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APRESENTACAO

O Crupo Integrado de Biotecnologia Vegetal do RS foi criado em
1988 pela iniclativa de alguns pesquisadores da area de Biotecnologia
Vegetal, com o estimulo e apoio decisivos da FAPERGS e da Secretaria

- de Ciéncia e Tecnologia do RS. Ao grupo inicialmente formado, foram
-agregando-se outros laboratérios interessados em desenvolver pes-
quisas na &rea. Atualmente participam do Programa Integrado de
Biotecnologia Vegetal do RS quinze laboratérios vinculados a diferen-
tes institui¢cdes de ensino e pesquisa. Os projetos em desenvolvimento
nestes laboratérios utilizam diferentes abordagens blotecnolégicas (ao
nivel celular e molecular), abrangendo intmeras espécies de importan
cia econdmica para o Estado.

Encontros anuais tém sido organizados com o objetivo de favore-
cer o efetivo intercaAmbio entre as diferentes equipes de pesquisa. Em
conseqiiéncia do grande interesse despertado por estes encontros e
dos resultados palpaveis em termos de avango nas pesquisa, decidi-
mos, neste ano, além do espago reservado para a troca de experién-

" cias, programar a participagdo de especialistas para abordar temas
relevantes a biotecnologia vegetal.

A Comissdo Organizadora
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CULTURA DE TECIDOS: INTERAGAO ENTRE REGULADORES.
DE CRESCIMENTO E COMPETENCIA CELULAR

Prof. Dr. Gilberto Barbante Kerbauy!

_ O estado de imobilidade dos vegetais tem sido interpretado como
conseqiiéncia da capacidade de fotossintetizar. Nesta situagdo, as
plantas desenvolveram estratégias que possibilitaramn minimizar situa-
¢oes ambientais adversas, e maximizar as condi¢des favoraveis. Ao ni-
vel de desenvolvimento, as principais estratégias conhecidas envolvermn:
1) a manutencdo de células em um estado ndo especializado, e 2} o
controle do desenvolvimento por meio de meristemas apicais caulina-
res e radiculares, A presenca destes meristemas, em processo conti-
nuo de divisdo e diferenciagdo celular, resulta em um sistema de
desenvolvimento aberto, portanto recorrente, ao contrario dos animais,
representado por um sistema fechado. Sob este enfoque, as folhas,
flores e frutos sdo érgaos cujo desenvolvimento mais se aproximam
dos animais.

Conhecem-se cinco grupos de substincias promotoras de cresci-
mento e centenas de respostas de desenvolvimento. A presenga de
receptores especificos (proteinas) complexadas com o horménio, de-
pendendo da célula alvo, desencadeia respostas diferentes.

Células com competéncia para responder de forma especifica a
um sinal hormonal sio normalmente encontradas nas plantas, poden-
do-se destacar a titulo de exemplo, aquelas da camada de aleurona
(giberilina), do periciclo (auxina) e da camada de abscisdo das folhas

(etileno}. Experimentos realizados sob condigdes in vitro tem evidencia-
" do de forma intensa, que a divisdo celular resultaria na “desdiferen-
ciagdo” de células maduras, a qual, de alguma forma, implicaria na
aquisicio do estado de competéncia. Conhecem-se entretanto, casos
no quais mesmo induzidas a se dividir, as células mantinham certas
caracteristicas do estado diferenciado inicial {desdiferencia¢do incom-
pleta).

1 Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo
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As células alvos (competentes), sofrendo o processo de inducgéo
por um sinal especifico, tornam-se determinadas (comprometidas)
para uma rota de desenvolvimento também especifico. O estado deter-
minado € reconhecidamente estdvel, podendo ser transmitido através
de divisGes mit6ticas sucessivas por varias geragdes de células (“he-
ranga somatica”). Nos eventos regenerativos, as células no estado de-
terminado sofrendo o processo de diferenciagdo celular, originam um
primérdio de gema ou raiz. Uma vez uma célula (ou grupo de células)
ter sofrido o processo de determinagio, elas nio mais seriam suscep-
tiveis a outros sinais indutores. A estabilidade do estado determinado
pode ser detectada de forma proeminente na ocorréncia, por exemplo,
da fase juvenil e reprodutiva em plantas arbéreas (“phase change”) e
na indugio precoce da floragio (vernalizacio) em embrides de centeio.
Nestes casos, a determinacgdo do estado reprodutivo é perdida na for-
macéo dos gametas. Em calos de tabaco habituados (auténomos) para
citocininas, este estado de determinacgdo é perdido na formacdo das
gemas adventicias, tornando os tecidos das plantas regeneradas de-
pendentes de citocininas exdégenas quando cultivados in vitro.

A estabilidade estrutural e funcional dos meristemas apicais
(caulinares e radiculares}, tem sido Interpretada sob duas hipéteses
alternativas. Conforme uma delas, os meristemas seriam “hereditaria-
mente” programados, constituidos por células verdadeiramente espe-
cializadas. A outra interpretacio é de que os meristemas seriam
representados por células ndo comprometidas com rotas especificas de
desenvolvimento, sendo por conseguinte regulados pelas celulas ma-
duras, total ou parcialmente diferenciadas

20
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A BIOTECNOLOGIA NO MELHOF{AMENTO GENETICO DE
PLANTAS

' Luiz Carlos Federizzil

O melhoramento genético é a arte e a ciéncla de modificar gene-
ticamente as plantas em beneficio do homem. As principais etapas de
um programa de melhoramento sdo: incremento da variabilidade gené-
tica, selecdo (ajuste do gendétipo ao ambiente), testes regionais, au-
mento da quantidade de semente e uso pelos agricultores.

As biotecnologias modernas podem tornar os programas de me-
lhoramento genético mais ageis e eficientes, especialmente no aumen-
to da variabilidade genética disponivel e na sele¢io dos melhores
genétipos, eliminando desta forma as inconsisténcias do fenétipo. Das
presentes técnicas utilizadas: cultura de células e tecidos, sele¢do in
vitro, uso de marcadores moleculares, fusdo de protoplasma e DNA
recombinante todas apresentam potencial de uso nos programas de
melhoramento genético de plantas e suas principais vantagens e limi-
tacoes foram discutidas.

A escolha dos gendtipos a serem utilizados é de fundamental im-
portancia, porque as variedades ficam em média somente cinco anos
em cultivo. A escolha e uso de genétipos ultrapassados € uma das
principais causas do fracasso de muitos programas de biotecnologia
vegetal. A escolha de genétipos promissores ainda em testes, s6 & pos-
sivel com o auxilio de um melhorista da espécie, e programas de bio-
tecnologia vegetal dissociados de um programa de melhoramento forte

estdo destinados ao fracasso.
' As técnicas blotecnolégicas sdo um meio e nio um fim e algu-
mas serdo rotina nos programas de melhoramento genético de plantas
do futuro. A interagdo de biotecnologistas e melhoristas sera extrema-
mente benéfica se os primeiros entenderem quais sdo as caracteristica
e necessidades dos programa de melhoramento € os segundos com-
preenderem que as técnicas biotecnolégicas sdo uteis para a resolugao

1 Depto. de Plantas de Lavoura, Faculdade de Agronomia/UFRGS
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de problemas comuns do melhoramento (novas solugdes para proble-
mas velhos). ‘

Finalmente que os genes de interesse de todos sejam aqueles
que possam representar ganhos reais ao Pais (criar nossa propria bio-
tecnologia), e ndo cépias imperfeitas de trabalhos sendo executados no
exterior, colaborando para aumentar ainda mais nossa dependéncia
externa.

24
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BIOTECNOLOGIA & MELHORAMENTO VEGETAL & ETICA

Maria Irene B. Moraes Fernandes! -

No momento de selecionar, nas geragbes segregantes resultantes
de seus cruzamentos, plantas de produtividade superior, mais bem
adaptadas ao agroecosistema, de melhor qualidade e de maior sanida-
de, o melhorista deve associar ao conhecimento cientifico das varias
disciplinas ligadas a planta e ao ambiente, como a genética, a fisiolo-
gia, a boténica, a fertilidade do solo e a climatologia, uma visio coe-
rente dos aspectos econdmicos, allada a4 consciéncia de sua
responsabilidade social. ‘

O melhorista pratica ciéncia quando usa ou gera conhecimentos
nas disciplinas de apolo, mas também pratica arte, porque necessita
de usar uma aptidio que néo ¢é definida claramente por padrdes obje-
tivos: a “sensibilidade ou intui¢io” que auxilia a preencher requisitos.
ainda nao descobertos pelo conhecimento cientifico, quando mentaliza
o idiotipo mais adequado a ser criado através da reestruturacdo do
genétipo. o

Os resultados do trabalho do melhorista séo evidenciados ape-
nas a longo prazo. Entre a escolha dos genitores de um cruzamento,
no caso da cultura do trigo, por exemplo, até a utilizacdo de uma cul-
tivar pelo agricultor, ha um periodo de cerca de 12 anos de atividades
de pesquisa e experimentacio.

Em virtude das intumeras decepg¢des quanto a4 performance de
genétipos aparentemente promissores, os melhoristas sdo, de modo
geral, céticos quanto a novidades.

A Biotecnologia € uma novidade que tem recebido grande publi-
cidade, principalmente por causa da expectativa de impacto econémi-
co. Entretanto, o progresso que vird como resultado do uso das novas
metodologias da Biologia Celular ¢ Molecular, aumentande a com-
preensédo da Biologia, da Genética, da Fisiologia e da Bioquimica das
plantas tteis, &€ considerado por muitos autores, como o maior e mais

1 Pesquisadora do CNPT/EMBRAPA
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imediato beneficio dos investimentos nas novas tecnologias.

Por outro lado, para cada espécie cultivada, o enfoque biotecno-
légico somente permitird abordagens titeis para a agricultura se aliar,
a nocdo realista da problematica agricola, o conhecimento da biologia
de planta e de seu sistema genético (Moraes-Fernandes, 1989).

As expectativas e os resultados ja obtidos através das novas tec-
nologias biologicas, no que se refere a0 melhoramento, mostram a im-
portancia da interacdo blologo agronomo para o futuro da agrlcultura ,
brasileira. -

A interacdo multidisciplinar, no Centro Nacional de Pesquisa de
Trigo, envolvendo a Biologia Celular, a Biologia Molecular e diversas
dreas da Pesquisa Agrondmica teve inicio formal em 1975, com a cria-
¢do do laboratério de Citogenética para apoiar o melhoramento através
do estudo da relagdo entre a instabilidade meidtica e a desuniformida-
de varietal. Em 1978, fol introduzida a cultura de embrides hibridos
imaturos que, associada a citogenética, deu suporte a transferéncia de
resisténcia as moléculas fiingicas de espécies afins. Em 1980, a cultu-
ra de anteras permitiu a produgédo de linhagens duplohapléides. Em
1983, estudos de biologia celular permitiram aumentar o conhecimen-
to a respeito da genética da tolerancia & acidez do solo. A partir de
1990, foram introduzidas as técnicas de Biologia Molecular através do
uso da eletroforese como apoio a sele¢do para qualidade de panifica-
¢do. Em 1993, teve iniclo o cultivo de células em suspensio, visando
a sele¢do in vitro. A interagio entre bidlogos e agrénomos das Areas de
Melhoramento, de Fitopatologia, de Solos e de Fisiologia foi se intensi-
ficando ao longo dos 19 anos de existéncia do laboratério.

O enfoque multidisciplinar obtido pelo Programa Integrado de
Biotecnologia Vegetal, iniciado em 1987, e o crescimento do grupo
nesses poucos anos, mostra a necessidade de interacio sentida em to-
das as instituigdes que atuam no ensino e na pesquisa bioagrondémi-
ca, no Estado. A continuidade dessa interacdo é fundamental e novas
questdes resultantes da crescente importancia das novas tecnologias
biolégicas no melhoramento, devem ser trazidas 4 discussio, no futu-
' 1o, entre as quais: Como abordar a crescente interface entre a iniciati-
va privada e o servico publico? Quais os padrées de conduta - do
cientista quanto & ética e a tecnogenia? Assim como a latrogenia trata
dos efeitos negativos da pratica médica, a tecnogenia trata dos efeitos
negativos da tecnologia, entre os quais, especialmente dramitico tem
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sido o uso dos quimicos na agronomia e na veterinaria. (Eguiazu,
1988). Este autor coloca que, “a ciéncia, por ser reducionista, deforma
a visdo de mundo do clentista, ao exigir a absten¢do de muitos fatores
na condugéo de um experimento: entre estes, & abstraide o fator ético
ou moral... a ciéncia experimental, ao se converter em valor supremo
ou férmula mégica, desenvolve, em muitos cientistas, uma grande
arrogancia, ser senhor da natureza e submeté-la 4 sua vontade
(Galileu), que & extrapolada para os valores éticos. A tecnogenia é o
mais duro golpe sobre a arrogéincia do cientista e do técnico”.

Na abertura de um simpésio sobre Biotecnologia, ocorrido na
Suécia, foram considerados de extrema importincia a avaliacio e o
acompanhamento dos efeftos das mudanc¢as em andamento no mundo
cientifico e na sociedade, Fol enfatizado que... “a ciéncia deixou de ser
uma atividade artesanal de grafiticagdo romantica para se transformar
numa atividade empresarial hipotético-dedutiva, primeiro na fisica e
na quimica e, depois, na biologia, levando 4 BIOLOGILIZAGAO cada
vez maior, na medicina e na agronomia” (Norrby, 1990}). O autor con-
sidera que “um equilibric deve ser obtido entre as vantagens e des-
vantagens de cada aplicagdo particular da’ tecnologia genética. As
discussdes devem ser permanentes para que usos irrealisticos, cena-
rios imaginarios e extrapolagdes superespeculativas sejam evitados”
declarando-se “um bidlogo otimista, ao invés de um ecélogo pessimis-
ta, acredita firmemente na discussao aberta como a tinica abordagem
para avaliar o complexo dos problemas éticos prempitados pela emer-
géncia da nova biologia
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SISTEMAS MORFOGENETICOS "IN VITRO" E SUAS
APLICACOES PARA O MELHORAMENTO DE PLANTAS

Miguel P. Guerral

Novas estratégicas para a propagacdo clonal, para a fixacfo de
ganhos genéticos e novas abordagens para gerar variagio genética sao
requisitos fundamentais para o melhoramento de plantas.

O maior beneficio da propagac¢io clonal para o melhoramento de
plantas perenes, refere-se 4 possibilidade de capturar e fixar os com-
ponentes aditivos e ndo aditives da variidncia genética. Desta maneira
técnicas de cultura de tecidos, 6rgaos e células vegetals, baseadas que
sdo na totipotencialidade de explantes, podem se tornar ferramentas
poderosas para a propagacao massal de genoétipos superiores. _

Processos regenerativos que levam & propagacdo clonal podem
ser obtidos por trés maneiras (Sinnot, 1960): i) reconstituicio; ii) res-
tauragao; iii) propagagao vegetativa ou reprodutiva. Na reconstitui¢éo,
células associadas ao pro-embrido zigbtico, recapitulam processos
ontogenéticos conservativos, formando 'de novo' estruturas originais.
Este € o caso da poliembrionia, definida como a formagio de mais de
um embrido por évule. Um embrido zigético ou somatico (adventicio) é
definido como um novo individuo com promeristemas bipolares, origi-
nado a partir de uma célula simples e, em conseqiiéncia, sem apre-
sentar conexdes vasculares evidentes com o tecido materno. A
restauragdo define aqueles casos em que células, tecidos e érgaos fal-
tantes sdo restaurados através de processos de desdiferenciacio e re-
diferenciagéo, e é, portanto, predominantemente organogenética, como
é o caso da microestaquia. Conexdes vasculares com os tecidos origi-
nais e monopolaridade sio aspectos caracteristicos deste processo. Por
fim, a regeneragdo reprodutiva refere-se 4 separagdo de uma célula, teci-
do ou 6rgdo na fase esporofitica ou gametofitica e sua regeneracgio
em uma nova planta através da organogénese ou da embriogénese,
Processos de excisdo de explantes, inducdo, desdiferenciagio,

1 prof. Titular, Depto. Fitotecnia, CCA/UFSC, 88.040-900, Florianépolis, SC

28



VIl REUNIAQ ESTADUAL DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL

rediferenciacdo e transformagdes de fase sdo aspectos caracteristicos
da regeneracgédo reprodutiva. '

Protocolos regenerativos baseados na organogénese estdo hoje
disponiveis para um grande niamero de espécies. Esgotamento da
capacidade regenerativa ao longo dos subcultivos, assincronia no
desenvolvimento dos elxos caulinares e riscos de varia¢des genéticas,
principalmente em modelos indiretos, sdo algumas das limita¢des des-
te sistema. A utilizacdo comercial em larga escala deste sistema é roti-
neira para abacaxi e banana em paises da Ameérica Central e do
Caribe.

Sistemas regenerativos baseados na embriogénese somitica sido
uma abordagem elegante e eficiente para a propaga¢do massal de ger-
moplasmas de elite, principalmente quando associados com tecnolo-
gias de encapsulamento de embrides e conseqiiente obteng¢do de
sementes sintéticas. Reconstituigdo de endosperma. inoculagio de mi-
croorganismos benéficos e de protetores quimicos, sdo vislumbrados a
curto prazo e se encontram em testes avancados nos EUA e Japio.
Obtenc¢do massal de germoplasma superiores, regeneracdo de hapldi-
des e duplo-hapléides, resgate de embrides em cruzamentos que apre-
sentam barreiras de incompatibilidade poés-zigotica e fixagdo de
caracteristicas ligadas ao vigor hibrido e de testes de progénie sdo um
conjunto de técnicas que encontram na embriogénese somatica uma
~ ferramenta valiosa para o melhoramento e J4 se encontram em uso
por grandes empresas de Biotecnologia como é o caso da Unilever na
Malasia com o dendé, na California pela Calgene e DNAP para grami-
neas, leguminosas, tomateiro e café e no Japido pela Sakata Seed Co.,
- para olericolas em geral e hibridos de Brassicas em particular.

Mais recentemente (Durzan, 1988), desenvolveu-se em coniferas
. uma revoluciondaria técnica, baseada na poliembriogénese somadtica,
- que pode ser definida como a forma¢do nédo adventicia, por reconsti-
tuicdo, de varios embrides a partir de uma massa suspensor-embrio-
naria pré-existente. Neste caso torna-se possivel o controle da divisao
e diferenciacdo celular através da inducio de linhagens celulares po-
liembriogenéticas e do estabelecimento de ciclos repetitivos de divisdo
celular e de maturagdo. Em coniferas, a poliembriogénese somatica ja
é considerada uma nova alternativa em suporte as estratégias classi-
cas de melhoramento baseadas quase que exclusivamente em cruza-
mentos e pomares de sementes. Programas baseados *nestas
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estratégias e que incluem técnicas de criopreservagdo de linhagens ce-
lulares e tecnologia de sementes sintéticas, estdo em andamento em
uma das malores empresas de reflorestamento do mundo, a Weyer-
haueser Co., na costa oeste dos EUA. Resultados promissores desta
técnica indicam seu potencial para Araucaria angustifolia e Pinus el-
liottii {(Guerra et al., 1993} e ja despertam grande interesse por empre-
sas reflorestadoras do Brasil. ‘

No que tange as técnicas modernas de engenharia genética, a
obtengdo de plantas geneticamente modificadas depende de sistemas
regenerativos confidvels e de bases celulares conhecidas, sobre as
quais seqiléncias génicas serdo incorporadas. Linhagens celulares em-
briogenéticas siao o sistema celular mals adequado para estas finalida-
des. Incorporagdo direta de genes através de aparatos biolisticos e
posterior regeneragdo por embriogénese somaética sio hoje perfeita-
mente possiveis. A obtengdo de protoplastos a partir destas linhagens
e a Incorporacido de genes através de estressantes osméticos e por
eletroporagdo e sua posterior regeneragao, também j4 sdo possiveis
para muitas espécies. '

Finalmente, técnicas de mutagénese in vitro podem gerar nova
variabilidade em espécies com estreitamento de base genética. Esta
técnica, associada 4 mecanismos de elicitagio pode ser particularmen-
te importante para a obten¢do de compostos secundarios de alto valor
agregado, notadamente blofirmacos, sendo prioridade para politicas
de Biotecnologia na Alemanha, Bélgica e Japdo. Esta questio assume
importancia estratégica para o pais quando se considera a biodiversi-
dade vegetal existente,
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IMPLICAGOES DAS MODERNAS BIOTECNOLOGIAS NO
MELHORAMENTO DE PLANTAS

Rubens Onofre Nodari!

Biotecnologias sdo definidas como as aplicagbes dos principios
cientificos e de engenharia para o processamento de materiais por
agentes biologicos para produzir produtos ou servicos (Bull et al.,
1982]2. Biotecnologias ndo sdo disciplinas mas técnicas. A base das
biotecnologias € multidisciplinar, estruturando-se na biologia molecu-
lar e celular, genética, bloquimica, microbiclogia, imunologia, quimica,
computac¢do e engenharia de processos. As biotecnologias nédo podem
ser desenvolvidas e aplicadas isoladamente. Normalmente, necessitam
ser aplicadas as disciplinas tradicionais, como fitopatologia e melhora-
mento de plantas. Para sofrer forte impacto, tals disciplinas devem
apresentar um desenvolvimento cientifico avan¢ado. A influéncia das
biotecnologias no melhoramento de plantas se concentra em vdrias
fases da criagdo de uma nova cultivar: manuten¢io de germoplasma,
recombinacgéo entre genétipos, selegcido e estabilizagdo dos tipos supe-
riores e multiplicagdo dos tipos selecionados.

O surgimento da tecnologia do DNA recombinante a partir da
descoberta das enzimas de restri¢do proporcionou uma verdadeira re-
volugao na bioclogia nestes ultimos 20 anos. A combinacio das técni-
cas de transformacdo, recombina¢io genética e regeneracio de
plantas tem aplica¢do direta no melhoramento de plantas cultivadas,
por permitirem a introdug¢do de genes oriundos de qualquer organis-
mo. Publicamente, j& sdo conhecidos aproximadamente 50 projetos
com plantas transgénicas que estdo na fase de testes ou em desenvol-
vimento, contemplando a inclusio de genes de resisténcia a virus,
herbicidas, insetos e fungos. Destas, aquelas que incluem genes com
resisténcia a viroses apresentam-se mais promissoras que as demais.

1 Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal de Santa Catarina, C.P. 478,

" 88040-900 Floriandpolis-SC, Fax, 0482-342014, ¢-mail; fitlron@brufsc.

2 Bull, AT.; Holt, G.; Lilly, M\D, 1982, Biotechnology, International trends and
{Jgggggtwe& Paris, Organization for Economic Co-operation and Development
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Mesmo assim, plantas transgénicas estio defasadas aproximadamente
em dez anos, segundo as previsoes otimistas dos anos 80. Os genes
responsaveis pela tolerdncia ou resisténcia a estresses e aqueles en-
volvidos na expresséo de caracteristicas quantitativas estio ainda dis-
tantes da manipulacio pela engenharia genética.

Mais recentemente, novas estratégias de transformacao de plan-
tas tém sido utilizadas. Entre elas destacam-se aquelas que envolvem
genes que modificam o sabor, o tipo de 6lec e de proteina e as que al- .
teram a quantidade ou composi¢do de compostos de reservas nio-pro-
téicos, os quais podem substituir inclusive certos produtos derivados
do petrédleo. Com isto, & possivel aumentar o valor de certas espécies
agricolas ou mesmo outras espécies ainda nio domesticadas. O valor
de muitas plantas de importdncia econémica é determinado pela pre-
senga de compostos cuja concentragdo ndo ultrapassa 1% do pesc
seco, como & o caso dos compostos usados como medicinais, pestici-
das, fragrincias, corantes, e aromatizantes. Na medida em que os ge-
nes envolvidos na expressdo destes compostos se tornam disponiveis,
novas oportunidades surgem para aumentar ou modificar a producio

destes compostos. Além disso, estima-se que mais de cem mil metabo-
- litos secundarios sdo produzides pelas plantas; entretanto, geralmente
em baixas quantidades, A clonagem de genes de enzimas que catali-
zam 0s principais passos da rota de producio ou dos fatores de trans-
crigio, podem aumentar a produ¢dc destes metabélitos e tornar
exequivel o cultivo de plantas transgénicas com tal finalidade.

Marcadores moleculares proporcionam precisdo na avaliagio ge-
notipica, criando condigbes para a caracterizacio de germoplasma,
constru¢ao de mapas de ligagdo, realizacdo da selegdo indireta em ca-
rateres qualitativos e quantitativos. Apesar da baixa quantidade de lo-
cos disponiveis para serem verificados, as isocenzimas continuam
sendo os marcadores mais simples e baratos, sendo utilizados conco-
mitantemente com os demais marcadores genéticos. Atualmente, os
RFLPs e os RAPDs apresentam o maior potencial de uso nos diversos
tipos de estudos e aplicagdes em plantas, se considerados os atributos
de cada um deles. Esses dois tipos de marcadores genéticos apresen-
tam algumas semelhangas entre si: alto nivel de polimorfismo, distri-
buicdo ao acaso no genoma, estabilidade, elevado nimero e detectavel
em qualquer tecido. Entretanto, apesar de serem dominantes em
geragOes segregantes, os RAPDs sdo mais eficientes no mapeamento
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genético que os RFLPs, pelas seguintes razdes: maior namero de ban-
das por reagdo, a amplificagdo ocorre em todo o genoma, requer me-
nor quantidade de trabalho e menor quantidade e qualidade do DNA
para as analises. Na realidade, os RAPDs tém sido utilizados para al-
cangar uma malor satura¢do dos mapas de ligagdo previamente esta-
belecidos com iscenzimas e/ou RFLPs, No futuro, o emprego de
microssatélites via PCR, podera se tornar igualmente eficiente (ou su-
perior) acs RAPDs no mapeamento genético e caracterizagdo de ger-
moplasma.

Mesmo nos paises do terceiro mundo, as biotecnologias ja tan-
genclam os programas de melhoramento. Desta forma, os melhoristas
devem conhecer o potencial e as limitagdes das principais técnicas
biotecnolégicas para utiliza-las quando necessario com eficiéncia.

33






PAINEIS






VIl REUNIAO ESTADUAL DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL

TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR COMO
APOIO AO MELHORAMENTO DE CEREAIS DE INVERNO NO
CENTRO NACIONAL DE PESQUISA DE TRIGO/EMBRAPA

Prestes, A.M.}; Haas, J.C.l; Fernandes, M.LB. de M.}; Silva, S.D. dos A. e}
Cardoso, E.2; Galon, G.% Fassini, J.% Schleder, M.% Bonfante, R.% Guidolin, A.%
Taunous, 1.3; Barbosa, M.M.3; Brammer, S.P.3; Stival, A% Angra, D.4
Vasconcellos, N.3; Pandolfi, V.3; Miller, J.E.3; D’Agostini, J.%; Ferreira, A.G5;

Viégas, J.8

O Centro Nacional de Pesquisa de Trigo (CNPT), da EMBRAPA,
dentro da filosofia de atividades multidisciplinares, estd associando
novas tecnologias, resultantes dos progressos da biologia molecular e
celular ao programa de melhoramento de cereais de inverno, princi-
palmente de trigo. '

Técnicas de resgate de embrides hibridos imaturos e de cultura
de anteras vém sendo utilizadas para a produgédo de plantas hapléides
androgenéticas e gimnogénicas e para a introdugdo de genes agrono-
micamente ntels de espécies afins. Estas técnicas estdo sendo asso-
cladas A utilizacdo de marcadores protéicos, através da eletroforese,
para a selegdo de genétipos de trigo com qualidade superior de panifi-
cacgio. ‘

Este projeto vem propiclando o aumentc da interagdo entre as
areas de fitopatologia, melhoramento varietal, cultura de tecidos, cito-
genética e biologia celular e molecular.

Até o momento, através de marcadores moleculares protéicos e
com auxilio da técnica da eletroforese, SDS-PAGE, foram caracteriza-
. dos 270 genétipos do bloco de cruzamentos e, aproximadamente, 300
linhagens de trigo em experimentacdo. Até o final de 1994, a meta
prevista é caracterizar cerca de 3.000 genétipos quanto &s subunidades

! pesquisadores - EMBRAPA/CNPT

2 Apolo - EMBRAPA/CNPT

3 Bolsista - RHAE

4 pos-graduando

5 UFEGS - Depto de Botanica

& UFPel - Depto de Zoologia e Genética
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de gluteninas, proteinas responsaveis por 50% da qualidade de panifi-
cacao de trigo. Serdo avaliadas também as gliadinas, que sio comple-
mentos da qualidade. Estas avaliagdes, assocladas & producdo de
plantas hapléides, permitirdo rdpida melhoria na qualidade panificati-
va dos trigos nacionais.

Desde o inicio, na década de 80, das pesquisas para produgio
de plantas hapl6ides, mais de mil linhagens de trigo foram produzidas
através de androgénese ou da gimnogénese, as quais apresentaram
grande variabilidade genética, inclusive o primeiro trigo de proveta das
Américas e o quarto do mundo, chamado TRIGO BR 43, que foi lanca-
do para cultivo, em 1991, A cultura de anteras vem sendo utilizada
também como apoio ac melhoramento do triticale desde 1989, e ao
melhoramento da cevada, desde 1993.

As técnicas de citogenética e de resgate de embrides hibridos
imaturos sdo utilizadas com o objetivo de tornar disponiveis, nos
trigos modernos, caracteristicas uteis de espécies silvestres ancestrais.
Desde 1989, vém sendo obtidas plantas hibridas resultantes de
cruzamentos e de retrocruzamentos entre trigo e espécies do género
Agropyron portadoras de altos niveis de resisténcia a moléstias fungi-
cas. Durante os préximos dois anos, as plantas geradas serdo testa-
das e novos hibridos serdo desenvolvidos. O CNPT espera, no futuro,
langar cultivares com melhor qualidade de panificacdo e resisténcia as
‘principais doengas de trigo que ocorrem no Brasil,

A partir de 1993, passou a ser introduzida, também, a técnica
de suspensdes celulares para selecdo in vitro, que se encontra atual-
mente em fase de ajuste de metodologia.,
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| ATIVIDADES DE PESQUISA EM DESENVOLVIMENTO NO
LABORATORIO DE CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS DO
DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA DA UFSM

Sepel, L.M.N.1

MICROPROPAGAGAO DE Cedrella fissilis. Devido & grande sus-
cetibilidade a algumas pragas, o cultivo de cedro branco em grandes
areas de reflorestamento é economicamente invidvel. Tal situagdo sd
sera alterada com o desenvolvimento de métodos de controle para as
principais pragas e a implantagio de programas de melhoramento. O
cedro branco é uma espécie de fecundagdo cruzada cuja propagagao
por estaquia é pouco produtiva e origina plantas com caracteristicas
indesejaveis. O desenvolvimento de um protocolo para micropropaga-
cdo dessa espécie podera auxiliar na formagdo de cultivos mais homo-
géneos e principalmente na manutengao de genoétipos de interesse. Ja
fol estabelecida uma metodologia para coleta, pré-tratamento e desin-
feccdo de explantes que reduz a contaminagdo das culturas a nivels
inferiores 4 10%. Durante a primeira fase de coleta de gemas (prima-
vera-verdo de 93) foram seleclonadas trés combinagdes de reguladores
de crescimento que aparentemente se igualam na indugéo de brota-
cdo. Atualmente os testes visam a obtenc¢do de um alongamento mais
rapido das gemas e formagao de raizes. ' :

INDUCAO DE CALOS, ORGANOGENESE E EMBRIOGENESE SOMATICA
EM FEIJAO. Estdo sendo testados, em algumas cultivares de feijao, a
acdo de diferentes combinagdes de reguladores de crescimento na in-
ducdo de calos a partir dos seguintes explantes:pontas de raiz e pla-
mulas de embrides maduros e imaturos, cotilédones imaturos, anteras
e ovarios de flores em desenvolvimento. A indugdo de calos em pla-
mulas e pontas de raiz extraidas de sementes maduras esta indicando
a existéncia de um grupo de cultivares dependentes de citocinina e
outro independente desse tipo de regulador. A amostra de anteras e
ovarios é ainda pequena e nido permite nenhuma antecipagdo de

1 Biéloga, MS, responsével técnico pelo Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetals do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria
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resultados. A utilizacdo de explantes originados de sementes imatu-
ras, bem como os experimentos especificos para regeneragio estio em
fase de implantacao.
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ORGANOGENESE “IN VITRO” DE PLANTAS

Battistin, AL Franco, E.T. H L Paranhos, J.29;
Lovatto, M.T. Mazocatto, A, M Perrando,
Monbovam, N.% Vlana, TB.S :

. !

O Laboratéric de CULTURA de TECIDOS do Departamento de
BIOLOGIA tem desenvolvido estudos com o objetivo de estabelecer
protocolos eficientes na organogénese de algumas espécies ornamen-
tais (Begonia rieger e rex. Gladiolus sp., Hemerocallis fulva) ¢ hortali-
cas (Lycopersicum esculentum). Ainda trabalha com espécies do género
Lathyrus L. visando explorar o potencial de regeneragdo in vitro.

Das espécies ornamentais ja fol estabelecido protocolo para
Begonia rex ¢ para B. rieger o uso de diferentes concentragbes de
Thidiazuron vem apresentando resultados satisfatérios na indugédo de
brotos aéreos. Para Hemerocallis fol obtido 100% de regeneragdo a
partir de calos embriogénicos, sendo as plantas transferidas direta-
mente para o jardim com sobrevivéncia total. Quanto aos gladiolus
continuam os trabalhos testando-se diferentes doses de sacarose € o
efeito do retardador de crescimento (paclobutrazol) a fim de aumentar
o tamanho dos bulbos obtidos in vitro. Além disso, microvioletas sao
produzidas rotineiramente para fins comerciais.

No caso do tomate obteve-se organogénese direta cultivando seg-
mentos nodals em MS. As plantas estdo sendo transferidas para a es-
tufa de polietileno. Para Lathyrus obteve-se calos utilizando-se meio
MS e combinagdes de ANA e Cinetina.

Além destes trabalhos estamos iniciando trabalho de investiga-
- ¢do com caixeta (Didimopanax morototoni.

1 Professora do Departamento de Biologla
2 Bolsista da Fapergs

3 Mestre em Agronomia

4 Bolsista Pet-Biologia

5 Laboratorista

Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetals-CCNE- UFSM Fax: (055) 226- 22-77 -
Santa Ma.ria RS
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ESTUDO DE PROTEINAS RELACIONADAS A PATOGENESE
(PRs) EM CULTIVARES BRASILEIRAS DE TRIGO

Freitas, L.B.}; Salzano, F.M.1

O aparecimento de proteinas relacionadas a patogénese (PRs)
tem sido observado em varias espécies de plantas logo apés a infeccdo
por patdgenos. As PRs sdo proteinas espécie-especificas, produzidas
pelas plantas como uma forma de defesa quimica contra a infecgdo,
sendo induzidas por virus, bactérias ou fungos. Sua ativagiao implica
na diminuicido ou total desaparecimento dos sintomas provocados pelo
agente patogénico em infecgbes subseqiientes. Tal fato relaciona estas
proteinas diretamente com a indugdo da resisténcia adquirida.

Multo € sabido sobre essas proteinas e sobre os genes que as
codificam, tanto em mono como em dicotiledéneas, mas nenhum estu-
do foi feito em trigo, especialmente com cultivares brasileiros. O obje-
tivo do presente trabalho & estabelecer o padrio de ativagdo das PRs
em trigo e caracterizar os genes que as codificam, Para tanto estio
sendo empregadas técnicas de RAPD, PCR, RFLP, seqiienciamento,
western-blot e ensaios enziméticos associados i eletroforese vertical
de proteinas. Os resultados até agora obtidos indicam diferencas ge-
néticas entre as cultivares quanto as PRs, que podem ser correlacio-
nadas ao comportamento de reagdo frente 4 infec¢do por patégenos.
Os resultados destas pesquisas poderdo ser usadas em programas de
melhoramento de trigo, uma vez que a identificacdo de genomas ricos
em elementos que conferem resisténcia a patégenos poderiam ser usa-
dos preferencialmente em cruzamento ou programas de selegao..

1 Departamento de Genética - Universidade Federal do Rio Grande do Sul
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CULTURA DE TECIDOS E TRANSFERENCIA DE GENES EM
SOJA (Glycine max (L.) Merr.)

Zanettini, M.H.B.}; Droste, A.1 Santos, EX dos Leite, P.C.P.L
Santos, KG.B. d031 Feijé, KSL Strussmann, W Rlchber, S.N. C 1,
Lauxen M.S.L Passagha, LP ; Lange, C.E% 'I‘ragnago, JL2

A variabilidade do germoplasma da soja € bastante restrita, uma
vez que a maloria das cultivares é derivada de poucas linhas ances-
trais. A estreita variabilidade tem sido considerada responsavel por:
a) vulnerabilidade do germoplasma a condigdes de estresses e b) difi-
culdades para o avango no melhoramento convencional. As técnicas
de cultura de tecidos e de transferéncla de genes constituem impor-
tantes instrumentos de apoio ao melhoramento. O sucesso com estas
abordagens tem sido limitado devido a falta de sistemas eficientes de
regeneracao e de transformagdo de plantas de soja. Este projeto inclui
3 abordagens: 1) Hibridagdes interespecificas com espécles selvagens
do sub-género Glycine: estas espécles possuem caracteristicas agrond-
micas favoraveis (resisténcia a varias doencas, tolerdncia a seca, a
sais, a herbicidas etc.) ndo encontradas na espécie cultivada (G. max.
Em nossos laboratérios, um protocolo para o cultive in vitro de em-
brides zigéticos imaturos fol utilizado com sucesso para a recuperacao
de hibridos entre G. max e G. tomentella. As plantas hibridas sdo pe-
renes e estérels. A confirmacdo da condi¢do hibrida foi obtida pela
andlise de cromossomos mitéticos, bem como pela andlise dos padrées
isoenzimaticos por eletroforese. Estamos buscando duplicar os
cromossomos dos hibridos, visando a restauragdo da fertilidade.
- Novos cruzamentos envolvendo cultivares brasileiros e as espécies G.
tomentella, G. tabacina e G. canescens foram realizados no inicio de
1994. Os 120 embrides supostamente hibridos obtidos estdo sendo
cultivados in vitro. 2) Cultura de anteras: devido & natureza recalci-
_trante da soja a cultura de anteras ainda esta num estagio muito ini-
cial. Fol detectada em mnosso laboratério a ocorréncia de um

1 Departamento de Genética
2 FUNDACEP-FECOTRIGO
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dimorfismo em graos de pélen (pélens normais e “poélens-p”), até entdo
ndo registrado na literatura. Foram obtidos também diferentes tipos
de calos a partir da cultura de anteras de 4 cultivares. Um dos tipos
de calos apresentava estruturas globulares semelhantes a embri6ides.
A partir de uma destas estruturas fol conseguida a regeneracdo de
uma planta. As préximas etapas objetivam: a caracterizacdo dos
“pélens-p”; a investigacdo da seqiiéncia de processos citologicos na
rota androgenética e a identificacdo de fatores quimicos e fisicos que .
estimulem o desenvolvimento androgenético. 3) Indugdo de embrioga-
nese somadtica e obteng¢do de suspensdes embriogénicas: culturas em-
briogénicas em suspensio tém-se mostrado o melhor alvo para a
transformagédo de soja. Estas suspensdes sdo obtidas a partir de em-
brides somaticos secundarios, que em meio liquido mantém a capaci-
dade de multiplicarem-se. Foi avaliada a resposta de 12 cultivares de
soja a indugido de embriogénese somdtica. Foi detectado efeito de pré-
tratamento de frio. Fol obtido sucesso no estabelecimento de suspen-
sées embriogénicas. Os objetivos das proximas etapas incluem: a
detecgio de genétipos com potencial maximo para a regeneracdo de
plantas via embriogénese somaética; obter dados conclusivos sobre o
efeito de pré-tratamento de frio; ajustar os protocolos nas etapas de
maturagdo e conversdo de embribes a partir das suspensdes; implan-
tar métodos de transferéncia de genes via bombardeamento com mi-
croprojéteis e/ou sistema Agrobacterium.
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GENETICA, CULTURA DE TECIDOS E TRANSFERENCIA
DE DNA EM CEVADA

" Winge, H.1; Cavalli-Molina, S.lf' Assmann, EM.}; Nonohay, J.S. del;
Echart, C.L.1; Selbach, A.L; Miihlen, C.M. von}; Schiitz, L.C.!

CARACTERIZAGAO DE CULTIVARES BRASILEIROS DE CEVADA POR MAR-
CADORES MOLECULARES: A identificagdo correta das cultivares da ce-
vada brasileira, importante para o agricultor ¢ para a indastria do
malte devido a diferentes qualidades de uso e exigéncias de processa-
mento, estd sendo feita através de marcadores de DNA do tipo RAPD.
Esta técnica permite a anilise de um grande nimero de locos possi-
bilitando que mesmo cultivares extremamente relacionadas possam
ser distinguidas. '

VARIABILIDADE DE HORDEINAS NA CEVADA CULTIVADA E ESPECIES NATI-
VAS DO RS: O polimorfismo das hordeinas, principal proteina de reser- .
va do grio da cevada, serd estudado na cevada cultivada e em duas
espécies relacionadas nativas do RS, em dois niveis: andlise das hor-
deinas por eletroforese horizontal em gel de amido e analise do gene
B1, por PCR usando primers especificos e enzimas de restri¢éo.

CULTURA DE ANTERAS E OBTENGAO DE PLANTAS HAPLOIDES: Este tra-
balho visa o estabelecimento de protocolos para a obtencac de plan-
tas hapléides via cultura de anteras, das cultivares brasileiras de
cevada, e assim auxiliar os melhoristas através da redugiao do nume-
ro de geragbes de sele¢cdo. Um total de mais de 27.000 anteras foi
submetido a 27 tratamentos: 3 cultivares (MN-599, BR-2 e A-05), 3
pré-tratamentos (5°C durante 10, 20 ou 30 dias) e 3 meios de cultura
‘para indugio de androgénese. Resultados principais até agora obtidos:
1) as 3 cultivares formaram estruturas androgenéticas em todos os tra-
tamentos, embora em freqiténcia diferentes; 2) O pré-tratamento de 20
dias no frio parece ser o melhor; 3) as cultivares parecem responder dife-
rentemente aos meios de inducio; 4) os dados sugerem uma correlagio
inversa nas respostas a indugéo e a regeneracdo de plantas verdes, entre
as cultivares.

1 Departamento de Genética - IB - UFRGS
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AVALIACAO CITOLOGICA DE ESPIGAS DE CULTIVARES BRASILEIRAS DE CEVADA:
Objetivos: a) avaliar o grau de variacdo nos estiadios de desenvolvi-
mento dos grios de pélen por antera, por flor e por espiga, em dife-
rentes momentos de maturagdo das espigas, b) fornecer dados tteis
as pesquisas sobre culturas de anteras. Primeira etapa: anilise de 3
espiguetas/espiga que entrou na cultura de anteras (3 cultivares:
MN-599, BR-2, A-05) quanto aos estidios e tamanhos dos grios de
pélen. Segunda etapa: analises detalhadas de todas as espiguetas/es-
piga com maturacdes diferentes,

INDUQAO DE EMBRIOGENESE SOMATICA E ESTABELECIMENTO DE SUSPENSOES
EMBRIOGENICAS VISANDO TRANSFERENCIA DE GENES PARA CEVADA: Tera inicio
no corrente ano € tem como objetivos: detectar gendtipos com alto po-
tencial de regenerar plantas, via embriogénese somaética, e de multipli-
cagdo em suspensdes embriogénicas que serdo utilizadas como
material-alvo para transferéncia de genes por bombardeio com micro-
projéteis.
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 PROGRAMAGAO DO LABORATORIO DE CULTURA DE
TECIDOS DO CENTRO DE PESQUISA AGROPECUARIA DE
CLIMA TEMPERADO (CPACT/EMBRAPA)

Fortes, G.R. de L.}; Leite, D.L.}; Magalh#es, Al -

O Laboratério de Cultura de Tecidos do Centro de Pesquisa
Agropecuaria de Clima Temperado cumpre algumas fungdes bem es-
pecificas, quals sejam: 1) Suporte & pesquisa desenvolvida no préprio
centro. 2) Produgido comercial - desde 1977 quando teve suas ativida-
des iniciadas, o Laboratério tem produzido mudas matrizes através do
processo de termoterapia e cultura de meristemas o que proporciona a
obtencido de plantas isentas de virus. Este material é fornecido princi-
palmente aos viveiristas que vendem posteriormente, aocs produtores.
Entre as espécies trabalhadas constam: ameixeira, amoreira, framboe-
seira, macieira, morangueiro, pereira, alho, aspargo, batata, batata
doce e outras. 3) Treinamento - Aqui incluem-se os estigios de estu-
dantes de cursos médio e superior; treinamento a nivel de mestrado e
doutorado; treinamento de recursos humanos das areas publica e pri-
vada. 4) Pesquisa - Ensalos foram conduzides com novos clones de
pereira e macieira na area de organogénese, objetivando-se a maximi-
zacdo de producgio de brotos e raizes; estabeleceu-se alguns protoco-
los para a produc¢éo de material somatico de kiwi. Testou-se o uso de
amido de milho e mandioca como meio geleificante para a cultura da
batata. Pelos resultados obtidos conclui-se que o agar pode ser substi-
tuido por ambos amidos sem perda da qualidade de producdo in vitro.
Para o ciclo 1994/95 esta se Iniciando trabalhos: a) com variacio so-
‘maclonal de porta-enxertos de macieira visando tolerancia ao alumi-
nio; b) Variagdo somaclonal em morango visando a tolerdncia a
doengas; ¢) Variagdo somaclonal em batata visando obtengdo de gend-
tipos superiores ao de cullivares regionais; d) Conservagdo in vitro de
hortali¢as (alho, batata doce, aspargo).

1 EMBRAPA/CPACT; Caixa Postal 403, 96001-970, Pelotas, RS

47



VIl REUNIAQ ESTADUAL DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL

CULTURA “IN VITRO" DE FEIJAO COMUM (Phaseolus vulgaris L)'

Magalhdes Jr., A M, de%, Peters, JA.3;
Fortes, G.R. de L.% Leite, D.L.% Andrade, L.B.4

A cultura de tecidos vegetais, utilizando distintos processos de
manipulacio in vitro, abriu um novo horizonte como eficiente técnica -
de auxilio ao melhoramento genético convencional. A manipulacdo a
nivel celular em seus distintos aspectos é possivel gracas a totipoten-
cialidade da célula vegetal o que significa que esta contém toda infor-
magao necessaria para regenerar uma planta completa através de um
processo de diferenciagio, desde que a ela seja dado condigées mini-
mas necessarias de forma a induzir o processo. No entanto, o feijdo
comum, assim como grande parte das leguminosas, é uma espécie re-
calcitrante 4 regeneragéo de plantas. Para que ocorra sucesso na.ob-
tengdo de plantulas através do cultivo in vitro, além do genétipo, a
composicdo do meijo de cultura, o tipo de tecido utilizado como ex-
plante e as condigdes fisicas na qual estes sdo submetidos sio fatores
que desempenham um importante papel, Neste sentido, busca-se es-
tabelecer metodologia de cultivo in vitro capaz de regenerar plantulas
de feijoeiro para posterior utilizagao em trabalhos de transformagio e
selecdo a estresses ambientais. Até o presente momento, nenhum su-
cesso fol obtido, exceto casos esporadicos e ndo repetitivos. A calogé-
nese melhor fol induzida utilizando-se nés cotiledonares em meio MS
acrescido da 1 mg/l de BAP sob 4.000 lux de intensidade luminosa,
bem como foi efetivo o uso de 4 CPA a 0,1 mg/l. Estuda-se meio
C5-23 e explantes foliares (1 a 2 mm) em testes preliminares.

! Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais CPACT/EMBRAPA
- 2 Pesquisador EMBRAPA/CPACT

3 Professor Titular do Depto. de Botanica (UFPel)

4 Estudante de Blologia (UFPel)
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OBTENGAO DE DUPLO-HAPLOIDES DE ARROZ IRRIGADO
(Oryza sativa L..) ATRAVES DA CULTURA DE ANTERAS'

Magalhdes Jr., AM. de% Peters, J.A3;
Fortes, G.R. de L.%; Leite, D.L.% Avozani, 0.A.4

Em arroz, linhas homozigotas podem ser produzidas a partir de
cruzamentos segregantes por meio de dobramento cromossémico
do pélen hapléide e regenerac¢io de plantas através de técnica que
se denomina cultura de anteras. Contudo, a implementagio desta
técnica como ferramenta rotineira de trabalho tem sido lenta,
principalmente porque a resposta & bastante dependente do gené-
tipo utilizado. O arroz do tipo japdnico tem uma mailor resposta
que o tipo indica bastante utilizado no Programa de Melhoramen-
to do CPACT/EMBRAPA. Como técnica de apolo ao melhoramento
cliassico convencional, a cultura de anteras em arroz, para regides
temperadas, permite a diminui¢do drastica do tempo necessario
para o desenvolvimento de linhas puras, eliminando a complexi-
dade do estado heterozigoto, bem como reduz gastos e problemas
aleatérios encontrados a campo. Assim sendo, & possivel um re-
ducdo de cerca de 6 anos no tempo necessario para lancamento
de novas cultivares, O CPACT/EMBRAPA vem investigandoe em
como melhorar a técnica de cultivo in vitro de anteras de arroz ir-
rigado assoclada ao programa de melhoramento genético. Tem-se,
atualmente uma eficiéncia média de 1,5% entre o numero de an-
teras inoculadas e o numero de plantas verdes aclimatadas. Des-
tas, cerca de 60% sdo auto-dipléides. Tem-se ainda, uma elevada
taxa de plantas albinas. Neste sentido, o CPACT/EMBRAPA vem
estudando os possiveis fatores que afetam a resposta androgenéti-
ca dos genétipos amplamente utilizados na regido sul do Brasil, O
estudo estd centralizado em identificar componentes no meio de

1 Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais CPACT/EMBRAFA
2 pesquisador EMBRAPA/CPACT

3 Professor Titular do Depto. de Botinica (UFPel)

4 Estudando de Mestrado (UFPel/CPACT)
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cultivo, principalmente fontes de nitrogénio, de forma a melhorar a
eficiéncia datécnica. Recomenda-se umaredugio pela metade na con-
centracdo do sulfato de amoénia do meio N6. Estuda-se tammbém, fato-
res que afetam o estado fisiolégico das plantas doadoras de anteras,
onde melhores respostas sdo obtidas quando eleva-se a adubacgio
nitrogenada das mesmas. Para contornar a diversidade de respostas,
busca-se utilizar nos cruzamentos orientados genétipos que melhor
respondem a cultura in vitro de tecidos, Atualmente, as plantas
produzidas por cultura de anteras sao utilizadas no programa de
melhoramento para desenvolver plantas tolerantes ao frio, produ-
tivas, tolerantes as principais doengas e pragas, resistentes a to-
xidez de ferro e a salinidade, com elevada qualidade de grios e
menos exigentes em insumos agricolas (precocidade e vigor). O
programa ja desenvolveu inumeras linhagens muitas em fase de
avaliacdo final.
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MICROPROPAGAGCAO DE ESPECIES HORTICOLAS

Kimpf, A.N.}; Cunha, G.G.% Grolli, P.R.3

O Laboratério de Biotecnologia em Horticultura da Faculdade de
Agronomia da UFRGS tem por objetivo estabelecer protocolos para a
micropropagacao de espécies horticolas de interesse econémico.

O grupo de trabalho é composto por 3 pés-graduados, 2 bolsis-
tas DTI (RHAE), 5 bolsistas de Inicia¢do Cientifica e 2 técnicos, sendo
responsavel pelo Laboratério a Prof* Atelene Normann Kampf contan-
do com a colaboragdo dos professores Otto C. Koller, Ingrid B. L de
Barros e Sergio F. Schwarz.

Sao desenvolvidos projetos com testes de técnicas de assepsia,
micropropagacio e aclimatizagio ex vitro visando o estabelecimento de
protocolos para as seguintes espécies: abacate, abacaxi, alface, citros,
crisantemo, eustoma, latifolia, liric e marcela. Também esta sendo im-
plementado um projeto de estudo de sistemas de iluminagio para a
cultura in vitro.

Até o presente momento foram produzidas trés dissertagdes de
mestrado sob os titulos: _

- “Estudo sobre a propagagdo de marcela, Achyrocline satureioides
(Lam.) D.C., Compositae”. De Agda R. Y. Ikuta;

~ “Micropropagacéo de abacateiro ‘Ouro Verde' através da cultu-
ra de segmentos nodais e calogénese a partir de discos foliares”. De
Luiz A. Biasi;

- “Propagagio in vitro de abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merril)
cv Pérola”, De Rosete Pescador.

' Além do estabelecimento de protocolos o laboratérioc procura
atender 4 necessidade de produtores, introduzir novas culturas e a
formacgdo de pessoal qualificado.

- 1 Prof* Titular do Departamento de Horticultura e Silvicultura da Faculdade de
Agronomia da UFRGS

2 Doutorado em Botanica — UFRGS
3 Bolsista DTI (RHAE} ~ UFRGS
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INDUCAO DE CALOS A PARTIR DE EMBRIOES IMATUROS DE
DIFERENTES CULTIVARES DE AVEIA (Avena sativa L.)

- Bered, F.}; Sereno-Tavares, M.J.%; Carvalho, F.IF.%; Federizzi, L.C.%
Lange, C.E®; Domnelles, A.L.C.% Handel, CL.1

A biotecnologia, de modo geral, vem sendo alvo de estudos por
parte de pesquisadores de diversas areas. Especificamente, a cultura
de tecidos esta sendo apontada como metodologia bdsica para poste-
rior aplicacdo de muitas técnicas modermas de biotecnologia vegetal,
as quais podem vir a ser usadas como ferramenta no melhoramento
genético de plantas. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um pro-
tocolo eficiente para a produgéo de calos com vista na regeneragio de
plantas de avela, bem como identificar as diferencas entre os
gendtipos testados quanto ao cariter inducgdo de calos. Foram utili-
zados nove gendtipos de aveia: UFRGS 7, UFRGS 8, UFRGS 9, UFRGS
10, UFRGS 11, UFRGS 12, UPF 7, UPF 12 e GAF/PARK, dos quais
foram retirados embrides imaturos no estadio de grio leitoso. O experi-
mento fol realizado em duas etapas: A primeira testou protocolos consti-
tuidos de trés meilos cada. O meio utilizado foi 0 MS (Murashige &
Skoog, 1962) suplementado com diferentes doses de hormoénios de

-acordo com o protocolo, sendo inoculados dez embrides por placa de
petri. Foram feitas oito placas em média de cada genétipo em cada pro-
tocolo. Apds quatro meses de subcultivo foi determinada a porcentagem
de formagdo de calos e realizada uma andlise de varidncia usando meio,
gendétipo e placa como varidvels, Na segunda etapa do experimento foi
utilizado somente um dos protocolos com os mesmos gendtipos testados
através da metodologia empregada na primeira etapa. Os resultados reve-
laram que houve formagdo de calos em todos os genétipos e detectaram
diferencas estatisticas entre os melos testados. Os nove genétipos eviden-
claram diferengas entre si quanto a caracteristica inducac de calos.

1 Alunas de mestrado
2 Professores do Depto. de Plantas de Lavoura
8 Mestre em fitotecnia

-4 Aluna de doutorado ‘
Departamento de Plantas de Lavoura - Faculdade de Agronomia ~ UFRGS
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OBTENCAO DE PLANTAS HAPLOIDES DE AVEIA
(Avena sativa) VIA CRUZAMENTOS INTERGENERICOS

Suzin, M.2%; Sereno-Tavares, M.J.3; Federizzi, L.C.3; Carvalho, F.3

A obtencido de hapléides em avela € importante para estudos de
genética basica e para obtenc¢do de duplo hapléides para acelerar o
processo de lan¢amento de cultivares em escala comercial. Com o ob-
jetivo de desenvolver uma metodologia adequada para obten¢do de ha-
ploides, foi realizado um experimento englobando 3 periodos no
decorrer dos anos de 1992 e 1993. Neste experimento foram utilizados
4 gendtipos de avela como mae (UFRGS-7, UPF-7, UFRGS-881969, CTC-
82B477-2) e 2 gendtipos de milho (AG-303, AG-223), 1 de milheto (cv.
'‘Comun’) e 1 de milho doce (cv. 'Hawai-5) como fonte de pdlen. As flores
de aveia foram emasculadas e, 1 a 5 dias depois, polinizadas. No 1° e 2°
dias apds a polinizagdo, as flores foram borrifadas com uma mistura de
igual proporcdo de solugio aquosa de 2,4D (100 mg/l} e GA3 (75 mg/)).
Decorridos 8 a 14 dias da polinizagédo, as paniculas com flores emascu-
ladas/polinizadas foram coletadas e levadas para o laboratério, onde fez-
se a contagem de flores por panicula e das cariopses delas oriundas
(Tabela 1), As cariopses foram desinfestadas e tiveram seus embrides
resgatados. Estes, por sua vez, foram colocados em meio de cultura
apropriado, onde 3 composi¢oes dos mesmos foram testadas. Nenhuma
planta fol regenerada, mas é certo que podemos obter embrides hapléi-
des de avela por cruzamento intergenéricos. Contudo, as freqgiiéncias
ainda sio muito baixas e mais estudos sio necessarios para aumentar a

freqiiéncia e estabelecer um meio eficlente para resgate de embrides e
" regeneracio de plantas.

1Parte do trabalho de dissertagdo em desenvolvimento no Depto de Plantas de
Lavoura da UFRGS

2 Aluna de mestrado - Depto. de Plantas de Lavoura - UFRGS - Eng. Agrénoma
3 Professores do Depto. de Plantas de Lavoura - UFRGS
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Tabela 1 - Freqiéncia de cariopses e embrides obtidos nos cruzamentos inter-
genéricos (avela x milho; aveia x milheto) em trés periodos no decor-
rer dos anos 1992 e 1993,

Periodos g; ac;ec }]ggﬁ; N° dgb:iziaé—iauspses N° de embrifes
1* periodo (maio/92 - nov/93) 997 760 (76.23%) 5 (0,66%)
2° periodo (dez/92 - margo/93) 791 713 (90,14%) 23 (3,23%
3° periodo (maio/93 - nov/93) 2443 2193 (89,77%) 13 (0,59%)
Total 4231 3666 (86,65%) 41 (1,12%)
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GENETICA DA REGENERACAO DE PLANTAS DE TRIGO
(Triticum aestivum)

Dornelles, A.L.C.}; Carvalho, F.LF.% Feder1zz1 L.C2 Lange, CES
Handel C.L.%4 Bered, F M1ttelmman AS

Cinco genoétipos de trigo com diferentes comportamentos de rege-
neracido de plantas, foram cruzados em delineamento semidialélico.
Pais e Fl's foram submetidos a cultura e regenerados em trés perio-
dos diferentes (com 1, 2 e 3 passagens por meio de manutengdo de
calos). A anilise de médias e capacidades combinatérias para o ntime-
ro de plantas regeneradas por calo no primeiro periodo, evidenciaram
a superioridade dos efeitos aditivos (dois tercos da variancia genética),
no segundo e terceiro periodo os efeitos n&o aditivos foram mais im-
portantes que no primeiro mas mesmo assim a aditividade respondeu
por mats da metade do efeito genético total. A expressédo da regenera-
¢io de plantas teve um decréscimo expressivo no 2° e 3° periodo,
demonstrando que o protocolo para manuten¢io de calo em uso, ain-
da nio esta adequado. A heterose, em todos os periodos de regenera-
¢io fol alta, mostrando que sua ocorréncia foi devida a efeitos
aditivos, sendo assim de grande aplicagdo em Melhoramento de Plan-
tas, principalmente em se tratando de ciclos curtos de cultura de teci-
dos.

1 MS. parte da tese de Doutorado, Faculdade de Agronomtia/UFRGS

2 professores do Depto. de Plantas de Lavoura, Faculdade de Agronomia/UFRGS

3 MS., Eng® Agr* da FUNDACEP, Cruz Alta (RS)

4 Estudante de Pas-Graduacio a nivel de Mestrado, Faculdade de Agronomia/UFRGS

5 Estudante de Graduacdo, Bolsista de Iniclagio Cientifica-CNPq, Faculdade de
Agronomla/UFRGS ,

55



VIl REUNIAO ESTADUAL DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL

USO DE FILTRADOS TOXICOS PARA AVALIAR A RESISTENCIA
AO FUNGO Helminthosporium sativum EM TRIGOS
HEXAPLOIDES “IN VITRO”

| Cristaldo, R.M.L.O.%; Carvalho, F.LF.% Kohli, M.M.%; Federizzi, L.C.%
Matsumura, A.T.S.% Pierobom, C.5; Barbieri, R.L.6

Calos de doze gendtipos de trigo (Triticum aestivum L.) com dife-
rentes manifestagdes em relagdo a resisténcia ou susceptibilidade a
moléstia causada pelo fungo Helminthosporium sativum (Btpolaris soro-
kiniana) foram utilizados sob cultura in vitro com filtrados téxicos
como agentes de sele¢do. Dois filtrados, provenientes dos isolados
fingicos dos trigos BR35 e IAC5 foram adicionados ao meio de cultura
em duas dilui¢des, 1:16 e 1:8. Os calos procedentes de culturas de-
senvolvidas pelo periodo de 4, 8, 12 e 16 semanas foram testados sob
o efeito dos filtrados. Calos ortundos do periodo de quatro semanas de
crescimento submetidos a dilui¢ido da toxina de 1:16 proporcionaram
o surgimento de quatro classes bem definidas: resistentes, moderada-
mente resistentes, moderadamente susceptiveis e susceptiveis. A toxi-
na do isolado BR35 fol mais virulenta do que a do IACS5, entretanto
nio fol possivel detectar a presenca de ragas distintas do patdgeno. A
‘partir da segunda sub-cultura (8 semanas) foram verificadas diferen-
¢as entre calos dentro dos genétipos testados, sendo esta variabilidade
mais intensa entre calos com malor tempo de sub-cultura em alguns
gendtipos, evidenciando, desta forma, uma possivel presenca de varia-
¢do somaclonal. O uso de calos jovens em uma diluicio da toxina de
1:16 poderia ser uma metodologia adequada para identificar e selecio-
nar genétipos resistentes & helminthosporiose e, também, ser utilizado
como mecanismo de rotina em laboratorios dos programas de melho-
ramento e nos trabathos de entendimento da relagio hospedeiro-patégeno.

! Doutora em Fitotecnia; 2Professores do Depto de Plantas de Lavoura - Fac. Agronomia-
UFRGS; 3Doutor em Melhoramento de Plantas; “Professora do Depto. de Fitossanidade
- Fac. Agronomia - UFRGS; ®Doutor em Fitopatologia; SAluna de Mestrado em
Genética e Biologia Molecular - UFRGS .
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HERANCA DA RESISTENCIA A FILTRADOS TOXICOS DE
Helminthosporium sativum EM CULTURAS “IN VITRO”
DE TRIGO HEXAPLOIDE

Barbieri, R.L.Y; Carvalho, F.IF.2, Matsumura, A.T.S.5; Cristaldo, RM.O.*

O fungo Helminthosporium sativum Pam. King & Bakke & um pa-
tégeno de trigo responsavel por considerdveis redugées na produgdo
em regides de clima quente e uimido. Apresenta alta variabilidade e €
controlado em parte com o uso de fungicidas. '

Nos tiltimos anos, através de programas de melhoramento gené-
tico, vem sendo desenvolvidas cultivares que apresentam certa resis-
téncia A acdo do patdgeno. Ndo ha evidéncias, no entanto, de quais’
sA0 0s mecanismos genéticos que controlam esta resisténcia.

Este trabalho esta sendo desenvolvido com o objetivo de analisar
a heranca da resisténcia do trigo hexapléide a acdo de H. sativum, o
que tornara possivel uma maior eficiéncia nos programas de selegéo.
Estio sendo utilizados seis genétipos de trigo cuja resisténcia ou sus-
ceptibilidade ao fungo ja & conhecida (CRISTALDO et al.,, 1993) e as
geragdes F1 e F2 obtidas. E realizado o cultivo in vitro de embrides
imaturos em meio de indug¢ido de calo MS 2.0. Apés 4 semanas, 0s ca-
los sdo cortados em por¢des de 2 mm e transferidos para o meio de
manutencio € crescimento de calo MS 0.5 contendo 1/16 de filtrado
toxico do fungo. O filtrado foi obtido a partir de um isolado de semen-
tes de trigo da cultivar BR35. O uso do filtrade procura reduzir a va-
riabilidade do patégeno, padronizar a quantidade de toxina a que os
tecidos s&o expostos e eliminar a possivel competigdo entre calo e fun-
go pelos componentes do meio de cultura. Ao final de 4 semanas os
calos s&o medidos para testar sua taxa de crescimento durante o pe-
riodo, em relagdo ac controle.

1 Aluna de Mestrado em Genética e Biclogia Molecular
2 Professor do Depto. de Plantas de Lavoura
3 professor do Depto. de Fitossanidade

4 Doutora em Fitotecnia
Faculdade de Agronomia - UFRGS
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EMBRIOGENESE SOMATICA EM ASPARGO

Gomez, A.S.L; Peters, J.A.Y; Augustin, E.2; Kerbauy, G.3

A embriogénese somatica é o processo de desenvolvimento de em-
brides, a partir de células somaticas. Podem ocorrer dois tipos de desen-
volvimento de embrides somaticos, tals como: a) embriogénese direta, na
qual os embrides se originam diretamente de tecidos; b) embriogénese
indireta, na qual o calo é formado, mantido e proliferado antes do desen-
volvimento dos embriées. A embriogéneses pode ser utilizada para a pro-
dugdo de grande ntimero de embrides que ao serem individualizados se
desenvolvem diretamente em plantas, o que reduziria o prego relativa-
mente elevado por planta que se obtém por micropropagagdo. Desta for-
ma, permitindo a obtengdo de sementes sintéticas. A embriogénese
possibilitaria a clonagem de grande nimero de espécies, em pequena
area de laboratério e num menor espago de tempo do que o requerido
normalmente. O objetivo deste trabalho é desenvolver uma metodologia
' que permita produzir embrides somaticos de cultivares e hibridos de as-

pargo, que possam ser utilizados no melhoramento da espécie; visando a
viabilidade das técnicas para a obtengdo futura de semente sintética.

A embriogénese somatica e formagdo de plantulas de aspargo a
partir de hibridos do CPACT (EMBRAPA), foram obtidas de trés tipos
de explantes; calos da regido apical e sub-apical do turido e calos de
anteras. Os calos foram obtidos no meic de MURASHIGE & SKOOG
(1962), (MS), suplementado com ANA (acido naftalenoacético), K (cine-
tina) e 2,4-D (2,4 diclorofenoxiacético) em diferentes concentragdes e
combinag¢bes, A indu¢ic de embridides de turide fol obtida com ANA
{1,0 mg/)) e K (1,0 mg/l); 2,4-D (3.0 mg/l) e K (1,0 mg/l); e ANA (1,5
mg/1) e K (0,1 mg/l). Para a multiplicacdo adicionou-se aoc meio MS,
1000 mg/1 de KNO3s. O desenvolvimento fol obtido no meio MS sem re-
guladores de crescimento. A obten¢do da embriogénese a partir de ante-
ras fol no meio MS suplementado com ANA (2,0 mg/]) e K (0,5 mg/l) e 0
desenvolvimento no meio MS sem reguladores de crescimento.

1 UFPEL, Depto. de Botinica:2CPACT/EMBRAPA: 3USP, Instituto de Bicciéncias.
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CULTURA DE ANTERAS EM ARROZ E ASPARGO

Bobrowski, V.L.}; Peters, JA.2; Augustin, E.2; Magalhdes Jr., AM.4
Sartoretto, L.5; Rosinha, G.M.S.% Artuzi, J.P.5

A cultura de anteras e/ou micrésporos possibilita a obtengao de
plantas homozigotas em uma tnica etapa, permitinde a sele¢do de re-
combinantes genéticos desejaveis. Linhagens homozigotas, em espé-
cies autégamas, podem ser estabelecidas através da duplicagao
espontanea de cromossomos, durante os primelros estagios da cultura
ou através da utilizagdo de colchicina. Como as linhagens homozigotas
estdo disponiveis rapidamente, pode ocorrer uma diminui¢do de 30 a
50% no tempo necessirio e, conseqiientemente nos custos para pro-
duzir uma nova variedade. Em plantas de poliniza¢do cruzada, alta-
mente heterozigotas, a produgdo in vitro de hapléides, possibilita a
obtencido de linhagens puras, que podem ser utilizadas como progeni-
tores no desenvolvimento de hibridos ou como em aspargo, na produ-
cio de sementes que formaram plantas masculinas. Esta tecnologia
vem sendo desenvolvida no Lab. de Cultura de Tecidos da UFPel, des-
de 1984, inicialmente para arroz e posteriormnente para aspargo. Sdo
utilizadas anteras contendo graos de pélen no estagio uninucleado de
hibridos de aspargo e plantas F1 de arroz. As anteras sio inicialmente
colocadas em meios de indug¢ido de calos, MS para o aspargo e Ne para
o arroz. Os calos formados sdo transferidos para meios de regeneragio
MS com alto teor de citocininas. As taxas de formacgéo de calos e ge-
mas, tanto em aspargo como em arroz, variaram conforme o genétipo
e o0 meio utilizado. Em aspargo, © melhor meio de indugio foi o meio
‘MS com 2 mg/l ANA + 0,5 mg/1 Kin + 30 g/l sacarose, com resulta-
dos constantes e obtendo-se até 68,1% quando meio liquido e 41,6%
em semi-sélido. Para o arroz, o melhor meio de inducéo fol o Ns + 2,0

1 UFPEL, Depto. de Zoologia e Genética

2 UFPEL, Depto. de Botanica

8 CPACT/EMBRAPA

4 Pos-graduanda em Agronomia, UFPEL
5 Bolsista de Iniciagio Cientifica, UFPEL
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mg/1 ANA + 0,5 mg/l Kin com até 90,0% de inducgdo de calos. Com
relacdo a regeneragdo de gemas em aspargo o melhor meio foi o MS +
1,2 mg/1 BAP e dependendo do genétipo utilizado a adigdo de glutami-
na demonstrou bons resultados. No arroz, o percentual de formacéao
de gemas atinge até 53,0%, dependendo do gendtipo em meio MS + 4
mg/1 Kin + 1 mg/1 ANA.
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MICROPROPAGACAO DE ESPECIES LENHOSAS

Mello-Farias, P.C.5; Peters, J.A.1; Nakasu, B.H.2; Winkler, L.l; Wendt, S.1

A péra é uma fruta de clima temperado de grande importéncia
nacional, tendo em vista seu alto consumo. Através do uso de micro-
propagacgio pode-se obter uma grande quantidade de mudas livres de
doencas, em um espaco mais curto de tempo, em comparagao com o
método tradicionalmente utilizado na propaga¢do da pereira. No en-
tanto o uso da cultura de tecidos de pereira tem apresentado baixos
rendimentos quanto as taxas de multiplicacdo e enraizamento. Foram
utilizadas brotacbes de porta-enxertos de pereira Pyrus calleryana
D-6, P. calleryana D-12 e “Old Home” x “Farmingdale” 9, em diversos
melos de cultura nas fases de multiplicagio e enraizamento. A melhor
taxa de multiplicagdo foi obtida com meio MS + 2,0 mg/1 de BAP, nos
trés gendtipos utilizados. Quanto ao enraizamento, os genétipos com-
portaram-se distintamente em relag¢do aos tipos e concentragoes de
auxinas utilizadas. As malores taxas de enraizamento foram obtidas
em solucdo de imersdao com ANA nas concentragdes de 100 a 200
mg/l.

A roseira (Rosa sp.) é uma cultura ornamental de importancia
mundial, e atualmente no Brasil esta espalhada em todos os quadran-
tes do territério nacional. O experimento tem o objetivo de determinar
técnicas para a micropropagacdo da roseira, que possibilitem a obten-
¢do de grande numero de plantas sadias e uniformes e possivel flora-
cio in vitro através de melo MS suplementado com diferentes
concentracdes e combinagdes de BAP, ANA e AG3. O melhor meio
"para multiplicagdo de brotos foi 0 MS + BAP (0,9 mg/]) inclusive ob-
tendo-se pequenos hotdes florais. :

O eucalipto (Eucalyptus sp.) & uma espécie florestal de grande
importancia econémica na regiao sul do Brasil por ser considerada de
uso muiltiplo. Com relagdo a Erva-Mate (llex paraguariensis}, as se-
mentes tém baixa germinabilidade com uma pequena percentagem de

1 UFPEL, Depto. de Boténica
2 CPACT/EMBERAPA
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plantas obtidas, ocorrendo um déficit de mudas para o estabelecimen-
to de novas areas. Estdo sendo feitos ensalos preliminares de estabe-
lecimento inicial destas culturas /n vitro com meio WPM com
diferentes concentragbes de BAP e AlA.
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TRANSFORMAGAO GENETICA DE PLANTAS

Peters, J.A.l; Campos, M.A.%; Rosinha, G.M.%
Monte-Neshich, D.C.3; Pierobom, C.R.4

As técnicas de engenharia genética possibilitam a transferéncia
de genes uteis a cultivares comerciais, permitindo a incorporagio de
caracteristicas herdéveis sem a necessidade de destruicdo de gendti-
pos valiosos, que se tem obtido como resultado de muitos anos de
cruzamentos e selegdes. O uso destas téenicas, para a introdugédo de
resisténcias a enfermidades, insetos e estresses ambientals em plan-
tas, esta sendo explorado a nivel mundial, E possivel introduzir genes
especificos em plantas através da transferéncia direta por bombardea-
mento ou mediados por Agrobacterium tumefaciens ou rhizogenes. Em
fun¢do da importdncia econémica das culturas da batata e do arroz,
para o Sul do Brasil, inicilou-se, primeiramente, o trabalho para intro-
duzir genes de resisténcia ao PVY e PVRL em batata cv. Baronesa.
Atualmente, estamos desenvolvendo uma metodologia adequada para
regeneracdo direta de brotos a partir de internds de plantas cultivadas
in vitro. Os resultados obtidos sdo promissores, obtendo-se taxa de re-
generacgdo superior a 40%. Simultaneamente, estio sendo realizados
testes de desenvolvimento de plantas in vitro 4 diferentes antibiéticos.
Por outro lado, em arroz, aproveitando o sistema de regeneragio de
brotos desenvolvido no Laboratdrio de Cultura de Tecidos da UFPEL,
busca-se a introducio do gene rolA, que reduz o crescimento de plan-
tas, visando principalmente o estabelecimento de um protocolo eficien-
te para a transformacéao direta, através do método biolistico.

1 UFPEL, Depto. de Botanica

2 Alunas de Pés-Graduacao em Agronomia
3 CENARGEN-EMBRAPA

4 UFPEL, Depto. de Fitossanidade
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PRINCIPAIS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO LABORATORIO
DE CULTURA DE TECIDOS DA EMBRAPA-CNPUV

Oliveira, P.R.D. de'; Kuhn, G.B.2;
Scanagatta, V.8 e Mllam ML*

O Laboratério de Cultura de Tecidos do Centro Nacional de -
Pesquisa de Uva e Vinho da EMBRAPA iniciou suas atividades em
1980. Desde sua criagdo, a énfase dos trabalhos foi direcionada a mi-
cropropagacao de videira, objetivando a multiplicagido de germoplasma
com identidade varietal e livre de virus, destinado a formacéao de vivei-
ros ¢ 4 difusdo de novas cultivares. Nesta mesma linha inserem-se,
também, a conservacéo in vitro de germoplasma e a produ¢io de plan-
tas para testes fitopatolégicos. No processo de micropropagacio séo
utilizados explantes obtidos de segmentos caulinares, constituidos por
uma gema, os quais sio cultivados em tubos de ensaio utilizando o
meio de Galzy, sob fotoperiodo de 16/8h e temperatura 24+2°C. Sio
realizadas repicagens apds o periodo médio de 50 dias. O Laboratério
liberou, nas safras de 1992 e 1993, cerca de 7.000 mudas da cv.
Alwood destinada 4 produgio de suco. Na safra de 1994, para atender
a uma demanda da iniciativa privada, foram obtidas ao redor de 2.000
matrizes certificadas da cv. Flora. O resgate de embrides imaturos é
uma linha de pesquisa mais recente e resultou de cooperacdo com o
Instituto Agronémico de Campinas. Esta atividade ja estd no segundo

-ano e busca aumentar a eficiéncia na obtencdo de progénies apiréni-
cas dentro do programa de melhoramento genético de uvas de mesa.
No ciclo 1992/93 foram realizados dezoito cruzamentos, obtendo-se
regeneracio de plantas em 50% deles. No ciclo atual, esta sendo con-
duzido um ensaio direcionado a4 melhoria desta técnica, através do
teste de alternativas de meios de cultura na fase de pés-germinacio

1Eng. Agr., Dr.. EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de Uva e Vinho (CNPUV)
Caixa Postal 130 CEP 95700-000 Bento Gongalves, RS

2 Eng. Agr., MS, EMBRAPA-CNPUV
8 Assistente de Pesquisa 1I, EMBRAPA—CNPUV
4 Bolsista ITI RHAE/CNPq
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dos embrides resgatados, com a finalidade de acelerar a formacdo de
plantas normais, Prevé-se para o futuro: a realizacdo de pesquisas
buscando a melhoria na multiplicagdo de algumas cultivares de videi-
ra; a rotinizagdo do resgate de embrides; e a implementacao de outras
técnicas que possam produzir resultados aplicaveis para a viticultura.
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CULTURA “IN VITRO” DE ERVA—MATE (llex paraguariensis St. Hil.)!

Ferreira, A.G.2; Cassol, B.%; Leal, C.M.%; Silveira, T.S.3; Thomé, G.H*

O objetivo dessa linha de pesquisa é a obtengdo de plantulas e,
conseqiientemente, mudas de erva-mate, através da cultura in vitro de
~ embrides zigéticos, embriogénese somatica e organogénese direta e in-
direta. A técnica da cultura de embrides zigdticos in vitro tem sido uti-
lizada no desenvolvimento dos embrides rudimentares e como um
meio potencialmente eficaz para a propagacdo da erveira num curto
periodo de tempo. Tem sido observado que as respostas das plantas
sdo individuais, variando de ano para ano. As plantulas obtidas atra-
vés desta técnica apresentam enraizamento e vigor criticos, e para su-
perar estas dificuldades estdo sendo-testadas algumas varidveis nas
diferentes fases do protocolo. Para a embriogénese somatica, estao
sendo usados como explantes, cotilédones e hipocétilos de plantulas
desenvolvidas in vitro. Para a obten¢io de calos os explantes estdo
sendo cultivados em meio MS suplementado com glutamina e diferen-
tes concentragées de 2,4-D e BAP, na luz e no escuro. Os calos obti-
dos serdo repicados em meio MS contendo diferentes balangos
hormonais (2,4-D/BAP) e suplementagdo de KNO3. A organogénese
estd sendo testada utilizando-se como explante hipocétilos de plantu-
las desenvolvidas in vitro, sendo 0s mesmos submetidos a luz e escuro
e diferentes balan¢os hormonais NAA/BAP, para a obtencio de orga-
nogénese direta e/ou indireta, conforme o tratamento aplicado.

1 Trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Fisiologia Vegetal, Departamento de
Botinica, UFRGS ~ Porto Alegre, RS

2 Bolsista CNPg
3 Bolsista CNPq-RHAE
4 Bolsista FAPERGS
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CULTURA “IN VITRO” DE LEGUMINOSAS

Santarém, E.R.}; Silveira, T.8.2; Silva, A A% Aquila, M.E.A3; Ferreira, A.G.2

Sucesso tem sido obtido no Laboratério de Fisiologia Vegetal
do Depto. de Botanica da UFRGS na propagacio in vitro de legumi-
nosas. Em soja, tanto embriogénese somatica (Santarém, 1992)
como organogénese (Thomé, 1893) ja foram obtidas em algumas cul-
tivares brasileiros. Em Senna macranthera nao ha relatos sobre a re-
generacio de plantas pelas técnicas de cultura de tecidos.

O protocolo de organogénese proposto para regeneragio de
plantas de soja fot aplicado em nés cotiledonares de sementes
germinadas de S. macranthera, visando a induc¢do de gemas adven-
ticias. A cultura fol desenvolvida em 3 etapas. A fase de inducgio
de gemas (fase 1), os explantes foram inoculados em meioc MS
(Murashige & Skoog, 1962) adicionado de 30 g/l de sacarose, BA
(2.5 mg/]) e NAA (0,04 mg/l). Apés 2 semanas neste meio, a gema
principal fol retirada e descartada. Na fase de multiplicagio (fase 2),
os agregados de gemas adventicias foram transferidas para meio
com concentra¢do reduzida de BA (0,38 mg/l) e o NAA foi substi-
tuido por IBA (0,005 mg/l). As gemas que se desenvolveram foram
transferidas para fase enraizamento (fase 3}, na qual o meio de cul-
tura era composto de sais de MS (metade da concentracgio), 20
g/1 de sacarose, 2 g/1 de carviao ativado. Como regulador de cre-
scimento nesta fase foi utilizado IBA adicionado ao meio na con-
, centragdo de 1 mg/l ou em pulsos (200 mg/l) por 1, 2, 5 e 10
min. Os agregados com as gemas restantes foram mantidos na
fase 2. Os resultados indicam que é possivel manter a proli-
feragdo de gemas adventicias normais por mais de 7 meses. Os

1 Bolsista CAPES
2 Bolsista RHAE-CNPq
3 Professora Assistente - UFRGS

4 Professor Titular - UFRGS, bolsista CNPq
Subvengdo: CNPq
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tratamentos de pulsos com IBA por 1, 2 e 5 min. promoveram a for-
- macgdo de raizes em, aproximadamente, 50% das gemas apés 20
dias. Sem estes tratamentos, o enraizamento foi inferior a 20% e ul-
trapassou os 40 dias.

Em soja, utilizando o protocolo de embriogénese somatica
previamente descrito, estd sendo realizado o dessecamento dos em-
bridides obtidos, objetivando o aumento de vigor das plantas rege-
neradas.

, Bibliografia
SANTAREM, E.R. 1992, diss. Boténica. UFRGS.
THOME, G.C.H. 1993. diss. Botanica. UFRGS.
MURASHIGE, T.; SKOOG, F. 1962. Physiol, Pl., 15:473-497
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CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS EM AVEIA, BATATA, TOMATE
E MORANGO NA FACULDADE DE AGRONOMIA DA UPF

Grando, MF1 Calvete, EO2 Eichler, L3 Santos, CM dos%; Vivian, L.R.%;
Hekeler, J P4 Sllva c4 Fontaneh RS Tomazm] SV4 Negrao, N4
M1sse1 P.C.*

O Laboratdrio de Cultura de Tecidos da Faculdade de Agronomia
da Universidade de Passo Fundo iniciou suas atividades no ano de
1990, com o apoio do Grupo Integrado de Biotecnologia Vegetal do Rio
Grande do Sul, FINEP, FAPERGS e CNPq.

Atualmente, estdo sendo estudadas as seguintes espécies vege-
tais, Avela (Avena sativa), Batata (Solanum tuberosum), tomate
(Lycopersicum esculentum) e morango (Fragaria x ananassaJ em dife-
rentes técnicas.

Para indug¢do de variabilidade genética em aveia e tomate, esta
sendo utilizada a técnica de variacdo somaclonal. Foram estabelecidos
os mefos de cultura na indugdo de calo e regeneracio de plantas. Ca-
los estdo sendo induzidos em diferentes genétipos de avela. Apés 3 ge-
racdes de avallagdes de somaclones de aveia a nivel de campo, foram
selecionados materiais com caracteristicas agronémicas superiores
como precocidade, rendimento e estatura entre outras. Em tomate, es-
tio sendo colhidos frutos Ri para posterior avaliacio em ambientes
protegidos com o objetivo principal de selecionar plantas tolerantes ao
frio.

Cruzamentos intergenéricos entre aveia x milho e aveia x mi-
lheto estdo sendo empregados para obtencdo de plantas hapléides
“em aveia. Esta técnica visa acelerar o processo de melhoramento
genético. Foram testados deferentes genétipos de aveia bem como
polinizadores (mitho, milheto, sorgo e teosinto) reguladores de cres-
cimento e métodos de aplicacic dos mesmos. Foram obtidas 4

1 Bitloga MS, Professora da Universidade de Passo Fundo, Cx Postal 568, CEP
99001 /970, Passo Fundo-RS

2 Eng. Agr. MS, Profesora da Universidade de Passo Fundo
3 Eng, Arg,, Professora da Universidade de Passo Fundo
4 Académicos de Agronomia e Ciénclas Bioldgicas
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plantas a partir de 72 embrides hapléides resgatados in vitro, em
1993.

A micropropagacdo e limpeza clonal estio sendo aplicados nas
culturas da batata e morango. Para obtencio de batata-semente li-
vre de virus, meristemas foram cultivados, plantas indexadas e
multiplicadas in vitro. Em 1993/94 foram plantadas 1600 mudas em
telado e colhidos até o momento 320 kg de batata pré-basica. Foram
colhidos 3.840 kg de basica I e pretende-se obter no ano de 1994,
42.000 kg de basica II. Este projeto faz parte do Pélo Tecnoldgico em
Alimentos com o apolo do CONDEPRO e Secretaria de Ciéncia e
Tecnologia. Na cultura do morango estid sendo desenvolvida a técnica
de cultura de meristemas e micropropagacio.
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PROTOPLASTOS DE MACA

' Viégas, J.1%; DelPonte, E.1?; Girardi, C.L.3; Gnoatto, S.C.%; Eckert, M.15;
Rodrigues, A.C.8; Passianoto, C.1'% Soares, L.A.S.% Silva, J.B.da”

Com a finalidade de adequar técnicas de isolamento de proto-
plastos de maga para utilizacdo dos mesmos em selegdo in vitro, fusdo
somatica, variagdo protoclonal e fisiclogia pés-colheita, foram proces-
sados mesofilo follar dos enxertos "Gala Vermelha”, "Gala SM" e "Brae-
burmm" e dos porta-enxertos Maruba e M-26, assim como polpa de
fruto da cv."Golden Deliclous”.

A utilizacdo de Pectolyase Y-23 0,1 a 0,5% Cellulase Y-C 0,75 a
1,0% dissolvidas em MS (diluido 10x) acescido de solugio antioxidante
e sacarose 0,3 M, leva a boa produgiao de protoplastos, apés 6 a 8 ho-
ras de incubagdo do mesoéfilo follar dos porta-enxertos. Para os enxer-
tos "Gala Vermelha" e "Gala SM" a combinag¢io Pectolyase Y-23 0,5%
e Cellulase Y-C 1,5%, diluida no mesmo meio acima citado, foi efetiva
em cerca de 6 a 7h, mas para cultivar Braecburn causou rompimento
dos protoplastos apés 4,5 horas.

A técnica de obtengéo de protoplastos de mesdéfilo foliar de ma-
cleira continua sendo adequada para possibilitar melhores condigoes
de purificacdo de material, assim como cultivo e regenerag¢io do mes-
mo.

Para o isolamento de protoplastos de polpa de macé, fol estimada a
molaridade do meio de digestio a partir do contetido de sélidos soliveis to-
tais (°Brix) de varias concentragdes de sorbitol comparadas com o °Brix das
polpas de magéas nos estidios verdes, verde estocado, pré-climatérico,
" pés-climatérico. e senescente. Os estddios de maturagdo dos frutos foram

1 Laboratério de Biologia Celular, CPACT/UFPel

2 Departamento de Zoologia e Gen'etica IB/UFPel
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determinados pelos testes de °Brix, textura e teor de amido. A solugio de
digestdo mais efetiva fol a com 100mM de CaClz, 10mM MES-NaOH,
Caylase 0,5%, Pectolyase Y-23 0,01% e manitol (0,7 M para frutos verdes e
verdes estocados e 0,8 M para pré e pos-climatéricos e senescentes), Os
protoplastos de polpa de magé apresentam vaciiolos que ocupam cerca de
80% da area celular e possuem uma alta viabilidade até 4 horas pés-isola-
mento, podendo, portanto, ser utilizados em estudos de fisiologia poés-co-
lheita durante este periodo.
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PROTOPLASTOS DE OLERICOLAS

Viégas, J.1%; Chaves, M.F.B.}; Cruz, R.P.l’zi Gomes-Oliveira, I.V.%; Scur, L."i
Azevedo, C.S.8.5; Barraz, AN.1% Chald, C.%% Mauch, C.R.}; Salamoni, A.}%
Augustin, E.4 Costa, D.M.% Peters, J.A.% Silva, J.B.da®

Com o objetivo de adequar as técnicas de isolamento de proto-
. plastos de aspargo e batata que possibilitem a utilizacdo dos mesmos
para selegdo in vitro, fusdo somadtica, assim como aproveitamento da
variagdo protoclonal que ocorrer, foram processados explantes de va-
rios tecidos; de plantas de varias origens; com a utiliza¢do das enzi-
mas Pectolyase Y-23 e Cellulase Y-C.

Foram analizados os gendtipos G27 (fémea), M14 (macho) e os
hibrides G27 x 14, G27 x 22-8 e 47 x 22-8 de aspargo (Asparagus
officinalis L.}, dos quais foram obtidos protoplastos a partir de cladé-
dios e turides de plantas crescidas em cémara de crescimento, e de
calos e gemas In vitro. Os protoplastos obtidos sio vidveis, sendo que
cladédios apresentam produ¢ido superior (¢=0,01) aos demais explan-
tes. Utilizou-se Pectolyase Y-23 0,5% e Cellulase Y-C 1% dissolvidas em
sals CPW (sem CaClsg), acrescido de manitol (0,4 M para turides e 0,9 M
para os demais explantes). Apds 40 dias em MS modificado, foram for-
madas microcolénias .

Protoplastos de calos de turido de clone M14 e do hibrido 47 x
22-8 foram submetidos a 6 concentragdes de filtrado de cultura de
Fusarium spp. (100%, 50%, 20%, 10%, 5% e 0%), verificou-se que 47
x 22-8 é mais tolerante que o clone M14.

Os genétipos de batata, Solanum tuberosum cultivada (cv. Baro-
- nesa, Baronesa Branca, Baronesa Pinta Rosa, Santo Amor, Santa
Silvana, Macaca, Trapeira, Monte Bonito e Piratini) e S. commersonii
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spp. commersontii (clones 34, 35, 39, 40, 77, 92, 97, 133 e 134) produ-
ziram protoplastos apés digestio da parede celular com Cellulase Y-C
0,75% e Pectolyase Y-23 0,1% dissolvidas em MS modificado. Qcorre-
ram diferencgas significativas entre cultivares comerciais, entre clones
silvestres, assim como entre comerciais e silvestres, sejam cultivados
em camara de crescimento ou telado. Em telado, a silvestre mais pro-
dutiva foi o clone 133 e a cultivada fol Trapeira. J4 em camara de
crescimento, Trapera fol uma das menos produtivas. As plantas cres- .
cidas em cidmara de crescimento produzem um nitmero de protoplas-
tos/ml significativamente maior que as cultivadas em telado. _

Protoplastos, de cores rosa claro a lilas forte, foram isolados de
brotos de tubérculo e, de cores amarelo claro a marrom amarelado, de
casca de tubérculo, utilizando Pectolyase Y-23 0,4% e Cellulase Y-C
3,0% em MS modificado acrescido de solugéo antioxidante.

O aspargo possui genétipos recalcitrantes i regeneragao de pro-
toplastos e o material isolado de batata apresenta alto grau de conta-
minagdo, quando a planta doadora € cultivada em camara de
crescimento ou telado. Esta sendo processado, atualmente, material
de cultura in vitro, tanto calos como gemas, e sendo realizadas modifi- .
cacbes nos meios de isolamento e cultivo.
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CITOLOGIA DE PLANTAS CULTIVADAS “IN VITRO”

Viégas, J.}2%; Bobrowski, V.L.% Eckert, M.L3; Scur, L.%; Avozani, 0.A.5; Azevedo,
C.8.8.}; Barraz, AN.% Galli, L.5 K.arnop?, L.M.}; Mendes, M.S.%; Augustin, E.%;
Costa, D.M.%; Magalhies Jr., A.”; Peters, J.A3; Roth, M.G.M.2

Objetivando estudar, a nivel citolégico, as variagbes ocorridas
durante o processo de cultivo in vitro, estdo sendo verificados os cro-
mossomos mitéticos de calos e plantinhas in vitro e a meiose e o pé-
len dos regenerantes obtidos, sendo as plantas doadoras usadas como
controle. _

Em aspargo, as metafases de ponta de raiz e a ponta de turido
das plantas doadoras mostraram possuir 2n=20, enquanto que calos
de turido apresentaram células com varios niveis de ploidia, chegando

-a ultrapassar 100 cromossomos. O grande niimero de cromossomos,
nas células com ploidias elevadas, dificulta o espalhamento e conse-
qliente contagem cromossdémica. O pré-tratamento para os trés tipos
de tecidos fol realizado com agua destilada 0°C por 15 a 17,5 horas. A
andlise miédtica de regenerantes de cultura de anteras de aspargo, es-
tabelecidos a campo desde 1989, mostrou aumento do nivel de ploidia
e irregularidades como cromossomos retardatarios, pontes e tétrades
com células de tamanhos diferentes e diminuigio ou aumento de mi-
crosporos. Os grdos de pdélen apresenteram tamanhos diferentes e via-
bilidade média.

A técnica para obtengdo de placas metafasicas em ponta de raiz
de batata, oiginada de tubérculo ou de semente, estd em fase final
de adequacdo. Os melhores resultados obtidos, até o momento, fo-

‘ram com pré-tratamento de 8-hidroxiquinoleina (8-HQ) 0,002 M a

18-20°C por 5 horas, que parece diminuir as aderéncias entre os
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‘cromossomos. A andlise do pélen de plantas doadoras (4 cultivares de
Solanum tuberosum, S. commersonii ssp.commersonii € S, commersonii
ssp. malmeanum) mostrou que apenas 9 a 24% das tétrades sdo nor-
mais. A viabilidade do pdlen dos genétipos silvestres é significativa-
mente maior (x=0,05) que a dos comerciais. As balxissimas taxas de
viabilidade ou a auséncia de germinacio in vitro do pélen dos cultiva-
res de S. tuberosum indicam esterilidade masculina, nio as recomen-
dando como polinizadoras. O teste de coloragdo do pélen superestima.
a viabilidade do pélen, mas seus resultados podem ser correlacinados
com os do teste de germinagdo in vitro. O tamanho maior do pélen dos
gendétipos cultivados e o0 menor dos genétipos silvestres sio compati-
veis com os nivels de ploidia 4x e 2x, respectivamente,

Os cromossomos de ponta de raiz de plantinhas in vitro, regene-
radas de cultura de anteras de 7 genétipos de arroz hibrido, mostra-
ram que 5 possuiam 2n=24 (mesmo numero das plantas controle) e
apenas 2 eram n=12, O pré-tratamento utilizado foi com 8-HQ 0,002
M por 2,5 a 3 horas, a temperatura de 18-20°C.
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PRODUGAO DE DEMETOXITABERNULOSINA EM CULTURA DE
CELULAS DE Rauwolfia sellowii Miill Agr

Batista, C.V.F.; Rech, S.B.; Santos, A, L; Villetti, D.S,;
Schripsema, J.; Henriques, AT,

Frente a necessidade de buscar rotas alternativas para a produ-
¢do de farmacos com moléculas complexas, de dificil obtengdo via sin-
tese organica, bem como forma de preservagio ambiental frente a
extracdo desenfreada de matéria prima vegetal, a biotecnologia vegetal
surge como uma nova e promissora rota de obtenc¢do de principios ati-
vos vegetais biologicamente ativos.

A Rauwolfia sellowit € uma planta nativa do sul e sudeste brasi-
leiro. O extrato alcaloidifero das cascas das raizes & comercializado no
Brasil como antihipertensivo, tendo sido comprovada cientificamente
sua ac¢do hipotensora como um todo e em subfragbes do extrato. Es-
tudos quimicos desenvovidos em diferentes centros de pesquisa tem
identificado diversos alcaldides como potenciais agentes hipotensores.
Dentre estes se destacam a reserpina (medicamento essencial listado
pela Organizagido Mundial de Satide), serpentina e reserpilina. Cita-se
também a presen¢a de ajmalicina um notével ativador da circulagdo
cerebral,

Na obtencdo de culturas celulares a partir de folhas, usou-se o
melo de Gamborg B5-15 para indugdo de calos. Estes foram repicados
até a obtencdo de uma linhagem celular estavel, com os quais obteve-
se cultura de células em suspensio. As culturas liquidas foram suces-
sivamente transferidos de meio em intervalos regulares de trés
semanas, determinado por uma estabilizacdo na curva de desassimila-
¢io, obtidas por diferenga gravimétrica por perda de CO2. O fotoperio-
do aplicado foi 12 horas de luz e 12 horas no escuro, otimizado por
experimentacio. '

Utilizando-se o método classico de Stass-Otto para extragéo dos
alcaléides, obtivemos extratos alcaloidiferos total das folhas, calos,

1 CPG Citnclas Farmacéuticas - UFRGS
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células em suspensdo e melo de cultura. Todos os extratos, das
diferentes matérias-primas, foram analizados por CCD (Cromatografia
em Camada Delgada) e CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficién-
cia), revelando produgdes significativas de demetoxitabernulosina nos
extratos de culturas vegetais. Outros alcaléides indélicos como
19,20-epoxiakuamicina, picrinina e vomilenina também foram caracte-
rizados.
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QUANTIFICACAO DE PILOCARPINA EM CULTURAS DE CELULAS
DE Pilocarpus pennatn‘ohus

Rech, 8.B.; Reginatto, F.; Lopes, S.; Henriques, A,

Pilocarpus pennatifolius, Rutaceae, constitul fonte tinica de ob-
teng¢do industrial de pilocarpina. Este alcaléide imidazdlico, de grande
importancia econdmica, é utilizado na terapéutica do tratamento do
glaucoma, sob a forma farmacéutica de colirio.

As vendas de pilocarpina nos Estados Unidos em 1989 foram es-
timadas em vinte e oito milhdes de délares e o kg de folhas secas de
Pilocarpus custou, no mesmo ano, vinte e oito centavos de délar, para
a indistria americana (Elisabetsky, 1991), Colirios contendo 1% de
policarpina sdo vendidos no Brasil por US$ 4,0/10 ml.

A produgéo de pilocarpina in vifro é promissora, pois ao contra-
rio do cultivo da planta, pode-se obter um produto de alta qualidade
em quantidades previsiveis.

No presente trabalho foram estabelecidas as condigdes ideais
para o desenvolvimento de calos fridveis e de crescimento rapido, ini-
cladas as culturas de células em suspenséo e verificada a presenca de
pilocarpina na espécie em estudo e a sua obtengdo nos tecidos vege-
tais cultivados in vitro.

O meio MS {Murashige e Skoog) mostrou-se o mais adequado
para o cultivo in vitro de Pilocarpus pennatifolius. Vartando-se a con-
centragdo de hormoénios de meio de cultura os calos desenvolveram-se
melhor em altas concentragdes de auxina (5uM NAA] e na auséncia de
citocininas,

A produgéo de pilocarpina é mantida quando as folhas sdo culti-
vadas in vitro.

1 CPG Ciénclas Farmacéuticas ~ UFRGS
CNPq/FAPERGS/PROPESP/UFRGS .
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