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«Um gene, um caracter, um grupo de caracteres ndo tem em si
proprios, nenhum valor intrinseco, pois este depende, para cada
individuo, de todos os seus outros genes e do meio particular em que
ele vive: a longo prazo, tal valor é sancionado pelo éxito (sobrevivéncia
e transmiss@o a descendéncia) ou pelo fracasso (eliminagdo pela
selecgdo natural).» Beisson, J.(1973)
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Ficha tematica n.°2
ABC da Engenharia Genética
e Biotecnologia

O milho tal qual hoje o conhecemos resulta de intimeros

- Programas de melhoramento. Eles foram desenvolvidos ao longo

de muitos anos e incluiram a realizagdo de cruzamentos de
hibridizacdo sexual e selecgdo (figura 1). Na sua histéria
merece destaque o teosinto (Zea mexicana), dado ser a planta
descrita como ancestral do milho (Zea mays L, figura 2). Estdo
disponiveis para o agricultor diversos milhos hibridos, que
diferem entre outros aspectos: na cor do grdo (amarelo, branco
ou laranja) ou no tipo de grio (dentado, redondo ou
intermédio).Mais detalhes descritos no Catalogo Nacional de

Figura 1 - Realizagdo de
hibridizagdes no campo.

Variedades.

As técnicas usadas no melhoramento agricola tradicional,
foram-se juntando técnicas que iam permitindo ultrapassar
alguns obstaculos encontrados. Deste modo, as técnicas de
'Melhoramento por Indugiio de Mutacdes' permitiram obter
novas variedades de plantas importantes na agricultura. Um
exemplo de aplicagdo desta técnica sdo os cereais resistentes a
acama devido & indugdo de mutacéo cujo efeito foi o encurta-
mento do caule.

Com as técnicas de 'Fusdo de Protoplastos’ (inglés:

Mais dados em: www.dgpc.min-agri-
cultura.pt/catalogo/catalogo _ indice
.htm; com todas as informacdes de
utilidade sobre as variedades de
espécies agricolas e horticolas.

Inducdo de mutacdes: refere-se a
possibilidade de provocar ou induzir,
em laboratério, a mutagdo dos mais
diversos caracteres (os trabalhos
desenvolvidos por Miiller, por volta de

Protoplast Fusion), desenvolvidas em laboratérios de
Biotecnologia Vegetal (figura 3) em meados de 1970, os
investigadores tinham por objectivo conseguir obter plantas que
reunissem caracteristicas que resultassem de combinagdes
entre plantas de géneros diferentes («intergenéricas»), sempre
que elas fossem impossiveis de obter pelas convencionais
hibridizagbes sexuais. Entre algumas destas combinagdes
realgamos o cruzamento entre plantas de géneros diferentes
como o de batata com tomate (Solanum x Lycopersicon), que em
inglés ficou conhecido por 'pomato’ (por resultar de cruzamento
entre potato X tomato'). '

Observa no esquema 1, como & possivel obter um protoplasto a
partir de uma célula vegetal.
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Esquema 1 - Um protoplasto é uma célula "nua™ perdeu a parede,
mantém a membrana e adquire aspecto circular. A perda da parede celular
& conseguida pelo uso de enzimas capazes de a degradar (ex.: celulass).

O esquema 2 ilustra a Hibridizagdo somatica entre uma planta
cuja flor é vermelha e outra cuja flor & azul. A planta hibrida
resultante tem flor com coloragéo intermédia, lilas neste caso.
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Esquema 2 - Um hibrido somético, formado pela fusdo de dois
protoplastos de espécies distintas pode ser obtido num processo cujas

«fases s@o (de modo simples): obtengdo de Protoplastos; indugédo da sua

fusdo (em 'baldo Erlenmayer’); obtencdo de linha celular hibrida e
regeneragdo da planta - que é um «hibrido somatico».

Mas os resultados destas experiéncias de fusdo nem sempre
eram linhas celulares hibridas! E mesmo quando elas se
obtinham nem sempre delas se conseguia a regeneracdo de
plantas... Por tltimo, algumas destas plantas até mostravam ser
estéreis (casos de infertilidade) ficando impedidas de integrar
Programas de Melhoramento. Alguns casos de hibridos
somaticos (plantas resultantes portanto de hibridizagdo
somatica) foram registados em leguminosas (Medicago sativa x
Medicago falcata).

Entretanto, e durante as décadas de 1950, 1960 e 1970, a
grande maioria dos estudos de genética eram desenvolvidos em
organismos simples: microorganismos, tais como bactérias
(figura4) e virus. De facto esse caminho mostrou vira serde

1927, constituem um marco nesta
investigacdo). Os agentes muta-
génicos podem ser quimicos (vérios
produtos) ou fisicos (por ex.: raios
gama). em inglés: Mutation
Breeding, mais dados em: Agéncia
Internacional de Energia Atémica em
www.iaea.org/worldatom/Periodicals
/Bulletin/Bull381/tc3a.pdf

Figura 2 - Aspecto de grdos de
milho (Zea mays)

Protoplasto - célula vegetai
Wproem" parede. A fusdo de
protoplastos pode obter-se de 2
modos: modo quimico (uso de PEG -
polietilenoglicol) ou modo eléctrico
(uso de eléctrodos). Algumas das
inimeras combinagbes ensaiadas

salsa x cenoura; soja x tabaco;
cenoura x petunia.
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Figura 3 - Nos laboratérios de
biotecnologia vegetal a 'matéria-
prima’' -plantas, ou porgées delas-
sdo geralmente trituradas com a
ajuda de um almofariz.

Figura 4 - Aspecto de cultura de
células de bactéria E. coli, obtido
por. ampliagéo e método de
coloragéo apropriado para uma boa

visualizagdo ao microscopio.

Notas q

por fusdo de protoplastos inclufram: .

grande utilidade ao melhoramento de plantas. Comecemos por
conhecer a histéria duma bactéria que ficou célebre: A
Agrobacterium.

Na natureza héa bactérias que causam nas plantas hospedeiras
umas galhas, nédulos, ou tumores - em inglés «crown gall»
(figuras 5) sabendo-se que esta interac¢do bactéria/planta se faz
através de feridas existentes na planta. Trata-se de uma relagéo
de hdspede/hospedeiro nem sempre capaz de se estabelecer
com igual facilidade: ocorre melhor em plantas dicotiledéneas do
que em monocotiledéneas. Algumas destas bactérias vivem no
solo e a sua capacidade de causar alteragdes no aspecto das
plantas foi realgada em 1968, por Morel e colegas.

Tanto o isolamento como a identificagdo da bactéria que
causava o aparecimento de nédulos ou tumores como sendo a
Agrobacterium tumefaciens, terdo ocorrido ha j& uns anos (ca.
de 1900) e atribuem-se esses dados a dois investigadores dos
EUA. Entretanto em diversos laboratérios os estudos
prosseguiam. Em 1974, Schell e Van Montagu atribuiam um papel
neste processo de formagao de nédulos a um plasmidio (anel de
ADN da bactéria), pois nele existia essa informagao essencial a
inducéo dos nédulos ou tumores. Deram-lhe o nome de plasmidio
indutor de tumores ou 'plasmidio Ti’ (do inglés 'Tumour inducing')
e no seu ADN existiam entdo praticamente todos os genes
necessarios tanto a associagdo com as células vegetais como a
transferéncia para elas de um pedago de ADN. o 'T-DNA' (do
inglés 'Transfered DNA").

Atransferéncia... ;

Quando a Agrobacterium contacta com um local de lesdo duma
planta susceptivel, é iniciada, ao nivel celular, uma série de
reacgGes bioquimicas em cadeia com envio de miuiltiplos sinais,
até que se formem as condigdes para que o ADN seja Transferido
da Agrobacterium para a célula vegetal e dai entdo para o seu
ntcleo. Nesta interacgdo ha um aspecto curioso: a bactéria da
instrugdes a célula da planta sobre a sua alimentagéo, dado que o '
T-DNA contem genes para que, nas células do nédulo causado na
planta hospedeira, se dé a sintese ou fabrico de opinas (‘alimento’

Noias ‘]

Plasmidio - pequena molécula de ADN
extracromossémico duma bactéria, com
aspecto circular e capaz de auto
replicagdo. Pode ser descrito também
como pequeno anel de ADN que existe
na célula bacteriana.

Figura 5b

Figura 5c

Figuras 5 (a-c) - Aspecto de 'galhas’
das por Agrob ium
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[{ faciens, em vérios hosp iros

dabactéria ou seja, asuafonte de azoto, de carbonoedeenergia). ~ |, . bactéra - a
associagdo da bactéria néo se dé
Esta colonizagdo genética das plantas por infecgdo com | apenas com células vegetais pois foi

Agrobacterium é uma situagdo que ocorre na natureza. A
estratégia usada pela bactéria para transferir material genético foi
depois aproveitada pelos investigadores nos protocolos
laboratoriais de transformagdo genética (figuras 6). A histéria da
Agrobacterium é assim a histéria de uma «Engenheira genética
natural com varios hospedeiros».

A Agrobacterium no laboratério

De um ponto de vista pratico, a habilidade da Agrobacterium
transferir T-ADN para o genoma da planta possibilitou introduzir
novos genes nas plantas!! Mas para isso contribuiu um facto: foi
possivel obter plasmidios nos quais estdo ausentes as fungdes

' que provocam tumores, estando presentes os genes que nos
' interessa transferir para a planta a modificar. Estas estirpes de

Agrobacterium Uteis como «veiculo» de genes apenas (dado

' serem incapazes de provocar nodulos) possuiam entdo

plasmidios designados: 'plasmidios inofensivos' ou
'plasmidios desarmados'.

Nos protocolos experimentais de transgénese sdo usadas para
transferir material genético técnicas que podem:

1. usar«veiculos de transporte» de material genético:

1.1. vectores biolégicos: plasmidios de bactérias como a
Agrobacterium (plasmidio Ti de A.tumefaciens e plasmidio Ri
A.rhizogenes) e a Escherichia (E.coli). Aos plasmidios que
s&o estaveis em Agrobacterium e em E. coli d4-se o nome de
vectores binérios (inglés 'binary vectors').

1.2. vectores ndo-biolégicos: microparticulas de metal (ouro ou
tungsténio) revestidas com ADN sdo "disparadas" em
direcc@o as células dum tecido vegetal alvo (técnicas de
biolistica ou de bombardeamento)

2. ndousarveiculos:

2.1 transferéncia directa: por permeabilizagdo da membrana
celular por tratamentos quimicos (uso de polietileno glicol) ou
por tratamento eléctrico (designado por 'electroporagdo’ e
comrecurso a choques eléctricos).

Também pode ocorrer introdugdo de material genético em
protoplastos por micro-injecgio e sabemos que diversas técnicas
podem ser combinadas, como sucedeu até num protocolo de
transformagdo genética de videiras: inicialmente o

observada, pelo menos no laboratério,
com uma série de fungos incluindo
Saccharomyces, Agaricus e Aspergillus.
A Agrobacterium pode ter assim vérios
hospedeiros! Algumas estirpes séo mais
selectivas como a «Agrobacterium vitis»
que na natureza causa nédulos apenas
em videiras.

igura 6b

Figura6c

Figuras 6 (a-c) - Em laboratério as
bactérias sdo mantidas em caixas de
Petri (ou balbes Erlemmayer), sob
condigbes de luz e temperatura
controladas.




bombardeamento causava ferimento de tecidos vegetais para
facilitar posteriormente, a transferéncia - mediada .por
Agrobacterium-do(s) gene(s).

Aintegragdo... e a Modificagdo Genética

Foi depois constatado que o T-ADN era incorporado no ntcleo
da célula vegetal - ocorria integragé@o nas células vegetais duma
parte do genoma duma bactéria! Tinha ocorrido uma alteragao
genética.

Ao conhecimento sobre estes rearranjos no ADN juntou-se um
dado importante: as sequéncias de ADN eram ajustaveis de modo
surpreendente! De facto, verificava-se que as sequéncias de ADN
podiam ser deslocadas dentro de um genoma, podiam ser
modificadas, ou até perdidas, como um acontecimento normal; ou
podiam ser introduzidas nas células por métodos experimentais.

As sequéncias de ADN recombinante t&ém assim os genes que
possufam mais os que vieram transferidos. Mas esta adigéo ndo é
tdo simples como uma adicdo matematica!ll Nos casos mais
simples os genes adicionados sdo inseridos nos cromossomas
das células transformadas geneticamente. O conjunto de genes
transferidos é, por vezes, referido como cassete génica. Mas o
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__Cassete génica - o gene X a
transferir vai geralmente acom-

panhado: (i) dum promotor - gene P,
por ex., que como o nome indica vai
promover a manifestagdo das
instrugdes do gene X, ou seja
promove a sua expressao; (i) dum
marcador - gene M, por ex., cujas
instrugdes se forem lidas na nova
célula sdo detectaveis e marcam a
sua presenga, mas se nao o forem,
indicam auséncia (fungdo com-
parével @ de um farol, que apenas
com luz marca a sua presenga
funcional). O gene promotor mais
usado tem sido o gene 'CaMV35S',
que provem do virus do mosaico da
couve-flor, em inglés Cauliflower
Mosaic Virus.

ADN recombinante pode resultar, ndo sé duma adigdo de gene(s),
mas também duma subtracgdo ou remog&o, ou duma interferén-
cia na sua expressao.

NZo esquecer...
A transformagdo genética é um acontecimento ao nivel de uma
célula. Os episédios do acontecimento caso se trate de uma
'adigdo'sao:
identificagdo e isolamento de um gene dum ser vivo qualquer
que tenhainteresse (gene X, por exemplo);
ligagao desse gene a material genético -geralmente o gene X é
ligado a plasmidio bacteriano;
transferéncia é um processo de transporte de um fragmento
especifico de ADN: geralmente -um gene X ligado a plasmidio
bacteriano- para protoplastos ou células vegetais;
integragdo que se refere a uma insergéo estavel do gene X no
genomada planta.
expressao do gene inserido, ou seja a sua manifestagéo! Dela
depende o sucessodatransformacgao genétical

Depois, a partir desta célula geneticamente modificada e,
através de técnicas de cultura in vitro pretende-se regenerar uma
planta inteira. Estas técnicas existem descritas em manuais com
protocolos laboratoriais (figura 7), comparéaveis a livros de
culindria, dado que em ambos os casos vérias tarefas séo
cronometradas numa dada ordem, embora os «ingredientes»
sejamoutros (!), tais como soluges de enzimas variadas, culturas
debactérias, etc(figura 8).

Pela sua importante fungdo destacamos as enzimas que

mudam a estrutura do ADN, porque o cortam ou clivam (enzimas

de restricdo), ou entdo porque o colam ou ligam (ligases),
funcionando as primeiras como tesouras e as Ultimas como colas
do ADN, essenciais portantoas operagdes de 'corte e costura’.

As plantas provenientes de células geneticamente modificadas
sdo designadas plantas transgénicas e s&o a face visivel da

Figura 7 - A descrigdo de protocolos
laboratoriais de biotecnologia vegetal
existe em livros especializados.

A sequéncia desejada de nucleétidos

do ADN (organismo dador) é clivada
numa dada posigdo pelas enzimas
de restrigdo. Conforme o local de
clivagem, as enzimas de restrigdo séo
agrupadas e classificadas em mais de
cem familias.

Figura 8 - Aspecto de bancada de
laboratério onde se manuseia um
‘arsenal’ de frascos, tubos e pipetas
com solugdes diversas, algumas das
quais solugbes de enzimas.

moderna biofecnologia vegetal | O uso comercial das culturas
geneticamente modificadas tem como pré-requisitos basicos:i)a
expressao estavel do transgene ii) a transmisséo hereditaria
do transgene de modo ‘fiel', ou seja, de acordo com leis
mendelianas.

Tal ainda ndo sucede em todos os casos: alguns relatos
evidenciam que o transgene tem uma expresséo instavel e a sua
transmiss&o hereditéria € ndo-mendeliana. Como se sabe que
certas variagdes nas condigdes ambientais sdo capazes de
influenciar a actividade dos genes e dos transgenes nas plantas
(Recordemos: Fendtipo=Gendtipo x Ambiente), os ensaios
experimentais, a diferentes niveis (fitotrao, estufa, condigées de
campo) sdo de grande utilidade. Estes ensaios cumprem normas
de seguranga, de modo a evitar ou minimizar eventuais danos
ecolégicos. Os resultados destes ensaios irdo permitir
aperfeigoamento de aspectos que ainda néo estejam'afinados’, de
modo a minimizar os efeitos inesperados: a ciéncia caminha... E

Plantas Transgénicas - A 1°

experiéncia de transgénese vegetal
registou-se em 1983 com uma planta
de tabaco. O 1° caso de comerci-
alizagdo de cultura transgénica foi o
do tomate (FlavrSavr®) ja depois de
1990!

Efeitos inesperados- na célula

modificada geneticamente podem
ocorrer alteragdes no seu meta-
bolismo. Essas alteragdes, em certos
casos, podem ter efeitos indesejaveis
relacionados por exemplo com a
biossintese de proteinas potencial-
mente alergénicas e/ou toxicas.

porerro e tentativa que vai progredindo...

O lugar da biotecnologia vegetal na agricultura e horticultura
modernas vai além da obten¢do de plantas transgénicas pois
envolve o uso de inimeras técnicas de biologia molecular tteis por
exemplo em processos de diagndstico ou em processos de
caracterizagdes genéticas.
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