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RESUMO

Revisdo Bibliogrdfica do emprego da biotecnologia na agropecudria, mostrando um levantamento das técnicas mais promis-
soras e de seus principais produtos, tanto em fase experimental como em uso comercial. Pretende-se dar uma visdo global
do assunto, cronoldgica e espacialmente, ndo se prendendo a detalhes, mostrando, em linhas gerais, o que foi feito e o que se
faz, atualmente, em biotecnologia. As técnicas e produtos que influenciam a drea de genética e melhoramento genético

na agropecudria, sdo enfatizadas.
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1. INTRODUCAO

A biotecnologia consiste num conjunto de técnicas,
como engenharia genética, fermentagdo, cultura “in vitro” e
outras, utilizadas para explorar o potencial dos microorga-
nismos, animais e vegetais, permitindo mudangas diretas ou
indiretas no gene e nas freqiiéncias genotipicas. E portanto,
interdisciplinar e seus resultados contribui em vdrias disci-
plinas tradicionais.

Visa principalmente a obtenc¢do de produtos geradores
de bens e servigos. Presente em todos os campos, industria,
agropecudria e saude, ¢ simbolo do sistema produtivo das
préoximas décadas.

VIEGAS & BARROS™ qualificam a produgio intensiva
em tecnologia como sendo a industria do conhecimento.
Paralelamente a informdtica, a biotecnologia caminha,. a
passos largos, para ocupar o lugar do petréleo como centro
de gravidade das sociedades avancadas.

As importantes descobertas que levaram a obtencdo
controlada do DNA recombinante, na década de 70, deram
especial impulso as.pesquisas, particularmente 4 engenharia
genética, que se tornou uma das dreas de maior avango
tecnologico nos Gltimos tempos.

Os mesmos autores, otimistas, apontam a biotecnologia
como poderoso elenco de instrumentos, de eficdcia compro-
vada, para a solu¢do de muitos dos nossos maiores proble-
mas, como a fome, as doengas, a crise energética, as calami-
dades naturais, a degradacao do meio ambiente e o disper-
dicio de recursos.

Dado o potencial que a biotecnologia apresenta, se bem

direcionado, tera um grande impacto na oferta de alimentos
e na economia dos paises subdesenvolvidos.

As novas técnicas poderdo ndo somente aumentar a
produtividade, como também representam a possibilidade
da introdu¢@o, por exemplo, de novos tipos de plantas,
que podem ser adaptadas a habitats ndo convencionais.

Segundo BRILL™ existem trés maneiras principais
de se aplicar as técnicas microbioldgicas a agricultura
tradicional:

la. Cultivo de microorganismos, em larga escala, em
tanques de fermentagdo, para seu posterior uso em plantas
e/ou no solo.

2a. Cultivo de células de tecidos vegetais ““in vitro”.
Nestes cultivos pode-se acelerar a velocidade de mutacao,
permitindo uma sele¢cdo mais rdpida e o desenvolvimento
de hibridos que ndo se conseguiria pelas técnicas convencio-
nais de cruzamento e, finalmente a producdo, em larga
escala, de alguns compostos de origem vegetal, como a
digitalina e piretrina.

3a. Introdu¢ao de material genético exdgeno, na célula
vegetal.

Segundo RADKE & LAGARIAS®?, na pecudria, por ou-
tro lado, os Ultimos avang¢os na tecnologia de transferéncia
de genes, no desenvolvimento de vacinas, mapeamento
génico, caridtipo e embriologia, tém potenciais aplicagdes
na bioengenharia de animais, inclusive alterando as suas
caracteristicas biologicas como a capacidade reprodutiva.

A producdo, mais eficiente e segura, de vacinas, objeti-
vando combater as doengas de maior expressao economica
e o desenvolvimento de antigenos e antisoros, através da
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biotecnologia, ji tem produzido resultados nos paises de-
senvolvidos.

A inseminagdo artificial, j4 usada aproximadamente
desde a década de 50, aliada as técnicas de conservacio,
transferéncia de embrides e outras ajudam o melhoramen-
to animal a obter resultados mais rdpidos, como o aumen-
to da produtividade e o aproveitamento da rusticidade de
ragas nativas, atualmente sujeitas ao desaparecimento.

Segundo o programa de biotecnologia, proposto para o
banco mundial, em 1983, a bioindustria através das tecnolo-
gias que fazem uso de sistemas bioldgicos, jd respondia
em valores globais, por aproximadamente 40% da produ-
¢30 mundial.

Os métodos biotecnologicos oferecem vantagens, em re-
lagdo a quimica industrial, permitindo a obten¢do de produ-
tos e precos menores, com maior pureza € quantidade, com
menores cargas poluidoras de rejeitos € menor consumo
energético. Além disso, novos produtos, ndo obtidos por
tecnologias cldssicas, estdo sendo conseguidos pela biotec-
nologia.

Numerosos paises ja estabeleceram politicas governa-
mentais, orientadoras dos investimentos na biotecnologia.
Destaque especial deve ser feito para aqueles que nos Gltimos
cinco anos, vem tomando iniciativas politicas especificas:
Austrdlia, Bélgica, Canadd, China, Dinamarca, Espanha,
EUA, Franca, Holanda, India, Israel, Itdlia, Japdo, México,
Inglaterra, Alemanha, Suécia, Suissa e URSS.

Este trabalho objetiva fazer um levantamento das téc-
nicas mais promissoras na biotecnologia ¢ dos principais
produtos ja utilizados em escala comercial ou em fase
experimental.

O trabalho pretende dar uma visdo global do assunto,
cronoldgica e espacialmente, ndo se prendendo a detalhes,
mostrando, em linhas gerais, o que foi feito e o que se faz,
atualmente, em biotecnologia.

Enfase serd dada as técnicas e produtos que influenciam
a area de genética e melhoramento genético.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Técnicas

O trabalho ¢ dividido em técnicas usadas como ins-
trumento na biotecnologia e em produtos obtidos delas.

Este item inclui as técnicas usadas na agricultura e/ou
pecudria.

2.1.1. Tecnologia do DNA recombinante

a. Virus

Os virus s3o exemplos naturais de engenharia genética,
desde que a infec¢do viral resulte em novo material gené-
tico expresso no hospedeiro.

A maioria dos virus de plantas tem RNA fita simples, o
que dificulta seu uso como vetor.

Atualmente, dois grupos de virus de plantas sdo impor-
tantes para a engenharia genética (HARRISON et alij*®:

e Caulimovirus, possuem DNA dupla fita. O mais
usado neste grupo é o virus do mosaico da couve-flor
(CaMV).

e Geminivirus, possuem DNA fita simples.

Segundo GARDNER3®, os virus para serem utiliza-
dos como vetores em engenharia genética, precisam ter trés
componentes essenciais:

e Ser capaz de receber fragmentos de DNA exogeno.

o Ser possivel de atenuagdo para que sua viruléncia,
njo afete o produto a ser obtido.

® Capacidade para a introdugdo do material genético
dele, na planta ou animal.

HOWELL et alii*® usaram o plasmidio pBR 322, de
E. coli, para propagar o DNA do CaMV e infectaram na-
bos. Mostraram que o plasmidio bacteriano é excisado e o
material viral integrado no genoma da planta.

Os autores concluem que progressos tem ocorrido
com o encapsulamento e propaga¢do de fragmentos de
DNA inseridos. Contudo, estabilidade, limite de tamanho
e expressdo do DNA exégeno inserido no genoma de
CaMV devem ser estudados para estabelecer se este sistema
pode ou ndo ser usado para a transformagfo de plantas.

Em animais, o DNA do virus de tumor, SV40, que ndo
tem capa protéica, quando introduzidos em células hospe-
deiras susceptiveis, sdo capazes de se multiplicarem e trans-
formar células normais em cancerosas. Entretanto por mui-
tos anos a eficiéncia desse processo foi muito baixo ndo
permitindo estudos efetivos.

O grande avango técnico foi dado com a descoberta
de que o DNA purificado de adenovirus, quando preci-
pitado com Ca++ e adicionado a células normais de ratos,
crescendo em cultura, produzia uma freqiiéncia de transfor-
magdo muito maior do que na auséncia de Ca++ (WATSON
et alii' 2°).

Genes marcadores tém sido desenvolvidos para permitir
que as células como o DNA integrado possam ser identifi-
cadas e seletivamente multiplicadas. O marcador melhor
caracterizado tem sido o gene para timidina quinase (tk),
que produz uma enzima usada na via biossintética da pi-
rimidina.

A presenga do tk ndo é essencial para as células sobre-
viverem. Assim, mutantes tk~ podem, facilmente, serem
isolados pelo uso de bromodeoxiuridina (BrUdr). Esse
nucleosidio andlogo quando incorporado ao DNA ¢ letal
para a célula. BrUdr, entretanto, s6 € incorporado no
DNA se for primeiro fosforilado pela a¢do do tk. Assim
células, com o tk funcional sdo mortas pelo BrUdr e os
raros mutantes tk— sobrevivem.

As células tk~ podem morrer num meio denominado
HAT, que contém hipoxantina, aminopterina (que bloqueia
dCDP dTDP) e timidina. Neste caso, a tunica fonte de
dTTP para a biossintese do DNA ¢ através da timidina
quinase. Introduzindo esse gene na célula, através do
SV40, como vetor, as células tornam-se resistentes e ndo
morrem neste meio.

Assim o tk é usado como marcador para a integra¢do
de outros genes ligados a ele. Usando a técnica da cotrans-
formagdo, qualquer segmento de DNA clonado pode ser
facilmente introduzido em culturas de células de eucariotos.

WATSON et alii!?5 citam também o virus do papiloma
bovino (BPV), possuidor de um genoma de 8,0 Kb, que
transforma certas linhagens celulares de camundongo para
o fenétipo maligno.
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O gene da insulina também tem sido inserido no BPV
e usado para transformar células de camundongos. Altos
niveis de produgdo de insulina foram detectados.

b. Organelas

O DNA de organelas, como mitocondrias e cloroplas-
tos, € um vetor atraente, por ser naturalmente extracro-
mossomico e portanto possuir os requisitos necessdrios para
a replicagdo, transcri¢@o e tradugdo.

A mais 6bvia vantagem € a manuten¢do do balango
génico nuclear, que ¢ extremamente delicado e que vem
sendo um problema até agora sem solug¢do, no uso da
engenharia genética para genes nucleares, principalmente
em animais.

BELLIARD et alii'® analisaram plantas regeneradas de
fusdo de protoplasto entre duas variedades de Nicotiana
tabacum. Usaram marcas nucleares ¢ citoplasmdticas’ para
identificar, fenotipicamente, os hibridos. Com enzimas de
restri¢do, ndo detectaram recombinag@o entre os cloroplas-
tos, mas observaram o aparecimento de DNA mitocondrial
novo, em nove hibridos.

Os cloroplastos se comportam de maneira diferente.
Os autores observaram eliminagdo seletiva de um dos clo-
roplastos paternais.

PRING & LEVING II°! mostraram, por andlise de
fragmentos de restrigdo, em eletroforese, que o DNA
mitocondrial de milho com citoplasma normal, fértil e
T, C e S (estéril), sdo facilmente distinguiveis. Os padroes
eletroforéticos dos fragmentos foram distintos, provando a
diferenga entre seus DN As mitocondriais.

O mesmo estudo, feito com o DNA dos cloroplastos,
mostrou padroes eletroforéticos idénticos.

Acredita-se que através das tecnologias disponiveis, o
DNA de mitocondria e cloroplasto, pode ser isolado e usado
como vetor de clonagem, sem alguns dos problemas que
apresentam o virus e outros vetores. »

Nos dltimos anos, o uso de vesiculas de fosfolipidios
(lipossomos) para introduzir dcido nucléico em células de
plantas, tem recebido grande atencdo. As suas vantagens
inclui: 1. baixa toxicidade e a possibilidade do uso em mui-
tas espécies de plantas; 2. prote¢do do dcido nucléico,
contra a degradagdo por nucleases presente no meio de cul-
tura; 3. major facilidade na liberag¢do do dcido nucléico.

FRALEY et alii®*, em experimentos com protoplastos
de tabaco, encapsularam o RNA do TMV (virus mosaico
do tabaco), em diferentes lipossomos. Quando esses vdrios
lipossomos foram incubados com protoplastos, ndo detec-
taram a produgdo do virus. Os autores concluiram que:
1. o RNA encapsulado ndo foi degradado; 2. altos niveis
de’ lipossomos associaram-se aos protoplastos; 3. a viabili-
dade dos protoplastos n3o foi reduzida com a exposi¢do
dos lipossomos; 4. a falta de produ¢do detectdvel de virus
foi conseqiiéncia da insuficiéncia de lipossomos para intro-
duzir uma quantidade significante de RNA TMV nos pro-
toplastos.

Como em células de mamiferos, a inclusdo de glicerol,
etilenoglicol e polietilenoglicol, durante a incuba¢do das
células com lipossomos tem resuitado no aumento da
eficiéncia da inclusdo dos lipossomos, esses € outros po-
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lidlcoois foram testados pelos autores acima citados.

Um outro parametro importante na intera¢ido proto-
plasto-lipossomo € a concentragio de fons metais divalen-
tes, do tampdo para incubagdo (WILSCHUT et alii'3").
Niveis altos de CaCl, mostrou estimular a produg¢do de
virus. TMV. Esse ion atua estimulando a aproximagdo
de protoplasto e lipossomo. Determinaram também que a
mdxima integragdo ocorre em pH neutro. .

Segundo RUTLEDGE & SIDEL?®, o material genético
da mitocondria ndo tem ainda sido muito explorado,
em animais domésticos. A produgdo de hibridos citoplas-
mdticos pode ser outra fonte de vigor de hibrido.

c. Plasmidios

Numerosos plasmidios naturais ou, geralmente, construi-
dos, vém sendo usados como veiculo para clonagem mole-
cular de genes.

O plasmidio deve conter genes que facilitem sua identi-
ficagTo, tais como genes para a resisténcia a antibi6ticos e
sitios para enzimas de restrigdo. Os plasmidios pBR313
e pBR322 tém estas caracteristicas descritas e estdo sendo
usados para inserir genes (KADO & KELINHOFS®©),

Mais recentemente, a redescoberta do plasmidio Ti,
da bactéria fitopatogénica Agrobacterium, revolucionou o
uso de plasmidios como vetores, pois € um plasmidio que,
naturalmente se integra nos cromossomos das plantas,
quando sdo infectadas por esta bactéria.

As espécies A. tumefaciens, A. rubi e A. rhizogenes
possuem propriedades oncogénicas, isto ¢, formam tumor
no colo da planta, ou produzem desordenadamente rai-
zes adventicias (rafz “em cabeleira”).

CHILTON et alii'® atribuiram a base molecular, do
principio da indugdo de tumor, 4 uma regido do plasmi-
dio Ti, designado regido T, que ¢ transferida e inserida no
genoma nuclear da planta.

A doenga é caracterizada por multiplica¢@o desordenada
da célula, supressdo da diferencia¢do e por produ¢do de
metabolitos, denominados opinas, que ndo estdo presentes
na planta normal.

Segundo BOMHOFF et alii'' os plasmidios Ti se classi-
ficam em:

e Tipo I: dirige a sintese de octopina, que é um produto
da condensag¢do de dcido pirdvico e arginina. Sintetiza tam-
bém monopina e agropina.

e Tipo II: sintetiza somente octopina e induz tumor so
em videira.

e Tipo III: dirige a sintese de nopalina, que ¢ produto
da condensa¢do entre arginina e dcido a-—cetoglutdrico;
e de agrocinopina A e B. '

A A. rhizogenes possui o plasmidio Ri que ¢ diferente
do Ti.

ENGLER et alii®® observaram quatro grandes regioes
de homologia entre os plasmidios Ti da octopina e no-
palina. Duas delas estdo envolvidas com oncogenicidade
(A ¢ D), outra corresponde a regido de controle replica¢do
(B) e outra codifica fung¢Bes conjugativas (C). A regido A
¢ parte do T-DNA.

A primeira evidéncia concreta, de que o T-DNA trans-
creveu na célula de planta foi dada por DRUMMOND et
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alii?®, que demonstraram que o RNA das células de tumor
hibridizaram com fragmentos especificos do plasmidio Ti.

Sendo o Ti um plasmidio muito grande, a clonagem di-
reta nele é impossivel, portanto a inser¢do de genes nele
¢ feita via vetor intermedidrio. Como vetor intermedidrio
tem-se usado o plasmidio P, de amplo espectro de hospe-
deiros, capaz de replicar, estavelmente em Agrobacterium
e 0 mais comum, o pBR322, da E. coli, carregnado a regido
T do plasmidio Ti (WATSON et alii'24).

Uma outra limitagdo do uso do Ti como vetor € que as
células transformadas com o T-DNA, normalmente nfo
regeneram a planta.

GREVE et alii*® observaram a ocorréncia natural de
mutantes do T-DNA, que transformam as células de plan-
tas, mas ndo bloqueiam a rediferenciago delas. Esses mu-
tantes foram chamados “rooty” e mapeados na regio do
T-DNA.

Inseriram neste T-DNA “atenuado” o gene de levedura
que codifica a ADH (dlcool desidrogenase) e usaram-no
para transformar células de tabaco, que foram depois re-
generadas na planta.

As plantas continham multiplas c6pias do ADH-T —
DNA em todas as suas células e eram férteis, mas o gene
nio se expressou.

d. Transposons

Seqiiéncia do DNA transponiveis tem sido extensiva-
mente estudadas, nos udltimos 10 anos, particularmente
em bactérias, leveduras, Drosophila e vertebrados.

Mas os elementos transponiveis foram descobertos em
milho e designados elementos controladores, por McClin-
tock.

Em milho, basicamente exitem dois grupos de transpo-
sons: Ds, que permanecem estacionados dentro de um si-
tio cromossdomico, a nao ser que, um segundo elemento,
Ac esteja presente para produzir a sua movimentacgo.

CHOUREY & NELSON?! observaram que no homo-
zigoto recessivo (sh), a enzima, que produz o endosperma
shrunken, estd ausente ou altamente reduzido. Esses mutan-
tes s3o causados pela inser¢do do Ds, no locus Sh e portan-
to puderam isolar o Ds-DNA. Por isolamento e compa-
ragdo da seqiiéncia genética da regido Sh do tipo selvagem
e dos mutantes, foi possivel a detecgdo das seqiiéncias
Ds.

e. Polen

Quando se usa o poélen como vetor para introdugdo de
material genético exdgeno, ele ¢ incubado e germinado na
preseng¢a do material que se pretende introduzir. Este pélen
¢ usado em plantas da mesma espécie. O DNA exogeno,
introduzido ou aderido ao pélen é transmitido com o cres-
cimento do tubo polinico.

Durante a fertilizagdo é colocado dentro da célula ovo
ou fica circundando os tecidos do embrido jovem. Posterior-
mente as sementes obtidas sdo testadas (HESS*7).

Polen de Petunia hybride tratado com bacteridfago
carregando o gene de f--galactosidase de E. coli também
foi usado para polinizagio de flores de Petunia. Os contro-
les incluiram o uso de pélen tratado com bacteriéfagos que

nio continham o gene da §-—-galactosidase ¢ o DNA homo-
logo de Petunia.

A progénie foi testada para crescimento em lactose agar.
Os resultados foram quantitativamente, mas nido qualita-
tivamente diferentes, isto €, tanto as plantulas tratadas
como as controle, cresceram em lactose agar, porém, aque-
las que foram tratadas com fago carregando o gene da
B—galactosidase cresceram melhor.

2.1.2. Cultura de tecido

Cultura “in vitro” ou cultura de tecido é um termo
que descreve o crescimento ¢ a manipulagdo de células,
orgdos completos ou parte deles, sob condi¢des de nutrien-
tes definidas. Pode ser aplicada em:

a. Obtenc¢ao de haploides

A utilidade de plantas hapldides ¢ baseada na suposigdo
que linhagens endogamicas homozigotas podem ser obti-
das rapidamente através delas.

Até 1966, todos os haploides disponiveis haviam surgido
espontaneamente como um resultado de anormalidades
ocorridas durante o processo sexual ou a partir de proce-
dimentos experimentais.

Haploéides podem ser obtidos via cultura de anteras e via
eliminagdo de cromossomos. VASIL!!? cita que Yamada
et alii, em 1963, foram os pioneiros em isolar plantas
haploides de cultura de anteras de Tradescantia reflexa.

Em cultura, os microsporos passam por vdrios modos
de androgénese que levam a formagdo de hapléides seja
diretamente por embriogénese ou indiretamente, via forma-
¢do de calos (REINERT & BAJAJ?S).

Quatro principais padrdes de hapldides tém sido des-
critos:

Célula vegetativa: o nicleo do micrésporo passa
por uma mitose normal resultando na formagdo de uma
grande célula vegetativa e uma pequena, generativa. Divi-
soes mitdticas continuas da célula vegetativa ddo origem a
embridides haploides globulares que s3o liberados pela
ruptura da exina.

Célula generativa: a formagdo de embridides haploi-
des por divisdo da célula generativa ndo é comum.

Célula generativa e vegetativa: embridides polihapléides
podem formar-se pela fusdo de nicleos vegetativos e genera-
tivos, em estdgios diferentes de replicagdo do DNA.

Micrésporos: é um dos caminhos mais comuns da
androgénese. A mitose do micrésporo resulta na formagdo
de duas células iguais e idénticas. Assim, calos ou embrioi-
des sdo formados por divisdes continuas de duas células
idénticas.

Em cevada, monopldides podem ser produzidas por
hibridizagao interespecificas seguida da eliminagdo de
cromossomos. O método, segundo JENSENS3, consiste
dos seguintes passos: o gameta feminino da cevada cultiva-
da é fertilizado pelo gameta masculino de H. bulbosum.
A formagio de zigoto e embrido € alta, mas durante esse
processo os cromossomos de f. bulbosum sdo eliminados,
ficando somente o gendtipo de cevada cultivada no em-
brido. Depois, s30 cultivados “in vitro” como embrides ima-
turos. Esses podem dar origem a plantas hapléides com
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flores férteis que deixam descendentes homozigéticos que
podem sofrer duplica¢do de cromossomos.

O mecanismo da eliminagdo preferencial de cromosso-
mos ainda ndo é bem conhecido. Sugere-se quatro hipote-
s€s para tanto:

A eliminag¢do preferencial poderia ser controlada
por um mecanismo genético.
Assincronia no tempo do ciclo mit6tico devido a di-
ferengas intrinsecas das espécies.
Anormalidades no fuso ou no centromero.

O DNA exo6geno € reconhecido por uma nuclease e
pode ser inativado num sistema semelhante ao que ocorre
por restricdo em bgctérias.

b. Cultura de endosperma e embrido

Em 81% das familias de plantas, o endosperma ¢ resul-
tado da fusdo de trés nucleos hapléides, sendo dois nu-
cleos polares e um gameta masculino. Portanto contém um
namero tripléide de cromossomos. Uma vez que este te-
cido ¢ tripldide, as plantas dele originadas também serdo
triploides.

A idade do endosperma na cultura € critica para seu
crescimento “in vitro”. Para milho, trigo e cevada tecidos
com menos de oito dias a mais de doze dias apés a poliniza-
¢d0 ndo crescem em cultura (JOHRI et alii’4).

Em Ricinus, Zea mays e Cucumus a proliferagio de
tecido do calo ¢ ilimitada, mas a organogénese ndo ocorre,
embora os calos mostrem grupos de células meristematicas.
A indugfo de organogénese em culturas de endosperma tem
sido sempre procurada, mas conseguida apenas em algumas
espécies (JOHRI et alii®#).

Os mesmos autores citam que culturas prolongadas de
calos de endosperma mostraram células com diferentes ni-
veis de ploidia. Ocorréncia de aneuploidia e polipoidia foi
observada em cultura de endosperma de mitho, Lilium,
Croson ¢ Jatropha.

A excisdo de embrides de 6vulos e de sementes de plan-
tas superiores e seu cultivo em meio definido, permite in-
vestigar os fatores que influenciam o crescimento embrid-

nico sob condi¢des controlada e, por conseqiiéncia, definir-

a composi¢io quimica do meio do saco embriondrio.

A cultura de embrido pode ser dividida em duas cate-
gorias: cultura de embriGes de sementes relativamente ma-
duras e diferenciadas e cultura de proembrides. A cultura
de embrides de sementes objetiva analisar os vdrios parad-
metros do crescimento embrionico e os aspectos metaboli-
cos e bioquimicos da dorméncia e germinagdo. A cultura
de proembrides objetiva entender o controle da diferencia-
¢do e os requerimentos nutricionais progressivos de pe-
quenos embrides (RAGHAVAN®),

Do ponto de vista prdtico, informagdes obtidas de
culturas de embrides “‘in vitro’ abriram o caminho para a
obtenc¢do de plantas a partir de hibridos invidveis e também
sobrepuseram o tradicional tratamento de dorméncia e
aceleraram a germinacdo em certo tipos de sementes.

RAGHAVAN®? cita que foi Laibach, em 1929, o pio-
neiro em demonstrar o desenvolvimento da cultura de
embrido como instrumento de pesquisa. Utilizou embrides
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do cruzamento interespecifico de Lilium perenne e L.
austriacum.

A obtengdo de plantas resistentes a doengas também
tem sido buscada na hibridizag¢do interespecifica e poste-
rior desenvolvimento de tais embrides em cultura. Isto tem
sido feito, por exemplo, em tomate (1. esculentum)
que €, geralmente suscetivel a fungos, virus e nematoides
e L. peruvianum, espécie selvagem com resisténcia variada
a esses agentes (RAGHAVAN®?),

A cultura de embrido pode também ser uma técnica
utilizdvel nos cruzamentos intergenéticos.

A possibilidade de formar “seedlings” de plantas que sio
tradicionalmente propagadas por meios vegetativos também
tem sido explorada através da cultura de embrido. Musa
balbisiana € um parente selvagem da banana coniercial e
suas sementes ndo germinam. Contudo, se os embrives sao
excisados e colocados em meio de cultura, os “‘seedlings”
rapidamente se desenvolvem (COX et alii??).

¢. Polinizagao intraovariana e “in vitro”

Em muitas espécies, obsticulos presentes no estigma
ou estilo tornam impossivel o crescimento do tubo poli-
nico. Métodos de polinizagdo intraovariana, polinizag¢do
e fertilizagao em tubos de ensaio, tentam contornar esta
barreira.

KANTA et alii®” tiveram sucesso a0 conduzirem poli-
nizagdo intraovariana com Pupaver rhoeus, P. sommferum,
Eschscholzia californica, Argemone mexicana e A, ochro-
leuca. As anteras foram removidas e os botdes florais co-
bertos para evitar polinizagio. Suspensdo de polen foi pre-
parada em dcido boérico a 1%. A parede do ovidrio foi per-
furado com seringa e a suspensdo de polen foi injetada.
Alguns grios de polen germinaram ¢ alguns tubos poli-
nicos atingirant a microépila. A fertilizagdo ocorreu e semen-
tes normais se desenvolveram.

A técnica mais sofisticada de autopolinizagdo “‘in vitro”
¢ a inocula¢do de dvulos ou ovulos associados d placenta.
Em ambos os casos, os Ovulos transferidos sio mais tarde
diretamente polinizados. A eficiéncia desta técnica depen-
de da composi¢do do meio que promove a fertilizagdo
e o desenvolvimento do embrido ¢ do endosperma.

Os botdes florais sdo emasculados e o pdélen é coletado
sob condig¢des assépticas. Os ovdrios sdo esterilizados e 0s
ovulos excisados ¢ transferidos para um mecio. Em muitos
casos ¢ aconselhdvel inocular os dvulos ainda ligados a pla-
centa, pois isto previne a injuria do 6vulo e tambhém asse-
gura um melhor suprimento de substancias nutritivas.

Através da poliniza¢do ““in vitro” pode-se também ori-
ginar hibridos interespecificos ¢ intergenéticos.

A técnica da poliniza¢do “‘in vitro” também vem sendo
usada para superar a auto-incompatibilidade.

ZENKTELER!3% cita o trabalho de Rangaswam e
Shivanna, feito em 1971, conduzido em Petunia axilluris
auto-incompativeis. Estes autores cultivaram ovdrios in-
teiros com a massa de 6vulos nas placentas intactas. Subse-
qlientemente a polinizagdo placental, muitos évulos foram
fertilizados e, durante os proximos 24 dias, sementes con-
tendo embrides adultos ¢ endosperma normal foram forma-
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das. A partir destas sementes dipléides, plantas férteis e
auto-incompativeis foram formadas.

d. Propagacio clonal

A propagagdo clonal de plantas ¢ baseada.no conceijto
de totipoténcia, ou seja, qualquer parte da planta pode ser
dissecada em pequenos fragmentos e estes mantém a ca-
pacidade para formar plantas inteiras.

VASIL & VASIL'?® citam trés principais métodos
para a regeneragdo de plantas “in vitro”: formagfo de
meristemas adventicios, formagdo de botdes axilares,
embrionia adventicia ou formagfo de embridides.

A formagdo de meristemas adventicios é que levam 2
organizag¢do de meristemas de raiz ou caule. Os primérdios
surgem de um pequeno grupo de células que se desenvolvem
em raizes ou caules. Os primérdios podem ser formados
a partir de células da superficie ou do interior do tecido
do calo. A determinagdo da formag¢fo de raiz ou de caule

depende do balango citocinina/auxina.
Embora um nuamero ilimitado de plantas possa ser ra-

pidamente regenerado por este procedimento, nem todas
as espécies respondem ao estimulo hormonal para organo-
génese. Também pode ocorrer formagdo de plantas anor-
mais, havendo alta freqiiéncia de polipléides e aneupldi-
des em culturas de calos.

A segunda técnica ¢ baseada na formagdo de botdes
axilares no axis de folhas jovens ou primoérdios foliares.
E um processo ndo tdo rdpido quanto a formagdo de
meristemas adventicios ou embridides, mas ¢ o procedi-
mento usado na cultura de tecido de propagagdo comercial.
Todas as plantas formadas por este método sdo genetica-
mente uniformes, pois surgem diretamente a partir de
meristemas pré-existentes ou recém-formados, sem a in-
tervencdo do estagio de calo.

Em muitas espécies, embriGes adventicios surgem
a partir de células vegetativas ou reprodutivas apomitica-
mente, como uma alternativa @ reproducdo sexual. Esta
estrutura recebe o nome de embridide.

A produgdo mais prolifica de embridides em cultura de
tecidos ocorre em culturas de embrides jovens ou maduros,
mas culturas de peciolo de folha, raizes, células do mesoé-
filo, protoplastos, axis florais, etc, também embridides.

Os embridides sdo formados por repetidas divisdes
mitéticas de células individuais, geralmente localizadas
na superficie do calo, ou nas células periféricas da massa
celular da cultura em suspens@o.

A formag¢do de embridides ¢ limitada a um numero
pequeno de espécies, mas estas sfo de suficiente diversidade
taxondmica para indicar que, com um melhor entendimen-
to de requerimentos hormonais e nutricionais, esta técnica
possa um dia ser amplamente aplicavel.

e. Variagiao Somaclonal

A cultura de tecido é considerada como um método
sofisticado e rdpido de propagacdo assexual, o que origina-
ria, teoricamente, cépias exatas da planta parental. Entre-
tanto, variantes fenotipicas sfio freqlientemente observadas

entre plantas regeneradas.
LARKIN & SCOWCROFT®* propsem o termo variagdo

somaclonal a variagdo observada entre plantas derivadas
de qualquer forma de cultura de células. Cépias exatas
da planta parental ocorre quando a multiplicagdo ¢ feita
a partitr do desenvolvimento direto de gemas axilares ou
apicais. Neste caso, todas as plantas desenvolvidas, via de
regra, sdo coépias exatas da planta parental. Contudo,
quando a formagdo de brotos se dd a partir de calos, fre-
qlientemente ocorrem variantes fenotipicos entre as plantas
regeneradas. A freqiiéncia destes tipos aberrantes aumenta
com a duragdo do tempo em que o calo é mantido “in
vitro”.

SCOWCROFT!%® salienta que pode-se esperar uma
freqliéncia de variagdo somaclonal muito maior que aque-
la onde o propdgulo é uma semente, pois nas espécies que
se reproduzem sexuadamente a gametogénese e¢ a ferti-
lizagdo eliminam as anormalidades cromossdmicas que
porventura ocorraim.

A escolha do explante ¢ o modo em que ele é conser-
vado pode ter um efeito significante na quantidade de va-
riagdo gerada. Este pode ser um dos aspectos mais cruciais
da cultura de tecido para minimizar a variagdo para os pro-
positos da conservagdo de germoplasma *‘in vitro”.

Algumas fontes de explante e modos de producdo de
plantas “in vitro”, como por exemplo, caules adventi-
cios de explantes de peciolos e folhas, minimizam a varia-
¢io da fase de calo.

A cultura de meristemas isolados parece que é a melhor
op¢do para minimizar a variacdo na cultura. SCHWARTS
et alii'® usando propagagio rapida a partir de meristemas
de estolBes de moranguinho avaliaram 500 plantas de trés
cultivares. As variantes incluiram tipos compactos e fé-
meas estéreis.

Até o momento, os possiveis mecanismos de variagdo
somaclonal sdo ainda especulativos. Em algumas culturas os
variantes entre os somaclones s3o conseqiiéncias de mudan-
cas grosseiras no cari6tipo, tais como aneuploidia e poli-
ploidia. Na verdade, altera¢des grosseiras no cariétipo tem,
freqiientemente, sido observadas em cultura de tecidos.

Em contraste a mudangas grosseiras em nuimero de
CrOmossomos, rearranjos cromossdmicos podem ser respon-
saveis pela variagdo genética em células cultivadas.

LARKIN & SCOWCROFT®* mostram que quebras
cromossdmicas, translocagdes, cromossomos multicéntricos
tém sido observados em muitos variantes somaclonais. Tais
rearranjos cromossomicos podem resultar em variantes
fenotipicos.

Outro mecanismo que pode provocar a variagdo sdo
eventos de transposicdo. O ambiente da cultura de tecido
pode ser altamente favoravel para a transposi¢do de seqiién-
cias de DNA (LARKIN & SCOWCROFT®%).

Os mesmos autores admitem que parte da variagdo
somaclonal pode ser explicada em termos de crossing-
over somdtico, que ocorre em células de cultura de tecidos.

2.1.3. Cultura de células e protoplastos

As células dos tecidos podem em meio de cultura,
pela influéncia dos hormonios, dividirem-se e crescerem
sem uma organiza¢do e especializa¢do definida, dando ori-
gem a calos. Estes calos, quando inoculados, produzem
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suspensoes celulares de células individuais ou de pequenos
agregados de células. Uma suspensdo obtida pela inoculagao
de um calo em meio liquido pode ser considerada como
sendo uma linhagem celular quando é cultivada em meio
liquido fresco.

Quando o tecido diferenciado € induzido a formar
calos, acontecem mudangas genéticas. Assim, € possivel
submeter uma grande populagdo celular a stress fisico,
quimico ou bioldgico, com a finalidade de selecionar cé-
lulas com as caracteristicas de resisténcia a fatores ambien-
tais adversos. Subseqilentemente, pode-se induzir a forma-
¢do de plantas completas que possuam a caracteristica
selecionada ao nivel celular (OCHOA-ALEJO83).

Clones de células tnicas tém sido usadas também para
estudos de crescimento celular, diferenciagdo, detalhes
celulares morfologicos e interagoes parasita-hospedeiro.

Um dos mais significantes desenvolvimentos no campo
da cultura de tecidos, durante os dltimos anos, tem sido
o isolamento, a cultura e a fusdo de protoplastos.

As desvantagens inerentes aos métodos mecanicos do
isolamento de protoplastos foram superadas pelo uso, da
enzima celulase extraida do fungo Myrothecium verrucaria,
em isolamento de protoplastos inicialmente, de raizes de
tomate.

Como fonte de protoplasto tem-se usado pontas de rai-
zes de “‘seedling”, tecido locular de frutos, folhas, dpices
de caules, frutos, raizes, nodulos de raizes, camada de aleu-
rona de grios de cereais, células maes de microsporos, mi-
crosporos, tubo polinico. Entretanto a fonte mais comum
de protoplastos é o tecido de mesofilo da folha (VASIL &
VASIL!29),

Apdés o isolamento dos protoplastos e transferéncia
deste para meio contendo todos os nutrientes necessdrios
para o seu desenvolvimento, os protoplastos iniciam a re-
generacdo da parede celular que € considerada como um
pré-requisito para a mitose, posteriormente formam cold-
nias que podem ser subcultivadas como cultura de calos.
Por diferenciagdo do calo pode-se obter plantas integras
(BAJAJ®). '

A maioria das espécies regenerdveis a partir de proto-

plastos, pertence a familia Solanaceae. Para que esta tecno-’

logia tenha realmente utilidade, para o melhoramento de
plantas, ¢ essencial que se consiga regenerar leguminosas
e cereais, os dois grupos de plantas mais importantes para
a alimentag@o.

A produgio de hibridos somadticos entre espécies que
sdo sexualmente incompativeis podem ser obtidos através
da fusdo de protoplastos.

BAJAJ® ressalta que a hibridizagdo somitica, em plan-
tas, leva desvantagens sobre a hibridizagdo somdtica em ani-
mais, pois a célula hibrida pode originar uma planta intac-

- ta, enquanto que em animais, isto ainda ndo é possivel,
como no caso de células hibridas de homem-camundongo.

A fusfo de protoplasto, rotineiramente, tem sido feita
usando fons Cat+, em baixas concentragdes e polietino-
glicol (PEG) como molécula aglutinante.

O processo de selecdo de hibridos somadticos tem sido,
em geral, dificultado pela auséncia de mutantes.

Uma das formas de selecionar é através do uso de micros-
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copio 6tico (POWER & COCKING??). Outro médoto ¢
através de marcas nutricionais (CARLSON et alii' 8)‘ onde,
por exemplo, protoplastos hibridos anfidipléides entre
Nicotiana glauca e N. longsdorfii sdo capazes de crescer em
cultura onde os protoplastos parentais nao sdo. _

Em mamiferos, células hibridas somdticas podem ser
obtidas rapidamente se as células parentais utilizadas
possuirem marcadores como resisténcia a drogas, mutantes
auxotroficos, nutricionais ou temperatura sensiveis (POWER
& COCKING?9).

Segundo MARX7°, em hibridizagdo de célula animal
trés resultados podem ocoftrer:

O fendtipo de um dos pais ndo ser expressivo.

O fenétipo dos dois pais ser expresso.

Ativa¢do de um fenotipo que nf@io era expresso em
nenhum dos pais.

Na célula hibrida homem-camundongo, hd uma elimi-
nagdo completa dos cromossomos humanos.

Quando se fala em fusdo de protoplastos, ndo se deve
pensar unicamente na fusdo de nudcleos geneticamente dife-
rentes.

SCHIEDER & VASIL'%? realizaram varios experimen-
tos de fusdo de protoplastos em tabaco usando mutantes
plastidiais em relagdo a sintese de clorofila e macho este-
rilidade citoplasmdtica onde verificaram a formagdo de
“cibrids™, ou seja, citoplasmas hibridos, onde genes citopas-
mdticos foram combinados, mostrando que através da fu-
sdo de protoplastos pode também ocorrer interagdo do ma-
terial genético citoplasmadtico.

2.1.4. Inseminagio artificial

A inseminagdo artificial vem sendo mais comumente
aplicada desde a década de 50. Seu uso para gado de leite
obteve pleno sucesso e tem sido amplamente usada, jd
para o gado de corte, seu uso tem sido menos intenso.

Até a metade da década de 50 o sémen era estocado
a 59C, esta estocagem permitia uma satisfatéria fertilida-
de até cerca de dois dias apds a colheita.

Dois novos métodos foram desenvolvidos como o uso
de tampdo com CO,, conseguindo-se uma freqiiéncia
de concepgio boa até trés a cinco dias apés a colheita. Ou-
tro método foi a adigdo de 10% de glicerol, mantendo a
temperatura & 59C. Tanto CO, como o glicerol manteve
a freqiiéncia de concepg¢ido do sémen, usado no terceiro ou
quarto dia apos a colheita. Inclusdo de dcido caproico em
tampdo de citrato mais nitrogénio é usado até hoje na Nova
Zelandia.

Segundo AMANN & SCHANBACKERS®, a situacio da
inseminagdo artificial em ovelhas, cavalos e suinos € bem di-
ferente da situacio em bovinos, devido ao numero de fé-
meas que podem ser inseminadas com uma ejaculagdo,

Em bovino, um numero considerdvel de fémeas podem
ser inseminadas com apenas uma ejaculagdo. Em porco,
carneiro e garanhio somente cinco a cinqiienta fémeas
por ejaculagdo € possivel inseminar. [sto tem reduzido o
potencial genético e econdmico da inseminag@o artificial
nestas espécies.

Com o advento do congelamento do sémem, surgiu a
producdo em larga escala, revolucionando as técnicas de
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melhoramento animal. Inicialmente a conservag¢do foi fei-
ta em ampolas de 1ml congelado e estocado em dlcool e
CO,.

Entretanto a disseminagdo da técnica e a exportagdo
do sémem somente ocorreu ap6s o desenvolvimento do uso
do nitrogénio liquido, que produz temperatura até —
196°C, dando uma freqiiéncia de concep¢do muito maior
do que quando estocado em dalcool, onde era conseguido
temperatura minima de — 79°C.

A introdugdo de pallets, em 1964, para o armazenamen-
to do sémem, resultou numa maior eficiéncia de estoca-
gem, reduzindo a perda de esperma durante a inseminagio
e aumentando ligeiramente a freqiiéncia de concepgdo
(PICKETT & BERNDTSON®2). Hoje o sémem ¢ embalado
em pallets de 0,25ml e 0,5ml.

AMANN & SCHANBACKER' salientam que por me-
lhor que seja o processo de congelamento e descongelamen-
to, cerca de 20% dos espermatozoides perdem a mobilida-
de. Isto se deve provavelmente a intera¢do de dois fatores
fisicos:

a. formagdo de cristais de gelo que danificam o esperma-
tozbide.

b. aumento na concentragdo, por ocorrer perda de dgua
pela cristalizagao do solvente extracelular.

A inseminagao artificial é usada em primeiro plano para
a produg¢io de machos superiores e num segundo plano,
para obten¢do de fémeas mais produtivas, principalmente
em bovino leiteiro, sendo também potencialmente vanta-
josa para bovino de corte.

O maior problema que envolve a produg¢do de repro-
dutor, é o alto custo da identificagdo de germoplasmas
superiores. O método usado para identificar genotipos su-
periores ¢ o teste de progénie, que envolve muitos animais
€ muito tempo.

As principais dificuldades para o desenvolvimento de
um efetivo teste de progénie, em gado sdo:

a. O teste de progénie de um unico touro envolve cinco
anos ou mais.

b. E essencial a identificagdo precisa, permanente, de
toda a progénic, de todos os touros testados.

¢. A melhor performance deve ser tomada de uma amos-
tra ao acaso, da progénie.

d. Deve-se registrar a performance de progénies grandes
para que o erro de amostragem seja baixo.

¢. Um grande nimero de touros ndo aparentados devem
ser testados, de medo que a sele¢@o intensa entre eles
ndo restrinja seriamente a base genética.

Segundo McDANIEL & DENTINE’?, o ganho genético
na producio de leite por monta ndo excede 0,5 & 0,6%
ao ano, usando a inseminagdo artificial esse ganho ¢ supe-
rior a 2% ao ano. Entretanto esse ganho genético s6 € pos-
sivel se antes houver precisa ¢ intensa sele¢o.

A inseminagdo artificial, combinada com a andlise dos
registros e subseqliente sele¢do é provavelmente a metodo-
logia mais poderosa disponivel para muitos aspectos do
melhoramento animal.

2.1.5. Superovulacdo
O aumento da taxa de ovulag¢do pode ser produzido por

vérios tratamentos com gonadotrofina.

Segundo RUTLEDGE & SEIDEL’®, o método para
superovulagdo varia com a espécie, mas hd indicagdes
que os o6vulos, produzidos por esta técnica, s3o diferentes
em alguns aspectos, dos dvulos vindos de ovulagdo natural.

Os autores mencionam que outro método alternativo
seria a digestdo enzimdtica do ovdrio e subseqiiente retira-
da de milhares de ovocitos. Tais ovocitos s@o imaturos,

Pela superovulagdo, uma mae com acentuado desempe-
nho em uma caracteristica, pode produzir, uma progénie
grande, num dnico tempo de gestagdo, usando fémeas
comuns como receptora desses Ovulos, assim a progénie
dessas vacas superiores, durante a sua vida reprodutiva seria
extremamente incrementada.

LERNER et alii®® descrevem os efeitos da idade do
doador e outros fatores na superovulagio.

As doadoras analisadas foram 339 vacas holandesas, com
idade variando de 1,8 anos a 17,8 anos. 987 embrides tam-
bém foram analisados.

Observaram que o numero de embrides, a taxa de ferti-
lizagdo, a qualidade dos embrides ¢ o numero de embrides
passiveis de transferéncia, diminuiu com o aumento da ida-
de da doadora.

Entre as doadoras mais velhas, o aumento da dose do
horménio foliculo estimulante (FSH) associou-se ao au-
mento no nimero de embrides. Entretanto entre as doado-
ras mais jovens o aumento da dose de FSH tem efeito nega-
tivo.

Os autores concluem que o aumento da idade da
doadora tem influéncia negativa no sucesso da superovula-
¢io e na produgdo de embrides transferiveis e que a
resposta ao FSH foi afetada pela idade da doadora.

2.1.6. Sincronizagdo do estrogeno

Essa técnica vem sendo usada mais intensamente, ja hd
alguns anos por produtores de suinos.

Segundo RUTLEDGE & SEIDEL”", a lactagdo inibe
o estrogeno e a maioria das fémeas, em suinos, exibem o
cio cinco a sete dias apOs a desmama. Assim, as porcas
podem ser sincronizadas no que diz respeito ao comporta-
mento do estrogeno. Como a variagio no tempo de gesta-
¢d0 ¢ pequeno, isso proporciona um instrumento excelente
para a programagdo de partos.

A metodologia para sincronizar o cio em gado de corte,
vemn sendo intensamente estudada com sucesso, o que per-
mitird uma maior difusdo do uso da inseminagdo artificial.
Em gado de leite a sincronizagio do estrogeno evita o pro-
blema da detecgdo do cio.

Segundo os autores, as pesquisas neste campo tem levado a
outros métodos como o uso de prostaglandina Fya como
horménio luteolitico.

A sincronizagdo do estrégeno, em ovelhas, ¢ amplamen-
te praticada na Europa, usando a progesterona e tem sido
uma ferramenta valiosa particularmente em sistemas de
manejo intensivo.

2.1.7. Micromanipulagdo
O avango nos estudos da organiza¢@o, regulagdo, trans-
crigdo e tradu¢do genética em eucariotos, vem proporcio-

69



ARANTES & AZEVEDO

Semina, 7(2):62-87, 1986

nando progresso no methoramento animal, principalmente
permitindo o entendimento da base genética de certos feno-
menos, como a heterose.

Um dos mais excitantes progressos tem ocorrido na me-
todologia de transferéncia de genes selecionados, entre
espécies e até géneros diferentes. A tecnologia do DNA
recombinante permite identificar, isolar, purificar e multi-
plicar genes especificos.

A injecdo de DNA em prontcleos tem sido feita com
relativo sucesso.

Segundo BRADFORD! 2, a lista dos genes potencialmen-
te transferiveis, em animais domésticos, ainda ¢ pequeno.
O mesmo autor descreveu os efeitos de um gene, em camun-
dongo, que resultou no aumento da taxa de crescimento.
O efeito desse alelo em animais domésticos poderia ser in-
teressante.

O gene Booroola, importante por variar freqiiéncia de
gémeos em ovelhas, representa um potencial para trans-
feréncia inter e intraespecifica.

Em cultura de tecido animal, fragmentos de DNA po-
dem ser estavelmente introduzidos, por microinje¢do,
usando micropipeta com um didmetro extremamente re-
duzido (0,1 a 0,5 microns). Esta técnica requer microma-
nipulador, afim de se posicionar corretamente a célula
para a inje¢do.

Segundo WATSON et alii'2%, uma vez dominada a téc-
nica é possivel injetar 500 & 1000 células por hora, obten-
do em 50% das células injetadas o gene estavelmente in-
tegrado e se expressando.

A vantagem desse procedimento é que, em principio,
qualquer fragmento de DNA pode ser introduzido em
qualquer célula, a desvantagem ¢ o equipamento e a préti-
ca necessaria.

Para a introdu¢do em camundongos, o DNA do doador
¢ fragmentado com enzimas de restricdo, até obter frag-
mentos de tamanhos estaveis. O fragmento € ligado a um
vetor, geralmente o pBR322 e posteriormente ¢ transferi-
do. Pode-se construir um banco desses fragmentos, usando
fago ou cosmidios. '

Para o resgate do gene transferido o primeiro passo é
encontrar as enzimas de restrigdo que ndo clivem o gene
transferido. Uma vez identificadas, o DNA € cortado e li-
gado ao pBR322, possuindo uma marca para resisténcia
a droga.

Esse DNA pode ser introduzido nas células de camun-
dongos e o DNA dos transformantes € usado para uma
segunda transformagdo. A populagdo total de DNA é usa-
da para transformar E. coli. somente os transformantes
contendo a marca de resisténcia a droga s3o selecionados,
pois sdo 0os que contém o gene eucaridtico.

WATSON et alii'!?® lembram que a capacidade para
" introduzir qualquer pedago de DNA nas células de mami-
feros permite a identificagfo de seqiiéncias de DNA respon-
sdveis pelo controle da expressdo de certos genes eucario-
ticos. '

Geralmente, quando um gene clonado ¢ introduzido em
células eucarioticas, ele continua a responder ao sinal que
normalmente controla a expressdo do gene “in vivo”.
Como em procariotos, o controle da transcricdo de genes
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eucari6ticos age através de elementos como os promotores,
que normalmente estdo bem proximos de seus respectivos
genes, ¢ produzem elementos que se ligam a elementos
controladores que ativam e desativam os genes.

Alguns genes eucarioticos, por exemplo, s3o controlados
por homdnios tipo esterdides. A transcri¢gdo do genoma do
virus de tumor de mama (MMTV), em camundongos &
controlado por glicocorticoéide. Quando o virus ¢ introduzi-
do em células de camundongos que contém o receptor para
este hormonio, continua a responder e a transcri¢do do gene
transferido aumenta cinco a dez vezes, por adi¢ao de hor-
monios.

2.1.8. Transplante e conservagio de embrides

A énfase maior da técnica de transferéncia de embrido
tem sido dada em gado de leite, onde essa tecnologia
permite aumentar a taxa de reprodugdo das fémeas.

A transferéncia de embrido também €& praticada em ove-
lhas, cabras, suinos e eqilinos, mas em propor¢des menores.
Em suinos, a transferéncia de embrido, tem sido usada prin-
cipalmente para introduzir variabilidade, uma vez que esses
rebanhos sao muito fechados.

E necessdrio salientar que a transferéncia de embrido
associada 4 inseminagdo artificial, sdo técnicas auxiliares
ao melhoramento genético, isto €, elas por si s6, ndo pro-
movem o ganho genético, devem estar sempre associadas
a um programa de sele¢3o adequado.

A taxa de reprodugio relativamente baixa, em bovinos,
determina um progresso genético necessariamente lento,
mais lento do que o progresso que se pode obter com
espécies mais prolificas, como suinos. O transplante de em-
brifo contribui para aumentar as taxas do potencial repro-
dutivo das fémeas.

McDANIEL & DENTINE’? citam trés fatores que le-
vam ao aumento do ganho genético, através do transplante
de embrido:

1. Produgdo de touros melthores para uso na inseminagdo
artificial.

2. Produgdo de fémeas de substitui¢do.

3. Teste de progénie de mdes, uma vez que tradicional-
mente se faz teste de progénie de machos, que poderd
entdo ser usada para produzir fémeas de substitui¢do e
touros jovens.

Os mesmos autores apontam os usos principais desta
técnica:

1. Determina¢do da melhor raga ou combinagdes de
ragas, para um ambiente especifico.

2. Produg¢do de machos de projegéo.

3. Introdugdo de caracteristicas citoplasmaticas desejd-
veis.

A razdo do primeiro item é que ragas resultantes da
introdu¢do de novas ragas geralmente leva a heterose. O
uso de embriGes exdticos ou de ragas melhoradas desen-
volvidas, no Gtero de vérias fémeas pode propiciar uma ra-
pida avaliacdo do total da raca produzida.

O terceiro item foi listado porque, existem algumas evi-
déncias que DNA citoplasmatico afeta a eficiéncia, em
animais. O transplante de embrifio ¢ um dos Unicos cami-
nhos para multiplicar tal material.
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Teoricamente o transplante de embrifo pode difundir
mais rapidamente genotipos produtores de fenétipos raros,
como alta propor¢do de proteina/gordura, pode aumentar
a intensidade de sele¢do de fémeas ¢ pode melhorar a pre-
cisdo da selegdo através do teste de progénie das fémeas.

A vantagem de maior impacto desta técnica € uma dis-
tribuigdo mais intensiva do ndmero de filhos de vacas eli-
tes. Ao invés de um ou dois filhos (machos) de uma vaca
elite, pode obter-se 10 & 20 filhos e assim uma progénie
maior desses filhos ser testada, no mesmo espago de tempo.
Portanto, de certa forma, o intervalo de gera¢do ¢ reduzi-
do, pois permite que as fémeas produzam vdrios filhos ao
mesmo tempo.

Segundo RUTLEDGE & SEIDEL®?, a cultura “in vi-
tro” permite estocar os embrides por alguns dias apenas,
por mais tempo € necessirio temperaturas muito baixas,
chegando a —270°C.

A criopreserva¢gdo de esperma e embrides terd no fu-
turo um inestimdvel valor, por preservar material genético
de animais que poderdo se extinguir.

2.1.9. Sexagem

A modificagio da freqiiéncia de formagdo dos sexos,
na espécie humana e animais domésticos tem um profundo
impacto social e econdmico.

A técnica da sexagem nfo tem evoluido muito devido
a dificuldade em se identificar diferengas que possam ser-
vir para a inativagdo preferencial de espermatozdides.

Como ressalta PINKEL et alii®®, ainda que virios
métodos fisicos, fisiolégicos e bioquimicos tenham sido
propostos, nenhum demonstrou ainda total eficdcia. A uni-
ca diferenga conhecida para separar os espermatozéides ¢
a constitui¢do cromossdmica.

Tipicamente os cromossomos X e Y diferem em conted-
do de DNA, resultando numa diferenga de 3 a 4% entre
espermatozoides carregando o cromossomo X ou Y, no
homem e animais domésticos.

PINKEL et alii®® desenvolveram um trabalho usando a
técnica de citometria de fluxo, que é precisa o suficiente
para determinar essa diferenga, desde que adaptada adequa-
damente.

Entretanto essa técnica, para identificar a diferenca de
3 a 4% de DNA, requer a descondensag¢io dos cromosso-
mos, usando enzimas proteoliticas. Essa preparagdo, portan-
to, inviabiliza os espermatozéides.

RUTLEDGE & SEIDEL®® descrevem outra metodolo-
gia onde o espermatozdide carregando o Y pode ser reco-
nhecido por fluorescéncia. Esse método também mata os
espermatozdides.

Um outro método envolve a bi6psia dos embrides. Po-
de-se posteriormente fazer cariétipo ou identificar embrides
machos com o uso do antigeno H—Y (WHITE et alii' 2®).
A precisio do método de bidpsia depende da qualidade
das matafases conseguidas, mas o procedimento é de alto
custo e consome tempo.

KEITH & LEWIN®® acham que a técnica mais promis-
sora ¢ a produ¢@o de anticorpo monoclonal, para o anti-
geno H-Y. Eles poderiam ser usados para selecionar
embrides de um sexo. No entanto para que essa metodolo-

gia seja disponivel para rotina é necessdrio determinar a
sua viabilidade e precisdo sob condi¢des de campo.

2.1.10. Conclusio

A lista das caracteristicas que podem ser usadas na
engenharia genética de plantas, inclui caracteres como resis-
téncia a doengas e herbicidas, aumento da capacidade fotos-
sintética, capacidade para fixar o nitrogénio, tolerdncia a
secas, aumento da qualidade nutricional das proteinas,
etc. Mas para tanto ¢ necessdrio se conhecer mais sobre
a bioquimica e fisiologia dos genes, pois isso é fator limi-
tante na integragdo e expressio de DN A exdgenos.

A cultura de tecido, a clonagem de genes € o uso do plas-
midio Ti, ja& podem ser usados comercialmente.

E importante salientar que para o melborista de plantas,
as técnicas para a inser¢do de DNA tem méritos especiais.
Se for possivel “criar” muitas plantas, transformadas, com
um amplo espectro de variagdio por inser¢do de DNA,
variedades melhores poderdo ser conseguidas, em menos
tempo.

A cultura de tecido e célula tem contribuido, a passos
largos, para o conhecimento em muitas 4reas bésicas como
diferenciagdo, divisdo celular, nutri¢do celular, metabolis-
mo e preserva¢do celular. Vem possibilitando também a
regenera¢do ¢ propagac¢do de plantas de importancia eco-
nomica.

A cultura de embrido, ovério, 6vulos e a poliniza¢do
“in vitro” tem sido usada para sobrepor as barreiras da es-
terilidade e incompatibilidade. Contudo, a tecnologia de
produ¢do de hapldides e produg¢do de hibridos somdticos,
através da fusio de protoplastos, ndo tem alcangado compa-
rdvel desenvolvimento.

Por outro lado, até o momento, na pecudria, a biotecno-
logia, como técnicas de melhoramento genético é muito
mais restrita do que na agricultura.

E necessdrio observar que vérias tecnologias devem ser
usadas ao mesmo tempo, como instrumento na intensifi-
ca¢do do melhoramento animal.

O melhor exemplo desse sinergismo vem do impacto
que causou a inseminag¢do artificial. Rapidamente a indus-
tria absorveu a tecnologia do sémem congelado, entretan-
to do ponto de vista genético os resultados iniciais da inse-
minag¢do artificial foram desapontadores, porque os touros
disponiveis vinham de um tnico ou alguns poucos reba-
nhos.

Os geneticistas desenvolveram maneiras de se avaliar
melhor os touros, através de métodos estatisticos-genéticos,
de maneira que hoje a inseminagdo artificial ajuda a avaliar
tanto machos como fémeas.

Outro sinergismo caracteristico € o que ocorre na trans-
feréncia de embrides. Essa tecnologia tem vérios passos dis-
tintos: primeiro as fémeas e touros superiores sdo identifica-
do, depois a doadora e receptoras s3o preparadas para a
transferéncia. Esse passo envolve a superovulag@o da doado-
ra e a sincronizagdo do estrégeno das receptoras. Posterior-
mente a doadora é inseminada artificialmente e, finalmente
os embrides sdo coletados e transferidos. Qutras tecnolo-
gias devem ainda serem incorporadas, como a sexagem.

J4 a introdugdo de DNA exdgeno em animais vem sendo
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feita, mas com limitado sucesso. Se na agricultura o enten-
dimento da regulagdo génica é necessdrio, para o sucesso
desta técnica, muito mais em animais, onde o balango
génico € extremamente delicado.

Além disto, a presenga de seqiiéncias de DNA procari6-
ticos (necessdrios para a clonagem) no DNA introduzido
reduz, em animais, a expressdo de genes ligados.

Outro problema sério, na pecudria, € o efeito negativo
de alguns genes introduzidos, sobre a fertilidade. O enten-
dimento desse fendmeno € essencial para se implantar
a introdugdo de genes.

Deste modo deve-se ressaltar que essas tecnologias s3o
ferramentas poderosas para o melhoramento animal, mas
sozinhas ndo promovem absolutamente o ganho genético,
devendo necessariamente estarem associadas a um bom pro-
grama de sele¢do.

2.2. Produtos na agricultura

2.2.1. Controle bioldgico de insetos

O uso indiscriminado de pesticidas por anos consecu-
tivos vem acarretando problemas cada vez mais sérios para
a agricultura mundial.

CAMERON!® salienta o fato de que o uso abusivo
de produtos quimicos afeta negativamente nao apenas
a popula¢do humana, mas também organismos que natural-
mente auxiliam na redugdo de pragas que prejudicam la-
vouras de importantes culturas. Assim, um produto qui-
mico utilizado de maneira ndo racional contra determinada
praga, pode eliminar também inimigos naturais dessa praga
(insetos Gteis) que agora livre dos mesmos, vdo poder multi-
plicar se¢ mais rapidamente.

Outros problemas do uso de pesticidas vem com a resis-
téncia dos insetos, que vai sendo progessivamente selecio-
nada, bem como os efeitos residuais e a polui¢io ambiental.

O produto quimico também pode favorecer popula-
¢oes de insetos considerados pragas secunddrias, que poderd
causar problemas pela redugfo ou eliminagio de seus inimi-
gos naturais.

O controle bioldgico tem suas raizes nos estudos de pa-
tologia de insetos e hoje o controle microbiano ¢ a prin-
cipal meta da patologia de insetos e representa um ramo,
talvez o mais prolifico, do controle biolégico de insetos.
Esse controle representa a utilizagdo racional dos pato-
genos visando a manutenc¢io da popula¢do de pragas a ni-
veis ndo economicos.

Apesar do avango do controle biolégico verificado nos
Gltimos anos € importante mencionar que 0Os microrganis-
mos entomopatogénicos ndo devem ser considerados como
os Unicos agentes de controle de insetos. Ele deverd fazer
parte de um conjunto de medidas que, atuando em harmo-
nia com o ambiente, sejam eficazes na redugo da popula-
"¢d0 dos insetos pragas a niveis ndo econdmicos.

2.2.1.1. Virus

Segundo TINSLEY & KELLY'!!®, os virus patogénicos
a insetos podem ser classificados em:

e Familia Baculoviridae. Género Baculovirus e Oryctes.
Entre os Baculovirus temos os da poliedroses nucleares ¢
das granuloses. Todos possuem DNA fita dupla, como ma-
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terial genético. Os baculovirus possuem corpo de inclusdo,
o Oryctes n3o possui.

e Familia Poxviridae. Género Entomopoxvirus. Possui
DNA fita dupla como material genético e o corpo de inclu-
sdo.

o Familia Reoviridae. Gé€nero Poliedrose citoplasmdtica.
Possui RNA fita dupla como material genético e corpo de
inclusdo.

e Familia Iridoviridae. Género Iridovirus. Possui
DNA fita dupla como material genético e ndo possui cor-
po de inclusao.

® Familia Parvoviridae. Género Densovirus. Possui DNA
fita simples como material genético € ndo possui corpo de
inclusao.

e Familia Picornaviridae. Género Enterovirus. Possui
RNA fita simples como material genético ¢ ndo possui cor-
po de inclus3o.

e Familia Nodaviridae. Género Nodavirus. Possui RNA
fita simples como material genético e ndo possui corpo de
inclusdo.

e Familia Rhabdoviridae. Género Sigmavirus. Possui
fita simples como material genético e ndo possui corpo de
inclusdo.

Os virus tem grande potencial para serem utilizados co-
mo inseticidas biolégicos desde que o fato deles n3o se mul-
tiplicarem em meio de cultura seja superado pela cultura
de células “in vitro”.

Os baculovirus tem sido os mais usados em controle
biologico por serem altamente especificos para inverte-
brados além de apresentarem boa estabilidade e eficiéncia
quando aplicados no campo visando o controle de pragas,
mas os virus da poliedrose citoplasmatica (CPV) também
vém sendo usados ALVES?. Segundo esse mesmo autor,
os virus da. poliedrose nuclear (NPV) podem ocorrer em
ortépteros, neurdpteros, tricopteros, coledpteros, himenop-
teros e lepidopteros. Os virus da granulose (GV) s#o especi-
ficos de lepidépteros e os CPV ocorrem normalmente em
lepidopteros, podendo também atacar dipteros,' himendpte-
ros ¢ coledpteros. Podem ser usados em culturas de importan-
cia agricola e em florestas.

As formulagdes a base de virus mais conhecidas no mer-
cado americano sdo Elcar e Biotrol — VHZ, formulado com
o Baculovirus heliothis para controle de diversas espécies
de Heliothis. Na Russia o Baculovirus de Limantria dispar
toi registrado para controle dess praga em florestas.

Segundo STOCKDALE & PRISTON!!3 o crescimento
de virus em cultura de tecidos pode chegar a ser otimizado
para ser produzido aproveitando os métodos disponiveis
na indastria de fermentagdo, além de se conseguir com a
cultura “in vitro”, o virus purificado, livre de bactérias, res-
tos da larva e mesmo outros virus, que existem na produ-
¢do “in vivo”. Entretanto o alto custo desta técnica tem si-
do fator limitante para o seu uso em escala comercial, que
ndo existe até o momento.

Linhagens permanentes de células, derivadas de tecidos
do inseto Antheraca eucalypti, deram origem as primeiras
culturas (GRACE®?). Dai para frente um ntmero grande de
linhagens de células de artropodos vem sendo estabelecidas.
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Algumas dessas linhagens permitem o crescimento de um ou
mais virus.

As linhagens de células de lepidépteros tém sido as mais
pesquisadas por permitir o crescimento de NPV, CPV e
GV e inclui culturas de tecidos de Trichoplusia ni, Auto-
grapha californica, Spodoptera frugiperda, etc.

Segundo SHERMAN'®7 o material usado para cultura
geralmente s30 ovos ou larvas dos estdgios iniciais que
sdo esterilizadas superficialmente com hipoclorito ou
dlcool, depois maceradas e seus tecidos s3o entfo disso-
ciados com enzimas, como tripsina. Esse produto ¢ plaquea-
do em pequena quantidade de meio contendo soro bovino
fetal e antibidtico. Fazse posteriormente sub-culturas
até estabelecer uma linhagem celular. Pode-se diluir para
selecionar clones especificos que mostrem maior eficiéncia
para a produgdo do virus.

Essa eficiéncia, apesar de nio bem entendida ainda,
existe, obrigando o desenvolvimento de vdrias linhagens
de células de o6rgidos diferentes, da mesma espécie de inseto,
pois nem todas permitemn a replicagio do NPV.

Por outro lado, algumas mas nem todas as linhagens de
células, permitem o crescimento somente do NPV da espé-
cie de inseto do qual ele é derivada. Os GV e o virus Oryc-
tes representam os extremos. Os GVs aparentemente, sdo
altamente especificos e nenhuma das linhagens celulares
disponiveis replicam este virus. J4 o Oryctes replicou em
linhagem de células de trés diferentes ordens: Coledptera,
Lepdoptera e Diptera (KELLY®!).

Como jd salientado, a cultura de tecido n3o tem sido
usada para a produg¢do comercial. Essa produgdo tem sido
realizada exclusivamente sobre os insetos hospedeiros ou
ocasionalmente sobre hospedeiros alternativos.

Segundo ALVES?, a utilizagdo de insetos provenientes
do campo s6 devera ser feita desde que seja possivel a
avaliagio da sanidade dos mesmos e apresente vantagens
econdmicas na sua utilizagdo. O ideal € a produ¢do de inse-
tos criados massalmente em laboratérios. Isso vem sendo
feito com os NPVs de Trichoplusia ni, Heliothis zea, Anti-
carsia gemmatalis e GVS de Diatraea saccharalis e Laspey-
resia pomonella.

Depois de inoculado o virus é incubado, as larvas recém-
mortas devem ser coletadas e guardadas em recipientes plas-
ticos em freezer 4 —20°C. Vidcuo parcial e liofilizagao tam-
bém podem ser usados para o armazenamento.

Os insetos assim obtidos poderdo ser macerados, mistura-
dos a dgua e espalhados com tanques grandes de pulveriza-
¢d0, por trator ou aviao; mas também podem sofrer trata-
mento de purifica¢do, secagem e formulagdo.

A purificagdo é feita através de lavagens e centrifuga-
¢des sucessivas. O precipitado contendo os poliedros deve
ser seco a frio. A formulagdo é feita geralmente como pé
mothdvel. Argila atapulgita e farelo de cereais poderdo ser
usados.

No Brasil, o CNPS/EMBRAPA, Londrina - PR, vem de-
senvolvendo conjuntamente com a EMATER-PR, o uso de
NPV de Anticarsia gemmatalis, para controle na soja desde
a safra de 80/81.

A producio do virus é feita, hoje, j4 pelos préprios
agricultores, que armazenam em freezer as lagartas mortas

e as usam no préximo ano, macerando-as e pulverizando
com o equipamento existente na propriedade. As avalia-
¢oes do uso em larga escala vem mostrando que o virus
¢ tdo eficiente quanto o tratamento quimico para a prote-
¢80 da soja contra lagarta de A. gemmatalis e vem se expan-
dindo para outros Estados do Sul e Centro-Sul do pais
(MOSCARDI”8).

Através da engenharia genética, o potencial para o uso
de baculovirus como agente de controle biologico pode ser
expandido. Por exemplo, a produc¢dao de um baculovirus
recombinante que contenha genes para outras toxinas,
como a <y-—endotoxina do Bacillus thuringiensis. Isso
melhoraria o efeito inseticida deste virus.

A cultura de tecido, se ndo vem sendo ainda utilizada
para a produgdo em grande escala dos virus, vem facilitan-
do enormemente o estudo genético deles, pois ‘‘in vitro”,
¢ mais fécil isolar, purificar e clonar os virus. Os clones
mutantes e geneticamente homogéneos podem ser produ-
zidos.

MILLER et alii’® citam algumas maneiras que a enge-
nharia genética pode contribuir para a maior eficiéncia do
baculovirus como inseticida:

— aumentando a viruléncia.

— aumentando a tolerancia do baculovirus as condi-
¢oes fisicas e quimicas, de maneira a persistir mais tempo
no campo.

— aumentando o espectro de hospedeiros.

2.2.1.2. Bactérias

Embora sejam conhecidas muitas espécies de bactérias
associadas a insetos, sd0 poucas as que possuem caracterfs-
ticas que permitam seu uso no controle de insetos pragas.
As espécies de maior importancia pertencem as familias
Enterobacteriaceae e Bacillaceae.

HABIB & ANDRADE®? agrupam essas bactérias em trés
categorias: obrigatorias, facultativas e potenciais, mas os
autores entendem que do ponto de vista da patologia de
insetos o melhor € agrupar as bactérias entomotogénicas
em dois grupos: a. esporulantes — as do género Bacillus
e b. ndo esporulantes, como Serratia marcescens e Pseudo-
monas aeruginosa.

As nio esporulantes s3o inadequadas para o uso no con-
trole biologico de insetos, devido a sua alta sensibilidade
as radia¢tes e condi¢Des climdticas, além de grande parte
ser patogénica aos vertebrados.

O Bacillus cereus, segundo FAUST & BULLA Jr.3},
foi isolado de numerosos insetos mortos da ordem Coleop-
tero, Hymenoptero e Lepidoptero. Sdo considerados ndo
cristaliferos. Sua viruléncia é devida a a¢3o da lecitinase
(fosfolipase C), que atua num pHentre 6,6 a 7,4.

Segundo FAUT & BULLA®', o Bacillus popilliae ¢ res-
ponsdvel pela doenga leitosa nas larvas de besouros da
familia Scarabacidae. Praticamente nfo cresce em meios
artificiais. Possui cristal protéico, mas sua toxicidade ainda
ndo foi totalmente determinada, sabe-se que o cristal so-
lubilizado e injetado nas larvas produz duas vezes mais
letalidade do que a injegdo de cristais intactos.

A resisténcia dos seus esportos ao calor, & disseca¢do
¢ a radia¢do e sua permanéncia por inuito tempo nas lar-
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vas mortas e no solo fazem desta bactéria excelente agente
contra as larvas dos escaravelhos.

O Bacillus sphaericus, segundo SINGER!%? ¢ cosmo-
polita encontrada em solo e em sistemas aqudticos. E viru-
lenta a larvas de Culex, Aedes e Anopheles. E esporulante,
de fdcil produgdo em larga escala por fermentagio submer-
sa e segura aos vertebrados.

Bioensajos feitos com o sobrenadante e o concentrado
de culturas centrifugadas, mostraram que a atividade bac-
tericida estd associada as células e ndo ao sobrenadante,
mostrando que a viruléncia envolve toxinas associadas as
células, ja que, tanto vivas como mortas s3o patogénicas.

O Bacillus thuringiensis foi descrito em 1915, por BER-
LINER, na Alemanha, isolado de larvas de Anagasta
Kuhniella. Hoje ela é descrita como patogénica a inameras
espécies de Lepidoptero, algumas espécies de Orthoptero,
Diptero, Hymenoptero e Coleoptero. '

Hannay, em 1953 HANNAY & FITZ-JAMES*?, foi
o primeiro a detectar a presenga de cristais de “‘diaman-
te” em culturas esporuladas de B. thuringiensis, relacionan-
do-os com a patogenicidade desta bactéria. Usando espectro
de absor¢do de UV, ele demonstrou que o cristal tem carac-
teristicas de proteina, contendo 17% em nitrogénio e por
cromotografia, encontraram pelo menos 17 aminodcidos
diferentes na sua composicao.

Esse cristal protéico contém a 6—endotoxina, que é a
toxina mais importante produzida pelo B. thuringiensis,
que esta presente em todas as variedades do bacilo e € al-
tamente téxica a larvas de vdrias ordens de insetos. Esse
cristal representa o componente principal dos produtos
comerciais 4 base de B. thuringiensis (DULMAGE??).0
ristal protéico ermn si, nfo tem ag¢do toxica, sendo consi-
Grada como pré-toxina.

O B. thuringiensis além desta toxina, possui outras como
descreve FAUST & BULLA Jr.31:

— « — exotoxina: é uma lecitinase C (fosfolipase). E pro-

duzida nas células vegetativas.
— B — exotoxina: possui estrutura bioquimica semelhante
a dos nucleotideos. E excretada durante o crescimento
vegetativo. Parece que ela inibe a sintese de RNA, especifi-
camente a RNA polimerase dependente de DNA. Tem efeito
teratogénico e mutagénico nos vertebrados.

— y—exotoxina: enzima ndo identificada, responsdvel
pelo clareamento do dgar gema de ovo.

Existem trés grupos de microrganismos com base em sua
ecologia. O primeiro grupo uma vez introduzido numa po-
pula¢do, serd reciclado naturalmente gerando um grau de
controle permanente naquela populagdo com B. popil-
liae.

O segundo grupo logo desaparece do ambiente onde foi
" aplicado e deverd ser aplicado repetidamente, pois precisa
de condi¢0es especiais para sobreviver B. thuringiensis.

O terceiro grupo pode se comportar de ambas as formas,
dependendo das combina¢es de linhagem do patdgeno
com espécie de praga e também do ambiente — B. spha-
ericus.

Segundo MORAES & CAPALBO’7, as vantagens do uso
de bacilos sdo:
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— Produzem esporos resistentes aos fatores adversos
do ambiente.

— Podem ser mantidos na forma de p6 ou emulsdo.

Podem ser utilizados nos equipamentos projetados para
a aplicagao de inseticidas quimicos.

— Sdo ind6cuo ao ser humano, outros mamiferos e a flo-
ra e fauna benéficas.

— As desvantagens sdo:

— As bactérias agem por via oral, n3o tendo nenhuma
agdo por contato, como os fungos.

— Sua agfio se restringe a um estdgio do desenvolvimen-
to do inseto.

— A umidade produz a germinagao dos esporos.

Para produg¢do comercial hd necessidade da selec¢do de
uma linhagem bem adaptada ao processo fermentativo,
através de bioensaios com o produto obtido.

O processo fermentativo para a produ¢3o pode ser
continuo ou descontinuo.

— Continuo: o ideal ¢ a produgdo em bateladas. Conhe-
cidas as condig¢bes 6timas para tal, pode-se produzir num
processo continuo. O uso desse processo para microrganis-
mos esporuldveis € raro. Nesse processo também ¢ diff-
cil manter as condigdes assépticas e também € dificil
a retirada dos metabolitos.

— Descontinuo: o meio para fermentagdo deve conter
agua, carbono, nitrogénio e tragos minerais. O manganés,
por exemplo € requerido para a esporula¢do. Os carboi-
dratos mais utilizados tém sido triptona, peptona, farinha
de soja, torta de algoddo, melago de cana e dgua de mace-
ragdo de milho (MORAES’®).

Parte significativa do produto final consiste de compo-
nentes do meio nio usado, metabolitos e células mortas.
A recuperagio é por filtragdo do mosto fermentado ou sua
centrifuga¢do, o precipitado (esporo e cristal) é suspenso
em lactose e preciptado com acetona, posteriormente lava-
do com acetona e dgua, procedendo-se a secagem.

Segundo ILZUKA et alii*? o B. thuringiensis tem uma
variedade muito grande de plasmidios (tanto em ndmero
quanto em tamanho), o que tem dificultado muito o estudo
dos genes que codificam o cristal protéico, bem como os
que regulam sua produgdo. Isto, dificulta a generaliza¢do
de técnicas para o melhoramento da propriedade toxi-
ca, destes microrganismos e da produ¢do comercial.

Talvez por estas razdes, observamos a dificuldades em se
estabelecer um sistema de engenharia genética, DNA
recombinante, transformagdo, conjuga¢do, transdugdo e clo-
nagem.

Considerando o uso da técnica do DNA recombinante
em B. thuringiensis vdrios autores propdem o seguinte:

a. Combinagdo de caracteres patogénicos de outros
microrganismos para aumentar o espectro de a¢do sobre os
insetos;

b. Desenvolvimento de linhagens mais potentes quanto a
acdo toxica;

c. Remover caracteristicas indesejaveis do bacilo;

d. Aumentar a tolerdncia fisiolégica e propriedades epi-
demiolégicas de tais bactérias;

e. Melhorar a capacidade de fermenta¢io para a produ-
¢do comercial.
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2.2.1.3. Fungos

Segundo AZEVEDO & MESSIAS’, os fungos que ata-
cam insetos pertencem a muitos géneros e espécies salien-
tando-se os géneros Enthomophthora, Beauveria, Nomu-
raea, Hirsutella, Asckersonia e Metarhizium,. como alguns
dos mais estudados. O nimero de espécies de insetos ata-
cados por fungos é também bastante grande, como bor-
boletas e mariposas, especialmente nas lagartas, em abe-
lhas, besouro, moscas € mosquitos.

Segundo os mesmos autores a infecgdo se inicia quando
o esporo do fungo entra em contato com a cuticula do in-
seto, onde germina ¢ emite o apressério que forga a cutf-
cula e nela penetra. Produzem-se hifas no interior do hos-
pedeiro que, vencendo as barreiras naturais do mesmo
tomam conta do.corpo inteiro, levando a morte.

Nesse processo os fungos produzem vdrias enzimas e
toxinas, como a beauvericina produzida por B. bassiana e
destruxinas encontrados no M. anisopliae.

O M. anisopliae ocorre naturalmente em mais de 300
espécies de insetos de diferentes ordens. Entre as pragas
mais importantes, que esse fungo controla, estdo a cigar-
rinha-da-cana-de-agtcar, a cigarrinha-das-pastagens e a bro-
ca-de-cana.

Os conidios sdo produzidos em meio de cultura, depois
misturados a dgua e aplicado por pulverizagio. Os fungos
podem permanecer na drea tratada sobre a matéria orgi-
nica do solo ou sobre os caddveres de cigarrinhas e de ou-
tros insetos.

Segundo ALVES% o género Beauveria ocorre em mais
de 200 espécies de insetos das diferentes ordens. O fungo
penetra, freqlientemente via tegumento, devido a uma agio
mecdnica e efeitos enzimdticos. Com 72 horas o inseto
apresenta-se totalmente colonizado.

A B. bassiana ficou conhecida internacionalmente pelo
produto soviético Boverin, que é empregado em combi-
nagdo com produtos quimicos com a finalidade de se obter
um efeito sinérgico e uma reduc¢fo das doses dos produtos
quimicos.

A Nomuria rileyi ¢ um fungo entomopatogénico que
ocorre naturalmente sobre pragas de algumas culturas
econdmicas. Penetra também via tegumento. Secretam
protease, quinase ¢ lipase.

O ciclo completo do fungo sobre lagartas é geralmente
de 8 a 12 dias. A germinagdo ocorre em 12 horas e a inva-
sdo da hemolinfa em 24 horas. A coloniza¢do do hospe-
deiro dura cerca de 3 a § dias e a morte pode ocorrer entre
6 a 7 dias (IGNOFFO® 1), '

Esse patogeno ocorre em mais de 32 espécie de insetos
das ordens Coleoptera, Lepidéptera e Orthoptera, sendo
que cerca de 90% dos hospedeiros sdo lepidopteros. No Bra-
sil, tem importancia particular por sua grande efici€ncia no
controle natural de Anticarsia gemmatalis.

Hirsutella thompsonii é especifico para dcaros e de f4-
cil produgdo em larga escala (McCOY et alii’!). O fungo pe-
netra o hospedeiro, geralmente através do tegumento.
A colonizagdo ocorre em 3 a 4 dias. A Abbott laboratérios
produz o Mycar, a base deste patdgeno.

A Aechersonia aleyrodis ataca cochonilhas e mosca-
branca.

A penetragdo do hospedeiro pelo patégeno Entomophthos:
ra ocorre principalmente via tegumento, mas pode ocorrer
também pelas aberturas naturais ou por qualquer soluc¢do
de continuidade de tegumento do inseto (ALVES?*).

Ocorre em insetos da ordem Homoptera, Diptera, Or-
thoptera e Lepidoptera. Apesar de ser possivel sua produ-
¢do em meios de cultura trata-se de patdégeno que apresen-
ta sérias dificuldades para a produgio e aplicagdo.

Apesar de existirem grandes dificuldades préticas para a
produ¢do de fungos entomopatogénicos através de meios
liquidos e semi-s6lidos em fermentagdo continua, esse
métodos poderd ser empregado para a produg@o de grandes
quantidades desses patogenos. As principais dificuldades
do processo estdo na obtengdo de meio de cultura adequa-
dos, condi¢des de desenvolvimento, esporula¢do e preser-
vagdo das contaminagoes secunddrias (ALVES?).

A produg¢do tem sido feita em meios sélidos, em sacos
plasticos, garrafas de soro ou bandeja, tendo como substra-
to, o arroz. Depois de 12 a 15 dias da inoculagdo, o conteu-
do ¢ retirado do recipiente usado para crescimento e en-
caminhados a peneiras vibratérias para a retirada dos es-
poros. Posteriormente vao para o controle de qualidade
¢ formulag@o.

Alguns fungos de dificil crescimento em meio de cultura
como Enthomophthora e Nomuraea, podem ser produzidos
a partir da inoculac¢@o nos insetos hospedeiros.

Para a produg¢ido em grande escala é importante o estabe-
lecimento das melhores linhagens. Para isto, o papel do ge-
neticista é muito importante, estudando a variabilidade das
linhagens e estabilizando-as geneticamente. Outra impor-
tante fungdo ¢ a realizagdio do melhoramento genético
através da muta¢do e recombinagdo. A obtenc¢do de pro-
toplastos, como em M. anisopliae, abre enormes perspec-
tivas para facilitar os cruzamentos evitando-se os inconveni-
entes da incompatibilidade genética entre linhagens (AZE-
VEDO & MESSIAS?).

2.2.2. Controle biolégico de doengas

Controle biolégico € a redugdo na quantidade de iné-
culo ou no potencial para produzir doengas do patégeno
realizado por ou através de um ou mais organismos que ndo
seja 0 homem (COOK & BAKER??).

O potencial para desenvolver doengas inclui crescimento,
infectividade, agressividade, viruléncia e outras qualidades
do patdgeno, ou processo que determina a infecgdo, o de-
senvolvimento de doengas e reprodugo.

O controle biolégico de doengas pode ser acoplado a
prdticas culturais, ambientes favordveis aos antagonistas,
resisténcia da planta hospedeira, introdugdo massal de an-
tagonicos, de linhagens ndo patogénicas.

Os patogenos incluem fungos, bactérias, nematéides,
algas e virus. A rela¢@o entre patdgeno e hospedeiro pode
ser como epifita (na superficie da planta) ou endofita
(no interior dos tecidos da planta), ou ambos. Certas li-
nhagens de Erwinia herbicola e Pseudomonas syringae
estdo presentes em cristais de gelo (—2 a —5°) nas plantas.
Se esses cristais se forma em folhas de tomate, milho ou
outra planta sensivel ao frio, os tecidos s3o danificados e
essas bactérias podem agora colonizar as células mortas.
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Essas bactérias exemplificam bem o caso de patégenos que

iniciam sua infec¢do como epffitas (LINDOW et alii® 7).
Por outro lado os antogonistas s3o agentes bioldgicos

com potencialidade para interferir nos processos vitais
dos patogenos de plantas. Inclui fungos, bactérias, proto-
zodrios e virus.

2.2.2.1. Fungos fitopatogénicos

Quando patogenos nfo sdo inibidos naturalmente por
antagonistas e na auséncia de variedades geneticamente re-
sistentes, recorre-se ao biocontrole pela adi¢io de antago-
nistas efetivos. Muitos podem ser identificados no laboraté-
rio, mas a maioria deles tem pouco efeito antagdnico,
principalmente no controle de doengas de raiz, onde ¢
necessario adi¢do no solo natural. Mas parasitas nao especia-
lizados como Phytium, R. solani, que atacam uma gama de
hospedeiros, podem ser controlados biologicamente, uma
vez que o periodo de prote¢dio deve ser relativamente curto
e portanto a populag¢do do antagonista deve ser grande so-
mente por algumas semanas (MELO"%).

A introdugdo de antagonistas no solo é um método al-
ternativo de controlar muitos fungos de raiz. Coniothy-
rium minitans, Sporidesmium sclerotivorum e Trichoder-
ma parecem ser os fungos mais comuns para controlar este
grupo de patégenos.

T. harzianum tem diminuido efetivamente a incidéncia
de doengas causadas por Rhizoctonia solani e Sclerotium
rolfsii em testes de campo (WELLS et alii'27), Phytium
oligandrum, um vigoroso microparasita necrotroéfico, foi
mostrado ser ativo contra varias outras espécies patogéni-
cas de Phytium. Esses antagonistas sfo considerados promis-
sores porque s¥o bem adaptados a sobreviver na rizos-
fera.

De um modo geral, os fendmenos antagdnicos podem
ser observados em qualquer tipo de solo € envolvem as se-
guintes relagdes: parasitismo (Trichoderma, Rhizopus),
predagdo (nematdide por Arthrobotrys), lise (actinomice-
tos), antibiose (Strepromyces, Penicillium, Trichoderma)
e competi¢do (por nutrientes) (MELLO"#).

2.2.2.2. Bactérias fitopatogénicas

O biocontrole de doengas é muitos pouco utilizado em
larga escala, em comparagdo ao biocontrole de pragas, mas
na Austrilia, por exemplo, os agricultores usam controle
biolégico para suprimir a galha bacteriana causada por
Agrobacterium radiobacter var. tumefaciens. Para o virus
do mosaico do tabaco, Fomes annosus, a tristeza dos citros,
também ja é usado ao nivel de campo.

O controle biolégico da galha resultou da descoberta
de uma linhagem ndo patogénica (K—84) da mesma bac-
téria. Esta linhagem ndo induz tumor e possui um pequeno

- plasmidio que codifica para produgio de uma substincia
antibidtica que inibe as patogénicas. O antibidtico é chama-
do “agrocin 84”7, produzido comercialmente. A K-34
carrega também um outro plasmidio grande com os genes
para nopalina: (NEW & KERR®?).

Nas linhagens sensiveis ao “‘agrocin 84”, os genes que
controlam a sensibilidade estfo no plasmidio Ti (responsi-
vel pela indugdo de tumor), isto quer dizer que hd uma li-
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gagdo genética muito intima entre patogenicidade e sensi-
bilidade ao “agrocin 84”, talvez por isso o controle é tdo
eficiente.

Alids, a antibiose ¢ o fendmeno antagonico mais vidvel,
até o momento, para a produ¢do em escala comercial, quer
seja através da produg¢do de antibi6ticos (bacteriocinas)
ou metabolitos toxicos.

A K—84 ¢ comercializada sob a forma de p6é mothi-
vel e tem dado 6timos resultados principalmente em ros4-
ceas ¢ crisintemo, com pouco sucesso em videira (KERR
& TATE®?).

Outros éxitos vém sendo obtidos com estirpes de Bacil-
lus subtilis, no controle do fungo Sclerotinia fructicola,
agente da podriddo parda do péssego e nectarina, também
¢ eficiente no controle do fungo Phomopsis sp, em soja,
com tratamento da semente antes do plantio (CUBETA
et alii??). O controle do agente da ferrugem do feijoeiro,
também tem sido eficiente com pulveriza¢des de B. subti-
lis.

BACKER et alii® verificaram que além do B. subtilis,
0 B. cereus var. mycoides, o B. thuringiensis e Frwinia
ananas var. uredovora sdo eficientes neste controle, em cer-
tas condigdes.

Estirpes de Erwina hercicola e P, syringae, que catalisam
nicleos de cristais de gelo a temperaturas em tomno de
0°C, causando injdrias as plantas sensiveis ao frio, que sao
denominados INA™, podem ser controladas pela intro-
dugdo de bactérias epifitas antagbnicas, inativas para nu-
cleagdo de geno (INA™), como sdo algumas mutantes de
E. herbicola (LINDOW et alii®7).

2.2.2.3. Nematéides

Os nematéides fitoparasitas sdo responsiveis por grandes
perdas na producdo agricola, Viarios sdo os organismos
que atacam os nematdides, entre eles: virus, riquétsias, bac-
térias, fungos, nematoides, dcaros, insetos, etc. Entretanto
até o momento, a bactéria Pasteuria penetrans e algumas
espécies de fungos sdo os organismos mais adequados, no
controle dos nematoides parasitas de plantas (NOVARET-
TI82).

Virus infectando nematéides nio tem sido muito encon-
trados, provavelmente por fatores técnicos, uma vez que sac
cosmopolitas (LORDELLOQ®®).

A Pasteuria penetrans produz endosporo tipico de Ba-
cilius, de tamanho bastante reduzido (5 im). E um dos mais
promissores agentes de controle de fitonematdides, por
apresentar a resisténcia dada pelo esporo, eficiente mecanis-
mo de fixagdo e penetragdo, além de bloquear a produg¢io
de ovos de seus hospedeiros (STIRLING!12),

Os esporos de P. penetrans nao germinam em meios de
cultura comuns e ndo s3o cultivados “in vitro” com sucesso.
SAYRE!?? estudou o ciclo de vida da bactéria, sincroniza-
do com o ciclo de vida do nematéide Meloidogyne java-
nica e descreveu os seguintes estdgios: fixagdo do esporo
na larva, penetragao, crescimento vegetativo, fragmentagfo,
esporogénese e fase no solo. A fémea adulta € transfor-
mada em um “saco” contendo cerca de 2 milhdes de espo-
1os e ngo se reproduz.

Apesar dos conhecimentos adquiridos, até o presente so-
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bre Pasteuria penetrans, pouco ainda se conseguiu quanto
a produ¢do e utilizacdo desse organismo em escala comer-
cial. Existem as dificuldades do cultivo “in vitro”, 4 manu-
tengdo e o manuseio do indculo e a especifidade dos hos-
pedeiros.

Apbs alguns insucessos do uso de fungos para controle
biologico de nematédides, o interesse reviveu depois que
demonstraram que algumas espécies de fungos endoparasi-
tas impediam o aumento da popula¢io do nematéide
Heterodera avenae ¢ mesmo reduziam a populagdo de
nematoéides, causadores de galhas. Na Franga, dois fungos
predadores de nematdides, Arthrobotrys robusta e A.
irregularis sio vendidos comercialmente (NOVARETTI®?).

Os fungos predadores elaboram um sistema de hifas
provido de 6rgdos destinados a capturar nematéides. O
corpo do nematéide capturado ¢ em seguida invadido
pelo fungo.

Os nematoides ingerem os conidios dos endoparasitas
que germinam. J4 os fungos predadores capturam os nema-
tides através de Orgdos adesivos ou de anéis, capazes ou
ndo de realizar constrigdo. Hd outros fungos que captu-
ram suas vitimas por meio de substancias adesivas secreta-
das pela propria hifa.

Apesar de sua larga distribuigdo, os fungos nemato-
fagos ocorrem em pequena quantidade no solo.

2.2.2.4. Virus

Para fitoviroses, o controle bioldgico ¢ interpretado co-
mo sendo aquele obtido por meio de agentes bioldgicos
capazes de interferir nos processos de infec¢@o ou replica-

¢do viral e de disseminagdo do virus na cultura. No primei-

1o caso o controle biologico pode ser alcangado pela premu-
nizagdo das plantas com estirpes fracas do virus e de efeito
protetor ou por meio da supressdo do virus jd presente na
planta, através do estabelecimento de estirpes fracas do
mesmo virus ou de um virus diferente. O controle da disse-
minagdo pode ser obtido por meio de inimigos naturais dos
vetores e técnicas de macho esterilidade.

A natureza do mecanismo envolvida na prote'g:ﬁo tem si-
do motivo de estudos e sugestdes de diversos mvestlgadores
(SHERWOOD & FULTON!98),

A prote¢do cruzada ou premunizagio apesar de nao re-
duzir a produgdo e proteger as plantas contra o estabele-
cimento dos isolados severos e de ser conhecida desde 1937,
ndo tem dado resultados préticos talvez pelas sérias desvan-
tagens desse método, conforme aponta REZENDE et
alii®®.

— A presenga do isolado fraco em todas as plantas pode
originar o fendmeno do sinergismo, no caso da infec¢do da
plénta por outro virus.

— Hé certa dificuldade para que os lavradores aceitem
material infectado para a propagagio.

— A existéncia de virus fraco em todas as plantas pode
aumentar a possibilidade de surgirem mutantes severos e
com maior poder de competi¢do.

— A presenga de um virus fraco numa cultura pode ser-
vir de fonte para outra cultura onde esse virus pode originar
moléstia de importancia.

Segundo MULLER & COSTA’?, 0 uso da premunizag¢do

com estirpes fracas, para o controle da tristeza em plantas
de laranja-pera é praticamente o Unico caso, no mundo,
onde essa técnica -atingiu escala comercial de desenvol-
vimento.

2.2.2.5. Uso de micorrizas

O estudo de fungos microrrizicos tem mostrado que eles
podem reduzir significativamente o efeito de fitopatdgenos.
Virios mecanismos quer seja de natureza bioquimica,
morfolégica ou nutricional tem sido propostos para expli-
car a redu¢@o no efeito dos fitopatogenos do solo nas plan-
tas.

Tem sido sugerido a formag¢do de barreira fisica nas rai-
zes, sintese de enzimas e antibioticos, produgdo de meta-
bélitos, alteracio na qualidade e quantidade de nutrientes
na rizosfera, alteragdo da morfologia e anatomia das raizes
do hospedeiro, estimulo de uma populagdo rizosférica
antagonica, produ¢ao de aminodcidos ¢ aguicares redutores,
lignificacao das raizes, etc., para explicar a a¢do desses
microrganismos. O mecanismo de agdo talvez deva ser
atribuido a um complexo de fatores que atuam conjunta-
mente (DEHNE?9).

O maior volume de trabalho envolvendo intera¢do entre
fungos microrrizicos sdo feitos com fungos que infectam
o sistema radicular, Fusarium sp, Verticillium sp, Phyto-
phora sp. Na maioria dos casos hd sempre redu¢fo no efei-
to da doenga.

Os fungos micorrizicos tém sido implicados também
em interagoes com doengas causadas por nematoéides, prin-
cipalmente dos géneros Meloidogyne e Pratylenchus (OLI-
VEIRA & ZAMBOLIM3%),

Embora a maior parte dos resultados obtidos nos estudos
envolvendo interag¢des entre fitopatogenos e fungos micor-
rizicos sejam promissores, poucos trabalhos demonstram
consistentemente a influéncia desses simbiontes na redu¢io
dos danos causados pelos patogenos em condi¢es de cam-
po. Outro fato que influencia esses fungos no solo, é o
uso indiscriminado de pesticidas que reduz a sua popula-
¢do.

2.2.3. O uso de técnicas do DNA recombinante e cultura
de tecidos no controle bioldgico de doengas € inse-
tos.

Pouco se tem conseguido no sentido de clonar genes de
toxinas de microrganismos, ou o que se conseguiu € a ni-
vel de patente de industria e portanto ndo revelado.

A modifica¢do genética das plantas para o cardter resis-
téncia a doengas requer, tanto pelos métodos convencionais
como pela engenharia genética, que individuos resistentes
sejam identificados, em uma populag¢io de plantas sucep-
tiveis.

Isto normalmente é feito por inoculagdo das plantas
com o patégeno, método que possui sérias falhas. Alguns
autores tem proposto o uso das toxinas produzidas pelo
patégeno e ndo o uso do patdgeno para identificar mais
seguramente as plantas resistentes (“in vivo”) ou proto-
plastos resistentes (“‘in vitro’”) (BRETTEL & INGRAM'3).

Segundo YODER!3? as toxinas podem ser entendidas
como fatores de patogenicidade ou fatores de viruléncia.
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O fator de patogenicidade ¢ quando a toxina € necessdria
para causar qualquer sintoma da doenga. O fator de virulén-
cia n3o ¢ necessdrio para iniciar a doenga mas, se presente,
altera o grau da doenga que se desenvolve. Tem ainda uma
possibilidade que seria a substdncia ndo estar envolvida na
doenc¢a, mas ser coincidente com ela ou resultado dela.

O mesmo autor propde uma maneira de se distinguir
essas trés possibilidades. Se os mutantes ndo produtores
da toxina, ndo causarem doenga, ¢ fator de patogenicidade.
Se eles causarem doen¢a, mas de uma maneira alterada ¢
fator de viruléncia e se eles causarem o mesmo nivel de
doenga que as linhagens patogénicas é uma substancia sem
influéncia na patogenicidade.

Se a toxina é um fator de patogenicidade, plantas alta-
mente resistentes a ela serd completamente resistente a
doenga. Se a toxina é um fator de viruléncia, as plantas
resistentes a ela, podem ser parcialmente resistentes a doen-
¢a.

A toxina HV, produzida pelo fungo Cochliobolus vic-
torige, ¢ um fator de patogenicidade porque isotados que
ndo produzem a toxina, ndo produzem doenga. Esse fungo
ataca certas variedades de aveia. Os estudos mostraram que
todas as plantas resistentes 4 toxina HV, sdo resistentes ao
patdgeno, enquanto que plantas parcialmente resistentes
a toxina tem resposta intermedidria ao patdgeno.

UCHYTIL & DURBIN!'7 ddo dois exemplos de fatores
de viruléncia. Um caso envolve a toxina T produzida pelo
fungo C. heterostrophus, que afeta milho e o outro ¢ a
tabatoxina, produzida por vdrias bactérias incluindo 2.
syringae var. tabaci, patogénica a tabaco. A tabatoxina ¢
inativa, produtos de sua hidrélise € que sdo toxicos. Nenhu-
ma ¢ necessdria para causar doenga, sdo responsdveis por
parte dos sintomas das respectivas doengas.

Calos derivados de milho susceptivel foram selecionados
para resisténcia a toxina T. As plantas regeneradas dos ca-
los resistentes, foram suceptiveis ao patégeno mas o dano
causado foi muito menor do que em plantas originalmente
susceptiveis. Esses resultados podem, por si sé, produzir
um controle efetivo da doenga, em condi¢des de campo
(GENGENBACK et alii®?).

O genc do cristal protéico do B. thuringiensis tem sido
clonado (ver item 2..2.1.2). Os genes da faseolotoxina,
tabatoxina parecem nfo estar localizado em plasmidios.
J4 o gene para produgio de seringomicina parece ser plasmi-
dial.

Esses genes cromossomicos podem ser isolados através
de complementag¢do, em mutantes ndo produtores da toxi-
na, usando um banco gendmico, preparado da linhagem
produtora da toxina, e depois selecionando os transforman-
teés produtores dela (GROSS & VIDAVER?!).

2.2.4. Fixagio bioldgica de nitrogénio

O nitrogénio ¢ um dos nutrientes fundamentais para as
plantas, participando da composi¢do das moléculas de pro-
teinas e clorofila, além de desempenhar uma fun¢do chave
no processo de divisdo celular. Assim, uma adequada nutri-
¢do em nitrogénio ¢ fundamental para o crescimento
vigoroso das plantas.

Os processos industriais de sintese de amoénia, a base
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da industria de fertilizantes, requerem uma enorme quan-
tidade de energia, 0 que encarece o seu uso na agricultura,
Por outro lado, a situagdo tecnoldgica da industria de ino-
culantes € precdria. Uma conjuga¢do de esforgos entre a
pesquisa agrondmica, expressa pela sele¢do de estirpes
de fixadores bioldgicos, com a pesquisa tecnologica para a
produgdo de inoculantes econdomicos e de alta potenciali-
dade é necessdria.

Virios géneros de microrganismos apresentam a reagdo
de fixa¢io de nitrogénio, como Azotobacter, Klebsiella,
Clostridium, Rhodospirillum, Azospirillum, Rhizobium e a
cianobactéria Anabaena azolae, em associagdo com legumi-
nosas, gramineas e leguminosas florestais (LEMOS®®).

A transferéncia da capacidade de fixar nitrogénio (genes
nif) nas plantas ainda é uma meta a ser atingida.

A transferéncia dos genes responsdveis pela fixa¢do de
nitrogénio, para bactérias ndo fixadoras, como de Klebsiel-
la penumoniae para Escherichia coli (CANNON et alii!7),
ja tem sido feita.

A possibilidade de transferir o operon nif de microrga-
nismos para cereais, ou outra planta que nfo fixa nitrogé-
nio, vem sendo cogitada (HARDY & HAVELKA*®). Esses
autores, argumentam que o plasmidio contendo o operon
nif pode ser introduzido em protoplastos de plantas, se-
guido da regenera¢do da planta que carregam os gens nif,
bem como geragdes subseqiientes através de suas semen-
tes.

O uso do plasmidio Ti(A. tumefaciens) para transferir
genes nif de Riuzobium e posterior infec¢do em dicoti-
ledoneas ndo leguminosas tem sido tentado (STOTNICKI
& ROLFE'%%),

Em tabaco conseguiu-se algumas possibilidades para
regenerar protoplasto injectado por 4. tumefaciens carre-
gado o gene nif (SACRISTAN & MELKERS®?).

A absor¢do de Rhizobium por protoplastos de folha de
Pisum sativum foi descrita por DAVEY & COCKING??,
mas a sobrevivéncia da bactéria fixadora, ap6s a absor¢o,
nio foi conseguida.

GILES, em 1978, conseguiu a atividade de redugfo de
acetileno (prova da existéncia da enzima nitrogenase),
em protoplastos de Zea mays, infectada com A. vinelandii.

As leguminosas arboreas s3o as mais exploradas, princi-
palmente espécies das subfamilias Mimosoideae, Caesal-
pinioideac e Papilinoideae e, mesmo assim pequeno numero
de espécie tem sido examinadas com relagdo a nodulago,
em comparagdo a quantidade de espécies que compde
a familia Leguminosae. Nessas drvores, ¢ bem conhecido
que podem nodular e fixar nitrogénio tdo eficientemente
como as leguminosas herbaceas, uma vez que o seu cres-
cimento se estende por vdrios anos ¢ para cobrir as neces-
sidades de nitrogénio, hd nestas espécies também uma taxa
muito superior de fixagdo de nitrogénio (DOBEREINER?7).

2.2.5 Protefnas armazenadas nas sementes

Existem alguns aspectos que estdo retardando o uso da
engenharia genética em vdrios campos do melthoramento
de plantas, como por exemplo, a caracteriza¢gdo bioqui-
mica dos genes.

Muito se conseguiu saber sobre os processos bioqui-
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micos ¢ fisiologicos envolvidos nas caracteristicas, processos
que quando desconhecidos inviabilizam ou dificultam a
identificagdo dos genes responsdveis por elas. Uma exce-
¢30, s30 os genes que codificam as proteinas armazenadas
nas sementes. Genes de diferentes tipos de proteinas tém
sido isolados e caracterizados.

OSBORN®® foi o primeiro a caracterizar quimica-
mente as proteinas da semente. Usou o sistema de clas-
sificagdo baseado na solubilidade das proteinas em diferen-
tes solventes. Chamou proteinas soliveis em 4gua, “albu-
minas”, proteinas soliveis em 5% de sal, “globulinas”,;
e protefnas soliveis em solugdo de dlcool (etanol a 70%)
de “‘prolaminas”. As outras foram extraidas com a solu¢do
de 4cido ou alcali e foram chamadas *‘glutelinas”.

HURMKMAN et alii®® trabalhando com as proteinas
da semente de milho, que consiste num grupo de prolami-
nas, chamadas zeinas, deram evidéncia de que ela é forma-
da por agregag¢io de proteinas dentro do reticulo endosplas-
matico rugoso e isolaram estruturas com a mesma carac-
teristica fisica de ovécitos de Xenopus laevis previamente
injetadas com RNAm de zeina. '

PEDERSEN et alii®” construiram clones de ¢cDNA do
RNAm de zeinas e determinaram a seqiiéncia do DNA das
varias zeinas. Conseguiram entdo, determinar a complexa
seqliéncia primdria de aminodcidos dos polipeptidios e
compard-las estruturalmente. Citam, como alternativa
para estimar o namero de genes da zeina, o uso de clones
de ¢cDNA como marcador da hibridizagdo do DNA do
milho.

Os mesmos autores analisaram o clone de ¢cDNA corres-
pondente a uma zeina de 19000 Mr (peso molecular aparen-
te, derivado da eletroforese em gel). Baseada na analise
por reconstru¢io, observaram quatro bandas pequenas e
claras caracteristicas de genes simples. Usaram a Eco RI,
que n3o corta no gene da zeina: essas quatro bandas pare-
cem participar de uma pequena familia de genes de apro-
ximadamente dez membros.

As outras proteinas também foram analisadas deste
mesmo modo e estimaram o total de quarenta a cinquenta
genes.

FISHER & GOLDBERG?? citam que quando as protef-
nas do grio de soja sdo separadas por centrifugagio em
gradientes, aparecem trés gragdes com coeficientes de se-
dimentagdo de 2S, 7S e 11S. Eles clonaram os genes de
7S e 118, isolaram e caracterizaram parcialmente.

Em contraste com os genes da zeina, que n3o contém
introns, varios membros da 11S contém. E um grande in-
tron ou, um ou mais introns pequenos nos genes de 118,

Ainda que uma caracterizagdo estrutural completa des-
ses genes, é necessaria para a determinag¢3o das seqiiéncias
de seus DNAs, essse estudo ilustra que a estrutura dos
genes das globulinas ¢ mais complexa do que dos genes
da zeina e mais simples do que os genes das proteinas ar-
mazenadas de ovos de animais.

2.2.6. Tolerancia a salinidade e a seca em plantas supe-
riores

A alta produtividade de uma planta em um ambiente

determinado € entre outros fatores, a somatdria de alguns

aspectos do seu metabolismo. O grau de tolerancia a salini-
dade e a'seca pode ser um desses aspectos. A tolerancia aos
dois fatores estdo interligados por ambos dependerem do
balango osmético.

Uma série de aspectos anatomicos/ morfolégicos e fisio-
16gicos/bioquimicos estdo envolvidos nesta tolerdncia.

Previamente dois requerimentos basicos s3o necessirios
ao nivel celular (JONES & GORHAM?®): a. manutengdo
da composi¢do idnica citoplasmdtica, compativel com a
atividade metabdlica, especialmente nas células de cresci-
mento das regides apicais. O citplasma contém altos niveis
de K, Na e Cl. As células também deve ter niveis adequa-
do de carbono, nitrogénio e fosfato; b. manuten¢do de
turgescéncia, nas células maturas e imaturas. Parece prové-
vel que ao nivel celular tanto o transporte idnico como a
capacidade para acumular citosoluto organico compati-
vel s3o importantes na tolerancia.

A prolina, que se acumula em plantas durante o stresse
osmotico, parece funcionar como composto osmoprotetor.
A indug¢iio de mutantes para superprodugdo de prolina,
conferindo tolerancia osmética, tem sido feita (STROM et
alii’ %),

A clonagem do gene para tolerdncia osmotica, em mi-
crorganismos, ja foi obtida.

Sementes, polen e outros tecidos sujeitos a desidrata-
¢do, freqiilentemente produzem grandes quantidades desses
compostos. Os niveis destas substdncias aumentam ou
diminuem em sincronia com o stresse. Estas substancias
sintetizadas pelas plantas protegem também a bactérias
em stresse osmotico.

A identificagdo das moléculas orgdnicas que conferem
tolerdncia osmético em bactéria e o estudo de mutantes
osmoticos tolerantes tem levado ao desenvolvimento de
métodos de selegdo para isolar os genes osm.

O primeiro gene osmético tolerante a ser clonado foi
0 gene mutante para a super produgdo de prolina, a partir
de Salmonella, no pBR322 e introduzido em E. coli pro™.
As células cresceram em meio sem prolina.

O maior requisito para o melhorista obter plantas resis-
tentes ao stresse osmotico é o desenvolvimento de métodos
ripidos de sele¢io de um numero grande de amostras de
plantas, para a presenga ou falta de compostos osmopro-
tetores. Um caminho para isto seria o desenvolvimento
de linhagens testadoras de bactérias adequadas para bioen-
saio rapido de amostras de tecidos de plantas.

2.2.7. Produgfo de compostos secundrios em cultura de

tecido

Culturas de tecidos sdo potencialmente valiosas para o
estudo da biossintese de metabolitos secundérios ¢ podem
eventualmente, fornecer um meio de produgdo comercial
de importantes produtos de plantas. Tais produtos secundd-
rios s3o0 metabolitos que parecem nao ser essenciais a todas
as células da planta.

Intimeras classes de compostos s3o produzidas, desde
4dcidos cinamicos, cumarinas, ligninas, flavonoéides, antraqui-
nonas, naftoquinosas, isoprendides, dcidos graxos ndo co-
muns, até produtos derivados de aminodcidos. A constata-
¢do de que certas culturas produziam substdncias até en-

79



ARANTES & AZEVEDO

Semina, 7(2):62-87, 1986

tdo desconhecidas, como paniculideos e rutacultina, foi
inesperada e mostrou que culturas poderiam ser impor-
tantes fontes de novos compostos (BUTCHER! %).

O avango na produgdo de produtos uteis, a partir da
cultura de tecidos, a drea de saide, tem sido grande. Por
exemplo, culturas de células em suspensdo de Ruta graveo-
lens produz simultaneamente 6leos voldteis, furanocuma-
rinas e alcaléides, enquanto Phy tolacca amricana estd sendo
testada para o uso comercial, como um inibidor de viroses
‘de plantas. Tém sido patenteadas culturas de tecidos que
produzem metabolitos como alergens, diosgenina, L-do-
pa, ginsenosides e glicirrizina (STABA!! 1),

Os estudos tém sido direcionados em cultura de tecido
visando a produgio de cataranto e camptoteca, alcaldides
anti-tumorogénicos, aminodcidos, proteinas, antibioticos,
dcidos graxos, papaina e outras enzimas, precursores
de esteréides, produtos de biotransformaggo de esteroides,
agentes corantes, condimentos e perfumes, adogantes,
inseticidas, vitaminas, compostos semelhantes 4 insulina
entre outros.

2.3. Produtos na pecuiria

2.3.1. Clonagem e introdugio de DNA em ovos de ma-

mfferos

A introdug¢do de genes em animais tem progredido va-
garosamente, em relagdo a introdugdo em microrganismos
e plantas. O dominio da regula¢@o génica ¢ essencial para o
sucesso de transferéncia.

Segundo RADKE & LAGARIAS®?, jd tem sido estabele-
cidas linhagens de células de fibroblastos de camundongos
que, constitutivamente, sintetizam e secretam o hormoénio
de crescimento bovino (bGH).

A transferéncia de DNA para ovos fertilizados de mami-
feros por microinje¢do vem sendo desenvolvida. Uma das
dificuldades é que a microinje¢do resulta em multiplas c6-
pias desse DNA, que se integram ao acaso.

Os autores acima citados ressaltam que existem diferen-
¢as na manipulagdo de ovos de mamiferos de espécies
diferentes, que afetam o sucesso da obtenc¢do de embrides
vidveis para reimplanta¢do. Embrides de suinos, por exem-
plo, se dividem em cultura, até o estdgio de quatro células,
jd, embrides de carneiros e bovinos podem dividir-se até
blastocisto.

WATSON et alii' 25 citam que uma das primeiras intro-
dugdes de genes, feita com sucesso, foi usando o gene
APRT (adenina fosforibosil transferase) de hamster.

A introdu¢3o de genes para a produgdo de hormdnios
serd relatada em um item a parte.

. Segundo YOUNG et alii’®3, um dos principais objetivos
na zootecnica é aumentar a deposi¢do de miofibrila nos
musculos de animais de corte. A identificagdo e regulagio

-da atividade molecular, nos cromossomos, que permite a
RNA polimerase iniciar a transcrigdo de seqliéncias especi-
"ficas, como os genes da proteina miofibrilar é desconheci-
da. Essa identificagdo teria uma grande influéncia na pro-
du¢do da carne.

AFFARA et alii' mostraram que durante o desenvolvi-
mento do musculo, mioblastos mononucleados fundem-se
para formar microtibulos multinucleados. Este processo
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¢ acompanhado de acimulo de RNAm de proteina miofi-
brilar no citoplasma.

A maior proteina dada por esse RNAm produz um apa-
rato contractil que ¢ composto por miosina de cadeia pesa-
da (MHC), miosina de cadeia leve (MLC), actina, subuni-
dades de tropomiosina, subunidades de troponina € outras
proteinas envolvidas direta ou indiretamento no processo
de contragio.

Diferentes isoenzimas de miosinas tdo encontradas em
diferentes tipos de musculos ou no mesmo tipo de muscu-
lo em diferentes estdgios de desenvolvimento do animal
(GAUTHIER et alii®*”; RUSHBROOK & STRACHER®7).

No musculo cardiaco de diferentes espécies, trés iso-
enzimas de miosina tem sido identificadas e sdo compostas
de duas MHC diferentes. Elas diferem no mapa peptidico,
na atividade enzimadtica, nas propriedades imunoldgicas e
na seqiiéncia de cDNA (KAVINSKY et alii®®; CHIZZONI-
TE et alii? ).

Virios trabalhos tém mostrado que sdo multiplos genes
que codificam a miosina de cadeia pesada em vdrios organis-
mos, como o0 heomem, rato, coelho, galinha e bovinos
(NGUYEN et alii®!; KAVINSKY et alii®®), mas em Dro-
sophila essa cadeia é codificada por um unico gene. Assim,
em alguns organismos, mas ndo em todos, essa proteina ¢
codificada por grandes familias multigénicas.

O RNAm da miosina de cadeia pesada foi separada do
RNA total e posteriormente usado como molde para a
sintese do DNA complementar (MEDFORD et alii’?). O
c¢DNA foi obtido e depois clonado para isolar as seqiién-
cias especificas de MHC.

Outro método usado é a construgdo do banco gendomico
e subseqiiente sele¢io para seqiéncia de MHC. O DNA
gendmico € freqientemente clonado em um bacteriofa-
go ( \) para produgdo do banco (MAHDAVI et alii®?).

SINHA et alii’'® fizeram os mapas de restrigdo desses
DNA, revelando sitios homologos e alguns heterdlogos,
indicando que sdo dois RNAm diferentes produzidos pelos
genes da ¢e § miosina de cadeia pesada.

2.3.2. Hormonios

Na década de 70, o DNA de SV40 foi microinjetado em
virios embrides de camundongos, no estdgio de blastdcitos
e depois reimplandos no dtero das fémeas. Cerca de 40%
dos camundongos tinham DNA do SV40 nas suas células.

Experimentos desse tipo. tem sido feito com vdrios
genes clonados, incluindo interferon humano, genes da in-
sulina, da B—globulina de coelho, da timidina quinase etc.

Segundo WATSON et alii'2®, merece énfase os experi-
mentos onde o gene contendo a seqiiéncia promotora da
metalotionina de camundongo foi fusionado com sequén-
cias codificando o gene do horménio de crescimento (GH)
em ratos. Posteriormente ele foi clonado no pBR322,
originando o plasmidio pMGH que foi introduzido, por
microinje¢do em ovos de camundongo.

Alguns animajs revelaram a presenga de multiplas copias
do MGH. Um nivel alto do RNAm do hormoénio de cres-
cimento foi encontrado nesses animais.

Virios outros trabalhos tem mostrado que o gene
para hormonio de crescimento de rato e homem, pode



ARANTES & AZEVEDO

Semina, 7(2):62-87, 1986

ser introduzido em camundongo, tornando-se estavelmen-
te integrados no genoma, mas nem sempre se expressando
eficientemente. Esses fatores levaram (WATSON et alij! 26)
a concluirem que:

— genes podem ser introduzidos por microinje¢do em
células somdticas e germinativas. '

— o sitio onde o DNA exdgeno se integra, no cromosso-
mo, influencia na sua atividade durante o desenvolvimento.

— Certos DNA exdgenos podem ficar sobre o controle
génico das células hospedeiras.

PALMITER et alii®®, entretanto, observam que o
gene que possui o promotor/regulador da metalotionina
de camundongo, quando fusionado com o gene estrutural
do horménio de crescimento de rato, bovino ou humano,
ap6s sua microinje¢do em camundongo ocorre formagao de
seu RNAm em -alguns 6rgdos, particularmente, no figado
e intestino.

O gene geralmente torna-se, estavelmente, integrado
também nas células germinativas e é herdado pela pro-
génie.

Segundo HAMMER et alii*?, a aplicagdo das técnicas
de transferéncia de genes em espécies domésticas, apre-
senta o problema da visualizagdo do nicleo do ovo. O
microscopio de interferéncia e contraste tem possibilitado
a microinje¢do em ovos de coelho, ovelha, porco e bovino.

Esses autores microinjetaram algumas centenas de c6-
pias de fragmentos de 2,6 Kb de DNA produzidos por
digestdo com Bst EII e EcoRlI, isolados do plasmidio
pMGH, em nucleos de ovos de coelha, ovelha e porco. A
injecao de DNA reduziu em 50% a sobrevivéncia desses em-
brides. Observaram que em coelhos, esse gene se expressa
em alguns tecidos, particularmente em Orgdos secretores
como o figado e o intestino.

2.3.3. Produgido de gémeos

Segundo RUTLEDGE & SEIDEL®2, os clones (gémeos
univitelinos) ocorrem naturalmente em bovino, homem e
outros mamiferos. Esses gémeos univitelinos tem sido uteis
em pesquisa.

Um método eficiente para a produgdo de gémeos foi
descrito por WILLADSEN!2? que tem produzido clones,
com sucesso, passando, 1/2 ou 1/4 de embrido condiciona-
do em blocos de 4gar, para ovidutos de ovelhas, deixando
pof 1 a 5 dias. Os blocos com embrides foram, entdo, re-
tirados e os embrides separados do agar e subseqlientemente
re-transferidos para fémeas receptoras.

Gémeos, trigmeos e quadrigémeos idénticos tém sido
obtidos em cavalos, bovinos e ovinos por esse processo.

Recentemente WILLIAMS et alii! 3© desenvolveram uma
metodologia répida, de baixo custo e eficiente para produ-
zir gémeos idénticos em bovinos, a partir da divisdo em dois
do embrido e depois transferido nfo sirurgicamente.

Essa técnica pode ser aplicada para purificar rebanhos
em escala comercial de maneira que centenas ou milhdes
de gémeos idénticos resultem a cada ano.

RUTLEDGE & SEIDEL®® ressaltam a importéncia
do seccionamento do embrido, onde metade ou 1/4 & trans-
ferido e as outras partes congeladas, de modo que, depois
de avaliado, se desejado, cdpias geneticamente idénticas do

animal podem ser produzidas. Com o acoplamento sexa-
gem, as vantagens desta técnica, s30 aumentadas.

2.3.4. Anticorpo monoclonal e suas aplicagdes

A formag3o dos anticorpos € o mecanismo de defesa do
organismo contra as doengas infecciosas.

Em 1798, Jenner demonstrou a produg¢do de imunidade
a variola pela inejcao de material preparado de lesdes de
variola de gado. Esse método foi denominado vacina¢do.
Passado um século, Pasteur, efetivamente, desenvolveu o
estudo das vacinas.

Na década de 70, a fusdo de células malignas de camun-
dongos, com linfécitos normais, do mesmo, formaram os
primeiros hibridomas. Observou-se que vdrios hibridomas
secretavam anticorpos que reconheciam especificamente
um antigeno determinado, quando introduzidos em eritro-
citos de ovinos (KOHLER & MILSTEIN®?3).

A tecnologia dos anticorpos monoclonais permitiu a
produ¢io de quantidades ilimitadas de anticorpo, com de-
terminada afinidade, especificidade e isotipo. Portanto os
anticorpos monoclonais sdo cépias idénticas de imunoglo-
bulinas derivadas de uma mesma célula.

Os anticorpos monoclonais, segundo KEITH & LE-
WINSO | sdo geralmente produzidos em cultura de tecido.
Em alguns casos pode ser feito sem soro bovino fetal, o
que simplifica a purificagdo da imunoglobulina. A pro-
du¢do em cultura de tecido produz, geralmente, pequena
quantidade de anticorpo especifico, cerca de 1 a 50 ug/ml.

O uso do soro de sangue para cultura, di uma maior
concentragio de anticorpos, chegando a 5 a 10 mg/ml.

Um fator limitante na produ¢io comercial de anticorpo
monoclonal, é a falta de sistemas que permitam a produg¢o
eficiente, em grandes quantidades.

Os animais domésticos podem ser importantes como
incubadoras bioldgicas para a produ¢Zo em larga escala,
desses anticorpos.

A primeira drea a se beneficiar da tecnologia do hibri-
doma foi a medicina humana, mas pesquisas com paté-
genos de animais tem promovido avangos na medicina
veterindria, ainda que o diagnéstico de doengas infecciosas
nao seja um campo dominado na ciéncia animal cldssica.

Testes relativamente simples podem ajudar a deter-
minar o estado da doenga em animais. A detec¢do de infec-
¢Oes subclinicas, tem importincia especial, pois podem in-
fluir na produtividade.

A brucelose, pela sua importincia econdmica, tem sido
objetivo de- intensivos estudos, neste campo, € conseguiu-
se a produg¢do de anticorpo monoclonal da Brucella abor-
tus. Anticorpos monoclonais a parasitas, incluindo tripa-
nossomas, Plasmodium berghei, tem sido produzidos.
Esses reagentes tém aplicagdo no diagnostico e na terapéu-
tica. .

Segundo SHERMAN et alii! %%, anticorpo monoclonal
vem sendo usado para reduzir a incidéncia de diarréia
bovina, de dificil tratamento e fatal, causada por uma
E. coli enterotéxica. Foi produzido, em camundongo,
o anticorpo monoclonal contra proteina do pilus da E.
coli K-99.

Bezerros tratados com o anticorpo monoclonal, quando
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infectados com a K-99 diminuiram somente metade do peso
perdido pelos animais controle (sem anticorpo monoclo-
nal). Os sintomas da diarréia foram significativamente redu-
zidos, e somente 29% dos bezerros tratados morreram em
oposi¢do a 82% de morte dos controles.

Isto significa que a administragdo do anticorpo mono-
clonal foi especifica para a proteina do pilus da E. coli
e foi efetiva na prote¢do dos bezerros contra a doenga.
Este foi um dos primeiros anticorpos monoclonais produzi-
do para uso em bovinos.

Segundo KEITH & LEWIN®®, os leucocitos s3o um gru-
po heterogéneo de tipos de células diferenciadas. A imuno-
logia tem tentado caracterizar sorologicamente os leucé-
citos. O uso de anticorpo monoclonal para distinguir
células morfologicamente idénticas (como os linfécitos),
em grupos funcionais ¢ uma das mais importantes apllca
¢Oes da tecnologia do hibridoma.

Anticorpo monoclonal para uma variedade de horm(‘)-
nios reprodutivos esta sendo desenvolvido. O uso dessa
tecnologia poderd diminuir a variagdo que ocorre na medida
hormonal devido a diferencas entre as partidas do antisoro
convencional usado.

Através dessa técnica é possivel quantificar uma varie-
dade de moléculas como o horménio § — luteinizante huma-
no, a gonadotropina coridnica € prolactina, a pré-albumina,
e o horménio tiroidiano. Em bovinos e eqilinos, anticorpo
monoclonal j4 sem sendo usado para medir o horménio
luteinizante.

Os antigenos codificados pelo maior complexo de his-
tocompatibilidade {(MHC) € outra aplica¢gdo da produgdo
do anticorpo monoclonal.

Segundo WARNER!22, os genes do maior complexo
de histocompatibilidade (MHC) sio muito importantes
para a engenharia genética em espécies domésticas, devido
a atua¢do em alguns fenomenos bioldgicos como, resis-
téncia a doengas e reprodug¢ao.

Um dos genes deste complexo, o gene Ped, em camun-
dongos, influencia o desenvolvimento e a sobrevivéncia
do embrido, mas a pesquisa de genes como o Ped, em
espécies domésticas tem sido dificultada por dispor-se
de poucos dados sobre a estrutura molecular do MHC.

O MHC codifica as maiores proteinas de superficie nas
células e tecidos do individuo. O envolvimento do MHC
na imunologia inclui rejeicdo de tecidos transplantados,
estimulagdo da produg¢do de anticorpos, linfélise, resposta
imune e restrigdo da resposta imune. Os maiores fendme-
nos ndo imunes, nos quais MHC estd envolvido sdo carac-
teres associados a reproducdo.

"0 MHC tem fung¢do na preferéncia de cruzamentos, no
namero de 6vulos produzidos, na taxa de clivagem embrio-
.nica, no sucesso da implanta¢fo, no tamanho dos fetos e
no tamanho da ninhada.

Neste trabalho, Warner teve como objetivo o estudo do
MHC de duas espécies domésticas, porco e galinha, usando
a andlise do polimorfismo de fragmentos de restri¢do, a
fim de identificar, seqliéncias e clonar os genes do MHC,
no intuito de encontrar alelos mais vantajosos para sua in-
trodugdo em germoplasmas. No MHC existe trés classes de
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moléxulas: I, Il e III. A I e II sdo glicoproteinas de superfi-
cie a III é componente do complexo do soro.

Para a determina¢io do numero de genes da classe I,
em cada uma das espécies, os genes foram isolados, depois
digeridos com enzima de restricdo. Procedeu-se entdo a
eletroforese, transferiu para nitrocelulose e foi depois hi-
bridizado com ¢cDNA padrio (de camundongo).

As enzimas de restri¢do usadas foram Sst I, Hind Ill e
Bam HI., Os resultados sugerem que 10 a 20 genes s3o
responsaveis pela classe I, em porco e 3 a 10 genes, em
galinha.

3. CONCLUSOES

Acredita-se que a maior contribui¢do da biotecnologia
seja permitir a modificagdo de genomas de plantas e ani-
mais, de maneira mais incisiva e rdpida, do que através
do melhoramento convencional.

A énfase desta contribuigdo recai sobre os seguintes pon-
tos:

a. Producdo de novos tipos, até agora inacessiveis.

b. Investigar o controle genético, com o objetivo de re-
generar o material cultivado “'in vitro”

c. Desenvolver técnicas para a produgao de plantas
haploides.

d. Obter plantas, livres de doenga, via cultura de tecido.

e. Pesquisar a fertilizagio ““in vitro™ tanto para plantas
cOmoO animais.

f. Introduzir DNA de uma planta para outra, sexualmen-
te incompativel, via fusdo de protoplasto.

g. Introduzir DNA exégeno em ovos de mamiferos, no
sentido de agilizar e intensificar o melhoramento genético
através de seleg@o.

h. Introduzir genes para a resisténcia a doengas ou paté-
genos ou agente toxico ou genes para fixagdo bioldgica
do nitrogénio, em plantas.

i. Propagar vegetativamente as plantas.

j. Transplantar DNA de mitocondria e cloroplasto.

A biotecnologia é uma drea de ‘‘ponta”, no limear dos
processos de transformagdo tecnologica, em que os deten-
tores do conhecimento cientifico, ndo o repassardo aos
outros paises. Mas a defasagem tecnoldgica, apesar de jd
evidente em determinados tipos de industrias de bens e
servigos, ainda comporta a competigdo, pelas diferencas
de disponibilidade de insumos bdsicos, minerais, dgua e
energia e pela ampla gama de produtos cujo potencial de
geragdo, por biotecnologia, cria espagos para pafses subde-
senvolvidos.

O pais de origem dos conhecimentos técnico-cientificos
que sustentam o processo biotecnoldgico, ndo constitui
necessariamente, o local da fase final de desenvolvimento.
Assim, ha oportunidades, com vantagens, para paises do
terceiro mundo, detentores de substratos bioprocessaveis,
para 0s quais os processos deverdo ser “aclimatados” ou
que representam o principal mercado para certos produtos
ou servicos de origem biotecnolégica.

Ha, portanto, espago para paises cujos governos deci-
dam participar do processo, desde que a biotecnologia seja
encarada como drea a merecer tratamento especial:-que
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disponha de programas de coordenagdo, que evite a pulve-
rizagdo dos investimentos, que estimule a coopera¢do, a
complementariedade e a partilha dos resultados, que nao
relegue a segundo plano a pesquisa bdsica, que fortalega
a integragdo entre a oferta e a demanda da tecnologia e
que examine as principais conseqiiéncias do ‘‘fosso tecnold-
gico” existente entre os paises desenvolvidos e subdesen-
volvidos, em niveis de dificil superagio.

O Brasil dispde de inameras vantagens, para a implan-
tagdo de programa especial em biotecnologia

Do ponto de vista da demanda, hd problemas de sadde,
agricolas e energéticos, que requerem ateng¢do governamen-
tal e atividades industriais, cujos resultados serdo de gran-

de impacto sécio-econdmico para o Pais.

A proposta de agdo do governo brasileiro em biotecnolo-
gia, foi oficialmente configurada em 1981, através do PRO-
NAB — Programa Nacional de Biotecnologia, elaborado
através da agfio conjunta CNPq—FINEP e referendado pela
Secretaria do Planejamento da Presidéncia da Republica.

Os investimentos previstos, se ocorrerem ¢ forem devi-
damente aplicados, irdo permitir o alcance de metas bisi-
cas, para a gera¢do de biotecnologias importantes para a
realidade politica e socio-econdmico nacionais. Permiti-
rdo também a entrada do Brasil no cendrio de competivi-
dade internacional, minimizando a importagdo de tecnolo-
gia, como ¢ desejavel.

ABSTRACT

This review reports the use of biotechnology in agriculture and animal husbandry. The main techniques and the most
important products both in experimental stage or in commercial use are reported. The work intends to give a global vision
to the theme, chronologically and spacely, showing the main lines of research and what has been obtained in this area. The
techniques and products that are related to genetics and breeding are emphasized.

KEY-WORDS: Biotechnology; Genetic Engineering; Recombinant DNA; Tissue Culture; Embryo transfer;
Antibody monocloning; Nitrogen fixation; Biological control.
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