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Palavras do autor

A disciplina de Biotecnologia vegetal permite a vocé, aluno,
conhecer conceitos, esclarecer duvidas, discutir, analisar, avaliar dados,
elaborar relatorios técnicos com relagdo a um determinado conjunto
de tecnologias que fazem uso de agentes biologicos (organismos,
células, organelas, moléculas), de sistemas biologicos ou de seus
derivados para a producdo ou modificacdo de produtos e processos
especificos, com a finalidade de obter bens ou assegurar servicos,
assim como aplicar os principios cientificos para o processamento de
materiais biotecnologicos.

E importante que vocé, caro aluno, dedique um tempo para o
estudo da disciplina, organizando os conceitos, refletindo sobre os
conteudos, identificando as duvidas e as dificuldades para que possa
entender os assuntos abordados, desde as aplicacdes da biotecnologia
e da biosseguranca nas areas humana, animal e vegetal, como
também as normas e as leis da biosseguranga, 0s mecanismos de
acao dos acidos nucleicos e sintese de proteinas e suas tecnologias,
a cultura de tecidos vegetais (propriedades celulares e meristematicas,
embriogénese somatica e a organogénese) até a tecnologia do DNA
recombinante, processos de clonagem, a funcdo das enzimas de
restricdo e a hibridacdo somatica.

Note a importancia de relacionar assuntos da biologia vegetal,
biologia molecular, biotecnologia e as leis que regem a biosseguranca
ao fazer uso de toda essa tecnologia. Veja a relevancia desses
temas para a sua profissao e para a aplicacao da saude de plantas
e organismos diversos. Vale a pena perceber que as inovacoes
tecnologicas caminham com a biologia vegetal, para que se consiga o
melhoramento vegetal.

Estudar ndo € uma tarefa facil, exige comprometimento, dedicacao,
disciplina e muita perseveranca; entao foco no seu objetivo de vida e
juntos iniciaremos esta caminhada de estudos.






Unidade 1

Conceitos e aplicacdes
da biotecnologia e da
biosseguranca

Convite ao estudo

Ol3, seja bem-vindo a primeira unidade de ensino deste livro
didatico, em que voceé iniciara os estudos sobre os conceitos e as
aplicacdes da biotecnologia e da biosseguranca.

Abiotecnologia (bio —vida; tecno — utilizacao pratica da ciéncia;
logia — estudo) reline o conjunto de atividades que o ser humano
desenvolve ha milhares de anos, como a producao de alimentos
fermentados (pao, cerveja, vinho e iogurte), transformando nossa
vida cotidiana até os dias de hoje. Foi a partir da descoberta da
estrutura do DNA por Watson e Crick, em 1953, e da técnica do
DNA recombinante, na década de 1970, que se notou a grande
contribuicao cientifica na area da biotecnologia, permitindo
aplicacdes diretas em diversas areas do conhecimento, como
saude, agrondmica, vegetal, animal e ambiental.

Trata-se, dessa forma, de uma tecnologia baseada na
biologia, abrangendo diferentes areas do conhecimento que
incluem a ciéncia basica, a ciéncia aplicada, sobretudo aquela
empregada na agricultura, ciéncia dos alimentos e medicina. A
biotecnologia apresenta ainda amplo espectro de aplicacao,
permitindo cultivar microrganismos para produzir os antibioticos,
células de espécies de interesse agrondmico para a obtencao de
mudas comerciais, producao de plantas resistentes a doencas,
plasticos biodegradaveis, sintese de detergentes mais eficientes,
desenvolvimento de biocombustiveis, aperfeicoamento de
processos industriais e agricolas menos poluentes, até o
tratamento de despejos sanitarios pela acao de microrganismos,
atingindo, assim, varios setores produtivos.



Ao término dos estudos deste livro, vocé adquirira
conhecimento sobre os fundamentos de genética, morfologia e
anatomia vegetal aplicados ao melhoramento de plantas e tera
dominio dos principais conceitos e aplicacdes da biotecnologia
e da biosseguranca. Para atingir essa expectativa, trabalharemos
nesta unidade, com os sequintes temas: aplicacbes da
biotecnologia nas areas humana, animal e vegetal, conceitos de
biotecnologia e biosseguranca e normas e leis de biosseguranca.

Em cada secdo desta unidade, vocé resolvera situacdes-
problema relacionadas ao setor tecnologico envolvendo pesquisa
que enfatize o melhoramento vegetal diante de situacdes
conceituais relacionadas a biotecnologia e a biosseguranca.
Entdo, vamos despertar os animos e iniciar os estudos! Vamos (3!



Secaoll

Aplicacoes da biotecnologia nas areas humana,
animal e vegetal

Dialogo aberto

Seja bem-vindo a primeira secdo de estudos desta unidade! A
partir de agora vocé iniciara seus estudos sobre as aplicacdes da
biotecnologia nas areas humana, animal e vegetal. Nesta secao,
faremos uma introducao a biotecnologia, bem como suas aplicacdes
na area de saude, meio ambiente, animal ou vegetal.

Agora relembraremos a suposta situacao que foi apresentada no
‘Convite ao estudo” com objetivo de aproximar os conteudos tedricos
da pratica profissional.

Primeiramente, Carla relatou uma situacdo que ocorreu Nno
inicio de sua carreira, enquanto estagiaria em um laboratorio de
biotecnologia de farmacos, onde destinava materiais externos
que recebia para as respectivas areas de pesquisa voltadas a saude
humana, animal ou vegetal.

Carla recebeu uma amostra celular lacrada cuja orientacao no
rotulo indicava destinar-se a um experimento com suspensdes
celulares. Contudo, mesmo sem o devido conhecimento prévio da
pesquisa e autorizacao para examinar o material, Carla deveria destinar
O caminho correto da amostra. A Unica informagao adicional que ela
possuia descrita era que a amostra apresentava trés enzimas: celulase,
macerase e pectoliase.

Carla deveria encaminhar a amostra para qual setor especializado:
animal, vegetal ou de saude humana?

Para gque vocé consiga responder a esses e outros questionamentos
sobre os conceitos fundamentais em aplicacdes da biotecnologia nas
areas humana, animal e vegetal, sera apresentada a teorizagao no item
N&o pode faltar com os conteudos pertinentes a esse tema.

E interessante também que voceé leia todo o material indicado neste
livro didatico na forma de links, videos, leituras adicionais € que possa
resolver a situagcao-problema apresentada no inicio desta secao.
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Nao pode faltar

Conceitos e aplicagdes da biotecnologia

A biotecnologia faz uso de diferentes formas de seres vivos para
consequir desenvolver produtos de interesse biotecnoldgico, pensando
sempre na melhoria da saude das pessoas e do ambiente, assim como
na tecnologia de melhoramento vegetal e animal. Esse conjunto
amplo de tecnologias, tendo como matéria-prima organismaos Vivos,
suas células ou suas partes replicaveis, expandiu nas ultimas décadas
do seculo XX, tanto com relacao a aquisicao de novos conhecimentos
quanto ao desenvolvimento de processos tecnoldgicos. Os processos
e produtos de origem vegetal, usando organismaos vivos e tecnologia
de vanguarda, sdo obtidos atraveés do conhecimento cientifico e
académico de diferentes profissionais, como geneticistas, biologistas
moleculares, bioquimicos, economistas, microbiologistas, engenheiros
quimicos, entre outros.

(t:” Assimile
A chamada biotecnologia “‘moderna” teve inicio através dos trabalhos de
Kornberg, em 1967, quando diversos estudos com a sintese quimica do

DNA (4cido desoxirribonucleico) trouxeram novas técnicas de manipulagdo
genética, como a tecnica do DNA recombinante e a hibridacao somatica.

A biotecnologia na saude, na agricultura e no meio ambiente

A biotecnologia esta, muitas vezes, relacionada a modificagcao
genética de alimentos, contudo, pode ser vista também como uma
nova ciéncia que teve origem na medicina tradicional, trazendo
solucdes de grande impacto para 0s mais diversos problemas, como
a manipulacdo de celulas e proteinas para a criacao de vacinas, a
producao de moléculas recombinantes de acidos nucleicos, o
manuseio de embrides humanos, a fecundacao in vitro, a terapia
molecular, entre outras. Vale ressaltar ainda que a biotecnologia
aplicada a saude envolve substancialmente a area de gendmica,
com sua extensdo para a terapia génica, diagnostico, prognostico,
tratamento e prevencao de doencas e ainda a modulacao e a
melhoria de defeitos metabolicos (OLIVEIRA et al., 2010).

A tentativa de equalizar os interesses sociais e econdmicos com
O respeito ao ambiente em que vivemos deu origem a agricultura




sustentavel, garantindo, assim, as geracdes futuras, a capacidade de
suprir as necessidades de producao e qualidade de vida no planeta.

O estabelecimento da agricultura sustentavel torna-se
fundamental, tendo em vista um processo de preservacao do meio
ambiente que proporcione uma seguranca alimentar no futuro.
Nesse sentido, existe um desafio agricola que direciona seus
esforcos para a elaboracdo de metodos avancados e eficientes, a
fim de aumentar a producdo de energia renovavel e de alimentos,
sem, contudo, esgotar os recursos naturais.

No entanto, quando ha crises relacionadas a escassez de agua
potavel, a falta de alimentos disponivel para a populacdo, assim
como a diminuicdo das reservas de petroleo, entra em cena a
biotecnologia de plantas, ocupando papel central na busca por
solucdes para diminuir os atuais problemas e aqueles futuros,
causados pelo modo de producdo contemporaneo.

Assim, a biotecnologia € considerada a propulsora para © aumento
da produtividade, da qualidade da producdo e esta relacionada ao
desenvolvimento de plantas adaptadas as diferentes condicdes
ambientais, quando se trata de especies com potencial energético.
Em adicao, a biotecnologia pode ter outras fontes de bioenergia
na producdo de biocombustiveis a partir de algas transformadas
geneticamente. Vocé ja pensou nisso?

c@ Reflita

A agroenergia € a area de pesquisa relacionada ao desenvolvimento e a
producao de biocombustiveis por meio da fermentacao promovida por
leveduras, e a biorremediacdo consiste em recuperar o solo contaminado
por meio de enzimas ou Microrganismaos; ambos sao areas importantes
que descendem tambéem da biotecnologia e devem ser amplamente
explorados. Assim como a agroenergia, a biorremediacao pode trazer
beneficios para 0 ambiente em que vivemos? Reflital

Vocé sabia que a FAPESP, 6rgao que financia pesquisas no estado
de Sdo Paulo, tem um programa chamado BIOEN (Programa Fapesp de
Pesquisa em Bioenergia), fornecendo suporte financeiro para projetos
que objetivem promover © avanco do conhecimento e sua aplicacao
em projetos e areas ligadas a producao de bioenergia no Brasil?
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‘tz” Assimile

Gusmao, Silva e Medeiros (2017) publicaram a revisdo "A Biotecnologia
e 0s Avancos na Sociedade’, no qual descrevem o estado da arte da
biotecnologia e suas tendéncias e avangos no desenvolvimento de
novas terapias biologicas,; a estruturacdo de novas ferramentas analiticas;
O desenvolvimento e a integracdo de ferramentas na bioinformatica; a
expansao das tecnologias de conversdo de biomassa em biocombustivel;
a integracdo de novas plataformas de plantas a producao de farmacos; a
proliferacao da tecnologia transgénica para aumentar a producao agricola
e pecuaria, entre outros. Disponivel em: <http://www.periodicoscientificos.
ufmt.br/ojs/index.php/biodiversidade/article/view/4979/3357>. Acesso em:
27 out. 2017.

Segundo o relatorio lancado pelas Nacdes Unidas em 2017, a
populacdo mundial gira em torno de 7,2 bilhdes de pessoas e projeta-se
que atingira cerca de 9,6 bilhdes em 2050. Esses numeros endossam
ainda mais a importancia do desenvolvimento e da produtividade
da agricultura mundial. Contudo, o sistema de producao agricola
corresponde a /0% do consumo de agua no mundo (AQUASTAT-
FAO, 2010), e o uso sem controle de fertilizantes e pesticidas acaba
contaminando lencois freaticos e mananciais subterraneos. Assim, para
contornar essa e outras dificuldades da agricultura, a biotecnologia traz
duas importantes correntes vinculadas ao melhoramento genético de
plantas: o desenvolvimento de espécies tolerantes a seca, havendo
diminuicao da irrigacdo intensiva e conservacdao da agua no solo;
e o melhoramento genético de variedades que resistem a pragas e
doencas, diminuindo © uso de produtos quimicos nas lavouras.

A reducao da poluicdo ambiental e do desperdicio através da
biotecnologia

A biotecnologia pode muitas vezes estabelecer o elo entre a industria
€ a sociedade, aliando a tecnologia ao modo de produgado, otimizando
e aumentando o nimero de processos industriais que buscam recursos
renovaveis (combustiveis liquidos limpos), em substituicdo do consumo
do petroleo, proporcionando qualidade de vida ao ambiente e a saude de
animais, vegetais e das pessoas. O desenvolvimento sustentavel tem como
objetivo a reducdo do desperdicio e da poluicdo ambiental, garantindo o
suprimento alimentar e a preservacao continuada dos recursos naturais.
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No campo agrondmico, a biotecnologia tem posicao de destaque
através da producdo e da aplicacdo de biopesticidas que, de forma
Menos agressiva que 0s agrotoxicos convencionais, protegem lavouras
e florestas. Outro fator impactante do setor agrario € a utilizacdo em
larga escala de organismos geneticamente modificados (OGMs), que
proporcionam vantagens, como o desenvolvimento de caracteristicas
geneticas desejaveis, 0 aumento da produtividade, a resisténcia a pragas
e doencas e a melhoria da qualidade de determinado produto. Assim,
€ importante compreender e valorizar um avanco biotecnoldgico
capaz de beneficiar a sociedade com relacdo ao ambiente, sem visar
puramente o lado econdmico.

A biotecnologia animal

A biotecnologia animal esta direcionada ao aumento da eficiéncia
dos sistemas de producdo de alimentos e da qualidade dos
produtos. Dentre os produtos gerados com a utilizacéo de técnicas
biotecnologicas, destacam-se: 0 hormonio de crescimento bovino,
que aumenta a producdo de leite; as vacinas recombinantes para
prevencao de doencas em suinos, ovinos, bovinos e aves e ainda a
realizacao de testes geneticos de DNA na selecdo de animais com
genotipos superiores em programas de melhoramento.

No caso da selecao gendmica, atraves do uso de marcadores
moleculares, preconizada por painéis SNP (polimorfismo de nucleotideo
simples), verificam-se variacdes na sequéncia de DNA em apenas uma
base nitrogenada do genoma escolhido para estudo. Esse fato tem
contribuido significativamente para os programas de melhoramento
genético de animais de producdo comercial. Nesse sentido, novas
fontes de informacao molecular vém sendo estabelecidas para o
mapeamento de QTL (quantitative trait loci), que sdo regides do genoma
responsaveis pela expressao de caracteres fenotipicos, pois possuem
distribui¢do continua, incluindo © sequenciamento do genoma. Esse
fato facilitara o desenvolvimento de padrdes fenotipicos, tendo como
resultado maior producao de leite, ovos, carne, entre outros produtos
de origem animal.

J1 - Conceitos e aplicagdes da biotecnologia e da biosseguranga 13



Figura 1.1 | Método usado para produzir cabras transgénicas clonadas no Brasil
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Fonte: adaptada de Paiva (2014).
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|:[9 Pesquise mais

Leia o artigo Gendmica animal, de Luiz Lehmann Coutinho et al. (s.d.).
Este conteudo levara a uma reflexdo sobre as aplicagdes da gendmica
no melhoramento animal. Disponivel em: <https://www.agencia.cnptia.
embrapa.br/Repositorio/genomica_animal_000fzfl2nmm02wx50k0cpo
06aipz2t68.pdf>. Acesso em: 18 set. 2017.

A biotecnologia vegetal

O objetivo principal da biotecnologia vegetal € a melhoria de
diferentes espécies para obter variedades vegetais com caracteristicas
desejaveis. O melhoramento genético de plantas de interesse
agrondmico visa fundamentalmente obter variedades capazes de
reunir caracteristicas de interesse comercial e ambiental, como a
resisténcia a fatores bidticos ou abioticos associados as condicdes de
adaptagao com elevada produtividade.

Com o desenvolvimento e a aplicacdo de novas tecnologias, tais
como a biologia molecular e a cultura de tecidos, foi possivel superar
as barreiras impostas pelas caracteristicas genéticas e reprodutivas
de um determinado organismo vivo. Desse modo, a biotecnologia
vem contribuindo em varios aspectos, favorecendo a variabilidade
geneética disponivel, incorporando novas tecnologias em programas
de melhoramento vegetal ou, até mesmo, realizando cruzamentos
ou testes genéticos que venham a lancar diferentes variedades
genéticas de organismos vegetais na pesquisa. Entre as ferramentas
biotecnologicas incorporadas aos programas de melhoramento,
destacam-se a hibridacdo somatica por fusao de protoplastos e a
transformacao geneética.

A hibridacdo somatica consiste em processo aditivo de protoplastos,
células vegetais sem parede celular devido a acdo de enzimas que
degradam celulose, hemicelulose e pectina, produzindo hibridos
somaticos poliploides. A metodologia permite combinar espécies com
caracteristicas complementares, sem perda significativa de vigor, sendo
uma ferramenta efetiva e consolidada no melhoramento genético de
espécies vegetais economicamente importantes.

J1 - Conceitos e aplicagdes da biotecnologia e da biosseguranga 15



v=| Exemplificando

A transformacdo genética de plantas permite a introducao de genes
exogenos de interesse agrondmico, reduzindo o periodo usado para
obtencdo de uma nova variedade agrondmica. Esse fato tem mostrado
resultados promissores, principalmente visando a resisténcia as doencas,
promovendo uma nova dimensdo ao melhoramento genético de plantas.
Atualmente, as plantas transgénicas tém grande importancia na agricultura
mundial, com vasta area cultivada de espéecies de interesse agrondémico.

D9 Pesquise mais

A fermentacao alcodlica € um processo biotecnologico, no qual agucares,
como a glicose, a frutose e a sacarose sdo convertidos pela levedura
Saccharomyces cerevisiae em energia celular com producdo de etanol e
dioxido de carbono. Vamos atentar a geracao de energia e ao aumento da
produtividade de etanol por meio do melhoramento genético da levedura.
Leia o texto Biotecnologia e desenvolvimento sustentavel. Disponivel em:
<http://www scielo.br/pdf/ea/v24n70/a02v2470 pdf>. Acesso em: 18 set. 2017.

Sem medo de errar

Apos adquirir conhecimento sobre as aplicacdes da biotecnologia
nas areas humana, animal e vegetal, vocé € capaz de resolver a situacao-
problema de Carla? No inicio de sua carreira, ela tinha a funcdo de
selecionar o recebimento de material e destina-lo até as devidas areas
de pesquisa, voltadas a saude humana, animal ou vegetal, de acordo
com a necessidade.

A estagidria recebeu uma amostra celular lacrada cuja orientagcao
Nno rotulo indicava destinar-se a um experimento com suspensoes
celulares. Contudo, sem o devido conhecimento prévio da pesquisa
e autorizacao para examinar o material, Carla observou que a amostra
estava acompanhada por trés enzimas: celulase, macerase e pectoliase.

Carla deveria encaminha-lo para qual setor especializado: animal,
vegetal ou saude humana?

Ao refletir sobre as enzimas anexas, ela concluiu que se tratava
de uma amostra vegetal, pois somente células vegetais apresentam
parede celular composta por celulose, hemicelulose e pectina,
componentes-alvos das trés enzimas supracitadas. Dessa forma, a
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estagiaria encaminhou corretamente a amostra recebida ao setor
especializado.

Avancando na pratica

Aedes aegypti geneticamente modificado
Descricdo da situagao-problema

O Aedes aegypti € o mosquito transmissor da dengue, febre
amarela, Chikungunya e Zika. O macho alimenta-se exclusivamente
de frutas e a fémea prefere o sangue como fonte de proteina, sendo
necessario para o seu processo de ovulagcao. Os ovos, por sua vez,
sao depositados pela fémea primordialmente proximos a superficies
de agua parada. Em média, cada mosquito vive em torno de 30 dias
e a fémea chega a colocar entre 150 e 200 ovos.

No Brasil, 0 combate ao A. aegypti €, sem duvida, um dos maiores
problemas enfrentados pelos orgaos de saude publica.

Vocé é o responsavel pelo Centro de Doencas Infectocontagiosas,
ligado a secretaria municipal da saude de sua cidade e recebeu
uma proposta de uma empresa para combater o inseto. A empresa
apresentou uma solugao baseada em biotecnologia e garante que a
populacdo de A. aegypti selvagem pode ser reduzida em mais de 90%
onde houver introducdo de mosquito transgénico macho.

Como vocé conhece o ciclo de vida e reprodutivo do inseto e os
mecanismos biotecnoldgicos que desenvolvem espécies transgénicas,
O secretario de saude solicitou-lhe gque relate a possivel estratégia
molecular e fisiologica da empresa para a aprovagdo ou nao da
proposta na cidade. Qual a estratégia elaborada pelos pesquisadores?

Resolucao da situacdo-problema

Em principio, € necessario refletir que, ac liberar apenas mosquitos
machos, os pesquisadores se voltaram para o ciclo reprodutivo do
inseto. Dessa forma, ovos do A. aegypti foram modificados, com
a inclusdo de um gene que impede que os descendentes dos
Mmosquitos geneticamente modificados cheguem a idade adulta.
Em outras palavras, a prole morre em ateé oito dias apos a eclosao
dos ovos, impedindo que o ciclo de vida de trinta dias do mosquito
seja completado.
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Faca valer a pena

1. Abiotecnologia esta relacionada & modificaco genética de alimentos, além
de ser considerada uma nova ciéncia que teve origem na medicina tradicional.
No que diz respeito ao espectro de atuacao das ferramentas biotecnoldgicas,
analise as seguintes assercoes:

|. A biotecnologia aplicada a saude envolve substancialmente a area de
gendmica, com sua extensdo para a terapia génica, diagnostico, prognostico,
tratamento e prevencao de doencas.

PORQUE

II. A gendbmica € também aplicada ao meio ambiente, com beneficios
importantes a agricultura, desde o aumento de produtividade nas lavouras,
a reducao de perdas e custos na producao, a otimizacao do uso de
agroquimicos, até a possibilidade de ganhos nutricionais nos alimentos.
Acerca dessas assercdes, assinale a opcao CORRETA:

a) As duas assercdes sao proposicdes verdadeiras, e a segunda € uma
justificativa correta da primeira.

b) As duas assercdes sdo proposicdes verdadeiras, mas a segunda ndo é uma
justificativa da primeira.

c) A primeira assercdo € uma proposicao verdadeira, e a segunda, uma
proposicao falsa.

d) A primeira assercao € uma proposicao falsa, e a segunda, uma proposicdo
verdadeira.

e) Tanto a primeira quanto a segunda asser¢des sao proposicdes falsas.

2. Através da fermentacdo, os fungos, especialmente a levedura, sdo
elementos essenciais na fabricacdo do pao francés e de bolos. A fermentacao
€ um processo quimico, no qual fungos e bactérias realizam a transformacao
de matéria organica em outros produtos e energia, na auséncia de oxigénio.
O crescimento da massa que ocorre na produgao dos pdes e bolos resulta da:
a) Producdo de monoxido de carbono.

b) Liberagcdao da agua resultante da reagao quimica.

c) Concentragao alcoolica elevada.

d) Sintese de glicose e frutose pela levedura.

e) Liberacao de didxido de carbono.

3. Os transgénicos sdo organismos geneticamente modificados (OGMs).
Com o avango da engenharia genética, surgiu a possibilidade de alterar o DNA
de alguns seres vivos com o intuito de potencializar ou criar determinadas
caracteristicas que seriam inviaveis de serem produzidas pela natureza.

A respeito dos OGMs, avalie as afirmativas a seguir:
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|. S&o organismos majoritariamente estéreis.

[l. Aumentam a qualidade e a produtividade dos alimentos.
[ll. Contribuem para o0 aumento da biodiversidade.

Dentre as alternativas, é correto o que se afirma em:

a) |, apenas.

b) Il, apenas.

c) lell, apenas.

d) Il e lll, apenas.

el llell
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Secao l2

Conceitos de biotecnologia e biosseguranca

Dialogo aberto

Ola, aluno! Daremos continuidade aos estudos da disciplina de
Biotecnologia vegetal. A partir de agora vocé aprendera sobre os
conceitoseasaplicagdesbiotecnologicas, asinovacdesnabiotecnologia
vegetal no campo da ciéncia, as aplicacdes da biotecnologia vegetal
e a biosseguranca na agricultura. Para isso, relembraremos a situacao
apresentada no inicio desta disciplina, aproximando os conteudos
tedricos com aquilo que podemaos ver na pratica.

Falaremos de Adriano, um consultor de uma empresa de solucdes
biotecnologicas que trabalha para o setor agrondmico. Essa empresa
estd interessada em novas fontes de alimentagcdo para ruminantes
e gostaria de investir no plantio de palmas forrageiras (espécies de
plantas Opuntia e Nopalea). No entanto, devido a ocorréncia de pragas
e doencas na regido destinada ao cultivo das espécies, existe uma
restricdo severa em sua propagagao vegetativa e, consequentemente,
ha comprometimento da sua exploracao. Sabendo que a empresa de
consultoria de Adriano foi contratada para contornar esse problema,
como devera agir?

Para que vocé consiga responder a esses e outros questionamentos
sobre as aplicacdes da biotecnologia vegetal, sera apresentado um
conteudo aplicado a sua realidade, de forma contextualizada, no item
Né&o pode faltar. Isso o ajudard a entender todo o conteldo proposto
e também a resolver as diferentes situacdes-problema da se¢ao e suas
aplica¢des. Preparados, vamos la!

Nao pode faltar

Conceitos e aplicagdes biotecnoldgicas

Como estudamos na secao anterior, o termo biotecnologia interliga
diferentes areas do conhecimento e consolida um importante setor
estratégico, o biotecnologico. Esse estudo reune diferentes técnicas
e processos de vanguarda do conhecimento cientifico e tecnologico



a respeito da manipulacdo de seres vivos, contribuindo para inumeras
solugdes significativas para a humanidade.

Nesse sentido, foi em 1957, que Skoog e Miller mostraram que a
diferenciacdo de orgdos em vegetais era realizada pelo balango de
hormonios: a auxina e a citocinina. Hoje, hormonios como a auxina e
a citocinina, em cultura de tecidos vegetais, regeneram plantas atraves
da presenca de material genético. Também se buscam alternativas em
metodos de cultura de tecidos para regeneracao de “plantas dificeis”
em espécies que vivem em ambientes florestais.

Segundo Nabors (2012), foi em 1957 que foi realizada uma pesquisa
onde inseriram um gene bacteriano em um sapo, concluindo a
universalidade genéticaentre osseresvivos. Essadescoberta descortinou
a ciéncia para inumeras possibilidades. Ja em 1971, nos Estados Unidos,
foi patenteada uma bactéria geneticamente modificada, cuja acao
estava ligada ao controle de petroleo derramado nos oceanos.

Em 1973, iniciou-se o estudo da expressdao génica da insulina
humana em Escherichia coli. Esse fato foi de grande importancia
aos pacientes diabeticos que nao produzem insulina naturalmente
(NABORS, 2012). Ainda nesse mesmo campo, a inovagao
biotecnoldgica baseada no melhoramento genético que produziu
0s polipeptidios de insulina forneceu avancos no que se refere
a area médica com foco na industria farmacéutica, atraves da
criacdo da tecnologia do DNA recombinante. A técnica do DNA
recombinante € o material genético, ou DNA, formado pela unido
de genes de organismos diferentes, que resultam na combinag¢ao
de sequéncias variadas de DNA. Essa tecnologia € muito utilizada na
produgao da insulina artificial, obtida através da bactéria Escherichia
coli, sendo geneticamente modificada e de forma muito positiva,
capaz de sintetizar o proprio hormonio da insulina. No esquema a
seguir, aparece como é feita a produg¢ao de insulina, por parte da
transformacao genética da bactéria Escherichia coli.
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Figura 1.2 | Esquema do processo de producéo de insulina humana via transformacao
genética de Escherichia coli, que produz os polipeptidios essenciais para a formagao da
molécula ativa

PRODUGAO DA INSULINA HUMANA

Proteina de fus3o com a subunidade A
do gene da insulina

9 oy § Formagéo da

insulina ativa
Subunidade A t o=
do gene da insulina Extragdo das t % J

Transformacio protefnas Separagdo dos
Promotor na Escherichia coli de fusfio polipeptideos A e B 5D

! o

Promotor

Subunidade B

3 5 Proteina de fus3o com a subunidadeB
do gene da insulina

do gene da insulina

Fonte: Lima (2001, p. 29)

Essas e outras descobertas deram inicio a uma nova fase relacionada
ao melhoramento genético, sendo este assunto classificado como:

- Melhoramento genético convencional: selecdo de organismos
através da reproducao via fecundacao cruzada, sem manipulacdo
genética direta, com base na avaliacao fenotipica.

- Melhoramento genético biotecnologico: alteracao precisa das
caracteristicas de um organismo ou introduc¢ao de novas, por meio da
tecnologia do DNA recombinante.

@ Reflita

Apesar de saber que diferentes fatores biotecnologicos podem trazer
um significativo avanco tecnoldgico e melhoria da salde da populacao,
devemos sempre lembrar que existe um fator de grande importancia nesse
assunto: a ética. Para refletir sobre esse assunto, leia o texto de Sanches
e Feitosa, intitulado O impacto ético e social da pesquisa em genética.
Disponivel em: <https://periodicos.pucpr.br/index.php/cienciaanimal/
article/view/9303/0>. Acesso em: 19 set. 2017.




Inovagdes na biotecnologia vegetal no campo da ciéncia

Ha aproximadamente 10.000 anos, © homem iniciou a realizacao
de processos de selecao de plantas com base nos estudos do
melhoramento genético vegetal. O objetivo principal desses estudos €
aumentar a produtividade, a qualidade e a diversidade das espécies ja
exploradas ou aquelas com indicios de extin¢cdo. Devido ao continuo
processo de selecao de plantas para os estudos de melhoramento
vegetal, buscava-se uma resposta de quais seriam as melhores e
mais viaveis espécies para realizacdo desse estudo, visando sempre
ao melhoramento vegetal. Pensava-se, dessa forma, na redugao da
toxicidade e no aumento de vigor dos vegetais. Foi visto tambéem que
algumas plantas utilizadas para consumo tornaram-se mais suscetiveis
a doencas e pragas, assim, houve a necessidade de uso de insumaos
agricolas e desenvolvimento de tecnologias voltadas para 0 aumento
da produtividade.

Embora existam dados de que a Revolugao Verde so tenha surgido
na década de 1970, ela representa o conjunto de técnicas propostas
para aumentar significativamente a produtividade agricola, através da
reducao do custo de manejo e tecnologia de plantio, Novos iINsUMos
industriais e mecanizacao. Assim, a tecnologia desenvolvida através da
genetica vegetal ameniza a necessidade de inovacdes mecanicas e
aplicacdes de insumaos quimicos, sobretudo por meio da utilizagcao de
sementes geneticamente modificadas em larga escala, com ganhos
refletidos em toda a cadeia de produgao agricola e no ambiente.
Todos esses fatores colaboram para a melhoria da producao vegetal,
da produtividade e de novas técnicas para que se obtenham resultados
cada vez melhores no campo, por exemplo: embrides formados
em cultura de arroz, ou ainda, hormdnios como a giberelina, que e
pulverizada sobre uvas, causando alongamento caulinar e crescimento
de frutos. O etileno, por sua vez, permite a planta responder ao estresse
mecanico, controlando o amadurecimento de frutos e também a
abscisao foliar. O melhoramento genético de plantas faz com que
estas reajam ao estresse ambiental, No caso de seca, plantas que
dificultam ou impedem a acdo de herbivoros e patdgenos, pois as
plantas produzem metabolitos secundarios que repelem animais e
produzem doencas quando se trata de biotecnologia vegetal.

A cultura de tecidos de plantas é definida como o cultivo de
células, tecidos ou orgaos, em condicOes de assepsia e meios de
cultura artificiais, permitindo obter individuos resistentes a fatores de
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estresse, bidtico ou abiotico, ou ainda, com caracteristicas desejaveis
do ponto de vista agrondmico. Essa técnica deu origem a uma
gama de aplicacdes biotecnologicas da area vegetal, tais como: a
micropropagacao vegetal, a embriogénese somatica, o cultivo de
meristemas e a variacao somaclonal. Alem disso, a cultura de tecidos
tem um papel preponderante na engenharia genética, pois permite
regenerar materiais com genomas ineditos na natureza, através da
hibridacdo somatica via fusdo de protoplastos e da transformacgao
genética de plantas.

v=| Exemplificando

Segundo Andrade (2002, p. 14), "a técnica de cultura de tecidos consiste
em cultivar meristemas livres de virus e induzir a formacao de material
propagativo geneticamente idéntico aos parentais”. Essa técnica € usada
em espécies de dificil propagacao, como plantas do cerrado e ainda se
verificarmos exemplos mais perto de nosso dia a dia, podemos citar a
limpeza clonal, que ¢é possivel em frutas como morango, abacaxi, batata e
outras mudas livres de virus.

Vale a pena mencionar que, em termaos gerais, a transformacao
genética indireta, aguela que utiliza um vetor natural, faz uso de
uma bactéria da familia Rhizobium, a Agrobacterium tumefaciens.
Assim, a espécie A. tumefaciens apresenta mecanismos que lhe
permitem detectar e transferir para as células-alvo vegetais uma
porcdo (particula ou vetor) de DNA, a qual se integra no nucleo
da célula vegetal. A partir de entao, o fragmento de DNA inserido
pela bactéria passa a comandar a maquinaria celular da planta,
produzindo, assim, fontes de carbono e azoto (opinas) das quais a
bactéria se alimenta. Em termos gerais, a regido do DNA bacteriano
que a A. tumefaciens possui consegue integrar-se na célula vegetal,
sendo delimitada por sequéncias de bases nitrogenadas especificas.
Dessa forma, se a regido do referido material for removida por meio
do uso de enzimas de restricao e no seu lugar forem colocados
genes de importancia biologica, a bactéria transmitira a planta-alvo
as caracteristicas dos genes de interesse em questao, tais como
resisténcia a seca ou producdo de peptideos antibacterianos.
Essa técnica demonstra um exemplo do mecanismo de agao de
transferéncia de genes por parte de A. tumefaciens, cComo veremaos
a seguir:
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Figura 1.3 | Exemplificagdo do mecanismo de agéo de transferéncia de genes realizado
por Agrobacterium tumefaciens na natureza

Agrobacterium tumefaciens

DNA Ti-plasmidio
(responsavel pela viruléncia)

Infec¢do e transferéncia do DNA
plasmidial para as células da planta

Produgdo de opinas e proliferagdo
celular (calos) induzidos pelo T-DNA

Fonte: adaptada de Oliveira (2000).

Aplicacbes da biotecnologia vegetal

Um dos grandes desafios para o desenvolvimento da agricultura com
praticas sustentaveis se da exatamente na incorporacao, no dia a dia da
rotina de laboratorios, escolas, empresas e campos, das praticas atuais
de biotecnologia voltadas ao melhoramento genético. Nesse contexto,
a biotecnologia vegetal apresenta um grande numero de aplicagdes
ligadas especialmente a trés areas de atuacao: ambiente, saude e
seguranca alimentar. A modificacao de plantas visando maior resisténcia e
tolerancia aos estresses bidticos e abidticos, bem como a utilizacao eficaz
de agroquimicos, a potencializacdo de produtos e a reducao de gastos
energeticos sao aplicagdes extremamente relevantes.
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Ainda nesse campo, o isolamento de genes provenientes de virus,
fungos, insetos, nematoides e, principalmente, bactérias € visto como
estratégia promissora, ao conferir resisténcia as doengas em plantas.
Um exemplo notdrio € o caso dos genes das endotoxinas, identificados
a partir de uma bactéria do solo, Bacillus thuringiensis. As endotoxinas
sao consideradas pesticidas naturais e a sua producdo pela planta
transgénica pode garantir uma prote¢ao ao ataque de pragas.

Outras estratégias empregadas no desenvolvimento de plantas
transgénicas que merecem destaque referem-se ao enriquecimento
nutricional de produtos alimentares utilizados em larga escala, e
tambeém aquelas ligadas a producao de polimeros biodegradaveis, ou
seja, naturais, 0s quais representam uma justificativa ambiental, pois
podem substituir polimeros artificiais, tais como os plasticos. Ainda de
grande importancia sustentavel € a expressao de genes que codificam
proteinas terapéuticas produzidas por plantas, sendo uma solugao
viavel com a producgao de biomoléculas por meio da cultura de células,
usadas nas industrias de farmacos. Vale lembrar que a manipulagcao
de enzimas-chave em rotas metabdlicas atraves do controle e da
intensificacdo da sintese de moléculas bioativas e tambem aquelas
relacionadas a producdo de vacinas em alimentos € destinada as
regides com extremo déficit nutricional.

ﬂ9 Pesquise mais

Vamos pesquisar um pouco mais sobre a soja e a influéncia da
biotecnologia? Leia o artigo Perspectivas da aplicagcdo da biotecnologia
no sistema agroindustrial brasileiro: o exemplo da soja Roundup Ready,
de Zylbersztajn, Lazzarini e Machado Filho. Disponivel em: <http://www.
fundacaofia.com.br/PENSA/anexos/biblioteca/26520087486_!etsoja.
pdf>. Acesso em: 17 set. 2017.

A biosseguranca na agricultura

Caro aluno, vocé sabia que a agricultura tem grande relevancia
para a economia brasileira, pois gera um terco das exportacdes e do
produto interno bruto? E ainda, que a tecnologia do DNA recombinante,
também conhecida como engenharia genética, proporcionou uma
verdadeira revolucédo em todo o mundo, inclusive no Brasil?

Nos ultimos 35 anos, a aplicacdo das ferramentas biotecnologicas
permitiu a producdo de plantas com novas caracteristicas que
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nao poderiam ser introduzidas pelas técnicas de melhoramento
convencional. Nesse cenario, a biotecnologia tem sido considerada
uma das areas prioritarias para investimentos em pesquisa € inovacao,
surgindo uma necessidade da definicdo de critérios diversos quanto a
sua regularizacdo e comercializacao.

Quando falamos de cultura de tecidos vegetais estamos trabalhando
com selecao e reproducao de plantas, que podem produzir quantidades
crescentes de alimentos e matéria-prima para uso na industria.

Ainda no caso de tecidos e células cultivadas in vitro, podemaos
introduzir alteracdes que acontecem atraves da acao de agentes fisicos
ou quimicos com maior eficiéncia do que aqueles encontrados em
plantas inteiras. Assim, € notorio que as taxas de alteracdes geradas
possam ser grandemente aumentadas e, a partir dessas culturas, pode-
se consequir, porexemplo, aregeneracao de plantas com caracteristicas
diferentes. (QUISEN; ANGELO, 2008). Também ha a possibilidade
de fusao de células dotadas de caracteristicas diversas, possibilitando
novos tipos de combinagao, ou combinagao de material genético de
células oriundas de espécies diferentes. Uma das vantagens da técnica
€ que e possivel obter o material clonado de modo mais rapido em
maior quantidade, sendo indicada para a eliminacdo de doencas ou
pragas vegetais.

Para o uso e a obtencao de diferentes tipos de estudos envolvendo
clonagem, tornou-se necessaria a implantagdo de normas e leis
de biosseguranca, que resultam em um conjunto amplo de acdes
padronizadas que visam a prevencao, a minimizagao ou a eliminagao
de riscos inerentes as atividades de pesquisa, producao, ensino,
desenvolvimento tecnologico e prestacdo de servicos.

O termo biosseguranca envolve um conjunto de praticas e acdes
técnicas, dispostas em regulamentacdes que se destinam a andlise
e ao Manejo de riscos potenciais para o alimento, a saude humana
e animal, ao desenvolvimento saudavel de plantas e tambeém para o
ambiente. O conceito holistico a que nos remete nesse momento esta
ligado a relevancia do tema para a sustentabilidade da agricultura e dos
produtos alimentares, assim como para a protecao dos organismaos
vivos geneticamente modificados e seus derivados, além do manejo
de espécies invasoras exoticas.

De acordo com a Lei n2 11.105, de 2005, que estabelece normas de
seguranca e mecanismos de fiscalizacao de atividades que envolvem
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organismos geneticamente modificados (OGM e seus derivados),
cria-se e define-se a Comissao Tecnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBIio) como uma instancia colegiada multidisciplinar, cuja finalidade
€ prestar apoio técnico e consultivo, bem como aqguele ligado ao
estabelecimento de normas técnicas de seguranca e pareceres
técnicos referentes a protecao da saude humana, dos organismaos vivos
e do meio ambiente. Todos esses fatores sequem as regras envolvidas
na CNTBio e trabalham com a construcdoa experimentagdo, o
cultivo, a manipulagdo, o transporte, a comercializagdo, © consumo, o
armazenamento, a liberacao e o descarte de OGM e derivados.

Segundo essa regulamentacdo, OGM é um organismo que foi
geneticamente modificado, mas ndo recebeu nenhuma regido
de outro organismo. Por exemplo, se uma bactéria for modificada
geneticamente para expressar um gene por varias vezes, iSSo nao quer
dizer que ela seja uma bactéria transgénica, mas apenas um OGM, ja
gue nao foi necessario inserir material externo (BRASIL, 2005a).

De acordo com o Decreto n? 5.591, de 22 de novembro de 2005,
O Organismo transgénico seria aquele que possui uma sequéncia de
material genético DNA (ou parte dele) vindo de outro organismo,
podendo ser até de uma espécie diferente. Somente ao inserirmaos
material genético (RNA/DNA) exdgeno em um organismo, € que ele
passa a ser considerado transgénico. Ndo se inclui na categoria de
derivado de OGM a conhecida substancia pura, obtida por meio de
processos bioldgicos (quimicamente definida), e que ndo contenha
OGM, proteina heterologa ou o DNA recombinante. S&o considerados:
mutagénese, hibridacdo de células somaticas e autoclonagem natural
de organismos Ndo patogénicos.

E importante mencionar, no caso de células-tronco, que somente
€ permitido o uso de células-tronco embrionarias para fins de pesquisa
e terapia, obtidas de embrides humanos produzidos por fertilizagao in
vitro e ndo utilizados no respectivo procedimento. E mandatorio que
0s embrides sejam inviaveis ou congelados ha 3 (trés) anos ou mais.
Em qualquer caso, € necessario o consentimento dos genitores.

Com relacao a utilizacao de células-tronco vindas de pre-embrides
produzidos por reproducao assistida, via fertilizacao in vitro, ou através
de técnicas emergentes de clonagem (clonagem terapéutica), e dificil
pensar que estamos delimitados a um conjunto de células, pois estamos
falando de vida. A retirada de células-tronco produz o que chamamaos
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de morte de um "conjunto de células’; a partir deste se produz pré-
embrides com fim terapéutico, como farmacos contra patologias
graves, por exemplo, a doenca de Alzheimer, Parkinson, leucemias. O
que torna essa terapia importante € a capacidade das células-tronco de
formarem novos tecidos para compor orgaos vitalmente prejudicados.

Ainda nesta unidade enveredaremos de forma mais profunda nas
disposicdes da Lei n? 11.105, bem como no panorama atual sobre a
legislacdo brasileira de biosseguranca e comercializagao de plantas
transgénicas, discutindo as questdes de bioética, o processo de
liberagcdo de OGM, quais materiais biologicos se enquadram na lei e
as perspectivas para o desenvolvimento da biotecnologia moderna
aplicada ao setor agricola.

[:[9 Pesquise mais

Caso gueira pesquisar mais sobre a Lei n2 11.105, busque informacdes
sobre engenharia genética, OGM, célula germinal humana, processo de
clonagem, células-tronco, mutagénese, hibridoma animal, autoclavagem.
Disponivel em: <http://www.camara.gov.br/sileg/integras/345638.pdf>.
Acesso em: 17 set. 2017.

Sem medo de errar

Agora que vocé ja conheceu algumas aplicacdes da biotecnologia
vegetal, vocé é capaz de analisar a situagao-problema sobre o caso de
Adriano, um consultor de uma empresa de solucdes biotecnologicas
para o setor agronbmico? Essa empresa esta interessada em novas
fontes de alimentacdo para animais ruminantes e gostaria de investir
no plantio de palmas forrageiras (Opuntia e Nopalea). No entanto,
devido a ocorréncia de pragas e doencas na regiao destinada ao cultivo
das espécies ha uma restricao severa em sua propagacao vegetativa
e, conseguentemente, ha comprometimento da sua exploracao. A
empresa de consultoria de Adriano foi contratada. Como sera possivel
contornar esse problema?

Como solucéo, Adriano sugeriu 0 emprego da técnica de cultura de
tecidos vegetais atraves da introducao in vitro de explantes assépticos
oriundos das palmas forrageiras. Desse modo, a micropropagacao
desses materiais em larga escala, em condicdes laboratoriais, produz
um material livre de patogenos. Apos o desenvolvimento completo
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in vitro e a sua rustificacdo em casa de vegetacao, as mudas
micropropagadas sadias devem ser introduzidas com sucesso na area
de plantio da empresa, resolvendo o problema.

Avancando na pratica

Determinacdo de plantas transformadas
geneticamente para introdug¢do no campo

Descricao da situacao-problema

Leticia € engenheira agrbnoma em uma empresa responsavel
pela introducao no campo de espécies vegetais que passaram por
melhoramento vegetal, proveniente de técnicas biotecnologicas.
A empresa tem a disposicdo uma area para plantio e conducao no
campo de espécies geneticamente modificadas, autorizada pela
Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio).

Leticia recebeu da area de desenvolvimento e pesquisa em
biotecnologia dois lotes:

192 lote: plantas de tomate transformadas com o gene de resisténcia
a0 antibidtico agrimicina, obtidas via transformacao via A. tumefaciens.

22 lote: plantas de milho provenientes de fecundacao cruzada via
melhoramento genético convencional.

Nesse contexto, qual ou quais lotes deverdo ser escolhidos e
introduzidos por Leticia na area autorizada pela CTNBIio para cultivo
de transgénicos?

Resolucao da situagdo-problema

Dentre os lotes a serem introduzidos No campo, Leticia autorizou o
plantio apenas do 12 lote na area destinada aos transgénicos, visto que
amanipulacdo genética com o vetor intermediario com A. tumefaciens
caracteriza a obtencdo de um OGM pela engenharia genética. O 22
lote trata-se de um processo de melhoramento genético por meio da
selecdo de genes evidenciados em cada geracao, sendo uma atividade
habitual para todas as culturas agrondmicas. Conhecendo essas
definicGes e as técnicas biotecnologicas empregadas pela equipe de
desenvolvimento e pesquisa, Leticia introduziu corretamente apenas o
12 lote na area resquardada CTNBIo.
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Faca valer a pena

1. A cultura de tecidos de plantas é definida como o cultivo de células,
tecidos ou orgaos, em condicdes de assepsia e meios de cultura artificiais,
que permitem obter individuos resistentes a fatores de estresse, bidtico ou
abiotico, ou com caracteristicas desejaveis do ponto de vista agrondmico.
De acordo com a definicao apresentada, analise as seguintes assercdes:

|. A técnica do cultivo in vitro de plantas deu origem a uma gama de
aplicacdes biotecnologicas da area vegetal.

PORQUE

II. A micropropagacao, a embriogénese somatica, o cultivo de meristemas
e a variagao somaclonal, que sao fendbmenos e procedimentos inerentes a
cultura de tecidos, permitem que o espectro de atuagao da biotecnologia
de plantas seja bem amplo.

Acerca dessas assercdes, assinale a opcao CORRETA:

a) As duas assercdes sao proposicdes verdadeiras, e a segunda é uma
justificativa correta da primeira.

b) As duas assercdes sdo proposicdes verdadeiras, mas a segunda ndo é uma
justificativa da primeira.

c) A primeira assercdo € uma proposicao verdadeira, e a segunda, uma
proposicao falsa.

d) A primeira assercao ¢ uma proposicao falsa, e a segunda, uma proposicdo
verdadeira.

e) Tanto a primeira quanto a segunda assercdes sao proposicdes falsas.

2. Ha algumas décadas, a biotecnologia vegetal se tornou uma ferramenta
notavel e criativa que desenvolveu uma série de novos materiais, expressando
potenciais que jamais seriam obtidos por meio do melhoramento genético
convencional.

Nesse contexto, podemos elencar as seguintes conquistas realizadas pela
biotecnologia vegetal, sobretudo pela engenharia genética:

|. Desenvolvimento de cereais enriquecidos com proteinas e vitaminas e
producao de vacinas em alimentos.

II. Producao de polimeros biodegradaveis.

Ill. Codificagdo de proteinas terapéuticas produzidas por plantas e sintese
em larga escala de moléculas bioativas.

IV. Expressdo de caracteristicas fenotipicas desejaveis obtidas por sucessivos
cruzamentos Nno campo.

Agora, assinale a alternativa CORRETA:

a) Apenas as afirmativas | e lll estdo corretas.

b) Apenas as afirmativas | e IV estdo corretas.

c) Apenas as afirmativas Il e Il estdo corretas.
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d) Apenas as afirmativas |, Il e lll estdo corretas.
e) Apenas as afirmativas Il, lll e IV estdo corretas.

3. A Lei de Biosseguranca, Lei n® 11.105, de 24 de marco de 2005, estabelece
normas de seguranca e mecanismos de fiscalizagdo de atividades que
envolvam organismos geneticamente modificados. Para os fins dessa lei,
considera-se atividade de uso comercial de OGM e seus derivados a que nao
se enquadra como atividade de pesquisa, € que trata do cultivo, da produgao,
da manipulagdo, do transporte, da transferéncia, da comercializagdo, da
importacao, da exportacao, do armazenamento, do consumo, da liberagdo e
do descarte de OGM e seus derivados para fins comerciais.

Analise as afirmativas a seguir sobre os itens considerados pela Lei de
Biosseguranca e marque V para verdadeiro ou F para falso:

() Organismo € toda entidade biologica capaz de reproduzir ou transferir
material genético, inclusive virus e outras classes que venham a ser conhecidas.
() O DNA (acido ribonucleico) e o RNA (acido desoxirribonucleico) compdem
o material genético que contém informagdes determinantes dos caracteres
hereditarios transmissiveis a descendéncia.

() Aengenharia genética ¢ atividade de producgdo e manipulagdo de moléculas
de DNA/RNA recombinante.

() Organismo geneticamente modificado (OGM) é aquele cujo material
genético inserido € amplamente expresso no fenodtipo, e ndo somente aquele
que tenha o seu genoma alterado.

() A clonagem constitui o processo de reproducédo assexuada, produzida
artificialmente, baseada em um unico patriménio genético, com ou sem
utilizagdo de técnicas de engenharia genética.

Agora, assinale a alternativa que apresenta a sequéncia CORRETA:

aV;V;F, VvV, F.
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Secao l3

Normas e leis de biosseguranca

Dialogo aberto

Ola, aluno! Seja bem-vindo a terceira secdo de estudos desta
unidade. A partir de agora vocé iniciara seus estudos sobre normas
e leis de biosseguranca. Conhecera, nesta secao, suas definicdes,
aspectos e atribuicdes que concernem a Lein? 11.105, bem como suas
caracteristicas e instancias institucionais.

Relembraremos a situacdo hipotética que foi apresentada no
item Convite ao estudo, que visa aproximar os conteudos tedricos
com a pratica profissional. Mariana, uma biocloga que trabalha na
area de introducdo no campo de OGMs (organismos geneticamente
modificados) de uma empresa de biotecnologia do setor agrondmico,
recebeu da area de desenvolvimento uma série de plantas
transformadas de tomate (Solanum lycopersicum) para introducao do
plantio no campo.

Dentre os gendtipos de tomate a serem introduzidos no campo,
Mariana notou que um grupo de plantas era composto por machos
com florescéncias vistosas € O outro grupo nao apresentava
florescéncias, sendo composto por machos estéreis e fémeas. Ao
observar as normas e as leis de biosseguranca impostas pela CTNBio
para 0 manejo de risco de fluxo génico, Mariana teve o cuidado de
atender todas as condicdes, por exemplo, o isolamento espacial e
temporal entre as espéecies de tomate sexualmente compativeis e o
uso de bordaduras de plantas incompativeis

Em razao disso, entre os materiais examinados por Mariana, quais
deveriam ser autorizados para a introducdo do plantio no campo?

Para que vocé consiga responder esses e outros guestionamentos
sobre as normas e as leis de biosseguranca, serao apresentados
de forma contextualizada no item Ndo pode faltar os conteudos
pertinentes a este tema.

Vamos la, bons estudos!
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Nao pode faltar

Caro estudante, como vimos na secao anterior, o conceito de
biosseguranca envolve um conjunto de praticas e acdes tecnicas,
dispostas em regulamentacdes que se destinam a prevencao, a analise
€ a0 manejo de riscos potenciais para o alimento, a saude humana e
animal, ao desenvolvimento adequado de plantas e também para a
preservacao do meio ambiente.

Visando ao avanco cientifico na area de biosseguranca, a protecao
a vida e a saude humana, animal e vegetal em consondncia com a
necessidade do estabelecimento de normas regulatorias, surgiram
nas ultimas décadas, periodo em que a comunidade cientifica iniciou
0s debates quanto aos possiveis efeitos éticos, sociais e tecnoldgicos
da biotecnologia, as técnicas relacionadas a tecnologia de DNA
recombinante, envolvendo diferentes esferas da sociedade.

Alein®11.105

A Lei n2 11105, de 24 de marco de 2005, também conhecida
como Lei de Biosseguranca, foi um marco regulatorio da legislacao
nacional, a qual estabelece as normas de seguranca e 0s mecanismaos
de fiscalizacdo de atividades (a construcao, o cultivo, a producdo, a
manipulacao, o transporte, a transferéncia, a importacao, a exportacao,
O armazenamento, a pesquisa, a comercializacdao, © consumo,
a liberacdo no meio ambiente e o descarte), as quais envolvem
organismos geneticamente modificados, os OGM, que visam a
regulamentacao do uso de organismos geneticamente modificados.




Figura 1.4 | Progressdo regulatéria até a consolidagdo da Lei n2 11.105 — Nova Lei
de Biosseguranca
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Fonte: <http://ctnbio.mcti.gov.br/leis>. Acesso em: 7 out. 2017.

A Lei de Biosseguranca institui a criagao e a reestruturacao das
instancias colegiadas multidisciplinares: Conselho Nacional de
Biosseguranca—CNBSeaComissdo TécnicaNacionalde Biosseguranca
- CTNBIio, ambas dispostas sobre a Politica Nacional de Biosseguranca
—PNB. A finalidade da criacao de tais instancias € fornecer apoio tecnico
consultivo, bem como aqguele ligado ao estabelecimento de normas
técnicas de seguranca e pareceres tecnicos referentes a protecdo da
saude humana, dos organismaos vivos e do meio ambiente.

Um ponto importante a ser destacado com relacao a esta Lei € a
definicao das atividades que sdo consideradas estritamente de pesquisa,
diferenciando-as daquelas voltadas para o uso comercial de OGMs.
De acordo com a Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca
(BRASIL, 2005a), considera-se atividade de pesquisa aquelas realizadas
em laboratorio, sob regime de conten¢do ou campo, como parte do
processo de obtencao de OGM e seus derivados ou de avaliacdo da
biosseguranca de OGM e seus derivados, 0 que engloba, no ambito
experimental, a construcdo, o cultivo, a manipulagcao, o transporte,
a transferéncia, a importagcao, a exportacao, O armazenamento, a
liberacdo no meio ambiente e o descarte de OGM e seus derivados.
Por outro lado, sdo consideradas atividades de uso comercial de OGM
e seus derivados as atividades que tratam do cultivo, da producao,




da manipulacao, do transporte, da transferéncia, da comercializacao,
da importacdo, da exportagdo, do armazenamento, do consumo, da
liberagao e do descarte de OGM e seus derivados para fins comerciais.

Desde que ndo impliguem a utilizacdo de OGM como receptor
ou doador de caracteres genéticos, alguns materiais provenientes
de técnicas biotecnologicas ndo se enquadram nessa categoria. Os
OGCMs sdo aqueles resultantes de hibridacao de células somaticas,
autoclonagem natural e mutagénese. A lei que envolve pesquisa com
OCM ainda contempla estudos com células-tronco embrionarias
humanas para fins medicinais, produzidas in vitro.

v=| Exemplificando

Quantas vezes vocé ja ouviu falar do uso de células-tronco embrionarias
em humanos? A Lein2 11.105, de margo de 2015, autoriza a pesquisa com
células-tronco embrionarias. Assim, © cultivo de células-tronco obtidas do
corddo umbilical de uma crianga, ou ainda do quadril de um adulto pode
servir para que seja usada na ocorréncia de doencgas neurodegenerativas,
pessoas com lesdes na coluna cervical que deixaram de andar, podendo
inocular essas celulas-tronco em pacientes debilitados, originando um
novo tecido, orgdos, devolvendo as fungdes ora perdidas (ROCHA, 2008).

Segundo a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca
(BRASIL, 2005a), para os efeitos desta lei, entende-se por
tecnologias genéticas de restricdo do uso todo e qualguer processo
de intervencdo humana para geracdao ou multiplicacdo de plantas
geneticamente modificadas para produzir estruturas reprodutivas
estéreis, bem como qualquer forma de manipulacdo genética que
vise a ativacao ou desativagao de genes relacionados a fertilidade
das plantas por indutores quimicos externos.

Agora, com base na Figura 1.5, conferiremos algumas definicbes
presentes na Lei n? 11.105.

A Leide Biosseguranca — Lei n211.105/2005, de 24 de margo de 2005,
visa regulamentar os incisos I, IV e V. do § 12 do art. 225 da Constituicao
Federal, estabelecendo normas de seguranca e mecanismos de
fiscalizagcdo de atividades que envolvam organismos geneticamente
modificados (OGM) e seus derivados. Cria-se, dessa forma, o Conselho
Nacional de Biosseguranca (CNBS), reestruturando a Comissao Tecnica
Nacional de Biosseguranca (CTNBIio), dispondo sobre a Politica Nacional
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de Biosseguranca (PNB), que revoga a Lei n2 8974, de 5 de janeiro de
1995, e a Medida Provisoria n. 2.191-9, de 23 de agosto de 2001, assim
como os artigos. 52, 62, 72, 82, 92, 102 e 162 da Lei n2 10.814, de 15 de
dezembro de 2003, dando outras providéncias.

Seguem algumas definicdes sobre os principais conceitos
bioldgicos presentes na Lei n2 11.105:

Organismo: toda entidade bioldgica capaz de reproduzir ou
transferir material genético, inclusive virus e outras classes que venham
a ser conhecidas.

Acido desoxirribonucleico — DNA, acido ribonucleico — RNA:
material genético que contém informacdes determinantes dos
caracteres hereditarios transmissiveis a descendéncia.

Moléculas de DNA/RNA recombinante: moléculas manipuladas fora
das células vivas mediante a modificacdo de segmentos de DNA/RNA
natural ou sintético e que possam se multiplicar em uma celula viva.

Engenharia genética: atividade de producdo e manipulacdo de
moléculas de DNA/RNA recombinante.

Organismo geneticamente modificado (OGM): organismo cujo
material genético-DNA/RNA tenha sido modificado por qualquer
técnica de engenharia genética.

Derivado de OGM: produto obtido de OGM e que ndo possuli
capacidade autébnoma de replicacdo ou que nao contenha forma
viavel de OGM.

Clonagem: processo de reproducdo assexuada, produzida
artificialmente, baseada em um unico patrimonio genético, com ou
sem utilizagao de técnicas de engenharia genética.

Célula-tronco embrionaria: células de embrido que apresentam
a capacidade de se transformar em células de qualquer tecido de
um organismo (BRASIL, 2005a).

‘tz" Assimile

O Conselho Nacional de Biosseguranca (CNBS), criado pelo art. 82 da
Lei n? 11.105, de 24 de marco de 2005, e regulamentado pelo Decreto
n2 5591, de 22 de novembro de 2005, € um orgao de assessoramento
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superior, composto pelo presidente da Republica e seus ministros, sendo
responsavel pela implementacdo da Politica Nacional de Biosseguranca,
tambeém conhecida como PNB.

Compete ao CNBS definir as diretrizes que determinam as ac¢des dos
orgaos e entidades federais, analisar os pedidos de liberacdo para uso
comercial de OGM e seus derivados e decidir, sobretudo com base em
manifestacdo da CTNBIio, sobre os processos relativos as atividades que
envolvam o uso comercial de OGM e seus derivados.

Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca — CTNBio

A Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio)
integra o Ministério da Ciéncia e Tecnologia. E a instancia colegiada
multidisciplinar que presta apoio consultivo e deliberativo ao Governo
Federal. A CTNBIio € a autoridade nacional competente que propde
a Politica Nacional de Biosseguranca, estabelece normas técnicas de
seguranca e pareceres tecnicos referentes a autorizacdo para atividades
que envolvam pesquisa e uso comercial de OGM e seus derivados. Além
disso, com o intuito de incrementar a capacitacao para a protegao da
saude humana, dos animais, das plantas e do meio ambiente, a CTNBio
€ responsavel pelo suporte, acompanhamento, desenvolvimento e
progresso técnico/cientifico nas areas de biosseguranca, biotecnologia
e bioética.

De acordo com a Lein? 11.105 - Lei de Biosseguranga, as principais
atribuicdes da CTNBIo sdo:

» Propor a Politica Nacional de Biosseguranca.

e Acompanhar o desenvolvimento e O programa técnico e
cientifico na Biosseguranca e em areas afins, objetivando a
seguranga dos consumidores e da populagao em geral, com
permanente cuidado a protecdo do meio ambiente.

» Relacionar-se com instituicdes voltadas para a engenharia
genética e a biosseguranca a nivel nacional e internacional.

« Propor o Codigo de Etica de Manipulacdes Genéticas.

e Estabelecer normas e regulamentos relativos as atividades e
projetos que contemplam construcao, cultivo, manipulacao,
uso, transporte, armazenamento, comercializacdo, consumo,
liberacao e descarte relacionados a OGM.
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Classificar os OGMs segundo o grau de risco, definindo os niveis
de biosseguranca a eles aplicados e as atividades consideradas
insalubres e perigosas.

Estabelecer os mecanismos de funcionamento das Comissdes
Internas de Biosseguranca (CIBios) no ambito de cadainstituicdo
gue se dedique ao ensino, a pesquisa, ao desenvolvimento e a
utilizacdo das técnicas de engenharia genética.

Emitir parecer técnico sobre os projetos relacionados a OGM
pertencentes ao Grupo I, conforme definido no Anexo 1 da Lei
n2 8.974, de 1995, encaminhando-o aos orgdos competentes.

Apoiar tecnicamente 0s Orgdos competentes no processo
de investigacdo de acidentes e de enfermidades verificadas
no curso dos projetos e das atividades na area de engenharia
geneética, bem como na fiscalizagcdo e monitoramento desses
projetos e atividades.

Emitir parecer técnico prévio conclusivo sobre qualquer
liberacao de OGM no meio ambiente, encaminhando-o ao
orgdo competente.

Divulgar no Diario Oficial da Unido, previamente ao processo
de andlise, extrato dos pleitos que forem submetidos a sua
aprovacdo, referentes a liberacdo de OGM no meio ambiente,
excluindo-se as informacdes sigilosas de interesse comercial,
objeto de direito de propriedade intelectual, apontadas pelo
proponente e assim por ele consideradas.

Emitir parecer técnico prévio conclusivo sobre registro, uso,
transporte, armazenamento, comercializacdo, consumo,
liberacao e descarte de produto contendo OGM ou derivados,
encaminhando-o ao orgao de fiscalizagao competente.
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Figura 1.5 | Numero de produtos desenvolvidos aprovados pela Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranca — CTNBIio entre 1998-2017
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Fonte: <http://cib.org.br/wp-content/uploads/2017/08/2017-08-grafico-ctnbio-aprovacoes-pt.png>. Acesso em: 10 out. 2017.

Figura 1.6 | Aprovacado de culturas geneticamente modificadas no Brasil entre 1998 e 2017

Milho - Soja - Algodao - Feijdo - Eucalipto - Cana-de-agticar
1998 1999 2000 7001 7002 2003 2004 9005 2006 2007
1 0 0 0 0 0 0 1 0 3

° . . . . . . ° . O

2008 9009 2010 9011 2012 2013 014 2015 2016 9017
5 9 8 6 & 1 2 14 9 10
cQO0O - - @ OQ
Fonte:<http://cib.org.br/wp-content/uploads/2017/08/2017-08-grafico-cna-aprovacacanobrasil-pt.png>. Acesso em
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Classificacdo de risco de OGMs

A Resolugcdo Normativa da Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca n? 2, de 27 de novembro de 2006 , dispde sobre a
classificagdo de riscos de OGM e os niveis de biosseguranca a serem
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aplicados nas atividades e projetos com OGM e seus derivados em
contencgéo. A classificacao de risco de um determinado organismo,
especifica para cada pais em decorréncia da realidade epidemiologica
regional, esta baseada no potencial risco a saude do ser humano, a
sociedade e a0 meio ambiente. A Resolucao Normativa 2 aponta a
classificacdo dos riscos dos OGMs, promovendo o agrupamento dos
organismos em classes de 1 a 4, que aparecem a sequir:

Classificacdo de risco dos OGMs, de acordo com a Resolucao
Normativa 2.

Risco de Classe 1 (referente ao baixo risco individual e baixo risco
para a coletividade): o OGM que contém sequéncias de material
genético DNA/RNA de organismo doador e receptor que ndo causem
agravos a saude humana e animal, além de efeitos adversos aos
vegetais e a0 meio ambiente.

Classe de Risco 2 (moderado risco individual e baixo risco para
a coletividade): os OGMs que contém sequéncias de DNA/RNA de
organismo doador ou receptor com moderado risco de agravo a saude
humana e animal, que tenha baixo risco de disseminac¢ao, causando
efeitos adversos aos vegetais e a0 meio ambiente.

Classe de Risco 3 (alto risco individual e risco moderado para
a coletividade): o OGM que contém sequéncias de DNA/RNA de
organismo doador ou receptor, com alto risco de agravo a saude
humana e animal, gue tenha baixo ou moderado risco de disseminacao
e de causar efeitos adversos aos vegetais € a0 meio ambiente.

Classe de Risco 4 (alto risco individual e alto risco para a
coletividade): o OGM que contém sequéncias de DNA/RNA de
organismo doador ou receptor com alto risco de agravo a saude
humana e animal, que tenha elevado risco de disseminagdo e de causar
efeitos adversos aos vegetais e ao meio ambiente. Fonte: Disponivelem:
<http://www? fcfar.unesp.br/Home/CIBio/ResolucaoNormativa02.
pdf>. Acesso em: 22 out. 2017.
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|:[9 Pesquise mais

Desde que foi sancionada a 12 Lei de Biosseguranca, em 1995, o Conselho
Nacional de Saude (CNS), o Conselho Nacional de Biosseguranca (CNBS)
e a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) divulgam
Resolucdes Normativas que visam adequar a Lei n? 11105 as novas
condi¢des, desafios e inovacdes tecnologicas ndo previstas durante a sua
criagdo. Para melhor compreensdo, acesse o link da CTNBIo e fique por
dentro das Resolugdes Normativas. Disponivel em: <http://ctnbio.mcti.
gov.br/resolucoes-normativas>. Acesso em: 11 out. 2017.

c@ Reflita

Como vocé verificou na leitura das caracteristicas da Lei Brasileira
de Biosseguranca, apresentadas anteriormente, além de se tratar de
um assunto muito polémico, a lei concentra-se substancialmente na
regulamentacao dos organismos transgénicos destinados a agricultura e,
em segundo plano, nas pesquisas que empregam celulas-tronco para fins
medicinais. Sera que todos os questionamentos da sociedade quanto a
biosseguranga estdo de fato contemplados em nossa legislagdo?

A Lei n? 11.105 é muito restrita quando comparada as leis analogas de
outros paises que tratam o tema biosseguranca. Tais leis contemplam
de forma mais abrangente, ndo somente assuntos relacionados a
bioprotecao, mas também incorporando tecnologias emergentes, como
as nanotecnologias.

Portanto, o refinamento da Lei Brasileira de Biosseguranca passa a ser
um expediente recorrente, sendo necessaria a sua atualizacdo constante,
progredindo com relacdo a regulamentacao desta lei no mesmo
compasso das inovacdes tecnologicas e desafios contemporaneos.

Sem medo de errar

Agora que vocé ja adquiriu o conhecimento sobre as Normas e
a Lei de Biosseguranga (Lei n® 11.105), relembraremos o caso de
Mariana, uma biologa que trabalha na area de OGMs (organismos
geneticamente modificados) de uma empresa de biotecnologia do
setor agrondmico, que recebeu da area de desenvolvimento uma série
de plantas transformadas de tomate (Solanum lycopersicum) para o
seu plantio no campo.

da biotecnologia e da biosseguranca



Ao observar as Normas e as Leis de Biosseguranca impostas pela
CTNBIio para o manejo de risco de fluxo génico, Mariana teve o cuidado
de atender todas as condi¢des, por exemplo, o isolamento espacial e
temporal entre as espécies de tomate sexualmente compativeis e o
uso de bordaduras de plantas incompativeis.

Dentre 0s gendtipos de tomate a serem introduzidos no campo,
Mariana notou que um grupo de plantas era composto por machos com
florescéncias vistosas e 0 outro grupo nao apresentava florescéncia,
com fémeas e machos estéreis.

Em razao disso, entre os materiais examinados por Mariana, mesmo
respeitando o isolamento espacial previsto, fluxo génico e uso de
bordaduras de plantas incompativeis regulamentados pela CTNBIo,
somente 0 grupo composto por machos estéreis e fémeas deveriam
ser autorizados para a introducao No campo. A introducao do grupo
de plantas de tomate composto por machos com florescéncias nao é
recomendada devido a possivel dispersao de polen proveniente desse
material transgénico, o qual foi devolvido a area de desenvolvimento
para as medidas corretivas adequadas.

Avancando na pratica

Classificagdo de risco de eucalipto transgénico
Descricao da situacao-problema

Claudio, membro da Comissao Interna de Biosseguranca (CIBio),
€ pesquisador de uma empresa de biotecnologia florestal que utiliza o
metodo de transformacao genética viaagrobactéria, visando, sobretudo,
a insercao de genes exdgenos em especies economicamente viaveis
para 0 aumento da produtividade industrial (aumento da densidade da
madeira e proporc¢ao de celulose, resisténcia e tolerancia a patogenos).

A empresa de Claudio desenvolveu uma planta transgénica a partir
do hibrido de eucalipto (E.grandis x E.urophylla), apos receber um
gene de Arabidopsis thaliana, que faz com que as células do eucalipto
depositem mais celulose na formacao da parede celular, resultando
em um maior volume de madeira.

Assim, para possibilitar uma melhor avaliacao do material
desenvolvido, Claudio foi indicado para analisar se o hibrido de
eucalipto geneticamente modificado pode ou N3o causar agravos a
saude humana e animal, e também evitar efeitos adversos aos vegetais
€ ao meio ambiente.
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Com base na classificacao de risco dos OGMs, regulamentada pela
CTNBio, em qual classe o hibrido de eucalipto transgénico deve ser
inserido por Claudio?

Resolugado da situagdo-problema

Claudio inseriu o material desenvolvido na Classe de Risco 1, pois,
de acordo com a Resolucao Normativa n® 2 da CTNBIo, as atividades
de pesquisa com o hibrido de eucalipto geneticamente modificado
apresentam baixo risco, tanto na esfera individual quanto na coletiva,
autorizando, assim, o processo de liberacdo a ser protocolado pela
empresa a CTNBJo.

Faca valer a pena

1. A Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIio) integra o
Ministério da Ciéncia e Tecnologia, € instancia colegiada multidisciplinar
que presta apoio consultivo e deliberativo ao Governo Federal.

Analise as afirmativas a seguir sobre as principais atribuicdes da CTNBio e
marque V para verdadeiro ou F para falso:

() Propor a Politica Nacional de Biosseguranga.

() Acompanhar o desenvolvimento e o programa técnico e cientifico na
biosseguranca.

() Estabelecer normas e regulamentos relativos as atividades e projetos que
contemplem ac¢des e pesquisa relacionadas a OGM.

() Classificar os OGMs segundo o grau de risco.

() Emitir parecer técnico prévio conclusivo sobre qualquer liberacdo de
OGM no meio ambiente.

Agora, assinale a alternativa que apresenta a sequéncia CORRETA:

a)V; V. F; V; F. dV;F FF V.
b) F; F; V; V; V. e)V;V;V;V; V.
c) V. F, V;F; V.

2. A Lei de Biosseguranca institui a criacdo e a reestruturacdo das instancias
colegiadas multidisciplinares: Conselho Nacional de Biosseguranca (CNBS)
e a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio), ambas dispostas
sobre a Politica Nacional de Biosseguranca (PNB).

Analise as seguintes assercdes:

I. A finalidade da criacdo do Conselho Nacional de Biosseguranca (CNBS) e
da Comissado Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) é fornecer apoio
técnico consultivo.

PORQUE
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II. A Lei de Biosseguranca tem por obrigacdo o estabelecimento de normas
técnicas de seguranca e pareceres referentes a protecao da saude humana,
dos organismos vivos e do meio ambiente.

Acerca dessas assercdes, assinale a opcdo CORRETA:

a) As duas assercdes sdo proposicOes verdadeiras, e a segunda € uma
justificativa correta da primeira.

b) As duas assercdes sdo proposi¢cdes verdadeiras, mas a segunda ndo é uma
justificativa da primeira.

c) A primeira assercdo € uma proposicao verdadeira, € a segunda, uma
proposicao falsa.

d) A primeira assergao € uma proposicdo falsa, e a segunda, uma proposicdo
verdadeira.

e) A primeira e a segunda asser¢des sao proposicdes falsas.

3. A classificacdo de risco de um determinado organismo, especifica
para cada pais em decorréncia da realidade epidemioldgica regional, esta
baseada no potencial risco direto a saude do ser humano individualmente,
a sociedade e ao meio ambiente. A classificagdo dos agentes etioldgicos
com base no risco apresentado promove o agrupamento dos organismos
em classes de 1a 4.

Associe a coluna 1, as classes de risco, com as respectivas definigdes,
presentes na coluna 2:

Coluna 1:

1. Classe de risco 1.

2. Classe de risco 2.

3. Classe de risco 3.

4. Classe de risco 4.

Coluna 2:

() OGM que contém sequéncias de DNA/RNA de organismo doador e
receptor que ndo causem agravos a saude humana e animal e efeitos
adversos aos vegetais e ao meio ambiente.

() OGM que contém sequéncias de DNA/RNA de organismo doador ou
receptor, com alto risco de agravo a saude humana e animal, que tenha
elevado risco de disseminacado e de causar efeitos adversos aos vegetais e
ao meio ambiente.

() OGM que contém sequéncias de DNA/RNA de organismo doador ou
receptor, com alto risco de agravo a saude humana e animal, que tenha
baixo ou moderado risco de disseminacdo e de causar efeitos adversos aos
vegetais e a0 meio ambiente.

() OGM que contém sequéncias de DNA/RNA de organismo doador ou
receptor, com moderado risco de agravo a saude humana e animal, que
tenha baixo risco de disseminagao e de causar efeitos adversos aos vegetais
e ao meio ambiente.
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Agora, assinale a alternativa que apresenta a sequéncia correta da associacao:
a)l 4;3; 2.

b) 3;2; 4; 1.
c)2; 31 4.
d) 4;1;2; 3.
el 32 4.
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Unidade 2

Acidos nucleicos e
sintese de proteinas

Convite ao estudo

Nesta unidade sdo apresentadas informacdes sobre o principio
cientifico do conteudo genético e sua aplicacdo na biotecnologia.
A biologia molecular esta intimamente ligada a engenharia genética
e a biotecnologia, permitindo grandes avancos, principalmente
com o advento da tecnologia do DNA recombinante, da reacao
em cadeia de polimerase (PCR) e do sequenciamento automatico
do DNA. Tecnicas de biotecnologia, como a clonagem, surgiram
para o desenvolvimento de diferentes formas de analisar e produzir
caracteristicas e produtos biologicos de interesse. A partir do
dogma central da biologia, conhecimentos cientificos substanciais
estdo sendo gerados para O desenvolvimento de técnicas de
caracterizacao, uso, manipulacao e melhoramento de recursos
biologicos e genéticos.

Na primeira secao da Unidade 2, estudaremos a importancia das
moléculas de DNA e RNA e suas aplicagdes, as enzimas de restricao
e sua importancia biotecnologica, o processo de clonagem e a
biotecnologia, além das aplicacdes biotecnolodgicas dos acidos
nucleicos e proteinas, reacao em cadeia polimerase — Polymerase
Chain Reaction, PCR. Na segunda secao, a transcricdo, sua
importancia e aplicacao, e a traducao proteica, sua importancia e
aplicacao. A formacao de proteinas a partir de material nuclear, assim
como a participagdo de fatores de transcricdo na biotecnologia,
e a genética. Na terceira secdo, abordaremos as definicbes das
Moléculas de DNA e RNA, gendmica, protedmica, metaboldmica.

O principal objetivo desta unidade € conhecer os principais
conceitos moleculares e os mecanismos aplicados aos acidos
nucleicos e sintese de proteinas.

Bons estudos!



Secao 2.1
Mecanismo de replicagcao do DNA

Dialogo aberto

Uma parceria entre pesquisadores de institutos canavieiros,
usineiros e empresas particulares construiu uma grande cooperacao
com a finalidade de aumentar a producdo da cana-de-acucar,
graminea que tornou o Brasil um dos maiores produtores de
biocombustivel do mundo. O grande objetivo da pareceria € tornar
essa planta mais adaptada e produtiva para aumentar a participacao do
bioetanol na matriz energética do pais. Qual seria uma das maneiras de
conseguirmos as chamadas “plantas melhoradas’, no sentido de maior
producdo por quantidade de hectare?

Nao pode faltar

A importancia das moléculas de DNA e RNA e suas aplicagdes

O aprimoramento da biotecnologia emerge com a consolidacao
dos conhecimentos a respeito do DNA. O DNA, ou &acido
desoxirribonucleico, € o repositorio  bioquimico  responsavel
pelo armazenamento da informacao genetica que coordena o
desenvolvimento e funcionamento da vida de todos os seres vivos e
de alguns virus. O conhecimento cientifico sobre o conteldo genético
comecgou a ser construido a partir da descoberta da estrutura quimica
dessas moléculas, elucidada somente em 1953. Com as descobertas
Nno século XX foi possivel observar a estrutura do DNA, composto por
acidos nucleicos que formam duas cadeias na forma de uma dupla
héelice. Concomitantemente as descobertas estruturais, também foram
elucidados 0s mecanismos envolvidos no processo da informacdo
genética do DNA, até as proteinas e demais constituintes celulares. Em
1958, Francis Crick postulou o dogma central da biologia molecular
(Figura 2.1), que explica o fluxo de informagdo do codigo genético:
DNA -> RNA -> proteinas. Atualmente, com a aquisicdo de novos
conhecimentos, como o de que algumas enzimas sdo capazes de
utilizar o RNA para produzir RNA, esse modelo teve algumas mudangas.
Resumidamente, esse modelo mostra gue uma sequéncia de um acido
nucleico pode formar uma proteina, porém o contrario Ndo é possivel.
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Figura 2.1 | llustracdo do fluxo de informacé&o do codigo genético que constitui o dogma
central da biologia molecular
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Fonte: adaptada de Rosenberg (1986).

Os éacidos nucleicos sdao macromoléculas formadas por
nucleotideos. Ha dois tipos de acidos nucleicos, © acido
desoxirribonucleico (DNA) e o acido ribonucleico (RNA). O DNA
pode ser encontrado tanto no nulcleo de uma célula (DNA nuclear)
guanto nas mitocodndrias (DNA mitocondrial), ou no cloroplasto (DNA
cloroplastidial), no caso de plantas. A partir de sequéncias molde
em uma molécula de DNA, pode haver um processo de transcricao
para a criacdo de uma molécula de RNA. Nessas moléculas de
RNA estao presentes os codigos usados para organizar a sequéncia
de aminoacidos e formar as proteinas, através de um processo
denominado traducdo. Ha varios tipos de RNAs, envolvidos em
diferentes partes do processo de transcricao, traducdo e outros
processos moleculares: RNA mensageiros, RNA ribossémico, RNA
transportadores € microRNASs.
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&z” Assimile
E através das informacdes genéticas que plantas, animais e seres humanos
possuem a capacidade de se distinguirem uns dos outros. As sequéncias
encontradas nas fitas de DNA sao responsaveis pelas formas especificas

de cada organismo, e tais sequéncias podem ser herdadas, passando as
caracteristicas armazenadas nessas moléculas de pais para filhos.

A descoberta de que o DNA & a estrutura responsavel pela
transmissdo das caracteristicas dos seres vivos (herdabilidade) veio com
um estudo de Avery e colaboradores, em 1944, quando descobriram
gue o principio transformante das bactérias pneumococos era o
DNA. Antes dessa descoberta pensava-se que as proteinas eram as
responsaveis pela heranca de caracteristicas.

Atualmente observou-se um avanco muito grande das técnicas
de sequenciamento de DNA, resultante do avanco da biologia
molecular, gerando grandes e novas guantidades de informagdes
genéticas. Essas sequéncias de DNA, RNA e proteinas de diversas
especies sao compartilhadas em bancos de dados publicos. Estes
bancos de dados tém a tarefa de armazenar e disponibilizar uma
guantidade enorme de sequéncias produzidas. Também foram
desenvolvidos programas computacionais para a manipulacao da
informacdo geneética contida nas sequéncias de acidos nucleicos,
atraveés dos recursos da bioinformatica.

O GenBank (Nacional Center for Biotechnology Information — NCBI)
€ 0 maior banco de dados de livre acesso existente, contendo milhares
de sequéncias de DNA e RNA de diversas espécies depositadas por
pesquisadores (NEJAR, 2017).

E|9 Pesquise mais

Apartirda obtencao de sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos, € possivel
fazer comparacdes com as demais sequéncias depositadas em bancos de
dados, com a finalidade de encontrar homologias e, possivelmente, atribuir
funcoes a essas sequéncias. Essa comparacao entre as sequéncias € realizada
através de um alinhamento dessas comparacdes e a principal ferramenta
disponivel nos dias de hoje, o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
Através do BLAST vocé pode comparar uma sequéncia de interesse com
todas as sequéncias existentes no GenBank quanto a suas identidades e
similaridades. Acesse: <https://www.ncbi.nlm.nin.gov/BLAST/>. Acesso em:
30 nov. 2017.
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Podemos enxergar as sequéncias de DNA como um tipo de
software ou linguagem de programacao que a célula usa para produzir
e regular todos 0s produtos necessarios para a vida.

As sequéncias de DNA que contém regides reguladoras, que
codificam uma proteina e sao herdaveis, podem ser chamadas de
regides génicas. Muitas sequéncias no DNA de um organismo estao
fora dessa definicdo de gene, chamadas de regides de espacamento.
Grande parte do DNA de uma planta ou animal nao seria considerada
como parte de um gene, por ndo transcrever um RNA ou proteina,
mas também € importante para descrever a estrutura da informagao
genética de organismos e populacdes. Nao ha um consenso sobre
a definicao do que € um gene, e a adocao de uma definicdo para a
terminologia genética pode se adequar ao motivo de estudo do DNA,
seja em termos de funcao ou estrutura.

! Atencdo

A sequéncia de DNA de um gene e sua presenca e papel dentro do
genoma sdo muito importantes. Ao longo do seu comprimento sdo
incorporadas sequéncias de ‘reconhecimento’, as quais as proteinas se
ligam para converter essas informacdes em um organismo Vivo.

A propria sequéncia determina como um gene funciona e impacta na
expressao de uma caracteristica do organismo.

As proteinas, por sua vez, regulam processos bioguimicos, como
transcricao, replicacdo de DNA e divisdo celular, recombinacdo e
reparacao génica, modificacdes epigeneticas e provavelmente outras
modificacdes ainda para ser descobertas. O reconhecimento de
determinada sequéncia ¢ central para muitos processos celulares. As
proteinas envolvidas na leitura de sequéncias tém um arduo trabalho
de identificacao e especificidade da regiao onde vao se ligar. Entre
todas as proteinas que se ligam a sequéncia de DNA estdo as enzimas
de restricdo, as quais sao consideradas as mais exigentes.

As enzimas de restricao e sua importancia biotecnoldgica

As enzimas de restricdo (endonucleases do tipo Il) sdo proteinas
encontradas em bactérias e arqueias, e apresentam a capacidade
de clivar moléeculas de DNA por meio da quebra da fita dupla. Essas
enzimas se ligam as sequéncias curtas de pares de base de DNA e
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catalisam a clivagem das duas cadeias de DNA nas proximidades
do sitio de ligacéo, quebrando o DNA em fragmentos. Essa divisdo
pode ser detectada com grande sensibilidade in vitro, e, portanto, a
frequéncia com gue as enzimas se ligam e cortam as sequéncias pode
ser medida com precisdo.

Vocabulario

In vitro € uma expressao de origem latina que designa que Os Processos
biologicos séo desenvolvidos fora dos sistemas vivos, ou seja, em ambientes
controlados, como laboratorios. A expressao ganhou amplo uso com o
crescimento da fertilizacao in vitro, técnica de reproducao assistida.

As bactérias fazem uso das enzimas de restricao para se protegerem
da infeccao por virus e organismaos parasitas, cortando as moléculas de
DNA destes e impedindo assim a sua replicacao. A biotecnologia faz uso
dessas enzimas como ferramentas moleculares precisas que cortam
e reorganizam as moléculas de DNA no laboratorio. Cada enzima
reconhece uma sequéncia especifica de nucleotideo (sitio de corte ou
sitio de restricdo) e apenas as moléculas de DNA que apresentem essa
sequéncia serao cortadas.

O isolamento da primeira dessas novas ferramentas moleculares se
deu no inicio de 1970, com os cientistas Werner Arbour e Stewart Linn,
guando identificaram duas enzimas que impediram o crescimento
de virus na bactéria. A primeira enzima de restricdo purificada, a
chamada "EcoKl” obtida da bactéria Escherichia coli K12 (MESELSON:;
YUAN, 1968), chamada "nuclease de restricdo”, cortou o DNA em
diversos pontos ao longo do comprimento da cadeia de DNA, sendo
denominada, mais tarde, de enzima do tipo |. Enzimas desse tipo sao
muito grandes, com aproximadamente 4000 aminoacidos no total
e uma massa molecular superior a 400 kDa. Compreendem ainda
cinco subunidades de trés proteinas diferentes, e caracteristicamente
reconhecem sequéncias descontinuas de DNA — no caso de EcoKl,
AACNNNNNNGTGC, onde “N” seria considerada uma determinada
base nitrogenada.

No entanto, as enzimas que cortam a molécula de DNA em locais
aleatorios ndo atendiam as necessidades de estudo das estruturas
moleculares, sendo necessario o desenvolvimento de uma ferramenta
que pudesse reduzir o DNA em locais especificos de forma consistente,
tipos Il e Il de enzimas. As enzimas do tipo Il reconhecem uma
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sequéncia particular de genes e cortam as duas vertentes do DNA
perto ou dentro do local determinado. O tipo Il cortara os dois fios
de DNA a uma distancia predeterminada do local de reconhecimento.

Os esforcos para desenvolver essa ferramenta se multiplicaram
nos ultimos 40 anos, com a descoberta de milhares de enzimas de
restricdo, reconhecendo centenas de diferentes sequéncias de DNA
com extrema precisao e ‘fidelidade” de restricdo enzimatica.

Dessa forma, pode-se observar que o DNA &, talvez, o substrato
enzimatico mais complexo que a natureza desenvolveu, com um
numero surpreendente de formas diferentes.

D Reflita
o

Essa precisdo com que uma enzima de restricdo é capaz de escolher/
identificar regides especificas (regides-alvo) do DNA entre todas as formas
possivels € uma questdo que intriga os biotecnologos ate os dias atuais.
Como essas enzimas sabem a quais sequéncias devem se ligar? Que
mecanismo molecular € o responsavel por esse grau de discriminagcdo
notavelmente alto?

Observe que o necessario para identificar quais regides-alvo do DNA
devem ser envolvidas em um processo de reconhecimento molecular
que medeia a seletividade especifica de ligacao proteina-DNA € um
dos desafios mais interessantes em biologia estrutural, e esta ligado a
sequéncia de DNA que foi relatada por McClarin et al. (1986). Segundo
0s autores, o reconhecimento de sequéncias de DNA ¢ considerado
um processo unico, embora seja “uma nuance” que tem multiplas
facetas e variacdes (ROHS et al,, 2010; ROHS et al, 2009a; ROHS et al,,
2009b). Foi a aplicacao de bioguimica, e em particular a purificacao
de proteinas para o campo de restricdo e modificacdo molecular,
que, no final dos anos 1960, impulsionou inovacdes significativas na
biotecnologia. Hoje em dia, a industria de biotecnologia emprega
enzimas de restricao para mapear o DNA, bem como cortar o DNA
para uso na engenharia genetica. Ao verificar os locais onde as enzimas
de restricdo irao se anexar No genoma, fazem com que os cientistas
possam atribuir essa regido a uma determinada sequéncia de DNA. Os
extremos desiguais que resultam do corte da enzima sao “re-juntados”
pela enzima ligase, que favorece o prosseguimento da analise do DNA.
Essa técnica de mapeamento de DNA, conhecida como polimorfismo
de comprimento de fragmento de restricao (RFLP), pode ser util na
tipagem de DNA.
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v=| Exemplificando

O RFLP & uma técnica que surgiu em 1984, quando foi inventada pelo
cientista inglés Alec Jeffreys durante uma pesquisa sobre doencas
hereditarias. Essa técnica € usada para a analise de testes padrao de
diversidade de fragmento de DNA, a fim de diferenciar organismos
geneticamente modificados. Algumas outras aplicacdes da tecnica do
RFLP sdo:

- Determinacdo do estado de doencas genéticas, tais como a fibrose
cistica, em um individuo.

- Determinacdo ou confirmacado da fonte de uma amostra de DNA, como
em testes criminais ou investiga¢cdes de paternidade.

- Determinacao, no traco genético, das taxas de recombinacao génica
que mostram a distancia genética existente entre os “locus’, ou onde
estdo localizados 0s cromossomaos.

- ldentificagao de um individuo ou organismo portador de uma mutacao
em uma familia.

A unido entre a engenharia genética e a descoberta dessas enzimas
revolucionou a biologia molecular, possibilitando que os pesquisadores
manipulassem o DNA com extrema precisdo, podendo até montar
novas moléculas de DNA recombinante.

DNA recombinante € o termo usado para descrever algumas
técnicas modernas em biologia molecular, a fim de mudar a constituicao
genética das células vivas de tal modo que estas possam produzir novas
substancias. O uso de enzimas de restricao para “tricotar” fragmentos
de DNA de dois organismos nao relacionados pode gerar DNA
recombinante de interesse. Na maioria dos casos, um plasmideo (DNA
bacteriano) € combinado com um gene de um segundo organismo.
Durante esse processo, as enzimas de restricado vao digerir ou cortar
o0 DNA tanto da bactéria quanto de outro organismo, resultando em
fragmentos de DNA com extremidades compativeis. Essas extremidades
serdo coladas juntas atraves do uso de outra enzima, conhecida como
ligase. O importante da engenharia genética € que esta ndo se limita a
organismos de uma mesma especie, ou seja, a compatibilidade sexual
torna-se irrelevante, além de ser possivel fazer modificacdes em uma
unica geragao, o que antes levaria dezenas ou centenas de geragoes.
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O processo de clonagem e a biotecnologia

Uma vez gque temos consciéncia da importancia do conteudo
genetico presente no DNA, tal como o conhecimento de algumas
técnicasparaacessar esse conteudo genético, Como o sequenciamento
e 0 uso de enzimas de restricdes, o aprendizado sobre clonagem, um
processo muito utilizado na biotecnologia, € facilitado.

A clonagem de DNA, ou clonagem génica, € um procedimento
para fazer copias multiplas e idénticas de um determinado pedaco de
DNA. Usualmente, esse procedimento acontece ao inserir um gene
ou outro fragmento de DNA de interesse em um fragmento circular
de DNA, chamado plasmideo. Primeiramente, € preciso isolar um
trecho de DNA que vai ser clonado, esse isolamento € feito a partir da
fragmentagao pelas enzimas de restricdo. Uma vez isolado, os trechos
sao unidos com a molécula de DNA de um organismo denominado
genericamente de vetor. Para a insercao do DNA de estudo sdo
utilizadas enzimas que “cortam e colam” o DNA vetor e é produzida
uma molécula de DNA recombinante, ou o DNA da associacao vetor
+ fragmento de estudo.

Os micro-organismos do DNA vetor se reproduzem e assim
multiplicam as moléculas recombinantes, dando origem a um
grande numero de copias idénticas. Essas moléculas recombinantes
construidas através de técnicas de clonagem sao usadas para muitas
finalidades, como:

« A biofarmacéutica: producdo de proteinas humanas com
aplicagdes biomédicas, como insulina e hormdnios de
crescimento humano.

» A terapia génica: construcao de plasmideos contendo copias
saudaveis de genes de interesse.

« A andlise de genes: construcdo de versdes artificiais e
recombinantes de genes para entender melhor as suas funcdes
Nno organismo, analisar como as mutacdes podem afetar a
funcdo de um gene, estudar dosagem génica.

Assim, aléem da clonagem de DNA, ha também a clonagem por
processos que envolvem a reproducao assexuada, tanto de animais
guanto de vegetais, bem como a formacgao de gémeos idénticos
(univitelinos). A clonagem reprodutiva consiste no processo em que o
nucleo de uma célula ndo sexual de um doador é transmitido para um
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ovulo receptor, do qual o nucleo foi removido. Esse ovulo é estimulado
guimicamente para o inicio da divisdo celular e para a formagao do
embrido, que sera entdo implementado no Utero do receptor. Dessa
forma, o embrido gerado € um clone do doador, possuindo © mesmo
material genético.

Ha tambem um outro tipo de clonagem, chamada terapéutica, na
qual sdo criadas células-tronco embrionarias. Apesar da particularidade
de cada tecnica, todos 0s processos de clonagem apresentam uma
mesma finalidade: a producao de organismos geneticamente idénticos.

Aplicagdes biotecnoldgicas dos acidos nucleicos e proteinas.
Reacdo em cadeia polimerase — polymerase chain reaction, PCR

NOs temos a pressuposicao, baseada no dogma central da biologia
molecular, de que diferencas genéticas no DNA significam diferencas
nas proteinas codificadas, as quais, em conjunto, podem ser observadas
como fendtipos. Dessa forma, ha varias tecnologias disponiveis para
observacao dessas variacdes no DNA. Para acessar as diferencas
genéticas, nos podemos desenvolver marcadores moleculares,
que podem ser definidos como marcadores geneticos baseados na
detecgao de isoenzimas ou sequéncias de DNA.

Para estudos de diversidade genética, mapeamento genético,
taxonomia e analises filogenéticas, € preciso fazer um estudo mais
aprofundado sobre as sequéncias de DNA e seus marcadores
moleculares. Existem inUmeras metodologias de obtencao e analise
de marcadores moleculares, com diferentes demandas de recursos
financeiros, de infraestrutura e recursos humanaos.

Para obtencdo de marcadores genéticos, € preciso primeiramente
amplificar as regides de interesse do DNA. Essa amplificacdo ¢ feita
através da sintese enzimatica in vitro, usando milhdes de copias de
um segmento especifico de acidos nucleicos, na presenca da enzima
DNA polimerase. Essa técnica € conhecida como reacdo em cadeia
polimerase, popularmente chamada de PCR, sigla do inglés polymerase
chain reaction. Essa reacao foi concebida em 1983 por Kary Mullis
(Prémio Nobel em 1993), publicada em 1985, mas utilizada de forma
rotineira a partir de 1988. A técnica foi vendida sob direitos de todas
as patentes envolvidas no processo de PCR (inclusive as relacionadas
aos termocicladores convencionais) a Roche Molecular Systems (valor
da compra: USS 300.000.000,00). Porém, a tecnologia tornou-se tdo
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difundida que o custo de pagamento da patente tornou-se acessivel a
outras empresas que produzem uma grande variedade de reagentes e
aparelhos da area da biologia molecular, genética, e para © mercado.

As aplicacdes da PCR envolvem a identificacdo de mutacdes
pontuais; de alelos de DNA gendmico; analise de sequéncias virais,
bacterianas ou de protozoarios; RHD fetal; sexagem fetal; avaliacao
molecular de paciente com doencas genéticas. A técnica consiste em
varios ciclos repetidos baseados em anelamento e extensao enzimatica
de pequenas moléculas de DNAde fita simples (par de oligonucleotideos
de aproximadamente 10 nucleotideos) utilizados como indicadores
(chamados "primers”). Estes primers indicam a sequéncia de dupla fita
de DNA que sera amplificada. Essa € uma técnica poderosa que dobra
a quantidade da sequéncia especifica a cada ciclo.

Um ciclo de PCR envolve trés etapas:

» Desnaturacado: a desnaturacao da dupla fita de DNA-especifico
ocorre com a elevacao da temperatura para 92 °C a 95 °C.

* Anelamento: hibridizacao do DNA primer com as sequéncias
de DNA complementares que flanqueiam a regido alvo. Para
que ocorra isso a temperatura € reduzida rapidamente para
35 °C a 60 °C (dependendo do tamanho e sequéncia do
primer. A amplificacdo do primer ocorre com o anelamento de
sua sequéncia com as sequéncias complementares e invertidas
em relacdo as duas fitas.

e Extensdo: a extensdo € realizada a partir da adicao de
nucleotideos utilizando como molde a sequéncia-alvo em
cada terminal 3 da sequéncia de primer, através da acdo
da enzima DNA polimerase a uma temperatura de 72 °C.
Neste processo € gerado uma copia da sequéncia de primer
e é repetido em ciclos por algumas dezenas de vezes. A
amplificacdo seque uma progressao geometrica, dobrando
a quantidade de DNA da sequéncia alvo a cada ciclo. Em
apenas vinte ciclos e possivel se produzir mais de um milhdo
de vezes a quantidade inicial de sequéncia-alvo. Diante desta
escala de amplificacdo € possivel se iniciar este processo com
quantidades minimas de DNA (da ordem de nanogramas) e
terminar a reacao com grandes quantidades de DNA de uma
sequéncia especifica de interesse.
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A PCR permite amplificar um fragmento de DNA, geralmente de até
4000 pb, mas ate 30 kb em condi¢cdes especiais, com a utilizagdo de
DNA polimerases de alta eficiéncia e fidelidade.

Através da técnica de eletroforese em gel (agarose ou poliacrilamida)
€ possivel detectar a olho nu o produto de uma PCR. A PCR gera uma
grande quantidade de sequéncias especificas de DNA que possibilita
O maior entendimento de processos biologicos e biotecnologicos
fundamentais. Essa tecnologia levou a uma revolugao na biologia e na
pesquisa, principalmente em areas como melhoramento genético de
plantas e animais domesticos.

o(b Reflita

No inicio, a aplicacdao da PCR apresentou algumas limitagdes, pois ela
depende do conhecimento prévio das sequéncias de nucleotideos que
flanqueiam a sequéncia de DNA de interesse para construcao de primers
de amplificacéo.

O conhecimento prévio dessas sequéncias pode ser obtido por clonagem
Ou sequenciamento da regido, como vimos anteriormente. Sendo assim,
com excecdo de alguns genes de sequéncia conhecida, a PCR apresentou,
de inicio, um uso limitado como técnica para a obtencao de marcadores
moleculares. Mas hoje em dia, com banco de dados de sequéncias cada
vez mais amplo e acurado, ha muitos avancos que podem ser obtidos
apenas com o uso de PCR.

Sem medo de errar

Voltando a nossa situacdo-problema apresentada no inicio da
secao, qual seria uma das maneiras de conseguirmos as chamadas
“plantas melhoradas’, no sentido de maior producao dessas plantas
por quantidade de hectare? Uma maneira classica de chegar a "plantas
melhoradas” seria plantar uma grande diversidade de plantas e, ao
longo de anos de cultivo, ir selecionando as plantas tolerantes ao
estresse, mais faceis de colher, aquelas resistentes a doencas ou de
maior producao de acucar, e outras caracteristicas vantajosas. Porém, a
descoberta de pragas repentinas, 0 aumento do pre¢o dos combustiveis
fosseis e a pressao politica e econdmica para o desenvolvimento
dos biocombustiveis requerem uma aceleragcao nesse processo de
melhoramento da cana-de-agucar.
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Ainda atraves do conhecimento das sequéncias e codigos genéticos
de organismos complexos, como a cana-de-acucar, € possivel
aprofundar o conhecimento sobre a heranca e o desenvolvimento
de caracteristicas de interesse agricola. O sequenciamento e as
técnicas de DNA recombinante podem acelerar e aprimorar oS
resultados do melhoramento animal e vegetal, conciliando o chamado
melhoramento genético com o melhoramento classico em campo.
Através da técnica de clonagem, nos podemos ter acesso mais
rapidamente as sequéncias especificas da cana-de-agucar referentes a
producao de agucar ou producao de celulose, por exemplo.

Avancando na pratica

Buscando informag¢des em bancos de dados
Descricao da situagao-problema

Diante do recente corte abrupto de recursos para educagao
€ pesquisa no pais, 0 desenvolvimento de experimentos in situ se
encontra ameacado pela falta de verba. Apesar do barateamento dos
sequenciamentos de Nova geracao, os cortes recentes ameacam até a
manutencao dos experimentos em andamento. Enquanto essa situacao
de crise se perpetua, a pesquisa nao pode parar. O grande desafio &
encontrar novas maneiras de aproveitar o que temos disponivel, por
exemplo, resultados de pesquisas anteriores, e continuar produzindo
novos resultados para comprovar a importancia da ciéncia para o
desenvolvimento do pais. Como poderiamos usar a biotecnologia a
Nosso favor, nesse caso?

Resolucao da situacdo-problema

Com o barateamento dos sequenciamentos dos acidos nucleicos,
ha uma quantidade enorme de dados de sequéncias geradas no mundo
todo, a respeito de especies modelos e ndo modelos, depositadas em
bancos de dados. O que se pode fazer € pesquisar genes de interesse
encontrados em plantas modelo ou plantas filogeneticamente
proximas, que podem estar presentes Nno genoma de cana-de-acucar.
Com uma simples PCR podemos testar se uma sequéncia identificada
no NCBI (ou outras fontes de dados da literatura), em sorgo ou
arroz, por exemplo, estd presente na cana-de-acucar. Dessa forma,
a bioinformatica pode auxiliar muito a biotecnologia e as técnicas de
melhoramento genético.
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Faca valer a pena

1. Um modelo simplificado de como o cédigo genético é mantido e
transmitido na célula constituindo o dogma central da biologia molecular.
Esse modelo foi atualizado com os conhecimentos da biologia molecular,
mas mantém suas bases, possuindo uma ampla aplicagao didatica para
explicar a base da genética em termos gerais.

O Dogma Central da Biologia Molecular explica como o fluxo de
informagdes do codigo genético ocorre. De acordo com esse dogma, o
fluxo da informacao genética ocorre no sentido:

a) DNA — RNA — Proteinas. d) Proteinas — DNA — RNA.

b) Proteinas — RNA — DNA. e) DNA — Proteinas — RNA.

c) RNA — DNA — Proteinas.

2. Os plasmideos sdo muito utilizados em técnicas de biotecnologia,
constituindo uma ferramenta importante em laboratorios de manipulagdo
genética animal e de plantas. Eles sao usados rotineiramente para multiplicar
genes especificos.

Com base nas informacdes obtidas, como vocé acredita que os plasmideos
de bactérias podem ser descritos observando as colocacOes das afirmativas
a sequir?

a) Os plasmideos possuem DNA linear.

b) Os plasmideos sdo utilizados como uma ferramenta de biologia molecular
para expressar outros genes de forma eficiente na bactéria hospedeira.

c) Os plasmideos naturalmente possuem DNA recombinante.

d) Os plasmideos ndo se replicam.

e) Os plasmideos sdo seres do reino vegetal, somente.

3. Quando consideramos as chamadas enzimas de restricdo e a DNA
ligase, podemos afirmar que essas sao enzimas frequentemente usadas para
inserir genes e outros pedacos de DNA montados em plasmideos durante a
clonagem de DNA e no processo de recombinacdo génica.

Como as enzimas de restricdo e a enzima DNA ligase sdo usadas na
biotecnologia?

a) As enzimas de restricdao cortam o DNA em locais especificos, produzindo
extremidades que podem ser ligadas de volta em conjunto com a DNA ligase.
b) Somente as enzimas de restricdo que produzem extremidades sem corte
podem ser ligadas com DNA ligase apos o corte de DNA.

c) Somente enzimas de restricdo que produzem extremidades pegajosas no
DNA podem ser ligadas com DNA ligase.

d) As enzimas de restricdo podem cortar o DNA em locais especificos e liga-
los novamente.

e) As enzimas de restricdo cortam aleatoriamente o DNA e os fragmentos
cortados podem ser ligados de volta com a DNA ligase.
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Secao 2.2
Mecanismo de transcricao e traducao de proteinas

Dialogo aberto

Uma parceria entre pesquisadores de institutos canavieiros, usineiros
e empresas particulares construiu uma grande cooperagcao com a
finalidade de aumentar a producao da cana-de-acucar, graminea
que tornou o Brasil um dos maiores produtores de biocombustivel
do mundo. O grande objetivo da pareceria € tornar essa planta mais
adaptada e produtiva, para aumentar a participagao do bioetanol na
matriz energética do pais.

A partir do sequenciamento de gendtipos da cana-de-acucar,
seria necessario o desenvolvimento da montagem da sequéncia do
genoma dessa planta, mas levando-se em conta que essa graminea €
poliploide, haveria uma maior dificuldade para as analises genéticas e
gendmicas dessa especie? Como proceder entdo?

Nao pode faltar

Transcrigao: importancia e aplicacao

Assim como vimos Nos topicos anteriores, o fluxo da informacao
genética € o fluxo que se da do DNA até a sintese de proteina
via participacédo de RNAs. O RNA mensageiro € o carregador da
informagdo genetica presente no DNA através da transcricdo do
codigo genético. A transcricdo e fundamental para a vida e entender
como ela funciona € importante para compreender melhor a saude
de plantas e dos animais.

As unidades do DNA capazes de constituir ao menos uma cadeia
polipeptidica, conceituadas aqui como gene, sdo0 compostas por
regides (Figura 2.2):

e Promotora: regides que normalmente sdo ricas em bases
nucleicas adenina e timina, em que se associam proteinas como
fatores de transcricdo e também a enzima RNA polimerase.

e Exon: apresenta informacao para constituir cadeias
polipeptidicas.
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e Intron: ainda existem duvidas com relacdo a sua real funcdo
Ou a necessidade da sua presenca nos genes, mas pode estar
associada a regulacao da expressao génica.

e Terminadoras: em que ha presenca do codon de término de
traducao e transcricdo. Os codons apresentam um padrdo
especifico muito conservado Nos seres Vivos.

e Reguladoras: parte reguladora da expressao dos genes e
podem estar presentes em cis (areas adjacentes ao gene, na
regido promotora, nas regides de INTRON e terminadoras), ou
podem estar em trans (proximas aoc gene considerando o ponto
de vista tridimensional, mas afastadas quando considerada a
estrutura linear do DNA).

Figura 2.2 | Esquema representativo indicando a estrutura do gene a ser transcrito em
procariotos e eucariotos

Estrutura do gene em procariotos

Promotor Regido Codificadora Terminador

Estrutura do gene em eucariotos

Promotor Regi&o Codificadora Sitio de PoliA
5 [ | 3
’ r Intron
Pre-mRNA
AAAAAAAAAA
L Exon
mRNA
AAAAARAAAA

Fonte: adaptado de <http://images.slideplayer.com.br/1/50886/slides/slide>. Acesso em: 5 dez. 2017,

Para que ocorra o processo de transcricao de uma sequéncia
de DNA em RNA, primeiramente € necessario que a dupla hélice de
DNA se desenrole proximo a regido do gene que sera transcrito. A
expressao dessas regides génicas € a principal funcdo relacionada
com os RNAs mensageiros, transcritos do DNA.

Para que ocorra a etapa da transcricdo, sdo usadas uma das duas
fitas de DNA como fita molde. Veja que o local onde o primeiro
nucleotideo de RNA é transcrito, formando uma fita complementar
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a fita molde (prée-mRNA), € chamado de sitio de iniciacao, ou seja
onde se da o inicio da transcricao. Os mRNAs nos eucariotos
(organismos com nucleo definido) passam por modificagdes pos-
transcricionais antes de serem traduzidos em proteinas, passando
de pre-mRNA para o mRNA. Primeiramente ¢ feita a delecdo ou
retirada das sequéncias intrbnicas (saem os introns), através de
um mecanismo chamado “splicing”. Apos o processo “splicing” é
adicionada uma cauda conhecida como cauda poliA na extremidade
3" de determinada sequéncia de do mRNA (RNA mensageiro).
J& nos animais procariotos (organismos sem nucleo definido),
essa cauda poliA ndo existe. Como nos procariotos, ndo existe
envoltorio nuclear, a transcricao ocorre no mesmo lugar onde
ocorre a traducdo proteica, de forma que a transcricdo do RNA e
sua traducao podem ocorrer quase que simultaneamente. Ja nos
eucariotos, a transcricao ocorre no nucleo da célula e a tradugao
desse RNA ocorre no citoplasma, ou seja existem diferencas entre
0s dois grupos animais, sendo que Nnos procariotos tradugdo e
transcricdo podem ocorrer a0 mesmo tempo, nos eucariotos
Nnao, esse processo acontece em locais diferentes da célula e em
velocidade destintas (conteudo disponivel em http://www.uel.br/
pessoal/rogerio/genetica/respostas/pratica_03.html).

&z" Assimile

Uma enzima denominada RNA polimerase € essencial para iniciar o
processo de transcricao. Ela deve reconhecer um local especifico, regido
promotora, onde comecara a sintese. Esse reconhecimento da RNA
polimerase aos genes promotores se da gracas ao ‘fator sigma’, que se
liga a RNA polimerase fazendo com que esta tenha maior afinidade com
as sequéncias promotoras.

Os genes conhecidos como promotores sao formados por sequéncias
consenso localizadas antes do inicio da fase da transcricdo. Os genes
promotores procarioticos e procariotos possuem uma distancia
especifica do inicio da transcricao; sendo que em organismos
procariotos geralmente isso acontece exatamente na regido -10
e —35 do inicio da transcricdo, e as sequéncias consenso mais
conhecidas sao o TATA box na regidgo -10 (TATAAT) e a sequéncia
TTGACA na regiao =35. A diversidade de genes promotores e fatores
sigma correspondentes, permite que as funcdes celulares possam ser
reguladas mantendo-se o equilibrio das atividades celulares.
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Nos eucariotos, o processo de iniciacao e regulacao da transcricao é tida
COMO uma sequéncia complexa, envolvendo um numero e uma maior
diversidade de sequéncias promotoras e de fatores de transcri¢cdo celular
(disponivel em http://cursosextensao.usp.br/pluginfile.php/46749/mod_
resource/content/1/Aula%20Introdut’%C3%B3ria.pdf).

A RNA polimerase é a principal enzima de transcricdo, que ira
se ligar na sequéncia promotora da fita molde, de forma direta
ou com o auxilio de outras proteinas, e transcrevendo-a em uma
molécula de RNA nova, complementar. A transcricao acaba em um
processo chamado de terminacdo. Se essa regidao génica transcrita
codificar uma proteina, a molécula de RNA sera lida para originar
uma proteina em um processo de traducao.

Um dos grandes objetivos da biotecnologia ¢ a obtencdo de
niveis de expressdo significativos de genes e proteinas de interesse
e isso € possivel através de altos niveis de transcricao desses genes.
O perfil das proteinas nas células e sua diferenciacdo dependem
do processo de transcricdo. Para alcancar esse objetivo, € possivel
fazer uso de genes promotores na construcdo de vetores de
expressao para aprimorar O processo de transcricao desses genes.
As células transformadas com os vetores contendo o promotor de
interesse sao cultivadas até o inicio da transcricdo, com a ativagao
do operador.

Tambeém € possivel clonar copias multiplas dos genes de
interesse no vetor de expressao. Nesse caso, chamamaos essas copias
multiplas sequenciais de sequéncias em tandem. Porém, no caso de
clonagem, € importante atentar a cada passo na multiplicacao da
cultura celular, pois pode haver uma confusao entre a orientacao
para transcricao e tradugao de todas as sequéncias clonadas.

Outra opgao ainda ¢ a obtencdo de altos niveis de expressdo
atraves do aumento do numero de copias do vetor utilizado, atraves
da replicacdo do vetor. Dessa forma, a transcricao € a expressao
génica sao processos fundamentais na engenharia genética. A partir
do desenvolvimento e aprimoramento de técnicas biotecnologicas,
pode-se isolar e caracterizar genes e funcdes mais relevantes
em células especificas, por exemplo, genes ligados a produc¢ao
de anticorpos para producao de vacinas, genes relacionados ao
crescimento celular, genes de reacdo a estresses bioticos e abioticos
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e genes de formacao de compostos fenolicos em plantas utilizadas
em farmacos.

Tradugao proteica — importancia e aplicacao

A formacdo das macromoléculas proteicas se da a partir da
traducao do material nuclear da molécula da vida, o DNA. As
proteinas sdo compostas por moléculas menores de aminoacidos,
existindo inumeros tipos de proteinas, tendo, cada uma, determinada
funcao especifica.

vz| Exemplificando

Ha uma diversidade enorme de tipos e fungdes de proteinas nos mais
variados organismos, observe, a seguir, alguns tipos de proteinas e
suas descricoes:

» Enzimas: sao proteinas fundamentais para produzir a quantidade de
energia necessaria para a célula desempenhar suas funcdes; que sao
as proteinas estruturais.

» Proteinas transportadoras: ligam-se a ions ou moléculas especificas
para transporta-los de um orgao a outro.

» Proteinas nutrientes e de armazenamento: necessarias para a
germinacdo e o crescimento de brotos de plantas. Por exemplo:
ovoalbumina.

» Proteinas de motilidade: habiltam a capacidade de células e
organismos de se contrairem, mudarem de forma ou se deslocarem
no ambiente, por exemplo, a actina e a miosina Nos mMusculos
esqueléticos.

» Proteinas estruturais: participam da organizacao celular e fornecem
protecao ou resisténcia as estruturas biologicas.

» Proteinas reguladoras: ajudam a regular a atividade celular ou
fisiologica, como os hormonios, por exemplo.

» Proteinas de defesa: defendem os organismos de ferimentos ou
invasao de outras especies.

O ribossomo € o locus da sintese de proteinas no citoplasma,

formado por varias proteinas e RNA ribossomais livres no citoplasma.
Ele € dividido em duas subunidades, uma subunidade menor (30S
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em bacteérias e 40S em eucariotos) e uma subunidade maior (50S em
bactérias e 60S em eucariotos). O ribossomo converte a informacao
gue se encontra na forma de trincas de nucleotideos em aminoacidos,
que darao origem a proteina. O inicio da traducao se da quando
a subunidade menor se liga ao codon de iniciacdo (geralmente o
codon de iniciacao é AUG, correspondente a uma metionina), e logo
em seguida a subunidade maior liga-se ao completo do mRNA e
subunidade menor. Toda a formagdo desse complexo de ribossomo e
MRNA acontece com o auxilio de fatores de transcricao; discutiremos
melhor sobre os fatores de transcricdo a sequir. A trinca correta da
metionina, a iniciadora, € reconhecida através do pareamento de uma
sequéncia do RNA ribossomal com uma sequéncia do mRNA, que
fica proxima ao inicio da traducao (essa sequéncia ¢ chamada Shine-
Dalgarno).

O ribossomo possui os sitios de entrada do RNA transportador
para peptideo e outro de aminoacido. O ribossomo vai se deslocando
sucessivamente para um codon a frente, atraves de um processo
chamado de translocacao, até encontrar um codon de terminacao,
que ndo codifica nenhum aminoacido (séo eles: UGA, UAG e UAA) e
terminar a tradugao da proteina.

ﬂ9 Pesquise mais

Este video, disponivel no YouTube, € muito didatico e traz uma ilustracao
clara sobre a transcricdo do DNA e traducdo proteica: <https://www.
youtube.com/watch?v=mUZXFOk8gsw>. Acesso em: 30 nov. 2017.

O aperfeicoamento de estratégias que permitem aumentar a
traducao proteica tem o objetivo de subir os niveis de expressao de
proteinas de interesse, ou mesmo aumentar a estabilidade proteica.
Proteinas estaveis sao mais faceis de lidar e reproduzir de acordo com
sua propria estrutura, sendo possivel produzir maior quantidade dos
produtos desejados.

A producdo de enzimas como a DNA polimerase, para reacao em
PCR, a enzima DNA ligase, para ligar fragmentos de DNA, ja teve sua
importancia discutida em topicos anteriores. Atraves do conhecimento
da traducdo proteica pode-se melhorar os mecanismos de producao e
utilizagao dessas enzimas, auxiliando em diversos processos usados na
engenharia genética. Outras enzimas muito utilizadas sao as chamadas
polinucelotideos quinases, para marcacao radioativa, e a transcriptase
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reversa, enzima produzida em bactérias, que consegue polimerizar
(transformar moléculas simples de mondmeros em macromoléeculas,
chamadas de polimeros) a cadeia de DNA a partir do RNA mensageiro.
A enzima transcriptase reversa € muito utilizada em estratégias que
envolvem selecao de genes a partir da transcricao génica.

A compreensdo dos processos de sintese proteica, desde a
transcricdo até a traducao, tem inspirado técnicas ousadas de
manipulacado do material genético dos organismos, como o CRISPR
(Conjunto de Repeticdes Palindrédmicas Regularmente Espacadas).
Essa ferramenta esta revolucionando as pesquisas biotecnologicas
em todo o mundo pela capacidade de edicdo do DNA sem alterar
caracteristicas dos organismos. O CRISPR foi descoberto em bactérias
que utilizam o seu proprio DNA para reconhecer o DNA viral e criar
mecanismos de defesa, que sao transmitidos para as futuras geragoes.
Ele pode ser inserido em células usando virus ou por meio de injegdes
de DNA. Uma molécula de RNA ¢ sintetizada especialmente para servir
de guia e atingir o gene que se pretende alterar. As técnicas CRISPR
permitem a modificacdo de genes especificos, sem alterar os outros,
esclarecendo, assim, a associacao entre um determinado gene e sua
consequéncia para o organismo (PENNISI, 2013).

As sequéncias genéticas CRISPR e suas funcdes sdo bastante
vantajosas para os processos industriais que utilizam culturas bacterianas
na investigagao cientifica. A imunidade baseada em CRISPR pode ser
utilizada para fazer essas culturas mais resistentes ao ataque viral. Essa
técnica tem sua relativa importancia para que se facam alteracdes
precisas nos genes de diversos organismos, COmo peixes, ratos, plantas
e até mesmo celulas humanas.

Uma outra importante aplicacao dessa técnica envolve o tratamento
de doencas genéticas. A CRISPR pode ser usada para corrigir um gene
mutante e reverter os sintomas da doenca em um animal vivo, podendo
em um futuro proximo ser estudado em humanos para doencas ainda
sem cura (PARREIRA; RESENDE, 2014).

A participacao de fatores de transcricao na biotecnologia

As moléculas proteicas denominadas de fatores de transcri¢do sdo
essenciais para que ocorra a transcricao. Essas moléculas apresentam
sitios de ligacdo ao DNA, reconhecendo e se ligando a uma sequéncia
especifica (regido promotora) de um gene. Desse modo, os fatores de
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transcricdo sdo capazes de interagir com elementos regulatorios de
sequéncias nucleotidicas do proprio DNA (cis). Sua agao se da atraves
da ativacao ou repressdo dos genes aos quais se ligam. Os fatores de
transcricao podem ser de dois tipos:

« Gerais: se ligam a elementos cis presentes na maioria das
sequéncias promotoras.

 Especificos: designam quais genes deverao ser ativados ou
reprimidos, reconhecendo uma sequéncia cis dentro de cada
grupo de promotores. Os fatores de transcricao especificos
determinam quando e onde 0s genes deverdo ser transcritos
OuU Ndo, em resposta aos sinais endogenos ou exogenos.

Ha familias de fatores de transcricdo exclusivos de plantas, como
as Dof (DNA binding with one finger), que sdo alvos de estudos
biotecnologicos em trigo, soja, cevada, arroz, sorgo, alfafa e aveias.
Os Dof agem como ativadores ou repressores de transcricao
génica associada ao controle da expressao de genes de processos
caracteristicos de plantas.

Geralmente cada gene codifica um dominio e, consequentemente,
cada proteina codificada apresenta apenas um motivo de ligagdo ao
DNA. Alguns experimentos biotecnoldgicos, como a utilizagdo de
agentes quelantes de metal, mostram que a inibicao da ligacdo de
fatores de transcricao pode levar a alteracdes estruturais e na expressao
dos genes. Sendo assim, alteracdes nas estruturas das proteinas
determinam modificacdes em varios processos e funcdes nas plantas,
como germinagao, florescimento, desenvolvimento vascular, resposta
a reguladores de crescimento, entre outras.

A superexpressao ou repressao de alguns fatores de transcricao
pode alterar 0 metabolismo de plantas e animais. A aplicacdo de
técnicas para alterar a expressdo de genes enddgenos (do proprio
organismo) ou a insercao de genes exdgenos (de outros organismaos)
em plantas tem grande eficacia para atingir diversos objetivos,
como a reducgao de florescimento precoce, maior concentracao
de caratenoides em frutos, resisténcia a alta salinidade, producao
de sementes maiores, entre outras caracteristicas vantajosas. Em
batata, por exemplo, a superexpressao da proteina Dof SRF1 levou
a modificacdes no metabolismo de carboidratos, resultando em
maiores concentracdes de amido e reduzida concentracdo de
monaossacarideos (TANAKA et al,, 2009).
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A biotecnologia e a genética

A biotecnologia surgiu com o desenvolvimento de técnicas de
manipulacao de seres vivos, como a cultura de tecidos, fixagao bioldgica
de nitrogénio e o controle bioldgico de pragas. A transformacao dessa
biotecnologia tradicional para a molecular veio com o desenvolvimento
da tecnologia do DNA recombinante e suas inumeras aplicagoes.

A aplicagdo do DNA recombinante para o aprimoramento da
expressao de proteinas de interesse na medicina e na agropecuaria
tornou a genética grande aliada da producdo de bens de interesse.
O conjunto de técnicas de analises moleculares que abordam o©s
conceitos genéticos vem permitindo grandes avangos nos estudos
de caracterizacdo, expressao e modificacdo do material genético
(DNA e RNA) de diversos organismos. As propriedades e os elementos
geneticos tém possibilitado aumentar a quantidade e melhorar a
qualidade dos bens produzidos através de atividades biotecnologicas.

Porém, mesmo sem as modernidades dos avangos da biologia
molecular, a biotecnologia tradicional também usufruia, de certo
modo, dos conceitos da genética, como “evolucao’, que comecou
com Charles Darwin no século XIX, as leis que regem a herdabilidade
de caracteres morfologicos, instituidas por Mendel, até chegar ao inicio
do século XX com a caracterizacao do material genéetico por Avery,
Leod e Carty.

A curiosidade em decifrar as inumeras questdes sobre o
funcionamento e a estrutura do nosso conteudo genético, levou a
grandes avangos nos estudos bioquimicos a partir de entdo. Chargaff
determinou a constituicdo dos acidos nucleicos e Watson e Crick
deduziram a estrutura do DNA em dupla-hélice, em 1953. Na mesma
década também foram descobertas as enzimas DNA polimerase, por
Arthur Kornberg, e os primeiros experimentos de controle da expressao
génica, com Although, Jacob e Monod.

Logo em sequida foi descoberta a replicacdo semiconservativa e
bidirecional do DNA, por Meselson e Stahl. Em 1960, o RNA mensageiro
foi descrito como carregador da mensagem armazenada no DNA,
expressa em proteinas no citoplasma, e na década seguinte foram
descobertas varias enzimas de restricao usadas até hoje em processos
eletroforéticos de analise, técnicas de hibridizacdo, clonagem e
outras metodologias moleculares. Em 1985, foi descrita pela primeira
vez a PCR, levando a grandes avancos na descoberta de doencas e
melhoramento de plantas.
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E finalmente, no inicio do século XXI, teve inicio a era do
sequenciamento do genoma, inicialmente com o sequenciamento
do genoma humano e, hoje em dia, havendo genoma de inumeras
espéecies, modelos e nao modelos, de plantas e animais. A biotecnologia
vem fazendo uso da genética para desenvolver métodos de producao
e implementacao de processos em escala industrial, desde culturas de
celulas a expressao de proteinas em células animais e vegetais.

A genética tambem contribui muito para ampliar a busca por novos
usos de espécies com potencial agroenergético. Atraves de técnicas
moleculares podem ser conhecidos oleos e compostos interessantes
para a producao de energia ‘limpa”“, como biodigestores.

Muitas técnicas basicas para caracterizagao de genes sao utilizadas
para conhecer os genes associados diretamente ou indiretamente a
dado mecanismo fisiologico de um tecido ou célula. Alteracdes no
codigo genetico, seja por alteracao na expressao de genes endogenos
ou pela inser¢do de genes exdgenos em plantas, tém sido usadas na
biotecnologia para atingir diversos objetivos, como o aumento de
producdo e tolerancia a mudangas climaticas globais.

Desse modo, finalizamos esses topicos mostrando algumas das
muitas metodologias desenvolvidas na biotecnologia, com grande
impacto nos estudos sobre genética funcional. Algumas dessas
estratégias sao:

« Construcao de Biblioteca Gendmica: obtencdo de um conjunto
contendo todas as informacdes genetico-moleculares de um
ser vivo.

» Construcao de biblioteca de cDNA: obtencdo de um conjunto
de sequéncias génicas que sao expressadas em uma situacao
fisiologica especifica em que O ser vivo se encontra.

» Sequenciamento de DNA: obtencdo das bases nitrogenadas
correspondentes a genes e regides intergénicas.

e Técnicas para estudo de caracterizacao e expressao de genes,
Southern blotting: reconhecimento de sequéncias de DNA
iguais ou semelhantes em genomas.

« Hibridizacao subtrativa e Differential Display: selecdo de genes
com significado fisioldgico para © organismo, que Sao expressos
diferencialmente em tecidos ou células.
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e Northem blotting: caracterizagdo da presenca e niveis de
expressao de genes em determinados tecidos ou células.

e Andlises em microarranjos: sequencias representativas
de uma biblioteca gendmica ou de cDNA e que, por meio
de hibridizacao especifica, pode-se investigar padrdao de
expressao génica.

Oé) Reflita

Vocé ja pensou sobre o porqué de hoje em dia termos tantos incentivos
& agricultura organica? E claro que ha conceitos politicos e econdmicos
envolvidos, mas no aspecto bioldgico e da saude, as principais criticas
com relacdo a agricultura extensiva tém sido a respeito dos agrotoxicos,
nao € mesmo? Com o uso da biotecnologia e da engenharia genética,
podemos elaborar estratégias de controle bioldgico através do maior
conhecimento fisiologico das pragas e patdgenos a nivel genético. Na
fase de producao de um produto, podemos beneficiar culturas permitindo
a selecdo de gendtipos mais resistentes a doencas.

Vocabulario

Gendtipo: composicdo genética de um individuo, mais frequentemente
usada a respeito de um gene ou grupo de genes que caracterizem uma
linhagem de individuos.

Progénie: conjunto de descendentes; descendéncia, prole.

Sem medo de errar

Voltando a questdao sobre como proceder com relacdo ao
sequenciamento de genotipos de cana-de-acucar, seria necessario o
desenvolvimento da montagem da sequéncia do genoma dessa planta.
Levando em conta que essa graminea € poliploide, haveria uma maior
dificuldade para as analises genéticas e gendmicas dessa espéecie?

Espécies de plantas poliploides sao espéecies de individuos que
possuem varios genomas. O genoma humano e de outros organismos,
em sua maioria, apresentam duas copias para cada cromossomo, cada
copia provida por um dos genitores. Porem, na cana-de agucar, por
exemplo, o numero de cromossomos homaologos varia de oito a 14. Essa
complexidade gendmica aumentada dificulta muito a compreensdo
dos processos moleculares da espécie, pois ¢ dificil entender como o
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genoma se organiza para acomodar e harmonizar essa multiplicacdo
de cromossomos homologos. Com o aumento do numero de
Cromossomos, aumenta o numero de genes proporcionalmente.
Desse modo, a planta deve desenvolver mecanismaos para integrar e
estabilizar essa grande quantidade de genes. E um desafio consideravel
entender como 0s genes, especialmente os de regulacdo, controlam
o momento de florescimento da planta, ou a resposta da planta ao
estresse ambiental, pois eles precisam ter um nivel de expressao
controlado para ndo causar danos. Para esse controle na expressao
dos genes, alguns cromossomos podem ter seus genes ativados
enguanto outros continuam silenciados. Para a compreensao desses
mecanismos € necessario o desenvolvimento de ensaios e estudos
biotecnologicos mais aprofundados. Para a propria montagem do
genoma de cana-de-agucar, € muito complicado saber a posicao de
cada sequéncia, uma vez que ha tanta variacdo entre 0s Cromossomaos.
A montagem do genoma dessa e de outras espécies poliploides tem
sido um grande desafio da bioinformatica.

Avancando na pratica

A biotecnologia e a engenharia genética
Descricao da situacao-problema

A Dbiotecnologia e a engenharia genética podem estar envolvidas
em diversas etapas no ciclo produtivo de uma cultura de importancia
agrondmica. Em um programa de melhoramento, podemos aplicar
diversas técnicas para auxiliar na selecao de plantas superiores, em
relacao a caracteristicas como resisténcia a doencas, pragas e fatores
abiodticos. Dependendo da finalidade do programa de melhoramento,
podemos estudar a caracteriza¢cdo de genes expressos em um dado
sistema. Como esses genes sdo segregados e passados para as
proximas progénies, e as fases de manejo das culturas sao estudadas,
principalmente, no ambito de manejo de pragas e controle biologico,
CoOmMo pensar em uma estratégia de melhoramento de um produto
em sua fase de comercializacdo, ou seja, agregar alguma melhoria
gue torne o produto agricola mais interessante para © comerciante € o
comprador? O que poderia ser feito através das técnicas biotecnologicas
vistas até o momento?
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Resolucao da situagcao-problema

A biotecnologia pode beneficiar uma cultura permitindo a selecao
de gendtipos que produzam frutos com formas, aromas e coloracoes
mais interessantes para o consumidor. Através da técnica de PCR e
analise da segregacao de genes relacionados a essas caracteristicas,
podemos chegar a genotipos mais atrativos para a venda. Outro
fator que pode ser considerado na selecdo de gendtipos que sejam
beneficiados na etapa de comercializacao € o quanto aguele produto
tem de durabilidade na prateleira, ou seja, selecionar genotipos que
nao estraguem facilmente pode ser muito vantajoso.

Faca valer a pena

1. A transcricdo é um processo que ocorre com acidos nucleicos e que é
essencial para o funcionamento de todas as células, procariotas ou eucariotas.
Esse processo ainda é fundamental para que ocorra a descodificacao do
conteudo genético contido no DNA.

Quais dos seguintes itens sdo importantes para a transcricao?

a) Promotor.

b) Enzima polimerase.

c) Terminagdo 5' e 3.

d) ORF (sequéncias de leitura aberta, ou sequéncias codificantes).

e) Promotor, enzima polimerase, terminagao 5 e 3, ORF.

2. Sem a transcricdo do DNA em RNA n3o ocorre sintese de proteinas. Nos
eucariontes, as enzimas RNA polimerases requerem a assisténcia de fatores
de transcricdo para comegar a sintese de uma cadeia de RNA.

Qual caracteristica sobre os fatores de transcricao eucarioticos é util para a
pesquisa em biotecnologia?

a) Eles tém dois dominios, os quais se ligam ao DNA.

b) Eles tém dois dominios, ambos ligados a proteinas separadas.

c) Eles tém dois dominios: um dominio se liga ao DNA e o outro se liga a
alguma parte do aparelho de transcrigdo.

d) Eles tém apenas um dominio que se liga a enzima polimerase.

e) Eles tém dois dominios, mas nenhum dos dominios pode ser projetado e,
portanto, ndo € util para pesquisa em biotecnologia.

3. Atranscricio consiste na sintese de RNA e € realizada de maneira diferente
em seres eucariontes e procariontes, isso interfere de maneira direta em
quais abordagens ou metodologias biotecnoldgicas aplicar dependendo do
organismo de estudo.
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De que forma a transcricdo eucariodtica € mais complexa do que a transcricao
procariotica?

a) Os eucariotas possuem trés ARN polimerases diferentes, enquanto os
procariotas possuem apenas uma ARN polimerase.

b) A iniciacdo da transcricdo eucaridtica € muito mais complexa do que a
iniciacao procariotica devido a presenca de diferentes fatores de transcricao
envolvidos.

c) Elementos ascendentes sdo necessarios para a transcricdo eficiente em
células eucariodticas, mas esses elementos nao sao geralmente necessarios
em procariotas.

d) O mRNA eucariotico é feito no nucleo.

e) Todas as declaragdes acima descrevem formas em que a transcricdo
eucariotica € mais complexa.
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Secao 2.3
Moléculas de DNA, RNA e proteinas

Dialogo aberto

Uma parceria entre pesquisadores de institutos canavieiros, usineiros
e empresas particulares construiu uma grande cooperagcao com a
finalidade de aumentar a producao da cana-de-acucar, graminea
que tronou o Brasil um dos maiores produtores de biocombustivel
do mundo. O grande objetivo da pareceria € tornar essa planta mais
adaptada e produtiva, a fim de aumentar a participacdo do bioetanol
Nna matriz energética do pais. Uma maneira classica de chegar a plantas
melhoradas, No sentido de maior producao por quantidade de hectare,
€ plantar uma grande diversidade de plantas e, ao longo de anos de
cultivo, ir selecionando as plantas tolerantes ao estresse, mais faceis de
colher, resistentes a doencas, com maior producao de agucar, e outras
caracteristicas vantajosas. Porém, a descoberta de pragas repentinas,
0 aumento do preco dos combustiveis fosseis e a pressao politica e
econdmica para o desenvolvimento dos biocombustiveis impdem
uma aceleracao a esse processo de melhoramento da cana-de-acucar.

Em 2017 foi aprovada a primeira linhagem de cana-de-acucar
transgénica liberada para comercializacao no Brasil. Para uma empresa
lancar uma nova linhagem de cana transgénica, em quais desafios e
objetivos ela deveria focar?

Nao pode faltar
Definicdo de moléculas de DNA e RNA

Nas sessdes anteriores pudemaos aprender como uma celula faz a
leitura das suas instrucdes genéticas. Atraves de uma porcao particular
de sequéncia de nucleotideos de DNA, chamadas regides génicas,
¢é feita a transcricao do DNA em uma sequéncia de nucleotideo de
RNA, que, por fim, faz a traducdo da informacao genética em uma
proteina. Tanto o DNA, acido desoxirribonucleico, quanto o RNA,
acido ribonucleico, sdo moléculas de acidos nucleicos. Os acidos
nucleicos sao polimeros lineares de nucleotideos conectados entre si
por ligacdes fosfodiéster (covalente).
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A informacao da molécula de DNA e de RNA, embora sejam
moléculascomformas quimicasdistintas, € constituidaessencialmente
da mesma linguagem: sequéncia de nucleotideos. Os nucleotideos
sao as unidades basicas dos acidos nucleicos e sao constituidos por
uma pentose (acucar com cinco carbonos), uma base nitrogenada e
um grupo fosfato. A pentose € um elo entre a base nitrogenada e o
grupo fosfato. A base nitrogenada € um composto organico ciclico
contendo atomos de nitrogénio e pode ser de dois tipos: purinas (9
atomos que se formam pela fusdo de dois anéis heterociclico, de 5
e 6 atomos) ou pirimidina (6 atomos formados por apenas um anel
heterociclico). As bases Adenina e Guanina sdo purinas e a Timina,
Citosina e Uracila sao pirimidinas.

O nitrogénio das bases nitrogenadas liga-se ao carbono 1 da
pentose e o grupo carboxila do atomo carbono 5 da pentose participa
da ligagao éster com o grupo fosfato, formando a ligagao fosfodiéster.

Figura 2.3 | Estrutura do acucar (pentose) que compde os nucleotideos

HO

OH H

Dexorribose Ribose

0 agucar que compde o DNA é a Pentose desoxirribose e o RNA é a Pentose
Ribose

Fonte: <http://geneticavirtual. webnode.com.br/genetica-virtual-home/prefacio/estrutura>. Acesso em: 20 nov. 2017,

A estrutura dos mondmeros constituintes dos acidos nucleicos e
o que distingue quimicamente o DNA do RNA. No RNA, a pentose é
uma ribose, dai 0 nome de acido ribonucleico, com a presenca de
um grupo hidroxila no carbono 2 da pentose em vez de desoxirribose.
Jéd o DNA ¢é uma pentose, com uma 2-desoxirribose se ligando ao
carbono 2 da pentose. Além dessa diferenca, ha também a distincao
dessas macromoléculas pelas suas bases nitrogenadas. No DNA
as bases sdo: Adenina, Guanina, Citosina e Timina. Ja no RNA, as
bases sdo: Adenina, Guanina, Citosina e Uracila. A Timina e a Uracila
apresentam diferenca no grupo metila (CH3) no atomo carbono
cinco do anel pirimidico da Timina.
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As propriedades complementares de emparelhamento das bases
nitrogenadas no DNA sao: Adenina sempre pareia com Timina e
Guanina com Citosina; ja no RNA a Adenina pareia com Uracila e
Guanina com Citosina.

Figura 2.4 | Configuracdes das bases nitrogenadas no DNA. Os doadores de ligagdes
de hidrogénio estdo indicados em azul e os receptores de ligagdo de hidrogénio estao
em vermelho
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Fonte: Alberts, Johnson e Lewis (2002, p. 1226).

Além dessas diferencas entre 0s mondmeros dos acidos nucleicos,
também podemos visualizar uma diferenca na estrutura da molécula
de DNA e de RNA.

O DNA € uma molécula de polinucleotideos formada a partir de
unidades de desoxirribonucleotideos ligadas covalentemente. Ele
forma uma longa dupla hélice de nucleotideos, mantida por pontes de
hidrogénio, com uma estrutura secundaria reqular e simples.

@ Reflita

Todaessaestruturado DNA deve ter um sentido evolutivo para chegar aessa
conformagdo e ter perpetuado até hoje. Essa conformagao da molécula
de DNA em dupla heélice possibilita uma maior estabilidade e regularidade
estrutural do que a molécula de RNA. Essa estabilidade € importante
para que o DNA consiga cumprir com sua fungdo: armazenamento de
informac®es hereditarias, transportando-as entre geragdes.
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Figura 2.5 | Estrutura do DNA em dupla hélice. A coloracdo dos dtomos que compdem
a estrutura do DNA segue o padrao: carbono, azul escuro; azoto, azul claro; hidrogénio,
branco; oxigénio, vermelho; fosforo, amarelo

Fonte: Alberts, Johnson e Lewis (2002, p. 600)

O RNA, por sua vez, € uma molécula de fita unica de nucleotideos.
Essa molécula apresenta uma enorme diversidade de estruturas,
uma vez que pode se dobrar e fazer pareamentos intra-moleculares
das bases, gerando estruturas complexas com segmentos de dupla
hélice. Essa flexibilidade do RNA é importante para a execucao de suas
multiplas tarefas dentro de uma célula.

A descoberta da estrutura do DNA e do RNA possibilitou um
grande crescimento no estudo do conteudo genético dos seres Vivos.
A partir do conhecimento quimico e bioquimico dessas estruturas,
pode-se entender como a informag¢do geneética se organiza e realiza
as fungdes metabdlicas da célula. Tendo conhecimento sobre como
essas moléculas sdo constituidas, podemos entdo estudar o genoma
de qualquer ser vivo que tivermos o interesse de conhecer.
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Genbmica

O genoma de um ser vivo carrega a totalidade da sua informacao
genética, em particular aquela que estaria presente no DNA
que transporta essa informagao. A gendmica € a ciéncia que
surgiu para estudar o conteudo presente no genoma a partir do
sequenciamento completo do DNA de varios tipos de organismaos.
O objetivo dessa ciéncia € compreender a estrutura, organizacao e
funcdo do material genético.

O seqguenciamento do genoma de um organismo animal, vegetal
ou de bactérias e fungos visa desvendar o codigo genético através do
seu mapeamento. Estudos envolvendo gendmica tém tido grande
impacto na pesquisa em diversas areas, como no projeto Genoma
Humano, em que foi sequenciado o primeiro genoma humano
depois de muitos anos de estudos e aprimoramento de técnicas de
sequenciamento. Em um sequenciamento, o DNA do organismo de
estudo é fragmentado em milhdes de pedacos, que serdo lidos por
maquinas de sequenciamento automatico.

Nos ultimos anos, houve um rapido aumento e grande avango e
barateamento das tecnologias de sequenciamento, tornando possivel
O sequenciamento de varias espécies nao modelo. Com a facilidade
para gerar dados de sequéncias gendmicas, o grande desafio da
atualidade esta com a bioinformatica e suas aplicacdes para analise
e interpretacdo da grande quantidade de dados que temos gerado. A
montagem do genoma nem sempre € uma tarefa facil, uma vez que
muitos algoritmos e estatisticas sdo necessarios para realizar a unido de
um grande numero de sequéncias de DNA, que sao agrupadas para criar
uma representacao do cromossomo original do DNA. Esse processo
computacional € complexo, pois, dependendo da espécie estudada, o
genoma pode apresentar um grande numero de sequéncias idénticas.

A gendbmica possui trés vertentes, que, apesar de separadas, se
complementam:

o Gendmica estrutural: estudo da organizacédo e estrutura
dos genes.

» Gendmica funcional: estudo das funcdes génicas, através do
transcriptoma, por exemplo. Nessa vertente, o foco dos estudos
direciona a compreensao de mudancas para as respostas
e o funcionamento do genoma em diferentes condicdes
ambientais ou estagios de desenvolvimento.
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» Gendmica comparativa: estudo que, fazendo uso da gendmica
estrutural e funcional, busca compreender as relagdes entre
0s genomas, determinando grau de sintonia de espécies
correlacionadas. Nesse estudo também sdo buscadas
homologias entre as sequéncias de genes.

Agendmica tronou-se uma grande ferramenta que permite entender
mecanismos moleculares e que determina a diversidade e adaptacao
das plantas em diferentes ambientes. Essa compreensdo tem grande
impacto em programas de melhoramento genético, proporcionando
avangos no aumento da produtividade sustentavel nas industrias de
alimentos, producao de energia ou aplicacdes biotecnologicas.

A comunidade cientifica tem investido cada vez mais no
entendimento do conteudo genético, buscando aplicagdes em diversos
programas de melhoramento. Hoje em dia temos uma diversidade
grande de genomas de plantas completamente sequenciados, com o
objetivo de explorar as vantagens e as oportunidades que a gendmica
pode oferecer as ciéncias das plantas. O genoma de uma pequena
planta modelo, Arabidopsis thaliana, representou um marco na ciéncia,
identificando essa espécie como referéncia para a gendmica vegetal.
Os genomas de plantas apresentam organizacdes peculiares e muitas
regides duplicadas, tornando muito complexa a sua compreensao. Essa
alta complexidade, maior do que a encontrada em muitos genomas de
mamiferos, revela historias evolutivas complexas, envolvendo eventos
de reducao de genes, poliploidizacao e diploidiza¢ao.

‘tz” Assimile
O sequenciamento de genomas completos de plantas vem contribuindo
ainda mais para identificar genes e entender sua fungdo. Ao desvendar as
relagdes entre os alelos que controlam tracos de interesse, conseguimos
desenvolver novos meétodos e ferramentas para a elaboracdo de culturas
mais diversificadas geneticamente, gerenciando essa variacdo genética
para o desenvolvimento de novas cultivares.

A diversidade e heterogeneidade gendmica das plantas, decorrente
de mutacdes e selecao, pode ser melhor compreendida através da
arquitetura genética. Existem varios marcadores genéticos que podem
auxiliar nesses estudos. Com as facilidades de sequenciamento,
as analises baseadas em mapas de marcadores de DNA utilizam
marcadores microssatélites e marcadores de polimorfismos de
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nucleotideos unicos, possibilitando a identificacdo de genes com
grandes efeitos, ou ainda, de dezenas de genes que representam
algumas das variantes fenotipicas. A analise de dados genéticos e
fenotipicos com softwares especificos tornou possivel mapear e avaliar
a variacao guantitativa complexa.

vz| Exemplificando

Os polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNP) sdo os melhores
marcadores moleculares para avaliacao de populacdes de plantas atraves
da construcao de mapas genéticos. Os marcadores SNPs aumentam
a precisao das estimativas de relacionamentos entre os individuos e
tambéem podem revelar heterogeneidade ao longo do genoma da planta
(RIOS, 2015).

Outra abordagem que pode ser adotada no estudo da gendmica
€ enfocar apenas as reqgides traduzidas no genoma, através do
sequenciamento do transcriptoma. Essa técnica € baseada no
sequenciamento de bibliotecas de DNA complementares, que
produzirdo matérias-primas para descoberta de genes, identificacdo
de polimorfismos para o desenvolvimento de marcadores de DNA de
regides transcritas. Alem disso, a pesquisa comparativa do transcriptoma
demonstrou o papel-chave da familia de genes que codificam o nucleo
de ligacao de nucleotideos.

Protebmica

A palavra "proteoma’ tem origem em PROTEINAS expressadas
por um genoma. Tal como a gendmica compde todo o conjunto
de DNA de um organismo, a protedmica € a ciéncia que descreve a
caracterizacdo do conjunto completo de proteinas presentes em um
momento especifico da célula. As ciéncias OMICAs séo derivadas do
sufixo "oma’, que quer dizer "conjunto de”, e, Nno caso da protedmica,
surgiu como uma tecnologia de ponta para investigar as proteinas
traduzidas, visando entender a expressao de genes globais e seus
mecanismos funcionais.

O proteoma possui capacidades dinamicas, entdo de forma
diferente do genoma, que ¢ de natureza estatica, nos revela quais
mecanismos funcionais estdo envolvidos para mediagao de processos
celulares especificos. Ao analisar as proteinas produzidas em uma
dada condicdo, nos avaliamos as modificacdes pos-traducionais, que
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desempenham importantes papeis no crescimento e desenvolvimento
das plantas e ndo podem ser identificadas em sequenciamento
de genomas ou transcriptomas. Analisar as modificacdes pos-
transcricionais nos permite compreender as funcdes bioldgicas e seus
processos (como as vias e rotas metabodlicas que estdo sendo mais
expressas em determinadas condicdes).

A bioinformatica vem conectando a gendmica funcional, tal
como a protedmica e outras ciéncias OMICAs aos dados fisiologicos,
possibilitando novos meétodos para estudos de melhoramento genético.

A protebmica desempenha um importante papel ao ampliar as
capacidades da biotecnologia vegetal, sendo uma das principais
tecnologias para descoberta de genes novos, estando presente em
muitos programas de melhoria de culturas. O conhecimento de
proteinas-chave que desempenham papeis importantes no bom
crescimento e desenvolvimento de plantas permite melhorias genéticas
em culturas de alimentos e biocombustiveis, incluindo qualidade
alimentar, seguranga e valores nutricionais, tolerdncia a estresses
abioticos e bidticos, fabricacdo de vacinas baseadas em plantas.

As proteinas-chave sao aquelas que mantém a homeostase celular
em um determinado meio, controlando caminhos fisiologicos e
bioguimicos. Os dois métodos protedmicos mais utilizados para
catalogar e identificar essas proteinas-chaves em diferentes estados
ou ambientes protedmicos sao: eletroforese bidimensional (2-DE) e a
espectroscopia de massa (MS).

A selecdo de plantas utilizando marcadores de DNA em conjunto
com técnicas de protedmica pode ser aplicada para identificacdo de
locais de genes que expliguem a variagao na quantidade de proteinas
observada. O estudo de proteinas ajuda a tracar correlagdes entre
genes responsivos e fendmenos de tolerancia ao estresse observados,
sendo possivel selecionar os genes para melhorar caracteristicas de
interesse em programas de melhoramento.

Metabolémica

A ciéncia metaboldbmica envolve a analise abrangente e de alta
velocidade da mistura de metabolitos complexos. Atraves dos estudos
de metabolitos € possivel identificar e quantificar cada metabolito
individual, produtos finais das atividades regulatorias celulares. Estudos
metaboldmicos aliados com estudos de gendmica ou protedbmicos
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podem refletir mudancas no fenotipo e na funcdo de um tecido ou
organismo especifico.

A metaboldmica surge como uma ciéncia que utiliza técnicas
analiticas baseadas em espectroscopia de massa, espectrometria de
ressonancia magneética nuclear e fluorescéncia induzida por laser para
analise do conjunto de todos os compostos de baixa massa molar que
sao sintetizados ou modificados por um organismo. A identificacdo de
metabolitos exige uma instrumentagado sofisticada, e a escolha de qual
‘ferramenta” usar varia com o objetivo do estudo, sendo necessario
avaliar a necessidade de sensibilidade, seletividade e rapidez da analise.

Os experimentos para identificacao quantitativa e qualitativa
dos metabolitos fornecem resultados importantes para melhorar a
compreensao das informacdes biologicas relacionadas a gendmica
funcional.

Ha uma diversidade enorme de propriedades fisicas e quimicas
entre os metabodlitos, uma vez que estes formam um conjunto
heterogéneo de arranjos atdmicos. A analise de metabolitos vai desde
a caracterizacdo e quantificacdo de etanol, isopreno, até a analise de
carboidratos, terpenoides e lipideos.

A depender da complexidade da amostra, € necessario definir se
a anadlise € direcionada para moléculas-alvo que ja sdo previamente
conhecidas ou se sera analisado um perfil total dos metabolitos
presentes. Existem varios bancos de dados, como dados de expressao
génica, que podem auxiliar nos estudos metaboldémicos em espécies
de plantas. Alguns desses bancos de dados também fornecem aos
usuarios uma ferramenta poderosa que lhes permite identificar
estruturas. O International Chemical Identifier (InChl) ¢ um banco
desenvolvido pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUOAC) e pelo Instituto Nacional de Padrées e Tecnologia (NIST), que
permite essas identificacoes estruturais. Tambeém existem bancos e
bases de dados especificos para especies de plantas, por exemplo, o
banco de dados do Metaboloma de Tomate (BHADAURIA, 2017).

Aliar as ciéncias OMICAs da gendmica, protedmica e metaboldmica
fornece grande subsidio para a compreensdo de processos e
informagdes biologicas fundamentais para o melhoramento genético.
Todas as ciéncias OMICAs e suas tecnologias possibilitam um
entendimento cada vez mais global de um sistema biologico, sendo
assim, esse conhecimento pode ser direcionado e aplicado em
inUmeras areas da biotecnologia, tal como o melhoramento de plantas.
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ﬂ9 Pesquise mais

Esta matéria mostra um video muito atual sobre a técnica de edicdo de
genoma mais comentada do momento (CRISPR-Cas9): <https://super.
abril.com.br/ciencia/video-mostra-uma-cadeia-de-dna-sendo-editada-
em-tempo-real/>. Acesso em: 13 dez. 2017.

Sem medo de errar

Desde 1990 ha um crescimento nos estudos e cultivos de culturas
transgénicas que resultou de trabalhos pioneiros sobre a engenharia
genética. Com 0s avancos na tecnologia de gendmica, protedmica
e metaboldmica, podemos investigar quais produtos génicos e
metabolitos sao de interesse para o produtor de cana, identificar a qual
sequéncia/gene eles estdo ligados, e selecionar regides de inser¢do
em novos cultivares.

Avancando na pratica

Estudo de estresse por seca em canaviais do
estado de Sdo Paulo

Descricao da situagcao-problema

Tendo em vista 0 aumento dos periodos de seca no estado de Sao
Paulo, e com os baixos niveis dos reservatorios de agua, nao ha como
produzir cultivares de cana-de-acucar com baixa resisténcia a seca,
pois aumentaria a necessidade de irrigacdo da plantagao. Fazendo-
se uso das ciéncias OMICAs, qual abordagem nos poderiamos adotar
para identificacdo de genes de resposta a seca?

Resolucao da situacdo-problema

Com o seqguenciamento do conteudo gendmico expresso em
cana-de-agucar, atraves do sequenciamento do transcriptoma, nos
poderiamos obter as regides génicas que sao expressas e que tém
ligacao com as categorias funcionais de genes de resposta a seca.
Dessa forma, poderiamos identificar essas regides transcritas, sintetizar
marcadores moleculares com essas sequéncias, e, atraves de uma
PCR em tempo real, analisar quais cultivares expressam ou ndo aquele
gene de resisténcia a seca.
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Faca valer a pena

1. A genémica trouxe um substancial avanco nas aplicagdes de marcadores
moleculares com utilidade em programas de melhoramento genético,
possibilitando gerar novas marcas a partir do sequenciamento do DNA de
organismos de interesse.

Qual dos seguintes marcadores moleculares ¢é utilizado na pesquisa
gendmica?

a) Polimorfismo de microssatélites e analise de metabolitos.

b) Polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo e polimorfismo
de microssatélites.

c) Polimorfismo de nucleotideo Unico e analise de metabdlitos.

d) Numero varidvel de repeticdo em tandem e analise de metabalitos.

e) Andlise de metabolitos e polimorfismo de microssatélites.

2. A gendmica vegetal tem o grande desafio de decifrar a alta complexidade
da arquitetura genética de espécies vegetais. Para auxiliar no desafio da
montagem de novos genomas de espécies de plantas, nds podemos nos
basear em organismos modelos, que ja possuem muita informacao a
respeito do seu conteudo genético em diversos bancos de dados.

Qual dos organismos a seguir é a espécie considerada modelo para a
gendmica vegetal?

a) H. sapiens.

b) D. melanogaster.

c) O. sativa.

d) P. trichocarpa.

e) A. thaliana.

3. Os transgénicos de plantas sdo organismos geneticamente modificados,
nos quais € inserido material genético, com a finalidade especifica de
melhorar alguma caracteristica de interesse agricola ou de energia.

Qual das caracteristicas abaixo ndo pode ser conferida a uma planta por
transgenia?

a) Resisténcia a doengas.

b) Melhorar o valor nutricional.

c) Resisténcia a um inseto.

d) Protecdo contra herbicidas.

e) Compatibilidade de cruzamento com outras espécies.

—_ = = =
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Unidade 3

Cultura de tecidos vegetais

Convite ao estudo

Nesta unidade sdo apresentados os conceitos basicos das
celulas vegetais e sua aplicagcao em técnicas biotecnologicas
utilizadas para 0 aumento do desenvolvimento vegetativo e
da biomassa de plantas. A cultura de células € utilizada no
melhoramento de plantas com a finalidade de aumentar as
caracteristicas de interesse econdmico que tornem as plantas
cada vez mais produtivas e adaptadas as condicdes distintas de
cultivos, sendo resistente a pragas e doencas. O conhecimento
morfologico, bioquimico e fisiologico das células vegetais €
essencial para o desenvolvimento de técnicas de cultivo capazes
de "melhorar plantas” com o minimo de alteragédo do genoma.

Na primeira secao da Unidade 2 estudaremos: biotecnologia
e célula vegetal; célula vegetal como potente participante
do melhoramento genético vegetal;, hormdnios vegetais e
biotecnologia; e caracteristicas de tecido meristematico vegetal.
Na segunda secdo estudaremos totipoténcia; importancia e
aplicabilidade da cultura de células vegetais; organogénese
direta e indireta: funcdes e aplicacdes biotecnologicas; e
poliembriogénese. Na Secao 3 abordaremos a definicao
de embriogénese: embriogénese somatica e importancia
tecnologica; condicdes do cultivo in vitro e tipos de explantes;
micropropagac¢dao; biorreatores; e, para concluir nosso estudo
desta secdo, conservacao in vitro de germoplasma. Assim
O principal objetivo desta unidade € conhecer os principais
conceitos fisiologicos e as aplicagdes do cultivo in vitro dos
tecidos vegetais.



Secao 3.1

Caracteristicas e propriedades de tecido
meristematico vegetal e propriedades das células
vegetais

Dialogo aberto

Os avancos da biotecnologia no melhoramento de plantas se
faz notar nos Ultimos anos e, no Brasil, principalmente as culturas
mais importantes no setor agricola estdo sendo favorecidas. Novos
experimentos e novas tecnicas geram cada vez mais resultados,
tais como manipulacdo genética para obtencao e criacao de novas
linhagens de plantas, levando a um grande aumento na producao de
produtos agricolas e industriais. O melhoramento genético deve trazer
beneficios tanto pela reducao na extensdo das areas que essas plantas
ocupam, como pelo alto consumo de fertilizantes. O conhecimento
das células vegetais — por exemplo 0s processos biologicos envolvidos
— devem beneficiar o melhoramento genetico de plantas.

As areas de cultivo de plantas de interesse agricola so tendem a
aumentar, consequentemente elevando o consumo de fertilizantes
nitrogenados, que passarao de 2,5 milhdes de toneladas em 2030.
Como a aplicagcao do conhecimento da celula vegetal pode auxiliar
o melhoramento de plantas?

Nao pode faltar

Biotecnologia e a célula vegetal

Na Unidade 2 nos pudemos compreender a importancia dos
acidos nucleicos no armazenamento e na transmissao do conteudo
genético de uma célula vegetal. A biotecnologia atual tem grande
enfoque nas abordagens e tecnicas moleculares, devido ao grande
salto dado na aquisicdo de conhecimento e na aplicagdo nos
ultimos anos, mas o estudo de genotipos melhorados de espécies
vegetais sO € possivel se tivermos a compreensdo e o dominio
de conceitos basicos em morfologia, fisiologia e bioquimica
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de plantas. A constru¢cao da biotecnologia moderna e todo seu
contexto gendmico de aplicacdes foi possivel gragcas ao carater
multidisciplinar dessa ciéncia, sendo possivel alcangar uma ampla
abrangéncia sobre o estudo dos produtos e processos envolvidos
nos sistemas bioldgicos.

A morfologia tem por finalidade estudar as formas e a estrutura
das partes subterraneas (raizes) e aéreas (folhas, caules, flores, frutos e
sementes) das plantas, enquanto afisiologia € voltada ao entendimento
do metabolismo, desenvolvimento e reproducdo vegetal. Com a
juncao dessas vertentes com o conhecimento quimico das estruturas
e do funcionamento vegetal (bioquimica vegetal), podemos entdo
compreender 0s processos celulares em plantas.

As plantas, como seres eucarioticos, possuem células cujo nucleo
€ delimitado por membrana nuclear, além de possuirem outras
estruturas celulares especificas, como parede celular, plastideos
(cloroplasto) e vacuolos (ausentes em células animais). As células
vegetais variam pouco quanto a sua forma e tamanho.

A parede celular, envoltorio de celulose que cerca as celulas
das plantas, essencialmente para proporcionar-lhe rigidez, suporte,
resisténcia e protecao, € localizada fora da membrana celular
(formando um revestimento exterior a célula). A celulose € seu principal
constituinte, mas também & composta por pectinas, glicoproteinas,
hemiceluloses e lignina, formando trés camadas: a parede celular
primaria, secundaria e a lamela média.

Essa constituicao quimica e estrutural da parede celular varia
conforme a especializacao das células da planta. Cada tecido vegetal
possui celulas especializadas, com paredes celulares de espessuras,
composicao quimica e organizacdes distintas, determinando a forma e
a funcao de cada célula. Algumas células vegetais sao capacitadas para
fabricare armazenar moléculas organicas, como células de parénquima,
células de colénquima e outras, que transportam nutrientes em toda a
planta, como células condutoras de agua e alimentos.

A parede celular possibilita a interacao ceélula a célula e em
conjunto com a membrana celular, protegem e organizam as
moléculas de entrada e saida da célula, tendo a permeabilidade
seletiva. A membrana celular também reveste a célula vegetal,
porem dentro da parede celular, envolvendo o citoplasma e as
organelas celulares. Essa membrana € semipermeavel, gerenciando
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a passagem e o blogueio de substancias especificas para a
sobrevivéncia da célula.

Os plastideos sao organelas que ajudam no armazenamento
de produtos vegetais. Ha trés grandes grupos de plastideos: os
cloroplastos, cromoplastos e leucoplastos. O cloroplasto é¢ o
plastideo mais importante, por ser responsavel pela fotossintese e
por ter DNA especifico que codifica algumas proteinas para executar
as funcdes especificas dessa organela. Suas atividades estdo ligadas
ao processo de fotossintese para produzir alimentos para as plantas.
Sua estrutura consiste em uma organela alongada com formacao
de uma pilha de membranas em forma de disco (os granus), onde
estd a clorofila quimica (pigmento verde que absorve a energia da
luz do sol), promovendo o processo de fotossintese.

Figura 3.1 | Estrutura de uma célula vegetal

Reticulo Reticulo
... Endoplasmdtico Complexo
Endoplasmdtico . Golgiense
Liso
Rugoso

. Cloroplasto
Niicleo

Ribossomo —-

Membrana

Glioxissomo oy
: plasmdtica

Parede celular ~ Mitocdndria

Fonte: <http://brasilescola.uol.com.br/biologia/celula-vegetal.ntm>. Acesso em: 5 fev. 2018.

Os vacuolos sdo organelas delimitadas por uma membrana
chamada tonoplasto e contém em seu interior: agua, agucares,
proteinas e alguns compostos fenolicos. Essas organelas estao ligadas
as membranas que armazenam substancias uteis para o metabolismo
da célula e também tém funcao no processo lisossdémico.

O citoplasma € a matriz dentro da membrana celular onde
ficam suspensas todas as outras organelas celulares. O nucleo é
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a organela responsavel pelo controle central das reagcdes quimicas
das celulas e pelo armazenamento do material hereditario da célula
(DNA). Sado os ribossomos, as estruturas de RNA e as proteinas que
juntam os aminoacidos do citoplasma para montar as proteinas.
Essas proteinas das células sdo ordenadas e embaladas por meio
das atividades do complexo de Golgi.

As organelas mitocondriais realizam respiracao celular e liberacdo de
energia para o trabalho da célula, enquanto o reticulo endoplasmatico
€ uma organela que regula a pressao osmaotica, sintetiza lipidios e atua
no transporte de materiais, comunicando-se com a membrana celular.

As diferentes estruturas celulares desempenham funcdes
essenciais a sobrevivéncia e ao desenvolvimento dos tecidos do
organismo. A biotecnologia aplica técnicas para compreender essa
gama de operacdes dentro de uma célula vegetal, sendo possivel
entender como ocorre a producao de hormaonios, enzimas e todas
as atividades metabolicas da célula vegetal.

L‘[9 Pesquise mais

Este video de uma célula vegetal 3D traz os principais conceitos vistos
aqui sobre os componentes celulares e sua estrutura. Este material visual
pode facilitar a compreensao de como se estrutura uma celula vegetal.
ALMEIDA, P. R. A. de. Animacdo célula 3D. Disponivel em: <https://www.
youtube.com/watch?v=gyGWN_Vk2ps.>. Acesso em: 5 fev. 2018.

A célula vegetal como potente participante do melhoramento
genético vegetal

Desde a época de Gregor Mendel, considerado o pai da genética,
temos estudado as caracteristicas e os processos de uma planta,
atribuindo as variacdes aos componentes genéticos. As diferencas
entre plantas altas, plantas ands, ervilhas verdes e amarelas,
sementes lisas e rugosas, sao todas oriundas de caracteristicas
encontradas nas células vegetais de cada planta, que estdo sob
controle de caracteristicas genéticas. Na se¢ao anterior, vimos que
as informacdes para o funcionamento celular de uma planta estéo
contidas no material genetico, no DNA. Com a finalidade de se obter
plantas com caracteristicas desejadas, 0 melhoramento genético
vegetal comecou com o cruzamento de plantas da mesma espécie
que apresentavam caracteristicas de interesse para produzir plantas-
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filhas melhoradas, porem nao se podia garantir que as geracoes
seguintes continuariam apresentando as mesmas caracteristicas de
interesse.

c@ Reflita

As técnicas de melhoramento evoluiram no sentido de manipular
as caracteristicas de interesse de uma célula vegetal por meio das
inovacdes alcangadas com a engenharia genética, ao inves de seguir
somente os fundamentos das duas leis mendelianas e a herdabilidade
(12 lei: lei da segregacdo dos fatores — que diz respeito a separacao dos
alelos de um gene; 22 lei: segregacao independente dos alelos que
determinam caracteristicas distintas).

Desse modo, o melhoramento genético de plantas comecou
a fazer uso de outras técnicas baseadas em engenharia genética
para se alcancar as caracteristicas de interesse. Dentre as técnicas
biotecnologicas que utilizam as células e os tecidos vegetais para a
engenharia genética, destacam-se a cultura de tecidos vegetais e a
transferéncia de genes de organismos diferentes para a incorporagao
de caracteristicas de interesse no genoma de uma determinada
planta — organismos geneticamente modificados (OGM).

vz| Exemplificando

As caracteristicas selecionadas para a transferéncia de genes podem ser as
mais variadas, de acordo com o interesse agrondmico. Essas caracteristicas
podem ser relacionadas a: resisténcia a patogenos, resisténcia a fatores
estressantes abioticos; aumento de eficiéncia fotossintética, aumento da
producao de metabolitos, entre outras caracteristicas.

A adocdo de estratégias como a fixacao de ganhos genéticos,
propagacao clonal e outras técnicas para gerar variacao genética
€ um requisito importante ao melhoramento vegetal. A cultura de
tecidos vegetais pode trazer ganhos substanciais ao melhoramento de
plantas, capturando e fixando caracteristicas interessantes da variancia
genética pela propagacao clonal. A cultura de tecidos € baseada na
totipotencialidade das células vegetais, tornando-se uma ferramenta
poderosa para a conservacao e a fixacao de ganhos genéticos a partir
de gendtipos que apresentem caracteristicas relevantes.
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Hormonios vegetais e a biotecnologia

Para o desenvolvimento de uma planta, seu crescimento e
diferenciacdo celular, além da composicao genéetica e dos fatores
ambientais, ha um outro fator de grande importancia: 0s hormonios.
Para ocorrer qualguer atividade de um determinado processo
€ necessaria a sinalizacdo celular especifica por reguladores de
crescimentoemseussitiosreguladores. Essacomunicacao intracelular
€ mediada com compostos quimicos, e grande parte deles € atribuida
aos hormoénios. Os hormdnios vegetais sao moléculas sinalizadoras,
com locais especificos de sintese, onde sao produzidas pequenas
concentracdes de sua substancia para acao local ou com capacidade
de regular locais distantes do seu ponto de sintese.

Esseshormonios vegetais, também chamados de fitohormonios, sao
biomoléculas responsaveis por inumeros efeitos no desenvolvimento
estrutural e funcional de uma planta, desde a divisdo celular no interior
de um tecido até os fendmenos mais externos, como alongamento do
caule, frutificacao, floragcao e producdo de borracha.

Os fitohormonios tém seu mecanismo de acdo iniciado pela
ligacdo com substéncias extracelulares localizadas na membrana
plasmatica, onde existem proteinas receptoras. Essas substancias
sdao proteinas que formam complexos hormonio-receptor,
desencadeando a acdo de mensageiros secundarios, expressao
de alguns genes e sintese de enzimas que promoverao alteragcdes
metabolicas e estruturais na célula. Cada classe de hormoénio é
responsavel por respostas distintas na célula vegetal, que variam
processos como diferenciacdo, crescimento e morfogénese da
célula. Alguns hormonios que se destacam nesses processos de
desenvolvimento da célula vegetal sdo: auxinas, giberelinas, etileno,
acido abscisico e citocininas.

Mediante técnicas biotecnologicas, a industria vem conseguindo
sintetizar substancias quimicamente similares a esses hormonios,
com O objetivo de promover mudangas no metabolismo das
plantas, promovendo ou inibindo processos de interesse da planta,
assim como seu crescimento. Essas substancias sintéticas séo
empregadas, em geral, em concentracdes mais elevadas do que a
dos hormonios presentes nos tecidos.

Em experimentos com cultura de calos de tabaco em modelo in
vitro, foram identificados inibicdo na formagao de gemas por auxina
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e estimulo de brotacao utilizando adenina e fosfato inorganico.
Sendo assim, o controle bioquimico da diferenciacao da parte
aérea e O processo de organogénese in vitro foram atribuidos as
substancias hormonais, mais especificamente ao balanco entre
auxinas e citocininas. Uma alta razao auxinas/citocininas favorece
O enraizamento e o balanco inverso, promovendo a formacao
de parte aérea das plantas. Concentracdes iguais de auxinas e
citocininas promovem a formagao de calos.

Os reguladores de crescimento da classe das auxinas mais
abundantes e utilizadas em meios de cultura sdo acido indol-
3-acético e acido indol-3-butirico. As substancias sintéticas
guimicamente parecidas com as auxinas e muito comercializadas
pelo fato de serem estaveis sao: acido naftalenoacético; acido
diclorofenoxiacético, acido triclorofenoxiacético e picloram. Essa
classe de hormonios € associada a elongacdo dos tecidos vegetais,
assim como ocorre no fototropismo (curvatura de crescimento da
planta em direcdo a luz) (BARRUETO, 2000).

O etileno € um gas considerado hormonio por ser produto natural
do metabolismo de plantas, atuando em concentracdes muito
baixas e afetando a regulacao de processos fitofisiologicos diversos,
como crescimento e diferenciacdo das plantas. A producao elevada
desse gas estd associada aos fatores de estresse em plantas, por
exemplo a exposicdo a temperaturas baixas, ataque de parasitas ou
baixo potencial de agua nos tecidos.

As citocininas sdo derivadas da adenina (aminopurina) e iniciam
a divisdo e a proliferacao celular em muitas células vegetais,
sendo associada a diversos processos fisiologicos que controlam
o desenvolvimento vegetal. Esses hormonios tém um papel
fundamental na diferenciacédo e na regeneragcao de plantas na
maioria das espéecies (SANTIAGO, 2001). As citocininas mais usadas
na cultura de tecidos sdo a cinetina, zeatina, 2-isopentenil adenina,
benzilaminopurina e thidiazuron.

A classe hormonal das giberelinas também estdo associadas
ao crescimento das plantas, poréem, da parte do caule, pode gerar
um significativo aumento na altura da planta. A sintese natural de
giberelinas esta associada aos fatores genéticos e ambientais, sendo
identificados muitos mutantes com déficit desse hormonio. O acido
giberélico € usado, em alguns casos, tais como a cultura de apices
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caulinares, para estimular o crescimento de brotacdes na fase de
alongamento da organogénese e para promover a conversgo de
embrides somaticos em plantulas.

O acido abscisico (ABA) € um hormodnio que pode ser encontrado
em todas as partes das plantas vasculares. Caracteriza-se por um
composto de 15 carbonos e esta envolvido na dorméncia e na
abscisdo de folhas ou queda de frutos. Na cultura de tecidos esta
envolvido principalmente na maturacao de embrides somaticos.
Esse composto e produzido nos cloroplastos e outros plastideos e
e sensivel a luz e a temperatura.

Caracteristicas de tecido meristematico vegetal

As plantas crescem e se desenvolvem por meio da atividade
das reqgides formadoras de orgaos, onde sdao multiplicadas células
indiferenciadas (semelhantes as células do embrido) e com potencial
para se dividir em diferentes células e tecidos. As plantas adultas estao
constantemente crescendo e se desenvolvendo apos as divisdes das
células indiferenciadas, porém essa formacao de novas células e tecidos
€ restrita a certos locais do tecido vegetal, denominado de meristema.
As novas células sdo adicionadas pela atividade desse tecido, cujas
células sao pequenas, isodiameétricas, com nucleo central, atividade
metabodlica muito intensa e embalada com organelas e membranas.

O grupo de células imaturas gue compde o tecido meristematico
tem capacidade de divisdo e redivisdo (aumento o tamanho das
células) e possui caracteristicas importantes para a divisao celular, tais
como: auséncia de espacgos intercelulares, forma oval, arredondada
ou poligonal das células; células sempre vivas e de paredes finas;
células ricas em citoplasma, mas com pequenos vacuolos; celula
diploide; divisdo celular mitdtica; celula desprovida de materiais
alimentares de reserva e plastidios (NAGELI, 1858).

Dentre as principais funcdes do meristema, destacam-se: dividir
ativamente os tecidos da planta, ser responsavel pelo crescimento
primario (alongamento) e secundario (espessura) da planta e ser
responsavel pela formacdo de todos os novos orgaos pela divisdo
do tecido meristematico.

Os diferentes tipos celulares e diversos tecidos que compdem
a estrutura de uma célula vegetal dependem da atividade precoce
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do meristema em formar uma célula de caracteristica Unica a partir
da célula ndo diferenciada. Esse processo de diferenciacdo celular
e conhecido como morfogénese. O termo morfogénese vem de
morfe = forma e genese = criar).

Ha varios tipos de células a serem formadas em uma planta,
tanto celulas de sustentacdo como de revestimento ou conducao.
Uma planta, dependendo da sua fase de crescimento e das suas
caracteristicas de desenvolvimento, pode ter uma demanda
especifica de certos tipos de células a serem produzidas NO processo
de diferenciacao de células meristematicas.

(:z& Assimile
O processo de diferenciagdo celular se caracteriza pela distingao
entre si das células meristematicas originais em células de func¢ao
e caracteristicas Unicas. Na maturidade, quando a diferenciagao

celular estd completa, ha morte de algumas células diferenciadas por
envelhecimento, enquanto outras permanecem vivas.

Os meristemas sdo encontrados em varias posicdes Nno corpo
da planta: apice do caule, raiz, comeco da folha, cambio vascular,
etc. Os tecidos maduros exibem diferentes graus de diferenciacao
celular, envolvendo alteracdes quimicas, morfologicas e fisiologicas
gue transformam a célula meristematica em células derivadas. As
células do xilema, do floema e das fibras apresentam elevado grau
de diferenciacdo, ao passo que células do parénguima sdo menos
diferenciadas (pois o parénquima € um tecido menos especializado).

Os meristemas podem ser classificados de acordo com sua
localizagcao na planta e suas funcdes especiais. Uma distincdo
importante seria entre os meristemas persistentes ou iniciais e suas
celulas-filhas, os meristemas com uma vida limitada ou meristema
derivado.

Os meristemas da posicao apical — aqueles que ocupam o apice
da raiz, do caule ou todas as suas ramificacdes, sendo considerados
meristemas de crescimento longitudinal, onde ha um crescimento
primario da planta — € o responsavel pela formacdo dos tecidos
primarios. No apice do caule, na parte mais alta temos o pro-
meristema, abaixo do qual ha uma zona de paredes celulares precoces
orientadas transversalmente. O procambio € um tecido meristematico
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preocupado com o fornecimento dos tecidos primarios do sistema
vascular. Ja o cambio vascular e da casca, ou meristemas laterais,
€ um cilindro continuo de células meristematicas responsaveis por
produzir os novos tecidos vasculares em hastes maduras e raizes.
Sao responsaveis pelo crescimento secundario da planta, ou seja, a
espessura e a formacao de tecidos secundarios da planta.

Sem medo de errar

A fixacao de nitrogénio € um processo de grande importancia
as plantas, devido a conversdao do nitrogénio (como forma inerte
de molécula) em uma molécula de amodnia (utilizada para nutricdo
e sintese de proteinas em plantas). A possibilidade de as células
vegetais terem em seu material genético os codigos necessarios para
a realizacao da fixacdo de nitrogénio seria muito util a produtividade
da planta. Desta forma, podemos avaliar a possibilidade de transgenia
em plantas com a finalidade de produzir gendtipos que fixem
nitrogénio pelas suas células vegetais. O aumento da disponibilidade
de nitrogénio necessario para suprir as demandas da planta pode
reduzir muito os custos de producdo de um produtor. O produtor
também se beneficia de maneira direta dessa tecnologia, aumentando
a produtividade e preservando a qualidade do solo e das aguas.

Avancando na pratica

Aplicacao do conhecimento de estruturas bioquimicas de
células vegetais no auxilio do melhoramento genético de plantas

Descri¢do da situacao-problema

Quando trabalhamos com genotipos de plantas muito suscetiveis
a invasdao de espécies de insetos e patdgenos, toda vez que surge
uma nova especie de invasor, precisamos estudar e entender como
ocorre a interacao planta-patogeno dessa nova espécie. Como nos
podemos entender essa interacao planta-patdogeno mediante o
estudo de respostas bioquimicas desse genotipo?

Resolucdo da situagcdo-problema

Para lidar com a resposta geral das células vegetais de defesa,
poderiamos estudar maneiras de se aumentar a producdo de
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acido jasmonico. O acido jasmonico € um regulador vegetal
endogeno produzido por varias plantas para atuar nos mecanismaos
de sinalizagédo de estresse e defesa da planta. Ha cientistas que
classificam essas substancias de crescimento e resposta vegetal
como hormonios, baseando-se em seus mecanismos de acao. A
atividade dessa substancia varia de acordo com o tecido vegetal. No
melhoramento geneético de plantas € possivel estudar genes que
codificam essas substancias, visando incrementar as concentracdes
de acido jasmonico como mecanismo de defesa.

Faca valer a pena

1. As células vegetais, tal como as células animais, sdo eucariotas, possuindo
um nucleo delimitado por membrana nuclear. Apesar dessa semelhanca,
as ceélulas vegetais possuem algumas estruturas e organelas celulares
especificas que as diferenciam dos animais. Dessa forma, ha estruturas
Unicas das células vegetais responsaveis por executar uma ou mais fungdes
fundamentais para o funcionamento celular. Nos vegetais ha organelas
que ate mesmo possuem DNA proprio e sdo de grande importancia para a
realizagao de processos fundamentais a sobrevivéncia das plantas. Também
ha estruturas exclusivas de plantas, responsaveis pela regulacdo do pH
adequado as células, garantindo a sua regulagdo osmaotica.

Qual das opgdes a seguir representa as organelas celulares presentes em
células vegetais e tem correspondéncia correta com suas fungdes?

a) Mitocdndria — respiragcao; centriolos — orientacao da divisdo; cloroplasto
— sintese proteica.

b) Vacuolo — acumulo de agua; ribossomo - respiracdo; cloroplasto —
fotossintese.

c) Ribossomo - digestdo; cloroplasto - fotossintese; mitocdéndria —
respiracao.

d) Mitocoéndria — fotossintese; ribossomo — sintese proteica; cloroplasto
— respiragao.

e) Membrana celular — revestimento; mitocéndria — respiracdo; cloroplasto
- fotossintese.
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2. A adaptacdo dos vegetais ao meio ambiente e as situacdes de estresse a
que eles podem estar expostos sdo resultado de um eficiente mecanismo
metabolico, no qual os hormbnios desempenham papel fundamental. Os
hormonios sdo substancias organicas produzidas em baixas concentragdes
e com fungdes e locais especificos de atuagdo. Eles podem ser produzidos
por demanda de fatores climaticos, sendo que, a medida que mudam as
estacdes do ano, as fragdes de hormobnios podem também ser alteradas.
Os horménios podem inibir ou modificar processos fisioldgicos especificos
de divisdo e crescimento celular, estimulo a germinacdo de sementes,
alongamento de caule, inibicdao de germinagcao, amadurecimento de
frutos, entre outras funcdes.

Dois experimentos classicos sdo feitos com vegetais para analise de
comportamento hormonal em resposta as condi¢gdes ambientais. No
primeiro experimento, uma planta é colocada para crescer em uma caixa
com bloqueio de entrada solar, onde a planta tem contato com a luz
por um buraco lateral, norteando o sentido de crescimento da planta. Ja
no segundo experimento, a planta é submetida ao estresse hidrico e a
abertura dos estdmatos € analisada. Escolha a seguir a opgao que indica,
respectivamente, os horménios vegetais envolvidos com os resultados dos
experimentos observados.

a) Auxina e giberelina.

b) Auxina e etileno.

c) Auxina e acido abscisico.

d) Citocinina e giberelina.

e) Acido abscisico e etileno.

3. Todas as células que compdem as diferentes espécies de plantas
tém origem nos tecidos meristematicos. As células do meristema sao
consideradas responsaveis pelo crescimento vegetal, sendo suas principais
caracteristicas o pequeno tamanho e a habilidade em dividir suas células
pelo processo de mitose. No tecido meristematico, as células sdo, em sua
maioria, indiferenciadas, sendo exatamente onde ocorre a diferenciacdo
celular em tecidos e células especificas. Nas plantas adultas, somente as
células meristematicas conservam a capacidade de divisdo, permitindo que
a planta sempre possa produzir novos tecidos ao longo do seu ciclo de vida.
Ha muitas técnicas que utilizam o tecido meristematico para manipulacao
e cultivo das células vegetais, até mesmo para o melhoramento genético.

As células meristematicas possuem algumas caracteristicas especificas
que as tornam interessantes para a utilizagcao de seus tecidos em técnicas

U3 - Cultura de tecidos vegetais 105



biotecnologicas. Qual a principal caracteristica que € possivel observar
nessas células?

a) Células vivas com parede celular espessada com celulose.

b) Citoplasma parietal.

c) Figuras mitoticas.

d) Divisdo meidtica.

e) Tecido lenhoso.
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Secao 3.2

Conceitos e aplicacdes da cultura de tecidos
vegetais

Dialogo aberto

Sao notaveis os avancos da biotecnologia no melhoramento de
plantas nos ultimos anos e, em se tratando do Brasil, principalmente,
as culturas mais importantes no setor agricola estdo sendo favorecidas.
Novos experimentos e novas técnicas geram cada vez mais resultados,
tais como manipulacdo genética para obtencao e criacao de novas
linhagens de plantas, levando a um grande aumento na producao de
produtos agricolas e industriais. O melhoramento genético deve trazer
beneficios tanto pela redugao na extensdo das areas que essas plantas
ocupam, como pelo alto consumo de fertilizantes. O conhecimento
das células vegetais, por exemplo 0s processos biologicos envolvidos,
deve beneficiar o melhoramento genético de plantas.

Dentre a diversidade de milhos cultivados pelos agricultores,
pudemos verificar que alguns sao mais resistentes a acao de
determinadas pragas, enguanto outros apresentam alto teor de amido.
E possivel utilizar, portanto, os avancos técnico-cientificos para unir
essas duas caracteristicas de interesse econdmico, embora acontecam
em processos celulares distintos dentro de um mesmo organismo?

Nao pode faltar

Totipoténcia

Na secao anterior aprendemaos sobre as principais caracteristicas
das células vegetais, tais como suas organelas exclusivas e a
importancia de seus hormoénios e do tecido meristematico. NOs
aprendemos ainda sobre o processo de diferenciacdo celular, no qual
as células sofrem especializacdo para realizar determinadas funcoes
ou para que formem determinados tecidos. Qualguer célula vegetal
cujo sistema de membrana esteja intacto e com nucleo viavel,
tem a capacidade de se regenerar para um estado meristematico.
Esse potencial celular em uma planta pode ser classificado em trés
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principais fendmenos: totipoténcia, pluripoténcia e multipoténcia.

A totipoténcia surgiu da observacao de um fisiologista vegetal
alemao, Haberlandt, em 1902, de que os tecidos vegetais lesados
podiam se regenerar. Cada célula vegetal possui potencial genético
para reproduzir um organismo completo a partir de si mesmo. A
totipoténcia pode ser descrita como a habilidade de regeneracao de
um tecido a partir de uma célula. Esse potencial inerente da célula
vegetal para dar origem a uma planta inteira € o que diferencia as
células de plantas de células animais. Essa capacidade de regeneracao
de uma célula vegetal se mantem mesmo depois que a célula sofreu
uma diferenciacao final (celulas altamente maduras).

O fendbmeno pelo qual uma ceélula madura retorna ao estado
meristematico formando um tecido de calo indiferenciado é
chamado de desdiferenciacao. A conversao do tecido de calo e suas
células competentes em orgaos especializados ou plantas inteiras €
chamado de rediferenciacao.

63» Assimile
Os calos sao obtidos mediante um fragmento de um tecido altamente
especializado em planta (raiz, cotilédone, endosperma, tecidos
reprodutivos, mesofilo foliar, etc.), também chamado de explante caulinar,

e transferidos para um meio (sintético ou ndo) onde sofrerd indugdo para
formacdo de uma massa celular ndo diferenciada.

A expressdo da totipoténcia depende da capacidade das células de
sereminduzidas ac longo de uma determinada via de desenvolvimento
e diferenciacao, onde se tornam irreversivelmente comprometidas
com um caminho particular. Para expressar a totalidade de uma célula
diferenciada madura, ela € submetida a desdiferenciacao sequida de
rediferenciacao.

Importancia e aplicabilidade da cultura de células vegetais

A partir da descoberta da totipoténcia, o alemao Haberlandt
elaborou previsdes de que as células, os tecidos e 0s 0rgaos vegetais
podem ser mantidos indefinitivamente em cultura. Deste modo
surgiu a cultura de tecido como uma maneira de desenvolvimento
de células e tecidos em sistema in vitro. A cultura de tecidos é
uma importante técnica utilizada no melhoramento genético,
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reproduzindo tecidos separadamente do organismo de origem do
material em um meio de cultura rico em carboidratos, hormonios,
sais minerais, vitaminas e outros nutrientes necessarios para o
desenvolvimento dos tecidos cultivados.

A composicdo dos meios de cultura pode variar bastante, ndo
existindo um meio padrao. A composicao dos meios deve conter todos
0S minerais essenciais para a nutricao das plantas, além de fornecer
carbono, usualmente em forma de carboidrato, para suprir a reduzida
capacidade fotossintética dos segmentos vegetais cultivados.

Os segmentos de plantas cultivados em meio de cultura adequado
sdo, posteriormente, retirados do tubo de ensaio, aclimatados e
levados a campo para se desenvolverem normalmente. A partir
desses segmentos de planta cultivados, que podem ter origem tanto
de folhas, raizes, gemas, apices caulinares, entre outros, sao obtidas
milhares de plantas idénticas.

As técnicas de cultura de tecidos oferecem varias aplicacdes praticas
utilizadas amplamente na agricultura, desde a clonagem vegetal como
melhoramento genético producdo de mudas. Também possibilitam
estudar os fatores que provocam a toxidez das células assim como
permitir a investigacdo de fatores que controlam a diferenciacao
citologica e histologica.

Ha inumeras aplicacdes da cultura de tecidos no melhoramento
genético, tais como:

e Ampliacdo da variacao genética por meio de variacao
somaclonal.

» Introducdo de novos genes de interesse agrondmico via
resgate de embrides.

e Limpeza viral ou indexacao, recorrendo a meio de cultura de
meristemas.

« Obtengcao de variedades geneticamente modificadas
mediante regeneracdo de plantas completas a partir de
células transformadas.

» Ampliagcdo do numero de genes disponiveis e conjunto
génico das especies, via transformag¢ao génica.

» Desenvolvimento de novos cultivares em menor tempo, por
meio de cultura de anteras.

» Conservagao de recursos genéeticos.
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« Superacdo da esterilidade das sementes.

e Producdo de linhagens homozigoticas por meio de di-
haploides.

Jz| Exemplificando

Um exemplo simples de meio de cultura com tecido de plantas pode ser
realizado com raizes de cenoura. Primeiro cortam-se pequenas e finas
fatias de raiz de cenoura contendo células de floema especializadas
para o transporte de nutrientes. Essas células diferenciadas sao entdo
cultivadas em meio nutriente liquido. O tecido deve crescer ativamente,
e as células individuais vao se dividir para formar aglomerados de células
indiferenciadas conhecidas como corpos embrionarios. Os corpos
embrionarios progridem para formar brotos e raizes embrionarias. Os
tecidos embrionarios sao entdo transferidos para um meio nutritivo
semissolido para formar pequenas plantas denominadas plantulas, que
entao se desenvolverdo em plantas maduras.

Organogénese direta e indireta: funcdes e aplicagcdes
biotecnoldgicas

Em cultura de tecidos, o desenvolvimento da planta prossegue como
um processo interativo de iniciagdo de orgaos a partir de meristemas.
Esse processo de desenvolvimento de orgdos € conhecido como
organogénese. As técnicas biotecnologicas que abordam o
desenvolvimento e a diferenciacao em plantas sao capazes de manipular
a arquitetura de uma célula e de um tecido vegetal por meio da forma
(morfogénese), da organizacdo de estruturas (organogénese) e da
diferenciacao das células em diversos tecidos vegetais (histogénese).

Os tecidos acima do solo sao originarios do meristema apical,
iniciando os 6rgaos laterais juntamente com um meristema axilar.
Os orgaos laterais produzidos a partir do meristema apical podem
ser folhas simples, folhas dissecadas que mantém a capacidade
organogénica ao longo de suas margens. Na fase reprodutiva do
desenvolvimento, os meristemas de inflorescéncia produzem
meristemas florais, que produzem orgaos florais. A capacidade de
organogénese permite que a arquitetura da planta seja flexivel e
responda as mudancas nas condicdes ambientais, resultando em
plantas da mesma espécie, muitas vezes diferindo bastante em
numero de 6rgdo ou tamanho de orgao.
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A organogénese in vitro dos explantes ocorre mediante a
desdiferenciagdo e a rediferenciagao celular, submetido a retomada
da atividade meristematica em células maduras diferenciadas ou
em um tecido calogénico desorganizado. Esse processo abrange a
atuacao de multiplos fatores externos e internos envolvendo interacao
entre fonte de explante, meio de cultura e fatores do ambiente. Além
disso conta com a acao de reguladores de crescimento exogenos,
principalmente auxinas e citocininas, alem da habilidade do tecido
em responder a essas mudancas hormonais durante o periodo de
cultivo (ALVES et al., 2004).

Alguns fatores que afetam a organogénese estdo listados a
seguir:

1. Reqguladores de crescimento de plantas: a organogénese
€ determinada pela interacdo quantitativa dos produtos quimicos.
A presenca de hormdnios no meio pode levar a promocdo da
diferenciacao e do desenvolvimento de broto e raiz, por exemplo. Ha
diferenciacdo qualitativa (crescimento de brotos ou raiz) com base na
relagdo de auxina/citocinina exdgena. Isso pode ser devido ao grau
de sensibilidade de uma célula para reguladores de crescimento de
plantas, aos niveis enddgenos de requlador de crescimento ativo e
sua absorg¢ao, ao grau de glicosilagdo e hidrolise, ao tipo de auxinas
e citocininas utilizadas e seu modo de acao e a atividade de auxina
e citocininas oxidases.

2. Tipo de explantes: quase todas as partes das plantas podem
ser usadas para a regeneracao de plantulas in vitro em algumas
plantas, enquanto que, em outros, apenas certos tecidos sao capazes
de regeneracdo. Explantes diferentes tém potencial de regeneracao
diferente, a depender do tipo de ¢rgdo a partir do qual é derivado,
incluindo o estado fisiologico dos explantes e o tamanho.

3. Genotipo da planta de origem: o genotipo da planta
também desempenha um papelimportante na diferenciacdo in vitro.
Diferentes variedades respondem de forma distinta a regeneracao,
mesmo quando submetem o mesmo ambiente de cultura.

4. Fatores fisicos: o tipo de meio, solido ou liquido, e a
intensidade da luz também influenciam a diferenciacao in vitro.

5 Estimulacdo elétrica: a aplicacdo de corrente elétrica fraca
pode aumentar a diferenciacao organogénica na cultura de tecidos.
A corrente aplicada ajuda a alinhar as polaridades fisiologicas das
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celulas do calo para promover o transporte polar da auxina.

A organogénese compreende duas vias de proliferacdo celular,
que podem ser:

» Direta: quando ocorre a partir de tecidos do explante ou de
pequenas proliferacdes destes, nao acarretando na formacao
de calo.

 Indireta: acontecendo a partir dos calos isolados do explante
inicial. O processo de organogénese acarretanadiferenciagcdo
de brotacdes e raizes durante o desenvolvimento vegetal.

Orgdos jovens como brotos, raizes ou embrides podem ser
induzidos a formar-se em tecidos vegetais que ndo possuam
meristemas prévios. Esses orgdos recentemente originados sao
considerados acidentais. Na organogénese, dependendo da
natureza dos hormonios de crescimento no meio, o caule ou a raiz
podem se formar primeiro. A formacado de caule e raiz do explante
recebe o termo calogénese e rizogénese, respectivamente.

Quanto aos explantes, geralmente a taxa de sucesso € maior ao
utilizar tecidos jovens, porque estes apresentam maior competéncia
organogenética. A composicao do meio de cultura tambem
influenciard na capacidade organogenética. Outros componentes
do meio de cultura que afetam a regeneracao sao os reguladores
hormonais, sendo as auxinas e citocininas os mais utilizados. As
condicdes ambientais também tém grande influéncia sobre a
organogénese, principalmente a luz, a qual pode causar oxidagao
nos explantes durante o estabelecimento. Por conta disso, os
procedimentos de regeneracao sao realizados NO escuro.

A organogénese exige grandes mudangas na fisiologia celular,
nas redes requladoras da transcricao e nos hormonios. As células que
transicionam para o inicio do 6rgao estdao dentro da zona periférica
(zona morfogenética), enquanto as células que reabastecem as
células meristematicas estdo na zona central. A medida que os
orgaos se desenvolvem, estabelecem-se diversas assimetrias que
determinam a identidade do tecido nos eixos proximal/distal,
abaxial/adaxial e medial/lateral. O estabelecimento de um limite
entre o 0rgao iniciador e o resto do meristema € essencial para a
manutencdo da organogénese e de meristemas (SLUIS, 2015).
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Poliembriogénese

A poliembrionia € a presenca de mais de um embrido (podendo
variar de dois a algumas dezenas) em uma semente e ocorre em
mais de 100 familias de plantas. Em geral apenas um dos embrides
€ de origem hibrida; os demais sao de origem nucelar, portanto
clones da planta-mae.

A poliembrionia por clivagem (embrionia adventicia esporofitica)
€ um tipo de reproducao assexual por apomixia, comum em
genotipos cujo controle genético € complexo, envolvendo pelo
menos um gene de apomixia e sendo influenciado por varios fatores
bidticos e abiodticos, como polinizagao e clima. Na poliembrionia
por clivagem, cada embrido formado se divide por processos de
clivagem em varios outros embrides.

A apomixia € um modo de reproducao assexuada em plantas por
meio de sementes. A apomixia pode ocorrer de diferentes formas
dependendo da planta, mas de modo geral funciona como uma
clonagem natural por sementes. O desenvolvimento dos oculos
das plantas apomiticas € diferenciado das demais plantas, pois nao
ocorre 0 processo da meiose para formacao do gameta feminino.
Nao ha fecundagdo do gameta feminino e o embridao se desenvolve
de modo autbnomo, apenas com 0S Cromossomos somaticos
maternos. Desta forma, a progénie desse tipo de planta € idéntica
a planta-mae. Essa caracteristica representa uma grande promessa
em aplicagdes biotecnologicas, visando a reprodug¢ao de genotipos
hibridos de alto valor agregado, de maneira padronizada e com
custos reduzidos de reproducao.

Tambémhaum processode poliembrionianoqualhafecundacao.
Tal processo € chamado de poliembriogénese polizigotica e € muito
observado em coniferas. Esse fendbmeno corresponde a formacao
de dois ou mais ovulos fecundados em um mesmo megametofito,
produzindo proembrides separadamente, de modo que cada
arquegonio produz um unico proembrido.
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Figura 3.2 | Ciclo de vida de um pinheiro
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Fonte: <http://www.biologia.edu.ar/botanica/animaciones/ciclos/pino/pinobrasil/bra-ciclo%20
pino.htm>. Acesso em: 5 fev. 2018.

No processo de poliembrionia de pinheiros demonstrado na
Figura 3.2, € possivel visualizar as ossferas de todos os arquegonios
fecundadas, iniciando a formacdo dos respectivos embrides, dos
quais somente um deles se desenvolve completamente. Na parte
inferior de cada arquegodnio ha divisdo longitudinal e separacao
lateral de quatro fileiras de células e sao gerados quatro embrides
geneticamente idénticos.

A poliembriogénese € um processo de interesse agrondmico
para algumas espécies de plantas porta-enxertos, como 0s Citros,
a0 passo que quanto mais alta € a taxa de poliembrionia, maiores
sdo as chances de se obter plantas de origem nucelar, clones da
planta-matriz.

A enxertia € uma técnica muito importante para a multiplicacdao
vegetativa e a reproducado assexuada. Esse método consiste na juncao
de partes de plantas que unidas dardo origem a uma Unica planta. O
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porta-enxerto serve para criacdo de mudas de plantas, principalmente
plantas perenes, servindo de porcao inferior da planta enxertada, que
vai constituir o sistema radicular de outra planta. Na enxertia, duas
plantas séo unidas e desenvolvem-se formando uma unica planta.
O porta-enxerto € a parte de baixo da planta enxertada, e a por¢ao
superior da planta € chamada enxerto, que vai constituir a copa.

Os porta-enxertos podem ser obtidos por sementes, como em
citros, abacate e manga, ou por multiplicacdo vegetativa, como em
uva, pera e maca. Os enxertos, por sua vez, podem ter origem tanto
de plantas matrizes, com interesses agrondmicos, como banco de
germoplasmas.

o(b Reflita

A utilizagdo de porta-enxertos € muito importante para a perpetuacao de
clones que tém dificuldade de se propagar por outros meétodos, além de
possibilitar manipulacdo da copa em plantas adultas. Porta-enxertos de
qualidade podem trazer inumeros beneficios a planta enxertada.

Figura 3.3 | Imagens que ilustram a metodologia de propagacado de plantas
por enxertia — em marrom, a planta que compde o porta-enxerto; e em
verde, a planta enxerto; juntas, produzirdo uma planta Unica

Fonte: <https://www.istockphoto.com/br/foto/poda-de-mudas-de-laranja-
gm699207642-129507227>. Acesso em: 5 fev. 2018.
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D9 Pesquise mais

Neste video podemos compreender melhor o processo de enxertia
por meio das instrucdes para enxertia de citros:

Casa do Produtor Rural - ESALQ. Instrucdes para enxertia de citros
(borbulhia T invertido). Disponivel em: <https://www.youtube.com/
watch?v=01SVUhfuHHY>. Acesso em: 5 fev. 2018.

A alta poliembrionia € uma caracteristica agronémica muito
vantajosa para selecédo de variedades porta-enxerto comerciais.
Essas altas taxas de poliembrionia asseguram que a multiplicacao
das variedades com as quais pretende-se trabalhar resultardo em
plantas com mesma constituicdo genética.

Por outro lado, se o interesse agrondmico € a producdo de
hibridos em programas de melhoramento genetico, quanto menor
for o grau de poliembrionia do parental, maior sera a frequéncia de
hibridos obtidos.

Em gimnospermas, os modelos de poliembriogénese zigotica e
somatica tém se mostrado extremamente promissores para estudos
basicos em biologia celular, fisiologia e bioquimica, propagacao
vegetativa em larga escala e estabelecimento in vitro de bancos de
germoplasma.

A poliembriogénese somatica € uma forma de multiplicacdo da
cultura embriogénica, na qual as massas celulares cultivadas in vitro
tém origem no primeiro estagio de embriogénese zigotica. Esse
sistema permite a clonagem em larga escala dessas células, em um
ciclo repetitivo. As técnicas de manipulacao da poliembriogénese
permitem manipular o ciclo de maturacdo dos embrides de
interesse, com obtencdo de um grande numero de embrides
somaticos que podem ser encapsulados em sementes artificiais
e sintéticas. Esse processo nao necessita da desdiferenciacdo e
posterior rediferenciagcdo como na organogénese.

Sem medo de errar

Voltando a pergunta inicial da secao e estudando os conteudos
até aqui elaborados, pudemos verificar que a diversidade de milhos
cultivados pelos agricultores € mais resistente a acdo de determinadas
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pragas, enquanto outros tipos de milho apresentam alto teor de
amido. Assim € possivel utilizar os avancos técnico-cientificos para
unir essas duas caracteristicas de interesse econdmico, embora
acontecam em processos celulares distintos dentro de um mesmo
organismo? Mediante a cultura de tecidos vegetais, n0s podemos
manipular os gendtipos de milhos de maior interesse agrondmico,
seja pela introduc¢ao de novos genes de interesse agrondmico ou por
meio de resgate de embrides, até se chegar a uma cultivar resistente
a praga e com alta producdo de amido; ou ainda implantar genes de
resisténcia a praga no conjunto génico das espéecies produtoras de
amido, via transformacado génica.

Avancando na pratica

Producao de plantas porta-enxerto
Descricao da situagao-problema

Para a producdo de plantas porta-enxerto, normalmente sao
empregadas gemas apicais, hipocotilos e cotilédones que regeneram
novas plantas por meio de processos de restauracao e regeneragao
dos tecidos. Esses processos sao dependentes de desdiferenciacao,
inducdo e rediferenciacdo das células, o que acaba implicando
em riscos de ocorrer variagdes geneticas. Essas variacdes, quando
estamos trabalhando com clonagem, ndo sdo desejaveis. Dessa
forma, que técnica alternativa poderiamos aplicar para evitar essas
variacdes genéeticas?

Resolucdo da situagdo-problema

A aplicagcdo do metodo de poliembriogénese consiste
justamente na multiplicacdo de células do proembriao zigotico
sem a necessidade de induzir a desdiferenciacdo e a posterior
rediferenciacao. As células do complexo celular embriao suspensor
originam em condi¢des in vitro novos embrides com 0s mMesmaos
estagios sequenciais observados na embriogénese zigotica. A
adequada manipulacao in vitro dessas massas celulares embrionarias
permitem o estabelecimento de ciclos repetitivos de formacao de
novos complexos celulares embrionarios mediante clivagem e
gemacao, sem ocorréncia de alteracdes genéticas.
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Faca valer a pena

1. As células de uma planta podem ser consideradas totipotentes, tendo
a capacidade de gerar um novo individuo. As células totipotentes tém
capacidade de multiplicacdo e especializagdo, podendo formar novos
tecidos e até outros individuos completos.

Levando-se em conta os tecidos e as células vegetais, quais sao os tecidos
com maior capacidade totipotente?

a) Tecido meristematico.

b) Tecido de revestimento.

c) Epiderme.

d) Colénquima.

e) Parénquima.

2. A contaminacdo bacteriana é o tipo mais comum de contaminacdo
por microrganismos e interfere de forma negativa no estabelecimento
de explantes in vitro. Sua detecgdo, muitas vezes, é dificil. Uma forma
de evitar ou amenizar a contaminagdo por esse tipo de microrganismo
seria 0 uso de antibidticos em meios de cultura, sendo a maioria de acdo
bacteriostatica. Outra alternativa seria o uso de desinfetantes para impedir
ou minimizar esse tipo de contaminagao.

A desinfestacdo e a inoculagcdo dos explantes utilizando instrumentos sob
condigdo assépticas sao de grande importancia nos trabalhos de cultura
de tecidos vegetais, .
a) pois auxiliam no cultivo in vitro de apenas um tipo de explante.

b) pois buscam o melhor controle possivel da contaminacdo nas culturas.
c) pois auxiliam na eliminacdo de gemas e plantas ndo desejadas.

d) pois garantem que microrganismos adequados sejam cultivados com
as culturas.

e) pois garantem que o manipulador das culturas ndo se contamine.
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3. Mediante a técnica de cultura de tecidos e suas aplicacdes na
agricultura, podemos isolar pequenos fragmentos de organismos vegetais,
desinfetados, e cultiva-los de maneira asséptica, por periodos indefinidos
em meios de cultura especificos. Esses fragmentos sdo denominados
explantes e podem ter origem de folha, raiz, caule ou qualquer outro
tecido que responda as condi¢cdes de inducdo do meio de cultura.

A obtencdo de uma planta por regeneracao por meio da cultura de tecidos
in vitro sem que seja feita a realizagao de transformagdo genética gera um
organismo .
a) geneticamente modificado, uma vez que seu material genético ndo é
idéntico ao de sua planta-mae.

b) clone geneticamente modificado, uma vez que ndo € idéntico a sua
planta-mae.

c) geneticamente modificado, uma vez que ndo nasceu por vias naturais.
d) clone, uma vez que seu material genético ndo é idéntico ao de sua
planta-mae.

e) clone, uma vez que seu material genético é idéntico ao de sua planta-
mae, exceto por variagdes conhecidas por “variacdes epigenéticas”.
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Secao 3.3

Embriogénese somatica; organogénese
Dialogo aberto

Sao notaveis os avancos da biotecnologia no melhoramento de
plantas nos ultimos anos e, em se tratando do Brasil, principalmente,
as culturas mais importantes no setor agricola, como cana-de-acucar,
café, soja, laranja, trigo, castanha-de-caju, batata, amendoim, entre
outros, estdo sendo favorecidas (IBGE, 2017). Novos experimentos
e novas técnicas geram cada vez mais resultados — por exemplo
manipulacdo genética para obtencdo e criacdo de novas linhagens
de plantas -, levando a um significativo aumento na producao de
produtos agricolas e industriais. O melhoramento genético traz
beneficios tanto pela reducao na extensao das areas que essas plantam
ocupam, como pelo alto consumo de fertilizantes. O conhecimento
das celulas vegetais, tal como os processos biologicos envolvidos,
pode beneficiar o melhoramento genético de plantas.

O Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) vem passando por
sérias dificuldades de manter seus bancos de germoplasma de cafe,
tanto pela demanda por estrutura e espaco, quanto pelos gastos
de manutencdo. Qual é o principal problema com os bancos de
germoplasma de café do IAC? A implementacdo de banco de
germoplasma in vitro seria uma alternativa com menor custo?

Nao pode faltar

Embriogénese: definicdo; embriogénese somatica e sua
importancia tecnologica

Embriogénese € o nome dado ao processo pelo gual uma unica
célula vegetal é transformada em um individuo multicelular com
uma organizagao caracteristica. Em geral, a embriogénese ocorre
dentro do ovulo no interior dos carpelos da flor de uma planta,
formando uma semente madura.

Ha algumas variacdes nesse processo de acordo com o tipo
de planta, mas usualmente ele tende a seguir uma sequéncia de
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desenvolvimento embrionario padrdo para organismos vegetais, o
que acaba garantindo o desenvolvimento vegetativo basico para
todas as espécies. Ao longo do processo de embriogénese, uma
planta investe na arquitetura organizada das suas formas celulares
(morfogénese, como vimos da Secdo 3.1), que estd associada a
funcionalidade especifica de suas estruturas (organogénese). A
embriogénese estad presente nas duas fases do desenvolvimento
vegetal: a fase vegetativa e a fase reprodutiva, sendo que, na fase
reprodutiva, esse processo possui CinCo estagios:

Estagio zigoto: primeiro estagio diploide gue se inicia com a
fusdo da oosfera e do gameta masculino, formando um zigoto
unicelular. A polarizacdo no crescimento dessa célula forma
uma pequena célula apical e uma célula basal alongada.

Estagio globular: formagdo de um embrido de oito células,
com forma globular esférica e simetria radial, que é formado
apos uma serie de divisdes da célula apical. Apos mais divisdes
celulares, acontece o aumento do numero de células no embrido
globular, com formacao de uma camada externa denominada
protoderme, que dara origem a camada da epiderme.

Estagio de coracdo: formacao do embrido com simetria
bilateral a partir de multiplas divisdes celulares em duas regides
que formam os dois cotiledones.

Estagio torpedo: alongamento e diferenciacao celular ao
longo do eixo embrionario, com distincdes claras entre os
tecidos adaxiais e abaxiais dos cotilédones.

Estagio maduro: formacao da casca da semente ao final
da embriogénese, onde posteriormente o embridgo e a
semente perdem agua e inativam seu metabolismo (estado
de dorméncia da semente). Em sementes que entram em
dorméncia, € comum haver acumulo de compostos de
reserva nas ceélulas em estagio maduro. Cada 6rgao da planta
se origina de regides especificas do embrido.

O embrido zigotico apresenta duas polaridades, a apical-basal,
onde o crescimento € direcionado verticalmente, e a radial, onde o
crescimento é horizontal. Durante o processo de embriogénese, a
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estrutura na qual as células se diferenciam depende da posicdo dessas
células no embrido. Alguns grupos celulares desenvolvem funcdes
especializadas para formar tecidos corticais, epidérmicos e vasculares,
enquanto outro grupo celular, conhecido como meristemas apicais,
estdo presentes nos eixos de caules e raizes, sendo fundamentais para
sustentar os padrdes indeterminados de crescimento. Essas células
do meristema mantém a caracteristica de divisdo indeterminada,
conservando o desenvolvimento mesmo na fase vegetativa.

(tz” Assimile
O processo de multiplicacdo celular € composto por mitoses, que se
caracterizam pela reproducdo de uma célula gerando duas idénticas
ao final do processo.

Ja formacao dos gametas € um processo reducional chamado de
meiose.

O embrido, ao final da embriogénese, passa por inumeras
modificacdes fisioldgicas que os tornam aptos a resistir as condicdes
ambientais adversas e aos periodos de dorméncia. Existerm moléculas,
denominadas de morfogenos, cuja sintese e transporte geram um
gradiente de concentracao que também desencadeia respostas
especificas no crescimento e desenvolvimento da planta durante
a embriogénese. Os hormonios, como a auxina, sao morfogenos
importantes em plantas (TAIZ, 2016).

A maior parte das espécies de plantas possui reproducdo por
embriogénese zigotica, como a descrita anteriormente, na qual ha um
processo de divisdes celulares assimétricas partindo do zigoto, dando
origem ao primaordio radicular e ao caule. Nesse caso de reproducao,
ha a fusao de gametas, mas também existe a embriogénese somatica,
na qual ha um processo de desenvolvimento das células haploides de
acordo com a expressao da totipotencialidade das células das plantas.
Os embrides somaticos se desenvolvem de forma assexuada e livre
de correlacdes genéticas e fisiologicas com a planta-mae, podendo
apresentar um desenvolvimento anormal. Os embrides somaticos
apresentam desenvolvimento fisico independente, uma vez que
possuem um sistema vascular fechado, sem conexdo vascular com
0s tecidos do explante que teve origem.

Esse modelo morfogenético de desenvolvimento forma embrides
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somaticos a partir de tecidos somaticos, podendo ter constituicao
idéntica a planta-mae, caso a embriogénese somatica seja direta; se
for indireta, forma calos e embrides com variabilidade genética. Para
gue OCOrra esse processo, € necessario haver uma desdiferenciacao
via desprogramacao génica das celulas diferenciadas, de forma que
elas passem a ser células embriogénicas apods a divisdo celular.
Essa desdiferenciacdo e o processo de embriogénese somatica
sdo complicados em muitas espécies vegetais, especialmente em
arvores frutiferas tropicais. Algumas limitacdes dessas técnicas para
determinadas espécies ocorrem pela dificuldade em obter embrides
a partir de partes adultas da planta; assim, somente tem sido possivel
obter embrides a partir de plantulas ou sementes. QOutra dificuldade
€ com relagcdo ao numero baixo de plantas desenvolvidas em
condi¢cdes controladas de campo.

Embora haja essas limitacdes, essa técnica constitui muitas
vantagens, como:

* Desempenho de um significativo papel na transformacao
genética.

» Capacidade de manifestar o potencial embriogénico.

» Desenvolvimento individualizado dos embrides.

* Desenvolvimento dos embrides diretamente em plantas.

e Hibridizacdo somatica.

o Utilizacdo dos embrides na continuagdo da propagacao in vitro.
» Utilizacdo dos embrides na producao de sementes sintéticas.

o Capacidade de produzir grande numero de embrides em
espaco limitado.

Ja sdo conhecidos alguns genes associados a embriogénese
somatica que sdo essenciais para o estabelecimento do padrao
apical-basal (como MONOPTERO, GURKE) ou radial (SHORT-
ROOT, WOODEN LED). O conhecimento genético € um recurso
importante para o entendimento das interacdes fundamentais a
sinalizacdo e regulacdo das respostas embriogénicas, podendo
contribuir para a caracterizagcao desse processo em plantas.
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Condicoes de cultivo in vitro e tipos de explantes

O principio do cultivo in vitro, como ja vimos em secdes anteriores,
€ a obtencao de uma nova planta a partir do isolamento de algum
fragmento ou tecido vegetal (chamada de explante). E essencial
que haja assepsia nos cultivos in vitro de qualquer tipo de tecido e
em qualquer técnica que for usada. Além disso, séo componentes
essenciais no meio nutritivo o explante e os fatores ambientais, como
luz, temperatura, oxigénio (O,) e didxido de carbono (CO,). Para evitar
contaminagdes, tambem ¢ importante que todos 0s sais minerais
utilizados na preparagao dos meios sejam de qualidade analitica.
Como o explante possui metabolismo heterotrofico, ou seja, € incapaz
de fotossintetizar e produzir seu proprio alimento, necessita de agua
e carboidrado na forma de carbono e macro/micronutrientes.

O estabelecimento de uma cultura in vitro adequada para a
tecnologia que se pretende desenvolver depende da escolha do
tipo de explante e do meio nutritivo ideal.

v=| Exemplificando

Cada tipo de explante acaba sendo indicado dependendo da técnica
adotada ou da espécie de planta. O "hidrogel’, por exemplo, € utilizado
em inUmeros estudos na producdo de sementes sintéticas por
encapsulamento do embrido somatico. Mas outros tipos de explantes
com capacidade de também se desenvolver em plantas, como apices
caulinares e agregados de ceélulas, sao recomendados para tecnologias
de semeadura.

O explante pode ser desde uma célula individual até orgdos
maduros, como gemas axilares e apicais, anteras, fragmentos de
hipocotilo, caule, nucelo (porcao central do ovulo), folhas, raizes,
orgaosde armazenamento e até segmentosde frutos. Teoricamente,
qualquer tecido pode ser fonte de explante, mas alguns aspectos
devem ser considerados e testados para que se faca a escolha do
explante mais adequado aos processos morfogénicos de interesse.

O tempo de formacado da planta a partir do cultivo de explante
depende da espécie, mas em geral € muito menor que o ciclo
de vida normal em natureza. Em cultura in vitro, o explante pode
apresentar a regeneracao de uma planta semelhante a planta-mae
doadora do explante, produzindo o que chamamos de clone.

124 U3- Cultura de tecidos vegetais



Figura 3.4 | Principios gerais da cultura de tecido segundo Kerbauy (1997)
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Fonte: <http://Ictv-ufrrj.blogspot.com.br/>. Acesso em: 5 fev. 2018.

As distintas formulacdes dos meios nutritivos devem ser ajustadas
para cada tipo de explante ou espécie de estudo. Um dos tipos
mais utilizados € o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), que € uma
diluicdo que serve para muitos grupos de plantas, mas tambéem
existem formulagcdes mais especificas, como o meio WPM (LLOYD:;
MCCOWN, 1981), que € comumente usado em espécies lenhosas.

A cultura de células, tecidos e protoplastos de plantas constitui
uma das areas de maior sucesso e aplicacdo na biotecnologia,
com destacada posicdo na propagacao comercial e industrial de
plantas, pesquisas em fisiologia vegetal e producao industrial in
vitro de compostos secundarios, no intercambio, no Mmanejo € na
conservagao de germoplasmas e no melhoramento genético. Outra
aplicacao muito utilizada por empresas e pesquisadores € a obtencao
de plantas regeneradas, livres de virus, a partir de meristemas. Por
cultivo de tecido € possivel obter material livre de virus a partir
de células isoladas ou massa de tecidos desdiferenciados (calo),
selecionando plantas resistentes as condi¢des adversas.

O cultivo in vitro apresenta grande potencial na obtencao
de novos gendtipos e hibridos que ndo poderiam ser obtidos na
natureza, por causa das barreiras reprodutivas na hibridacdo sexual.

Micropropagacao: biorreatores

Uma das técnicas de aplicacdo da propagacao in vitro € a
micropropagacao vegetal, também conhecida como clonagem,
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utilizada para obtencao de uma grande quantidade de plantas
geneticamente uniformes e sadias, em um tempo reduzido. Essa ¢
uma técnica amplamente usada na propagacao de plantas dificeis
de se multiplicar em metodos convencionais, na limpeza clonal
e na producao de mudas de especies ornamentais arbustivas e
ornamentais.

ﬂ9 Pesquise mais

Para se familiarizar com esse processo, assista ao video da Embrapa
Agroindustria Tropical sobre a aplicacao de micropropagacao in vitro
de bananeiras:

VASCONCELQOS, G. Micropropagacdo invitro de bananeiras. Disponivel
em: <https://www.youtube.com/watch?v=pZiHOSWWGTO>. Acesso
em: 5 fev. 2018.

A propagacao de orquideas por meio da sucessiva divisao de
protocormos e cultura de apices caulinares foi 0 primeiro registro de
aplicacao comercial da micropropagacao. Para o desenvolvimento
de protocormos e plantas inteiras a partir de meristemas apicais,
€ preciso preparar um meio contendo sais minerais e vitaminas,
enriquecido com reguladores de crescimento. Um sistema geral de
micropropagacao segue Os seguintes estagios:

Estagio | - sele¢do de explantes, desinfestacao e cultivo em meio
nutritivo, sob condi¢cdes assépticas.

Estagio Il - multiplicacdo dos explantes mediante sucessivas
subculturas, em meio apropriado.

A multiplicacdo de explantes ocorre pela regeneracdo de brotos
de explantes. Alguns brotos individuais se desenvolvem a partir da
regido apical e sdo usados para absorver varios explantes nodais.
Meios de cultivo ricos em citocinina sao utilizados para inocular
explantes nodais, por embriogénese somatica ou organogénese,
podendo produzir varios brotos durante esse processo. Cada
explante produz de cinco a seis brotos em um periodo de quatro a
cinco semanas. A produtividade chega a 600 plantas em um ano,
caso todos os explantes sobrevivam.

Estégio Il — ocorre a transferéncia das partes aéreas obtidas para
substrato do solo. Primeiro € feito um alongamento das partes aéreas,
enraizamento in vitro e transplantio das plantas em substrato do
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solo. As variagdes em cada estagio correspondem aos tratamentos
dados a planta-matriz, de onde sao retirados os explantes.

Para a realizacdo da micropropagacdo clonal e massal de plantas,
comumente ¢ utilizada uma ferramenta chamada de biorreator,
que € uma estrutura de metal com prateleiras projetadas para
armazenar os frascos de cultivo in vitro e todos os componentes
para automacao como sistema de iluminacao, unidades de controle
de tempo e frequéncia de imersao e distribuicao de ar. O objetivo
do uso de biorreatores como método para micropropagagao € a
imersao temporaria ou permanente de cultura de células ou tecidos
vegetais no meio liquido, melhorando o crescimento e resultando
em rendimentos superiores para a maioria das espéecies vegetais. O
proposito de se utilizar essa ferramenta é facilitar o trabalho rotineiro,
por meio da utilizacdo de mais frascos, e melhorar as condicdes do
processo, uma vez que uniformiza as mudas cultivadas. Por se tratar
deum processo muito aplicado emindustrias, os biorreatores contam
com um acurado sistema de oxigenagao, monitoramento do pH,
temperatura, formacao de espuma e agitacao mecanica do meio
liquido, melhorando assim as condicdes de cultivo e assegurando
gue 0s microrganismos sobrevivem em ambiente abiotico artificial.
Esse menor estresse gasoso e mecanico acaba aumentando o
rendimento (biomassa, metabolicos secundarios, antibioticos). Essa
ferramenta surgiu com os avancos da biotecnologia da fermentacao,
visando produzir mudas de forma automatizada em larga escala. O
grande controle sobre as condi¢cdes de cultivo, monitoramento e
menor manipula¢ao das culturas representa vantagens consideraveis
na aplicacdo do cultivo in vitro de tecidos e células vegetais.

Conservacao in vitro de germoplasma

Apesar de grandes avan¢cos na Dbiotecnologia e no
desenvolvimento de estudos e técnicas de manipulacdo genética e
de caracteristicas fisiologicas em plantas, um dos grandes desafios
da atualidade € justamente a conservacao de espécies nativas e
domesticadas de plantas. A manutencdo da diversidade genética
das plantas € essencial para o avanc¢o de qualquer tecnologia de
manipulagdo de plantas.
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oéb Reflita

A conservacdo das espéecies de plantas em seu habitat natural ou em seu
meio de domesticacao e cultivo vem sendo uma alternativa cada vez mais
inviavel. O desmatamento e a destruicao do habitat e a transformacao
dos ambientes naturais, tal como as consequéncias das mudancgas
climaticas globais, tém levado a grandes perdas de populacdes, espécies
e composicdes ecossistémicas. Essas extingdes ou grandes declinios
populacionais levam a perdas irreversiveis de biodiversidade.

Algumas abordagens alternativas de conservagdo surgem nesse
contexto para salvar a biodiversidade de plantas ameacadas. O
armazenamento em bancos de sementes, jardins botanicos, cole¢cdes
de genes e colecdes in vitro, sao estratégias viaveis de conservagcao
fora dos habitats naturais.

Os avancos na cultura in vitro de tecidos vegetais fornecem uma
ferramenta poderosa ao melhoramento da gestao da diversidade
de plantas e sua conservacao. Essa metodologia tem sido essencial
para a conservacao de espécies raras, ameacadas, florestais, espécies
ornamentais e medicinais, permitindo a conservacao desse material
livre de patdgenos. A conservacao in vitro € especialmente importante
para a propagacao vegetativa, para espécies nao ortodoxas de
plantas de sementes e para conservacao de populacdes de elite
geneticamente puras e diversidade geneética para curto, medio e
longo prazo.

Alem disso, as tecnicas in vitro oferecem um meio seguro
de intercambio internacional de material vegetal, permitindo o
estabelecimento de extensas cole¢cdes que usam espagco minimo,
permitindo o fornecimento de material valioso para a recuperacao
da populacao selvagem e facilitando as investigacdes moleculares e
0s estudos ecologicos.

Sem medo de errar

O melhoramento genético traz beneficios tanto pela reducao
na extensdo das areas que essas plantam ocupam, como pelo alto
consumo de fertilizantes. O conhecimento das células vegetais,
tais como os processos biologicos envolvidos, podem beneficiar o
melhoramento genético de plantas.




O Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) vem passando por
sérias dificuldades de manter seus bancos de germoplasma de cafe,
tanto pela demanda por estrutura e espaco, quanto pelos gastos
de manutencdo. Qual € o principal problema com os bancos de
germoplasma de cafée do IAC? A implementacdao de banco de
germoplasma in vitro seria uma alternativa com menor custo?

Um dos grandes problemas da conservacao de germoplasma de
café no IAC consiste no fato de a maior parte dos exemplares para
conservacao estar plantada em arvores, e a manutencao desse tipo
de conservagao, além de demandar muitos gastos, demanda muito
espaco. Como o instituto tem perdido espac¢o de plantio, alguns
exemplares de cafés nao tém espaco para serem mantidos. Nesse
caso, a biotecnologia vem facilitando e criando novas perspectivas
de conservagao de recursos geneticos de espécies vegetais usando
técnicas de conservacao in vitro sob criopreservacao, ou seja, a
conservacao de sementes em nitrogénio liquido (em temperaturas
ultrabaixas), interrompendo o metabolismo celular e possibilitando
a conservagcao em longo prazo.

Avancando na pratica

Contaminagao da dagua em meio de cultura

Descricdo da situacao-problema

A 3dgua € um componente basico de todos os meios de cultura.,
A qualidade da agua € a condicao fundamental para se obter
sucesso na cultura de tecidos; ela deve ser destilada e deionizada,
ou bidestilada, para prover pureza suficiente para uso nos meios de
cultura. Mais do que qualquer outro constituinte dos meios, a agua
pode contribuir com impurezas, tais como sais minerais, compostos
organicos, oleos, produtos corrosivos, metais pesados. Para evitar os
problemas com contaminacdo na formulacdao de meio de cultura,
como devemos proceder para purificar a agua utilizada?

Resolucdo da situagdo-problema

Alguns métodos de purificacdo de agua que devemos utilizar para
preparacao de meio de cultura sao: desmineralizagcdao, obtendo-
se agua livre de sais minerais por meio da passagem da agua em
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uma coluna de resinas de troca catidnica e anidnica; destilagdo,
consistindo em um processo classico de purificacdo da agua que
permite eliminar os compostos organicos, ainda que nao seja 100%
eficaz para a remogao dos componentes minerais; osmose inversa
ou reversa, processo de separacao em que um solvente é separado de
um soluto de baixa massa molecular por uma membrana permeavel
ao solvente e impermeavel ao soluto. Isso ocorre quando se aplica
uma grande pressao sobre esse meio aquoso, O que contraria o fluxo
natural da osmose — por essa razdo, osmose reversa. Na osmose
inversa, as membranas retém particulas cujo diametro varia entre 1
e 10 A. As particulas retidas s§o consideradas solutos de baixa massa
molecular, como sais ou moléculas organicas simples.

Faca valer a pena

1. A cultura in vitro consiste no crescimento e na multiplicacdo de
células, tecidos, 6rgaos ou parte de 6rgdos de uma planta sobre um meio
nutritivo e em condicdes assépticas. Os principais objetivos da técnica sao:
obtencao de uma planta idéntica a original mediante a clonagem vegetal
(propagacdo assexuada de células ou organismos); ou obtencdo de novo
individuo, mantendo-se o gendtipo idéntico aquele do ancestral comum.

Essa técnica da cultura in vitro de tecidos é baseada principalmente no
aproveitamento de qual propriedade das células vegetais?

a) Totipoténcia.

b) Fotossintese.

c) Resisténcia.

d) Plasticidade.

e) Divisdo celular.

2. Dentre as aplicac®es da cultura de tecidos, podemos citar: reproducéo
clonal do gendtipo de interesse; plantas livres de infec¢des virais;
metabolitos secundarios (usado em industrias farmacéutica e alimenticia);
obtencado de haploides e duplo-haploides; transposicao de barreiras de
incompatibilidade a obtencao de hibridos; producdao de transgénicos;
regeneracao de plantas a partir de células GM; conservacdo de recursos
genéticos em programas de melhoramento.

Tendo em vista as mais variadas aplicacdes do cultivo in vitro, qual dos
tipos de tecidos de planta a sequir pode ser utilizado para o cultivo?
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a) Somente apice caulinar e meristema.

b) Meristema e ovarios.

c) Ovario e embrides.

d) Embrides, meristemas, apice caulinar.

e) Apice caulinar, meristema, ovario e embrides.

3. A cultura dos tecidos tornou-se uma técnica bem estabelecida para
cultivar e estudar o comportamento fisiologico de 6rgaos, tecidos, células,
protoplastos e até organelas celulares isolados em condi¢des fisicas e
quimicas controladas com precisdao. A maioria das plantas com sementes
ou sem sementes ndo germinam no solo. Além disso, as plantas derivadas
de calos exibem uma enorme variagao genética que poderia ser explorada
para o desenvolvimento de clones/variedades superiores, particularmente
em espécies de plantas propagadas vegetativamente.

Qual tecnologia que utiliza cultura de células e tecidos vegetais in vitro é
associada com a producao em grande escala a precos competitivos?

a) Manipulacdo genética.

b) Conservacdo in vitro.

c) Micropropagacao.

d) Microencapsulagéo.

e) Embriogénese somatica.
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Unidade 4

Tecnologia do DNA
recombinante

Convite ao estudo

Nesta unidade abordaremos como assunto principal
informacdes sobre a tecnologia do DNA recombinante, o que
vai demandar a utilizacao dos conhecimentos adquiridos desde
a Unidade 1, envolvendo os conceitos basicos da biotecnologia
aplicada ao melhoramento genéetico vegetal, passando pelos
conhecimentos aplicados de genética e gendmica apresentados
na Unidade 2 e associando as propriedades fisicas, quimicas e
biologicas das celulas vegetais que aprendemos na Unidade 3.

Na primeira secao da Unidade 4, estudaremos o processo da
clonagem: sua definicao e contexto historico; a importancia e
0s exemplos praticos da clonagem; as aplicagcdes da clonagem
e as tecnologias avancadas em clonagem.

Nasegundasecdo, aprenderemaos sobre enzimas derestricao:
definicdo e aplicacdes na biotecnologia; transformacao genética
direta via biobalistica; historico da transformagdo genética de
plantas e transformacdo genética indireta via Agrobacterium
tumefaciens, assim como a transformacao por Agrobacterium
tumefaciens. Na terceira e ultima secao deste conteudo,
abordaremos os achados inovadores com uso de enzimas de
restricdes; as aplicacdes agrondmicas a partir da transformacgao
geneética de plantas; o uso e as aplicacdes biotecnologicas de
Agrobacterium tumefaciens; definicao, isolamento e cultivo de
protoplastos.

O principal objetivo desta unidade € conhecer e ser capaz
de aplicar as principais técnicas biotecnologicas aplicadas a
tecnologia do DNA recombinante e ao cultivo de células e
tecidos vegetais.

Bons estudos!



Secaon4.1

Clonagem
Dialogo aberto

Em maio de 2017, tivemos a tematica dos transgénicos discutida
em um filme participante da competicdo do Festival de Cannes,
Okja, uma producao Netflix que atingiu enorme repercussao ao
abordar temas polémicos como a industria alimenticia mundial, a
situagdo de consumo saturado em que vivemos, as associagdes
de protecdo animal e a producao de alimentos transgénicos. A
trama do filme contrap®e o superpoder de uma grande corporacao
de producado de carne animal, que cria uma linhagem de porcos
gigantes transgénicos, a vida simples de uma menina coreana, que
cuida de um desses porcos em uma floresta nativa. Em varias partes
do filme é possivel identificar um preconceito com a producdo de
alimentos geneticamente modificados, tal como a associagao desta
técnica a impactos depreciativos a natureza.

Neste contexto do filme, a industria cinematografica critica
o consumo desenfreado de carnes e a industria alimenticia, e a
tematica de alimentos geneticamente modificados € colocada como
pano de fundo, de forma superficial e negativa. Uma das principais
mensagens do filme poderia ser entendida como um incentivo
ao vegetarianismo. Atualmente nos sabemos que a modificacdo
genética, tal como a clonagem e outras técnicas, € aplicada desde
a animais até a plantas. Desta forma, quais seriam os motivos para
haver um maior preconceito a respeito de modificacdes genéticas
em animais do que em plantas?

Nao pode faltar

Clonagem: definicdo e contexto histérico

O termo ‘clonagem” é derivado da palavra grega klon, que
significa algo entre broto de um vegetal e estacas de um galho.
A escolha desse termo € muito adequada para a propriedade
e a aplicacdo do processo de clonagem desde os primordios da
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agricultura, guando muitas plantas eram clonadas a partir de estacas
de caules ou divisGes de plantas inteiras. O processo de clonagem
se caracteriza pela criagdo de uma nova arvore a partir de um galho
de arvore adulta sem o uso de sua semente, analoga a clonagem de
mamiferos de células adultas. Este mecanismo de reproducao tem
sido amplamente utilizado na agricultura por séculos.

Este € um método de propagacao de plantas utilizado para
multiplicar inumeras especies de plantas por meio da producao
de uma celula, de um componente celular ou de uma planta
geneticamente idéntica a unidade ou ao individuo a partir do qual foi
derivado. A clonagem pode ocorrer naturalmente ou pela aplicacao
de metodos como estacas de caule, que podem ser plantadas ou
enxertadas em outra planta. A propagacao vegetativa € um modo de
reproducao assexuado das plantas, dando origem a descendentes
idénticos a planta-mae.

A clonagem estd presente na nossa sociedade desde o seculo
VI, quando seus principios ja eram cultivados em campo e nas
mentes de antigos pensadores. E importante destacar e relembrar
alguns comentarios do filosofo de Alexandria Joannes Philoponus,
a respeito da ocorréncia e dos motivos da semelhanca entre proles
e genitores:

Se alguém corta um galho de uma noz em Atenas e juntar
com a planta em Patras (que ficam a 200 km de distancia),
dois ou trés anos mais tarde, teremos nozes que sao iguais
em todos os aspectos (tamanho, sabor e cor) as nozes em
Atenas... Entdo, as semelhancgas entre as plantas nao se
originam porque as sementes vém do mesmo lugar, como
foi provado, e sim por algum outro motivo, que também se
aplica aos animais. (RABE, 1899, p. 699)

Esta discussao, inspirada por Aristoteles em seu livro On Animal
Generation, ja indicava o entendimento da sociedade sobre a
existéncia de uma parte minima do corpo de um organismo que
contém toda a informacdo para a sua criacao ou reproducao.
Aristoteles provou que a informacdo para a criagao de um animal
existiaem todas as partes do corpo, mas que, em oposicao as crengas
de outros pensadores, o sémen nao veio de todo o corpo para
conter essa informacao: "As criancas sao como seus antepassados
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mais remotos de quem nada veio’, escreveu Aristoteles (1885, p.
1121), "pois as semelhancas se repetem em um intervalo de muitas
geracdes, como no caso da mulher de Elis, que teve relagcdes sexuais
com um Etiopia; Sua filha ndo era um Etiopia, mas o filho daquela
filha era. © mesmo se aplica as plantas”.

Com a constatacao de que ‘semelhancas se repetem em
um intervalo de muitas geracdes’, Aristoteles antecedeu em
muitos séculos as proposi¢des de Mendel sobre a propagagao da
informacdo genética em plantas e humanos.

Aristoteles ja sugeria a existéncia de algo com potencial para
se tornar uma planta ou animal e que O sémen seria apenas o
suporte de propagac¢ao deste “algo”. Apos muitos anos de estudos,
descobrimos que este "algo” € o DNA, molécula fundamental para
a vida.

Philoponus se baseou nas ideias de Aristoteles sobre a
transmissdo de informacdes de pai para filho, sugerindo que um
tipo de clonagem é possivel em animais, podendo ser destacado
COmMOo O primeiro uso relatado da palavra clone para esse processo
(DIAMANDOPOULOS et al., 2000).

Em um salto grande de anos entre as reflexdes dos filosofos e
as descobertas cientificas, em 1838, os cientistas alemaes Matthias
Schleiden e Theodor Schwann apresentaram sua teoria celular.
Nesta teoria, considerada a base do conceito de totipoténcia, foi
destacado o fato de que toda a vida ¢ composta de células que
surgem de células preexistentes e que estas células devem conter
toda a informacao genética necessaria para criar um organismo
inteiro e multicelular, de forma que todas as células de um organismao
multicelular mantém o potencial para recriar ou regenerar a
organismo inteiro.

A partir desta teoria celular e do reconhecimento da totipoténica,
surgem entdo as primeiras pesquisas com cultura de tecidos de
plantas, com pesquisadores como o botanico austriaco Gottlieb
Haberlandt, no inicio do seculo XX em culturas de calos. Calo ¢
definido como a massa nao organizada de células em divisdo, como
na resposta de uma ferida. O primeiro registro formal de planta inteira
regenerada, ou clonada, de uma unica célula vegetal adulta ocorreu
em 1954 por W. H. Muir. Nas proximas duas décadas seguintes, em
1970 e 1980, foram registrados os avancos rapidos nas tecnologias
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de cultura de tecidos e células vegetais, havendo clonagem de
muitas especies de plantas e isolamento de células com intuito de
estudar a totipoténcia. Por meio de uma maior compreensao em
fisiologia vegetal, busca-se entender especialmente o papel dos
hormonios no crescimento e desenvolvimento das plantas.

Em 1994, tivemos a primeira cultura de alimentos geneticamente
maodificados, que foi o tomate Flavr Savr de Calgene, em que um dos
genes do fruto envolvido na sua maturacao foi revertido, inativando-o.
O tomate Flavr Savr demonstrou o impacto da engenharia genética
no movimento da agricultura moderna no periodo da Revolugdo
Verde, para o que foi denominado Revolugao de Genes.

Atualmente sao inumeros os exemplos de alimentos modificados
geneticamente, como a semente de soja chamada Roundup Ready
(patenteada pela Monsanto), projetada para resistir ao herbicida
usado em ervas daninhas que crescem junto ao cultivo de soja.
Outro exemplo é a variedade transgénica de milho, chamado BT
Corn, amplamente produzida e comercializada no Brasil por conter
um gene bacteriano que leva ao aumento da resisténcia a pragas.

A clonagem: importancia e exemplos praticos

A clonagem teve um grande destaque na comunidade cientifica
e nas midias, possibilitando a reproducdo artificial em laboratorio.
O exemplo mais classico e conhecido mundialmente foi o da
clonagem da ovelha Dolly, processo em que foi aplicado um
procedimento complexo para reproducdo por clonagem em
ambiente de laboratorio.

‘tz" Assimile

Alem desta reproducao artificial, ha formas de clonagem natural, que
ocorre em organismos que se reproduzem sem a uniao de gametas
femininos e masculinos, ou seja, ocorre assexuadamente. A biparticao
€ um exemplo de reproducdo assexuada que ocorre em bactérias,
gerando celulas idénticas a célula-mde; sao produzidos clones das
estrelas-do-mar a partir da perda de um dos bragcos do organismo,
gerando um outro individuo idéntico que se desenvolve a partir do
braco rompido; como exemplo de clonagem natural também ha a
reproducdo entre as leveduras, em que 0s brotos se formam dando
origem a novos organismaos clones do original.
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Além da clonagem animal e humana, muito discutida ética,
filosofica e politicamente, a clonagem das plantas também ganhou
visibilidade no cenario mundial. A clonagem de plantas vem
conquistando espaco no mercado agricola gragas a praticidade
e ao potencial. A clonagem ¢ realizada de varias maneiras, cComo
estacaria, enxertia ou por corte e transferéncia de folhas, botdes e
flores para outras plantas.

A clonagem vegetal continua criando novas oportunidades na
agricultura, fitorremediacgao, producdo de biocombustiveis, medicina,
biologia ambiental e producdo quimica. O desenvolvimento de
culturas geneticamente modificadas com caracteristicas valiosas
inclui o uso de técnicas de clonagem. Essas técnicas visam ao
desenvolvimento de plantas resistentes a herbicidas e pragas,
tolerantes a seca e ao sal.

Ferramentas avancadas de clonagem sdo essenciais na
engenharia genetica. O uso de montagem de elementos de DNA
por clonagem possibilita a expressdao de genes estrangeiros nas
plantas. Existem desafios técnicos mais extensos nos sistemas
de plantas do que agueles encontrados em outros sistemas de
expressao heterologos.

Manter a consisténcia da planta € a principal razéao para clonar
uma planta. Como as plantas clonadas sao idénticas geneticamente
a planta-mde, € possivel saber exatamente o que estamos
reproduzindo em termos de caracteristicas das folhas, frutas ou
flores. A clonagem nos garante que a producao de um clone gere
uma planta com todas as mesmas propriedades genéticas para
Criar essas mesmas caracteristicas. Plantar uma semente da mesma
planta ndo garantira esta consisténcia; ja um clone de macieira, por
exemplo, produzird a mesma fruta que a planta original, garantindo
a consisténcia no sabor dos frutos.

Um clone de uma planta resultara em um individuo saudavel e
crescido muito mais rapidamente do que uma semente plantada,
uma vez gue nao precisamos fornecer as condi¢gdes necessarias para
a semente brotar e ir em direcao a luz. Ao plantarmos as sementes,
nem todas resultardo em uma plantula; ja os clones, por outro
lado, sao porcdes totalmente desenvolvidas de plantas, tornando o
trabalho muito mais facil para o jardineiro e para as plantas.
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v=|] Exemplificando

A clonagem de plantas por enxerto de uma parte de uma planta em
outra planta hospedeira tem sido frequentemente utilizada e pode
ser realizada simplesmente para fins decorativos, de modo a alcancar
uma arvore florida com dois tipos diferentes de flores em seus galhos.
A clonagem de plantas por meio do enxerto também € usada para
manter a producao de frutos saudaveis em uma arvore que se tornou
‘doente” ou infestada de insetos. A fruta saudavel pode ser enxertada
em uma arvore saudavel, mantendo a tensao viva.

A micropropagacdo € uma aplicagdo da clonagem muito
utilizada e que € considerada aliada a sustentabilidade ambiental,
uma vez que influencia diretamente na economia e no meio
ambiente, permitindo a produg¢ao em massa de organismos com
as qualidades desejadas e necessarias. Com a clonagem, € possivel
produzir plantas sadias evitando que elas acumulem doencas,
transmitidas por pulgas e agrotoxicos em campo.

Além disso, a clonagem permitiu a padronizagao genética do
vegetal, evitando, dessa forma, o extrativismo predatorio de espécies
medicinais nativas, como o fornecimento de matéria-prima vegetal
produzida in vitro para os referidos fins.

Os cultivos geneticamente modificados, geralmente frutas ou
vegetais, também sdo uma aplicacao da clonagem para producdo
de vacinas orais. Esses cultivos sdo projetados para transportar
proteinas antigénicas de patdogenos infecciosos, que desencadeiam
uma resposta imune quando ingerida.

U9 Pesquise mais

Assista a uma reportagem sobre o sucesso de novos clones na
producéo de cacau (disponivel em: <http://gl.globo.com/bahia/bahia-
rural/videos/v/novos-clones-de-cacau-podem-aumentar-a-producao-
nas-rocas/3249058/>. Acesso em: 3 abr. 2018). O cacau é uma
cultura que vem enfrentando muitos problemas nos ultimos anos com
doencas causadas por fungos, como a “‘podriddo parda” e a "vassoura
de bruxa”. A produg¢ao de novos cultivares e clones tem sido a solug¢ao
para que as planta¢cdes nao fossem dizimadas.
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Aplicagdes da clonagem

Ha muitas aplicacdes e teécnicas de clonagem na biotecnologia
agricola, desde estudos para combater doencas e melhorar a
qualidade dos alimentos até algumas aplicagdes puramente estéticas,
como o uso de técnicas de identificagao e transferéncia de genes
para melhorar a cor, o cheiro, 0 tamanho e outras caracteristicas
das flores. Também utilizamos a clonagem para melhorar algumas
plantas ornamentais, em particular arbustos e arvores, por meio do
aumento da resisténcia ao frio de plantas tropicais, por exemplo,
possibilitando que ela possa ser cultivada em jardins do norte.

A industria de horticultura esta entre os maiores impactos
da clonagem de plantas, principalmente utilizando a tecnologia
das plantas in vitro. As tecnologias de cultura in vitro de tecidos
produziram milhdes de plantas economicamente importantes por
clonagem desde a década de 1980 ateé os dias de hoje. A propagacao
por cultura de tecidos inclui culturas de vegetais (como a batata),
frutas (como manga, morangos), especies de floricultura (como
orquideas, lirios, rosas, samambaias) e até espécies lenhosas (como
uvas e pinheiros). As vantagens da clonagem por cultura de células
de plantas incluem uma maior producao dessas espéecies, pois ela
leva semanas de cultivo, em vez de meses ou anos, ocupa menor
espaco e possibilita uma producdo continua de plantas durante
todo o0 ano, além de haver uma reducao nas limitacdes econdmicas,
politicas e ambientais que dificultam a propagac¢ao de espécies de
plantas regionais ou ameacadas.

Mas € necessario estarmos atentos ao risco de monocultivos,
pois o cultivo de campos inteiros de plantas geneticamente idénticas
pode deixar toda a cultura vulneravel as infestacdes de pragas e
doencas. Alem disso, € importante ressaltar que, ao gerar populacdes
inteiras de clones, especialmente usando tecnologias de cultura de
tecidos, ha um alto potencial para a introdu¢cao de anormalidades
genéticas, que estao presentes em toda a populagcao de plantas
produzidas, um processo denominado variacao somaclonal.

A clonagem induzida é o processo de clonagem manipulada
pelo homem, que pode ser tanto uma clonagem de DNA quanto
uma clonagem reprodutiva. Este € um dos processos mais utilizados
na engenharia genética. A clonagem induzida em animais € baseada
na reproduc¢ao assexuada. Este € um tipo de clonagem reprodutiva,
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que consiste em uma tecnica que permite criar uma copia de um
individuo a partir da fusdo de uma célula somatica (diferenciada)
com um ovulo que teve seu nucleo original previamente retirado.
Essa fusdo gera um embrido que € inserido No utero do animal para
seu desenvolvimento. O animal gerado possui 0 conteudo genético
do doador da célula somatica.

Ja em plantas, a clonagem induzida pode ser realizada por
processos diversos, como: plantio de parte da planta no solo, para
que ela nasca a partir deste pedaco,; estacaria, para que a planta
cresga com apoio; enxertia ou manipulagao genética, para produc¢ao
de sementes.

A clonagem do DNA em células vegetais € um passo-chave
para a engenharia genética, estudos de genes e outras aplicacdes
na pesquisa de plantas. O DNA de plantas possibilita a descoberta
de novas informacdes e caracteristicas importantes, como a sua
aplicagao para maior produ¢ao agricola, produgao de combustiveis
e produgao de antibioticos para uso humano e animal. A expressao
de proteinas antibidticas em plantas € menos dispendiosa do que
a producdao tradicional de antibioticos. A producao de antibioticos
para humanos em plantas requer custos reduzidos devido a maior
quantidade de produto que pode ser produzido a partir de plantas a
uma unidade de fermentacao. Além disso, ha uma maior facilidade
na purificagao e risco reduzido de contaminagao em comparacao
com o uso de meios de cultura e celulas animais.

Tecnologias avangadas em clonagem

As técnicas mais recentes de clonagem estdo relacionadas
a manipulacao genética e montagem de DNA. As tecnologias
para a clonagem de elementos de DNA complexos ocorrem
simultaneamente. Existem diferentes estratégias para aplicagcao
da clonagem, tais como a construcao de vetores de DNA, vetores
para bombardeamento de particulas ou eletroporacdo em células
de plantas. E possivel criar vetores multiplos para testar o efeito de
sequéncias reguladoras em plantas de interesse no mesmo vetor
de expressao para o aprimoramento de colheita. Essas ferramentas
impulsionam a pesquisa para responder as questdes que importam
e potencializar a biotecnologia vegetal.

Os protocolos mais atuais de clonagem sao voltados para clones
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de gendtipos de plantas selecionadas na utilizacao de marcadores
moleculares e no melhoramento e selecdo assistida de plantas.
No entanto, por mais atualizada que seja a técnica, todas elas sao
baseadas nas atividades basicas de descontaminacdo de explantes,
limpeza clonal, embriogénese somatica, resgate de embrides e
micropropagacao.

c@ Reflita

Os protocolos mais atuais de clonagem sdo voltados a clones de
genotipos de plantas selecionadas para utilizacdo de marcadores
moleculares no melhoramento e selecdo assistida de plantas. Mas,
por mais atualizada que seja a técnica, todas elas sdo baseadas nas
atividades basicas de descontaminacdo de explantes, limpeza clonal,
embriogénese somatica, resgate de embrides e micropropagacao.

Sem medo de errar

Ha muito preconceito a respeito de organismos geneticamente
modificados, envolvendo desde animais a plantas. As pesquisas
e técnicas para desenvolver esses organismos visam produzir
modificacdes em um organismo com O objetivo de aperfeicoar
caracteristicas consideradas boas qualitativa e quantitativamente.
Para o desenvolvimento dessas pesquisas, € exigida uma série de
condicbes que garanta tanto o comprometimento com o bem-
estar na sociedade quanto da natureza. O maior preconceito com
modificagdes em animais estd associado a maus tratos e a forma
como o filme aborda essa situacdo, que por sua vez ndao condiz
com a maior parte dos laboratorios que desenvolvem esse tipo de
pesquisa. Nao podemos ver os cientistas como inimigos da natureza
pois isso fere o principio crucial para o desenvolvimento dessas
pesquisas, que € minimizar oS impactos ambientais e melhorar
a produgao e a qualidade de vida, tanto de animais, quanto da
sociedade.
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Avancando na pratica

Novos horizontes para criacdo de ragas de porcos

Descricao da situagao-problema

Além do desenvolvimento de estratégias genéticas para criacao
de racas de porcos maiores e com enfoque em produtividade de
carne para industria alimenticia, ha outras finalidades que podem se
beneficiar da clonagem desses animais. Exemplifique uma finalidade
promissora para a clonagem de porcos.

Resolucdo da situagcdo-problema

Uma finalidade inovadora que utiliza a modificacdo genética em
porcos e a clonagem de embrides € a criacdo de racas de porcos
que podem ajudar no transplante de orgao para serem utilizados
por humanos. Ha um grupo de pesquisa dos Estados Unidos que
vem desenvolvendo essa tecnologia com experimentos de edi¢cdo
de genoma utilizando a "técnica de Crispr” e depois a clonagem
de embrides (disponivel em: <http://wwwl.folha.uol.com.br/
ciencia/2016/04/1764258-conheca-o-crispr-tecnica-de-edicao-
do-dna-que-promete-mudar-o-mundo.shtml>. Acesso em: 3 abr.
2018). Esta pesquisa ainda esta em fase de desenvolvimento, mas ja
foram publicados resultados em revistas cientificas.

Faca valer a pena

1. Existem varios processos de clonagem, desde a clonagem natural,
a reprodutiva, induzida e terapéutica. A clonagem natural € o processo
de reprodugdo em que 0s organismos sao originados por reprodugao
assexuada, sem intervencao de células sexuais.

Tanto no reino vegetal quanto animal é muito importante a reproducao
por clonagem. Qual dos processos a seguir se refere a este tipo de
reproducao?
a) Brotamento; fragmentacao; biparticdo.
b) Fragmentacgdo; propagacdo vegetativa.
c) Biparticdo; brotamento; fragmentacao.
d) Propagacdo vegetativa; brotamento; fragmentacao.
)

e) Propagacdo vegetativa; brotamento; fragmentacdo; biparticao.
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2. O conhecimento cientifico e a producdo de clones vegetais tém
proporcionado grandes avangos para a humanidade. As plantas clonadas
dao origem a uma populagdo geneticamente idéntica que se origina pela
multiplicagdo assexuada de um genitor promissor ou pela manipulagdo
citogenética.

Porque as tecnologias e os avancos cientificos ligados a producao de
clones vegetais tém sido mais faceis de se obter e menos controversos
que a manipulacao de clones em animais?

a) A complexidade e os mecanismos de regulagdo génica nos vegetais sdo
mais simples.

b) A clonagem em vegetais produz embrides mais resistentes as
modificagdes ambientais do que em clonagem de animais.

c) A capacidade de propagacao vegetativa presente na maioria dos vegetais
facilita a continuidade do processo.

d) Os cientistas tém maior facilidade de controlar a regulagdo hormonal da
reproducdo nos vegetais do que em animais.

e) A maior quantidade de embrides produzida por individuo em clonagens
vegetais diminui a perda em caso de rejeicao.

3. Ademanda de mudas de plantas ornamentais de qualidade incentivou o
surgimento de viveiros especializados na propagacao de plantas em escala
industrial. A respeito do assunto, considere as seguintes afirmativas:

Considerando V para as frases verdadeiras e F para as frases falsas, assinale
a alternativa correspondente a correta avaliagao das frases a sequir:

() Os reguladores de crescimento AIB e giberilina favorecem o
desenvolvimento de raizes em estacas.

() Qualquer tipo de arvore ou arbusto que ndo se propague bem por
estaquia pode ser clonada por mergulhia.

() E possivel clonar por propagacio vegetativa plantas ornamentais com
genotipos superiores.

() Na estaquia, ocorre um processo de formagdo de raizes adventicias.
ajV-F-F-F

b)F—F—F-V.
QF-V-F-V.
dF-V-V-V.

eF-F-V-V.
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Secao 4.2

Enzimas de restricao
Dialogo aberto

Em maio de 2017, tivemos a tematica dos transgénicos discutida
em um filme participante da competicdo do Festival de Cannes,
Okja, uma producao Netflix que atingiu enorme repercussao ao
abordar temas polémicos como a industria alimenticia mundial, a
situagdo de consumo saturado em que vivemos, associacdes de
protecdo animal e produc¢ao de alimentos transgénicos. A trama
do filme contrapbe o superpoder de uma grande corporacao
de producdo de carne animal, que cria uma linhagem de porcos
gigantes transgénicos, a vida simples de uma menina coreana,
gue cuida de um desses porcos em uma floresta nativa. Em varias
partes do filme ¢é possivel identificar um preconceito com relagao
a producao de alimentos geneticamente modificados, tal como
a associacao desta técnica a impactos depreciativos a natureza.
Como a visdo critica do filme pode impactar a sociedade quanto
a sua resposta aos investimentos em pesquisas de melhoramento
genético, como aplicagdes de clonagem e transgenia?

Nao pode faltar

Enzimas de restricao: definicao e aplica¢ées na
biotecnologia

Como vimos na Secao 4.1, a clonagem envolve varias técnicas e
procedimentos que sao de grande importancia para a biotecnologia
desde seu primordio até suas aplicagdes mais atuais, como a clonagem
de genes. As enzimas de restricdo sdo essenciais para que ocorra a
clonagem génica, sendo usadas em biotecnologia para cortar © DNA
em cadeias de tamanhos menores.

A nomenclatura dada as enzimas de restricdo segue uma convengao
proposta por Smith e Nathans (1973), modificada posteriormente por
Roberts et al. (2003): a primeira letra escrita em maiusculo da enzima €
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relativa ao nome do género do organismo que faz a enzima, e a segunda
e a terceira letras, escritas em minusculo, derivam do nome da especie
do organismo de origem. As trés letras sao sequidas por identificadores
de tensao e depois por numeros romanos em maiusculas para distinguir
entre diferentes enzimas feitas por um mesmo organismo. A descricdo
da sequéncia reconhecida pela enzima de restricdo apenas relata uma
das cadeias daguela sequéncia com diregcao 5 -> 3', indicando tambem
o local de corte.

A bactéria Escherichia coli, por exemplo, deu origem a uma das
primeiras enzimas de restricao a ser isolada, a enzima 53k, que ¢
chamada Ecob53kl. Ja oriundas da bactéria Deinococcus radiophilus
temos trés enzimas de restricdo chamadas Dral, Drall e Dralll, em que
temos a primeira letra D relativa ao género sequida pelas primeiras duas
letras da espécie, ra’, para identificacdo das enzimas. E as enzimas de
restricao feita pela bactéria relacionada Deinococcus radiodurans sao
chamadas de Drdl.

As enzimas de restricdo sao sequéncias que sao capazes de
reconhecer oligonucleotideos especificos de quatro, seis ou oito
nucleotideos no DNA e entado clivam a molécula em sitios de restricao
especificos. Estas enzimas pertencentes a um grande grupo de
endodesoxirribonucleases sintetizadas em diferentes cepas de bactérias
tém funcao biologica na defesa celular e sdo capazes de destruir um
DNA estranho, como o DNA viral, ao invadirem a célula procariota.
Elas podem ser do tipo |, Il ou Ill, com especificidade muito elevada,
reconhecendo pequenas sequéncias nao metiladas de DNA ou regides
proximas a elas. Ao reconhecer essas regides especificas, as enzimas
promovem rupturas em determinadas ligacdes fosfodiéster, originando
fragmentos com extremidades coesivas ou com extremidades
coincidentes 5'-fosfatadas e 3-hidroxiladas.

(tz” Assimile
Sequéncias palindrébmicas, como a seguinte:

y

(571G AATTC(3)
(3N1CTTAA G(5)

f

apresentam a mesma sequéncia de nucleotideos, na orientagao
5 -> 3 em ambas as fitas de DNA. De modo geral, as enzimas de
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restricao fazem um corte assimétrico dentro desta sequéncia, gerando
extremidades coesivas capazes de estabelecer ligacdes tipo ponte de
hidrogénio com uma sequéncia complementar:

(5)--—--G AATTC-—-(3))
(3)-—-CTTAA G-—-(5)

As enzimas que digerem o DNA gerando extremidades coesivas
sdo muito empregadas na tecnologia do DNA recombinante. Neste
processo duas moléculas de DNA distintas sdo digeridas com a mesma
enzima de restricdo, de modo que ambas as moléculas produzirao
fragmentos com as mesmas sequéncias terminais complementares e
coesivas, tornando possivel a formacao de quimeras de DNA.

As enzimas de restricao também podem gerar terminacdes abruptas
guando cortam ambas as fitas do DNA no mesmo ponto:

(5)--GGCCN NGGCC-—-(3)
(3)-—-CCGGN NCCGG—-(5)

As celulas hospedeiras das enzimas de restricdo tém um sistema
de protecao do seu conteudo genético, metilando seu proprio DNA
em locais especificos para suas respectivas enzimas de restricao,
protegendo-os da clivagem. Esse sistema conta com a acao de
outro tipo de enzima, a metilase, que maodifica o sitio de clivagem
por meio da adi¢do de um grupo metil em uma ou mais bases,
normalmente dentro do proprio sitio de restricao.

A unidade de medida de atividade de uma endonuclease de
restricao e definida como a quantidade da enzima que € necessaria
para digerir 1 ug de Lambda de DNA em um volume total de 50 pg
no tempo de 1 hora e sob condi¢cdes 6timas de experimento.

Existem mais de 800 enzimas de restricao conhecidas, as quais
reconhecem mais de 100 sequéncias de nucleotideos diferentes.
As enzimas do tipo | ocorrem como um complexo com atividade
metilase e um polipeptideo que se liga a sequéncia reconhecida no
DNA de maneira nao muito especifica, promovendo ruptura em ligagao
fosfodiéster em um local distante daquela sequéncia. Ou seja, essas
enzimas cortam o DNA em locais aleatorios, podendo se distanciar
mais de mil pares de bases de distancia do sitio de reconhecimento.

Ja as enzimas de restricao do tipo ll, componente de um grupo
de enzimas menores e mais simples, predominantemente utilizadas
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na biotecnologia, reconhecem especificamente uma determinada
sequéncia seqgundo um eixo de simetria. Elas cortam o DNA dentro
da sequéncia reconhecida sem a necessidade de ATP. Elas podem
se distinguir em classes A, B, C, D, E, F, G, H ILJ L M, N, O, P, Q,
R, S, T ou U. As designacdes deste tipo de enzimas de restricdo
derivam do nome da bactéria onde foi encontrada a enzima, como
descrevemos anteriormente.

As enzimas do tipo Il cortam aproximadamente 25 pares
de bases do sitio de ligacdo e, assim como as enzimas do tipo |,
requerem ATP para realizar o corte e podem ser grandes enzimas
com multiplas subunidades.

As enzimas de restricao ambiguas nao reconhecem com
especificidade um ou mais nucleotideos da sequéncia-alvo, ou
seja, tolera a variacdo nucleotidica na sequéncia reconhecida, tal
como € o caso, por exemplo, da BsiYl, que reconhece e degrada a
sequéncia ambigua, sendo diferentes entre si, mas todas iniciadas
por CC e terminadas por GG.

As enzimas de restricdo relaxadas nao distinguem um nucleotideo
purico de um pirimidinico em determinadas posicdes da sequéncia
por ela reconhecida, tal como da Eco HI.

As enzimas de restricao cortam uma amostra de DNA puro em
um conjunto de fragmentos consistentes e reproduziveis que podem
ser separados facilmente em um gel de eletroforese, formando um
perfil de restricao. Essas enzimas sdo usadas na biotecnologia para
cortar o DNA em pequenas cadeiras com a finalidade de se estudar
as diferencas de comprimento dos fragmentos entre os individuos,
O que chamados de polimorfismos.

Jz| Exemplificando

O polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo (RFLP) tem
sido usado para determinar que individuos, ou grupos de individuos,
tém diferencas distintivas nas sequéncias de genes e padrdes de
clivagem de restricdo em certas areas do genoma. Alem disso, as
enzimas de restricdo tambem sdo usadas em outras técnicas cuja base
€ a identificacdo de impressdes digitais no DNA, como a clonagem
de genes, a tecnologia do DNA recombinante e as bibliotecas de
sequéncias de DNA para sequenciamento.




Transformagao genética direta via biobalistica

A transferéncia controlada de genes para 0 genoma de um
organismo vivo de modo nao sexual € chamada de transformacao
genética. Este € um método de melhoramento genético que trouxe
Muitos avancos para a obtencdo de novas cultivares vegetais. A
transformacao genética possibilita a obtencdo de plantas com
genes diferentes de seu genoma original por meio da aplicacao de
engenharia genética.

As etapas da transformacgao consistem em: 1) identificar um gene
de interesse; 2) realizar o isolamento do gene de interesse; 3) realizar
a construcao do cassete génico (construto) com o transgene de
interesse; 4) preparar o vetor de transferéncia; 5) transferir para o
genoma-alvo; 6) "escolher o método de transformagdo”; 7) realizar
a regeneracao de plantas transgénicas; 8) realizar as analises
moleculares; 9) realizar a avaliacdo em casa de vegetacdo e campo.

Existem diversos métodos de transformacao, e a escolha do
melhor depende da selecdo do material transformado, se € célula,
protoplasto ou tecido. Este fato depende tambem da disponibilidade
de material e da capacidade de regeneracdao do explante utilizado.
Os principais metodos sao biobalistica, transformacdo mediada por
Agrobacterium e eletroporacao, e eles consistem basicamente em:

a) Integracao do transgene ao genoma da planta.

b) Regeneracado de plantas a partir da célula transformada.

c) Expressdo do transgene introduzido nas plantas regeneradas.
d) Transmissao do transgene introduzido de geragcao em geracao.

Os metodos de transformacao que nao dependem do gendotipo
sao considerados metodos diretos, em que principios quimicos
e fisicos sao utilizados para que ocorra a transferéncia de DNA.
A Dbiobalistica e a eletroporacao de protoplastos sdo metodos de
transformacdo direta extensivamente adotados na biotecnologia.
Ha outros meétodos com menor eficiéncia, portanto menos
utilizados, como micro e macroinjecao; raios laser; microfibras de
carboneto de silicio; ultrassom. Eles consisterm em modificacdes
nas paredes e membranas celulares e ndo requerem a utilizacao de
vetores biologicos. A eficiéncia e praticidade variam de acordo com
a especie em estudo, o tecido usado e os parametros otimizados
para cada técnica.
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A biobalistica ou aceleracdo de particulas € uma das técnicas de
alta eficiéncia que consiste no bombeamento de células ou tecidos
com microparticulas de tungsténio ou ouro carregando o DNA
exogeno. O mecanismo de bombeamento se da por meio de um
acelerador que lanca as microparticulas em uma camara especial
em condicdes de vacuo, a fim de que estas penetrem na parede
celular e na membrana plasmatica da célula vegetal, permitindo a
transferéncia direta de DNA. O DNA precipitado das microparticulas,
ao entrar na celula vegetal, se dissocia das microparticulas pela
acao do liquido celular e se integra ao genoma do organismo a ser
modificado.

Figura 4.1 | Transformacédo por biobalistica: (A) desenho esquematico
do aparelho de bombardeamento por pressdo de gas; (B) protocolo de
transformacao por biobalistica
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Fonte: adaptada de Aragdo et al. (1998).

O processo todo acontece pela acdao de uma fonte que produz
uma onda de choque para acelerar as particulas. Essa onda pode
ser gerada por explosao quimica, descarga de hélio a alta pressao
(processo com maior eficiéncia) ou pela vaporizacao de uma gota
de agua. Qualquer tipo de célula pode ser utilizado para esse tipo
de transformacao.

[]9 Pesquise mais

A eletroporacdo tambeém € um metodo de transformacao genética
direta muito utilizado, desenvolvido como alternativa a transformacao
por Agrobacterium em cereais, tendo sido depois estendido para
a transformacdo de outras especies vegetais. Neste video vocé é
apresentado aos principais conceitos da técnica (disponivel em:
<https://www.youtube.com/watch?v=KjRd-c-LzMo>. Acesso em: 3
abr. 2018).
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Histérico da transformacgao genética de plantas: transformacgao
genéticaindireta via Agrobacterium tumefaciens e a transformacao
por Agrobacterium tumefaciens

A transformac¢ao indireta € um meétodo também muito utilizado
na biotecnologia, embora dependa de um vetor para mediar a
transferéncia de genes, tal como Agrobacterium tumefaciens e
Agrobacterium rhizogenes. Este ¢ um metodo com baixa eficiéncia
na maioria das monocotileddneas e gimnospermas. Por outro
lado, € muito importante pois consiste na capacidade natural de
introduzir DNA em plantas hospedeiras, e o DNA integrado passa a
ser expresso como parte do genoma da planta.

As bactérias do género Agrobacterium sao fitopatogenas e
possuem capacidade natural para transferir DNA para algumas
espécies de dicotiledébneas a partir da formacdo de um “tumor”
conhecido como galha-da-coroa.

Para a formacdo desse tumor deve haver um ferimento pelo
qual a agrobactéria vai reconhecer a planta e iniciar a infeccao e
transferéncia do DNA. Mesmo apos a desinfeccdo das plantas, oS
sintomas permanecem, pois a agrobactéria deixa um fragmento
de DNA, denominado DNA de transferéncia (T-DNA), que ¢
integrado aoc genoma do vegetal e se expressa de maneira estavel.
Esse mecanismo de manipulacao genética foi descoberto pelos
fitopatologistas em 1977, dando origem ao primeiro método de
transformacao.

O uso de Agrobacterium como vetor inclui duas etapas:

» 12 - obter as linhagens desarmadas: ou seja, obtencdo de um
plasmideo Tidesarmado. Os plasmideos bacterianos sao sequéncias
de DNA de fita dupla, com formato circular, que carregam genes.
O T-DNA faz parte do plasmideo da agrobactéria e carrega tanto
genes oncogénicos, que causam tumor e sao indesejados para
transferéncia, como genes relacionados a transferéncia e a
replicacdo de plasmideos. Pela manipulacdo genética, os oncogénes
sao deletados e produzem-se linhagens desarmadas.

e 22 - preparacdo do vetor contendo o T-DNA com os genes de
interesse.

As bactérias Agrobacterium tumefaciens apresentam o plasmideo
Ti, enquanto que as do tipo Agrobacterium rhizogenes apresentam



plasmideo do tipo Ri. O mais utilizado por abranger maior niumero de
especies hospedeiras € o plasmideo Ti. Por causa do seu tamanho
(~200pb), o plasmideo Ti ndao pode ser manipulado diretamente.
Desta forma sdo utilizados plasmideos menores (vetores), mais faceis
de manipular, com as extremidades do T-DNA, e entre elas ¢ feita a
clonagem. Estes vetores podem ser do tipo binario ou cointegrado.

Figura 4.2 | (A) Vetores cointegrados: sdo originados de vetores
intermediarios, geralmente possuem origem de replicacao do tipo ColE
1 e nao se replicam em Agrobacterium; (B) vetores binarios: podem se
replicar tanto em E. coli quanto em Agrobacterium e mantém-se de forma
independente do plasmideo Ti

Sistema de vetores de Agrobacterium para transformagao

Cointegrado Binario

Wl Retiso de homologia Vir = Regido de viruléncia

PTi = Plasmidio Ti

B Genes de interesse

[>  Exremidades do T-DNA

Fonte: adaptada de <http://slideplayer.com.br/slide/49875/>. Acesso em: 4 abr. 2018.

Os vetores intermediarios podem integrar-se ao plasmideo Ti
gragas a um processo de recombinacao simples, por uma regiao
de homologia com o T-DNA da linhagem desarmada, formando o
vetor cointegrado.

A eficiéncia de transferéncia do T-DNA para as células vegetais
€ a mesma nos dois sistemas. No entanto, o sistema de vetores
binarios tem sido mais utilizado, pois a eficiéncia na obtencao
de linhagens recombinantes de Agrobacterium € cerca de 100
vezes maior do que em sistemas cointegrados. A limitacdo desta
técnica € que Agrobacterium so é eficiente para transformar plantas
dicotiledéneas.

Achados inovadores com uso de enzimas de restricdes

Aplicagdes agronémicas a partir da transformagdo genética de
plantas
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Asenzimasderestricao sao utilizadas atualmenteem praticamente
todos os processos que envolvam pesquisas, manipulagdes, analises
e criagao de novas combinacdes de sequéncias de DNA. Entre as
aplicagdes mais utilizadas estdo a clonagem de DNA, o teste de
paternidade, a gendmica, o diagnostico de doencas hereditarias,
a producdo de organismos geneticamente maodificados e a
epigencética.

o() Reflita

Em 2018, apos 48 anos da primeira enzima de restricdo purificada,
podemos ter a certeza de que, sem a descoberta das enzimas de
restricao, a tecnologia de DNA recombinante, todos os campos das
ciéncias OMICAS e a biotecnologia ndo estariam tdo avancadas como
estdo atualmente.

Em 2010 uma equipe de pesquisa que ja usava enzimas para
construir a primeira célula bacteriana sintética usou maquinas para
sintetizar quimicamente o genoma bacteriano Mycoplasma mycoides
de um milhdo de pares de bases em 1.080 pedacos de pares de
bases que foram entdo unidos para formar um genoma sintético
completo. Estes cientistas usaram enzimas de restricdo para ajudar
a clonar e analisar 0 genoma sintético e acabaram transplantando
O genoma sintético de M. mycoides para uma célula bacteriana
de Mycoplasma capricolum, provando que as células receptoras
gue abrigavam apenas o0 genoma sintetico de M. mycoides eram
capazes de reproduzir e exibir caracteristicas de células normais de
M. mycoides. Neste exemplo podemos ter uma ideia de como as
enzimas de restricdo afetaram o campo da biologia molecular e a
nossa capacidade de manipular o DNA, bem como a forma serve
ainda como se fosse uma ferramenta inestimavel para pesquisadores.

A transformacao genética tambem tem sido de fundamental
importancia na evolucdo da engenharia genética, tal como no
melhoramento genético. InUmeras espécies agricolas ja foram
beneficiadas com o uso destas técnicas, como a familia de
plantas Solanaceae (de vegetais como a berinjela e o tomate),
que foram submetidas com sucesso a transformacao genética
com varios propositos usando diferentes abordagens. No tomate,
a transformacao mediada por Agrobacterium de explantes de
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cotiledones foi alcancada, assim como a transformacao por meio
de protocolos de protoplastos.

Emlegumes pertencentesafamiliade plantas Brassicaceae também
foram desenvolvidos protocolos de transformacdo, geralmente
obtida por inoculacao de explantes de mudas com Agrobacterium,
mas também sao utilizados protocolos com transferéncia direta de
genes usando protoplastos e regeneracao por organogénese.

Podemos citar outros muitos exemplos de familias de
plantas que dependem da transformacdo genética para o seu
melhoramento genético vegetal, pois a baixa eficiéncia da selecao
fenotipica, especialmente para tracos agrondmicos herdados
quantitativamente, vem sendo superada pelo uso da transformacao
genética e de marcadores moleculares que melhoraram a eficiéncia
de selecdo e a deteccdo de regides especificas do genoma com
caracteristicas de interesse.

A transformacao genética e a edicao de genomas possibilitam
o controle de caracteristicas fenotipicas interessantes ao
agronegocio, tal como estudar o papel dos genes responsaveis por
cada caracteristica, aumentando a possibilidade de gerar genotipos
de elite e acelerar a taxa de reproducao das plantas.

Sem medo de errar

Como aprendemos nesta secao e ao longo de todas as secdes
estudadas até o momento sobre ©os avanc¢os biotecnologicos,
a ciéncia evoluiu muito nos ultimos anos, e isso se deve ndo so
ao aumento das tecnologias disponiveis, mas também ao melhor
entendimento que os cientistas tém hoje sobre fisiologia, morfologia,
genética e todo o funcionamento de uma célula, seja ela vegetal,
animal ou procariotica. Deste modo, qualquer experimento de
clonagem ou transgenia que € realizado hoje em dia € baseado
em inumeros experimentos mais basais que geraram muito
conhecimento prévio e que ajudaram na construcao dos protocolos
e metodos adotados. Por isso, uma visao preconceituosa sobre a
transgenia e a falta de esclarecimentos sobre como o trabalho dos
cientistas é feito podem gerar uma aversao da populacao a esse tipo
de pesquisa, embora haja uma grande cautela e ética dos cientistas
para a producao de qualguer experimento.
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Avancando na pratica

Transformag¢ao em milho

Descricao da situagcao-problema

Tendo acesso a identificacdo e ao isolamento de uma grande
guantidade de genes que auxiliam na produtividade e na reproducao
de milho, qual método de transformacao vocé utilizaria para testar
a utilidade desses genes?

Resolucdo da situagcdo-problema

Tendoemvistague omilhoéumaangiospermamonocotileddnea,
havia uma grande dificuldade de se utilizar transferéncia de genes
mediada por Agrobacterium, poréem este cenario mudou desde
a década de 1990, com a evolucao dos estudos de regeneracao
de plantas transgénicas férteis por meio de metodologias de
transformacaogenéticaporcepasdeAgrobacterium. Atransformacao
mediada pela bactéria Agrobacterium em tecido meristematico ¢é
uma excelente alternativa, pois ja existem inumeros protocolos,
descritos até mesmo para espécies de monocotileddneas como
arroz e aspargo. Em dicotiledédneas essa técnica sempre foi muito
utilizada pelo fato de a infeccdo por Agrobacterium neste grupo de
plantas ocorrer com facilidade e naturalmente.

Faca valer a pena

1. Uma das principais limitacdes do uso de transformacéo indireta por
Agrobacterium para a maior parte das plantas ndo € muito bem conhecida,
mas atribui-se a algumas possiveis razdes, como a auséncia de sitios de
reconhecimento entre as bactérias e a superficie de algumas plantas, a
inibicao da inducao de genes de transferéncia por algumas plantas ou
a inibicao pelo balango hormonal de auxinas e citocininas em algumas
categorias de plantas. Sendo assim, é essencial estabelecer a melhor
combinagdo patdgeno-hospedeiro para determinar a espécie a ser
transformada por este método.

Qual € a principal limitacao da transformacao indireta por Agrobacterium?

a) E um método quimico.
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b) Os genes integrados ao genoma hospedeiro sdo transmitidos as
progénies.

c) Coloniza apenas dicotileddneas.

d) Apresentam plasmideo do tipo Ti.

e) Séo virulentas.

2. Para a transferéncia direta de genes, ndo ha necessidade de se construir
um vetor particular. Isso tem um duplo significado. Por um lado, os
plasmideos contendo um gene a ser transferido para plantas podem ser
de tamanho pequeno e podem ser construidos e cultivados inteiramente
em E. coli ou outros hospedeiros adequados. Por outro lado, o DNA nado
clonado também pode ser introduzido diretamente em protoplastos de
plantas.

Qual dos métodos listado a seguir é considerado mais eficiente em termos
de transformacgdo génica direta?

a) Ultrassom.

b) Biobalistica.

c) Raios laser.

d) Microfibras de carboneto de silicio.
)

e) Micro e macroinjecdo.

3. A incorporacdo de genes via transformacdo genética é muito utilizado
no melhoramento vegetal, com a finalidade de incorporar genes com
caracteristicas de interesse entre plantas distintas, podendo assim fazer
com gue novos genodtipos expressem fendtipos de interesse agrondmico.

Todo método de transformacdo genética depende da cultura de células?

a) Sim, todos os métodos de transformacao utilizam cultura de células e
tecidos de planta in vitro.

b) Nao, somente biobalistica.

c) Ndo, somente por transformacdo indireta.

d) Ndo, somente por transformagao direta.

e) Sim, com excegdo do método de biobalistica, que nao utiliza.
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Secao 4.3

Mecanismo de transformacao por Agrobacterium
tumefaciens

Dialogo aberto

Em maio de 2017, tivemos a tematica dos transgénicos discutida
em um filme participante da competicdo do Festival de Cannes, Okja,
uma producao da Netflix que que atingiu uma enorme repercussao
a0 abordar temas polémicos como a industria alimenticia mundial,
a situacdo de consumo saturado em que vivemos, as associacdes
de protec¢do animal e producgao de alimentos transgénicos. A trama
do filme contrapde o superpoder de uma grande corporacao de
producao de carne animal, que cria uma linhagem de porcos gigantes
transgénicos, a vida simples de uma menina coreana, que cuida de
um desses porcos em uma floresta nativa. Em varias partes do filme
€ possivel identificar um preconceito com relagdo a producdo de
alimentos geneticamente modificados, tal como a associacdo desta
técnica relacionada aos impactos depreciativos a natureza.

Além dos principios éticos, politicos, ambientais e sociais sobre
a manipulagdo genetica em animais e plantas, existem varias
caracteristicas biologicas que distinguem os transgénicos animais
e vegetais. Com base nesse assunto, como uma caracteristica
que € unica de célula vegetal pode possibilitar o uso de técnicas
especificas de manipulacdo genética em plantas?

Nao pode faltar

Agrobacterium tumefaciens: uso e aplicagdes biotecnoldgicas
e usos praticos

Como vimos na Secao 4.2, Agrobacterium tumefaciens € um
grupo de bactérias muito utilizado para a transformacao genética
indireta, principalmente para a transferéncia de genes em espéecies
de dicotiledbneas. Essas bactérias de solo tém sido muito utilizadas
em experimentos de biologia molecular, pois sdo responsaveis



pela formacao de tumores (conhecidos como galls) em plantas
(principalmente angiospermas dicotileddneas), formando tecidos
e células que se multiplicam descontroladamente devido a
transferéncia de genes da bactéria para as células vegetais. A
infeccdo da planta por Agrobacterium requer um ferimento no
tecido vegetal e a excrecdo de compostos fenolicos reconhecidos
pela bactéria. Assim como todos os plasmideos usados como vetor
de clonagem, parte do plasmideo de Agrobacterium, principalmente
em regides Ti (Tumor-inducing), T-DNA ou DNA de transferéncia,
deve ter capacidade de autorreplicacdo e ainda possuir marcador
de seletividade e sitio de clonagem. Essa parte do plasmideo é
transferido para a célula vegetal e integrado ao genoma da planta.
A insercao do DNA no plasmideo ¢ feita com enzimas de restricdo
gue inativam ou ativam 0s genes de interesse.

O processo de montagem do plasmideo € muito importante
para O sucesso da cotransformacdo. Um unico ou dois plasmideos
separados sao clonados em células competentes para a obtencao
de inumeras copias, dando sequimento aos metodos e aplicacdes
da transformacao propriamente dita em plantas.

Em cada passo de clonagem, o gene ou conteudo génico
deve ser controlado por diferentes enzimas, e estes, por sua vez,
controlam os fragmentos gerados com marcadores de DNA.

O plasmideo Ti em Agrobacterium apresenta duas regides
essenciais: a regido do T-DNA, que é transferida, e a regidao de
viruléncia (vir), que codifica proteinas responsaveis pelo processo
de transferéncia do T-DNA para as células vegetais. Os genes do
T-DNA da espécie A. tumefaciens sao expressos somente em
células vegetais, sendo que seus genes passam a codificar enzimas
envolvidas na biossintese de hormonios vegetais como a auxina e
citocininas, tendo assim uma produc¢do e um crescimento excessivo
de células que receberam o T-DNA, caracterizando o tumor. Apos
a transferéncia, o T-DNA aumenta a sensibilidade das ceélulas
vegetais, levando a formacao de tumores e a producao de opinas
(aminoacidos ou carboidratos modificados), que sdo catabolizadas
somente pelo patogeno. Como os genes do T-DNA em células ou
tecidos transformados podem impedir a regeneracao de plantas
normais, € feito o desarmamento da Agrobacterium por remocao
ou inativacdo desses genes. A transferéncia do T-DNA para as



células vegetais € semelhante a conjugacao bacteriana, sendo que
0s genes responsaveis pela transferéncia sdo localizados na regido
de viruléncia (vir) do plasmideo Ti.

Figura 4.3 | Esquema ilustrativo do plasmideo T-DNA desarmado

Promotor Gene de interesse

! Finalizador

Promotor
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Selecao da Planta
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Regido Flanqueadora ~
Esquenda

Regiao
Flanqueadora
Direita

T-DNA desarmado

Marcador para
Selecao da Bactéria
(gene de resisténcia)

Origem de

Regido de Viruléncia Replicagao

Fonte: adaptada de <http://felix.ib.usp.br/pessoal/marcos/minhaweb3/Docs%20aulas’%20
teoricas/transformacao%201.pdf>. Acesso em: 4 abr. 2018.

As células que sao transformadas podem ser identificadas pela
inclusdo de genes marcadores no T-DNA ou pela inclusdo de
genes de resisténcia aos antibioticos. A interacdo que acontece
entre a bactéria e a parede celular vegetal se da no periodo de
cultivo, durante a divisdo e a diferenciacao. Primeiro ha a sintese
de novas paredes celulares enquanto a bactéria produz grandes
quantidades de material celuldsico. Ocorre entdo a interagao entre
0s polissacarideos da parede celular vegetal e as fibrilas de celulose
produzidas pela bactéria, onde ha ativacao dos genes (regido vir)
seqguida de mudancas no T-DNA, e a transferéncia para o nucleo da
célula vegetal se completa. A incorporacao do T-DNA no genoma
da planta se estabelece de maneira aleatoria. Sugere-se que a
incorporacao ocorra devido a um evento de recombinagao ilegitima
ou nao homologa, por um fendmeno natural.
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‘tz" Assimile
Os genes constituintes do T-DNA naturalmente podem ser substituidos
por outros genes de interesse, como marcas de selecao, por exemplo
genes que expressam resisténcia a um antibidtico. Este processo de
transformagado genética € muito bem elucidado em plantas, mas também
tem sido aplicado em fungos, animais € até células humanas. A aplicacao
de mutacdes aleatorias de genes utilizando a transformacao genética
pode ajudar a elucidar a funcdo de muitos genes ainda desconhecidos.

A conjugacao triparental € um meétodo indireto de transformacao
que utiliza a Agrobacterium. O metodo consiste em um processo
simples, pois ndo requer equipamentos especificos, e eficiente.
E feito por meio de cocultivo, em que apds a transferéncia sio
selecionadas apenas as linhagens recombinantes de Agrobacterium,
contendo os antibioticos apropriados. O gene codificador da
caracteristica de interesse € expresso em um plasmideo auxiliar. A
desvantagem deste metodo € que ele dura quatro dias e podem
ocorrer alteracdes no plasmideo introduzido, em funcao da
recombinagcao com o plasmideo auxiliar (conhecido como helper),
O que leva a perda das linhagens. O plasmideo helper ndo se replica
em Agrobacterium e € eliminado No processo.

O método de chogue térmico ja € um processo de transferéncia
direta em que sao aplicados vetores de Agrobacterium. Seu principio
€ a alteracdo da permeabilidade da membrana em condicdes
extremas de temperatura (de -80 ou em nitrogénio liquido), para
que haja passagem do vetor, binario ou intermediario (cointegrado),
para a Agrobacterium receptora. A vantagem é que o0 método tem
duracdo de trés dias e, quando comparado com conjugagao, as
chances de recombinacao e alteracao do DNA sao minimas.

Protoplastos: defini¢ao, isolamento e cultivo

Protoplastos sdao células somaticas desprovidas de parede
celular. Esta parede pode ser removida por processos mecanicos
Oou processos enzimaticos. Nos protoplastos isolados, a membrana
plasmatica encontra-se totalmente exposta. A parede celular ¢é
composta por polissacarideos e proteinas de estrutura, tais como a
celulose e a hemicelulose, proporcionando rigidez a célula vegetal,
e a pectina, que por sua vez proporciona a agregacgao celular.
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Figura 4.4 | Diferenca entre uma célula vegetal normal e protoplasto, onde
€ possivel observar a auséncia da parede celular

Célula vegetal com
parede celular

Célula vegetal sem parede
celular = protoplasto

Fonte: adaptada de <https://pt.slideshare.net/DanielaRamirez33/estructura-y-composicin-
qumica-de-las-bacterias/18>. Acesso em: 9 abr. 2018.

As solugdes enzimaticas utilizadas para a degradacdo da parede
celular séo compostas por celulases e pectoliases. As enzimas
celuloliticas, hemiceluloliticas e pectoceluloliticas sdo isoladas de
microrganismaos simbioticos, parasitas ou saprofiticos que degradam
naturalmente a parede celular. As preparacdes comerciais dessas
enzimas constituem-se de fracdes parcialmente purificadas de
extratos destes microrganismos. As principais enzimas utilizadas
no isolamento de protoplastos sao: cellulase Onozuka R10 (2.0%)
ou cellulase Onozuka RS (2.0%), isolada de Trichoderma viride e
cuja atividade celulotica permite a descristalizacdo de cadeias e
despolimerizacao da celulose; a pectinase Macerozyme R10, isolada
de Thyzopus sp e cuja atividade endopoligalacturonase permite o
desdobramento da pectina; a celulase Driselase, isolada de Irpex
lacteus e com atividade pectinolitica e celulolitica; a celulose
Cellulysin, também isolada da espécie Trichoderma viride e com
atividade de hidrolise das ligacdes glicosidicas B1,4 da celulose; e a
pectinase Pectolyase Y23, que ¢ isolada de Aspergillus japonicus e
tem atividade pectinase.

As condi¢cdes da solucao para o isolamento dos protoplastos
depende de um meio liguido com os principais componentes, pH
da solugao que favoreca a acdo enzimatica (que compreende algo
em trono de 5,4 a 6,2), com uma pressao osmaotica que propicie
estabilidade aos protoplastos liberados, reducdo da pressao
hidrostatica (equivalente ao potencial de pressao) da célula com
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substancias como manitol, sorbitol, sacarose (0,3 a 0,8 M) e adicéo
de fenois como Polivinilpolipirrolidone (PVPP) com concentracdo
de 0 a 2% p/vem monocotileddneas.

O processo de obtencao de uma plantula pela producdo de
protoblastos segue 0s seguintes passos:

» Esterilizacao superficial das folhas.
» Remocdo da epiderme abaxial (inferior) com fita adesiva.

* Incubacdo das folhas com fita ainda aderida a face adaxial em
solucao enzimatica.

» Digestdo das paredes celulares pelas enzimas e liberacao dos
protoplastos no fundo da placa.

» Obtencao dos protoplastos derivados de folhas.

» Remocado da solucdo enzimatica.

» Lavagem dos protoblastos.

» Ressuspensdo em meio contendo sacarose.

» Ressuspensdao em meio de cultura.

« Contagem celular (amostra) por hemacitdbmetro.

» Ressuspensdao em meio de cultura, ajustando-a corretamente
por densidade celular.

F|gura 4.5 | Obtencéo de batateiras a partir de protoblastos
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colocadas num meio
de incubagio
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Mova planta
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celulares

Fonte: <http://biacosta-6.wixsite.com/biocontrolo/regenerao-a-partir-de-protoplastos>.
Acesso em: 4 abr. 2018.
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Ha varios tipos de meio de cultura que podem ser utilizados para
o cultivo de protoblastos, como cultura em meio liquido, cultura em
meio solido de agarose, meio liquido e solido e cultura nutridora com
membrana de papel milipore ou nylon sobre cultura celular nutridora.

oéb Reflita

As vantagens de se utilizar protoplastos em comparacdo as demais
células normais constituidas de parede celular refere-se principalmente
afacilidade de se introduzir o material genéetico, como a transferéncia de
genes. Com o uso de protoplastos, também é possivel produzir novos
cruzamentos interespecificos e intergenéricos entre plantas dificeis ou
impossiveis de hibridar convencionalmente e estudar a atividade dos
genes citoplasmaticos e suas fungdes bem como 0s processos que
ocorrem com 0s genes citoplasmaticos, produzindo combinacdes de
genes nucleares e citoplasmaticos unicos.

Por meio da cultura de protoplastos € possivel remover a parede
celular vegetal deixando a membrana intacta, gerando protoplastos,
0s quais podem ser cultivados regenerando células, orgaos e plantas
completas.

Hibridagao somatica via fusdo de protoplastos

A hibridacdo somatica ou fusdo de protoplastos € uma das
primeiras técnicas consideradas como introdutorias da engenharia
geneética, sendo incialmente descrita por Carlson em 1972. A técnica
consiste em isolar protoplastos fundidos, envolvendo interacdes
nucleares e citoplasmaticas. A hibridacao somatica produz hibridos
nucleares ou hibridos citoplasmaticos (cibridos), e sua eficiéncia
depende do controle dos varios estagios da técnica — a saber:
isolamento e fusdo; identificacao e selecdo dos heterocariontes e
células hibridas; regeneracao das plantas).

A fusdo de protoplastos entre dois genomas diferentes pode
ser espontanea (intraespecifica ou intergenérica) ou induzida (por
fusdo quimica, mecanica ou eletrofusao). Fusdo espontanea pode
ocorrer durante o isolamento de protoplastos devido ao contato
fisico das células, mas ela ndo € eficiente pois acontece em taxas
muito baixas. A fusdo quimica (induzida) ja ocorre com a indugao
por agentes quimicos fusogénicos, como polietilenoglicol (PEG),
nitrato de sodio, calcio ou alcool polivinil (PVA).
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v=|] Exemplificando

A fusdo quimica de protoplasto usando o polietilenoglicol (PEG) é
normalmente o mais utilizado. Devido a carga negativa existente
na superficie das células (efeito dos grupos fosfato e proteinas de
membrana), ha uma tendéncia natural de repulsdo entre elas. O PEG,
gue € um polimero de elevado peso molecular, contraria este efeito
de repulsdo e permite que os protoplastos se aglutinem e estabelecam
uma espécie de ponte molecular entre as membranas plasmaticas de
dois protoplastos adjacentes, os quais acabam se fundindo.

A fusdo mecanica (induzida) ¢ uma fusao fisica de protoplastos
usando micromanipulacdo e micropipeta de perfusao sob microscopio.
Esta € uma fusdo controlada, enquanto as demais que vimaos até agora
acontecem espontaneamente. A eletrofusao também € uma fusao
induzida, por estimulo elétrico, e ocorre de maneira aleatoria.

A fusdo entre duas células nao implica necessariamente na fusao
de seus nucleos. No entanto, a formacao de um nucleo hibrido é
absolutamente necessaria para se verificar a hibridagdo somatica.
Na fusdo de duas espécies (A e B) podemos obter:

e Homocarions (nucleos iguais): fusao de protoblastos A X A ou
fusdo de protoplastos B X B.

» Heterocarions com nucleos diferentes: fusdo de protoblastos A
X B sem fusdo nuclear.

e Heterocarions formando hibridos somaticos: fusao de
protoplastos A X B com fusdo nuclear.

» Cibridos ou hibridos citoplasmaticos: fusao de protoplastos A X
B — poréem o nucleo de um dos protoplastos € segregado, resultando
em um protoplasto com o nucleo de um dos progenitores e um
citoplasma hibrido.

D9 Pesquise mais

Os cibridos séo importantes do ponto de vista agrondmico e requerem
a aplicagdo de procedimentos especificos, como a utilizagao de
protoplastos sem nucleo (citoplastos) ou a eliminacdo de um dos
nucleos apos a fusdo. A segregacao de um dos nucleos pode ocorrer
espontaneamente, mas isso € raro. }
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Ensaios deste tipo permitem a obtencdo de linhas com nucleo em um
citoplasma estranho, permitindo a combinagdo do genoma nuclear de
um progenitor com o genoma citoplasmatico de outro.

Por meétodos classicos, essas linhas podem ser obtidas pelos
retrocruzamentos sucessivos entre hibridos e a linha que funciona com
o progenitor feminino. Vocés podem ler mais a respeito na publicacdo
da Embrapa, Hibridagdo somatica, disponivel em: <https://ainfo.cnptia.
embrapa.br/digital/bitstream/CNPA/20840/1/DOC181.pdf>. Acesso
em: 4 abr. 2018.

Transformacgdo genética de protoplastos

A transformacao genética utilizando protoplastos pode ocorrer
com a aplicagcao da fusao de protoplastos. O produto da fusao
dos hibridos somaticos permite obter combinacdes que nao se
encontram na natureza.

Nos hibridos obtidos por cruzamento sexual ocorre mistura
dos genomas dos progenitores, mas os genes do citoplasma —
presente nas mitocodndrias e nos cloroplastos — sdo herdados do
progenitor feminino. Ja nos hibridos somaticos obtidos por fusao
de protoplastos, entre duas espécies, o resultado é diferente, pois,
alem de ter a mistura de genomas nucleares, sabe-se que 0s genes
citoplasmaticos também sdo provenientes dos dois progenitores.
Entretanto também pode acontecer de, apods sucessivas divisdes
celulares em protoplastos, as organelas celulares de um dos
progenitores serem eliminadas. Neste caso, apenas O genoma
citoplasmatico de um dos progenitores € presente no hibrido.

A fusdo somatica permite a manipulacao de caracteristicas
extracromossomicas interessantes ao estudo do melhoramento
genético, como a macho-esterilidade. A hibridacdo somatica também
pode ser empregada para superar algumas limitacdes inerentes aos
cruzamentos entre espécies ou géneros diferentes. A confirmacao
da hibridacdo somatica pode ser obtida pela analise da morfologia
foliar, por contagem do numero de cromossomos ou pelo uso de
marcadores moleculares.

A grande limitacao desta técnica € referente a um possivel
desbalanceamento gendmico, perda de cromossomaos Nao pareados
ou falta de fusao nuclear. A perda seletiva de cromossomos pode
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ocorrer mesmo guando acontece a fusdo, e o desbalanceamento
nuclear resultante pode reduzir a viabilidade e o potencial regenerativo
da planta. Esta tem sido a principal limitacao desta técnica para o
melhoramento genético de plantas.

Sem medo de errar

Para a clonagem de espécies de plantas monocotileddneas,
por exemplo, Nao seria interessante implementar a transformacao
genética e a propria clonagem, utilizando-se de vetores de
Agrobacterium, mesmo porgue estas bactérias ndo conseguem
infectar com eficiéncia esse grupo de plantas. Outra caracteristica
importante quando pensamos em manipulacdo genética e
clonagem é saber em que parte do genoma da planta a caracteristica
de interesse se encontra. A macho-esterilidade, por exemplo, € uma
caracteristica do DNA citoplasmatico e, portanto, a melhor forma
de se obter linhagens puras com essa caracteristica € pela fusao
somatica de protoplastos gerando hibridos cibridos.

Avancando na pratica

Transformacao genética

Descricao da situagao-problema

Pesquisadores de um centro de pesquisa de batatas estudam dois
cultivares de plantas, distintos entre si com relacao a caracteristicas de
produtividade. Estes pesquisadores tém por objetivo o intercruzamento
desses cultivares para gerar um hibrido com caracteristicas
intermediarias. Porem ha uma grande dificuldade em realizar esse
cruzamento. Diante deste entrave, como os pesquisadores poderiam
aplicar alguma técnica biotecnologica para a obtencao de um cultivar
hibrido, produto de um cruzamento “forcado’?

Resolucdo da situagcdo-problema

Neste caso, eles poderiam aplicar a fusdao de protoplastos
para realizar este cruzamento dificultoso, pois, uma vez que ha
auséncia de parede celular nas ceélulas vegetais, € possivel obter-
se maior facilidade para introducdo de DNA exogeno, tal como a
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realizacdo de fusdo entre duas células distintas. Essa transformacao
genética depende da introdugao estavel dos genomas de ambas
as celulas em um organismo hibrido. Este organismo hibrido entao
ira expressar 0s genes e as caracteristicas de interesse de ambos os
genes parentais.

Agora que finalizamos os conteudos da disciplina, vocé deve
construir um relatorio descritivo da reacao em cadeia polimerase na
identificacdo de plantas geneticamente modificadas.

Faca valer a pena

1. Agrobacterium ¢ um grupo de bactérias do solo que foi descrito
em 1907 como causador de uma doenca em plantas capaz de levar a
formagdo de tumores, no entanto somente em 1930 as Agrobacterium
foram caracterizadas como os agentes causadores da doenca. Em 1970
constataram a correlacdo entre a doenca e um plasmideo e em meados
de 1979 foi realizada a transferéncia de um fragmento de DNA da bactéria
para a célula vegetal.

Escolha a alternativa a seguir que corresponde a uma peculiaridade da
interacao entre Agrobacterium e as células vegetais em monocotileddneas?
a) Transferéncia de um fragmento de DNA, o T-DNA, do plasmidio Ti no
genoma vegetal.

b) Insercdo em posi¢do aleatdria dentro do genoma.

c) Indugdo a proliferagdo celular, originando tumores ou raizes a partir da
célula transformada.

d) Sintese de substancias chamadas opinas, que sdo a fonte de C e N das
bactérias, a partir das células vegetais transformadas.

e) A bactéria ndo consegue infectar de forma eficiente a maioria das
plantas deste grupo.

2. A fusdo somatica permite aos melhoristas a manipulacdo de
caracteristicas extracromossédmicas, como a macho-esterilidade, que sao
invidveis por cruzamento sexual. A aplicacdo desta técnica pode ajudar
na manipulacdo de espécies e géneros que possuem limitagdes em seus
cruzamentos.

Qual tem sido a principal limitacao da aplicacao da técnica de hibridacdo
somatica no melhoramento genético vegetal?

a) Perda seletiva de cromossomos e desbalanceamento nuclear.
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b) Manipulagdo de caracteristicas extracromossémicas.
c) Segregagdo de um dos nucleos.

d) Obtencdo de linhas aloplasmicas.

e ) Mistura de genomas nucleares.

3. A macho-esterilidade genético-citoplasmatica ocorre em alguns
organismos hibridos de plantas, como no caso do milho. Essa pode ser
uma caracteristica agrondmica importante ao melhoramento genético
para a obtencao de plantas cuja producao de gametas masculinos ndo
€ viavel, apesar de os orgdos florais femininos serem saudaveis e as
estruturas vegetativas nao apresentarem qualquer anomalia. Essa € uma
caracteristica muito valorizada para a producdo comercial de sementes
de milho, que ja foi identificada em outras espécies vegetais, sendo um
componente estratégico para a producao de hibridos em culturas como
girassol, soja, arroz e sorgo. A macho-esterilidade pode ser empregada
como estratégia para evitar que ocorram autofecundacdes nas fémeas das
linhagens em que estdo sendo produzidas sementes.

Que tipo de fusdo de protoplastos é utilizada por melhoristas para a
obtencdo da caracteristica de macho-esterilidade em plantas?

a) Hetericarions com fusdo nuclear.
b) Cibridos.

c) Heterocarions sem fusao nuclear.
d) Homocarions.

e) Fusdo por cruzamento sexual.
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