& -

W \iaterial Didactico
m Multimédia de Genética e
0 Biotecnologia Vegetal

www.institutovirtual.pt/edu-agri-biotec

to piloto edu

Projecto integrado no "Programa de Apoio a Projectos =
de Pesquisa no Dominio Educativo 2001", do Servigo FUNDACAO
de Educagio e Bolsas da Fundagiio Calouste CALOUSTE

Gulbenkian. GULBENKIAN

«Infelizmente, demorara muito tempo até que o conhecimento, a
compreenséao e o engenho humanos se comparem se alguma
vez a tal puderem aspirar a ‘esperteza’ de varios milhares de
milhGes de anos de evolugdo bioldgica. Ndo s6 os organismos
individuais evoluiram os seus préprios modos e os seus padrées
especiais e intricados de vida, mas também as interacgoes de
enormes numeros de espécies no seio de ecossistemas se
submeteram a delicados ajustamentos mutuos ao longo de
grandes periodos de tempo.» Gell-Mann M. (1997)
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Jperturba o equilibrio biolégico do espago natural. Em livros de

Ficha tematica n.°3
Protecc¢ao de Plantas

A Protecg&o de Plantas foi progredindo & medida que foram
sendo realizados estudos cientificos sobre os organismos que
eram descritos como «inimigos das plantas». Considera-se que

os antecessores dos actuais utilizadores de 'pesticidas’

quimicos surgiram cedo na histéria: hd cerca de 4000 anos
alguns povos terdo usado enxofre no controle de insectos e
aranhicos. Os Romanos teréo recorrido a muitas férmulas que
combinavam enxofre e azeite no controle de pestes. Existem
registos histéricos sobre o uso de ervas, 6leos e cinzas na
proteccdo de sementes e grdos armazenados. Estd também
documentado o recurso & |uta bioldgica r itrinos.

Em Portugal ocorreu, em 1896, a introdugéo da joaninha (figura
1) Rodolia cardinalis para combater a Icéria (Icerya purchasi),

uma cochonilha dos citrinos. A luta biolégica pode ser, de modo

simples, resumida num 'slogan': «os inimigos dos nossos

inimigos s&o nossos amigos!». A luta bioldgica teve um grande

desenvolvimento na 22 metade do século XIX quando um melhor

entendimento da interacgdo de organismos (particularmente

sobre inimigos naturais de insectos) coincidiu com a necessidade

resolver graves epidemias causadas por insectos ‘imigrantes’

(insectos levados nas rotas das transacgées comerciais).

Uma doenca é o resultado de uma interacgéo dindmica de dois
organismos: um hospedeiro e o patogénio, dizendo-se que uma
planta estd doente quando é afectada por um patogénio. Os
sintomas ou danos visiveis podem ser descritos em termos
qualitativos e quantitativos (ex.: alteragdes na pigmentagéo; n° ou
% de lesdes). As doengas nem sempre implicam redugdes nas
produgdes, sendo muitas vezes afectados aspectos qualitativos
dos produtos. (nota: infecg&o ndo é sindnimo de uma doenca).

Diz-se que uma planta é resistente, se mostra ser menos C
afectada por um patogénio do que outra planta da mesma
espécie, podendo existir varias razdes para que isso suceda.
Uma planta que seja ndo--resistente é entdo susceptivel. S6
podemos dizer que ha resisténcia, nos casos em que ela é
hereditéria. Na realidade, foi desde muito cedo reconhecido um
facto interessante: uma variedade resistente era capaz de
originar sementes resistentes. A prova definitiva tera surgido na
sequéncia dos trabalhos realizados por Biffen, em cereais sobre o
grau da sua susceptibilidade & doenca 'ferrugem amarela’
(Puccinia glumarum Erikss), pois foi possivel avaliar que essa
susceptibilidade (n&o-resisténcia) 'seguia’ as Leis da
Hereditariedade de Mendel! Posteriormente varias hipéteses
foram sendo avangadas para explicar em termos genéticos as
interacgdes planta & patogénio. (por ex.: a hipétese 'gene- a-
gene', do investigador Flor). Actualmente foram j4 identificados
inimeros genes de resisténcia-genes R-em diversas plantas.

E provavel que o cultivo em larga escala duma cultura de
plantas resistentes venha a afectar a populago dos patogénios,
aqual pode ser reduzida, mas nem sempre totalmente eliminada.
A dinamica plantas hospedeiras & patogénios pode resultar de
milhBes de anos de evolugao conjunta (ou co- evolugo). Nessas
dindmicas, pode suceder que, mais cedo ou mais tarde, a
resisténcia da planta se torne 'néo- satisfatéria'... permitindo um
alastramento da doenga, que nos casos mais graves se designa
por epidemia. Nos sistemas dindmicos, nada & definitivo e
nenhuma solugdo é para sempre a melhor...Por isso, a
investigac@o destes assuntos nunca se pode considerar como
acabada.

Quando se usam os termos 'praga’ ou 'peste’ (em inglés pest)
referimo-nos a casos em que um agente prejudicial (por ex.:
gafanhotos, libelinhas, ratos, etc.) alcanga um nivel em que
causa, ou pode vir a causar, danos econémicos ao nivel dos
vegetais ou seus produtos, ou ent&o danos ecolégicos quando se

Histéria sdo referenciados alguns episédios de epidemias,
pragas e pestes que destruiram por completo culturas agricolas
levando & fome e & morte das populagdes dessas regides
afectadas. As implicagdes podem ser de outro tipo, muito menos
grave, como por exemplo: quando os prados d&o lugar a prédios!
De facto, a famosa zona de 'Long Island' tera sido urbanizada
ap6s um 'ataque implacéavel' do 'nematodo dourado da batateira' |
tertornado essa zona imprépria para culturas agricolas (figura 2).

Também ficaram célebres, alguns episddios na \iticultura
causados por fungos (figura 3a): o aparecimento na Europa do
Oidio, em 1845 (seguido de uso de enxofre como fungicida,
1848); ou o caso ocorrido em Franga dum severo ataque de
Mildio por volta de 1879 (seguido da descoberta, em 1882, do
valor fungicida duma mistura que continha, entre outros
componentes, o sulfato de cobre).

_Notas q

‘ Pesticidas - conjunto de intimeros

combate (por exemplo: aos insectos,
a diversos patogénios, aos ratos, as
lesmas, entre outros) cuja

[produtos usados em medidas de

~ classificagdo em diversos grupos é

descrita nos «Guias de Produtos
Fitofarmacéuticos» (por ex.:
Insecticidas, Acaricidas; Fungicidas;
Moluscicidas; Nematodicidas;
Rodenticidas; Herbicidas, entre
outros).

Luta biolégica- estratégia em que
algumas espécies predadoras das
espécies causadoras dos danos as
culturas sdo introduzidas como
'inimigos naturais'. Como auxiliam na
luta ou combate aos inimigos
recebem o nome de auxiliares.

__A joaninha é um coleé6ptero

coccinelideo e devido & sua utilidade
na luta biolégica tornou-se de tal
modo célebre, que a sua imagem &
usada em 'publicidade’, ilustragdes e
logétipos. Existem muitas espécies
diferentes de joaninhas.

Figura 1 - As Joaninhas séo dteis
em luta biologica.

L_Aresisténcia pode manifestar-se de

vérias formas e pode ser avaliada ao
nivel de: uma planta, uma parcela ou
um campo de cultura. A estes dois
niveis parcela ou campo- deve ser
registada a dispersdo da doenga ao
longo do tempo, dado que uma
dispersdo lenta pode ser uma
indicagdo de resisténcia.

Genes R-genes existentes nas
plantas responséaveis pela
caracteristica de Resisténcia dessa
planta a um dado agente patogénio.
Alguns exemplos: gene Hm1, no
milho; gene RPS 2, em arabidopsis e
os genes: PTO, Cf9 e N, no tomate.

Figura 2 - Aspecto de um
Nemétodo.

Nemétodo- ser microscopico com
formato de 'mintsculo verme' que
pode ser parasita de plantas (regra
geral, tem duas fases no seu ciclo de
vida: uma no solo, e outra na planta).
No solo pode estar a 3-20 cm de
profundidade (ou a 1 ou mais
metros!!). Depois ataca as plantas
hospedeiras (alimenta-se através
dum estilete bucal e perfura as
paredes celulares de diversos
orgdos: raizes, por ex.).

Fungos- vasto grupo de organismos
cuja classificagio- é objecto da
'sistemética micoldgica', As inumeras

| espécies so estudadas em relagdo a
sua morfologia, patogenicidade, ciclo
de vida, mutabilidade, fisiologia,
entre outros aspectos. Das doengas
causadas por fungos (também
conhecidas por doengas cripto-
gamicas) sdo bem conhecidas: o
Mildio e o Oidio.

As doengas causadas por bactérias (figura 3b) sdo

bacterioses. Os termos vulgares pelos quais essas doengas sdo
conhecidas podem indicar qual a planta atacada, como por
exemplo: cancro-do-freixo; cancro-do-tomateiro; tuberculose-da-
oliveira; pé-preto da batateira; pinta-da-vagem (feijdo); mancha-
das-folhas-da-begdnia; mancha-dos-limges, etc.

A dimensdo tragica do ataque dum insecto -Filoxera- aos
vinhedos europeus ficou conhecida como 'A Crise Filoxérica’,
que tera progredido em Portugal (ca. de 1865), desde o Norte
para quase todo o territério... & excepgdo da zona de Colares
(regido de Sintra) onde as vinhas instaladas em solo arenoso
resistiram a praga. Apenas ai ndo foi necessaria a ajuda da
melhor solugdo encontrada: recorrer a porta-enxertos
americanos resistentes ao insecto.

Paraalémdasdoengas e pragas, devemosteremconta umoutro
aspecto: «Entre os vérios inimigos das plantas cultivadas que o
agricultor tem que combater avultam como de grande importancia
aservas daninhas. Concorrentes para os nutrientes do solo e até a
agua, as ervas daninhas ocupam também espago e ensombram
as plantas da cultura, reduzindo, por fodas essas acgbes, a
produgdo atil.»(M. Mota, 1986). Para a resolug&o destes diversos
problemas o agricultor foi necessitando de recorrer a diferentes
grupos de pesticidas (por ex.: a Herbicidas no combate as
infestantes ou ervas daninhas). Os diversos pesticidas iam
solucionando os problemas, mas causando também poluigéo...
alguns problemas de salde publica... De facto, na civilizagdo
moderna, os pesticidas, tal como tantos outros produtos
mostravam ter duas faces: a dos beneficios e a dos riscos! O
estudo dos efeitos secundarios dos pesticidas (toxicidade para: o
Homem, animais domésticos e meio-ambiente) é entdo crucial na
escolhados demenortoxicidade e menorriscoambiental.

A fase de forte dependéncia de produtos agroquimicos durante
osanos de 1940-80, designou-se “fase do quimismo” e originou os
intitulados “problemas dos 3-R™ resisténcia, ressurgéncia e
residuos. Estes problemas fizeram emergir, nas décadas de
1960-70, o “ambientalismo” e a Protecgdo integrada. No
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“ambientalismo” sdo considerados a renovagao, a durabilidade ou
persisténcia dos recursos e também a produtividade dos sistemas
para as geragbes futuras. As questSes ambientais, sempre
actuais (figura4), estéo ligadas a «equidade entre gerages» (do
inglés “intergenerational equity”), termo usado para designar a
herangaambiental que deixamos aos nossos descendentes.

Na protecgéo de plantas e culturas o agricultor pode recorrer a
uma série de medidas que se complementam: medidas que visam
prevenir as doengas- Medidas Preventivas («Mais vale prevenir
do que remediar»), medidas que visam combater a doenga-
Medidas Curativas («N&o ha mal que sempre dure») para além de
Medidas Culturais (boas praticas agricolas: profundidade das
lavouras; rotagdes com pousios; redugdo de aplicagdes de
quimicos). Mas «as plantas também se sabem defender a si
proprias», por mérito préprio ou, mais recentemente por mérito da
engenharia genética, que as tenta modificar para se 'auto-
defenderem'...

Uma forma comum de defesa usada pelas plantas baseia-se na |
capacidade de nelas se formar um vasto conjunto de metabolitos

secundarios téxicos ou biocidas, que naturalmente lhes ddo
protecgédo contra inimeros organismos que as atacam ou que
com elas competem. A biossintese dos metabolitos secundarios
nas plantas envolve muitos passos enzimaticos e portanto
depende de muitos genes (poligénica) pelo que é mais trabalhosa
a engenharia genética nestes casos comparativamente aos que
envolvemapenas umgene (monogénica) ou poucos genes.

Ou seja: A obtencgdo de planas transgénicas (com o objectivo
de as tornar resistentes a um dado patogénio, ou com outro
objectivo qualquer) pode seguir vias muito diferentes, umas mais
simples, outras menos. E facil entender que:

(i)- tudo se torna mais simples nos casos em que apenas 1 (ou 2)
gene(s) esteja(m) envolvido(s) na manifestaggo da caracteristica
que se pretender obter (um gene R, que dé resisténcia a uma dada
doenga). .

(ii)- tudo se complica quando estdo varios genes envolvidos
(varios genes responsaveis por vias do metabolismo secundario
que déem metabolito(s) téxicos de utilidade na proteccdo a
patogénios).

De entre os varios produtos investigados como modelo para
pesticidas vejamos este caso: os crisantemos africanos contém
umamoléculainsecticida- o piretro. Havia que a extraire
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_Bactérias- vasto grupo de organismos
procariétas. A bactéria methor estudada
| & a Escherichia coli (E. Coli), que pode
ser facilmente mantida em cultura em
solugbes aquosas de glicose e ides
inorgénicos, a temperatura de 37°C.

Figura 3a - Aspecto de cultura de
Fungos (em caixa petri).

[ "
.:,‘,—-j

Figura 3b - Imagem de bactérias
(obtidas por Microscopia Gptica).

_ Protecgdo integrada- pode ser

considerada como o resultado duma
combinagdo criteriosa de meios
culturais, biolégicos e quimicos de que o
agricultor dispée no combate a
doengas, pragas e infestantes de forma
econdmica, eficaz e compativel com o
meio ambiente.

Figura 4 - As populagdes de
borboletas sdo estudadas pelos
ecologistas nos seus trabalhos sobre
efeitos dos pesticidas em organismos
‘ndo-alvo’. Um caso muito recente e
publicitado incluiu a borboleta-monarca
e plantas fransgénicas resistentes a
insectos.

Metabolitos secundérios-termo usado

um vasto grupo de compostos orgénicos
que ndo estdo directamente envolvidos
no metabolismo primario das plantas (o
qual inclui a fotossintese, a respiracdo
ou a biossintese de proteinas). O
metabolismo secundario é mais
complexo que o metabolismo primério,
tal como o transito numa grande cidade
(com viadutos, tlneis, cruzamentos,
seméaforos) o é relativamente ao transito
de uma vila sossegada!l



aproveitar!! Mas um contratempo surgiu: quando essa molécula
era extraida da planta acabava por se degradar por acgdo da luz...
Ent&o ela apenas pdde ser (itil ao «servirde modelo» para o fabrico
industrial dos 'piretréides sintéticos'. Para além do caso dos
criséntemos merece destaque este outro caso: a arvore tropical
Azadirachta (Azadirachta indica, das Meliaceae; cujo nome em
inglés é 'neem-tree’) (figura 5) possui um composto terpénico
activo contra mais de uma centena de espécies de parasitas!!

www.neemfoundation.org

www.theneemtree.com

www.neemfreefarms.com

Ainda relativamente a produtos biolégicos com capacidade

«Bt». Inicialmente as estirpes de Bt conhecidas eram usadas
apenas na luta contra lepidépteros (‘borboletas'). Pesquisas dum
maior nimero de estirpes de Bt revelaram-nas eficazes também
contra dipteros e coledpteros. As principais proteinas téxicas
produzidas pelas estirpes de Bt sdo designadas toxinas Cry (em
inglés 'crystal’) e sdo codificadas pelos genes cry. Existem
produtos fitofarmacéuticos (que contém mistura de esporos secos
e de toxinas, figura 6) que representam cerca de 1% no mercado
agroquimico global. Os genes cry sdo usados nos protocolos de
obtencéo de plantas transgénicas resistentes a insectos. Um
exemplo destas plantas é o Milho Bt, resistente & 'broca europeia
do milho' (em inglés Bt Corn resistant to ECB- European Corn
Borer).

Também existem plantas transgénicas resistentes a virus.
«N&o é fécil ser-se um virus. Ndo desejados e ndo convidados,
estes pequenos micrébios sdo totalmente dependentes dos seus
hospedeiros para sobreviverem. Apresentam-se geralmente com
pouca bagagem prépria, quase sempre trazendo apenas apenas
uma fina capa proteica enrolada & volta de um pequeno agregado
de genes. Mas se parece que estes modestos visitantes quase
néo merecem respeito, eles sdo contudo tomados muito a sério
pelas doengas e misérias que podem causar.»(Balter, M.1998).

Os virus néo séo células. Mas precisam delas, pois «sem elas
ndo sdo ninguémy: fora delas os virus sdo metabolicamente
inertes e podem ser cristalizados. S6 depois de entrar na célula
hospedeira usam o seu genoma para programar a replicagdo de
novas particulas virais, ou seja o fabrico de novas c6pias do virus,
tudo a custa da maquinaria bioquimica da célula! Sdo parasitas
intracelulares obrigatérios, e podem ‘viajar' em vectores
(nemétodos ou insectos, figura 7). Pode 'ser dificil ser-se um virus',
mas também é dificulta-lo nas suas 'tarefas'... As estratégias para
os perturbar podem ser vérias: basta que sejam provocadas
interferéncias ou alteragdes que prejudiquem (ou ndo favoregam)
0s virus na sua conquista pela maquinaria bioquimica da célula!
Tal como para parar ou atrasar um relégio de ponteiros - que tem
uma maquinaria de pequenas pegas interligadas- pode bastar

«desacelerar» um virus nas suas 'tarefas' pode bastar interferir
numa das vias bioquimicas envolvidas. De facto, na obtengéo de
plantas transgénicas resistentes a virus tém sido vérios os alvos
(por ex.: a capa proteica, a enzima replicase, as proteinas de

por ex.) foram ja desenvolvidos protocolos para a obtengéo de
porta-enxertos de videira resistentes ao virus do urticado da
videira (oudo né-curto; eminglés grapevine fanleaf virus).

Estéo também a ser desenvolvidos protocolos para a obtengéo
de plantas transgénicas resistentes a fungos e bactérias.
Vérios genes codificadores de proteinas naturais com actividade
anti- fingica tém sido isolados (por exemplo: a partir de diversas
plantas ou a partir de bactérias) para a sua incorporagdo nas
plantas que se desejem transformar. Aresisténcia (total ou parcial)
a bacterioses via transformagéo genética de plantas recorre a
genes envolvidos em processos de sintese de proteinas com
actividade anti- bacteriana: crecopinas e atacinas (em inglés:
crecopins &attacins).

As plantas transgénicas modificadas para adquirir tolerancia
a um dado herbicida (figuras 8a e 8b) permitem que o uso desse
herbicida ndo as afecte ao mesmo tempo que ele é eficaz no
combate as infestantes ou 'ervas daninhas'. Uma das vias
seguidas para conseguir esta tolerancia nas plantas faz uso de

essa tolerancia (que se deseja ver expressa nas plantas). Um
exemplo bem conhecido é o da «soja RR» soja Resistente ao
RoundUp (eminglés: RR soya de RoundUp Resistant).

genes existentes em bactérias do solo que s&o responséaveis por |

insecticida é célebre o caso das proteinas cristalinas téxicas da '
bactéria Batillus thuringiensis, conhecida pelas suas iniciais |

perturbar uma dessas pegas, também para «parar» ou |

movimento). Em Portugal e em outros paises europeus (Franga; |

|
|
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Figura 5 - Aspecto de tubos de
cultura in vitro de ‘neem’.
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Figura 6 - Aspecto de mistura de
esporos e toxinas cry de Bacillus
thuringiensis.

Bacillus thuringiensis Bt- bactéria

com proteinas que tém capacidade
«insecticida». O seu uso comercial
terd comegado em Franga (1938) e,
de modo simples, os produtos
comerciais Bt contém uma mistura de
esporos secos e de cristais proteicos
téxicos da bactéria. A Direcgéo Geral
de Protecgdo de Culturas.
(www.dgpc.min-agricultura.pt/fito
farmaceuticos/lista/Intro_lista/listage
m.html) tem indicagSes sobre alguns
produtos 'Bt'.

_Virus- descobertos inicialmente por

causarem alteragbes patoldgicas
nalgumas células. Ndo sédo
constituidos por célula(s). Sao
apenas o resultado duma orga-
nizagdo entre acidos nucleicos (no
seu interior: genoma de ARN ou de
ADN) e proteinas (no seu exterior: a
capa proteica ou invélucro proteico).
Para a sua observagéo é necessério o
uso de microscépios electrénicos.

Figura 7 - Vérios insectos podem
ser 'vecfores' de virus.

Figura 8b

Figura 8a e 8b - Os herbicidas sdo
_ usados na luta contra as Plantas

por' 'erv:'is daninhas", “

Virus do urticado da videira- virus
que pertence aos Nepovirus, descrito
pela 1 vez em Vitis vinifera (videira). A
sua descricdo completa encontra-se
na base de dados universal de virus
acessivel em: www.ncbi. nim.nih.
gv/ICTVdb/ICTVdB/18030016.htm.
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