PERSPECTIVAS DA BIOTECNOLOGIA
PARA O MELHORAMENTO DE PLANTAS!

MARIA IRENE B. DE MORAES FERNANDES?

RESUMO - O papel da Bioteenologia como apeio 20 melhoramento ¢ analisado. E discutida a possibili-
dade de atuagio do meIhonsta de plantas na identificagio e selegio de variantes genéticas viteis ao nivel
da planta inteira (que ¢ insubstitujvel), da célula, do cromossomo ou das macromoléculas portadoras
da informagdo genética (conhecida como tecnologia do DNA recombinante ou engenharia genética no
sentido estrito), E abordade com mais detathes o papel da cultura de tecidos no melhoramento vege-
tal enfatizando-se, principalmente, as perspectivas do uso de hapldides ¢ da variagdo somaclonal.

Tetmos para indexagio: engenhatia genética, DNA recombinante, cultura de embrides, cultura de te-
cidos, ‘cultura de anteras, hapldides, cruzamentos mterespecﬂ'xcos, variagio somaclonal, engenhatia
cromossomica.

PERSPECTIVES OF BIOTECNOLOGY IN FLANT BREEDING

ABSTRACT - The role of biotechnology as a suport to plant breeding is discussed in this paper. The
plant breeder when working in the identification and selection of useful genetic variation needs to
assess the whole plant. This kind of assessment cannot be replaced, so far. However, it can be supported
by cefular works on tissua culture, on chromosome engineering or by manipulating macromolecules
that are carriers of genetic information (DNA-recombinant technology or genetic engineering). The
perspectives of tissue culture are emphasized, mainly in relation to the use of haploids and somactonal
variation.

Index terms: genatic engineering, recombinant DNA, embrvo culture, tissue culture, anther culture,

haploides, interspecific crosses, somacltonal variation, chromosome engineering.

INTRODUGAQ

A publicidade resultante da divulgagio da tec-
nologia do DNA recombinante, que envolve a ma-
nipulagic do material genético em nivel molecular,
despertou expectativas de mudangas para a huma-
nidade, similares & revolugio industrial, i revolu-
¢io da quimica e 3 da informitica. A tecnologia do
DNA recombinante tem sido definida como enge-
nharia genética no sentido estrito.

Por outro lado, a regeneragio de plantas em es-
cala ampla, através da cultura de células, tecidos
ou érgios in witro, abriu um horizonte totalmen-
te novo para a biologia vegetal. Este horizonte am-
pliou-se ainda mais quando se tornou possivel
associat o uso da cultura de tecidos com a tecnolo-
gia do DNA recombinante. O uso destas técnicas
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tem sido denominado biotecnologia, engenharia
genética ou engenharia biogenética (Knopf 1983).
Esta drea de pesquisa éstd sendo considerada por
muitaos como inteiramente nova. Entretanto, a ma-
nipulagio ou reestruturagio dos genomas dos seres
vivos ndo é recente. Se observarmos as diferencas
que ocorrem, altualmente, entre cultivares comer-
clais de espécies como o milho, o trigo ou a soja,
em relagio a seus ancestrais selvagens, teremos a
evidéncia do resultado da biotecnologia que ji foi
praticada, inicialmente, apenas pela natureza e,
mais tarde, também pelo homem, i medida que a

-agricultura e a genética se desenvolveram.

A evolugio representa o resultado da biotecno-
logia praticada pela natureza. O homem, no melho-
ramento das plantas cultivadas, usa esquema meto-
dolégico similar: criagio da variabilidade, selegio
de genbtipos para as caracterfsticas desejadas e ma-
nutengdo da uniformidade destes genétipos visan-
do a0 seu uso pelo agricultor, pelo consumidor ou
pela companhia industrial (Fig. 1), A tarefa do me-
lhorista é, pois, modificar a informagdo genética
das plantas cultivadas, adaptando a estrutura de
uma populagdo vegetal ao nivel da célula, do teci-
do e do individuo ao ecossistema de cultivo em
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FIG. 1. Etapas principais do trabalho de melh'oramento das plantas cultivadas.
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uso, visando a atender as necessidades do homem.,
A aplicagdo mais bbvia das novas técnicas da

biotecnologia para as plantas estd no melhoramen-

to e no langamento de novas cultivares. Simmonds
(1983) enfatiza que “tendo em vista o papel cen-
tral do melhorista na estratégia para o desenvolvi-
mento das _cuIturas, no hi davida que ele deverd,
no futuro, estar tio familiarizado com as novas
tecnologias como com as necessidades do mercado
que ele deve satisfazer”,

A BIOTECNOLOGIA E OS NIVEIS
DE ATUAGAO DO MELHORISTA

A grande expectativa criada, atualmente, em torno da
biotecnologia se baseia no nivel em que ela pode ser pra-
ticada, pelo uso da tecnologia do DNA recombinante.

Esta tecnologia pode ser usada, no melhoramento, ao
“nivel molecular™, através da indugio de mutagdes espe-
cificas no material genético (DNA), o qual pode ser iso-
lado, cortado por enzimas de restrigio em pontos defini-
dos e reconstruido em combinagBes diversas pelas enzi-
mas ligases. Posteriormente o DNA ¢ incorporado aos cha-
mados *vefculos de clonagem”, que podem ser plasimideos
(DNA extracromossomal), ou bacteriéfagos. Pelo pro-
cesso de transformagfio genética, o DNA estranho ¢ in-

‘corporado & célula hospedeira, onde poderd se expressar

N
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(Xnopf 1983) (Fig. 2).

J3 a manipulago para o melhoramento, em “nivel
celular”, (Fig. 3) se baseia na totipoténcia da célula vege-
tal; células germinais, (o tecido germina! € aquele que ird
dar origem as células reprodutivas) ou somdticas, cultiva-
das em meios artificiais (s0lidos ou suspenses) adequa-
dos no que se refere s condigBes fisicas (luz e temperatu-
Ia apropriadas) e quimico-nutricionais (proporgées corre-
tas de sais, agucares ¢ hormdnios), podem regenerar plan-
tas vidveis e férteis. Esta tecnologia abriu perspectivas para
a agricultura em dreas tio diversas como hibridagio somé-
tica entre espécies distintas ou incompativeis, mutagdo e
selegdio em nivel celular, utilizando a variagdo soma-
clonal, (ver item a Utilizagdo da Variagio Soma-
clonal , , .}, clenagem de gendtipos, preservagdo de ger-
moplasma e melhoramento gamético, através da cultura
de anteras ou pdlen, originando plantas haplides. A cul-
tura de tecidos, quando associada a tecnologia do DNA
recombinante, permite o isolamento, a modificagio ¢ a

" transferéncia precisa e especifica da express3o génica. As

aplicagbes praticas incluem a produ¢fo de compostos
farmacéuticos, a limpeza viral, a multiplica¢io rapida de
culturas de propagagio demorada ou dificil, a selegiio
in vitro para resisténcia a patdgenos ou suas toxinas, ou
para tolerincia a agroquimicos e a estresses ambientais
vatiados, além do uso de haploides através de cultura de
anteras ou polen, abreviando o tempo necessirio para a
obtengio de novas cultivares. Esta Gltima técnica apresen-
ta perspectivas muito promissoras para o arroz, o trigo, a
cevada € o fumo (Riley et al. 1979, Foroughi-Wehr et al.
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FIG. 2. Biotecnologia no nivel molecular: etapas da transformagio genética de bactérias Ltilizando a tecnologia do

DNA recombinante.
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1982, Wenzel 1980). O cultivo de embrides, obtidos de
cruzamentos entre geragSes segregantes de cultivares co-
merciais de cevada e a espécie selvagem Hordeum bul-
-bosum, também origina plantas hapléides porque os cro-

mossomos desta Ultima sdo eliminados nas primeiras di--

visbes celulares do embriio, o que ji permite o uso efi-
ciente desta técnica como recurso para acelerar o melho-
ramento de cevada (Kasha 1974) (Fig. 4).

Até recentemente, tinha sido possivel para o homem
praticar a biotecnologia apenas ao nivel de “planta intei-
ra”. Neste nivel, a criagdo da variabilidade para a selegio
pelo melhorista pode ser obtida somente por mutagio ou
hibridagio e a obtengio dos gendtipos desejados se baseia
em probabilidades. Mutagénices quimicos, radiagGes
ionizantes ou genes mutadores (como o sistema 5B do tri-
go descrito na Fig. 5), sfo utilizados no primeiro caso
(Seats 1965, 1972). No segundo, a variabilidade pode ser
obtida por hibridagJes artificiais, tanto entre cultivares,
combinando caracteristicas Uteis (melhoramento conven-
cional), como entre espécies distintas: um exemplo do
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lltimo caso ¢ a ressintese experimental do trigo hexapldi-
de, que fol efetuada por McFadden & Sears (1944), pela
ptimeira vez, tornando disponiveis genes de outro modo
inacessiveis a0 melhoramento. A Fig. 6 ilustra a obtengdo
de uma linhagem de trigo sintético (PF 834001), que
expressa a resisténcia ao oidio (Erysiphis graminis)
encontrada nas espécies afins usadas como genitoras no
cruzamento original. A cultura do embrido hibrido, em
meio artificial, permite sua sobrevivéncia, substituindo o
endosperma que degenera. A linhagem assim obtida pode
ser trabalhada do mesmo modo que as normalmente utili-
zadas pelo melhorista, sem necessidade de recursos de la-
boratdrio (Riley & Kimber 1966).

Um exemplo da combinagio dos dois métodos (muta-
¢io e.hibridagio) foi a obtengiio por Sears (1956), atra-
vés de um monumental trabalho de engenharia cromosso-
mica, da cultivar de trigo Transfer, portadora de resistén-
cia i ferrugem da folha transferida de Aegilops umbellu-
lata (Fig. 7).

H. bulbosum H, vulgare N9s cromossomicos e constitui-
2n = 14 X — 2n = 14 cao genomica das espécies
HH v parentais (V e H)
VH Eliminacao somatica do genoma (H) de Hordeum
2n = 14 bulbosum,permanecendo,apenas,oé Cromossomos
da cevada cultivada, o que origina plantas
hapldides.,
Haploide .
v - Tratamento com colchicina: homozigose  ime-
20 = 7 diata.
2n = 14
vV

FIG. 4. © uso da hibridagdo interespecifica como método de obtengdo de haploidia na cevada. Os embrides hibridos, .
cultivados em meio especial, regeneram plantinhas hapldides que, duplicadas com colchicina, originam linhas
homozigotas imediatamente, simplificando o trabalho da avaliagdo do melhorista por ndo envolver plantas he-
terozigotas (A cevada é um cereal de autofecundagdo estando, portanto, adaptada 4 homozigose; ver também a

Fig. 8b).
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FIG. 5. A auséncia do cromossomo 5 do genoma 8do trigo faz com gue todos os cromossomaos, ao invés de se associarem,
normalmente, aos pares, formem associagges multiplas, indicando a ocorréncia de homologia parcial {homeolo-
gia} entre os diferentes genomas que constituem o trigo hexapléide atual (2 n = 42, AABBDD). O trigo atual
tem trés conjuntog de sete pares de cromossomos, cada um de uma espécie ancestral. Apesar de formar, normal-
mente, 21 pares, quando o cromossomo 5 do genoma B estd ausente, indmaras associagSes multiplas sfo forma-
das, permitindo recombinagGes ndo convencionais. Considera-se que o cromossomo 5B {seu brago longo) é
portador de um gene ou complexo génico que limita as associagBes aos pares estritamente homdlogos, sendo
critico para a fertilidade do trigo, pois permite a segrega¢do regular dos cromossomos e a produgio de gametas
balanceados. Por exemplo, na figura, esta ilustrado o comportamento dos pares cromossdmicos do trigo 3A, 38
e 3D, los outros nfo estdo representados) cada um originado de uma espécie ancentral, na presenca e na ausén-
cia do cromossomoe 5B. O mesmo pode acontecer com quaisquer conjuntos homedlogos,

a) Células-m3e de pblen de plantas com o ¢romossomo
' 5B presente.

Regides ndo-homélogas nos trés pares,

Regides ainda homdlogas.
Quando o cromossomo 5B estd presente (al, o parea-
mento {preferencial} ocorre apenas entre pares estrita-
mente homdlogos, restringindo a recombinagdes genéti-
cas aos cromaossomos homalogos.

b) Célutas-mde de pélen de plantas com o cromossomo
5B ausente,

Quando o cromossomo 5B esta ausente {b), o pareamen '
to pode ocorrer entre cromossomos parcialmenta homaé-
logos, quaisquer (ex. 3A, 3B ou 3D) permitindo a trans-
locagdo de segmentos sem necessitar recorrer ao uso da
irradiagdo.
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FIG. 6. Para a ultilizagio de genes de Aegilops squarrosa {2 n = 14, DD), um cruzamento semelhante ao que deu origem
ao trigo atual & refeito artificialmente: no caso T. durum (2 n = 28, AABB) é cruzado com Ae sguarrosa {2n =
14, DD}. O embrifo hibrido {2'n = 21, ABD) deve ser cultivado em meio especial pois o endosperma deganera
a partir do décimo quarto dia apés a fertilizagdo. O meio de cultura substitui o endosperma permitindo que o
embrifo dé origem a uma plantinha vidvel. Esta tem seus cromossomos duplicados com calchicina atingindo o
ndrnero de 2 n = 42 e a constituigda gendmica do trigo atual (AABBDD). (CNPT, EMBRAPA, P. Fundo, RS).
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FIG. 7. Atraves de um sofisticado trabalho de engenharla cromossdmica, Sears (1958} transferiu a rasistdncia 3 ferru-

gem da folha de Aegifops umbelullata para o trigo comum {cultivar Chinese spring), originando a cultivar trans-
fer.
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.Ao nivel de selegio da “planta inteira”, o melhorista
lida com probabilidades, como jd foi enfatizado, e a subs-
tituigdo genética pode envolver a transferéncia de ca-
racteristicas indesejiveis, impossiveis de separar em virtu-
de da ligagdo genética. A sele¢@o dos gendtipos desejados
¢ feita a campo e sua propagagdo para fins comerciais ¢
efetuada posteriormente, obedecendo a esquemas que de-
pendem do modo de reprodugio da cultura.

A.seleco natural também discrimina a planta inteira,
do mesmo modo que o melhorista, por isto a atuagio do
Gltimo, neste njvel, nunca poderd ser substituida. Entre-
tanto, apesar do melhoramento depender, basicamente,
do julgamento do melhorista, ele pode se apojar em crité«
rios objetivos, utilizando metodologias mals ou menos so-
fisticadas para minimizar os enganos que $do inerentes a
subjetividade humana.

Duvick (1983) considera que, embora “muitas das pro-
messas da biotecnologia possam também ser cumpridas
pelo melhoramento convencional e de que outras sejam
exeqiiiveis apenas em um futuro distante”, as perspectivas
de aplicagdo imediata estdo, em primeiro lugar, na fitopa-
tologia. Esta permite a identificagio de moléstias virbticas
mais ripida e precisamente do que os anti-soros atuais,
usando o ¢cDNA ou DNA complementar, assim denomina-
do por ser obtido a partir do RNA viral. Em segundo lu-
gar, no melhoramento através de transformagio genética
de bactérias fixadoras de nitrogénio das leguminosas, que
podem ser adaptadas a outras culturas e pelo uso, em larga
escala, de plantas homozigotas, através da indugio da
hapleidia (ver item seguinte). Por outro lado, como € neces-
sérlo o conhecimento da regulagio de qualquer gene, antes
que ele seja inserido e expresso na planta, “o progresso no
conhecimento da biologia € da genética de nossas plantas
cultivadas deverd ser considervel nos proximos anos”
Neste trabalho, sio discutidas, com maiores detalhes, as
imi:licaqﬁes genéticas ¢ as perspectivas, para o melhora-
mento, da cultura de tecidos. RevisGes amplas dos assun-
tos aqui ‘abordados podem ser encontradas em Kasha
(1974), Thomas et al, (1979), Sharp & Larsen et al,
(1979), Riley et al. (1979), Sala et al. (1980}, Thorpe

(1981), Crocomo & Ochoa-Alejo (1983), Kosuge et al.
(1983), Yeoman et al. (1980).

CULTURA DE TECIDOS
E HAPLCIDIA NO MELHORAMENTOQ

MutagBes de importincia cientifica e econdmica sdo
dificeis de serem detectadas em plantas dipldides (2n cro-
mossomos) heterozigotas, principalmente porque estas
muta¢des sfo, em geral, recessivas. Entretanto, numa
planta haploide, que apresenta apenas a metade do patri-
mdnio genético (n cromossomos), tadas as mutagdes po-
dem ser rapidamente detectadas, ji que todos os genes
estio em dose simples.” Apds a duplicagio do nimero

cromossdmico, que pode ser espontinea ou induzida -

pela colchicina (alcaldide de otigem vegetal, extraido do
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Colchicium autonale), a homozigose é obtida imediata-
mente, uma vez que cada cromessomo terd sua copia
exata, sendo também restaurada a fertilidade, pois a plan-
ta hapldide ¢ estéril (Fernandes & Picard 1983).

O uso de plantas hapldides, além de facilitar a andlise
genética, eliminando as complexidades do estado hetero-
zigoto, representa também, para os programas de melho-
ramento, a economia de virios anos no tempo necessirio
para obtengdo de novas linhagens, o que ¢ ilustrado na
Fig. 8.

Plantas hapléides podem ser obtidas de virios modos:
a partir do gameta masculino por culturas de anteras ou
pélen isolado; por eliminagio de um genoma completo,
apds hibridagdes interespecificas, como ilustrado na Fig. 4
e, finalmente, pelo desenvolvimento da oosfera (gameta
feminino) sem fertilizaglo (partenogénese). No primeiro
caso, os resultados sdo muito encorajadores para culturas
como o fumo, o trigo, o arroz ¢ a cevada; no segundo, es-
tdo limitados 4 cevada, até o momento; e, no terceiro,
ndo se encontrou referéncia de resultados aplicados. Por-
tanto, a cultura de anteras ou pdlen permanece sendo a
técnica mais promissora.

Nas angiospermas, a fase gametofitica ocorre logo apds
a meiose. O micrésporo sofre uma divisZo mitdtica assimé-
trica que d4 origem ao grio de pdlencom duas células desi-
guais; uma com um micleo altamente condensado (gene-
rativo) e outra, com um nicleo difuse (vegetativo). A pri-
meira divide-se novamente, originando os dois gametas
masculinos: um, fertilizard a oosfera e o outro, o endos-
perma. .

Os embrides hapldides, através da cultura de anteras,
podem originar-se a partir da célula vegetativa (com dege-
neragdc posterior da célula generativa) ou por divisio mi-
totica simétrica, ao invés de assimétrica, do micrdsporo
hapldide originado da meiose. Portanto, a célula gaméti-
ca masculina pode reverter seu desenvolvimento dando
origem a um novo individuo (Vasil et al. 1979) (Fig. 9).

0s genes do RNA ribosomal e transferidor do grio de
polen parecem ser desligados 24 horas apds a primeira mi-
tose (Mascarenhas 1971). Depois deste momento, ndo
seria mais possivel reverter o desenvolvimento e a célula
seguiria a rota normal para a formagdo do polen (Vasil
1973). As células que, no momento da cultura, nio ti-
vessem chegado ao ponto critico, poderiam potencial-
mente reverter, formando plantas normais. As anteras que
ficam com coloragio marrom na cultura, originam em-
brifes enquanto que as que mantém aparéncia normal,
dificilmente o fazem. F possivel que algum produto da
parede da antera em degeneragio dispare o mecanismo
que permite a formagio dos embrides hapldides (Mii
1976).

A organizagio e as caracteristicas da cromatina dos
dois nicleos do grio de pdlen mostram que o generativo
condensado tem histonas em estado ativo de supressio da
transcrigdo, enquante o niicleo vegetativo difuso, com his-
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tonas ausentes ou em forma inativada ou estruturalmente  digbes apropriadas, aceitando a reversdo do desenvolvi-
alterada, permitiria a continuagio da transcrigdo sob con-  mento (Vasil et al. 1979).

Cultivar 1  Cultivar 2
AA aa <« Geragao paterna
\. Aa / . Geragao .
100 % heterozigotos
A la _
+ Geracao F3 _
Al AAlAa 50 7 homozigotos

. aa
50 7 heterozigotos Aa

"a Aa | aa

FI1G. 8a. As vantagens de haploidia no melhoramento das plantas autofecundadas. Quando sdo efetuados cruzamentos
entre cultivares, deseja-se obter novas combinagdes genéticas superiores em produtivigade, em adaptagdo ou em
resisténcia a patdgenos. Na geragdo F2 epds os cruzamentos, ocorre a heterozigose e sdo necessdrias sete gera-
¢des de autofecundacdo para que as novas combinagGes se tornem homozigotas. Na geragio F3, a populagdo se-
rd constituida dos homozigotos da geragdo anterior e mais a metade dos heterozigotos que segregardo, nova-
mente, de maneira semelhante & ocorrida na gerag8o F3. Assim, a populagdo serd, agora, constituida de 75% de
homozigotos (50% + 25%). Na geragdo F4, passard a 87,5% de homozigotos {75% + 12 5%}, até atingir a homo-
zigose quase total na geragdo Fq. Depois, as linhagens devem ser avaliadas quanto ao rendimento e 4 adaptagso
a varios' ambientes, e suas sementes multiplicadas, o que exige um tempo elevade {10 - 14 anos) entre a execu-
¢do dos cruzamentos e a disponibilidade de novas cultivares comerciais.

100+
d
;)
o
bt
N
o .
- 4 504
(7Y
™
1l
=
25+ ™
e |
3,534 . . . . - :
2,0 '

N¢ DE GERACOES

FIG. 8b. Curva tedrica da voita & homozigose em geragdes sucessivas de autofecundacdo, apds o cruzamento entre li-
nhas homozigotas.
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aaBp + Geragao paterna

AaBb

. + Gametas

891

+ Fertilizagdo (Geracao F; hidrico intervarietal)

Gametas F; —»

[Autofecundagéo I

|Cu1turas‘ .de anteras

+

+

Gendtipos possiveis apds a auto-
« fecundagio das plantas F;

AB Ab aB ab

AB AABB AABb AaBE AaBb
Ab AABb AAbb AaBb AAbb
aB AaBB AaBb aaBB aaBb
ab AaBb AaBb' AaBb, asbb

‘ dipldoides
Plantas haploides ~ AB Ab aB ab
' ' v
Duplicagac com colchicina
b
Plantas > AABB AAbb aaBB aabb

Gendtipos possiveis apds a cultura
de anteras para obtencac de haplo-

haplodiploides

FIG. 8c. As vantagens do uso da haploidia no melhoramento guando as cultivares genitoras diferirem, teoricamente, por
dois pares ds genes numa cultura de autofecundagdo. Se o gendtipo procurado for o duplo recessivo aabb, por
exemplo, o melhorista tem a'probabilidade de 1/16 de encontré-lo na populagdo, isto se for usada a autofecun:
da¢So convencional, pois s8o 16 o5 gendtipos possiveis; se for usada a haploidia, o mesmo gendtipo teré a pro-
babilidade de ocorréncia de 1/4, pois ndo ocorrerSo os gendtipos heterozigotos. Numa cultura de autofecunda-
¢3o, onde a homozigose & a regra, o melhorista necessitara da raiz quadrada do tamanho de populagdo normal-

mente utilizada pelos métodos convencionais (y,

/ 16 = 4} para ter, teoricamente, a mesma chance de selecionar

o gendtipo desejado, o que representars economia de espaco, tempa e de recursos.

As pesquisas, visando 3 ampliagio do uso da cultura de

anteras no melhoramento, tém sido realizadas através de
dois enfoques principais: o fisiologico ¢ o genotfpico. No
primeiro, é importante o conhecimento do papel das inte-
ragbes entre os componentes do meio de cultura, princi-
palmente hormonais, que “‘disparam" as divisdes celulares
morfogenéticas, bem como os fatores que permitem a
sobrevivéncia dos embrides e sua diferenciagio correta.
Este conhecimento é critico para a melhora da eficiéncia
dos trabalhos atualmente em andamento e para a utiliza-
¢do desta tecnologia no melhoramento de outras plantas
cultivadas. No segundo caso, a identifii:agﬁo dos fatores
genéticos relacionados & “capacidade androgenética”, que
¢ a capacidade de um gendtipo de formar embrides em
meio de cultura e diferencia-los, originando plantas verdes
vidveis, permite que seja efetuada selegfo para dissemina-
¢do desta caracteristica nos blocos de cruzamento (Picard
1984, Foroughi-Wehr et al. 1982, Fernandes & Picard
1983, Schaeffer et al. 1979).

_ Diversos estudos, principalmente em cevada, mostram
que a variabilidade obtida por cultura de anteras de plan-

tas pertencentes i populagdes Fy, Fy e Fa, é comparavel,
ou até superior, i variabilidade obtida por outros métodos.
como; “Single seed descent”, “Bulk™ ou ‘‘Pedigree™, per-
mitinde, portanto, o mesmo nivel de discriminagio para o
melhorista (Friedt & Foroughi-Wehr 1983). Choo et al.
(1982), por exemplo, mostraram que ocorreram distribui-
¢des similares para rendimento, porte e precocidade
quando linhagens duplo-hapldides, obtidas por cultura de
anteras de cevada, foram comparadas com as obtidas
por “Single seed descent™.

A UTILIZAGAO DA VARIACAO SOMACLONAL
DE PLANTAS ORIGINADAS }
A PARTIR DO CULTIVO DE CELULAS
OU TECIDOS {SCLADOS

Até recentemente, poucos pesquisadores na irca de
cultura de células vegetais se preocupavam com a anilise
detalhada das plantas regeneradas ou consideravam a ma-
nipulacio das células cultivadas dentro de um contexto
genético. Como, para sua multiplicagfo, as plantas origina-
das a partir de células ou tecidos cultivades nio passam
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FIG. 9. Cultura de anteras em trigo para obten¢io de plantas hapldides.

pelo processo de reprodugdo sexual, a pressuposigio de
sua uniformidade genética esta fora de qualquer divida,
sendo admitidas apenas mutagdes ocasionais como even-
tuzis fontes de variagdo. As mutagBes, entretanto, sio
eventos raros e a observagiio de variantes em freqiiéncias
inesperadamente altas, nas linhagens obtidas por cultura,
que foi denominada variagdo somaclonal, despertou gran-
de interesse pelas. perspectivas de seu uso no melhoramen-
to e pelo seu valor cientifico. Esta variagio foi explicada,
em alguns casos, como conseqiiéncia de alteragdes dos
nimeros cromossdmicos que sio observados com fre-
qiléncia nos tecidos cultivados em meios artificiais. Aneu-
ploidia e poliploidia ocorrem, freqilentemente, em soma-
clones de culturas como batata, arroz, cevada, sorgo, aze-
vém, aveia e cebola;alteracBes na estrutura dos cromosso-
mos (bandas ¢) foram observadas em calturas de fava.

Mas, em outros casos, a natureza genética da variagdo con-
tinuava desconhecida (Larkin & Scowcroft 1983).

Na estagdo experimental havaiana dos plantadores de
cana, na indlstria do fumo ¢ na floricultura, foi observado
pela primeira vez o potencial da variagio somaclonal. No
entanto, os estudos mais detalhados deste tipo de variagao
foram efetuados em duplo-haploides de fdmo. O possivel
efeito mutagénico da colchicina foi eliminado para expli-
car a variagio das linhas que, teoricamente, seriam total-

mente homozigotas quando se verificou que duplo-hapléi-
des espontineos também mostraram heterogeneidade, Um
segundo ciclo de cultura de anteras, a partir de duplo-ha-
pléides, originou ainda variagio adicional, Hisugest3es de
que os variantes seriam resultantes da fusdo dos ndcleos
generativo e vegetativo do grio de polen, os quais teriam
diferengas epigenéticas, mas esta afirmagfio necessita de
maiores investigagSes (De Paepe et al. 1981). Variaces
herdaveis foram descritas, também, em somaclones deriva-
dos de protoplastos de fumo, de nabo, de airoz, de milho
¢ de trigo para resisténcia a doengas e herbicidas, respostas
hormonais e caracteres agrondmicos como nlimero de
graos e peso de 1000 grios. A varia¢io somaclonal encon-
trada na batata por Shepard e seu grupo ¢ descrita na
Fig. 10 (Shepard 1981, Sccor & Shepard 1981, Shepard
etal 1980). -

Hi, também, descrigio de variagdo de origem citoplas-
mitica em milho, originada pela perda de fragmentos do
DNA mitocondrial, modificando a resposta i toxina do
Helminthosporium maydis e recuperando a macho-fertili-

- dade. Esta varia¢gdo foi, maternalmente, transmitida. As

investigagGes comprovam que a variagTo nio era preexis-
tente e foi induzida pelas condigbes de cultura. Algumas
mutagBes somaclonais s3o mais freqiientes como, por
exemplo, folhas enroladas, resisténcia & hidroxiurea e ao
herbicida picloram no fumo, e resisténcia 4 toxina do
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clofial, mostraram que as células ndo se comportam como
organismos wunicelulares independentes, mas sdo compo-
nentes de sistemas de desenvolvimento altamente com-
plexos {os tecidos e Orgdos). Caracteristicas agrondmicas
importantes como rendimento nfo s3o expressdo do ge-
ndtipo-celular, mas resultam da diferenciagdo de células,
tecidos e Orgios que ocorre na planta inteira. Genétipes
que expressam mutacSes favordveis em meio de cultura,
como resisténcia 2 herbicidas, por exemplo, nio o
expressam sempre nas plantas dai regeneradas.

Helminthosporium secharum na cana-de-agicar (Larkin’
& Scowcroft 1983).

Verifica-se, pois, que o cultivo das células isoladas
abre perspectivas para a manipulagio de plantas como s¢
fossem microrganismos, mostrando a possibilidade de sele-
¢do de gendtipos a partir de populagdes de células em con-
digBes de cultivo onde ocorre uniformidade fisioldgica e
de desenvolvimento. No entanto, os esforgos para selecio-
nar mutantes obtidos in vitro, através da variagio soma-

BATATA (CULTIVAR RUSSET BURBANK; ESTERIL)

Obtencao de 1.700 linhagens originadas de protoplastos de

folhas (somaclones)

l

Avaliacao e selegao

396 linhagens com - 500 linhagens
‘caracteristicas avaliados para 800 linhagens
horticolas reagao a avaliadas para
favoraveis Alternaria solanii Phytophora infestans
Selegao- Selecao 20 linhagens re-
. ’/// \\\\ sistentes as
65 linhagens colo- 5 linhagens 4 linhagens ragcas 0, 1,
cadas emensaios de resistentes resistentés 2, 3ekb
rendimento apresen- a toxina do ao
taram variagao sig- fungo patégeno

nificativa para 22
caracteres e uni-
formidade para ca-

racteres.

FIG. 10: Resultados obtidos por Shepard e seu grupa, evidenciando a ocorréncia de variagdo somacional na batata
{Secor & Shepard 1981).

Uma interprétac;id (Chaleft 1983) sugere que, em ¢as do DNA ou cromossomo, as mutagles epigenéticas
contraste tom as mutagdes genéticas que seriam mudan-  refletiriam modifica¢Ses na e¢xpressdo génica, caracteri-
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Zando-se por estabilidade através das divisGes mitdticas e
por reversibilidade quando tivessem que atravessar os pro-
cessos da mefose e da diferenciagio. Seriam definidas pela
capacidade de persistir apds as divisdes celularcs que se-
guem a remogdo das condigSes indutoras, mas ndo se
expressariam nas plantas regeneradas ou na sua descendén-
cia sexual. No momeﬁto, a transmissio de um carater
ap0s a reprodugdo sexual € o critério aceitdvel que distin-
gue uma modifica¢do genética de uma modificagdo epi-
genética. O fendmeno denominado “habituagio” ¢ que
melhor explicaria a variagio epigenética. A necessidade
de suplementagio exdgena de hormonios como auxinas e

titoquininas para células de fumo em cultura, por exem-
plo, pode ser perdida e as células se multiplicariam sem
necessidade de adigdo de hormdnios a0 meio,

De acordo com a revisdo de ChalefT (1983), a resistén-
cia ao herbicida paraquat, em célutas de fumo, apresentou
mecanismos de resisténcia varidveis. Em alguns casos, a
resisténcia foi selecionada ao nivel de célula via respiragio
mitocondrial. Qutras culturas mostraram resisténcia de
“calos™, mas destas, apenas parte das plantas regeneradas
foram. resistentes ao herbicida no campo. Também no
fumo a resisténcia ao herbicida picloram foi varidvel: em
alguns casos, a resisténcia ocorren apenas quando o her-
bicida foi adicionado ao meio, em outros, na germinagio
das sementes de plantas originadas de cultivo in vitro e,
finalmente, houve casos em que ocolIreu in vitro € a cam-
po. Foi selecionada uma nova mutagio estivel no nivel
celular, e com alto grau de tolerincia de planta inteira.
Experimentos, cuidadosamente conduzidos, mostram que,
em muitos casos, a restauragio da necessidade de suple-
mentagdo hormonal, em cultura de plantad regeneradas de
células “habituadas i auséncia do horménio™, era uma re-
versdo verdadeira, mantendo-se apds a reproducdo sexual.
Tolerdncia ao frio & ao herbicida picloram mostraram o
mesmo mecanismo. A caracteristica mudada pode desapa-
recer em muitos casos, porque a diferenciagdo modifica a
expressdo do gene mutado. O papel das isozimas (formas
maltiplas de enzimas que sdo codificadas por genes distin-
tos, embora possuam atividade catalitica semelhante) seria
importante para explicar estas situag3es. As vdrias formas
de isozimas seriam sintetizadas em taxas diversas, em mo-
mentos distintos do desenvolvimento da planta, Estas mu-
tagBes poderiam, também, estar ligadas a algum mecanis-
mo disparado pelas condigdes da cultura ou, talvez, ao
comportamento dos “genes saltadores™, os quais, por efei-
to de posigio, alteram a expressdo de outros genes.

CULTURA E FUSAO DE PROTOPLASTOS
NA OBTENGAO DE HIBRIDOS
ENTRE ESPECIES DISTANTES

Protoplastos s3o células desprovidas de parede celular,
Para sua obtengio é necessiria a degradagdo da parede ce-
lular por enzimas especificas (celulase, pectinase), bem
como combinagSes adequadas de pH, temperatura e a

M.L.B. DE M. FERNANDES

‘ripida colocagdo no meio de cultura. Neste meio, a adi-

¢io de polietileno glicol favorece a fusdo, permitindo a
formagio de células hibridas tanto homo como hetero-
caridticas (nucleos genecticamente semelhantes e distin-
tos respectivamente). E possivel a fusdo de células de es-
pec1es distintas, mesmo daquelas distantemente relaciona-
das, em que a obten¢do de hibridos por polinizages arti-
ficiais tem sido impossivel (Vasil et al. 1979).

As limitagBes para a obtengdo de hibridos entre espé-
cies distantes se referem, principalmente, & ocorréncia
de eliminagfo seletiva de todos ¢s cromossomos de uma
dag espécies, a dificuldades na regeneragio de plantas vis-
veis a partir da célula hibrida e a problemas de esterilidade
das plantas hibridas de origem genética, que nio podem

" ser superados com a duplicagio dos cromossomos com

colchicina. O sucesso destes trabalhos ficou, até 0 momen-
to, limitado a Solandceas (revisio em Evans & Flick
1983),

‘Além da possibilidade de obtengdo de hibridos in virro,
a cultura de protoplastos permite o transplante de organe-
las (micleos, mitocdndria, cloroplastos € CIOmOssomos) e a
incorporagio de rmcmrgamsmos e de moléculas de DNA

: {Crocomo & Ochoa-Alejo 1983),

A combinagio de tecnolcgla do DNA recombmante

. com a cultura de protoplastos ja possibilitou a transferén-

cia e a expressfo de caracteristicas de procariotes em
eucariotes, (n0 caso a resisténcia a um antibidtico da
bactéria E. coli para a fava), utilizando, como veiculo de
clonagem, o plasmidio Ti da Agrobacterium tumefasciens,
0 que abre uma perspectiva de aplicagio totalmente nova
e, até recentemente, impossivel de obter através dos mé-
todos, até agora conhecidos, de apoio ac methoramento

 vegetal (Fraley ef al. 1983).
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