédo de hibridos ou para
a criacdo de cultivares essencial-
mente derivadas. Nesses casos, é
necessaria a autorizagdo do titular
da cultivar protegida, ou mesmo
a negociacdo da porcentagem de
royalties que venha a receber, caso
sejam obtidas novas cultivares.

ALPC também criou mecanismos para
punigdo de abuso do poder econdmico ou
mesmo para manobras de mercado. Caso
tais situagfes ocorram, o governo pode
utilizar de dois mecanismos: emitir licen-
¢a compulséria a terceiros ou determinar
0 uso publico restrito, também usado em
casos de catéastrofes. Em ambos os casos,
o titular perde o direito de exploracéo da
cultivar protegida por trés anos, podendo
essa determinac&o ser prorrogada por mais
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trés anos. Durante esse periodo, o titular da
cultivar recebera remuneracdo determinada
pelo governo e, ap6s retomar os seus direi-
tos, a duracdo da protecdo sera subtraida
pelo nimero de anos de punicéo.

O direito de protecdo pode ser cance-
lado, quando houver rendncia do titular ou
dos seus sucessores, perda da homogenei-
dade e da estabilidade da cultivar, auséncia
do pagamento da anuidade, ndo apresenta-
¢do da amostra viva, quando requerida e,
ainda, caso a cultivar apresente impacto
desfavoravel. Apos o término do periodo
de protecdo, o direito do titular seré extinto
e a cultivar torna-se de dominio publico.

NOVA PROPOSTA DA LEI DE
PROTECAO DE CULTIVARES

Diante da necessidade de uma melhor
adequacdo da LPC, que visa contribuir
para 0 combate a pirataria de sementes,
diminuir a vulnerabilidade da protecéo
sobre espécies de propagacdo vegetativa,
dentre outros aspectos, foi encaminhada,
pelo MAPA, uma proposta de mudanca
da LPC a Casa Civil, em junho de 2008.
Essa proposta encontra-se em fase de aper-
feicoamento nos ministérios participantes
do processo. A seguir, serdo abordados
alguns pontos da LPC com as propostas de
alterac@es, conforme informac@es obtidas
no MAPA (AVIANI, 2009).

a) somente as espécies vegetais, com
descritores publicados no Diério
Oficial, podem ser protegidas no
Brasil. Com a nova proposta todas
as espécies vegetais serdo beneficia-
das pela LPC;

b) atualmente, os direitos do obtentor
recaem somente sobre o material
propagativo da cultivar protegida,
enguanto que na proposta de alte-
racdo, os direitos serdo extensivos
ao produto comercial da colheita ou
qualquer produto feito diretamente
deste;

c) dentre as excecdes ao direito do

obtentor, qualquer agricultor pode
produzir material propagativo de
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qualquer espécie protegida para uso
préprio. A proposta de mudanca €
gue somente 0s pequenos agriculto-
res, isentos do imposto de renda, po-
derdo produzir material propagativo
para uso proprio ou troca, exceto
para plantas ornamentais;

d) a vigéncia da protecdo é de 15 e 18

f)

9

anos para espécies anuais e perenes,
respectivamente, e passa a contar
a partir da publicacdo do pedido,
guando ocorre a emissao do Certi-
ficado Provisorio. Com a alteracao,
0 periodo de vigéncia passara a ser
de 20 e 25 anos, 0 prazo de protecéo
sera contado a partir da emissdo do
Certificado de Proteg@o, ¢ a protecao
provisoria passa a ser garantida a
partir da publicacdo do pedido de
protecéo;

o teste DHE ¢ realizado pelo ob-
tentor da cultivar a ser protegida e
apresentado no momento do pedido
de protecdo. Na proposta de mu-
danca, poderdo ser realizados pelo
obtentor ou executores credenciados
0 pedido de protecdo com o teste
de DHE completo ou o pedido de
protecdo com o teste de DHE parcial
ou ndo realizado;

no pedido de protecdo de uma cul-
tivar é necessaria a entrega de uma
amostra viva (material propagativo)
para 0 SNPC ou, nos casos de espé-
cies de propagacéo vegetativa, deve
ser mantida pelo obtentor como fiel
depositario nomeado pelo SNPC.
Na nova proposta, o obtentor obri-
ga-se a manter uma amostra viva
(material genético de propagacéo
da cultivar protegida), & disposicao
do SNPC, e a prote¢do sera efeti-
vada mediante entrega de material
representativo (a ser definido em
regulamento, conforme a espécie:
semente, acido desoxirribonucleico
(DNA) ou outro tipo de material) da
cultivar para o SNPC;

o licenciamento compulsério, atu-
almente é decidido pelo Conselho

Administrativo de Defesa Econd-
mica (Cade), autarquia vinculada
ao Ministério da Justica. Com a
mudanga, esse passa a ser decidido
por Decreto Presidencial, ouvido
0 ministro do MAPA e mediante
parecer do Cade;

h) quanto as proibicdes e sancbes da
LPC, aquele que vender, oferecer a
venda, reproduzir, importar, exportar,
bem como embalar ou armazenar
para esses fins ou ceder, a qualquer
titulo, material de propagacédo de
cultivar protegida, com denomi-
nacdo correta ou com outra, sem
autorizagdo do titular, fica obrigado
a indeniza-lo, em valores a serem
determinados em regulamento, além
de ter o material apreendido. Pagara
multa equivalente a 20% do valor
comercial do material apreendido,
incorrendo, ainda, em crime de vio-
lagéo dos direitos do melhorista, sem
prejuizo das demais sangdes penais
cabiveis. Na proposta de mudanga,
serdo caracterizados os crimes e defi-
nidas as penas para atos que violem o
direito dos obtentores. Viola o direito
de protecdo aquele que comercializar
ou tiver em estoque, com o proposito
de comercializagdo, cultivar protegi-
da ou suas partes, objetivando plantio
ou semeadura, independentemente
de utilizar sua denominagdo correta,
com violacéo dos direitos do titular
e reproduzir ou multiplicar, com
finalidade de comercializar ou de
obter lucro, material propagativo
ou produto de colheita de cultivar
protegida, com violacdo dos direitos
do seu titular. Sera aplicada a pena de
detencdo de trés meses a um ano ou
multa. A pena é aumentada, quando
a infracéo for cometida por terceiros
com acesso privilegiado a cultivar
protegida.

CULTIVARES PROTEGIDAS NO
BRASIL

No periodo de 1°de janeiro de 1998, até
30 de junho de 2009, foram emitidos 1.228

certificados de protecdo de cultivares,
incluindo as geneticamente modificadas
e as ndo modificadas. Desses certificados,
1.140 s@o de carater de protegdo definiti-
va e 88 de protecdo provisoria. Dentre as
espécies passiveis de protecdo no Brasil,
a soja, o trigo, a cana-de-acgucar, a roseira,
a batata, o algodao e o arroz apresentam o
maior nimero de cultivares protegidas, re-
fletindo importancia econdomica e o maior
dinamismo dessas espécies (Quadro 1).
Ja o café, um dos principais produtos de
exportacéo do Brasil, apresenta apenas seis
certificados de protecao, provavelmente
por se tratar de uma cultura perene e com
baixo retorno de royalties.

A soja apresenta 417 certificados emiti-
dos no Pais, representando 34% das cultiva-
res protegidas no Brasil, sendo que a maioria
dessas estdo sob dominio de empresas
privadas. Das 151 cultivares transgénicas
protegidas no Brasil, 141 (93%) s&o de
soja e 10 (7%) sdo de algodao (Quadro 1).
Existem outras cultivares transgénicas de
milho, feijdo e arroz que ainda nao estdo
protegidas.

Acexpansao da area plantada com culti-
vares transgénicas revela o aumento da im-
porténcia dessas cultivares na agricultura.
No Brasil, ocorreu um aumento de 5,3%
na area plantada com transgénicos na safra
2008/2009 em relagdo a safra do ano an-
terior, atingindo 15,8 milhdes de hectares
(JAMES, 2008). Desse total, 14 milhdes de
hectares sdo destinados ao cultivo da soja,
400 mil ao cultivo do algoddo e 1,4 milhdo
destinados ao cultivo de milho. Essa sera
a primeira safra de milho transgénico per-
mitida por lei no Pais, e esse milho ainda
ndo tem certificado de protegao, provavel-
mente por possuir uma protecdo natural,
principalmente os hibridos, que implica na
perda de caracteristicas produtivas de uma
geracdo paraa outra, o que inviabiliza 0 uso
de parte da colheita para plantio posterior.
Para a safra 2009/2010, ha uma perspectiva
de aumento da area plantada de cultivares
transgénicas, principalmente por causa da
expansao da area plantada com milho.
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QUADRO 1 - Ntimero de certificados emitidos (NCE) no Brasil, para cultivares protegidas convencionais e transgénicas, no periodo de janeiro

de 1998 a junho 2009 (continua)
Cultivares convencionais Cultivares transgénicas
Espécies Titulares Titulares Total
NCE Setor privado | Setor publico NCE Setor privado | Setor publico (NCE)
(%) (%) (%) (%)
Abacaxi 03 67 33 - - - 03
Alface 26 96 04 - - - 26
Algodao 48 50 50 10 100 0 58
Alstroemeria 12 100 00 - - - 12
Anturio 13 100 00 - - - 13
Arroz 58 34 66 - - - 58
Aveia 07 71 29 - - - 07
Bananeira 01 0 100 - - - 01
Batata 64 95 05 - - - 64
Begonia 01 100 00 - - - 01
Begonia Elatior 17 100 00 - - - 17
Braquiéria 04 75 25 - - - 04
Café 06 0 100 - - - 06
Calancoe 37 100 00 - - - 37
Cana-de-agtcar 80 64 36 - - - 80
Capim-coloniao 02 100 00 - - - 02
Capim-elefante 01 100 00 - - - 01
Cebola 01 0 100 - - - 01
Cenoura 03 100 00 - - - 03
Centeio 01 0 100 - - - 01
Cevada 06 33 64 - - - 06
Copo de leite 07 100 00 - - - 07
Crisantemo 12 100 00 - - - 12
Ervilha 02 100 00 - - - 02
Eucalipto 28 100 00 - - - 28
Feijao 34 21 79 - - - 34
Feijao-vagem 02 100 - - - - 02
Gergebra 12 100 - - - - 12
Grama-esmeralda 02 100 - - - - 02
Guandu 01 - 100 - - - 01
Guzmania 04 100 - - - - 04
Gypsophila 02 100 - - - - 02
Lirio 09 100 - - - - 09
Maca 02 100 - - - - 02
Maga frutifera 13 85 15 - - - 13
Macrotyloma 01 100 - - - - 01
Mamona 01 - 100 - - - 01
Milheto 08 100 - - - - 08
Milho 38 11 89 - - - 38
Morango 08 100 - - - - 08
Paspalum vaginatum 01 100 - - - - 01
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(conclusao)
Cultivares convencionais Cultivares transgénicas
Espécies Titulares Titulares Total
NCE Setor privado | Setor ptiblico NCE Setor privado | Setor piblico (NCE)
(%) (%) (%) (%)
Pera frutifera 01 100 - - - - 01
Pera porta-exterto 01 100 - - - - 01
Poinsetia 02 100 - - - - 02
Roseira 82 100 - - - - 82
Soja 276 54 46 141 79 21 417
Sorgo 21 09 91 - - - 21
Trigo 90 52 48 - - - 90
Triticale 04 75 25 - - - 04
Videira 13 46 54 - - - 13
Violeta africana 09 100 - - - - 09
Total 1.077 151 1.228
FONTE: BRASIL (2009).
No mundo, o aumento da area plantada 140
com transgénicos na safra de 2008/2009 foi 19,7
de 9,4%, atingindo 125 milhGes de hectares © — 120
em 2008. Os principais paises produtores § é 100
sdo os Estados Unidos, com 62,5 milhdes 3 E 80
de hectares, seguido da Argentina com 21 g o
milh@es e o Brasil em terceiro, com 15,8 Sg 60
milhdes de hectares. A india, onde se culti- § é 40
va algodao, foi o pais que apresentou maior <E 15,5
expansio da area plantada, 23% em relagio 20 _
a safra anterior, atingindo 7,6 milhdes de o— Y
hectares. Na China, existem 3,8 milhdes de Soja Algodéo Milho
hectares plantados com culturas transgéni- ] , ) L
~ ~ H Cultivo convencional | Cultivo transgénico
cas, como algoddo, tomate, mamao papaya

etc. (JAMES, 2008). Na safra 2008/2009,
a area total mundial cultivada com soja foi
estimada em 95 milhdes de hectares, sendo
70% dessa cultivada com soja transgénica.
No caso do algoddo, a area total estimada
foi de 35 milhdes de hectares, com 46%
destinados as lavouras transgénicas. O
milho foi cultivado em 157 milhdes de
hectares, sendo 24% dessa area cultivada
com milho transgénico (Grafico 1).

Com relacdo aos titulares de cultiva-
res, observa-se, no cendrio nacional, um
nGmero bastante representativo de empre-
sas privadas nacionais e transnacionais e
pouca expressdo do setor publico, com
excec¢do da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria (Embrapa). Dos 1.228 certi-
ficados de protegao de cultivares emitidos

Gréfico 1 - Area mundial cultivada com plantios convencionais e transgénicos, safra

2008/2009
FONTE: JAMES (2008).

no Brasil, 67% estdo sob o dominio de
empresas privadas, enquanto que os 33%
restantes estdo sob dominio das empresas
publicas. Com relacdo aos transgénicos,
81% dos certificados estdo sob dominio
de empresas privadas e 19% em empresas
publicas. Todas as cultivares de algodédo
transgénicas protegidas pertencem a em-
presa privada Delta & Pine (Grafico 2).
No caso da soja, 79% das cultivares séo
de empresas privadas e 21% das cultivares
pertencem ao setor publico. Com relacéo
ao setor privado, as empresas que detém
um maior numero de certificados emitidos

sdo a Monsoy (Monsanto), Fundagdo MT,
Nidera S/A e Dupont do Brasil. J& no setor
publico, a Embrapa é aempresa com maior
numero de certificados (Gréafico 3).

CULTIVARES TRANSGENICAS
VERSUS PATENTES

A Lein®9.279, de 14 de maio de 1999
(BRASIL, 1996), disciplina os direitos e
obrigacdes referentes a propriedade in-
dustrial. A protecdo dos direitos relativos
a essa lei abrange varios aspectos, dentre
0S quais a concessao de patentes.
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Gréfico 3 - Empresas titulares de cultivares transgénicas de soja protegidas no Brasil,

2009.

Patentes sdo titulos de propriedade
temporéarios sobre uma invencdo, mo-
delo de utilidade ou desenho industrial,
concedidos pelo Estado aos detentores de
direitos sobre a criacdo, seja pessoa fisica
ou juridica. A patente confere ao titular
o direito de impedir terceiros, sem que
haja consentimento, de produzir, usar,
vender ou importar produtos patenteados.

No ambito da biotecnologia, as patentes
tém por objeto os produtos ou processos
biotecnoldgicos que abrangem as areas de
Microbiologia, Bioquimica, Imunologia e
Genética. Entretanto, para que seja requeri-
do um pedido de patente, é necessario que
0 objeto, produto ou processo, atenda aos
seguintes requisitos: novidade, utilizacdo

ou aplicagdo industrial e suficiéncia des-
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critiva. Além disso, as invencBes devem
apresentar atividade criativa e os modelos
de utilidade devem decorrer de ato inven-
tivo que resulta em melhoria funcional no
seu uso ou fabricacdo.

Em se tratando de cultivares transgéni-
cas, dois aspectos devem ser considerados:
0s métodos e 0s processos tecnolégicos e
a cultivar propriamente dita. No primeiro
caso, enquadram-se as metodologias de-
senvolvidas para produzir essas cultivares,
por exemplo, o isolamento, a clonagem e
a transferéncia de genes modificados para
as plantas, etc. Esses processos podem ser
patenteados. Ja as cultivares transgénicas,
obtidas ou ndo por métodos patenteados,
ndo sdo passiveis de patente e sim de pro-
tecdo por meio da LPC.

Os depésitos de pedidos de patentes
que envolvam processos de modificagdes
genéticas seguem 0s mesmos principios
estabelecidos na lei para qualquer inven-
¢do. Podem ser efetuados ndo s6 na sede
do INPI, no estado do Rio de Janeiro, como
também nas Delegacias e Representagdes
Estaduais. J& os pedidos de protecdo para
as cultivares transgénicas somente poderdo
ser efetuados no SNPC, em Brasilia, DF.

Os pedidos de patentes devem ser so-
licitados em formularios especificos, em
trés vias, contendo:

a) relatorio com descrigdo suficiente,
clara e completa do objeto do pe-
dido;

b) reivindicacéo, definindo a matéria
para a qual a protegdo é solicitada,
estabelecendo-se os direitos do inven-
tor/criador;

¢) desenho, ndo obrigatério;

d) resumo, sumario da descrigdo téc-
nica do pedido de patente;

e) comprovante de recolhimento.

H4 ainda o pagamento das seguintes ta-
xas: R$ 200,00, na solicitagdo do depésito;
no caso de pessoas fisicas, microempresas,
instituicBes de ensino e pesquisa, esse va-
lor cai para R$ 80,00; os mesmos valores
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valem para a expedicdo da carta patente.
Além dessas taxas, pagam-se também as
anuidades, cobradas a partir do inicio do
terceiro ano de depésito, que variam de
R$ 660,00, no inicio, a R$ 1.690,00, nos
Gltimos anos. A patente de invencao vigo-
rar& pelo prazo de 20 anos e a de modelo
de utilidade, por 15 anos, contados da data
do deposito®. A manutencdo dos direitos do
titular da patente depende de uma série de
fatores, como o pagamento das anuidades e
a exploracéo efetiva do objeto patenteado,
0 que devera ocorrer num prazo maximo
de trés anos a partir da concessao. Uma
vez iniciada a exploracédo, ndo pode haver
interrupgdo por tempo superior a um ano.
A patente que ndo for explorada, poderéa
ser concedida uma licenga compulsoria e,
caso essa ndo se revele suficiente por um
periodo de dois anos, podera ser declarada
sua caducidade e sua extin¢do decorrentes
da falta de exploracdo efetiva do objeto.
Portanto, é importante a comercializacéo
da patente feita por meio de licencas. Exis-
tem trés formas de licengas:

a) voluntéria, que licencia terceiros a
fabricar e a comercializar o produto
0U O processo;

b) a compulséria, que é uma forma
de evitar abuso de poder e a ndo
exploracdo de patentes no prazo
previsto em lei;

c) ofertade licenca, que é feita pelo INPI,
com a autorizag&o do titular.

No Brasil, ja existem varios depdsitos
de patentes de invencéo, os quais envol-
vem processos e produtos biotecnoldgicos
associados aos organismos geneticamente
modificados, publicados periodicamente
pelo INPI, tais como plantas transgénicas
que possuem:

a) teor aumentado de amido;

b) fonte alternativa de enzimas degra-
dadoras lignocelul6sicas, expres-
sando enzimas celuloliticas;

SValores equivalentes ao ano 2009.

c) teor melhorado de aminoacido con-
tendo enxofre;

d) controle de lagarta-de-milho via
formacéo de limoneno com genes
de geminivirus;

e) resisténcias multiplas a virus e o
processo para sua producéo;

f) poli-hidroxialcanoatos;
g) resisténcia ao glifosato etc.

Além disso, ha também a possibilidade
de patentear processos e produtos, tais
como os envolvidos na obtengdo de plantas
transgénicas; identificagdo de promotores;
construcdo de vetores para introducao de
genes na planta, produto de expresséo e kits
de expressdo etc. (REVISTAPATENTES,
2000). A grande maioria desses depdsitos,
quase que exclusivamente, foi solicitada
por empresas transnacionais, como a Mon-
santo e a Syngenta.

Assim, as cultivares transgénicas esta-
riam protegidas de duas maneiras, ou seja,
indiretamente, pela patente do processo
e/ou produto do gene e, diretamente, pela
lei de protecdo de cultivares. As comple-
xidades dessas leis acabam por provocar
davidas quanto a sua interpretacao, dei-
xando margens para uma série de questio-
namentos. Pela LPC, o pequeno produtor,
definido na lei, pode utilizar e produzir
sementes da cultivar de soja transgénica
para uso préprio, sem 0 consentimento
do titular, ndo podendo, de forma alguma,
comercializa-las. A pesquisa também foi
resguardada por essa lei, portanto, pode-
se utilizar a cultivar de soja transgénica
como fonte de variagdo genética, sem o
consentimento do titular, exceto no caso
de usos repetitivos.

ASPECTOS ECONOMICOS DA
COBRANCA DE ROYALTIES
SOBRE AS CULTIVARES
PROTEGIDAS

O royalty, no caso de produtos vege-
tais, € uma taxa cobrada sobre a venda do
material de reproducdo, semente, estaca,

tubérculo etc., da cultivar protegida, que é
repassada ao titular da cultivar, seja pessoa
fisica, seja juridica. Essa taxa € acrescida
ao preco do material de reproducgéo da
cultivar, elevando os custos de produgéo
e, consequentemente, o preco do produto
final. Com isso, os royalties serdo pagos
pelos consumidores. No entanto, para a
comercializacdo de sementes ou outro
material de reproducéo, € necessario que
a cultivar esteja registrada no Registro
Nacional de Cultivares (RNC).

Alei ndo estabelece valores de royalties
a serem cobrados. No entanto, tal valor tem
variado entre 3% e 5% do custo da semente.
O valor dos royalties pode ser influenciado
por vérios fatores, destacando-se a tecnolo-
gia empregada na obtencao das cultivares.
Por exemplo, cultivares transgénicas de
soja terdo valores de royalties diferencia-
dos de cultivares de soja ndo transgénicas;
atributos que a cultivar venha a oferecer,
ou seja, acumulo de caracteristicas deseja-
veis, como resisténcia a doencas, pragas,
melhor qualidade nutricional etc.; oferta
de cultivares no mercado, pois, com maior
oferta, gera-se competicéo e, consequen-
temente, ha uma tendéncia de queda nos
valores de royalties, evitando-se, assim,
0 monopdlio de mercado. Portanto, ao
considerarem-se 0s aspectos apresentados,
os valores de royalties podem variar ndo
sO entre as espécies de plantas, mas tam-
bém entre cultivares da mesma espécie,
independentemente da tecnologia utilizada
para sua obtencdo. Ressalta-se, ainda, que
a LPC estabelece punicdo para os casos de
abuso de poder.

No Quadro 2, é apresentado o efeito
da cobranca de royalties no custo final de
producdo de vérias espécies de plantas. Ob-
serva-se que maiores valores de royalties
sdo obtidos para espécies que apresentam
a semente com maior participagdo no custo
de producéo, o que trard maiores retornos
econdmicos para os titulares e, certamente,
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QUADRO 2 - Efeito da cobranga de royalties no custo final de producao

Participacao da semente no custo de Acréscimo no custo final de produgao
Espécies produgao Royalties de 3% Royalties de 5%
(%) % R$/ha % R$/ha
Arroz de sequeiro 16,30 0,49 1,46 0,82 2,43
Batata 35,30 1,06 63,00 1,76 104,90
Feijao de sequeiro 19,84 0,6 3,00 0,99 5,00
Feijao irrigado 11,84 0,36 3,00 0,59 5,00
Milho (grao) 4,91 0,15 0,71 0,25 1,19
Soja 11,33 0,34 1,35 0,57 2,35
Cana-de-agtcar 4,54 0,14 1,68 0,23 2,80

FONTE: EMATER-DF (apud PINHEIRO, 1997).

terdo programas de melhoramento genético
mais fortes.

Dentre as espécies citadas, a batata
apresentou 0 maior retorno econdmico e
0s maiores acréscimos no custo final de
producdo. Considerando-se a hipotese do
royalty de 3%, de acordo com Pinheiro
(1997), a participacao de 35,5% da batata-
semente no custo de producdo passaria para
algo em torno de 36%, significando um
aumento de R$ 63,00 por hectare no custo
de produgdo. Quando tal acréscimo for
diluido no custo por quilo do produto final
(24 t/ha), no Distrito Federal, havera um
acréscimo entre R$ 0,10 e R$ 0,15 por saca
de 50 kg. Buso (1998) cita varios exemplos
de valores de royalties cobrados em diversos
paises, como seguem: na Holanda, o valor
médio do royalty é de US$ 0.02 por quilo
de batata-semente, correspondendo, aproxi-
madamente, a R$ 0,72 por caixa de 30 kg
ouaR$ 45,00 por hectare, o que resultaem
um acréscimo em torno de 2% no custo de
produgdo. J& no Chile, o valor do royalty
¢ de 5% no prego final da batata-semente.
Considerando-se que a participacdo desse
insumo contribui com 30% a 50% do
custo de produgdo, 0s acréscimos estardo
entre 1,5% e 2,5%. No Brasil, para outras
hortalicas em que o custo da semente ou
outro material de reproducdo representa
pequena porcentagem no custo final, o
aumento seria insignificante. Por exem-
plo: batata-doce (0,47%); alface (0,62% a

0,66%); cenoura (2,6% a 3,0%); beterraba
(4,8% a 5,9%) e abdbora japonesa (7,1%),
(BUSO, 1998). A Monsanto, detentora da
tecnologia Roundup Ready™ (RR), cobra
R$ 0,35 por quilo na compra de semente
certificada de soja. A BASF cobraR$ 0,33
por saca de 50 kg de sementes de arroz
transgénico tolerante a herbicida.

IMPACTOS DAS PATENTES E
PROTECAO DE CULTIVARES
NA PESQUISA

Os impactos esperados com a utilizagdo
de tecnologias patenteadas e a protegédo
de cultivares séo vérios e destacam-se a
sequir.

Maior investimento do
setor privado na pesquisa

O interesse do setor privado no me-
Ihoramento genético é decorrente dos
beneficios advindos da LPC e LPI. Os
hibridos ja possuem um sistema natural
de protecdo, entretanto, as cultivares
autégamas e de propagacdo vegetativa
dependem fortemente de um estatuto
legal de protecdo para viabiliza-las eco-
nomicamente (CARVALHO, 1997). Esse
crescimento também tem sido decorrente
das aquisigdes e fusbes de empresas que
detém germoplasmas elites pelas gigantes-
cas transnacionais, detentoras de patentes
de pesquisas genéticas. Nesse contexto,
a Dow Agrosciences, subsidiaria da The
Dow Chemical Company, adquiriu, em
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2008, a Cooperativa Central de Pesquisa
Agricola (Coodetec), uma das lideres no
mercado de semente de soja no Brasil,
com, aproximadamente, 25% do mer-
cado, e a divisdo de milho da Agromen
Sementes Agricolas Ltda., que tem cerca
de 11% de participacdo no mercado. A
Monsanto adquiriu diversas empresas,
tais como Calgene, Asgrow, Dekalb, o
setor de sementes da Cargill e Seminis.
No Brasil, comprou a Agroceres, maior
produtora de sementes de milho do Pais; o
setor de sementes de soja da FT Pesquisas
e Sementes Ltda.; a Agroeste e, em 2009,
comprou a MDM Sementes de Algodéo
Ltda. e as empresas de melhoramento ge-
nético e biotecnologia de cana-de-agucar
CanaVialis S.A. e Alellyx S.A. do Grupo
\otorantim. Além disso, fundiu-se com a
gigantesca Holdens Foundation e empresas
de biotecnologia como Agracetus, Delta
& Pine (GRAIN, 1997 apud KLEBA,
1998), Fontanelle Hybrids, NC+ Hybri-
ds, entre outras. Uniu-se também & Dow
AgroSciences para desenvolver o SmartStax,
semente de milho com oito combinac@es de
genes, com toler&ncia a herbicida e a ata-
que de insetos. A Monsanto, atualmente,
disputa 0 mercado mundial com outras
duas gigantes: a DuPont e a Syngenta.
A DuPont, por sua vez, adquiriu 20%
da Pioneer Hi-Breed, destacada empresa
de pesquisa biotecnoldgica (ALMEIDA,
1998), a AgarCross ¢ a Griffin Ltda. A
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Syngenta surgiu no ano de 2000 pela fuséo
das empresas Astra Zeneca, do México, e
Novartis, da Suica. Adquiriu a Advanta BV,
uma das maiores empresas de sementes
do mundo. Em 2004, firmou um acordo
com a Delta & Pine Land dos EUA, para
o0 desenvolvimento e comercializacdo de
produtos de biotecnologia para algod&o.
Posteriormente, adquiriu a Emergent Ge-
netics Vegetable A/S, a Zeraim Gedera e a
empresa chinesa de sementes Sanbei. Em
2008, realizou uma parceria com a DuPont
para desenvolvimento de tecnologias para
controle de insetos em milho.

Aumento da parceria de
pesquisas entre os setores
publico e privado

E crescente o nimero de parcerias ja
existentes no Pais entre os setores publico e
privado apds a entrada em vigor do sistema
de protecéo de plantas. Como exemplo, a
Monsanto e a Syngenta tém realizado par-
cerias com Vérias universidades e institui-
¢Oes de pesquisas ou mesmo cooperativas.
Com isso, cria-se, de um lado, a estrutura
em pesquisas biotecnolégicas e, do outro,
um gigantesco banco de germoplasma.
Essas parcerias visam nado sé o desenvol-
vimento de pesquisas conjuntas para novas
cultivares e realizacdo de testes de plantas
transgénicas, mas também o licenciamento
de produtos e processos hiotecnoldgicos
patenteados.

Ressalta-se que sempre devem ser
celebrados contratos entre as partes inte-
ressadas, para ndo haver davidas quanto a
participagdo na parceria e no produto final
obtido. Em se tratando de transgénicos, é
importante que o contrato seja averbado no
INPI e registrado em cartdrio, pois trata-se
de um produto ou processo patenteado.

Direcionamento do
melhoramento genético de
plantas

Ha de se considerar que as espécies de
plantas que trazem maiores retornos eco-
ndémicos oriundos da cobranca de royalties

terdo prioridade no melhoramento genéti-
co. Esse reflexo ¢ observado pelo grande
numero de cultivares de soja protegidas nos
EUA e, de certa forma, no Brasil, onde
ja responde por 34% dos titulos emitidos
até 2009.

Outro ponto a considerar € o ciclo da
cultura. As espécies anuais sao mais atrati-
vas que as semiperenes e perenes, pois, no
primeiro caso, o produtor pagara royalties
todo ano ao adquirir sementes para im-
plantar a lavoura. Ja no caso das culturas
perenes, como fruteiras, espécies flores-
tais, café etc., o produtor pagara royalties
somente na implantagdo das lavouras, que
serdo exploradas por varios anos, ou entdo,
caso resolva aumenté-las ou renova-las.
Além desse aspecto, 0 melhoramento gené-
tico das culturas perenes é mais demorado,
quando comparado com as culturas anuais
e, dependendo do modo de reproducdo da
espécie, pode-se levar até 30 anos para
langar cultivares no mercado, sendo pouco
interessante investir nessas espécies. De
certa forma, estas ficaram prejudicadas,
até mesmao pelo pouco periodo de prote¢édo
que a lei estabelece para tais espécies. Na
verdade, a LPC deixa a desejar em muitos
aspectos, ao tratar-se de plantas perenes e
de propagacdo assexuada.

Surgimento de empresas
prestadoras de servico

Ja é possivel encontrar, no Brasil,
empresas e/ou pessoas fisicas disponiveis
para realizar tanto a patente de produtos
e processos, quanto o pedido de prote¢édo
de cultivares. Existem, também, servicos
para a realizagdo de testes de DHE e ma-
nutencao de amostras vivas em bancos de
germoplasma, tais como o Centro Tecnol6-
gico para Pesquisas Agropecuarias, a Fun-
dacdo Pré-Sementes de Apoio a Pesquisa,
a Fundacéo Centro-Oeste de Pesquisa e
Desenvolvimento e a Fundagdo Triangulo
de Pesquisa e Desenvolvimento. Outro
aspecto importante serd o desenvolvimento
de testes biotecnolégicos utilizados na
distincdo de cultivares.

Incentivo aos pesquisadores

Espera-se que, com a legislacéo vigen-
te, 0s pesquisadores sejam mais valoriza-
dos e incentivados, uma vez que o produto
do seu trabalho podera trazer grandes
beneficios para as empresas, seja pela
patente de produtos e/ou processos biotec-
nolégicos, seja pela protecdo de cultivares.
Entretanto, o pesquisador somente podera
usufruir desses direitos se for estipulado
em contrato. Caso contrario, todos os be-
neficios pertencerdo a empresa. Portanto,
as instituicGes devem rever seus contratos
ou mesmo realizar contratos especificos.
Wolff (1997) comenta o incentivo dado aos
pesquisadores nas universidades e centros
de pesquisa em diversos paises, como na
Alemanha, EUA, Japédo e Suica. Nos EUA,
foram criados centros de transferéncias
de tecnologia que tratam dos direitos da
propriedade intelectual, dando apoio aos
pesquisadores. Especificamente na Univer-
sidade da Califérnia, onde os royalties sdo
divididos em 50% com os pesquisadores e
os licenciamentos das patentes respondem
por 30% a 40% da receita da universidade.
Também no Brasil, varias universidades ja
dividem os royalties com os professores e
pesquisadores. Na Universidade de S&o
Paulo (USP), a diviséo é feita ao meio, e
parte dos recursos destinados a universi-
dade é investida no nucleo de pesquisa do
inventor (WOLFF, 1997). Na Universidade
Federal de Vicosa (UFV), a diviséo ¢ feita
da seguinte forma: 50% para a Pro-Reitoria
de Pesquisa e Pds-Graduacdo e 50% para
os Departamentos aos quais pertencem 0s
autores e inventores.

Podem-se, ainda, citar outros impactos
com esse complexo de leis, tais como a
reducdo na permuta de germoplasma,
introducdo de cultivares estrangeiras no
Pais, novas fontes de recursos para pes-
quisa, maior competicdo entre os setores
publico e privado e maior produtividade e
qualidade de produtos.

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de todos os beneficios aponta-
dos, advindos dos sistemas de protecdo de
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cultivares transgénicas ou ndo, em decor-
réncia da globalizacéo, observa-se que os
beneficiados serdo sempre os que detém o
conhecimento ¢ o poder econdmico € po-
litico, nos quais a pesquisa tem prioridade
no Pais. Nos paises em desenvolvimento,
essas leis tornam-se instrumentos pode-
rosos para que empresas transnacionais
apoderem-se dos bancos de germoplasma
e cultivares nacionais. Essas empresas sdo
também detentoras de patentes de genes
transgénicos e processos biotecnologicos,
formando um verdadeiro monopolio no
mercado de sementes.

O Brasil apresenta uma das maiores
diversidades genéticas de flora e fauna do
mundo. Portanto, se ndo houver atitudes do
Governo Federal, o Pais estara fadado, em
um futuro proximo, a pagar royalties para
empresas transnacionais, para consumir
suas proprias cultivares.

REFERENCIAS

ALMEIDA, ER. de F. A importancia dos
transgénicos. Conjuntura Econdémica, Rio
de Janeiro, v.52, n.11, p.64-65, nov. 1998.

AVIANI, D. de M. Avangos da Lei de Pro-
tegao de Cultivares. In: SEMINARIO: PRO-
TE(;AO E REGISTRO DE CULTIVARES,
2009, Belo Horizonte. Belo Horizonte:
EPAMIG, 2009. Disponivel em: <http://
www.epamig.br/index.php?option=com_
docman&task=cat_view&gid=122&Itemid
=109>. Acesso em: ago. 2009.

BUSO, J. A. Os impactos da Lei de Prote-
gao de Cultivares. In: SIMPOSIO SOBRE
ATUALIZA(;AO EM GENETICA E MELHO-
RAMENTO DE PLANTAS, 2., 1998, Lavras.
Anais... Lavras: UFLA, 1998. p. 47-64.

BRASIL. Decreto n® 2.366, de 5 de novem-
bro de 1997. Regulamenta a Lei n® 9.456, de
25 de abril de 1997, que instituiu a Protegao
de Cultivares, dispoe sobre o Servigo Nacio-
nal de Protegdo de Cultivares — SNPC, e da
outras providéncias. Diario Oficial [da] Re-
publica Federativa do Brasil, Brasilia, 6 nov.
1997. Disponivel em: <http:/www.planalto.
gov.br/ccivil_03/decreto/Quadros/1997.htm>.
Acesso em: 2009.

Lei n? 8.974, de 5 de Janeiro de
1995. Regulamenta os incisos I e V do §
1° do art. 225 da Constituigao Federal, es-
tabelece normas para o uso das técnicas de
engenharia genética e liberagdo no meio
ambiente de organismos geneticamente
modificados, autoriza o Poder Executivo
a criar, no ambito da Presidéncia da Re-
publica, a Comissdao Técnica Nacional de
Biosseguranga, e da outras providéncias.
Diario Oficial [da] Repiblica Federativa
do Brasil, Brasilia, 6 jan. 1995. Disponivel
em: <http://www.planalto.gov.br/ccivil 03/
Leis/QUADRO/1995.htm>. Acesso em: 25
nov. 1999.

. Lei n® 9.279, de 14 de maio de
1996. Regula direitos e obrigagoes relativos
a propriedade industrial. Diario Oficial [da]
Repiblica Federativa do Brasil, Brasilia, 15
maio 1996. Disponivel em: <http://www.
planalto.gov.br/ccivil 03/Leis/9279.htm>.
Acesso em: 25 nov. 1999.

Ministério da Agricultura, Pecu-
aria e Abastecimento. Cultivar Web. Brasi-
lia, 2009. Disponivel em: <http://masrv103.
agricultura.gov.br/proton/cultivarweb/
cultivares_protegidas.php>. Acesso em:

2009.

CARVALHO,S. M. P. de. Protegao de culti-
vares e apropriabilidade econémica no mer-
cado de sementes no Brasil. Cadernos de

Ciéncias & Tecnologia, Brasilia, v.14, n.3,
p-365-409, set./dez. 1997.

JAMES, C. Global status of commerciali-
zed biotech/GM crops: 2008. Ithaca, NY:
ISAAA, 2008. (ISAAA Brief, 39).

KLEBA, J. B. Riscos e beneficios de plantas
transgénicas resistentes a herbicidas: o caso
da soja RR da Monsanto. Cadernos de Ci-
éncias & Tecnologia, Brasilia, v.15, n.3, p.9-
42, set./dez. 1998.

PINHEIRO, J. Informacées sobre a Lei de
Protecao de Cultivares (Lei n. 9.456, de 25
de abril de 1997). Brasilia: Senado Federal,
1997. 30p.

REVISTA PATENTES, n. 1520, 2000. Dispo-
nivel em: <http://www.inpi.gov.br>. Acesso
em: 24 fev. 2000.

WOLFE, M. T. A pesquisa cientifica e as
patentes. Biotecnologia Ciéncia & Desen-
volvimento, Brasilia, v.1, n.1, p.16-17, maio
1997.

BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

INFORMATIVO TECNICO. Brasilia: SNPC,
n.3, jun. 1999.

KILMAN, S. Biotecnologia revira setor de
pesticidas. Estado de Minas, Belo Horizon-
te, 31 jun. 1999. p.14.

MOURA, W. M. Lei de Protegédo de Cultiva-
res: questoes praticas aplicadas ao cafeeiro.
In: SIMPOSIO DE ATUALIZAGAO EM GE-
NETICA E MELHORAMENTO DE PLAN-
TAS, 3., 1999, Lavras. Anais... Genética e
melhoramento do cafeeiro. Lavras: UFLA,
1999. p.11-17.

Informe Agropecudrio, Belo Horizonte, v.30, n.253, p.33-43, nov./dez. 2009




44

Biotecnologia

Detecciio de produtos e organismos transgénicos

Sandra Rodrigues de Camargo*

Resumo - Os avangos tecnolégicos na agricultura, como a introducdo de organismos

geneticamente modificados nos campos de cultivo e de seus derivados em alimentos,

tém criado a necessidade de técnicas analiticas para identificacao de genes e proteinas

introduzidos em tais organismos, a fim de assegurar a pureza genética dos produtos

derivados. Sao abordadas varias técnicas de biologia molecular e imunoensaios para

deteccao de sequéncias de DNA, RNA ou proteinas exdgenas introduzidas nos organis-

mos transgénicos por meio da biotecnologia.

Palavras-chave: Gene. Proteina. DNA. RNA. OGM. PCR. Imunoensaio.

INTRODUCAO

Transgénicos ou organismos genetica-
mente modificados (OGMs) sdo organis-
mos cujo material genético foi alterado,
por meio da biotecnologia, para inser¢éo
de um ou mais genes provenientes de um
organismo de outra espécie (plantas, virus,
bactérias etc.) e cuja expressdo promove
uma nova caracteristica na espécie modi-
ficada. Os genes sdo sequéncias de acido
desoxirribonucleico (DNA), que contém
as informac@es necessarias para dar uma
caracteristica natural ao organismo, como
o formato a uma semente ou resisténcia a
uma praga. A informag&o contida no gene
é transmitida pela expressao na forma de
moléculas de acido ribonucleico (RNA) e,
posteriormente, pela traducéo na forma de
proteinas. Dessa forma, para a criacdo de
um OGM & necessario que 0 gene respon-
savel por uma determinada caracteristica
seja introduzido no genoma do organismo
alvo por meio das técnicas de DNA re-
combinante.

H4 vérias razfes para que 0s organis-
mos transgénicos sejam bem estudados
e, principalmente, possiveis de ser iden-
tificados em meio a organismos conven-
cionais. A capacidade de identificagcdo de
transgénico esta muito relacionada com as

questdes de biosseguranca animal, humana
e ambiental. Dessa maneira, a legislacao
brasileira— Decreto n24.680, de 24 de abril
de 2003 (BRASIL, 2003) — especifica que
os alimentos que contenham quantidade su-
perior a 1% de material derivado de OGM
devem ser rotulados, indicando a presenca
de transgénico em sua composicdo. O ci-
daddo também pode contar com o Cédigo
de Defesa do Consumidor, para assegurar
o seu direito de informacédo adequada sobre
produtos e servigos — Lei n28.078, de 11 de
setembro de 1990 (BRASIL, 1990) —e de-
cidir se quer ou ndo consumir alimentos e
derivados que sejam ou contenham OGMs.
No &mbito ambiental, a Comisséo Técnica
Nacional de Biosseguranca (CTNBIo) é
0 0rgdo maximo para deliberagdo sobre
OGM, ou seja, para avaliar os riscos dos
transgénicos no meio ambiente (como o
risco de escape e o fluxo génico por meio
da fecundacéo cruzada entre uma espécie
geneticamente modificada e uma espécie
selvagem e/ou convencional) e liberar
somente aqueles considerados seguros. A
presenca de sementes de plantas genetica-
mente modificadas em lotes de sementes
convencionais tornou-se um crescente
problema para o comércio internacional,
podendo acarretar sérias consequéncias
para as empresas exportadoras.

Para que o cumprimento da legislacdo
e a regulamentacdo sobre OGMs sejam
eficientes, ¢ necessario que processos €
técnicas sensiveis e confidveis para a de-
tec¢do e quantificacdo de OGMs estejam
validados e disponiveis.

TECNICAS PARA DETECCAO
DE OGMS

Aalteracdo genética provocada em um
organismo deve ser bem conhecida para
um melhor entendimento de quais técnicas
podem ser empregadas na detec¢do do
OGM. Aestrutura basica de uma sequéncia
de DNA ex6geno inserida em um OGM ¢é
formada, segundo Conceicéo et al. (2004),
por trés elementos principais:

a) regidao promotora, responsavel pela

transcricdo do gene;

b) gene de interesse, que define a ca-

racteristica desejavel;

c) regido terminadora, responsavel
pela finalizagdo da transcrigao.

Todos os sistemas de deteccio baseiam-
se nos elementos presentes na sequéncia de
DNA inseridano OGM, seja pela deteccéo
direta da molécula de DNA exdgena inseri-
dano genoma, seja indiretamente por meio
do produto proteico e derivados resultantes
da expressao do inserto de DNA.
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Ensaios diretos: deteccéo a
partir da presenca de DNA
exégeno PCR

A reacdo em cadeia da polimerase —
polymerase chain reaction (PCR)
(MULLIS; FALOONA, 1987) é a principal
técnica utilizada em laboratorio de biologia
molecular para deteccdo de transgénicos.
A técnica aplicada na deteccdo de OGM
consiste na replicacdo de sequéncias
especificas do DNA exogeno. Para tal,
constroem-se pequenos fragmentos de
DNA, chamados iniciadores, que serdo
ligados ao DNA exdgeno presente no OGM
e durante o processo da PCR, catalisados
pela enzima DNA polimerase, produzirdo
milhares de copias da sequéncia especifica.
As copias de DNA produzidas pela PCR
sdo facilmente visualizadas por meio de
eletroforese em gel de agarose. Um agente
intercalante de DNA (por exemplo, brome-
to de etideo) é utilizado para visualizagdo
das bandas de DNA presentes no gel. Se
0s mesmos iniciadores forem utilizados em
um organismo ndo transgénico, ndo havera
a producdo de cdpias do DNA exdgeno,
uma vez que este ndo estd presente no
organismo selvagem ou convencional e,
portanto, nenhuma banda seréa visualizada
no gel de agarose.

A PCR é uma técnica bastante especi-
fica, sensivel, segura ¢ capaz de detectar,
ndo sO 0s eventos que sdo geneticamente
modificados (BERTHEAU et al., 2002;
GIOVANNINI; CONCILLO, 2002), mas
também distinguir aqueles que apresentam
diferentes construgdes génicas, mas que
expressam a mesma proteina (YAMAGU-
CHl et al., 2003). Entretanto, essa técnica
também apresenta algumas limitacdes:

a) dificuldade na construgdo dos ini-
ciadores, pois é necessario conheci-
mento prévio da sequéncia genética
introduzida no OGM e geralmente
essa informacdo é confidencial
(HOLST-JENSEN et al., 2003);

b) necessidade de equipamentos apro-
priados e pessoal treinado;

~ Zpg - Picograma; ng - Nanograma.

c) custo elevado, uma vez que o ensaio
¢ especifico para cada alteragédo
genética introduzida;

d) cuidados especiais para evitar contami-
nacdo das amostras (MIRAGLIAetal.,
2004; YAMAGUCHI et al., 2003).

A qualidade do DNA extraido a partir
do OGM é determinante para 0 sucesso
da PCR. Ha vérios métodos descritos na
literatura para extracdo de DNA a partir de
folhas, sementes e até mesmo de alimentos
processados. O método do brometo de
cetiltrimetrilamdmino (CTAB) € bastante
empregado nos laboratoérios de biologia
molecular. Também existem no mercado
varios kits comerciais que empregam resi-
nas de silica com alta afinidade pela molé-
cula de DNA. Um DNA de mé qualidade,
ou seja, ndo integro e de baixa pureza, pode
influenciar negativamente para o sucesso
da PCR, pois pode impedir que o0 DNA
exogeno seja identificado na amostra. Isso
pode ocorrer por causa da presenca de ini-
bidores no DNA extraido, como proteinas,
polissacarideos, polifendis, entre outros,
que dificultam o anelamento dos iniciado-
res a0 DNA alvo e/ou inibem a atividade
da enzima DNA polimerase (AHMED,
2002). Consequentemente, a reagdo ndo ird
ocorrer ou ocorrera com baixa eficiéncia.
Como controle de qualidade da PCR é sem-
pre necessario utilizar uma reacédo padrao
(controle positivo), que avalia a qualidade
do DNA extraido e evita resultados falso-
negativos. A reacdo padréo pode ser feita
utilizando-se iniciadores especificos para
algum gene endogeno conhecido.

O limite de detec¢do da PCR esta entre
20 pg e 10 ng de DNA exdgeno?, ou seja,
é possivel detectar uma Gnica semente ge-
neticamente modificada entre mil e 10 mil
sementes convencionais (LUTHY, 1999).

PCR em tempo real

VariagBes da técnica de PCR sdo bas-
tante empregadas em analises moleculares
de eventos transgénicos, visando diferentes
finalidades. Desse modo, a técnica quantita-
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tive PCR (gPCR) ou PCR quantitativo em
tempo real foi recentemente desenvolvida e
vem sendo empregada com certa frequéncia
na identificagdo de produtos e organismos
transgénicos. A gPCR em tempo real é em-
pregada ndo apenas para a detecgdo, mas
para quantificagdo do niimero de copias de
uma determinada sequéncia alvo de DNA
(gene) inserida no OGM. A diferenca entre
a PCR convencional e a qPCR esta na
especificidade e sensibilidade do método.
Na qPCR em tempo real, utilizam-se equi-
pamentos mais sofisticados capazes de
detectar a fluorescéncia emitida pela reacao
a cada ciclo de amplificagdo da molécula
de DNA alvo, ou seja, enquanto na PCR
convencional o resultado é visualizado em
gel de agarose apds 30-45 ciclos de ampli-
ficagdo, na qPCR em tempo real a reagdo ¢
monitorada desde o primeiro até o Ultimo
ciclo de amplificacdo pela detec¢do da
fluorescéncia emitida. Dessa maneira, € pos-
sivel reconhecer o momento exato (ciclo),
quando a molécula alvo inicia o processo de
amplificagdo (Grafico 1). Esse dado permite
inferir, com base no controle enddgeno de
reacdo, quantas copias do transgene estdo
presentes no OGM. Quanto menor o nimero
de ciclos de amplificag@o para detecgdo da
fluorescéncia, maior o nimero de copias do
transgene inserido no OGM. Asensibilidade
do método baseia-se ndo apenas na captacéo
do sinal fluorescente, mas no modo como a
fluorescéncia ¢ emitida durante a reagdo. A
maioria das aplicaces de PCR em tempo
real requer apenas um agente intercalante
fluorescente para cadeia dupla de DNA.
Entretanto, algumas aplicacBes necessitam
de maior especificidade.

Na gPCR, utilizando o sistema de
deteccdo TagMan®, utiliza-se um par de
iniciadores e uma sonda marcada com um
fluoréforo (marcador que emite fluores-
céncia). Esses trés oligonucleotideos (dois
iniciadores e sonda) sdo especificos para a
sequéncia alvo, contribuindo, assim, paraa
maior especificidade da técnica. No proces-
so de amplificagdo, os iniciadores e a sonda
ligam-se & molécula de DNA alvo e uma




46

Biotecnologia

enzima DNA polimerase inicia a polimeri-
zagao da nova molécula. Quando a enzima
encontra a sonda ligada ao DNA molde,
esta inicia a sua quebra e, desse modo,
permite que a fluorescéncia seja emitida e
entdo detectada pelo equipamento. Assim,
o processo de emissao de fluorescéncia €
dependente da a¢do conjunta de quatro
elementos: dois iniciadores, uma sonda
e a atividade da enzima DNA polimerase.

Existem fatores relacionados com as
condi¢bes de amplificacdo que podem
afetar negativamente na obtencéo de bons
resultados:

a) temperatura inapropriada para o ane-
lamento dos iniciadores e sonda;

b) baixa especificidade dos iniciadores
e da sonda para a ligagdo ao DNA
molde;

c¢) condicdes inapropriadas para a
atividade da enzima polimerase
(concentracdo de sais e 0 pH do
tampao ndo ajustados).

Southern blot

Atécnicade Southern blot (SOUTHERN,
1975) é utilizada em laborat6rio para de-
teccao de fragmentos especificos de DNA
exogenos integrados ao DNA gendémico
do evento transgénico. A técnica consiste
basicamente de cinco etapas:

a) extracdo e digestdo do DNA gend-
mico com uma ou mais enzimas de
restri¢do;

b) separacéo dos fragmentos de DNA
por eletroforese em gel de agarose;

¢) transferéncia e fixagdo do DNA pre-
sente no gel para uma membrana de
nitrocelulose ou nailon;

d) hibridizagdo do DNA presente na
membrana contrauma sonda de DNA
que possui homologia a sequéncia
de DNA alvo;

e) revelacdo da hibridizagao por autor-
radiografia ou colorimetria.

A anélise por Southern blot é muito

confiavel e considerada uma prova mole-
cular da integracédo de elementos exdgenos

3ug - Micrograma.

no genoma de OGMs. Além de comprovar
a integracao do transgene, dependendo das
enzimas e da sonda utilizada, com esse
método também é possivel estimar o na-
mero de copias que foram introduzidas no
genoma do organismo receptor (Fig. 1).

No entanto, essa técnica possui como
limitante a grande quantidade necesséaria de
DNA gendmico, que deve ser entre 20 e 40
ng, o que as vezes ¢ dificil de obter, depen-
dendo do tipo de amostra utilizada®. Outras
limitagBes relacionadas com essa técnica

12345678 910111213141516 171819 20212223242526 27 2829 3031323334 35363738 39404142434445

NUmero de ciclos de ampliagéo

Grdfico 1 - gPCR em tempo real

NOTA: As curvas do gréfico mostram o progresso de amplificagdo de moléculas alvo, a
partir da captacdo de sinal fluorescente, ao longo dos ciclos da PCR.

PCR - Polymerase chain reaction; qPCR - Quantitative PCR.

C1 c2 1 2 3 4

Figura 1 - Southern blot

NOTA: Resultado de andlise de eventos transgénicos utilizando a técnica de Southern blot.

C1 - Controle positivo (evento transgénico); C2 - Controle negativo (planta selva-

gem); 1 a 11 - eventos transgénicos.

O numero de bandas refere-se ao nimero de cédpias do DNA alvo presente no

genoma de cada evento analisado.
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sdo o elevado custo de implementacéo, a
alta complexidade operacional, o longo
periodo de trabalho e a espera até a obten-
¢do dos resultados e, no caso de utilizacdo
de sondas radioativas, hé a necessidade de
infraestrutura e capacitacdo adequada para
manipulagéo e armazenamento de produtos
radioativos.

Ensaios indiretos: deteccéo
a partir da presenca de
RNA

Ainformagao genética contidano DNA
precisa ser traduzida em proteina para que
seja efetiva e promova reacfes em todo o
organismao. Essa transferéncia de informa-
¢do, DNA-proteina, s6 ocorre por causa
da transcricdo do DNA em moléculas de
RNA mensageiro (mRNA). A sintese de
MRNA pode ser considerada como a fase
intermediéaria do processo de transferéncia
da informagao contida no DNA e reflete
o nivel de atividade deste, uma vez que a
presenca de mRNA esté diretamente rela-
cionada com a expressdo génica.

Existem diferentes técnicas molecula-
res para estudos de expressdo génica, nas
quais genes em processo de transcri¢cdo
podem ser detectados. Entre essas técnicas
destaca-se a de northern blot e reverse
transcription - polymerase chain reaction
(RT-PCR) ou transcricéo reversa, seguida
por reagdo em cadeia da polimerase. Essas
técnicas podem ser empregadas para deter-
minacado da expressdo génica em diferentes
tecidos e/ou diferentes estadios de desen-
volvimento do organismo em estudo, bem
como para monitorar a expressao génica
de DNA ex6geno em OGMs.

Northern blot

A técnica de northern blot, também
chamada RNA blot, foi desenvolvida para
estudo da expressdo génica por meio da
deteccdo de moléculas de RNA presentes
na amostra (ALWINE; KEMP; STARK,
1977). A execugdo da técnica de northern
blot é bastante semelhante a técnica de
Southern blot e consiste basicamente de
cinco etapas:

a) extracdo do RNA total;

b) separacdo dos fragmentos de RNA
por eletroforese em gel de agarose;

c) transferéncia e fixacdo do RNA
presente no gel para uma membrana
de nitrocelulose ou néilon;

d) hibridizagdo do RNA presente na
membrana contra uma sonda de
DNA ou RNA marcada, que possuli
homologia a sequéncia de RNA
alvo;

e) revelacdo da hibridizacéo.

A etapa de extracdo de RNA total da
amostra é uma das etapas mais importantes
no desenvolvimento da técnica, pois, para
a obtencdo de resultados confidveis, é
necessario que 0 RNA esteja intacto, puro
e integro. Os cuidados durante o desenvol-
vimento da técnica sdo bem maiores que
aqueles utilizados em Southern blot, uma
vez que 0 RNA degrada mais facilmente.
Para evitar a degradagdo, é preciso tratar
todos os objetos com solugdes especificas,
a fim de eliminar ou minimizar a presenga
de RNASes.

RT-PCR

A técnica de RT-PCR ¢é amplamente
utilizada para verificar a expressdao géni-
ca, por meio da detecgdo de moléculas de
mRNA. Essa técnica baseia-se na trans-
cricdo reversa do mRNA seguida de uma
reacdo de PCR, ou seja, primeiramente é
produzida uma molécula de DNA com-
plementar (cDNA) a molécula de mRNA
(usando a enzima transcriptase reversa e
iniciadores) e, entdo, utiliza-se esse CDNA
produzido como molde para a PCR. O
produto dessa amplificagdo ¢ visualiza-
do em gel de agarose. A intensidade das
bandas visualizadas no gel pode indicar
a quantidade do mRNA alvo presente na
amostra. Dessa forma, considera-se que é
uma técnica semiquantitativa.

Uma varidvel da técnica de RT-PCR
¢ a RT-PCR quantitativa (QRT-PCR). O
principio dessa técnica é 0 mesmo da RT-
PCR convencional, producdo de cDNA
seguido de PCR, porém mais robusta,
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especifica, sensivel e, consequentemente,
com resultados quantitativos. Na técnica
de gRT-PCR, o progresso de amplificacao
da molécula alvo € visualizada em tempo
real por meio da captagéo de sinal de mo-
léculas fluorescentes e termocicladores
mais sofisticados, como aqueles descritos
anteriormente na técnica de gPCR.

Ensaios indiretos: deteccdo
a partir da presenca de
proteina

Bioensaios

Na maioria das plantas geneticamen-
te modificadas, comercializadas até o
momento, foram introduzidos genes que
conferem toleréncia a herbicidas e/ou
resisténcia a virus, fungos ou insetos (MA-
RIOTTI; MINUNNI; MASCINI, 2002).
A técnica de bioensaio para detec¢do de
transgénicos nesses casos € relativamente
simples, de baixo investimento e pratica
de ser estabelecida, tanto em laboratorio,
quanto em estufas de contencdo, porém
requer um tempo relativamente longo
para obten¢do dos resultados, que, geral-
mente, sdo conseguidos apds uma ou mais
semanas.

O bioensaio para tolerncia a herbicida
pode ser conduzido com a planta ja desen-
volvida ou mesmo com as sementes. No
caso da planta, quando esta ja se encontra
desenvolvida, uma dose do herbicida é pul-
verizada sobre as folhas. Ap6s a aplicacéo,
as plantas sdo monitoradas diariamente
para verificar a presenga ou nao de algum
fendtipo (sintomatologia) decorrente da
aplicacdo do herbicida. As folhas das plan-
tas que ndo apresentam tolerancia ao herbi-
cida ficam inicialmente amareladas e entdo
secam (o tecido sofre necrose) (Fig. 2).
As folhas das plantas tolerantes ao herbici-
da simplesmente ndo apresentam sintoma
de necrose ou apresentam pouco e as
plantas continuam com o mesmo aspecto
que apresentavam antes da aplicacdo do
herbicida. No caso do bioensaio realizado
com sementes, estas sdo colocadas para
germinar em um meio contendo uma solu-
¢ao diluida do herbicida. Se a semente for
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Figura 2 - Bioensaio para tolerdncia ao herbicida glufosinato de aménio (PPT) em plantas
de milho geneticamente transformadas com o gene bar que codifica a enzima
phosphinothricin-N-acetyltransferase (PAT)

NOTA: A - Planta transformada de milho apresentando fenétipo de toleréncia ao herbi-
cida PPT apés 10 dias de aplicagéo; B - Planta transformada de milho apresen-
tando sintomas leves de clorose e necrose provocado pelo herbicida PPT apés 10
dias de aplicacdo; C - Planta de milho convencional (néo transformada), apresen-
tando sinftomas severos de clorose e necrose provocados pela aplicacdo de PPT.

Fotos: Geraldo M. A. Cangado

tolerante ao herbicida, ocorrera a germina-
c¢do e a planta desenvolverd normalmente,
como ocorre com as sementes do milho
transgénico Liberty Link™ e da soja trans-
génica Roundup Ready™ (RR), tolerantes
ao herbicida glifosato. Caso as sementes
sejam sensiveis ao herbicida, ndo havera
a germinacgdo. Atualmente, o bioensaio
para tolerancia a herbicida é comumente
utilizado pelas companhias exportadoras
de sementes e grdos, para comprovar a
autenticidade e a qualidade dos produtos
(TORRES et al., 2003).

Plantas resistentes a insetos também
podem ser analisadas pelo método de
bioensaio. Nesse caso, 0 bioensaio pode
ser realizado colocando os insetos ou a
sua forma larval, de acordo com o ciclo
de desenvolvimento daquele inseto que
ataca a planta, sobre as plantas a serem
analisadas ou mesmo sobre discos folia-
res retirados dessas plantas. Dois tipos de
informacdes podem ser obtidos a partir do
ensaio: a mortalidade da praga e o dano
causado pelas pragas no tecido analisado.
A anélise conjunta dessas informacGes
indica se a planta é resistente ou nao ao
inseto em estudo.

O bioensaio baseia-se na expressao do
gene de interesse e no fendtipo apresentado
pelo OGM. Entretanto, uma desvantagem
do método é que, geralmente, os resultados
de bioensaio nédo séo suficientes como
provas definitivas da integragdo do DNA
ex6geno no genoma do organismo transgé-
nico e outras evidéncias (resultados prove-
nientes de outras técnicas) sao necessarias
para sua comprovagao.

Imunoensaios

Os imunoensaios sdo métodos ideais
para deteccdo qualitativa e/ou quantitativa
de proteinas especificas produzidas a partir
da sequéncia de DNA exdgeno introduzida
no OGM.

Os principais imunoensaios utiliza-
dos na deteccédo e quantificacao das pro-
teinas alvo, presentes nos OGMs, sdo o
ensaio imunoenzimatico — enzime-linked
immunosorbent assay (ELISA), western
blot e imunoensaio de fluxo lateral (IFL).
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ELISA

O método ELISA permite identificar
uma proteina alvo presente em um extrato
proteico, contendo uma populagdo de
outras proteinas, por meio de anticorpos
especificos que se ligam a essa proteina.
Essa reagdo antigeno-anticorpo permite
identificar a presenca de proteina exdgena
de forma qualitativa e até mesmo quan-
titativa.

Existem varios tipos de ELISA, entre
eles o ELISA-direto, ELISA-indireto,
ELISA-sanduiche e ELISA-competitivo.
O método ELISA-sanduiche, no qual se
utilizam dois anticorpos (Ac) especificos
para a proteina alvo, ¢ o mais sensivel e
utilizado para deteccdo de OGMs (YATES,
1999). Nesse tipo de imunoensaio sdo
empregados dois tipos de anticorpos espe-
cificos para a proteina alvo: Ac primario ou
de captura, utilizado para sensibilizacdo da
microplaca, que visa a captura da proteina
alvo (antigeno - Ag) presente na amostra;
Ac secundario ou conjugado, geralmente
conjugado a uma enzima (peroxidase ou
fosfatase alcalina), que atua sobre um
determinado substrato, produzindo cor
(ensaio colorimétrico) ou fluorescéncia,
quando submetida a determinados com-
primentos de onda (ensaio fluorimétrico).

A intensidade da cor produzida esta dire-
tamente ligada a quantidade de antigeno
presente na amostra, uma vez que a colora-
¢ao apenas ocorrera quando a proteina alvo
ligar-se a0 anticorpo de captura presente na
microplaca e, entdo, o anticorpo conjugado
aenzima ligar-se a proteina alvo imobiliza-
da (Fig. 3). Anticorpos e proteinas livres,
ou seja, que ndo formaram o complexo Ac-
Ag-Ac, sdo descartados durante as etapas
de lavagem da microplaca. Dessa forma,
ndo hé a possibilidade de ocorrer resultados
falso-positivos. Para ensaios quantitativos,
utiliza-se uma curva de proteina padrao,
Cuja concentracao é conhecida.

Os ensaios de ELISA-direto e ELISA-
indireto sdo semelhantes ao ELISA-
sanduiche, porém com algumas etapas
modificadas. No ensaio de ELISA-direto,
utiliza-se apenas o anticorpo especifico
para a proteina alvo, conjugado a enzima
(Ac secundario). O extrato proteico é co-
locado na microplaca e, entdo, o anticorpo
conjugado. Na etapa seguinte, o substrato
¢ adicionado para que a enzima atue sobre
este e a reagdo seja revelada. No ELISA-
indireto, utiliza-se o Ac primario especifico
para a proteina alvo e o Ac secundario
conjugado a enzima, porém especifico
para o Ac primario (anti-lgG dos organis-
mos em que 0 Ac primario foi produzido,

geralmente em coelho ou camundongo).
Nesse caso, 0 extrato proteico € colocado
na microplaca e, a seguir, coloca-se o
Ac primério. O Ac secundario é entdo
adicionado a reacdo, reconhecendo o Ac
primario, ligando-se ao complexo Ac-Ag.
A etapa de revelacdo ocorre da mesma
maneira como no ELISA-direto. Em mui-
tos casos, 0 ensaio de ELISA-sanduiche é
cerca de duas a cinco vezes mais sensivel
que os ensaios do tipo direto e indireto.

Uma variacdo do ELISA é o ensaio
competitivo, no qual a proteina alvo, pre-
sente na amostra, e uma proteina padréo,
conjugada a uma enzima competem pela
ligagdo do anticorpo de captura. Nesse
tipo de ensaio, a quantidade de proteina
alvo é inversamente proporcional a in-
tensidade colorimétrica produzida, pois,
quanto mais proteinas padrdo se ligarem
ao anticorpo, mais intensa seré a cor pro-
duzida pela reacdo. Por utilizar apenas um
anticorpo especifico, o ensaio competitivo
€ menos sensivel que 0 método de ELISA-
sanduiche.

O tipo de anticorpo utilizado nos imu-
noensaios também pode contribuir para
uma maior sensibilidade ou especificidade
do ensaio. Anticorpos monoclonais con-
tribuem para uma maior especificidade da
técnica, enquanto anticorpos policlonais

)
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Adicéo do Bloqueio da Adicéo do
anticorpo de placa extrato
captura proteico

< Proteina alvo

©  Proteina bloqueadora

® Proteina endégena

=< Anticorpo de captura especifico para proteina alvo

o< Anticorpo conjugado especi
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$ 34
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Adicéo do Adicéo do
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—

©

X1

fico para proteina alvo

Figura 3 - Etapas do ensaio de ELISA-sanduiche

NOTA: Inicia-se com a sensibilizacdo da microplaca com o anticorpo de captura. Apés a lavagem da microplaca, faz-se o seu blo-
queio. Em seguida, adiciona-se o extrato vegetal. A lavagem da placa é feita novamente e, posteriormente, é adicionado o
anticorpo conjugado. Apds incubacdo, a microplaca é lavada e entdo revelada pela adicdo do substrato.
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aumentam a sensibilidade, uma vez que
podem reconhecer diferentes epitopos da
proteina alvo (AHMED, 2002).

ELISA é uma técnica bastante sensivel,
especifica, robusta, segura e rapida para a
deteccdo de OGM em laboratdrio. Além
disso, €é ideal para a analise simultanea de
um grande nimero de amostras em condi-
¢Oes de rotina.

Western blot

A técnica western blot baseia-se na
separagdo das proteinas presentes no
extrato proteico da amostra em gel de po-
liacrilamida ndo-desnaturante e posterior
transferéncia para membranas de nailon ou
nitrocelulose. A deteccdo da proteina alvo
¢ feita por meio de anticorpos especificos
que reconhecem 0s epitopos da proteina
de interesse. A revelacdo do ensaio ocorre
por reacdo colorimétrica ou radiografica.
Dessa maneira, 0 western blot combina
a resolucdo de uma eletroforese com a
especificidade da detec¢do imunoldgica
(BRASILEIRO; CARNEIRO, 1998).

Aseparacéo eletroforética das proteinas
presentes na amostra usualmente ocorre
sob condi¢des desnaturantes. Desse modo,
problemas de solubilizacdo, agregacgdo e
coprecipitacdo da proteina alvo com as ou-
tras proteinas presentes na amostra séo eli-
minados (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).
Entretanto, anticorpos contra epitopos
conformacionais da proteina alvo podem
ndo reconhecé-la, quando desnaturada.

A técnica de western blot é semiquan-
titativa, especifica e bastante sensivel para
deteccdo de proteinas (BRETT etal., 1999).
O limite de detec¢do da proteina alvo de-
pende de uma série de fatores, entre estes,
o tipo de membrana e o sistema de detec¢éo
utilizados. Na maioria dos casos, esse limite
corresponde a cerca de 20 fM (10> moles),
ou seja, é possivel detectar cerca de 1 ng
de uma proteina, cujo peso molecular seja
de 50 KDa (BRASILEIRO; CARNEIRO,
1998)*. Em analises de sementes, o limite
minimo de detecgdo é de 0,25% (YATES,

1999). Por ser uma técnica bastante labo-
riosa e capaz de analisar poucas amostras
simultaneamente, o western blot é pouco
utilizado na rotina de anélise de OGMs.
Geralmente, a técnica é empregada para
confirmacdo de resultados preliminares
gerados por outras técnicas de deteccao.

Imunoensaio de fluxo
lateral

O imunoensaio de fluxo lateral (IFL)
é muito utilizado para analise de material
ainda em campo e em triagens de produtos
por ser um teste pratico, ndo dispendioso
e rapido. Os resultados sdo obtidos em um
tempo que pode variar de 5 a 15 minutos.
Outra vantagem desse método é que nao
necessita de equipamentos especiais e pes-
soal treinado. Entretanto, essa técnica nao
érobusta o suficiente para quantificagdo do
material transgénico presente na amostra,
mas é uma técnica bastante sensivel para de-
teccdo qualitativa de OGMs (URBANEK -
KARLOWSKA et al., 2001).

O principio do IFL é semelhante a
técnica de ELISA-sanduiche. O anticorpo
de deteccdo esta na extremidade da fita
que é inserida na amostra em solugdo. A
proteina alvo presente na amostra liga-se
ao anticorpo presente na fita e entdo o
complexo Ag-Ac migra por capilaridade
até a outra extremidade da fita, onde exis-
tem duas zonas de captura. Nessas zonas
de captura existem anticorpos especificos
para a proteina alvo ou para o anticorpo
de detec¢do. Quando o complexo Ag-Ac
passa pelas zonas de captura, ocorre uma
reacdo colorimétrica (Fig. 4). A presenca
de duas bandas coloridas na fita indica que
0 teste é positivo, ou seja, ha presencga da
proteina transgénica na amostra analisada.
A presenca de apenas uma banda indica
gue a amostra é negativa, ou seja, nao
possui tracos da proteina transgénica,
porém o teste foi realizado corretamente
(CONCEICAO et al., 2004).

As fitas de IFL sdo produzidas co-
mercialmente para detec¢do de uma vasta

4fM - Femtomoles; ng - Nanograma; KDa - Quilodalton.

gama de proteinas utilizadas na producéo
de OGMs. Plantas de soja, milho, canola,
algodao e beterraba, geneticamente modifi-
cadas para conter a endotoxina Cry(Ab) de
Bacilus thurigiensis ou as proteinas EPSPS-
CP4 de Agrobacterium thumefasciens,
podem ser facilmente analisadas, utilizando
essa técnica (LIPTON et al., 2000).

Além da deteccdo de OGMs, os imu-
noensaios sdo poderosas ferramentas para
a avaliagdo de expressdo de um transgene.
E possivel identificar o local de expressdo
do transgene na planta, ou seja, em quais
tecidos ha presenca da proteina (raiz, folha,
semente, etc.) e a relacdo de expressdo
entre os diferentes tecidos que apresentam
maior ou menor expressdo da transgene.

TECNICAS ALTERNATIVAS
PARA DETECCAO DE OGMS

Em razdo do crescente nimero de
OGMs ¢ da complexidade de modifica-
¢Bes genéticas que estdo surgindo, novas
técnicas estdo sendo desenvolvidas ou
aprimoradas para acompanhar essa de-
manda. Metodologias estas com maior
sensibilidade, confiabilidade, capacidade
de andlises simultaneas e baixo custo. Nes-
sa linha, destacam-se 0s microarranjos de
DNA (DNA microarrays), a cromatografia
e a espectrometria de massa.

PADRONIZAGCAO DAS
TECNICAS

Aotimizacéo e a validacéo das técnicas
sdo importantes aspectos para a sua padro-
niza¢do como tecnologias de deteccéo de
OGMs. Segundo Sutula (1996), os fatores
que afetam a otimizagéo incluem:

a) determinacdo dos parametros
internos: qualidade do material e
reagentes, tempos de incubagéo,
equipamentos;

b) selecdo do limiar: limites para resul-
tados positivos e negativos;

c) selecdo de controles: positivo e
negativo;
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>=(O Anticorpo marcado especifico para a proteina alvo
Y Anticorpo secundario especifico para a proteina alvo
Y Anticorpo secundério especifico para o anticorpo marcado

[ |
Amostra Amostra B
negativa positiva

Figura 4 - Esquema do imunoensaio de fluxo lateral (IFL)

NOTA: A - Uma das extremidades da fita de IFL é inserida no recipiente contendo a
amostra vegetal. Por capilaridade, a amostra percorre a fita em direcéo & outra
extremidade. Durante esse trajeto, a amostra passa pela regiGo onde estéo os
anticorpos de captura (1) e a proteina alvo se liga. Anticorpos de captura com-
plexados com a proteina alvo ou livres (2) migram e ligam-se a anticorpos es-
pecificos para a proteina alvo (3) ou a anticorpos especificos para os anticorpos
de captura (4), respectivamente; B - Uma banda revelada na janela de resultado
indica que a amostra é negativa (auséncia da proteina alvo) e duas bandas indi-
cam que a amostra é positiva (presenca da proteina alvo).

d) ambiente de trabalho: capacitacdo
técnica e experiéncia na execucao
de testes laboratoriais, problemas
de contaminacéo ambiental ou pela
pessoa que estd executando o en-
saio.

Os fatores que podem afetar a validacédo
do método incluem:

a) eficiéncia de extracdo em amos-
tras;

b) acurécia dos resultados;
C) precisdo;
d) sensibilidade (limite de deteccdo);

e) especificidade;

f) reprodutibilidade;

g) consisténcia e confiabilidade da

deteccéo.

Um bom entendimento dessas carac-
teristicas é essencial para a escolha do
método de deteccdo, ou seja, aquele que
terd o melhor desempenho e resultado.

CONSIDERACOES FINAIS

Processos de regulamentagdo de cul-
tivares transgénicas requerem um amplo
estudo do organismo modificado. Infor-
magdes como o nimero de copias do DNA
exogeno inserido no genoma, nivel de
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expressdo da proteina de interesse, partes
da planta em que a proteina esta sendo
expressa, entre outras. Por essas e outras
razdes ja descritas, numerosas técnicas
para deteccdo de OGMs sd@o normalmente
utilizadas ou estdo sendo desenvolvidas
para ajudar na identificagdo, na determina-
¢do da taxa de pureza de lotes de sementes,
na avaliacdo dos riscos a salide e ao meio
ambiente e na aprovacdo do cultivo de
transgénicos.

O conhecimento sobre a constituicdo
genética do OGM e as caracteristicas
principais de cada uma das técnicas €
fundamental para a execucéo dos ensaios
e obtengdo de resultados precisos e confia-
veis na deteccdo e avaliacdo do organismo
transgénico. Muitas vezes, a simples inte-
gracao do DNA exdgeno no genoma hospe-
deiro ndo significa que o gene esteja sendo
expresso e que a proteina alvo esteja sendo
produzida. Dessa maneira, a combinacao
de mais de uma técnica de deteccao pode
ser necessaria para a avaliacdo completa
do OGM.

Diferentes entidades espalhadas
pelo mundo estdo envolvidas no desen-
volvimento, validacdo e utilizacdo de
metodologias para deteccdo de OGM e
seus produtos, de acordo com o foco e as
preocupacOes regulatdrias locais. Mui-
tas dessas metodologias acabam sendo
implementadas isoladamente, no local
onde foram desenvolvidas, e ndo passam
por avaliagdo de desempenho em outros
laboratorios (validacdo interlaboratorial).
Os testes interlaboratoriais fornecem
dados de validagdo que proporcionam o
estabelecimento de pardmetros de ava-
liac8o e constituem uma Gtima base para
comparacao de dados. O desenvolvimento
isolado das técnicas de detecgdo de OGM
€ um dos motivos que levam a necessidade
de harmonizag&o de metodologias e anélise
de amostragem entre as diversas entida-
des de pesquisa. A colaboragéo conjunta
de organizagdes internacionais seria de
grande importancia para aprovacéo de tais
metodologias e sua harmonizagdo entre 0s
laboratdrios de anélise.
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Citogenética e suas aplicacdes no melhoramento de plantas
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Resumo - A Citogenética é considerada ferramenta de suporte indispensavel nas
etapas de planejamento, coleta e selecao de gendtipos, manipulacao e monitoramento
de qualquer programa de melhoramento genético e conservacao do germoplasma.
As diferentes técnicas citogenéticas podem ser usadas estrategicamente na producao
de dados para subsidiar decisdes dos melhoristas e de pesquisadores durante a
implantacao do programa de melhoramento de plantas e animais. Entre as informacdes
geradas podem-se citar a caracteriza¢do da ploidia, a determinacao da frequéncia de
recombinacgdo entre genomas homoélogos e homedlogos, bem como a ocorréncia de
irregularidades espontaneas ou induzidas e as possiveis causas de irregularidades na

segregacao cromossomica que levam a produgao de gametas inviaveis.

Palavras-chave: Cromossomo. Ciclo celular. Meiose. Viabilidade polinica. Hibridizacao

in situ. Germoplasma.

INTRODUCAO

A ciéncia que estuda 0s cromossomos
é denominada Citogenética. Teve a sua
origem entre 1902-1903, quando Sutton e
Boveri anunciaram a Teoria Cromossdmica
da Heranga. A Citogenética preocupa-se
com o numero, a forma, a organizacéo, a
funcédo e o comportamento dos cromosso-
mos. Os primeiros citogeneticistas realiza-
vam estudos descritivos que apresentavam
somente 0 nimero de cromossomos em
células somaticas e germinativas. Poste-
riormente, com o refinamento das técnicas
citogenéticas e dos microscopios, foi
possivel realizar medi¢bes em cromos-
somos individuais e observar detalhes
morfolégicos em um dado complemento
cromossdmico. Com essas informacdes,

0s citogeneticistas passaram a construir
cariogramas (imagens dos cromossomos
alinhados em um complemento) e a fazer
comparac@es dentro e entre espécies, bem
como a entender o comportamento dos
€romossomos nos processos de divisdo
celular e reprodutivos.

Com o advento das técnicas de bande-
amento, que evidenciam regides diferen-
cialmente coradas, passou-se a caracterizar
0 cromossomo ndo s6 pelo seu tamanho,
posicdo do centrdbmero e constricdes se-
cundarias, mas também pela presenca ou
auséncia de bandas mais ou menos inten-
samente coradas em regides especificas.
As técnicas de bandeamento, incluindo a
utilizagao de fluorocromos e outros coran-
tes, juntamente com varias modificacdes
em pré-tratamentos, permitiram a identifi-

cacdo confidvel de cromossomos e, a partir
do final da década de 1960, a citogenética
entrou em uma nova era.

O emprego de sinais fluorescentes
marcou o inicio da citogenética molecular,
que resulta da interacdo entre as técnicas
da citogenética classica, biologia celular
e molecular. Essa classe de metodologias
facilita a identificagdo de genomas especi-
ficos, cromossomos individuais, segmentos
cromossomicos ou sequéncias especificas.
Quando o DNA gendmico € utilizado como
sonda, o processo é denominado hibridi-
zagdo gendmica in situ — genomic in situ
hybridization (GISH) e possibilita a iden-
tificagdo de genomas parentais ¢ o enten-
dimento da sua organizac¢do. No entanto,
guando segmentos de DNA, marcados com
fluorocromos, sdo utilizados como sondas,
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0 processo é denominado hibridizacéo
fluorescente in situ — fluorescent in situ
hybridization (FISH) e favorece o estudo
de cromossomos individuais.

E relevante frisar que, mesmo antes de
ser reconhecida como ciéncia, no periodo
entre 1870 e 1890, a citogenética forneceu
informacdes que constituiram a base para
o entendimento dos fendmenos genéticos,
por meio dos estudos sobre o comporta-
mento dos cromossomos na mitose, meiose
e fertilizacdo. Os cromossomos foram re-
conhecidos como as entidades portadoras
dos genes e a estrutura e 0 comportamento
dos cromossomos como determinantes dos
fendmenos genéticos e, consequentemente,
dos mecanismos de heranca. Por meio da
citogenética, foi possivel correlacionar
a presenca e a transmissdo de uma dada
caracteristica (por exemplo: alteragdo mor-
foldgica na folha ou presenca ou auséncia
de sementes em frutos) a uma entidade
fisica, 0 cromossomo.

A confiabilidade nos dados citogenéti-
cos esta no fato de as caracteristicas cro-
mossomicas ndo serem influenciadas pelos
fatores ambientais e isso contribuiu para
que a citogenética estabelecesse interagdes
com outras areas do conhecimento, como:
Taxonomia e Evolugdo, Medicina Clinica,
Melhoramento Genético, entre outras.

No que diz respeito as contribuicdes da
citogenética para os programas de melho-
ramento genético de plantas, destaca-se a
caracterizacdo do gemoplasma disponivel.
Nesse contexto, entre as informacGes ge-
radas, podem-se citar a caracterizacdo da
ploidia, a determinacdo da frequéncia de
recombinacdo entre genomas homdlogos
e homedlogos, bem como a ocorréncia de
irregularidades esponténeas ou induzidas
e as possiveis causas de irregularidades
na segregacdo cromossémica, as quais
levam a producdo de gametas inviaveis.
Isto é, 0 melhorista precisa de informacdes
gerais e especificas a respeito do material
botanico que ira manipular. Essas infor-
mac0Oes devem ser obtidas no periodo do
pré-melhoramento, que se trata de um elo
entre 0S recursos genéticos e 0s programas
de melhoramento.

Além da caracterizacdo do germoplas-
ma, as técnicas citogenéticas oferecem
informagdes relevantes, quando séo utili-
zados haploides na producdo de hibridos,
trissdmicos tercidrios balanceados na
producdo de sementes hibridas e a utili-
zacdo de variagdo genética exotica para a
transferéncia de caracteristicas de espécies
silvestres para plantas cultivadas.

Neste artigo, serdo descritas técnicas de
citogenética e suas aplicagdes em progra-
mas de melhoramento de plantas.

TECNICAS DE ESTUDO
E MANIPULACAO DOS
CROMOSSOMOS

Obtencdo de células
em mitose, meiose e
viabilidade do pélen

O conhecimento da estrutura, morfolo-
gia e 0 comportamento dos cromossomos
durante a mitose é fundamental para o
entendimento da citogenética e dos prin-
cipios da genética. O estudo da mitose é
importante, porque fornece informagoes,
por meio do cari6tipo, sobre o nimero e
a morfologia dos cromossomos que com-
pdem o genoma das espécies. A partir do
cariotipo, é possivel caracterizar e compa-
rar espécies ou hibridos e estabelecer re-
lagdes de parentesco, identificar alteragdes
numéricas e estruturais dos cromossomos e
correlaciona-las com alterac@es fenotipicas
e, ainda, avaliar o efeito de substancias
e/ou do estresse ambiental sobre o ciclo
celular.

O cari6tipo de uma espécie é obtido a
partir da observacdo de células meriste-
maticas no estadio da metafase, momento
quando os cromossomos estdo bem con-
densados e visiveis ao microscopio de
luz. Pontas de raizes ou gemas apicais sao
boas fontes de tecido meristematico, pela
facilidade de obtenc&o e por apresentarem
abundancia de células em divisao, as quais
absorvem rapidamente as solucGes antimi-
toticas e os fixadores (Fig. 1).

Metéafases adequadas para anélise
e contagem de cromossomos indivi-

dualizados podem ser obtidas ap6s
pré-tratamentos realizados com agentes
inibidores da formagéo do fuso mitético,
dentre eles, a colchicina, a 8-hidroxiquino-
leina; o bromonaftaleno, a ciclohexamida e
o tratamento a frio ou, ainda, a combinag&do
de um ou mais compostos. Imediatamente
apos realizado o pré-tratamento, o material
deve ser fixado em solugdo acido-alcoolica,
cujo objetivo é conservar a célula e suas
estruturas em condicBes adequadas para
analise. Para contagem de cromossomos,
geralmente, utilizam-se técnicas de co-
loracdo convencional, pois constituem
procedimentos rapidos, simples e com boa
repetibilidade. Os corantes mais indicados
para observagdo de cromossomos metafési-
€0S S30 0S que permitem um bom contraste
entre o citoplasma e a cromatina, tais como,
0 Giemsa, a orceina e o carmim acético, 0
reativo de Schiff e a hematoxilina.

Na meiose, a fase ideal para o estudo
cromossodmico é a profase I, especialmente
durante o dipléteno, a diacinese e a metafa-
se I, quando se deseja determinar o nimero
cromossdmico, a frequéncia de quiasmas
(que denota a ocorréncia de permuta ge-
nética) e a relacdo de parentesco entre es-
pécies, por meio da andlise do pareamento
dos cromossomos homdlogos.

Para a maioria das plantas, o estudo da
meiose masculina é mais frequente, em
razéo das facilidades com a técnica e com
a obtencdo de meidcitos a partir de anteras
coletadas em botdes florais em diferentes
estadios de desenvolvimento (Fig. 2).
Quando o objetivo é avaliar somente o0s
graos de pdlen para testes de viabilidade,
devem ser coletados botdes florais mais
maduros. Na meiose feminina, é necessaria
realizagdo de cortes anatdmicos do ovario/
saco embrionario, o que torna o procedi-
mento mais complexo e demorado.

Apds afixagéo em solugéo acido-alcoo-
lica, segue-se a coloragdo dos meidcitos,
cujos corantes mais utilizados s&o o car-
mim e a orceina.

Na avaliacéo da viabilidade do pdlen,
podem ser utilizados métodos de coloragédo
e germinacéo. A coloragdo é um procedi-
mento bastante simples, barato e que for-

Informe Agropecuério, Belo Horizonte, v.30, n.253, p.53-63, nov./dez. 2009




Biotecnologia

55

Obtencgao e coleta de raizes
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Sincronizagao do ciclo celular com hidroxiureia
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Pré-tratamento com antimitoticos
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Fixagéo e coloragéo
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Captura e analise de imagens

Figura 1 - Metodologia para a obtengéo de cromossomos metafdsicos mitéticos
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Figura 2 - Metodologia para obteng@o de cromossomos meidticos
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nece resultados rapidos. Considerando que
existe uma correlacdo viabilidade-colorac&o,
aestimativa é dada pela contagem dos pélens
ndo abortados e abortados, que se mostram
com coloracdo diferenciada. Varios séo 0s
corantes empregados com essa finalidade,
dentre esses 0 carmim, a orceina e o verde
malaquita associado com fucsina acida. A
coloracdo, embora seja um procedimento
simples e barato, ndo é totalmente con-
fiavel para todas as espécies, pois pode
fornecer uma informacéo equivocada da
viabilidade. Nesse caso, pode-se optar pela
observacdo da capacidade germinativa in
vivo ou in vitro dos grdos de polen, em
razdo de ser um carater que se correla-
ciona diretamente com a habilidade para
fertilizacdo. Nos testes de germinacao
in vivo, deposita-se o grdo de polen no
estigma receptivo. Apds um determinado
tempo, o estigma é removido para fazer a
contagem do nimero de tubos polinicos
emitidos. Nos testes de germinacdo in
vitro, o polen é espalhado sobre um meio
de cultura que, geralmente, contém saca-
rose e a viabilidade é observada por meio
da porcentagem de grdos de polen que
emitem tubo polinico.

No processo de montagem das laminas
do ciclo celular e de meiose, a técnica de
esmagamento é a mais difundida entre os
citogeneticistas. Mais recentemente, tem
sido empregada a técnica de secagem ao
ar, extensamente utilizada na citogenética
animal e adaptada por Carvalho e Saraiva
(1993), para observacéo de cromossomos
de plantas.

Cortes histologicos do ovario podem
ser utilizados para analises da estrutura
do saco embrionério com o objetivo de
fazer inferéncias sobre 0 modo de repro-
ducdo das plantas. Os diferentes tipos
de saco embrionario que caracterizam a
reproducdo sexuada ou a apomixia podem
ser analisados a partir da observagdo, em
microscopia de interferéncia, de ovarios
fixados, desidratados e clareados ou, ainda,
por meio de cortes ultrafinos seccionados
com micrétomo, corados e visualizados em
microscopia de luz de campo claro.
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Os procedimentos apresentados para
obtencdo de células em mitose e meiose
necessitam de modificagdes para diferentes
gendtipos. As laminas obtidas com cro-
mossomos bem definidos sdo necessarias
para 0 emprego das técnicas que seguem.

Bandeamento cromossémico

As técnicas de bandeamento cromos-
sdmico consistem no uso de tratamentos
e coloracdo diferenciais que permitem
a discriminacdo dos cromossomos ou
dos caridtipos que ndo sdo identificados
por meio de coloragdo homogénea dos
cromossomos. Essas técnicas evidenciam
aspectos da organizacdo e da morfologia
cromossomica. Dentre as varias técnicas
de bandeamento disponiveis, destacam-se
o bandeamento C e suas modificacdes, a
coloracdo com fluorocromos ¢ a localiza-
¢do das regides organizadoras do nucléolo
por meio da impregnacéo pela prata.

O bandeamento C é usado para loca-
lizacdo da heterocromatina constitutiva.
Essa técnica € referida como um procedi-
mento de desnaturagdo e renaturacdo, que
se baseia na remocéo diferencial do DNA
presente nas regides eucromaticas e hetero-
cromaticas dos cromossomos, promovendo
eliminagdes significativas de DNA ¢ pro-
teinas, principalmente nas regides eucro-
maticas. Apos a determinagdo do padrao de
bandas C, essas podem ser caracterizadas
por apresentar maior frequéncia de pares
de bases guanina/citosina (GC) ou adeni-
na/timina (AT) por meio do bandeamento
fluorescente. A manipulagdo no protocolo
béasico do bandeamento C, especialmente
em relacdo as etapas de denaturacdo e
renaturacao, resultou no desenvolvimento
das técnicas de bandeamento CT e CD, as
quais evidenciam o centromero, e HKG,
que revela um padréo de bandas heterocro-
maticas diferenciadas daquelas produzidas
pelo bandeamento C.

Com a aplicagdo dos fluorocromos,
surgiu o bandeamento fluorescente, que,
pela especificidade de ligacdo com as se-
quéncias de bases nitrogenadas do DNA,
permitiu uma caracterizacdo mais precisa
dos diferentes segmentos cromossémicos.

Os fluorocromos mais utilizados em ve-
getais sdo a cromomicina A, (CMA), que
evidencia sequéncias repetitivas ricas
em GC, e 0 4', 6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) que identifica sequéncias repeti-
tivas ricas em AT. Outros corantes, como o
Hoechst 33258 e a quinacrina, apresentam
propriedades semelhantes ao DAPI. A mi-
tamicina e a olivomicina, que sao isbmeros
da cromomicina e marcam regides ricas em
GC, também, séo utilizadas.

Outra técnica de bandeamento € a que
utiliza o nitrato de prata (AgNO,) para a
marcacao das regides organizadoras do
nucléolo ou RONs, denominada banda
Ag-NOR. Essa banda revela sitios de
DNA ribossémico que estiveram ativos
na interfase e, muitas vezes, localizam-se
na constri¢do secundaria do cromossomo.
Quando esses sitios formadores de nucléolo
sdo identificados por hibridizagao in situ,

todas as RONs, ativas ou ndo, séo identi-
ficadas.
Hibridizacao in situ

A hibridizacéo in situ € uma técnica
desenvolvida h4 mais de 30 anos para
localizar sequéncias de acidos nucleicos
diretamente nos cromossomos e vem sendo
extensivamente usada na citogenética.

O principio da técnica de hibridizacdo
in situ baseia-se no fato de que a molécula
de DNA ¢ formada por duas fitas comple-
mentares que podem ser facilmente separa-
das em fitas simples (Fig. 3). Sob condi¢des
adequadas, é possivel promover a renatu-
ragdo do DNA, que volta ao estado de fita
dupla. Portanto, se durante a renaturagédo
do DNA houver sondas disponiveis, com
sequéncias complementares marcadas em
torno do cromossomo, as cépias da sonda

=

Marcacgao da
sonda

E==
==

|

Desnaturagéo da
sonda

t—
C+— =0
E‘::E

|

Hibridizagéao in situ
Nnos Cromossomos

T T 11
—b
1111

N

Deteccgéo da sonda em
microscopia de
fluorescéncia

Figura 3 - Etapas da hibridizagéo in situ
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competirdo com fitas de DNA cromosso6-
mico e poderdo ser hibridizadas in situ, isto
¢, no local em que aquela sequéncia ocorre
naturalmente. H& duas técnicas de hibridi-
zagdo in situ empregadas na citogenética,
aFISH e a GISH.

Na FISH, a sonda é uma sequéncia de
acido nucleico, marcada com fluorocro-
mos, como por exemplo um transgene,
genes para DNAr 45S e 5S, sequéncias
teloméricas e centroméricas. A marcagao
da sonda pode ser feita pela substituicdo de
alguns de seus nucleotideos por nucleoti-
deos idénticos conjugados a fluorocromos
ou a moléculas marcadoras localizadas
posteriormente, utilizando anticorpos
conjugados a fluorocromos. Nesse caso,
as moléculas mais utilizadas séo a bio-
tina e a digoxigenina, enquanto que 0s
fluorocromos mais usados para sinalizar
a presenca de sondas sdo o isotiocianato
de fluoresceina (FITC), de cor verde, ¢ a
rodamina ou o vermelho texas, ambos de
cor vermelha. Como contracorante usam-
se mais comumente o Hoechst, o DAPI ou
0 iodeto de propidio. Essa técnica auxilia
na identificag@o e caracterizagdo de bandas
especificas nos cromossomos, auxiliando
na elaboracéo de mapas fisicos, e também
permitindo a identificagdo do padrio de in-
sercdo de transgenes no genoma de plantas
transformadas (Fig. 4).

Na GISH, a sonda é o DNA gendémico
de uma espécie e vem sendo aplicada para
analise de hibridos interespecificos e no
estudo evolutivo de diversas espécies poli-
ploides. As sondas sdo marcadas de forma
semelhante ao FISH e permitem distinguir
complementos cromossémicos inteiros.

Em ambas, a andlise da coloragdo e a
identifica¢dao dos sinais fluorescentes sao
feitas em microscopio de fluorescéncia.

Citometria de fluxo

A citometria de fluxo ¢ uma técnica que
envolve a analise das propriedades Opticas
(dispersao da luz e fluorescéncia), radiagdo
laser ou fluxo hidrodindmico de particulas
bioldgicas (células, nicleos, cromossomos,
organelas), associadas a fluorocromos que
fluem numa suspensao liquida isotonica

Figura 4 - Técnica FISH em cromossomos de milho identificando varios genes pela hibri-
dizacdo in situ de sondas fluorescentes

FONTE: Lamb et al. (2007).

NOTA: FISH - fluorescent in situ hybridization.

em um equipamento chamado citdmetro
de fluxo. Os dados obtidos permitem a
determinacgdo de algumas caracteristicas
estruturais e funcionais das particulas ana-
lisadas. A quantificagdo de DNA nuclear,
muitas vezes com alta resolucdo, tem sido
usada com sucesso na avaliagdo de ploidia
e na comparacao de caridtipos em diferen-
tes espécies de plantas.

Na citometria de fluxo, as particulas
em suspensdo liquida sdo aspiradas e
hidrodinamicamente contidas no centro
de uma camara de fluxo, que se encon-
tra envolta por um fluido continuo, cuja
velocidade ¢ muito maior do que aquela
apresentada pela suspensdo liquida. As
particulas presentes nessa suspensao saem
dessa cAmara uma por vez, passando por
um foco de luz intensa com uma ou mais
fonte de iluminacdo (laser e/ou lampada
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de vapor de mercurio). Os fluorocromos
presentes nas particulas sdo excitados e
emitem luz de acordo com suas caracte-
risticas fluorescentes. Os pulsos de luz e
de fluorescéncia gerados sao colhidos por
um sistema de detecgéo dtica, separados
por filtro e convertidos em pulsos elétricos,
0S quais sdo proporcionais a quantidade
de luz dispersa ou fluorescéncia captada
por fotomultiplicadores. Esses sinais
elétricos sdo amplificados e convertidos
em pulsos analégico-digitais que, por sua
vez, s8o processados por analisadores em
varios canais. Os sinais de cada particula
acumulam-se em tempo real na forma de
histogramas, que sdo visualizados no mo-
nitor de um computador (Fig. 5).

Esse procedimento permite verificar,
simultaneamente, as distribui¢des dos
valores da frequéncia e/ou densidade de
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Camara de fluxo
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Filtros diacroicos

Filtros “B]andpass”

suspensao liquida

A

Laser

Figura 5 - Funcionamento de um citémetro de fluxo
FONTE: A e C — FK-Biotec (2009); B - Santa (2006).

NOTA: A - Citdémetro de fluxo modelo CyFlow SL Blue; B - Particulas suspensas e centralizadas em um fluxo continuo que permite que
cada particula passe individualmente pelo feixe de laser que excita os fluorocromos presentes, emitindo luz e fluorescéncia que
¢é captada, filtrada por sistema éptico e transmitida para sistema eletrdnico, que converte estes sinais em valores analégico-digitais,
disponibilizando-os para andlise em computador; C - Computador em que software especifico permite originar diagramas de
acordo com o nimero de parédmetros, analisar e armazenar dados gerados.

cada parametro. A amostragem dos dados,
as analises e a interpretacdo podem ser
realizadas por softwares especificos. As
particulas sdo analisadas individualmente
auma velocidade elevada, permitindo que
populagdes numerosas de células e orga-
nelas possam ser medidas num espaco de
tempo relativamente curto, com elevada
sensibilidade e preciséo.

APLICACOES DA
CITOGENETICA NO
MELHORAMENTO DE
PLANTAS

A citogenética é considerada ferra-
menta de grande valor nas etapas de pla-
nejamento, coleta e selecdo de gendtipos,
manipulacdo e monitoramento de qualquer
programa de melhoramento genético e
conservacao do germoplasma.

As diferentes técnicas citogenéticas
podem ser usadas estrategicamente na
producdo de dados para subsidiar decisdes
dos melhoristas e pesquisadores durante
a implantacdo do programa de melhora-
mento, pois permitem o conhecimento da
diversidade genética, o entendimento da

estrutura citogenética e nivel de ploidia e
das relagdes filogenéticas entre as espécies,
contribuindo para reducdo de tempo na
selecdo de genotipos para cruzamentos.

Caracterizacao de
germoplasma

O estabelecimento de uma colecéo
de germoplasma requer a caracterizagédo
dos gendtipos/acessos quanto aos aspec-
tos agrondmico, botanico, molecular e
citogenético. Nesse sentido, a citogené-
tica oferece inlmeras opg¢des de anélise e
diagndstico que podem ser empregadas,
tais como: andlise cariotipica (nimero e
morfologia dos cromossomos) por colora-
¢do convencional; padrdo de bandeamento
cromossdmico e localizagdo de sequéncias
via FISH e GISH, para comparac¢Ges mais
refinadas e contetido de DNA, que permite
averiguar as varia¢es no tamanho do ge-
noma de espécies e de hibridos diploides
e poliploides.

Um dos exemplos bem-sucedidos da
interacdo dos conhecimentos produzidos
pela citogenética e a caracterizagdo de
germoplasma é o dos estudos com o gé-

nero Pennisetum. As analises realizadas
permitiram estabelecer e/ou confirmar o
nlmero de cromossomos para acessos de
capim-elefante (P. purpureum), milheto
(P. glaucum), P. setosum e P. nervosum,
hibridos interespecificos e hexaploides.
Para alguns desses acessos, também foi
possivel estabelecer a identificagdo bota-
nica. Dos acessos caracterizados, mais de
30% estavam erroneamente denominados
no banco ativo de germoplasma. Além
disso, foram feitas descricdes de com-
plementos cromossémicos de familias
completas, envolvendo parentais e hibridos
entre capim-elefante e milheto, as quais
permitiram estabelecer as relacfes cario-
tipicas (BARBOSA,; DAVIDE; PEREIRA,
2003; TECHIO et al., 2002). As analises
mitoticas confirmaram a natureza hibrida
de acessos e permitiram reconhecer alguns
cromossomos das espécies parentais nesses
hibridos.

Utilizando o bandeamento C, Badaeva
et al. (2007) estudaram a diversidade
cromossbmica e a presenca de alteragdes
estruturais em acessos de trigo e triticale
de diferentes regides da Europa, Asia e
EUA. Cerca de 70% dos acessos de trigo e
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92% dos acessos de triticale apresentaram
cari6tipos normais, sem grandes rearranjos
cromossomicos. Os acessos que diferiram
apresentaram polimorfismo para a dis-
tribuicdo das regibes de heterocromatina
e, em alguns casos, pequenas alteragbes
estruturais. Em outro estudo, Shelukhina
et al. (2007), usando simultaneamente
bandeamento C e hibridizacéo in situ,
compararam as espécies de aveia tetra-
ploides (Avena insularis, A. magna e A.
murphyi) com genomas A e C. De acordo
com os dados obtidos nesse trabalho, os
autores concluiram que A. insularis e A.
magna sdo espécies proximas, enquanto
A. murphyi encontra-se mais distante das
duas. Provavelmente, as trés espécies apre-
sentam um ancestral tetraploide comume a
divergéncia ocorreu por causa de rearranjos
cromossdmicos, sendo que a evolugao da
espécie A. murphyi foi independente das
outras duas.

Exemplos semelhantes de aplica-
¢oes da citogenética na taxonomia e no
melhoramento de plantas foram obtidos
para espécies dos géneros Brachiaria
(MENDES-BONATO et al., 2002) e Arachis
(PENAZOLA, 2006), entre outros.

Determinacéo do nivel de
ploidia como base para
cruzamentos

Os programas de melhoramento
genético e as colecdes de germoplasma
geralmente dispdem de varios genoétipos/
acessos, que apresentam diferentes nime-
ros basicos de cromossomos, quantidade
de DNA e niveis de ploidia. O conheci-
mento dessas caracteristicas citogenéticas
€ um pré-requisito para realizacdo de
introgressdes e cruzamentos interespe-
cificos e intergenéricos. Algumas dessas
informagdes podem ser obtidas por meio
da quantificagdo de DNA, certificacdo do
nimero de cromossomos e também deter-
minagao do ndmero de sitios de DNAr com
uso da FISH.

A ampliacdo da base genética da
espécie em estudo pode ser obtida recor-
rendo-se a gendtipos exoticos e silvestres.
Em geral, espécies silvestres e exoticas

sdo menos produtivas que as cultivadas,
entretanto, podem conter alelos impor-
tantes relacionados com a resisténcia a
fatores bidticos e abi6ticos que podem ser
transferidos para as espécies cultivadas. No
caso da batata cutivada (Solanum tubero-
sum ssp. tuberosum), um dos problemas
encontrados em relacdo a transferéncia
de genes é a diferenca de ploidia entre os
gendtipos silvestres, que sdo diploides
(2n=2x=24), e a espécie cultivada que ¢é
tetraploide (2n=4x=48). Esse cruzamento
pode ser viabilizado a partir da producéo
de dihaploides da espécie cultivada. Os
hibridos obtidos sdo geralmente vigorosos,
apresentam pareamento cromossoémico e
recombinagdo efetivos e sdo férteis. No
entanto, apesar de vigorosos, geralmente
possuem muitos caracteres indesejaveis
herdados dos materiais silvestres. 1sso €
contornado realizando-se retrocruzamen-
tos com cultivares de S. tuberosum, para
produzir progénies tetraploides. Para isso,
torna-se necessario que o hibrido diploide
produza gametas ndo reduzidos (polen 2n).
Esses gametas também transferem niveis
varidveis de heterozigosidade a progénie,
de acordo com o seu mecanismo de forma-
¢ao. Dessa forma, averiguagdes citogenéti-
cas tornam-se necessarias em varias etapas
do programa de melhoramento genético
da batata. E preciso certificar-se de que
a inducgdo da dihaploidia ocorreu e se 0s
dihaploides estdo produzindo pélen em
abundéncia e com alta viabilidade. A cer-
tificagéo da ploidia pode ser feita por meio
de contagens cromossdmicas ou citometria
de fluxo, e a abundancia e viabilidade dos
grdos de polen por testes de coloracao e
germinacdo. Outro ponto importante é a
necessidade da avaliacdo da producéo de
polen 2n e dos mecanismos pelos quais 0s
clones obtidos do cruzamento interespeci-
fico os formam. Essas avaliagdes sao feitas
por meio de medicOes dos grdos de pélen e
analises meicticas (TOME et al., 2009).
No melhoramento do capim-elefante, a
manipulagdo da ploidia tem sido emprega-
da para restaurar a fertilidade dos hibridos
triploides (2n=3x=21, genoma AA’B), en-

Informe Agropecudrio, Belo Horizonte, v.30, n.253, p.53-63, nov./dez. 2009

tre 0 milheto (2n=2x=14 e 0s genomas AA)
e o capim-elefante (2n=4x=28 e genoma
A’A’BB). Embora estéreis, esses hibridos
apresentam caracteres de importancia
forrageira superiores aos encontrados
nos genitores, 0 que 0s torna um material
atrativo para o melhoramento genético. A
superacao da barreira da esterilidade tem
sido obtida com a utilizacdo de agentes
antimitoticos, para promover sua duplica-
¢do cromossdmica. Véarias metodologias
foram empregadas gerando, na maioria das
vezes, plantas mixoploides com nimero
de cromossomos variando entre 14 e 42,
Hibridos hexaploides artificiais nacionais
foram obtidos recentemente, produzindo
graos de polen viaveis, 0s quais estdo
sendo empregados no programa de melho-
ramento do capim-elefante (BARBOSA et
al., 2007).

O interesse na obtencdo desses hexa-
ploides, além da restauragao da fertilidade,
reside na possibilidade de obtencéo de
novas combinagbes génicas ou ragas cro-
mossOmicas a partir do retrocruzamento
desses com seus parentais tetraploide
(capim-elefante) e diploide (milheto). Es-
pera-se que do cruzamento do hexaploide
com o capim-elefante sejam produzidos
hibridos pentaploides com 2n = 5x = 35
cromossomos (genomas AA’A’BB) e
quando cruzado com o milheto produzam
hibridos tetraploides com 2n = 4x = 28
cromossomos (genomas AAA’B). Apds a
indugdo realiza-se a certificacdo da dupli-
cagdo cromossémica.

Na cultura do cafeeiro, a quantificagdo
de DNA tem-se mostrado util na identifica-
¢do dos parentais de hibridos interespeci-
ficos. Fontes (2003), utilizando citometria
de fluxo, investigou a origem de hibridos
naturais em café, identificando-os como
triploides (3C) e, pelo monitoramento do
contetido de DNA, determinou que esses
hibridos resultaram do cruzamento entre
Coffea racemosa (2C) e C. arabica (4C).
A citometria de fluxo também permitiu de-
terminar a quantidade de DNA do hibrido
de Timor (4C), resultante do cruzamento
natural entre C. arabica (4C) e C. canephora
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(2C), que, por apresentar baixo teor de
cafeina, valoriza extraordinariamente esse
material como germoplasma basico para o
melhoramento de C. arabica. Clarindo e
Carvalho (2009) associaram dados cario-
tipicos e de citometria de fluxo para obter
0 contetdo de DNA de cada cromossomo
de C. arabica e C. canephora, confirmando
que C. arabica é um alotetraploide origina-
do do cruzamento entre espécies diploides
de Coffea e que C. canephora é um dos
seus possiveis genitores.

Outra forma de inferir o nivel de ploi-
dia pode ser pela identificagdo do nlimero
de sitios de DNAr definidos por FISH
ou por meio de coloragdo com nitrato
de prata (banda NOR). Utilizando FISH,
Melo e Guerra (2003) analisaram espécies
silvestres e cultivadas de Passiflora com
nimeros cromossdmicos predominantes
de n=6 e n=9. Os resultados mostraram
que o nimero de sitios de DNAr 5S e 45S
é mais alto nos grupos com n=9, reforcan-
do a hipétese da origem desse grupo por
poliploidia.

Aspectos reprodutivos

Metodologias citogenéticas podem ser
empregadas para gerar informaces sobre
0s aspectos reprodutivos das espécies.
Analises do comportamento dos cromos-
somos durante a meiose podem fornecer
explicacBes para a ocorréncia de infer-
tilidade total ou parcial encontradas em
diferentes espécies de plantas e de hibridos.
A presenca de configuragdes cromosso-
micas univalentes e diferentes tipos de
multivalentes nos meidcitos sdo algumas
das caracteristicas usadas para diagnds-
tico da homologia cromossémica. Essas
configuragdes podem ser observadas nas
diacineses e metafases e também nas ané-
fases e telofases, por meio da segregacédo
irregular. Ao final da meiose, nos estadios
de tétrade e micrdsporos, a ocorréncia de
micronucleos € reflexo do comportamento
irregular dos cromossomos, indicando que
estes ndo foram incorporados aos nucleos
em formacdo, o que resulta na formagéo
de grdos de pdlen inviaveis.

Estudos meidticos, realizados em
Pennisetum, descreveram o comporta-
mento cromossdmico e a viabilidade do
polen por meio de coloragdo e germinagdo
nos genotipos parentais milheto e capim-
elefante e seus hibridos correspondentes
(TECHIO; DAVIDE; PEREIRA, 2006).
De modo geral, o milheto e o capim-
elefante apresentaram meiose regular e
alta viabilidade do pélen, demonstrada
por meio de coloragdo. Para os hibridos
interespecificos e para os hexaploides na-
cionais e americanos, diferentes tipos de
anormalidades meidticas, principalmente
relacionadas com a segregag&o irregular
dos cromossomos, resultaram na formacéo
de gréos de pélen aneuploides e inférteis.
Os resultados permitiram verificar alta
correlacdo negativa entre a fertilidade do
polen e as irregularidades meidticas e uma
correlacéo alta e positiva entre fertilidade-
estabilidade meiotica.

Outras informagdes sobre 0 modo de
reproducdo e periodo que os gametas se
mantém viaveis, ap0s armazenamento,
também podem ser obtidas por meio de
analises citogenéticas.

Em relagdo ao modo de reproducéo, o
maior interesse ¢ na identificacdo de ge-
notipos apomiticos, 0s quais ja foram des-
critos para um grande nimero de espécies,
tais como em Citrus, maca e gramineas.
Quando introduzida em cultivares impor-
tantes, a apomixia pode tornar-se um meio
econdmico para perpetuar um genotipo co-
nhecido, preservando caracteristicas como
heterose, por meio de sucessivas geracdes,
via sementes. As plantas apomiticas podem
também fornecer uma fonte constante
renovavel de sementes capazes de propor-
cionar uma alta producdo de gréos.

O género Brachiaria reline espécies
diploides com reproducgéo sexual e poli-
ploides apomiticas. Esta caracteristica é
interessante, porque possibilita a realizacéo
de experimentos, visando a transferéncia
dos genes responsaveis pela apomixia de
variedades apomiticas para espécies sexuais
relacionadas. Estudos conduzidos para

identificar plantas apomiticas e sexuais a
partir de andlises citoldgicas, fenotipicas e
moleculares foram realizados por Valle e
Savidan (1996). Dentre os 251 acessos de
14 espécies de Brachiaria analisadas, 0s
autores verificaram que ocorre tanto apo-
mixia, quanto sexualidade dentro da mesma
espécie. Para inferir o modo de reproducgéo
nesse grupo, foram analisados ovarios
fixados, desidratados e clareados, visando
identificar a estrutura do saco embrionario
do tipo Polygonum ou Panicum.

O armazenamento de pdlen justifica-se,
quando se deseja realizar hibridagdes entre
parentais que ndo apresentam sincronismo
no florescimento ou estdo em regides
geograficas distintas. Essa pratica confere
maior plasticidade para a realizacdo das
polinizacBes. Além disso, o polen arma-
zenado pode ter sua viabilidade testada
previamente pelo uso de corantes ou tes-
tes de germinacéo in vitro, que garante o
sucesso das polinizagdes. Em Eucalyptus
camaldulensis e E. urophylla foi possivel
armazenar pélen por até trés meses sem
que houvesse queda da viabilidade, a
ponto de impedir o seu uso nas hibrida¢oes
controladas. Esse tempo é mais do que
suficiente para dar maior flexibilidade as
atividades de hibridacéo dos programas de
melhoramento dessas espécies (PEREIRA
et al., 2002).

Os métodos de avaliacdo da viabilidade
do pélen também podem ser empregados
para identificar individuos machos estéreis.
Essa identificagdo elimina o processo de
emasculacédo, tornando os procedimentos
de polinizagdo mais rapidos e menos dis-
pendiosos.

Andlise genémica

A andlise gendmica, por meio de estu-
dos meidticos classicos ou por citogenética
molecular (FISH e GISH), constitui um
excelente recurso de analise citogenética
com aplicabilidade direta nos programas de
melhoramento de plantas, pois a estimativa
da afinidade genética fornece um indica-
tivo da melhor combinacéo para troca de
alelos entre as espécies.
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A andlise genbmica, em seu sentido
mais restrito, inclui o estudo do parea-
mento cromossdmico na metafase | da
meiose em hibridos, com o prop6sito de
estabelecer relacionamentos filogenéticos
entre um grupo de organismos. A meto-
dologia baseia-se no pressuposto de que
somente cromossomos similares (homo-
logos) pareiam na meiose e que o grau de
pareamento nos hibridos reflete o grau de
relacionamento entre as espécies parentais.
As analises gendbmicas com FISH e GISH
possibilitam detalhar melhor a estrutura do
genoma, identificar regides homoélogas e
duplicadas nos cromossomos e, no caso da
GISH, elucidar a origem de complementos
cromossdémicos. Em ambas as andlises, é
possivel estimar o pareamento cromosso-
mico e o grau de relacionamento genético
entre parentais de hibridos poliploides,
usando modelos matematicos.

Resultados aplicaveis ao Programa de
Melhoramento Genético do Capim-elefante
foram obtidos a partir de analises meidticas
convencionais em hibridos triploides entre
capim-elefante (P. purpureum) e o milheto
(P. glaucum). Usando modelos matema-
ticos, foi possivel demonstrar quantita-
tivamente a proximidade genética em
diferentes combinagdes hibridas, envol-
vendo acessos de milheto e capim-elefante.
Esses dados associados as informagdes de
fertilidade, irregularidades e estabilidade
meidticas fornecem subsidios Uteis, quan-
do o objetivo é a transferéncia de alelos
(TECHIO; DAVIDE; PEREIRA, 2005).

As técnicas GISH e GISH multicolor
foram utilizadas por Han et al. (2004) na
determinacao da constituigdo citogenética
de cinco linhagens anfiploides obtidas
a partir de cruzamentos entre trigo x
Thinopyrum intermedium. Os dados
obtidos permitiram verificar que ocorre
transferéncia intergendmica de segmen-
tos de cromossomos e/ou introgressao de
sequéncias nos anfiploides sintetizados
independente do seu comportamento di-
ploide e heranga dissdmica. Outro estudo
que envolve o uso de GISH, associado a

imunolocalizagdo, foi conduzido por Leflon
etal. (2006) com hibridos de Brassica hapus
(genoma AACC) x Brassica rapa (genoma
AA). Na maioria dos meidcitos, 0s cromos-
somos homdlogos do genoma A parearam
regularmente, enquanto 0s cromossomos
do genoma C permaneceram como univa-
lentes, mas também estavam envolvidos
em pareamentos homeologos. A taxa de
transmissdo dos cromossomos C dependeu
de um cromossomo particular e da forma
como o hibrido foi cruzado, como parental
masculino ou feminino, para B. napus ou
B. rapa. As transferéncias de genes nos
hibridos triploides foram favorecidas entre
0s genomas A e B das duas espécies, mas
também ocorreram entre A e C em taxas
menores.

Obtencdao de linhas de
adicéo e substituicao

Os programas de melhoramento ge-
nético muitas vezes defrontam-se com
problemas para transferéncia de genes
de interesse, encontrados nos genotipos
silvestres para cultivados, pela baixa
capacidade de cruzamento entre ambos.
A superacdo dessa barreira pode ser feita
por meio da produg&o de linhas de adi¢do
e de substituicao.

E preciso considerar também que
nem sempre interessa introgredir todo o
genoma silvestre na espécie cultivada.
Ao contrario, se for possivel fazer um
cruzamento mais seletivo, isso se torna
vantajoso para o programa. As linhas de
adicdo consistem na introducdo de um ou
dois cromossomos da espécie silvestre
para a cultivada, constituindo, respectiva-
mente, linhas monossdmicas e dissdmicas.
Resumidamente, o procedimento envolve
a producdo de um hibrido interespecifico
ou intragenérico e a duplicacdo de seus
cromossomos. Posteriormente, deve ser
feito um retrocruzamento com a planta
receptora e o isolamento de monoss6micos
em um segundo retrocruzamento, seguido
da sele¢do de linhas de adicdo dissdmica
apos a autofecundagao de linhas monosso-
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micas. A citogenética permite identificar
0s cromossomos adicionados por meio da
morfologia e tamanho do cromossomo,
principalmente com técnicas de bandea-
mento e FISH. Analises meidticas também
podem contribuir para identificacdo desses
cromossomos adicionados, pois em linhas
monossdmicas, permanecem como univa-
lentes e, nos dissémicos, como bivalentes
na diacinese e metafase |. Os niveis de
fertilidade dessas linhas de adi¢do sdo
varidveis, mas os dissdmicos tendem a
ser mais férteis, pois se espera que 0s bi-
valentes apresentem um comportamento
meidtico normal.

As linhas de substituicdo podem en-
volver um genoma inteiro, cromossomos
ou segmentos cromossdmicos e sdo boas
alternativas para ampliar a variabilidade
genética. O procedimento para substituicdo
gendmica envolve o cruzamento entre a
espécie cultivada e a silvestre, seguida por
retrocruzamentos recorrentes para eliminar
os caracteres indesejaveis da espécie culti-
vada, originando uma cultivar modificada
denominada aloplasmica. Geralmente,
essas linhas aloplasmicas sdo resgatadas
por cultura de embrides. A substituicdo cro-
mossdmica pode ser feita entre gendtipos
com proximidade genética, promovendo
a substituicdo de um cromossomo ou um
par de cromossomos no genoma da espé-
cie cultivada. Esse procedimento prevé,
inicialmente, o cruzamento de uma linha
de adicdo monossOmica de uma espécie
com uma linha dissémica da outra espé-
cie. A completa substituicdo de um par
cromossémico é obtida ap6s a selecdo e
autofecundacdo de plantas F1. A substitui-
¢do de um segmento cromossdémico pode
ser obtida por translocagdo induzida com
mutagenos ou naturalmente. Da mesma
forma, as analises citogenéticas possibi-
litam a identificagdo dos cromossomos
substituidos.

Linhas de adicdo e susbtituicéo
cromossdmicas tém sido estudadas em
trigo e varias espécies de géneros rela-
cionados. Translocacdes e recombina-




62

Biotecnologia

¢Oes também tém sido identificadas em
hibridos. Brasileiro-Vidal et al. (2005)
identificaram por GISH a introgressao
de um braco cromossémico de centeio em
uma cultivar de trigo resultante de uma
translocacéo entre os cromossomos dessas
duas especies.

Variabilidade genética em
fitopatégenos

Um dos objetivos dos programas de
melhoramento € obter cultivares resisten-
tes a fitopatogenos, uma vez que perdas
enormes na producéo podem ocorrer, em
decorréncia da presen¢a desses micror-
ganismos na planta. A dificuldade para
a obtencdo de cultivares resistentes esta
diretamente relacionada com o potencial
de variabilidade genética do fitopatoge-
no. No programa de melhoramento do
feijoeiro, um dos problemas enfrentados
é a suscetibilidade de cultivares ao fungo
causador da antracnose, cujo agente causal
é o Colletothricum lindemuthianum. As
perdas causadas por esse patdgeno podem
ser totais, quando utilizadas sementes
infectadas e condi¢cGes ambientais favora-
veis a tais patégenos, sendo que mais de
50 ragas ja foram identificadas no Brasil.
Por meio de metodologias citogenéticas,
foi possivel explicar a alta variabilidade
genética encontrada nesse patégeno. Entre
0S mecanismos que contribuem para o
aumento da variabilidade, foram descritos
o polimorfismo cromossémico, atribuido a
ocorréncia de irregularidades nas divisdes
mitética e meidtica e a transferéncia in
vivo de material citoplasmatico e nuclear
por meio de anastomoses entre conidios
(ISHIKAWA, 2009).

CONSIDERACOES FINAIS

A citogenética, por meio de suas di-
ferentes metodologias simples e de baixo
custo, pode oferecer aos programas de
conservacao do germoplasma e de melho-
ramento genético uma série de informacdes
Uteis para a conducgdo dos experimentos.

Essa parceria inicia-se com a identifica-
¢do dos gendtipos e estabelecimento da
colecdo de trabalho, durante os testes de
pré-selecdo e selecdo dos materiais. A
medida que o programa prossegue, as
informagdes sobre 0 modo de reprodugéo,
quantificacdo da variabilidade e determi-
nacao do nivel de ploidia sdo importantes
para a defini¢do das estratégias a serem
seguidas, ajudando a definir os modos de
propagacdo e manutencdo dos genotipos.
Quando gendtipos de interesse sdo obtidos
e a introdugdo de caracteristicas € desejada,
o conhecimento das relagGes genémicas
fornece subsidios para a determinacéo
das afinidades de cruzamento ¢ escolha
de parentais. Quando ha dificuldades na
incorporacdo de alelos de interesse pela
recombinacdo genética, as metodologias
citogenéticas podem ser utilizadas para
acompanhar os procedimentos para obten-
¢do de linhas de adicdo e substituicao.

Mesmo quando a transgenia é empre-
gada, a citogenética fornece subsidios para
visualizagdo e certificagdo da presenca e
do funcionamento do transgene, pois a
analise dos cromossomos constitui a forma
de avaliar o material genético da maneira
como este se apresenta na célula, isto ¢, o
cromossomo ndo é somente um portador
dos genes, mas um determinador ativo dos
mecanismos de heranga.

Além disso, as informacfes obtidas
pela citogenética podem ser associadas
aos conhecimentos advindos dos estudos
moleculares, morfolégicos, bioquimicos e
evolutivos, de modo que forneca uma ca-
racterizacdo ampla e integrada da biologia
das espécies.
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Resumo - A propagacdo de plantas in vitro ¢ um ramo da biotecnologia que vem sendo

estudado ha bastante tempo, com relatos de trabalhos desenvolvidos desde o inicio do

século passado. Inimeros avancos foram obtidos e, atualmente, seu emprego, nas mais

diversas dreas de pesquisa, ocorre de forma corriqueira. Essas dreas vdo desde o desen-

volvimento de novas cultivares em processos de fusao de protoplastos e transformacao

genética de plantas, até a limpeza clonal, com a propagacao de plantas isentas de virus

e outras doencas. Esta tiltima alcancou enorme destaque na producao comercial de mu-

das de melhor qualidade fitossanitaria.

Palavras-chave: Micropropagacao. Cultura de tecido. Melhoramento genético. Limpeza

clonal.

INTRODUCAO

Os principios tedricos da cultura de
tecidos de plantas foram propostos ainda
no século 19, com as teorias de totipotén-
cia de células vegetais. Mas so no inicio
do século 20, em 1902, é que realmente
apareceram 0s primeiros trabalhos de
Haberlandt, com o cultivo de tecidos
somaticos de varias espécies de plantas
(KERBAUY, 1997). Haberlandt néo
obteve sucesso com seus experimentos,
porém previu o uso de cultura de células
como um meio elegante para o estudo de

problemas fisiolégicos e morfolégicos
(KRIKORIAN; BERQUAM, 1969).
Hanning (1904 apud TORRES; CAL-
DAS, 1990), ao utilizar algumas espécies
de cruciferas, foi o primeiro a descrever na
literatura o cultivo de embries imaturos in
vitro. Mais tarde, Knudson (1922) também
obteve sucesso com embrides de orquide-
as e, em 1925, Laibach (apud TORRES;
CALDAS; FERREIRA, 1998), conseguiu
recuperar embrides de hibridos incompati-
veis de plantas do género Linum, dando os
primeiros passos para a utilizagdo da téc-

nica no melhoramento genético de plantas
e, desde entdo, inimeras outras conquistas
foram alcancadas. White (1934), em seus
estudos, elaborou um meio liquido para
o0 cultivo de apices radiculares de tomate
que permitia o cultivo por longos perio-
dos. Esse meio tinha em sua composi¢édo
sais inorganicos, sacarose e extrato de
levedura, que eram responsaveis pela ma-
nutencédo do desenvolvimento das plantas.
Ainda hoje, apesar de ter sofrido algumas
modificagdes em sua composi¢ao inicial,
como a troca do extrato de levedura por
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vitaminas, o0 meio White (WHITE, 1937)
¢ utilizado em varios trabalhos de cultura
de tecidos de plantas. Murashige e Skoog
(1962) desenvolveram um meio nutritivo
denominado MS, em que os niveis de nu-
trientes inorganicos tiveram como base a
constituicdo do extrato de folha de fumo.
Dessa forma, esses autores conseguiram
reproduzir com maior fidelidade os niveis
de nutrientes naturalmente necessarios
para o desenvolvimento das plantas.
Atualmente, 0 MS é um dos meios mais
utilizados em trabalhos de cultura de teci-
dos, mostrando-se adequado para as mais
diversas finalidades. O descobrimento e a
utilizacdo de reguladores de crescimento,
tais como as auxinas e citocininas, tam-
bém tiveram papel preponderante para
0 avanco da cultura de tecidos (KOGH,;

Figura 1 - Embriogénese somdtica de café

HAAGENSMIT; ERXLEBEN, 1934;
MILLER et al., 1955). Essas substancias,
como foi observado mais tarde, possuiam
grande influéncia no padrao de desenvolvi-
mento de 6rgaos, tecidos e células vegetais.
Hoje, sabe-se que o correto balango desses
reguladores de crescimento, assim como
o fornecimento adequado de nutrientes,
pode determinar o sucesso ou o fracasso
de um cultivo em particular (HUANG,;
MURASHIGE, 1976).

Com o passar dos anos, a funcéo de
cada constituinte do meio nutritivo foi
intensamente estudada, sendo bem conhe-
cida atualmente. Apesar da existéncia de
diversas formulagdes de meios, utilizadas
de forma geral em cultura de tecidos ve-
getais, a composicdo dos meios nutritivos
pode variar enormemente, dependendo

C

da proposta a que se destina o cultivo in
vitro. Sendo assim, estudos prévios sobre
as exigéncias nutritivas das plantas sdo
necessarios, sobretudo quando se trata do
cultivo in vitro de novas espécies.
Apossibilidade de multiplicar e manter
populacGes de plantas idénticas, conferida
pela descoberta da totipoténcia celular,
estabeleceu uma ligacdo entre a cultura
de tecidos e a genética. A partir desses
conhecimentos, novas técnicas como a
androgénese, produgcdo de compostos
metabolicos de interesse econdmico, fusdo
de protoplastos e producdo de embrides
somaticos (Fig. 1) foram desenvolvidos
€ Novos aspectos como a variagdo soma-
clonal e tumores causados pela bactéria
Agrobacterium tumefaciens passaram a ser

D

NOTA: A - Explante inicial — tecido foliar; B - Processo de calogénese; C - Desenvolvimento de embrides somdticos; D - Desenvolvi-

mento de pléntulas de café.
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estudados. Durante a década de 1990, foi
vista uma expanséo na aplicacéo da técnica
in vitro para um ndmero maior de espécies.
Nesse periodo, a técnica permaneceu como
uma importante ferramenta nos estudos
de areas bésicas da biologia e bioquimica
vegetal e tem assumido maior importancia
em estudos de biologia molecular e bio-
tecnologia agricola (TORRES; CALDAS;
FERREIRA, 1998).

No Brasil, os primeiros trabalhos de
cultura de tecidos foram realizados na dé-
cada de 1950, no Instituto Biolégico de Séo
Paulo e, em seguida, na Universidade de
Sdo Paulo (USP). Entre os anos de 1975 e
1980, novos laboratorios foram criados na
Universidade de Campinas (Unicamp), no
Instituto Agronémico de Campinas (IAC)
e em alguns centros de pesquisa da Em-
presa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(Embrapa). Atualmente, o Pais conta com
varios laboratérios de cultura de tecidos
distribuidos em universidades, institutos
de pesquisa e em empresas privadas.

APLICACOES DA CULTURA DE
TECIDOS DE PLANTAS

Dentre todas as aplicacBes da cultura
de tecidos de plantas, as de maior impacto
foram as de utilizagdo no melhoramento
genético de plantas e na recuperacdo de
gendtipos livres de virus e outros agentes
fitopatogénicos. No primeiro caso, a utili-
zagdo da cultura de tecidos no desenvol-
vimento de novas cultivares tem ocorrido
das mais diversas formas. Algumas vezes,
é responsavel diretamente pelo processo de
melhoramento e, em outras, apenas con-
tribui em alguma etapa do processo. Ja a
utilizacdo da micropropagacéo para limpe-
za clonal ganhou forga ainda na década de
1960, principalmente pela inexisténcia de
produtos que pudessem controlar viroses
de plantas. No passado, muitos genotipos
de plantas de grande potencial agrondmi-
co cairam em desuso, em razdo da baixa
producdo ocasionada pelas altas taxas de
contaminacdo por virus, principalmente em
espécies propagadas vegetativamente.

Avaliacbes comparativas realizadas
com plantas de uma mesma cultivar de
moranguinho, infectadas com virus, mos-
traram que aquelas livres desses patdgenos,
via cultura de apices meristematicos, eram
duas vezes mais produtivas (KERBAUY,
1997). Atualmente, a producdo de matrizes,
a partir de meristemas e embrides isolados,
em conjunto com o uso de cultivares re-
sistentes, é a forma mais efetiva de evitar
danos causados pelas viroses (Fig. 2).

O cultivo in vitro também tem sido
utilizado para formacdo e intercambio
de germoplasmas, producdo de sementes
sintéticas, microenxertia, estudo de bio-
logia vegetal, além de outras inimeras
aplicacdes.

MICROPROPAGACAO
COMERCIAL DE PLANTAS

A producgdo comercial de plantas in
vitro é uma pratica ja bastante utilizada em
diversos paises da Europa, Asia, Estados
Unidos e, mais recentemente, no Brasil. A
técnica da clonagem tem-se mostrado de
enorme importancia préatica e potencial na
agroindustria de flores, espécies frutiferas,

florestais e olericolas. O método baseia-se
na producdo de plantas mais uniformes,
sadias e a uma velocidade muito maior
do que os métodos convencionais, sem
considerar a manutencdo de quantidades
consideraveis de plantas por metro qua-
drado, dentro dos frascos em laboratdrios,
protegidas do ataque de pragas, doencas e
intempéries (LEE etal., 1995; KERBAUY,
1997). Laboratérios que se dedicam a
multiplicagdo in vitro, em larga escala,
de plantas de importancia econdémica sao
denominados biofabricas. O processo de
biofabricacéo de plantas envolve basica-
mente as etapas descritas na Figura 3.

Na area de plantas ornamentais, onde
predominam plantas hibridas, gérbera,
cravo, tulipa, orquidea etc., a clonagem
in vitro de matrizes selecionadas tem per-
mitido a compatibilizacdo de demandas
especificas dos mercados interno e externo,
com atributos importantes, como época
de floragdo, coloragdo, tamanho e forma
das flores, nimero de flores/plantas, com-
primento e resisténcia das hastes florais,
tamanho e vigor das plantas (KERBAUY,
1997).

Figura 2 - Meristema de cana-de-actcar cultivado in vitro
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Figura 3 - Esquema de producao de tubérculos de batata

NOTA: A - Selecdo e desinfestacdo das brotacdes que servirdo como fonte de explante;
B - Estabelecimento do explante em meio de cultura; C - Multiplicag@o dos pro-
pégulos por meio de sucessivos subcultivos; D - Alongamento e enraizamento
das pléantulas in vitro; E - Transplante para casa de vegetacdo e aclimatagéo;

F- Produgé@o de novos tubérculos.

No caso das espécies frutiferas, par-
ticularmente abacaxi e banana, a expansdo
para novas areas de cultivo tem sido limita-
da, principalmente pela oferta insuficiente
de mudas, assim como pelo baixo padréo
fitossanitario (BORGES et al., 1997;
REINHARDT, 1998).

O processo de biofabricagéo de plan-
tas enfrenta desafios relacionados com a
necessidade de mao-de-obra qualificada,
baixo nivel de automacdo, tatica de pro-
ducéo e logistica de comercializagdo de
plantas que agregam valores relacionados
com a qualidade e reducdo do tempo para
a producdo, tornando-se barreiras que
podem inviabilizar iniciativas nessa &rea.
Estratégias de como aplicar corretamente
as informagdes técnicas, a fim de expor um
produto inovador e de qualidade na vitrine
comercial e consolidar uma imagem de
confiabilidade e seguranga aos publicos

interno e externo, podem aumentar as
chances de sucesso.

UTILIZACAO DIRETA DA
CULTURA DE TECIDOS
NO MELHORAMENTO DE
PLANTAS

Uma grande vantagem da cultura de
tecidos € a possibilidade que oferece ao
melhorista de plantas de explorar melhor
a variabilidade genética. A utilizacdo em
programas de melhoramento da varia¢do
somaclonal e da mutagéo induzida in vitro
pode facilitar a obtencdo de individuos
com melhor vantagem adaptativa a varios
estresses bidticos e abidticos. Aliado a
iSs0, em muitos casos existe a vantagem
de poder exercer a pressdo de selecdo no
préprio ambiente de cultivo, culminando
numa economia de espaco e de tempo para
o melhorista.
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Variacdo somaclonal e
mutacdo induzida

Um problema comumente observado
em plantas cultivadas in vitro, principal-
mente quando sofrem excessivo ndmero
de repicagens ou quando passam pela fase
de calo, é o surgimento de plantas com
caracteristicas morfologicas distintas da
planta-matriz. O cultivo in vitro ocasiona
uma condicao de estresse nas plantas, o que
provoca distdrbios durante a diviséo celu-
lar, denominados variac@es somaclonais. A
principio, o fendmeno foi encarado como
um problema para a producdo de mudas
micropropagadas, no qual se deseja que
todos os clones preservem com fidelidade
as caracteristicas da planta-matriz. Porém,
mais tarde, a variagcdo somaclonal foi vista
pelos melhoristas de plantas como uma
forma de explorar melhor sua variabilida-
de genética. As cultivares comerciais de
tomate ‘DNAP 9’, com alto teor de sélidos
sollveis, e a cultivar de pimentdo ‘Bell
Sweet’, com menor nimero de sementes
no fruto, sdo exemplos tipicos de selecdo
de variantes somaclonais obtidos in vitro
(FERREIRA; CALDAS; PEREIRA,
1998). Em ambas as cultivares, apesar da
ocorréncia da variacdo genética em seu ge-
noma, todas as caracteristicas agronémicas
originais foram preservadas.

A maioria das variagcGes somaclonais
origina-se de disturbios ocorridos durante
0 processo de separagdo dos cromossomos
duplicados na anafase mitotica, ocasio-
nando poliploidias, aneuploidias, quebras
e pontes cromossdmicas. Entretanto,
algumas vezes, essas alteragdes ndo sédo
herdaveis, por ndo se manterem estaveis
durante as divisdes mitdticas, sendo de-
nominadas alteracdes epigenéticas. Altera-
¢des na sequéncia de nucleotideos na fita
de DNA, denominadas muta¢éo de ponto,
também ja foram descritas como sendo
fruto da variacdo somaclonal (EVANS;
SHARP, 1983). Da mesma forma que o
cultivo in vitro proporciona o aparecimento
de variantes genéticas, mutacdes podem
ser induzidas artificialmente por outros
fatores. A incidéncia de raios ultravioletas
e de substancias mutagénicas, diretamente
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sobre células, tecidos ou 6rgdos de plan-
tas, pode elevar consideravelmente a taxa
de mutacGes génicas, cromossdmicas e
extranucleares.

Apesar de a indugao artificial de muta-
¢Oes estar sendo utilizada in vivo ha bastan-
te tempo, sua aplicacdo in vitro mostrou-se
mais atraente, pois permite manipular em
pequenos espagos grandes quantidades de
células vegetais, o que reduz considera-
velmente os riscos dessa pratica, visto que
agentes mutagénicos podem causar cancer
em humanos, além disso, soma-se o fato
de reduzir a chance de aparecimento de
quimeras, presenga no mesmo individuo
de tecidos geneticamente distintos.

E interessante ressaltar que mesmo a
ocorréncia de mutacoes deletérias pode ser
de grande valia, quando utilizadas em estu-
dos de metabolismo vegetal e de expresséo
de genes. O uso de agentes mutagénicos
combinado com sistemas de selecdo em
cultura de tecidos vegetais, seja para loca-
lizar mutagbes em cadeias biossintéticas
especificas, seja para identificar genotipos
resistentes ou tolerantes a fatores causado-
res de estresse, oferece amplas perspectivas
para reduzir os custos de determinados
programas de melhoramento.

Isolamento e fuséo de
protoplastos

Uma variacéo bastante interessante da
técnica de cultura de tecidos vegetais é a

regeneracdo de plantas a partir de proto-
plastos. O protoplasto nada mais é do que
a célula vegetal individualizada, desprovida
das paredes celulares. A priori, protoplas-
tos podem ser isolados de qualquer tecido
vegetal, mas, geralmente, a preferéncia é
dada aos tecidos como os do mesdfilo foliar
ou de calos friaveis. Em tecidos tenros, ndo
lignificados, ha uma maior facilidade de
isolamento, obtendo-se um maior rendi-
mento no ndmero de protoplastos vidveis
(NAGATA; TAKEBE, 1970; NAGAO,
1978). A eliminac&o das paredes celulares
déa-se pela acdo de enzimas pectocelulo-
liticas, que digerem os componentes das
paredes celulares, liberando a célula vege-
tal que fica envolta apenas pela membrana
celular. As células vegetais, nessa condicdo,
podem ser manipuladas de varias formas,
com aplicacdes em diversas areas da pes-
quisa em vegetais. Mas é principalmente no
melhoramento de plantas que vislumbram
as maiores potencialidades da utilizacdo de
protoplastos. A variagdo somaclonal, des-
crita anteriormente, também é observada
nas culturas de protoplastos, pois o pro-
prio fato de manter em cultura um tecido
desorganizado, durante um longo periodo,
favorece o surgimento de variagdes genéti-
cas (CARNEIRO; CONROI, 1990). Nesse
caso, a selecdo de determinada caracteris-
tica torna-se mais simples, pela facilidade
de impor uma presséo seletiva mais homo-
génea. Fica fécil, portanto, selecionar em

QUADRO 1 - Hibridos somaticos produzidos por fusdes de protoplastos

meio de cultura, linhagens de células to-
lerantes a herbicidas, patdgenos ou outros
estresses, tais como toxidez provocada por
aluminio ou baixa disponibilidade de nu-
trientes. A mutag@o artificial também pode
ser empregada em protoplastos, da mesma
forma que é utilizada em tecidos e 6rgéos,
sendo que, nesse caso, praticamente ficam
anuladas as chances de surgir quimeras, ja
que as novas plantas originam-se de uma
Unica célula.

Uma utilizacdo de protoplastos no
melhoramento de plantas, extremamente
elegante, tem ocorrido na producgéo de hi-
bridos sométicos entre espécies diferentes
(VIEIRA, 1997). Inlmeros mecanismos
naturais impedem a formagdao de hibridos
entre espécies por cruzamento sexual.
Com a possibilidade de fundir duas célu-
las distintas, originando uma nova célula
que contenha a carga genética de ambas,
todas as barreiras pré e pés-zigoéticas sdo
eliminadas. A fusdo de protoplastos cria a
possibilidade de formacéao de hibridos até
entre géneros diferentes. No Quadro 1, es-
tdo relacionados exemplos de hibridagdes
interespecificas e intergenéricas, que foram
realizadas com sucesso.

Para que ocorra a fusdo de protoplastos,
podem ser utilizados diferentes mecanis-
mos, quer seja por choques de corrente
elétrica, eletrofusdo, quer seja mediado por
um agente quimico, como polietilenoglicol
(VIEIRA, 1997). No caso da eletrofuséo,

Entre géneros

Entre espécies

Solanum tuberosum + Lycopersicon esculentum

Daucus carota + Aegopodium padagraria
D. carota + Petroselium hortense

Citrus sinensis + Poncirus trifoliata
Brassica oleracea + Sinapis tirgida

B. oleracea + Moricandia arvensis

Nicotiana tabacum + Hyoscyamus muticus

Lycopersicon peruvianum + Petunia hybrida

Oryza sativa + Echinochlora oryzicola

Nicotiana tabacum + N. repanda
N. tabacum + N. ristica
Solanum tuberosum + S. nigrum
Datura innoxia + D. discolor
Brassica oleracea + B. campestris
B. napus + B. campestris

Oryza sativa + O. officinalis

O. sativa + O. eichingeri

O. sativa + O. brachyantha

FONTE: Dados bésicos: Carneiro et al. (1998).
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0s protoplastos sdo submetidos a um
campo elétrico de corrente alternada de
alta frequéncia, que promove uma pola-
rizacdo, isto é, um hemisfério positivo e
um outro negativo, criando uma forca de
atracdo entre as células adjacentes. Uma
vez alinhados, os protoplastos podem-se
fundir, por causa do surgimento de poros
na membrana plasmatica, ocasionado pela
aplicacdo de pulsos rapidos de corrente
continua de alta voltagem, 500 V/cm
(CARNEIRO; CONROI, 1990). AFigura 4
ilustra um exemplo hipotético da fuséo de
protoplastos de tomate com protoplastos
de batata, ambas espécies da familia das
solanaceas. Embora essa fuséo ja tenha
sido descrita na literatura, até 0 momento,
ndo se conseguiu um hibrido entre as duas
espécies que seja capaz de produzir toma-
tes e batatas a0 mesmo tempo. Outra forma
usada para promover a fusao de protoplas-
tos é a utilizacédo de solucGes com elevada
concentracdo de céations, 50 a 100 mM de
Ca*, e polietilenoglicol (PEG). A solugdo
salina neutraliza a repulsdo causada pelas
cargas negativas da membrana, enquanto
0 PEG aumenta a viscosidade do meio,
promovendo a agregacédo dos protoplastos.
Ap0s a fusdo dos protoplastos, obtém-se
varios tipos de células em cultura: proto-
plastos nao fundidos, hibridos entre dois
tipos de células e fusdes de células idén-
ticas (CARNEIRO; CONROI, 1990). Por
meio de corantes especificos, podem-se
separar os hibridos de interesse dos outros
protoplastos.

Mesmo que a técnica de hibridagédo
somatica seja bastante promissora, ainda
apresenta limitacGes que inviabilizam seu
uso de forma generalizada. Para muitos
dos cruzamentos testados, verificam-se
dificuldades para a regeneragao do hibrido
e para manter a estabilidade genética. Além
disso, muitos dos hibridos regenerados sdo
estéreis, s6 se multiplicando vegetativa-
mente (PELLETIER etal., 1988). De modo
geral, as limitacdes tendem a ser maiores, a
medida que aumenta a divergéncia genética
entre os individuos envolvidos.

Planta de
tomate

Tecido do
mesdfilo foliar

.

Mistura dos
protoplastos

Alinhamento dos
protoplastos

Fuséo dos
protoplastos

Planta de
batata

Tecido do
mesofilo foliar

Protoplastos
isolados

e

Polarizagao por
corrente alternada (AC)

Criag&o de poros na
membrana por pulsos de
corrente continua

l \ Selecéo dos protoplastos

hibridos e regeneracéo
das novas plantas

Hibrido somatico

entre o tomate e a batata

Figura 4 - Demonstragé@o esquemdtica da fusdo de protoplastos de meséfilo foliar de
tomate (Lycopersicum esculentum L.) com protoplasto de meséfilo foliar de

batata (Solanum tuberosum L.), com a formagéo do hibrido interespecifico
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APLICACAO DA CULTIVAR
DE TECIDOS VEGETAIS NO
MELHORAMENTO GENETICO

Foi descrita a utilizacdo direta da téc-
nica de cultura de tecidos de plantas para
gerar variabilidade genética em programas
de melhoramento. Serd abordado o seu
emprego como ferramenta auxiliar, para
geracdo de novas cultivares.

Resgate de embriées raros

Uma das aplica¢des da cultura de
tecidos, que tem auxiliado muitos progra-
mas de melhoramento de plantas, é a de
resgate de embrides. Por causa do intenso
processo de domesticacdo imposto pelo
homem as espécies de plantas cultivadas,
muitos dos genes que conferiam tolerancia
e resisténcia a estresses bidticos e abidticos
foram perdidos. Uma das consequéncias
da reducgdo da variabilidade genética foi
a dificuldade, por parte dos melhoristas,
em localizar fontes de resisténcia ou to-
lerancia em acessos da mesma espécie.
Frequentemente, é necessario que 0 me-
Ihorista recorra a variabilidade existente
em espécies silvestres para obter novos
genes de tolerancia e resisténcia. Muito
embora, em alguns casos, o cruzamento
sexual entre espécies diferentes seja pos-
sivel, ocorrendo a fusdo dos gametas e a
formacéao do embrido, ndo é raro o aborta-
mento desse embrido, pela ma-formacéo do
endosperma, como barreira pos-zigética. A
técnica de resgate de embrides em meio de
cultura permite que estes se desenvolvam
normalmente, o que possibilita a obtencéo
de hibridos interespecificos, intraespecifi-
cos, intergenéricos e, em alguns casos, até
mesmo entre espécies de familias distintas,
facilitando, sobremaneira, a busca do me-
Ihorista por genes de interesse.

Para que o meio artificial utilizado em
cultura de tecidos possa substituir o endos-
perma, na sua funcgdo de nutrir o embrido,
€ necessario que todas as exigéncias nu-
tricionais sejam bem conhecidas. Depen-
dendo do estadio de desenvolvimento, o
embrido pode requerer apenas os nutrientes
inorganicos e uma fonte de carboidrato no

meio de cultura, mas para aqueles muito
jovens, frequentemente ha necessidade de
suplementacdo do meio com reguladores
de crescimento, antioxidantes, vitaminas,
além de outras substancias necessérias ao
desenvolvimento. O cultivo de embrides
em meio artificial também ¢ utilizado fre-
quentemente, quando existem dificuldades
na ocasido da fecundacdo. Nesse caso, a
fertilizacdo se da in vitro, com a eliminagéo
das barreiras pré-zigoticas, eliminacao do
estigma e deposicao do pélen diretamente
sobre o0 saco embrionario. O 6vulo fecun-
dado é, entdo, cultivado artificialmente
dando origem ao embrido. De modo geral,
0 que se observa com mais frequéncia é o
cultivo do 6vulo fecundado em associagéo
ao ovario ou parte dele. O tecido do ovario
é responsavel pela produgdo e fornecimen-
to em quantidade adequada de varias subs-
tancias essenciais para o desenvolvimento
do embrido. Dessa forma, evitam-se que
sejam testadas composicdes de meio.

Producdo de linhagens
duplo-haploides

A produgdo de linhagens superiores
para formacédo de hibridos necessita de um
longo periodo para que se possa atingir a
condicdo de homozigose. Essa homozi-
gose, geralmente, é alcancada apds sete a
nove geragdes de autofecundagdo, corres-
pondendo de sete a nove anos de trabalho
para o melhorista (BOREM, 1998). Isso
quando se trata de espécies anuais, pois em
espécies perenes a expectativa de tempo
para obtencdo de linhagens em homozigose
€ muito maior.

Uma forma de acelerar a producéo de
linhagens em homozigose seria por meio
da producao de plantas haploides seguidas
da duplicagdo dos cromossomos, num
processo denominado haplodiploidizacéo
(BUYSER; HENRY; TALEB, 1985).
Com o uso dessa técnica, a partir de uma
populagdo F1, podem-se obter, em apenas
uma geracédo, populagdes de linhagens em
homozigose perfeita, ou seja, que apre-
sentam todos os seus loci em homozigose
(MORAES-FERNANDES et al., 1999).

Isso corresponde a um ganho de tempo
fantastico para o melhoramento, facili-
tando enormemente a obtencdo de novas
cultivares (Fig. 5).

A aquisicdo do tecido haploide da-se
pelo cultivo de células germinativas, que
apresentam apenas a metade da constitui-
¢do genética da espécie. No caso de uma
planta diploide, como o milho, cujo geno-
ma é composto por 20 cromossomos, suas
células germinativas s6 apresentam metade
desse nimero, ou seja, dez cromossomaos.
Consequentemente, as plantas haploides,
originadas dessa célula germinativa, tam-
bém terdo apenas dez cromossomos. Ap6s
a obtencdo da planta haploide, o restabe-
lecimento da diploidia ocorre de forma
natural ou por indugdo com colchicina,
substancia que inibe a polimerizacao das
fibras do fuso durante a divisdo mitdtica,
impedindo a migracdo dos cromossomos
(NITSCH, 1983).

Dessa forma, plantas haploides podem-
se originar por dois processos diferentes:
processo gimnogenético, quando se origi-
nam de células reprodutivas do sistema fe-
minino, e processo androgenético, quando
se originam de células reprodutivas do sis-
tema masculino (PETERS; BOBROWSKI;
ROSINHA, 1999).

Para a producdo de plantas haploides,
o0 cultivo de anteras é mais utilizado do
que o de ovarios. As anteras possuem um
grande nimero de microsporos, podendo
gerar centenas de novos individuos a partir
de uma Unica antera, enquanto os évulos
apresentam apenas um saco embrionario,
podendo gerar apenas um individuo por
ovulo. Além disso, a resposta in vitro
da cultura de 6vulo ou ovario é menos
eficiente do que a cultura de anteras e
micrésporos (PETERS; BOBROWSKI;
ROSINHA, 1999).

Producdo de sementes
sintéticas

A possibilidade de producéo de se-
mentes sintéticas foi encarada com maior
seriedade, a partir do momento que os
estudos de embriogénese somatica in vitro
comegaram a evoluir. O termo embriogé-
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MELHORAMENTO TRADICIONAL
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ou induzida por colchicina

l
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Plantas duplo-haploides com
100% de homozigose

Gametas

Figura 5 - Comparacdo entre processos de producdo de linhagens homozigotas
FONTE: Dados bdsicos: Moraes-Fernandes et al. (1999).

NOTA: A - Autofecundagdes; B - Haplodiploidizag&o de micrésporos.
Pelo método convencional sGo necessdrias sete a nove geracdes de autofecunda-
¢@o para se alcancar a homozigose, embora sempre permaneca uma pequena
proporcdo de heterozigose residual. J& no método de haplodiploidizagao, linha-
gens com 100% de homozigose sé&o obtidas logo apés a geragdo F1, proporcio-
nando economia de tempo e de custos.

nese somatica é utilizado para descrever
0 processo de formacdo de embrides a
partir de células sométicas ou haploides.
De forma semelhante aos embrifes zigo-
ticos, embrifes somaticos apresentam uma
estrutura bipolar, constituida de um apice
caulinar e de um apice radicular, além de
um sistema vascular fechado, sem conexéo
com o tecido do explante inicial. Essas ca-
racteristicas diferenciam embrides somati-
cos dos propagulos resultantes do processo
de micropropagacdo e de organogénese
(GUERRA,; TORRES; TEIXEIRA, 1999).
Entretanto, embrides zigoticos diferem de
embrides somaticos pela auséncia nestes
Gltimos da recombinagdo genética pro-
porcionada pela unido dos gametas e pela
auséncia do endosperma. Dessa forma,
a embriogénese somatica caracteriza-se

por ser uma propagacdo vegetativa. A
formagdo de embriGes somaticos ocorre
de forma natural, e um exemplo tipico € a
formacéo de embrides nucelares em citros.
Esses embrides, por serem, geneticamente
idénticos a planta que lhes deu origem,
permitem a perpetuacdo de populacfes
clonais por meio de sementes (GUERRA,;
TORRES; TEIXEIRA, 1999).

No processo de fabricagdo de sementes
sintéticas, os embrifes somaticos sdo en-
capsulados em hidrogel. A Figura 6 ilustra
um esquema de producdo de sementes
sintéticas, com o processo de embriogénese
direta, em que os embrides surgem direta-
mente do tecido original, e aembriogénese
indireta, na qual os embrifes originam-se
do tecido que se diferenciou na forma de
calos (PEREIRA et al., 2008).
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O material mais utilizado para encapsu-
lar os embrides é o alginato de sédio, por
suas propriedades gelificantes, baixo custo,
facilidade de uso e auséncia de fitotoxidez
(REDENBAUGH et al., 1986). Ha ainda,
a possibilidade de adicionar varios com-
ponentes ao gel, tais como sais minerais,
carboidratos, reguladores de crescimento,
pigmentos opacos etc., simulando a cons-
tituicdo do endosperma. Como vantagens
ao uso de sementes sintéticas, podem-se
destacar a producdo de um grande nimero
de embrides somaticos dentro de um curto
periodo, a necessidade de um espaco fisi-
co reduzido, a manutenc¢éo da identidade
clonal, a producéo das sementes, indepen-
dente de efeitos sazonais, e a auséncia de
estruturas para aclimatacdo de plantulas.
Entretanto, a técnica ainda possui algumas
limitacdes, tais como a baixa resisténcia a
dessecacdo, ndo-tolerancia ao dano meca-
nico e a baixa difuséo de oxigénio e CO,
(REDENBAUGH et al., 1986).

Selecdo in vitro

O estudo das interacBes planta-pa-
togeno e a selecdo in vitro de materiais
resistentes ou tolerantes a agentes causa-
dores de estresses hidticos e abi6ticos sdo
possiveis por meio do cultivo de tecidos
vegetais e plantulas em ambiente artificial
e estéril. Essa abordagem de pesquisa
apresenta as seguintes vantagens: as uni-
dades experimentais sdo mantidas em
meio definido e condi¢des controladas,
permitindo a selecdo de gendtipos que
obtiveram incrementos em resisténcia a
determinadas condic¢Bes de estresse; as
células cultivadas podem ser expostas
ao agente seletivo de maneira uniforme
e isolada, reduzindo a possibilidade de
escapes e interagdes indesejaveis; siste-
mas de cultivos mantidos em pequenos
espacos podem potencialmente substituir
a infraestrutura onerosa de pesquisa (casas
de vegetacdo ou campos de teste); 0 agente
causador da doenca ou outro fator perma-
nece confinado no laboratorio, sem risco
de contaminacdo do ambiente externo. Os
principais usos dessa técnica sdo: selecdo
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Figura 6 - Produgéo de semente sintética pelos processos de embriogénese somdtica
direta e indireta, a partir de embrido nucelar ou zigético

FONTE: Pereira et al. (2008).
NOTA: A Fonte refere-se & fotografia.

para resisténcia a doencas e a herbicidas e
tolerancia a estresses abioticos, tais como
estresse hidrico, deficiéncia de nutrientes
e elementos téxicos tal como o aluminio
(CANGCADO et al., 2009).

Conservacdo e intercambio
de germoplasma

As técnicas de cultura de tecidos de
plantas in vitro podem contribuir em todas
as etapas do processo de conservacao de
germoplasma, incluindo coleta, indexagéo
para doencas, quarentena, multiplicagéo,
caracterizacdo, avaliacdo, armazenamento
e distribuicdo (WHITERS, 1980). Para es-
pécies que se propagam vegetativamente, a
preservacao de germoplasma requer altos
custos com mé&o-de-obra e disponibilidade
de grandes areas. Além disso, essas cole-
¢Oes estdo sujeitas ao ataque de pragas e
doengas. Para espécies que se propagam
por sementes, apesar de ser a maneira
mais eficiente de conservagéo, esta nao ¢
sempre adequada, segundo Kartha (1981),
pelo fato de:

a) algumas plantas ndo produzirem
sementes férteis;

b) algumas sementes permanecerem
viaveis por apenas um curto perio-
do;

c) algumas sementes serem altamente
heterozigotas e, dessa forma, nédo
serem adequadas para a manutencao
dos mesmos genotipos;

d) sementes de algumas espécies
deteriorarem-se rapidamente, pela
ocorréncia de patégenos internos.

Embora para algumas culturas essa
seja uma alternativa adequada, para outras
a conservacao de germoplasma in vitro
talvez ndo seja uma boa opgdo. Os pro-
blemas vao desde o custo e o volume de
trabalho elevado até o comprometimento
da integridade genética, pela ocorréncia
de varia¢des somaclonais. Entretanto, em
consequéncia dos grandes beneficios que
esta técnica oferece, um intenso volume
de pesquisa, na area de recursos genéticos,
estd sendo desenvolvido unicamente com
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0 objetivo de viabilizar a conservacdo de
germoplasmas in vitro por longos periodos
e com menor custo (Fig. 7).

Transformacdo genética de
plantas

A cultura de tecidos também é um pas-
SO quase que obrigatério para a obtencédo
de plantas geneticamente modificadas.
Apesar de atualmente estarem sendo de-
senvolvidos métodos de transformacéo
que ndo necessitam passar pela cultura de
tecidos, até 0 momento, a grande maioria
das plantas geneticamente manipuladas,
que ja estdo sendo utilizadas pelo homem,
fez uso da cultura de tecidos. No caso de
transformagdo via bactéria Agrobacterium
tumefasciens, ha uma etapa de cocultivo

do tecido vegetal, de discos foliares ou
de embrides, com a bactéria que contém
0 gene a ser transferido (GANDER,;
MARCELLINO, 1997). A bactéria infecta
o tecido e transfere 0 DNA plasmidial,
contendo 0 gene de interesse para 0 ge-
noma da planta. Posteriormente, o tecido
vegetal é regenerado em meio de culturana
presenca de antibidticos ou herbicidas que
permitem apenas o crescimento das plantas
transformadas. No caso da transformacéo
por biobalistica, particulas microscépicas
de ouro ou tungsténio, com DNA aderido
a sua superficie, sdo disparadas a gran-
de velocidade contra o tecido vegetal.
Posteriormente, as células que tiveram
as moléculas de DNA incorporadas ao
seu genoma sdo recuperadas em meio de

cultura seletivo. No processo de transfor-
mac&o por eletroporagdo em protoplastos
ou micrdsporos, célula precursora do gréo
de polen, pulsos elétricos ou uma solugédo
de PEG proporcionam o aparecimento de
poros na membrana plasmatica, permitindo
que moléculas de DNA penetrem no inte-
rior celular (GANDER; MARCELLINO,
1997).
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Figura 7 - Cultivo in vitro

NOTA: A e B - Gendtipos de videira (Vitis spp.); C e D - Genétipos de oliveira (Olea europaea).
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Decifrando o genoma em grande escala

Sylvia Morais de Sousa*
Andréa Almeida Carneiro?
Newton Portilho Carneiro®

Resumo - A determinacao das funcdes génicas tem demandado um grande avanco das
ciéncias gendmicas, cujas tecnologias concentram-se, principalmente, na geragao e no
estudo de uma grande quantidade de dados. O ponto de apoio para o entendimento
da funcdo génica e da estrutura do genoma tem sido o sequenciamento de genomas
completos e do genoma expresso em grande escala. Mapas fisicos e genéticos tém
sido integrados com informagdes genomicas e de expressao, resultando em bancos de
dados publicos altamente informativos para diferentes espécies animais e vegetais. Tais
informacdes auxiliam em varios aspectos a analise de expressao génica, a determinacao
dos efeitos de processamento de éxons e do nimero de copias génicas e cromossomicas,
culminando na determinacao das fungdes biolégicas e do mecanismo de a¢ao de varios
genes. Sao descritos o surgimento de novas tecnologias e a evolucao de algumas
inovagoes ja existentes, voltadas para a identificagdo de fun¢des génicas.

Palavras-chave: Sequenciamento de DNA. Genémica funcional. Microarranjo de DNA.

Mutageénese. Fenotipagem.

INTRODUCAO

A melhoria e a reducdo no custo das
tecnologias de genotipagem e fenotipagem,
associadas a estudos de genoma em grande
escala, rapidamente estdo-se tornando a
abordagem preferida para dissecar a gené-
tica de caracteres complexos. O sequencia-
mento de &cido desoxirribonucleico (DNA)
teve dois grandes momentos tecnologicos
na histéria que trouxeram um enorme
avanco para a ciéncia. Um deles ocorreu
em 1977 com o aparecimento do método
de Sanger. Desde o surgimento dessa téc-

nica, houve modificagdes que ajudaram a

aperfeicoar o processo. Uma delas foi o
uso de dioxinucleotideos marcados com
fluorescéncia, capazes de ser visualizados
por laser; a segunda foi o uso de capilares
em substituicdo a placas, os quais auxi-
liaram na automatizacdo do processo de
carregamento de amostra no gel e nimero
de amostras feitas por dia. O segundo gran-
de momento do sequenciamento ocorreu
préximo a 2005, com o surgimento do
sequenciamento por sintese. Esse processo,
apesar de bastante inovador (um aumento
de cerca de cem vezes em comparagdo com
0 obtido pelo método Sanger), ndo anulou
o0 primeiro, pelo fato de fazer leituras cur-

tas (cerca de 200 pb)*. Dentre os métodos
novos de sequenciamento encontram-se as
plataformas 454 da Life Science, lllumina®
e SOLiID™ daApplied Biosystems“s. Essas
novas tecnologias deram oportunidades de
estudos mais complexos de organismos
poliploides, com grande quantidade de
sequéncias repetitivas, genomas compa-
rativos, identificacdo de polimorfismos
e genes diferencialmente expressos (que
atualmente sdo muito estudados usando
microchips de DNA também conhecidos
como microarranjos). Os microarranjos,
estudo de expressdo génica em grande es-
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cala, tém trés grandes grupos no mercado:
Affymetrix, NimbleGen e a Agilent®.

A funcédo de um dado gene ndo neces-
sariamente representa 0 que esta descrito
no banco de dados. Muitas vezes é neces-
sario verificar sua fung¢do bioquimica em
um contexto biolégico. Um dos processos
mais bem-aceitos é a modificagdo da ex-
pressao do gene em sistemas heterélogos.
Isso pode ser inicialmente feito por meio da
identificacdo de mutantes obtidos por muta-
génese quimica como € o caso da tecnologia
targenting induced local lesions in genomes
(Tilling) e transposon ou transgenia, utilizan-
do construgdes génicas que se baseiam em
RNA de interferéncia — RNA interference
(RNAI). Os processos de relacionar gene e
funcdo tém sido feitos em grande escala
por companhias que tém otimizado des-
de a identificacdo de genes de interesse
(por estudos gendmicos), passando pela
montagem de cassetes génicos, transfor-
macao de plantas modelos (como tabaco,
Arabidopsis, arroz e milho), até a analise
fenotipica.

Tecnologias tém direcionado o se-
guenciamento de um genoma completo
custar abaixo de mil dolares, contudo
varios outros aspectos estdo envolvidos no
entendimento da relagéo gene e funcdo. O
conhecimento mais aprofundado dessa fun-
¢do génica e a sua inter-relagdo (também
conhecida como metabolémica), tanto em
nivel micro (célula) como macro (planta),
tém como objetivo final o entendimento e
o0 desenvolvimento de plantas cada vez mais
produtivas e adaptadas as mais diversas
condicdes de cultivo.

SEQUENCIAMENTO EM
GRANDE ESCALA

Em 1977, foram publicados dois arti-
gos metodoldgicos para a determinacéo
rapida de sequéncias de DNA (SANGER
et al., 1977; SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977), que iriam transformar
a biologia como um todo, fornecendo

uma ferramenta poderosa para decifrar
genes completos, que, mais tarde, seriam
a base para o sequenciamento de genomas
completos. O método sofreu uma série de
melhorias, estabelecendo-se como o Gnico
de sequenciamento de DNA usado nos 30
anos seguintes. Com a meta de decifrar o
genoma humano, houve um aumento, sem
precedentes, na escala do sequenciamento
de DNA, levando ao desenvolvimento de
sequenciadores automaticos por capila-
ridade. A automacéo de laboratorios e a
paralelizagdo de processos resultaram em
centros de sequenciamento com centenas
de instrumentos. No entanto, mesmo com
dois genomas humanos sequenciados e de
outras tantas espécies, o desejo por uma
tecnologia mais eficiente e barata conti-
nuou impulsionando as pesquisas na area
(SCHUSTER, 2008).

Centenas de instrumentos, com base
em sequenciamento capilar de 96 amostras,
foram substituidos por poucos aparelhos
capazes de fazer sequenciamento de mi-
Ihdes de pares de bases, paralelamente,
em uma Unica corrida. Além disso, essa
nova geragdo de sequenciadores utiliza
fragmentos que ndo sdo sujeitos ao sistema
convencional de clonagem em vetores de
Escherichia coli.

Os primeiros sinais de que o mercado
de sequenciamento poderia ser revo-
lucionado apareceram em 2005, com a
publicacdo da tecnologia sequenciamento
por sintese, desenvolvida pela 454 Life
Sciences (MARGULIES et al., 2005)
e pelo protocolo multiplex de coldnia
de polimerase do laboratério de George
Church da Escola de Medicina de Harvard,
EUA (SHENDURE et al., 2005). Ambos
0S grupos usaram a estratégia de reduzir
0 volume necessério de reacdo, enquanto
aumentavam dramaticamente o nimero de
reacOes de sequenciamento por corrida. A
estratégia consistia em colocar em uma
matriz centenas de milhares de moldes
em uma placa do tipo picotitulo (PTP) ou

finas camadas de agarose, para que estas
sequéncias pudessem ser analisadas em
paralelo. Tais modifica¢des culminaram em
um aumento gigantesco de informacdes,
guando comparadas com as 96 sequéncias
obtidas pelo método Sanger em capilar
(SCHUSTER, 2008).

O pirosequenciamento é um método
para determinar a ordem dos nucleotideos
do DNA, com base na detecg¢éo da libera-
¢do de pirofosfato no ato da incorporagéo
dos nucleotideos, ao invés da terminacao
em cadeia com dideoxinucleotideos, dai o
nome sequenciamento por sintese. Nesse
método, a deteccdo da atividade da DNA
polimerase utiliza outra enzima quimiolu-
minescente, a luciferase. O DNA molde
¢ imobilizado e a solucdo contendo os
nucleotideos é adicionada e removida apos
cada reacdo, sendo que a luz € produzida
apenas quando a solugdo de nucleotideos
complementa a primeira base sem par da
fitamolde (RONAGHLI, 2001). A sequéncia
dos sinais quimioluminescentes permite a
determinacdo da sequéncia dos respectivos
nucleotideos complementares a fita molde
(Fig 1).

O sistema de sequenciamento de DNA
paralelo da 454 Life Sciences é cem vezes
mais rapido do que o método de sequen-
ciamento padréo e € capaz de sequenciar
mais que 200 mil fragmentos, em 4 horas
de corrida (MARGULIES et al., 2005).
Contudo, esse aumento na velocidade de
sequenciamento veio associado a uma
redugdo no comprimento da leitura, sendo
sequenciados em média fragmentos de,
aproximadamente, 100 pb de comprimento
(MARGULIES etal., 2005). Novas versdes
do sistema Genome Sequencer FLX e da
quimica Titanium (HARKINS; JARVIE,
2007) aumentaram o comprimento médio
da leitura para um pouco mais de 200
bases, com promessas de atingir leituras
de até 1.000 ph. A principal vantagem de
leituras mais longas é a facilidade na mon-
tagem e na organizacdo das informagdes,

SDisponiveis respectivamente nos sites: http://www.affymetrix.com; http://www.nimblegen.com e http://www.agilent.com
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A (NA)+ Nucleotideo

Polimerase

ATP sulfurase

(NA) n+1 + PPi

B PPi + APS

Luciferase )
C  ATP + Luciferina + 0, —— > AMP + PPi + Oxyluceferina + CO, + Luz

ATP + SO?

Figura 1- Principio geral dos diferentes sistemas de reacdes de pirosequenciamento

FONTE: Ronaghi (2001).

NOTA: A - A polimerase catalisa a incorporacdo de nucleotideos na cadeia de DNA;
B - Como resultado da incorporagéo, a molécula pirofosfato (PPI) é liberada e
subsequentemente convertida a adenosina-5'-trifosfato (ATP) pela ATP sulfurase;
C - A luz é produzida em uma reacéo da luciferase durante a qual a molécula

luciferina é liberada.

principalmente considerando a montagem
de novo de genomas.

O meétodo 454 reduz a dimensdo e a
complexidade de cada etapa do protocolo
convencional de pirosequenciamento,
aumentando a produtividade de informa-
¢Oes em uma escala gendmica. Ao invés
de desenhar um novo par de primers, para
a amplificagdo por reagdo em cadeia da
polimerase — polymerase chain reaction
(PCR) de cada fragmento genémico, 0 454
divide o genoma em milhdes de fragmentos
e liga dois primers adaptadores universais
(A e B). Aligacdo coesiva ¢ ndo especifica
e os fragmentos que ndo incorporaram
ambos os primers sdo removidos, usando
esferas especiais que sdo revestidas com
0s primers. Em seguida, ocorre a reacdo de
amplifica¢do por PCR, também conhecida
como emulséo de PCR (DRESSMAN et
al., 2003), naqual o primer B e o fragmento
molde estdo livres na solugdo, enquanto
0 primer A é embebido nas esferas. As
esferas de sefarose, cobertas com milhGes
de primer A, sdo misturadas com a solugéo
de DNA molde, primer B e solugdo. As
esferas sdo adicionadas em excesso, de tal
forma que apenas uma molécula de DNA
modelo e uma esfera acabam em cada
gota d’agua.

Esse passo € critico, uma vez que
cada fragmento de DNA tem as mesmas
sequéncias de adaptadores e primers
de PCR. Apos a reacdo de PCR, cada

esfera tem milhdes de copias da mesma
sequéncia de DNA. Essas esferas sdo,
entéo, colocadas em placas que cabem
exatamente uma esfera por pogo, contendo
um total de 400 mil pogos. O processo
restante é o pirosequenciamento com en-
zima e substrato, sendo colocados na placa
PTP, trinucleotideos ATGC adicionados
sequencialmente, cuja fluorescéncia é
capturada com a camera charge coupled
device (CCD).

Um método para melhorar a eficiéncia
de perfis de transcri¢do com base no 454
é ancorar esses fragmentos sequenciados
a sitios Unicos proximos a regido 3’ das
sequéncias expressas para reduzir o nd-
mero de leituras necessario para identificar
mRNAs individuais e maximizar a dis-
tingdo de polimorfismos entre transcritos
relacionados. A regido 3- ndo traduzida
(UTR) ¢ rica em polimorfismos de base
Unica, que distinguem os transcritos
(BHATTRAMAKKI et al., 2002; VROH
Bletal.,2006). A especificidade da leitura
da sequéncia 3-UTR permite a efetiva ano-
tacdo de cada mRNAs, sem a montagem
completa dos cDNAs. Essa estratégia, por
exemplo, foi adotada para analisar ovarios
de milho mutante e selvagem, utilizando
uma estratégia multiplex que resultou em
perfis de expressdo quantitativos, em que
se podem distinguir membros proximos de
familias génicas (EVELAND; MCCARTY;
KOCH, 2008).

O comprimento dos fragmentos se-
guenciados com a tecnologia 454 ndo é
uma preocupacao para a analise de trans-
criptomas, uma vez que 0s genes expressos
sdo menores do que 0s genomas € apresen-
tam menos DNA repetitivo. A técnica de
captura por microdisseccéo laser (LCM)
pode ser utilizada para isolar transcritos
que se acumulam em determinados tipos
de células, reduzindo, assim, a complexi-
dade e o tamanho do transcriptoma alvo
(SCHNABLE; HOCHHOLDINGER;
NAKAZONO, 2004). Outra grande
vantagem da tecnologia 454 é ndo en-
volver a clonagem dos fragmentos e a
construcdo de bibliotecas, que sdo etapas
caras e demoradas, além de possibilitar o
sequenciamento de diferentes amostras
de cDNA simultaneamente, aumentando
a recuperacgdo de transcritos altamente
especializados e raros.

Emrich et al. (2007) relataram o
sequenciamento de cDNA extraido de
células do meristema apical do broto,
utilizando a abordagem LCM-454. Uma
Unica corrida de sequenciamento 454 foi
capaz de gerar mais que 25 mil sequén-
cias gendmicas de milho, sendo anotados
quase 400 transcritos de genes 6rfaos (FU
et al., 2005). No entanto, esses transcritos
orféos, detectados por LCM-454, foram
validados experimentalmente, e a maioria
deles ndo foi detectada em outros tecidos,
incluindo espigas imaturas ricas em tecido
meristematico.

Outra plataforma de sequenciamento
da Illumina®, denominada Solexa e mais
recentemente Genome Analyzer, também
utiliza o sequenciamento por sintese de
fragmentos aleatorios, ligados coesiva-
mente aos adaptadores e processados em
multiplex com reagoes, utilizando molécu-
las Unicas. No entanto, durante a sintese,
essa plataforma incorpora trinucleotideos
fluorescentes com a extremidade 3-OH
—inativada, enquanto no 454 sédo incor-
porados quatro nucleotideos por fileira.
O Genome Analyzer incorpora os nucle-
otideos, um de cada vez, tirando fotos da
intensidade das quatro cores fluorescentes
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acadaciclo, seguido pela ativacdo quimica
do 3-OH. Todos os quatro nucleotideos
sdo adicionados simultaneamente e cada
fluorescéncia é marcada com uma cor
diferente. Em vez de uma placa PTP, o
sequenciamento no Genome Analyzer
ocorre em fluxo microfluido das células,
que sdo cobertos por dois primers diferen-
tes ligados quimicamente. A hibridizacdo
dos primers com o DNA genémico com
pontas coesivas é preparada de maneira
similar ao descrito para o0 454. Quando os
fragmentos se ligam ao interior da célula,
as duas pontas do fragmento ligam-se,
formando uma ponte. Apds a formagéo
dessa ponte, uma polimerase isotérmica
amplifica a sequéncia, usando os mesmos
primers genéricos e os nucleotideos ndo-
marcados. O resultado da desnaturagéo
¢ um fluxo de células cobertas com uma
unica fita molde de DNA, pronta para a
incorporacdo de nucleotideos, imagem
fluorescente e ativag¢do dos 3-OH.

A terceira plataforma, denominada
Sequencing by Oligo Ligation and Detec-
tion (SOLiD™) da Applied Biosystems, €
semelhante as demais pelo fato de ser uma
plataforma multiplex e massiva, que nao
necessita da clonagem dos fragmentos e
amplifica o DNA fragmentado, que ¢ liga-
do a dois primers, em uma Unica emulsao
de PCR com esferas cobertas de primers.

Esse instrumento tornou-se comer-
cial em outubro de 2007, utilizando um
processo Unico de sequenciamento cata-
lisado pela DNA ligase. Cada corrida do
SOLID™ requer cinco dias e produz de 3
a 4 milhdes de etiquetas com uma média
de 25 a 35 pb. A plataforma SOLIiD™
tem um Unico protocolo a leitura de cada
nucleotideo, duas vezes sucessivamente
em reagdes com dinucleotideos, como
um mecanismo de verificacdo de erros.
A reacdo de sequenciamento é repetida
cinco vezes em cada modelo com quatro
cores fluorescentes em sondas de oito pares
de base. Cada uma das cinco corridas de
sequenciamento por ligacdo é precedida
por uma hibridizacdo com primers de
sequenciamento universais. Esse primer
¢ especifico para os primers ligados a

esfera, usado durante a amplificacdo de
PCR, mas os cinco primers hibridizam a
diferentes fragmentos que se sobrepdem na
extremidade 5 do primer ligado & esfera.
A extremidade 5' do primer 1 é o Gltimo
nucleotideo a se ligar no primer da esfera
(posigédo n), enquanto a extremidade 5
do primer 2 esté na posicdo n-1 e assim
por diante.

O primeiro passo junta a ligacdo da
extremidade 5 do primer universal a um
dos quatro oligonucleotideos fluorescentes
da sonda octamera, que constitui de trés
nucleotideos aleatorios (64 combinagoes),
um dinucleotideo (que combina com as
cores fluorescentes) e um trinucleotideo
universal idéntico em todos os octameros.
Cada passo adiciona 256 (4 de 64) octame-
ros e o sinal fluorescente indica o dimero
sequenciado. Os octameros sdo ligados
ao primer universal e, em preparacao
para o préximo ciclo, um passo de cliva-
gem remove o trinucleotideo universal
e a etiqueta 5 fluorescente. O processo
¢ repetido até o final do fragmento de
DNA, resultando em dois de cada cinco
nucleotideos sequenciados. Para sequen-
ciar o restante do fragmento de DNA, a
reagdo comega novamente com o primer
de sequenciamento universal 2. Apds as
cinco interagdes desse processo, cada nu-
cleotideo na sequéncia foi lido duas vezes.
Uma vez que existem apenas quatro cores
fluorescentes, o processo deve ser repetido
quatro vezes, a fim de cobrir todos os pos-
siveis dimeros de sequenciamento.

As trés plataformas de analise gen6-
mica em larga escala sdo instrumentos em
nanoescala, com sistema para analise de
imagem e alto poder de bioinformatica
que usa supercomputadores (Quadro 1).
Apenas a tecnologia SOLID™ propor-
ciona checagem de erros no processo
de sequenciamento, enquanto Genome
Analyzer e 454 garantem alta qualida-
de, mas ndo implementam medidas de
controle de qualidade. Por outro lado,
a plataforma SOLID™ necessita de um
sistema computacional massivo e recursos
para estocar dados, por causa da comple-
xidade da abordagem. Apesar de ja terem
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alcancado grandes avancos, os métodos
de sequenciamento em larga escala ainda
tém alguns desafios, como a redugdo de
custos, a diminuicédo nas taxas de erro de
sequenciamento e a leitura de fragmentos
mais longos. Novos sistemas que no ne-
cessitam de amplificagdo por PCR e que
se iniciam a partir de uma Unica molécula
de DNA estdo em desenvolvimento, como
a tecnologia Helicos Biosystem - True
Single Molecule Sequencing e Complete
Genomics, que propde a visualizagdo da
exata localizacdo onde o oligonucleotideo
fluorescente de pentamero incorpora-se ao
longo de uma Ynica fita de DNA.

Essa nova geracdo de tecnologias de
sequenciamento fornece uma velocidade
e processividade na geragdo de sequéncias
de DNA sem precedentes, permitindo um
impressionante avango cientifico e novas
aplicaces bioldgicas.

O objetivo de gerar grande quantidade
de dados de sequéncia de organismos
relacionados esta direcionado com uma
aplicacdo denominada ressequenciamen-
to, que manipula os dados de sequéncia
de diferentes modos que a montagem de
novo de genoma. No ressequenciamento, a
montagem € direcionada para a sequéncia-
referéncia e requer menor cobertura (8 a 12
X), que a montagem do genoma de novo
(25a 70 X).

ANALISE DE EXPRESSAO
DIFERENCIAL EM GRANDE
ESCALA

Actecnologia de microarranjos de DNA
possibilita a avaliagdo simultanea da ex-
presséo de milhares de genes em diferentes
tecidos de um determinado organismo, em
diferentes estadios de desenvolvimento ou
submetidos a condicGes de estresse. Os
microarranjos sao bastante utilizados em
experimentos de gendmica funcional, com
diversas espécies animais e vegetais, sendo
gradativamente incorporados em diferentes
areas da pesquisa zootécnica, como cres-
cimento e metabolismo, resposta imune a
doencas, reproducao e resposta a fatores de
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QUADRO 1 - Comparagao das trés plataformas de sequenciamento em larga escala

Plataformas de sequenciamento
Caracteristica .
454 Genome Analyzer SOLiD™
Quimica de sequenciamento Pirosequenciamento Polimerase com base em se- Ligagdo com base em se-
quenciamento por sintese quenciamento

Abordagem de amplificacao Emulsao PCR Amplificagao por ponte Emulsao de PCR
Finais pareados/separagao Sim/3 kb Sim/200 pb Sim/3 kb
Mb/corrida 100 Mb 1.300 Mb 3000 Mb
Tempo/corrida (finais pareados) 7 horas 4 dias 5 dias
Comprimento de leitura 250 pb 32-40 pb 35 pb
Custo por corrida (total) $8,439.00 $8,950.00 $17,447.00
Custo por Mb $84.39 $5.97 $5.81

FONTE: Dados bdsicos: Mardis (2008).

NOTA: Mb - Megabases; kb - Quilobases; pb - Pares de bases; PCR - Polymerase chain reaction.

estresse ndo-infecciosos (restricdo alimen-
tar, exposicdo a elementos toxicos e a ou-
tras condi¢Bes ambientais desfavoraveis),
além de melhoramento genético animal.
Tais experimentos sdo consideravelmente
caros e como consequéncia, sdo, em ge-
ral, conduzidos com tamanhos amostrais
reduzidos. A realizacdo de experimentos
com microarranjos envolve uma série de
procedimentos laboratoriais de alta com-
plexidade, desde a coleta das amostras até
a obtencdo das imagens para analise, que
frequentemente introduzem variaces adi-
cionais aos resultados (ROSA; ROCHA,;
FURLAN, 2007).

A Affymetrix, em Santa Clara, Cali-
fornia, dominou o mercado por muitos
anos, aplicando tecnologia de fotolitografia
para a impressdo de oligonucleotideos
em microarranjos de alta densidade. Seu
chip é bastante usado, mas a dinamica do
mercado estd mudando. Novos autores
tém langado arranjos de alta densidade em
menor tempo e custo.

A Xeotron da Houston Techonology
Center’, e a NimbleGen, da Roche séo
duas companhias que produzem microar-
ranjos com tecnologia digital, com base em
uma série de pequenos espelhos, tornando
a sua impressdo mais rapida e com menor
custo.

A Agilent Technologies, em Palo Alto,
Califérnia, também usa um processo de
sintese in situ com aimpressao de oligos de
60 nucleotideos, base por base, em laminas
de vidro especialmente preparadas. Cada
oligo representa um gene e essa lamina
pode ser lida na maioria dos escaneres
comerciais.

Além das laminas de microarranjos
no formato de 3 x 1 polegadas, algumas
companhias estdo desenvolvendo novos
formatos de arranjos que levam a processos
paralelos de multiplas amostras, como é o
caso da lllumina® em San Diego, Califor-
nia. Atecnologia de esferas da companhia
esta disponivel em dois substratos distin-
tos, o Sentrix Array Matrix (para até 96
amostras) e o Sentrix LD BeadChip (para
até 8 amostras). Cada arranjo é fabricado
para processar multiplas amostras de
cada vez e ambas suportam genotipagem
de polimorfismo de nucleotideo Unico
— single-nucleotide polymorphism (SNP)
e aplicacdes para analise de expressao
génica. Cada arranjo em cada substrato
contém milhares de pequenos pogos Nnos
quais esferas sdo montadas de maneira
aleatdria. A companhia usa sondas de 50
nucleotideos concatenadas com sequéncias
conhecidas imobilizadas na superficie.

"Disponivel no site: http://www.houstontech.org

Apdbs amontagem das esferas, cada arranjo
¢ decodificado, para determinar quais tipos
de esfera contém qual gene em cada um
dos pocos do substrato (GUNDERSON
et al., 2004).

DETERMINACAO DE FUNGAO
GENICA EM GRANDE ESCALA

Genética reversa € um processo de
descoberta de genes que ocorre, conforme
0 prdprio nome indica, de forma oposta ao
processo de genética classica. As genéticas
classica e reversa sdo parecidas, pelo fato
de investigadores tipicamente deduzirem a
funcdo de um gene por meio de um efeito
de mudanca no fenétipo. Por outro lado, o
contraste dos dois processos esta no fato de
que a genética classica procura individuos
raros com fenétipos nao usuais, buscando,
entdo, o gene ou alelo responsavel pela
caracteristica fenotipica. A localizagdo de
um gene associado com tal fenétipo é o
ponto final da investigacao.

O avanco nas técnicas de sequencia-
mento de DNA resultou em varios genomas
completamente sequenciados e em uma
infinidade de sequéncias génicas dispo-
niveis. A abundancia de tais informacoes
estimulou a genética reversa, onde, com
base nas sequéncias dos genes, procura-
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se entender a influéncia delas no fendtipo,
descobrindo sua funcéo biol6gica. Assim,
uma série de estratégias pode ser utilizada
para auxiliar na determinacdo da funcéo
de genes.

Mutagénese por
silenciamento génico

O RNA de interferéncia — RNA
interference (RNAI) é um processo no
qual a expressao de um gene especifico
¢ inibido por RNA senso e antisenso.
Baseia-se na capacidade de sequéncias
de dupla fita reconhecerem e degradarem
sequéncias que sejam complementares a
esses (LEWIN, 2004). O RNAi foi pri-
meiramente descrito em Caenorhabditis
elegans, quando introduzida uma fita
dupla de RNA e observou-se o silencia-
mento da expressao do gene (FIRE et al.,
1998; KUTTENKEULER; BOUTROS,
2004). A primeira classe a participar do
RNA. é o double stranded RNA (dsRNA),
que é formado pela complementariedade
de bases de duas fitas simples de RNA
e automaticamente reconhecidos por um
complexo enzimatico — RNAses tipo 111,
especificas para RNAs dupla fita (DICER).
Esse primeiro complexo tem atividade
RNAse |11 e digere o dsRNA em frag-
mentos de 21 a 25 pb. Esses pequenos
fragmentos sdo reconhecidos por um se-
gundo complexo enzimatico que se acopla
a regides homdlogas desses fragmentos
de 25 pb no mRNA alvo (que nesse caso
sera o proprio genoma do potyvirus), de-
gradando-o e impossibilitando que o virus
produza as enzimas necessarias a sua mul-
tiplicag@o. Para que a fita de dsSRNA ocorra
nesse processo, uma regido conservada
do genoma do virus (cerca de 400 pb) é
colocada duas vezes na construcao génica
sendo que uma delas é invertida em relagéo
a outra. Quando a construcdo € transcrita,
ocasiona a formagao de uma dupla fita de
RNA (Fig. 2).

O silenciamento, com base em RNA.,
€ uma excelente estratégia para genética

reversa (WATERHOUSE; GRAHAM,;
WANG, 1998). O RNAI tem sido usado
como uma ferramenta poderosa para si-
lenciar genes e analisar a perda de funcéo,
quando alelos ndo mutantes ndo estéo
disponiveis (PATTANAYAK et al., 2005).
Processos de analise de funcdo génica em
grande escala, usando o RNAI, tém sido
usados em processos como TraitMill ™ ®,

Mvutagénese por
transposons e agrobactéria

Os transposons sdo elementos mé-
veis que podem translocar de uma regido
do genoma para outra (HAYES, 2003).
Transposons sdo sequéncias de DNA que
podem inserir em uma nova localidade
do genoma sem ter relacdo com a regido
inserida (LEWIN, 2004). A mutagénese
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Figura 2 - Esquema simplificado da degradagéo do dsRNA pelos complexos enzimdéticos

NOTA: O fragmento de inferesse é inserido duas vezes invertido no vetor, para que
ocorra durante a transcrigdo a formacdo do grampo de RNA. Esse complexo
é reconhecido pela enzima — RNAses tipo lll, especificas para RNAs dupla fita
(DICER) que fragmenta dessa dupla fita de RNA em fragmentos de 25 bases. Esse
produto é entdo reconhecido pelo complexo silenciador induzido por RNA — RNA
induced silencing complex — (RISC) que reconhece RNAs produzidos na célula que
s@o homoélogos a esse RNA. Esse processo impede que os RNAs provenientes da
célula venham a ser traduzidos ocasionando plantas mutantes para o fenétipo
especifico. A grande vantagem desse sistema é de ser praticamente independente
do nimero de cépias do gene de interesse, |G que o alvo é o RNA proveniente

dessas cépias.

8Disponivel no site: http://www.cropdesign.com
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com base em transposons, tem sido
usada com sucesso para identificar genes
essenciais (HAYES, 2003). Métodos com
base em transposon tém sido usados em
Arabidospsis, milho e outras espécies
(STEMPLE, 2004). Um problema da mu-
tagénese por insercdo de transposons € 0
grande namero de individuos necessarios
para fazer a caracterizacdo fenotipica e
identificar a muta¢do em um gene especi-
fico (GILCHRIST; HAUGHN, 2005; TILL
et al., 2003).

O segmento do plasmideo Ti de
Agrobacterium tumefaciens, conhecido
como T-DNA, carrega genes de transfor-
macao de plantas e pode ser utilizado para
mutagénese insercional. Essa mutagénese
é usada para produzir knockouts principal-
mente em Arabidopsis (ALONSO et al.,
2003). Esse processo também tem sido
utilizado em arroz e milho, porém em uma
escala menor, apesar da cobertura estar
aumentando (HENIKOFF; TILL; COMAI,
2004). Ao contréario de outros sistemas de
identificacdo de genes, 0 mecanismo preci-
so da integracdo do T-DNA no genoma da
planta ainda é desconhecido. Como outras
técnicas de supressdo de RNA, a mutagé-
nese insercional é limitada pelo hospedeiro
e seu alcance é limitado pelos tipos de
alelos (MCCALLUM et al., 2000).

Mvutagénese por EMS -
Tilling
A tecnologia targeting induced local
lesions in genomes (Tilling) é um proces-
so de genética reversa desenvolvido por
Colbert et al. (2001). Nos processos de
mutagénese por transposons e agrobac-
téria ¢ teoricamente possivel identificar a
regido onde foi inserido o fragmento, ja
que a sequéncia deste é conhecida. Quan-
to ao método, baseia-se na identificacao
de regides do DNA em que ndo existe
esse fragmento conhecido inserido no
local. Em razdo de a mutagénese quimica
causar grande densidade de mutagdes,
virtualmente todos os genes podem ser
atingidos por esse método. Além disso,
trata-se de um processo independente de

transgénicos. O método tem como base a
capacidade de uma enzima em detectar o
desparelhamento de fitas de DNA mutante
e normal, quando aneladas. As plantas séo
tratadas com etilmetanosulfanato (EMS),
para gerar uma populacdo de mutacdes de
ponto aleatdrias. Por seletividade, 0 DNA
¢ amplificado com primers marcados com
fluorescéncia e os heteroduplexes sao for-
mados pelo ndo-pareamento de algumas
bases entre 0 DNA selvagem e o mutante.
Os heteroduplexes sdo incubados com a
endonuclease de planta CEL I (endo-1,4-3-
glucanase) que cliva o heteroduplex em si-
tios ndo-pareados, resultando em produtos
que sdo visualizados nos sequenciadores
automaticos de DNA. Apos a anélise do
DNA de plantas individuais a partir do
DNAdo pool, ¢ possivel identificar a planta
com amutacdo (Fig. 3). Um centro de gran-
de escala de Tilling para Arabidopsis esta

sendo montado no Instituto do Cancer Fred
Hutchinton em Seattle-USA (PROWEB
PROJECT, 2009). O usuario solicita e
recebe sementes de Arabidopsis, contendo
mutagdes no gene de interesse.

FENOTIPAGEM EM GRANDE
ESCALA

Uma plataforma de fenotipagem em
grande escala para milho e arroz, denomi-
nada TraitMill™, tem sido desenvolvida
na Bélgica pela CropDesign. Platafor-
mas semelhantes tém sido descritas por
outras companhias ao redor do mundo.
O principio dessa plataforma engloba
a caracterizacdo de um grande nimero
de plantas digitalmente, utilizando fer-
ramentas de bioinformatica, sistema de
engenharia de genes, transformacdo em
grande escala e um sistema automatizado
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Figura 3 - Tilling em alta escala
FONTE: Colbert et al. (2001).

NOTA: Sementes sGo mutagenizadas em concentracdes de 20, 25 e 30 mM de etilmeta-
nosulfonado (EMS). Plantas M1 séo colocadas em bandejas e sementes plantadas
em vasos para a geragdo M2, onde cada M2 deriva de uma planta M1 diferente.
Os DNAs das plantas M2 s@o preparados e submetidos a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) usando primers especificos. A reagéo é submetida a tratamento
com endo-1,4-B-glucanase (CEL 1), limpeza e eletroforese e escaneamento.
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de alta resolucdo para avaliacdo do feno-
tipo. Esse processo tem a capacidade de
manipular centenas de genes e avaliar o
efeito na planta por meio de um sistema
automatico de avaliacéo fenotipica global.
Parte desse programa investiga genes, vias
metabolicas e elementos regulatérios que
tenham papéis importantes no crescimento
e no desenvolvimento da planta. Os genes
sdo geralmente testados sob o controle de
promotores constitutivos e érgaos especi-
ficos. Nesse processo, sdo gerados cerca de
50 mil transformantes independentes por
ano. As plantas sdo cultivadas em casa de
vegetacdo, onde sdo conduzidas por meio
de esteiras automaéticas para a captura de
imagens de varios angulos, durante o seu
ciclo vegetativo. S8o processadas mais
de 30 mil fotos de plantas por dia. Para
assegurar a correta analise dos dados, cada
planta leva uma etiqueta que contém um
chip que faz com que todas as informagdes
sejam registradas automaticamente, quan-

do a planta passa pelo sistema de imagem.
Algoritmos sdo usados para andlise digital
extragdo de varios parametros relacionados
com o crescimento, producdo e tolerancia
a estresses. As sementes séo colhidas para
cada planta e as amostras sdo etiquetadas
com codigo de barra. Um rob6 analisa o
peso das sementes enquanto um sistema
de anélise de imagem faz sua contagem e
determina o seu tamanho (Fig. 4).

CONSIDERACOES FINAIS

Muitas metodologias tém sido desen-
volvidas para auxiliar na compreensao das
funcdes génicas. Um grande nimero de se-
quéncias depositadas nos bancos de dados
teve suas fun¢des desvendadas por meio de
experimentos de avaliacdo da expressdo e
localizacdo de mRNAs e proteinas, assim
como na reconstituicdo de mutantes com
fenotipos especificos. O sequenciamento
tornou-se um elemento-chave na compre-
ensdo da funcionalidade do gene. Arecente
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Figura 4 - Descricdgo da fenotipagem de plantas pelo sistema TraitMill

NOTA: Plantas sdo dispostas na casa de vegetag@o em esteiras que se movem em tempo
programado. Cada uma das plantas é fotografada digitalmente de vérios dngu-
los e as imagens s&o processadas em programas de computador que permitem
grande numero de andlises, incluindo crescimento, cor e formato de folhas e
caule, densidade de raiz, dentre outras caracteristicas.
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introducdo de instrumentos capazes de
produzir milhdes de sequéncias em uma
Unica corrida esta rapidamente mudando
0 cendrio da genética, aumentando a
capacidade de fornecer respostas com
velocidades inimaginaveis. Essas tecnolo-
gias permitirdo o sequenciamento total de
genomas a precos cada vez mais acessiveis
e com maior rapidez.

Nesta reviséo, foram abordadas as mais
recentes tecnologias de sequenciamento
e de anélise de expressdo génica. As
técnicas de sequenciamento tém permi-
tido a comparagdo de varios organismos
e/ou situacdes de forma mais acessivel e
frequente. As companhias que elaboram
microarranjos de DNAtém utilizado dados
de sequenciamento, mapeamento e funcao
génica para montagem de arranjos cada vez
mais especificos e direcionados. Os pro-
cessos de analise génica, tanto individual
quanto em larga escala, fornecerdo acesso
a novas descobertas sem precedentes em
todas as areas da Biologia, incluindo a
agropecudria, nas quais existe um grande
interesse na identificagdo de genes envol-
vidos com resisténcia a doencas, tolerancia
a estresses, aumento da qualidade nutricio-
nal, biorremediacdo de ambientes, dentre
outras caracteristicas de valor econémico,
social e ambiental.
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Marcadores moleculares e suas aplicagdes no

melhoramento genético
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Resumo - O melhoramento genético tem sido um dos grandes responsaveis pelos avan-
¢os na agricultura, com o desenvolvimento de cultivares superiores, quer pela maior
produtividade, quer pela melhor adaptagdo aos ambientes adversos. O sucesso de um
programa de melhoramento genético depende, fundamentalmente, de algumas etapas
como a escolha de genitores e a selecdo de genétipos superiores. Desde o surgimento
dos marcadores RFLP, na década de 1980, as metodologias para a exploracao dos po-
limorfismos de DNA tém sido alvo de grandes avancos na automagao e na geracao de
dados em larga escala, fornecendo uma amostragem do genoma, cada vez mais ampla,
a um custo menor. Assim, com a tendéncia do aumento crescente no volume de dados,
associada a reducao nos custos, os marcadores moleculares firmam-se como estratégias
s6lidas para auxiliar o melhoramento genético, assim como estudos sobre clonagem e
funcao de genes, filogenia, diversidade e estrutura genética em espécies cultivadas e
silvestres. Serdo apresentados marcos importantes na evolugao das tecnologias de mar-
cadores de DNA e algumas das suas aplicacdes, com énfase nas analises de diversidade,

mapeamento genético e selecao assistida em plantas.

Palavras-chave: Marcador molecular. Modelo estatistico. Polimorfismo. Genoma.

INTRODUCAO

Com o advento das técnicas de bio-
logia molecular, tornou-se possivel a
manipulagao do acido desoxirribonucleico
(DNA), culminando com o surgimento
dos marcadores moleculares na década de
1980. Desde entdo, esses marcadores tém
acompanhado os avancos da era gendmi-
ca, beneficiando-se do grande volume de
informacgdes de sequéncias de DNA dis-
ponivel. Além das vantagens apresentadas
sobre os marcadores morfoldgicos, as tec-
nologias existentes fornecem um nimero
praticamente ilimitado de polimorfismos

distribuidos aleatoriamente ao longo de
todo o0 genoma, de forma automatizada
e a custos cada vez mais reduzidos. O
avanco das técnicas moleculares tem sido
acompanhado de perto pelo grande desen-
volvimento nas areas da bioinformaética, da
estatistica e da genética quantitativa. Com
iss0, encontram-se disponiveis informacdes
gendmicas ancoradas a mapas fisicos e
genéticos altamente saturados, além dos
inimeros genes diferencialmente expres-
sos, que sdo facilmente integrados por meio
da bioinformatica. Assim, 0 mapeamento
de caracteres quantitativos — quantitative

trait loci (QTLS) e de QTLs expressos
tém dado suporte para a identificacdo de
genes e para a selecdo assistida, trazendo
um vasto contetdo de informagdo gené-
tica para a maioria das espécies vegetais.
A aplicacdo dessas metodologias, para
acelerar e monitorar os programas de me-
Ihoramento genético, tem implicado em
avangos no desenvolvimento de variedades
melhoradas.

As limitagBes em termos de saturagdo
do genoma, nimero de individuos analisa-
dos e precisdo na detec¢do de QTLs tendem
a ser minimizadas com a revolugdo trazida
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pelo sequenciamento em altissima escala.
Tais avangos tém disponibilizado um gran-
de nimero de polimorfismos de base tinica—
single-nucleotide polymorphism (SNP),
aleatdrios no genoma ou em genes expres-
S0s, que, por sua vez, tém possibilitado a
construcdo de plataformas para analise
de centenas de milhares de marcadores
em paralelo, a um custo reduzido. Essas
condig¢Bes combinadas com modelos esta-
tisticos, propostos para sele¢do com base
na genotipagem de genomas completos,
irdo contribuir cada vez mais para que a
selecdo assistida assuma um papel efetivo
no desenvolvimento de cultivares superio-
res, mais adaptadas e com caracteristicas
especiais.

MARCADORES MOLECULARES

RFLP, RAPD e AFLP

Os marcadores do tipo restriction
fragment length polymorphism (RFLP),
random amplified polymorphic DNA
(RAPD) e amplified fragment length
polymorphism (AFLP) foram os marca-
dores de DNA mais utilizados nas décadas
de 80 e 90, sendo aplicados para varios
estudos genéticos. Esses marcadores fo-
ram responsaveis pelo desenvolvimento
dos primeiros mapas genéticos de muitas
espécies cultivadas, além da descoberta
de genes e de inimeros estudos de diver-
sidade genética. Cada um deles apresenta
vantagens e limitagdes, cobrindo um amplo
espectro de aplicagdes.

Microssatélites ou SSR

Os genomas eucarioticos apresentam
varias classes de sequéncias repetidas e
uma delas consiste de repeticGes em tan-
dem de 1 a 6 nucleotideos, sendo denomi-
nadas microssatélites ou simple sequence
repeat (SSR). As regides genémicas que
flanqueiam as sequéncias repetidas sao
conservadas dentro de uma espécie, permi-
tindo o desenho de pares de primers entre
20 e 30 pb, que séo utilizados para ampli-
ficar os microssatélites. Os polimorfismos

no tamanho dos fragmentos amplificados
devem-se as diferencas no nimero de
elementos simples repetidos, necessitando
de géis de alta resolucdo para a separacao
dos fragmentos, uma vez que estes diferem
por poucos pares de base. Em plantas,
0s microssatélites foram rapidamente
implementados em varias espécies e sdo
utilizados até hoje na construcao de mapas
genéticos, nos estudos de diversidade e no
melhoramento assistido.

Dentre as vantagens que tornaram
esses marcadores largamente utilizados
podem-se destacar a alta frequéncia e a
distribuicdo ao acaso nos genomas eu-
cariotos, alem de serem co-dominantes e
multialélicos, fornecendo um elevado nivel
de informac&o genética por loco. Atécnica
de SSR € de facil execucdo e altamente re-
produzivel, quando comparada com outras
metodologias, facilitando o intercambio
de informac0es entre diferentes grupos
de pesquisa. Uma limitacdo da técnica é
a obtengdo dos primers especificos que
flanqueiam os microssatélites, requerendo
a construcdo de bibliotecas genémicas
enriquecidas, o sequenciamento e o dese-
nho dos primers. Tal limitacdo tem sido
superada com 0s avancos nas técnicas mo-
leculares, incluindo o sequenciamento em
grande escala. Com isso, existe uma grande
quantidade de pares de primers SSR com
sequéncias publicamente disponiveis para
varias espécies vegetais e animais. Apesar
das possibilidades de automatizacdo e da
combinacdo de varios primers em sequen-
ciadores automaticos, o nimero de locos
analisados por reacdo ainda é reduzido
diante dos novos desafios.

ISSR

Os marcadores inter simple sequence
repeat (ISSR) utilizam um Gnico primer de-
senhado com base nas sequéncias repetidas
dos microssatélites na extremidade 5’ com
alguns nucleotideos extras na extremidade
3. Assim, os primers anelam-se dentro das
repeti¢cdes e amplificam as regides genomi-
cas entre 0s SSRs, cujos tamanhos dos frag-
mentos sdo limitados pela propria técnica da
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polymerase chain reaction (PCR). Assim, 0
ISSR assemelha-se ao RAPD, uma vez que
amplifica sequéncias aleatorias no genoma,
embora seja mais reproduzivel que o RAPD,
considerando que os primers sdo maiores e
necessitam de temperatura de anelamento
mais elevada nas reagdes de PCR. Atécnica
surgiu em fungio da dificuldade de gerar os
primers especificos para amplificar os SSR
(ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA,
1994), sendo também muito usado em
plantas e fungos.

DArTs

Com o surgimento dos microarranjos
de DNA, Jaccoud et al. (2001) propuse-
ram uma adaptacdo dessa tecnologia para
a analise de polimorfismos de DNA com
a criacdo dos diversity arrays technology
(DATrTs), onde fragmentos de DNA, que
representam o genoma de um organismo
ou de uma populacao, sdo digeridos com
duas enzimas de restri¢do, clonados e im-
pressos em uma lamina de microarranjo
(Fig. 1). Os polimorfismos sdo detectados
pela presenca ou auséncia do fragmento
apos a hibridizacdo com o DNA gendmi-
co de cada individuo digerido e marcado
com fluoroforos. Assim, a técnica oferece
uma ampla capacidade de amostragem
de milhares de marcadores aleatdrios no
genoma sem necessidade do conhecimen-
to prévio das sequéncias alvo e de forma
automatizada.

Apesar do grande progresso no sequen-
ciamento de genomas com a descoberta de
SNPs, esses avancos ndo atingem todas
as espécies cultivadas. Nesse aspecto, 0s
DArTs oferecem solucgdes para a genotipa-
gem em larga escala em espécies de 6rfas
como mandioca, feijao-de-corda (Cajanus
cajan), cevada e quinoa, além de ser uma
fonte valiosa para a geragdo de marcadores
até mesmo para espécies cujos genomas ja
foram sequenciados como o sorgo (MACE
et al., 2008). Uma lista das espécies, que
possuem arranjos de DArTs disponiveis
para a genotipagem, encontra-se em
Diversity Arrays Technology (200-).
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de um pool génico

DNA gendmico
digerido e

DNA controle \_/' [ )

marcado: vermelho

Agrupamento do DNA de o6
individuos representativos % g%o

marcado: verde’\ e

o Ind 1

Reducéo da complexidade
- do genoma pela digestéo
e ligagcéo de adaptadores.
" Fragmentos monomorficos
e polimérficos (x)

o Clonagem dos fragmentos
e impresséo em laminas
de microarranjos

Ind1  Genotipagem como O e 1.
O DNA de cada individuo
é hibridizado em uma

lamina, juntamente com o

DNA controle

Figura 1 - Esquema da técnica de DArTs

NOTA: DArTs — Diversity arrays technology; DNA — Acido desoxirribonucleico.
FONTE: Dados bésicos: Jaccoud et al. (2001).

Marcadores com base em
informacdées de sequéncias

O sequenciamento de DNA passou
por duas grandes revolucdes: a tecnologia
dos dideoxinucleotideos, que viabilizou a
automatizacdo do processo e, mais recente-
mente, o surgimento das novas tecnologias,
também denominado sequenciamento
de préxima geracdo, gerando bilhdes de
etiquetas de DNA (454/Roche; Genome
Analyzer/lllumina® e SOLiID/Applied Bio-
systems™®). Maiores detalhes podem ser
obtidos no artigo “Decifrando o genoma
em grande escala”. Tais avangos viabili-
zaram 0s projetos de sequenciamento de
genomas completos e expressos, gerando
um volume enorme de informacgdes de se-
quéncias de DNA. Com o surgimento dos
sequenciadores automaticos de DNA, 0s
marcadores RFLP, RAPD e AFLP puderam
ser convertidos em primers especificos,
para utilizacdo em reagdes de PCR gerando
marcadores polimorficos diretamente nas
regides de interesse. Sondas gendmicas

de RFLP utilizadas no mapeamento do
genoma humano foram os primeiros mar-
cadores a serem sequenciados para am-
plificagdo com primers especificos, sendo
denominados sequence tagged site (STS)
(OLSON et al., 1989). A partir de entdo, a
denominacdo STS tem sido aplicada para
qualquer marcador que tenha sido con-
vertido em primers de PCR por meio do
sequenciamento das regides alvo.

Os produtos de amplificacdo com
primers especificos podem ser sequencia-
dos, buscando polimorfismos que gerem ou
eliminem sitios de restri¢do. O polimorfis-
mo é detectado pela digestdo dos produtos
de amplificag@o com enzimas de restricao
adequadas, gerando entdo o marcador
cleaved amplified polymorphic sequences
(CAPS) (KONIECZNY; AUSUBEL,
1993). Tais marcadores apresentam as van-
tagens praticas da técnica do PCR, manten-
do a natureza co-dominante do RFLP. Uma
alternativa para a genotipagem de SNP
é a técnica de derived cleaved amplified
polymorphic sequence (dCAPS), proposta

por Neff et al. (1998), onde a técnica de
PCR é utilizada para introduzir diferengas
de nucleotideos e, assim, criar um poli-
morfismo com base na mutagao alvo. Essa
técnica € uma alternativa interessante nos
casos em que o SNP a ser genotipado ndo
cria ou elimina sitios de restri¢do, inviabi-
lizando a utilizagdo da técnica de CAPS.
Neff et al. (1998) desenvolveram o software
dCAPs Finder, que pode ser utilizado para
marcadores do tipo dCAPS.

A conversdo de marcadores RAPD em
pares de primers especificos foi inicial-
mente realizada por Paran e Michelmore
(1993), sendo denominada sequence
characterized amplified regions (SCAR),
com a vantagem da especificidade da am-
plificagdo para a regido alvo em relagdo ao
RAPD. Fragmentos gerados pela técnica
de AFLP tém sido convertidos em STS
polimérficos e especificos para locos de
interesse.

SNPs e InDels

Os polimorfismos de nucleotideos
Unicos ou SNPs sdo as variagdes mais
frequentes no genoma de qualquer orga-
nismo. Estima-se que a frequéncia desse
polimorfismo seja de uma substituicao a
cada 31 pares de base em regides nao co-
dificadoras e a cada 124 pares de base em
regides codificadoras em milho (CHING et
al., 2002). Em soja, estima-se a frequéncia
de um SNP a cada 2.038 pares de bases em
regides codificadoras, e um SNP a cada 191
pares de bases em regides nao codificado-
ras (ZHU et al., 2003). Por sua abundancia
no genoma e pela lenta taxa de mutacéo
dentro de geragdes, os SNPs prometem ser
a futura geragdo de marcadores genéticos
de grande aplicagdo em processos de geno-
tipagem em larga escala (USECHE et al.,
2001). Outra classe de polimorfismo que
tem sido muito explorada € a presenca de
pequenas insercoes e delecbes, que variam
de um a trés nucleotideos, conhecidas na
literatura como InDels.

Disponiveis respectivamente nos sites: http://www.454.com; http://www.illumina.com; http://www3.appliedbiosystems.com
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Os SNPs e os InDels séo as bases ge-
néticas da maioria das variacdes alélicas
e podem ser tratados como marcadores
bialélicos, possuindo amplas aplicacoes
no mapeamento genético de alta resolucdo
e em testes diagnosticos. Tais marcadores
podem ser identificados in silico, explo-
rando os bancos de dados publicos e mais
recentemente pelo ressequenciamento de
genomas completos. Useche et al. (2001)
identificaram 2.439 SNPs e 822 InDels no
banco publico contendo 68 mil ESTs de
milho, utilizando algoritmos com interfa-
ces especificas entre diferentes bancos de
dados®. Assim, tais marcadores tém gerado
dados em larga escala, de maneira auto-
matizada e a custos reduzidos, sendo Uteis
para a construcdo de mapas geneticos de
alta densidade, para estudos de associacéo
genética e para sele¢do assistida com base
no genoma completo.

Uma vez identificados in silico, os
marcadores precisam ser convertidos em
pares de primers especificos (STS), que
amplifiquem apenas a regido que contém
a mutacdo, para posterior validacdo e
mapeamento destes. No caso de InDels,
as insercBes/delecbes de nucletideos po-
dem ser reveladas diretamente em géis de
sequenciamento dos produtos de amplifi-
cacdo, utilizando um dos primers marcados
com fluorescéncia ou radioatividade. Para
a deteccdo das substituicGes de base, que
ocorrem nos SNPs, tém sido desenvolvidas
varias estratégias, normalmente utilizando-
se etapas adicionais de extensdo de primers
gue ancoram a uma base de distancia do
SNP, apos a amplificagdo do fragmento de
DNA que contém a sequéncia alvo. Vérias
técnicas tém sido adaptadas para revelar os
SNPs, como a extensdo de primers, que
utiliza a detecgdo por espectroscopia de
massa e PCR em tempo real.

No entanto, € importante o desenvol-
vimento de sistemas para a visualizagdo
dos SNPs, que sejam mais simples e de

SESTs — Expressed sequence tags.

baixo custo, envolvendo uma Unica rea-
¢do de PCR seguida de eletroforese em
géis de agarose ou poliacrilamida. Essas
caracteristicas permitem a sua aplicagédo
em programas de melhoramento genético
vegetal, em laboratérios com estruturas
mais simples. Dentre estas, destaca-se a
técnica amplification refractory mutation
system (ARMS-PCR), descrita por Ye et
al. (2001). O sistema ARMS-PCR consiste
da amplificagdo com uma combinagdo de
dois primers alelo-especificos, um para
cada alelo SNP, e dois primers externos e
comuns (Fig. 2). Os dois amplicons alelo-
especificos sdo gerados pela combinacdo
de cada um dos primers externos com
cada um dos primers alelo-especificos.
A especificidade alélica ¢ conferida por
uma diferenca entre a base no terminal 3’

dos primers internos e a base do alelo
alternativo do SNP, como mostrado na
Figura 2. Para aumentar a especificidade,
um segundo erro é adicionado deliberada-
mente na posicao -2, a partir do terminal 3’
(indicado por um asterisco na Fig. 2). O
sistema pode ser desenhado para ensaios
co-dominantes, com a amplificagdo simul-
tanea dos dois alelos (sistema de quatro
primers) ou amplificagdo em separado
para cada um dos alelos (sistema de trés
primers (BUNDOCK et al., 2006)). No
sistema ARMS, é importante notar que
o desenho de primers compativeis para
amplificacdo simultinea ¢, muitas vezes,
desafiador. Programas, com base em web’
estao disponiveis para essa finalidade e au-
xiliam na escolha dos primers ideais, para
0 sistema de trés e quatro primers.

A
N S, 4
Molde de DNA G
(Alelo G) C
*‘_
Primer externo . C
Primers internos Primer externo
> > A
Molde de DNA ¢
(Alelo A) *
c &
l PCR
Produtode PCR
nao especifico
G
Produtos de PCR C
especificos para
cadaalelo GeA ﬁ_‘
Gel de
eletroforese
Homozigoto G/G  Homozigoto A/A  Heterozigoto G/A

Figura 2 - Esquema de amplificacdo pela técnica ARMS utilizando quatro primers

FONTE: Ye et al. (2001).

NOTA: DNA — Acido desoxirribonucleico; PCR — Polymerase chain reaction.

’Disponivel no site: http://wheat.pw.usda.gov/demos/BatchPrimer3/
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As tecnologias de sequenciamento de
préxima geragdo tém disponibilizado uma
quantidade muito grande de informacdes
de SNPs, que tem recebido plataformas
para genotipagem simultanea de milhares
de marcadores a custos reduzidos, como
Golden Gate da Illumina® e OpenArray
da Applied Biosystems™.,

SFP

Os microarranjos de DNA ou chips,
que contém oligonucleotideos desenha-
dos para estudos de expressdo génica,
estdo sendo usados para a geracdo de
polimorfismos para genotipagem em
grande escala, denominados single feature
polymorphism (SFP). Tais marcadores
tém sido identificados com sucesso desde
genomas simples como arroz (KUMAR et
al., 2007), até genomas complexos como
trigo (BERNARDO et al., 2009), os quais
apresentam elevada capacidade de amos-
tragem gendmica, utilizando a mesma
estrutura e os chips de DNA aplicados em
andlise da expresséo global.

Cada polimorfismo é avaliado pela
presenca ou auséncia de sinais derivados
da hibridizacdo do DNA genémico, mar-
cado com os oligonucleotideos impressos
nos chips, como os da Affymetrix®. Além
dos microarranjos ja disponiveis, existe a
possibilidade de desenvolver chips para
genotipagem por SFP pelo alinhamento das
sequéncias genbmicas e de ESTs publicas,
culminando com desenho de sondas de 70
pares de base que cobrem todo o genoma
da espécie alvo.

APLICACOES DOS
MARCADORES MOLECULARES
NO MELHORAMENTO
GENETICO

Diversidade genética e
selecdo de genitores

Os diferentes tipos de marcadores
moleculares disponiveis apresentam uma
ampla capacidade de amostragem do ge-

8Consultar o site: http://www.affymetrix.com

noma, sendo de grande potencial para a
avaliagdo da diversidade genética, tanto
para aplicagoes filogenéticas e evolutivas,
quanto para fins praticos em programas de
melhoramento genético e na manutencdo
de bancos de germoplasma. Os genétipos
séo avaliados por meio dos marcadores, as
bandas comuns a todos os individuos s&o
interpretadas como semelhancas genéticas
e as bandas ndo-comuns, como diferengas.
Os resultados sdo codificados, a fim de ge-
rar uma matriz de similaridade ou dissimi-
laridade, interpretada por meio de anélise
de agrupamento ou multivariada.

A escolha dos genitores e o plane-
jamento dos cruzamentos sdo etapas de
fundamental importancia para 0 sucesso
de um programa de melhoramento. Essas
etapas podem ser auxiliadas por marcado-
res moleculares e fornecem aos melhoristas
informacOes genéticas adicionais e mais
detalhadas dos genotipos, aumentando a
probabilidade de obtengdo de cultivares
superiores. A selecdo de genitores supe-
riores é mais critica em espécies perenes,
como fruteiras e esséncias florestais, uma
vez que o tempo para obtencdo de uma
cultivar melhorada é bastante longo.

Oliveira (2009) obteve uma correlacéo
de 63% entre as distancias genéticas con-
seguidas por marcadores microssatélites e
as distancias obtidas pela genealogia de 32
cultivares brasileiras de soja, originarias
de um Unico programa de melhoramento.
A andlise de agrupamento realizada com
dados de marcadores microssatélites
coincidiu perfeitamente com a origem das
cultivares, com base em sua genealogia.
Esse autor ressalta, ainda, que os dados de
genealogia nem sempre estdo disponiveis,
enquanto as informagdes dos marcadores
sempre podem ser obtidas com acurécia.

A caracterizacéo de linhagens de milho
em grupos heteréticos é de fundamental
importéncia na escolha dos genitores
para a obtencédo de hibridos com elevada
performance agronémica. Aguiar et al.
(2008), ao utilizarem marcadores microssa-

télites para formacéo de grupos heteréticos
em milho, obtiveram formacédo de grupos
semelhantes aqueles obtidos por meio de
cruzamentos testes. No entanto, o agrupa-
mento que utilizou marcadores molecu-
lares foi realizado em um més, enquanto
que a obtencgdo dos resultados de avaliagdo
dos cruzamentos testes necessitou de dois
ciclos da cultura do milho. Além disso, na
avaliacdo fenotipica, muitos dados foram
perdidos, em funcdo da instabilidade cli-
matica durante os periodos de avaliacao.
Um conjunto de 770 linhagens de milho,
representando germoplasmas melhorados
do México, China e Brasil, foi avaliado
com 1.034 SNPs, sendo possivel separar
claramente as linhagens temperadas e tro-
picais (LU etal., 2009). Entre as linhagens
da China e do Brasil foi possivel definir os
agrupamentos em funcdo da genealogia,
sendo também definido um conjunto de
SNPs mais informativos entre as cole¢des
de germoplasma de diferentes origens.

DNA fingerprinting e
protecao de cultivares

A caracterizacdo de variedades, linha-
gens ou hibridos, por meio de marcadores
de DNA, tem sido de grande importancia
na protec¢do intelectual do obtentor, sendo
utilizada como prova legal em processos
juridicos nos paises onde vigoram as leis de
protecdo de cultivares. Com a aprovagéo,
no Brasil, da Lei de Protecdo de Cultivares
(BRASIL, 1997), o Servico Nacional de
Protecdo de Cultivares (SNPC), vinculado
ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), ficou respon-
savel pelo registro e protecdo de novas
variedades. Para que uma variedade seja
protegida, é necessario demonstrar que é
diferente de qualquer outra variedade da
mesma espécie. Apesar de 0 processo para
a protecdo de cultivares ser realizado com
base em descritores morfoldgicos, os mar-
cadores moleculares tém sido estimulados
e aceitos nos processos para a identificagao
de cultivares.
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Um sistema com base em marcadores
de DNA permite a identificagdo de um
padrdo Ginico de combinagdo alélica, como
uma impressao digital (fingerprinting) para
cada cultivar, facilitando sua protecdo e
assegurando os direitos de propriedade
intelectual. A capacidade de discriminac¢ao
dos métodos de fingerprinting molecular
depende do numero de marcadores utiliza-
dos e da frequéncia alélica para cada loco
dentro de uma populacdo representativa
da espécie. Ao avaliar um conjunto de 32
cultivares de soja de um mesmo programa
de melhoramento, portanto com grande
probabilidade de ser estreitamente rela-
cionadas, Oliveira (2009) selecionou um
conjunto de 11 marcadores microssatélites,
que identificaram todas as cultivares com
no minimo 99,9999% de probabilidade
de exclusdo. Foram distinguidas inclusive
duas cultivares que possuiam 99,22%
de similaridade genética, com base na
genealogia.

Andlise de pureza genética
de sementes

Da mesma forma como os marcadores
de DNA sdo uteis na identificagdo de cul-
tivares, tornam-se também uma importante
ferramenta na identificagdo das misturas
varietais em analises de pureza genética de
sementes, com a finalidade de certificagao
ou fiscalizagdo de sementes. Comumente,
misturas varietais sdo identificadas com
base em grow out no campo ou em ca-
racteristicas morfologicas de sementes e
plantulas ou, em alguns casos, pela eletro-
forese de proteinas da semente. Em soja,
por exemplo, a analise de pureza genética
de sementes ¢ feita comumente pela cor do
hilo e do hipocotilo e reacdo a peroxidase.
Esses caracteres sdo pouco informativos,
pois tanto a cor do hipocétilo, quanto a rea-
¢do a peroxidase so permitem dois resulta-
dos possiveis, sendo que a combinagdo de
ambos sO permite classificar as variedades
em quatro grupos distintos.

Shitp.//www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol. htm

Cor de hilo apresenta um nimero maior
de resultados possiveis, representados pe-
las diversas cores e tonalidades existentes,
que podem ser alteradas em fungdo de
condi¢des ambientais. Por exemplo, va-
riedades com hilo preto imperfeito podem
ser confundidas com variedades de hilo
preto ou mesmo marrom. Analises mole-
culares tém demonstrado que nem sempre
a diferenca na cor do hilo significa mistura
varietal. Em alguns casos, sementes de hilo
preto imperfeito encontradas em lotes de
sementes de hilo marrom sio geneticamen-
te idénticas.

Marcadores de DNA s3ao uma ferra-
menta auxiliar e poderosa na analise de
pureza genética de sementes e outras fontes
de propagagio, tais como mudas, estoldes,
estacas, borbulhas, etc., aplicavel sempre
que a caracterizagdo visual gerar davidas.
Essa andlise tem sido feita explorando-
se a0 maximo a representatividade do
genoma, pela utilizacdo de primers bem
distribuidos em mapas genéticos da espé-
cie. Schuster et al. (2004) descrevem uma
metodologia pratica para a utilizacdo de
marcadores microssatélites na avalia¢do
de pureza genética de cultivares de soja
que pode ser facilmente estendida para as
demais culturas.

Mapeamento de genes e
caracteristicas complexas

Os avancgos nas areas dos marcadores
moleculares e das metodologias estatisticas
implementadas em programas computacio-
nais tém aumentado a satura¢ao dos mapas
genéticos e, consequentemente, a precisao
na identificacdo de marcadores associados
com as caracteristicas de interesse. Para
um marcador ser utilizado no mapeamento
genético, este deve ser polimorfico entre
os individuos parentais e apresentar uma
segregacdo mendeliana esperada na pro-
génie. Varios tipos de populagdes segre-
gantes podem ser utilizadas na construggo
de mapas genéticos, como F,, linhagens
recombinantes endogamicas — recombinant
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inbred lines (RILs) e de retrocruzamentos,
tendo cada uma vantagens e limitagdes.
Varios programas computacionais estdo
disponiveis para a constru¢do de mapas
de ligag@o, sendo alguns publicos como o
MapMaker (LANDER et al., 1987), One-
Map (MARGARIDO; SOUZA; GARCIA,
2007) e GQMOL?.

O grande objetivo da construgdo de
mapas genéticos € identificar marcadores
moleculares associados as caracteristicas
de interesse. H4 uma infinidade de tra-
balhos que reportam ao mapeamento de
genes e ao QTLs em diferentes espécies.
Resisténcia a doengas tem sido uma ca-
racteristica alvo para esse tipo de estudo,
uma vez que a identificagdo de marcadores
ligados a genes de resisténcia permite mo-
nitorar a introgressao e a piramidacdo de
dois ou mais genes de resisténcia em uma
cultivar ou linhagem comercial.

Garciaetal. (2008) e Silva et al. (2008)
mapearam os genes Rpp5, Rpp2 € Rpp4,
que conferem resisténcia a ferrugem da
soja. Adicionalmente, o mapeamento de
genes € um passo importante para a clo-
nagem de genes.

Amaioria das caracteristicas de impor-
tancia econdmica esta sob controle genéti-
co complexo, envolvendo a acdo de varios
genes, o que torna dificil sua manipula-
¢do e compreensdo. Regides gendmicas
contendo locos génicos associados a tais
caracteres quantitativos sdo denominados
QTLs. Marcadores moleculares analisados
por metodologias estatisticas implemen-
tadas em programas de mapeamento de
QTLs tém possibilitado a dissecagdo dos
caracteres complexos em fatores mende-
lianos simples. O mapeamento de QTLs
possibilita estimar o numero e a localizagao
de genes que controlam a variagdo fenoti-
pica de um carater, a magnitude dos seus
efeitos e as interagdes com outros QTLs. A
habilidade de detectar QTLs por meio de
marcadores moleculares ¢ funcido da mag-
nitude do efeito do QTL, do tamanho e do
tipo da populagdo e do nivel de saturagdo
do mapa genético.
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O mapeamento de QTLs baseia-se
em testes de associagdo entre marcadores
moleculares e os dados fenotipicos por
meio de varias metodologias estatisticas,
cujos procedimentos podem ser vistos
com mais detalhes em varios livros espe-
cializados como, Schuster e Cruz (2008),
dentre outros. De forma bastante resumida,
0s métodos para mapeamento de QTLs
avancaram desde a associa¢do com mar-
cas simples, passando pelo mapeamento
por intervalo simples, mapeamento por
intervalo composto, por multiplos QTLs,
até o mapeamento por intervalos multiplos.
Programas especificos para o mapeamento
de QTLs, contendo algoritmos apropriados
para implementar varios dos procedimen-
tos estatisticos descritos estdo disponiveis
para acesso publico, como QTLCartogra-
pher® e GQMOL.

Métodos de mapeamento de popula-
¢Oes derivadas de cruzamentos biparentais
amostram apenas uma pequena fragdo de
todos os possiveis alelos em uma determi-
nada espécie. Por esse motivo, marcadores
moleculares associados a QTLs geralmente
sO podem ser usados nas populagdes em
que foram desenvolvidos. Recentemente,
a utilizacdo do desequilibrio de ligacéo,
0U seja, a associacdo ndo ao acaso entre
alelos em locos ligados, tem sido utilizada
para realizar 0 mapeamento por associa-
cdo. Diferentemente do mapeamento de
ligacdo (equilibrio de ligacdo), o0 mapea-
mento por desequilibrio de ligag&o infere
a associacao entre genotipos (haplotipos)
e a caracteristica, pela avaliacdo do po-
limorfismo genético que foi gerado em
diferentes backgrounds genéticos e por
meio de muitas geracdes de recombinacéo
(DEKKERS; HOSPITAL, 2002).

O desequilibrio de ligagdo ¢ definido
€omo a associacao ndo ao acaso, de alelos
em locos diferentes do mesmo cromosso-
mo. Se for considerado que um determina-
do loco possui os alelos A e a com frequén-
ciasdep, e 1-p,, e um segundo loco possui

osalelos B e b, em frequéncias de p, e 1-py,
entdo, no equilibrio, mesmo que os locos
estejam ligados, a frequéncia esperada de
um determinado haplétipo é o produto
das frequéncias dos alelos constituintes
desse haplétipo. Por exemplo, a frequéncia
esperada do haplotipo AB, no equilibrio,
€ P ;=P XP,. O desequilibrio de ligacdo &
a diferenca D=p,-(p,xp,). No equilibrio,
D=0 (MACKAY; POWELL, 2007).

O mapeamento por desequilibrio
de ligacdo, também conhecido como
mapeamento de associacdo, detecta e lo-
caliza QTLs com base na intensidade da
correlacdo entre marcadores moleculares
mapeados e as caracteristicas fenotipicas.
O desequilibrio de ligacdo entre dois locos
é funcdo do tempo (nimero de geracdes)
decorrido, desde que se iniciaram as ge-
ragdes de recombinacao e a frequéncia de
recombinacéo entre os locos. Apos vérias
geracOes de recombinacdo, em uma popu-
lacdo ndo estruturada, apenas correlagdes
entre QTLs e marcadores proximamente
ligados devem permanecer, facilitando
0 mapeamento mais fino (MACKAY;
POWELL, 2007).

Para o mapeamento por desequilibrio
de ligagdo, ndo ha necessidade de preparar
uma populacdo de mapeamento e 0 genoma
inteiro ¢ avaliado para identificar regides
associadas a um fendtipo em particular. O
primeiro obstaculo para essa analise de as-
sociacdo é a presenga, dentro da populacéo,
de subgrupos com distribuicdo desigual de
alelos. Nesses casos, falsas associa¢@es
positivas entre marcadores e fenotipo
podem ser identificadas, mesmo que ndo
haja ligagdo fisica entre os marcadores e
0s genes (BUCKLER; THORNSBERRY,
2002). Por esse motivo, a primeira etapa
no mapeamento por associacdo (desequi-
librio de ligacdo) ¢ identificar a existéncia
de subgrupos. Isso pode ser feito pela
construcdo de uma matriz de similaridade
genética, estimada a partir dos marcadores
moleculares.

1°Disponivel no site: http://statgen.ncsu.edu/qtlcart/cartographer.html

Melhoramento genético
assistido por marcadores
moleculares

Retrocruzamento assistido

A utilizagdo de marcadores molecula-
res em programas de introgressao de genes
por meio de retrocruzamento é um dos
exemplos mais concretos de melhoramento
assistido por marcadores. Germoplasmas
ndo-adaptados tém sido utilizados em pro-
gramas de melhoramento com o objetivo
de introduzir caracteristicas de heranca
simples, como resisténcia a doengas ou
transgenes. A selecdo pode ser feita para
monitorar o gene de interesse ou 0 genoma
recorrente, visando & redugdo do tempo
para obtencéo de linhagens convertidas e
aumento da eficiéncia do programa, princi-
palmente quando se objetiva a piramidagao
de dois ou mais genes de interesse.

Diferentes estratégias de retrocruza-
mento assistido podem ser aplicadas de-
pendendo dos objetivos, sendo que o custo
com as genotipagens pode ser compensado
pela redug@o significativa no nimero de ge-
racOes para recuperar 0 genoma recorrente,
principalmente com o alto valor agregado
de um evento transgénico (GUIMARAES
et al., 2009). Ainda, considerando a sig-
nificativa redu¢do dos custos das novas
tecnologias de marcadores, em situagdes
onde o fendtipo é de avaliacdo complexa,
a selecdo com marcadores moleculares
fornece a vantagem adicional na reducéo
dos custos e na selecdo precoce dos indi-
viduos de interesse.

SAM

A selecdo de caracteristicas simples
com o auxilio de marcadores moleculares
tem grande utilidade, quando a caracteristi-
ca é de dificil medigao ou quando se deseja
selecionar para diversas caracteristicas
simultaneamente, como no caso de pira-
midacdo de genes. No entanto, a selecdo
assistida por marcadores (SAM) tem sua
maior contribuicéo na selecdo de caracte-
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risticas quantitativas. Associacdes entre
alelos de marcadores moleculares e alelos
de QTLs podem ser usadas para selecionar,
indiretamente, alelos favoraveis de QTLSs.
Para caracteres de baixa herdabilidade, a
sele¢do fenotipica é realizada em geracdes
mais avangadas, pois a herdabilidade e
a acuracia estatistica da estimacéo das
médias das progénies aumentam com o
aumento do nimero de repeticdes, gera-
cBes, locais e anos de teste, o que leva a
um aumento muito grande do numero de
plantas a ser avaliado. Assim, os melhoris-
tas devem optar entre produzir estimativas
mais precisas da média de um namero
menor de progénies ou amostrar um gran-
de nimero de progénies, com estimativas
menos precisas. A SAM apresenta-se como
uma alternativa eficiente para permitir a
selecdo precoce de caracteristicas de baixa
herdabilidade. A selecdo precoce diminui
0 nuimero de plantas a ser analisado por
familia, o que permite a avaliacdo de um
nUmero muito maior de progénies. ASAM
€ mais efetiva em geracdes iniciais de sele-
¢do entre progénies de cruzamentos entre
linhas endogamicas. Nessas geracdes, a
herdabilidade € baixa, pois 0 nimero de
repeticBes é limitado e o desequilibrio de
ligagdo é alto. O paradoxo é que o poder
de mapeamento de QTLs decresce, a
medida que a herdabilidade decresce, e é
menor justamente para caracteristicas que
teoricamente sofreriam o maior impacto
pela SAM (LANDE; THOMPSON, 1990).
Para evitar a deteccdo de falsas associacGes
entre marcadores e QTLs, um nivel de
significancia bastante alto ¢ utilizado para
se declarar associagdo entre um marcador e
um QTL. A utilizagdo de niveis de signifi-
cancia bastante estringentes na escolha dos
marcadores aumenta a acuracia da SAM e
produz ganhos significativos desta sobre a
selecéo fenotipica. Trabalhos mais recentes
tendem a utilizar a regressao multipla do
fendtipo aos marcadores, como 0 método
de identificar a associa¢do entre marca-
dores e QTLs, e estimar o efeito dos mar-
cadores (LANDE; THOMPSON, 1990).
Regressdao mdultipla € um procedimento

computacionalmente mais simples do que
0 método da maxima verossimilhanca,
produzindo resultados muito similares
(LANDE; THOMPSON, 1990).

Os resultados de estudos tedricos e ex-
perimentais permitem concluir que a SAM
pode ser utilizada para aumentar substan-
cialmente a eficiéncia dos programas de
melhoramento (EDWARDS; STUBER;
WENDEL, 1987; STUBER; EDWARDS;
WENDEL, 1987; LANDE; THOMPSON,
1990). A eficiéncia da selegdo assistida
por marcadores, comparada com a selecéo
fenotipica, é afetada por diversos fatores,
tais como, herdabilidade da caracteristica,
cobertura do genoma pelos marcadores,
identificagdo de associacdo entre marcado-
res e QTLs, tamanho e nimero de familias,
tipo de populacdo e escolha do método
de selecdo assistida por marcadores. A
selegdo que utiliza marcadores flanque-
ando o QTL também ¢ mais eficiente do
que a selecdo que se baseia em um Unico
marcador. LANDE; THOMPSON (1990)
propuseram a teoria do indice de selecéo,
utilizando marcadores, que maximizam a
taxa de ganhos genéticos pela combinacgéo
das informagdes do polimorfismo nos locos
dos marcadores genéticos com dados da
variacdo fenotipica entre os individuos.
Esse indice pode ser usado tanto para a
selecdo individual, como para a selegéo
de linhas. Porém, a utilizacédo desse indice
requer testes de progénies com repeticdes,
para a obtencao dos valores fenotipicos. A
selecdo que se baseia apenas em marcado-
res pode ser utilizada e possui eficiéncia
semelhante ao indice, quando p>0,5 para
caracteristicas de baixa herdabilidade,
sendo p a proporcao da variancia genética
aditiva da caracteristica que € associada
com o loco marcador.

Muitas caracteristicas de importancia
econdmica sdo afetadas por varios QTLs.
Além de, em muitos casos, 0s QTLs
para diferentes caracteristicas apresenta-
rem-se ligados (STUBER; EDWARDS;
WENDEL, 1987; EDWARDS; STUDER,;
WENDEL, 1987). Como na maioria dos
programas de melhoramento, o objetivo
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é melhorar a performance para diversas
caracteristicas simultaneamente, o nimero
de QTLs envolvidos em um programa de
melhoramento facilitado por marcadores
moleculares deve ser grande. Pela natureza
intrinseca dos QTLs e pelo fato de carac-
teres quantitativos serem controlados por
um grande nimero de genes de pequeno
efeito, a selegdo recorrente assistida por
marcadores moleculares é uma escolha
apropriada para o melhoramento de po-
pulacdes. Por meio de ciclos sucessivos
de intercruzamentos e selecdo, a selecédo
recorrente favorece a quebra de ligacGes
genéticas, o que facilita a recombinacao
entre genes e aumenta a frequéncia de
alelos favoraveis nas populagdes de me-
lhoramento. O uso da selecdo assistida
por marcadores moleculares permite a
identificagdo de combinagdes favoraveis de
alelos, permitindo maiores ganhos com a
selecdo. Xie; Xu (1998) apresentaram uma
comparacao tedrica entre diversos métodos
de sele¢do recorrente com base em fami-
lias e selecdo massal, utilizando SAM e
selecdo fenotipica. A selecdo recorrente
assistida por marcadores foi duas vezes
mais eficiente do que a selecdo fenotipica,
com familias de tamanho pequeno, baixa
herdabilidade e alta proporcéao da variacéo
fenotipica explicada pelos marcadores (p).
Com o aumento do tamanho da populagéo,
aumento da herdabilidade e diminuicéo
de p, a vantagem da selecdo assistida por
marcadores diminuiu. Selecdo assistida
por marcadores € mais competitiva com a
selecéo fenotipica tradicional, quando a ca-
racteristica possui baixa herdabilidade. Se
0 objetivo do programa de melhoramento é
maximizar a resposta por unidade de custo,
a SAM pode ser inferior a sele¢éo fenoti-
pica, quando a herdabilidade é superior a
30% e o custo da avaliagdo fenotipica por
individuo é menor do que a genotipagem
do loco marcador.

O ntimero de artigos cientificos publi-
cados anualmente com o termo marker-
assisted selection ultrapassou a barreira
de mil, no ano de 2003. No entanto, a
quase totalidade desses artigos procura
demonstrar a aplicacéo potencial da SAM
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nos programas de melhoramento e ndo sua
aplicacao pratica. Assim, o uso efetivo da
SAM no desenvolvimento de variedades
em programas de melhoramento tem-se
limitado, em sua maior parte, as grandes
empresas multinacionais, que tém desen-
volvido ferramentas gendmicas para as
espécies de maior interesse comercial,
tais como milho, soja, canola, algodao e
girassol. Os programas de melhoramento
que utilizam essas ferramentas tém desen-
volvido estratégias para gerar um genétipo
ideal, a partir da selecdo de um mosaico
de segmentos cromossdmicos favoraveis.
Utilizando essas ferramentas, tais progra-
mas de melhoramento tém relatado taxas
de ganhos genéticos duas vezes superiores
aos ganhos realizados com base na sele¢éo
fenotipica (XU; CROUCH, 2008). Estima-
se que, nos Estados Unidos, a partir do ano
de 2010, 12% das variedades comerciais
sejam desenvolvidas por meio do melho-
ramento molecular (FRALEY, 2006).

Converter as informagdes publicadas
na literatura cientifica em aplicacdes
praticas de larga escala nos programas
de melhoramento requer algumas con-
sideracdes de ordem pratica, logistica e
genética. Primeiramente, os marcadores
moleculares publicados devem ser valida-
dos em um grande nimero de populagdes
que sejam representativas do material de
melhoramento. Em seguida, é necessario
desenvolver um procedimento técnico sim-
ples, rapido e econdmico para as etapas de
amostragem de tecidos, extracdo de DNA,
genotipagem e coleta de dados que seja
viavel e preciso quando aplicado rotineira-
mente em larga escala. Além disso, os me-
Ihoristas precisam desenvolver um sistema
integrado, com rastreabilidade dos dados
e sistemas de controle que assegurem a
integracdo da genotipagem nos programas
de melhoramento. Por fim, é fundamental
delinear um sistema de melhoramento que
permita otimizar ferramentas de tomada
de decisdo, para auxiliar melhoristas na
selecdo de forma rapida e precisa (XU;
CROUCH, 2008).
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Importdncia da bioinformdtica na
biotecnologia e na agropecudria

Vagner Katsumi Okura*

Resumo - A Bioinformatica tem tido um papel fundamental no progresso e nas

descobertas da Biologia Molecular, visto sua atuacdo decisiva em manipular e

interpretar gigantescas quantidades e variados tipos de dados biolégicos, gerados pela

Gendmica, Gendmica Funcional e Protedmica. Esses avancos na Biologia Molecular

contribuiram para a criacdo de uma Biotecnologia Moderna, que se baseia em

ferramentas da Engenharia Genética e principalmente no uso de informacoes biolégicas

disponiveis. Isso possibilita o desenvolvimento de novas cepas de microrganismos,

novas variedades de plantas e novas racas de animais com caracteristicas de interesse

para a agropecuaria.

Palavras-chave: Gene. RNA. Proteina. Genoma. Sequenciamento de DNA. Gendmica.

Transcriptoma. Proteoma. Melhoramento genético.

INTRODUCAO

Agenética evoluiu bastante nas Gltimas
décadas, principalmente com a descricao
da estrutura de DNA em dupla hélice
nos anos 50. Dentre as descobertas nesse
periodo, € importante destacar os avangos
na area da Biologia Molecular, como o
desenvolvimento da tecnologia de DNA
recombinante (mais comumente conhecida
como Engenharia Genética), e o desenvol-
vimento de métodos de sequenciamento
de DNA e sua automatizacdo. Nas Ultimas
décadas, também aconteceram avancos e
descobertas na area de Computacdo. Os
primeiros computadores foram inventados,
melhorados e foi criada a internet. Da
confluéncia entre as duas areas, surgiu a
Bioinformatica, uma area multidisciplinar,
que envolve a Computacao, a Estatistica
e a Matematica no estudo e resolucao de
problemas da Biologia, particularmente da
Biologia Molecular. A partir disso, com o
langamento do projeto do genoma humano,
muitas outras iniciativas foram criadas,

com o objetivo de estudar os diferentes
seres vivos por meio da Gendmica, de
onde tem sido gerada uma quantidade
gigantesca de dados biol6gicos que cresce
em ordem exponencial (Grafico 1). Além
da quantidade, aumenta também a varie-
dade e a complexidade das informacdes
bioldgicas. Isso alavanca a necessidade de
computadores mais poderosos e com maior
capacidade de armazenamento, e de mode-
los e métodos matematicos, estatisticos e
computacionais mais sofisticados, imple-
mentados em softwares de Bioinformatica,
0 que envolve tanto a participacdo de
especialistas dessas areas, como necessita
de profissionais que tenham uma formagao
multidisciplinar com conhecimento em
Biologia - bioinformatas.

Essas revolugdes tecnoldgicas tém
possibilitado avangos em outras areas
de pesquisa, principalmente em Ciéncias
Aplicadas como a Medicina, a Farméciae a
Agronomia. Dentro do campo agronémico,
os principais beneficios estao relacionados

com o desenvolvimento de novas varie-
dades de plantas, novas racas de animais,
e microrganismos ‘engenheirados’ por
meio da Biotecnologia, que hoje esta
bastante apoiada no conhecimento gerado
pela Biologia Molecular. Assim, além do
melhoramento classico usando marcadores
genéticos, a Biotecnologia conta também
com o melhoramento assistido por mar-
cadores moleculares (MOOSE; MUMM,
2008) e com o melhoramento genético,
a partir da transgenia (BRASILEIRO;
CANGADO, 2000).

O objetivo deste artigo é apresentar o
papel da Bioinformatica dentro dos campos
de estudo da Genbmica, Gendmica Fun-
cional e Protedmica. A proposta € mostrar
sucintamente a motivacao, a problematica
e a aplicacdo da Bioinformatica dentro
desses campos de estudo. A inten¢do ndo
é apresentar muitos detalhes sobre esses
campos de estudo, nem tampouco mostrar
todas as tecnologias vigentes e atuais, mas
sim fornecer ao leitor uma visdo ampla do
estado da arte desse novo campo da ciéncia

Bioinformata, M. Sc., Pesq. Alellyx Applied Genomics S.A., CEP 13069-380 Campinas-SP. Correio eletronico: vagner.okura@alellyx.com.br
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Gréfico 1 - Crescimento do Genbank — 1982 a 2009
FONTE: National Center for Biotechnology Information (2009a).

NOTA: Mostra o crescimento da quantidade de sequéncias e pares de bases de DNA
depositados no banco de dados publicos GenBank, um banco publico de se-
quéncias do National Center for Biotechnology Information (NCBI), um centro de

exceléncia em Bioinformdtica.

que evolui com grande rapidez. Seréo
apresentados os desafios da Bioinforma-
tica e os beneficios para a agropecuaria,
que podem ser obtidos pela biotecnologia
fundamentada nas informacdes geradas
pela Biologia Molecular.

PAPEL DA BIOINFORMATICA

A Bioinformatica tem por objetivo
possibilitar o entendimento e permitir
novas descobertas no campo da Biologia,
utilizando, para isso, novas abordagens.
Para chegar a este entendimento é preciso
conhecer primeiramente as unidades ba-
sicas de estudo da Genbmica — 0s genes.
Além disso, estuda-se também como os
genes funcionam e como eles interagem
com outras moléculas. Um conceito bésico
e importante para saber como a Bioinfor-
matica trabalha é entender o dogma central
da Biologia Molecular (CRICK, 1970): O
DNA pode ser copiado para DNA (repli-
cacdo de DNA), a informacdo do DNA
pode ser copiada (transcricdo) para uma
molécula de RNA mensageiro (MRNA) e
as proteinas podem ser sintetizadas (tra-

ducédo) usando a informacdo do mRNA
como molde.

Com os avangos tecnoldgicos é pos-
sivel transformar a informacéo biolégica
(DNA, RNA, proteinas) contida nas células
de um organismo vivo em informacao di-
gital. Para isso, a Bioinformatica despende
esforgos para obter, processar, analisar,
descrever, interpretar, armazenar, buscar e
visualizar os dados biolégicos. Ou seja, 0s
diferentes instrumentos ou equipamentos
que tratam o material bioldgico, produ-
zindo dados brutos e em larga escala, que
devem ser processados em dados legiveis
pelo ser humano e também formatados em
padrdes adequados para ser armazenados
e entendiveis por programas de compu-
tador. Os dados gerados estdo sujeitos a
erros, decorrentes da natureza bioldgica,
da preparacdo do material ou do processo
realizado pelo equipamento. De acordo
com sua origem, os dados sdo analisados
por programas de computador e, depois,
descritos e interpretados manualmente ou
automaticamente. Por fim, esses dados
requerem um sistema de armazenamento
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com grande capacidade, que permita que
possam ser eficientemente recuperados
e disponibilizados. Em cada uma dessas
etapas, ha necessidades diferenciadas
de solugbes de Bioinformatica, as quais
exigem a criacdo de diferentes métodos
e modelos computacionais, estatisticos e
matematicos.

Além de suportar a geragao e a interpre-
tacdo, a Bioinformatica atua nas predicdes
sobre os dados biolégicos. Com isso, novas
hipoteses podem ser postuladas e testadas
em laboratério, permitindo, assim, novos
direcionamentos de pesquisa. Para isso,
sdo exigidos modelos e métodos mais
sofisticados, que possibilitem agregar
e integrar diferentes fontes de dados, e,
principalmente, profissionais que tenham
embasamento biol6gico para entender e
propor solugdes eficientes para os proble-
mas. A Bioinformatica é, assim, muito mais
que area de suporte, € uma area de atuacédo
determinante e protagonista de muitas
descobertas dentro da Biologia.

GENOMICA - ESTUDANDO
O DNA

O estudo dos genes de um organismo
€ o ponto de partida para o entendimento
de seus processos bioldgicos. Em funcdo
da tecnologia de sequenciamento de DNA
é possivel determinar a sequéncia dos ge-
nes de um organismo. Atualmente, uma
grande variedade de espécies tem tido
seu genoma sequenciado, compreenden-
do microrganismos, plantas e animais
(Quadro 1). Portanto, uma maneira atual
de determinar a sequéncia dos genes de
um organismo é pelo sequenciamento
completo do genoma.

No sequenciamento completo do
genoma, o objetivo é conhecer toda a in-
formacdo genética de um organismo. N&o
existe hoje nenhum equipamento que con-
siga ler mais do que mil pares de bases de
uma molécula de DNA de forma continua.
Mesmo as tecnologias mais recentes de se-
guenciamento de DNA (SHENDURE; JI,
2008), que conseguem produzir muito mais
sequéncias com um custo menor, nao che-
gam nesse limite. Em funcéo disso, foram
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QUADRO 1 - Quantidade de projetos de sequenciamento de genoma

Organismo Completo I\;Iac;réfgﬁgl an dEIIrrllento Total
Procariotos 970 1.034 888 2.892
Eucariotos 22 186 174 382

Animais 4 75 60 139
Plantas 2 11 47 60
Fungos 10 74 39 123
Protistas 6 24 24 54
Total 992 1.220 1.062 3.274

FONTE: National Center for Biotechnology Information (2009d).
NOTA: Os ntimeros apresentados referem-se aos projetos genoma catalogados pelo National

Center for Biotechnology Information (NCBI).

Completo - significa que a sequéncia dos cromossomos foi determinada completamente

e submetida ao NCBI; Montagem rascunho - significa que hé versoes de sequéncias

dos cromossomos depositadas no NCBI; Em andamento - significa que o projeto de

sequenciamento estd em um estddio inicial ou que as sequéncias dos cromossomos

nao estao depositadas no NCBI.

criadas duas estratégias de sequenciamento
de genomas que quebram 0s cromossomos
em fragmentos menores para serem lidos
pelos sequenciadores automaticos. Uma
das estratégias é conhecida como shotgun
completo (whole genome shotgun). Os
cromossomos sdo quebrados aleatoria-
mente, gerando fragmentos pequenos que
alimentam os sequenciadores automaticos.
Aoutra estratégia baseia-se em duas etapas
de fragmentacéo. A primeira gera fragmen-
tos bem mais longos, que sdo ordenados
por técnicas de mapeamento de DNA.
Na segunda etapa, sdo escolhidos quais
fragmentos longos serdo subfragmentados
e sequenciados. O grande desafio, apds o
sequenciamento, é reconstituir a sequéncia
dos cromossomos a partir da sequéncia
dos fragmentos na ordem correta, 0 que
caracteriza um dos grandes problemas
da Bioinformatica, chamado montagem
de sequéncias. Esse ndo é um problema
trivial, pois existem fatores que atrapalham
0 processo de montagem, como erros de
sequenciamento e complexidade e tamanho
do genoma.

Uma vez determinada a sequéncia
dos cromossomos, ¢ preciso identificar e
descrever as sequéncias génicas (anotacédo
do genoma ou identificagdo de genes). A

identificacdo dos genes pode ser feita usan-
do softwares para comparar cromossomos
com outras sequéncias génicas conhecidas,
de onde podem ser identificados os trechos
génicos do cromossomo. Apesar de ser
eficaz, essa abordagem de identificagdo
depende de sequéncias previamente co-
nhecidas. Outra abordagem com base em
programas de computador para predicdo de
genes baseia-se em modelos construidos a
partir do contetido de sequéncias génicas e
sequéncias nao génicas conhecidas. Outro
passo importante € descrever a funcgao dos
genes. A caracterizacdo efetiva da fungéo
de um gene é realizada por meio de com-
plexos e detalhados experimentos labora-
toriais. A alternativa, nesse caso, é inferir
a funcdo do gene com base na similaridade
com outras sequéncias ja descritas, visto
que genes com sequéncias similares em
geral tém a mesma funcg&o. Para isso, séo
utilizados programas de Bioinformatica
que buscam informagdes em outros bancos
de dados de sequéncias. Como exemplo,
pode-se citar a ferramenta - basic local
alignment search tool (BLAST) (NATIO-
NAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION, 2009b).

Apesar das muitas iniciativas repre-
sentadas por projetos de sequenciamen-

to de genoma, o0 nimero de genomas
completamente sequenciados € pequeno,
principalmente para plantas e animais de
interesse para a agropecuaria. No universo
dos vegetais, além da Arabidopsis thaliana
(THE ARABIDOPSIS GENOME INITIA-
TIVE, 2000), uma planta utilizada como
modelo cientifico, foram determinadas
as sequéncias completas dos genomas de
arroz (GOFF etal., 2002; YU et al., 2002),
sorgo (PATERSON, 2009), mamao Papaya
(MING, 2008), uva (JAILLON, 2007)
e Populus (alamo) (TUSKAN, 2006).
No caso de animais com interesse para a
pecudria, somente 0 genoma do boi foi se-
quenciado (ELSIK; TELLAM; WORLEY,
2009). Quando se trata de microrganismos,
a quantidade de genomas sequenciados é
bem maior, visto que sdo genomas menores
e mais simples. Esses nimeros (Quadro 1)
refletem a dificuldade em sequenciar ge-
nomas completos de eucariotos, visto que
muitos desses organismos tém genomas
grandes e complexos. No entanto, esse
também ¢ mais um dos desafios da Bioin-
formatica, ou seja, propor novas solucdes,
rapidas e acuradas, para montagem de
genomas mais complexos.

GENOMICA FUNCIONAL -
ESTUDANDO O RNA

O estudo genético em nivel de RNA
tem um carater mais dindmico, se com-
parado com o estudo do DNA, e possui
um campo amplo de pesquisa para en-
tendimento da funcdo e importancia dos
genes. No ambito transcricional, o objetivo
é aprender mais sobre a expressdo dos
genes e como isso afeta o funcionamento
ou o desenvolvimento de um organismo.
A expressao dos genes ¢ influenciada pelo
tempo de desenvolvimento, pela locali-
zacdo nos tecidos e pela interagdo com o
ambiente. Uma das principais aplicacdes
do estudo da expressdo génica é a pros-
peccdo de genes de interesse. Por exemplo,
genes relacionados com a seca, o frio, ou
o calor podem ser identificados a partir de
experimentos que submetam organismos a
condicdes de falta de 4gua, de resfriamento
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ou de aquecimento, respectivamente. Para
iss0, amostras de individuos ou de tecidos
submetidos a estresses sdo comparadas
com amostras controle (na auséncia do
estresse), de onde sdo identificados os ge-
nes que apresentam expressdo diferencial
em relagéo aos genes da amostra controle.
A expressdo diferencial dos genes pode
ser estudada por meio do sequenciamento
de expressed sequence tags (ESTS) e da
tecnologia de microarranjos de DNA ou
microarray, embora esta Ultima seja bem
mais utilizada para esta finalidade.

Sequenciamento de ESTs

O sequenciamento de ESTs é uma
abordagem ndo s6 para determinar as
sequéncias dos genes, mas também para
avaliar seu nivel de expressdo. O se-
guenciamento de ESTs torna 0 processo
de identifica¢do dos genes mais rapido e
menos dispendioso, se comparado com
a abordagem de genoma completo, prin-
cipalmente para aqueles de organismos
altamente complexos, como os de plantas
e animais, nos quais somente uma parcela
de seu genoma é compreendida por genes,
sendo a maior parte do genoma composta
por sequéncias repetitivas. Por isso, muitos
organismos tém seus genes estudados usan-

do o sequenciamento de ESTs (Grafico 2).
Aabordagem, usando ESTs, pode ser utili-
zada para complementar o sequenciamento
completo de genoma, principalmente na
identifica¢ao dos genes.

O objeto de manipulagdo principal é
0 mRNA, que é uma copia em RNA de
um gene. A molécula de MRNA é copiada
para uma molécula de DNA chamada DNA
complementar (cDNA), que é clonada e
entéo sequenciada. As sequéncias sdo entdo
agrupadas por programas de bioinformatica
gue produzem contigs ou clusters de EST
(clustering). O nimero de copias de MRNA
esta relacionado com o nivel de expressdo
de um gene. Quanto maior 0 nimero de
copias de mRNA, maior é o nivel de ex-
pressdo do gene. Assim, 0 nimero de se-
quéncias de um cluster de EST é utilizado
como medida de expressdo de um gene e,
com isso, diferentes experimentos podem
ser realizados para medir a expressao dos
genes sobre diferentes condigdes.

Essas analises sdo conhecidas como
“digital differential display”, “Northern
eletrdnico” ou “Northern in silico”.

Além de ser uma alternativa direta de
obtencao dos genes e uma plataforma para
estudar a expressdo génica, 0 sequencia-
mento de ESTs possibilita a identificagdo

de marcadores moleculares que podem
ser aplicados em programas de melhora-
mento. A identificagdo desses marcadores,
como microssatélites e single-nucleotide
polymorphism (SNPs) é realizada basica-
mente por programas de bioinformatica.
Atualmente, os microssatélites e 0s
SNPs sdo os dois tipos de marcadores
moleculares de uso predominante, por
sua capacidade de deteccdo de polimor-
fismo genético e ampla aplicabilidade
(APPLEBY; EDWARDS; BATLEY, 2009;
ELLIS; BURKE, 2007).

Andlise de microarranjos
de DNA ou microarrays

A tecnologia de microarray permite
que milhares de genes sejam avaliados
simultaneamente. Um microarray de DNA
ou chip de DNA é construido com base
na sequéncia de genes ja conhecidos, em
geral genes obtidos do sequenciamento
de genoma completo ou sequenciamento
de ESTs. Um microarray consiste de uma
lamina composta por milhares de micropon-
tos (spots) ordenados, onde sdo depositadas
copias de DNA de um mesmo gene (Fig. 1).
O conceito basico de um microarranjo esta
na capacidade de hibridizacdo (ligagao)
de moléculas de DNA pelo principio da
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Gréfico 2 - NUmero de sequéncias de ESTs em milhdes
FONTE: National Center for Biotechnology Information (2009a).

NOTA: Mostra o nUmero de sequéncias de expressed sequence tags (ESTs) de algumas plantas (barra verde) e animais (barra laranja)
de interesse para a agropecudria. As sequéncias estdo depositadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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Figura 1 - Exemplo de hibridizagado de microarranjos de DNA com uma porgéo do chip
de DNA em destaque (amplificado)
FONTE: University of Liverpool (2009) e Agilent Technologies (2009).

NOTA: Nesta técnica sé@o avaliados simultaneamente em um Unico chip de pouco mais
de 10 cm?, cerca de 12 mil genes. Fotomontagem a partir de: The University of

Liverpool, Liverpool, UK.

complementariedade. Isso possibilita a
hibridizacéo entre moléculas de DNA que
tém a mesma sequéncia. Assim, amostras
de moléculas de cDNA (copiadas de mo-
Iéculas de mMRNA), colocadas em contato
com a lamina de um microarray, devem-
se hibridizar com seus respectivos genes
depositados nos spots. Antes da hibridi-
zacdo, as moléculas de cDNA sdo mar-
cadas com corantes. Dependendo do tipo
do microarray, este pode ser usado para
analisar duas amostras de mMRNA, necessi-
tando que cada amostra seja marcada com
um corante diferente. Apds hibridizacéo, é
feita a lavagem da Iamina, que em seguida
é submetida a um raio laser que excita 0s
corantes, gerando entdo uma imagem que
apresenta diferentes intensidades de cores
para cada spot. A intensidade de cor de
um spot representa o nivel de expressdo
do gene correspondente, a qual aumenta,

conforme o nimero de moléculas que séo
hibridizadas no spot.

Entram em cena as ferramentas de
Bioinformética. Em primeiro lugar, séo
aplicados softwares que processam a
imagem e convertem as intensidades de
cores em valores numéricos. A seguir, sdo
aplicados modelos estatisticos de norma-
lizacdo dos dados, visto que o processo de
experimentacdo, ao usar microarray, esta
sujeito a erros. A normalizacdo coloca os
dados em uma mesma escala para que
possam ser comparados entre si no passo
seguinte. Por fim, os dados sdo analisados
por diferentes métodos de agrupamentos
para identificar os genes que sdo diferen-
cialmente expressos.

Os dados de microarray tém aumenta-
do bastante nos ultimos anos, decorrentes
da criacdo de diferentes plataformas
de varias companhias e da reducdo do
custo dos experimentos. Isso tem con-

tribuido para que diferentes organismos
de interesse para agropecuaria tenham
sido estudados, usando plataforma de
microarray (Grafico 3). Além de ser
usada principalmente para comparar pa-
drdes de expressdo de genes, a tecnologia
de microarray tem outras aplicaces, tais
como: determinar o genotipo de um indi-
viduo, detectar SNPs, analisar a interacao
entre DNA e proteina, analisar sequéncias
que regulam a expressdo dos genes, etc.
(RHEE; DICKERSON; XU, 2006).

PROTE6MICA - ESTUDANDO
A PROTEINA

O entendimento das proteinas ¢ um
fator decisivo para a compreensdo dos
processos bioldgicos. Apesar da grande
disponibilidade de informacdo para DNA
e principalmente de mRNA, via sequen-
ciamento de ESTs e microarray, de onde
pode ser extraida muita informacéo acerca
do nivel de transcricdo, ainda existem
questdes a ser respondidas na transferéncia
de informacdo genética do RNA para a
expressdo de proteinas. Em geral, 0s geno-
mas de eucariotos apresentam um ndmero
de proteinas maior do que o ndmero de
genes. Por exemplo, o ser humano possui
em torno de 35 mil genes, mas o nimero
de proteinas ¢ bem maior. Uma justificativa
para isso é 0 mecanismo conhecido como
splicing alternativo (clivagem e remonta-
gem alternativa), onde um mesmo gene
codifica mais de uma proteina. Outro ponto
¢ que nem todos os mRNAs codificam
proteina. E nem sempre existe uma cor-
relagdo entre a quantidade de transcritos
e de proteinas, por causa dos mecanismos
pés-transcricionais e pos-traducionais
ainda ndo muito bem compreendidos.

Para estudar o proteoma de um organis-
mo s&o usadas basicamente duas técnicas:
eletroforese de proteinas e a espectrometria
de massas (EM). De maneira geral, a pri-
meira técnica separa as proteinas de uma
amostra, possibilitando a comparacéo entre
amostras de proteinas, e a segunda técnica
¢ utilizada para identificar individualmente
as proteinas que apresentaram expressao
diferencial.
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Grdéfico 3 - Numero de hibridizacées de alguns organismos de interesse para agropecudria
FONTE: National Center for Biotechnology Information (2009e).

NOTA: As hidridizacées estdo depositadas no banco de dados de microarray do National Center for Biotechnology Information (NCBI),
chamado Gene Expression Omnibus (GEQO).

Eletroforese

A técnica de eletroforese separa as pH
proteinas com base nas suas caracteristicas
quimica e fisica. A separacdo é feita em
dois passos:

41 45 5.0 5.5 6.0 6.5
I I I I I | kDa

a) 0 primeiro separa as proteinas de
acordo com o ponto isoelétrico
(PIE), as proteinas sdo colocadas
em um gel preparado com gradiente
de pH e sdo submetidas a um campo
elétrico. Com isso ha um movimento -
das proteinas segundo seu PIE;

— 974

—— 66.2

45.0

b

~

no segundo passo, ¢ aplicada a ele-
troforese de policrilamida com carga
elétrica perpendicular a orientacdo do
passo anterior. As proteinas movem- — 210
se no gel segundo o seu tamanho. A
visualizagdo das proteinas no gel é —
obtida pela aplicacdo de corantes
(Fig. 2).

Assim, uma amostra de proteinas em
gel pode ser comparada com outra amostra . — — . - . . . .
de proteinas em gel, de onde séo obtidas as Figura 2 - Umlhplco gel bidimensional de proteinas obtido a partir de tecido de Droshophila

melanogaster
proteinas com expressdo diferencial pela  oNTE. Karr (2008).

comparagéo das intensidades dos corantes,  NOTA: A primeira separagdo de proteinas ocorreu inicialmente em fungdo do ponto iso-
que refletem a quantidade ou abundancia elétrico (PIE) entre pH de 4 a 7 e, posteriormente, pelo peso molecular (KDa).

14.4
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de proteinas em cada amostra. As proteinas
com expressdo diferencial sdo cortadas
do gel e analisadas pela espectrometria
de massas. A técnica de eletroforese 2D
(duas dimensbes) é capaz de distinguir
até 10 mil proteinas, e, para analisar as
imagens de gel, sdo utilizados programas
de bioinformética.

As proteinas obtidas com a eletrofo-
rese sdo analisadas com a espectrometria
de massas, com o objetivo de fazer a sua
identificacdo.

Espectrometria de massas

Espectrometria de massas é um método
usado para medir precisamente 0 peso mo-
lecular de uma grande quantidade de subs-
tancias. A identificagdo das proteinas ¢ feita
em dois passos. Primeiramente, as proteinas
sdo cortadas ou digeridas com o uso de en-
zimas especificas em pedagos menores, que
sédo colocados no espectrometro de massas.
Os dados obtidos s&o entéo analisados com
ferramentas de Bioinformatica que vao
determinar a identidade das proteinas, com
base na comparagdo com bancos de dados
de proteinas tal como ExPASy Proteomics
Server (SWISS INSTITUTE OF BIOIN-
FORMATICS, 2008).

Assim como a Gendmica e Gendmica
Funcional, a Protedmica vem crescendo
bastante com o aperfeigoamento das téc-
nicas e métodos para estudar proteinas,
juntamente com o avanco da Bioinforma-
tica que busca desenvolver ferramentas
de software de identificacdo, validagdo,
quantificacdo e armazenamento de da-
dos de proteinas (MATTHIESEN, 2007
PALAGI et al., 2006). Embora muitos
organismos tenham estudos de proteoma
ja realizados, a maioria da pesquisa ainda
esta relacionada com humanos, leveduras,
bactérias, Arabidopsis e arroz.

CONQUISTAS E NOVOS
DESAFIOS PARA A
BIOINFORMATICA

Apos alguns anos de pesquisa, a
Bioinformatica tem conquistado bastante

espaco no mundo da ciéncia e da pesquisa
aplicada. Ao fazer uma busca na internet
com a palavra bioinformatics, é possivel
ver inimeras paginas que exemplificam as
fontes sobre Bioinformatica. Atualmente,
existem varias revistas cientificas e livros
que abordam o tema ou que sdo especifi-
cos sobre Bioinformatica. Sdo inimeras
as universidades, centros e institutos de
pesquisa especializados em trabalhar com
temas diversos da area, além de muitos
serem centros de formagdo de cientistas
e profissionais em Bioinformatica. Sao
também indmeros e variados os bancos
de dados bioldgicos e as ferramentas de
software em Bioinformatica. E isso reflete
na grande contribuicéo da Bioinformatica
em varias descobertas cientificas, o que tem
promovido impactos diretos nos campos da
medicina, da industria e da agropecuaria.

A Bioinformatica tem pela frente mui-
tos desafios. O primeiro é continuar sua
atuacdo em tratar a grande quantidade de
informacdo que foi, que esta sendo e que
seré gerada. Ou seja, muito ainda pode ser
feito para esgotar a busca, analise e inter-
pretacdo dos dados acumulados. Em para-
lelo a isso, outras tecnologias recentemente
criadas ou melhoradas continuam a gerar
mais dados, com uma capacidade ainda
maior. Outro grande desafio sera atender e
adaptar-se as tendéncias tecnologicas que
surgem na area da Biologia Molecular.

Além disso, outro ponto importante
¢ fazer com que toda informacédo gera-
da e acumulada seja transformada em
conhecimento, por meio da integracdo
e do cruzamento dos dados disponiveis,
seguindo a tendéncia atual de entender de
forma global e sistematica 0s processos
bioldgicos. Esse novo conceito e forma
de pensar estdo abrigados em campo de
estudo denominado Biologia de Sistemas.
Isso significa integrar as informagdes sobre
genomas, transcriptomas e proteomas com
outras informagdes como o metaboloma,
tanto para 0 mesmo organismo, como para
espécies filogeneticamente préximas e
entre espécies de reinos distintos.

APLICACOES DA
BIOTECNOLOGIA MOLECULAR
NA AGROPECUARIA

O estudo de diversos organismos sobre
a Gtica da Biologia Molecular usando a
Genbmica, Gendmica Funcional e Proted-
mica ndo se limitam apenas a organismos
considerados modelo, que tém um grande
interesse cientifico. E cada vez maior a
quantidade de organismos que tém sido
estudados, ndo apenas pelo interesse da
ciéncia, mas principalmente pelo interesse
econdmico, social e ambiental, como é o
caso de animais e plantas com interesse
para a agropecuaria. Assim, varias ini-
ciativas de pesquisa em diferentes partes
do mundo tém sido implementadas para
gerar dados e informacdes sobre esses or-
ganismos. A aplicacdo desses dados, com
dados gerados propriamente, tem ajudado
as empresas de biotecnologia a criarem
produtos com caracteristicas superiores ou
diferenciadas. Isso pode ser exemplificado
pelas culturas do milho, soja e algodéo, que
tém sido melhoradas e comercializadas
cada vez mais em todo o mundo.

Ha ainda muitas outras plantas, animais
e também microrganismos que tém sido
melhoradas pela biotecnologia, por meio do
melhoramento genético, usando marcado-
res, e pela transgenia. Isso € possivel gracas
a geracdo e a disponibilizacdo de dados
bioldgicos, de onde podem ser pesquisados
e identificados elementos que possam ser
aplicados nos programas de melhoramento,
como marcadores moleculares e genes de
interesse, tais como genes de resisténcia
a fatores e estresses bidticos e abidticos,
genes que aumentam a produtividade e a
qualidade nutricional. Além disso, outros
elementos de regulagdo génica podem ser
requeridos, para aplicacdo do melhoramen-
to por transgenia, como por exemplo, pro-
motores que controlam o quanto, quando e
onde um determinado gene sera expresso.
A escolha desses elementos é importante
e requer ferramentas sofisticadas de bio-
informatica, que sejam capazes de buscar,
identificar e analisar a acdo dos elementos
de interesse, assim como verificar se aten-
dem as necessidades requeridas.
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Além de marcadores moleculares e
modificagdo genética por transgenia, a Bio-
tecnologia Molecular possui ainda outras
aplicacOes de interesse para a agropecuaria,
as quais vém sendo utilizadas nas ultimas
duas décadas e podem ser beneficiadas
com avancos na Biologia Molecular. Como
exemplo, podemos citar as seguintes aplica-
¢des da Biotecnologia: testes de diagnose,
desenvolvimento de vacinas, reprodugéo
(inseminagao artificial, clonagem, transfe-
réncia de embrido, tratamento hormonal,
etc.), fermentacdo, biofertilizante, biopes-
ticidas e biorremediacéo (FAO, 2009).

CONSIDERACOES FINAIS

A Bioinformatica € uma &rea de pes-
quisa recente e essencial para lidar com
os grandes desafios da Biologia Molecular,
da Genética e de muitas outras areas do
conhecimento. Esse grupo de ferramentas
e conceitos tem promovido muitas desco-
bertas para a ciéncia, como a publicacdo do
genoma humano, e de outros organismos
vegetais e animais como 0 arroz e, recente-
mente, o do boi. Com isso, inUmeros outros
organismos tém sido estudados por meio
da Genbmica, da Gendmica Funcional, da
Protedmica, gerando cada vez mais dados.
Dessa forma, cada vez mais os bancos
de dados biolégicos com informacdes
diferentes e variadas vém sendo criados.
Assim, mesmo com o grande volume de
informacéo disponivel, muitas questdes
ainda ndo podem ser respondidas. Como
um gene pode afetar a caracteristica vi-
sivel (fendtipo) de um organismo? Qual
€ o caminho que a informacéo genética
percorre do gene, para 0 RNA, para a
proteina, e entdo para formacdo de um
tecido ou 6rgdo em particular? Como 0s
genes regulam outros genes? S8o exem-
plos de perguntas que resumem uma unica
questdo: como a vida funciona? Embora as
respostas para algumas dessas perguntas
permanegam incompletas e longe de serem
totalmente compreendidas, hoje € claro
constata-se que a Bioinformatica tera um
papel primordial e decisivo na elucidacéo
dessas questdes, visto que cada vez mais
a Biologia Molecular tem-se tornado uma
ciéncia que se baseia na avaliacdo global

e em larga escala de diferentes fontes de
informacéo.
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INSTRUCOES AOS AUTORES

INTRODUCAO

PRAZOS E ENTREGA DOS ARTIGOS

O Informe Agropecudrio é uma publicagéo seriada, periédica,
bimestral, de cardter técnico-cientifico e tem como obijetivo principal
difundir tecnologias geradas ou adaptadas pela EPAMIG, seus
parceiros e outras instituicdes para o desenvolvimento do agronegécio
de Minas Gerais. Trata-se de um importante veiculo de orientagéo e
informacdo para todos os segmentos do agronegécio, bem como de
todas as instituicdes de pesquisa agropecudria, universidades, escolas
federais e/ou estaduais de ensino agropecudrio, produtores rurais,
empresdrios e demais inferessados. E peca importante para difuséo
de tecnologia, devendo, portanto, ser organizada para atender &s
necessidades de informagéo de seu publico, respeitando sua linha
editorial e a prioridade de divulgacdo de temas resultantes de projetos
e programas de pesquisa realizados pela EPAMIG e seus parceiros.

A producéo do Informe Agropecudrio segue uma pauta e um
cronograma previamente estabelecidos pelo Conselho de Difuséo de
Tecnologia e Publicagdes da EPAMIG, conforme demanda do setor
agropecudrio e em atendimento as diretrizes do Governo. Cada
edicd@o versa sobre um tema especifico de importdncia econémica
para Minas Gerais.

Do ponto de vista de execucéo, cada edigéio do Informe Agropecudrio
terd um coordenador técnico, responsavel pelo contetddo da publicagéo,

pela selecdo dos autores dos artigos e pela preparagéo da pauta.

APRESENTACAO DOS ARTIGOS ORIGINAIS

Os artigos devem ser enviados em CD-ROM ou pela Internet, no
programa Word, fonte Arial, corpo 12, espaco 1,5 linha, paragrafo
automdtico, justificado, em pdginas formato A4 (21,0 x 29,7cm).

Os quadros devem ser feitos também em Word, utilizando apenas
o recurso de tabulacéo. Néo se deve utilizar a tecla Enter para formatar
o quadro, bem como valer-se de “toques” para alinhar elementos
gréficos de um quadro.

Os gréficos devem ser feitos em Excel e ter, no méximo, 15,5 cm
de largura (em pdgina A4). Para tanto, pode-se usar, no minimo,
corpo 5 para composicé@o dos dados, titulos e legendas.

As fotografias a serem aplicadas nas publicacées devem ser
recentes, de boa qualidade e conter autoria. Podem ser enviadas em
papel fotogréfico (9 x 12 cm ou maior), cromo (slide) ou digitalizadas.
As foto-grafias digitalizadas devem ter resolugéo minima de 300 DPIs
no formato minimo de 15x 10 cm e ser enviadas em CD-ROM ou ZIP
disk, prefe-rencialmente em arquivos de extenséo TIFF ou JPG.

Néo serdo aceitas fotografias j& escaneadas, incluidas no texto, em
Word. Enviar os arquivos digitalizados, separadamente, nas extensées
i@ mencionadas (TIFF ou JPG, com resolucdo de 300DPIs).

Os desenhos devem ser feitos em nanquim, em papel vegetal, ou
em computador no Corel Draw. Neste Gltimo caso, enviar em CD-ROM
ou pela Internet. Os arquivos devem ter as seguintes extensées: TIFF,
EPS, CDR ou JPG. Os desenhos ndo devem ser copiados ou tirados

de Home Page, pois a resolugéo para impressao é baixa.

O:s colaboradores técnicos da revista Informe Agropecudrio devem
observar os prazos estipulados formalmente para a entrega dos
trabalhos, bem como priorizar o atendimento ds dividas surgidas ao
longo da producéo da revista, levantadas pelo coordenador técnico,
pela Revisdo e pela Normalizacéo. A ndo-observéncia a essas normas
trard as seguintes implicacoes:

a) os colaboradores convidados pela Empresa terdo seus trabalhos

excluidos da edicdo;
b) os colaboradores da Empresa poderdo fer seus trabalhos excluidos
ou substituidos, a critério do respectivo coordenador técnico.

O coordenador técnico deverd entregar ao Departamento de
Publicagées (DPPU) da EPAMIG os originais dos artigos em CD-ROM
ou pela Internet, j& revisados tecnicamente, 120 dias antes da data
prevista para circular a revista. Ndo serdo aceitos artigos entregues
fora desse prazo ou apés o inicio da reviséo lingUistica e normalizacéo
da revista.

O prazo para divulgacdo de errata expira seis meses ap6és a data
de publicagéo da edigao.

ESTRUTURACAO DOS ARTIGOS

Os artigos devem obedecer a seguinte seqiéncia:

a) titulo: deve ser claro, conciso e indicar a idéia central, podendo
ser acrescido de subtitulo. Devem-se evitar abreviaturas, parén-
teses e formulas que dificultem a sua compreenséo;

b) nome do(s) autor(es): deve constar por extenso, com nume-
racdo sobrescrita para indicar, no rodapé, sua formagéo e titulos
académicos, profiss@o, instituicdo a que pertence e endereco.
Exemplo: Eng® Agre, D.Sc., Pesq. U.R. EPAMIG SM, Caixa
Postal 176, CEP 37200-000 Lavras-MG. Correio eletrénico:
ctsm@epamig.br;

c) resumo: deve constituir-se em um texto conciso (de 100 a 250
palavras), com dados relevantes sobre a metodologia, resulta-
dos principais e conclusées;

d) palavras-chave: devem constar logo apés o resumo. Néao
devem ser utilizadas palavras j& contidas no titulo;

e) texto: deve ser dividido basicamente em: Introducdo, Desenvol-
vimento e Consideracdes finais. A Introdugéo deve ser breve e
enfocar o objetivo do artigo;

f) agradecimento: elemento opcional;

g) referéncias: devem ser padronizadas de acordo com o
“Manual para Publicacdo de Artigos, Resumos Expandidos e
Circulares Técnicas” da EPAMIG, que apresenta adaptacdo das
normas da ABNT.

Com relagéo as citagdes de autores e ilustragdes dentro do texto,
também deve ser consultado o Manual para Publicacées da EPAMIG.

NOTA: Estas instrucdes, na integra, encontram-se no “Manual para
Publicacdo de Artigos , Resumos Expandidos e Circulares Téc-
nicas” da EPAMIG. Para consulté-lo, acessar: www.epamig.br,
entrando em Publicagées ou Biblioteca/Normalizagéo.
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