melhoramento genético vegetal

vem sendo praticado ha bastante
tempo e contribuido em muito para o
aumento da produtividade da maioria
dos produtos agricolas de importancia
econémica. De um modo geral, o me-
lThoramento se baseia no cruzamento
de plantas com caracteristicas superio-
res e selecdo da progénie, gerando as-
sim uma cultivar que combina as carac-
teristicas desejaveis de ambos os pais.
Mais recentemente, o melhoramento
genético passou a contar com o auxilio
de novas técnicas, notadamente aque-
las ligadas a transformacio genética, o
que tornou possivel a incorporacdo de
genes provindos de espécies vegetais
sexualmente incompativeis com a es-
pécie que se deseja melhorar. H4 ainda
a possibilidade de se utilizar genes pro-
vindos de outras classes de organis-
mos, como por exemplo virus e bacté-
rias.

Assim, uma planta transgénica pode
ser definida como aquela que sofreu o
melhoramento genético por técnicas
diferentes dos cruzamentos tradi-
cionais. Os progressos obtidos na area
de plantas transgénicas nos ultimos
anos tém sido fantasticos. As primeiras
experiéncias foram realizadas em 1984
(1 e 2) e desde entdo uma gama bastan-
te grande de plantas tém sido transfor-
madas. J4 se conta, hoje, com plantas
resistentes a insetos, viroses, herbicidas
e, ainda, com plantas com qualidade
melhorada, tais como tomate com lon-
ga vida de prateleira, todas elas fruto
de engenharia genética com genes ou
seqliéncias génicas novas.

Existem muitas técnicas para a
transferéncia de genes em plantas, in-
cluindo microinjecdo de 4cido
desoxirribonucléico (ADN), que é o
material genético dos seres vivos, a
introducdo de ADN assistida por
Agrobacterium tumefaciens, ou o

Fernando Adami Tcacenco

microbombardeamento de ADN. Na
microinjecdo, tubos microcapilares sdo
utilizados para injetar ADN diretamen-
te nas células, sem destrui-las, sendo
este método bastante comum em trans-
formacdo de células animais (3). No
entanto, a transformacdo de plantas
por este método é muito dificil, devido
a presenca da parede celular e de
enzimas nos vacuolos das células. O
microbombardeamento, por outro lado,
tem sido bastante usado em plantas.
Neste procedimento, o ADN de inte-
resse €é aderido a parede de
microprojéteis constituidos de particu-
las de ouro ou tungsténio, os quais séo
acelerados a altissimas velocidades em
equipamentos acionados por pélvora
ou por gases como o hélio. Esta técnica
vem sendo usada desde 1987 em varias
espécies vegetais, como por exemplo
milho, trigo e arroz (4 e 5).

No entanto é a técnica baseada em
A. tumefaciens que tem sido a mais
comumente utilizada na transforma-
cdo de plantas. Essa bactéria tem a
fantéstica capacidade de, naturalmen-
te, processar a transferéncia de se-
quéncias de ADN para o ntucleo das
células vegetais, incorporando-as per-
manentemente nos cromossomos. O
objetivo primadrio, para a bactéria, é a
introducéo de genes que fardo com que
as plantas passem a produzir certas
substincias que servirdo como fonte
de nutrientes para as bactérias. Essa
transferéncia de ADN leva a formacao
de tumores, as chamadas galhas, ca-
racterizadas como uma doenca
bacteriana, que pode ser mais ou me-
nos séria, como por exemplo na regido
de producédo de roseiras em Minas Ge-
rais.

Para fins de utilizacdo de A.
tumefaciens para engenharia genéti-
ca, sdo feitas varias modificacdoes no
genoma da bactéria. Inicialmente, os

genes responsaveis pela formacio de
tumores sdo removidos, de tal forma
que as bactérias se tornem avirulentas,
néo sendo mais capazes de formar tu-
mores. Em seguida, faz-se a introdugéo
do gene ou dos genes de interesse, que
passam a ocupar o lugar dos genes
oncogénicos que haviam sido removi-
dos. Tudo isso é feito através de sofisti-
cadas técnicas de engenharia genética
e de biologia molecular. Os resultados
sdo bactérias benéficas, que podem,
agora, ser usadas para a transformacéo
de plantas com genes para resisténcia
a doencas, ou outro tipo de gene que
venha melhorar, agronomicamente, a
espécie vegetal.

Um dos usos mais comuns dessas
bactérias é na introducéo de genes para
resisténcia a virus. Varias partes do
genoma dos virus podem ser usadas,
indo desde o genoma completo até genes
especificos, como aqueles que codifi-
cam a capa protéica ou proteinas de
transporte intercelular, por exemplo.
Algumas vezes se usam seqiiéncias de
anti-senso ou sequéncias de satélites
virais. De todas essas opgoes, a que tem
resultado em maior sucesso é o uso do
gene que codifica a capa protéica.

A transformacao de plantas por esse
método basicamente envolve os se-
guintes passos: alteracdo do plasmi-
deo, com a eliminacdo dos oncogenes e
inclusdo dos genes desejaveis; trans-
formacao de A. tumefaciens com esse
novo plasmideo; co-cultivo da
agrobactéria com explantes vegetais,
normalmente partes de folhas ou
peciolos; regeneracdo de plantas in
vitro através de cultura de tecidos;
selecdo de plantas transformadas atra-
vés do uso de antibiéticos; testes para a
presenca e expresséo dos genes de inte-
resse; testes para resisténcia ao virus
especifico.

Ha alguns métodos para aumentar
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a eficiéncia da transformacio pela
agrobactéria. Um desses métodos ba-
seia-se na inclusio, no meio de cultu-
ra das bactérias, de certas substanci-
as que ativam a transferéncia e incor-
poracdo de ADN pelas células
bacterianas. Acetosiringona (AS) é um
composto freqiientemente usado para
esse fim, posto que varias pesquisas ja
demonstraram que ele é um potente
ativador de certos genes da bactéria
que resultam em uma maior virulén-
cia. Normalmente se utiliza um meio
acido, com pH ao redor de 5,2, para
aumen-tar ainda mais a viruléncia
das bactérias.

Um outro método é o uso de anti-
biéticos do tipo certo e nas dosagens
adequadas. A importéncia desses as-
pectos esta ligada ao fato de que,
quando se delineia o plasmideo con-
tendo o gene de interesse, de origem
viral, também se introduz um gene,
normalmente de origem bacteriana,
que venha a conferir resisténcia a
um antibié-tico. Esse gene é transfe-
rido para o genoma vegetal, e a planta
transgénica passa a ser resistente ao
mesmo, além de expressar resistén-
cia ao virus. Canamicina é o antibiéti-
co mais comumente utilizado para
esse fim, mas varios outros, incluindo
geneticina, podem ser superiores,
dependendo de cada espécie vegetal e
de cada situacéo especifica no proces-
so de transformacao.

Considerando todos esses aspec-
tos, foram desenvolvidas pesquisas
nas areas de bacteriologia, biologia
molecular e cultura de tecidos, visan-
do a obtencdo de plantas de trevo
vermelho transgénicas para o gene
que codifica a proteina capsular do
virus do nanismo do amendoim, ou
peanut stunt virus (PSV), como é a
sua denominacdo em inglés. As pes-
quisas foram desenvolvidas na Uni-
versidade da Flérida, em Gainesville,
em laboratério e casa de vegetacdo.
As pesquisas se concentraram em trés
areas, descritas e discutidas a seguir.

Experimentos conduzidos

1) Efeito de acetosiringona (AS) e
do pH do meio de cultura na virulén-
cia de Agrobacterium tumefaciens.
Foram conduzidos varios experimen-

tos em laboratério, onde se utilizaram
diversas concentracoes desse compos-
to, adicionadas ao meio de cultura de
bactérias. As concentracoes variaram
desde cinco micromolares (mM) até
320mM. Utilizaram-se ainda dois ni-
veis de pH do meio de cultura: 7,0 e
5,2. A metodologia previa o cresci-
mento das bactérias, pertencentes a
diferentes cepas, nos meios de cultura
contendo as varias concentracbes de
AS nos dois niveis de pH, com avalia-
coes do crescimento das células e do
pH do meio a varios intervalos.
Também se avaliou o efeito da AS
e da acidez do meio no desenvolvi-
mento de calos em explantes de trevo
vermelho e de fumo. Para tanto, uti-
lizaram--se pedacos de peciolos foliares
(trevo) ou pedacgos de laminas foliares
(fumo), os quais eram imersos nos
meios de cultura e depois cultivados
in vitro em meio sélido de Murashigue
e Skoog (MS), que é o meio tradicio-

nalmente utilizado para fumo, ou
Gamborg B5, tradicionalmente utili-
zado para trevo vermelho. Faziam-se
avaliacdes do desenvolvimento dos
calos a varios intervalos de tempo.
Os resultados dos experimentos
indicam que o crescimento da
agrobacté-ria foi retardado pela pre-
senca de AS. Isto se reflete no fato de
que, nas fases iniciais, bactérias culti-
vadas em meio com altas doses de AS
cresceram muito mais lentamente do
que culturas com pouco AS ou sem
esse composto, conforme se verifica
na Figura 1. Pode-se observar, no
entanto, que mesmo altas concentra-
coes de AS no meio nao afetaram o
crescimento apés 72 horas, o que vem
a confirmar que esse composto ape-
nas retarda o crescimento bacte-riano.
Comportamento semelhante foi ob-
servado para pH do meio de cultura:
meio acido (pH 5,2) causou um retar-
damento no crescimento inicial das
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Figura 1 - Retardamento no crescimento de colonias de Agrobacterium
tumefaciens devido a presenca de vdrias concentragées de acetosiringona (A)
ede acidez do meio de cultura (B), expresso em percentagem sobre o crescimento obser-
vadoem pH 7,0 na auséncia de acetosiringona
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sendo que o meio acido, acoplado com
altas concentracoes de AS, resultou
em um significativo acréscimo no cres-
cimento de calos. Em fumo, os efeitos
foram um pouco diferentes, posto que
doses muito altas de AS afetaram
negativamente o crescimento; desta
forma, em fumo, os melhores resulta-
dos foram obtidos com doses
intermedia-rias de AS, em meio acido.
A Figura 2 sumariza os resultados
para as duas espécies.

2) Efeito de varias concentracoes

bactérias, mas ao cabo de 72 horas o
efeito ja havia cessado, havendo in-
clusive um efeito positivo de pH acido
no crescimento, conforme se verifica
na mesma figura.

O efeito de AS e pH na viruléncia
de agrobactéria foi testado através do
potencial de formacdo de calos em
explantes de trevo vermelho e fumo,
em meio de cultura contendo antibi6-
ticos seletivos. As andlises de varidncia
mostraram efeito acentuado de AS e
pH em explantes de trevo vermelho,
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Figura 2 - Efeito de vdrias concentragoes de acetosiringona, em micromolares
(mM), sobre o crescimento de calos em explantes de trevo vermelho e de fumo, expresso
em percentagem sobre o crescimento observado na auséncia de acetosiringona. Ambas
espécies foram transformadas por Agrobacterium tumefaciens sob vdrias concentra-

¢oes de acetosiringona no meio de cultura

Figura 3 - Efeito de vdrias concentracgoes dos antibidticos canamicina e
geneticina no meio de crescimento sobre o retardamento no crescimento de
plantulas de trevo vermelho, expresso como a percentagem sobre o peso de

plantulas que cresceram em meto de cultura sem os antibiéticos. O meio de
cultura foi autoclavado juntamente com o antibiético ou antes da adi¢do do
antibidtico

de canamicina e geneticina,
autoclavadas ou néo, no crescimento
de plantulas de trevo vermelho. Con-
forme descrito na introducéo, o uso do
tipo e concentracio adequada de antibi-
oticos pode influenciar grandemente
nos resultados finais em experimentos
com obtengdo de plantas transgénicas.
O antibiético, neste particular, visa a
selecdo de plantas que sejam transfor-
madas e que, portanto, tenham incor-
porado o gene que confere resisténcia
ao antibiético. Todas as plantas néo-
transformadas sdo eliminadas do meio
de cultura. Nestes experimentos, utili-
zaram-se concentracdes de canamicina
e de geneticina variando de 3
microgramas por mililitro de meio de
cultura (mg/ml) até 100mm/ml. Adicio-
nalmente, foram aplicados tratamen-
tos em que o anti-biético era adicionado
antes da auto-clavagem do meio, para
testar possivel desativacdo pelo calor.

A andlise dos resultados indica dife-
rencas significativas entre os dois dife-
rentes tipos de antibidticos, e também
entre doses de cada antibidtico. Houve
também um efeito acentuado para
autoclavagem, de tal forma que os tra-
tamentos que continham o antibiético
canamicina, quando autoclavados, apre-
sentaram uma significativa reducéo do
efeito sobre o crescimento de plantulas
de trevo vermelho. Ja a geneticina teve
o seu efeito poten-cializado pela
autoclavagem, conforme pode ser visto
na Figura 3.

A geneticina mostrou ser, também,
bem mais potente do que a canamicina,
jé que doses mais baixas, da ordem de
até 3mg/ml, tiveram um efeito que pode,
sob certos aspectos, ser considerado
similar ao apresentado por doses muito
mais altas de canamicina (até 100mm/
ml). Estes efeitos sdo mostrados na
mesma figura.

3) Transformacéo genética de trevo
vermelho com a proteina capsular de
PSV. Nesta etapa da experimentacéo,
procurou-se a obtencédo de plantas de
trevo vermelho que contivessem o gene
que codifica a proteina capsular desse
fitovirus, e que fossem capazes de
expressa-lo em niveis detectaveis pelas
técnicas disponiveis. Como controle,
foi utilizado o fumo, que é uma
planta padréo para este tipo de expe-
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rimentacdo, posto que é mais facil-
mente transformada do que qualquer
outra espécie vegetal.

As transformacoes foram feitas
com duas cepas de A. tumefaciens,
C58-Z707, e EHA101. Adicionalmen-
te, utilizaram-se dois plasmideos, um
contendo o gene da proteina capsular
do virus (plasmideo pMPSV4-43), e
um outro que continha apenas genes
marcadores e seletivos (plasmideo
pMON9793). Os explantes de trevo
vermelho (pedacos de peciolos foliares
com cerca de 5mm) e de fumo (discos
de laminas foliares) foram co-cultiva-
dos com a agrobactéria por 48 horas,
em meio sélido, e depois transferidos
para um novo meio que continha
carbenicilina, um antibiético capaz de
eliminar a agrobactéria.

No processo de regeneracdo de
plantas, através da cultura de tecidos,
utilizaram-se os meios MS para fumo
e Gamborg B5 para trevo vermelho.
Para a formacdo de calos em trevo,
adicionou-se ao meio 4cido naftaleno-
acético (ANA), acido diclorofenoxi-
acético (2,4-D) e cinetina. Ja para o
fumo, adicionaram-se apenas ANA e
adenina. Ap6s um periodo de quatro a
seis semanas, o material de trevo foi
transferido para meio contendo ANA
e adenina, para facilitar a formacao de
embrides; o material de fumo foi trans-
ferido para meio puro, sem regulado-
res de crescimento, para a formacao
de plantas. Uma vez obtidas plantas a
partir de cultura de tecidos, as mes-
mas foram enraizadas em solo, e final-
mente, apds aclimatizagdo, transfe-
ridas para casa de vegetacao.

NAOQ DE RO NA SUA VACA !

Figura 4 - Densidade 6tica a 405 nandémetros (A, ) de extratos de vdrias
plantas transgénicas de trevo vermelho (TV) e de fumo (F), submetidas a um
teste de ELISA com anticorpos contra a proteina capsular de virus do nanismo
do amendoim. A densidade ética é comparada com os valores apresentados
pelos seus respectivos padraées [plantas ndo transformadas (-)]

Para verificar se as plantas rege-
neradas eram transformadas, utiliza-
ram-se varias técnicas moleculares e
imunolégicas. A presenca do gene foi
verificada através da reacdo de
polimerase em cadeia (polymerase chain
reaction, PCR), utilizando-se iniciado-
res (primers) especificos, e através de
hibridacdo de ADN segundo a técnica de
Southern (Southern blot), com sondas
também especificas. Ja para analisar a
expressio do gene, utilizou--se a técnica
de ELISA, com anticorpos para a prote-
ina da capa do virus.

Os protocolos adotados para a cultu-
ra de tecidos de ambas as espécies vege-
tais, fumo e trevo, mostraram-se efici-
entes, posto que um grande ntmero de
plantulas originadas in vitro foi recupe-
rado. Fumo, como era de se esperar,
mostrou-se mais prolifico em cultura de
tecidos. As plantas foram testadas para
a presenca e expressdo do gene de inte-
resse, o da proteina capsular do PSV.

Os resultados de PCR e de hibridagao
de ADN segundo a técnica de Southern
mostraram que o gene em questdo ha-
via realmente sido integrado no genoma
vegetal. O ADN extraido de plantas
testes foi capaz de amplificar uma banda
correspondente a banda amplificada em
ADN teste, extraido de agrobactérias
ou de plantas sabidamente transgénicas.
Os experimentos de hibridacdo também
mostraram que as sondas utilizadas de-

tectaram bandas especificas para o
gene da proteina capsular.

Resultados interessantes foram
também obtidos com os experimentos
de ELISA. A Figura 4 mostra alguns
resultados representativos, indican-
do que varias plantas de fumo e de
trevo vermelho apresentaram rea-
coes positivas aos anticorpos da prote-
ina capsular, significando que essa
proteina estava sendo produzida em
altos niveis nessas plantas
transgénicas.

As préoximas etapas de experimen-
tacdo serdo conduzidas em casa de
vegetacdo, onde as plantas
transgénicas serdo inoculadas com
extratos do virus do nanismo do amen-
doim (PSV), verificando-se assim o
nivel de protecdo conferido as mes-
mas pela proteina capsular que esta
sendo constantemente produzida por
essas plantas. Uma vez selecionadas
as plantas de trevo vermelho com os
mais altos niveis de protecdo, serdo
feitos cruzamentos genéticos para se
obter uma nova cultivar, resistente
ao virus estudado.

Uso das técnicas em
Santa Catarina

O Laboratoério de Cultura de Teci-
dos Vegetais da Estacao Experimen-
tal de Itajai ja vem desenvolvendo um
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trabalho de micropropagacdo de mu-
das de bananeira, obtendo-se assim
um material de propagacdo vegetativa
de qualidade superior. As mudas pro-
duzidas vém tendo uma excelente
aceitacdo junto aos produtores de
Santa Catarina e, mais recentemen-
te, de varios outros Estados da Fede-
ragdo, tais como Minas Gerais, Espiri-
to Santo, Parana e Maranhio. Varias
areas podem ser identificadas, nas
quais a transformacéo genética, alia-
da a cultura de tecidos vegetais, ve-
nha a redundar em um aumento de
nossa produtividade agricola.

O virus da tristeza dos citros é um
sério problema em todas as regiodes
produtoras de laranja do mundo, in-
cluindo o Estado de Santa Catarina.
Va-rios institutos de pesquisa nos Es-
tados Unidos e Europa vém desenvol-
vendo pesquisas visando a criacdo de
plantas transgénicas de laranja, que
incorporem genes para resisténcia a
esse virus. A metodologia utilizada
baseia-se em A. tumefaciens, e pode
ser facilmente transferida e adaptada
as nossas condicdes, gerando-se as-
sim cultiva-res locais resistentes a

tristeza dos citros.

A comunidade cientifica mundial
estd também desenvolvendo esforgos
para a criacdo de plantas transgénicas
de mandioca e arroz, duas outras cul-
turas de alta relevincia para Santa
Catarina. A resisténcia a virus e inse-
tos em mandioca, por exemplo, pode-
ria ser incorporada nas cultivares tra-
dicionalmente utilizadas aqui, possibi-
litando sensivel reducdo nas quantida-
des de defensivos agricolas aplicados.
Em arroz, a incorporacio de resistén-
cia a herbicidas permitiria o uso seleti-
vo dos mesmos em aplica¢des pés-emer-
géncia, dando maior flexibilidade e efi-
ciéncia aos programas de controle de
ervas daninhas nessa cultura. A Esta-
cdo Experimental de Itajai estd alerta
para essas novas possibilidades, e de-
vera desenvolver novos projetos de
pesquisa contemplando essas 4reas.
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Carpa comum (Cyprinus
carpio): produgcao de alevinos.
Boletim Técnico n° 76. 75p.

O autor, Sérgio Tadeu Jurovski
Tamassia, descreve neste boletim
o sistema de producdo em massa de

LANCAMENTOS
EDITORIAIS

res, consultores, assessores e
planejadores e politicos que atuam
no meio rural.

Municipalizacdo da agri-
cultura. Manual. 34p.
O autor, engenheiro agrénomo

alevinos de carpa comum praticado
em Santa Catarina, e que se ba-
seouna tecnologia desenvolvida por
pesquisadores hungaros e israe-
lenses, sendo também conhecida
por método de propagacao artificial
de peixes.

Coleta e producio de hip6-
fises de carpa comum (Cyprinus
carpio ). Boletim Técnico n° 78. 23p.

O autor, Sérgio TadeuJurovsky
Tamassia, apresenta neste traba-
lho asinformacdes e procedimentos
necessdarios para se obter hipéfises
a partir das carpas comuns oriun-
das de viveiros comumente encon-
trados em Santa Catarina.

Avaliacao da qualidade do
esterco liquido de suinos da
regido Oeste Catarinense para
fins de utilizacao como fertili-
zante . Boletim Técnico v 79. 46p.

O objetivo deste trabalho foi
caracterizar a qualidade fertilizan-
te e as situagoes de manejo do
esterco liquido de suinos nas pro-
priedades da regido Oeste de Santa

Catarina. Segundo os autores, Eloi
Erhard Scherer, Celso Aita e Ivan
Tadeu Baldissera, o esterco utilizado
de forma equilibrada constitui um
fertilizante capaz de substituir com
vantagem parte ou, em determina-
das situacoes, totalmente a aduba-
¢80 quimica das culturas. Entretan-
to, autilizacao do estercondodeve ser
feita sem o acompanhamento técni-
co, pois desta forma podera provocar
uma sobrecarga no solo e desencade-
ar um processo de polui¢do difusa,
pela contaminacéo das dguas de dre-
nagem.

Parametros paraaagricultu-
ra irrigada de Santa Catarina:
evapotranspiracio potencial. Do-
cumentos v 172. 32p.

A evapotranspiracdo é um feno-
meno fisico que é influenciado por
fatores climéticos como radiagao so-
lar, temperatura, umidade relativa,
vento, etc. Para cada condi¢do clima-
tica a evapotranspiracdo agird de
forma distinta, de modo qualitativo,
de acordo com o fator climatico pre-
ponderante. Segundo os autores des-

te trabalho, Darci Antonio Althoff,
Maércio Sonego e Augusto Carlos Pola,
pesquisadores da Epagri, é essencial
o conhecimento da evapotranspiracéo
para se poder estimar a quantidade de
4gua requerida para a irrigagao.

A Extensiao Rural e o novo pa-
radigma Documentos, n°® 176. 26p.

Deautoriade Alvaro Afonso Simon,
esta publicacdo apresenta uma anali-
se, de modo muito rdpido, sobre a
periodizacdo histérica da extensdo
rural catarinense. Concentra-se prin-
cipalmente nos anos 90, momento em
que se operam grandes modificacoes
no meio rural e nas instituicoes afins.

Manual de referéncias de ad-
ministracdo rural 1993 - Indices
técnicos e econémicos de propri-
edades agricolas tipicas e de ati-
vidades, SC. Livro. 180p.

Contém informacoes técnicas e
econdmicas dos principais tipos de
propriedades e de atividades de Santa
Catarina e que poderao ser uteis aos
técnicos que orientam as propriedades
agricolas, bem como aos pesquisado-

Glauco Olinger, elaborou esta pu-
blicacao com a intencao de oferecer
as autoridades e aos agentes de
desenvolvimento municipal, com
responsabilidade no setor agricola,
um roteiro simplificado das acoes
necessarias ao processo de
municipalizacdo da agricultura.

Pragasdavideiraeseucon-
trole no Estado de Santa Cata-
rina. Boletim Técnico n° 77. 52p.

O presente trabalho foi elabo-
rado pelo pesquisador da Epagri
Eduardo Rodrigues Hickel com o
objetivo de fornecer elementos para
oreconhecimento a campo das prin-
cipais doengas da videira, reunir
informacoes sobre a biologia destas
pragas e orientar sobre as medidas
de controle a serem tomadas.

Estas e outras publicagdes da
EPAGRIpodemseradquiridasnaSede
da Empresa em Florianépolis, ou me-
diante solicitagdo ao seguinte endere-
¢o: GED/EPAGRI, C.P.502, Fone (048)
234-0066, 88034-901 - Florianépolis,
SC.
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