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Utilizacao das bactérias lacticas
na atualidade

principal fun¢ao das bactéri-

as lacticas nos alimentos € a

acidificacao dos produtos ali-

mentares em um pH proximo

de 4, que impede o desenvol-
vimento de bactérias indesejiveis pela pro-
ducao de dcidos organicos, majoritaria-
mente dcidos ldcticos. Isso permite que o
periodo de conservacgao dos produtos fer-
mentados seja muito maior que a dos
produtos onde a matéria-prima niao seja
fermentada.

Um dos papéis principais das bactérias
lacticas € a higiene. Outro papel é desen-
volver as propriedades organolépticas dos
alimentos fermentados. Por meio da pro-
ducao de um grande nimero de enzimas
glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas, as BL
transformam os nutrientes fundamentais
dos produtos agricolas em compostos com
propriedades organolépticas
complexas. Essas atividades
bioquimicas permitem as BL
modificar pouco a pouco a
estrutura e o aroma dos ali-
mentos fermentados e de con-
tribuir para o desenvolvimen-
to das suas qualidades gas-
tronomicas.

Além dessas funcoes de
ordem tecnolodgica, atribui-
mos também ‘as BL, que nos
ingerimos vivas, atividades
probidticas. Dizemos que
uma bactéria possui uma ati-
vidade probidtica quando, se
ingerida viva por um hospe-
deiro determinado, exerce
sobre este um efeito benéfi-
co direto ou indireto (Fuller,
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1989). Por exemplo, em animais de cria-
¢ao cuja alimentacdo foi suplementada
com certas bactérias, estas agem no au-
mento da taxa de crescimento desses
animais. Essa no¢2o ja havia sido suscita-
da por Metchnikof, em 1908. Entretanto,
ela s6 despertou interesse hd poucos anos
e se inscreve no quadro de evolucio
comportamental dos consumidores em
busca de uma alimentacio benéfica a
saude. As industrias agroalimentares inte-
graram esse novo desafio e assistimos ao
aparecimento quase quotidiano de novos
produtos, sobretudo lacticos, aos quais
sao atribuidas qualidades probidticas nem
sempre comprovadas.

As atividades probiéticas
na atualidade

Trés tipos de atividades probidticas
foram estabelecidas cientificamente. A
primeira € relacionada a digestibilidade
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dalactose. Esse agucar, presente em abun-
dancia nos produtos licticos, pode indu-
zir fendbmenos de intolerancia nos consu-
midores que possuam deficiéncia congé-
nita em lactase, a enzima que o degrada.
O quadro clinico pode ser traduzido por
diarréias, cdlicas abdominais ou flatulén-
cia. Curiosamente esses sintomas apare-
cem quando a lactose é absorvida do
leite, mas sdo ausentes quando absorvi-
das do iogurte nas mesmas proporgoes.
Existem duas explicacoes para o fendme-
no: a flora bacteriana do iogurte (Strepto-
coccus thermopbilus e Lactobacillus bul-
garicus) (1% suplementaria a deficiéncia
em lactase do hospedeiro com a sua
propria; (2°) estimularia, na mucosa intes-
tinal do hospedeiro, a producao enddge-
na da lactase.

Uma outra atividade probidtica exer-
cida pelas BL ¢ higienizar o tubo digesti-
vo, que hospeda uma flora microbiana
abundante, sendo que parte dela perten-

ce ao grupo das bactérias lacti-
cas. Essa flora exerce uma fun-
¢ao importante na capacidade
do hospedeiro de se defender
de contaminacoes digestivas
causadas pelas bactérias pato-
génicas. Assim, a flora endoge-
na do hospedeiro estimularia
as respostas imunitdrias e teria
uma fun¢ao de barreira prote-
tora ao ocupar os nichos pro-
curados pelos patégenos. Além
de servir de barreira protetora,
certas BL mostraram-se capa-
zes de diminuir os sinais clini-
cos ligados a infeccoes intesti-
nais. Os resultados mais signi-
ficativos foram obtidos com
certos tipos de lactobacilos e
também com os bifidos que se



mostraram particularmente eficazes no
tratamento das diarréias do recém-nasci-
do.

Enfim, estd bem estabelecido que cer-
tas linhagens de BL possuem atividades
adjuvantes que estimulam a resposta imu-
nitdria do hospedeiro contra antigenos.
Dos lactobacilos, a espécie casei mostrou-
se capaz de estimular a resposta imunita-
ria das criancas quando vacinadas por via
oral contra o rotavirus, virus responsivel
pela diarréia aguda infantil nos paises em
desenvolvimento (Isolauri et al., 1995).
N6s veremos que a atividade adjuvante
das BL abre caminhos interessantes para
aplicacoes na drea médica.

Outras atividades probidticas para as
BL foram propostas, e as mais interessan-
tes sdo as atividades anticolesterolémicas
e antitumorais. No entanto, mais experi-
éncias ainda sao necessdrias para de-
monstrar que as BL exercem, de fato,

Precursor

Figura 2. Secrecao das proteinas
pela via Sec-dependente. Ver texto
com a descricio do mecanismo.
SS, sequiéncia sinal, Sinal P> |
peptideo sinal.

Figura 1. Deteccio da nuclease produ-
zida por clones de Lactococcus lactis. O
meio de detec¢iao contém DNA, dgar e
um corante metacromatico basico, o
azul de toluidina. A interacio do DNA
com o azul de toluidina faz com que o
estado nativo do meio seja azul. Em
presenca da nuclease, a degradacao do
DNA libera o corante que se fixa sobre
o agar do meio e a coloracao torna-se
rosa. Os clones azuis expressam, mas
nao exportam a nuclease; o acréscimo
de um sinal de secre¢iao permite a ex-
pressao do fendtipo Nuc* revelado pela

seqiiéncia de genomas de diversas
espécies de BL esta sendo feito.

A idéia ¢é utilizar as BL como
veiculo de diversas atividades bio-
légicas a serem introduzidas no
tubo digestivo. Uma dessas poderd
ser a de produzir enzimas para
suplementar deficiéncias pancredti-
cas ou vitaminicas para melhorar a
saide do hospedeiro ou oferecer-
lhe um melhor conforto intestinal.
Essas aplicacoes se situam na drea
de desenvolvimento de produtos
de um novo tipo de alimento, o
“alimento-satde”. Nessa categoria

apari¢ao de halos rosa em torno das
coldnias.

essas atividades in vivo (Marteau & Ram-
baud, 1993).

Em resumo, existem evidéncias de
que as BL ingeridas vivas e em quantida-
des importantes (cerca de 10 ® bactérias
por grama de alimento fermentado) sao
capazes de exercer efeitos biolégicos so-
bre o hospedeiro. Como acabamos de
ver, algumas dessas atividades sao bem
estabelecidas. Outras ainda necessitam
de demonstracao clara e reprodutivel,
como o uso de recursos como os testes de
duplo cego e a inclusio de um grupo
placebo. A dificuldade desse tipo de estu-
do é que freqiientemente, as linhagens
bacterianas presentes nos produtos fer-
mentados sao selecionadas por meio de
critérios tecnolégicos e nao probidticos.
Além disso, as atividades procuradas sio,
frequentemente de pouca intensidade,
ficando dificil evidencid-las em um ecos-
sistema complexo como o tubo digestivo.

... no futuro

A partir do acimulo
dessas constatacoes, vari-
os laboratérios, ha alguns
anos, tentaram superpro-
duzir moléculas com efei-
tos probidticos nas BL.
Essa perspectiva comecou
lentamente a se tornar re-
alidade gracas aos conhe-
cimentos acumulados nos
altimos 15 anos sobre a
genética das BL, e, sobre-
tudo, da Lactococcus lac-
tis. Muitas técnicas genéti-
cas estabelecidas para essa
bactéria foram adaptadas
para as outras espécies de
BL. Hoje, podemos intro-
duzir DNA em um grande nimero de BL;
foram também desenvolvidos instrumen-
tos genéticos de um amplo espectro de
hospedeiros (plasmidios, transposons, sis-
temas de expressiao indutiveis, etc.) e a

de produtos, as BL nao serdo so-

mente escolhidas pelas suas apti-

does tecnologicas, mas também pe-
las suas atividades probiéticas. Podemos
pensar que, no futuro, um tipo de produto
fermentado poderd ter vdrias versoes,
segundo o contetdo das BL adaptadas a
diferentes deficiéncias o que, por exem-
plo, facilitaria a digestao de certos glicidi-
0s ou suplementariam nutrientes raros, e
outros.

Uma outra perspectiva particularmen-
te atraente € utilizar as BL como vacinas
vivas (Daugen, 1994). Nesse caso, tenta-
remos fazer com que as BL produzam
antigenos ou peptideos imunogénicos ca-
pazes de induzir uma resposta imunitaria
contra um certo patégeno. Essa seria uma
solucdo promissora para controlar doen-
cas endémicas causadas por numerosos
virus ou bactérias patogénicas que entram
no organismo pela via oral (como, por
exemplo, dgua potavel e alimentos) e se
desenvolvem na mucosa digestiva. A mu-
cosa digestiva ¢ um 6rgao linféide impor-
tante e a induc¢io de imunidade de muco-
sa permite uma luta precoce contra nume-
rosas infeccoes. A noc¢ao de vacina viva
administrada oralmente € também atraen-
te no ambito s6cio econdmico: essas
seriam vacinas de facil administragcao e de
baixo custo. Esses argumentos incitaram a
Organizacao Mundial de Satide (OMS) a
colocar o desenvolvimento desse tipo de
vacinas como objetivo prioritdrio de sau-
de publica. Nesse tipo de aplicagao, as BL
constituiriam uma nova categoria de pro-
dutos: “bactérias-medicamentos”.

Dos genes as proteinas:
pesquisas em andamento

Para desenvolver essas novas aplica-
¢oes com as BL, as linhas de pesquisa
seguiram basicamente os seguintes eixos:
e  Selecdo de linhagens de BL

E a selecio das linhagens de BL mais
adaptadas para as aplicacoes desejadas.
Um dos critérios importantes € sua resis-
téncia a forte acidez gastrica (~pH 2). Essa
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Figura 3A. A estrutura das proteinas ancoradas nas bactérias gram-positivas: estas
proteinas sao sintetizadas sobre a forma de precursor com uma seqiiéncia sinal N-
terminal e uma seqiiéncia de ancoramento C-terminal; esta Gltima tem uma estrutura
composta de trés partes, de um motivo LPXTGX, de um fragmento transmembrinico
e de uma extremidade C-terminal com carga, freqlientemente, positiva.

resisténcia ao dcido € varidvel de uma
espécie para outra, mas podemos fazer
adaptacdes ou modificacoes genéticas para
aumenta-la.

Um outro critério € a capacidade de a
linhagem se manter por menor ou maior
tempo no tubo digestivo; certas BL, como
as L. Lactis, transitam dentro do tubo
digestivo e siao rapidamente evacuadas
nas fezes; outras, como certos lactobaci-
los, sio capazes de colonizar o tubo
digestivo. Uma ou outra dessas duas
situacdes pode ser preferida, de acordo
com a aplicacio que pretendemos utili-
zar.

Um ultimo critério a ser considerado é
o cardter imunoestimulante das linha-
gens. NOs vimos que certas BL tém uma
atividade adjuvante que potencializa a
resposta imunitdria. Mas o nivel dessa
imunoestimulaciao varia segundo as li-
nhagens e esse parimetro deve ser levado
em consideracio na elaboraciao de linha-
gens vacinais.

e Expressio (indutivel) de genes
heterélogos

No desenvolvimento de “alimentos-
saude”, procuramos identificar enzimas
de BL cuja super expressio permitird
induzir efeitos benéficos para o hospedei-
ro. Neste caso fazemos uma autoclona-
gem ou pelo menos clonagem semi-ho-
mologa (gene proveniente da mesma es-
pécie ou do mesmo grupo microbiano).
No caso de desenvolvimento de vacinas
vivas o caso € oposto, porque procura-
mos produzir antigenos virais ou bacteri-
anos.

Para estas aplicacdes, nos desenvol-
vemos técnicas para identificacao de si-
nais (chamados promotores) que contro-
lam a expressao génica nas BL. Procura-
mos promotores ditos indutiveis. Estes

possuem uma atividade fraca ou nula
mas, quando sobre a acio de um estimu-
lo, iniciam ou aumentam fortemente a
expressao do gene que eles controlam. As
BL presentes dentro do tubo digestivo
recebem um grande ndmero de estimulos
fisico-quimicos (temperatura de 370/C, pre-
senga de sais biliares, estados sucessivos
de caréncia e abundancia nutricional de
acordo com o transito do bolo alimentar,
etc...) e numerosos estudos sao feitos no
nosso laboratério para caracterizar pro-
motores que respondem a estas variacoes
do meio exterior.

e Exportacio de proteinas
heterélogas

Se a presenca de um promotor “ad
hoc” permite
a expressio
de um deter-
minado gene,
¢ necessario
que, em segui-
da, o produto
desse gene
(enzima ou
antigeno) seja
produzido em
um local que
lhe facilite o
contato com o
seu substrato
ou seu alvo.
Na maioria
dos casos, ten-
tamos que
essa enzima
ou antigeno
produzido seja apresentado no meio ex-
terno em sua forma livre (secrecao), ou
ligada aos envelopes bacterianos (anco-
rada). Nos dois casos, a proteina recém-
sintetizada deve ser exportada, ou seja,
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deve deixar o compartimento citoplasma-
tico e ser dirigida para a parede celular ou
para o meio externo. Essa proteina estd
sujeita a encontrar varios obstidculos,tais
como proteases, que podem degradi-la
ainda no citoplasma, a necessidade de
atravessar a membrana citoplasmatica e,
posteriormente, a parede celular. Apos
essas etapas serem vencidas, a atividade
desejada dependera das moléculas esta-
rem em sua conformacio nativa.

Nosso laboratério estd engajado nos
estudos desses mecanismos de exporta-
¢ao, etapa obrigatoria para controlar a
producao de moléculas dotadas de ativi-
dades biologicas nas BL. Para facilitar
nosso trabalho, escolhemos uma proteina
modelo, NUC. Ela é uma nuclease de
Staphylococcus aureus, enzima esta que
degrada dcidos nucléicos e cuja atividade
pode ser detectivel por um teste de
colorimetria (fig.1). Exploramos esse teste
para detectar os clones de BL capazes de
expressar e de exportar essa nuclease.
Expressamos o gene da nuclease (nuc)
em L. lactis ( Le Loir et al, 1994). Quando
somente a por¢ao do gene nuc codifican-
do para a enzima madura é expressa, a
nuclease é produzida no citoplasma e os
clones recobertos do meio de detec¢io,
aparecem sobre fundo azul (fig.1). Por
outro lado, quando a mesma porg¢iao de
nuc é expressa em fusao com um sinal de
secreco, a nuclease produzida pode ser
detectada pelo aparecimento de halos
rosa em torno das colonias (fig.1). A
nuclease utilizada nesse experimento é
chamada de repodrter, pois sua atividade
nos permite localizar as proteinas expor-
tadas entre uma populacao heterogénea,

Figura 3B. O mecanismo de expor-
tacio das proteinas ancoradas, ver
texto com descricao do mecanismo.
CWA, Cell Wall Anchor para a regiao
de ancoramento a parede celular.



que contém também proteinas citoplas-
midticas. Esse sistema reporter € usado no
nosso laboratério em diferentes linhas de
pesquisa.

e Pesquisa de sinais de
exportacio nas BL

Em todo o organismo vivo, as prote-
inas que serdo exportadas para fora da
célula possuem sinais que indicam ao
organismo a sua localizacao final. Esses
sinais podem ser de trés tipos, mas todos
os tipos sio constituidos principalmente
por aminodcidos hidrofébicos. Eles sao
reconhecidos pela maquinaria de secre-
¢ao celular que encaminha a proteina em
direcao a membrana através da qual ela é
translocada (fig.2). O sinal hidrofébico
pode ser clivado por uma peptidase, sinal
que tem o efeito de liberar a proteina
madura no meio extracelular (¢ a secre-
¢ao mostrada na fig.2) ou ser clivado no
momento em que a proteina madura é
modificada pelos dcidos graxos, o que
leva a sua associagio com a
membrana ou, entio, ficar
inserida dentro da membra-
na, o que resulta em uma
proteina transmembranica.
Para identificar as proteinas
de L. lactis que possuam um
tal sinal de exportacao, utili-
zamos as propriedades de
nuc como reporter (ver
fig.1). Pela construcio de
uma biblioteca de DNA re-

interrompido pelo transposon) ou hiper-
secretores de nuclease (no caso onde a
inser¢ao do transposon tenha desregula-
do um gene constituinte ou um colabora-
dor da maquinaria de secrec¢io). Os genes
atingidos sio em seguida sequenciados
para construir, gradativamente, o quebra-
cabeca dos componentes celulares impli-
cados na secrecio das proteinas. Como o
genoma da linhagem IL 403 de L. lactisfoi
inteiramente sequenciado no nosso labo-
ratério, procuramos por homologia, os
genes que podem intervir no processo de
exportacao no sentido mais amplo das
suas etapas mais precoces as mais tardias:
da conformacio e estabilidade da prote-
ina, antes e depois da translocacio.

e  Caracterizacio da maquinaria
de ancoramento das proteinas
em L. lactis

Nas bactérias gram-positivas, as pro-
teinas ancoradas a parede sao sintetizadas
sob a forma de um precursor que possui

presentativa do genoma bac-
teriano, construida na extre-
midade 5’ do gene nuc, po-
demos identificar fragmen-
tos de DNA que codificam
sinais de exporta¢io, pois
os clones que integrarem
esses fragmentos de DNA

uma sequéncia sinal N-terminal e um
sinal de ancoramento C-terminal. Este
ultimo € constituido de cerca de trinta
aminodcidos, sendo 20 deles hidrofébi-
cos, que formam um fragmento trans-
membranico. O processo de exportacao
desse tipo de proteina é quase idéntico
ao das proteinas secretadas que possuem
um sinal que interage com a maquinaria
de secre¢io celular. Entretanto, neste
caso, a translocacao da proteina € incom-
pleta devido ao fato de o fragmento
trasmenbrinico C-terminal impedir a sua
transferéncia. (fig.3). A Gltima etapa do
processo de exportacio € o corte da
proteina a nivel do motivo LPXTG e a
formacao de uma ligacao peptidica entre
o C-terminal da proteina e um aminoaci-
do do peptidioglicano. O complexo enzi-
mitico que faz a hidrélise ao nivel do
motivo LPXTG e sua ligacio a parede foi
denominado de sortase e, por enquanto
ainda nao foi caracterizado. Com esse
objetivo, o mesmo vetor de transposi¢ao
¢é utilizado para fazer mutagénese dos
clones capazes de ancorar a
nuclease e entao procuramos
os transposantes capazes de
secretd-la. O sequenciamento
dos genes atingidos deve per-
mitir identificar os componen-
tes do sistema de ancoramen-
to das proteinas em L. lactis.
Esse estudo é importante em
varios niveis. Permitird o do-
mino da apresentacio na su-
perficie das moléculas uteis.
Devera também ter impacto
importante na terapia das do-
engas infecciosas. Por analo-
gia das estruturas C-terminais
das proteinas ancoradas nas
bactérias gram positivas, su-
pomos que 0 mecanismo mo-
lecular de ancoramento das

tornam-se capazes de ex- c
portar a nuclease e de de-
senvolver, entdo, halosrosa. ¥
Caracterizamos desta manei-

ra um grande nimero de
sinais que permitem a ex-
portacio da nuclease (Po-
quet et al., 1998).

e Caracterizacio da
maquinaria de secrecio de L lactis

Desenvolvemos no nosso laboratério
um vetor para mutagénese aleatéria por
transposicao, que nos permitiu identificar
genes implicados na secrecao de protei-
nas (Maguin et al, 1996). O postulado
inicial € que a insercao do transposon nos
varios loci do genoma pode gerar clones
hiposecretores (caso um gene constituti-
vo da maquinaria de secrecao tenha sido

Figura 4. Os sistemas de expressio
(A), de secrecao (B) e de ancoramento
(C) e a localizacao final da nuclease A
dentro da célula. P, promotor; SS, se-
qléncia sinal, nucd, porcio do gene
da nuclease especificando a nuclease
A; CWA, ver Fig. 3B; ter, terminador de
transcricao; MCS, Mdltiplos sitios de
clonagem destinados 2 inser¢ao de
genes que codificam para peptidios e
proteinas desejadas.

proteinas parietais seja con-
e servado em todas essas bacté-
rias. Entre as proteinas que se
ancoram utilizando essa via,
algumas sao fatores de viru-
léncia de bactérias patogéni-
cas como Staphylococcus au-
reus ou Streptococcus pyoge-
nes. O complexo sortase nas
bactérias gram-positivas po-
dem ser um novo alvo na luta contra
esses patdgenos que, nos Ultimos anos,
desenvolveram mecanismos de multire-
sisténcia aos antibioticos.

Das proteinas aos
“alimentos-saude” e vacinas vivas

Se a caracterizacdo das maquinarias
de exportacio das proteinas devem, no
futuro, permitir otimizar os sistemas de
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GENETICA DE BACTERIAS LACTICAS

Os trabalhos feitos no Brasil com
bactérias lacticas sio essencial-
mente aplicados a indiistria de ali-
mentos € envolvem a utilizacio
dessas bactérias em produtos fer-
mentados, principalmente aque-
les derivados do leite. Alguns gru-
pos estio realizando estudos de
taxonomia classica e molecular,
analises da diversidade genética
entre as espécies isoladas de um
mesmo meio ou de meios diferen-
tes, analises da diversidade das
espécies presentes dentro de
ecossistemas microbianos que
contém bactérias lacticas (produ-
tos alimenticios fermentados) e o
papeldestadiversidade dentrodo
funcionamento dos ecossistemas
(manutencio ou desaparecimen-
to das populacoes, atividade meta-
bolica, expressao de genes especi-
ficos).

Mundialmente, os estudos genéti-
cos que utilizam a biologia
molecular das bactérias lacticas
comecaramnadécadadeoitentae
resultados importantes comeca-
ram a aparecer recentemente. O
repasse dessa tecnologia e o esta-
belecimento de colabora¢cées com
grupos que ja estio trabalhando
nessa tecnologia é de extremo in-
teresse para o Brasil, sobretudo
neste momento em que se discute
eseregulamenta, no mundo intei-
ro, a utilizacio de microrganis-
mos geneticamente modificados.
Com esses objetivos, os professo-
res Vasco Azevedo e Sérgio Costa
Oliveira coordenaram um curso
sobre Genética de Bactérias
Lacticas realizado entre os dias 14
a 18 de setembro, no Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universida-
de Federal de Minas Gerais. Con-
tou com o patrocinio e apoio das
pos-graduacdes em Bioquimica e
Imunologia, Genética e
Microbiologia e das empresas
Pharmacia Biotech, Applied
Biosystems Perkin Elmer, Gibco
BRL Life Technologies, Nestlé Nu-
tricao Infantil, FIEMG e CAPES. Os
professores do curso fazem parte
daequipe que escreveu este artigo.
Todas as Informacdes sobre esse
evento podem ser obtidas na
HOME PAGE:
http://www.icb.ufmg.br/~vasco/
baclac.

exportacdo de moléculas uteis, os
conhecimentos atuais permitem pensar
nas suas aplicacoes. Dentro desse pano-
rama, desenvolvemos vetores de expres-
sa0, de secrecio e de ancoramento ( Le
Loir et al, 1998; Piard et al., 1997 a-b).
Concebemos esses vetores com “casse-
tes” que nos permitem trocd-las entre si, o
que possibilita modular o nivel de expres-
sao do gene de interesse e determinar a
localizac¢o final do seu produto dentro
da célula. O esquema do principio desses
vetores estd representado na figura 4.

Esses vetores sao atualmente utiliza-
dos para construir linhagens de BL produ-
toras de antigenos que serdo administra-
dos por via oral em modelos animais para
caracterizar: (i) o nivel de expressao ne-
cessario para gerar uma resposta imunita-
ria, (ii) a relacao entre a localizacao celu-
lar do antigeno testado (localizacio cito-
plasmatica, na parede ou extracelular) e a
natureza da resposta imune, (iii) o perio-
do necessdrio de permanéncia do vetor
bacteriano no tubo digestivo para induzir
uma resposta imune no hospedeiro. Nes-
se ultimo ponto, utilizamos animais com
a flora digestiva controlada, o que nos
permite modular o tempo de permanén-
cia no tubo digestivo da bactéria apresen-
tadora de antigeno.

Conclusdes e perspectivas

As priticas alimentares de numerosos
grupos de individuos os conduzem a
ingerir quantidades impressionantes de
BL. Essas bactérias absorvidas vivas sao
capazes de exercer, na mucosa intestinal,
atividades bioldgicas inerentes a elas. A
demonstracio de um efeito biolégico no
hospedeiro ¢ dificil, devido ao fato de o
nivel basal dessas atividades ser muito
baixo. Para remediar esse problema, vari-
as pesquisas foram empreendidas super-
expressando certas atividades nessas bac-
térias para demostrar de maneira absoluta
os seus efeitos nos hospedeiros. Esse
campo de investigacao em satde puiblica
¢é fascinante e promissor.

Se o interesse atual por “produtos-
saude” € evidente, nao devemos esquecer
o clima de incerteza que envolve o desen-
volvimento de organismos geneticamen-
te modificados. Devemos privilegiar as
vias de autoclonagem, que evitam a intro-
ducao de DNA estrangeiro. Dentro desse
panorama, devemos distinguir os produ-
tos destinados a alimentacio, nos quais
devemos procurar “risco zero” para os
consumidores, e os produtos oriundos de
bactérias vacinais, para as quais o risco de
disseminac¢ao horizontal deve ser inferior
aos riscos de uma populaciao exposta a
certo patdgeno de sofrer com a doenga.
Neste ultimo caso, o desenvolvimento de
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sistemas de confinamento que impecam
a sobrevivéncia das bactérias no ambien-
te devem ser procurados.
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melhoramento de plantas

tem como propdsito o de-

senvolvimento de novas

cultivares que, adaptadas

as condicdes de cultivo,
sejam capazes de promover uma estd-
vel e elevada produtividade, assim como
a qualidade desejada do produto. Visto
sob o aspecto metodolégico, o melho-
ramento de plantas é genética aplicada.
A sistematizacdo de programas de me-
lhoramento genético de plantas teve
inicio no comeco do século, apds a
redescoberta dos trabalhos de Gregor
Mendel, que elaborou as leis basicas da
heranca genética. Através da aplicacio
consequente dessas leis, foi possivel,
durante este século, duplicar, triplicar
ou, em alguns casos, como por exem-
plo o do trigo, quadruplicar a produti-
vidade média por hectare (Ordon &
Fried, 1998). Evidentemente, o incre-
mento na produtividade nao estd so-
mente baseado no melhoramento, mas
também na melhoria das condi¢des de
cultivo e no manejo adequado das culturas.

Até meados da década de 80, os méto-
dos classicos foram os grandes responsa-
veis pelo desenvolvimento das novas culti-
vares. Porém, nos ultimos anos, o melhora-
mento classico recebeu como ferramentas
auxiliares diversas técnicas baseadas no
cultivo de tecidos vegetais e biologia mole-
cular, que ampliaram os horizontes na bus-
ca da diversidade alélica necessdria em um
programa de melhoramento. Essas técnicas
possibilitam ao melhorista transcender o
pool génico primdrio, utilizado no melhora-
mento cldssico, permitindo a incorporac¢io
de novos alelos ao genoma que confiram as
caracteristicas desejaveis a cultura.

Das estratégias biotecnologicas dispo-
niveis para transferéncia génica entre espé-
cies, a transformacao genética € vantajosa
quando se trata da transferéncia de caracte-
res monogeénicos, isto €, caracteristicas gé-
nicas controladas por um unico gene. E
quando esse gene de interesse estd disponi-
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Figura 1. Diagrama esquematico
mostrando as etapas basicas da
hibridacao somatica assimétrica,
por meio do uso de microniicleos
para atransferéncia gendmica
parcial

vel e clonado em um vetor (normalmente
plasmidio), que se encarregara de transferi-
lo ao genoma da planta. Entretanto, até o
momento, somente um limitado nimero de
monogenes identificados e clonados estio
disponiveis para ser transferidos. Porém, a
grande maioria dos caracteres de interesse
econdmico (produtividade, diversas resis-
téncias a pragas e moléstias, tolerdncia a
stresses) sdo caracteristicas controladas por
poligenes ou genes que tenham mecanis-
mos moleculares desconhecidos. E esses
genes controlados por poligenes nio po-
dem ser transferidos por meio da técnica da
transformacao. Nesse caso, a estratégia da
hibridac¢ao somdtica apresenta-se como uma
alternativa apropriada.
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Hibridacio somatica

Entende-se por hibrida¢io somatica
simétrica a fusio completa de dois proto-
plastos com os dois genomas, incluindo
o citoplasma e as organelas celulares. O
uso dessa tecnologia requer que sejam
atendidas 2 condi¢oes bdsicas: primeiro,
oisolamento de protoplastos deve ser em
quantidade suficiente para se estabelecer
um cultivo, e segundo, os protoplastos
devem ser totipotentes, isto €, deverao ter
a capacidade de proliferar e regenerar
uma nova planta. Essas condi¢oes bisi-
cas ja estao estabelecidas para mais de
320 espécies (Binsfeld, 1998). Nas espé-
cies em que mais se utiliza essa técnica
sao as das familias solanaceae e brassica-
ceae. Entretanto, mais recentemente, em
muitas outras espécies tem sido empre-
gada com éxito no melhoramento, inclu-
indo espécies recalcitrantes. Entre essas,
encontram-se varios membros das famili-
as da Poaceae, Fabaceae, Rosaceae, além
de varias espécies florestais, incluindo
frutiferas e esséncias florestais (Bajaj, 19906).

Por meio da hibridacao somatica, ofere-
ce-se também a possibilidade de gerar vari-
abilidade pela: a) superacao da incompatibi-
lidade sexual entre plantas, b) producio de
amfidipléides, ¢) transferéncia de DNA cito-
plasmatico, e d) transferéncia gendmica par-
cial (fragmentacao do nicleo da célula do-
adora).

A hibridacao somdtica comparada a trans-
formacao genética nio € especifica em rela-
¢ao ao resultado buscado, pois a introgres-
530 ou a transferéncia génica nao sio preci-
samente controladas, o que, na seqliéncia,
envolve um processo de selecao. Porém, em
muitas espécies de plantas, assim como na
transformacio genética, a fusao de proto-
plastos possibilitou a supera¢ao da incom-
patibilidade sexual. Ao contrario dos genes
introduzidos por meio das técnicas de DNA
recombinante, essa técnica torna possivel a
transferéncia de caracteristicas génicas con-
troladas principalmente por poligenes.



Na hibridaciao somdtica simétrica (fu-
sao de dois protoplastos completos), nor-
malmente o nimero de cromossomos do
hibrido € a soma dos cromossomos dos
gendtipos envolvidos na fusao, além das
organelas de ambos os parceiros. Durante
a primeira divisao da célula hibrida, sera
definida a composicio cromossdmica, bem
como das organelas que irao compor as
células nas proximas geragcoes. Hibridos
somdticos simétricos, pela sua complexa
combinac¢io gendmica, necessitam de su-
cessivas geracoes de retrocruzamentos com
o gendtipo desejado no sentido de intro-
gredir somente a caracteristica desejada.
Isso, por sua vez, limita seu uso direto em
programas de melhoramento, dada a ele-
vada demanda de tempo e disponibilidade
de recursos necessarios (Ramulu et al.,
1995). Por isso, cresce o interesse por
métodos de hibridacao somdtica que limi-
tem a transferéncia gendmica durante o
processo da fusdo, surgindo o que se
denomina transferéncia genémicaparcial
por meio de hibridagio somatica assimé-
trica.

Hibridacio somatica assimétrica

Consiste na transferéncia parcial do
genoma da célula doadora para uma célula
somidtica receptora. Isso pode ocorrer de
variadas formas. Primeiro, a eliminacio do
genoma doador pode ser induzida medi-
ante o uso da radia¢do antes da fusio de
protoplastos. Outras formas de transferén-
cia gendmica parcial podem ser por meio
de microinje¢io ou ainda pela fusio de
microprotoplastos contendo microntcle-
0S com um ou poucos cromossomos do
genoma doador. Em geral, o tratamento
com radiacdo reduz a quantidade de DNA
transferido, porém, é muito varidvel e
instivel. Além disso, a elimina¢io dos
cromossomos € aleatéria, de modo que
nao € possivel predizer qual serd a parte do
genoma que serd transferido pela fusao
assimétrica (Waara & Glimelius, 1995).

Uma maneira de contornar esse pro-
blema consiste na identificacio de marca-
dores genéticos que estejam ligados aos
genes de interesse agrondmico nos res-
pectivos cromossomos. Por meio dos mar-
cadores génicos e o uso das técnicas de
citometria de fluxo e micromanipulacio,
consegue-se selecionar 0os cromossomos
ou micronucleos portadores desses genes,
e desta forma pode-se controlar o processo
da transferéncia gendémica parcial usando
microprotoplastos.

Uso de microprotoplastos
como estratégia de transferéncia

gendmica parcial

Uma técnica desenvolvida recentemen-

te, que vem despertando o interesse dos
melhoristas é a fusio com microproto-
plastos. Microprotoplastos sdo micronud-
cleos contendo uma fina camada de cito-
plasma e envoltos por uma membrana
plasmatica. Ja os micronicleos sao cro-
mossomos condensados de forma isola-
da no interior da célula e sao envoltos por
uma membrana nuclear. Essa técnica per-
mite transferir, de forma controlada, um
limitado nimero de cromossomos de
uma célula doadora para uma célula
receptora, por meio da fusio com micro-
protoplastos contendo um microntcleo

com um ou Poucos Cromossomos, ou,
ainda, permite a transferéncia direta dos
microntcleos através de microinjecio. O
diagrama esquematico da Figura 1 mostra
as principais etapas desse processo de

Figura 2. Célula com diversos
microniicleos corados com DAPI
e visualizado sob luz ultravioleta
em um microscopio de fluores-
céncia

micronucleagao e transferéncia gendmi-
ca parcial por meio de fusao ou microin-
jecao.

Entre as etapas mais importantes da
transferéncia gendémica parcial por meio
de microprotoplastos ou microinjecio,
tem-se: 1) o desenvolvimento de uma
cultura celular de crescimento ativo; 2) a
inducio de micronicleos pelo uso de
antimitdticos; 3) o isolamento e selecio
de micronicleos ou microprotoplastos
pequenos; 4) a transferéncia de micrond-
cleo ou microprotoplasto para a célula
receptora; 5) a regeneracio e selecio dos
hibridos parciais.

A primeira etapa consiste no desen-
volvimento de uma suspensio de células
que serdo usadas como doadoras dos
microndcleos ou microprotoplastos. E
condi¢ao fundamental que haja desen-
volvimento de uma cultura celular em
ativo crescimento, de forma sincroniza-
da, de tal maneira que se tenha uma
elevada percentagem de células que en-
trardo em divisdo ao mesmo tempo, ou

seja, que estejam em metafase, para entao
aplicar os agentes antimitoticos.

Na segunda etapa, induz-se a micronu-
cleacdo. A micronucleacio em plantas
pode ser induzida pela exposi¢io prolon-
gada de células mitéticas a agentes que
inibem a polimerizacao dos microtibulus
que formam as fibras dos fusos. Esses
agentes se ligam diretamente aos mond-
meros da tubulina. A colchicina ou os
herbicidas Amiprofés metil (APM), Oryza-
lin ou Cremat sao potentes agentes antimi-
toticos em células de plantas. Na presenca
dos agentes antimitéticos, durante a meta-
fase celular, os cromossomos separam-se e
distribuem-se de forma isolada ou em
pequenos grupos, pela célula. Pela disfun-
¢do das fibras do fuso, os cromossomos
metafdsicos ndo se separam em duas cro-
matides irmas. Apos algumas horas, esses
sao envoltos pela membrana nuclear, re-
sultando na formacio de varios pequenos
nicleos denominados de micronicleos
(Figura 2).

Na terceira etapa, 24 h apds a aplicacio
dos antimitoticos, adiciona-se Citochalasi-
na-B (CB) que, além de estabilizar os
micronucleos formados, tem por finalida-
de tornar o processo da micronucleacao
mais eficaz

Na quarta etapa, faz-se o isolamento
dos microndcleos ou microprotoplastos.
Para tornar o isolamento eficaz, é funda-
mental que se remova a parede celular das
células micronucleadas por meio da diges-
tao enzimatica. Apds a remogao da parede
celular, as células siao incubadas por 4 h
sob refrigeracao (4°C), na presenca de
spermidina. Esta tem por finalidade prote-
ger o complexo membrandrio das células
micronucleadas.

A quinta etapa consiste na separacao
dos microntcleos ou microprotoplastos da
célula. Nessa etapa, ja devera estar defini-
do o procedimento metodolégico que serd
usado para transferir o genoma parcial
para a célula receptora, o qual pode ser
pela fusao quimica ou pela microinjecao.
No primeiro caso, isolam-se os micropro-
toplastos por meio de ultracentrifugacao
(120.000 g por 2 h) em um gradiente iso-
osmoético de Percoll. Apés, separam-se as
bandas formadas com peneiras de nylon
de decrescentes tamanhos de poros (20,
15, 10, 5 e 3 pm). No segundo caso, faz-se
a lise das células micronucleadas em solu-
¢ao hipotonica, onde a célula se romperd,
liberando os micronicleos: estes serao
coletados mediante uma leve centrifuga-
¢ao para separar fragmentos celulares dos
micronucleos, seguindo-se uma filtracao
sequiencial, conforme descrito para o pri-
meiro caso.

A sexta etapa, € a etapa da fusiao ou da
transferéncia por microinje¢ao. Os micro-
protoplastos coletados, conforme descrito
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Fizagao da céluka

Coleta de micranucleos

Posico de microinjecdo

Figura 3. Representacao esquema-
tica do processo da microinjecio.
Acima esta representado a primei-
ra etapa que corresponde a coleta
dos micronicleos e abaixo esta
representado o posicionamento
da célula (protoplasto) paraa
microinjecio

acima, poderao ser fusionados com
protoplastos receptores, mediada por um
agente quimico, como, por exemplo, o
polietileno glicol (PEG). Nesse caso, o
protoplasto receptor e o microprotoplasto
serdo colocados em contato por poucos
minutos, na presenca de PEG, em uma
solucio rica em fons de calcio. Apds a
fusao, as células sao lavadas para remover
o PEG, que, em exposicio prolongada, se
torna téxico as células. No caso do uso da
microinje¢ao, o procedimento consiste no
carregamento da micropipeta do manipu-
lador com microntcleos, seguindo-se a
injeciio dos micronucleos nas células, como
mostra na Figura 3. A vantagem da micro-
injecio em relacio a fusio com PEG € o
fato desta ser um evento dirigido, isto é,
tem-se o controle sobre a quantidade de
microntcleos injetados por célula. En-
quanto que no procedimento da fusiao
quimica, podera ocorrer a fusio de um ou
mais micronicleos por célula.

As células receptoras, ou seja, 0s pro-
dutos da fusio e da microinjecdo, sao
cultivados até a fase do desenvolvimento
de calo. Os calos formados sao transferi-
dos para um meio de diferenciacio e
regeneracdo de brotos e raizes, obtendo-
se, assim, um hibrido parcial.

A natureza hibrida parcial da planta
pode ser identificada pelos caracteres
morfologicos, citolégicos ou moleculares.
Caso haja marcadores moleculares, a ana-
lise da natureza hibrida ja podera ser feita
durante a fase de calo, o que se mostra
como grande vantagem, pois evita todo o

processo de regeneracio, que, muitas ve-
zes, € dispendioso, tanto pelo aspecto de
tempo como de trabalho.

Aplicacio da técnica de
micronicleos no
melhoramento de plantas

A tecnologia da hibridacao somdtica
assimétrica pelo uso dos micronicleos
encontra inimeras aplicacdes em progra-
mas de melhoramento de plantas, bem
como em estudos das interacdes gendmi-
cas a nivel somdtico. O uso dessa técnica
permite:

1) transferéncia de caracteres deseja-
veis entre espécies sexualmente incompa-
tiveis. A incompatibilidade sexual entre
espécies cultivadas e suas formas silvestres
é, assim, superada. Dessa forma, as espé-
cies silvestres podem ser usadas em pro-
gramas de melhoramento buscando trans-
ferir genes de resisténcia a pragas e molés-
tias ou tolerancia a estresses ambientais ao
gendtipo cultivado;

2) transferéncia de caracteres controla-
dos por poligenes ou mesmo de caracteres
controlados por genes desconhecidos.
Caracteristicas importantes como resistén-
cia a doengas, estresses ambientais ou
caracteres ligados a produc¢ao sio contro-
ladas por um variado nimero de genes
que interagem entre si. Estes se encontram
com freqiéncia em blocos dentro do ge-
noma. Sendo assim, a transferéncia de um
ou de poucos cromossomos € capaz de
transferir um grupo de genes em um Gnico
passo;

3) producao de linhas monossdmicas e
dissbmicas em uma unica etapa. Isso eco-
nomiza tempo e um prolongado processo
de retrocruzamento necessario para obter
tais linhas via método sexual. A partir de
linhas monossdémicas ou dissOmicas, &
possivel obter subtituicio ou recombina-
¢io entre cromossomos (translocacio in-
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tergendmica);

4) andlise eficiente de genes doados
aos hibridos parciais intergenéricos ou
interespecificos, assim como, propicia o
estudo basico sobre genes introduzidos
(alteragcoes estruturais, delecao, inativa-
¢A0 OuU Cossupressio);

5) estudos sobre a localizacao dos
genes nos cromossomos. Genes podem
ser precisamente localizados se for pro-
duzida uma populacio suficientemente
grande de linhas monossdmicas. Pode ser
igualmente empregado no mapeamento
de genes especificos aos cromossomos.

6) construcao de bibliotecas de cro-
mossomos, tendo por finalidade a andlise
genOmica em trabalhos de melhoramen-
to de plantas a nivel molecular. Pode
facilitar a clonagem direta de segmentos
de DNA nos cromossomos via microcro-
manipulacio (laser), recortando segmen-
tos cromossdémicos e os substituindo por
segmentos selecionados.

A questio fundamental da técnica
aqui apresentada €, em primeiro lugar, a
possibilidade da transferéncia genémica
parcial e, associada a esta, a transferéncia
de caracteres poligénicos e segundo, por
meio de um refinamento técnico, nos
possibilita seccionar segmentos cromos-
sOmicos que permitam a transferéncia de
complexos génicos, resultando assim
numa transferéncia controlada de grupos
génicos. A decisao do uso desta técnica
no melhoramento de plantas depende do
objetivo e das caracteristicas génicas que
se deseja transferir.
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