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Fotos ilustrando planta em cultura in vitro e placa de microarray

Aelaboracao desta apresentagao surge na sequéncia de uma reflexao do autor sobre a area disciplinar
da Genémica Funcional de Plantas, drea da Biologia Vegetal, que envolve a caracterizagao funcional de
genes, proteinas e metabolitos em plantas com vista a sua utilizacdo em programas de melhoramento
para uma agricultura sustentdvel e uma alimentagao saudével. Quer do ponto de vista cientifico como
tecnologico, é uma drea onde a multidisciplinaridade é uma mais-valia o que, naturalmente, coloca tanto
desafios como as potencialidades que alberga.

Os estudos de Gendmica Funcional, que decorrem no grupo de investigagao, sdo inerentemente de
caracter fundamental mas o desenvolvimento cientifico e tecnolégico tem sido de tal forma céleres que
tem permitido analises com impacto diverso e o estabelecimento de protocolos de colaboracao com a
industria, em particular na area da viticultura.

No ambito desta apresentagao e também considerando a comunicagdo anterior a esta Academia,
escolheu-se como exemplo paradigmatico, por estar proximo da sua drea principal de investigacao, as
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descobertas e aplicagdes associadas a resisténcia versus susceptibilidade de diferentes castas de videira
(Vitis vinifera) ao fungo Plasmopara viticola (fungo responsavel pela doenca do mildio). Os resultados que
se tém obtido nestas pesquisas e a forma como esses resultados influenciam o procedimento experimen-
tal subsequente foram também analisados na apresentagao em termos de filosofia de evolugao da Cién-
cia e seus impactos societais.

A palestra iniciou-se com a contextualiza¢ao dos topicos apresentados em comunicagdes ante-
riores e que sdo transversais no nosso trabalho cientifico. A saber: (1) Aimportancia do conhecimento
fundamental relativo ao funcionamento dos organismos, para que as eventuais aplica¢cdes desse
conhecimento possam ter alicerces sélidos; (2) A importancia do erro, da experimentacdo e valida-
cao pelos pares como base de qualquer ciéncia; (3) A importancia da multi- e da interdisciplinari-
dade no desenvolvimento tecnolégico e no avango da Ciéncia; (4) A importancia da relacdo
Sociedade-Conhecimento no nosso desenvolvimento, nos nossos desafios, nos problemas que se

criam e se resolvem.
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Fotos ilustrando tépicos de anteriores comunicagdes a Academia
Estes topicos mostram-nos que Ciéncia, Politica e Etica sdo trés substantivos que deveriam estar

interligados por principios filoséficos dindmicos de acordo com os ditames de uma sociedade em cons-
tante alteracdo e pela evolugao do conhecimento.
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Politica

i:BiolS| . 1:BiolS|

Ciéncia, Etica e Politica - Interligacio ou Sobreposicao?

Contudo, temos assistido a sua efectiva sobreposicao analisando-se dados cientificos a luz de aspec-
tos eticamente pouco debatidos e subjacentes a agendas politicas. Se nalguns casos esta sobreposigao se
tem revelado relativamente in6cua, esse nao é definitivamente o caso quando se aborda a manipulacao
genética de plantas ou de animais. Esta sobreposigdo nao s6 tolda boas praticas como refreia a necessaria
e saudavel discussao ética e a implementagao de boas politicas globais. Com este contexto, tentou-se
nesta comunicagao abordar os aspectos cientificos da Gendémica Funcional de Plantas, dissociados mas
interligados as questdes éticas e politicas.

Métodos
Tecnologia
Validacao

Precaucao Alimentagao

Sustentabilidade

Informacéao
Consciencializacao Rentabilidade

Risco Qualidade
Seguranca

Propriedade intelectual
Soberania

F_::BlOISI

Ciéncia, Etica e Politica — Aspectos relacionados com a Gendmica Funcional de Plantas
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Prosseguiu-se com uma breve resenha das actividades do grupo “Plant Functional Genomics” liderado

pelo autor e integrado na unidade de investigacao BiolSI (Instituto de Biosistemas e Ciéncias Integrativas).

Biosystems and Integrative
Sciences Institute

:BiolS|

PFG - Plant Functional
Genomics

Research Areas
* Plant functional biology
= Plant development and reproduction
* Plant systems and signalling

* Plant molecular physiology

70 artigos (2016)

_l—> 54 artigos

Wntugrated PROn from

_ }

Flagship Projects

* Grapevine studies

+ Cork oak studies

*+ Signal transduction and
membrane trafficking

* Polarized growth

Group Leader
Rus Matho

Grupo “Genémica Funcional de Plantas” do BioISI - Areas de investigacao e projectos embleméticos

Reforgou-se a nogao de que tal investigacao s6 é actualmente pertinente numa 6ptica inter- e mul-

tidisciplinar, ancorada em desenvolvimento tecnoldgico e partilha de saberes.

Facilities

offers:
Biolmaging
Molecular and —omics tools
Plant cell culture & growth chambers
benefits from:
Computing Sequencing

{:BiolSI

“Gendémica Funcional de Plantas” do BioISI — Laboratérios e tecnologias disponiveis
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Foram de seguida apresentados alguns exemplos recentes da investigacao que decorre no grupo,
neste topico da Gendmica Funcional (que em 2016 representou cerca de 80% das nossas publicagdes em
revistas internacionais com avaliagao pelos pares).

“Gendmica Funcional de Plantas” do BiolSI - Alguns exemplos de trabalhos recentes

Seguidamente e como acima mencionado, apresentou-se de forma mais detalhada o modelo bio-
l6gico preferencial para ilustrar esta comunicagao - a investigacao em Vitis vinifera e os mecanismos
de resisténcia/susceptibilidade a infec¢dao por fungos patogénicos, nomeadamente Plasmopara viticola.
Do ponto de vista bioldgico é um modelo interessante no estudo das relacdes hospedeiro-patogénio
e da evolucao dos mecanismos genéticos e celulares de resisténcia e adaptagdao. Do ponto de vista
societal é também relevante considerando a importancia econémica da vinha e das perdas por infec-
¢do com o mildio. E conhecido que diferentes castas apresentam diferentes graus de resisténcia (ou
susceptibilidade) a este fungo pelo que, a caracterizacao funcional deste processo (e.g. os genes e
metabolitos envolvidos na resisténcia) tem uma relevancia acrescida. Os estudos no grupo de inves-
tigagdo tem-se centrado na andlise comparativa de duas castas, uma susceptivel a infeccao (Trinca-
deira) e outra resistente (Regent).
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PROTEOGRAPE

“Grapevine shotgun proteomics as a tool for the
characterization of downy mildew associaled
resistance ftraits and improvement of grapevine
genome annotation”
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OPTIGRAPE
“Optical techniques for the automatic identification of
fungal infection-resistant grapevine cultivars”

Preliminary results show a moderate success in the automatic identification
of the closely related specles V. riparla and V. vinifera. Automatic
identification of water stressed Vitis plants was also only partly achieved. On
the cnnlrlrv. a high success was obtained in the automatic identification of
less ically related horticul | species. We are now improving the
plants growth mndlﬂom optimizing the spectroscopic protocols and
exploring new classification algorithms.

1:BiolSI

Proteogrape e Optigrape — Projectos em curso no grupo “Genémica Funcional de Plantas”

Em dois projectos em curso — Proteogrape e Optigrape — identificaram-se j& genes diferencialmente
expressos e acumulagdo de proteinas em resposta a infecgdo. A analise inclui estudos genémicos, trans-
criptémicos, proteémicos e metabolémicos de plantas das duas castas, em condigdes controlo e infec-
tadas pelo fungo. Em ambos os casos seguiu-se o desenvolvimento da planta e o amadurecimento do
fruto. Sendo que a maior parte dos genes estao envolvidos em respostas de sinalizagao e defesa (a
reaccao da planta a infecgdo), outros estao envolvidos em processos relacionados com a fotossintese o
que afecta directamente a produtividade'. Muitas das proteinas encontradas ndo tém ainda

! Uma andlise mais detalhada destes resultados foi apresentada anteriormente a Academia das Ciéncias de Lisboa na comunicagao intitulada

Biologia de Sistemas: Potencialidades e limitacdes da interdisciplinariedade. Em stimula:

— a casta resistente apresenta um maior niimero de transcriptos (RNAm) associados a genes de defesa e sinalizagao; em oposi¢ao, apresenta menor
ndmero de transcriptos associados a genes da fotossintese.

— a casta resistente apresenta um maior niimero de metabolitos correlacionados com defesa e sinalizacao; em oposicao, apresenta menor concen-
tracdo de alguns acticares.

— a casta resistente apresenta uma maior concentragao de espécies reactivas de oxigénio (envolvidas em respostas a stress); em oposi¢ao, presenta
menor concentragao de antioxidantes.
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caracterizacdo funcional o que atesta o longo caminho que ha a percorrer para uma compreensao deta-
lhada destes mecanismos.

Os dados apresentados na comunicagdo foram o mote para iniciar um outro tépico desta problemé-
tica: a questdo da translacdo deste conhecimento fundamental em aplicabilidade.

Ciéncia basica vs aplicabilidade

Unampls Basisbimis @ sliwss bslion se Filis pmiters T wrmpbe. Reahiidnie o siress beidicn om Vil rimders T aemmpis, Seantealin o slrevs betits em i rmafes
"

Aspectos metodoldgicos e regulamentagao da translagao dos dados da Genémica Funcional de Plantas
para uma agricultura moderna e sustentavel.

Foram assim apresentados alguns dos métodos actualmente utilizados na obtengdo de cultivares
melhorados estabelecendo-se uma distingdo entre “transgénico” (organismo que recebe informacao
genética de outra espécie) e OGM (organismo geneticamente modificado com material genético alterado
proveniente da mesma ou de outra espécie).

Foram também referidos métodos que precedem a introdugao de OGMs na agricultura moderna tal
como o cruzamento com variedades “elite” (aquelas cujas caracteristicas jd foram testadas e de qualidade
reconhecida), os estudos de campo para apuramento de impacto ambiental e as moratdrias para asse-
gurar um principio de precaucao. Referiu-se a propdsito a grande diversidade legislativa sobre a utili-
zagao de OGMs, nomeadamente na Unido Europeia o que em nada contribui para um esclarecimento
informado da sociedade sobre os problemas e potencialidades da Biotecnologia Vegetal. Este é um caso
paradigmatico de como a sobreposicao de aspectos politicos aos éticos e cientificos pode atrasar
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significativamente o avango do conhecimento e a melhoria dos préprios métodos. Sublinha-se aqui o
facto de que a Ciéncia ndo exclui a possibilidade de erro, atribui-lhe é uma probabilidade de ocorréncia.
E neste contexto, os métodos que foram apresentados, sujeitos a um intenso escrutinio cientifico, tem-se
revelado robustos e, tanto quanto se pode afirmar, seguros para a agricultura. A titulo de curiosidade,
mostrou-se um quadro documentando transferéncias horizontais espontaneas de material genético, ja
documentadas, e que tém sido apontadas pelos criticos das técnicas de Engenharia Genética como algo
negativo e ndo natural. Apresentou-se também um quadro comparativo sobre os diferentes métodos
utilizados no melhoramento vegetal (@Kevin Folta, 2012) ilustrando que em todos ha vantagens e
desvantagens mas que as técnicas recentes de Engenharia Genética possibilitam uma redugao de tempo
para producao de variedade melhorada e com maior controlo sobre eventuais transferéncias (perdas ou
ganhos) de material genético®.

» Acorales
/y Mismatales
f;/, Petrosaviales

/: / Dioscoreales

‘:f’r J,A Pandanales

“eueurzess  cucumber and medon

Sapindales™, A thaliana and lyrata
- thellungieil
Comaln 3, s | S 5
capsalla

clamantine and lsman
monkey fwer

tormalo and potalo

Quadro ilustrativo de transferéncias horizontais de genes (de uma espécie para outra) documentadas na natureza
(http:/ /gmopundit.blogspot.pt/2014 /05 /natural-gmos-part-196-plants-can.html)

2 Na segunda metade do século XX, a produgao de hibridos e a indugao de mutagdes (por radiagao e/ou agentes quimicos) foi crucial para um
aumento da produtividade vegetal e consequentemente para um aumento do bem-estar humano e da populagao (vide mais informagao em
https:/ /en.wikipedia.org/wiki/Green_Revolution). Actualmente esses programas de mutacao foram em larga medida abandonados pois, embora
nao estejam documentados danos para a satide humana, os resultados nao sao direccionaveis.
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Mutation . - Cisgenic

(whole ge 5 breeding i { etho (rONA method to
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plants) added)

Meétodos utilizados em melhoramento vegetal (@Kevin Folta, 2012)
Acresce a este facto que a introdugdo da técnica de edicdo de genomas com o auxilio do sistema

enzimatico CRISPR/CAS9 (jid abordado em comunicagio anterior) ird acelerar ainda mais o processo de
melhoramento e reduzir a necessidade de introducao de elementos genémicos de outras espécies.
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“Edigiao” de genoma com CRISPR (¥)

n Scientists create a genetic sequence, called
a “guide RNA; that matches the piece of DNA
they want to modify.

Guide RNA

Guide sequence

H The guide RNA homes in on the target DNA
sequence, and Cas9 cuts it out. Once their
job is complete, the guide RNA and Cas9

This sequence is added to a cell along with
a protein called Casg, which acts like a pair
of scissors that cut DNA.

Cutting
site

-

MNow, another piece of DNA is swapped into
the place of the old DNA, and enzymes repair
the cuts. Voila, you've edited the DMA!

leave the scene.
Guide RNA

Target DNA

BNt Deson.

SOURCES: Maturs Mews: Cart Zimemwe

i:BiolS!

(") Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

Edigao de genomas com CRISPR/CAS9 (https:/ /en.wikipedia.org/wiki/CRISPR)

Efectivamente, esta técnica de edi¢do nao deixa “vestigios” genéticos do processamento efectuado, o
que € cientificamente relevante mas levanta muitas questoes éticas. Que implicagOes trard para a intro-
dugdo de novos cultivares na natureza? Como controlar e regulamentar o seu uso? Quais os limites, se
alguns, deveremos ter na edicao de genes?

A comunicagao terminou com alguns casos bem conhecidos de alteracao dos fenétipos silvestres
por uma selecgdo agricola geneticamente “cega”, feita a partir de cruzamentos e com uma meto-
dologia de seleccao que privilegiou a dimensao e o aspecto mas que levou a uma perda de diver-
sidade genética (parametro que o agricultor obviamente ndo controla). Esta perda de diversidade
pode ter sérias consequéncias, ndo apenas a nivel de biodiversidade mas também econémicas. Um
exemplo paradigmatico — e para cuja reversao a Genémica Funcional de Plantas pode agora con-
tribuir significativamente — é a perda de genes de resisténcia a doengas tornando as actuais varie-
dades mais susceptiveis. Um outro exemplo, e com o qual muitos de nds se identificam, é a
progressiva perda de sabor nas variedades de tomate comercialmente disponiveis. Utilizando téc-
nicas modernas de Engenharia Genética, uma equipa internacional reintroduziu na planta do tomate
varios genes presentes na planta silvestre, mas progressivamente perdidos nos processos de selec-
cao sem contudo perder outras caracteristicas entretanto melhoradas (como textura, dimensao, etc.).
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Os produtos finais da expressao destes genes sao metabolitos secundarios que conferem sabor como
flavonoides e terpenos mas que podem ter outras finalidades bioldgicas como ajuda na resisténcia
a stresses bidticos (p. ex. infecgdes) ou abidticos (p. ex. seca). Este caso alerta-nos pois para a impor-
tancia de preservarmos variedades silvestres, seja em reservas de biodiversidade, seja em bancos
de sementes (germoplasma) como um complemento essencial para uma agricultura moderna, sus-

tentavel e segura.

Exemplos de alguns frutos e vegetais seleccionados pelo Homem nas préticas agricolas convencionais
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PLANT SCIENCE

A chemical genetic roadmap to
improved tomato flavor

Denise Tieman,"** Guangao Zhu,"** Mareio ¥. K. Resende Jr.,* Tae Lin,**

Cuong Nguyen,” Dawn Bies,” Jose Luis Rambla,” Kristty Stephanie Ortiz Beltran,”
Mark Taylor,” Bo Zhang,” Hiroki Ikeda,” Zhongruan Lin,* Josef Fisher,” Itay Zemach,*
Antonio Monforte,” Dani Zamir," Antonio Granell,” Matias Kimt,

Sanwen Huang "+ Harry Klee™"t

M. [ dal tomato are substantially less flavorful than heirloom
varieties. To understand and ultimately correct this deficiency. we quantified flavor
associated chemicals in 398 modern| heirloom, and wild accessions. A subset of these
accessions was inc panels, lying the chemicals that made the
maost important contributions to flavor and consumer liking. We found that modern

commarcial varieties contain significantly lower amounts of many of these important flavor
chemicals than clder varieties. Whole-g 3 ingand a g wide associstion

study permitied identification of genetic loc that affect most of the target flavor
chemicals. induding sugars. acids. and volatiles. Together. these results provide an
understanding of the lavor deficiencies in modern commercial varieties and the
information necessary for the recovery of good flavor through molecular breeding.

ACKNOWLEDGMENTS
This wark was supported by the NSF (grant 1050923312 to HK.)
the China National Key Research and Development Program for
Crop Breeding (grant (FDOLO0307 to SH.), the Leading
dong Province Program (grant 002 5
Natural Science Foundation of China (

the European Research Council (grant ERC

IELD to D.Z.). and the European Commission Horizon
2020 program (TRADITOM grant 634561 to AG. and D.Z) This
work was also supported by the Chine E gricultural
science (AS She icipd and Dapeng
district governments, 1e assistance of L. Kates in
fieldwork and volatile, sugar, and acid quantification.

Re-introdugdo de metabolitos no tomate para retomar o sabor — Um exemplo de investigagao internacional
no topico da Genémica Funcional para corrigir erros de melhoramento vegetal.

Genomica Funcional de Planitas

Rui Malho

(COMUNICACAO APRESENTADA A CLASSE DE CIENCIAS
NA SESSAO DE 2 DE FEVEREIRO DE 2017)
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