PERSPECTIVAS DA BIOTECNOLOGIA, PARA 0 MELHORAMENTO DE PLANTAS
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RESUMO - O papel da Biotecnologia como apoic ao melhoramento &
analisado. E discutida a possibilidade de atuacac do melhorista de
plantas quando trabalha na identificagao e selecao de variantes
geneticas uteis: considera-se o nivel da planta inteira, da célula, do
cromossomo ou das macromoleculas portadoras da informacao genetica
{conhecida como tecnologia do DNA recombinante ou Engenharia Genética no
sentido estrito). E abordado com mais detalhes o papel da Cultura de
Tecidos no melhoramento vegetal enfatizando-se, principalmente, as

perspectivas do uso de haploides e da variagao somaclonal.
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INTRODUCAO

A publicidade resultante da divulgacao da tecnologia do DNA
recombinante, que envolve a manipulagao do material genetico ao nivel
molecular, despertou expectativas de mudanc¢as para a humanidade, similar
a revolucao industrial, a revolucao da gquimicae ada informatica. A
tecnologia do DNA recombinante tem sido definida como Engenharia
Genética no sentido estrito.

Por outro lado, a regeneracao de plantas em escala ampla, atraves da
cultura de celulas, tecidos ou orgacs "in vitro"”, abriu um horizonte
totalmente novo para a Biologia Vegetal. Este horizonte ampliou-se ainda
mais gquande se tornou possivel associar o uso da cultura de tecidos com
a tecnologia do DNA recombinante. O uso destas tecnicas tem sido
denominade Biotecnologia, Engenharia Genetica ou Engenharia Biogenetica
(Knopf, 1983). Esta area de pesquisa esta sendo considerada por muites
como inteiramente nova. Entretanto, a manipulacac ou reestruturacaoc dos
genomas dos seres vivos nao & recente. Se observarmos as diferencas que
ocorrem, atualmente, entre cultivares comerciais de especies como o
milho, o trigo ou a soja, em relagao a seus ancestrais selvagens,
teremos a evidencia do resultado da Biotecnologia que ja foi praticada,
inicialmente, apenas pela natureza e, mais tarde, tambem pelo homem, a
medida que a Agricultura e a Genetica se desenvolveram.

A Evolugao representa o resultado da Biotecnologia praticada pela
natureza. O homem, no melhoramento das plantas cultivadas, usa esquema
metodologice similar: criacao da variabilidade, selecao de gendtipos
para as caracteristicas desejadas e manutencac da uniformidade destes
genotipos visando ao seu uso pelo agricultor, pelo consumidor ou pela
companhia industrial (Fig. 1). A tarefa do melhorista e, pois, modificar

a informacao genetica das plantas cultivadas, adaptando a estrutura de



uma populagao vegetal ao nivel da celula, do tecido e do individuo ao
ecossistema de cultivo em uso, visando atender as necessidades do homem.

A aplicacao mais Gbvia das novas tecnicas da Biotecnologia para as
plantas esta no melhoramento e mno lancamento de novas cultivares.
Simmonds (1983) enfatiza que "tendo em vistao papel central do
melhorista na estrategia para o desenvolvimento das culturas, nao ha
davida de que ele devera, no futuro.estar tao familiarizado com as novas
tecnologias como com as necessidades do mercado que ele deve

satisfazer".

A BIOTECNOLOGIA E OS NIVEIS DE ATUACAO DO MELHORISTA

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

Esta tecnologia pode ser usada, no melhoramento, ao "nivel molecular",
através da inducao de mutacoes especificas no material gemeético (DNA), o
qual pode ser isolado, cortado por enzimas de restricac em pontos
definidos e reconstruido em combinagoes diversas pelas enzimas ligases.
Posteriormente, © DNA e incorporadc aos chamados "veiculos de clonagem"
que podem ser plasmidios (DNA extracromossomal), ou bacteriofagos. Pele
processo de transformacao genética, o DNA estranho & incorporado a
célula hospedeira, onde podera se expressar (Knopf 1983), (Fig. 2).

Ja a manipulacao para o melhoramento, ao "nivel celular", (Fig. 3) se
baseia na totipotencia da célula vegetal: celulas germinais, (o tecido
germinal & aquele que ira dar origem as celulas reprodutivas) ou
somaticas, cultivadas em meios artificiais (solidos ou suspensoes)

adequados no que se refere as condicoes fisicas (luz e temperatura



apropriadas) € juimico-nutricionais (proporgoes corretas de sais,
acucares e horzonios), podem regenerar plantas viaveis e férteis. Esta
tecnologia abriu perspectivas para a agricultura em area tao diversas
como hibridacac somatica entre espécies distintas ou incompativeis,
mutacao e selegzo ao nivel celular, utilizando a variacac somaclonal,
(ver item 3), clonagem de genotipos, preservacao de germoplasma e
melhoramento gzmetico, atraves da cultura de anteras ou polen,
originando plzztas haploides. A cultura de tecidos, quando associada a
tecnologia do DXA recombinante, permite o isolamento, a modificacao e a
transferencia crecisa e especifica da expressao genica. As aplicacoes
praticas inclvsa a produgcao de compostos farmaceuticos, a limpeza viral,
a multiplicacz:s rapida de culturas de propagacao demorada ou dificil, a
selecao "in vi:iro" para resistencia a patogenos ou suas toxinas, ou para
tolerancia a zzroquimicos e a estresses ambientais variados, além do uso
de haploides &iraves de cultura de anteras ou polen,abreviando o tempo
necessario parz a obtencao de novas cultivares. Esta Gltima técnica
apresenta persrectivas muito promissoras para o arroz, o trigo, a cevada
e o fumo (Riler et al. 1979, Foroughi-Wehr et al. 1982 e VWenzel

1980). O cultivo de embrioes, obtidos de cruzamentoS entre geracoes
segregantes de cultivares comerciais de cevada e a especie selvagem
Hordewn bulbcsc, tambem origina plantas haploides porque os cromossomos
desta ultima <30 eliminados nas primeiras divistes celulares do embriao,
o gue ja percize o uso eficiente desta técnica como recurso para
acelerar o melioramento da cevada (Kasha 1974) (Fig. 4).

Ate recentez:nte, tinha sido possivel para o homem praticar a
Biotecnologiz zpenas em nivel de "planta inteira". Neste nivel, a
criacao da varizbilidade para a selecac pelo melhorista pode ser obtida
scmente por r.izgao ou hibridacao e a obtencao dos genotipos desejados

se baseila em ;:cbabilidades. Mutapenicos quimicos, radiagoes ionizantes



ou genes mutadores (tumo o sistema 5B do trigo descrito na Figura 5),
sao utilizados no primeiro caso {(Sears 1972), No segundo, a
variabilidade pode ser obtida por hibridagoes artificiais, tanto entre
cultivares, combinando caracteristicas uteis (melhoramento
convencional), como entre especies distintas: um exemplo do ultimo caso
é a ressintese experimental do trigo hexaplodide, que foi efetuada por
McFadden & Sears (1944), pela primeira vez, tornando disponiveis genes
de outro modo inacessiveis ao melhoramento. A Figura 6 ilustra a
obtengao de ume linhagem de trigo sintetico (PF 834001), que expressa a
resistencia ao oidio (Erysiphis graminis) encontrada nas espécies afins
usadas como genitoras no cruzamento original. A cultura do embriao
hibrido, em meio artificial, permite sua sobrevivencia, substituindo o
endosperma que degenera. A linhagem assim obtida pode ser trabalhada do
mesmo modo que as normalmente utilizadas pelo melhorista, sem
necessidade de recursos de laboratorio (Riley & Kimber, 1966).

Un exemplo da combinacao dos dois métodos (mutacao e hibridacao) foi a
obtencao por Sears, (1956) atraves de um monumental trabalho de
engenharia cromossomica, da cultivar de trigo Transfer, portadora de
resistencia a ferrugem da folha transferida de Aegilops wnbellulata
(Fig. 7).

Ao nivel de selecac da "planta inteira", o melhorista lida com
probabilidades, como ja fol enfatizado, e a substituicdo genética pode
envolver a transferencia de caracteristicas indesejaveis, impossiveis de
separar em virtude da ligacao genetica. A seleczo dos genotipos
desejados e feita a campo e sua propagagac para fins comerciais e
efetuado posteriormente, obedecendo a esquemas que dependem do modo de
reproduczo da cultura.

A seleczo natural também discrimina a planta inteira, do mesmo modo

gue ¢ melhorista, por isto, a atuacao do ultimo, neste nivel, nunca



podera ser substituida, Entretanto, apesar do melhoramento depender,
basicamente, do julgamento do melhorista, ele pode se apoiar em
criterios objetivos, utilizando metodologias mais ou menés sofisticadas
para minimizar os enganos que sao inerentes a subjetividade humana.
Duvick (1983) considera que, embora "muitas das promessas da
Biotecnologia possam também ser cumpridas pelo melhoramento convencional
e de que outras sejam exeqiiiveis apenas em um futuro distante", as
perspectivas de aplicacao imediata estao, em primeiro lugar, na
Fitopatologia, permitindo a identificacio de moléstias viroticas mais
rapida e precisamente do que os anti-soros atuais, usando o cDNA ou DNA
complementar, assim denominado por ser obtido a partir do RNA viral, e,
em segundo, no Melhoramento, através de transformagdo genética de
bacterias fixadoras de nitrogenio das leguminosas que podem ser
adaptadas a outras culturas e pelo uso, em larga escala, de plantas
homozigotas, atraves da indugao da haploidia (ver item 2). Por outro
lado, como & necessario o conhecimento da regulacio de qualquer gene,
antes que ele seja inserido e expresso na planta, "o progresso no
conhecimento da biologia e da genética de nossas plantas cultivadas
devera ser considerivel nos proximos anos". Neste trabalha, serao
discutidas, com maiores detalhes, as implicagbes geneticas e as
perspectivas, para o melhoramento, da cultura de tecidos. Revisdes
amplas dos assuntos aqui abordados podem ser encontradas em; Kasha 1974,
Thomas et al. 1979, Sharp & Lansen et al. 1979, Riley et al. 1979, Sala

et al. 1980, Trorpe 1981, Crocomo & Ochoa Alejo, 1983, Kosuge et al.

1983, Yeoman et al. 1980.

CU_TURA DE TECIDOS E RAPLOIDIA NO MELHORAMENTO

Mutagoes Ge izportancia cientifica e econdmica sio dificeis de serem



detectadas em plantas diploides (2n cromossomos) heterozigotas,
principalmente, porque estas mutacoes sao, em geral, recessivas.
Entretanto, numa planta haploide, que apresenta apenas a metade do
patrimonic genetico (n cromossomos), todas as mutagoes podem ser,
rapidamente, detectadas, ja que todos os genes estao em dose simples.
Apos a duplicacao do nimero cromossomico, que pode ser espontanea ou
induzida pela colchicina (alcalcide de origem vegetal, extraido de
“oolehieiwn cutonale'), a homozigose € obtida imediatamente, uma vez que
cada cromossomo tera sua copia exata, sendo, tambem, restaurada a
fertilidade, pois a planta haploide ¢ esteril (Moraes Fernandes & Picard,
1983).

O uso de plantas haploides, alem de facilitar a analise genetica,
eliminando as complexidades do estado heterozigoto, representa, tambem,
para os programas de melhoramento, econmomia de varios anos no tempo
necessario para obtencao de novas linhagens, o que e ilustrado na Figura
8.

Plantas haploides podem ser obtidas de varios modos: a partir do
gameta masculino por culturas de anteras ou pélen isolado; por
eliminagao de um genoma completo, apos hibridagcoes interespecificas,
como ilustrado na Fig. 4 e, finalmente, pelo desenvolvimento da ocosfera
(gameta feminino) sem fertilizacao (partenogenese)., No primeiro caso, os
resultados sac muito encorajadores para culturas como o fumo, o trigo, o
arroz e a cevada; no segundo, estao limitados a cevada, ate o momento;
e, no terceiro, nao se encontrou referencia de resultados aplicados.
Portanto, a cultura de anteras ou polen permanece sendo a tecnica mais
pronissora.

lias angiospermas, a fase gametofitica ocorre logo azpos a meiose. O
microsporo sofre uma divisao mitotica assimetrica que da origem ao grao

de polen coz duas celulas desiguais: uma com um nucleo altamente



condensado (generativo) e outra, com um nucleo difuso (vegetativo). A
primeira divide-se novamente, originando os dois gametas masculinos: um,
fertilizara a oosfera e o outro, o endosperma.

Os embrioces haploides, atraves da cultura de anteras, podem se originar
a partir da celula vegetativa (com degeneracao posterior da celula
generativa) ou por divisao mitotica simétrica, ac inves de assimetrica,
do microsporo haploide originado da meiose. Portanto, a celula gaméetica
masculina pode reverter seu desenvolvimento dando origem a um novo
individuo (Vasilet al. 1979), (Fig. 9).

Os genes do RNA ribosomal e transferidor do grao de polen parecem ser
desligados 24 horas apos a primeira mitose (Mascarenhas 1971). Depois
deste momento, nao seria mais possivel reverter o desenvolvimento e a
célula seguiria a rota normal para a formac¢ao do polen (Vasil 1973). As
celulas que, no mcmento da cultura, nao tivessem chegado ao ponto
critico, poderiam, potencialmente, reverter, formando plantas normais.
As anteras gue ficam com coloragao marrom na cultura, originam embrioes
enguanto que as que mantem aparencia normal, dificilmente o fazem. E
possivel que algum produto da parede da antera em degeneracao dispare o
mecanismo que permite a formagcao dos embrioes haploides (Mii 1976).

A organizacao e as caracteristicas da cromatina dos dois nucleos do
grao de polen mostram que o generativo condensado tem histonas em estado
ativo de supressao da transcrigao, enquanto o nucleo vegetativo difuso,
com histonas ausentes ou em forma inativada ou estruturalmente alterada,
permitiria a continuacao da transcricac sob condigoes apropriadas,
aceitando a reversao do desenvolvimento (Vasil et al. 1979).

As pesquisas, visando a ampliacao do uso da cultura de anteras no
melhorazszente, teén sido realizadas através de dois enfoques principais: o
fisiologico e o genotipico. No primeiro, € importante o conhecimento do

pazpel das interacoes entre os componentes 6o meio de cultura,



principalmente hormonais, que 'disparam" as divisoes celulares
morfogenéticas, bem como os fatores que permitem a sobrevivencia dos
embrioes e sua diferenciacac correta. Este conhecimente e critico para a
melhora da eficiencia dos trabalhos atualmente em andamento e para a
utilizacao desta tecnologia no melhoramento de outras plantas
cultivadas. No segundo casoc, a identificacao dos fatores geneticos,
relacionados a "capacidade androgenetica', que é a capacidade de um
genotipo de formar embrices em meio de cultura e diferencia-los
orginando plantas verdes viaveis, permite que seja efetuada selegao
para disseminacao desta caracteristica nos blocos de cruzamento (Picard
1984, Fouroughi-Wher et al. 1982, Moraes-Fernandes & Picard 1983,
Schaeffer et al. 1979),

Diversos estudos, principalmente em cevada, mostram gque a
variabilidade obtida por cultura de anteras de plantas pertencentes a
populacoes Fy, Fz e F3, € comparavel, ou ate superior, a variabilidade
obtida por outros metodos como: "Single seed descent", "Bulk" ou
"Pedigree'", permitindo, portanto, o mesmo nivel de discriminagao para o
melhorista (Friedt & Fouroughi-Wehr 1983). Choo et al. (1982), por
exemplo, mostraram que ocorreram distribuigoes similares para
rendimento, porte e precocidade gquando linhagens duplo-haploides,
cbtidas por cultura de anteras de cevada, foram comparadas com as

obtidas por "Single seed descent”.

A UTILIZACAO DA VARTACAO SOMACLONAL DE PLANTAS ORIGINADAS

A PARTIR DO CULTIVO DE CELULAS OU TECIDOS ISOLADOS

Até recentemente, poucos pesquisadores, na area de cultura de celulas

vegetals, se preocupavam com 2 analise detalhada das plantas revenerzdas
E » P g



ou consideravam a manipulagao das celulas cultivadas dentro de um
contexto genético. Como, para sua multiplicacao, as plantas originadas a
partir de celulas ou tecidos cultivados nao passam pelo processo de
reproducac sexual, a Pressuposicao de sua uniformidade genetica esta
fora de qualquer duvida, sendo admitidas apenas mutacdes ocasionais como
eventuais fontes de variacao. As mutacoes, entretanto, s3c eventos raros
e a observacao de variantes em freqiiencias inesperadamente altas, nas
linhagens obtidas por cultura, que foi denominada variacao somaclonal,
despertou grande interesse, pelas perspectivas de seu uso no
melhoramento e pelo seu valor cientifico. Esta variagho foi explicada,
em alguns casos, como conseqiiencia de alteracoes dos numeros
Crorossomicos que sao observados com frequencia, nos tecidos cultivados
em reios artificiails. Aneuploidia e poliploidia ocorrem, frequentemente,
em somaclones de culturas como batata, arroz, cevada, sorgo, azevem,
aveia e cebola; alteragoes na estrutura dos cromossomos (bandas ¢) foram
observadas em culturas de fava. Mas, em outros casos, a natureza
genetica da variacaoc continuava desconhecida (Larkin & Scowcroft 1983).
Nz estacao experimental havaiana dos plantadores de cana, na
induestria do fumo e na floricultura, foi observado, pela primeira vez, o
potencial da variacao somaclonal. No entanto, os estudos mais detalhados
deste tipo de variacao foram efetuados em dﬁplo—hapléides de fumo. O
possivel efeito mutagénico da colchicina foi eliminado para explicar a
variacao das linhas que, teoricamente, seriam totalmente homozigotas
quando se verificou que duplo-hapléides espontaneos também moStraram
heterogeneidade. Um segundo ciclo de cultura de anteras, a partir de
duple-haploides, originou ainda variacio adicional. Ha sugestoes de que
0s variantes seriam resultantes da fusiao dos nucleos generativo e
vegetativo do grao de polen, os guais teriam diferencas epigenéticas,

mas esta afirmacao necessita de maiores investigagcoes (De Paepe et al.



1981). Variacoes herdiveis foram descritas, tambem, em somaclones
derivados de protoplastos de fumo, de nabo, de arroz, de milho e de
trigo para resistencia a doencas e herbicidas, respostas hormonais e
caracteres agronomicos como numerc de graos e peso de 1000 graos. A
variacao somaclonal encontrada na batata por Shepard e seu prupo e
descrita na Fig. 10. (Shepard 1981, Secor & Shepard 1981, Shepard et al.
1980).

Ha, tambem, descricao de variacao de origem citoplasmatica em milho,
originada pela perda de fragmentos do DNA mitocondrial, modificando a
resposta a toxina do Helminthosporiwum maydis e tecuperando a
macho-fertilidade. Esta variacao foi, maternalmente, transmitida. As
investigacoes cOmMprovam que a variagao nao era pré—existente e foi
induzida pelas condigoes de cultura. Alpgumas mutacoes somaclonais sao
mais fregquentes como, por exemplo, folhas enroladas, resistencia a
hidroxiurea e ao herbicida picloram no fumo, e resisténcia 2 toxina do
Helminthosporim sacharum na cana de acucar {Larkin & Scowcroft 1983).

Verifica-se, pols, que o cultive das celulas isoladas abre
perspectivas para a manipulacao de plantas como se fossem
microrganismos, mostrando a possibilidade de selegao de genotipos a
partir de populagoes de celulas em condigbes de cultivo onde ocorre
uniformidade fisiologica e de desenvolvimento. No entanto, os esforgos
para selecionar mutantes obtidos "in vitro", atraves da variacao
somaclonal, mostraram que as celulas nao se comportam COmo Organismos
unicelulares independentes, mas sao componentes de sistemas de
desenvolvimento altamente complexos (os tecidos e orgaos).
Caracteristicas agronomicas importantes como rendimento nac sao
expressao do genotipo-celular, mas resultam da diferenciaczo de células,
tecidos e 0rg30s que ocorre na planta inteira. Gendtipos que expressam

rutagoes favoravels em meio de cultura, como resisténcia a herbicidas,



por exemplo, nao o expressam Sempre nas plantas dal regeneradas.

Uma interpretacao (Chaleff 1983) sugere que, em contraste com as
mutacoes genéticas que seriam mudangas do DNA ou cromossomo, as mutacoes
epigeneticas refletiriam modificacoes na expressao genica,
caracterizando-se por estabilidade atraves das divisoes mitoticas e por
reversibilidade quando tivessem que atravessar os processos da meiose e
da diferenciagcao. Seriam definidas pela capacidade de persistir apos as
divisoes celulares gue seguem a remogao das condigoes indutoras, mas nao
se expressariam nas plantas regeneradas ou na sua descendencia sexual.
Ko momento, a transmissac de um carater ap6s a reproducaoc sexual é o
critério aceitavel que distingue uma modificacao genetica de uma
modificacao epigenetica. O fenomeno denominado "habituacao" e que melhor
explicaria a variacao epigenetica. A necessidade de suplementacao
exogena de hormonios como auxinas e citoquininas para celulas de fumo em
cultura, por exemplo, pode ser perdida e as celulas se multiplicariam
sem necessidade de adicao de hormonios ac meio.

De acordo com revisao de Chaleff (1983) a resistencia ao herbicida
paraquat, em celulas de fumo, apresentou mecanismos de resistencia
variaveis. Em alguns cases, a resistencia foi selecionada ao nivel de
celula via respiracao mitocondrial. Qutras culturas mostraram
resistencia de "calos", mas destas, apenas parte das plantas regeneradas
foram resistentes ao herbicida no campo. Também no fumo a resistencia ao
herbicida picloram foi variavel: em alguns casos, a resistencia ocorreu
apenas quando o herbicida foi adicionado ao meio, em outros, na
germinagao das sementes de plantas originadas de cultivo "in vitro" e,
finalmente, houve casos em que ocorreu "in vitro™ e a campo. Foi
selecionada uma nova mutacao estavel no nivel celular, e com alto grau
de tolerancia de planta inteira. Experimentos, cuidadoszmente
conduzidos, mOSLramn que, em muitos casos, a restauracao da necessidade

de suplementacao hormeonal, em cultura de plantas regeneradas de celulas



“"habjituadas 3 zuséncia do hormonio", era uma reversao verdadeira,
mantendo-se apis a reproduczo sexual. Tolerancia ao frio e ao herbicida
picloram mostriram © mesmo mecanismo. A caracteristica mutada pode
desaparecer em Duitos casos, porque a diferenciacao modifica a expressao
do gene mutado. O papel das isozimas (formas multiplas de enzimas que
sao codificadas por genes distintos, embora possuam atividade catalitica
semelhante) seria importante para explicar estas situagoes. As varias
formas de isozldas seriam sintetlzadas em taxas diversas, em momentos
distintos do desenvolvimento da planta. Estas mutacoes poderiam, tambem,
estar ligadas z algum mecanismo disparado pelas condigoes da cultura ou,
talvez, ao comrartamento dos "genes saltadores", os quais, por efeito de

posigéo, alterza a expressﬁo de outros genes,.

CULTURA E FUSAO DE PROTOPLASTOS NA OBTENCAO

DE HIBRIDOS ENTRE ESPECIES DISTANTES

Protoplastos zao celulas desprovidas de parede celular. Para sua
obtencao € nece:zsaria a degradagao da parede celular por enzimas
especificas (celulase, pectinase), bem como combinagoes adequadas de pH,
temperatura e z rapida colocacao no melo de cultura. Neste melo, a
adicao de poliezileno glicol favorece a fusao, permitindo a formagao de
celulas hibridss tanto homo como heterocarioticas (nlGcleos geneticamente
semelhantes e ¢istintos respectivamente). E possivel a fusao de celulas
de especies diszintas, mesmo daguelas distantemente relacionadas, em que
a obtencao de tibridos por polinizacoes artificiais tem sido impossivel
(Vasil et al. :379).

As limitacoe: para a obtencao de hibridos entre especies distantes se

refercm, princizalmente, a ocorrencia de eliminacao seletiva de todos os



cre—ossomos de uma das espécies, a dificuldades na regeneracao de
plantas visveis a partir da celula hibrida e a problemas de esterilidade
das plantas hibridas de origem genetica, que nao podem ser superados com
a duplicagao dos cromossomos com colchicina. O sucesso destes trabalhos .
ficou, até o momento, limitado a Solanaceas (revisao em Evans & Flick
1983).

Além da possibilidade de obtencao de hibridos "in vitro", a cultura de
protoplastos permite o transplante de organelas (nucleos, mitocondria
cloroplastos € cromossomos) e a incorporacac de microrganismos e de
moléculas de DNA (Crocomo & Ochoa-Alejo 1983).

A combinacao de tecnologia do DNA recombinante com a cultura de
protoplastos ja possibilitou a transferencia e a expressao de
caracteristicas de procariotes em eucariotes, (no caso a resistencia a
um antibiético da bactéria E. c¢oli para a fava), utilizando, como
veiculo de clonagem, o plasmidio Ti da Agrobacterium tumefasciens, o que
abre uma perspectiva de aplicacao totalmente nova e, ate recentemente,
impossivel de obter atraves dos métodos, ate agora conhecidos, de apoio

ao melhoramento vegetal (Fraley et al 1983).
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1. Etapas principails do trabalho de melhoramento das plantas cultivadas.
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e selecao
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da (Fig. 2)
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livres de virus
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_ Eliminacao AP
. Novas - . dificeas
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Transferencia
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Figura 3. Eiotecnclogia aeo rnivel das celulas: as possibilidades de aplicacao da Biotecnologia

em plantas atraves cda cultura de protorlastoes, celulas, tecidos ou orcaos associa--
da* ourio 3 tecnolepia do DXA reco-binante.



H. bulbosum B. vulgare N®s cromossomicos e constitui-

2n = 14 X 2n = 14 tao genomica das  especies
HE w parentais (V e H)
VH Eliminacao somatica do genoma (H) de Hordeum
2n = 14 bulbosum, permanecendo, apenas, 0§ CIOMOSSOMOS
da cevada cultivada,o que origina plantas
haploides.
Haploide
v Tratamento com colchicina: homozigose  ime-
on = 7 diata.

2n 14

Fig. 4. O uso da hibridacao interespecifica como método de obtengao de
hapleidia na cevada. Os embrioes hibridos, cultivados emmeio es-
pecial, regeneram plantinhas haploides que, duplicadas ecom col-
chicina, originam linhas homozigotas imediatamente, simplifican-
do o trabalho da avaliacac do melhorista por nao envolver plan-
tas heterozigotas (A cevada e um cereal de autofecundacao estan-
do, portanto, adaptada 2 homozigose; ver tambem a Fig. B8b).



Fig. >3-

A ausencia do cromossomo 5 do genoma B do trigo faz com que to-
dos ©s Cronpssomos, ao inves de se associarem,normalmente, aos
pares, formepassociagoes miltiplas, indicando a ocorrencia de
homologia parcial (homeologia) entre os diferentes genomas que
constituem o trigo hexaploide atual (2n = 42, AABBDD). O trigo
atual tem 3 conjuntos de 7 pares de cromossomos, cada um de uma
especie ancestral. Apesar de formar, normalmente, 21 pares, quando
o cromossomo 5 do genoma B esta ausente, inumeras assoclacoes
multiplas sac formadas, permitindo recombinacoes m3c convencio-
nais. Considera-se que o cromossomo 5B (seu braco longo) € por-
tador de um gene ou complexo genico que limita as associacoes
aos pares estritamente homologos, sendo critico para a fertili-
dade do trigo, pois permite a segregacao regular dos cromossomos
e a produgao de gametas balanceados. Por exemplo,na figura, esta
ilustrado o comportamento dos pares cromossomicos do trigo  3A,
3B e 3D, (os outros nao estao representados) cada um originado
de uma especie ancestral, na presenca e na ausencia do CTOmos—

somo 5B. O mesmo pode acontecer com gqualsquer conjuntos homeolo-
goS.

(a) Células mzzs de polen de plan- {b) Celulas maes de polen de plan-

tas com o cromossomo 5B pre- tas com

o cromossomo 5B au-

sente. sente.

Regices nz> hombélogas nos trés pares.

—— Regioes aizda homologas.

Quando o cromessomc 5B esta pre— Quando o cromossomo 5B esta ausen-

sente (a), o rireamento {preferen-
cial) ocorre z-enas entre pares es—

te (b), o pareamento pode ocorrer
entre cromosSsomos parcialmente ho-

tritamente hom>logos, restringindo mologos, quaisquer (ex. 34, 3B ou
a recombinagoes geneticas aos ¢ro- 3D) perwmitindo a translocacao de
mossomos homologos., segmento$ Se&m necessitar recorrer

ao uso da irradiacio.

(M. Fernandes, M.I.B. 1985 - Ci. Hoje).
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Fipura 6.

rara 2 utilizacao de peres de A ~Ti:irl fouzrecez (2n = 14, DD), um cruza-

rento screlhante ao oue Geu orircem a0 tTifo atual e refeito artificial-
cente: no caso T, S (2n o= 28, °53) e cruzado com éc. souzrrors (2n =
14, DD)., C embriao hibrido (2n = 2V, ALD) deve ser cultivado em reic es-

p(‘r:la1 so0is o endosperita depenera  a partir do 140dia 2pos a fertlllzacao.
0 —cie de cultura substitui o e¢ndosperma pernmitindo que © cnbriao de ori-
gecm a ura p]an[lnha viavel. Ista tem seus creomossomes duplicades com col-
chicina atinpindo o nuncro de 2n = 42 ¢ a ronstituigao reromica do Lriro
atual (oronp), (Moracs-Ternandes rio publicado).



Triticum dicoccoides B X < Aegilops umbelullalo
AABB cC
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"jpura 7. Atraves de un sofisticado trabalho de enpenha-
ria crevossonica, Sears (1956) transferiu a
resistencia a ferrurem da folha de _ AC’F‘LL'C’_?'?? AABBDD + 1SOCROM.
w~CIullzozz para o trigo comum {cultivar Chi- )
nese springl, originando a cultivar transfer. 2n =42 31
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Cultivar 1 Cultivar 2

AA aa <+ Geragao paterna

\Aa/

A a

+ Geracao Fy
100 Z heterozigotos

<« Geracao Fy

A | AA | Aa 50 7 homozigotos an

50 Z heterozigotos Aa

a Aa | aa

Fig. 8a. As vantagens de haploidia no melhoramento das plantas autofe-
cundadas. Quando sao efetuados cruzamentos entre cultivares, de-
seja-se obter novas combinacoes genetlcas superiores em produti-
vidade, em adaptacao ou em resistencia a patonenos. Na geragao F2
apos os Cruzamentos, ocorre a heterozigose e sao necessarias se—
te geracoes de autofecundagao para que as novas combinacoes se
tornem homozigotas. Na geracao Fi, a populacao sera constitui—
da dos homozigotos da geragao anterior e mais a metade dos he-
terozigotos que segregarao, novamente, de maneira semelhante a
ocorrida na geracao F,. Assim, a populacac sera, agora, constitui-
da de 15 Z de homozigotos (50 Z + 25 Z). Na geracao F,, passara
a 87,5 Z de homozigotos (75 7 + 12,5 %)}, até atingir a homozi-
gose quase total na geracao F;. Depois, as linhagens devem ser
avaliadas gquanto ao rendimento e a adaptacado a varios ambien-
tes, € suas sementes multlpllcadas 0 que exige um tempo eleva-
do (10-14 anos) entre a execucao dos cruzamentos e a disponibi-
lidade de novas cultivares comerciais.

100+ bl
i
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o
-}
N
[=]
= 504 ™
W
13
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xz
25+
39 I
12,51 .
6,254 L] . .
Sél 0- 3 T ¥ T T —
' Fi F2 F3 Fa Fg Fg Fr

N? DE Gmm;:aas

Fig. 8b. Curva teorica da volta a homozigose em geracoes sucessivas  de
autofecundagao, apds o cruzamento entre linhas homozigotas.



aaBB + Geracao paterna

. . + Gametas

AaBb + Fertilizacao (Geracao Fy hidrico intervarietal)

+
GCametas Fi1 *

Autofecundacao Culturas de anteras

+ 1
Genotipos possivels apos a auto- Genotipos possiveis apos a cultura
fecundacao das plantas F, de anteras para obtencao de haplo-
diploides
AP A ab ab Plantas haploides + AB Ab aB ab
AB AABB AABb AaBB AaBb .
Ab b AABD AaBb  AADBD Duplicacao com colchicina
aB AaBB AaBb aaBB aaBb .
ab AaBb AaBb AaBb  aabb Plantas > AABB AAbb aaBB aabb
haplodiploides
Fig. &e. As v'ntagens do uso da haploidia no melhoramento quando as cul-

tivares genitoras diferirem, teoricamente, por dois pares de ge-
nes numa cultura de autofecundacioc. Se o genotipo procurado for
o duplo recessivo aabb, por exemplc, o melhorista tem a proba-
bilidade de t/16 de encontra-lo na populacao, isto se for usada
a2 autofecundacao convencional, pois sao 16 os genGtipos possi-
veis; se for usada a haploidia, o mesmo genotlpo tera a proba—
bilidade de ocorrencia de 1/4, pois nao ocorrerao os genotipos
hererozigotos. Numa cultura de autofecundagao, onde a homozigo-
se ¢ a regra, o melhorista necessitara da raiz quadrada do ta-
manho de populagéo normalmente utilizada pelos métodos conven-—
cionais (V16 = 4) para ter, teoricamente, a mesma chance de se-
lecionar o gendtipo desejado, o que representara economia de
espago, tefmpo e de recursos.
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BATATA (CULTIVAR RUSSET BURBANK:; ESTERIL)

Obtengao de 1.700 linhagens originadas de protoplastos e

folhas (somaclones)

|

Avaliacao e selecao

396 linhagens com 500 linhagens \\\\\\\\\x

caracteristicas avaliados para 800 linmagms
horticolas reagao a avaliadas yara
favoraveis Alternaria solanit Phytophora afsstans
Sell;éo Sellgio 20 linhaggess re-
’/// \\\\ sistenites as
65 linhagens colo- 5 linhagens 4 linhagens ragas 0, 1,
cadas emensailos de resistentes resistentes 2, 3 e4
rendimento apresen-— a toxina do ao
taram variagao sig- fungo patogeno

nificativa para 22
caracteres e uni-
formidade para ca-

racteres.

Fig. 10. Resultados obtidos por Sheppard e seu grupo, evidenciando
ocorrencia de wvariagao somaclonal na batata.
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